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1. Einleitung

Mentale Retardierung (MR) betrifft etwa 3% der Bevdlkerung, wobei die leichte Form der
mentalen Retardierung (IQ 50-70) mit einer Pravalenz von deutlich Gber 2% haufiger auftritt
als die mittlere bis schwere Form (1Q <50) (Butler et al., 1999). Als haufigste Ursache werden
Chromosomenanomalien angegeben (4-28%), daneben spielen zahlreiche endo- und exoge-
ne Faktoren eine Rolle. In etwa 40-60% der Falle bleibt die mentale Retardierung jedoch
unklarer Genese. In den letzten Jahren wurde zunehmend die Bedeutung so genannter
kryptischer, also unter dem Auflésungsvermdgen konventionell zytogenetischer Untersu-
chungsverfahren (3-10Mb) liegender Chromosomenaberrationen bei der Entstehung von
mentaler Retardierung aufgeklart. Als bekannteste Beispiele interstitieller kryptischer
Chromosomenstorungen sind die Mikrodeletionssyndrome zu nennen (z. B. DiGeorge-
Syndrom; Deletion in 22g11.2). Eine besonders viel versprechende Kandidatenregion flr die
Suche nach gehauften kryptischen Aberrationen bei Patienten mit mentaler Retardierung
stellen die Subtelomerregionen dar (Knight et al., 1999). Zum einen weisen die distalen
Subtelomerregionen nichthomologer Chromosomen Sequenzhomologien auf (Knight und
Flint, 2000), die in meiotischen Fehlpaarungen resultieren kénnen, zum anderen ist die
Rekombinationsfrequenz an den Chromosomenenden erhdht (Laurie und Hultén, 1985;
Blouin et al., 1995). Das Zusammenspiel dieser beiden Faktoren bedingt eine Erhéhung der
Aberrationsfrequenz. Darlber hinaus werden die Subtelomerbereiche als genreichste Regio-
nen des menschlichen Genoms angenommen (Saccone et al., 1992). Die Kombination aus
erhohter Aberrationsfrequenz und hoher Gendichte impliziert eine Beteiligung subtelomeri-
scher Chromosomenaberrationen an zahlreichen genetisch bedingten Stérungen, deren
Ursachen bislang unklar waren. Fir Uberaus komplexe Organe, wie das menschliche Gehirn,
in dem etwa ein Drittel aller bekannten mRNAs exprimiert werden, durften
Subtelomerstérungen demnach besonders haufig Konsequenzen haben.

Erste Untersuchungen an MR-Kollektiven bestatigten die Beteiligung subtelomerischer
Chromosomenstdérungen an der Entstehung von mentaler Retardierung (Flint et al., 1995;
Knight et al., 1999). Mittlerweile reichen die Angaben zur Pravalenz von Subtelomeraber-
rationen bei Patienten mit mentaler Retardierung von 0% bis 29,4% (Xu und Chen, 2003; de
Vries et al.,, 2003). Die Untersuchung aller relevanten Subtelomerregionen bei einem
Patienten bedeutet die aufwendige Analyse von 43 genomischen Loci. Dementsprechend
wurden zahlreiche Methoden, sowohl molekulargenetische, wie Mikrosatelliten-Analyse oder
Multiplex Amplifiable Probe Hybridisation (MAPH), als auch molekularzytogenetische, wie
Comparative Genomic Hybridization (CGH) und Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH),

zum so genannten Subtelomer-Screening erprobt. Seit der Verdffentlichung und Kommerzi-
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alisierung des so genannten Second Generation Probe Panel (Knight et al., 2000) wird die
FISH als effiziente und zuverlassige molekularzytogenetische Methode am haufigsten
angewandt.

In Anbetracht des hohen Zeit- und Kostenaufwands der Untersuchungsverfahren wurden
erste Ansatze zur Vorselektion von MR-Patienten, fur die ein Subtelomer-Screening fur
sinnvoll erachtet wurde, anhand klinischer Merkmale postuliert. So veréffentlichten de Vries
et al. (2001) eine so genannte ,Checkliste, in der nach einem Punktesystem definierte
klinische Parameter wie pra- und postnatale Wachstumsretardierung oder Dysmorphien und

bestimmte Fehlbildungen bewertet werden.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung von 82 Patienten mit mentaler
Retardierung unklarer Genese auf das Vorliegen kryptischer subtelomerischer Chromoso-
menaberrationen durch FISH. Es folgte deren exakte Charakterisierung durch Bruchpunkt-
bestimmungen mittels FISH. Schlie3lich wurde eine phanotypische Zuordnung der ermittel-
ten Trager subtelomerischer Stérungen in publizierte klinische Spektren als Basis fur die
Einengung von Kandidatenregionen durchgeflhrt.

In Anbetracht der Komplexitat dieser Untersuchungen sollte eine Méglichkeit zur Vorselek-
tion der MR-Patienten zum Subtelomer-Screening Uberprift werden. Dazu wurde eine
bereits veroéffentlichte Auswahl klinischer Einschlusskriterien auf das eigene Kollektiv ange-

wandt und Vor- und Nachteile der gewahlten Faktoren aufgezeigt.
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2. Allgemeine Grundlagen

21 Mentale Retardierung

Mentale Retardierung (MR) wird definiert als signifikante Einschrankung der kognitiven und
adaptiven Funktionen, die sich vor dem 18. Lebensjahr manifestiert (Battaglia et al., 2003).
Bei ungefahr 3% der Bevdlkerung ist eine mentale Retardierung diagnostizierbar. Im
deutschen Sprachraum unterscheidet man die mittlere bis schwere (IQ<50) von der leichten
Form (IQ 50-70). Letztere tritt mit einem Anteil von weit Uber 2% recht haufig auf (Butler et
al., 1993). Bei Fallen mit schwerer mentaler Retardierung, die mit einer Pravalenz von 0,3%
bis 0,4% deutlich seltener auftreten, werden gehauft kongenitale Fehlbildungen und Dysmor-
phien beobachtet (Bodensteiner und Schafer, 1995; Curry et al., 1997).

Die Ursachen fir mentale Retardierung aller Schweregrade sind vielfaltig. Neben den haufi-
gen Chromosomenanomalien (4-28%) sind dies eine Reihe endogener und exogener Fakto-
ren. Dazu zahlen Mentale Retardierung/Fehlbildungs- (MR/MCA-, Mental Retardation/
Multiple Congenital Anomalies-) Syndrome bekannter Genese (3-7%) und monogene
Erkrankungen (3-9%). Auch strukturelle Anomalien des zentralen Nervensystems (7-17%),
Schwangerschafts- und Geburtskomplikationen (2-10%), Umwelt- und Teratogeneinwir-
kungen (5-13%), "kulturell-familiare” Faktoren (3-12%), unklassifizierte Syndrome (1-5%) und
endokrine bzw. metabolische Ursachen (1-5%) sind an der Entstehung von mentaler

Retardierung ursachlich beteiligt.

Bei etwa 40-60% der Betroffenen mit mentaler Retardierung aller Schweregrade kann bisher
keine Ursache ermittelt werden. Dabei gelingt die Diagnosestellung bei den schweren
Formen haufiger (in bis zu 70% der Falle) als bei leichter mentaler Retardierung (in 35-55%
der Falle), welche in genetischer Hinsicht eher als multifaktoriell bedingt aufzufassen ist
(Propping et al., 1989). Unter den Ursachen der schweren mentalen Retardierung sind
Chromosomenaberrationen mit 24% besonders haufig, wahrend diese nur 4-8% der Falle mit

leichter Retardierung verursachen.

211 Kryptische Chromosomenaberrationen bei mentaler Retardierung unklarer

Genese

In den letzten Jahren wurde zunehmend die Bedeutung einer weiteren Klasse genetischer
Ursachen bei mentaler Retardierung klar, die so genannten kryptischen Chromosomen-
aberrationen. Eine chromosomale Stdérung ist dann als kryptisch zu bezeichnen, wenn sie
unter dem Aufldsungsvermégen konventionell zytogenetischer Banderungstechniken, also

unter einer GroRRe von 3-10 Megabasen (Mb), liegt.
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Bekannte Beispiele flr interstitielle kryptische Chromosomenaberrationen sind Mikrodele-
tionssyndrome wie das DiGeorge-/Velokardiofaziale Syndrom (Deletion in der Sub-Bande
22911.2) oder das Williams-Beuren-Syndrom (Deletion in der Sub-Bande 7q11.23). Die
ursachlichen Deletionen sind nur wenige Mb gro und werden durch gezielte
molekularzytogenetische Untersuchungsmethoden, wie die Fluoreszenz in situ Hybridisie-
rung (FISH) nachgewiesen. Durch die Anwendung dieser Methoden hat sich die Diagnostik
bei Betroffenen mit mentaler Retardierung grundlegend gewandelt. Vor der routinemafigen
Anwendung der FISH war beispielsweise die konventionell nachweisbare Deletion des
kurzen Armes von Chromosom 5, die das Cri du chat-Syndrom verursacht, mit 1/50.000
Lebendgeburten die am haufigsten nachgewiesene strukturelle Chromosomenaberration.
Heutzutage wird fir nur eine der durch FISH diagnostizierbaren Mikrodeletionen, die das
DiGeorge-Syndrom verursacht, eine Haufigkeit von mindestens 1/4.000 Lebendgeburten
angenommen (Burn und Goodship, 1996). Kryptische Chromosomenaberrationen stellen
somit eine haufige Form der Chromosomenmutation dar. Ein aktuelles Beispiel fir die
Entdeckung immer neuer Mikrodeletionen mit klinischer Relevanz ist die das NSD1-Gen
umfassende Mikrodeletion in der Chromosomenbande 5q35, die eine Ursache des Sotos-
Syndroms ist (Kurotaki et al. 2002). Bisher wurden solche Deletionen mehr oder weniger
zufallig entdeckt. Im Falle des Sotos-Syndroms war z. B. eine balancierte Translokation bei

einem Patienten der entscheidende Hinweis auf die verantwortliche Chromosomenregion.

Im Zusammenhang mit mentaler Retardierung gelten die subtelomerischen Chromosomen-
regionen als besonders viel versprechende Kandidatenregionen fir die Suche nach

Bereichen gehaufter kryptischer Aberrationen (Knight et al., 1999).

21.2 Subtelomerische Chromosomenaberrationen bei mentaler Retardierung

unklarer Genese

Abbildung 2.1 zeigt schematisch den Aufbau der menschlichen Chromosomenenden. Die
subtelomerischen Chromosomenregionen sind proximal im Anschluss an die repetitiven
Telomer-Sequenzen lokalisiert. Sie setzen sich zusammen aus einem distalen Bereich, der
komplexe Familien repetitiver DNA enthalt und Homologien zu zahlreichen Chromosomen-
enden aufweist. Er geht proximal, Uber einen weiteren repetitiven Bereich, in die nicht
repetitiven, Chromosomenenden-spezifischen Sequenzen uber. Im Grenzbereich zwischen
der distalen und proximalen Region werden degenerierte Telomer-Sequenzen vermutet
(Knight und Flint, 2000).
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(TTAGGG),-Telomersequenz

distale repetitive Subtelomersequenz

degenerierte (TTAGGG),-Telomersequenz

> proximale repetitive Subtelomersequenz

~ Chromosomenenden-spezifische Sequenz

A

Abbildung 2.1: Aufbau der Chromosomenenden (nach Knight und Flint, 2000).

Die meiotische Homologenpaarung beginnt an den Chromosomenenden (Barlow und Hultén,
1996; Scherthan et al., 1996). Wie bereits erwahnt, weisen die distalen Subtelomerbereiche
nichthomologer Chromosomen Sequenzhomologien auf. Fehlpaarungen wahrend der
Meiose werden daher beglnstigt. Darlber hinaus ist die Rekombinationsfrequenz an den
Chromosomenenden erhoht (Laurie und Hultén, 1985; Blouin et al., 1995). Die Kombination
aus erhdhter Rekombinationsfrequenz und erhéhter Wahrscheinlichkeit flir meiotische
Fehlpaarungen bedingt eine Steigerung der Aberrationsfrequenz in den subtelomerischen
Chromosomenbereichen. Die subtelomerischen Chromosomenregionen weisen auflerdem
einen Uberproportional hohen Gehalt an GC-reichen H3-lsochoren auf und werden
demzufolge als die genreichsten Bereiche des menschlichen Genoms angesehen (Saccone
et al.,, 1992). Bei Aberrationen dieser Regionen ist daher mit deutlichen phanotypischen
Konsequenzen zu rechnen. Die Faktoren hohe Gendichte und erhdhte Aberrations-
frequenz implizieren, dass subtelomerische Chromosomenaberrationen bei einer Vielzahl
genetisch bedingter Stérungen bislang unklarer Genese beteiligt sein konnten. Dies gilt
besonders fiir Gberaus komplexe Organe wie das menschliche Gehirn, in dem etwa ein
Drittel der bekannten mRNAs exprimiert werden. Subtelomerische Chromosomenaber-
rationen sollten demnach unter anderem haufig eine mentale Retardierung zur Folge haben.
In ersten Studien wurde der Zusammenhang zwischen subtelomerischen Chromosomen-
storungen und mentaler Retardierung unklarer Genese bestatigt. Im Jahr 1995

veroffentlichten Flint und Mitarbeiter die erste systematische Untersuchung eines gréfieren
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Patientenkollektivs (99 MR-Patienten) auf kryptische subtelomerische Aberrationen und
schatzten die Gesamthaufigkeit subtelomerischer Chromosomenstérungen bei Patienten mit
idiopathischer mentaler Retardierung auf 7,4% (Flint et al., 1995). Dies wurde an einem
grolkeren Kollektiv (insgesamt 466 Patienten) bestétigt, in dem bei 7,4% der Patienten mit
schwerer und bei 0,5% der Patienten mit leichter mentaler Retardierung subtelomerische
Chromosomenaberrationen aufgedeckt wurden (Knight et al., 1999). Die Veréffentlichung
eines vollstandigen, gut charakterisierten Sondensets zur Untersuchung aller Subtelomer-
regionen nur ein Jahr spater (,Second generation probe panel®, Knight et al., 2000)
ermoglichte zuverlassigere Untersuchungen an den subtelomerischen Chromosomen-
regionen, und es wurden mehrere Studien verdffentlicht, in denen subtelomerische

Chromosomenaberrationen bei Patienten mit mentaler Retardierung analysiert wurden.

Xu und Chen (2003) fassten 21 dieser Studien mit 2490 MR-Patienten zusammen. Die
Angaben zur Pravalenz subtelomerischer Chromosomenaberrationen reichten dabei von 0%
bis 29,4% mit einem Mittelwert von 4,6%. Als Ursachen fiir diese grof’en Unterschiede
wurden uneinheitliche klinische Kriterien bei der Kollektivzusammenstellung, variierende
KollektivgréRen und unterschiedliche Untersuchungsmethoden mit unterschiedlicher Sensiti-

vitat und Aufldsung angegeben.

Da die Untersuchung aller Subtelomere eines Patienten die differentielle Darstellung von 43
Chromosomenregionen (Subtelomerregionen der kurzen Arme (pter) und der langen Arme
(gter) aller 23 Chromosomen, abzlglich der kurzen Arme (pter) der finf akrozentrischen
Chromosomen, die kein relevantes Euchromatin enthalten) erfordert, gewann die

Entwicklung effizienter Untersuchungstechniken zunehmend an Bedeutung.

21.3 Techniken zur Untersuchung der Subtelomerregionen

Durch molekulargenetische Methoden wurden zunachst VNTR (Variable Number of Tandem
Repeats) geeigneter Lokalisation untersucht (Flint et al., 1995), spater wurde STRP-Typing
(Single Tandem Repeat Polymorphism) zum Subtelomer-Screening eingesetzt (Slavotinek et
al., 1999). Die im Jahr 2000 von der Arbeitsgruppe um John Armour entwickelte, auf PCR
(Polymerase Chain Reaction) basierende Technik der Multiplex Amplifiable Probe
Hybridisation (MAPH) wurde ebenfalls fir Subtelomer-Analysen verwendet (Sismani et al.,
2001). Zuletzt wurden die Techniken des Automatisierten Fluoreszenz-Genotyping (Rio et
al., 2002) sowie einer Array-basierten CGH (Veltman et al., 2002) als geeignete Methoden

zur Detektion subtelomerischer Chromosomenaberrationen beschrieben.
Die haufigste angewendete Methode zur Untersuchung subtelomerischer Chromosomen-
regionen, die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH), ist im Gegensatz zu den oben

beschriebenen Techniken in der Lage, auch balancierte Chromosomenaberrationen
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nachzuweisen. Die meisten verdffentlichten Subtelomer-Studien wurden mit kommerziell
erhaltlichen Kits durchgefihrt, die 15 (ToTelVysion™ Multi-color FISH Probe Panel, Vysis)
bis 23 Hybridisierungen (Chromoprobe Multiprobe T System, Cytocell) erfordern. Aufgrund
der erforderlichen Menge an Untersuchungsmaterial sowie des zeitlichen und finanziellen
Aufwands dieser kommerziellen Kits gewannen Multicolour-FISH-Ansatze immer mehr an

Bedeutung und wurden standig weiterentwickelt.

So entwickelten Fauth et al. (2001) eine effiziente Multicolour-FISH-Strategie, bei der zwei
unterschiedliche Sondensets kombiniert wurden. Das erste Set bestand aus mikrodis-
sezierten Sonden aus den Subtelomerregionen, die etwa 5-10 Mb grol3 waren. Diese wurden
unter Verwendung von sieben Fluorochromen kombinatorisch markiert, wobei die p- und g-
Arme eines Chromosoms jeweils dieselbe Farbe besallen. In einer zweiten Hybridisierung
wurden Sonden des ,Second generation probe panel® (Knight et al., 2000) in einer Zwei-
Farb-Hybridisierung zur Differenzierung der p- und g-Arme aller meta- und submeta-
zentrischen Chromosomen eingesetzt. Ein Nachteil dieses Ansatzes ist, dass die Auflésung
bei der Detektion unbalancierter Translokationen durch das erste Sondenset determiniert
wird. Diese liegt flir solch komplexe Sonden bei kombinatorischer Markierung mit sieben
Fluorochromen zwischen 320kb und 2,6Mb (Azofeifa et al., 2000).

Engels et al. entwickelten 2003 die Subtelomer-Combined Binary Ratio Labelling-FISH (S-
COBRA-FISH). Diese Methode verwendete Sonden des ,Second generation probe panel®
(Knight et al., 2000), um durch die Kombination aus ratio- und binarer Markierung in nur zwei
Hybridisierungen alle 43 relevanten Subtelomerregionen differentiell darzustellen. Das
Prinzip der S-COBRA-FISH wird unter 3.3.1.2.1 naher erlautert werden. Die Aufldsung dieser
Methode ist einzig begrenzt durch die Lokalisation der Sonden, die durchschnittlich 230kb
vom Telomer entfernt liegen (Knight et al., 2000) und liegt somit héher als die der o. g.
Methode von Fauth et al. (2001).

In Anbetracht der Komplexitat der Untersuchungsmethoden sowie der hohen Kosten wurde
parallel versucht, vor dem Subtelomer-Screening bei Patienten mit MR eine phanotypische

Vorauswahl zu treffen und so die Zahl der zu untersuchenden Patienten zu verringern.

2.1.4 Ansatz zur Bestimmung von Kriterien zur Auswahl von MR-Patienten zum

Subtelomer-Screening

Knight et al. (1999) fanden in ihrer Studie bei Patienten mit leichter mentaler Retardierung in
0,5% der Falle subtelomerische Chromosomenaberrationen, bei Patienten mit schwerer
mentaler Retardierung waren es 7,4%. Diese Ergebnisse legten die Vermutung nahe, dass
die Haufigkeit subtelomerischer Chromosomenaberrationen bei Patienten mit schwerer im

Vergleich zu Patienten mit leichter mentaler Retardierung erhoht ist.
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De Vries et al. verdffentlichten im Jahr 2001 eine Studie, in der sie phanotypische Merkmale
und familidre Risikofaktoren bei 110 Patienten mit mentaler Retardierung ohne subtelome-
rische Chromosomenaberrationen und bei 29 MR-Patienten mit nachgewiesener subtelome-
rischer Stérung gegenlberstellten (vgl. Tabelle 2.1). Ziel ihrer Untersuchungen war die
Ermittlung klinischer Auswahlkriterien zum Subtelomer-Screening durch statistische Analyse
von Merkmalen, die in den beiden Gruppen variierten. Sie erstellten eine so genannte
,Checkliste®, in der bestimmten Merkmalen Punkte zugeordnet wurden, die als Bewertung
zum Subtelomer-Screening dienen sollten (vgl. Tabelle 2.1). So verglichen sie zunachst die
Pravalenz familiarer mentaler Retardierung in der Gruppe der Patienten ohne subtelome-
rische Chromosomenstorungen mit der in der Gruppe der Patienten mit Subtelomer-
aberrationen. Eine positive Familiengeschichte war in der Gruppe der Trager subtelome-
rischer Chromosomenaberrationen mehr als dreimal so hoch wie in der Gruppe der MR-
Patienten ohne eine solche Storung. Der Parameter ,Familiaritat der mentaler Retardierung®
wurde in der ,Checkliste® berilicksichtigt und erbrachte bei familiarer mentaler Retardierung,
die mit den Mendelschen Regeln in Einklang gebracht werden konnte, einen und bei nicht-
mendelnder mentaler Retardierung zwei Punkte. In diesem Zusammenhang wurden auch
pathologische Schwangerschaften in den Familien der MR-Patienten mit und ohne
Subtelomerstérungen untersucht. Da jedoch nach statistischer Auswertung kein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Gruppen nachgewiesen werden konnte, wurde dieser
Parameter nicht in der ,Checkliste® etabliert. Der Vergleich der Geburtsgewichte der
Patienten mit und ohne Subtelomerstérungen zeigte einen stark signifikanten Unterschied
auf, denn mehr als vier mal so viele Patienten mit Subtelomeraberration waren bei Geburt
dystroph, verglichen mit Patienten ohne Stérung der Subtelomerregionen. Pranatale
Wachstumsretardierung wurde demnach in der ,Checkliste“ berlcksichtigt und mit zwei
Punkten bewertet. Bezlglich der postnatalen Wachstumsanomalien wurden Mikro- und
Makrozephalie sowie Minder- und Hochwuchs in die ,Checkliste” ibernommen und mit je
einem Punkt bewertet, obwohl keiner dieser Parameter statistisch signifikante Unterschiede
zwischen den Patienten mit und ohne Subtelomerstérungen aufwies. Zur Untersuchung
fazialer Dysmorphien wurden nur solche vergleichend betrachtet, die in der Gruppe der
Probanden mit subtelomerischen Chromosomenaberrationen mit einer Haufigkeit von utber
10% beobachtet wurden. Dazu zahlten ein asymmetrisches Gesicht, Hypertelorismus,
ansteigende Lidachsen, Aufféalligkeiten der Ohren, der Nase und des Auges. In der
,Checkliste“ berucksichtigt wurden, trotz der fehlenden Signifikanz beim Vergleich aller
fazialen Dysmorphien, Hypertelorismus, Ohranomalien und Auffalligkeiten der Nase. Zur
Vergabe von Punkten mussten mindestens zwei Dysmorphien vorliegen (ein Punkt), weitere
Dysmorphien wurden mit einem weiteren Punkt bewertet. Die nicht-fazialen Dysmorphien

und kongenitalen Anomalien, die untersucht wurden, mussten bei mindestens 10% der
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Trager subtelomerischer Chromsomenstérungen vorhanden sein. Gehirn- und Nierenfehl-
bildungen wurden nicht statistisch analysiert, da beziglich dieser Organe fir zahlreiche
Patienten keine Untersuchungsergebnisse vorlagen. Die untersuchten Auffalligkeiten waren:
Haarauffalligkeiten, Handanomalien, Herzfehler, Hypospadie und Kryptorchismus. Obwohl
auch hier fur keines der Merkmale statistisch signifikante Unterschiede herausgearbeitet
wurden, Ubernahmen de Vries et al. (2001) die Handanomalien, den Herzfehler und die
Hypospadie in die ,Checkliste” und bewerteten die einzelnen Parameter mit je einem Punkt,
wobei maximal zwei Punkte zu vergeben waren. Bei Vorliegen aller Parameter bei einem
MR-Patienten wéare eine maximale Punktzahl von zehn zu erreichen. Anfallsleiden als
zentralnervose Stérung, die gehauft im Zusammenhang mit mentaler Retardierung

beschrieben werden, wurden von de Vries et al. (2001) nicht statistisch analysiert.

Merkmal Punkte
Familiaritat der MR
Familiare MR, passend zu Mendelschem Erbgang 1
Familiare MR, nicht passend zu Mendelschem Erbgang 2
Pranatale Wachstumsretardierung 2

Postnatale Wachstumsretardierung (max. 2 Punkte)

Mikro-/ Makrozephalie 1
Minder-/ Hochwuchs 1
Faziale Dysmorphien (mindestens zwei Dysmorphien) 2

(Hypertelorismus, Ohranomalien, Auffalligkeiten der Nase)

Nicht-faziale Dysmorphien und kongenitale Fehlbildungen (max. 2 Punkte)

Handanomalien 1
Herzfehler 1
Hypospadie 1

Tabelle 2.1: ,Checkliste® zur Untersuchung von MR-Patienten auf kryptische subtelomerische
Chromosomenaberrationen.

Die Anwendung der ,Checkliste“-Kriterien auf ihr Kollektiv von Patienten mit und ohne
Subtelomeraberrationen zeigte, dass bei allen Patienten mit Subtelomerstérung mindestens
drei Punkte vergeben werden konnten. Die Wahl dieses Wertes als Schwelle hatte zu einem
Ausschluss von rund 20% der MR-Patienten zum Subtelomer-Screening gefuhrt, ohne einen
Trager einer Subtelomerstérung zu verpassen und so die Effizienz der Untersuchungen
deutlich erhéht. Ein Schwellenwert von vier Punkten hatte zur Ersparnis des Subtelomer-

Screenings bei 35% der MR-Patienten gefuhrt. Allerdings waren dann 11% der Patienten mit
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subtelomerischer Chromosomenaberration ebenfalls nicht gescreent und demnach nicht

nachgewiesen worden.

Die Autoren raumen ein, dass diese ,,Checkliste” nicht endguiltig sein kann, und dass gréRere
prospektive Studien nétig seien, um die Eignung einer solchen Vorselektion zu Uberprifen.
Da es aber keine weiteren konkreten Ansatze fir eine klinische Vorselektion gibt, sollte die
,Checkliste“ solange hilfreich sein, bis effizientere und kostenglinstigere Screening-

Verfahren zur Verfiigung stehen.
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3. Material und Methoden

3.1 Patientenkollektiv

Das Bonner Kollektiv von Patienten mit mentaler Retardierung umfasste am 31.10.2003 205

Probanden. Bei allen Patienten wurde nach Untersuchung durch Fachéarzte fir Humangene-

tik oder Kinderarzte eine mentale Retardierung diagnostiziert. Der Grad der mentalen

Retardierung reichte von milden bis hin zu mittleren bis schweren Formen. Ein Grofteil der

Patienten wies zusatzlich kraniofaziale Dysmorphien oder Fehlbildungen oder Kombinatio-

nen aus beiden auf. Es wurden sowohl Falle aus Familien mit mehr als einem Betroffenen

als auch isoliert auftretende Falle erfasst. Obligatorisch ausgeschlossen wurden Patienten

mit bekannten Ursachen fir mentale Retardierung, wie:

¢ auffalliger Chromosomenbefund

e Schwangerschafts- und geburtsanamnestische Komplikationen (inklusive teratogener
Noxen)

o Stoffwechselerkrankungen

e Postnatale Schaden bzw. Noxen (Verletzungen, Infektionen etc.)

e Vorliegen eines erkennbaren Syndroms mit bekannten Ursachen (z. B. Prader-Willi-
Syndrom, Angelman-Syndrom, etc.)

Fur alle Patienten lagen normale Chromosomenbefunde mit einer Auflosung von mindestens

400 Banden pro haploidem Genom vor. Alle Patienten des Kollektivs wurden im Rahmen

einer genetischen Beratung von klinischen Genetikern untersucht. Neben anamnestischen

Daten wurde das auliere Erscheinungsbild der Patienten erfasst und dokumentiert. Folgende

Kriterien wurden berucksichtigt:

Anamnese - Schwangerschaft
- Geburt

- psychomotorische Entwicklung

Erhebung des korperlichen Status - Korpergréle, Gewicht, Kopfumfang

- kraniofaziale Dysmorphien

Angaben zu Skelettdeformitaten, internistischen Problemen sowie dem neurologischen
Status wurden weitestgehend den facharztlichen Befunden entnommen.

Fotografisch dokumentiert wurden der Habitus, das Gesicht en face und beide Profile, sowie
ggf. Hande und FiRe.

Von den 205 MR-Patienten wurden 76 konsekutiv untersucht, d. h. die Probanden wurden in

der Reihenfolge analysiert, in der sie ins Kollektiv aufgenommen wurden. Patienten wurden
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im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht weiter untersucht, wenn das Untersuchungs-
material, also die Lymphozytenpraparationen, von unzureichender Qualitat waren. Daruber
hinaus wurden sechs weitere Patienten unabhangig von der konsekutiven Reihenfolge
analysiert. Die Grinde flr die Untersuchung dieser Patienten waren eine sehr gute
Sedimentqualitat zur Etablierung der Untersuchungsmethoden (Patienten 79, 80, 81), eine
weitere Schwangerschaft der Mutter (Patient 78) sowie Anfragen von Facharzten fir
Humangenetik aus anderen Humangenetischen Instituten (Patienten 77 und 82). Tabelle 3.1
zeigt das Untersuchungskollektiv in der Ubersicht. Dargestellt ist das Geschlecht der
Patienten (m=mannlich, w=weiblich), das Alter, der Karyotyp, das Ergebnis der molekular-
genetischen FraX (Fragiles X-Syndrom) -Diagnostik (falls vorhanden) und ggf. Ergebnisse

der molekularzytogenetischen Zusatzdiagnostik.

Patient | m/w | Alter Chromosomenanalyse FraX Mikrodeletions-
(J) Banderung Bandenzahl Analysen
1 m 7 QFQ, RBA 400-500 0.B
2 m 8 QFQ k. A. 0.B AS o. B.
3 m 9 QFQ k. A. 0.B
4 w 10 QFQ, RBA ~450 0.B AS o. B.
5 m 10 QFQ, RBA k. A. 0.B
6 w 9 QFQ k. A. 0.B
7 w 7 QFQ ~450 o. B.
8 w 14 GTG, RBA 450-500 k.A.° SMS o. B.
9 m 7 extern o. B.* k. A. 0.B AS o. B.
10 m 4 GTG, RBA ~450 0.B DGS o. B.
11 w 7 extern o. B.* ~450 0.B WBS + PWS o. B.
12 W 12 extern o. B.* k. A. 0.B SMS o. B.
13 m 18 QFQ k. A. o. B.
14 m 20 QFQ k. A. o. B.
15 w 2 GTG, RBA 450-500 0.B DGS + WHS o. B.
16 m 9 GTG, RBA 400-500 0.B
17 m 10 GTG, QFQ 400-450 0.B
18 m 9 GTG, RBA 450-550 0.B
19 m 8 GTG, RBA 400-500 0.B
20 m 8 QFQ 450-500 0.B DGS o. B.
21 w 4 GTG, RBA ~450 o. B.
22 m 10 QFQ, RBA k. A. o. B.
23 m 13 GTG, RBA 450-500 o. B.
24 W 15 extern 0. B.* k. A. o. B.
25 w 18 QFQ k. A. o. B.
26 m 7 GTG, RBA ~400 o. B.
27 m 8 QFQ, RBA ~400 o. B.

Tabelle 3.1: Untersuchungskollektiv in der Ubersicht. Die Patienten 1-76 wurden konsekutiv, die
Patienten 77-82 nicht-konsekutiv analysiert.

* Angaben zur Banderung liegen nicht vor. © FraX-Syndrom klinisch unwahrscheinlich

AS = Angelman-Syndrom, DGS = DiGeorge-Syndrom, PWS = Prader-Willi-Syndrom, SMS = Smith-
Magenis-Syndrom, WBS = Williams-Beuren-Syndrom, WHS = Wolf-Hirschhorn-Syndrom
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Patient | m/w | Alter Chromosomenanalyse FraX Mikrodeletions-
(J) Banderung Bandenzahl Analysen
28 m 5 GTG, RBA ~450 o. B.
29 m 4 GTG, RBA ~400 o. B. PWS o. B.
30 w 6 QFQ 350-400 k.A.°
31 m 10 GTG, RBA 450-550 o. B.
32 w 5 QFQ ~450 o. B.
33 w 9 GTG, RBA ~450 o. B.
34 m 6 GTG, RBA 400-500 o. B.
35 w 6 GTG, RBA ~400 o. B. PWS o. B.
36 w 37 GTG, RBA 400-500 o. B. PWS + SMS o. B.
37 m 5 GTG, RBA ~450 o. B.
38 m 4 GTG 500-550 o. B.
39 m 9 GTG, RBA ~450 0. B.
40 w 14 GTG ~450 o. B.
41 w 21 GTG, RBA 450-500 o. B.
42 m 11 GTG, RBA ~450 o. B.
43 m 5 GTG, RBA 450-500 o. B.
44 m 4 GTG, RBA ~450 k.A.°
45 m 13 QFQ k. A. o. B.
46 m 16 QFQ k. A. o. B.
47 w 5 GTG, RBA ~400 k.A.° AS + PWS o. B.
48 m 11 extern 0. B.* k. A. o. B. AS o. B.
49 w 11 extern o. B.* k. A. o. B.
50 m 9 extern o. B.* k. A. o. B. WBS o. B.
51 m 8 QFQ, RBA k. A. o. B.
52 w 10 GTG, CBG ~450 k.A.°
53 w 6 extern o. B.* k. A. k.A.°
54 m 3 GTG, RBA 500-550 k.A.°
55 m 13 GTG, QFQ ~500 o. B.
56 m 4 QFQ, RBA ~400 k.A.°
57 w 3 GTG ~400 o. B.
58 w 4 GTG, RBA ~450 o. B. WBS o. B.
59 m 9 extern 0. B.* k. A. o. B. AS o. B.
60 m 7 QFQ, RBA ~450 o. B.
61 w 11 QFQ, GTG k. A. o. B.
62 m 3 extern o. B.* k. A. o. B.
63 w 6 extern 0. B.* k. A. k.A.°
64 m 4 extern o. B.* k. A. o. B.
65 w 8 GTG, RBA ~450 o. B.
66 m 4 GTG, RBA 450-500 o. B.
67 m 5 QFQ ~400 o. B.
68 w 3 GTG, RBA ~500 o. B.
69 w 4 GTG, RBA ~ 450 o. B. SMS + WHS o. B.
70 m 4 GTG, RBA ~450 o. B. WBS + WHS o. B.
71 m 9 GTG, RBA ~450 0. B.

Tabelle 3.1, Fortsetzung: Untersuchungskollektiv in der Ubersicht.

konsekutiv, die Patienten 77-82 nicht-konsekutiv analysiert.
* Angaben zur Banderung liegen nicht vor. © FraX-Syndrom klinisch unwahrscheinlich

AS = Angelman-Syndrom, DGS = DiGeorge-Syndrom, PWS = Prader-Willi-Syndrom, SMS = Smith-
Magenis-Syndrom, WBS = Williams-Beuren-Syndrom, WHS = Wolf-Hirschhorn-Syndrom

Die Patienten 1-76 wurden
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Patient | m/w | Alter Chromosomenanalyse FraX Mikrodeletions-

(J) Banderung Bandenzahl Analysen

72 w 5 extern o. B.* k. A. k.A.°

73 m 7 QFQ, RBA ~400 0. B.

74 m 13 GTG, RBA ~500 0. B.

75 w 8 GTG, RBA ~450 o. B.

76 w 14 GTG, RBA 450-500 o. B.

77 m 17 GTG, RBA ~450 o. B.

78 m 6 GTG 400-450 0. B.

79 m 7 GTG, QFQ 400-500 0. B. SMS o. B.

80 w 14 QFQ, RBA ~450 0. B.

81 w 5 extern o. B.* k. A. k. A.

82 w 3 extern o. B.* k. A. k. A.

Tabelle 3.1, Fortsetzung: Untersuchungskollektiv in der Ubersicht. Die Patienten 1-76 wurden
konsekutiv, die Patienten 77-82 nicht-konsekutiv analysiert.

* Angaben zur Banderung liegen nicht vor. © FraX-Syndrom klinisch unwahrscheinlich

AS = Angelman-Syndrom, DGS = DiGeorge-Syndrom, PWS = Prader-Willi-Syndrom, SMS = Smith-
Magenis-Syndrom, WBS = Williams-Beuren-Syndrom, WHS = Wolf-Hirschhorn-Syndrom

3.2 Analysiertes Zellsystem
In der vorliegenden Arbeit wurden zytogenetische und molekularzytogenetische Untersu-
chungen an praparierten Meta- und Interphasestadien von Zellen des peripheren Blutes der

Patienten durchgefuhrt.

3.2.1 Chromosomendarstellung aus Lymphozyten

Lymphozyten als ausdifferenzierte Zellen teilen sich in der Regel im peripheren Blut nicht
mehr. Werden sie aber in Kultur genommen und durch ein Mitogen stimuliert, verlassen die
Lymphozyten ihren Go-Status und treten wieder in den Zellzyklus ein. In der vorliegenden
Arbeit wurde Phytohamagglutinin (PHA) zur selektiven Transformation und klonalen Prolife-
ration der T-Lymphozyten aus peripherem Blut verwendet.

Die Kurzzeitkultivierung PHA-stimulierter Lymphozyten aus Vollblut erfolgte in den eigenen
Versuchen uber 72 Stunden in Gewebekulturflaschen bei 37°C im Brutschrank.

Zur Aufarbeitung und Praparation der Lymphozyten wurden in den eigenen Untersuchungen
Standardverfahren verwendet (Wegener, R.-D.; 1999).

3.3 Fluoreszenz in situ Hybridisierung

Bei der in situ Hybridisierung (ISH) handelt es sich um eine molekularzytogenetische
Methode, mit deren Hilfe DNA-Zielsequenzen in Geweben, Zellen und Chromosomenprapa-
raten ,in situ®, also ,in der naturlichen Lage® detektiert werden kdnnen. Dies geschieht durch
Hybridisierung komplementarer, markierter DNA-Sequenzen (Sonden-DNA) mit einzelstran-

gigen DNA-Zielsequenzen. Es bilden sich Hybride.
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Langer et al. (1981) entwickelten Markermolekule, die zu einer weiten Verbreitung der ISH
beitrugen. So wurde die nichtradioaktive Fluoreszenz in situ Hybridisierung oder FISH
(Pinkel et al., 1986) als einfache, schnelle und sichere Methode etabliert. Infolge der
aufkommenden Modglichkeit der molekularen Klonierung standen immer mehr DNA-
Sequenztypen fir die Hybridisierung zur Verflgung. Neben der Entwicklung unterschied-
licher Fluorochrome flhrte diese Sondenvielzahl zur Evaluation zahlreicher FISH-Techniken.
In Abhangigkeit von der Fragestellung kommen zentromerspezifische Sonden, library-DNA-
Proben bzw. whole chromosome paints (wcp) und Single Copy-Sonden einzeln oder in
Kombination zum Einsatz. In der vorliegenden Arbeit wurden ausschliefdlich Single Copy-
Sonden verwendet. Diese lokusspezifischen Sonden enthalten Sequenzen, die nur einmal im
Genom vorliegen und finden z. B. in der klinischen Diagnostik zur Analyse von Mikrodele-
tionssyndromen (z. B. DiGeorge-Syndrom) Anwendung. Auch der spezifische Nachweis der
subtelomerischen Chromosomenregionen erfolgt tiber Single Copy-Sonden.

