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1. Zusammenfassung

In den vergangenen Jahren konnte gezeigt werden, dass submikroskopische Chromosomen-
verdnderungen in der Nihe der Telomere eine hiufige Ursache fiir genetisch bedingte
Fehlbildungen und Krankheiten sind. Besonders bei geistig mittel bis schwer behinderten
Kindern ungeklarter Ursache wurden Aberrationen im Subtelomerbereich der Chromosomen
mit einer Haufigkeit von bis zu 7,4% nachgewiesen (KNIGHT et al 1999). Ein Screening der
Subtelomerregionen ist bislang allerdings eine sowohl methodisch als auch beziiglich der
erforderlichen Arbeitszeit aufwendige Untersuchung. Im Bemiihen um Kostenbegrenzung
wurde daher versucht, schirfere Kriterien aufzustellen, die eine solche Untersuchung
rechtfertigen. Die Arbeitsgruppe DE VRIES et al. (2001) hat eine solche Checkliste mit fiinf
Einschlusskriterien entwickelt, ndmlich 1. famililre geistige Behinderung, 2. prénatale
Wachstumsretardierung, 3. postnatale Wachstumsstorung, 4. faziale Dysmorphiezeichen, 5.

nicht-faziale Dysmorphiezeichen und Organfehlbildungen.

Nach diesen Kriterien haben auch wir unser Patientenkollektiv ausgewihlt. Es besteht aus 70
Sduglingen, Kleinkindern und Jugendlichen mit einer geistigen Behinderung ungeklirter
Ursache und mit unauffilligem GTG-gebidnderten Karyogramm (550-Bandenniveau). Wir
suchten mit drei unterschiedlichen auf Fluoreszenz-in-situ-Hybridierung (FISH) basierenden
Nachweisverfahren, nadmlich ,,SKY*“ (Applied Spectral Imaging Inc.), ,,Chromoprobe
Multiprobe T-System* (Cytocell Ltd.) und ,,Vysis ToTelVysion Multi-color DNA Probe
Mixtures* (Vysis Inc.), nach subtelomerischen Verdnderungen. In vier von 70 Fillen konnten
wir ein entsprechendes Rearrangement nachweisen. Das entspricht einer Priavalenz von 5,7%.
Falll: 46,XX,der(4)t(4;20)(p16;q13); Fall2: 46,XY,del(8)(p23); Fall3: 46,XY,7p+;7q-; Fall4:
46,XX, der(1),t(1;22)(p36;q13). In drei der vier Fille ergaben sich auch plausible Hinweise
fiir eine Genotyp-Phédnotyp-Korrelation der gefundenen Subtelomerverinderungen. Als
aussagekriftigste und einfachste der in dieser Arbeit verwandten Nachweismethoden, stellte

sich die FISH-Methode der Firma Vysis heraus.

Die Weiterentwicklung von Screeningmethoden fiir den Subtelomerbereich der
Chromosomen ist in Hinblick auf die hohe Privalenz struktureller Verdnderungen
gerechtfertigt und sinnvoll. Es ist allerdings anzunehmen, dass mittel- bis langfristig die
Weiterentwicklung der FISH-Analyse als molekulare Karyotypisierung auf Basis der Array-
Based Comparative Genomic Hybridisation (LUCITO et al, 2003, ISHKANIAN et al, 2004)

wegen ihre Robustheit, Einfachheit, Schnelligkeit, Sensitivitit, Automatisierbarkeit und einer
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theoretisch moglichen Auflosung bis auf Einzelnukleotidebene, die heute iiblichen
(Subtelomer-) Screeningverfahren ablosen wird. Dieses Verfahren stand zum Zeitpunkt der

hier durchgefiihrten Untersuchungen noch nicht zur Verfiigung.
Abstract

In the past years, research has shown that submicroscopic changes in proximity to the
telomeres of chromosomes frequently cause malformations and illnesses with a genetic
aetiology. Aberrations in the subtelomeric area of chromosomes in children with moderate to
severe mental retardation of unknown pathogenesis, have been shown to be at a frequency of
up to 7,4% (KNIGHT et al 1999). Screening of the subtelomeric regions, however, is until
now an elaborate as well as costly operation. In the interest of cost saving, an attempt has
been made to establish more specific criteria to justify such a screening. The research group
of DE VRIES et al. (2001) has established a checklist containing the following inclusion
criteria 1.) familial mental retardation, 2.) prenatal growth retardation, 3.) postnatal growth
retardation, 4.) facial signs of dysmorphism, 5.) non facial dysmorphism and organic

malformations.

We selected our patients according to these criteria. The sample consists of 70 infants,
children and adolescents with mental retardation of unknown aetiology and inconspicuous
GTG-banded karyogram (550 band level). We applied three different fluorescence-in-situ-
hybridisation (FISH) based methods, ,,SKY* (Applied Spectral Imaging Inc.), ,,Chromoprobe
Multiprobe T-System* (Cytocell Ltd.) and ,,Vysis ToTelVysion Multi-color DNA Probe
Mixtures* (Vysis Inc.), in order to detect subtelomeric changes. In 4 of 70 cases we were able
to show a chromosomal rearrangement. This corresponds with a prevalence of 5, 7%.

Case 1: 46,XX,der(4)t(4;20)(p16;q13); Case 2: 46,XY,del(8)(p23); Case 3: 46,XY,7p+;7q-;
Case 4: 46,XX, der(1),t(1;22)(p36;q13). In 3 of the 4 cases there were plausible genotype-
phenotype correlations of the shown subtelomeric changes. The FISH method of Vysis

company was found to be the simplest and most valid method in this study.

Further development of screening methods for the subtelomeric region is important and
justified in light of the high prevalence of structural changes in chromosomes. It is to be
expected that middle to long term development of the FISH analysis as molecular karyotyping
on the basis of Array-Based Comparative Genomic Hybridisation, due to its robust nature,
simplicity, sensitivity, chance for automatization and a theoretically possible resolution down
to single nucleotides, will eventually eliminate current subtelomeric screenings methods. This

method was not yet available at the time of this study.
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2. Einleitung

2.1 Geistige Behinderung (Mentale Retardierung)

Die Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fiir Neuropiddiatrie (2001) definieren geistige

Behinderung (mentale Retardierung) als Verzégerung der geistigen Entwicklung, welche sich

in einem Riickstand von kognitiven, sprachlichen und sozialen Fihigkeiten dufert. Geistige

Entwicklung vollzieht sich in stetem Wechselspiel zwischen genetisch-konstitutionellen und

umweltabhéngigen sowie sozialen Faktoren. Geistige Behinderung resultiert hdufig in einer

geistigen Behinderung mit Minderung von Intelligenzleistung und sozialen Fihigkeiten (IQ
unterhalb der Normvariation). Man unterscheidet nach der ICD-10 Klassifikation psychischer

Storungen (Weltgesundheitsorganisation kurz WHO, 2001) Lernbehinderung (IQ 85-70),

leichte (IQ 69-50), miBige (IQ 49-35), schwere (IQ 34-20) und schwerste (1Q<20)

Intelligenzminderung. Die geistige Behinderung im Sinne einer Storung der priméren

geistigen Entwicklung ist abzugrenzen von der Demenz, bei welcher bereits erworbene

kognitive und soziale Fihigkeiten in Folge eines Krankheitsprozesses verloren gehen. Ziel der

Diagnostik bei unklarer geistiger Behinderung sollte zunéchst die Bestimmung des kindlichen

Entwicklungsstandes in verschiedenen Funktionsbereichen (Kognition, Sprache, Motorik,

Wahrnehmungsverarbeitung, soziale Adaptation etc) sein. Dies ist klassischerweise das

Aufgabengebiet der Pidiater/Neuropidiater. Daraufhin folgt die Klirung der Atiologie und

Pathogenese der Entwicklungsverzogerung. Nach den Leitlinien der Deutschen Gesellschaft

fiir Neuropéadiatrie (2001) ist hdufig schon nach Erhebung der ausfiihrlichen Anamnese und

des klinischen Befundes eine zureichende Stellungnahme moglich. Die Anamnese besteht aus
den folgenden vier Séulen:

1) Familienanamnese: Stammbaumanalyse iiber mindestens drei Generationen.

2) Anamnese von Schwangerschaft, Geburt, und ersten Lebensmonaten:
Schwangerschaftskomplikationen, Medikamenten- und Drogenexposition, préinatale
Dystrophie und Mikrozephalie, extreme Friihgeburt, ausgeprigte perinatale Asphyxie,
schwere neonatale Komplikationen.

3) Entwicklungsanamnese: Rekonstruktion des Entwicklungsverlaufes.

4) Aktuelle Anamnese: Fidhigkeiten und Fertigkeiten des Kindes, Sozialverhalten,

korperliche Befindlichkeit, Erkrankungen.
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Bei der Erhebung des klinischen Befundes ist das Vorgehen jeweils dem Entwicklungsstand

des Kindes anzupassen. Hiufig sind wiederholte Untersuchungen nétig, um den Einflufl

situativer Faktoren und die Entwicklungdynamik zu beurteilen. Die klinische Untersuchung
besteht aus den drei Séulen:

1) (Neuro)pédiatrische und kinderpsychiatrische Untersuchung: Anthropometrische Daten
incl. Kopfumfang. GroB3e und kleine phénotypische Besonderheiten, Dokumentation nach
Qualitdt und Quantitdt. Internistisch-pédiatrischer Befund. Neurologischer Befund.
Kontaktverhalten, Reaktionsfdahigkeit, Aufmerksamkeit, Konzentration, Anweisungs-
verstdandnis, Sprache (Verstdndnis, Produktion) und affektive Reaktionen.

2) Weitere fachdrztliche Untersuchungen z.B. zum Ausschlufl/Nachweis von Hor- und
Sehstorungen.

3) Entwicklungsdiagnostik: Entwicklungstests (z.B. Miinchner Funktionelle Entwicklungs-
diagnostik), Erfassung spezifischer Funktionen (z.B. Intelligenzleistung, sprachliche

Fahigkeiten) und Motodiagnostik zur Beurteilung grob- und feinmotorischer Fahigkeiten.

Nach der Anamneseerhebung und der Erhebung des klinischen Befundes wird eine
Verdachtsdiagnose (mit eventuell zu bedenkenden Differentialdiagnosen) beziiglich der
Atiologie der geistigen Behinderung erstellt. Eine gute Ubersicht zu moglichen Atiologien

bietet die Tabelle 2.1.

Tabelle 2.1 (BRUNNHUBER et al, 2004)

Priinatal entstandene 1) Genetisch bedingt | #.B. durch Chromsomen-
anomalien wie partielle
el Trisomien/Monosomien,
Gonosomale Aberrationen,
Mikrodeletionssyndrome etc
2) Exogen verursacht
z.B. durch Infektionen (z.B.
Roteln) oder toxisch z.B.

durch Alkohol oder Strahlen

Perinatal entstandene Geburtstraumata z.B. durch Sauerstoffmangel oder

Frithgeburt
Formen :
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Postnatal entstandene Schiiden z.B. durch Schidel-Hirn-

[l Traumata, Entziindungen und

Tumoren in den ersten

Lebenswochen und -monaten

Unter den geistigen Behinderungen ist die leichte Intelligenzminderung mit 80% am
hiufigsten vertreten. Es folgen die mittelgradige Intelligenzminderung mit ca. 12%, die
schwere Intelligenzminderung mit ca. 7% und die schwerste Intelligenzminderung mit
weniger als 1% (BRUNNHUBER et al, 2004). In epidemiologischen Studien liegt der Anteil
der geistig Behinderten in der deutschen Gesamtbevolkerung bei etwa 2-3% (fiir Kinder und
Jugendliche differenziert nach Geschlechtern: 5,4% bei den Jungen und 2,9% beiden
Midchen). Trotz des medizinischen Fortschrittes ist die Atiologie bei ca. 50% der von
geistiger Behinderung betroffenen nicht bekannt (BRUNNHUBER et al, 2004). Die
Epidemiologie der deutschen Daten deckt sich mit derer internationaler Daten. Diverse
internationale Arbeitsgruppen (u.a. HAGBERG et al, 1981; LAMONT et al, 1988; BUNDEY
et al 1989 und FLINT et al, 1995) stellten ebenfalls fest, dass die geistige Behinderung eine
hdufige Erkrankung darstellt (betroffen sind auch im internationalen Durchschnitt ca. 3% der
Bevolkerung). Bei den ca. 50% étiologisch sicher abgeklirten Patienten liegt die Ursache von
ca. 40% der schwergradigen Intelligenzminderungen und von ca. 10-20% der leichtergradigen
Intelligenzminderungen einerseits in numerischen Chromosomenanomalien, welche sich
durch Abweichen der Anzahl der Chromosomen vom normalen diploiden Chromosomensatz
erkennen lassen, andererseits in strukturellen Chromosomenanomalien, die zum Teil durch
die zytogenetische Diagnostik mit GTG-gebidnderten Karyogrammen (550-Bandenniveau)
erkannt werden konnen (FLINT et al, 1995; KNIGHT et al, 1999 und 2000).

In den vergangenen Jahren kam die Hypothese auf, dass von den 50% der chromosomal nicht
erkennbaren Patienten wiederum zwischen 0% und 23%, im Durchschnitt 5,8%
(BIESECKER et al, 2002; WALTER et al, 2004), strukturelle Verdnderungen im
subtelomerischen bzw. telomerischen Bereich aufweisen, welche mit der zytogenetischen
Routinediagnostik nicht erfasst werden kann. Die hohe Diskrepanz der genannten Privalenzen
(zwischen 0% und 23%) wird im Rahmen des Diskussionsabschnittes dieser Arbeit detailliert

thematisiert (siehe ab S. 80).
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2.2 Subtelomerregion

Anhand des Aufbaus dieses abstrahierten Chromosoms wird folgend der Begriff der

Subtelomerregion erldutert.

Abb. 2.1

4 Zentromer Telomer
| I—|
3-20 kb
| ]
N 100-300 kb
Chromosomenpezifische
1 paa ] Telomer (TTAGGG)n
OO Proximale, spezifische B Distale, unspezifische
Subtelomer-DNA-Sequenzen Subtelomer-DNA-Sequenzen

Die Enden der Eukaryonten-Chromosomen bestehen aus einem drei bis zwanzig Kilobasen
langem Abschnitt aus TG-reicher repetitiver DNA (im Schaubild gelb), an den sich zunichst
relativ unspezifische, distale (ebenfalls repetetive) DNA Sequenzen (im Schaubild blau) und
dann relativ spezifische, proximale DNA Sequenzen (im Schaubild orange Punkte)
anschliessen. Das Telomer eines Chromosoms im eigentlichen Sinne ist der TG-reiche,
»gelbe Abschnitt des Chromosoms. Bei Verlust dieses Abschnittes kommt es zu einem
zunehmenden enzymatischen Abbau der Chromosomenenden und daraus resultierend zu einer
Verkiirzung der Lebensdauer der Zelle. Des Weiteren wird das Telomer benétigt, um eine
komplette Replikation der DNA zu gewihrleisten. Bei einer unvollstindigen DNA-
Replikation in der S-Phase der Meiose kann es gegebenenfalls zu genetisch defekten
Tochterzellen kommen. Dies stellt damit einen limitierenden Faktor beziiglich der
Lebensdauer der Tochterzellen dar (KNIGHT et al, 2000). Kommt es beispielsweise zum
Verlust dieser telomerspezifischen Region, sind hdufig auch die, wie oben beschriebenen, sich
unmittelbar anschlieBenden distalen (im Schaubild blau) und proximalen (im Schaubild
orange Punkte) DNA Sequenzen mitbetroffen (die sogenannte Subtelomerregion). Diese
Tatsache kann man sich aus genetischer Sicht zu Nutze machen, denn der gezielte Nachweis
des ,,isolierten* Telomerverlustes ist in der Praxis zwar moglich, hat aber zwei Nachteile.

Zum Einen ist der Nachweis verhéltnismiBig schwierig, da sich der Abschnitt aus TG-reicher
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repetetiver DNA in allen Chromosomen sehr dhnelt und somit nicht sehr spezifisch fiir ein
bestimmtes Chromosomenende ist, und zum Anderen enthilt die reine Telomerregion keine
Gene, so dass die Aussagekraft eines isolierten Telomerverlustes an sich schon an Bedeutung
verliert. Die proximale DNA Sequenz der Subtelomerregion dagegen ist spezifisch fiir jedes
einzelne Chromosom, enthilt dicht gepackte genetische Informationen, und kann daher gut
nachgewiesen werden.

Man spricht in der Humangenetik bei morphologischen Abweichungen einzelner
Chromosomen (wie z.B. bei Verlust von Telomerregionen bzw. Subtelomerregionen) von
sogenannten strukturellen Chromosomenaberrationen. Diese strukturellen
Chromosomenabberationen kénnen wiederum in mikroskopisch erkennbare (durch GTG 550
Binderung) und submikroskopische erkennbare (durch Subtelomer-Analyse) Gruppen
unterschieden werden. Im Gegensatz dazu stehen die numerischen
Chromosomenaberrationen, bei denen die Zahl der Chromosomen vom normalen diploiden
Chromosomensatz abweichen (z.B. Trisomie 21 oder Ullrich-Turner-Syndrom (Karyotyp
45,X0)). Relevant fiir diese Arbeit ist die Gruppe der strukturellen (insbesondere der
submikroskopischen) Chromosomenaberrationen. Beispiele dafiir sind unter anderem
Translokationen, worunter man Anderungen von Chromosomensegmenten innerhalb eines
Karyotyps versteht. Auch die Deletion, d.h. der Verlust eines Teils eines Chromosoms und
die Inversion, d.h. die Drehung eines Chromosomenstiickes innerhalb eines Chromosoms um
180°, sind weitere Beispiele fiir strukturelle Chromosomenaberrationen (BUSELMAIER et al,
1991). Um die strukturellen Chromosomenaberrationen, die in unserem Fall die
Subtelomerregion betrafen, darstellen und nachweisen zu konnen, entwickelten im Verlauf
der vergangenen zehn Jahre verschiedene Arbeitsgruppen vielversprechende Methoden. Wir
entschieden uns in unserer Arbeitsgruppe fiir insgesamt drei Methoden, welche auf dem
Prinzip der Fluoreszenz-in-Situ-Hybridisierung (kurz FISH) basieren und an dieser Stelle nur

kurz, aber im Methodenteil ausfiihrlich beschrieben werden.

2.3 Molekular-zytogenetische Verfahren

Befassten sich die methodischen Entwicklungen der Zytogenetik in den 60er Jahren noch mit
Chromosomenpriparationen und im Anfertigen von Ubersichtsfirbungen, so wurde in den
70iger Jahre Chromosomen-Bénderungstechniken eingefiihrt, die durch ihre stetige
Weiterentwicklung in den 80iger Jahren in hochauflésenden Bianderungsverfahren endeten.

Die Verbindung von molekularen und zytogenetischen Methoden in Form der Fluoreszenz- in
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situ —Hybridisierung (FISH) fiihrte schlielich Mitte der achtziger Jahre zur Entwicklung der
molekularen Zytogenetik und damit zu einem wesentlichen Fortschritt in der
Chromosomendiagnostik.

Die Chromosomen-Bidnderung ist ein rein zytologisches Verfahren, dessen Auflosung
weitgehend von der Qualitit der jeweiligen Chromosomenpriparation abhéngt. Im Gegensatz
dazu verbindet die in-situ Hybridisierung, durch die direkte Visualisierung bereits molekular
charakterisierter DNA-Abschnitte, in zelluldren Priparaten zytologische und molekulare
Informationen. Die Auflosungsgrenze ist dabei nicht nur von der Chromosomen-Priparation,
d.h. der Lidnge der Chromosomen, sondern auch von den Eigenschaften der
Hybridisierungssonden, wie Linge und genomische Distanz zu anderen Markern, abhingig.
Die Fluoreszenz -in situ- Hybridisierung ist aufgrund der hohen Sensitivitit, der rdumlichen
Auflosung der Signale und der Moglichkeit, verschiedene Sonden zu kombinieren und
differentiell in zelluldren Prdparaten nachzuweisen, in zunehmendem Mafle angewendet
worden. Gerade in der Diagnose chromosomaler Aberrationen ist sie von grof3er Bedeutung.
Grundlage der FISH bildet die 1969 von Gall und Pardue entwickelte Technik der in-situ
Hybridisierung (ISH), die zunidchst nur den Nachweis und die Lokalisierung von radioaktiv
markierten DNA-Sequenzen ermdoglichte. Die urspriinglich verwendeten radioaktiv
markierten Nukleotide wurden schlieflich immer mehr durch den Einsatz von Fluoreszenz-
markierten Nukleotiden verdridngt. Hierbei finden neben der indirekten Markierung mit den
Haptenen Biotin, Digoxigenin und Estradiol, auch direkt Fluorochrom-gekoppelte Nukleotide
Verwendung (vgl. S.16). Der Einsatz fluoreszierender Farbstoffe beschleunigt das Verfahren
und liefert zugleich eine Verbesserung des Auflosungsvermogens.

Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung ist eine effektive Methode, um DNA-Sequenzen in
Chromosomen oder Interphasezellkernen mikroskopisch nachzuweisen. Das Prinzip der FISH
besteht in der Hybridisierung, also der sequenzspezifischen Doppelstrangbildung zwischen
einzelstringigen, fluoreszenzmarkierten DNA-Sequenzen (Sonden) mit der zu Einzelstringen
denaturierten DNA der zu untersuchenden Zellen. Die in dieser Arbeit verwandten
Nachweismethoden (SKY, Applied Spectral Imaging Inc.; Chromoprobe Multiprobe T-
System, Cytocell Ltd.; Vysis ToTelVysion Multi-color DNA Probe Mixtures, Vysis Inc.)
basieren alle auf dem Prinzip der Fluoreszenz-in-Situ-Hybridisierung. SKY, eine 24-Farben-
FISH-Technik, ermoéglicht die simultane Darstellung aller menschlicher Chromosomen in
verschiedenen Falsch-Farben. Dies ist die einzige der drei verwandten Methoden, mit der
nicht nur die Subtelomerregionen, sondern jeweils die gesamten Chromosomen mit Sonden

(Painting probes) nachgewiesen werden konnten. Bei dem Chromoprobe Multiprobe-T
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System (CYTOCELL) und den Vysis ToTelVysion Multi-color DNA Probe Mixtures handelt
es sich jeweils um einen Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungskit, der die gleichzeitige
Hybridisierung der Subtelomerregionen aller 24 menschlichen Chromosomen mit
direktmarkierten subtelomerspezifischen Sonden moglich macht. Mit diesen drei FISH-
Methoden untersuchten wir ein Patientenkollektiv von 70 Kindern und Jugendlichen mit
unauffilligem GTG-gebidnderten Karyogramm (550-Bandenniveau) und einer geistigen

Behinderung auf die im Folgenden dargestellten Fragestellungen hin.