Der Nachweis der hybridisierten Sonden-DNA kann direkt oder indirekt erfolgen. Indirekt
markierte Sonden tragen ein so genanntes Reportermolekil, z. B. ein Hapten wie Biotin,
Digoxigenin oder Dinitrophenol, an ein Nukleotid gebunden. Der Nachweis erfolgt Gber
Antikérper oder andere hochaffin an die jeweilige Reportergruppe bindende Molekiile,
welche dann ihrerseits mit einem Fluorochrom gekoppelt sind. Bei direkt markierten Sonden
sind die Fluoreszenzfarbstoffe direkt an Nukleotide gekoppelt und somit in die Sonde
inkorporiert. Der Vorteil der direkten Markierung liegt in der Zeitersparnis bei der Detektion
der Sonde. Nachteilig ist, dass die Moglichkeit einer nachtraglichen Signalverstarkung nicht

gegeben ist.

3.3.1 Subtelomer-FISH

Die Untersuchung der 43 relevanten subtelomerischen Chromosomenregionen erfordert den
Einsatz von insgesamt 41 verschiedenen Sonden, da fiir die Chromosomenenden Xp/Yp und
Xq/Yq aufgrund von Homologie jeweils die gleichen Sonden verwendet werden. In Einzel-
hybridisierungen wurden die Untersuchungen mit 41 Sonden einen aufderordentlich hohen
Arbeitsaufwand erfordern (vgl. 2.1.2). Die Kombination verschiedener Fluorochrome zur
Sondenmarkierung und die sich daraus ergebende Moglichkeit der Anwendung von
Multicolour-FISH Anséatzen ermdglicht eine deutliche Erhéhung der Untersuchungseffizienz.
Bei der Untersuchung der Subtelomerregionen von Patienten mit mentaler Retardierung
fanden insgesamt drei verschiedene FISH-Techniken mit zwei unterschiedlichen Sondensets
Anwendung. So wurde zunachst das kommerzielle Subtelomer Sondenset ,ToTelVysion™
Multi-color FISH Probe Panel“ der Firma Vysis verwendet, mit dem in 15 Hybridisierungen

alle 43 relevanten Subtelomerregionen differentiell darstellbar sind.
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Daruber hinaus fand die Subtelomer-Combined Binary Ratio Labelling FISH (S-COBRA
FISH), die durch den Einsatz von vier unterschiedlichen Fluorochromen die simultane
Visualisierung von 24 Farben erméglichte, Anwendung. Mit Hilfe dieser Methode konnten in
zwei Hybridisierungen alle Subtelomerregionen differentiell dargestellt werden (Engels et al.,
2003).

Zuletzt wurde die Subtelomer-Sechs-Farben-FISH, die im Institut fir Humangenetik in Bonn
entwickelt wurde, genutzt. Durch den Einsatz dreier Fluorochrome ermdéglichte diese Technik
die Darstellung von sechs visuell unterscheidbaren Sonden in einer Hybridisierung.

Fir die beiden letztgenannten FISH-Techniken wurde zum gréflten Teil das von Knight et al.
(2000) beschriebene so genannte ,Second generation probe panel”, das BAC- (Bacterial
Artificial Chromosome) und PAC- (P1 Artificial Chromosome) Sonden fir alle subtelomeri-

schen Chromosomenregionen enthalt, benutzt.

3.3.1.1 Kommerzielles Subtelomer-Sonden Set (ToTelVysion™)

Zur Untersuchung der subtelomerischen Chromosomenregionen wurde bei 50 konsekutiv
und zwei nicht-konsekutiv analysierten Patienten das ,ToTelVysion™ Multi-color FISH Probe
Panel“ der Firma Vysis verwendet. Mit Hilfe dieses Sets werden die 43 euchromatischen
Subtelomerregionen durch den Einsatz von 41 Sonden (vgl. 2.1.3) in insgesamt 15
Hybridisierungen auf das Vorliegen von Deletionen, Duplikationen, Translokationen und
Inversionen untersucht. Die Sonden dieses Sets sind direkt markiert mit den Fluorochromen
SpectrumGreen (Falschfarbe ,griin“) und SpectrumOrange (Falschfarbe ,rot“) (Vysis). Vier
der insgesamt 15 Sondenmischungen enthalten zwei Subtelomer-Sonden in den reinen
Farben zur Darstellung der p- und g-Arme je eines Chromosoms. EIf weitere Sondenmi-
schungen enthalten jeweils drei subtelomerisch lokalisierte Sonden, zwei in den reinen
Farben und eine dritte bestehend aus einer 1:1-Mischung der o. g. Fluorochrome (Falsch-
farbe ,gelb“). Zusatzlich enthalten 10 von 11 dieser Drei-Farb-Hybridisierungssets
Zentromersonden (CEP) oder euchromatische Sonden (LSI), die mit dem Fluorochrom
SpectrumAqua direkt markiert sind. Diese sollen die Identifizierung der nur mit einer Sonde
(Falschfarbe ,gelb®) markierten Chromosomenenden gewahrleisten. Tabelle A1 im Anhang
zeigt das Schema der 15 Hybridisierungen und charakterisiert die einzelnen Sonden.

Das kommerziell erhaltliche ToTelVysion™ Multi-color FISH Probe Panel der Firma Vysis
enthalt subtelomerische DNA-Sonden, die zwischen 60 und 191kb grof3 sind und nach
Herstellerangaben Loci enthalten, welche schatzungsweise hdéchstens 300kb vom Chromo-

somenende entfernt liegen.
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3.3.1.1.1 Subtelomer-Screening mittels ToTelVysion™

Das ,ToTelVysion™ Multi-color FISH Probe Panel* der Firma Vysis ermdglichte die
differentielle Darstellung aller 41 relevanten Subtelomerregionen in 15 Hybridisierungen.
Voraussetzung fir die Anwendung dieses kommerziell erhaltlichen Kits waren Lymphozyten-
Praparate, die auf insgesamt 15 Arealen mit einem Durchmesser von je 12mm mindestens
12-15 analysierbare Metaphasen enthielten. Neben der Anzahl der Metaphasen spielten
deren Chromosomenlange und -spreitung sowie die Menge zytoplasmatischer Reste eine

Rolle fir ihre Analysierbarkeit.

3.3.1.1.2 Enzymatische Vorbehandlung der Praparate

Bei Zellpraparationen mit einem erhdhten Zytoplasmaanteil kann eine enzymatische
Vorbehandlung mit RNase A und Pepsin die Qualitat der Hybridisierung verbessern.

Die RNase A bewirkt den Abbau einzelstrangiger RNA und verhindert so eine unspezifische
Hybridisierung der Sonden-DNA mit zelluldrer RNA.

Pepsin als proteolytisches Enzym baut Membran- und vor allem Zytoplasmareste, die die
Chromosomen umschlieBen kdnnen, ab und bewirkt durch diese Permeabilisierung ein
erleichtertes Eindringen der Sonden-DNA.

Eine anschlieRende Postfixierung mit vernetzenden Molekilen wie Formaldehyd dient der
Erhaltung der Chromosomenmorphologie.

In den eigenen Versuchen wurde stets eine Vorbehandlung der Lymphozyten-Praparate zur

Optimierung der Hybridisierungsergebnisse durchgeflihrt.

Durchfiihrung:
e Praparate nach 70% Ethanol-Inkubation lufttrocknen

e je 100ul RNase A-Loésung auf Objekttrager (OT) pipettieren, Deckglas (DG) auflegen
e 10 Minuten (min) bei 37°C inkubieren

¢ DG entfernen, 2x5 min waschen mit 2xSSC bei Raumtemperatur (RT)

¢ 10 min in Pepsinlésung inkubieren (37°C)

e 2x5 min waschen mit 1xPBS (RT)

e 10 min in Postfixierungslosung inkubieren (RT)

e 2x5 min waschen mit 1xPBS (RT)

o aufsteigende Ethanolreihe (70%/90%/absolut (abs.)), je 3 min (RT)

o OT lufttrocknen
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3.3.1.1.3 Hybridisierung
Zur Hybridisierung mussen bei doppelstrangiger DNA sowohl Ziel- als auch Sonden-DNA
denaturiert werden, d. h. die DNA-Doppelstrange werden getrennt. Im Rahmen der Hybridi-
sierung werden nun markierte Nukleinsduresonde und unmarkierte Ziel-DNA, jeweils einzel-
strangig vorliegend, zusammengebracht. Dabei macht man sich die Reassoziationskinetik
einzelstrangiger Nukleinsduren zunutze, bei der sich durch die Basenpaarung von Adenin
und Thymin (A-T) und Guanin und Cytosin (G-C) komplementdre Sequenzen zusammen-
lagern, also hybridisieren. Dieser Prozess kann nur unter bestimmten Bedingungen,
abhangig von der Temperatur und der Salzkonzentration im Milieu, optimal ablaufen mit dem
Ziel, moglichst viele Heteroduplices aus Sonden- und Ziel-DNA und méglichst wenig Homo-
duplices aus Ziel-Ziel-DNA und Sonden-Sonden-DNA zu bilden.
Die Paarungsgenauigkeit der Heteroduplices einer Hybridisierung wird mafgeblich durch die
Stringenz der Reaktion bestimmt. In diesem Zusammenhang ist die Schmelztemperatur T,
von Bedeutung. Sie bezeichnet diejenige Temperatur, bei der die Halfte der doppelstran-
gigen DNA unter festgelegten Bedingungen in Einzelstrange dissoziiert vorliegt und ist somit
auch ein Mal fir die Stabilitat von DNA-Doppelstrangen. T,, ist abhangig von den folgenden
Faktoren:
1. Stranglange:
Je langer ein DNA-Fragment ist, umso mehr Wasserstoffbriicken werden zwischen den
Basen ausgebildet, und umso hdher ist Ty,.
2. Basenzusammensetzung:
In einer G-C-Basenpaarung werden drei Wasserstoffbriicken ausgebildet, wahrend es
bei A-T-Basenpaarungen nur zwei sind. Daher erhdht sich die Schmelztemperatur T, mit
steigendem GC-Gehalt.
3. Ldsungszusammensetzung:
Formamid hemmt die Bildung von Wasserstoffbricken zwischen einzelstrangigen
Nukleinsduren und setzt so die Schmelztemperatur T,, herab. Monovalente Kationen
hingegen stabilisieren DNA-Doppelstrange und erhéhen so die Schmelztemperatur.
Damit ergibt sich die Moglichkeit, die Bedingungen bei der Hybridisierung optimal
einzustellen. Die optimale Hybridisierungstemperatur kann bis zu 25°C unter der Schmelz-
temperatur T, liegen. Fir menschliche DNA lage diese Temperatur in einem so hohen
Bereich, dass die Aufrechterhaltung der Zell- und Chromosomenmorphologie nicht
gewahrleistet ware. Die Formamidzugabe senkt die Schmelz- und damit die Hybridisierungs-
temperatur, so dass eine Hybridisierung bei 30-45°C ermoglicht wird. Das im Hybridisie-
rungsansatz ebenfalls enthaltene inerte Polyanion Dextransulfat fungiert als Matrix und

bewirkt so eine lokale Erhéhung der Sondenkonzentration, wodurch die Geschwindigkeit der
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Hybridisierung erhdht wird, ohne dass die Genauigkeit der Basenpaarungen, also die
Stringenz, beeinflusst wird.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Stringenz mit zunehmender
Formamidkonzentration, zunehmender Temperatur und abnehmender Salzkonzentration

ansteigt.

Durchfiihrung:
a. Denaturierung der Objekttrager

e OT je 3 min in Denaturierungslésung 1 inkubieren (75°C)

e 1-2 min in 2xSSC (4°C) inkubieren

e aufsteigende Ethanolreihe (70% (-20°C)/90% (RT)/abs. (RT)), je 3 min
o OT lufttrocknen

b. Denaturierung der Sonden
e je 1,5ul Sondenmix (1-15) in ein Eppendorf-Reaktionsgefald pipettieren

e 5 min bei 75°C denaturieren

c. Hybridisierung
¢ denaturierte Sonde auf denaturierten OT auftragen
e DG (@ 12mm) auflegen und mit Fixogum versiegeln

e Uber Nacht (UN) in feuchter Kammer bei 37°C (Brutschrank) inkubieren

3.3.1.1.4 Stringenzwaschschritte
Im Anschluss an die Hybridisierung erfolgen stringente Waschschritte, die fehlgepaarte

Sonden, die unspezifische Signale liefern wiirden, entfernen.

Durchfiihrung:
Stringenzwaschung

e Fixogum entfernen
e DG in Waschlosung 2 (RT) ablésen
e 2 min waschen in Waschlésung 1 (73°C)

e 1,5 min waschen in Waschlésung 2 (RT)

3.3.1.1.5 Gegenfarbung
Die Gegenfarbung dient der spateren Erkennung und Identifizierung der Chromosomen, da
der verwendete, in die DNA interkalierende Farbstoff DAPI (4°-6"-Diamidino-2-phenylindol)

ein spezifisches, bandenartiges Muster auf den Chromosomen erzeugt.
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Durchfihrung:

e OT 9 min in DAPI-Lésung inkubieren

e 2-3x spllen mit aqua dest.

e aufsteigende Ethanolreihe (70%/90%/abs.), je 3 min (RT)

e OT lufttrocknen und mit ~40pl Citifluor eindecken (DG 24x60mm)

3.3.1.1.6 Auswertung und Dokumentation
Die mikroskopische Auswertung erfolgte an einem Fluoreszenzmikroskop Axioplan der Firma
Zeiss. Dieses war ausgestattet mit einer Sensys Charged Coupled Device-Kamera (CCD)
der Firma Photometrics. Zur Darstellung der jeweiligen Fluoreszenzfarbstoffe wurden
folgende Filterblocke der Firma AHF Analysetechnik AG verwendet:
o DAPI MC-0 (DAPI) Filterset aus:

Anregungsfilter D360/50

Strahlenteiler 400 DCLP

Sperrfilter D 470/40
e SpectrumGreen HQ-Filterset fur Cy2 (FITC) sel. aus:

Anregungsfilter HQ 480/40

Strahlenteiler Q 505 LP

Sperrfilter HQ 527/30
e SpectrumOrange HQ-Filterset fur Cy3 aus:

Anregungsfilter HQ 545/30

Strahlenteiler Q 570 LP

Sperrfilter HQ 610/75
e SpectrumAqua Filterset fir DEAC (Aqua) aus:

Anregungsfilter D 436/20

Strahlenteiler 455 DCLP

Sperrfilter D 480/30

Die Dokumentation erfolgte mit Hilfe der Software Cytovision 2.81 der Firma Applied
Imaging. Es wurden pro Hybridisierungsregion fur jeden Fall mindestens 5 Metaphasen zur
Dokumentation aufgenommen. Aufgrund mdglicher Polymorphismen der durch die Sonden
dieses Kits abgedeckten Chromosomenregionen wurden alle Aberrationen, die mit dem
ToTelVysion™ Multi-color FISH Probe Panel nachgewiesen wurden, mit Sonden des

eigenen Sondensets Uberprift.
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3.3.1.2 Eigenes Subtelomer-Sonden Set

Neben dem beschriebenen ToTelVysion-Sondenset wurden Sonden aus dem im eigenen
Haus zusammengestellten Sondenset, welches Uberwiegend aus Sonden des ,Second
generation probe panel” nach Knight et al. (2000) besteht, verwendet. Es handelte sich dabei
um BAC (Bacterial Artificial Chromosome) und PAC (P1 Artificial Chromosome)-Klone, die
als Inserts subtelomerische Sonden enthielten, welche zwischen 100 und 200kb grof3 waren.
Die Sonden lagen Uberwiegend weniger als 500kb vom Chromosomenende entfernt. Im
Durchschnitt besal’en die Sonden bekannter Lokalisation einen Abstand von ca. 230kb zum
Telomer. Sie wurden fir die eigenen Untersuchungen in zwei FISH-Techniken, der
Subtelomer-COBRA- und der Subtelomer-Sechs-Farben-FISH, eingesetzt. Dazu musste die
Sonden-DNA nach UN-Kultur der Wirts-Bakterien zunachst aus PAC- und BAC-Klonen
isoliert, dann verdaut, gereinigt und zuletzt fluoreszenzmarkiert werden. Jede Sonde wurde
in so genannten ,Locus-Checks® auf ihre Hybridisierungseffizienz geprift. Sonden mit
starken subtelomerischen Kreuzhybridisierungen, die also neben den gewiinschten Signalen
in der Zielsequenz noch weitere Signale in subtelomerischen Regionen des Genoms
aufwiesen, wurden nicht ins Sondenset Ubernommen. Ebenso wurden Sonden, die zu
geringe Signalintensitaten lieferten, ausgeschlossen. Tabelle A2 im Anhang zeigt eine

Ubersicht des eigenen Sondensets.

3.3.1.2.1 Subtelomer-Combined Binary Ratio Labelling- (S-COBRA-) FISH

Zur Untersuchung der subtelomerischen Chromosomenregionen auf Deletionen, Duplika-
tionen, Translokationen und Inversionen mit Hilfe des eigenen Sondensets wurde zunachst
die Subtelomer-Combined Binary Ratio Labelling-(S-COBRA-) FISH etabliert und zur
Untersuchung von acht konsekutiven und drei nicht-konsekutiven Patienten angewendet
(Engels et al., 2003). Diese Methode ermdglichte die simultane, differentielle Visualisierung
der 43 Subtelomerregionen mit 41 Sonden in nur zwei Hybridisierungen.

Das COBRA-Prinzip wurde von Tanke et al. (1999) fur whole chromosome paints (wcp) zur
Darstellung aller menschlichen Chromosomen unter Verwendung von vier Fluorochromen
entwickelt. Dabei wurden zunachst drei spektral gut voneinander unterscheidbare
Fluorochrome, dGreen (Falschfarbe ,grin®), Cy3 (Falschfarbe ,rot“) und Cy5 (Falschfarbe
,blau®), sowohl in ihrer reinen Form als auch in festgelegten Mischungsverhaltnissen zur
Sondenmarkierung eingesetzt (ratio-Markierung). Zur ratio-Markierung wurden die Fluoro-
chrome paarweise in festgelegten Verhaltnissen so gemischt, dass neben den beiden reinen
Farben drei voneinander unterscheidbare Mischfarben entstanden. Zur Verdoppelung der
Anzahl der Farben wurde das so generierte Set von 12 differenzierbaren Farben aus drei

Fluorochromen einmal mit und einmal ohne Zugabe eines vierten, so genannten binaren
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Fluorochroms verwendet. Basierend auf der Verwendung von vier Fluorochromen wurden so
24 eindeutig unterscheidbare Farben erzeugt.

Zur Untersuchung der Subtelomere, welche die simultane Visualisierung von 43 Chromoso-
menregionen durch 41 Sonden erfordert, wurde das klassische COBRA-Prinzip leicht
modifiziert. Es gelang, alle 41 Sonden in zwei Hybridisierungen (Hybridisierungen A und B)
differentiell darzustellen. Zur Veranschaulichung dient Abbildung 3.1, die die Markierungs-

schemata der Subtelomer-COBRA in Form von Farbdreiecken wiedergibt.
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Abbildung 3.1: Markierungsschemata der S-COBRA-FISH. Die Sonden in den reinen Farben liegen
auf den Eckpunkten, die Sonden in den ratio-Farben auf den Kanten der Dreiecke. Durch Markierung
mit allen drei reinen Fluorochromen entsteht zusatzlich die in der Mitte der Dreiecke dargestellte,
weille Sonde. Die binare Markierung ist durch die Schraffur symbolisiert.

6q

Die Eckpunkte der Dreiecke spiegeln die reinen Fluorochrome wieder, auf den Kanten sind
die durch paarweises Mischen der Fluorochrome erzeugten ratio-Farben symbolisiert. So
wurden durch Mischen zweier Fluorochrome neben den reinen Farben je zwei Mischfarben
generiert. Eine Ausnahme bildete dabei das linke Dreieck in Hybridisierung A, flr das neben
den reinen Fluorochromen rot und grin insgesamt drei Mischfarben erzeugt wurden. Auf
diese Weise ergaben sich pro Dreieck 9 (bzw. 10 im linken Dreieck der Hybridisierung A)
eindeutig voneinander unterscheidbare ratio-Farben. Durch die Kombination aller drei reinen
Farben rot, griin und blau wurde eine 10. Farbe (bzw. 11. Farbe flr Hybridisierung A, linkes

Dreieck) erzeugt, dargestellt in der Mitte der Farbdreiecke (,weil3*). Auf der linken Seite sind
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die primaren Farbdreiecke abgebildet. Dieselben ratio-Farben wurden zusatzlich unter
Beimischung des binéren Fluorochroms DNP-ULS®, welches indirekt (iber einen LaserPro IR
790-konjugierten Antikérper (,violettY) nachgewiesen wird, eingesetzt (dargestellt durch
Schraffur der rechten Dreiecke in Abbildung 3.1). Auf diese Weise wurden in Hybridisierung
A 21 und in Hybridisierung B 20 eindeutig differenzierbare Sonden simultan erzeugt.

Die Sonden wurden so auf die Dreiecke verteilt, dass die p- und g-Arme der meta- und
submetazentrischen Chromosomen in derselben Hybridisierung untersucht wurden und die
entsprechenden Sonden jeweils die identische ratio-Farbe besalien. Zur Unterscheidung der
p- und g-Signale eines Chromosoms wurde eine der beiden Sonden, in der Regel die fir den
g-Arm, zusatzlich mit dem binaren Fluorochrom markiert. Die p-Arme der akrozentrischen
Chromosomen wurden nicht analysiert, weil deren Subtelomerregionen nicht euchromatisch
und damit fur die Untersuchung irrelevant sind. Die Sonden fir die g-Arme der akrozen-
trischen Chromosomen wurden so auf die beiden Hybridisierungen verteilt, dass eine gute
morphologische Unterscheidbarkeit der markierten Chromosomen anhand ihrer Gegenfar-

bung gegeben war.

3.3.1.2.1.1 DNA-Isolierung aus BAC- und PAC-Klonen

Zur Durchflihrung der S-COBRA-FISH musste die Sonden-DNA moglichst frei von bakte-
rieller genomischer DNA sein. Daher wurde zur DNA-Isolation aus PAC- und BAC-Klonen
die so genannte ,cleared lysate/double acetate“-Methode nach Bruce Roe (University of

Oklahoma; www.genome.ou.edu/DblAcetateProcV3.html) gewahlt. Dieses Verfahren bein-

haltet zwei Azetatfallungen, mehrere Einfrierschritte und DNA-Fallungen sowie abschlieRen-
de Phenol-Extraktionen zur Gewinnung reiner DNA mit auerordentlich geringer Kontamina-
tion durch bakterielle DNA.

In den eigenen Untersuchungen wurden Kulturvolumina von 250ml gewahlt, wobei flir PAC-
Klone Kanamycin und fir BAC-Klone Chloramphenicol als Antibiotika zugegeben wurden.
Die PAC- und BAC-Klone wurden als Glyzerol-Stammldsungen (25% Glyzerol/25% H,0/50%
LB-Medium) bei -70°C gelagert.

Durchflihrung:
e als Vorkultur 3ml LB-Medium mit ~1pl Glyzerol-Stammlésung animpfen

e 6-7 Stunden (h) bei 37°C im Schittelinkubator (250 Umdrehungen/Minute (U/min))
inkubieren

e 1l-Kulturkolben mit je 250ml LB-Medium befiillen, mit 40-80ul der Vorkultur animpfen, UN
bei 37°C im Schuttelinkubator (250U/min) inkubieren

e Zellsuspension in 250ml-Zentrifugationsgefalle Gberfihren

¢ 15 min bei 5.000U/min zentrifugieren (Ultrazentrifuge, 4°C)


http://www.genome.ou.edu/DblAcetateProcV3.html
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e Uberstand verwerfen, Sediment mind. 2 h einfrieren (-70°C)

e 10ml P1-Lésung zum aufgetauten Sediment geben, mit Einmal-Pipetten griindlich
resuspendieren

e 5 min bei RT inkubieren

e 20ml P2-Lésung zugeben, Gefalte verschlielden, ca. 8-10x invertieren

e 5 min bei RT inkubieren

e 15 ml P3-Lésung (4°C) zugeben, GefalRe verschlieen, ca. 8-10x invertieren

e UN bei -20°C inkubieren

e aufgetaute Lésung 15 min bei 10.000U/min zentrifugieren (Ultrazentrifuge, 4°C)

e Uberstand erneut 15 min bei 10.000U/min zentrifugieren (s. 0.)

e Uberstand durch Gaze in neues 250ml-ZentrifugationsgefaR Uberfiihren

o 45ml (1xGesamtvolumen) 2-Propanol (Isopropanol) zugeben, mischen

¢ 15 min bei 5.000U/min zentrifugieren (Ultrazentrifuge, 4°C)

e Uberstand verwerfen, DNA-Pellet kurz trocknen lassen

e 4,5ml 10:50 TE-Puffer zugeben, DNA-Pellets |6sen (37°C)

e Loésung in 50ml-Zentrifugationsgefal’ tGberfihren

o 2,25ml 7,5M Kaliumazetatldésung zugeben, mischen

e 30-45 min bei -70°C inkubieren

¢ aufgetaute Loésung 10 min bei 6.000U/min zentrifugieren (Ultrazentrifuge, 4°C)

e Uberstand mit 2 %2 Volumen (~18ml) Ethanol abs. versetzen

¢ 15 min bei 8.000U/min zentrifugieren (Ultrazentrifuge, 4°C)

e Uberstand verwerfen, DNA-Pellet kurz trocknen lassen

e 700ul 50:50 TE-Puffer zugeben, DNA-Pellets im Schuttelinkubator I6sen (37°C,
250U/min)

o 15ul RNase A-Ldsung zugeben

e 30 min bei 37°C inkubieren

e Losung in 2ml-Eppendorf-Reaktionsgefale tiberfihren

e 700ul Phenol zugeben, mischen

e 5 min bei 12.000U/min zentrifugieren (Kihlzentrifuge, 4°C)

e wassrigen Uberstand in neues 2ml-Eppendorf-Reaktionsgefal tberfiihren

e 700ul Phenol zugeben, mischen

e 5 min bei 12.000U/min zentrifugieren (Kihlzentrifuge, 4°C)

e wassrigen Uberstand in 1,5ml-Eppendorf-Reaktionsgefalie liberfiihren

e 700ul 2-Propanol (Isopropanol) zugeben

¢ 5 min bei 14.000U/min zentrifugieren (Kihlzentrifuge, 4°C)
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e Uberstand verwerfen, 500ul 70% Ethanol zugeben

e 5 min bei 14.000U/min zentrifugieren (Kuhlzentrifuge, 4°C)

e Uberstand verwerfen, DNA-Pellets trocknen lassen

e 40ul EB-Puffer zugeben, DNA-Pellets I6sen (Thermomixer, 750U/min, 37°C)

e 10ul (Ya x Gesamtvolumen) 10M Ammoniumazetat und 125ul (2 2 x Gesamtvolumen)

Ethanol abs. (-20°C) zugeben, mischen

e 30 min in Eiswasser inkubieren

e 30 min bei 14.000U/min zentrifugieren (Kuhlzentrifuge, 4°C)

e Uberstand verwerfen, 500ul 70% Ethanol zugeben

e 5 min bei 14.000U/min zentrifugieren (Kuhlzentrifuge, 4°C)

e Uberstand verwerfen, DNA-Pellets trocknen lassen

o 30-50ul EB-Puffer zugeben, DNA-Pellets I6sen (Thermomixer, 750U/min, 37°C)

3.3.1.2.1.2 DNA-Verdau mittels DNasel

Zur Hybridisierung musste die genomische Sonden-DNA von 100-200kb auf eine Fragment-

lange von 100-600bp gebracht werden. Dies geschah mit Hilfe des Enzyms DNasel, welches

DNA unspezifisch fragmentiert.

Durchflihrung:

Die Reaktionsansatze wurden auf Eis in Eppendorf-Reaktionsgefalien in der dargestellten

Reihenfolge zusammengegeben:

Sonden-DNA (5-10ug) Xl
10xNP-Puffer 12,54l
dH,O yul
DNAsel-Loésung 254l
Gesamtvolumen 1254l

Die Ansatze wurden, abhangig von der geschatzten DNA-Menge, fur 3-6 min bei 37°C

inkubiert. Die Bestimmung der Fragmentlangen erfolgte gelelektrophoretisch auf 1%-igen

Agarose-Gelen. Sonden-DNAs mit Fragmentlangen zwischen 100 und 600bp wurden

aufgereinigt, um Salze und Proteine zu entfernen. Dazu wurde das PCR Purification Kit der

Firma Qiagen entsprechend den Herstellerangaben verwendet. Die Konzentrationen der

gelésten DNAs wurden photometrisch bestimmt und mittels EB-Puffer auf 50-150ng/ul

eingestellt.
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3.3.1.2.1.3 Markierung der Sonden-DNA

Zur Markierung der Sonden-DNA fur die S-COBRA-FISH eignete sich besonders das
Universal Linkage System (ULS®) (Kreatech, NL). Durch dieses Verfahren wird die Sonden-
DNA chemisch durch kovalente Bindung eines fluorochromgekoppelten, monoreaktiven cis-
Platin-Derivats markiert. Dieses Markierungssystem wurde aufgrund seiner Starke, Effizienz
und Reproduzierbarkeit gewahlt. Zur Erzeugung der 10 (Hybridisierung A) bzw. 11
(Hybridisierung B) verschiedenen Sondenfarben wurden die ,ratio“-Farben dGreen-ULS®
(Falschfarbe ,grin®), Cy™3-ULS™ (Falschfarbe ,rot“) und Cy™5-ULS™ (Falschfarbe ,blau)
verwendet. Die binare Markierung der Sonden erfolgte indirekt mittels Dinitrophenyl (DNP)-
ULS®.

Die Tabellen 3.2a und 3.2b zeigen die Markierungsschemata der Hybridisierungen A und B
der S-COBRA-FISH. Grau unterlegt sind diejenigen Sonden, die die bindre Markierung

tragen.
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Hybridisierung »ratio“-Markierung Binare
A Markierung
Subtelomer- Cy™3-ULS™ Cy™5-ULS™ Dinitrophenyl-
Sonde in ng (%) in ng (%) in ng (%) ULS®in ng
1p 58 (100)
7p 113 (75) 33 (25)
22q 77 (42) 106 (58)
16p 19 (17) 88 (83)
3p 142 (100)
9p 99 (70) 43 (30)
Xp/Yp 51 (36) 92 (64)
11p 27 (26) 76 (74)
20p 61 (62) 37 (38)
5p 82 (100)
18p 200 (33) 200 (33) 200 (33)
19 180 (100) 158
7q 106 (70) 46 (30) 115
16q 58 (38) 96 (62) 96
3q 142 (100) 99
9q 88 (64) 50 (36) 87
15q 53 (37) 91 (63) 95
5q 203 (100) 185
11q 37 (20) 148 (80) 146
20q 48 (61) 31 (39) 36
18q 94 (38) 70 (28) 84 (34) 95
Summe in ng 1078 1214 1137 1112
ULS-Zugabe (ul) 2,26 2,55 2,39 2,22

Tabelle 3.2a: Markierungsschema der S-COBRA-FISH, Hybridisierung A.
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Hybridisierung »ratio“-Markierung Binare
B Markierung
Subtelomer- Cy™3-ULS™ Cy™5-ULS™ Dinitrophenyl-
Sonde in ng (%) in ng (%) in ng (%) ULS®in ng
2p 135 (100)
8p 110 (69) 49 (31)
17p 40 (40) 59 (60)
10p 130 (67) 65 (33)
4p 150 (100)
13q 30 (34) 58 (66)
6p 200 (100)
12p 63 (36) 113 (64)
XalYq 61 (55) 50 (45)
19p 55 (32) 57 (33) 61 (35)
2q 135 (100) 113
8q 99 (69) 45 (31) 73
17q 16 (28) 41 (72) 42
4q 150 (100) 121
10q 112 (62) 68 (38) 122
21q 41 (25) 125 (75) 92
6q 142 (100) 85
12q 40 (23) 134 (77) 50
14q 81 (68) 38 (32) 45
19q 80 (33) 80 (33) 80 (33) 100
Summe in ng 915 944 1134 843
ULS-Zugabe (ul) 1,92 1,98 2,38 1,69

Tabelle 3.2b: Markierungsschema der S-COBRA-FISH, Hybridisierung B.

Zur Markierung wurden die Sonden-DNAs in separaten Ansatzen fur jedes Fluorochrom auf

Eis zusammen pipettiert. Anschlie®end wurde der Farbstoff zugegeben. Dabei war zu

beachten, dass pro Mikrogramm DNA 2,1 Mikroliter (1,05 Units) ULS-Markierungsldsung zur

Markierung zu verwenden waren. DNP-ULS® wurde in einer Menge von 2,0 Mikroliter (1,0

Unit) pro Mikrogramm DNA eingesetzt. Die anschlieRende Inkubation erfolgte bei 65°C fiir
dGreen-, Cy™3- und Cy™5-ULS™ und bei 85°C fiir Dinitrophenyl (DNP)-ULS®.
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Durchfuhrung:

e Sonden-DNAs in entsprechende Reaktionsgefalie (,grin®, ,rot*, ,blau®, ,DNP* pipettieren
(vgl. Tabelle 3.2a/b), mischen

e ULS-L6sung (vgl. Tabelle 3.2a/b) zugeben, mischen, abzentrifugieren

e 15 min bei 65°C (fur dGreen-, Cy™3-, Cy™5-ULS™) bzw. 30 min bei 85°C (flir DNP-
ULS®) inkubieren

e Abstoppen der Reaktion mit 5-fachem Volumen Puffer 1 (PB) des PCR Purification Kits
(Qiagen)

e Reinigung der Markierungsansatze mit dem PCR Purification Kit nach Herstellerangaben

e markierte DNA mit 30pl EB-Puffer eluieren

3.3.1.2.1.4 Fallung der markierten Sonden-DNA

Die in Puffer aufgenommenen, separat markierten DNAs mussten zur Hybridisierung
zunachst gemeinsam gefallt werden, um anschlieend in Hybridisierungslésung aufgenom-
men werden zu kénnen. Die Fallung erfolgte mit Ammoniumazetat, Ethanol und einem 25-

fachen Uberschuss an humaner Cot1-DNA.

Durchflihrung:
e Vi des Gesamtvolumens Ammoniumazetat, 2 Y.2-faches Volumen Ethanol und 25-fache

Menge Cot1-DNA zugeben, mischen

e mindestens 30 min in Eiswasser inkubieren

e 30 min bei 14.000 U/min zentrifugieren (4°C), Uberstand verwerfen

e 500ul 70% Ethanol zugeben, 5 min bei 14.000 U/min zentrifugieren (4°C), Uberstand
verwerfen

e DNA-Pellets trocknen (Thermomixer, 37°C)

e 13ul Hybridisierungslésung zugeben und Sonden-DNAs UN Iésen (Thermomixer,
750U/min, 37°C)

3.3.1.2.1.5 Hybridisierung

Die Hybridisierungen wurden auf enzymatisch vorbehandelten Metaphasepraparationen
durchgefiihrt. Die Vorbehandlung mit RNase A und Pepsin erfolgte wie im Abschnitt 3.3.1.1.2
beschrieben. Das Prinzip der Hybridisierung ist in Abschnitt 3.3.1.1.3 beschrieben. Fir die
eigenen Sonden war ein so genanntes ,Preannealing®, also eine Pra-Hybridisierung mit
Cot1-DNA, notwendig. In dieser Phase sattigt Cot1-DNA als hochrepetitive DNA repetitive
Sequenzen auf der Sonden-DNA ab und verringert so unspezifische Kreuzhybridisierungen

der Sonden.
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a. Denaturierung der Sonden
e Sonden 7 %2 min bei 80°C denaturieren
e 1 min in Eiswasser abkuhlen

¢ 30-60 min bei 37°C inkubieren (,Preannealing®)

b. Denaturierung der OT
e 80ul Denaturierungslésung 2 auf OT pipettieren
e mit DG (24x60mm) luftblasenfrei eindecken
¢ 1 min 20 Sekunden (sek) bei 80°C denaturieren (Thermocycler)
¢ DG abschlagen, 1-2 min in 2xSSC (4°C) inkubieren
e aufsteigende Ethanolreihe (70% (-20°C)/90% (RT)/abs. (RT)), je 3 min
e OT lufttrocknen

c. Hybridisierung
¢ Sonde auf denaturierten OT auftragen
o DG (21x25mm) auflegen
e OT mit DG nach unten hangend in Querkivette stecken
e 48 Std. bei 37°C in feuchter Kammer (60% Formamid/2xSSC) inkubieren

3.3.1.2.1.5 Stringenzwaschungen, Nachweis und Gegenfarbung

Im Anschluss an die Hybridisierung wurden stringente Waschschritte durchgefihrt, um
fehlgepaarte Sonden, die unspezifische Signale liefern wiirden, zu entfernen. DNP-ULS® als
Hapten wurde mittels eines LaserPro IR790-konjugierten Antikérpers der Firma Molecular

Probes immunochemisch nachgewiesen.

Durchflihrung:
e DG in Waschlésung A abwaschen (5-10 min)

¢ 5 min waschen in Waschlésung A (37°C)

e 2x5 min waschen in Waschlésung B (45°C)

¢ 3 min waschen in Waschlésung A (37°C)

e 2x5 min waschen in Waschlésung C (60°C)

e 20 min waschen in Waschlésung A (RT)

e 5 min waschen in Waschlésung A (RT)

e Rabbit a DNP 1:200 in 1xTBS/0,5% Blocking Reagent (BR) verdinnen

e 100ul Antikorperlosung auf OT pipettieren, DG auflegen (24x60mm), 30 min bei 37°C
inkubieren

o DG entfernen, 3x3 min waschen in TNT (RT)
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e Goat a rabbit/LaserPro IR790 1:200 in 1xTBS/0,5% BR verdiinnen

e 100l Antikdrperlésung auf OT pipettieren, DG auflegen (24x60mm), 30 min bei 37°C
inkubieren

¢ DG entfernen, 3x3 min waschen in TNT (RT)

e OT 9 min in DAPI-Lésung inkubieren

e 1-2x spllen mit aqua dest.

o aufsteigende Ethanolreihe (70%/90%/abs.), je 3 min (RT)

e OT lufttrocknen und mit ~40pl Citifluor eindecken (DG 24x60mm)

3.3.1.2.1.6 Auswertung und Dokumentation

Die mikroskopische Auswertung und Dokumentation erfolgten durch den Projektleiter. Diese
Arbeiten wurden in Leiden (Niederlande) am LUMC (Leiden University Medical Centre)
durchgefiihrt. Die Mikroskop- und Aufnahmeausstattung sowie die Vorgehensweise der
Bilderstellung sind den Publikation von Tanke et al. (1999) und Engels et al. (2003) zu
entnehmen.

Die angefertigten Bilder wurden im Rahmen der eigenen Arbeit mit Hilfe des Colour-Proc
Bildanalyseprogramms ausgewertet. FUr jeden Fall wurden pro Hybridisierung 4-7

Metaphasen dokumentiert und visuell analysiert.