2.4 Eigene Fragestellungen:

Aus den vorangehenden Ausfiihrungen und im Rahmen dieser prospektiven Studie ergaben
sich eine Reihe interessanter Fragestellungen. Im Einzelnen wurden Untersuchungen zu

folgenden Fragen durchgefiihrt:

1) Wie hiufig finden sich Subtelomerverdnderungen in unserem Patientenkollektiv unter
Anwendung der Checkliste von de Vries und Mitarbeitern (DE VRIES et al, 2001)?
Und wie kann man sich die grole Diskrepanz der Privalenzen (0 bis 23%) zwischen den

verschiedenen Arbeitsgruppen erkldren?

2) Welche der vier angewendeten Methoden (1) konventionelle Zytogenetik, (2) Spectral
Karyotyping ,,SKY*, (3) Chromoprobe Muliprobe T-System und (4) ToTelVysionMulti-
color DNA Probe Panel, ist am informativsten beziiglich des Nachweises von

Subtelomerverdnderungen?

3) Lassen sich charakteristische Symptomkombinationen bzw. Syndrome einer bestimmten
subtelomerischen Chromosomenaberration zuordnen und sich damit eine Genotyp-

Phénotyp-Korrelation nachweisen?
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3. Material und Methoden

3.1 Untersuchungsmaterial

Das Patientenkollektiv bestand aus 70 Sduglingen, Kleinkindern und Jugendlichen mit einer
geistigen Behinderung (mentaler Retardierung) ungeklérter Ursache und mit unauffilligem
GTG-gebidnderten Karyogramm (550-Bandenniveau). Die Verteilung der Geschlechter
innerhalb des Patientenkollektivs war relativ ausgeglichen. Von den 70 Patienten waren 39
weiblichen und 31 ménnlichen Geschlechts. Der/die jiingste Patient/in zum Zeitpunkt der
Untersuchung war 6 Monate alt und der/die dlteste 18 Jahre alt.

Zusitzlich war mindestens eines der fiinf Einschlusskriterien nach der Checkliste von De

Vries und Mitarbeitern (DE VRIES et al., 2001) vorhanden.

Die fiinf Einschlusskriterien:

1) Familidre geistige Behinderung

2) Prinatale Wachstumsretardierung

3) Postnatale Wachstumsstdrungen

4) Mindestens zwei faziale Dysmorphiezeichen

5) Eine oder mehrere nicht-faziale Dysmorphiezeichen oder angeborene Anomalien

(wie z.B. Organfehlbildungen)

Zur besseren Quantifizierung der vorhandenen Einschlusskriterien und zur iibersichtlicheren
Vergleichbarkeit der einzelnen Patienten, teilten wir jedem Patienten pro vorhandenem
Einschlusskriterium eine festgelegte Punktzahl zu. Die Punkteverteilung erfolgte nach einer,
auf der folgenden Seite befindlichen, Punktetabelle (siehe S.11). Pro Einschlusskriterium (je
nach Stirke der Auspriagung) wurden ein oder zwei Punkte zugeteilt. Im Falle eines
Vorhandenseins aller fiinf Einschlusskriterien und deren maximaler Auspriagung, hétte sich
somit eine Punktzahl von zehn Punkten ergeben. Im Durchschnitt erreichten unsere 70

Patienten 4,6 Punkte.
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Die Punkteverteilung erfolgte nach folgendem Schema:

Punktetabelle 3.1

Einschlusskriterium Punkte
Zu 1) Mendel” scher Erbgang 1
Nicht-Mendel” scher Erbgang 2
Zu 2) jede Form der prinatalen Wachstumsretardierung 2
Zu 3) fiir jedes der folgenden Symptome 1 Punkt (max 2) max. 2

Mikrozephalus (1)  Kleinwuchs (1)
Makrozephalus (1)  Hochwuchs (1)

Zu 4) zwei oder mehr faziale Dysmorphiezeichen 2
Hypertelorismus nasale Anomalien Ohranomalien
Zu 5) fiir jedes der folgenden Symptome 1 Punkt (max 2) max. 2

Handanomalien (1) Herzfehlbildung (1) Hypospadie +/- Hodenhochstand bei Jungen (1)
analog intersexuelles Genital bei Méddchen (1)

Im Uberblick gibt das folgende Balkendiagramm die prozentuale Hiufigkeit eines jeden
Einschlusskriteriums bezogen auf das gesamte Patientenkollektiv wieder. Da die geistige
Behinderung die Grundvoraussetzung fiir die Aufnahme in diese Studie war, wurde sie
zusitzlich zu den 5 Einschlusskriterien in das Diagramm aufgenommen und hatte damit

logischerweise eine prozentuale Hiufigkeit von 100%.

Balkendiagramm 3.1

W Familiaritat

W Pranatale
Wachstumsretardierung

O Postnatale
Wachstumsretardierung

O Faziale Dysmorphien 75,7%

@ Non-Faziale Dysmorphien

0 20 40 60 80 100 %
m Geistige Behinderung
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Das Patientenkollektiv war durch die Arzte der Genetischen Beratungsstelle am Institut fiir
Humangenetik der Universitit des Saarlandes in Zusammenarbeit mit den Arzten der
Kinderklinik der Universitdt des Saarlandes ausgewéhlt worden. Samtliche Patienten bzw.
deren Erziehungsberechtigte waren mit der Aufnahme in diese Studie einverstanden. Nach
einer eingehenden korperlichen Untersuchung des jeweiligen Patienten durch die Arzte des
Institutes fiir Humangenetik der Universitét des Saarlandes, wurde unter sterilen Bedingungen
pro Patient ca. 5ml Venenblut entnommen. 0,8ml dieses heparinisierten Blutes wurden
verwendet, um Lymphozyten-Kurzzeitkulturen zur Gewinnung von Metaphasepriparaten

herzustellen. Das genaue Protokoll ist unter Punkt 3.2.1 nachzulesen.

Bei siamtlichen auffilligen Befunden untersuchten wir, sofern die Moglichkeit gegeben war,
zusitzlich die Chromosomensidtze der Eltern. Auf diese Weise konnte eine de-novo
Entstehung oder eine Familiaritidt der chromosomalen Verdnderung unterschieden werden.

Lediglich in einem Fall war dies aus privaten Griinden der Eltern nicht moglich.
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3.2 Methoden

3.2.1 Chromosomenpriparation aus Vollblut

Protokoll:

Es werden 8ml Nihrmedium (RPMI) komplettiert mit 10% FCS und 1%
Penicillin/Streptomycin steril in ein Falcongefidl eingefiillt. Dann werden 0,2 bis 0,4ml
Phytohdamagglutinin steril hinzu gegeben und alles wird durchmischt. Das Gemisch 146t man
im Gefal auf Raumtemperatur akklimatisieren. Man benétigt pro Kultur 0,8ml steril
gewonnenes Heparin-Vollblut und vermischt diese vorsichtig miteinander. Die Kulturen
sollen bei 37°C im Brutschrank fiir 48 bis maximal 96 Stunden inkubieren. Das Optimum
liegt bei 72 Stunden. Zum Abbrechen des Zellwachstums und zur Anreicherung der
Metaphase-Zellen werden zu jeder Kultur 200l sterile Colcemid-Losung (10pg/ml) hinzu
gegeben, durchmischt und weitere 20 bis 40 Minuten bei 37°C inkubiert. Wihrenddessen
wiarmt man 1x PBS-Losung und 0,4% KCI-Losung auf 37°C vor. Danach wird Methanol und
Eisessig im Verhiltnis von 3:1 gemischt und bei —-20°C auf <0°C vorgekiihlt. Nach
Uberfithrung der Kulturen in ein Zentrifugenspitzrohrchen werden diese bei 800 bis 1000 rpm
fiir 10 Minuten abzentrifugiert. Den Uberstand saugt man bis auf einen kleinen Rest (ca. 1ml)
ab, iiberschichtet das Pellet mit 8ml warmer PBS-Losung und resuspendiert. Die hypotone
Losung 146t die Zellen anschwellen, erleichtert das ,,Entwirren der Chromosomen, verbessert
die Spreitung und damit die Priparation. Wiederum werden die Kulturen fiir 10 Minuten bei
800 bis 1000 rpm abzentrifugiert und der Uberstand bis auf einen kleinen Rest abgesaugt. Die
Zellen werden nun im Restvolumen vorsichtig resuspendiert. Das Methanol-Eisessig-Fixans
wird tropfenweise hinzugeben und dabei werden die Zellen stindig resuspendiert. Eine
Luftblasenbildung sollte dabei weitestgehend vermieden werden. Die Zellen werden dann im
kalten Fixans fiir ca. 30 Minuten inkubiert. Nach jeweiliger Zentrifugation wird die Fixierung
3 bis 4 mal wiederholt, bis das Pellet kompakt und hell erscheint. Je nach Versuchsprotokoll
wird von diesem Schritt an unterschiedlich mit der Suspension weitergearbeitet.

Die Zellen fiir die Verwendung fiir SKY werden mit Hilfe einer Kolbenpipette und in ca.
15ul-Volumina  aus einer Hohe von wenigen Zentimetern auf fettfrei gewaschene
Objekttrager aufgetropft. Da die Luftfeuchtigkeit im Raum einen groBen Einfluff auf die
Praparatequalitit hat, kann das Unterlegen eines angefeuchteten Schwammtuches wéhrend

des Auftropfens von Vorteil sein und die Spreitung der Chromosomen optimieren. Die
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Préaparate trocknen in der Folge an der Luft und werden anschlieBend im Phasenkontrast
begutachtet.

Bei der Verwendung fiir das Chromoprobe Multiprobe-T-System werden die Zellen in 2ul-
Volumina in die 24 vorgesehenen Quadrate des kommerziell gelieferten und durch Methanol
gereinigten Objekttrigers getropft (genaueres siehe unter Punkt 3.2.2.2).

Im Falle des Vysis ToTelVysion Multi-color DNA Probe Mixtures werden auf drei
gewaschene Objekttriger (fiir den Fall, dass alle 24 Chromosomen untersucht werden sollen)

jeweils 5 Tropfen a Syl Zellsuspension getropft (genaueres siehe unter Punkt 3.2.2.3).

G- Binderung von Chromosomen:

Die Chromosomenpréparate werden in einer Losung von 0,04% Trypsin in PBS-Pufferlosung
20-40 Sekunden inkubiert, durch eine aufsteigende Alkoholreihe gezogen und in einer
8%igen Giemsalosung etwa 10 Minuten gefidrbt. Ist die Differenzierung der Banden
unzureichend, kann das Prédparat in 70% Ethanol entfirbt und der Vorgang wiederholt

werden.
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3.2.2 Prinzip FISH (Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung)

Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung ist eine Methode, um spezifische DNA-Sequenzen ab
einer Linge von >1 kbp in Chromosomen oder Interphasezellkernen mikroskopisch
nachzuweisen. Das Prinzip der FISH besteht in der Hybridisierung, also der
sequenzspezifischen Doppelstrangbildung einzelstringiger, fluoreszenzmarkierter DNA-
Sequenzen (Sonden) mit der zu Einzelstringen denaturierten DNA der zu untersuchenden
Zellen. Bei der Sonden-DNA handelt es sich zumeist um rekombinante, z.B. in
Bakterienplasmiden vermehrte, menschliche DNA von bis zu 30 kbp. Sie wird in Stiicke einer
Linge von optimalerweise 100-300 Basen zerschnitten. Kiirzere Sonden bilden nicht so
stabile Nucleinsdurepaare, lingere Sonden (insbesondere solche, die grofler als 1 kbp sind)
dringen dagegen unter Umstidnden nur schlecht in das Gewebe ein (LEITSCH A.R., In situ-
Hybridisierung, Spektrum 1994). Fluoreszenzmarkiert bedeutet, dass die Sonden
mikroskopisch nachgewiesen werden, indem man die Fluoreszenzfarbstoffe mit Licht der
entsprechenden Wellenldnge anregt und die ausgestrahlte Fluoreszenz (emittiertes Licht) mit
geeigneten Lichtfiltern einfingt und dokumentiert. In-situ bedeutet, dass die Hybridisierung
direkt im biologischen Priparat, also am Schnitt oder in diesem Fall direkt an den priparierten
Chromosomen, erfolgt. Die in dieser Arbeit verwandten Nachweismethoden (SKY, Applied
Spectral Imaging Inc.; Chromoprobe Multiprobe T-System, Cytocell Ltd.; Vysis ToTelVysion
Multi-color DNA Probe Mixtures, Vysis Inc.) basieren alle auf dem Prinzip der Fluoreszenz-

in-Situ-Hybridisierung.

Schematischer Uberblick iiber den Ablauf der in-Situ-Hybridisierung:

(nach In situ-Hybridisierung; A.R.Leitsch; Spektrum Akademischer Verlag)

1) Herstellung von Metaphase- 2) Markierung der Sonde
Chromosomen-Préparaten

| |

3) Denaturierung von Sonde und Priparat

v

4) Hybridisierung

v

5) Waschen

v

6) Nachweis

v

7) mikroskopische Darstellung
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Zu 1) Herstellung von Metaphasenchromosomen-Priparaten:

Prinzipiell sind alle Suspensionskulturen geeignet, die sich teilende Zellen enthalten, wie z.B.
kurzzeitig kultivierte Blutzellen. Ein ausfiihrliches Protokoll zur Prédparation der Blutkultur
befindet sich unter Punkt 3.2.1. Es handelt sich im Prinzip um Auftropfpréaparate, bei denen
durch eine vorherige Colcemidbehandlung die Zahl der Metaphasezellen erhoht und durch
die Behandlung mit einer hypotonen Losung die Spreitung der Chromosomen verbessert
werden.

In manchen Protokollen wird eine Vorbehandlung des Materials empfohlen, um eine
Verbesserung des Hybridisierungsergebnisses zu erlangen. Mit der Hilfe von RNAse wird
storend wirkende einzelstrangige RNA abgebaut und damit eine unspezifische Hybridisierung
der Sonde weitgehend vermieden. Eine weitere Moglichkeit zur Ergebnisverbesserung bietet
die sogenannte Permeabilisierung. Durch die Inkubation mit dem proteinabbauenden Enzym
Pepsin werden die Zellmembranen fiir Sonden und Losungen besser durchldssig. Diese
Vorbehandlungen sind fester Bestandteil des Protokolls fiir SKY. Fiir das Protokoll der Vysis
ToTelVysion Multi-color DNA Probe Mixtures, wird lediglich die Pepsinbehandlung
empfohlen. Beim Chromoprobe Multiprobe T-System dagegen wird keine Vorbehandlung
gefordert.

Zu 2) Markierung der Sonde:

Bei der FISH-Technik unterscheidet man eine direkte und eine indirekten Markierung der
gewiinschten DNA-Sequenz. Markermolekiile (zum Beispiel Biotin, Digoxigenin,
Fluoreszenzfarbstoffe wie FITC=Fluorescein-Isothiocyanat oder Texas Red) werden dabei in
Form von modifizierten Nucleotiden enzymatisch in DNA oder RNA eingebaut. Bei der
direkten Markierung (z.B. beim Chromoprobe Multiprobe T-System) kann die Markierung
der Nucleinsdure unmittelbar in Anschlufl an die in situ-Hybridisierung detektiert werden.
Das Markermolekiil ist in diesem Fall einer der Fluoreszenzfarbstoffe selbst (z.B.
FITC=Fluorescein-Isothiocyanat oder Texas Red). Bei der indirekten Markierung (zum Teil
bei SKY) konnen die in die Sonde eingebauten Markermolekiile nicht ohne weiteres sichtbar
gemacht werden. Erst ein zweites sogenanntes Reportermolekiil, das sich an die Markierung
heftet, ermoglicht dann die Lokalisierung der Hybridisierungsstelle. Biotin und Digoxigenin
gehoren zu den gebrduchlichen Linkermolkiilen. Biotinmarkierte Sonden beispielsweise
konnen durch die stufenweise Kopplung der Reportermolekiile Avidin-FITC, biotinylierter

Anti-Avidin-Antikorper und nochmals Avidin-FITC verstéarkt werden.
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Die Markermolekiile selber konnen, wie schon erwihnt, in Form von modifizierten
Nucleotiden enzymatisch in DNA-Sequenzen mittels DNA-Markierungsreaktionen (z.B. PCR
oder Nick-Translation) eingebaut werden. Im Falle der drei Nachweismethoden dieser Arbeit
wurden bereits vom Hersteller markierte Sonden verwandt. Bei SKY werden
chromosomenspezifische DNA-Bibliotheken (Painting-Probes) benutzt, die {iiber die
Subtelomerregion hinaus das gesamte Chromosom anfirben. Beim Chromoprobe Multiprobe
T-System und bei den Vysis ToTelVysion Multi-color DNA Probe Mixtures dagegen arbeitet

man mit subtelomerspezifischen DNA-Sonden.

Zu 3) Denaturierung von Sonde und Préparat:

Um die Sonde und das Prédparat zu denaturieren, d.h. sie in ihre Einzelstringe zu zerlegen,
bendtigt man Temperaturen, die ca. 30 °C iiber den errechneten Schmelztemperaturen liegen.
Erfahrungsgemif} befinden sich diese Temperaturen zwischen 75°C und 80°C. Es ist moglich
das Préparat und die Sonde zusammen oder getrennt voneinander zu denaturieren. Bei SKY
findet eine getrennte Denaturierung, bei den Methoden der subtelomerspezifischen Sonden

finden kombinierte Denaturierungen statt.

Zu 4) Hybridisierung:

Nach der Denaturierung liegen die Sonde und die nachzuweisenden Nucleinsiduren
einzelstringig vor. Die anschlieBende Hybridisierung, d.h. die Paarung der homologen
Nucleinsdauresequenzen, findet in den néchsten 12 bis 24 Stunden bei ca. 37°C in einer
feuchten Kammer statt (meist iber Nacht). Damit der Prozentsatz an richtig gepaarten
Nucleotiden im Doppelstrang aus Sonde und Zielsequenz moglichst hoch ist, arbeitet man mit
formamidhaltigen Waschlosungen, welche die nur locker oder teilweise gebundenen
Nucleotidpaare 16sen. Den ungefihren Prozentsatz an richtig gepaarten Nucleotiden nennt

man die Stringenz. Diese Stringenz sollte am Ende des Versuches mindestens 85% betragen.

Zu 5) Waschen nach der Hybridisierung:

Die Stringenzbedingungen der Posthybridisierungs-Waschung sind etwas stirker als bei der
Hybridisierung selbst. So wird gewihrleistet, dass locker gebundene Sonden entfernt werden
und nur nahezu perfekt gepaarte Hybridmolekiile iibrig bleiben. Die optimale Temperatur fiir

diesen Schritt betrdgt ca. 45°C.
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6) Nachweis der Hybridisierungsstellen:

Die direkt fluoreszenzmarkierten Sonden konnen an dieser Stelle unmittelbar mikroskopisch
sichtbar gemacht werden. Die indirekt markierten Sonden miissen mit mehrstufigen
immunologischen Nachweisverfahren, beispielsweise mit Antikdrpern (Reportermolekiil),
nachgewiesen werden. Das letzte der Reportermolekiile trdgt seinerseits einen
Fluoreszenzfarbstoff und kann analog zu den direktmarkierten Sonden mikroskopisch
ausgewertet werden. Beispiele fiir in dieser Arbeit relevante Fluoreszenzfarbstoffe sind FITC

und Texas Red.

7) Mikroskopische Darstellung der Signale:

Das Prinzip der Fluoreszenzmikroskopie beruht darauf, dass ein Photon einer bestimmten
Wellenldange (Anregungslicht) ein Elektron im Fluoreszenzfarbstoff anregt, so dass es in eine
dullere Elektronenhiille springt. Dieser angeregte Zustand ist instabil, und das Elektron kehrt
bald in seinen (stabilen) Grundzustand zuriick, wobei die verloren gegangene Energie in Form
von Licht (Fluoreszenz) abgestrahlt wird. Als Lichtquelle dient im Fluoreszenzmikroskop
eine Quecksilberdampflampe von 100W. Durch Anregungsfilter im Mikroskop wird die
geeignete Wellenldnge fiir den jeweiligen Fluoreszenzfarbstoff eingestellt. Das Licht der
gewihlten Wellenlidnge fokussiert man durch das Objektiv auf das Priparat. Das emittierte
Licht féllt durch einen Langwellensperrfilter, der nur fiir Licht oberhalb einer bestimmten
Grenze durchldssig ist. Damit das Prinzip funktioniert, muf3 zwischen den zwei Filtern ein
dichromatischer Teilerspiegel angebracht sein, welcher kurzwelliges, anregendes Licht zuriick
auf das Préparat reflektiert. Lidngerwelliges Fluoreszenzlicht passiert den Teilerspiegel
dagegen nahezu vollstindig und trifft auf den Sperrfilter. (In situ-Hybridisierung;
A R.Leitsch; Spektrum Akademischer Verlag)

Bei der Aufnahme der Bilder unterscheidet man zwei Ansétze. Der erste Ansatz (z.B. bei den
subtelomerspezifischen FISH-Techniken) basiert darauf, dass von jeder emittierten
Fluoreszenzfarbe ein Bild mit einem schmalen Filter und einer CCD-Kamera (Kamera mit
gekiihltem ladungsgekoppeltem Bildsensor; charge-coupled device) aufgenommen wird. Die
zweite Technik (SKY) kombiniert einen Interferometer und eine CCD-Kamera, um fiir jedes
Pixel eines Bildes das gesamte Spektrum mittels Fourier-Analyse zu bestimmen (sieche dazu
auch Punkt 3.2.2.1). Mit der entsprechenden Software werden die emittierten Spektren
digitalisiert und bestimmten Falschfarben zugeordnet.

Die mikroskopische Darstellung aller verwendeten Techniken wird in jedem Methodenkapitel

(3.2.2.1, 3.2.2.2, 3.2.2.3) ausfiihrlich und im Einzelnen erliutert.
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3.2.2.1 Spectral Karyotyping ,.SKY* (nach Schrock et al.1996)

1.) Das Prinzip:

SKY, eine 24-Farben-FISH-Technik, ermdglicht die simultane Darstellung aller menschlicher
Chromosomen in verschiedenen Farben. Dafiir ist eine, bis dahin nicht moglich gewesene,
gleichzeitige Detektion von 24 DNA-Sonden mit unterschiedlichen Fluorochromverhiltnissen
notwendig. Bei den Sonden handelt es sich um chromosomenspezifische DNA-Bibliotheken
(Painting probes). Sie sind entweder direkt mit Fluorochromen oder indirekt mit Haptenen
wie Biotin oder Digoxigenin markiert, welche wiederum durch immunogene
Nachweisverfahren mit Fluorochromen gekoppelt werden. Da es weniger unterscheidbare
Fluorochrome als chromosomenspezifische Sonden gibt, wird eine kombinatorische
Markierungstechnik angewandt. Hierbei ergibt sich die Anzahl der bendtigten Fluorochrome
fiir 24 Farben daraus, dass die Anzahl der brauchbaren Booleschen Kombinationen fiir N
Fluorochrome 2™-1 ist. Um also alle 24 menschlichen Chromosomen in verschiedenen Farben
darzustellen, bendtigt man mindestens fiinf Fluorochrome (2°-1=31). Fir SKY gilt

diesbeziiglich die Tabelle 3.2.