3.3.1.2.2 Untersuchung durch Subtelomer-Sechs-Farben-FISH

Die Subtelomer-Sechs-Farben-FISH wurde zur simultanen, differenziellen Visualisierung von
bis zu sechs verschiedenen Subtelomer-Sonden in einer Hybridisierung entwickelt. Zur
Untersuchung der 41 relevanten Chromosomenregionen waren demnach sieben Hybridisie-
rungen notwendig. Mit Hilfe dieser Methode wurden 18 Patienten konsekutiv und ein Patient
nicht-konsekutiv untersucht. Dabei wurden die beschriebenen Sonden des eigenen
Sondensets (vgl. 3.3.1.2) verwendet.

Die Sonden wurden entsprechend denen der S-COBRA-FISH chemisch mittels ULS™
markiert (vgl. 3.3.1.2.1.3). Dazu wurden drei Sonden einer Hybridisierung mit den reinen
Fluorochromen dGreen-ULS®, Cy™3- und Cy™5-ULS™ markiert, fiir die drei weiteren
Sonden dieser Hybridisierung wurden jeweils 1:1 Mischungsverhaltnisse der Fluorochrome
verwendet (vgl. Tabelle 3.3 und Abbildung 3.2).
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Sonde Cy™3-ULsS™ Cy™5-ULS™ Falschfarben
A 100% Grln
B 50% 50% Turkis
Cc 100% Blau
D 50% 50% Violett
E 100% Rot
F 50% 50% Gelb

Tabelle 3.3: Schematische Darstellung der Fluorochromanteile an der Sondenmarkierung der Sechs-
Farben-FISH.

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Subtelomer-Sechs-Farben-FISH.

Zur optimalen Kombination der sechs Sonden einer Hybridisierung waren einige Parameter
zu beachten. So sollten, zur einfacheren ldentifizierung der Chromosomen, p- und g-Arme
desselben Chromosoms in einer Hybridisierung untersucht werden. Dartber hinaus sollten
sich die Chromosomen einer Hybridisierung in ihrer Morphologie unterscheiden. AuRerdem
mussten diejenigen Sonden, die gemeinsam hybridisiert werden sollten, eine vergleichbare
Signalstarke und Hybridisierungseffizienz besitzen.

Eine Ausnahme bildeten dabei die akrozentrischen Chromosomen 13, 14, 15, 21 und 22, fir
die keine Signale im p-Arm vorlagen und deren eindeutige Charakterisierung anhand der
Gegenfarbung nicht immer gewahrleistet war. Zur Identifizierung dieser Chromosomen
wurden zusatzliche Sonden ausgewahlt, die proximal im g-Arm lagen und die mit den
Subtelomer-Sonden flr die akrozentrischen Chromosomen gemeinsam eine Hybridisierung
bildeten (vgl. Tabelle 3.4).
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Chromosom Chromosomenregion Klonbezeichnung
13 13912.11 RP11-408E05
14 14q11.2 RP11-98N22
15 15911.2 RP11-307C10
21 21911.2 RP11-270M7
22 22q11.21 RP11-81B03

Tabelle 3.4: Euchromatische Sonden zur Identifizierung der akrozentrischen Chromosomen (nach:
www.ensembl.org/homo_sapiens/cytoview).

Aufgrund unterschiedlich starker Sonden, d. h. unterschiedlich grofer und starker Signale in
der Hybridisierung, variierten die einzusetzenden DNA-Mengen fir jede Sonde. Die oben
angegebenen Mischungsverhaltnisse von 1:1 entsprechen dem Idealzustand. In den eigenen
Untersuchungen wurden diese aufgrund unterschiedlicher Farbintensitaten, wiederum
beruhend auf der Sondenstarke, angepasst, um eine eindeutige Unterscheidbarkeit zu

gewabhrleisten.

Die DNA-Isolierung aus BAC- und PAC-Klonen erfolgte wie unter 3.3.1.2.1.1 beschrieben.
Die Sonden-DNAs wurden mittels DNAsel verdaut wie in Abschnitt 3.3.1.2.1.2 dargestellt.

3.3.1.2.2.1 Markierung der Sonden-DNA und Durchfiihrung der Sechs-Farben- FISH
Das Prinzip der Markierung mit dem Universal Linkage System (ULS®) ist in Abschnitt
3.3.1.2.1.3 erlautert. Die Markierungsschemata der Sechs-Farben-FISH sahen nach den

entsprechenden Optimierungen wie folgt aus:

Hybridisierung A Sonden-Menge in ng (Farbanteile in %)

Sonde DNA-Menge (ng) grun rot blau
101 101 (100)
170 68 (40) 102 (60)
7p 102 102 (100)
5p 86 39 (45) 47 (55)
3p 78 78 (100)
319 191 (60) 138 (40)
Hybridisierung B Sonden-Menge in ng (Farbanteile in %)
Sonde DNA-Menge (ng) grin rot blau
109 109 (100)
242 109 (45) 133 (55)
2p 142 142 (100)
6p 242 109 (45) 133 (55)
19q 57 57 (100)
142 85 (60) 57 (40)
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Hybridisierung C

Sonden-Menge in ng (Farbanteile in %)

Sonde DNA-Menge (ng) grin rot blau
123 123 (100)
243 146 (60) 97 (40)
9q 145 145 (100)
12q 268 121 (45) 147 (55)
4p 100 100 (100)
200 120 (60) 80 (40)
Hybridisierung D Sonden-Menge in ng (Farbanteile in %)
Sonde DNA-Menge (ng) grun rot blau
91 91 (100)
74 37 (50) 37 (50)
20p 79 79 (100)
1p 72 32 (45) 40 (55)
169 97 97 (100)
55 30 (55) 25 (45)
Hybridisierung E Sonden-Menge in ng (Farbanteile in %)
Sonde DNA-Menge (ng) griin rot blau
284 284 (100)
174 96 (55) 78 (45)
11p 72 72 (100)
10p 512 256 (50) 256 (50)
18p 504 504 (100)
130 72 (55) 58 (45)
Hybridisierung F Sonden-Menge in ng (Farbanteile in %)
Sonde DNA-Menge (ng) grin rot blau
101 101 (100)
78 39 (50) 39 (50)
17p 59 59 (100)
8p 112 56 (50) 56 (50)
Xp/Yp 100 100 (100)
80 40 (50) 40 (50)

Hybridisierung G

Sonden-Menge in ng (Farbanteile in %)

Sonde DNA-Menge (ng) grun rot blau
116 116 (100)
84 42 (50) 42 (50)
15q 167 75 (45) 92 (55)
22q 115 115 (100)
74 41 (55) 33 (45)
Sonden zur Identifizierung der akrozentrischen Chromosomen
46 46 (100)
106 53 (50) 53 (50)
21911.2 105 105 (100)
15911.2 86 43 (50) 43 (50)
126 63 (50) 63 (50)

Tabelle 3.5: Markierungsschemata zur Herstellung der Hybridisierungsmixe der Sechs-Farben-FISH.
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Die Hybridisierungsmixe wurden gemaf den Markierungsschemata (Tabelle 3.5) hergestellt.
Die Markierung mit ULS™, Fallung und die Hybridisierung erfolgten entsprechend den
Abschnitten 3.3.1.2.1.3, 3.3.1.2.1.4 und 3.3.1.2.1.5. Die Stringenzwaschungen wurden
durchgefiihrt wie unter 3.3.1.2.1.6 dargestellt, wobei der immunochemische Nachweis entfiel.
Die Auswertung und Dokumentation erfolgten wie unter 3.3.1.1.6 beschrieben. Der einzige
Unterschied bestand darin, dass in der Sechs-Farben-FISH anstelle des Filters fir DEAC der
Filter fir den Infrarot-Farbstoff Cy5 zur Auswertung bendétigt wurde (HQ-Filterset fur Cy5 aus:
Anregungsfilter HQ 620/60, Strahlenteiler Q 660 LP, Sperrfilter HQ 700/75; AHF
Analysetechnik AG). Zur Dokumentation wurden fir jeden Fall pro Hybridisierung

mindestens 6 Metaphasen aufgenommen.

3.3.2 Bruchpunktbestimmungen durch Zwei- und Drei-Farb-Hybridisierungen
Bei Patienten, bei denen im Rahmen der Arbeit subtelomerische Chromosomenaberrationen
festgestellt wurden, wurden die Deletionen bzw. partiellen Trisomien durch exakte Bruch-

punktbestimmungen mittels FISH naher charakterisiert.

3.3.2.1 Prinzip der Bruchpunktbestimmungen

Der Nachweis von Aberrationen im Rahmen eines Subtelomer-Screenings ermdglicht
zunachst lediglich eine Aussage Uber diejenige chromosomale Region, die durch die zur
Detektion verwendete Sonde abgedeckt ist. Um die Lage und GrolRe der Aberration genauer
zu erfassen, wurde nach folgender Vorgehensweise verfahren:

Zunachst wurden in geeigneten Datenbanken Sonden in Form von PAC- und BAC-Klonen
ausgewahlt, die das aberrante Chromosomenende in Abstdnden von etwa 3-5Mb grof3-
raumig abdecken.

In den eigenen Untersuchungen wurden die Sonden zur exakten Charakterisierung der
Grolien der Deletionen bzw. der trisomen Fragmente mittels der Ensembl Datenbank des
Sanger Centers (www.ensembl.org/homo_sapiens/cytoview) ausgewahlt und mit Hilfe der
Datenbank der University of California, Santa Cruz (genome.ucsc.edu, Version Juli 2003)
naher charakterisiert.

Die Sonden wurden als BAC- bzw. PAC-Klone aus dem Max-Planck-Institut fur Molekulare
Genetik in Berlin zur Verfigung gestellt. Tabelle A3 im Anhang zeigt alle zur Bruchpunkt-
bestimmung verwendeten Klone mit ihren Lokalisationen und GréRen.

Abbildung 3.3 zeigt das Vorgehen bei der Bruchpunktbestimmung schematisch am Beispiel
einer Deletion. Die Klone A, B und C liegen jeweils 2-5Mb voneinander entfernt. Die Kreuze

auf den Klonen B und C symbolisieren eine Deletion dieser Sonden, Klon A hybridisiert als
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einzige Sonde regelrecht. Damit steht fest, dass der Bruchpunkt der Aberration zwischen
Klon A und Klon B liegt.

Zentromer Telomer
L - | |
i b D
Klon A Klon B Klon C
3-5Mb 3-5Mb

Abbildung 3.3: Schema der Bruchpunktbestimmung.

Mit dieser Information werden dann in den Datenbanken zwei bis drei weitere Klone
ausgewahlt, die zwischen dem letzten deletierten und ersten disom vorhandenen Klon, im
Beispiel aus Abbildung 3.3 zwischen den Klonen A und B, liegen. Dieses Vorgehen wird
wiederum fur die eingegrenzte Region wiederholt. So wird sukzessive die Auflésung der
Bruchpunktbestimmung erhéht, das heil3t in diesem Fall, dass der Abstand zwischen den
hybridisierten Sonden geringer wird.

In Abbildung 3.4 ist eine Moglichkeit fir den Abschluss der Bruchpunktbestimmung schema-
tisch dargestellt. Die Klone D und E haben einen Abstand von weniger als 500kb, was der
von uns angestrebten Auflosung der Bruchpunktbestimmungen entspricht. Klon E ist dele-
tiert, Klon D noch vorhanden. Die begrenzenden Klone werden so sorgfaltig wie moglich auf
eventuelle Unterschiede der Signalintensitdt zwischen dem deletierten und dem normalen
Chromosom ausgewertet. Der Bruchpunkt in diesem Beispiel liegt vermutlich zwischen den
Klonen D und E.

<«4—Zentromer

Telomer —p

Chromosomenabschnitt

] | |
H_J

Klon D <0,5Mb Klon E

Abbildung 3.4: Schema der Bruchpunktbestimmung (Abschluss).

3.3.2.2 Durchfiihrung der Bruchpunktbestimmungen
Die DNA-Isolierung aus PAC- und BAC-Klonen und der DNAse-Verdau der isolierten DNAs
erfolgten wie unter 3.3.1.2.1.1 und 3.3.1.2.1.2 beschrieben. Die Sonden-DNAs wurden mit
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ULS™ markiert wie unter 3.3.1.2.1.3 beschrieben. Zur Bestimmung der Bruchpunkte wurden
die o. g. Sonden in Zwei- oder Drei-Farb-Hybridisierungen eingesetzt. Die Sonden der Zwei-
Farb-Experimente wurden mittels dGreen-ULS® und Cy™3-ULS™ die dritte Sonde der Drei-
Farb-Experimente wurde mit Cy™5-ULS™ markiert. Es wurden fur jede Sonde 250ng DNA
zur Markierung verwendet. Die Fallung ist weitestgehend in 3.3.1.2.1.4 erlautert. Da in den
Bruchpunktbestimmungen aber DNA-Mengen unter einem Mikrogramm markiert werden
mussten, wurden zur Unterstitzung der Fallung noch DNA aus Heringsspermien (DNA MB
grade, fish sperm DNA) sowie tRNA aus Hefe (yeast tRNA) zugefiigt. Beide wurden in 50-
fachem Uberschuss zur markierten DNA gegeben. Die Hybridisierung, Stringenzwaschungen

und Auswertung erfolgten wie unter 3.3.1.2.2.1 beschrieben.

3.4 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung der phanotypischen Daten von Patienten mit und ohne
subtelomerische Chromosomenaberrationen wurde der Chi-Quadrat-Test (y*-Test)
angewendet. Dieser Test ermdglicht die Priifung auf Ubereinstimmung bei zwei oder mehr
Verteilungen, an die nahezu keine Bedingungen (wie z. B. normalverteilte Daten) gestellt
werden. Die Nullhypothese dieses Tests lautet: ,Die gepriften Verteilungen entstammen der
gleichen Grundgesamtheit.“ Fir die vorliegenden Untersuchungen bedeutet das: Es gibt
keinen Unterschied bei Patienten mit und ohne Subtelomeraberrationen fir bestimmte,
analysierte Parameter. Die PriifgréRe y* erlaubt, die Wahrscheinlichkeit P dafiir abzuschét-
zen, dass die Nullhypothese vermutlich gilt. Kleine P-Werte (< 0,05) bedeuten, dass die
Nullhypothese signifikant zurlickgewiesen wird, groRe P-Werte bestatigen sie. In der
vorliegenden Arbeit heil3t das: P-Werte < 0,05 bedeuten, dass es fiir den jeweils analysierten
Parameter bei Patienten mit und ohne subtelomerische Chromosomenaberrationen signifi-
kante Unterschiede gibt. Grélkere P-Werte zeigen an, dass keine signifikanten Unterschiede
bestehen. Dariiber hinaus gilt: Je groRer ¥ ist, desto kleiner ist der P-Wert (die Wahrschein-
lichkeit) zur Bestatigung der Nullhypothese und umgekehrt.

Die Berechnungen erfolgten mit Hilfe der Software SPSS fiir Microsoft® Windows.

3.5 Materialien und Gerate

3.5.1 Chemikalien und Lésungen

Agarose GIBCO BRL, 15510-027
Ammoniumazetat Merck, 1.01116.1000
Bacto-Tryptone Becton Dickinson 211705
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Bacto-Yeast
Blocking Reagent
Bromphenolblau
BSA

Chloramphenicol

Citifluor AF1
Cot1-DNA
Cy™3-ULS™

Cy™5-ULS™

DAPI-L6sung

Denaturierungsldsung 1
Denaturierungslésung 2
Dextransulfat
dGreen-ULS®

DNA, MB grade

DNasel-Loésung

DNP-ULS®
EB-Puffer
EDTA

Eisessig
Ethanol
Ethidiumbromid
Ficoll 400
Fixogum
Formaldehyd

Formamid

Glyzerol

Becton Dickinson 212750

BR, Roche, 1096176

Merck, 1.59102.0001

Bovine Serum Albumine, DNase-frei, Pharmacia
Biotech, 27-8915

12,5mg/ml; water-soluble, Sigma, C3175,
Gebrauchslésung: 0,0125mg/ml LB-Medium
Glycerol/PBS, Plano GmbH, R1320

1mg/ml, human, Roche, 1581074

Cy3 ULS Labelling Kit, Amersham Biosciences, RPN
3120 oder Kreatech Diagnostics, ULK102

Cy5 ULS Labelling Kit, Amersham Biosciences, RPN
3121 oder Kreatech Diagnostics, ULK103
4’-6’-Diamidino-2-phenylindol, Stammldosung: 10mg/ml
(Sigma, D9542), Gebrauchsldsung: 1:10.000
Verdinnung

70% Formamid/ 2xSSC, pH 7,0

60% Formamid/2xSSCp, pH 7,0

50%; Amersham Biosciences, 17-0340-01

dGreen Direct Labelling Kit, Qbiogene, DLKG 04 oder
Kreatech Diagnostics, ULK301

10mg/ml, aus Fischsperma, Roche, 1467140
~2000units/mg, Roche, 104159; Stammlésung 1mg/mil;
Gebrauchslésung: 1:5000 Verdinnung

ULYSIS DNP-ULS, Kreatech Diagnostics, ULK1003
10mM Tris/HCI, pH 8,5

Ethylendiamintetraacetat, Sigma, EDS

Merck, 1.00063.2511

Merck, 1.00983.2511

Sigma, E4391

Amersham Pharmacia Biosciences, 170400-02
Marabuwerke GmbH, 290117000

37%, Merck, 1.04001.1000

Merck, 1.09684.2500

(ggf. Entionisierung: Amberlite Typ MB1 (Korngréi3e 20-
25), Serva AG, 40701)

Sigma, G2025
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Goat anti rabbit

Hybridisierungslésung
Kaliumazetat

Kanamycin

Ladepuffer
Langenstandard
LB-Medium

Magnesiumchlorid
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
di-Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid

NP-40 (syn. Igepal)
NP-Puffer

P1-Lésung
P2-Lésung
P3-Lésung

10xPBS

Pepsin

Pepsinlésung:

Phenol

Phytohamagglutinin
Postfixierungslosung
2-Propanol

QIlAquick PCR Purification Kit
Rabbit anti DNP

RNase A

Salzsaure

Sodium-Dodecylsulfat

LaserPro™ |R 790 goat anti rabbit 1gG, Molecular
Probes, L-11044

60% Formamid/ 2xSSCp/ 10%Dextransulfat

Merck, 1.04820.1000

20mg/ml; GIBCO BRL, 11815-032, Gebrauchsldésung:
0,02mg/ml LB-Medium

2,5xTBE/20% Ficoll/0,1% Bromphenolblau

100 bp DNA Ladder, GIBCO BRL, 15628-019

10g Bacto-Tryptone + 5g Bacto-Yeast + 10g NaCl in 1l
aqua dest., autoklavieren

MgCl,, Merck, 8.14733.0500

NaCl, Merck, 1.06404.5000

NaH,PO,, Merck, 6346.1000

Na;HPO,, Merck, 1.06586.0500

NaOH, Merck, 1.06495.1000

Vysis, 30-804820

10x, 500mM Tris/HCI (pH7,5), 50mM MgCl,, 0,5mg/ml
BSA

10mM EDTA, pH 8,0

0,2M NaOH, 1% SDS

50ml 7,5M Kaliumazetat, 23ml Eisessig, 427ml aqua
dest.

10x Phosphate Buffered Saline, Roche, 1666789

10% (in 2xSSC), Roche, 108 057

5ug Pepsin/0,01M HCI

Tris-gesattigte Lésung, ICN Biomedicals, 802518

PHA, H15, Murex, 30852701

2,7ml 37% Formaldehyd + 97,3ml 1xPBS/50mM MgCl,
Isopropanol, Merck 1.09634.2511

Qiagen, 28106

Sigma, D9656

DNase-frei, Roche, 109169

far die Vorbehandlung: 20mg/ml 2xSSC;
Gebrauchslésung: 1:200 Verdinnung in 2xSSC

fur die DNA-Isolation: 10mg/ml 2xSSC zum Gebrauch
HCI, Merck, 1.09057.1000

SDS, Serva, 20783
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20xSSC
2xSSCp
10xTBE-Puffer
10xTBS

10:50 TE-Puffer
50:50 TE-Puffer
TNT
ToTelVysion™
Tris

Tween-20
Waschldsung 1
Waschlésung 2
Waschlésung A
Waschlésung B
Waschlésung C
Yeast tRNA

3.5.2 Gerate

Brutschrank

Gelektrophoresekammer

Magnetrihrer mit Heizung

Mikroskop und Zubehor:
Fluoreszenzmikroskop:
Filter:

- DAPL:

- SpectrumGreen/dGreen-ULS®:

- SpectrumOrange/Cy™3-ULS™:

20x Saline Standard Citrate, Invitrogen, 15557-036
2xSSC, 0,5M Na,HPQO,, 0,5M NaH,POy; pH 7,0
GIBCO BRL, 15581-036

10x Tris Buffered Saline, 1M Tris, 1,5M NaCl, pH 7,5
10mM Tris/HCI, pH 7,5; 50mM EDTA, pH 8,0

50mM Tris/HCI, pH 7,5; 50mM EDTA, pH 8,0
1xTBS/0,05% T Tween

Multi-color FISH Probe Panel, Vysis, 33-270000
Tris(hydroxymethyl)aminomethan, Serva, 37190
Polyoxyethylenesorbitan-Monolaureate, Sigma, 1379
0,4xSSC/0,3% NP-40, pH 7,0

2xSSC/0,1% NP-40, pH 7,0

2xSSC/0,1% Tween

50% Formamid/2xSSC

0,1xSSC

10mg/ml 2xSSC, Roche, 109223

B6060, Heraeus

Max Submarine Agarose Gel Unit, Modell HE, Hoefer

Scientific,San Francisco, USA
BibbyStuart, Bibby, Sterlin, Staffordshire, UK

Axioplan, Zeiss

MC-0 (DAPI) Filterset aus:
Anregungsfilter D360/50
Strahlenteiler 400 DCLP
Sperrfilter D 470/40
HQ-Filterset fiur Cy2 sel. aus:
Anregungsfilter HQ 480/40
Strahlenteiler Q 505 LP
Sperrfilter HQ 527/30
HQ-Filterset flr Cy3 aus:
Anregungsfilter HQ 545/30
Strahlenteiler Q 570 LP



3. Material und Methoden

41

-Cy™5-ULS™:

- SpectrumAqua:

alle Filter:
Kamera
Software

Photometer

Reagenzglasschiuttler
Schittelinkubator
Thermocycler
Thermomixer

Waage

Wasserbader

Zentrifugen und Zubehor:

Ultrazentrifuge

Rotoren

Zentrifugationsgefafiie

Kuhlzentrifuge

Sperrfilter HQ 610/75

HQ-Filterset flir Cy5 aus:

Anregungsfilter HQ 620/60,

Strahlenteiler Q 660 LP,

Sperrfilter HQ 700/75

Filterset fir DEAC (Aqua) aus:

Anregungsfilter D 436/20

Strahlenteiler 455 DCLP

Sperrfilter D 480/30

AHF Analysetechnik AG

Sensys-CCD, Photometrics, Tucson, USA

Cytovision 2.81, Firma Applied Imaging.

GeneQuant pro, Amersham Pharmacia Biotech,
Cambridge, UK

MELB 1719, Merck eurolab

Series 25 Incubator Shaker, New Brunswick Scientific
PTC-200, MJ Research

Comfort, Eppendorf

A120S, Satorius Analytic, Goéttingen

WB22 mit Schiittelvorrichtung, Memmert

RC 5B Plus, Sorvall

GSA-Rotor, 6 x 250, Sorvall

SS34-Rotor, 8 x 50, Sorvall

250ml, Polyethylen Oak Ridge Bottle, Sorvall
50ml, Polyethylen Oak Ridge Bottle, Sorvall
5417 R, Eppendorf
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4. Ergebnisse

41 Analysen des konsekutiven Untersuchungskollektivs

In den folgenden Abschnitten werden die klinischen Daten des konsekutiven Untersuchungs-
kollektivs zusammengestellt. Dabei werden besonders die so genannten ,Checkliste*-
Kriterien (de Vries et al., 2001; vgl. Kapitel 2.1.4) bertcksichtigt. Dazu zahlen Familiaritat der
mentalen Retardierung, pra- und postnatale Wachstumsanomalien, Dysmorphien sowie
kongenitale Fehlbildungen. Dartber hinaus werden das Geschlechterverhaltnis, die
Schweregrade der mentalen Retardierung, Anfallsleiden, Verhaltensauffalligkeiten sowie
Funktionsstorungen der Sinnessysteme bei den Patienten und Aborte bei den Mittern der

Patienten erfasst.

4.1.1 Alter, Geschlecht, psychomotorische Entwicklung und Anfallsleiden

Das Untersuchungskollektiv umfasste 76 konsekutiv analysierte Patienten mit mentaler
Retardierung (vgl. Tabelle 3.1). Alle Patienten, die im Humangenetischen Institut der
Universitat Bonn konventionell zytogenetisch untersucht wurden, wiesen bei einer Auflésung
von 400-550 Banden/Genom einen normalen Karyotyp auf. Ein Fragiles X (FraX) -Syndrom
als zweithaufigste Ursache von mentaler Retardierung wurde fur 66 der Patienten (86,8%)
molekulargenetisch ausgeschlossen. Bei weiteren zehn Patienten (13,2%) wurde das
Vorliegen eines FraX-Syndroms aufgrund der fehlenden klinischen Symptomatik
ausgeschlossen und nicht untersucht.

Das Alter der Patienten reichte von zwei bis 37 Jahren. Der Mittelwert lag bei neun, der
Median bei acht Jahren.

Geschlechterverteilung: Im gesamten Bonner Kollektiv, das 205 Patienten mit mentaler
Retardierung beinhaltete, waren 122 mannliche (59,5%) und 83 weibliche (40,5%) Proban-

den. Unter den 76 konsekutiv untersuchten Patienten waren 45 mannlich (59,2%) und 31

weiblich (40,8%). Damit waren sowohl im Gesamtkollektiv als auch im konsekutiven Untersu-
chungskollektiv mehr mannliche als weibliche MR-Patienten.

Psychomotorische Entwicklung: Alle 76 Patienten der konsekutiven Untersuchungsgruppe

waren mental retardiert. Bei 46 Patienten (60,5%) wurde eine mittlere/schwere mentale
Retardierung diagnostiziert und bei 30 Patienten (39,5%) eine leichte. Eine Verzdgerung der
motorischen Entwicklung kam bei 73 der Patienten (96,1%) hinzu. Ferner wiesen 27
Patienten (35,5%) eine Muskelhypotonie und 5 Patienten (6,6%) eine Muskelhypertonie auf.
Verhaltensauffalligkeiten wie Autoaggression oder Autismus wurden bei zehn Patienten

(13,2%) nachgewiesen.
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Ein weiterer Parameter, der in den eigenen Untersuchungen erfasst wurde, war ,Anfalls-
leiden®. Darunter litten 16 (21,1%) der 76 analysierten Patienten. De Vries et al. (2001)
untersuchten dieses Merkmal nicht.

Die Verteilung der MR-Patienten in Gruppen aus den mdglichen Kombinationen von
motorischer Retardierung (M), Verhaltensauffalligkeiten (V) und Anfallsleiden (A) zeigt
Tabelle 4.1.

M+/V+/A+ M+/V-IA+ M+/V+/A- M+/V-/A- M-/V+/A- M-/V-/A-

z 4 14 5 50 1 2

% 53 18,4 6,6 65,8 1,3 2,6

Tabelle 4.1: Einordnung der MR-Patienten in Gruppen. Die Konstellationen M-/V+/A+ und M-/V-/A+
wurden nicht beobachtet.
M = motorische Retardierung, V = Verhaltensauffalligkeit, A = Anfallsleiden; + = vorhanden, - = fehlt

Der mit 65,8% Uberwiegende Teil der Patienten zeigte neben der mentalen Retardierung
eine Verzogerung der motorischen Entwicklung, jedoch keine Anfélle und keine Verhaltens-
auffalligkeiten. In 18,4% der Falle lag neben der motorischen Retardierung ein Anfallsleiden
ohne Verhaltensanomalien vor, bei 6,6% eine Verhaltensanomalie, aber kein Anfallsleiden.
Patienten mit motorischer Retardierung, Verhaltensauffalligkeiten und Anfallsleiden machten
5,3% des konsekutiven Untersuchungskollektivs aus. Patienten mit einer unauffalligen
Motorik zeigten entweder keine sonstigen Auffalligkeiten (2,6%) oder aber eine Verhaltens-
anomalie (1,3%, ein Proband). Patienten mit einer unauffalligen motorischen Entwicklung,
die aber ein Anfallsleiden oder eine Kombination aus Anfallsleiden und Verhaltens-

auffalligkeiten zeigten, gab es in der konsekutiv untersuchten Gruppe nicht.

4.1.2 Wachstumsparameter
Zur Analyse der Wachstumsparameter im konsekutiven Untersuchungskollektiv wurde

zunachst das Geburtsgewicht (GG) erfasst, um eine pranatale Dystrophie zu ermitteln. Das

Geburtsgewicht wurde dabei dem jeweiligen Gestationsalter angepasst. Von den 76
analysierten Patienten zeigten 17 eine pranatale Dystrophie (22,4%) und 59 (77,6%) ein
normales Geburtsgewicht.

Von den 17 Patienten, die bei Geburt dystroph waren, zeigten 10 Probanden bei der letzten
Untersuchung ein normales Gewicht, die restlichen sieben Patienten lagen mit ihrem
Gewicht weiterhin unter der dritten Perzentile. Sechs Patienten, die mit einem normalen
Gewicht zur Welt kamen, entwickelten bis zum letzten Untersuchungszeitpunkt eine Dystro-
phie.

Im Rahmen der genetischen Beratung wurde die aktuelle Kdrperldnge der Patienten

bestimmt. Von 76 untersuchten Patienten waren 20 (26,3%) minderwilchsig und drei
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Probanden wiesen einen Hochwuchs auf (4%). Mit ihren KérpermalRen im Normbereich, also
zwischen der 3. und 97. Perzentile, lagen 53 Patienten (69,7%) (vgl. Abbildung 4.1).

Hochwuchs

4% Minderwuchs
26%

Korperlange
o.B.
70%

Abbildung 4.1: Prozentuale Verteilung der aktuellen Kérpermalie im konsekutiven
Untersuchungskollektiv (Werte gerundet).

Bei der Erfassung physischer Daten von Patienten mit mentaler Retardierung spielt auch der
haufig auffallige Kopfumfang eine Rolle. Unter den 76 Patienten wiesen zum Untersuchungs-
zeitpunkt 17 eine Mikrozephalie auf (22,4%). Bei Geburt waren acht Patienten mikrozephal,
zwei dieser Probanden zeigten in der letzten Untersuchung einen normalen Kopfumfang,
sechs Patienten lagen mit ihren Kopfumfangen weiterhin unter der dritten Perzentile. EIf der
Patienten, die in der letzten Untersuchung eine Mikrozephalie aufwiesen, hatten bei ihrer
Geburt eine Normozephalie.

Alle sieben Patienten (9,2%), die zum letzten Untersuchungszeitpunkt eine Makrozephalie
hatten, wurden mit einem normalen Kopfumfang geboren. Ein Proband, der mit einer
Makrozephalie geboren wurde, hatte bei der letzten Messung einen unauffalligen Kopfum-
fang.

Bei 52 Patienten wurde eine Normozephalie bestimmt (68,4%).

Die Verteilung der aktuellen Mikro- und Makrozephalien ist in Abbildung 4.2 den unauffal-

ligen Kopfumfangen im Kollektiv gegenlibergestellt.
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Mikrozephalie
22%

Makrozephalie
9%

Normozephalie
69%

Abbildung 4.2: Prozentuale Verteilung der Mikro-, Makro- und Normozephalien im konsekutiven
Untersuchungskollektiv (Werte gerundet).

4.1.3 Auffalligkeiten in den Familien

Fur die Familie jedes Probanden wurde ein Stammbaum erstellt. Erfasst wurden alle lebend
geborenen Angehdrigen aus drei Generationen. Daneben wurden, wenn mdglich, alle
pathologischen Schwangerschaften, d. h. Aborte, Fehlgeburten und Totgeburten, dokumen-
tiert. Es wurde aulRerdem eine eventuelle Verwandtschaft der Eltern der Probanden erhoben.
Als relevante Auffalligkeiten der Angehdrigen wurden mentale Retardierung, Verhaltensauf-
falligkeiten, angeborene Fehlbildungen und Dysmorphien dokumentiert.

Zunachst wurde so zwischen familiaren und de novo MR-Fallen differenziert (vgl. Abbildung

4.3). Bei 63 Patienten oder 82,9% der Falle war der untersuchte Proband der einzige
Betroffene in der Familie, in 17,1% der Falle (13 Patienten) waren weitere Familien-
angehorige mental retardiert. Darunter konnte in den Familien von 11 Patienten (14,5%) ein
mit den Mendelschen Regeln vereinbarer Erbgang aufgezeigt werden. In den Familien von
zwei Patienten (2,6%) lag eine nicht-mendelnde Vererbung der mentalen Retardierung vor.

Eine Verwandtenehe wurde bei den Eltern eines Patienten tlrkischer Herkunft festgestellt,
der zu den nicht-familidren MR-Fallen zahlte. Fur alle weiteren Familien der MR-Patienten

wurde keine Konsanguinitat nachgewiesen.
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familiar nicht-

familiar mendelnd
mendelnd 3%
14%

nicht-familiar
83%

Abbildung 4.3: Prozentuale Verteilung der familiaren und nicht-familiaren MR-Falle im konsekutiven
Untersuchungskollektiv (Werte gerundet).

Pathologische Schwangerschaften (Aborte, Tot- und Fehlgeburten) der Mutter der Patienten

mit mentaler Retardierung traten im eigenen Untersuchungskollektiv bei 21 der 76
analysierten Falle (27,6%) auf.

De Vries et al. (2001) untersuchten zwar auch, ob pathologische Schwangerschaften in den
Familien der MR-Patienten auftraten, dieser Parameter wurde jedoch nicht in die ,Checkliste®

aufgenommen.

4.1.4 Geburts- und Schwangerschaftsanamnese

Zur Erfassung moglicher pra- und perinataler Einflisse auf den Zustand der MR-Patienten
wurden Schwangerschafts- und Geburtsanamnesen erhoben.

Auffalligkeiten in der Schwangerschaft waren ein Polyhydramnion bzw. ein Oligohydramnion
in je einem Fall und eine behandlungsbedurftige vorzeitige Wehentatigkeit in einem weiteren
Fall. Die Mutter eines Patienten war Epileptikerin und nahm Carbamazepin ein, welches
jedoch nach heutigem Wissen keine teratogenen Nebenwirkungen hat.

Von den 76 konsekutiv untersuchten Patienten wurden 19 (25%) per Sectio und 57 (75%)
normal entbunden. Von den 19 Patienten, die mit einem Kaiserschnitt zur Welt gebracht
wurden, lag in 10 Fallen eine pathologische Ursache wie Nabelschnurumschlingung,
Plazentainsuffizienz, Geburtsstillstand oder schlechte Herztdne des Kindes vor. Alle weiteren
Sectio-Geburten wurden aufgrund obstetrischer Probleme, wie z. B. Beckenendlage des
Kindes oder vorherige Sectio-Geburten der Mutter, durchgefiihrt.

Sechs der 76 Kinder im Untersuchungskollektiv entwickelten nach ihrer Geburt eine
Hyperbilirubinamie, drei weitere Neugeborene erlitten kurz nach der Geburt einen Infekt, der

antibiotisch behandelt wurde.
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4.1.5 Kongenitale Fehlbildungen und Dysmorphien

Bei den Tragern chromosomaler Syndrome ist die Erfassung von Dysmorphien, also
morphologischen Abweichungen von der Norm ohne Krankheitswert, ebenso von Bedeutung
wie die von Fehlbildungen, d. h. Veranderungen mit Krankheitswert. Abbildung 4.4 zeigt eine
Ubersicht der verschiedenen Kombinationen aus Fehlbildungen und Dysmorphien im
konsekutiven Untersuchungskollektiv. Diese Kombinationen sind:

1. weder Fehlbildungen noch Dysmorphien (-F/-D),

2. keine Fehlbildungen, jedoch Dysmorphien (-F/+D),

3. Fehlbildungen, keine Dysmorphien (+F/-D) und

4. sowohl Fehlbildungen als auch Dysmorphien (+F/+D).

-FI-D
14%

-FI+D

+F/+D 24%

61%

+FI-D
1%

Abbildung 4.4: Prozentuale Verteilung der Dysmorphien und Fehlbildungen im konsekutiven
Untersuchungskollektiv (Werte gerundet).
-F/-D = weder Fehlbildungen /noch Dysmorphien, -F/+D = keine Fehlbildungen/jedoch Dysmorphien,
+F/-D = Fehlbildungen/keine Dysmorphien, +F/+D = Fehlbildungen und Dysmorphien

Von den 76 untersuchten Patienten zeigten 11 weder Dysmorphien noch Fehlbildungen
(14,5%), 18 Patienten wiesen keine Fehlbildungen, jedoch Dysmorphien auf (23,7%). Ein
Proband war fehlgebildet, ohne Dysmorphien aufzuweisen (1,3%). Sowohl Fehlbildungen als
auch Dysmorphien zeigten 46 Patienten (60,5%).

Als Auffalligkeiten der Patienten des konsekutiven Untersuchungskollektivs wurden erfasst:
Pathologische Schadelform (Brachy-/Dolichozephalie etc.), Gesichtsspalten (Lippen-Kiefer-
Gaumenspalte etc.), Hals-/Thorax-/Abdomenanomalien (Trichterbrust etc.), Extremitatenfehl-
bildungen (Polydaktylie etc.), und Organfehlbildungen (Herz, Gehirn, Urogenitalsystem).
Tabelle 4.2 zeigt eine Ubersicht der Haufigkeiten dieser Anomalien, zu denen sowohl

Fehlbildungen als auch Dysmorphien zahlen.
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Schadel Hals/ Extremi- Organfehlbildungen
Faziale Form- . Uro-
Dysmor- Gesichts- | Thorax/ | yien | Genirn | Herz
. anomalien | spalten | Abdomen genital
phien
z 61 7 5 3 2 17 20 17
% 80,3 9,2 6,6 3,9 2,6 22,4 26,3 22,4

Tabelle 4.2: Absolute Haufigkeiten und Prozentangaben der einzelnen Fehlbildungen und
Dysmorphien im konsekutiven Untersuchungskollektiv.

Faziale Dysmorphien wiesen 61 der 76 analysierten Patienten (80,3%) auf. Schadelform-

anomalien wurden bei sieben der 76 untersuchten Patienten (9,2%) diagnostiziert, darunter
hatten funf Patienten eine Brachyzephalie (Rundkopf mit abgeflachtem Hinterkopf) und je ein
Patient eine Dolichozephalie (Langschadel) und eine milde Akrozephalie (Turmschadel).

Gesichtsspalten als Fehlbildungen lagen bei funf Patienten (6,6%) vor, zwei Patienten

zeigten Lippen-Kiefer-Gaumenspalten (LKG-Spalte), Gaumenspalten wurden bei drei
Patienten beobachtet.

Auffalligkeiten an Hals, Thorax oder Abdomen zeigten drei Patienten (3,9%), zwei Patienten

hatten eine ausgepragte Trichterbrust und ein Patient wies eine Zyste am Hals auf.

Extremitatenfehlbildungen wurden bei zwei Patienten (2,6%) nachgewiesen. Ein Patient wies

eine postaxiale Polydaktylie auf, ein weiterer Patient hatte eine Ful3fehlbildung.

Organfehlbildungen wurden bei 37 Patienten (48,7%) diagnostiziert. Herzfehler, die bei 20

Patienten beobachtet wurden (26,3%), traten dabei am haufigsten auf, Gehirnfehlbildungen
wurden bei 17 Patienten (22,4%) diagnostiziert. Fehlbildungen des Urogenitalsystems lagen
bei 17 Patienten vor (22,4%), dazu zahlten zehn Genitalfehlbildungen.

Es wurden auch Funktionsstorungen der Augen und Ohren der Probanden erfasst. Von den

76 konsekutiv untersuchten Patienten hatten 19 Patienten eine Sehstérung (25%) und acht
Patienten eine Horstérung (10,5%).
Tabelle A4 im Anhang zeigt detailliert die Anomalien, die bei den einzelnen Patienten

nachgewiesen wurden.

4.1.6 Anwendung der ,Checkliste“-Kriterien auf das konsekutive Untersuchungs-
kollektiv

De Vries et al. erstellten eine so genannte ,Checkliste“, die laut ihrer im Jahr 2001

publizierten Studie gehauft bei Patienten mit subtelomerischen Chromosomenstérungen

aufgefundene Merkmale von MR-Patienten in einem Punktesystem bewertet. Das Ziel dabei

war, eine Vorauswahl derjenigen MR-Patienten zu treffen, fiir die ein Subtelomer-Screening

besonders viel versprechend ist (vgl. Kapitel 2.1.4).
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So werden fir familidre mentale Retardierung, abhangig davon, ob die Falle den
Mendelschen Regeln entsprechen oder nicht, ein bzw. zwei Punkte vergeben. Pranatale
Wachstumsretardierung bzw. Dystrophie ergeben 2zwei Punkte und postnatale
Wachstumsauffalligkeiten, zu denen Mikro- und Makrozephalie sowie Hoch- und
Minderwuchs zahlen, jeweils einen Punkt. Beim Vorliegen von zwei fazialen Dysmorphien
wird ein Punkt vergeben, ein weiterer Punkt bei mehr als zwei fazialen Dysmorphien. Nicht-
faziale Dysmorphien und kongenitale Fehlbildungen, die Handanomalien, Herzfehler und
Hypospadie beinhalten, fiihren ebenfalls zu einer maximalen Punktezahl von zwei (vgl.
Tabelle 2.1). So kann bei Erfiillung aller Kriterien eine Hochstpunktzahl von zehn erreicht

werden.

Dieses Punktesystem wurde auf das konsekutive Untersuchungskollektiv angewendet (vgl.
Tabelle A5 im Anhang). Es wurden im Durchschnitt 3,5 Punkte erreicht, der Median lag bei 3
Punkten. Tabelle 4.3 zeigt eine Ubersicht iber die Haufigkeiten der erzielten Punkte nach de
Vries et al. (2001), Abbildung 4.5 stellt sie graphisch dar.

P* 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
z 6 4 13 18 16 8 6 2 2 1 0
% 7,9 53 | 171 | 23,7 | 211 | 10,6 | 7,9 2,6 2,6 1,3 0

Tabelle 4.3: Absolute Haufigkeiten und Prozentangaben der Punkte (*P) nach de Vries et al. (2001)
im konsekutiven Untersuchungskollektiv.
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Abbildung 4.5: Prozentuale Verteilung der Punkte nach de Vries et al. (2001) im konsekutiven
Untersuchungskollektiv.

Es wurden null Punkte (sechs Patienten, 7,9%) bis neun Punkte (ein Patient, 1,3%)
vergeben, zehn Punkte wurden nicht verteilt. Einen Punkt erhielten vier Patienten (5,3%) und
zwei Punkte bekamen 13 Patienten (17,1%). Drei Punkte wurden an 18 Patienten (23,7%)

und damit am haufigsten vergeben. Sechzehn Patienten erhielten vier Punkte (21,1%), acht
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Patienten funf (10,5%) und sechs Patienten sechs Punkte (7,9%). An je zwei Patienten

(2,6%) wurden sieben bzw. acht Punkte vergeben.

4.2 Einordnung der nicht-konsekutiv untersuchten Patienten

Sechs Patienten wurden nicht-konsekutiv analysiert (vgl. Tabelle 3.1, Patienten 77-82). Die
Grunde fur diese nicht-konsekutiven Untersuchungen waren eine gute Sedimentqualitat zur
Etablierung der Untersuchungsmethoden bei den Patienten 79, 80 und 81 sowie eine weitere
Schwangerschaft der Mutter von Patient 78 und Anfragen von Fachéarzten aus anderen
humangenetischen Instituten (Patienten 77 und 82). Fur vier der Patienten lagen Befunde
der konventionellen Chromosomendiagnostik mit Bandenzahlen von (ber 400
Banden/haploidem Genom vor, flr diese Patienten gab es auch negative FraX-Befunde. Von
den verbleibenden zwei Patienten waren die Chromosomenanalysen in einem externen
Labor unauffallig. Der Phanotyp entsprach nicht dem des FraX-Syndroms, so dass auf
Zusatzuntersuchungen verzichtet wurde. Drei der sechs Patienten waren weiblich, drei
waren mannlich. FUnf dieser Patienten waren mittel bis schwer mental retardiert, einer der
Patienten war nur leicht retardiert.

Tabelle 4.4 zeigt die Ergebnisse der Analyse der Wachstumsparameter bei den sechs nicht-

konsekutiv untersuchten Patienten.

Patient Dystrophie Minderwuchs Mikrozephalie

77 - - -

78 - - -

79 - - -

80 - - -

81 + + +

82 + + +

Tabelle 4.4: Wachstumsparameter der nicht-konsekutiv untersuchten Patienten. Hochwuchs und
Makrozephalie wurden im nicht-konsekutiven Untersuchungskollektiv nicht beobachtet.
+ = vorhanden, - = fehlt

Zwei Patienten des nicht-konsekutiven Untersuchungskollektivs waren bei Geburt dystroph.
Die Analyse der aktuellen Wachstumsparameter der Patienten ergab in zwei Féllen einen
Minderwuchs, in vier Fallen waren die Langenmalle normal. Ein Hochwuchs wurde bei
keinem dieser Patienten festgestellt. Die beiden Patienten, die bereits durch Dystrophie und
Minderwuchs auffielen, wiesen auch eine Mikrozephalie auf.

Eine positive Familiengeschichte fir mentale Retardierung bestand bei einem Patienten

(Patient 78). Ein Anfallsleiden wurde bei Patient 77 beobachtet, pathologische Schwanger-

schaften kamen bei den Mittern der sechs Patienten nicht vor.
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Die Verteilung der moglichen Kombinationen von Dysmorphien und Fehlbildungen (vgl.

Kapitel 4.1.5) bei den sechs nicht-konsekutiv untersuchten Patienten ist in Tabelle 4.5

dargestellt.

Patient | D-/F- | D+/F- | D-/[F+ | D+/F+ | Von Fehlbildungen betroffene Organsysteme

77 . . + . Urogenitalsystem

78 - - R + Herz

79 + - - - -

80 - + - - =

81 . + - - -

82 . . . + Gehirn, Herz

z 1 2 1 2

Tabelle 4.5: Verteilung der Dysmorphien und Fehlbildungen bei den nicht-konsekutiv untersuchten
Patienten.
D = Dysmorphien, F = Fehlbildungen, + = vorhanden, - = fehlt

Ein Patient wies weder Dysmorphien noch Fehlbildungen auf. Zwei Patienten zeigten zwar
Dysmorphien, aber keine Fehlbildungen. Ein Patient litt unter einer Fehlbildung (Urogenital-
system), Dysmorphien fehlten bei ihm. Zwei weitere Patienten hatten sowohl Dysmorphien
als auch Fehlbildungen. Bei diesen beiden Patienten wurden Fehlbildungen des Herzens

bzw. Fehlbildungen des Gehirns und des Herzens diagnostiziert.

4.3 Ergebnisse der FISH

In den folgenden Abschnitten werden die Ergebnisse der FISH-Analysen vorgestellt. Dabei
werden zunachst die Ergebnisse der Subtelomer-Screenings im konsekutiven Untersu-
chungskollektiv mit zwei verschiedenen Sondensets und drei FISH-Techniken beschrieben.
Im Anschluss werden die Ergebnisse der Analysen der sechs Patienten, die aulierhalb der
konsekutiven Reihenfolge auf subtelomerische Chromosomenaberrationen untersucht

wurden, prasentiert.

4.3.1 Ergebnisse der Analysen der subtelomerischen Chromosomenregionen im
konsekutiven Untersuchungskollektiv

Von den 76 konsekutiv auf subtelomerische Chromosomenaberrationen untersuchten

Patienten wurden 51 mit dem ,ToTelVysion™ Multi-color FISH Probe Panel (Vysis) und 25

mit dem eigenen Sondenset analysiert (vgl. Kapitel 3.3.1). Unter den letztgenannten 25

Patienten waren sieben, die durch Subtelomer-COBRA-FISH untersucht wurden und 18,

deren Analysen mit Subtelomer-Sechs-Farben-FISH durchgeflhrt wurden.
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Insgesamt wurden sechs subtelomerische Chromosomenaberrationen detektiert. Bei vier der
Patienten wurden diese mit dem ,ToTelVysion™ Multi-color FISH Probe Panel* (Vysis)
nachgewiesen. Diese Aberrationen wurden mit Sonden des eigenen Sondensets verifiziert.
Die Detektion von zwei weiteren Stérungen der Subtelomerregionen erfolgte mit der
Subtelomer-Sechs-Farben-FISH. Die Subtelomer-Screenings mittels Subtelomer-COBRA-

FISH deckten keine Subtelomeraberrationen auf (vgl. Tabelle 4.6).

Methode ToTelVysion™ S-COBRA Sechs-Farben-FISH
Anzahl Patienten 51 7 18
Aberrationen 4 - 2

Tabelle 4.6: Anzahl der mit der jeweiligen Untersuchungsmethode analysierten Patienten und Anzahl
der detektierten Subtelomeraberrationen.

Tabelle 4.7 charakterisiert die subtelomerischen Chromosomenaberrationen naher. Es

wurden vier Deletionen und zwei unbalancierte Translokationen nachgewiesen.

Patient Methode Art der Aberration Monosomie | Trisomie
27 6-Farben-FISH Deletion Yqter -
29 ToTelVysion™ Deletion 14qter -
34 6-Farben-FISH Unbalancierte Translokation 2qter Spter
35 ToTelVysion™ Deletion 2qter -
37 ToTelVysion™ Unbalancierte Translokation 22qter 7qter
75 ToTelVysion™ Deletion 16pter -

Tabelle 4.7: Beschreibung der subtelomerischen Chromosomenaberrationen im konsekutiven
Untersuchungskollektiv.

Patient 27 wies nach Hybridisierung mit der Sonde GS-225F6, welche die Regionen Xqter
und Yqter nachweist, eine Deletion auf seinem Y-Chromosom auf (Karyotyp: 46,XY ,ish del
(Y)(912)(GS-225F6-), vgl. Abbildung 4.6).

Bei Patient 29 wurde mit der Sonde fir 14qgter des ToTelVysion™-Sondensets (vgl. Tabelle
A1 im Anhang) eine Deletion 14qgter nachgewiesen, die mit der Sonde GS-200D12 des
eigenen Sondensets verifiziert wurde (Karyotyp: 46,XY.ish del (14)(g32)([sts-X58399,
SHGC-36156, sts-AA034492, telomeric IGHV segments]-, GS-200D12-), vgl. Abbildung 4.7).
Bei Patient 34 wurde mit den Sonden RG-172113 und GS-24H17 fir die Subtelomerregionen
2qgter und 5pter eine unbalancierte Translokation mit dem Fehlen eines Signals der Sonde
fur 2gter und einem zuséatzlichen Signal der Sonde fiir 5pter auf dem Ende des langen
Armes des detektiert (Karyotyp: 46,XY,ish der
(2)t(2;5)(937;p15)(RG-172113-;GS-24H17+), vgl. Abbildung 4.8a und b).

Patient 35 zeigte nach Hybridisierung mit der Sonde fir 2qter des ToTelVysion™-

derivativen Chromosoms 2

Sondensets (vgl. Tabelle A1 im Anhang) eine Deletion im langen Arm von Chromosom 2.
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Diese Aberration wurde mit der Sonde RG-172I113 des eigenen Sondensets verifiziert
(Karyotyp: 46,XX,ish del (2)(q37)([VIJ yRM2112 (D2S447), 2QTEL47]-, RG-172113-), vgl.
Abbildung 4.9).

Patient 37 war Trager einer unbalancierten Translokation, nachgewiesen mit den Sonden
des ToTelVysion™-Sondensets (vgl. Tabelle A1 im Anhang) fur die Subtelomerregionen
7qter und 22qter. Dabei fehlte ein Signal der Sonde flir 22qgter, die Sonde fir 7qter
hybridisierte zusatzlich zu den regularen Abschnitten noch terminal auf dem derivativen
Chromosom 22. Die Translokation wurde auch im Verifizierungsexperiment mit den eigenen
Sonden GS-3K23 und GS-99K24 nachgewiesen (Karyotyp: 46,XY,ish  der
(22)4(7;22)(936;913)([VYJ yRM2000 (STS 200H), 7QTEL20]+, GS-3K23+; [MS607
(GenBank X58044), ACR, 22QTEL31 (D22S1726)]-, GS-99K24-), vgl. Abbildung 4.10a und
b).

Patient 75 wies eine Deletion im terminalen Bereich des kurzen Armes von Chromosom 16
auf (Abbildung 4.11), detektiert mit der Sonde flir 16pter des ToTelVysion™-Sondensets
(vgl. Tabelle A1 im Anhang) und verifiziert mit der Sonde GS-12114 des eigenen Sondensets
(Karyotyp: 46,XX.ish del (16)(p13) ([SHGC-15336, 16PTELO3 (D16S3399), 16PTELO05
(D16S3400), alpha globin gene cluster]-, GS-12114-)).

Abbildung 4.6: Nachweis einer Deletion in Yqgter durch Subtelomer-Sechs-Farben-FISH,
Hybridisierung F bei Patient 27. Das Signal in Yqter fehlte (Pfeil). Regelrechte Signale in den
Subtelomerregionen von 8p (violett), 8q (griin), 17p (blau), 17q (gelb) und XYpter (rot) sowie Xqter
(tarkis).
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Abbildung 4.7: Nachweis einer Deletion 14qter durch ToTelVysion™-Hybridisierung mit
Hybridisierungsmix 7 (#7) bei Patient 29. Ein Chromosom 14 zeigt ein regelrechtes Signal (gelb), der
Pfeil zeigt das deletierte Chromosom 14. Regelrechte Signale in 7pter (griin) und 7qter (rot).

Abbildung 4.8a: Nachweis einer Deletion 2qgter durch Subtelomer-Sechs-Farben-FISH,
Hybridisierung B bei Patient 34 (der(2)t(2qter;5pter). Ein Chromosom 2 zeigt ein regelrechtes Signal in

gter (gelb), der Pfeil zeigt auf die Deletion in 2gter. Regelrechte Signale in 6pter (violett), 6gter (griin),
19pter (turkis), 19qter (rot) und 2pter (blau).
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Abbildung 4.8b: Nachweis einer Duplikation 5pter durch Subtelomer-Sechs-Farben-FISH,
Hybridisierung A bei Patient 34 (der(2)t(2qter;5pter). Zusatzliches Signal fur 5pter (violett) in 2qgter

(Pfeil). Regelrechte Signale in 3pter (rot), 3qter (turkis), 7pter (blau), 7qter (gelb), 5qter (griin) und
5pter (violett).

Abbildung 4.9: Nachweis einer Deletion 2qter durch ToTelVysion™-Hybridisierung mit #2 bei Patient
35. Ein Chromosom 2 zeigt ein regelrechtes Signal in gter (rot), der Pfeil weist auf die Deletion in 2qter
des derivativen Chromosoms 2. Regelrechte Signale in Xqgter (gelb), X-Zentromer (weil3,
Kontrollsonde) und 2pter (grin).
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Abbildung 4.10a: Nachweis einer Deletion 22qter durch ToTelVysion™-Hybridisierung mit #3 bei
Patient 37 (der(22)t(7qter;22qter)). Ein Chromosom 22 zeigt ein regelrechtes Signal in qgter (gelb), der

Pfeil weist auf die Deletion 22qter des derivativen Chromosoms 22. Regelrechte Signale in 3pter
(griin), 3qter (rot) und LSI BCR (weil3, Kontrolle in 22q11.2).

Abbildung 4.10b: Nachweis einer Duplikation 7qter durch ToTelVysion™-Hybridisierung mit #7 bei
Patient 37 (der(22)t(7qter;22qter)). Zusatzliches Signal fur 7qgter (rot) in 22qter (Pfeil). Regelrechte
Signale in 14qter (gelb), 7pter (grin) und 7gter (rot).
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Abbildung 4.11: Nachweis einer Deletion 16pter durch ToTelVysion™-Hybridisierung mit #13 bei
Patient 75. Ein Chromosom 16 zeigt ein regelrechtes Signal in pter (griin), die Pfeilspitze weist auf die
Deletion im derivativen Chromosom 16. Regelrechte Signale in 16qter (rot).

4.3.2 FISH-Untersuchungen der Eltern von Patienten mit subtelomerischen
Chromosomenaberrationen

Es wurde geprift, ob es sich bei den subtelomerischen Chromosomenauffalligkeiten um
echte Aberrationen oder um familiare Varianten ohne klinische Relevanz handelte. Weiterhin
wurde untersucht, ob sie beim Trager neu entstanden oder familidr bedingt waren. Daher
wurde bei den Eltern analysiert, ob fiir die Regionen, die beim Kind ein auffalliges
Hybridisierungsmuster zeigten, Besonderheiten vorlagen. Es wurden dabei die gleichen
Sonden verwendet wie beim Indexpatienten.

Der gesunde Vater von Patient 27, der eine Deletion der Subtelomerregion Yqter zeigte,
wies mit derselben Sonde ebenfalls eine Deletion Yqter auf. Damit konnte gezeigt werden,
dass es sich bei dieser Stérung nicht um eine ,echte” Chromosomenaberration, sondern um
einen Polymorphismus handelte. In den folgenden Abschnitten wird dieser Patient nicht mehr
in der Reihe der Patienten mit subtelomerischen Chromosomenaberrationen aufgefiihrt
werden.

Fir die Ubrigen funf Patienten, die subtelomerische Chromosomenstérungen aufwiesen,
erbrachten die Analysen der elterlichen Chromosomen mit denselben Sonden, die bei ihren
Kindern die Aberrationen aufdeckten, keine pathologischen Ergebnisse. Damit handelte es

sich in allen weiteren Fallen um Stérungen, die de novo entstanden waren.
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4.3.3 Phanotypische Charakterisierung der Patienten mit subtelomerischen Chromo-
somenaberrationen

Alle in diesem Abschnitt bearbeiteten Parameter wurden in den Gruppen der Patienten mit
und ohne Subtelomerstérungen vergleichend betrachtet. Zur statistischen Auswertung wurde
der Chi-Quadrat-Test in der Statistik-Software SPSS fiir Microsoft® Windows verwendet. Fiir
keines der untersuchten Merkmale war der Unterschied signifikant, da die Stichprobe der
Patienten mit Subtelomerstérungen (n=5) zu klein war.

Tabelle 4.8 zeigt eine Ubersicht Giber die Art der Aberrationen, das Geschlecht der Patienten,

den Schweregrad der mentalen Retardierung, die motorische Entwicklung sowie das

Vorliegen eines Anfallsleidens.

MR- Motorische | Anfalls-
Patient Aberration Geschlecht
Schweregrad | Entwicklung leiden
29 del(14qter) mannlich mittel-schwer retardiert nein
34 der(2)t(2qter;5pter) mannlich leicht retardiert ja
35 del(2qgter) weiblich mittel-schwer retardiert ja
37 der(22)t(7qter;22qter) mannlich leicht retardiert nein
75 del(16pter) weiblich mittel-schwer retardiert nein

Tabelle 4.8: Ubersicht (iber die Art der subtelomerischen Chromosomenstoérung, das Geschlecht, den
MR-Schweregrad, die motorische Entwicklung und das Vorliegen eines Anfallsleidens der Patienten
mit Subtelomeraberrationen.

Von den fiunf Patienten des konsekutiven Untersuchungskollektivs, die subtelomerische
Chromosomenaberrationen trugen, waren drei mannlich und zwei weiblich. Drei der
Patienten waren von einer mittleren bis schweren mentalen Retardierung betroffen, zwei
weitere Patienten waren nur leicht mental retardiert. Alle Patienten zeigten eine motorische
Verzdgerung, zwei der funf Patienten hatten ein Anfallsleiden.

Verhaltensauffélligkeiten wie Autoaggression oder Autismus wurden bei keinem der

Patienten mit subtelomerischen Chromosomenstérungen festgestellit.
In Tabelle 4.9 werden die Parameter MR-Schweregrad und Anfallsleiden von Patienten mit

Subtelomeraberrationen denen der Patienten ohne solche Aberrationen gegenubergestellit.

MR-Schweregrad Anfallsleiden
leicht mittel-schwer ja nein
Subtelomer-Befund
(n=30) (n=46) (n=16) (n=60)
o. B. (%) 28 (93,3%) 43 (93,5%) 14 (87,5%) 57 (95%)
Pathologisch (%) 2 (6,7%) 3 (6,5%) 2 (12,5%) 3 (5,0%)

Tabelle 4.9: Verteilung der Parameter MR-Schweregrad und Anfallsleiden der Patienten mit
(pathologisch) und ohne (o. B.) Subtelomerstérungen im Vergleich.
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Von insgesamt 30 Patienten mit leichter mentaler Retardierung waren zwei Patienten Trager
einer Subtelomerstérung (6,7%), von 46 Patienten mit mittlerer bis schwerer mentaler
Retardierung hatten drei Patienten subtelomerische Chromosomenaberrationen (6,5%). Die
Anteile der Patienten mit Subtelomerstérungen waren somit in beiden Gruppen ahnlich grof3.
Der Anteil der Patienten mit Aberrationen der subtelomerischen Chromosomenregionen war
in der Gruppe der Patienten mit Anfallsleiden mit 12,5% mehr als doppelt so hoch wie in der
Gruppe der Patienten ohne Anfallsleiden mit 5%.

Abbildung 4.12 zeigt die prozentuale Verteilung der Parameter MR-Schweregrad und

Anfallsleiden bei den Patienten mit und ohne Subtelomeraberration als Saulendiagramm.

100%
80%
60%
40%
20% -
0%
leichte MR mittlere- Anfallsleiden kein
schwere MR Anfallsleiden

l o0.B. B pathologisch

Abbildung 4.12: Prozentuale Verteilung der MR-Schweregrade und Anfallsleiden bei Patienten mit
und ohne subtelomerische Chromosomenaberrationen im Vergleich (Werte gerundet).

Bei der Analyse der Wachstumsparameter der Trager subtelomerischer Chromosomen-

aberrationen (vgl. Tabelle 4.10) fiel bei Patient 75 eine pranatale Dystrophie auf, Patient 35
war mikrozephal. Makrozephalie oder Minderwuchs wurden bei keinem der Patienten
beobachtet und sind daher in der Tabelle nicht aufgeflihrt. Patient 29 lag mit seiner

Korperhdhe lber der 97. Perzentile und war damit hochwichsig.

GG Aktuelle MaRe
Patient Aberration Dystrophie Mikrozephalie Hochwuchs
29 del(14qter) - - +
34 der(2)t(2qgter;5pter) - - -
35 del(2qgter) - + -
37 der(22)t(7qter;22qter) - - -
75 del(16pter) + - -

Tabelle 4.10: Wachstumsparameter der Patienten mit subtelomerischen Chromosomenaberrationen.
Makrozephalie und Minderwuchs wurden bei den Patienten mit subtelomerischen Chromosomen-
aberrationen nicht beobachtet. + = vorhanden, - = fehlt
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Tabelle 4.11 zeigt die Gegenlberstellung der Wachstumsparameter der Patienten mit und

ohne subtelomerische Chromosomenaberrationen.

Geburtsgewicht Korperlange Kopfumfang
Subtelomer- | Dyst. o. B. MW HW o. B. Mikr. Makr. o. B.
Befund (n=17) | (n=59) | (n=20) | (n=3) (n=53) | (n=17) | (n=7) | (n=52)
o.B. 16 55 20 2 49 16 7 48
(%) (94,1%) | (93,2%) | (100%) | (66,7%) | (92,5%) | (94,1%) | (100%) | (92,3%)
Pathologisch 1 4 0 1 4 1 0 4
(%) (5,9%) | (6,8%) (33,3%) | (7,5%) | (5,9%) (7,7%)

Tabelle 4.11: Wachstumsparameter der Patienten mit und ohne Subtelomerstérungen im Vergleich.
Dyst. = Dystrophie (Geburtsgewicht <3. Perzentile), MW = Minderwuchs (<3. Perzentile), HW =
Hochwuchs (>97. Perzentile), Mikr. = Mikrozephalie (<3. Perzentile), Makr. = Makrozephalie (>97.
Perzentile)

Von insgesamt 17 Patienten, die im konsekutiven Untersuchungskollektiv eine Dystrophie
aufwiesen, hatte ein Patient eine subtelomerische Chromosomenstérung (5,9%), von 59
Patienten mit normalem Geburtsgewicht waren es vier Patienten (6,8%).

Unter den 20 minderwichsigen Patienten war keiner Trager einer subtelomerischen
Chromosomenaberration. Von drei Patienten mit einer Korperlange oberhalb der 97.
Perzentile hatte einer eine Subtelomerstérung (33,3%). Vier der insgesamt 53 Patienten mit
einer normalen Koérperlange wiesen subtelomerische Chromosomenaberrationen auf (7,5%).
Von 17 Patienten mit Mikrozephalie war einer Trager einer Subtelomerstérung (5,9%), eine
Makrozephalie, die bei insgesamt sieben der konsekutiv analysierten MR-Patienten
festgestellt wurde, lag bei keinem der Patienten mit Subtelomeraberration vor. Ein normaler
Kopfumfang wurde bei vier Patienten mit pathologischem Subtelomerbefund von insgesamt
52 Patienten mit Normozephalie bestimmt (7,7%).

Das Saulendiagramm in Abbildung 4.13 gibt die prozentuale Verteilung der Wachstums-
parameter der Patienten mit Subtelomerstorungen im Vergleich zum restlichen Untersu-

chungskollektiv wieder.
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Abbildung 4.13: Prozentuale Verteilung der Wachstumsparameter bei Patienten mit (pathologisch)
und ohne (o. B.) subtelomerische Chromosomenaberrationen im Vergleich (Werte gerundet).
GG = Geburtsgewicht, MW = Minderwuchs, HW = Hochwuchs, KL = Kdrperlange, Mikr. =
Mikrozephalie, Makr. = Makrozephalie, KU = Kopfumfang

Familienanamnese: Bei einem Patienten mit subtelomerischer Chromosomenaberration gab

es in der Familie einen betroffenen Bruder, dessen Untersuchung der Subtelomere einen

unauffalligen Befund ergab. Pathologische Schwangerschaften der Mutter der MR-Patienten

mit Subtelomerstérungen kamen in drei der finf Falle vor (vgl. Tabelle 4.12).

Patient Aberration Familiare MR Pathologische SS
29 del(14qter) - -
34 der(2)t(2qgter;5pter) - -
35 del(2qgter) - +
37 der(22)t(7qter;22qter) - +
75 del(16pter) + +

Tabelle 4.12: Familiare MR und pathologische Schwangerschaften (SS) der Mutter der MR-Patienten
mit subtelomerischen Chromosomenaberrationen.
+ = vorhanden, - = fehlt

Tabelle 4.13 zeigt die Gegenuberstellung der Parameter familidare mentale Retardierung und
pathologische Schwangerschaften der Mutter der Patienten mit und ohne subtelomerische

Chromosomenstorungen.

Subtelomer-Befund

Familiare MR (n=13)

Pathologische SS (n=21)

o. B.

12 (92,3%)

18 (85,7%)

Pathologisch (%)

1(7,7%)

3 (14,3%)

Tabelle 4.13: Verteilung der Parameter familidre MR und pathologische Schwangerschaften der
Mutter der Patienten mit und ohne Subtelomerstérungen im Vergleich.
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Von den 13 familidaren MR-Fallen des konsekutiven Untersuchungskollektivs war einer unter
den Patienten mit subtelomerischer Chromosomenaberration zu finden (7,7%).

Aborte, Fehl- oder Totgeburten der Mitter der Patienten mit mentaler Retardierung wurden
in insgesamt 21 der 76 untersuchten Falle beobachtet. Drei der Mutter der Patienten mit
Subtelomeraberration (14,3%) hatten pathologische Schwangerschaften.

Abbildung 4.14 zeigt als Saulendiagramm die prozentuale Verteilung von familiaren MR-
Fallen und pathologischen Schwangerschaften der Mitter der Patienten mit und ohne

subtelomerische Chromosomenstérungen.

Familiare MR Pathologische SS

‘lo.B. B pathologisch ‘

Abbildung 4.14: Prozentuale Verteilung der familiaren MR und pathologischen Schwangerschaften
der Mutter der Patienten mit (pathologisch) und ohne (0. B.) subtelomerische
Chromosomenaberrationen im Vergleich (Werte gerundet).

Die Einordnung der Patienten mit subtelomerischen Chromosomenaberrationen in die

Kategorien, die sich aus den méglichen Kombinationen aus Dysmorphien und Fehlbildungen

zusammensetzen (vgl. Kapitel 4.1.5), ist in Tabelle 4.14 dargestellt.

Patient Aberration +F/+D -F/+D +F/-D -F/-D
29 del(14qter) + - - -
34 der(2)t(2qter;5pter) + - - -
35 del(2qgter) + - - -
37 der(22)t(7qter;22qter) - - - +
75 del(16pter) - - - +

Tabelle 4.14: Einordnung der Trager subtelomerischer Chromosomenaberrationen in Kategorien aus
mdglichen Kombinationen von Dysmorphien und Fehlbildungen

D = Dysmorphien, F = Fehlbildungen, + = vorhanden, - = fehlt

Drei der Patienten mit subtelomerischen Chromosomenaberrationen hatten sowohl

Fehlbildungen als auch Dysmorphien, zwei Patienten hatten weder Fehlbildungen noch
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Dysmorphien. Die Kombinationen ,Dysmorphien ohne Fehlbildungen® und ,Fehlbildungen

ohne Dysmorphien® traten bei den Patienten mit Subtelomeraberrationen nicht auf.

Tabelle 4.15 zeigt die Einordnung in die o. g. Kategorien aus Fehlbildungen und Dysmor-

phien der Patienten mit und ohne subtelomerische Chromosomenstérungen im Vergleich.

Subtelomer-Befund +F/+D (n=46) | -F/+D (n=18) +F/-D (n=1) -F/-D (n=11)
o.B. 43 (93,5%) 18 (100%) 1 (100%) 9 (81,8%)
Pathologisch (%) 3 (6,5%) 0 0 2 (18,2%)

Tabelle 4.15: Verteilung der Kategorien aus den mdglichen Kombinationen von Fehlbildungen und
Dysmorphien der Patienten mit und ohne Subtelomerstérungen im Vergleich.
D = Dysmorphien, F = Fehlbildungen, + = vorhanden, - = fehlt

Von insgesamt 46 Patienten, die sowohl Dysmorphien als auch kongenitale Fehlbildungen
zeigten, waren drei Patienten Trager einer Subtelomeraberration (6,5%), von 11 Patienten
ohne Fehlbildungen und Dysmorphien hatten zwei subtelomerische Chromosomenstérungen
(18,2%). Subtelomerstérungen kamen bei Patienten, die nur Fehlbildungen oder nur
Dysmorphien aufwiesen, nicht vor.

Die prozentuale Verteilung der Patienten mit und ohne Subtelomeraberrationen in den o. g.
Kategorien aus Fehlbildungen und Dysmorphien ist in Abbildung 4.15 als Saulendiagramm

vergleichend dargestellt.

100%

80%-
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20%-

0%-

+F/+D

-FI+D +F/-D -FI-D

‘lo.B. B pathologisch ‘

Abbildung 4.15: Prozentuale Verteilung der Kombinationen aus Dysmorphien und Fehlbildungen bei
Patienten mit (pathologisch) und ohne (0. B.) subtelomerische Chromosomenaberrationen im
Vergleich (Werte gerundet).

D = Dysmorphien, F = Fehlbildungen, + = vorhanden, - = fehlt

Die Charakterisierung der Dysmorphien und Fehlbildungen der MR-Patienten erfolgte nach

fazialen Dysmorphien, pathologischer Schadelform (Brachy-/Dolichozephalie etc.), Gesichts-
spalten (Lippen-Kiefer-Gaumenspalte etc.), Hals-/Thorax-/Abdomenanomalien (Trichterbrust

etc.), Extremitatenfehlbildungen (Polydaktylie etc.) sowie Organ- und Genitalfehlbildungen
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(Herz, Gehirn, Urogenitalsystem). Tabelle 4.16 zeigt die Anomalien der Trager subtelomeri-

scher Chromosomenaberrationen.

Patient Aberration Schédel Organfehlbildungen
Form-
anomalie Faz. Dysm. | Gehirn | Herz | Urogenital
29 del(14qter) - + + - +
34 der(2)t(2qter;5pter) - + - + +
35 del(2qter) + + - - -
37 der(22)t(7qter;22qter) - - - - -
75 del(16pter) - - - - -

Tabelle 4.16: Ubersicht (iber die Fehlbildungen und Dysmorphien bei Patienten mit subtelomerischen
Chromosomenaberrationen.
Faz. Dysm. = Faziale Dysmorphien, + = vorhanden, - = fehlt

Schadelformanomalien, Gesichtsspalten, Hals-/Thorax-/Abdomenanomalien und Extremita-
tenfehlbildungen lagen bei den Patienten mit subtelomerischen Chromosomenaberrationen
nicht vor (vgl. Tabelle A4 im Anhang). Ein Patient zeigte eine Mikrozephalie, eine echte
Fehlbildung. Drei Patienten hatten faziale Dysmorphien. Ein Patient wies eine Herz-, ein
weiterer eine Gehirnfehlbildung auf. Zwei Patienten hatten Fehlbildungen des Urogenital-
systems.

Tabelle 4.17 zeigt die Verteilung der Fehlbildungen und Dysmorphien bei Patienten mit und

ohne Subtelomeraberrationen im Vergleich.

Schédel Hals/ | Extremi- Organfehlbildungen
Form- e Uro-
Subtelomer- Faz. Gesichts- | Thorax/ | titen | Gehirn | Herz ol
Dysm. | ahom. | gpajten | Abdom _ genita
Befund . n=2 n=17) | (n=20

(n=61) | (n=7) (n=5) (n=3) (0=2) | (n=17) | (n=20) (n=17)

o. B. 58 7 5 3 2 16 19 15
(95,1%) | (100%) | (100%) (100%) | (100%) | (94,1%) | (95%) | (86,7%)

Pathologisch 3 0 . . . 1 1 0
(%) (4,9%) (5,9%) | (5,0%) | (13,3%)

Tabelle 4.17: Verteilung der Fehlbildungen und Dysmorphien der Patienten mit und ohne
Subtelomeraberrationen im Vergleich.

Von insgesamt 61 MR-Patienten mit fazialen Dysmorphien waren drei Trager einer
subtelomerischen Chromosomenaberration (4,9%). Gehirnfehlbildungen, die im konseku-
tiven Untersuchungskollektiv bei 17 Patienten nachgewiesen wurden, lagen bei einem
Patienten mit Subtelomerstérung vor (5,9%). Ein Herzfehler wurde bei insgesamt 20

Patienten diagnostiziert, darunter war ein Proband (5%) mit einer Aberration der
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subtelomerischen Chromosomenregionen. Urogenitalfehlbildungen wurden bei 17 Patienten
festgestellt, wovon zwei (13,3%) Subtelomeraberrationen trugen.
Nach dem Punktesystem von de Vries et al (2001) (vgl. Kapitel 4.1.6 und Tabelle A5 im

Anhang) wurden allen Patienten fur definierte Auffalligkeiten wie z. B. faziale Dysmorphien,

bestimmte kongenitale Fehlbildungen oder Wachstumsretardierung, die in der ,Checkliste®
zusammengefasst sind, Punkte vergeben. Tabelle 4.18 zeigt diese Punkteverteilung fir die

Trager subtelomerischer Chromosomenaberrationen.

Patient | Familiaritit | Dystrophie | | o 22l wachs- | Faziale | Fehlbil-f} o e
tumsretardierung Dysm. | dungen
(1P/2P) (2P) WikiMak | Min/Ho (je1P) | (je1P)
(1P) (1P)

29 0 0 0 1 2 2 5
34 0 0 0 0 2 2 4
35 0 0 0 0 2 0 2
37 0 0 0 0 0 0 0
75 1 0 0 0 0 0 1

Tabelle 4.18: Verteilung der Punkte nach de Vries et al. (2001) fir die Patienten mit subtelomerischen
Chromosomenstérungen.

P = Punkte nach de Vries et al. (2001), Mik = Mikrozephalie, Mak = Makrozephalie, Min =
Minderwuchs, Ho = Hochwuchs, Dysm. = Dysmorphien

Patient 29 erhielt aufgrund seines Hochwuchses einen, fiir seine fazialen Dysmorphien zwei
und fir seine Fehlbildungen, zu denen in diesem Fall die Hypospadie sowie die Handano-
malien zahlten, zwei weitere Punkte. Insgesamt erhielt dieser Patient mit finf von zehn zu
erreichenden Punkten die Maximalpunktzahl unter den Patienten mit Subtelomerstérungen.
An Patient 34 wurden aufgrund seiner fazialen Dysmorphien zwei und wegen seiner
Fehlbildungen, zu denen nach de Vries et al. (2001) neben dem Herzfehler auch die
Handanomalien zahlten, weitere zwei Punkte vergeben, was zu einer Gesamtpunktzahl von
vier fuhrte. Patient 35 erhielt aufgrund seiner fazialen Dysmorphien zwei Punkte und Patient
75 einen Punkt fur die familidre mentale Retardierung, die den Mendelschen Regeln folgte.
Patient 37 zeigte keine der von de Vries bewerteten Auffalligkeiten, es wurde kein Punkt
vergeben.

Die Patienten mit subtelomerischen Chromosomenaberrationen erreichten im Durchschnitt
2,4 Punkte nach der von de Vries et al. (2001) aufgestellten ,,Checkliste®. Im Vergleich dazu
lag die durchschnittliche ,,Checkliste“-Punktzahl im gesamten Untersuchungskollektiv bei 3,5,

also um einen Punkt hoher.
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4.3.4 Ergebnisse der Analysen der subtelomerischen Chromosomenregionen der
nicht-konsekutiven Patienten

AuBerhalb der konsekutiven Reihenfolge wurden sechs weitere Patienten analysiert. Drei

dieser Patienten wurden mit Hilfe des ToTelVysion™-Sondensets, zwei Patienten mit

Subtelomer-COBRA-FISH und ein Patient durch Subtelomer-Sechs-Farben-FISH auf das

Vorliegen subtelomerischer Chromosomenaberrationen untersucht. Tabelle 4.19 gibt eine

Ubersicht Uber die Patienten, die angewendeten Untersuchungsmethoden und die

Hybridisierungsergebnisse.