Tab 3.2: Kombinatorisches Markierungsschema der SkyPaint-Sonden

Ehromosom 11213 4 5 6 7 8 910 11(12/13/14 15 16/17/18/ 19/20/21|22| X|Y
Rhodamin A X X X X X X X XX X | X
TexasRed B X X X X X XX X X X
Bio-Cy5 C X X| X X X X X X X X X X
Dig-Cy5.5 E X| X X X X| X X X|X|X|X

Die Fluoreszenzaufnahmen werden gewonnen, indem ein Interferometer und eine CCD-
Kamera kombiniert werden, um fiir jedes Pixel eines Bildes das gesamte Spektrum mittels

Fourier Analyse zu bestimmen (siehe auch Bildaufnahme und Auswertung).
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2.) Die Methode im Detail:

Komponenten des Kits: ® Sky-Solution 1 Sky Paint Sonden Mix
® Sky-Solution 2 Blocking Reagenz
e Sky-Solution 3 Pufferlosung I (anti-Dig-Cy5.5)
® Sky-Solution 4 Pufferlosung II (Streptavidin-Cy5)
® Sky-Solution 5 DAPI/Antifade

SKY Versuchsprotokoll:
A) Chromosomenpriparation

(siehe 2.2.1)

B) Vorbehandlung der Objekttriager

Im ersten Schritt werden die Objekttriger fiir 20 Minuten mit 100pl RNAse (100pg/ml)
eingedeckt und bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Danach folgt eine drei Mal fiinfminiitige
Waschung in 2xSSC bei Raumtemperatur. Der Proteinverdau findet in einer Glaskiivette
gefiillt mit 100ml 0,05%igem Pepsin in 0,01M HCI bei 37°C im Wasserbad statt und dauert
zwischen 60 und 120 Sekunden. Man taucht die Objekttrager kurz in PBS (bei
Raumtemperatur) und kontrolliert im Phasenkontrast die Qualitdt der Préparate. Sind diese
tibermiBig angedaut, kann man sie nicht mehr verwenden. Befindet sich noch zu viel Plasma
im Priparat, kann der Proteinverdau wiederholt werden bis das erwiinschte Ergebnis erzielt
ist. Bei befriedigender Qualitdt werden die Objekttriager fiir 5 Minuten in 1xPBS gewaschen.
Danach werden die Chromosomen fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur in Postfix (37%
Formaldehyd und 1xPBS) nachfixiert und nochmals fiir 5 Minuten in 1xPBS gewaschen. Eine
aufsteigende Alkoholreihe (70%, 80% und 100%) bei 4°C schlieit sich an, danach eine
Lufttrocknung der Objekttréiger.

C) Chromosomendenaturierung

In diesem Schritt werden die Pridparat- und die Sonden-DNA getrennt voneinander
denaturiert. Die Objekttriger werden dabei mit 100ul Denaturierungsmix (70%
Formamid/2xSSC, pH 7,0) bedeckt, fiir 90 Sekunden bei 73°C auf einer Heizplatte
denaturiert, sofort in eiskalten 70%iges Ethanol iiberfiihrt, in einer aufsteigenden Ethanol-
Reihe dehydriert und luftgetrocknet. Zeitlich etwa um eine Stunde nach vorne versetzt werden

pro Objekttriger 3ul des Sky Paint Sonden Mixes (Sky-Solution 1) fiir 7 Minuten bei 80°C im
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Wasserbad denaturiert und danach zum ,,Preannealen* der repetetiven DNA-Abschnitte 60
Minuten bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Preannealen bedeutet, dafl ein Grofiteil der sich
storend auswirkenden, unspezifischen repetetiven DNA-Abschnitte sich vor der eigentlichen
Hybridisierung wieder paaren und somit moglichst viele unspezifische Paarungen bei der
Hybridisierung vermieden werden. Anschlieend wird das Sky Paint Sonden Mix auf den
jeweiligen Objekttriger gegeben, ein rundes Deckglas (12 mm &) aufgelegt und mit Fixogum
abgedichtet. Die Hybridisierung erfolgt in einer feuchten Kammer fiir 36 bis 48 Stunden bei
37°C.

D) Stringenzwaschung und Detektion

Die Stringenzwaschungen nach der Hybridisierung erfolgt dreimal 5 Minuten in 50%
Formamid/2xSSC bei 45°C und zweimal 5 Minuten in 1xSSC bei 45°C. Die Objekttriger
werden kurz in 4xSSC/Tween bei 45°C eingetaucht. Das anschlieBende Abblocken
repetetiver Sequenzen mit 80ul Blocking-Reagenz (SKY-Solution 2) erfolgt 30 Minuten bei
37°C in einer feuchten Kammer. Die Detektion der Biotin- bzw. DIG-markierten Nukleotide
erfolgt durch Zugabe von je 30ul SKY-Solution 3 (anti-Dig-Cy5.5) bzw. 30ul SKY-Solution
4 (Streptavidin-Cy5) und einer Inkubation fiir jeweils 45min bei 37°C in einer feuchten
Kammer. Nach jedem Inkubationsschritt wird je dreimal 5 Minuten bei 45°C in
4xSSC/Tween gewaschen. Danach werden die Objekttriager in einer aufsteigenden Ethanol-
Reihe dehydriert, luftgetrocknet und in einer mitgelieferten Antifade-Losung mit DAPI (Sky-
Solution 5) eingedeckt.

E) Bildaufnahme und Auswertung

Grundlage der Auswertung der Spectral Karyotyping Technik ist die Methode des Spectral
Imaging (Malik et al., 1996, Garini et al., 1996). Spectral Imaging kombiniert die Spektros-
kopie und moderne digitale Bildverarbeitung. Der Hauptunterschied zur konventionellen
Auflicht-Fluoreszenzmikroskopie liegt darin, dass die Messung (bzw. Detektion) der
Einzelintensititen, der einzelnen Fluoreszenzfarbstoffen, nicht auf der Verwendung von
Fluorochrom-spezifischen optischen Filtern basiert, sondern die Bildinformation durch die
Messung (bzw. Analyse) des gesamten Lichtspektrums von jedem Pixel (Lichtpunkt) des
Bildes erzeugt wird.

Fir die Analyse verwendet wurde ein Auflichtfluoreszenzmikroskop (wir verwendeten ein
Axioskop, Zeiss) mit einem speziellen Interferometer (SpectraCube SD 200, Applied Spectral

Imaging), eine  gekiihite = CCD-Kamera (Hamamatsu Photonics) und eine
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Auswertungssoftware (SkyVision 1.6, Applied Spectral Imaging). Die Praparate werden mit
einer HBOI100 Hg-Hochstdruck-Dampflampe  beleuchtet und mit einem  63x
Olimmersionsobjektiv betrachtet. Mit dem Triple-Band-Pass-Filter (Chroma Technology,
USA) werden alle Fluorochrome gleichzeitig angeregt, so dass ein durch einen Filterwechsel
verursachter Shift, nicht auftreten kann. Das breite Emissionsfenster garantiert ebenso ohne
Filterwechsel die exakte Messung des emittierten Lichtspektrums. Die Filterspezifikationen

sind in Tab. 3.3 angegeben.

Tab. 3.3: Filtercharakteristika des SKY — Triple Band-Pass-Filter (Chroma Technology)

Anregungsfilter 468/28nm 565/16nm 642/22nm
Emisssionsfilter 542/44nm 600/38nm 720/113nm
Strahlenteiler

Reflexion 421-480nm 561-572nm 631-651nm
Transmission 495-564nm 580-680nm 660-740nm

Die Aufnahmezeiten sind stark abhingig von der Signalintensitit, der GroB3e des Bildes, der
gewiinschten spektralen Auflosung und dem Signal/Rausch-Verhiltnis. Eine typische
Aufnahmezeit fiir mit SkyPaint-Sonden hybridisierte Metaphasen belduft sich auf circa 120-
180 Sekunden, bei einer spektralen Auflosung von 15nm. Die seitliche Auflosung der
Messung liegt am Objekt bei ~ 0.24um und ist im Bild durch die Pixelgroe der CCD-
Kamera (15um) aber auch durch die Vergroflerung des Objektivs (63x) vorgegeben.

Nach der Messung werden die Daten mit einem in der Software integrierten Fourier
transformierenden Algorithmus (Brigham, 1988) in das Spektralbild umgewandelt. Die
eindeutige Klassifikation der Chromosomen ist erst nach der Fourier Transformation moglich.
Die Zuordnung der Klassifikations-Falschfarbe basiert einzig auf dem gemessenen Spektrum
jedes Bildpunktes. Der auf den Spektraldaten basierende Klassifikations-Algorithmus
ermoglicht es, die sehr unterschiedlichen Summations-Spektren des Bildes zu identifizieren
und in den, den einzelnen Chromosomen zugeordneten, Klassifikations-Falschfarben
darzustellen. Die Falschfarbe jedes Chromosoms entspricht seinem Spektrum. Der fiir die
Spektral- Klassifizierung verwendete Algorithmus liefert ein Bild, in dem alle Bildpunkte mit

dem gleiche Spektrum die gleich Klassifikations-Falschfarbe zeigen.
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3.2.2.2 Chromoprobe Multiprobe T-System (Knight et al.,1999)

1.) Das Prinzip:

Mit Hilfe des Chromoprobe Multiprobe-T Systems (CYTOCELL), einem Fluoreszenz-in-
Situ-Hybridisierungskit, ist die gleichzeitige Hybridisierung der proximalen
Subtelomerregionen aller 24 menschlichen Chromosomen mit direktmarkierten
subtelomerspezifischen Sonden moglich. Bei der auf FISH basierenden Methode
markieren Sonden die subtelomerspezifischen Bereiche der langen Arme (gq-Arme) eines
jeden einzelnen Chromosoms mit Texas Red (rote Signale) und die der kurzen Arme (p-
Arme) mit FITC (griine Signale). Eine dritte Fluoreszenzfarbe, das DAPI, dient der
Darstellung der Chromosomensilhouette. Die beiden fluoreszierenden Subtelomersonden
Texas Red wund FITC lagern sich entsprechend an die DAPI-gefiarbten
Chromosomensilhouetten an. Die Ausnahme bilden die fiinf akrozentrischen
Chromosomen (13, 14, 15, 21 und 22), bei denen jeweils nur die g-Arme (lange Arme) rot
markiert werden, da die telomernahen Regionen der p-Arme aus iiberwiegend repetitiver
und ribosomaler DNA bestehen, welche bei den akrozentrischen Chromosomen
tiberwiegend identisch sind (KNIGHT et al, 1999). Des Weiteren ist zu erwéhnen, dass die
Sonden der g-Arme der Geschlechtschromosomen (X und Y) und analog die Sonden der p-
Arme der Geschlechtschromsomen die jeweiligen pseudoautosomalen Regionen markieren
und aus diesem Grund jeweils identisch sind.

Bei den Sonden handelt es sich um ein Set subtelomerspezifischer PAC- oder P1-Klone
und Cosmide (genauere Angaben siehe Tab.3.4 Details der subtelomerspezifischen
Sonden, S. 25). Die maximale physikalische Distanz der Sonden zum jeweiligen Telomer
betrigt zwischen weniger als 8 kb (7q) und bis zu 500 kb (4q und 19 p).

Die Hybridisierungssignale fiir jedes einzelne Subtelomerpaar wurden am
Fluoreszenzmikroskop mit Hilfe einer CCD-Kamera aufgenommen und mit der ISIS
Software der Firma MetaSystems ausgewertet und dokumentiert.

Zweifelhafte oder pathologische Resultate iiberpriiften wir mit dem Vysis ToTelVysion
Probe Panel, bei dem 2 bis 3 subtelomerspezifische Sonden in einem fertigen

Hybridisierungsmix vorliegen. (Prinzip und Protokoll siehe unter Kapitel 2.2.2.3)
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2.) Die Methode im Detail:

Komponenten des Kits:

e Glass Multiprobe devices bedeckt mit 41 direkt markierten

Sonden (spéter im Text als Sondentriger bezeichnet)

¢ Glasobjekttriger mit quadratischer Schabloneneinteilung

¢ Hybridisierungslosung B : Formamid, Dextransulfat, SSC

¢ Gegenfiarbungslosung : DAPI ( ES : 0.125 ul/ml ) , Antifade

¢ Cytocell Thermometer in Form eines Objekttriagers

¢ Cytocell Chromoprobe Multiprobe Hybridisierungskammer

® Deckglas ( 24 mm X 60 mm )
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Tab.3.4 Details der subtelomerspezifischen Sonden (CYTOCELL)

Telomere specific probe details

Probe | Mode of Isolation Vector Clone sts Marker Max. D Number
name name physical

distance

from

telomere

(kb)
1p terminal VNTR cosmid CEB108

(CEPH) <300 *
19 sts screen PAC 160H23 1qgtel19 80 D153739
2p sis screen PAC digo2G20 Z2ptel27 330 D252983
29 sis screen PAC dJ1011017 | 2qteld? 240 D2S2986
3p sts screen PAC dJ1186818 3ptel25 450 D354559
3q sts screen PAC 196F 4 Iqtel0B 450 D3S1272
4p sis screen PAC 36P21 4ptel04 73 D4S3360
4q s1s screen PAC dJI63KB 4qtelt 275-500
5p 5is screen PAC 189 N21 Spteld8 Unknown
5q s1s screen PAC 240G13 Sqtel70 245 D5352097
8p TTAGGG screen PAC 62111 Gptelds 300
Bq RM2158 V1 sts PAC 57424 6qtelS4 280 DBS2522
7p Cosmid | 109A6 <255
79 Cosmid | 2000a5 <8
8p s1s screen PAC dJS80LS 8ptel9t 250 D882333
8q sis screen PAC 489D14 Bqtel11 170 0851925
9p sts screen PAC A3NGE Gptel30 600
9q sts screen PAC 112N13 Sqtel33 85 D9S2168
10p sts screen PAC 306F7 10pteld5 320 D10S52488
10q sts screen PAC 137624 10qtel24 270 D105490
11p sis screen PAC dJg0BH22 11ptel03 125 D1182071
11g sis screen PAC dJ770G7 11qtel38 65 D1154974
12p TTAGGG screen PAC 496A11 12ptel27 Unknown
12q RM2196Vists PAC 221K18 12qtel87 180 D1252343
13q sis screen PAC 163C9 13qtel56 170 D1351825
144 sisscreen PAC dJs20M16 14qtelD 200 DI4S1420
159 sls screen PAC 12405 15qtel56 300
16p sls screen PAC 12114 16pteld5 160 DIBS3400
16g s1s screen PAC 240G 10 16qteld8 200 296319
17p sis screen PAC 202117 17ptelB0 60 D1752199
179 sis screen PAC 362K4 17qtel13 90 D1752200
18p RM2102Vists £1 52M11 18ptelD2 220
18q sts screen PAC dJo64M9 18qtel11 250 D1851390
19p sis screen PAC dJs46C11 19ptel29 250-500
19g Cosmid | F21283 19qtelB2 *
20p s1s screen PAC dJ1081L1 20pthy33 180 D205502
20g TTAGGG screen PAC 81F12 20qtel14 50
21g sts screen PAC 63M24 21qtel07 175 D21S1446;
D2151575

22q sts screen PAC 99K24 22qtel3 120 D2281726
XpYp Cosmid | CY20 <25
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Chromoprobe Multiprobe Versuchsprotokoll nach CYTOCELL:
Einen kurzen orientierenden Uberblick gibt das am Ende dieses Kapitels eingefiigte stark

schematisierte Kurzprotokoll (sieche Abbildung 3.1).

A) Objekttrigervorbereitung

In einer Kiivette gefiillt mit 100%igem Methanol werden die Objekttriger fiir zwei
Minuten gereinigt. Die vorbereitete Zellsuspension wird in Volumina von 2ul pro
chromosomenspezifisches Areal und in zwei Arbeitsschritten auf die gesduberten
Objekttrager getropft. Im ersten Arbeitsschritt werden in der oberen der drei
Schablonenreihen ausschlieBlich auf die chromosomenspezifischen Areale mit ungerader
Nummerierung getropft, in der mittleren Reihe auf die gerade nummerierten
chromosomenspezifischen Areale und in der unteren Reihe auf die ungerade nummerierten
chromosomenspezifischen Areale. Analog dazu werden, nach einer kurzen Unterbrechung
zwecks Lufttrocknung der ersten Tropfen, die im ersten Arbeitsschritt ausgelassenen
chromosomenspezifischen Areale im zweiten Arbeitsschritt vervollstindigt. Im
Phasenkontrast wird genau {iiberpriift, ob die Zelldichte den Anspriichen geniigt. Im
Sehfeld muf3 eine Mindestanzahl von 20 Kernen bei Verwendung eines 10er Objektives zu
finden sein. Dann koénnen die bendétigten mindestens 5 Metaphasen pro Quadrat erwartet
werden. Bei einer zu hohen Zelldichte, verdiinnt man die Suspension mit frischem Fixativ.
Bei einer zu niedrigen Zelldichte ist eine erneute Zentrifugation notwendig, um eine
hohere Zelldichte im nidchsten Auftropfdurchgang zu gewinnen. Das minimale
Zellsuspensionsvolumen, welches auf die einzelnen Kammern verteilt wird, betrdgt 60 ul.
Neben der Zelldichte spielen sich als storend auswirkende Zytoplasmareste ebenfalls eine
bedeutende Rolle fiir die Optimierung der Untersuchungsbedingungen. Es wird empfohlen,
unmittelbar nach dem Auftropfen der 2ul Zellsuspension deren Ausbreitung genau zu
beobachten und im Moment der maximalen Ausbreitung ggf. mit Hilfe einer zweiten
Pipette einen Tropfen reines Fixativ nachzupipettieren und dadurch die Zytoplasmareste zu

verdiinnen.

B) Vorbereitung des Sondentrédgers und des Objekttriagers

Die Cytocell Chromoprobe Multiprobe Hybridisierungskammer wird in ein auf 37°C
erwidrmtes  Wasserbad  gelegt. Durch  wiederholtes  Pipettieren  wird  die
Hybridisierungslosung gemischt und danach werden 30ul dieser Losung in ein

Eppendorfgefal pipettiert und ebenfalls bei 37°C im Wasserbad erwédrmt. Der
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Sondentriger wird mit seiner beschrifteten Seite nach unten auf die auf 37°C
vortemperierte Heizplatte gelegt. Dabei wird sorgsam darauf geachtet, nicht die
Oberfliche des Sondentrigers zu berithren. Den getropften und luftgetrockneten
Objekttrager wischt man fiir zwei Minuten in 2 x SSC bei Raumtemperatur. Im folgenden
Schritt durchlauft der Objekttriger drei jeweils zweiminiitige Dehydrierungschritte
bestehend aus 70%igem, 85%igem und100%igem Ethanol. Daraufhin ldsst man den
Objekttrager lufttrocknen und neben dem Sondentriger auf der Heizplatte auf 37°C
erwarmen. Jeweils 1ul der erwdarmten Hybridisierungslosung pipettiert man auf jedes der
24 markierten Areale des Sondentrigers, wihrend dieser weiterhin auf der temperierten

Heizplatte liegt.

C) Positionierung des Objekttragers auf den Sondentriger (siehe auch Abb. 3.1
schematisiertes Kurzprotokoll)

Der Objekttrager wird von der Heizplatte genommen und gewendet, so dass sich das
Quadrat mit der nun spiegelbildlichen Nummer 1 in der rechten oberen Ecke des
Objekttriagers befindet. Vorsichtig positioniert man das Quadrat Nummer 1 auf den gelben
Punkt des Sondentrigers. Die Korrektheit dieses Schrittes ist von grofiter Bedeutung und
verlangt genaues und ruhiges Arbeiten. Erst wenn man sich davon iiberzeugt hat, dass die
Positionen von Objekttriger und Sondentriger zueinander absolut korrekt sind, vermindert
man langsam den Abstand beider Trager und presst sie unter leichtem Druck und ohne
Verrutschen zusammen. Unter optimalen Bedingungen, wird sich nun die
Hybridisierungslosung gleichmifBig in jedem Areal bis zu ihren jeweiligen Réndern
ausbreiten und nicht in die benachbarten Areale flieBen. Jetzt fasst man den entstandenen
»dandwich® moglichst an dem Ende an, an dem der ca. 1 cm ldngere Objekttriger
tibersteht und wendet den ,,Sandwich®, so dass sich der Objekttrager unten und der
Sondentriger oben befinden. Auch in diesem Schritt ist darauf zu achten, dass die einmal
eingenommenen Positionen der Tréger exakt beibehalten werden. Die folgenden 10

Minuten liegt der ,,Sandwich* auf einer auf 37°C temperierten Heizplatte.

D) Gebrauchsanweisung zur Benutzung des Cytocell Thermometers

Die Temperatur der Heizplatte sollte unbedingt mit dem im Kit mitgelieferten Cytocell
Thermometer vor der Denaturierung exakt iiberpriift werden. Dafiir plaziert man das
Cytocell Thermometer auf der Oberfldache der Heizplatte und wartet bis die verschiedenen

Segmente aufhoren, ihre Farben zu dndern. Die korrekte Temperatur ist erreicht, wenn die
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zuletzt angezeigte Farbe blagriin ist. Das Cytocell Thermometer ist zum
Mehrfachgebrauch geeignet, sollte aber nach maximal zehnfacher Verwendung ersetzt

werden.

E) Co-Denaturierung

Wiederum wird der ,,Sandwich* am iiberstehenden Ende des Objekttrigers angefasst und
auf die auf 75°C (+/- 1°C) vorgeheizte Heizplatte plaziert. Man sollte sich davon
iberzeugen, dass der untenliegende Objekttriger guten Kontakt zur Oberfliche der

Heizplatte hat. Die Denaturierungsdauer bei 75°C betrdgt genau 120 Sekunden.

F) Hybridisierung

Nach der Denaturierung legt man den ,Sandwich® vorsichtig in die auf 37°C
vortemperierte Cytocell Chromoprobe Multiprobe Hybridisierungskammer . Die durch
einen Deckel verschlossene Hybridisierungskammer schwimmt die folgende Nacht in

einem unverschlossenen, auf 37°C erwarmten Wasserbad.

G) Stringenzwaschung nach der Hybridisierung

In einer von zwei vorbereiteten Glaskiivetten befindet sich eine 0,4 x SSC Losung in einem
72°C heillem Wasserbad, in der anderen eine 2 x SSC und 0,05% Tween 20 Losung bei
Raumtemperatur (20-25°C). Man 6ffnet am néchsten Morgen die Hybridisierungskammer
und nimmt den ,,Sandwich* heraus. Der Sondentrdger wird seitlich angefasst und von dem
Objekttrager abgehoben. Der Objekttriager wird fiir 120 Sekunden in die heisse Glaskiivette
gestellt, anschliefend fiir 30 Sekunden in die kiihle Glaskiivette getaucht.

H) Sichtbarmachen der Ergebnisse

Um die restlichen Losungen vom Objekttriger weitgehend zu entfernen, stellt man den
Objekttriager fiir ca. 20 Sekunden auf eine seiner vier Ecken auf ein Papiertuch und lésst
moglichst viel abflieen. Der Objekttriager soll dabei allerdings nicht trocknen. Dann tropft
man 20 ul der mitgelieferten DAPI-Antifade Losung auf den Objekttriger und bedeckt
diesen mit einem grofen (24mm x 60mm) Deckglas. Eine Luftblasenbildung zwischen
Objekttrager und Deckglas sollte verhindert und gegebenenfalls durch Ausstreichen in
einem Filterpapierblock beseitigt werden. Bevor man mit dem Mikroskopieren beginnt,

bleibt der Objekttrager noch fiir mindestens 10 Minuten abgedunkelt liegen.
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I) Bildaufnahme und Auswertung
Fiir die Aufnahme der Bilder der drei Fluoreszenz-Emissionen von FITC, Texas Red und
DAPI, werden die in Tab. 3.5 beschriebenen Filter und Mikroskopeinstellungen verwendet

(Auflicht-Fluoreszenzmikroskop Olympus BX 60).

Tab. 3.5 Optimale Mikroskopeinstellung und Filterwahl:

Allgemeine Mikroskopeinstellung

100 Watt Hg-
Hochdruck- Lampe 60x Plan-Apochromat Objektiv

Filter Spezifizierung

FITC/DAPI/Texas-Red Dreifachfilter
zur simultanen Darstellung aller Fluoreszenzen

FITC Einfachfilter
zur alleinigen Darstellung der p-Arme

Texas Red Einfachfilter
zur alleinigen Darstellung der q-Arme

Fiir die Digitalisierung der Fluoreszenzbilder wurde eine hochauflosende Schwarz/Weiss-
CCD-Kamera (Photometrics, Tucson, Arizona), die mit einem PC mit dem
Softwareprogramm ISIS 3.0 der Firma MetaSystem  verbunden ist, benutzt. Die
Belichtungszeiten hingt von der Intensitdt der Fluoreszenzsignale ab und liegen fiir FITC
zwischen 1 und 3Ss, fiir Texas Red zwischen 1 und 3s und fiir DAPI zwischen 0,1 und 0,3s.
Die Auswertung wird mit Hilfe der ISIS 3.0 Software der Firma MetaSystems durchgefiihrt.
Es wird fiir jede der drei eingesetzten Fluoreszenzen (FITC, Fluoresceinisothiocyanat — griin/
Texas-Red — rot / DAPI (4,6-diamino-2-phenylindol-blau) — blau) unter Verwendung der
selektiven Filtern getrennt ein Schwarz-Weiss-Bild aufgenommen und am Bildschirm mit
einer Falschfarbe dargestellt, die der Farbe der entsprechenden Fluoreszenz entspricht.

Die manuelle Auswertung erfolgt quadratweise und in jedem Quadrat stellen sich demnach

die entsprechenden p-Arme griin (FITC) und die g-Arme rot (Texas-Red) dar. Die
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Chromosomen selbst sind blau (DAPI). Als sehr storend, und im Folgenden noch detailliert
beschrieben (unter Punkt 5), stellten sich die zahlreichen Kreuzhybridisierungen und
Polymorphismen heraus, die zum Teil bereits vom Hersteller beschrieben und somit

nachvollziehbar waren. Siehe Tab.3.6 (CYTOCELL)

Tab.:3.6 Kreuzhybridisierungen und Polymorphismen

Tempiate slide Probe Probe : Probe .. | Cross-hybridisations
square _ Label " | Brightness | (& Polymorphism) of
Ho st ¢ 1 ' # ' probe clones
1 1p Green 3
1q Red 3
2 2p Green 2
2q Red 3 2q polymorphism*
3 3p Green 3
3q Red 3
4 41p Green 3
4q Red 3
5 5p Green 2
5q Red 3
& 6p Green 3
6q Red 3
7 T Green 2
7q Red 2
8 8p Green 2 8p with 1p and 3q (both
8q Red 3 faint)
9 9p Green 3
9q Red 3 9q with 10p and 16p, 18p,
10 10p Green 2 XgYq (all faint)
109 Red 2
11 11p Green 3 _
11q Red 3 11p with 17p
12 12p Green 2 11q with 12q (interstitial)
12g Red 2 12p with 8p, 20q (both
13 13q Red 3 faint}
14 14q Red 3
15 15q Red 3 15q with 1q, 15q (both
16 18p Green 3 imerstitial)
16q Red 3
7 17p Green 3 17p with 17 (two
17q Red 3 interstitial sites)
18 18p Green 2 17q with 1p, 8q {both
18q Red 3 faint)
19 18p Green 3
19q Red 3
20 20p Green 2
20qg Red 3 20q with 6p (faint)
21 21g Red 3
22 22q Red 3 22q with 2q (interstitial)
23 XpYp** Green 2
Xqyq* Red 2
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Abb. 3.1: Schematisiertes Kurzprotokoll (Originalprotokoll von CYTOCELL):

Chromoprobe Multiprolbe® T System

Protocol Overview CYTOCeLL
Eﬁ;;g“r: ;’l' = susp;giﬁr;gnm a It 100 few cells. concentrate by centrifugation. If
template side. Examine sufficient, spot altermate squares
call { clansity

Spot remaining sauciies

Wash slide in 2 X 88C for 2 minutes, then dehydrate siide through
Ethanol series (2 minutes each in 70%. 85% and absolute ethanol)
Allow Slide, Multiprobe device S
and 30yl Hybridisation selufion 1o Spot 1ul pre-warmed Hybridisation
warm to 37°C solution onto
each boss of the

e e W B e

LI

Carefully lower siide onto Multiprobe
device, align square 1 with coloured boss )
of Multiprolee Invert slide [ Multiprobe

——— e = carefully

S

\{; N
T —_—

Ensure temperature of hotplate is 75°C using Cytocell Slide Surface Thermometer
Dengture by heating on the hotplate for 5 minutes:
Transfer siide and device carefully fo fhe Hybridisation Chamber provided which has been pre-
warmed to 37°C. replace Chamber lid. and allow to float in a non-sfiring 374C water bath
avernight without a lid

Carefully remove Multiprebe from slide and wash through rapid stringent washes:-

2 minutes in =~

30secondsin 2 X 83C, =
0.4 XSSC -ﬂ —»  005%Tween, at room -ﬁ
72°C,pH 7.0 & temperature il

Apply Detection Reagent 2 in éxactly the same way and incubate in a lightproof. humid
chamber for 20 minutes at 37°C. Wash in three 1 x ST washes and then apply Detection
Reagent 3. Incubate in alightproof, humid chamber for 10 minutes ot 37°C, then wash thres
fimas in 1 x 3T af room tfemperature for 5 minutes each

Apply 40ul DAPI antifade to slide. apply a coversiip and view by fluorescence microscopy
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3.2.2.3 ToTelVysionMulti-color DNA Probe Panel

1.) Das Prinzip:

Die ToTelVysionMulti-color DNA Probe Mixtures bestehen aus 15 Mischungen mit
insgesamt 62 direkt markierten DNA-Sonden. Das zugrundeliegende Prinzip der Methode ist
auch die einer Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung. Zum einen befinden sich in der
Mischungen 41 subtelomerspezifische Sonden (YAC-Klone) und zum anderen 21
zentromerspezifische Sonden (CEP-Einzelsequenz- oder LSI-alpha-satellite-Sonden). Die
zuletzt genannten Sonden sind lediglich zur Erleichterung der Identifizierung einiger
Chromosomen innerhalb der einzelnen Mischungen vorhanden und sind durchgéngig mit dem
Fluorochrom  SpectrumAqua markiert. Die subtelomerspezifischen YAC-Sonden
(ToTelVysion probes) fiir die p- und g-Arme der Chromosomen sind entweder mit
SpectrumOrange und/oder SpectrumGreen markiert. Analog zu dem
ChromoprobeMultiprobeT-System gibt es auch in dieser Sonden- Mischungen keine Sonden
fiir den p-Arm der akrozentrischen Chromosomen (13, 14, 15, 21 und 22) und nur jeweils eine
gemeinsame Sonde fiir den p-Arm und den g-Arm der X- bzw. Y-Chromosomen.

Die schematische Darstellung eines Chromosoms (Abbildung 3.2) soll verdeutlichen, daf3 sich
die ToTelVysion probes maximal in einer physikalischen Distanz von 300 kb von der
Telomerregion entfernt befinden. Die ToTelVysion probes (subtelomerspezifischen Sonden)
sind als zwei orange Punkte dargestellt. Die Telomerregion (tandem repeat DNA-Sequenz) ist

dort gelb gefirbt und betridgt zwischen 3 und 20 kb.

Abb. 3.2

4 Zentromer Telomer
| I—
3-20 kb
| ]
- 100-300 kb
Chromosomenpezifische
1 paa [ Telomer (TTAGGG)n
OO Pproximale, spezifische B Distale, unspezifische

Subtelomer-DNA-Sequenzen Subtelomer-DNA-Sequenzen
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Die folgende Tabelle 3.7 gibt detaillierte Informationen {iiber die ToTelVysion probes

(subtelomerspezifischen Sonden)

Tabelle 3.7 Details der subtelomerspezifischen Sonden

Telomer Locus/Clone ID Location | Probesize | Bibliography
Probe
TelVysion 1p CEB108/T7 1p 90 kb Knight & Lese, et al., Am J. Hum. Genet.,67:320-332, 2000
TelVysion 1q | VIJyRM2123s, 1QTEL10 1q 100 kb Negorev et al., Genomics 22:569-578, 1994; Rosenberg et al.,
(D1S3738), 1QTEL19 Genome Research 7(9):917-923, 1997
(D1S3739)
TelVysion 2p | VIJyRM1051 (GenBank 2p 175 kb Macina et al., Genome Research 5:225-232, 1995
U31389)
TelVysion 2q | VIJyRM2112 (D2S447), 2q 60 kb Macina et al., Hum Mol Genet 3:1847-1853, 1994
2QTELA7
TelVysion 3p | 3PTEL25 (D3S4559) 3p 80 kb Rosenberg et al., Genome Research 7(9):917-923, 1997; Ning
et al., Nat Genet 14:86-89, 1996
TelVysion 3q | 3QTELOS5 (D3S4560) 3q 95 kb Rosenberg et al., Genome Research 7(9):917-923, 1997; Ning
et al., Nat Genet 14:86-89, 1996
TelVysion 4p | GS10K2/T7 4p 145 kb Knight & Lese, et al., Am J. Hum. Genet.,67:320-332, 2000
TelVysion 4q | AFM A224XHI1 (D4S2930) 4q 130 kb Dib, C. et al., Nature 380:152-154 (1996)
TelVysion 5p | C84C11/T3 5p 191 kb Knight & Lese, et al., Am J. Hum. Genet.,67:320-332, 2000
TelVysion 5q GS3508/T7, SQTEL70 5q 105 kb Knight & Lese, et al., Am J. Hum. Genet.,67:320-332, 2000
TelVysion 6p | 6PTELA8 6p 80 kb Knight & Lese, et al., Am J. Hum. Genet.,67:320-332, 2000
TelVysion 6q VIJ yRM2158, 6QTELS54 6q 100 kb Macina et al., Genome Research 5:225-232, 1995; Ning et al.,
Nat Genet 14:86-89, 1996
TelVysion 7p | VLI yRM1185 (GenBank Tp 60 kb Ning et al., Nat Genet 14:86-89, 1996
G31341)
TelVysion 7q | VYJyRM2000 (STS 2000H), 7q 95 kb Riethman et al., Genomics 17:25-32, 1993; Macina et al.,
7QTEL20 Mamm Genome 5:596, 1994
TelVysion 8p | AFM 197XGS5 (D8S504) 8p 135 kb Dib, C. et al., Nature 380:152-154 (1996)
TelVysion 8q | VIJ yRM2053 8q 100 kb Macina et al., Genome Research 5:225-232, 1995
TelVysion 9p | 305J7-T7 9p 115 kb Knight & Lese, et al., Am J. Hum. Genet.,67:320-332, 2000
TelVysion 9q | VIJ yRM2241 (D9S325) 9q 95 kb Ning et al., Nat Genet 14:86-89, 1996
TelVysion 10p | I0OPTELO06 10p 80 kb Ning et al., Nat Genet 14:86-89, 1996
(GenBank:Z96139)
TelVysion 10q | 10QTEL24 (D10S2490) 10q 75 kb Rosenberg et al., Genome Research 7(9):917-923, 1997
TelVysion 11p | D11S2071 (GenBank 11p 110 kb Browne et al., Genomics 25:600-601, 1995
U12896), 11PTELO3,
VIJyRM2209
TelVysion 11q | VIJyRM2072 11q 160 kb Ning et al., Nat Genet 14:86-89, 1996
TelVysion 12p | 8M16/SP6 12p 100 kb Knight & Lese, et al., Am J. Hum. Genet.,67:320-332, 2000
TelVysion 12q | VIJ yRM2196 (Genbank 12q 165 kb Macina et al., Genome Research 5:225-232, 1995; Ning et al.,
011838) Nat Genet 14:86-89, 1996
TelVysion 13q | VIJyRM2002 (D13S327) 13q 75 kb Ning et al., Nat Genet 14:86-89, 1996
TelVysion 14q | sts-X58399; SHGC-36156; sts- | 14q 160 kb Matsuda et al., J. Exp. Med. 188:2151-2162, 1998
AA034492, telomeric IGHV
segments
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TelVysion 15q | WI-5214 (D155936) 15q 100 kb Knight & Lese, et al., Am J. Hum. Genet.,67:320-332, 2000

TelVysion 16p | SHGC-15336, 16PTELO3 16p 110 kb Rosenberg et al., Genome Research 7(9):917-923, 1997
(D16S3399), 16PTELOS
(D16S3400), alpha globin gene

cluster
(HBZ,HBA2,HBA1,HBQ)
TelVysion 16q | 16QTELO13 (GenBank 16q 110 kb Knight & Lese, et al., Am J. Hum. Genet.,67:320-332, 2000
796319)
TelVysion 17p | 282M15/SP6 17p 70 kb Knight & Lese, et al., Am J. Hum. Genet.,67:320-332, 2000
TelVysion 17q | AFMZ17yD10 (D17S928, 17q 160 kb Knight & Lese, et al., Am J. Hum. Genet.,67:320-332, 2000
GenBank Z23646)
TelVysion 18p | VIJyRM2102 (D18S552) 18p 160 kb Ning et al., Nat Genet 14:86-89, 1996
TelVysion 18q | VIIyRM2050, 18QTEL11 18q 170 kb Ning et al., Nat Genet 14:86-89, 1996

(D18S1390), STSG193,
AFM254VD5, STS-F04195,
TIGR-A008P37, stSG52963

TelVysion 19p | 129F16/SP6 19p 80 kb Http://www-bio.lInl.gov/genome/html/chrommap.html; Knight
& Lese, et al., Am J. Hum. Genet.,67:320-332, 2000
TelVysion 19q | D19S238E 19q 160 kb Ashworth et al., Nat Genet 11(4): 422-427, 1995; http://www-
bio.lInl.gov/genome/html/chrommap.html
TelVysion 20p | 20PTEL18 (D20S1157) 20p 160 kb Rosenberg et al., Genome Research 7(9):917-923, 1997
TelVysion 20q | 20QTEL14 20q 140 kb Knight & Lese, et al., Am J. Hum. Genet.,67:320-332, 2000
TelVysion 21q | VIJyRM2029, S100B3, 21q 170 kb Reston et al., Genomics 26:31-38, 1995; Ning et al.,
21QTELO8 D21S1575 (21QTEL07), D21S1146, HRMTIL:
Nat Genet 14:86-89, 1996
TelVysion 22q | MS607 (GenBank X58044), 22q 80 kb Armour, J. A. L., et al., Nucl Acid Res 19:3158, 1991; Wong,
ACR, 22QTEL31 (D22S1726) A.C.C., et al., Am J Hum. Genet.,60:113-120, 1997
TelVysion DXYS129 Xp/Yp 175 kb Knight & Lese, et al., Am J. Hum. Genet.,67:320-332, 2000
Xp/Yp
TelVysion EST Cdy 16c07 (Genbank Xaq/Yq 170 kb D’Esposito et al, Nat Genet 13:227-229, 1996; Kvaloy et al.,
Xq/Yq 743206) Human Mol Genet 3:771-778, 1994

Die Hybridisierungssignale fiir jedes einzelne Subtelomerpaar und die Zentromere werden
am Fluoreszenzmikroskop mit Hilfe einer CCD-Kamera aufgenommen und mit der ISIS

Software der Firma MetaSystems ausgewertet und dokumentiert.

2.) Die Methode im Detail:

Komponenten des Kits: @ 15 Gefille mit jeweils 301l Sonden-Mischung (Abb. 3.3 liefert die
genaue Zusammensetzung der 15 Mischungen und deren spéteres

Auftropfschema auf die drei Objektréiger)
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Abb. 3.3

Objekttragernummer

Fluorochromzusammensetzung der einzelnen Mixturen

Objekttriger 1

©_0_0©
®@ O

Objekttriger 2

® © O
O ©

Objekttriger 3

O, ‘G 9

LEGENDE: SG=SpektrumGreen
SA=SpektumAqua

SO=SpektrumOrange

Mischung 1: 1p=SG
Mischung 2: 2p = SG
Mischung 3: 3p=SG
Mischung 4: 4p = SG
Mischung 5: 5p =SG

Mischung 6: 6p =SG
Mischung 7: 7p =SG
Mischung 8: 8p =SG
Mischung 9: 9p = SG
Mischung 10: 10p=SG

Mischung 11: 11p=SG
Mischung 12: 12p=SG
Mischung 13: 16p=SG
Mischung 14: 19p=SG
Mischung 15: 20p=SG

1q=SO
2q=S0
3q=SO
4q=S0
5q=S0O

6q = SO
7q=S0O
8q=S0O
9q =SS0
10g=SO

11g=SO
12q=SO
16g=SO
19¢g=SO
20q=SO

ToTelVysionMulti-color DNA Probe Panel-Versuchsprotokoll:

A) Objekttragervorbereitung

Xp/Yp =GO
Xq/Yq =GO
229 =GO
21q=GO

13q =GO
149 =GO
17p =GO
17q =GO
15q =GO

18p =GO
18q = GO

CEP X =SA
CEP X =SA
LSI22 =SA
LSI21 =SA

LSI 13 =SA
LSI 14 =SA
CEP 17 =SA
CEP 17 =SA
LSI15=SA

CEP 18 = SA
CEP 18 = SA

GO=SpektrumGreen/SpektrumOrange

Fiir den Fall, dal} alle 24 menschlichen Chromosomen untersucht werden sollen, benotigt man

drei Objekttriger. Diese werden mit jeweils 5 Tropfen 4 Sul wie im oben gezeigten Schema

(Abbildung 3.3) pripariert. Jeder Tropfen soll im Phasenkontrast auf seine Qualitét untersucht

werden. Es ist darauf zu achten, dal die Metaphasen weit genug gespreitet sind und der

Hintergrund (v.a. Zytoplasma) moglichst gering ist. Es folgt die Markierung (& 12mm) eines

jeden der 15 Areale (Tropfen) mit einem Diamantschreiber.



3. Material und Methoden 36

B) Objekttrigervorbereitung

Die Objekttrager werden fiir 10 Minuten bei 37°C in 2xSSC inkubiert. Danach werden die
Chromosomen fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur in einer 3,7%Formaldehyd/1xPBS-
Losung (Postfix) nachfixiert und anschlieend fiir 5 Minuten in PBS gewaschen (beides bei
Raumtemperatur). Der Proteinverdau findet in einer Glaskiivette gefiillt mit 100ml 0,05%
Pepsin in 0,0IM HCI bei 37°C im Wasserbad statt und dauert zwischen 60 und 120
Sekunden. Wiederum schlieft sich eine fiinfminiitige Waschung der Objekttrager in PBS bei
Raumtemperatur an. In einer aufsteigenden Ethanol-Reihe 70%-85%-100% werden die
Objekttrager (jeweils 2 Minuten) dehydriert und auf einer 42°C temperierten Heizplatte fiir 2

bis 4 Minuten getrocknet.

B) Sonden-Mixtur-Vorbereitung

Jeweils 2ul aus jedem der 15 Sonden-Mixturen werden auf die vorher markierten Areale
getropft und sofort mit einem runden Deckglas (& 12mm) eingedeckt. Dabei ist genauestens
darauf zu achten, dafl die Sonden-Mixturen exakt mit den richtigen Arealen iibereinstimmen.

Jedes Deckglas wird mit Fixogum abgedichtet.

C) Co-Denaturierung und Hybridisierung
Die Denaturierung findet auf einer Heizplatte bei 70°C statt und dauert genau 3 Minuten.
AnschlieBend werden die Objekttrager unverziiglich in eine feuchte Kammer gelegt und dort

bei 37°C iiber Nacht (12 bis 16 Stunden) hybridisiert.

D) Rapid Wash Procedure

Nachdem die Deckgldser von den Objekttriagern entfernt sind, schlief3t sich eine zweiminiitige
Waschung der Objekttriger in 73°C heiBlen 0,4xSSC/0,3%NP-40 an. Danach werden die
Objekttrager unverziiglich fiir ebenfalls 2 Minuten in 2xSSC/0,1%NP-40 bei Raumtemperatur
gewaschen. Es folgt eine aufsteigende Ethanol-Reihe, die dreimalig 2 Minuten dauert. Man
1aBt die Objekttrager im Dunkeln lufttrocknen und deckt sie anschlieBend mit DAPI/Antifade

ein.
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E) Bildaufnahme und Auswertung

Das Fluoreszenzmikroskop (Olympus AX 70) mufl mit den passenden Filtern fiir die vier
Fluorchrome ausgestattet sein.

Fiir die Digitalisierung der Fluoreszenzbilder wird eine CCD-Kamera (Photometrics, Tucson,
Arizona), die mit einem PC mit dem Softwareprogramm ISIS 3.0 der Firma MetaSystem
verbunden ist, benutzt. Die Belichtungszeiten hingen von der Intensitit der
Fluoreszenzsignale ab und liegen fiir SpecrumAqua, SpectrumGreen und SpectrumOrange
zwischen 1 und 5s und fiir DAPI zwischen 0,1 und 0,3s.