Patient | Untersuchungsmethode Hybridisierungsergebnis
77 ToTelVysion™ o. B.
78 ToTelVysion™ der(11)t(11qter;16qter)
79 S-COBRA 0. B.
80 Sechs-Farben-FISH o. B.
81 S-COBRA o. B.
82 ToTelVysion™ o. B.

Tabelle 4.19: Beschreibung der subtelomerischen Chromosomenaberrationen der nicht-konsekutiv
untersuchten Patienten.

Funf der sechs nicht-konsekutiv untersuchten Patienten zeigten unauffallige Hybridisierungs-
ergebnisse. Patient 78 wies eine unbalancierte terminale Translokation der langen Arme von
Chromosom 11 und Chromosom 16 auf. Dabei lag der Abschnitt 11qgter monosom und der
Abschnitt 16qgter trisom vor. Diese Chromosomenstérung wurde mit den Sonden GS-770G7
und GS-240G10 des eigenen Sondensets verifiziert (Karyotyp: 46,XY,ish der
(11)t(11;16)(925;924)([VId yRM2072]-, GS-770G7-; [16QTEL013]+, GS-240G10+), vgl.
Abbildung 4.16a und b).
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Abbildung 4.16a: Nachweis einer Deletion 11qgter durch ToTelVysion™-Hybridisierung mit #11. Ein
regelrechtes Signal in 11qgter (rot), der Pfeil zeigt auf die Deletion im derivativen Chromosom 11.
Regelrechte Signale in 18pter (gelb), 18 Zentromer (tlrkis, Kontrollsonde) und 11pter (grun).

Abbildung 4.16b: Nachweis einer Duplikation 16qter durch ToTelVysion™-Hybridisierung mit #13.
Zusatzliches Signal fur 16qgter (rot) in 11qter (Pfeil). Regelrechte Signale in 16pter (grin) und 16qter
(rot).

Die Untersuchung der Eltern des Patienten mit den gleichen Sonden ergab, dass die Mutter
des Patienten Tragerin der balancierten Form der Translokation war. Abbildung 4.17 zeigt

vier Generationen im Stammbaum der mitterlichen Familie von Patient 78 (Indexpatient).
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Abbildung 4.17: Stammbaum der mutterlichen Familie von Patient 78.

Patient 78 ist der im Stammbaum mit dem Pfeil gekennzeichnete Indexpatient (Ziffer IV:1).
Er war Trager der unbalancierten Translokation, symbolisiert durch das ausgefillite Quadrat.
Seine Mutter (111:2) und seine GroBmutter matterlicherseits (11:2) waren beide balancierte
Translokationstragerinnen, im Stammbaum durch halbausgefillte Kreise gezeigt. In der
vorliegenden Arbeit wurden auch die Probanden |lI:3-Ill:7 auf das Vorliegen der
Translokation untersucht. Person [II:3 war Tragerin der balancierten Translokation, daraus
konnte geschlossen werden, dass ihre Mutter (1:4) ebenfalls Tragerin der balancierten
Translokation war. Die Geschwister Ill:4 und Ill:5 wiesen einen unauffalligen Karyotyp auf,
fur ihre Mutter (I1:6) konnte nicht abgeleitet werden, ob sie die balancierte Translokation trug
oder nicht. Patientin Ill:7 war Tragerin der balancierten Form der Translokation, ihre mental
retardierte Schwester (I1l:6) wies die gleiche unbalancierte Aberration auf wie der
Indexpatient (IV:1). Phanotypisch fielen bei ihr neben fazialen Dysmorphien eine Ful¥fehl-
bildung, eine Urogenitalfehlbildung sowie ein Herzfehler auf. lhre Mutter (11:8) war demnach

ebenfalls Tragerin der balancierten Translokation. Von den UrgrofReltern des Indexpatienten
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(I:1 und I:2) musste einer ebenfalls unbalancierter Translokationstrdger gewesen sein. Die
Probanden 11:9-11:11 verstarben kurz nach der Geburt bzw. in ihrer frihen Kindheit. Angaben
zum Phanotyp oder Untersuchungsmaterial fiir molekularzytogenetische Untersuchungen

dieser Probanden lagen nicht vor.

4.3.4.1 Phanotypische Charakterisierung von Patient 78

Patient 78 war mannlich, zum Zeitpunkt der letzten Untersuchung vier Jahre und 6 Monate
alt und mental retardiert, ohne dass die motorische Entwicklung verzégert war. Verhaltens-
auffalligkeiten zeigte er keine.

Sowohl seine Geburtsmalle als auch seine aktuellen Kérpermale lagen im Normbereich.
Eine Cousine seiner Mutter war ebenfalls mental retardiert und Tragerin derselben
Subtelomeraberration wie Patient 78. Die Eltern des Patienten waren nicht miteinander
verwandt.

Die Geburt von Patient 78 erfolgte per Sectio aufgrund einer Hinterhauptlage. Das
Fruchtwasser war griin, und das Neugeborene entwickelte eine Meningitis.

Patient 78 zeigte sowohl faziale als auch nicht-faziale Dysmorphien und einen Herzfehler als
kongenitale Fehlbildung. Seine Schadelform war normal, er zeigte zwar einen hohen
Gaumen, der jedoch nicht wie eine echte Gaumenspalte als Fehlbildung zu bewerten war.
Ferner wurden Auffalligkeiten der Extremitdten beobachtet. Nach wiederholter Kernspin-
tomographie fiel mehrfach eine periventrikulare Leukodystrophie auf, also eine Verminde-

rung der weillen Gehirnmasse, die sich nicht veranderte. Als Funktionsstérung bestand eine

schwere kombinierte Schallleitungs- und Innenohrschwerhérigkeit, wahrend das Sehvermo-
gen normal war.

Nach dem Punktesystem von de Vries et al. (2001) (vgl. Tabelle 2.1) erhielt Patient 78 flr
seine mendelnde familidare mentale Retardierung einen Punkt, fir die fazialen Dysmorphien
zwei Punkte und fir den Herzfehler und die Handanomalien jeweils einen Punkt. Somit
erzielte er finf Punkte, gemeinsam mit Patient 29 die Hochstpunktzahl unter den Patienten

mit subtelomerischen Chromosomenaberrationen.

4.4 Charakterisierung der Subtelomeraberrationen durch FISH

Zur weiteren Analyse der subtelomerischen Chromosomenstérungen wurden bei den sechs
Patienten mit subtelomerischen Aberrationen Bruchpunktanalysen mittels FISH durchgefiihrt.
Die Vorgehensweise der Bruchpunktbestimmungen ist in Kapitel 3.3.2.1 beschrieben. Durch
die gezielte Auswahl von Sonden, die zunachst in groRen Abstdnden zueinander lagen,
wurde die Lokalisation der Bruchpunkte grob bestimmt. Die Auswahl weiterer Sonden fihrte

zu einer sukzessiven Einengung der Bruchpunkte.
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Die in der vorliegenden Arbeit durch Subtelomer-Screening mittels FISH detektierten
Chromosomenaberrationen waren entweder reine Deletionen (Patienten 29, 35 und 75) oder

unbalancierte Translokationen (Patienten 34, 37 und 78).

4.41 Prinzip der Charakterisierung von Deletionen durch FISH
Die Auswertung der Bruchpunktbestimmungen ist grundsatzlich abhangig von der Lage der
Klone zueinander.

In den eigenen Untersuchungen zu Deletionsgréfien lagen zwei verschiedene Situationen

vor, je nachdem ob die begrenzenden Klone Uuberlappten oder nicht. Abbildung 4.18

veranschaulicht schematisch den Nachweis einer Deletion mit zwei nicht Uberlappenden

begrenzenden Klonen, die einen Abstand von weniger als 500kb haben.

<«—Zentromer Telomer —p

| Chromosomenabschnitt |

] | |
H_/

Kilon A < 0,5Mb Klon B

Abbildung 4.18: Schema der Bruchpunktbestimmung bei Deletionen mit nicht-Uberlappenden
Klonen.

Fur den distal gelegenen Klon B ist auf dem derivativen Chromosom kein Signal mehr
sichtbar, wahrend der proximale Klon A auf beiden Homologen regelrecht hybridisiert. Nun
gibt es verschiedene mogliche Lokalisationen des Bruchpunktes:

Mdglichkeit 1: Klon B ist vollstandig deletiert und Klon A vollstandig vorhanden. Der Bruch-
punkt lage dann im Abschnitt zwischen den beiden Sonden, die Auflosung entspricht der
Distanz vom Ende des Klons A zum Anfang des Klons B und betragt 500kb.

Méoglichkeit 2: Klon B ist vollstandig deletiert, das Signal fur Klon A ist vorhanden, aber der
Bruchpunkt liegt distal in der von diesem Klon detektierten Chromosomenregion. Dies ist
nicht auszuschlief3en, da eine Signalschwachung erst dann detektierbar ist, wenn die Sonde
mindestens zur Halfte deletiert ist. Die Aufldésung ware dann schlechter.

Méglichkeit 3: Klon A ist vollstandig vorhanden, der Bruchpunkt liegt sehr proximal in Klon B.
Wenn weniger als 30kb von einer Sonde verbleiben, ist dieser Rest durch FISH nicht sicher
nachweisbar.

Keine dieser Mdglichkeiten kann durch die angewendete Methode ausgeschlossen oder
bewiesen werden. Die Auflésung der Bruchpunktbestimmung ware hier also gleich der

Summe von:
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der Distanz des distalen Endes von Klon A und des proximalen Endes von Klon B,
a. der Halfte der Lange von Klon A und

1.
2.¢C
3. ca. 30kb (aus Klon B).

Abbildung 4.19 zeigt schematisch die Bruchpunktbestimmung bei Deletionen mit

Uberlappenden Sonden.

<4—Zentromer Telomer —p

| Chromosomenabschnitt

Kion A |Klon B
Lange: ca. 200kb Lange: ca. 200kb
< 30kb

Abbildung 4.19: Schema der Bruchpunktbestimmung bei Deletionen mit Giberlappenden Klonen.

Der distale Klon B Uberlappt den proximalen Klon A um weniger als 30kb. Klon B erscheint
mikroskopisch deletiert, Klon A zeigt ein regelrechtes Hybridisierungsmuster. Auch fur diesen
Fall sind unterschiedliche Interpretationen maoglich:

Méoglichkeit 1: Der Bruchpunkt liegt distal in der durch Klon A detektierten Chromosomen-
region. Bleibt nach teilweiser distaler Deletion der von Klon A nachgewiesenen Sequenz
mehr als die Halfte Ubrig, so wird kein zuverldssig erkennbarer Unterschied in der
Signalstarke sichtbar.

Médglichkeit 2: Der Bruchpunkt liegt im Uberlappenden Abschnitt der Klone A und B. Das
Restsignal, das von dem durch Klon B detektierten Chromosomenabschnitt bleibt, ist nicht
sicher nachweisbar, da die Sondenlange dann unter 30kb betragt. Der geringe Unterschied
in der Signalstarke von Klon A ist nicht detektierbar.

Die Auflésung ist in beiden Fallen begrenzt durch die Grélke von Klon A und entspricht

ungefahr der Halfte seiner Lange.

4.4.2 Prinzip der Charakterisierung von unbalancierten Translokationen durch FISH

Im Fall von unbalancierten Translokationen erfolgte die Bruchpunktbestimmung der Deletion

wie oben beschrieben. Die Eingrenzung der GréRe des trisomen Fragments (Duplikation) ist
abhangig von der Lage der Klone zueinander. Da in den eigenen Untersuchungen fur keine
der Duplikationen Uberlappende Klone verwendet wurden, wird diese Mdglichkeit hier nicht

betrachtet.
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Abbildung 4.20 zeigt schematisch den Nachweis der DuplikationsgréRe beim unbalancierten

Trager. Diese erfolgt mit Sonden, die auf dem duplizierten Chromosomenabschnitt Chromo-

som lokalisiert sind.

<«4—Zentromer Telomer —p

Chromosom 1 |

Kion A Klon B

< 0,5Mb

<4—Zentromer Telomer —p

Klon B

Abbildung 4.20: Schema der Bruchpunktbestimmung bei Duplikationen mit nicht-Uberlappenden
Klonen (unbalancierte Translokation der(2)t(1;2)).

Der proximale Klon A hybridisiert regelrecht, der distale Klon B hybridisiert zusatzlich auf
dem nicht-homologen, zweiten an der Translokation beteiligten Chromosom. Der Abstand
zwischen den Klonen betragt weniger als 500kb. Auch hier ist eine eindeutige Interpretation
nicht méglich.

Méglichkeit 1: Der Bruchpunkt liegt zwischen den durch die Sonden A und B detektierten
Chromosomenregionen.

Méglichkeit 2: Der Bruchpunkt liegt distal in der durch Klon A nachgewiesenen Sequenz, so
dass ein Abschnitt, der kleiner ist als sicher nachweisbare 30kb, zuséatzlich auf dem
derivativen Chromosom liegt.

Mdglichkeit 3: Der Bruchpunkt liegt in dem durch Klon B detektierten Abschnitt, es ist aber
ungefdhr die Halfte dieser Region transloziert, so dass kein Unterschied in den
Signalintensitaten auf dem normalen Chromosom und dem derivativen Chromosom besteht.
Auch in diesem Fall ist durch FISH keine der Mdglichkeiten sicher auszuschlielen. Die
Auflésung der Bruchpunktbestimmungen entspricht hier der Summe aus:

1. der Distanz zwischen den Klonen A und B,

2. ca. 30kb und
3.

der Halfte der Lange von Klon B.
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Bei einem balancierten Translokationstrager entfiele die Moéglichkeit 3, da das zweite
Translokationschromosom vorhanden ware und somit beide Signalteile von Klon B

nachweisbar waren.

4.4.3 Bruchpunktbestimmungen bei den Patienten mit subtelomerischen Chromoso-
menaberrationen

Die Ergebnisse der Bruchpunktbestimmungen werden in den folgenden Abschnitten fiir die

einzelnen Patienten dargestellt. Angegeben sind, jeweils in tabellarischer Form, die

chromosomalen Positionen, die exakten genomischen Lokalisationen und Langen der zur

Bruchpunktbestimmung verwendeten Klone. Alle Angaben zu genomischen und

chromosomalen Positionen sowie zu Sondenldngen wurden dem UCSC Genome Browser

(genome.ucsc.edu; Version Juli 2003) entnommen.

4.4.3.1 Bruchpunktbestimmung bei Patient 29
Patient 29 war Trager einer terminalen Deletion im langen Arm von Chromosom 14. In
Tabelle 4.20 sind die Klone aufgeflihrt, die zur Bruchpunktbestimmung verwendet wurden,

sowie die Ergebnisse der Hybridisierungen.

Klon- . Klon-Start | Klon-Ende | Sondenlange | Hybridisierungs-

bezeichnung Position (in bp)* (in bp)* (in bp) ergebnis
RP11-433J8 14932.2 95.041.944 | 95.239.632 197.688 regelrecht
RP11-123M6 14932.3/32.31 99.216.263 | 99.381.311 165.048 regelrecht
RP11-909M7 14932.31 99.377.437 | 99.577.976 200.539 regelrecht
RP11-8L8 14932.31 99.554.061 | 99.716.207 162.146 deletiert
RP11-1029J19 14932.31 99.901.856 | 100.105.585 203.729 deletiert
RP11-661D19 14932.32 101.087.148 | 101.255.771 168.623 deletiert
RP11-417P24 14932.33 104.167.980 | 104.337.781 169.801 deletiert

Tabelle 4.20: Verwendete Sonden mit Lokalisation, Lange und Hybridisierungsergebnis bei Patient 29
(Trager einer del(14qter)).
* Abstand vom Telomer des p-Armes in Basenpaaren

Von den sieben analysierten Sonden hybridisierten drei regelrecht und erbrachten Signale
auf beiden Chromosomen 14. Demgegeniber waren Signale fir vier weitere Sonden nur auf
dem normalen Chromosom 14 sichtbar und fehlten auf dem derivativen Chromosom 14.

Die beiden Klone RP11-909M7 (regelrecht) und RP11-8L8 (deletiert), die die Deletion
begrenzten, Uberlappten um 23kb. Da das Signal fur den Klon RP11-909M7 regelrecht war
und das Signal fur RP11-8L8 fehlte (vgl. Abbildung 4.21), trifft hier die in Abbildung 4.19
dargestellte Situation zu (vgl. Kapitel 4.4.1).
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Méoglichkeit 1: Der Bruchpunkt lag distal in der von RP11-909M7 detektierten Chromoso-
menregion, wobei maximal die Halfte deletiert sein konnte, da in den Signalintensitaten auf
dem normalen und dem deletierten Chromosom 14 kein sichtbarer Unterschied bestand.
Méglichkeit 2: Der Bruchpunkt lag im Uberlappenden Bereich der begrenzenden Klone
RP11-909M7 und RP11-8L8, wobei der verbleibende Rest des von RP11-8L8 nachge-
wiesenen Chromosomenabschnittes kleiner sein musste als der Uberlappende Bereich von
23kb, da auf dem deletierten Chromosom kein Signal nachweisbar war.

Der Bruchpunkt der Deletion lag in der chromosomalen Subbande 14g32.31. Die Auflésung
der Bruchpunktbestimmung war in diesem Fall bestimmt durch den Klon RP11-909M7 und
entsprach der Halfte seiner Lange, also ca. 100kb.

Das Ende des Chromosoms 14 liegt bei 105.311.216bp. Die DeletionsgréfRe betrug
demnach maximal 5,8Mb, was der Distanz vom Chromosomenende zur Halfte der durch den

Klon RP11-909M7 nachgewiesenen chromosomalen Sequenz entspricht.

-
Abbildung 4.21: Ergebnis der FISH zur Bruchpunktbestimmung der Deletion 14qter bei Patient 19
nach Hybridisierung der Sonden RP11-123M6 (gruin, regelrecht), RP11-909M7 (blau, regelrecht) und
RP11-8L8 (rot). Auf dem derivativen Chromosom 14 wurde fiir RP11-8L8 kein Signal detektiert.

4.4.3.2 Bruchpunktbestimmungen bei Patient 34

Patient 34 war Trager einer unbalancierten Translokation zwischen den Enden des langen
Armes von Chromosom 2 und des kurzen Armes von Chromosom 5. Die Folge war eine
Deletion 2qter und eine Duplikation 5pter.

Eine Ubersicht (iber die zur Eingrenzung der Deletion auf Chromosom 2 verwendeten Klone,

deren Lange und Position ist in Tabelle 4.21 gegeben.
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Klon- . Klon-Start | Klon-Ende | Sondenlange | Hybridisierungs-
bezeichnung Position (in bp)* (in bp)* (in bp) ergebnis
RP11-263G22 2q37.1 235.215.066 | 235.323.776 108.710 regelrecht
RP11-84G18 2q37.2 236.609.121 | 236.799.505 190.384 regelrecht
RP11-15L18 2q37.3 239.544.749 | 239.713.080 168.331 regelrecht
RP11-622A18 2q37.3 241.401.436 | 241.554.904 153.468 deletiert
RP11-556H17 2q37.3 242.292.189 | 242.468.181 175.992 deletiert

Tabelle 4.21:

Verwendete Sonden mit Lokalisation,

Lange und Hybridisierungsergebnis flr

Chromosom 2 bei Patient 34 (Trager eines der(2)t(2qter;5pter)).
* Abstand vom Telomer des p-Armes in Basenpaaren

Zur Bruchpunktbestimmung der Deletion wurden finf Sonden fir das Ende des langen

Armes von Chromosom 2 hybridisiert, davon erbrachten drei Sonden regelrechte Signale,
zwei Sonden waren auf dem derivativen Chromosom 2 deletiert (vgl. Abbildung 4.22a). Die
beiden Klone, die die Aberration begrenzten, waren RP11-15L18, der regelrecht hybridisierte
und RP11-622A18, der auf dem aberranten Chromosom 2 deletiert war. Da diese Klone
nicht Uberlappend waren, kann man hier die Mechanismen, die in Abbildung 4.18
schematisch dargestellt sind, anwenden. Die bereits dargestellten drei verschiedenen
Méglichkeiten fiir die Position des Bruchpunktes (vgl. Kapitel 4.4.1) kdnnten vorliegen.

Der Bruchpunkt lag auf Chromosom 2 in 2q37.3. Die Auflésung der Bruchpunktbestimmung
auf Chromosom 2 betrug 1,8Mb, entsprechend der Summe aus:

1. der Distanz des distalen Endes des Klons RP11-15L18 zum Anfang des distalen Klons
RP11-622A18 (~1.690kb),

2. etwa der Halfte der Lange des proximalen Klons 15L18 (~84kb) und

3. ca. 30kb, entsprechend dem potentiellen, durch FISH nicht nachweisbaren Rest von der
durch den Klon RP11-622A18 abgedeckten Region.

Die maximale DeletionsgrdfRe entsprach der Distanz vom Chromosomenende, welches bei
243.615.958bp liegt, zur Mitte der durch den proximalen Klon RP11-15L18 nachgewiesenen
Sequenz und betrug 4Mb.
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Abbildung 4.22a: Ergebnis der FISH zur Bruchpunktbestimmung der Deletion in 2qter bei Patient 34
(der(2)t(2qgter;5pter)) nach Hybridisierung der Sonden RP11-622A18 (rot, deletiert) und RP11-556H17
(blau, deletiert). Der Pfeil weist auf das derivative Chromosom 2.

Tabelle 4.22 zeigt die Sonden, die zur Bruchpunktbestimmung der Duplikation 5pter

verwendet wurden.

Klon- . Klon-Start | Klon-Ende | Sondenlange | Hybridisierungs-
bezeichnung Position (in bp)* (in bp)* (in bp) ergebnis
RP11-531A21 5p15.32 5.277.052 5.469.759 192.707 trisom
RP11-308B16 5p15.2 12.561.346 | 12.734.275 172.929 trisom

RP11-1902 5p15.1 16.193.373 | 16.358.191 164.818 trisom
RP11-35A11 5p15.1/14.3 18.443.766 | 18.614.471 170.705 regelrecht

Tabelle 4.22: Verwendete Sonden mit Lokalisation, Lange und Hybridisierungsergebnis fur
Chromosom 5 bei Patient 34 (Trager eines der(2)t(2qter;5pter)).
* Abstand vom Telomer des p-Armes in Basenpaaren

Zur Bruchpunktbestimmung der Duplikation wurden vier Sonden verwendet, davon zeigte

eine ein regelrechtes Hybridisierungsmuster, drei Sonden hybridisierten zusatzlich auf dem
derivativen Chromosom 2. Die regelrecht hybridisierende Sonde war RP11-35A11, die erste
trisom vorliegende Sonde war RP11-1902 (vgl. Abbildung 4.22b). Damit lag hier eine
Situation mit drei moglichen Interpretationen vor, die der in Abbildung 4.20 entsprach (vgl.
Kapitel 4.4.2).

Die Auflésung der Bruchpunktbestimmung auf Chromosom 5 entsprach hier der Summe
aus:

1. der Distanz zwischen den Klonen RP11-35A11 (disom) und RP11-1902 (trisom), also
etwa 2.085kb,

2. der Auflésungsgrenze der FISH (~30kb) und
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3. der Halfte der Lange des Klons RP11-1902 (~82kb).

Damit betrug die Auflésung rund 2,2Mb. Der Bruchpunkt lag auf Chromosom 5 in der
Subbande p15.1. Die maximale Grdlie des trisomen Fragments entsprach dem Abstand des
regelrechten Klons vom Chromosomenende. Dazu kamen 30kb, die von der durch diesen
Klon nachgewiesenen Chromosomenregion auf das derivative Chromosom 2 transloziert
sein konnten, ohne dort detektiert werden zu koénnen. Die Duplikation war demnach

maximal 18Mb grofR.

Abbildung 4.22b: Ergebnis der FISH zur Bruchpunktbestimmung der Duplikation in 5pter bei Patient
34 (der(2)t(2qter;5pter)) nach Hybridisierung der Sonde RP11-1902 (dupliziert). Der Pfeil weist auf
das zusatzliche Signal auf dem derivativen Chromosom 2.

Die Bruchpunktbestimmungen bei Patient 34 konnten aufgrund fehlenden Untersuchungs-

materials noch nicht abgeschlossen werden.

4.4.3.3 Bruchpunktbestimmung bei Patient 35
Patient 35 wies eine terminale Deletion des langen Armes von Chromosom 2 auf. Tabelle
4.23 zeigt die fir die Bruchpunktbestimmung eingesetzten Sonden, deren Langen und

Positionen.
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Klon- . Klon-Start | Klon-Ende | Sondenlange | Hybridisierungs-
bezeichnung Position (in bp)* (in bp)* (in bp) ergebnis
RP11-457P23 2936.3 230.881.251 | 231.082.426 201.175 regelrecht
RP11-263G22 2q37.1 235.215.066 | 235.323.776 108.710 regelrecht
RP11-84G18 2q37.2 236.609.121 | 236.799.505 190.384 regelrecht
RP11-4H21 2q37.3 237.939.595 | 238.108.457 168.862 regelrecht
RP11-15L18 2q37.3 239.544.749 | 239.713.080 168.331 regelrecht
RP11-622A18 2q37.3 241.401.436 | 241.554.904 153.468 deletiert

Tabelle 4.23: Verwendete Sonden mit Lokalisation, Lange und Hybridisierungsergebnis bei Patient 35
(Trager einer del(2qter)).
* Abstand vom Telomer des p-Armes in Basenpaaren

Von insgesamt sechs verwendeten Sonden hybridisierten funf regelrecht, eine Sonde war
deletiert (vgl. Abbildung 4.23). Die Sonden, die die Aberration eingrenzten, waren RP11-
15L18 und RP11-622A18, also dieselben Sonden, die auch bei Patient 34 die Deletion
begrenzten. Dementsprechend lag auch in diesem Fall der Bruchpunkt der Deletion in der
chromosomalen Subbande 2q37.3, die Auflésung betrug auch hier 1,8Mb, und die
DeletionsgrofRe war maximal 4Mb.

Da im Rahmen der Bruchpunktbestimmungen die Lymphozytensuspension aufgebraucht
wurde, konnten auch hier die Experimente zur weiteren Einengung der Bruchpunkte noch

nicht fortgesetzt werden.

Abbildung 4.23: Ergebnis der FISH zur Bruchpunktbestimmung der Deletion 2qgter bei Patient 35
nach Hybridisierung der Sonden RP11-84G18 (griin, regelrecht) und RP11-622A18 (rot). Auf dem
derivativen Chromosom 2 wurde fur die Sonde RP11-622A18 kein Signal detektiert (Pfeil).
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4.4.3.4 Bruchpunktbestimmungen bei Patient 37

Patient 37 war Trager einer unbalancierten Translokation zwischen den Enden der langen
Arme der Chromosomen 7 und 22. Dadurch lag der Abschnitt 7qter trisom und der Abschnitt
22gter monosom vor. Tabelle 4.24 zeigt die verwendeten Klone und Hybridisierungs-

ergebnisse fir die Bruchpunktbestimmung der Duplikation 7qter.

Klon- . Klon-Start | Klon-Ende | Sondenlange | Hybridisierungs-
bezeichnung Position (in bp)* (in bp)* (in bp) ergebnis
RP5-1136G13 7936.1 147.666.735 | 147.850.120 183.385 regelrecht

RP11-422E4 7936.2 153.511.177 | 153.662.374 151.197 regelrecht
RP11-518112 7936.3 157.273.725 | 157.479.041 205.316 regelrecht
RP11-11B21 7936.3 157.477.042 | 157.688.721 211.679 regelrecht
RP11-35402 7936.3 157.842.062 | 158.043.276 201.214 regelrecht
RP4-708P22 7936.3 158.119.327 | 158.252.356 133.029 trisom

Tabelle 4.24: Verwendete Sonden mit Lokalisation, Lange und Hybridisierungsergebnis fir
Chromosom 7 bei Patient 37 (Trager eines der(22)t(7qter;22qter)).
* Abstand vom Telomer des p-Armes in Basenpaaren

Von den sechs zur Bruchpunktbestimmung auf Chromosom 7 eingesetzten Sonden

hybridisierten flnf regelrecht, die sechste Sonde, RP4-708P22, erzeugte zusatzliche Signale
auf dem derivativen Chromosom 22 (vgl. Abbildung 4.24a). Damit ergab sich hier eine
Situation, die der in Abbildung 4.20 dargestellten entspricht (vgl. Kapitel 4.4.2).

Die Auflosung der Bruchpunktbestimmung in diesem Fall errechnete sich aus der Summe
von:

1. der Distanz zwischen den begrenzenden Klonen RP11-35402 und RP4-708P22 (~76kb),
2. etwa 30kb durch die nicht nachweisbare mdgliche Translokation von Teilen der durch die
Sonde RP11-35402 detektierten Chromosomenregion auf das derivative Chromosom 22
und

3. die Halfte der Lange der Sonde RP4-708P22 (~66kb).

Die Aufldsung betrug demnach 172kb. Das Ende von Chromosom 7 lag bei 158.545.518bp.
Der Bruchpunkt lag in 7936.6. Die maximale DuplikationsgrofR3e entsprach dem Abstand
des letzten regelrechten Klons vom Telomer zuziglich 30kb (Nachweisgrenze) und betrug in
diesem Fall 532kb.
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Abbildung 4.24a: Ergebnis der FISH zur Bruchpunktbestimmung der Duplikation 7qter bei Patient 37
(der(22)t(7qgter;22qter)) nach Hybridisierung der Sonden RP11-11B21 (griin, regelrecht), RP11-35402
(rot, regelrecht) und RP11-708P22 (blau, dupliziert). Der Pfeil weist auf das zusatzliche Signal der
Sonde RP11-708P22 auf dem derivativen Chromosom 22.

In Tabelle 4.25 sind die Klone zur Bruchpunktbestimmung auf Chromosom 22, deren

Lokalisationen und Langen sowie die Hybridisierungsergebnisse dargestelit.

Klon- . Klon-Start | Klon-Ende | Sondenlange | Hybridisierungs-
bezeichnung Position (in bp)* (in bp)* (in bp) ergebnis
RP3-388M5 22913.2/13.31 42.400.492 | 42.578.059 177.567 regelrecht
RP3-439F8 22q13.31 45.136.165 | 45.256.370 120.205 regelrecht
RP11-191L9 22q13.31 46.230.403 | 46.376.840 146.437 regelrecht
RP11-262A13 22q13.32 47.239.443 | 47.367.597 128.154 regelrecht
RP5-925J7 22013.32 47.573.681 | 47.672.127 98.446 regelrecht
RP1-34P24 22g13.33 47.783.632 | 47.888.988 105.356 regelrecht
RP1-170A21 22013.33 47.888.889 | 48.065.835 176.946 regelrecht
RP5-983L19 22g13.33 48.294.958 | 48.371.979 77.021 regelrecht
RP3-522J7 22g13.33 48.371.880 | 48.456.243 84.363 regelrecht
RP3-355C18 22g13.33 48.607.749 | 48.709.018 101.269 deletiert

Tabelle 4.25: Verwendete Sonden mit Lokalisation,

Chromosom 22 bei Patient 37 (Trager eines der(22)t(7qter;22qter)).
* Abstand vom Telomer des p-Armes in Basenpaaren

Von zehn verwendeten Sonden zur

Lange und Hybridisierungsergebnis flr

Bruchpunktbestimmung auf Chromosom 22

hybridisierten neun regelrecht, eine Sonde war deletiert. Die Sonden, die den Bruchpunkt
eingrenzten, waren proximal RP3-522J7 (regelrecht) und distal RP3-355C18 (deletiert) (vgl.
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Abbildung 4.24b). Da diese Sonden nicht Uberlappten, lag hier eine Situation vor, die
schematisch in Abbildung 4.18 dargestellt ist (vgl. Kapitel 4.4.1).

Der Bruchpunkt der Aberration lag auf Chromosom 22 in der Subbande q13.33. Die
Auflésung entsprach der Summe aus:

1. der Distanz zwischen den Klonen RP3-522J7 und RP3-355C18 (~151kb),

2. der Halfte der GrofRe der Sonde RP3-522J7 (~50kb) und

3. ca. 30kb.

Sie betrug in diesem Fall etwa 231kb. Das Ende von Chromosom 22 lag bei 49.396.972bp.

Es ergab sich eine Deletionsgrof3e von maximal 983kb.

Abbildung 4.24b: Ergebnis der FISH zur Bruchpunktbestimmung der Deletion in 22qter bei Patient
37 (der(22)t(7qter;22qter)) nach Hybridisierung der Sonden RP5-983L19 (rot, regelrecht), RP3-522J7
(blau, regelrecht) und RP3-355C18 (gruin). Auf dem derivativen Chromosom 22 wurde fir RP3-
355C18 kein Signal detektiert (Pfeil).

4.4.3.5 Bruchpunktbestimmung bei Patient 75

Die Bruchpunktbestimmung der Deletion 16p bei diesem Patienten wurde in Leiden
(Niederlande) am LUMC (Leiden University Medical Centre) von Hans Dauwerse
durchgefiihrt. Die Positionen der verwendeten Klone wurden aus der Ensembl Datenbank

des Sanger Centers (www.ensembl.org) entnommen. Tabelle 4.26 zeigt die Klonbezeich-

nungen, die Distanz der Klone vom Telomer und das Hybridisierungsergebnis.


http://www.ensembl.org/
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Klonbezeichnung Distanz vom Telomer Hybridisierungsergebnis
RP11-161M6 ~1100kb regelrecht
RP11-728H8 ~850kb regelrecht

Cos 40 ~450-800kb regelrecht
RP11-243K18 ~400kb deletiert

Tabelle 4.26: Verwendete Sonden mit Distanz zum Telomer und Hybridisierungsergebnis bei Patient
75 (Trager einer del(16pter)).

Im Rahmen der Bruchpunktbestimmung wurden vier Sonden verwendet, von denen drei
regelrecht hybridisierten, die Sonde RP11-243K18 war deletiert. Damit lag hier eine
vergleichbare Situation vor, wie sie in Abbildung 4.18 schematisch gezeigt ist (vgl. Kapitel
4.41).

Die Auflésung der Bruchpunktbestimmung war hier gleich der Summe von:

1. dem Abstand zwischen den begrenzenden Klonen Cos 40 und RP11-243K18 (50-350kb),
2. ca. 30kb (Nachweisgrenze der FISH).

Da die Lange von Cos 40 nicht bekannt ist, wurde fur diese Sonde eine Lange von 40kb
angenommen, da in Cosmide zwischen 30 und 46kb Fremd-DNA einkloniert werden kdénnen.
Die Halfte dieser Sonde (~20kb) ware nicht sicher detektierbar gewesen, daher wird sie nicht
mit in die Aufldsung eingehen.

Die Auflésung der Bruchpunktbestimmung betrug demnach ca. 80-385kb. Die maximale

Deletionsgrof3e entsprach dem Abstand von Cos 40 zum Telomer, also etwa 450-800kb.

4.4.3.6 Bruchpunktbestimmungen bei Patient 78

Patient 78, der nicht-konsekutiv untersucht wurde, war Trager einer unbalancierten
Translokation zwischen den Enden des langen Armes von Chromosom 11 (monosom) und
des langen Armes von Chromosom 16 (trisom). In Tabelle 4.27 sind die verwendeten Klone
und die Hybridisierungsergebnisse der Bruchpunktbestimmungen fir Chromosom 11

aufgeflhrt.
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Klon- . Klon-Start | Klon-Ende | Sondenlange | Hybridisierungs-
bezeichnung Position (in bp)* (in bp)* (in bp) ergebnis
RP11-334E6 11923.3 118.741.830 | 118.933.407 191.577 regelrecht
RP11-81117 11924.1 122.056.447 | 122.246.439 189.992 regelrecht
RP11-417F7 11924.2 124.717.647 | 124.889.728 172.081 regelrecht
RP11-712D22 11924.2 125.014.216 | 125.184.586 170.370 regelrecht
RP11-673E11 11924.2 125.379.574 | 125.560.394 180.820 deletiert
RP11-50B3 11924.2 125.472.225 | 125.629.926 157.701 deletiert
RP11-71LI6 11924.2 125.635.276 | 125.794.840 159.564 deletiert
RP11-713C6 11924.2 125.791.882 | 125.912.361 120.479 deletiert
RP11-678L3 11925 130.135.250 | 130.322.164 186.914 deletiert

Tabelle 4.27: Verwendete Sonden mit Lokalisation,

Lange und Hybridisierungsergebnis flr

Chromosom 11 bei Patient 78 (Trager eines der(11)t(11qter;16qter)).
* Abstand vom Telomer des p-Armes in Basenpaaren

Zur Bruchpunktbestimmung der Deletion des Chromosoms 11 wurden neun Sonden

verwendet, von denen vier regelrechte Signalmuster ergaben und finf deletiert erschienen.
Die beiden Sonden, die die Deletion eingrenzten, waren RP11-712D22 (regelrecht) und
RP11-673E11 (deletiert).

Da es sich bei diesem Fall um eine familiare Translokation handelte (vgl. Abbildung 4.17),
wurden die Sonden, die beim Patienten die Deletion eingrenzten, auch auf Metaphase-
praparate der Mutter, die balancierte Tragerin der Translokation war, hybridisiert. Die Sonde
RP11-673E11 war bei der Mutter auf Chromosom 16 transloziert, die Hybridisierung mit der
Sonde RP11-712D22 fuhrte zu einem geteilten Signal: Eine Halfte der Sonde wurde auf
Chromosom 11, die andere Halfte auf Chromosom 16 detektiert (vgl. Abbildung 4.25 und
Abbildung 4.26a).
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Abbildung 4.25: Prinzip der Bruchpunktbestimmung beim balancierten Translokationstrager, RP11-
712D22 als Bruchpunkt-Uberspannender Klon.

Damit war RP11-712D22 ein so genannter ,breakpoint-spanning® (Bruchpunkt-
Uberspannender) Klon, d. h. der Bruchpunkt lag innerhalb der durch diese Sonde
nachgewiesenen Region in der Subbande 11924.2. Da die Signale auf beiden
Chromosomen etwa gleich stark waren, betrug die Auflosung der Bruchpunktbestimmung in
diesem Fall etwa 85kb, was der Halfte der Klonldange von RP11-712D22 entspricht. Die
DeletionsgrdfR3e konnte maximal der Entfernung des Chromosomenendes vom Anfang der
Sonde RP11-712D22 entsprechen, abzlglich ~85kb, die von der Sonde vorhanden
geblieben sein mussten. Das Ende von Chromosom 11 lag bei 134.482.954bp. Die Grolie
des beim balancierten Trager translozierten und beim unbalancierten Trager deletierten
Abschnittes von Chromosom 11 war damit maximal 9,4Mb.

Die zweite unbalancierte Tragerin der Translokation, Probandin 11I:6 in Abbildung 4.17 (vgl.
Kapitel 4.3.4), wies nach Hybridisierung der begrenzenden Sonden RP11-712D22 und
RP11-673E11 dasselbe Hybridisierungsmuster wie Patient 78 auf.
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Abbildung 4.26a: Ergebnis der FISH zur Bruchpunktbestimmung der Deletion auf Chromosom 11
beim balancierten Translokationstrager (Mutter von Patient 78; t(11qter;16qter)) nach Hybridisierung
der Sonden RP11-673E11 (rot) und RP11-712D22 (griin). Das Signal der Sonde RP11-712D22 (grtin)
erbrachte sowohl auf dem derivativen Chromosom 11 als auch auf dem derivativen Chromosom 16
Signale ahnlicher Intensitat (Bruchpunkt-berspannender Klon). Die Hybridisierung der distaleren
Sonde RP11-673E11 erbrachte ein Signal auf dem derivativen Chromosom 16, auf dem derivativen
Chromosom 11 fehlte es.