Die Auswertung wird mit Hilfe der ISIS 3.0 Software der Firma MetaSystems durchgefiihrt.
Es wird fiir jedes der vier eingesetzten Fluorochrome (SpecrumAqua, SpectrumGreen,
SpectrumOrange und DAPI) unter Verwendung der selektiven Filtern getrennt ein Schwarz-
Weiss-Bild aufgenommen und am Bildschirm in Falschfarbendarstellung mit der Farbe der

entsprechenden Fluoreszenz dargestellt.
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4. Ergebnisse

4.1 Gesamtiibersicht

Bei den ersten 25 der insgesamt 70 Fille untersuchten wir die Subtelomerregionen aller 24
menschlichen Chromosomen mit zwei unterschiedlichen Methoden parallel, um eventuelle
Vorteile der jeweiligen Methode zu erkennen und gezielt einzusetzen. Wir entschieden uns
zum FEinen fiir das Chromoprobe Multiprobe-T System, ein Fluoreszenz-in-Situ-
Hybridisierungskit der Firma Cytocell, mit dem die gleichzeitige Detektion der
Subtelomerregionen der kurzen und langen Arme aller 24 menschlichen Chromosomen mit
direktmarkierten subtelomerspezifischen Sonden moglich war. Zum Anderen arbeiteten wir
mit SKY, einer 24-Farben-FISH-Technik, welche die simultane Darstellung aller
menschlichen Chromosomen in verschiedenen Farben ermdglichte. Somit bestand theoretisch
die zusitzliche Moglichkeit, Aussagen iiber eventuell vorhandene strukturelle Umbauten von
Chromosomen, evtl. auch in den Subtelomerregionen, zu machen. Nach dem ersten Screening
von 25 Patienten stellte sich allerdings heraus, dass durch SKY weder zusitzlich
Informationen gewonnen werden konnten, noch dass die Aufléosung von SKY, beziiglich des
Erkennens von subtelomerischen Verdnderungen, den hohen Anspriichen eines effizienten
Subtelomerscreenings entsprach (siehe Abschnitt 4.2). Somit entschieden wir uns fiir die
anschlieBende  Gruppe von 45 Patienten fiir das alleinige Anwenden des
Subtelomerscreenings mittels des Chromoprobe Multiprobe-T Systems (Cytocell) und/oder
subtelomerspezifischen Sonden (ToTelVysion probes) (Vysis Inc.). Zusitzlich untersuchten
wir den Chromosomensatz beider Elternteile chromosomal auffilliger Kinder mit
subtelomerspezifischen Sonden, um eine weitestgehend genaue Aussage beziiglich einer
Familiaritidt und einem eventuellen Wiederholungsrisiko der Aberration bei fortbestehendem
Kinderwunsch geben zu konnen.

Die Tabelle 4.1 gibt einen Uberblick und geht der detaillierten Darstellung simtlicher
auffilligen Befunde voraus. Die vier pathologischen Befunde sind in der Tabelle mint-griin
hervorgehoben. Ferner sind die fiinf (unter Punkt 4.6 genau beschriebenen) gefundenen
chromosomalen Polymorphismen, die trotz ihrer genotypischen Verdnderung nicht fiir die
geistige Behinderung, also nicht fiir den Phinotyp verantwortlich gemacht werden konnen,
gelb gekennzeichnet. Aullerdem sind in der Kopfzeile der Tabelle die fiinf EinschluBkriterien
und in der FuBzeile die prozentualen Haufigkeiten eines jeden EinschluBkriteriums violett

unterlegt. Die durchschnittliche Gesamtpunktzahl aller Patienten ist in Grau hervorgehoben.



Ergebnistabelle 4.1

Patienten-Nr. MR [Familiaritdt Pranatale WR Postnatale WR Faciale Dys. Non-Faciale Dys. Gesamtpunkizahl Karyogramm Subtelo
Patient 1 schwer 2 1 2 5 46 XX ohne p3
Patient 2 mittel 1 2 2 2 2 9 46 XY ohne pg
Patient 3 schwer 2 1 2 46 XY ohne p3
Patient 4 schwer 2 2 4 46 XY ohne p3
Patient 5 schwer 2 2 4 46 XX ohne pg
Patient 6 schwer 2 2 4 46 XX ohne pg
Patient 7 schwer 2 2 2 2 8 46 XY ohne p4
Patient 8 mittel 2 2 2 2 8 46 XX ohne p4
Patient 9 schwer 1 2 3 46 XY ohne p3
Patient 10 mittel 1 2 2 1 6 46 XY ohne p3
Patient 11 schwer 2 2 4 46 XX ohne p3
Patient 12 mittel 2 1 2 1 6 46 XY ohne p3
Patient 13 mittel 2 2 2 2 8 46 XY ohne pg
Patient 14 mittel 2 2 2 6 46 XX Xp-Poly
Patient 15 schwer 2 1 3 46 XX ohne p3
Patient 16 schwer 2 2 2 2 8 46 XX Mono4p
Patient 17 mittel 2 2 2 6 46 XY ohne p4
Patient 18 mittel 2 2 2 6 46 XX ohne pg
Patient 19 schwer 2 1 2 1 6 46 XX ohne pg
Patient 20 mittel 2 1 3 46 XX ohne pg
Patient 21 mittel 2 1 2 5 46 XX ohne pg
Patient 22 leicht 2 2 2 2 8 46 XX ohne pg
Patient 23 schwer 2 1 3 46 XY ohne p3
Patient 24 mittel 1 2 3 46 XY ohne p3
Patient 25 mittel 2 2 4 46 XX ohne pg
Patient 26 mittel 1 2 2 5 46 XX 29- Poly
Patient 27 schwer 2 2 46 XX ohne pg
Patient 28 schwer 2 2 2 2 8 46 XX ohne pg
Patient 29 schwer 2 1 3 46 XX ohne pg
Patient 30 mittel 2 2 4 46 XX ohne pg
Patient 31 mittel 1 2 2 5 46 XY ohne pg
Patient 32 schwer 1 2 2 1 6 46 XY ohne pg
Patient 33 mittel 2 2 4 46 XY ohne p3
Patient 34 leicht 1 2 3 46 XY ohne p3
Patient 35 mittel 2 1 3 46 XX ohne p3
Patient 36 schwer 1 2 3 46 XY ohne p3

Legende: MR = Mentale Retardierung WR = Wachstumsretardierung Dys. = Dysmorphien Mono = Monosomie Tris = Trisomie pathol. = pathologisch
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Patient 37 schwer 1 2 2 5 46 XX ohne p3
Patient 38 leicht 2 2 2 6 46 XX ohne p3
Patient 39 schwer 2 1 3 46 XY ohne p3
Patient 40 mittel 1 2 1 4 46 XX ohne p3
Patient 41 schwer 2 2 46 XY ohne pg
Patient 42 schwer 2 2 46 XX ohne p4
Patient 43 mittel 2 2 2 2 8 46 XY ohne p4
Patient 44 schwer 2 2 4 46 XX ohne p4
Patient 45 mittel 2 2 46 XY ohne p3
Patient 46 schwer 2 2 2 1 7 46 XY ohne pg
Patient 47 leicht 1 2 2 5 46 XX ohne pg
Patient 48 mittel 1 2 3 46 XY ohne p3
Patient 49 mittel 1 2 2 5 46 XY 8p Dele
Patient 50 schwer 1 2 3 46 XY ohne p3
Patient 51 schwer 2 2 4 46 XY ohne p3
Patient 52 schwer 2 2 2 6 46 XX ohne p3
Patient 53 schwer 2 2 4 46 XX ohne pg
Patient 54 schwer 2 1 46 XX ohne pg
Patient 55 mittel 1 2 3 46 XX ohne pg
Patient 56 mittel 2 1 3 46 XX ohne pg
Patient 57 schwer 2 2 46 XX 20- Poly
Patient 58 leicht 1 2 1 4 46 XX ohne p3
Patient 59 schwer 1 2 3 46 XY ohne p3
Patient 60 schwer 2 2 2 6 46 XY 20- Poly
Patient 61 schwer 2 2 4 46 XY ohne p3
Patient 62 schwer 2 2 2 6 46 XY Mono79
Patient 63 schwer 2 2 2 2 8 46 XX Mono1(
Patient 64 schwer 1 2 1 2 2 8 46 XX ohne p3
Patient 65 mittel 2 2 2 2 8 46 XY ohne pg
Patient 66 schwer 2 2 46 XX ohne pg
Patient 67 schwer 2 1 3 46 XX ohne pg
Patient 68 mittel 2 2 4 46 XY 20- Poly
Patient 69 schwer 2 1 3 46 XX ohne p3
Patient 70 schwer 2 1 3 46 XX ohne pg

Haufigkeit in % | 114% | 286% | 54,3% [ 91,4% | 75,7% | 4,6 entspricht der Durchschnittspunk

Legende: MR = Mentale Retardierung WR = Wachstumsretardierung Dys. = Dysmorphien Mono = Monosomie Tris = Trisomie pathol. = pathologisch
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4.2 Informative Fille

4.2.1 Fall 1 (Patient 16)

Anamnese:

Die im Januar 1993 geborene Patientin fiel bereits bei ihrer Geburt durch deutlich unter der
3er Perzentile liegender Korperlinge, Kopfumfang und Gewicht auf. Dies dnderte sich im
Laufe der Kinderfritherkennungsuntersuchungen Ul bis U9 nicht wesentlich und war
ebenfalls bei der letzten Vorstellung der Patientin im Oktober 2001 (also im Alter von acht
Jahren und neun Monaten) im Institut fiir Humangenetik nachvollziehbar. Bei ihrer Geburt lag
ein kleiner Ventrikelseptumdefekt und eine mittlerweile operierte Weichgaumenspalte mit
fraglicher Kieferspalte links vor. Ferner fiel eine Klinodaktylie am 5.Finger beider Héande auf.
Sie litt bis zum letzten Vorstellungstermin an zerebralen Krampfanfillen. IThre Ohren waren
leicht nach hinten rotiert und die Ohrmuscheln grofl und nur wenig geformt. Es bestand eine
Balkonstirn, ein kleines Kinn und beidseits ein geringer Epikanthus. Insgesamt war sie ein
hypotrophes Kind mit deutlicher muskuldrer Hypotonie. Eine Sprachentwicklung hatte bis
dato nicht stattgefunden. Ferner fiel sie stets durch eine hohe Infektanfélligkeit auf, die mittels
Immunglobulin-Infusionen behandelt wird. Ein weiteres dhnlich betroffenes Familienmitglied

sei laut Elternaussagen in beiden Familien nicht bekannt.

Zusammenfassung der EinschlufBkriterien:

1) Familiédre geistige Behinderung: nein

2) Prianatale Wachstumsretardierung:  ja (Geburtsgewicht unter dem 3er Perzentil)

3) Postnatale Wachstumsstorung: ja (Mikrozephalus, Kleinwuchs, musk. Hypotonie)
4) Faziale Dysmorphiezeichen: ja (bds Epikanthus, Balkonstirn, Ohranomalie)

5) Nicht-faziale D. +/- Organmif3bildung: ja (Ventrikelseptumdefekt, Klinodaktylie)
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Abb. 4.1: Beide Fotos zeigen die Patientin im Alter von knapp neun Jahren.

Abb. 4.2: Karyogramm: 46,XX
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Strukturell unauffilliger weiblicher Karyotyp.

Nachdem wir bei der durchgefiihrte Chromosomenanalyse der kleinen Patientin einen, soweit

lichtmikroskopisch erkennbar, sowohl numerisch als auch strukturell unauffilligen weiblichen

Chromosomensatz gefunden hatten, erfolgte anschlieend eine erweiterte zytogenetische

Diagnostik mit den subtelomerspezifischen Sonden der Firma Cytocell und den SKY-Paint-

probes der Firma ASI.
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Abb. 4.3: Ergebnisse des Chromoprobe Multiprobe T-Systems (Cytocell):

Links: Partielle Monosomie fiir 4p. Rechts: Partielle Trisomie fiir 20q.
Sonde: D4S3360 Sonde: 20qtel14

Bei der Auswertung der Signale der subtelomerspezifischen Sonden der Firma Cytocell fiel
im Hybridisierungsareal fiir Chromosom 4 in sdmtlichen ausgewerteten Mitosen der Verlust
der Subtelomerregion jeweils eines der beiden kurzen Arme von Chromosom 4 auf (griines
Signal fehlt). Damit lag eine partielle Monosomie fiir den kurzen Arm des Chromosoms 4
vor. Im weiteren Verlauf ergab die Auswertung simtlicher Mitosen im Hybridisierungsareal
fiir Chromosom 20 ein zusitzliches Signal fiir die Subtelomerregion des langen Arms von
Chromosom 20 (drei rote Signale). Somit war eine partielle Trisomie des langen Armes eines
Chromosoms 20 detektiert.

Daraus ergab sich folgender Karyotyp: 46,XX, der(4)t(4;20)(p16;q13)

Bei der kleinen Patientin liegt eine Variante eines Wolf-Hirschhorn-Syndroms vor
(Abkiirzung: WHS), basierend auf einer unbalancierten Translokation zwischen den
Chromosomen 4 und 20. Klinisch iiberwiegen die durch die Deletion 4p verursachten
Symptome mit dem Phénotyp eines WHS. Dabei handelt es sich um ein Krankheitsbild,
welches neben einer schweren geistigen Behinderung, vor allem durch drei weitere
Hauptprobleme charakterisiert ist. Zum einen sind es die epileptische Anfille, die bei 50-
100% der Patienten anzutreffen sind, zum anderen ist es die Schwierigkeit, das betroffene
Kind im Siuglings- und Kleinkindalter zu fiittern. Weiterhin ist bei einem Teil der
betroffenen Kinder ein Antikdrpermangel beschrieben, mit daraus resultierender stark

erhohter Infektneigung. Im Zusammenhang mit dem WHS Phénotyp wurden ferner gehiuft
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Herzfehler beschrieben. Bei unserer Patientin waren diese charakteristischen Symptome in
verschieden starker Ausprigung vorhanden. Sie leidet unter einer schweren geistigen
Behinderung, zerebralen Krampfanfillen, erhohter Infektneigung und einem angeborenen
Ventrikelseptumdefekt.

Auffillig ist, dass bei der hier vorliegenden partiellen Monosomie 4p, die die Wolf-
Hirschhorn-Region umfasst, und der vorliegenden partiellen Trisomie 20q, die WHS-
Symptomatik das Krankheitsbild zu dominieren scheint. Eine Abgrenzung einer
moglicherweise auf die partielle Trisomie 20 zuriickzufithrenden Symptomatik ist im

Einzelfall nicht moglich.

Kontrollsonden:

Die FISH-Ergebnisse des Chromoprobe Multiprobe T-Systems wurden zum einen mittels
FISH mit der Wolf-Hirschhorn-Sonde (D4S96) und zum anderen mittels SKY iiberpriift und
bestitigt.

Abb. 4.4: Kontrollergebnis der Wolf-Hirschhorn-Sonde (D4S96)

Nachweis einer Deletion 4p16.3 (Sonde D4596)
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Durch den Nachweis der Deletion 4p16.3 in den untersuchten Mitosen konnte bei der

Patientin die klinische Verdachtsdiagnose eines Wolf-Hirschhorn-Syndroms bestétigt werden.

Abb. 4.5: Kontrollergebnis der SKY-Paint-probes (ASI):
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Am kurzen Arm eines Chromosoms 4 erkennt man transloziertes Material des Chromosoms 20.

In der Mehrzahl der ausgewerteten Mitosen (also nicht wie bei Chromoprobe Multiprobe T-
System in sdmtlichen ausgewerteten Mitosen) war am terminalen kurzen Arm eines
Chromosoms 4 eine abweichende Farbmarkierung zu erkennen, die als Material des
Chromosoms 20 identifiziert wurde. Umgekehrt zeigte sich am Chromosom 20 kein Material
des Chromosoms 4 transloziert. Damit entsprach auch der SKY-Befund einer unbalancierten
Translokation 4;20.

An diesem Punkt der Befunderhebung war der logische Folgeschritt die zytogenetische
Untersuchung der Eltern, um eine eventuelle Familiaritét, d.h. eine balancierte Translokation

t(4;20) bei einem Elternteil von einer de-novo Entstehung zu unterscheiden.
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Eltern-Befunde:

Vater: Numerisch und strukturell, soweit lichtmikroskopisch erkennbar, unauffélliger
minnlicher Chromosomensatz mit dem Karyotyp 46,XY. Die Chromosomenuntersuchung des
Vaters mittels der lokusspezifischen DNA Sonde WHS (D4S96) ergab ebenfalls regelrechte
Signale an beiden kurzen Armen der 4er Chromosomen. Damit war der Vater als Verursacher

fiir die unbalancierte Translokation ausgeschlossen.

Mutter: Der zytogenetische Untersuchungsbefund mittels der WHS-Sonde (siehe néchstes
Bild) zeigte jeweils ein regelrechtes Signal an einem Chromosom 4 sowie an einem
Chromosom der F-Gruppe als Hinweis auf eine Translokation zwischen einem Chromosom

der F-Gruppe und einem Chromosom 4.

Abb. 4.6: Ergebnis der Wolf-Hirschhorn-Sonde (D4S96)

Nachweis einer Translokation zwischen 4p und einem
Chromosom der F-Gruppe (Sonde D4596)
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Zur genaueren Bestimmung des Chromosoms der F-Gruppe, welches an dieser Translokation
beteiligt war, untersuchten wir den Chromosomensatz der Mutter ebenfalls mit den

subtelomerspezifischen Sonden der Firma Cytocell.

Abb. 4.7: Ergebnisse des Chromoprobe Multiprobe T-Systems (Cytocell):

Links: Ein 4p-Signal an einem Chromosom 20. Rechts: Ein 20g-Signal an einem Chromosom 4.

Die Auswertung der Chromoprobe-Multiprobe-Sonden ergab im Hybridisierungsareal 4
(analog zu den WHS-Sonden), jeweils ein regelrechtes 4p-Signal an einem Chromosom 4,
sowie ein 4p-Signal (griines Signal) an einem Chromosom 20. Vervollstindigt wurde dieser
Befund mit der Auswertung des Hybridisierungsareals fiir Chromosom 20, in welchem
eindeutig Material von einem Chromosom 20 (rotes Signal) auf ein Chromosom 4 transloziert
ist. Damit handelt es sich offenbar um eine balancierte reziproke Translokation zwischen den
Chromosomen 20 und 4 und konnte damit als Ursache fiir die unbalancierte Translokation bei
der Tochter angenommen werden.

Es ergab sich bei der Mutter folgender Karyotyp: 46, XX,t(4;20)(p16;q13)

Auch den Chromosomensatz der Mutter untersuchten wir zusatzlich mit SKY-Paint-probes
der Firma ASI. Die Auswertung mit SKY zeigte in der Mehrzahl der ausgewerteten Mitosen
jeweils deutlich am kurzen Arm eines Chromosom 4 transloziertes Material eines Chromosom
20. Umgekehrt lag der vom Chromosom 4 auf ein Chromosom 20 translozierte Bereich
offenbar unter der Aufléosungsschwelle der Technik. Die reziproke Translokation stellte sich
daher nicht dar. Aus diesem Grund entschieden wir uns dafiir, die folgenden Fille nicht mehr
mit SKY und Subtelomersonden parallel zu untersuchen, sondern ein reines

Subtelomerscreening durchzufiihren.
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Abb. 4.8: SKY-Bilder der Mutter:

Links: Material von Chromosom 20 auf Chromosom 4 erkennbar.
Rechts: kein transloziertes Material auf Chromsom 20 erkennbar.

Zusammenfassung:

Die kleine Patientin leidet an einem Wolf-Hirschhorn-Syndrom mit Nachweis einer
unbalancierten Translokation zwischen den Chromosom 4 und dem Chromosom 20
(Karyotyp: 46,XX,der(4)t(4;20)(p16;q13)mat) infolge einer miitterlichen balancierten
reziproken Translokation zwischen den Chromosomen 4 und 20 (Karyotyp: 46,XX,t(4;20)
(p16;q13)). Damit besteht ein deutlich erhohtes Risiko fiir das Auftreten von Fehlgeburten

sowie fiir die Geburt weiterer schwerbehinderter Kinder.
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4.2.2 Fall 2 (Patient 49)

Anamnese:

Die Geburt des minnlichen Patienten im Februar 2000 erfolgte in der 40.
Schwangerschaftswoche per Sectio aufgrund eines Geburtsstillstandes. Er lag bei seiner
Geburt mit Kopfumfang und Korpergro3e etwa auf der SOer Perzentile. Im Laufe der ersten
beiden Lebensjahre fiel er aber zunehmend durch eine Entwicklungsverzdgerung auf. Bei
seiner letzten Vorstellung im Mirz 2002 (also im Alter von zwei Jahren und zwei Monaten)
wirkte der Patient klein fiir sein Alter, auffallend muskulédr hypoton und konnte sich aus dem
Sitzen nicht selbststindig aufrichten. Bei dem Patienten bestand bei Z.n. Spontanverschluss
eines Ventrikelseptumdefektes (VSD) eine links persistierende obere Hohlvene. Ferner litt er
an supraventrikuldren Tachykardien. Bei der Inspektion des Patienten fielen tiefsitzende,
dorsal rotierte und einfach modellierte Ohren auf, eine breite und vortretende Stirn mit hohem
Haaransatz, ein flaches Philtrum und leicht iiberstreckbare distale Gelenke. Ein weiteres
dhnlich betroffenes Familienmitglied sei laut Elternaussagen in beiden Familien nicht

bekannt.

Zusammenfassung der EinschlufBkriterien:

1) Familiédre geistige Behinderung: nein

2) Prinatale Wachstumsretardierung: nein

3) Postnatale Wachstumsstorung: ja (Kleinwuchs, muskuldre Hypotonie)

4) Faziale Dysmorphiezeichen: ja (Ohranomalien, breite und vortretende Stirn,
flaches Philtrum)

5) Nicht-faziale D. +/- Organmifbildung: ja (Z.n. VSD, persistierende obere Hohlvene,

iiberstreckbare distale Gelenke)
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Abb. 4.9: Beide Fotos zeigen den Patienten im Alter von zwei Jahren.
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Strukturell unauffilliger minnlicher Karyotyp.
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Nachdem wir bei der durchgefiihrte Chromosomenanalyse des Patienen einen, soweit
lichtmikroskopisch erkennbar, sowohl numerisch als auch strukturell unauffilligen
minnlichen Chromosomensatz gefunden hatten, erfolgte anschlieBend eine erweiterte

zytogenetische Diagnostik mit den subtelomerspezifischen Sonden der Firma Cytocell.

Abb.4.11: Ergebnisse des Chromoprobe Multiprobe T-Systems (Cytocell):

Im Hybridisierungsareal fiir Subtelomerregion des
Chromosoms 8: Kein Signal fiir Subtelomerregion 8p
an einem Chromosom 8. Sonde: D8S2333

Bei der Auswertung der Signale der subtelomerspezifischen Sonden der Firma Cytocell fiel
im Hybridisierungsareal fiir Chromosom 8 in sidmtlichen der ausgewerteten Mitosen der
Verlust der Subtelomerregion jeweils eines der beiden kurzen Arme von Chromosom 8 auf
(griines Signal fehlt). Alle anderen subtelomerspezifischen Sonden zeigten normale Befunde.

Daher lautet die erweiterte zytogenetische Diagnose: Subtelomerische Deletion im kurzen

Arm eines Chromosoms 8 mit dem Karyotyp: 46,XY .ish del(8) (p23.3) (D8S2333-)
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Kontrollsonden:

Der auffillige Befund wurde mit einer unabhingigen Kontrolluntersuchung (VYSIS,

TelVysion 8p, Locus D8S504) bestitigt. Bild siehe néchste Seite.

Abb. 4.12: Bild der Kontrollsonde der Firma Vysis:

Kein Signal fiir Subtelomerregion 8p an einem
Chromosom 8. Sonde: D8S504

Zusatzuntersuchung:

AuBerdem wurde bei diesem Patienten eine Bestimmung der Deletionsgrof3e mittels FISH mit
DOP-PCR amplifizierten fluorezenzmarkierten (von p-terminal Richtung Zentromer
abwechselnd Biotin-FITC, Digoxigenin-Rhodamin markiert) locusspezifischen DNA-Sonden
(MPI fiir molekulare Genetik, Berlin) durchgefiihrt.
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Tab. 4.2: Deletionsmapping der locusspezifischen DNA-Sonden:

Bande Sonde Anzahl detektierter 8p-Sondensignale pro Sonde
8p23 D8S504 nur ein 8p Sondensignal

8p23 D8S264/D8S262 nur ein 8p Sondensignal

8p23 D8S1824/D8S1781 nur ein 8p Sondensignal

8p23 D8S518 nur ein 8p Sondensignal

8p23 D8S277 nur ein 8p Sondensignal

8p23 AFM249WA9 nur ein 8p Sondensignal

8p22 D8S552/D8S1754 regelrecht zwei 8p Sondensignale
8p22-23 D8S258/D8S280 regelrecht zwei 8p Sondensignale
8p22 D8S282 regelrecht zwei 8p Sondensignale

Interpretation des Deletionsmappings:

Der Befund ergab fehlende Signale am kurzen Arm eines Chromosoms 8 fiir alle fiir die
Bande 8p23 hybridisierten Sonden in sdmtlichen untersuchten Mitosen. Die Sonde
AFM249WAO9 liegt circa 7,5 MB proximal vom Telomer und ist das letzte fehlende Signal,
bevor dann die nichstfolgende Sonde (D8S552/D8S1754, die circa 12,5 MB proximal vom
Telomer liegt) wieder regelrechte Signale an beiden 8er Chromosomen zeigt. Der Bereich
zwischen D8S504 bis einschlieBlich AFM249W A9 ist damit deletiert. Zwischen den Sonden
AFM249WA9 und D8S552 liegt in einer Entfernung von 10,4 MB vom Telomer das Gen
GATAA4, dessen Fehlen sehr wahrscheinlich fiir - die bei Kindern mit 8p-Deletion
vorhandenen - Herzfehler verantwortlich ist. Da unser Patient einen 8p  typischen Herzfehler
aufweist, ist diese Region hochstwahrscheinlich auch noch deletiert. Die Deletion erstreckt
sich somit iiber einen Bereich von etwa 10 MB von der Subtelomerregion iiber nahezu die
Ganze Bande 8p23. (Siehe dazu das folgende Bild des Deletionsmappings der fiinf

terminalsten 8p23-Sonden)
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Abb. 4.13

Yac 810 f08 D8S504  + -
Yac 931 b02 D8S264/

Yac 930 a02 D8S1824/
D8S1781 + -

Yac 873 a11 D8S518 + -

Yac 910 f12 D8S277 + -

#8 #8del (p23)

Fehlende Signale fiir alle im Bereich 8p23 hybridisierenden Sonden.

Eltern-Befunde:

Vater: Numerisch und strukturell unauffélliger ménnlicher Chromosomensatz mit dem
Karyotyp 46, XY. Die Chromosomenuntersuchung des Vaters mittels der 8p-Sonde D8S504
der Firma Vysis ergab regelrechte Signale an beiden kurzen Armen der 8er Chromosomen.

Damit bestand kein Hinweis auf die beim Kind nachgewiesenen Subtelomerdeletion 8p.

Mutter: Numerisch und strukturell unauffilliger weiblicher Chromosomensatz mit dem
Karyotyp 46, XX. Die Chromosomenuntersuchung der Mutter mittels der 8p-Sonde D8S504
der Firma Vysis ergab regelrechte Signale an beiden kurzen Armen der 8er Chromosomen.

Damit bestand kein Hinweis auf die beim Kind nachgewiesenen Subtelomerdeletion 8p.

Zusammenfassung:

Bei dem kleinen Patienten fanden wir in der erweiterten zytogenetischen Untersuchung
eine subtelomerische Deletion im kurzen Arm eines Chromosoms 8 mit dem
Karyotyp:46, XY,del (8) (p23). Bei unauffilligen Untersuchungsbefunden beider Elternteile
konnte eine Familiaritit der Deletion ausgeschlossen werden. Dementsprechend ist das
Wiederholungsrisiko fiir weitere Kinder als sehr gering einzustufen. Es handelt sich um eine

de-novo Deletion.
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4.2.3 Fall 3 (Patient 62)

Anamnese:

Der kleine Junge kam im Februar 2002 in der 36. Schwangerschaftswoche mit einem
Geburtsgewicht von 1800g zur Welt. Schon wihrend der Schwangerschaft waren eine fetale
Dystrophie und ein Oligohydramnion aufgefallen. Der Patient zeigte multiple Auffélligkeiten,
u.a. eine Holoprosenzephalie, eine Nierenhypoplasie, ein persistierendes Foramen ovale,
sowie einen persistierenden Ductus arteriosus. Bei der Inspektion fiel ein deutlich dysmorphes
Gesicht mit flichender Stirn, prominenten Augen, tiefer Nasenwurzel, mit flacher Nase und
tiefsitzenden, dysplastischen Ohren auf. Eine kontrakte Haltung in den Ellenbogen- und
Kniegelenke, eine rontgenologische Andeutung einer postaxialen Hexadaktylie an den
Hénden und eine Hypospadie waren aullerdem erkennbar. Es handelte sich um das erste Kind
phianotypisch gesunder Eltern und ein weiteres dhnlich betroffenes Familienmitglied sei laut

Elternaussagen in beiden Familien nicht bekannt.

Zusammenfassung der EinschluBkriterien:

1) Familidre geistige Behinderung: nein

2) Prianatale Wachstumsretardierung:  ja (1800g Geburtsgewicht, fetale Dystrophie,

Holoprosenzephalie)
3) Postnatale Wachstumsstérung entfillt (Patient verstarb im Alter von 2 Monaten)
4) Faziale Dysmorphiezeichen: ja ( Ohranomalie, nasale Anomalie)

5) Nicht-faziale D. +/- Organmif3bildung: ja (Persistierende Foramen ovale und Ductus

arteriosus, Hypospadie, V.a. Hexadaktylie)
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Abb. 4.14: Karyogramm: 46,XY
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Strukturell unauffilliger ménnlicher Karyotyp.

Nachdem wir bei dem Patienten einen, soweit lichtmikroskopisch erkennbar, sowohl

numerisch als auch strukturell unauffélligen méinnlichen Chromosomensatz gefunden hatten,

erfolgte  anschlieBend eine  erweiterte  zytogenetische  Diagnostik  mit  den

subtelomerspezifischen Sonden des Chromoprobe Multiprobe T-Systems der Firma Cytocell.
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Abb. 4.15: Ergebnisse des Chromoprobe Multiprobe T-Systems (Cytocell):

Drei Signale fiir Subtelomerregion 7p und ein Signal
fiir Subtelomerregion 7q

Bei der Auswertung der Signale der subtelomerspezifischen Sonden der Firma Cytocell fiel
im Hybridisierungsareal fiir Chromosom 7 in sdmtlichen ausgewerteten Mitosen an jeweils
einem Chromosom 7 ein fehlendes Signal fiir die subtelomerspezifische Region 7q auf.
Stattdessen fanden wir an diesem Chromosom sowohl am kurzen, als auch am langem Arm
Signale fiir die Region 7p (zwei griine Signale an einem Chromosom 7). Das jeweils andere
7er Chromosom war unauffillig, genauso wie die restlichen 22 Chromosomenpaare.

Damit ergab sich die erweiterte zytogenetische Diagnose: Trisomie fiir den p-terminalen

Bereich des Chromosoms 7 und Monosomie fiir den g-terminalen Bereich des Chromosoms 7.

Ein kausaler Zusammenhang zwischen der Symptomatik des Kindes und dem erweiterten
Untersuchungsbefund war in diesem Fall als sehr wahrscheinlich anzunehmen. Insbesondere
das Leitsymptom der Holoprosenzephalie kann zuriichgefiihrt werden auf die Deletion im
Bereich der telomernahen Region eines langen Arms eines Chromosom 7, da eines der
Holoprosenzephalie verursachenden Gene, das sogenannte Sonic-Hegde-Hog-Gen (SHH-
Gen) auf dem langen Arm des Chromosoms 7 telomernah auf der Bande 7q36 lokalisiert

werden konnte.
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Kontrollsonden:

Der auffillige Befund wurde mit einer unabhingigen Kontrolluntersuchung mittels
subtelomerspezifischen Sonden fiir die Bereiche 7p und 7q der Firma VYSIS bestitigt. Auch
hier zeigte die Sonde VIJyRM1185 (spezifisch fiir tel7p) eine Trisomie und die Sonde
VIJyRM2000, 7QTEL20 (spezifisch fiir tel7q) eine Monosomie.

Im néchsten Schritt erfolgte die zytogenetische Untersuchung der Eltern, da eine hohe
Wahrscheinlichkeit dafiir bestand, dass die kindliche Chromosomenaberration auf dem Boden

einer elterlichen Chromosomenanomalie entstanden war.

Eltern-Befunde:

Mutter: In der konventionellen Chromosomenuntersuchung fanden wir einen numerisch und
strukturell unauffilligen weiblichen Chromosomensatz. Die Chromosomenuntersuchung der
Mutter mittels der subtelomerspezifischen Sonden 7p und 7q der Firma Vysis ergab
regelrechte  Signale. Damit bestand kein Hinweis auf eine  miitterliche

Chromosomenanomalie.

Vater: Nachdem in der konventionellen Chromosomenuntersuchung ebenfalls ein numerisch
und strukturell unauffilliger méinnlicher Chromosomensatz gefunden wurde, schlossen wir
eine FISH-Untersuchung mit den subtelomerspezifischen Sonden fiir die Bereiche 7p und 7q

der Firma VYSIS an.

Abb. 4.16: Ergebnis der Untersuchungen:

Ein normales Chromosom 7 und ein Chromosom 7,
bei dem die Telomersignale umgekehrt sind.
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Die Sonden zeigten in allen ausgewerteten Mitosen ein Chromosom 7 mit unauffilligen
Signalen und ein Chromosom 7, an dem am Telomer des kurzen Armes die in rot markierten
Sonden der Subtelomerregion 7q und am Telomer des langen Armes die griin markierten
Sonden der Subtelomerregion 7p hybridisierten. Bei dem Vater fand sich damit eine grof3e
perizentrische Inversion eines Chromosoms 7. Das hei3it, es kam zu einer Drehung eines
Chromosomenstiickes innerhalb des Chromosoms 7 um 180°, wobei das Zentromer Teil des
Chromosomenstiickes war (siehe dazu auch Bild 4.17). Die Bruchpunkte dieser Inversion
konnten auf dem kurzen Arm mit der Bande 7p22.1 und auf dem langen Arm in der Bande
7q36 lokalisiert werden. Die Inversion betraf damit nahezu das ganze Chromosom 7, wobei
die distalen Fragmente kaum mehr als die Subtelomerregionen ausmachten. Aus diesem
Grund war die Inversion hellfeldmikroskopisch nicht zu erkennen. Da der Vater phinotypisch
gesund ist, ist von einem balancierten chromosomalen Rearrangements auszugehen.

Im Rahmen von Crossing-over Ereignissen wéhrend der Reifeteilung der Keimzellen kann
solch eine Inversion ursédchlich fiir die Entstehung eines unbalancierten Chromosomensatzes
sein, wie es beispielsweise bei diesem Patienten der Fall gewesen ist.

Es besteht ein hohes Risiko (laut Literatur bis zu 20%) fiir neuerliche sekundéire

Veridnderungen bei weiteren Nachkommen (Sieber et al, 1990).

Bild 4.17 (Buselmaier et al, 1991)

Perizentrische Inversionsschleife.
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4.2.4 Fall 4 (Patient 63)

Anamnese:

Die im Februar 2002 geborene Patientin kam mit einem Geburtsgewicht von 1500 g zur Welt.
Dies entspricht in etwa der 10er Perzentile. Die Vorstellung der kleinen Patientin in unserer
Institutsambulanz fand etwa im Alter von 2 Jahren statt. Fotos der Patientin liegen uns leider
nicht vor. Bei der Inspektion fiel eine Valgus-Fehlstellung der Fiile, eine deutliche
Dystrophie und faziale Dsymorphiezeichen (u.a. dysplastische, tiefsitzende Ohren) auf. Im
weiteren Verlauf entwickelte sich zusitzlich ein Hydrozephalus. Die kardiologische
Zusatzuntersuchung ergab ferner einen muskuldren Ventrikelseptumdefekt. Ein weiteres
dhnlich betroffenes Familienmitglied sei laut Elternaussagen in beiden Familien nicht
bekannt. Da die Kombination aus Herzfehler und fazialen Dysmorphiezeichen relativ haufig
beim sogenannten DiGeorge-Syndrom vorkommt, entschieden wir uns vor einer eventuellen
Subtelomeruntersuchung zunichst fiir eine molekularzytogenetischen Untersuchung auf eine
Mikrodeletion in der Region 22ql1. Zur Einleitung der Diagnostik wurde zunéchst, wie bei

allen Fillen, der Chromosomensatz der Patientin mittels einer Karyotypisierung untersucht.

Abb. 4.18: Karyogramm: 46,XX
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Strukturell unauffilliger weiblicher Karyotyp.
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Nachdem man bei der durchgefiihrte Chromosomenanalyse der Patientin einen, soweit
lichtmikroskopisch erkennbar, sowohl numerisch als auch strukturell unauffalligen weiblichen
Chromosomensatz gefunden hatte, erfolgte anschlieBend eine molekularzytogenetische
Untersuchung mittels FISH mit der lokusspezifischen DNA-Sonde LSI DiGeorg/VCFES der
Firma VYSIS. Diese Sonde hybridisiert im Bereich 22q11.2. Die zugehorige Kontrollsonde
LSI ARSA (Arylsulfatase A) hybridisiert im Bereich 22q13.3, also weiter distal am gleichen
Arm des Chromosoms 22. Parallel dazu wurde eine weitere FISH-Untersuchung mit der
lokusspezifischen DNA-Sonde N25 der Firma ONCOR durchgefiihrt. Auch diese hybridisiert
im Bereich 22q11.2. Bei der zugehorigen Kontrollsonde handelt es sich um die Sonde 22qter.

Ergebnisse der Untersuchung mit DiGeorge-Sonden:

Es ergab sich kein Hinweis auf das zunidchst vermutete DiGeorge-Syndrom. Die
lokusspezifischen DNA-Sonden LSI DiGeorge/VCFES und N25 zeigten in allen ausgewerteten
Mitosen regelrechte Hybridisierungssignale an den q-Armen der Chromosomen 22 im
Bereich 22q11.2.

Allerdings gab es eine reproduzierbare Auffilligkeit im Bereich beider Kontrollsonden LSI
ARSA und 22qter. An einem Chromosom 1 jeder Mitose fanden wir ein zusitzliches Signal
der jeweiligen Kontrollsonde fiir den Bereich der g-terminalen Region von Chromosom 22.
Im AnschluBl erfolgte deshalb die erweiterte zytogenetische Diagnostik mit den
subtelomerspezifischen Sonden der Firma VYSIS.

Beziiglich der Einschlusskriterien erfiillte die kleine Patientin vier von fiinf Kriterien, welche

im Folgenden aufgefiihrt werden.

Zuammenfassung der EinschluBKkriterien:

1) Familidre geistige Behinderung: nein

2) Prianatale Wachstumsretardierung: ja (Geburtsgewicht 1500 g, entspricht ca dem 10er
Perzentil)

3) Postnatale Wachstumsstorung: ja (Dystrophie, Hydrozephalus)

4) Faziale Dysmorphiezeichen: ja (u.a. Ohranomalien)

5) Nicht-faziale D. +/- OrganmiB3bildung: ja (Valgusfehlstellung d. Fiile, muskuldrer VSD)
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Abb. 4.19: Ergebisse der subtelomerspezifischen Sonden (VYSIS):

Links: Partielle Monosomie fiir 1p. Rechts: Partielle Trisomie fiir 22q.

Bei der Auswertung der Signale der subtelomerspezifischen Sonden der Firma VYSIS fiel der
Verlust der Subtelomerregion jeweils eines der beiden kurzen Arme von Chromosom 1 auf
(griines Signal fehlt). Damit lag eine partielle Monosomie fiir den kurzen Arm des
Chromosoms 1 vor. Des Weiteren ergab die Auswertung ein zusitzliches Signal fiir die
Subtelomerregion des langen Arms von Chromosom 22 (drei rote Signale). Somit war eine
partielle Trisomie des langen Armes eines Chromosoms 22 detektiert. Es handelte sich damit
um eine unbalancierte Translokation 1;22.

Es ergab sich folgender Karyotyp: 46,XX, der(1),t(1;22)(p36;q13)

Das klinische Bild der kleinen Patientin ist mit dem erhobenen Befund zu vereinbaren.
Patienten mit einer partiellen Trisomie 22q leiden u.a. gehduft unter fazialen
Dysmorphiezeichen, Herzfehlern und Hydrozephalus. Patienten mit einer terminalen Deletion
Ip zeigen oft Gesichtsdysmorphien im Sinne dysplastischer Ohren, Vorhofseptumdefekte,
Nierenfehlbildungen oder auch postnatale Wachstumsretardierung. Bei  beiden

Chromosomenanomalien findet sich gehiuft eine geistige Behinderung.
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Es folgte daraufhin die molekularzytogenetische Untersuchung der Eltern, um eine eventuelle

Familiaritiit von einer de-novo Entstehung zu unterscheiden.

Eltern-Befunde:

Vater: Numerisch und strukturell unauffilliger ménnlicher Chromosomensatz mit dem
Karyotyp 46, XY. Die Chromosomenuntersuchung des Vaters mittels der 1p-Sonde
CEB108/T7 und der 22g-Sonde 22QTEL31 (D22S1726) der Firma Vysis ergab regelrechte
Signale an den jeweiligen Armen 1p und 22q. Damit war der Vater als Grund fiir die

unbalancierte Translokation seiner Tochter ausgeschlossen.

Mutter: Numerisch und strukturell unauffilliger weiblicher Chromosomensatz mit dem
Karyotyp 46, XX. Die Chromosomenuntersuchung der Mutter mittels der der 1p-Sonde
CEB108/T7 und der 22g-Sonde 22QTEL31 (D22S1726) der Firma Vysis ergab ebenfalls
regelrechte Signale an den jeweiligen Armen 1p und 22q. Damit war auch die Mutter als

Grund fiir die unbalancierte Translokation ihrer Tochter ausgeschlossen.

Zusammenfassung:

Bei der kleinen Patientin fanden wir in der erweiterten zytogenetischen Untersuchung eine
unbalancierte Translokation zwischen dem Chromosom 1 und dem Chromosom 22 mit
partieller Trisomie fiir den distalen Teil des langen Armes von Chromosom 22

(Karyotyp: : 46, XX, der(1),t(1;22)(p36;q13)).

Mit unauffilligen Untersuchungsbefunden beider Elternteile konnte eine Familiaritdt der
Translokation ausgeschlossen werden. Das Wiederholungsrisiko eines weiteren von der

Translokation betroffenen Kinder ist als gering einzustufen.
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4.3 Chromosomale Polymorphismen

Chromosomale  Polymorphismen  sind  lichtmikroskopisch ~ erkennbare  erbliche
Strukturvarianten, die in der Regel keinen Krankheitswert besitzen, da sie meistens
heterochromatisches Material, d.h. genetisch inaktive DNA-Abschnitte betreffen oder aber
repetetive  Sequenzen (z.B. Nukleolus-Organisator-Regionen der akrozentrischen
Chromosomen) bei denen Variationen der Kopienzahl toleriert werden. 5-7 % der
Bevolkerung tragen zumindest fiir ein Autosom heterozygot einen Polymorphismus.
Homozygotie fiir einen Polymorphismus wird seltener (bei ca. 1% der Bevolkerung)
beobachtet (HIRSCH-KAUFFMANN M, SCHWEIGER M, 2000).

Ein Polymorphismus, der den langen Arm des Chromosoms 2 betrifft, ist 1994 von der
Arbeitsgruppe MACINA et al erstmals beschrieben worden. Bei diesem Polymorphismus
handelt es sich um eine kleine Deletion im Bereich des g-Armes (FAN et al, 2001).
Mittlerweile liegen unterschiedliche Daten beziiglich der Privalenz dieses 2q-
Polymorphismus bei verschiedenen Arbeitsgruppen (ANDERLID et al, 1999; VIOT et al,
1998; JALAL et al, 2000; BALLIF et al, 2000) vor. Die Privalenzen variieren zwischen 1,5
und 8,2%. Im Durchschnitt ergibt dies eine Haufigkeit von ca 5%, welche in einer Studie der
Arbeitsgruppe FAN et al aus dem Jahr 2001 ebenfalls bestitigt wurde (dort 6%). Ein weiterer
bekannter und gut beschriebener Polymorphismen ist der XpYp-Polymorphismus (KNIGHT
et al 2000; FAN et al, 2001; BALLIF et al, 2000). In unserer Arbeit fand sich ein Xp-
Polymorphismus bei einem jungen Miadchen. Dies entspricht einer Privalenz von 1,4%.