Die Sonden, die zur Bruchpunktbestimmung der partiellen Trisomie auf Chromosom 16
eingesetzt wurden, sind in Tabelle 4.28 aufgelistet.

Klon- . Klon-Start | Klon-Ende | Sondenlange | Hybridisierungs-
bezeichnung Position (in bp)* (in bp)* (in bp) ergebnis
RP11-556H2 16923.1 78.821.535 | 79.003.836 182.301 regelrecht
RP11-483P21 16923.3 83.583.792 | 83.765.182 181.390 regelrecht
RP11-505K9 16923.3/24.1 83.756.771 | 83.969.366 212.595 regelrecht
RP11-517C16 16924.1 84.169.202 | 84.382.665 213.463 regelrecht
RP11-254F19 16924.1 84.579.211 84.753.924 174.713 regelrecht
RP11-477D3 16924.1 84.441.305 | 84.613.774 172.469 regelrecht
RP11-680G10 16924.1 85.093.065 | 85.300.371 207.306 trisom
RP11-410M9 16g24.1 unbekannt unbekannt unbekannt trisom

Tabelle 4.28: Verwendete Sonden mit Lokalisation, Lange und Hybridisierungsergebnis fur
Chromosom 16 bei Patient 78 (Trager eines der(11)t(11qter;16qter)).
* Abstand vom Telomer des p-Armes in Basenpaaren

Um den Bruchpunkt der Duplikation von 16qter zu charakterisieren, wurden acht Sonden

hybridisiert. Sechs dieser Sonden hybridisierten regelrecht, zwei Sonden zeigten ein

zusatzliches Signal auf dem derivativen Chromosom 11 (vgl. Abbildung 4.26b). Der Klon
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RP11-477D3 war der letzte regelrechte, der Klon RP11-680G10 der erste trisome Klon, der
zusatzlich auf Chromosom 11 hybridisierte.

Die beiden begrenzenden Sonden wurden auch auf Metaphasepraparate der Mutter des
Patienten (balancierte Translokationstragerin) hybridisiert. Die Sonde RP11-477D3
hybridisierte regelrecht auf beiden Chromosomen 16. Die Sonde RP11-680G10 wurde auf
dem normalen Chromosom 16 und dem derivativen Chromosom 11 detektiert, auf dem
derivativen Chromosom 16 fehlte sie. Der Bruchpunkt lag demzufolge zwischen diesen
beiden Sonden. Dies entspricht der Situation, die in Abbildung 4.20 dargestellt ist (vgl.
Kapitel 4.4.2).

Die Auflésung der Bruchpunktbestimmungen entsprach wieder der Summe aus:

1. dem Abstand zwischen den Klonen RP11-477D3 und RP11-680G10 (~479kb),

2. ca. 30kb durch nicht auszuschlieBende Reste der von RP11-477D3 detektierten Region
auf dem derivativen Chromosom 11 und

3. der Halfte der Lange von Klon RP11-680G10 (~103kb).

Sie betrug demnach rund 612kb.

Das Ende von Chromosom 16 lag bei 90.041.932bp. Damit war das trisome Fragment
maximal so grof} wie die Distanz vom letzten regelrecht hybridisierenden Klon RP11-477D3
zum Chromosomenende zuziglich 30kb, die von dieser Sonde auf dem derivativen
Chromosom 11 nicht nachweisbar gewesen waren. Die DuplikationsgrdofRe betrug also
hdchstens 5,5Mb, der Bruchpunkt lag in 16924.1.

Als zweite unbalancierte Tragerin der Translokation zeigte Probandin IlI:6 (vgl. Abbildung
4.17, Kapitel 4.3.4) nach Hybridisierung mit den begrenzenden Sonden RP11-477D3 und
RP11-680G10 dasselbe Hybridisierungsmuster wie Patient 78.
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Abbildung 4.26b: Ergebnis der FISH zur Bruchpunktbestimmung der Duplikation auf Chromosom 16
bei Patient 78 (der(11)t(11qgter;16qter)) nach Hybridisierung der Sonden RP11-477D3 (blau,
regelrecht), RP11-680G10 (rot, trisom) und RP11-410M9 (griin, trisom). Die Sonden RP11-680G10
und RP11-410M9 hybridisierten zusatzlich auf dem derivativen Chromosom 11 (Pfeil).

4.5 Zusammenfassende Darstellung der Subtelomeraberrationen

Tabelle 4.29 zeigt eine Zusammenfassung aller nachgewiesenen Subtelomeraberrationen im
konsekutiven und nicht-konsekutiven Untersuchungskollektiv. Angegeben sind die Karyotyp-
formeln (nach ISCN (International System for Human Cytogenetic Nomenclature), 1995), die

korrespondierenden terminalen Deletionen und Duplikationen mit ihren jeweiligen GroRen.

P Karyotyp Terminalei (GroRe in Terminale (GroRe
Deletion |  Mb) Duplikation | in Mb)
29 46,XY,del(14)(q32.31) 14q (<5,8) T
34 46,XY,der(2)t(2;5)(q37.3;p15.1) 2q (<4,0) 5p (=18)
35 46 XX,del(2)(q37.3) 29 (<40)
37| 46,XY,der(22)t(7;22)(q36.3;913.33) 2q | (<0532) 79 (<0,083)
75 46,XX,del(16)(p13.3) 16p | (<0,5-0,875) f—
78 | 46,XY,der(11)t(11;16)(q24.2;q24.1)mat M9 | (<9.5) 16 (<5,5)

Tabelle 4.29: Zusammenfassung der subtelomerischen Chromosomenaberrationen der konsekutiv
und nicht-konsekutiv untersuchten MR-Patienten.

In der vorliegenden Arbeit wurden unter den 76 konsekutiv untersuchten Patienten finf
Subtelomeraberrationen detektiert (6,6%). Von insgesamt 82 analysierten Patienten wiesen
sechs (7,3%) eine subtelomerische Chromosomenstérung auf. Darunter wurden drei reine

Deletionen und drei unbalancierte Translokationen nachgewiesen. Eine dieser Aberrationen,



4. Ergebnisse 88

die unbalancierte Translokation bei Patient 78, war familiar, alle anderen Stérungen waren
de novo entstanden.

Es wurden Deletionen der terminalen Abschnitte der Chromosomen 2q, 11q, 14q, 16q und
22q detektiert. Fir die Patienten 34 und 35 wurden bislang Ubereinstimmende Bruchregio-
nen auf Chromosom 2q bestimmt, allerdings sind die Bruchpunktbestimmungen bei beiden
Patienten noch nicht abgeschlossen. Wahrend Patient 35 Trager einer reinen Deletion war,
wurde bei Patient 34 eine unbalancierte Translokation nachgewiesen, die zusatzlich in einer
Duplikation terminal im p-Arm von Chromosom 5 resultierte.

Terminale Duplikationen konnten fir die Enden der Chromosomen 5p, 7q und 16q
nachgewiesen werden. Alle Duplikationen traten im Rahmen unbalancierter Translokationen

auf, reine Duplikationen wurden nicht detektiert.
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5. Diskussion

Eine mentale Retardierung liegt bei etwa 2-3% der Bevdlkerung vor. In rund 50% der Falle
sind Chromosomenstérungen, Gendefekte oder exogene Faktoren als Ursache nachzu-
weisen. Fur die Gbrigen 50% ist die Form der Bedingtheit zur Zeit noch unklar, jedoch erlaubt
die Weiterentwicklung der Untersuchungsmethoden eine zunehmende Abklarung. So wiesen
Knight et al. (1999) Aberrationen der subtelomerischen Chromosomenregionen als
bedeutende Ursache fir mentale Retardierung nach. Diese Stérungen sind zumeist kryp-
tisch, das heif’t sie liegen unter dem Auflésungsvermogen konventionell zytogenetischer
Untersuchungsverfahren (3-10Mb).

In der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 82 Patienten mit mentaler Retardierung auf das
Vorliegen kryptischer subtelomerischer Chromosomenaberrationen, also Deletionen,
Duplikationen, Translokationen und Inversionen, untersucht. Eine konsekutive Vorgehens-
weise wurde dabei bei 76 Patienten verfolgt, sechs weitere Probanden wurden nicht-
konsekutiv untersucht. Alle Patienten wiesen nach konventionell zytogenetischer Analyse mit
einer Auflésung von 400-550 Banden pro haploidem Genom einen unauffalligen Chromoso-
mensatz auf. Weiterhin wurde ein Fragiles X-Syndrom, die zweith&dufigste Ursache mentaler
Retardierung, ausgeschlossen. Da autosomale Chromosomenaberrationen in der Regel
durch mentale Retardierung und zusatzliche Dysmorphien und/oder Fehlbildungen charak-
terisiert sind, ist bei kleinen Stérungen zwar eine Reduktion des Spektrums und des
Schweregrades zu erwarten, aber es ist ebenfalls von ihrem Auftreten auszugehen. Dies
wurde bei der Dokumentation berticksichtigt. Dysmorphien und Fehlbildungen kommen nicht
nur bei Patienten mit genetisch bedingten Stérungen vor. Sie zeigen in der Allgemein-
bevélkerung eine Haufigkeit von bis zu 7% (Felberbaum et al., 2003).

Die Untersuchung kryptischer subtelomerischer Chromosomenaberrationen ist gleichbe-
deutend mit der Analyse von 43 genetisch relevanten Chromosomenabschnitten bei jedem
Patienten. Zum Nachweis solcher Stérungen wurden in den publizierten Studien unterschied-
liche Methoden angewandt. So konnte mittels Mikrosatelliten-Analysen neben der Detektion
subtelomerischer Chromosomenaberrationen auch deren parentale Herkunft sowie das
Vorliegen einer uniparentalen Disomie bestimmt werden (Slavotinek et al., 1999; Colleaux et
al., 2001; Rosenberg et al., 2001). Die Sensitivitat dieser Methode ist jedoch durch die
eingeschrankte Anzahl und Informativitat validierter Mikrosatelliten in den Subtelomer-
regionen recht gering (de Vries et al., 2003). Darlber hinaus erfordert dieses Verfahren
genomische DNA beider Eltern des Probanden. Die komparative genomische Hybridisierung
(CGH) als molekularzytogenetische Methode ermdglicht die Erfassung unbalanciert

vorliegenden Chromosomenmaterials des gesamten Genoms in nur einer Hybridisierung
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(Kallioniemi et al., 1992). Problematisch ist dabei jedoch die Aufldsung, denn selbst mittels
hochauflésender CGH kdnnen nur Aberrationen mit einer GrélRe von 3-10Mb erfasst werden
(Kirchhoff et al., 2001). Kleinere subtelomerische Aberrationen (bis zu 60kb) sind jedoch fur
andere Methoden beschrieben (Flint et al., 1995) und sollten daher immer auch detektierbar
sein. Mit den DNA-basierten Techniken ist es weiterhin auch nicht mdglich, balancierte
Chromosomenstérungen nachzuweisen. Die Multiplex Amplifiable Probe Hybridisation
(MAPH), die von Armour et al. (2000) erstmals beschrieben wurde, ist eine molekular-
genetische Methode zur Quantifizierung ausgewahlter Abschnitte im Genom und wurde
ebenfalls flir Subtelomer-Analysen verwendet (Sismani et al., 2001; Hollox et al., 2002). Sie
ist, ebenso wie die Array-basierte CGH oder Matrix-CGH (Veltman et al., 2002), jedoch
bislang nicht vollstandig validiert und erfordert FISH zur Verifizierung der Ergebnisse.
Spatestens mit der Veroéffentlichung des so genannten ,Second generation probe panel” von
Knight et al. (2000) wurde die Subtelomer-FISH die Methode, deren Anwendung zur
Detektion kryptischer subtelomerischer Chromosomenaberrationen am haufigsten ange-
wandt wird.

In den eigenen Untersuchungen wurde die Subtelomer-FISH als nachweislich geeignete,
zuverlassige Methode mit hoher Spezifitdt und Effizienz zum Subtelomer-Screening gewahlt.
Dabei wurden zwei verschiedene Sondensets eingesetzt: Das kommerziell erhaltliche
.1oTelVysion™ Multi-color FISH Probe Panel* und ein eigenes Sondenset, welches
Uberwiegend dem von Knight et al. (2000) beschriebenen, so genannten ,Second generation
probe panel“ entsprach.

Ein groRer Vorteil der FISH ist, dass auch balancierte Chromosomenaberrationen
nachgewiesen werden kdnnen. Kadme es bei einer solchen balancierten Stérung z. B. zur
Disruption eines Gens, kdnnte dieses als krankheitsverursachend identifiziert werden. Als
Beispiel fur einen solchen Fall ist das Sotos-Syndrom zu nennen. Kurotaki et al. (2002)
identifizierten das NSD1-Gen in 5935 als krankheitsverursachend anhand des Tragers einer
balancierten Translokation t(5;8)(q35;924.1), der das Vollbild des Sotos-Syndroms zeigte
und bei dem der Bruchpunkt der Translokation auf Chromosom 5 das NSD1-Gen unterbrach.
Dartber hinaus ist diese Methode am besten validiert und in vielen zytogenetischen Laboren
gut etabliert. Ein Problem der FISH mit Subtelomer-Sonden waren und sind Deletions-
Polymorphismen der subtelomerischen Sonden, die z. B. fir den PAC-Klon GS1011017 in
2qgter und fir den Cosmid-Klon CY29 in XYpter beschrieben wurden (Ballif et al., 2000;
Knight et al., 1999; Riegel et al., 2001). Im eigenen Sondenset wurden Sonden, die bekannte
Polymorphismen aufwiesen, durch nicht-polymorphe ersetzt. Dariber hinaus wurden in den
eigenen Untersuchungen bei allen auffalligen Befunden der Subtelomerregionen die elter-
lichen Chromosomen mit den entsprechenden Sonden untersucht. AulRerdem wurden bei

den Patienten mit Subtelomeraberrationen zur Verifizierung und Charakterisierung der
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Stérungen Bruchpunktbestimmungen mit proximal zur Sonde des Sets liegenden Klonen
durchgefliihrt. Nachteilig ist und bleibt jedoch der groRe Aufwand, der mit der Untersuchung
der 43 relevanten Subtelomerregionen einhergeht. So kénnten methodische Weiterent-
wicklungen, z. B. der MAPH oder der Matrix-CGH, zukunftig zur Erhéhung der Effizienz

fihren, wenn eine ahnliche Spezifitat wie bei der FISH zu erreichen ist.

5.1 Subtelomerische Chromosomenaberrationen im konsekutiven Untersu-
chungskollektiv

Das gesamte Bonner MR-Kollektiv umfasste 205 Patienten mit mentaler Retardierung. Die
Patienten wurden Uberwiegend aus humangenetischen Beratungen im Institut flr
Humangenetik in Bonn rekrutiert. Die Auswahl der Patienten erfolgte durch die betreuende
Arztin im MR-Projekt, wobei das wichtigste Einschlusskriterium eine mentale Retardierung,
unabhangig vom Schweregrad, war. Darlber hinaus wurden Parameter wie pra- und
postnatale Wachstumsauffalligkeiten, Dysmorphien, Fehlbildungen, auffallige Familien-
befunde, pathologische Schwangerschaften bei den Muttern der Patienten und Anfallsleiden
erfasst. Die Kombination dieser Parameter ergab ein breites Spektrum phanotypischer
Auffalligkeiten im Kollektiv. Durch dieses bewusst breit angelegte Kollektiv sollten Analysen
zu einer klinischen Vorauswahl zum Subtelomer-Screening der MR-Patienten ohne
Beeinflussung und Vorauswahl durch nicht validierte Einschlusskriterien durchgefihrt
werden. Eine solche Selektion und damit gezieltere Untersuchung ware winschenswert, da
die Subtelomer-Analysen aufgrund der vielen zu analysierenden Regionen sowohl zeit- als
auch kostenaufwendig sind.

Es wurden 76 Patienten konsekutiv, d. h. in der Reihenfolge, in der sie ins Kollektiv aufge-
nommen wurden, auf das Vorliegen subtelomerischer Chromosomenaberrationen
untersucht. Darlber hinaus wurden sechs weitere Patienten nicht-konsekutiv analysiert, die
in den folgenden Abschnitten jedoch nicht berlicksichtigt werden. Das Alter der konsekutiv
untersuchten Probanden reichte von zwei bis 37 Jahren, der Mittelwert lag bei neun Jahren.
Erwartungsgemal sollten in einem MR-Kollektiv vorwiegend Kinder enthalten sein, da sich
mentale Retardierung per Definition vor dem 18. Lebensjahr manifestiert (Battaglia et al.,
2003). So war ein Alter von 18 Jahren oder alter von van Karnebeek et al. (2002a) in ihrem
Untersuchungskollektiv als Ausschlusskriterium gewertet worden. In der eigenen unter-
suchten Gruppe waren funf Probanden 18 Jahre alt oder alter. Alle finf Patienten wurden
jedoch zuvor im Kindesalter zur genetischen Beratung im Institut fir Humangenetik vorge-
stellt und mit Beginn der MR-Studie ins Kollektiv aufgenommen.

Das konsekutive Untersuchungskollektiv bestand zu 59,5% (45/76) aus mannlichen und zu

40,5% (31/76) aus weiblichen Patienten mit mentaler Retardierung unklarer Genese. Auch
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im gesamten Bonner Kollektiv waren mit 59,5% (122/205) mehr mannliche als weibliche
Probanden. Allgemein betrifft mentale Retardierung mehr Jungen als Madchen (Turner et al.,
1970; Lehrke et al., 1972). Eine Ursache dafur sind zahlreiche Gene auf dem X-Chromosom,
die bei der Entwicklung und Funktion des Gehirns beteiligt sind (XLMR, X-linked mental
retardation). Chiurazzi et al. fassten bereits 2001 30 verschiedene Formen der XLMR mit
ihren unterliegenden Gendefekten zusammen, und Ropers et al. (2003) sagen eine Vielzahl
weiterer, noch zu identifizierender Mutationen von Genen auf dem X-Chromosom voraus.

In den eigenen Untersuchungen wurden im konsekutiven Untersuchungskollektiv nach
Fluoreszenz in situ Hybridisierung sechs auffallige Befunde der subtelomerischen Chromo-
somenregionen erhoben. Durch Untersuchung der Chromosomen der Eltern mit den
Sonden, die beim Indexpatienten auffallige Signalmuster zeigten, wurden finf der Aberra-
tionen als hochstwahrscheinlich verursachend fir den Phanotyp des Patienten bestatigt, da
die Hybridisierungen auf den elterlichen Chromosomen regelrechte Signalmuster ergaben.
Dies entsprach einer Aberrationsfrequenz von 6,6% (5/76) in den subtelomerischen Chromo-
somenregionen. Eine Stérung, eine Deletion der Sonde GS-225F6 in der Subtelomerregion
des langen Arms des Y-Chromosoms von Patient 27, wurde auch beim gesunden Vater des
Patienten nachgewiesen, so dass es sich in diesem Fall um eine familidre Variante ohne
klinische Relevanz handelte. Dawson et al. (2002) beschrieben ebenfalls einen Patienten
ihres mit Subtelomer-FISH untersuchten MR-Kollektivs, der Trager einer subtelomerischen
Deletion im langen Arm von Chromosom Y war. Die Analyse von Metaphasepraparationen
des gesunden Bruders nach Hybridisierung mit der Sonde fiir Yqter detektierte dort dieselbe
Deletion wie bei seinem mental retardierten Bruder. Deletionen der Pseudoautosomalen
Region 2 (PAR2) wurden bereits von Kuhl et al. (2001) beschrieben und stehen nicht mit
phanotypischen Auffalligkeiten in Verbindung.

Xu und Chen (2003) und de Vries et al. (2003) fassten etwa zeitgleich insgesamt 26 Studien
zu subtelomerischen Chromosomenaberrationen bei Patienten mit mentaler Retardierung,
die von 1995 bis 2002 publiziert wurden, zusammen (Flint et al., 1995; Viot et al., 1998;
Vorsanova et al., 1998; Knight et al., 1999; Lamb et al., 1999; Slavotinek et al., 1999a; Uhrig
et al., 1999; Ballif et al., 2000; Bonifacio et al., 2001; Borgione et al., 2001; Colleaux et al.,
2001; Fan et al., 2001; Hersh et al., 2001; Joly et al., 2001; Joyce et al., 2001; Kirchhoff et
al., 2001; Riegel et al., 2001; Rosenberg et al., 2001; Rossi et al., 2001; Sismani et al., 2001;
Anderlid et al., 2002a; Baker et al., 2002; Clarkson et al., 2002; Hélias-Rodzewicz et al.,
2002; van Karnebeek et al., 2002a; Rio et al.,, 2002). So wurden insgesamt 3.131 MR-
Patienten beschrieben, die in erster Linie eine schwere mentale Retardierung und zusatz-
liche phanotypische Auffalligkeiten hatten. Die Untersuchungen erfolgten mittels Subtelomer-
FISH, CGH, Primed in situ Labelling (PRINS), Genotyping-Analysen und MAPH. Von den

insgesamt 3.131 analysierten MR-Patienten waren 143 Trager subtelomerischer Chromoso-
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menaberrationen, entsprechend einer durchschnittlichen Frequenz von 4,6%. Informationen
zur Art der Stérung lagen fir insgesamt 102 der detektierten Chromosomenstérungen vor.
Bei 49% der Patienten waren es reine Deletionen, bei 45,1% unbalancierte Translokationen,
bei 3,9% reine Duplikationen und bei 2% verschiedene intrachromosomale Umbauten (Xu
und Chen, 2003).

In den eigenen Untersuchungen war die Aberrationsfrequenz der subtelomerischen
Chromosomenregionen mit 6,6% (drei Deletionen und zwei unbalancierte Translokationen)
im konsekutiven Untersuchungskollektiv im Vergleich zur durchschnittlichen Rate der
publizierten Studien (4,6%) leicht erhdht. Dabei ist jedoch zu beachten, dass die Haufig-
keiten subtelomerischer Chromosomenstérungen zwischen den einzelnen Studien stark
variierten.

In der Studie von Joly et al. (2001), die mit CGH 17 Patienten analysierten, wurde mit finf
verschiedenen Aberrationen (29,4%), von denen zwei auch bei weiteren Familienmitgliedern
detektiert wurden, die hochste Rate subtelomerischer Chromosomenaberrationen beschrie-
ben. Alle Patienten ihres Kollektivs waren mental retardiert und zeigten Dysmorphien sowie
andere klinische Auffalligkeiten wie Wachstumsanomalien, Verhaltenauffalligkeiten, Anfalls-
leiden oder Fehlbildungen. Die 17 untersuchten Patienten stammten aus 14 Familien, d. h.
eine positive Familiengeschichte fir mentale Retardierung war ein weiteres Einschluss-
kriterium.

Eine Studie, die durch ihre geringe Anzahl detektierter Subtelomeraberrationen im MR-
Kollektiv auffiel, war die im Jahr 2001 von Joyce et al. publizierte. Sie untersuchten 200 MR-
Patienten, die nach konventionell zytogenetischer Analyse bei einer Auflésung von mindes-
tens 550 Banden pro haploidem Genom einen unauffalligen Karyotyp aufwiesen, mittels
Subtelomer-FISH. Das untersuchte MR-Kollektiv bestand aus 150 Patienten mit Entwick-
lungsverzogerung, die unselektiert untersucht wurden, und 50 Patienten, die von einem
klinischen Genetiker gezielt aufgrund des ,chromosomalen Phanotyps“ ausgewahlt wurden.
Dartber hinaus untersuchten sie mit der gleichen Methode 150 Kontrollpersonen. Im MR-
Kollektiv deckten sie keine kryptischen Subtelomeraberration durch FISH auf, wahrend es im
Kontrollkollektiv zwei waren. Sie folgerten aus ihren Befunden, dass kryptische subtelo-
merische Chromosomenaberrationen keine signifikante Ursache fir idiopathische mentale
Retardierung darstellen. Vielmehr seien die meisten Subtelomeraberrationen bei hohen
Bandenzahlen detektierbar und damit nicht kryptisch. Demgegeniber fanden Phelan et al.
(2001), dass solche Stdrungen trotz ihrer moglichen Grofie selbst bei hohen Auflosungen
wie 850 Banden/haploidem Genom haufig nicht sichtbar sind, da sie in GC-reichen Regionen
liegen, die nach GTG-Banderung gleichsam flau angefarbt erscheinen. Joyce et al. (2001)
postulierten dartber hinaus, dass subtelomerische Chromosomenaberrationen in der

Allgemeinbevdlkerung haufig auftreten kdnnen. Ferner diskutierten sie, dass hochauflésende
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konventionell zytogenetische Analysen der Subtelomer-FISH vorzuziehen seien, da diese
auch interstitielle Chromosomenaberrationen aufdecken kdnnen.

Bei der Bewertung der publizierten Aberrationsfrequenzen bleibt zu beachten, dass die Rate
artifiziell dadurch leicht erhéht wird, dass Studien mit héheren Aberrationsfrequenzen
einfacher zu publizieren sind als solche, in denen keine Stérungen beschrieben werden (de
Vries et al., 2003). Dartber hinaus ist die zugrunde liegende Auflésung der konventionell
zytogenetischen Untersuchungen bedeutsam, denn je geringer die Bandenzahl ist, umso
hoher ist die zu erwartende Haufigkeit detektierter Subtelomerstérungen (Joyce et al., 2001).
Eine weitere mdgliche Ursache flir erhdhte Frequenzen durch FISH detektierter subtelo-
merischer Chromosomenaberrationen koénnten Polymorphismen darstellen. Wie bereits
einleitend erwahnt, sind fir einige Sonden Deletions-Polymorphismen bekannt (Knight et al.,
1999; Ballif et al., 2000; Riegel et al., 2001). Zur Verifizierung der detektierten Chromoso-
menstérungen sind daher, wie in den eigenen Untersuchungen durchgefiihrt, Elternunter-
suchungen notwendig, die nicht in allen publizierten Studien durchgefiihrt wurden. Als
relevante Ursache fur die variierenden Raten detektierter Subtelomeraberrationen in den
unterschiedlichen Studien spielt auch die Zusammensetzung der Kollektive vermutlich eine
entscheidende Rolle.

Fur die Kollektivzusammensetzung, die durch die klinische Vorauswahl entscheidend
beeinflusst wird, kann z. B. der Schweregrad der mentalen Retardierung von Bedeutung
sein. Im deutschen Sprachraum unterscheidet man die mittlere bis schwere mentale
Retardierung (1Q<50) von der leichten Form (IQ 50-70). Das eigene, konsekutive
Untersuchungskollektiv bestand zu 60,5% aus Patienten mit mittlerer bis schwerer mentaler
Retardierung und zu 39,5% aus Probanden mit leichter mentaler Retardierung. Damit war
der Anteil an Patienten mit mittlerer bis schwerer im Vergleich zu denen mit leichter mentaler
Retardierung nur leicht erhdht. Unter den insgesamt 30 leicht retardierten Patienten waren
zwei Trager subtelomerischer Chromosomenstérungen (6,7%), wahrend unter den 46
Patienten mit mittlerer bis schwerer mentaler Retardierung bei drei Probanden (6,5%) eine
Storung der subtelomerischen Chromosomenregionen nachgewiesen wurde. Damit bestand
zwischen den beiden Gruppen kein nennenswerter Unterschied in der Haufigkeit der
Subtelomeraberrationen.

In der ersten grolRen Studie zu Subtelomeraberrationen bei mentaler Retardierung wurde
das Kollektiv in Falle mit leichter und solche mit mittlerer bis schwerer mentaler Retardierung
unterteilt (Knight et al., 1999). Unter 284 Patienten mit mittlerer bis schwerer mentaler
Retardierung wurden bei 21 Patienten subtelomerische Chromosomenaberrationen
detektiert (7,4%), wohingegen in der Untersuchungsgruppe der Patienten mit leichter
mentaler Retardierung, die aus 182 Patienten bestand, nur bei einem Probanden eine

Subtelomerstérung nachgewiesen wurde (0,5%). Eine Folge war, dass seit diesem Zeitpunkt
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meist MR-Kollektive untersucht wurden, die vorwiegend Patienten mit mittlerer bis schwerer
mentaler Retardierung umfassten. Im Gegensatz zur o. g. Studie konnte in den eigenen
Untersuchungen zwischen den beiden Subgruppen kein Unterschied bezlglich der Inzidenz
subtelomerischer Chromosomenstérungen gefunden werden.

Zusatzlich wurde die Patientenauswahl oftmals von dem Gedanken beeinflusst, dass die
Wahrscheinlichkeit, dass bei einem bestimmten Patienten eine subtelomerische Chromoso-
menaberration vorliegt, auch mit Zahl und Schweregrad weiterer Auffalligkeiten wie z. B.
Fehlbildungen, Dysmorphien, Wachstumsanomalien oder einer auffallige Familiengeschichte
im Sinne eines ,chromosomalen Phanotyps“ korrelieren kénnte (de Vries et al., 2001; Riegel
et al., 2001; Hélias-Rodzewicz et al., 2002; Rio et al., 2002).

Einen Grundstein flr eine solche Selektion legten de Vries et al. (2001) mit der Publikation
ihrer ,Checkliste”, die geeignete Einschlusskriterien fir subtelomerische Chromosomen-
aberrationen bei mentaler Retardierung beinhalten sollte (vgl. 2.1.4). Diese Kriterien waren:
Familiare mentale Retardierung, pranatale Dystrophie, postnatale Wachstumsauffalligkeiten
(Hoch-/Minderwuchs, Mikro-/Makrozephalie), 22 faziale Dysmorphien, nicht-faziale Dysmor-
phien und kongenitale Fehlbildungen (Hypospadie, Herzfehler, Handanomalien) (vgl. Tabelle
2.1). In einem Punktesystem wurden diese Merkmale beurteilt und ein Wert von drei Punkten
als Grenze gesetzt. Fur Patienten, die diesen Schwellenwert erreichten oder Uberschritten,
wurde ein Subtelomer-Screening als sinnvoll erachtet.

Das eigene Untersuchungskollektiv wurde unabhangig von diesen Kriterien aufgestellt. Die
retrospektive Analyse der ,Checkliste“-Kriterien in der konsekutiv untersuchten Patienten-
gruppe ergab: In 17,1% (13/76) der untersuchten Falle waren weitere Familienmitglieder
mental retardiert. Von 76 untersuchten Patienten waren 17 (22,4%) bei Geburt dystroph.
Etwa 30% der Patienten (23/76) lagen mit ihrer KérpergroRe und 31,6% (24/76) mit ihrem
Kopfumfang zum letzten Untersuchungszeitpunkt auflerhalb des Normbereichs. Faziale
Dysmorphien wurden bei 80,3% der Patienten (61/76), kongenitale Fehlbildungen im Sinne
von de Vries et al. (2001), also Handanomalien, Hypospadie und Herzfehler, bei 48,7%
(37/76) beobachtet. Den Schwellenwert von drei Punkten nach de Vries et al. (2001)
erreichten oder Uberschritten insgesamt 53 Patienten (69,7%) des konsekutiven Untersu-
chungskollektivs. Nach de Vries et al. (2001) hatte demnach bei rund 30% der Patienten auf
die Untersuchung der subtelomerischen Chromosomenregionen verzichtet werden konnen.
Allerdings waren dann auch 60% der Patienten (3/5) mit subtelomerischen Chromosomen-
aberrationen nicht untersucht worden, denn Patient 37 hatte null Punkte, Patient 75 einen
und Patient 35 zwei Punkte. Die Trager subtelomerischer Chromosomenaberrationen lagen
mit durchschnittlich 2,4 Punkten unter dem von de Vries et al. (2001) postulierten
Schwellenwert. Hier wird besonders deutlich, dass eine Vorselektion mit den gewahlten

Merkmalen der ,Checkliste“ im eigenen Kollektiv nicht sinnvoll gewesen ware. Ahnliche
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Ergebnisse wurden von Baker et al. (2002) publiziert. Sie untersuchten 250 Patienten mit
mentaler Retardierung mittels hochauflésender Banderungstechniken und Subtelomer-FISH
und detektierten neun subtelomerische Chromosomenaberrationen (9/250, 3,6%). Die
retrospektive Analyse der ,Checkliste“-Kriterien bei ihren Tragern subtelomerischer Stérun-
gen ergab, dass sieben der neun Patienten drei Punkte oder mehr hatten. Zwei Patienten
hatten jedoch nur zwei Punkte und waren nach de Vries et al. (2001) nicht fur ein
Subtelomer-Screening ausgewahlt worden.

Das eigene Untersuchungskollektiv war, unabhangig von den Parametern von de Vries et al.
(2001), breit angelegt. Es umfasste Patienten mit mentaler Retardierung aller Schweregrade
(s. 0.). Nahezu alle Patienten zeigten neben ihrer mentalen auch eine motorische
Retardierung (96%), darunter alle funf Patienten mit Subtelomeraberrationen.

Das Merkmal ,Anfallsleiden“ als zentralnervése Stérung wurde von de Vries et al. (2001)
nicht diskutiert. Mehr als 20% der konsekutiv untersuchten Patienten hatten ein
Anfallsleiden. Unter diesen Patienten machten diejenigen mit Subtelomeraberration nahezu
13% aus. Waren die Anfallsleiden als Parameter fur die ,Checkliste® nach de Vries et al.
(2001) ausgewahlt worden, hatten die Patienten 34 und 35 zusétzliche Punkte erhalten. So
ware Patient 35, der mit zwei Punkten aus der Gruppe der zu untersuchenden Patienten
ausgeschlossen war, mit einem weiteren Punkt ein Kandidat zur Subtelomer-Analyse
geworden. Demnach waren noch 40% (2/5) der Patienten mit Subtelomeraberrationen nicht
analysiert worden, im Gegensatz zu 60% (3/5) ohne den Parameter ,Anfallsleiden. Die
Betrachtung dieses Merkmals im Rahmen einer klinischen Vorselektion sollte nach den
vorliegenden Untersuchungen in Betracht gezogen werden.

Pra- und postnatale Wachstumsanomalien, zumeist Retardierungen, werden bei Tragern von
Chromosomenaberrationen gehauft beobachtet (Schinzel, 2001). Im konsekutiven Untersu-
chungskollektiv war das Geburtsgewicht bei ca. 22% der Probanden erniedrigt. Unter diesen
dystrophen Patienten war ein Patient mit einer Subtelomeraberration (5,9%). Die aktuelle
Koérperlange war bei insgesamt 30% der konsekutiv untersuchten Patienten aulRerhalb des
Normbereichs, wobei 26% minder- und 4% hochwiichsig waren. Ein Minderwuchs wurde bei
keinem der Trager subtelomerischer Chromosomenaberrationen nachgewiesen, hochwtich-
sig war einer dieser funf, der damit 33% der Gesamtgruppe der Hochwiichsigen ausmachte.
Der Kopfumfang war bei 31% der Untersuchten pathologisch verandert, wobei 9% makro-
und 22% mikrozephal waren. Eine Makrozephalie lag bei keinem der Patienten mit subtelo-
merischer Chromosomenstoérung vor. Mikrozephal war einer der Probanden mit Subtelomer-
aberrationen und machte damit knapp 6% aller mikrozephalen Patienten aus. Abgesehen
vom Hochwuchs trat keiner der Wachstumsparameter in der Gruppe der Patienten mit
Stérungen der subtelomerischen Chromosomenregionen auffallig gehauft auf. Die scheinbar

hohe Inzidenz fir den Hochwuchs in der Gruppe der Trager subtelomerischen Chromoso-
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menaberrationen ist aber aufgrund der insgesamt geringen Pravalenz dieses Parameters im
untersuchten Kollektiv mit Vorsicht zu bewerten.

Ein relevantes Einschlusskriterium in zahlreichen publizierten Kollektiven war das Auftreten
mehrerer mental retardierter Familienmitglieder als Hinweis auf das Vorliegen einer familia-
ren Chromosomenaberration. In den eigenen Untersuchungen gab es mehr als einen MR-
Patienten in den Familien von 17,1% (13/76) der analysierten Falle. Unter diesen familidren
Fallen war einer Trager einer Subtelomerstdérung (7,7%). Der Bruder von Patientin 75 war
ebenfalls mental retardiert. Die Analyse der Subtelomeraberrationen bei diesem Patienten
erbrachte jedoch keine Auffalligkeiten. Wie bereits erwahnt, waren alle Subtelomer-
aberrationen, die im konsekutiven Untersuchungskollektiv aufgedeckt wurden, de novo
entstanden. Bei der Familiaritdt der mentalen Retardierung handelte es sich also in diesem
Fall héchstwahrscheinlich um einen Zufallsbefund.

Das Kriterium ,pathologische Schwangerschaften der Mitter der Patienten®, ein Merkmal,
welches von de Vries et al. (2001) zwar diskutiert, aufgrund einer niedrigen Pravalenz in der
Patientengruppe mit Subtelomerstérungen jedoch nicht in der ,Checkliste® etabliert wurde,
zeigte in der eigenen Untersuchungsgruppe eine Haufigkeit von 21/76 (27,6%). In der
Gruppe der Patienten, deren Mutter pathologische Schwangerschaften hatten, waren drei
(14,3%) Trager subtelomerischer Chromosomenaberrationen. Da jedoch alle nachgewie-
senen Aberrationen de novo entstanden waren, ware der einzig theoretisch denkbare
Zusammenhang das Vorliegen eines Keimzellmosaiks bei einem der Elternteile. Da
Keimzellmosaike fur strukturelle Chromosomenaberrationen mit unter 1% extrem selten sind,
handelte es sich bei der Haufigkeit des Kriteriums ,pathologische Schwangerschaften bei
den Muttern der Patienten in den eigenen Untersuchungen wahrscheinlich um Zufalls-
befunde.

Das konsekutiv untersuchte Kollektiv umfasste sowohl Patienten mit einem so genannten
.,chromosomalen Phanotyp“, die zusatzlich zur mentalen Retardierung beispielsweise
Fehlbildungen und/oder Dysmorphien aufwiesen (85,5%), als auch Patienten, die neben
ihrer mentalen Retardierung keine weiteren Auffalligkeiten zeigten (14,5%). Unter den
Patienten, die sowohl Dysmorphien als auch Fehlbildungen zeigten, machten die Patienten
mit subtelomerischen Chromosomenstérungen 6,5% aus. In der Gruppe der Probanden
ohne Fehlbildungen und ohne Dysmorphien wurden bei 18,2% Subtelomerstérungen
nachgewiesen. Patienten mit Subtelomeraberrationen, die nur Dysmorphien oder nur
Fehlbildungen hatten, wurden nicht beobachtet. Die Tatsache, dass die Patienten mit
Subtelomeraberrationen gehauft auch in der Gruppe der Patienten ohne Dysmorphien und
ohne Fehlbildungen einzuordnen waren, spricht in diesem Fall stark gegen die
Zusammensetzung von MR-Kollektiven anhand eines ,chromosomalen Phanotypen®, wie

sie gehauft beschrieben wurde (de Vries et al., 2001; Riegel et al., 2001; Hélias-Rodzewicz
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et al., 2002; Rio et al., 2002). Ein weiteres Argument aus den eigenen Untersuchungen, das
gegen eine solche Selektion spricht, ist die Familiaritdt. Unter den flnf Patienten mit
Subtelomeraberrationen spielte sie keine Rolle.