Einig ist man sich iiber die Tatsache, dass dieser Polymorphismus weder eine Korrelation mit
geistigen Behinderung, noch mit anderen phédnotypischen Anomalien aufweist (FAN et al,
2001; BALLIF et al, 2000). Damit geht man davon aus, dass es sich bei der Deletion im
Locus D2S2986 um eine hiufige Variante ohne Krankheitswert handelt (FAN et al, 2001).
Von der 2qg-Cytocell-Sonde (der ersten und zweiten Generation) entdeckt wird dieser
Polymorphismus, weil die angesteuerte Zielsequenz durch die kleine erbliche Strukturvariante
(Deletion) verindert ist und somit die Sonde nicht korrekt binden kann (KNIGHT et al, 2000).
Jeder Detektion einer 2qg-Deletion miissen sich zwei Schritte zur Diagnosesicherung
anschliessen. Zum einen ist die Kontrolle des Ergebnisses mit subtelomerischen 2q-Sonden
eines idealerweise proximaler gelegenen Lokus erforderlich (KNIGHT et al, 2000; FAN et al,
2001). Die 2g-Sonden ( TelVysion2q (D2S447, 2QTELA47)) des Herstellers Vysis erfiillen
dieses Kriterium. Zum anderen sollten die Eltern untersucht werden, um bei ihnen die erbliche

Strukturvariante ebenfalls darzustellen. Ohne diesen Zusatzuntersuchungen kénnte ansonsten
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eine klinisch signifikante 2g-Deletion als Polymorphismus missinterpretiert werden
(KNIGHT et al, 2000; FAN et al, 2001).

Innerhalb unseres Subtelomerscreenings mittels Sonden des Chromoprobe Multiprobe T-
Systems der Firma Cytocell fehlten in vier Fillen an jeweils einem Chromosom 2 ein Signal
fiir die Subtelomerregion 2q. In allen vier Féllen hybridisierten die Kontrollsonden (D2S447,
2QTELA7) der Firma Vysis einwandfrei. In drei der vier Fille konnten wir mit ergénzenden
Elternuntersuchungen beweisen, dass es sich bei diesen Signalverlusten um den oben
erwihnten 2q- Polymorphismus handelt. In zwei Fillen trug jeweils ein Elternteil (im einen
Fall die Mutter, im anderen Fall der Vater) den Polymorphismus. Im dritten Fall war bei
beiden Elternteilen der Polymorphismus nachweisbar, wobei die Eltern bekanntermafen
blutsverwandt waren. Die gemeinsame Tochter trug den Polymorphismus in heterozygoter
Form. Im vierten Fall waren die Eltern nicht zu einer ergidnzenden Untersuchung bereit. Man
kann allerdings aufgrund der positiven Kontrollhybridisierung mit Vysis-Sonden davon
ausgehen, dass es sich auch in diesem Fall um den vermuteten 2q-Polymorphismus handelt.

Alle Elternteile waren phédnotypisch unauffillig.

Abb. 4.20: Beispiel fiir einen (links) mit Cytocell-Sonden detektierten 2q-Verlust und
(rechts) physiologischen Kontrollbefund (VYSIS)
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Innerhalb unseres Subtelomerscreenings mittels Sonden des Chromoprobe Multiprobe T-
Systems der Firma Cytocell fehlte in einem Fall (bei einem jungen Midchen) an jeweils
einem Chromosom X ein Signal fiir die Subtelomerregion Xp. Die Kontrollsonden (Xcen/Xp)
hingegen hybridisiert (analog zu den 2q-Kontrollsonden) ebenfalls einwandfrei. Auch in
diesem Fall konnten wir mit einer ergdnzenden Elternuntersuchung nachweisen, dass es sich
bei diesem Xp-Signalverlusten um den oben erwihnten Xp-Polymorphismus handelt. In

diesem Fall trug die Mutter ebenfalls den Polymorphismus.

Abb. 4.21 Beispiel fiir einen (links) mit Cytocell-Sonden detektierten Xp-Verlust und (rechts) physiologischen
Kontrollbefund (Xcen/Xp)
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5. Diskussion

5.1 Methodische Aspekte

5.1.1 Chromoprobe Multiprobe T-System (Cytocell)

5.1.1.1 Praktische Durchfiihrung und Zeitintensitét:

Man benoétigt zur Darstellung aller Subtelomerregionen der Chromosomen eines Patienten am
ersten Versuchstag circa zweieinhalb Stunden Zeit. Im Anschlul an eine iiber Nacht
Hybridisierung folgt am nédchsten Tag der zweite Versuchsteil, dessen Dauer nochmals circa
45 Minuten betrigt. Die Arbeitsschritte sind streckenweise sehr schwierig und beeinflussen in
hohem Malle die Auswertungsqualitit im Anschluss an den Versuch. Der erste kritische
Schritt ist das Auftropfen der Suspension in 2ul-Volumina auf die 24 Quadrate. Im ersten
Schritt darf nur jedes zweite Quadrat getroffen werden, weil sich ansonsten die Suspensionen
vermischen und Artefakte auftreten. Erst in der zweiten Runde des Auftropfens werden die
freigelassenen Quadrate gefiillt. Es ist von grofter Wichtigkeit, dass beim Auftropfen jedes
Quadrat beriicksichtigt wird und dass in jedem der 24 Quadrate eine anndhernd gleiche
Qualitdt beim Auftropfen gelingt. Denn nur so ist eine sichere Auswertung aller
Chromosomenenden moglich. Der zweite kritische Schritt und insgesamt mit Sicherheit der
folgenreichste, ist das Plazieren des Objekttrigers auf den Sondentriger. Dabei sind zwei
Dinge genau zu beachten. Zum einen muf} das gelbe Feld des Sondentridgers exakt auf dem
Quadrat mit der Nummer 1 des Objekttrigers von der Position her {ibereinstimmen.
Anderenfalls ist zwar die Detektionsqualitit unbeeinflusst, aber die Nummerierung der
Quadrate stimmt nicht mehr mit den tatsdchlich markierten Chromosomen iiberein, was bei
der Auswertung zu Fehlinterpretationen fithren muss. Zum anderen ergibt sich aus der
ungliicklichen Vorgabe des Herstellers in Form von unterschiedlichen Grofen des
Sondentrigers und Objekttrigers ein Problem beim Anfassen. Der Sondentriger ist ca.
eineinhalb Zentimeter kiirzer als der Objekttriger. In der Breite dagegen unterscheiden sich
beide nicht. Dies bedeutet automatisch, dass lediglich an dieser Stelle ein halbwegs sicheres
Beriihren des ,,Sandwichs* erfolgen kann, ohne dass man Gefahr lduft, dass sich die beiden
Triager gegeneinander verschieben. Ist dies einmal passiert, sollte man nicht den zusétzlichen
Fehler begehen, die Position des Sandwichs durch ein korrigierendes Verschieben erneut zu
verdndern. Die Folgen der ein oder mehrfachen unbeabsichtigten Manipulationen des

»dandwich® werden bei der mikroskopischen Auswertung deutlich sichtbar. Zusétzlich zu den
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bekannten und interpretationsbediirftigen Kreuzhybridisierungen und Polymorphismen,
welche im néchsten Schritt ausfiihrlich diskutiert werden, treten in diesen Féllen in Folge des
Verrutschens zusitzliche Signale aus den Nachbararealen auf. Dies erschwert die Auswertung
hiufig so sehr, dass die Arbeitszeit am Mikroskop fiinf bis sechs Stunden betragen kann. Fiir
die Auswertung benotigt der Ungeiibte normalerweise (je nach Mitose- und / oder
Signalqualitdten) ca. drei Stunden. Der Geiibte wertet bei durchschnittlich guter Qualitéit
einen Objekttrdager innerhalb von 90 Minuten aus. Pro Subtelomerregion werden dabei fiinf

aussagekriftige (d.h. numerisch vollstindige) Mitosen aufgenommen und beurteilt.

5.1.1.2 Storfaktoren und Qualitédtseinschrinkungen:

Die Balance zwischen der Sensitivitdt und der Spezifitiat der Sonden ist das erklirte Ziel bei
jedem Subtelomerscreening. Die Chromosomenenden bestehen aus einem zwei bis fiinfzehn
Kilobasen langem Abschnitt aus TG-reicher repetetiver DNA, an den sich zunichst relativ
unspezifische, kurze distale (ebenfalls repetetive) DNA Sequenzen und dann eine sehr
spezifische, lingere proximale DNA Sequenz anschlieen (Schaubild siehe S.6). Daraus folgt,
dass je spezifischer eine Sonde sein soll, desto proximaler (zentromerniher) bindet sie am
Chromosomenende. Damit ergibt sich die Konsequenz, dass weiter telomerwérts gelegene
chromosomale Verdnderungen iibersehen werden konnen. Wenn die Sonde andererseits
telomernéher bereits auf der Grenze zu der distalen, repetetiven DNA Sequenzen bindet, wird
die exakte chromosomale Zuordung der detektierten DNA unsicher. Eine pragmatische
Losung sollte daher lauten, dass moglichst spezifische Sonden ausgewéhlt werden und ein
Ubersehen einiger weniger chromosomalen Verinderungen im distalen genarmen Bereich
akzeptiert werden muf3 (KNIGHT et al, 1999, 2000).

Bei vielen Chromosomen finden sich multiple Kreuzhybridisierungen, welche zwar von der
Firma Cytocell im Versuchsprotokoll beschrieben werden, aber trotzdem die Auswertung
erschweren. (Siehe dazu auch Tabelle 5.1, S.69) Der Grund fiir diese Kreuzhybridisierungen
liegt in der besonderen GroBe und Komplexitit der Subtelomerregionen (WILKIE et al,
1991). Die Basensequenzen der Subtelomerregion einiger Chromosomen, stimmen bis zu
95% mit den Basensequenzen anderer Chromosomen iiberein. Die Homologie der Sequenzen
erstreckt sich zum Teil tiber mehrere Kilobasen (WILKIE et al, 1991;FLINT et al, 1997 ).
Zum Beispiel betrdagt die Homologie der terminalen 30 kb der p- und g-Arme des
Chromosoms 4 ca. 98% (FLINT et al, 1997). Besonders ausgeprigte und bei der Auswertung
storende Kreuzhybridisierungen sind in unserer Studie zum einen die zwischen 9q-10p

und/oder 16p und/oder 18p und/oder Xq/Yq und zum anderen die zwischen 17q-1p und/oder
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6q, sowie zwischen 17p und 17q und zwischen 22q und 2q. Sdmtliche andere im
Versuchsprotokoll erwihnten Kreuzhybridisierungen sind in unserem Fall hiufig durch ihre
geringere Signalintensitidt von ,,echten” Signalen zu unterscheiden. Die Arbeitsgruppe von
ANDERLID et al. (2002)
Kreuzhybridisierungen als hdufig an: 8p-1p, 99-18p, 11p-17p, 15¢g-interstitiell 1q und/oder

macht &dhnliche Erfahrungen und gibt folgende

interstitiell 15q, 17p-interstitiell 17q, 17g-1p und/oder 6q und 22qg-interstitiell 2p.

Tabelle 5.1 Vergleich der Kreuzhybridisierungen

Chromosomen

Herstellerangaben

eigene Befunde

ANDERLID et al.(2002)

Ip

1q

2p

2q

3p

3q

4p

4q

Sp

5q

6p

6q

7p

7q

3p

8p mit 1p und 3q

8p mit Ip

89

9p

9q

9q mit 10p, 16p, 18p und
XqYq

9q mit 10p, 16p, 18p und
XqYq

9q mit 18p

10p

10q

11p

11p mit 17p

11p mit 17p

11q

11q mit 12q (interstitiell)

12p

12p mit 6p und 20q

12q

13q

14q

15q

159 mit 1q und 15q
(interstitiell)

15q mit 1q und
15q(interstitiell)

16q

17p

17p mit 17q (interstitiell)

17p mit 17q (interstitiell)

17p mit 17q (interstitiell)

17q

17q mit 1p und 6q

17q mit 1p,5q, 6q, und
11p

17q mit 1p und 6q

18p

18q

19p

19q

20p

20q

20q mit 6p

21p

21q

22p

22q

22q mit 2q

22q mit 2q

22q mit 2p (interstitiell)

XpYp

XqYq
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Auch chromosomale Polymorphismen konnen zu Artefakten fiihren. Es sind in der Regel
kleine chromosomale Strukturvarianten ohne Auswirkung auf den Phédnotyp. Wenn sie im
Bereich der Zielsequenz der Sonde liegen, kann dies dazu fiihren, dass diese Sonde nur noch
unzureichend oder auch gar nicht mehr bindet (KNIGHT et al 2000; FAN et al, 2001;
BALLIF et al, 2000). Folglich fehlt bei der mikroskopischen Auswertung ein Signal; die
Subtelomerregion scheint zu fehlen. Ergiinzende Untersuchungen werden erforderlich, da es
sich differentialdiagnostisch in der Tat um eine klinisch bedeutsame Deletion handeln konnte.
Bekannte und gut beschriebene Polymorphismen sind der 2g- und der XpYp-Polymorphismus
(KNIGHT et al 2000; FAN et al, 2001; BALLIF et al, 2000). Zusitzlich beschrieb die
Arbeitsgruppe BALLIF et al erstmals einen 9pter-Polymorphismus. Durch die stindige
Weiterentwicklung und Verbesserung der Sondenqualitit ist in der Zukunft mit der
Identifizierung weiterer Polymorphismen zu rechnen (BALLIF et al, 2000). In unserer Studie
betrigt die Detektionsrate des 2q-Polymorphismus 4 von 70. Damit betrdgt die Privalenz fiir
den 2g-Polymorphismus (4/70) 5,7 %. Zusitzlich hatten wir den Befund eines Xp-
Polymorphismus bei einem Maidchen (Patientin 14). Die Pridvalenz fiir die XpYp-
Polymorphismen in unserer Arbeit betriagt damit 1,43 %.

Die Firma Cytocell reduzierte im Verlauf der vergangenen Jahre sowohl die Anzahl der
Kreuzhybridisierungen, als auch die der Polymorphismen-entdeckenden-Sonden. Die erste
Generation des Kits beinhaltete iiberwiegend Cosmide, wohingegen die zweite Generation
des Kits fast nur aus PAC-Sonden besteht (NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH, 1996;
KNIGHT et al, 2000). In unserer Studie sind ausschlielich Kits der zweiten Generation
verwendet worden. Der Kit der zweiten Generation entdeckte den oben erwihnten XpYp-
Polymorphismus weitgehend nicht mehr. Beide Generationen des Kits entdecken allerdings
den bekannten 2g-Polymorphismus. Die Anzahl der Kreuzhybridisierungen ist dagegen nicht
nennenswert reduziert worden. Die nahezu gleich bleibende Anzahl an Kreuzhybridisierungen
lasst sich insofern erkldren, dass es sich dabei um Folgen nicht zu &#ndernder
Sequenzhomologien handelt. Im Gegensatz dazu stehen die strukturellen Polymorphismen,
die theoretisch dadurch vermieden werden konnen, dass man die Signalsequenzen der Sonden
um einige hundert Baasenpaare nach proximal oder distal verschiebt und damit einer
,Fehlbindung® aus dem Weg geht. Nach Beendigung der experimentellen Phase unseres
Subtelomerscreenings war die dritte Generation des Kits im Handel erhiltlich. Der Kit des
Chromoprobe Multiprobe- T Systems enthilt eine 2q-Sonde (BAC. 172113, D2S447), die

den bekannten Polymorphismus nicht entdeckt.
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5.1.1.3 Kosten / Nutzen — Relation:

Die Gesamtkosten, d.h. die Material- und Personalkosten, der Untersuchung eines Patienten
mit dem Kit des Chromoprobe Multiprobe-T Systems betrdgt in unserem Institut ca. 300
Euro. Ebenso wichtig wie der Preis der einzelnen Untersuchung ist natiirlich die Anzahl der
Patienten, die untersucht werden miissen, um ein informatives Testergebnis zu erhalten. Bei
uns kam auf 18 durchgefiihrte Untersuchungen ein eindeutig pathologischer Befund. Das
heifit wiederum, dass 5400 Euro pro informativen Test aufgebracht werden miissen. Dazu
kommen bei Uberpriifung von Befunden die zusitzlichen Kosten zur Bestitigung bzw. dem
Ausschluss von familidren Polymorphismen. Dies sind nochmals ca. 2x 300 Euro fiir eine
FISH-Untersuchung beider Elternteile und ca. 100 Euro zur Kontrolluntersuchung der
betroffenen Chromosomen des Kindes mit einer zweiten Subtelomersonde (z.B. von Vysis).
Damit kostet das informative Testergebnis fiir einen Patienten rund 6000 Euro. Zumindestens
die durch Polymorphismen verursachten Zusatzkosten sollten mit der dritten Generation des
Kits mit nicht-Polymorphismen-detektierenden Sonden eingespart werden. Die Arbeitsgruppe
KNIGHT et al (1999) wertet die Elternuntersuchungen der betroffenen Kinder ebenfalls als
informative Tests, so dass damit die Rate an informativen Tests bezogen auf alle
durchgefiihrten Tests in unserem Fall 12 von 78 betragen wiirde. Damit reduziere sich der
Preis eines informativen Testes von ca. 6000 Euro auf rund 2000 Euro und wire damit
gedrittelt.

Abgesehen von den Kosten fiir das Gesundheitssystem ist das Subtelomerscreening eine gute
und effiziente Methode, um die Ursache von vielen ungeklirten geistigen Behinderungen

herauszufinden.

5.1.2 ToTelVysionMulti-color Dann Probe Panel

5.1.2.1 Praktische Durchfiihrung und Zeitintensitét:

Das ToTelVysionMulti-color DNA Probe Panel wird in unserem Labor verwendet, um die
auffilligen Befunde, die beim Subtelomerscreening mit den Cytocell-Sonden entdeckt werden
zu kontrollieren. Daher ist es nicht notwendig, den gesamten Chromosomensatz erneut zu
untersuchen, sondern es folgt eine Beschrinkung auf die auffilligen Subtelomerregionen. Die
15 Mischungen mit insgesamt 62 direkt markierten DNA-Sonden (41 subtelomerspezifische
und 21 zentromerspezifische Sonden) sind einzeln verpackt und getrennt anwendbar, so dass
beispielsweise die gleichzeitige Hybridisierung zweier Sondenmischungen auf einem
Objekttrager problemlos durchgefiihrt werden kann. Viele Arbeitsgruppen arbeiten wie wir

mit Vysis-Sonden als Kontrollsonde und mit Cytocell-Sonden im Subtelomerscreening



5. Diskussion 72

(KNIGHT et al, 1999, 2000; CLARKSON et al, 2002, ANDERLID et al, 2002; Fan et al,
2001). Ein komplettes Subtelomerscreening mit Vysis-Sonden berichtet nur eine
Arbeitsgruppe (BAKER et al, 2002). Ein Grund dafiir ist sicherlich die Tatsache, dass bei den
Vysis-Sonden zum kompletten Screening drei Objekttrager mit je 5 Hybridisierungsarealen
benotigt werden, wohingegen die Cytocell-Sonden fiir alle Chromosomen auf einem
Objekttrager hybridisiert werden. Das ist sowohl wihrend der Versuchsdurchfiihrung, als
auch bei der mikroskopischen Auswertung von Vorteil. Ein weiterer Grund ist
wahrscheinlich, dass die Cytocell-Sonden die ersten kommerziell zu erwerbenden Sonden
tiberhaupt fiir ein komplettes Subtelomerscreenig waren (KNIGHT et al, 1999) und die
meisten Arbeitsgruppen versuchen iiber Jahre hinweg mit den gleichen Sonden zu arbeiten,
um eine gute Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewéhrleisten. Der zeitliche Arbeitsaufwand
betrdgt im Vysis-Protokoll am ersten Versuchstag ca. 90 bis 120 Minuten. Dann schlieft sich
eine 12 bis 16stiindige Hybridisierung an und am zweiten Versuchstag benotigt man ca. 30
bis 60 Minuten. Der zeitliche Aufwand der Versuchsdurchfithrung ist damit relativ giinstig.
Es werden drei Objekttriger mit jeweils 5 Tropfen Suspension mit je Sul pripariert. Dabei ist
die Gefahr, dass die Metaphasenqualitdt durch Vermischen der Tropfen, also unter fehlendem
Abstand der Tropfen leidet, sehr gering. Man kann auBlerdem bei insuffizientem
Auftropferfolg neue Objekttrager herstellen. Dies ist bei Cytocell durch die Quadratvorgabe
nicht moglich und es ist schwieriger eine einheitliche Metaphasenqualitét in allen 24 Arealen
zu erreichen. Die mikroskopische Auswertung dauert je nach Hybridisierungsqualitit pro
Subtelomerregion etwa zwischen zehn und zwanzig Minuten. Pro Subtelomerregion werden

fiinf aussagekriftige (d.h. vollstindige) Mitosen aufgenommen und beurteilt.

5.1.2.2 Storfaktoren und Qualititseinschrankungen:

Die Auswertung der Objekttriger gelingt aufgrund der deutlich geringeren Anzahl von
storenden Polymorphismen und Kreuzhybridisierungen im Vergleich zu den CYTOCELL-
Sonden der ersten und zweiten Generation in unserem Labor gut. Die Arbeitsgruppe BAKER
et al (2002) hat tiber 250 mit Subtelomersonden der Firma Vysis untersuchte Fille berichtet.
Sie berichtet auch dariiber, dass lediglich in vier der 250 Fillen ein Signal an einem langen
Arm von Chromosom 2 (2q) etwas schwicher zu detektieren war, aber in keinem einzigen
Fall komplett fehlte. Damit wird der bekannte 2q-Polymorphismus mit Vysis-Sonden nicht
detektiert. Ebenfalls wenig storend wirken sich die beiden beschriebenen
Kreuzhybridisierungen 8p-lp und 9q-18p aus (BAKER et al, 2002). Eine weitere

Erleichterung stellt die zusitzliche Verwendung zentromerspezifischer Sonden dar. In jeder
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Mischung, in der Subtelomersonden von zwei verschiedenen Chromosomen vorhanden sind,
ist eines der beiden Chromosomen zusitzlich mit einer zentromerspezifischen Sonde
gekennzeichnet (direktmarkierte Sonde mit Spektum Aqua). Dies vereinfacht die
Identifikation der Chromosomen. Die ToTelVysion probes befinden sich in einer maximalen
physiklischen Distanz von 300kb von der Telomerregion entfernt und scheinen damit die

Balance zwischen Spezifitit und Sensitivitit relativ gut zu halten.

5.1.2.3 Kosten / Nutzen — Relation:

Fiihrt man ein Subtelomerscreening wie die Arbeitsgruppe BAKER et al (2002) komplett mit
den ToTelVysionMulti-color DNA Probe Panels durch, wiirde dies pro Patienten in unserem
Labor ca. 300 Euro Gesamtkosten verursachen. Im Rahmen dieses speziellen
Subtelomerscreenings kostet die Kontrolle eines verdédchtigen Befundes zwischen 75 und 125
Euro, je nachdem, wieviele Subtelomerregionen kontrolliert werden miissen. Aufgrund der
hohen Zuverlassigkeit der Hybridisierungsergebnisse ist die Kosten/Nutzen-Relation

zufrieden stellend.