Zusammenfassend belegen die eigenen Untersuchungsergebnisse, dass eine klinische
Vorselektion von Patienten mit mentaler Retardierung im Hinblick auf ein Subtelomer-
Screening problematisch ist. Weder haufig verwendete Auswahlkriterien wie Dysmorphien
und Fehlbildungen oder Familiaritat der mentalen Retardierung, die fir einen ,chromosoma-
len Phanotyp“ als bezeichnend angesehen wurden, noch die Parameter der ,Checkliste®
nach de Vries et al. (2001) hatten in den eigenen Untersuchungen ausgereicht, eine
sinnvolle Vorselektion im eigenen konsekutiven Untersuchungskollektiv durchzufiihren.
Darliber hinaus bestatigt die in der vorliegenden Arbeit ermittelte Aberrationsfrequenz von
6,6%, dass kryptische Aberrationen der Subtelomerregionen an der Entstehung von
mentaler Retardierung ursachlich beteiligt sind und Subtelomer-Screenings in MR-

Kollektiven sinnvoll sind.

5.2 Subtelomeraberrationen und korrespondierende Phanotypen im Detail
Der Versuch einer Karyotyp- oder Genotyp-Phanotyp Korrelation dient dazu, die Grofie und
Lokalisation von deletierten und duplizierten Chromosomenregionen (und letztlich die darin
enthaltenen Gene) mit dem spezifischen Phanotyp, also dem Vorliegen oder Fehlen
bestimmter Symptome, von Patienten in Verbindung zu bringen. Karyotyp-Phanotyp
Korrelationen, z. B. bei Subtelomeraberrationen, stellen zwangslaufig eine Vereinfachung
der in beiden Gruppen gegebenen Besonderheiten dar, da bestimmte Faktoren nur indirekt
mit einbezogen werden konnen.

Zu diesen Faktoren zahlt zundchst der genetische Hintergrund, der bei jedem Patienten
unterschiedlich ist und beispielsweise Wechselwirkungen mit Genen beinhaltet, die nicht von
der Imbalance betroffen sind. Weiterhin z&hlen hierzu eine herabgesetzte Penetranz und
eine variable Expressivitdt bestimmter Merkmale. Ein zusatzlicher Aspekt, der stets zu
bertcksichtigen ist, ist die genomische Pragung (genomic imprinting). Pragung von Genen
bedeutet, dass sie in Abhangigkeit von der parentalen Herkunft aktiv oder inaktiv sind. Eine
Reihe der bekannten Gene sind gepragt (Morison et al., 2001; wvgl.

http://cancer.otago.ac.nz/IGC/Web/home.html). Im Falle einer Deletion kann dies bedeuten,

dass zwei Patienten mit identischen Bruchpunkten einer definierten Deletion verschiedene
Phanotypen aufweisen, wenn die derivativen Chromosomen unterschiedlicher parentaler
Herkunft sind. Auch Mosaike, die bei der Analyse von nur einem Zellsystem unentdeckt
bleiben kénnen, wirden den resultierenden Phanotyp beeinflussen. Das Vorliegen einer

zusatzlichen kryptischen interstitiellen Chromosomenaberration kann ebenfalls durch ein
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Subtelomer-Screening nicht ausgeschlossen werden. Zahlreiche Karyotyp-Phanotyp Korrela-
tionen sind zudem schwierig zu erstellen, da die Untersuchungskriterien nicht immer einheit-
lich sind. Darlber hinaus werden haufig Patienten einander gegenibergestellt, die grol3e
Altersunterschiede aufweisen, was in einer eingeschrankten Vergleichbarkeit bestimmter
klinischer Parameter resultiert.

Da jedoch die genannten Faktoren wie z. B. der genetische Hintergrund nicht oder noch
nicht untersuchbar sind, stellen die Korrelationen méglichst exakt bestimmter Bruchpunkte
mit genau erfassten klinischen Phanotypen einen wichtigen ersten Schritt zur Identifizierung
verantwortlicher Gene dar.

Ein entscheidendes Problem, besonders im Rahmen von Karyotyp-Phanotyp Korrelationen
bei Tragern terminaler Chromosomenaberrationen, sind uneinheitliche Untersuchungs-
methoden mit z. T. sehr geringen Auflésungen. So kann z. B. bei scheinbar vorliegender
Deletion eine assoziierte Trisomie durch Banderungstechniken allein nicht ausgeschlossen
werden (Ballif et al.,, 2000). Da in der vorliegenden Arbeit aber bei allen Patienten ein
Subtelomer-Screening assoziierte terminale Trisomien detektiert hatte, ist dieser Aspekt flr
die eigenen Untersuchungen weitestgehend auszuschlielen. Dartber hinaus wurden Bruch-
punktbestimmungen mittels FISH durchgefuhrt, um die detektierten Aberrationen so genau

wie moglich zu charakterisieren.

5.2.1 Einzelfalldarstellungen zur Karyotyp-Phanotyp Korrelation

Patient 29:

Der zum Zeitpunkt der Erfassung vierjahrige Junge war Trager einer 5,8Mb grof3en Deletion
im terminalen Bereich des langen Arms von Chromosom 14 (Karyotyp:
46,XY,del(14)(g32.31)de novo). Zum Untersuchungszeitpunkt war der Patient hochwichsig
und mittel bis schwer mental retardiert bei gleichzeitig verzdgerter motorischer Entwicklung.
Die kraniofazialen Dysmorphien, die bei ihm auffielen, waren: Hohe Stirn, Epikanthus
beidseits, Blepharophimose, antimongoloide Lidachsenstellung, kleine Nase mit breitem
Ricken und antevertierten Nares, langes Philtrum, schmale Oberlippe und dysplastische,
einfach geformte Ohren. Dartber hinaus hatte er an beiden Handen eine Vierfingerfurche.
Als Fehlbildungen lagen bei ihm eine operationspflichtige Hypospadie und eine ausgepragte
Myelinisierungsstérung im Gehirn vor.

Deletionen im langen Arm von Chromosom 14 sind beschrieben, meist allerdings im
Zusammenhang mit Ringchromosomenbildung (r) (Schmidt et al., 1981; Fryns et al., 1983;
Gilgenkrantz et al., 1984; Schinzel, 2001). Die Abgrenzung des Phanotyps einer reinen

terminalen Deletion von dem der r(14)-Patienten, bei denen zusatzliche Effekte durch die
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mitotische Instabilitdt der Ringchromosomen vorliegen kdnnen, war lange umstritten.
Meschede et al. (1998) stellten die Phanotypen von Patienten mit r(14) denen mit linearen
Deletionen in 14qter gegenuber und stellten fest, dass bei Ringchromosomentragern ein
schwerwiegenderer Phanotyp vorliegt als bei Patienten mit linearen, terminalen Deletionen.
Wahrend Spruijt et al. (2000) behaupteten, fir lineare terminale Deletionen 14q gabe es kein
eigenstandiges Syndrom, postulierten van Karnebeek et al. (2002b) einen wieder erkenn-
baren Phanotyp im Sinne eines Syndroms bei diesen Deletionen. Sie verglichen einen
eigenen Patienten mit terminaler Deletion und Bruchpunkt in 14q32.31 mit 18 weiteren
Patienten mit linearen 14q-Deletionen und fassten auflerdem 23 Patienten mit r(14)
zusammen. Merkmale, die bei mehr als 50% der Patienten mit linearer Deletion 14q
beobachtet wurden, waren: Hypotonie, mentale Retardierung, definierte faziale Dysmorphien
(hohe Stirn, Blepharophimose, Epikanthus, breiter und flacher Nasenriicken, kurze Nase,
breites Philtrum, schmale Oberlippe, kleiner Karpfenmund, hoher Gaumen, Zahnfehl-
stellungen, tief sitzende Ohren mit dysmorphen Helices, Mikrognathie), Vierfingerfurche und
Mikrozephalie.

Der eigene Patient passte mit seinen phanotypischen Merkmalen sehr gut in dieses
Spektrum, allerdings wurden Mikrozephalie, Mikrognathie, Zahnfehlstellungen sowie ein
hoher Gaumen bei ihm nicht festgestellt. Dies kénnte, neben den in 5.2 beschriebenen
Faktoren, auf einen Bruchpunkt in distaleren Regionen, also eine kleinere Deletion beim
eigenen Patienten hindeuten. Diese Hypothese ist aber nicht zu verifizieren, da bei den
meisten publizierten Fallen die Deletionsgrofien lediglich durch Banderungstechniken
bestimmt wurden, und keine genaueren Bruchpunktbestimmungen mittels FISH oder
Mikrosatelliten-Analysen vorliegen. Van Karnebeek et al. (2002b) bestimmten den Bruch-
punkt bei ihrem Patienten durch die Analyse polymorpher Marker mit einer Genauigkeit von
etwa 3,6Mb. Die Deletion in den vorliegenden Untersuchungen wurde mit einer Genauigkeit
von 100kb bestimmt.

Darlber hinaus wies Patient 29 zusatzliche Merkmale auf, die flir 14g-Deletionen nicht oder
nur sehr selten beschrieben sind: Hypospadie, Hochwuchs und eine Myelinisierungsstérung.
Myelinisierungsstérungen kénnen nur nach Kernspinanalysen des Kopfes der Patienten
erfasst werden, die nur selten durchgefiihrt werden. Es gibt eine Reihe mdglicher Ursachen
fur zusatzlich auftretende Merkmale, die bereits in 5.2 diskutiert wurden, z. B. der genetische
Hintergrund oder mdgliche phanotypische Auswirkungen durch genomische Pragung. Fur
Chromosom 14 sind zwar gepragte Gene bekannt (Ledbetter und Engel, 1995), aber van
Karnebeek et al. (2002b) verglichen in ihrer Arbeit Aberrationen paternaler und maternaler
Herkunft und fanden keine Hinweise auf Imprinting Effekte im terminalen Bereich des langen

Arms von Chromosom 14.
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Patient 34:

Dieser Patient war bei der Untersuchung sechs Jahre alt und war Trager einer
unbalancierten Translokation zwischen den terminalen Bereichen des langen Arms von
Chromosom 2 und des kurzen Arms von Chromosom 5 (Karyotyp:
46,XY,der(2)t(2;5)(q37.3;p15.1)de novo). Die Bruchpunktbestimmungen bei diesem
Patienten konnten aufgrund fehlenden Untersuchungsmaterials in der vorliegenden Arbeit
noch nicht abgeschlossen werden. Die Deletion in 2gter war mindestens 2,2 und hdchstens
4Mb grol3. Die Duplikation in 5pter war mindestens 15,8 und maximal 18Mb grof3.
Retrospektiv konnte die Aberration in Metaphasen mit langen Chromosomen (~550 Banden
pro haploidem Genom) konventionell zytogenetisch erfasst werden. Allgemein gilt jedoch,
dass unbalancierte Translokationen der terminalen Bereiche konventionell zytogenetisch
deshalb schwierig zu erfassen sind, weil die Chromosomenenden nach GTG-Banderung
gleichermalien flau gefarbt erscheinen (Flint et al., 1995) und daridber hinaus
unterschiedliche = Kondensationszustande  der  Metaphasechromosomen  mdgliche
Grolenunterschied weniger deutlich erscheinen lassen. Ebenso wie Aberrationen, die
aufgrund ihrer GréRe durch die Analyse gebanderter Chromosomen nicht erfassbar sind,
bezeichnet man diese Storungen als kryptisch (Flint et al., 1995).

Patient 34 fiel durch eine leichte psychomotorische Retardierung auf und litt unter Anfallen.
Seine Koérpermalie lagen alle im Normbereich. Bei der kérperlichen Untersuchung fanden
sich folgende kraniofaziale Dysmorphien: Niedrige Stirn mit tiefem Haaransatz,
Hypertelorismus, grof3e, abstehende, dysplastische Ohren, vorspringende Nasenwurzel und
flacher Gaumen. An seiner linken Hand wies er eine Vierfingerfurche auf. Er hatte eine
Brachydaktylie und eine Klinodaktylie beidseits. Als Fehlbildungen wurden ein persistie-
render Ductus arteriosus (PDA) sowie Leistenhernien diagnostiziert. Eine Kernspinunter-
suchung des Gehirns zeigte keine Auffalligkeiten.

In der Literatur ist ein Patient mit Duplikation 5p15.1-5p15.3 beschrieben worden (Baialardo
et al.,, 2003). Dieser Patient war phanotypisch unauffallig und wurde zytogenetisch nur
deshalb untersucht, weil zwei seiner Brider ein ,Cri du chat*-Syndrom hatten. Chia et al.
(1987) beschrieben einen Patienten mit Duplikation 5p14-pter, der keine kraniofazialen
Dysmorphien aufwies und leicht mental retardiert war. Ein weiterer Patient mit einer solchen
Duplikation hatte einen Herzfehler, und seine psychomotorische Entwicklung war verzdgert
(Zenger-Hain et al., 1993). Die Duplikation bei Patient 34 war kleiner als die der letzten
beiden beschriebenen Patienten, und die einzige Beschreibung eines Tragers einer
vergleichbaren Duplikation war bei einem phanotypisch normalen Probanden. Somit ist trotz
der Grole der Duplikation von einem geringen Einfluss auf den Phanotypen des Patienten

auszugehen.
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Deletionen in 2937.3 wurden fir zehn de novo-Falle mitgeteilt und sind gehauft mit
Pseudohypoparathyreodismus, einem Krankheitsbild &hnlich dem der Knochenstoff-
wechselerkrankung ,Albright hereditary osteodystrophy (AHO)“ in Verbindung gebracht
worden (Phelan et al., 1995; Wilson et al., 1995; Bonaglia et al., 2000). Das klinische Bild ist
charakterisiert durch: Minderwuchs, rundes Gesicht, diinne Haare, tiefsitzende Augen,
Brachdaktylie, Anfallsleiden und Entwicklungsverzdgerung. Batstone et al. (2003) untersuch-
ten sieben Generationen einer Familie mit einer Translokation t(2;11)(q37.3;p15.5). Beim
Indexpatienten ergab die Subtelomer-FISH mit der Sonde flir 11pter ein normales Ergebnis
und mit der Sonde fiir 2qter eine Deletion. Die Autoren schlossen daraus auf eine terminale
Deletion, wobei der Bruchpunkt in 11pter distaler lag als die durch die verwendete Sonde
abgedeckte Region. In dieser Familie traten sechs Patienten mit derselben Deletion, aber
leicht variierenden Phanotypen auf. Sie verglichen ihre Patienten mit vier weiteren
publizierten Patienten mit terminalen 2g-Deletionen (Phelan et al., 1995; Wilson et al, 1995;
Reddy et al., 1999). Mentale Retardierung, die bei 9/10 Patienten diagnostiziert wurde, lag
auch beim eigenen Patienten vor. Anfallsleiden wurden bei zwei publizierten Fallen und bei
Patient 34 nachgewiesen. Ubereinstimmend mit 2/10 beschriebenen Fallen zeigte der eigene
Patient ebenfalls Leistenhernien. Auch seine fazialen Dysmorphien, abgesehen vom Hyper-
telorismus, stimmen mit den verdffentlichten Patienten gut Uberein. Als eines der
Leitsymptome des Pseudohypoparathyreodismus wies auch der Patient 34 Handauffallig-
keiten im Sinne einer Brachydaktylie. auf.

Phanotypische Merkmale, die bei Patient 34 vorlagen, fir 2g-terminale Deletionen und
Duplikationen 5p15.1-pter jedoch nicht beschrieben wurden, waren Herzfehler und Hyper-

telorismus.

Patient 35:

Die sechsjahrige Patientin war Tragerin einer Deletion im langen Arm von Chromosom 2
(Karyotyp: 46,XX,del(2)(q37.3)de novo). Die Bruchpunktbestimmungen erbrachten bislang
dieselben Ergebnisse wie bei Patient 34. Auch hier konnten sie noch nicht abgeschlossen
werden, da das Untersuchungsmaterial verbraucht war. Die Deletion war mindestens 2,2 und
hochstens 4Mb grol} bei einer Bestimmungsgenauigkeit von 1,8Mb. Die mittel bis schwer
psychomotorisch retardierte Patientin wies ein breites Gesicht, tiefliegende Augen, schmale
Lidachsen, grofse Ohren und ein prominentes Kinn als kraniofaziale Dysmorphien auf. Sie
hatte eine Mikrozephalie, war stark Ubergewichtig und litt unter Anfallen. Die Hande wirkten
unauffallig, Rontgenbefunde lagen jedoch nicht vor.

Die Einordnung dieser Patientin in das klinische Bild des Pseudohypoparathyreodismus (s.
0.) war aufgrund der fehlenden Handsymptomatik nicht eindeutig moglich, passend waren

jedoch die Entwicklungsverzégerung, die tiefiegenden Augen sowie das Anfallsleiden.
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Giardino et al. (2003) postulierten, Pseudohypoparathyreodismus sei ein so genanntes
,contiguous gene syndrome®, bei dem das klinische Bild abhangig ist von der Grolie des
deletierten Segments in 2qter. Moglicherweise ist die Deletion bei dieser Patientin kleiner als
bei Patient 34 und somit der Phanotyp leicht abgeschwacht. Erst nach Abschluss der
Bruchpunktbestimmungen bei den Patienten 34 und 35 kann diese Hypothese untersucht

und eine genauere Genotyp-Phanotyp Korrelation versucht werden.

Patient 37:

Dieser Patient war bei der Untersuchung finf Jahre alt und hatte eine unbalancierte
Translokation zwischen den terminalen Bereichen der langen Arme von Chromosom 7 und
22 (Karyotyp: 46,XY,der(22)t(7;22)(936.6;913.33)de novo). Die DuplikationsgréfRe in 7qter
wurde mit einer Genauigkeit von 172kb auf etwa 500kb bestimmt. Die Deletion 22qter war
maximal 983kb gro3, die Auflésung der Bruchpunktbestimmung betrug hier 231kb. Die
psychomotorische Entwicklung des Jungen war leicht verzogert, wobei der Schwerpunkt der
mentalen Retardierung im sprachlichen Bereich lag. Die physische Untersuchung zeigte
keine kraniofazialen Dysmorphien, seine Wachstumsparameter waren im Normbereich, und
auch Fehlbildungen wurden nicht diagnostiziert. Es fielen lediglich eine Hypotonie sowie eine
Uberstreckbarkeit der Gelenke auf.

Es sind gréRRere Duplikationen in 7q publiziert, die mit Hydrozephalie, Makrozephalie, hoher,
vorspringender Stirn, abfallenden Lidachsen, Strabismus, Gaumenspalte, tiefliegenden
Ohren und Muskelhypotonie einhergehen (Forabosco et al., 1988; Bartsch et al., 1990;
Romain et al., 1990; Robinet et al., 2000). Beschreibungen von Patienten mit Duplikationen
der Region 7q36 sind selten. Morava et al. (2003) publizierten einen mental retardierten,
stark hypotonen Patienten mit unbalancierter Translokation der(13)t(7;13)(q35;q34) und
typischen fazialen Auffalligkeiten von Patienten mit groReren 7q-Duplikationen wie:
Prominente Stirn, tiefsitzende Ohren, Gaumenspalte und Strabismus. Sie postulierten, dass
selbst kleine terminale Duplikationen mit dem Vollbild des distalen Trisomie 7g-Syndroms
aus hoher Stirn, groler Fontanelle, hypoplastischem Mittelgesicht, tiefsitzenden Ohren,
schwerer Entwicklungsverzdogerung und Gaumenspalte einhergehen (Novales et al., 1982;
Bartsch et al.,, 1990). Verma et al. (1992) beschrieben einen Patienten mit mentaler
Retardierung, besonders ausgepragter Sprachentwicklungsverzégerung, einer vorsprin-
genden Stirn und einem groRen Schadel mit einer Tandem-Duplikation 7q36—qter. Eine
Gaumenspalte lag bei diesem Patienten nicht vor.

Patient 37 passte aufgrund der Hypotonie und der mentalen Retardierung in das klinische
Bild der Duplikationen in 7qgter. Beide Merkmale sind allerdings auch fur Deletionen in 22qter
charakteristisch (s. u.). Er zeigte jedoch nicht die fur 7g-terminale Duplikationen typische

Gaumenspalte, die aber auch bei dem Patienten von Verma et al. (1992) mit vergleichbar



5. Diskussion 104

kleiner Duplikation nicht vorlag. Gene, die an der Entstehung von Gaumenspalten beteiligt
sind, kénnen demnach proximal zu dem in der vorliegenden Arbeit bestimmten Bruchpunkt in
7936.6 liegen. Darlber hinaus wies der eigene Patient, im Gegensatz zu dem von Verma et
al. (1992) beschriebenen, keine fazialen Dysmorphien auf. Eine mdgliche Erklarung dafur
kdnnte, neben den in 5.2 diskutierten Faktoren, ein distalerer Bruchpunkt beim eigenen
Patienten sein. Aufgrund fehlender Vergleichbarkeit der Bruchpunktbestimmungen, die bei
den publizierten Fallen auf der Grundlage konventionell zytogenetischer Analysen erfolgten,
ist diese Hypothese jedoch nicht tberprifbar.

Phelan et al. (2001) fassten 61 Patienten mit Deletionen im terminalen Bereich von
Chromosom 22 zusammen und postulierten ein so genanntes 22q13-Deletionssyndrom. Sie
schlugen die Untersuchung terminaler Deletionen mittels geeigneter FISH-Sonden bei
Patienten mit folgendem Phanotyp vor: Hypotonie, mentale Retardierung mit Sprachent-
wicklungsverzégerung und leichte oder fehlende faziale Dysmorphien. In den eigenen
Untersuchungen wurde jedoch eine Hypotonie im konsekutiv untersuchten MR-Kollektiv bei
mehr als 35% der untersuchten Patienten nachgewiesen. Die Kombination aus mentaler
Retardierung und Hypotonie ist demnach nicht selten und fur zahlreiche chromosomal
bedingte Syndrome beschrieben, so dass diese Kriterien zur Charakterisierung eines
Syndroms nicht spezifisch genug sind. Bei Patienten mit Deletionen in 22qgter seltener
beobachtet wurden folgende Merkmale: Dysplastische Ohren, betontes Kinn, Dolichozepha-
lie, Ptosis und Epikanthus als faziale Dysmorphien sowie grof3e, fleischige Hande,
dysplastische Nagel an den Zehen und ein vermindertes Schmerzempfinden. Bonaglia et al.
(2001) beschrieben den Trager einer balancierten terminalen Translokation zwischen den
langen Armen von Chromosom 12 und Chromosom 22 mit dem Phanotyp der 22q13.3-
Deletionen. Sie wiesen eine Disruption des Gens ProSAP2 bei balancierter Translokation
nach und schlugen dies als Kandidaten-Gen flir die Symptome vor. Die Untersuchung von
weiteren Aberrationen in 22913 bestatigte, dass Haploinsuffizienz des Gens ProSAP2 (syn.
SHANK3) in 22q13, das innerhalb der letzten 200kb zum Telomer liegt, fir die neurolo-
gischen Stérungen (mentale Retardierung, Sprachentwicklungsstorung) verantwortlich ist
(Anderlid et al., 2002b; Wilson et al.,, 2003). Wilson et al. (2003) bestimmten mittels
Mikrosatelliten-Analysen die DeletionsgroRen bei 56 Patienten mit 22g13-Syndrom. Die
Deletionen waren zwischen 130kb und 9Mb groR3, assoziierte Trisomien wurden weitest-
gehend ausgeschlossen. Obwohl der Schweregrad der Entwicklungsverzdgerung leicht mit
der DeletionsgroRe korrelierte, zeigten alle Patienten die Leitsymptome mentale
Retardierung und Sprachentwicklungsverzogerung. Eine Korrelation im Sinne eines
~contiguous gene syndrome* wurde ausgeschlossen. Die mit einer GrofRe von 100kb kleinste

Deletion wurde von Anderlid et al. (2002b) beschrieben. Die Tragerin der Deletion war 34
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Jahre alt, mental retardiert, sprachentwicklungsverzdgert und wies leichte kraniofaziale
Dysmorphien (langes Gesicht, hoher Nasenrtcken, breite Nase) auf.

Patient 37 konnte mit seiner mentalen Retardierung, der Sprachentwicklungsverzdogerung
und der Hypotonie sehr gut ins phanotypische Spektrum der 22q13-Deletionen eingeordnet
werden. Seine rund 900kb umfassende Deletion beinhaltet das ProSAP2-Gen, welches fir
diese neurologischen Stérungen verantwortlich sein soll (Wilson et al., 2000; Bonaglia et al.,
2001; Anderlid et al., 2002b; Wilson et al., 2003).

Patient 37 zeigte eine Uberstreckbarkeit der Gelenke, die meines Wissens nach weder fiir

22qg13-Deletionen noch fiir terminale 7g-Duplikationen beschrieben ist.

Patient 75:

Diese Patientin war zum Untersuchungszeitpunkt acht Jahre alt. Sie war Tragerin einer de
novo entstandenen Deletion 16pter, die mindestens 450kb und héchstens 800kb grold war
(Karyotyp: 46,XX,del(16)(p13.3)de novo). Das Madchen war mittel bis schwer psychomoto-
risch retardiert mit deutlicher Sprachentwicklungsverzégerung. lhre Wachstumsparameter
lagen stets im Normbereich. Faziale Dysmorphien oder kongenitale Fehlbildungen wurden
nicht beobachtet. Nach Blutuntersuchungen wurde eine mikrozytare Anamie festgestellt. Der
Bruder dieser Patientin war der schwer mental retardierte Patient 74, bei dem das
Subtelomer-Screening keinen auffalligen Befund ergab (vgl. 5.1).

Wilkie et al. (1990) untersuchten acht Patienten mit a-Thalassamie und mentaler
Retardierung (ATR) und fanden eine kryptische, terminale Deletion in 16p13.3, die bei allen
Patienten vermutlich mehr als 1Mb gro3 war. Das so genannte ATR-Syndrom gilt als
.contiguos gene syndrome® mit milden, eher unspezifischen fazialen Dysmorphien wie
Hypertelorismus, abfallenden Lidachsen, breitem Nasenriicken und Epikanthus (Wilkie et al.,
1990; Lindor et al., 1997). Holinski-Feder et al. (2000) beschrieben 10 Patienten aus einer
Familie mit mentaler Retardierung und milden fazialen Dysmorphien, die alle Trager einer
unbalancierten Translokation der(16)t(3;16)(q29;p13.3) waren. Die Deletion 16p13.3 war
<2Mb grof3, und bei allen Patienten stand die geistige Beeintrachtigung im Vordergrund. Das
Vorliegen einer a-Thalassamie wurde erst retrospektiv untersucht und nicht weiter erlautert.
Ein weiterer Trager einer unbalancierten Translokation, resultierend in einer Deletion
16p13.3 und einer Duplikation 8924.3, wurde von Eussen et al. (2000) beschrieben. Der
Patient hatte, neben einer mentalen Retardierung, tubertse Sklerose, Zystennieren und eine
Hypermelanosis Typ Ito. Das SOX8-Gen, welches 700kb vom Telomer entfernt liegt, wurde
als Kandidaten-Gen fir die mentale Retardierung vorgeschlagen (Pfeifer et al., 2000).
Horsley et al. (2001) beschrieben 21 Patienten mit Deletionen in 16p13.3, die neben einer o-
Thalassamie keine mentale Retardierung oder zusatzliche Auffalligkeiten zeigten. Die grofRte

dieser 16p-terminalen Deletionen war 356kb groR.
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Fur Patientin 75 war bis zum Beratungszeitpunkt kein Hinweis auf das Vorliegen einer a-
Thalassamie gegeben. Ebenso wie bei den zehn familidaren Tragern der unbalancierten
Translokation (Holinski-Feder et al., 2000) stand die mentale Retardierung im Vordergrund.
Befunde einer angeratenen Hamoglobin-Elektrophorese zur Diagnose einer Thalassamie
lagen nicht vor. Die Patientin hatte aber eine mikrozytare Anamie, die auf den Verlust der
Globin-Gene in 16p13.3 zurlckzufihren ist. Die 16p-terminale Deletion der Patientin war
mindestens 450, maximal aber 800kb grof3. Die von Horsley et al. (2001) beschriebenen
Patienten, deren Deletionen 356kb oder kleiner waren, waren alle nicht mental retardiert.
Damit liegen Gene, die fiir eine mentale Retardierung verantwortlich sein kénnen, mehr als
356kb vom Telomer entfernt, jedoch distal zu Cos 40, dem letzten regelrechten Klon bei den
eigenen Bruchpunktbestimmungen, welcher 450-800kb vom Telomer entfernt liegt. SOX8 als
Kandidaten-Gen fliir mentale Retardierung (Pfeifer et al., 2000) liegt mit einem Abstand von
700kb vom Telomer in diesem Bereich, der bei der eigenen Patientin deletiert sein kdnnte
und bei den Patienten von Holinski-Feder et al. (2000) noch vorhanden ist.

Patientin 75 zeigte keine Auffalligkeiten, die nicht durch die Deletion in 16p13.3 erklarbar

waren.

Patient 78:

Dieser sechsjahrige mannliche Patient war Trager einer unbalancierten Translokation
zwischen den Enden der langen Arme von Chromosom 11 und Chromosom 16 (Karyotyp:
46,XY,der(11)t(11;16)(qq24.2;924.1)mat). Die Mutter des Patienten war Tragerin der balan-
cierten Form der Translokation. In ihrer Familie gab es funf weitere balancierte
Translokationstrager, eine Probandin hatte die gleiche unbalancierte Translokation wie der
Indexpatient (vgl. Abbildung 4.16). Die Deletion in 11gter war 9,4Mb grof3, die Duplikation
16qter hatte eine Gréle von 4,9-55Mb. Austausche derart grofder Fragmente sollten bei
einer Bandenzahl von 400-450 Banden pro haploidem Genom konventionell zytogenetisch
detektierbar sein. Da es sich bei den ausgetauschten Abschnitten jedoch um Bereiche
handelte, die nach GTG-Banderung beide gleich flau angefarbt erscheinen, und ein
Groflienunterschied von ca. 5Mb an der Nachweisgrenze von 5-10Mb liegt und durch
verschiedene Kondensationszustande der Chromosomen einer Metaphase nicht eindeutig
auszumachen ist, konnte diese Storung selbst bei retrospektiver Betrachtung der GTG-
gebanderten Chromosomen nicht nachgewiesen werden. Also handelte es sich hier, trotz
der Gréle der Stérung, um eine kryptische Aberration (Flint et al., 1995).

Im Alter von 4 V2 Jahren wurde dieser Patient zuletzt einem klinischen Genetiker vorgestellt.
Zu diesem Zeitpunkt waren seine Korpermalie im Normbereich. Er war leicht mental
retardiert bei normaler motorischer Entwicklung. Verhaltensauffalligkeiten zeigte er keine. Er

wies einige kraniofaziale Dysmorphien auf: Hohe Stirn, Hypertelorismus, abfallende
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Lidachsen, breiter Nasenrlicken, antevertierte Nares, dicke und evertierte Lippen, hoher
Gaumen und dysplastische Ohren. An seiner rechten Hand hatte er eine Vierfingerfurche.
Daruber hinaus zeigte er Pes equinovarus (TintenldscherfuRRe). Als kongenitale Fehlbildung
wurde bei diesem Patienten ein Herzfehler (persistierender Ductus arteriosus/PDA)
diagnostiziert. Wiederholte Kernspinuntersuchungen des Kopfes zeigten eine periventriku-
lare Leukodystrophie, die sich im Laufe der Zeit nicht veranderte. Nach Angaben der
behandelnden Arztin (Dr. B. Albrecht, Institut fiir Humangenetik, Essen) steht diese Veréande-
rung der weiflen Gehirnmasse im Zusammenhang mit einer schweren Meningitis kurz nach
der Geburt. Der Patient wies Leistenhernien und einen Kryptorchismus auf, der durch
Orchidopexie operativ behandelt wurde. Blutanalysen ergaben eine leichte Thrombozyto-
penie (93.000/mm?). In seiner frilhen Kindheit litt er unter zahlreichen Mittelohrinfekten. Als
Funktionsstérung bestand eine schwere kombinierte Schallleitungs- und Innenohr-
schwerhorigkeit.

Terminale Deletionen des langen Arms von Chromosom 11 wurden erstmals 1973
beschrieben und das korrespondierende Syndrom nach seiner Entdeckerin als Jacobsen-
Syndrom bezeichnet (Jacobsen et al., 1973). In den meisten publizierten Fallen lag die
Deletion distal von 11923 (Laleye et al., 2002). Haufig beobachtete klinische Merkmale
dieses Syndroms sind: Mentale Retardierung, postnatale Wachstumsretardierung, Trigono-
zephalie, kraniofaziale Dysmorphien, Herzfehler, Hand- und Ful¥fehlbildungen sowie
Thrombo- oder Panzytopenie (Penny et al., 1995; Leegte et al., 1999). Gehirnfehlbildungen,
Leistenhernien, Taubheit und Ohranomalien sind ebenfalls beschrieben (Hustinx et al., 1993;
Pivnick et al., 1996).

Patienten mit Duplikationen distal zu 16923 weisen ein recht unspezifisches klinisches Bild
mit unterschiedlichen Fehlbildungen auf (Schinzel, 2001). Brisset et al. (2002) veroéffentlich-
ten 28 Patienten mit kompletter oder partieller Duplikation 16q. Als phanotypische
Auffalligkeiten stimmten nur unspezifische Merkmale wie mentale Retardierung und faziale
Dysmorphien mit denen des eigenen Patienten Uberein. Dementsprechend wird in der
folgenden Genotyp-Phanotyp-Korrelation in erster Linie die Deletion 11gter berlcksichtigt.
Die kraniofazialen Dysmorphien beim eigenen Patienten waren relativ unspezifisch und sind
sowohl flir 11g Deletionen (Penny et al., 1995) als auch fiir Duplikationen 16q (Brisset et al.,
2002) beschrieben. Trigonozephalie als eines der Leitsymptome des Jacobsen-Syndroms
wurde bei 95% der beschriebenen Patienten nachgewiesen (Penny et al., 1995) und fehlte
bei Patient 78. Basierend auf in erster Linie konventionell zytogenetischen Untersuchungen
von Patienten mit 11g-Deletionen wurden zahlreiche Vorschlage zur Lokalisation der
kritischen Region fiir die Auspragung einer Trigonozephalie publiziert: 11q24.1 oder proximal
(Laleye et al., 2002), proximal von 11924.3 (Penny et al., 1995) oder 11923.3 (Ounap et al.,

2002). Die exakte Bruchpunktbestimmung beim eigenen Patienten erlaubt die Lokalisation
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von Genen, die fur die Entstehung von Trigonozephalie verantwortlich sind, distal des Klons
RP11-712D22 in 11924.2. Da die Trigonozephalie bei 95% der Patienten beschrieben wird,
ist eine Abwesenheit der Trigonozephalie bei Deletion der verantwortlichen Gene
unwahrscheinlich. Bei mehr als 50% der Patienten mit 11g-Deletionen sind Herzfehler
beschrieben (Lewanda et al., 1995). Auch hier sind die kritischen Regionen nicht eindeutig
definiert. Megarbané et al. (2002) beschriecben einen Patienten ohne Herzfehler mit
Bruchpunkt in 11g24.2, Penny et al. (1995) postulierten eine kritische Region fir das
Auftreten von Herzfehlern distal zu 11g24.3. Patient 78 mit Bruchpunkt in 11924.2 hatte
einen Herzfehler. Mentale Retardierung als Leitsymptom des Jacobsen-Syndroms wird
ebenfalls kontrovers diskutiert. Wahrend Penny et al. (1995) einen Zusammenhang zwischen
der DeletionsgréRe und dem MR-Schweregrad annahmen, postulierten Ono et al. (1996) das
Vorliegen einer kritischen Region, basierend auf ihrem nicht retardierten Patienten mit
Deletion 11g24.2-qter. Demgegeniber beschrieben Neavel und Soukup (1994) einen
Patienten mit einer konventionell zytogenetisch bestimmten gleichen Deletion, der mental
retardiert war. Patient 78 mit Bruchpunkt in 11924.2 war leicht mental retardiert.
Untersuchungen des Blutes von Patienten mit Jacobsen-Syndrom wiesen gehauft Thrombo-
oder Panzytopenie nach, eine kritische Region wurde in 11924.3 vermutet (Ounap et al.,
2002). Auch eine Infektanfalligkeit wurde vermehrt beschrieben (Neavel and Soukup, 1994;
Ono et al., 1996). Das Gen in 11924.3, welches fir NFRKB (nuclear factor related to kappa
B binding protein) kodiert, wird vorwiegend in B- und T-Lymphozyten exprimiert und ist in der
T-Zell-Aktivierung involviert (Adams et al., 1992). Der Transkriptionsfaktor Ets-1 in 11924.2
wird ausschlieBlich in hamatopoietischen Geweben exprimiert (Ben-David et al., 1991; Selleri
et al., 1994). Sowohl NFRKB als auch Ets-1 spielen bei der Bildung und Differenzierung der
Blutzellen eine Rolle. Haploinsuffizienz fir diese Gene wurde demnach sowohl mit der
Thrombo- und Panzytopenie (Gangarossa et al., 1996) als auch mit der Infektanfalligkeit in
Verbindung gebracht (Ounap et al., 2002). Patient 78 hatte eine leichte Thrombozytopenie
und litt in seiner frihen Kindheit unter gehauften Infekten.

Die Genotyp-Phanotyp Korrelation hinsichtlich der einzelnen Parameter ist nicht
Uberzeugend. Die publizierten Deletionen wurden in erster Linie durch konventionell zyto-
genetische Analysen nachgewiesen. In wenigen Studien wurden Mikrosatelliten-Analysen
durchgefiihrt (Penny et al., 1995). Andere Deletionen wurden zusatzlich zur Bandenanalyse
mittels FISH mit wenigen Sonden (Ounap et al., 2002) verifiziert und etwas naher charak-
terisiert. Bruchpunktbestimmungen mit hohen Auflésungen wurden auch fur 11g-Deletionen
bislang nicht publiziert. Die eigenen Untersuchungen erbrachten fur die Charakterisierung
der Deletion, die in diesem Fall maf3geblich fur die phanotypische Auspragung verantwortlich
war, eine Auflésung von 85kb. Die Duplikation wurde mit einer Genauigkeit von 612kb

bestimmt.
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Die ausschlielRliche Korrelation der phanotypischen Merkmale bei Patienten mit subtelomeri-
schen Chromosomenaberrationen zu deren Imbalancen ist problematisch. Neben den
erwahnten, derzeit nicht untersuchbaren Faktoren wie z. B. dem genetischen Hintergrund
oder unvollstandiger Penetranz bestimmter Merkmale sowie Imprinting-Effekten wurde bei
den eigenen Analysen zunehmend deutlich, dass uneinheitliche Untersuchungsmethoden
mit verschiedenen Auflésungen der Bruchpunktbestimmungen einen Vergleich von Patienten
mit scheinbar gleicher Aberration erschweren. Ein Beispiel dafir stellt die Trigonozephalie
bei Patienten mit 11g-Deletionen dar, die bei 95% der Patienten mit Jacobsen-Syndrom als
eines der Leitsymptome vorliegt. Die verantwortlichen Gene konnten jedoch aufgrund der
publizierten Bruchpunkte nicht eindeutig lokalisiert werden.

In zahlreichen Veréffentlichungen wurden Bruchpunkte von terminalen Deletionen publiziert,
die ausschlieB3lich Gber konventionell zytogenetische Verfahren nachgewiesen wurden. In
solchen Fallen ist, neben dem eingeschrankten Auflosungsvermdgen, das Vorhandensein
einer assoziierten Trisomie im Rahmen einer unbalancierten Translokation nicht auszu-
schlieBen (Ballif et al., 2000). Subtelomer-Screenings detektieren unbalancierte
Translokationen der subtelomerischen Chromosomenregionen, dementsprechend bliebe
eine assoziierte terminale Trisomie nicht undetektiert. Gezielte Analysen der Subtelomerre-
gionen durch Screening-Verfahren wie Subtelomer-FISH oder Mikrosatelliten-Analysen sind
demnach zum Nachweis kryptischer, also konventionell zytogenetisch nicht nachweisbarer
terminaler Chromosomenstérungen geeignet. Einschrankend ist jedoch anzumerken, dass
sich der Begriff kryptisch nicht ausschlieRlich auf die GréRe der Aberrationen bezieht. Da die
Subtelomere aufgrund ihres hohen GC-Gehaltes nach Banderungsanalysen fast alle flau
gefarbt erscheinen, ist besonders im Falle unbalancierter Translokationen ein Austausch
sehr grofler Fragmente mdglich, ohne dass die konventionell zytogenetische Analyse
Anhaltspunkte daflir erbringt (Flint et al., 1995). Wegen fehlender exakter Bruchpunkt-
bestimmungen sind Karyotyp-Phanotyp Korrelationen der im Rahmen grélerer Studien
publizierten Falle teilweise wenig aussagekraftig. Martin et al. (2002) entwickelten eine
Strategie zur Losung dieses Konfliktes. Sie schlugen die Anwendung so genannter
»Molecular Rulers” fir jedes Chromosomenende vor. Gemeint ist damit eine Sammlung von
FISH-Klonen, die die letzten 5Mb jedes Chromosomenendes im Abstand von 500kb ab-
decken. Damit waren Bruchpunktbestimmungen terminaler Chromosomenaberrationen mit
guten Auflésungen (<500kb) und einem Hybridisierungsaufwand von maximal zehn FISH-
Sonden pro Chromosomenende durchzuflhren. In den eigenen Untersuchungen wurde
dieser Ansatz bericksichtigt und die Bruchpunkte der Aberrationen, wenn mdglich, mit
Auflésungen unter 500kb charakterisiert. Fir terminale Stérungen der Subtelomerregionen,
die unter 1Mb groR sind, schlugen die Autoren zusatzlich Hybridisierungen mit so genannten

FISH-Contigs, also Uberlappenden Klonen vor. Die Verwendung dieses ,Molecular Ruler®
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wlrde eine aussagekraftigere Vergleichbarkeit von Patienten mit ahnlichen Aberrationen
gewahrleisten und dementsprechend zu besseren Karyotyp-Phanotyp Korrelationen beitra-
gen.

Die vorliegende Arbeit zeigt zunachst, dass kryptische Subtelomeraberrationen bei Patienten
mit idiopathischer mentaler Retardierung eine bedeutende Rolle spielen. Es konnte gezeigt
werden, dass die Zusammensetzung von MR-Kollektiven nach klinischen Kriterien in der
bisher publizierten Form, z. B. nach einem ,chromosomalen Phanotyp“, nicht sinnvoll ist.
Eine Selektion von Patienten nach phanotypischen Merkmalen zum Subtelomer-Screening
ware jedoch aufgrund der hohen Kosten und des Zeitaufwands wiinschenswert, und Ansatze
zur Auswahl sinnvoller Einschlusskriterien bestehen mit der von de Vries et al. (2001)
publizierten ,Checkliste“. Nach den eigenen Untersuchungen sind diese Kriterien allein
jedoch nicht ausreichend.

Im zweiten Abschnitt der Analysen stand die Einordnung der Trager subtelomerischer
Chromosomenaberrationen in beschriebene Spektren klinischer Merkmale im Vordergrund.
Es konnte gezeigt werden, dass eine Zuordnung bestimmter klinischer Merkmale zu
beschriebenen chromosomalen Regionen in vielen Fallen zwar moglich war, in anderen
Fallen jedoch scheiterte. Neben derzeit nicht nachweisbaren Faktoren, zu denen z. B. der
genetische Hintergrund zahlt, spielt die zumeist geringe Auflésung der Bruchpunkt-
bestimmungen der publizierten Falle von Patienten mit terminalen Chromosomen-
aberrationen eine zentrale Rolle.

Bruchpunktbestimmungen nach dem ,Molecular-Ruler“-Prinzip stellen einen guten Ansatz
zur weiteren Charakterisierung detektierter subtelomerischer Chromosomenaberrationen dar
und tragen zu einer Verbesserung bestehender Versuche von Karyotyp-Phanotyp
Korrelationen bei.

Mit der fortschreitenden Weiterentwicklung von Techniken zur Genomuntersuchung, z. B.
der Array-basierten CGH, wird es zuklinftig moglich sein, fir zahlreiche klinische Frage-
stellungen kryptische unbalancierte Chromosomenaberrationen schnell und mit hoher
Auflosung nachzuweisen. Da aber derzeit die Validierungsphasen solcher Techniken nicht
abgeschlossen sind, ist die Durchfiihrung von Subtelomer-Screenings mit anschlieRenden
Bruchpunktbestimmungen bei Patienten mit mentaler Retardierung als relevanteste

Untersuchungsmethode anzusehen.
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6. Zusammenfassung

Mentale Retardierung (MR) betrifft etwa 3% der Bevdlkerung, in 40-60% ist ihre Ursache
unbekannt. Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der subtelomerischen
Chromosomenregionen bei insgesamt 82 Patienten mit MR unklarer Genese durch drei
FISH-Techniken mit zwei verschiedenen Sondensets. Mit dem ,ToTelVysion™ Multi-color
FISH Probe Panel“ der Firma Vysis wurden 54 Patienten untersucht. Dabei wurden alle 43
relevanten subtelomerischen Chromosomenregionen in 15 Hybridisierungen dargestellt. Das
eigene Sondenset, welches Uberwiegend dem von Knight et al. (2000) publizierten ,Second
generation probe panel® entsprach, wurde in zwei Multicolour-FISH-Techniken verwendet.
Mittels Subtelomer-Sechs-Farben-FISH und Subtelomer-COBRA-FISH, die die Untersu-
chung aller relevanten Subtelomerregionen in sieben bzw. zwei Hybridisierungen ermdglich-
ten, wurden 19 bzw. neun Patienten analysiert.

Charakterisierung der konsekutiv untersuchten Patienten:

Das gesamte Bonner MR-Kollektiv bestand aus 205 Patienten mit MR unklarer Genese, bei
denen bekannte MR-Ursachen so weit wie moglich ausgeschlossen waren. Neben der
geistigen Beeintrachtigung wurden weitere klinische Parameter wie z. B. Fehlbildungen,
Dysmorphien und Wachstumsanomalien sowie die Familiengeschichte erfasst, aus deren
Kombination sich ein breites Spektrum phanotypischer Auffalligkeiten ergab. Die ersten 76
dieser Patienten wurden konsekutiv, d. h. weitestgehend in der Reihenfolge, in der sie ins
Kollektiv rekrutiert wurden, untersucht. Bei flunf dieser Patienten (6,6%) wurde eine de novo
entstandene Subtelomeraberration nachgewiesen. Die durchschnittliche publizierte Aberra-
tionsfrequenz bei 3.131 MR-Patienten lag bei 4,6% mit extremen Schwankungen in den
Einzelergebnissen (0%-29,4%), abhangig in erster Linie von der Kollektivzusammensetzung.
Da die Untersuchung der Subtelomerregionen eine Analyse von 43 genomischen Loci
bedeutet und damit sehr komplex ist, wére eine Vorselektion der Patienten auf der
Grundlage ihrer klinischen Merkmale winschenswert. Ein haufig publizierter Ansatz zur
Kollektivauswahl ist das Vorliegen weiterer Auffalligkeiten im Sinne eines ,chromosomalen
Phanotyps®, die im untersuchten Kollektiv umfassend dokumentiert vorlagen. In der
konsekutiven Untersuchungsgruppe waren von insgesamt 30 Patienten mit leichter MR zwei
(6,7%) Trager einer subtelomerischen Chromosomenaberration. Mittel bis schwer retardiert
waren 46 Patienten, darunter wiesen drei (6,5%) eine Subtelomerstérung auf. Die eigenen
Untersuchungen ergaben eine anndhernd gleiche Stdrungsrate in diesen beiden Gruppen
und widersprechen damit verdffentlichten Daten, die bisher fiir eine hdhere Inzidenz
subtelomerischer Chromosomenaberrationen bei Patienten mit mittlerer bis schwerer MR zu
sprechen schienen. Ein Grund daflr ist in der unterschiedlichen Kollektivauswahl zu

vermuten, wie z. B. dem im Vergleich zum hier beschriebenen Kollektiv erhdhten Anteil
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mental mittel bis schwer retardierter Probanden in den publizierten Kollektiven. Die
zusatzlichen Auffalligkeiten zeigten in der eigenen Untersuchungsgruppe sehr unterschied-
liche Haufigkeiten. Aufgrund der geringen Grolke der Stichprobe der Patienten mit
Subtelomeraberration konnte eine statistische Testung auf signifikante Unterschiede
zwischen den Patienten mit und ohne Subtelomerstorungen nicht durchgefiihrt werden.
Unter Anféllen litten 16 Patienten des konsekutiven Untersuchungskollektivs, darunter waren
zwei Probanden (12,5%) mit Aberrationen der subtelomerischen Chromosomenregionen.
Eine pranatale Dystrophie lag bei 17 Patienten vor, davon wies einer (5,9%) eine
Subtelomeraberration auf. Die aktuelle Korperlange lag bei 20 Probanden unterhalb der 3.
Perzentile und bei drei Patienten, von denen einer Trager einer subtelomerischen
Chromosomenaberration war (33,3%), oberhalb der 97. Perzentile, ein Minderwuchs wurde
bei keinem Probanden mit Subtelomerstdérung festgestellt. Eine Mikrozephalie, die bei
insgesamt 17 Patienten bestimmt wurde, wurde bei einem der Trager einer Subtelomer-
aberration nachgewiesen (5,9%), wahrend keiner von sieben Patienten mit Makrozephalie
Stérungen der Subtelomerregionen zeigte. Der einzige Wachstumsparameter, der in der
Gruppe der Patienten mit Subtelomeraberrationen gehauft, jedoch ohne statistische Signifi-
kanz, beobachtet wurde, war Hochwuchs.

Weitere Falle mit MR traten in den Familien von 13 Patienten auf, von denen eine Probandin
(Patientin 75) eine Subtelomerstérung aufwies (7,7%). Da deren schwer mental retardierter
Bruder (Patient 74) nach Untersuchung der Subtelomerregionen keine Auffalligkeiten zeigte,
handelte es sich hier hochstwahrscheinlich um einen Zufallsbefund. Pathologische
Schwangerschaften traten bei 21 Mittern der konsekutiv untersuchten Patienten auf,
darunter waren drei Mutter von Patienten mit Subtelomeraberrationen (14,3%). Da aber alle
detektierten Subtelomerstérungen de novo entstanden waren, und Keimzellmosaike
struktureller Chromosomenaberrationen mit unter 1% sehr selten sind, handelte es sich auch
hier wahrscheinlich um Zufallsbefunde.

Die untersuchten Patienten wurden weiterhin in Kategorien aus den mdglichen Kombinatio-
nen von Fehlbildungen und Dysmorphien eingeordnet, da diese Anomalien bei Chromoso-
menaberrationen als charakteristisch angesehen werden (,chromosomaler Phanotyp®).
Sowohl Fehlbildungen als auch Dysmorphien wurden bei 46 Patienten nachgewiesen,
darunter waren drei mit subtelomerischen Chromosomenstérungen (6,5%). Weder
Fehlbildungen noch Dysmorphien zeigten insgesamt 11 Patienten, zwei davon waren Trager
einer Aberration der subtelomerischen Chromosomenregionen (18,2%). Die Rate der
detektierten Stérungen war, entgegen publizierter Annahmen, in der Gruppe der Patienten
ohne Fehlbildungen oder Dysmorphien im Vergleich zu der Probandengruppe mit
,chromosomalem Phanotyp®, also mit Fehlbildungen und Dysmorphien, deutlich erhéht statt
erniedrigt. In den beiden Kategorien ,Dysmorphien ohne Fehlbildungen® (18 Patienten) und

,Fehlbildungen ohne Dysmorphien® (1 Patient) fand sich keiner der Probanden mit
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Subtelomeraberration. Die Fehlbildungen und Dysmorphien im konsekutiven Untersuchungs-
kollektiv wurden naher charakterisiert. Bei 61 Patienten wurden faziale Dysmorphien nachge-
wiesen, darunter waren drei Trager subtelomerischer Chromosomenstérungen (4,9%).
Schadelformanomalien (5 Patienten), Gesichtsspalten (3 Patienten), Hals-/Thorax-/Abdo-
menanomalien (3 Patienten) und Extremitatenfehlbildungen (2 Patienten) traten bei Tragern
subtelomerischer Chromosomenaberrationen nicht auf. Die Anteile der Probanden mit
Subtelomeraberrationen unter den Patienten mit Gehirnfehlbildungen (5,9%; 1/17) und
Herzfehlern (5,0%; 1/20) waren gegenuber denen im Gesamtkollektiv (6,6%; 5/76) nicht
erhdht. Fehlbildungen des Urogenitalsystems wurden bei 17 Patienten diagnostiziert, zwei
davon mit subtelomerischen Chromosomenaberrationen (13,3%).

De Vries et al. (2001) entwickelten ein Punktesystem zur Bewertung solcher phanotypischer
und familidrer Kriterien mit dem Ziel, eine Vorauswahl von Patienten mit MR zu treffen, fur
die ein Subtelomer-Screening viel versprechend ist. Die in der so genannten ,Checkliste®
bewerteten Merkmale waren: MR in der Familie, pra- und postnatale Wachstumsretar-
dierung, Dysmorphien und kongenitale Fehlbildungen. Es konnten pro Patient maximal zehn
Punkte vergeben werden. Im eigenen Untersuchungskollektiv wurden maximal neun Punkte
erzielt bei einem Durchschnitt von 3,5 und einem Median von drei Punkten. Die finf
Patienten mit Subtelomeraberrationen hatten durchschnittlich 2,4 Punkte, die hochste
erreichte Punktzahl lag bei finf. Anhand ihrer eigenen Untersuchungsgruppen setzten de
Vries et al. (2001) einen Schwellenwert von drei Punkten zum Subtelomer-Screening fest.
Nach Anwendung dieses Systems auf das eigene Untersuchungskollektiv ware bei rund 30%
der Patienten auf ein Screening verzichtet worden, wobei auch drei der finf Probanden mit
Subtelomerstérungen nicht untersucht worden waren. Eine klinische Vorselektion nach dem
Prinzip von de Vries et al. (2001) ware demnach im eigenen Kollektiv nicht sinnvoll gewesen.

Charakterisierung der nicht-konsekutiv untersuchten Patienten:

Sechs Patienten wurden auRerhalb der konsekutiven Reihenfolge untersucht. Um eine
Selektion innerhalb des Gesamtkollektivs auszuschliel®en, wurden sie gesondert betrachtet.
Bei einem dieser Patienten (78) wurde eine unbalancierte Translokation nachgewiesen, die
in balancierter Form auch bei der Mutter und weiteren Verwandten gezeigt werden konnte.
Der Patient lag mit seinen Kérpermal3en im Normbereich. Er wies faziale Dysmorphien sowie
einen Herzfehler auf. Daruber hinaus bestand bei ihm eine ausgepragte Schwerhdrigkeit.

Zusammenfassend wurde nachgewiesen, dass in der untersuchten Patientengruppe,
entgegen vorliegender Publikationen, hohe Raten detektierter Subtelomeraberrationen unter
den leicht retardierten Probanden mit geringen oder keinen zusatzlichen Auffalligkeiten
erzielt wurden. Publizierte Versuche einer klinischen Vorauswahl der Patienten waren nach

Uberprifung im eigenen Untersuchungskollektiv nicht erfolgreich anzuwenden gewesen.
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Bruchpunktbestimmungen und Einordnung der Patienten in klinische Spektren:

Bei den sechs Patienten mit Subtelomeraberration erfolgten die Bruchpunktbestimmungen
durch FISH mittels PAC- und BAC-Sonden, die sukzessive die Aberration eingrenzten. Diese
genauen Charakterisierungen dienen dazu, bestimmten chromosomalen Regionen (und
letztlich den darin enthaltenen Genen) bestimmte phanotypische Merkmale zuzuordnen.
Patient 29 hatte den Karyotyp 46,XY,del(14)(g32.31). Die Deletion konnte auf 100kb genau
aufgelést werden und war 5,7-5,8Mb gro. Der Karyotyp von Patient 34 lautete:
46,XY,der(2)t(2;5)(q37.3;p15.1). Die deletierte Region in 2g-terminal war zwischen 2,2 und
4Mb grol3, die Auflésung der Bruchpunktbestimmung betrug 1,8Mb. Die Duplikation im
terminalen Bereich des kurzen Arms von Chromosom 5 hatte eine Grofe von 15,8 bis 18Mb
bei einer Bestimmungsgenauigkeit von 2,2Mb. Das deletierte Fragment im terminalen g-Arm
von Chromosom 2 bei Patient 35 war 2,2 bis 4Mb grof3. Die Auflésung der Bruchpunktbe-
stimmung betrug 1,8Mb (Karyotyp 46,XX,del(2)(q37.3)). Die Bruchpunktbestimmungen der
Patienten 34 und 35 konnten nicht abgeschlossen werden, so dass bislang in 2qter fir beide
die gleichen Ergebnisse determiniert wurden. Patient 37 hatte den Karyotyp
46,XY,der(22)t(7;22)(q36.3;q13.33). Die Charakterisierung der Deletion in 22qgter ergab eine
Deletionsgrofle von 752-983kb bei einer Auflosung von 231kb. Die duplizierte Region in
7qter war mindestens 351 und hoéchstens 532kb grofls. Patient 75 war Trager einer
terminalen Deletion im kurzen Arm von Chromosom 16, die mit einer Genauigkeit von 80 bis
380kb auf eine Grofie von 450 bis 800kb bestimmt wurde (Karyotyp 46,XX,del(16)(p13.3)).
Patient 78 war Trager einer unbalancierten Translokation. Der monosome Abschnitt in
11qgter war 9,4Mb groRR. Die Bestimmungsgenauigkeit betrug 85kb. Die Bruchpunktbe-
stimmung der Duplikation 16qter erbrachte bei einer Auflosung von 612kb eine GréRe von
4,9 bis 5,5Mb (Karyotyp 46,XY,der(11)t(11;16)(q24.2;924.1)mat).

Bei vier der sechs Patienten (29, 37, 75 und 78) gelang eine Charakterisierung der
Aberrationen mit hohen Auflésungen (85 bis 612kb) und deren phanotypische Einordnung in
beschriebene Spektren phanotypischer Auffalligkeiten war zu gro3en Teilen erfolgreich. So
konnten beispielsweise die neurologischen Stérungen von Patient 37, die auf Haploinsuf-
fizienz des ProSAP2-Gens in diesem Abschnitt zuriickzufiihren sind, mit dem beschriebenen
Phanotyp des 22q13.3-Deletionssyndroms in Einklang gebracht werden. Ebenso korrelierten
bei Patientin 74 die MR mit dem Verlust des MR-Kandidaten-Gens SOX8 und die
mikrozytare Anamie mit Haploinsuffizienz der Globin-Gene in 16p13.3.

Fir zwei der sechs Trager subtelomerischer Chromosomenaberrationen (34, 35) konnten die
Bruchpunktbestimmungen aufgrund fehlenden Untersuchungsmaterials noch nicht abge-
schlossen werden und die Auflésungen waren mit 1,8 bzw. 2,2Mb weniger hoch. Bei beiden
Patienten wurden bislang identische Hybridisierungsergebnisse zur Charakterisierung der
Deletion in 2qter erzielt. Dennoch konnten diese Patienten dem so genannten Pseudohypo-

parathyreodismus, der flir terminale Deletionen in 2q beschrieben wurde, zugeordnet
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werden. Der abgeschwachte Phanotyp der Patientin 35 im Vergleich zu Patient 35 ware im
Sinne eines ,contiguous gene syndrome* durch eine kleinere Deletion erklarbar.

Insgesamt blieben aber bei allen Patienten fiir einzelne Symptome Diskrepanzen beim
Vergleich mit publizierten Fallen vergleichbarer Aberrationen. Diese kdénnten zum einen
durch nicht naher charakterisierbare Faktoren wie genetischer Hintergrund, herabgesetzte
Penetranz und variable Expressivitat begrindet sein. Ferner kdnnen genomische Pragung
der aberranten Regionen oder Mosaike der Stdrungen sowie mogliche zusatzliche, nicht
detektierte interstitielle Chromosomenstorungen zu phanotypischen Abweichungen fuhren.
Auch die uneinheitliche Bewertung bestimmter Untersuchungskriterien in der Literatur sowie
der Vergleich von Patienten verschiedener Altersgruppen erschweren Karyotyp-Phanotyp
Korrelationen. Die hier vorgestellten Arbeiten sind vielen publizierten Studien, in denen die
Aberrationen nur grob durch konventionelle Zytogenetik charakterisiert wurden, wegen der
Genauigkeit der Bruchpunktbestimmungen weit Uberlegen. So kénnen nach konventionell
zytogenetischer Analyse scheinbar reine Deletionen der subtelomerischen Regionen nur
schwer von unbalancierten Translokationen unterschieden werden und assoziierte Trisomien
bleiben womdglich unentdeckt. Auch Subtelomer-Screenings, wie sie haufig publiziert
werden, weisen zwar assoziierte kryptische terminale Trisomien nach, haufig wird aber keine
Charakterisierung der detektierten Aberrationen angeschlossen. Exakte Bruchpunktbe-
stimmungen, z. B. wie sie in der vorliegenden Arbeit mittels FISH durchgeflihrt wurden,
ermoglichen exakte Aussagen zu Lokalisation und Ausmaly subtelomerischer Chromoso-
menaberrationen und tragen somit zu einer Verbesserung bestehender Karyotyp-Phanotyp

Korrelationen bei.
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Anhang

Sonden Fluoro- in der Sonde enthaltene Loci GroRe
chrom (kb)
#1  1p SG CEB108/T7 90
1q SO VIJ yRM2123, 1QTEL10 (D1S3738), 1QTEL19 (D1S3739) 100
XYp SG&SO  DXYS129 175
CEP X SA DXZ1 (Xp11.1-q11.1) k. A.
#2 2p SG VIJ yRM1051 (GenBank G31389) 175
2q SO VIJ yRM2112 (D2S447), 2QTEL47 60
XYq SG&SO  EST Cdy 16c07 (GenBank Z43206) 170
CEP X SA DXZ1 (Xp11.1-q11.1) k. A.
#3 3p SG 3PTEL25 (D3S4559) 80
3q SO 3QTELO5 (D3S4560) 95
22q SG&SO MS607 (GenBank X58044), ACR, 22QTEL31 (D22S1726) 80
LSIBCR SA BCR (22q11.2) k. A.
#4 4p SG GS10K2/T7 145
4q SO AFM A224XH1 (D4S2930) 130
21q SG&SO \YN| yRM2029, S100B3, 21QTELOS, D21S1575, 170
(21QTELO07), D21S1146, HRMTIL
LSIAML1 SA AML1 (21922) k. A.
#5 5p SG C84C11/T3 191
5q SO GS3508/T7, 5QTEL70 105
#6 ©6p SG 6PTEL48 80
6q SO VIJ yRM2158, 6QTEL54 100
13q SG&SO  VIJ yRM2002 (D13S327) 75
LSI 13 SA RB1 (13q14) 220
#7  Tp SG VIJ yRM1185 (GenBank G31341) 60
79 SO VYJ yRM2000 (STS 200H), 7QTEL20 95
14q SG&SO  sts-X58399; SHGC-36156; sts-AA034492, telomeric IGHV 160
segments
#8 8p SG AFM 197XG5 (D8S508) 135
8q SO VIJ yRM2053 100
17p SG&SO  282M15/SP6 70
CEP 17 SA D1721 (17p11.1-q11.1) k. A.
#9 9p SG 305J7-T7 115
9q SO VIJ yRM2241 (D9S325) 95
17q SG&SO  AFM217yD10 (D17S928, GenBank Z23646) 160
CEP 17 SA D17Z21 (17p11.1-g11.1) k. A.
#10 10p SG 10PTEL006 (GenBank Z96139) 80
10q SO 10QTEL24 (D10S2490) 75
15q SG&SO  WI-5214 (D155963) 100
LSIPML SA PML (15g22) 180
#11 11p SG D11S2071 (GenBank U12896), 11PTELO3, VIJ yRM2209 110
11q SO VIJ yRM2072 160
18p SG&SO  VIJyRM2102 (D18S552) 160
CEP 18 SA D18Z1 (18p11.1-q11.1) k. A.
#12 12p SG 8M16/SP6 100
12q SO VIJ yRM2196 (GenBank 011838) 165
18q SG&SO VIJ yRM2050, 18QTEL11 (D18S1390), STSG193, 170
AFM254VD5, STS-F04195, TIGR-A008P37, stSG52963
CEP 18 SA D18Z1 (18p11.1-q11.1) k. A.

Tabelle A1: ,ToTelVysion™ Multi-color FISH“-Sondenliste, Lokalisation, Grée, Markierung und
Kombination der Sonden in den Hybridisierungsmixen. Die Abkirzungen SG, SO und SA stehen fir
die Fluorochrome SpectrumGreen, SpectrumOrange und SpectrumAqua. In diesem Set enthaltene
Sonden werden in aktualisierter Form unter http://www.vysis.com angegeben.
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Anhang

Sonden Fluoro- in der Sonde enthaltene Loci GroRe
chrom (kb)
#13 16p SG SHGC-15336, 16PTELO3  (D16S3399), 16PTELO5 110
(D16S3400), alpha globin gene cluster (HBZ, HBAZ2,
HBA1,HBQ)
16q SO 16QTELO013 (GenBank Z96319) 110
#14 19p SG 129F16/SP6 80
19q SO D19S238E 160
#15 20p SG 20PTEL18 (D20S1157) 160
20q SO 20QTEL14 140
Tabelle A1, Fortsetzung: ,ToTelVysion™ Multi-color FISH“-Sondenliste, Lokalisation, GrélRe,

Markierung und Kombination der Sonden in den Hybridisierungsmixen. Die Abkurzungen SG, SO und
SA stehen fir die Fluorochrome SpectrumGreen, SpectrumOrange und SpectrumAqua. In diesem Set
enthaltene Sonden werden in aktualisierter Form unter http://www.vysis.com angegeben. k. A. = keine

Angabe
Subtelomer- Klon- Distanz vom Telomer
region bezeichnung (in kb) Klon Typ
1p GS-62L8 200 PAC
1q GS-160H23 80 PAC
2p GS-892G20 330 PAC
2q RG-172113 240 BAC
3p GS-1186B18 450 PAC
3q 196F4 450 PAC
4p GS-36P21 73 PAC
4q GS-963K6 275-500 PAC
5p GS-24H17 unbekannt PAC
5q GS-240G13 245 PAC
6p GS-19615 300 PAC
69 GS-57H24 280 PAC
7p GS-164D18 255 PAC
7q GS-3K23 7 PAC
8p GS-77L23 250-450 BAC
8q GS-489D14 170 PAC
9 GS-43N6 600 PAC
9q GS-135117 65 BAC
10p GS-23B11 320 BAC
10q GS-137E24 270 PAC

Tabelle A2: Sonden des eigenen Subtelomer-Sondensets, Angaben nach Knight et al. (2000).

* nach UCSC (http://genome.ucsc.edu)



http://www.vysis.com/
http://genome.ucsc.edu/

Anhang

Subtelomer- Klon- Distanz vom Telomer

region bezeichnung (in kb) Klon Typ
11p GS-44H16 125 PAC
11q GS-770G7 65 PAC
12p GS-496A11 unbekannt PAC
12q GS-221K18 190 PAC
13q GS-163C9 170 PAC
14q GS-200D12 200 BAC
15q GS-154P1 300 PAC
16p GS-12114 160 PAC
16q GS-240G10 200 PAC
17p GS-202L17 60 PAC
179 GS-50C4 100-300 BAC
18p* 52M11 220 P1
18q GS-964M9 290 PAC
19p GS-546C11 250-500 PAC
19g* RP11-420P11 160 BAC
20p GS-1061L1 180 PAC
20q GS-81F12 50 PAC
21q GS-63H24 175 PAC
22q GS-99K24 120 PAC

XpYp GS-839D20 490 BAC

XqYq GS-225F6 100 BAC

Tabelle A2, Fortsetzung: Sonden des eigenen Subtelomer-Sondensets, Angaben nach Knight et al.
(2000). * nach UCSC (http://genome.ucsc.edu)
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Anhang

Chromosom | Chromosomenregion Klonbez. Sondenlange (bp)
2 2q36.3 RP11-457P23 201.175
2 2q37.1 RP11-263G22 108.710
2 2q37.2 RP11-84G18 190.384
2 2q37.3 RP11-4H21 168.862
2 2q37.3 RP11-15L18 168.331
2 2q37.3 RP11-622A18 153.468
2 2q37.3 RP11-556H17 175.992
5 5p15.32 RP11-531A21 192.707
5 5p15.2 RP11-308B16 172.929
5 5p15.1 RP11-1902 164.818
5 5p15.1/14.3 RP11-35A11 170.705
7 q36.1 RP5-1136G13 183.385
7 q36.2 RP11-422E4 151.197
7 q36.3 RP11-518112 205.316
7 q36.3 RP11-11B21 211.679
7 q36.3 RP11-35402 201.214
7 q36.3 RP4-708P22 133.029
11 11923.3 RP11-334E6 191.577
11 11924.1 RP11-81117 189.992
11 11924.2 RP11-417F7 172.081
11 11924.2 RP11-712D22 170.370
11 11924.2 RP11-673E11 180.820
11 11924.2 RP11-50B3 157.701
11 11924.2 RP11-712L6 159.564
11 11924.2 RP11-713C6 120.479
11 11925 RP11-678L3 186.914

Tabelle A3: Sonden zur Bruchpunktbestimmung. Angegeben sind Lokalisation, exakte Bezeichnung
und GréRe der Sonden. Angaben nach UCSC (http://genome.ucsc.edu), Version Juli 2003
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Anhang

Chromosom | Chromosomenregion Klonbez. Sondenlange (bp)
14 14932.2 RP11-433J8 197.688
14 14932.3/32.31 RP11-123M6 165.048
14 14932.31 RP11-909M7 200.539
14 14932.31 RP11-8L8 162.146
14 14932.31 RP11-1029J19 203.729
14 14932.32 RP11-661D19 168.623
14 14932.33 RP11-417P24 169.801
16 16q23.1 RP11-556H2 182.301
16 16923.3 RP11-483P21 181.390
16 16923.3/24.1 RP11-505K9 212.595
16 16924.1 RP11-517C16 213.463
16 16924.1 RP11-254F19 174.713
16 16924.1 RP11-477D3 172.469
16 16924.1 RP11-680G10 207.306
16 16924.1 RP11-410M9 unbekannt
22 22913.2/13.31 RP3-388M5 177.567
22 22q13.31 RP3-439F8 120.205
22 22q13.31 RP11-191L9 146.437
22 22913.32 RP11-262A13 128.154
22 22913.32 RP5-925J7 98.446
22 22913.33 RP1-34P24 105.356
22 22q13.33 RP1-170A21 176.946
22 22913.33 RP5-983L19 77.021
22 22q13.33 RP3-522J7 84.363
22 22q13.33 RP3-355C18 101.269

Tabelle A3: Sonden zur Bruchpunktbestimmung. Angegeben sind Lokalisation, exakte Bezeichnung

und GréRRe der Sonden. Angaben nach UCSC (http:/genome.ucsc.edu), Version Juli 2003




Anhang

Patient Schadel Hals/Thorax/ Extremi- Organfehl- Funktions-
Abdomen taten bildungen storungen
1 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0
4 FD HZ 0 G S
5 FD 0 0 0 0
6 FD 0 0 H 0
7 FD 0 0 0 0
8 FD 0 0 G 0
9 FD 0 0 0 S
10 FD, Mik 0 0 G,H 0
11 FD 0 0 G,H S
12 FD 0 0 0 0
13 0 0 0 0 Ho
14 0 0 0 0 0
15 FD, LKGS 0 0 0 0
16 0 0 0 0 0
17 FD 0 0 0 0
18 FD 0 0 0 0
19 FD, Mak 0 0 0 0
20 FD, Mik, GS 0 0 H 0
21 0 0 0 0 0
22 FD 0 0 UG 0
23 Mak 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0
25 FD, Mik 0 0 0 0
26 FD, Mik 0 0 UG S, H6
27 FD, Mik 0 0 H, UG S
28 FD 0 0 H, UG 0
29 FD 0 0 G, UG 0
30 FD, Mik, BZ 0 0 0 0
3 FD, Mak 0 0 0 S
32 FD, AZ 0 0 H, UG 0
33 FD, Mik, DZ 0 0 G 0
34 FD 0 0 H, UG 0
35 FD, Mik 0 0 0 0
36 FD 0 0 0 0
37 0 0 0 0 0
38 FD 0 0 G,H 0
39 FD, Mik 0 0 G, UG 0
40 0 0 0 0 0
41 FD 0 0 G S
42 FD 0 0 0 0
43 FD 0 0 0 0

Tabelle A4: Fehlbildungen, faziale Dysmorphien und Funktionsstérungen der einzelnen Patienten im
konsekutiven Untersuchungskollektiv

FD = faziale Dysmorphien, Mik = Mikrozephalie, Mak = Makrozephalie, LKGS = Lippen-Kiefer-
Gaumenspalte, GS = Gaumenspalte, BZ = Brachyzephalie, DZ = Dolichozephalie, AZ = Akrozephalie,
HZ = Halszyste, HD = Huiftdysplasie, TB = Trichterbrust, PD = Polydaktylie, Fu = FuBfehlbildung, G =
Gehirn, H = Herz, UG = Urogenitalsystem, Os = Osophagus, S = Sehen, Ho = Héren




Anhang

Patient Schadel Hals/Thorax/ | Extremi- Organfehl- Funktions-
Abdomen taten bildungen storungen

44 FD, Mik HD 0 H 0
45 FD 0 0 H S
46 FD, Mak 0 0 G, UG

47 FD 0 0 G S, H6
48 FD 0 0 0 0
49 FD, BZ TB 0 0 0
50 FD 0 0 H, UG 0
51 FD, BZ 0 0 0 0
52 FD 0 0 G S
53 FD, Mik 0 0 0 0
54 FD 0 0 G, H, UG 0
55 FD, GS 0 0 0 0
56 FD, Mak 0 0 G S, Ho
57 FD, Mik, LKGS 0 0 G, H, UG S
58 FD, Mik 0 0 G S
59 FD 0 0 0 S
60 FD, Mik 0 0 0 Ho6
61 FD, Mik, BZ 0 0 0 0
62 FD, Mik 0 0 0 S
63 Mik, BZ 0 0 H, UG 0
64 FD, Mik 0 0 G, UG S, Ho
65 FD 0 0 0 0
66 FD, Mak 0 PD 0 S
67 FD 0 0 0 0
68 FD 0 0 H Ho6
69 FD, Mik 0 0 Os 0
70 FD 0 0 H 0
71 0 0 0 0 0
72 FD, Mik, GS 0 0 H, UG S, Ho
73 FD 0 0 G 0
74 0 0 Fu H 0
75 0 0 0 0 0
76 FD 0 0 H S

Tabelle A4, Fortsetzung: Fehlbildungen, faziale Dysmorphien und Funktionsstdrungen der einzelnen
Patienten im konsekutiven Untersuchungskollektiv

FD = faziale Dysmorphien, Mik = Mikrozephalie, Mak = Makrozephalie, LKGS = Lippen-Kiefer-
Gaumenspalte, GS = Gaumenspalte, BZ = Brachyzephalie, DZ = Dolichozephalie, AZ = Akrozephalie,
HZ = Halszyste, HD = Huftdysplasie, TB = Trichterbrust, PD = Polydaktylie, Fu = Ful¥fehlbildung, G =
Gehirn, H = Herz, UG = Urogenitalsystem, Os = Osophagus, S = Sehen, H6 = Héren




Anhang

Patient | Familiaritat” | Dystrophie | Postnatale Wachs- | Faziale | Fehlbil- || Summe
tumsretardierung | Dysm. | dungen*
(1P°/2P°) (2 P°) Mik/Mak | Min/Ho | (je 1 P°) | (je 1 P°)
(1P°) (1P°)
1 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 2 1 3
5 0 0 0 0 2 0 2
6 0 0 0 0 2 1 3
7 0 0 0 0 2 1 3
8 1 2 0 0 2 1 6
9 0 0 0 0 2 1 3
10 0 0 1 0 2 2 5
1 0 2 0 0 2 2 6
12 0 0 0 0 2 1 3
13 1 0 0 0 0 0 1
14 1 0 0 1 0 0 2
15 0 0 0 1 2 1 4
16 0 0 0 0 0 0 0
17 0 2 0 0 2 0 4
18 0 0 0 0 2 0 2
19 0 0 1 0 2 0 3
20 0 0 1 1 2 1 5
21 0 0 0 1 0 0 1
22 0 0 0 0 2 1 3
23 1 0 1 0 0 0 2
24 1 0 1 0 0 0 2
25 1 0 1 0 2 1 5
26 0 2 1 1 2 0 6
27 2 2 1 0 2 2 9
28 0 0 0 0 2 1 3
29 0 0 0 1 2 2 5
30 0 2 1 1 2 0 6
31 0 0 1 1 2 0 4
32 0 0 0 1 2 1 4
33 0 0 1 1 2 0 4
34 0 0 0 0 2 2 4
35 0 0 0 0 2 0 2
36 0 0 0 0 2 0 2
37 0 0 0 0 0 0 0
38 0 0 0 1 2 1 4
39 0 2 1 1 2 1 7
40 0 0 0 0 0 0 0
41 0 0 0 0 2 1 3
42 0 0 0 0 2 0 2
Tabelle A5: Punktevergabe nach dem System von de Vries et al. (2001)
*Familiaritit: mendelnd = 1 Punkt, nicht-mendeind = 2 Punkte, *Fehlbildungen: beinhalten

Handanomalien, Herzfehler und Hypospadie; P° = Punkte, maximal 2 Punkte pro Kategorie;
Mik = Mikrozephalie, Mak = Makrozephalie, Min = Minderwuchs, Ho = Hochwuchs




Anhang

Patient | Familiaritat” | Dystrophie | Postnatale Wachs- | Faziale | Fehlbil- || Summe
tumsretardierung | Dysm. | dungen*
(1P°/2P°) (2 P°) Mik/Mak | Min/Ho | (je 1 P°) | (je 1 P°)
(1P°) (1P°)
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Tabelle A5, Fortsetzung: Punktevergabe nach dem System von de Vries et al. (2001)

*Familiaritit: mendelnd = 1 Punkt, nicht-mendeind = 2 Punkte, *Fehlbildungen: beinhalten
Handanomalien, Herzfehler und Hypospadie; P° = Punkte, maximal 2 Punkte pro Kategorie;

Mik = Mikrozephalie, Mak = Makrozephalie, Min = Minderwuchs, Ho = Hochwuchs
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