5.1.3 Subtelomerische Sonden versus konventionelle Zytogenetik

Die konventionelle zytogenetische Analyse mit einer Auflosung von 400 bis 550 Banden ist
die Standarduntersuchung bei klinisch vermuteten chromosomalen Verdnderungen (KNIGHT
et al, 2000). Verschiedene Autoren geben die untere Auflosungsgrenze mit ca. SMb an
(KNIGHT et al, 2000; DE VRIES et al, 2001; CLARKSON et al, 2002; LEDBETTER et al,
1995). Doch nicht nur die absolute Grofle der chromosomalen Verdnderung, z.B. einer
Deletion, spielt eine Rolle, sondern auch die Tatsache wo sie liegt. Selbst bei einer
hochauflosenden Analyse mit 850 bis 1000 Banden kann eine Veridnderung, die grofler als
5SMb ist, iibersehen werden, wenn sie sich in einer hellen Bande befindet. Die Arbeitsgruppe
KNIGHT et al (2000) betont, dass es im Bereich der Subtelomerregion nur wenige
chromosomenspezifische und enge Bandenmuster gibt, so dass auch grolere chromosomale
Veridnderungen iibersehen werden konnen. CLARKSON et al (2002) stellen zusétzlich fest,
dass deshalb auch die Detektion eines interchromosomalen Austausches von Material (z.B.
bei balancierten Translokationen) erschwert ist, weil die ausgetauschten Stiicke eine dhnliche
G-Binderung aufweisen.

Die untere Auflosungsgrenze bei den Subtelomersonden betridgt ca. 60 kb (Kilobasen) und ist
damit etwa 100x hoher. Dadurch ist es moglich, wesentlich kleinere chromosomale

Verinderungen zu finden, als mit der konventionellen Zytogenetik. Limitiert ist das
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Subtelomerscreening bisher vor allem in drei Bereichen (KNIGHT et al, 2000). Zum Ersten
beinhalten beide zur Subtelomeruntersuchung verwendeten Kits keine Sonden fiir die kurzen
Arme (p-Arm) der akrozentrischen Chromosomen (13, 14, 15, 21 und 22). Wegen der
auferordentlich hohen Sequenzhomologie wird dies wohl auch kaum mdéglich sein. Hilfreich
wire jedoch bereits die Herstellung einer ,,Mischsonde®, die die kurzen Arme aller fiinf
akrozentrischen Chromosomen detektiert. In der Literatur sind ndmlich nicht selten Fille
beschrieben, in denen die p-Arme akrozentrischer Chromosomen an chromosomalen
Veridnderungen beteiligt sind. Ein Beispiel dafiir ist die balancierte, reziproke Translokation
einer Mutter und die unbalancierte Translokation der Tochter zwischen 9q und 13p, welche
die Arbeitsgruppe YOUNGMAN et al (1992) beschreibt. Somit ist davon auszugehen, dass
durch das Fehlen der Sonden fiir den kurzen Arm der akrozentrischen Chromosomen einige
chromosomale Veridnderungen unentdeckt bleiben konnten, sofern keine zusitzliche
konventionelle Chromosomenanalyse erfolgt. Die beiden anderen Limitierungen der Methode
bestehen darin, dass uniparenterale (Iso)disomien und kleine subtelomer gelegene
Tandemduplikationen ebenfalls unentdeckt bleiben kénnen (KNIGHT et al, 2000).

Generell scheinen die Subtelomersonden der konventionellen Zytogenetik bei der Suche nach
strukturellen Verdnderungen im Bereich der mit Genen dicht verpackten Chromosomenenden
weit iliberlegen (KNIGHT et al, 2000; DE VRIES et al, 2001; CLARKSON et al, 2002; FAN
et al, 2001; ANDERLID et al, 2002). Es gibt aber auch immer wieder Fille, in denen
beispielsweise eine die Subtelomerregion betreffende Duplikation nur durch hochauflésende
G-Binderungsanalyse sichtbar gemacht werden konnte, aber nicht durch Subtelomer-FISH
detektiert wird (BROWNE et al, 1999). Die Arbeitsgruppe JOYCE et al (2001) geht sogar so
weit zu behaupten, dass die hochauflosende G-Binderungsananlyse die effektivere der beiden
Methoden darstellt. Die umgekehrte Auffassung ist allerdings die Regel und selbst bei
Betrachtung der G-Binderungsmuster im Nachhinein mit dem Wissen um die vorliegende
Verinderung, ist nur in wenigen Féllen deren Identifikation in der G-Binderung mdglich.
KNIGHT et al (1999) war es moglich, vier von 22 Subtelomerverdnderungen nachtriglich mit
der hochauflésenden G-Binderung (850 Banden-Level) zu identifizieren. ANDERLID et al
(2002) konnte drei von zehn chromosomalen Verdnderungen retrospektiv in der
konventionellen G-Binderungsanalyse nachvollziehen.

In keinem der vier Fille in unserer Studie ist es moglich eindeutig die jeweilige
chromosomale Veridnderung in der G-Binderungsanalyse (550 Banden-Level) zu verifizieren.

Allenfalls in vereinzelten Mitosen des Patienten 49 (Fall 2) ist eine 8p- Deletion zu erahnen.
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Die viterliche perizentrische Inversion des Chromosoms 7 von Patient 62 (Fall 3) ist
lichtmikroskopisch nicht zu erkennen, da die Inversion nahezu das gesamte Chromosom 7
betrifft und die distalen Fragmente kaum mehr als die Subtelomerregionen ausmachen.
Genauso ergibt sich kein eindeutiger Anhaltspunkt fiir die partielle Monosomie fiir den
kurzen Arm des Chromosoms 4 bei Patientin 16 (Fall 1).

Aufgrund der hohen Kosten fiir die Untersuchung eines Patienten mit den Subtelomersonden
und der Moglichkeit der lichtmikroskopischen Detektion auch kleinerer subtelomerischer
Veridnderungen (wie z.B. die des Wolf-Hirschhorn-Syndroms/ 4p” und dem cri du chat-
Syndroms/ Sp” (DE VRIES et al, 2001)), sollte nach unserer Auffassung weiterhin jedem
Subtelomerscreening eine sorgfiltige, hochauflosende zytogenetische (auf 850 Banden-

Niveau) Untersuchung vorausgehen.

5.1.4 Spectral Karyotyping ,.SKY*

5.1.4.1 Praktische Durchfiihrung und Zeitintensitét:

Der zeitliche Aufwand fiir eine SKY-Untersuchung ist im Vergleich zur
Subtelomeruntersuchung weitaus hoher. Am ersten Versuchstag bendtigt man zwischen zwei
und drei Stunden fiir die Vorbehandlung der Objekttriger und der Sonden. Daran schlieft sich
eine 48stiindige Hybridisierung an, so dass zwischen dem ersten und zweiten Versuchstag
eine 24stiindige Pause entsteht. Am zweiten Versuchstag bendétigt man fiir die
Stringenzwaschung und die Detektion noch einmal drei bis vier Stunden. Die anschlieBende
mikroskopische Auswertung der angefertigten Prédparate bei durchschnittlicher Qualitéit dauert
in etwa drei bis vier Stunden. Es wird empfohlen, mindestens fiinf geeignete Metaphasen
aufzunehmen und zu klassifizieren (HADDAD et al, 1998). Haufiger als bei den
Subtelomersonden kommt es bei SKY zu insuffizienter Hybridisierungsqualitit und damit zu
einer deutlich erschwerten Auswertung bzw. im Extremfall zu keinem Ergebnis, so dass das
Experiment wiederholt werden muss.

Die Arbeitsschritte an sich sind bei SKY allerdings weniger diffizil als bei den
Subtelomersonden. Die Zellsuspensionen fiir die Verwendung fiir SKY werden mit Hilfe
einer Kolbenpipette in ca. 15ul-Volumina aus einer Hohe von wenigen Zentimetern auf
fettfreie Objekttriger aufgetropft. Man benétigt letztendlich nur einen Tropfen (ein ca. 12mm
groBes Areal) mit mehreren Metaphasen guter Qualitéit. Zur Zeitersparnis bietet es sich an,
mehrere Objekttriger gleichzeitig zu behandeln. In diesem Punkt ist SKY dem

Subtelomerscreening iiberlegen, da dort das gleichzeitige Bearbeiten mehrerer Félle eher eine
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Fehlerquelle darstellt. Speziell beim Arbeiten mit dem Chromoprobe Multiprobe-T System
hat es sich als besser und sicherer herausgestellt, sich auf jeweils nur einen Sonden- und

Objekttrager zu beschrinken.

5.1.4.2 Storfaktoren und Qualitdtseinschrinkungen:

Bei SKY liegt laut Literatur die Nachweisgrenze einer sichtbaren Veridnderung
durchschnittlich zwischen 1,5 und 2,6 Mb (Megabasen). Wihrend die Arbeitsgruppen
UHRIG et al (1997) und AZOFEIFA et al (2000) die Grenzen bei 2,6 Mb angeben, gehen
SCHROCK et al (1996) und HADDAD et al (1998) sogar von einer Nachweisgrenze von 0,5
bis 1,5 Mb aus. Einig ist man sich dariiber, dass systembedingte intrachromosomale
Verinderungen (wie z.B. Deletionen, Inversionen und Duplikationen) mit SKY nicht
detektiert werden konnen und dass das Auflosungsvermdgen von verschiedenen Faktoren
abhidngt. Das Gesamtergebnis ist u.a. von der Sondenqualitit, der Zusammensetzung der
Fluorochrome und dem Kondensationsgrad des Chromatins abhingig (SPEICHER et al
(1996); AZOFEIFA et al (2000)). Generell gilt wie bei der G-Binderung, dass je geringer der
Kondensationsgrad des Chromatins ist, desto kleinere chromosomale Verdnderungen lassen
sich nachweisen und umgekehrt. Fiir unsere Arbeit, die sich in erster Linie mit den
Subtelomerregionen beschiftigt, bedeutet die Tatsache, dass das Auflosungsvermogen von
SKY im Bereich der Subtelomere aufgrund schlechterer Hybridisierungseigenschaften
geringer ist, einen Nachteil. Hinzu kommt, dass einige Regionen, die viele repetitive
Sequenzen enthalten, nicht detektierbar sind. Dies betrifft unter anderem die kurzen p-Arme
der akrozentischen Chromosomen (SCHROCK et al, 1996). FEine weitere
Qualitdtseinschrinkung konnen die nicht selten auftretenden sehr starken und
ungleichméBigen Hintergrundsignale bedeuten. Sie konnen sich sogar so storend auswirken,
dass eine aufgrund der zusitzlichen DAPI-Farbung erfolgten Klassifikation der
Chromosomen durch die zugehorige Software SpectralView unmoglich wird. Insgesamt
besteht bei SKY eine hohere Wahrscheinlichkeit dafiir, dass ein Experiment wegen
insuffizienter Qualitdt der Prdparate wiederholt werden muss, als bei den
Subtelomeruntersuchungen.

Auf der anderen Seite bietet SKY die zusitzliche Moglichkeit, interchromosomale Insertionen
oder Translokationen zu detektieren, die ausserhalb der Reichweite der Subtelomersonden

liegen (ANDERLID et al, 2002; CLARKSON et al, 2002).
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5.1.4.3 Kosten / Nutzen — Relation:

Es ist analog zu den Subtelomerprobenkits seit einigen Jahren mdoglich, Probenkits fiir SKY
mit fertig markierten Sonden kommerziell zu erwerben. Ein Probenkit mit 100 pl Paint-Mix
kostete ca. 2000 Euro. Man bendétigt pro untersuchten Fall bei Lymphozytenpréiparaten ca.
3 ul Paint-Mix. Somit sind gut 30 Untersuchungen mit einem Kit moglich. Wie unter Punkt
5.1.5 ausfiihrlich diskutiert, liefern die SKY Untersuchungen bei uns und z.T. auch bei
anderen Arbeitsgruppen keine zusitzlichen Informationen. Daher beendeten wir auch
anderem aus Kostengriinden nach der Untersuchung von 25 Patienten das parallele Bearbeiten

jedes Falles mit SKY und Subtelomersonden.

5.1.5 Subtelomerische Sonden versus SKY

Verschiedene Arbeitsgruppen beschiftigen sich mit dem Vergleich der Vor- und Nachteile
der subtelomerischen Sonden und SKY. Man ist sich weitgehend dariiber einig, dass die
Untersuchungen mit speziellen Subtelomersonden einen wichtigen Schritt bei der
Identifikation bisher unbekannter bzw. im konkreten Fall ungeklédrter Ursachen mentaler
Retardierung darstellen. Die Meinungen beziiglich der Effizienz von SKY bei dieser
Fragestellung variieren leicht.

Die Arbeitsgruppe von CLARKSON et al (2002) untersuchten 50 geistig behinderte Kinder
sowohl mit SKY, als auch mit Subtelomer-FISH. Erwartungsgeméll konnte nur eine der drei
kryptischen Verdnderungen, die durch die Subtelomer-FISH detektiert wurden, auch mit SKY
gefunden werden. Dabei handelt es sich um das derivative Chromosom 5 einer unbalancierte
Translokation (5p;21q). Die anderen beiden Verdnderungen konnten nicht detektiert werden.
In einem Fall lag die Verdnderung intrachromosomal (rekombinantes Chromosom 11 infolge
einer viterlichen perizentrischen Inversion) und im anderen Fall war nur ein kurzes Stiick des
Chromosomenendes (2qg-Deletion im Sinne des bekannten Polymorphismus) betroffen
(CLARKSON et al, 2002). Die Pravalenz an aussagekriftigen subtelomerischen
Veridnderungen betridgt in dieser Studie 4% (2/50). AuBerdem wurden keinerlei zusitzliche
Befunde iiber interchromosomale Insertionen oder interstitielle Translokationen gewonnen.
Unsere Ergebnisse decken sich weitgehend mit den Ergebnissen dieser Arbeitsgruppe. SKY
detektiert bei unserer Patientin im Fall 1 zwar das derivative Chromosom 4 in der
unbalancierten Translokation zwischen dem kurzen Arm eines Chromosoms 4 und dem
langen Arm eines Chromosoms 20, jedoch nicht die entsprechende balancierte Translokation

der Mutter (sieche Punkt 4.2). Es ist zwar analog zur Untersuchung der Tochter das
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transloziierte Material von Chromosom 20 auf dem Chromosom 4 detektiertbar, nicht aber
das transloziierte Material von Chromosom 4 auf dem Chromosom 20. Hingegen detektieren
die Subtelomersonden problemlos beide Translokationen. Parallelen zu den Ergebnissen der
Arbeitsgruppe CLARKSON et al (2002) ergeben sich auBBerdem durch die Tatsache, dass bei
uns ebenfalls keinerlei zusitzlichen Aussagen durch SKY gewonnen werden konnten.

Die Arbeitsgruppe ANDERLID et al (2002) untersuchte zunéchst 111 mental retardierte
Kinder mit Subtelomer-FISH. Die Privalenz der eindeutige subtelomerischen Veridnderungen
in dieser Studie betrdgt 9% (10/111). Es handelt sich um fiinf de-novo Deletionen, eine
unbalancierte de-novo Translokation, drei vererbte unbalancierte Translokationen und um ein
rekombinantes Chromosom 6 infolge einer véterlichen perizentrischen Inversion. 50 der 111
Patienten, die subtelomerisch unauffillig waren, wurden zusitzlich mit SKY untersucht, um
eventuelle interstitielle Translokationen zu detektieren. Auch dieser Arbeitsgruppe gelang es
nicht zusitzliche Aussagen durch SKY zu gewinnen. Etwas anders sind die Erfahrungen von
ANDERLID et al (2002) bezogen auf vier ihrer durch Subtelomersonden gefundener
unbalancierter Translokationen, die mit SKY nachuntersucht wurden. Nur drei dieser vier
unbalancierten Translokationen konnten mit SKY einwandfrei bestitigt werden. In einem Fall
gelang dies nicht. Interessanterweise konnte SKY aber die entsprechenden balancierten
Translokationen der betroffenen Elternteile problemlos detektieren.

Die Arbeitsgruppe FAN et al (2001) untersuchte 150 mental retardierte Kinder mit
Subtelomer-FISH. Die Priavalenz der aussagekréftigen subtelomerischen Verdnderungen in
dieser Studie betridgt 4% (6/150). Es handelt sich um vier unbalancierte Translokationen und
um zwel 1ptel Deletionen. Zur Priifung der Sensitivitdt von SKY, wurden anschlieBend die
vier unbalancierte Translokationen mit SKY nachuntersucht. Alle vier unbalancierte und zwei
balancierte Translokationen der Eltern konnten einwandfrei von SKY bestitigt werden. Die
SKY-Untersuchungen beschrianken sich in dieser Studie ausschlieBlich auf die Patienten mit
chromosomalen Veriénderungen im Sinne von Translokationen. In der Arbeit von FAN et al
(2001) werden im Gegensatz zu unseren Erfahrungen sidmtliche balancierte Translokationen
problemlos detektiert. Die Autoren gehen davon aus, dass das Auflosungsvermégen von SKY
bei Translokationen, die die Subtelomerregion betreffen, zwischen 1 bis 3 Mb liegt.
CLARKSON et al (2002) halten Subtelomer-FISH fiir effektiver als SKY bei der Detektion
von kryptischen Verdnderungen. Zwar ist SKY technisch einfacher und weniger kosten- und
arbeitsintensiv, aber SKY kann nur relativ grofe (>1Mb) interchromosomale, die

Telomerregion betreffende, Translokationen detektieren. Subtelomer-FISH kann sowohl
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kleine (ab 60 kb) als auch groBe, sowie sowohl inter- als auch intrachromosomale
Veridnderungen der Chromosomenenden detektieren.

ANDERLID et al (2002) raten von einem Screening nach subtelomerische Verdnderungen
mit SKY ebenfalls ab. Sie geben insgesamt drei Griinde dafiir an. Zum Ersten kann SKY
keine intrachromosomalen Veridnderungen, wie kleine Deletionen und Duplikationen,
detektieren. Zum Zweiten sind interstitielle Translokationen und Duplikationen selten, so dass
es sich nicht rechnet, aus diesen Griinden (zusétzlich) SKY routineméBig durchzufiihren. Zum
Dritten ist es fiir SKY schwierig selbst interchromosomale Verdnderungen zu detektieren,
wenn sich die Fluorochromzusammensetzungen und damit die Falschfarben der beteiligten
Chromosomen dhneln.

FAN et al (2000; 2001) sind zwar von der hohen Sensitivitidt von SKY bei der Detektion von
balancierten und unbalancierten Translokationen iiberzeugt, raten aber aus Kostengriinden
und der wegen im Vergleich doch besseren Effizienz der Subtelomer-FISH Ergebnisse von
SKY ebenfalls ab. Unsere Erfahrungen entsprechen denjenigen der aufgefiihrten

Arbeitsgruppen.



5. Diskussion 80

5.2 Bewertung der Ergebnisse

5.2.1 Diskrepanz der Privalenzen

Die Privalenzen subtelomerischer Verdnderungen bezogen auf die Gesamtzahl an mentaler
Retardierung erkrankter Kinder sind bei den verschiedenen Arbeitsgruppen sehr
unterschiedlich. Sie variieren zwischen 0% und 23% (VORSANOVA et al, 1998; FAN et al,
2001; JOYCE et al, 2001; SLAVOTINEK et al, 1999; KNIGHT et al, 1999; CLARKSON et
al, 2002; ANDERLID et al, 2002; BAKER et al, 2002 ; ROSSI et al, 2001; BALLIF et al,
2000; VAN KARNEBEEK et al, 2002).

Tabelle 5.2 Vergleich der Privalenzen unterschiedlicher Arbeitsgruppen

Arbeitsgruppen Fallzahlen Pravalenzen
JOYCE et al, 2001 200 0%
VORSANOVA et al, 1998 407 3,4%
CLARKSON et al, 2002 50 4%
FAN et al, 2001 150 4%
BAKER et al, 2002 197 4,1%
Eigene Arbeitsgruppe 70 5,7%
ROSSI et al, 2001 200 6,5%
KNIGHT et al, 1999 284 7,4%
SLAVOTINEK et al, 1999 27 7,5%
ANDERLID et al, 2002 111 9%
BALLIF et al, 2000 154 9,7%
KARNEBEEK et al, 2002 39 23%
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Manche Autoren berechnen die Pridvalenzen jeweils getrennt fiir die Gruppen wenig
betroffener und mittelgradig bis schwer betroffener Patienten. Die erste gro3e Studie, die den
Mablstab fiir viele nachfolgenden Arbeiten darstellen sollte, ist die der Arbeitgruppe KNIGHT
et al (1999). Sie geben in der Gruppe der wenig betroffenen Patienten eine Privalenz von
0,5% und in der Gruppe der mittelméBig bis schwer betroffenen Patienten eine Priavalenz von
7,4% an. Innerhalb der vergangenen Jahre sind die Ergebnisse von rund 20 grofBen
Subtelomer-Studien verdffentlicht worden, wovon 14 Studien bezogen auf ihre Durchfiihrung
(Material und Methode) durchaus vergleichbar sind (WALTER et al, 2004). Von insgesamt
1718 untersuchten Patienten dieser 14 Studien waren 97 Patienten von einer subtelomerischen
Veridnderung betroffen. Daraus ergibt sich eine Meta-Pridvalenz von 5,8% (BIESECKER et al,
2002; WALTER et al, 2004). In unserer Arbeit betrdgt die Priavalenz 5,7% und liegt damit
nah am Durchschnittswert der Priavalenzen.

Bei der groBlen Diskrepanz zwischen den gefundenen Pridvalenzen der einzelnen
Arbeitsgruppen (z.B. 0% bei JOYCE et al (2001) und 23% bei KARNEBEEK et al (2002))
ergibt sich die Frage nach der Ursache dieses Phianomens. Ein wichtiger Grund ist sicherlich
die unterschiedliche Gro3e der Patientenkollektive (KNIGHT et al 1999, 2000; ANDERLID
et al, 2002). Die Arbeitsgruppe SLAVOTINEK et al (1999) gibt eine Priavalenz von 7,5% an.
Die Untersuchung beschrinkt sich allerdings auf ein Patientenkollektiv von nur 27 Patienten,
wovon zwei eine subtelomerische Verdnderung in ihrem Chromosomensatz aufweisen.
Ebenfalls iiber zwei Verianderungen im Bereich der Subtelomerregion berichtet die
Arbeitsgruppe CLARKSON et al (2002). Ihr Patientenkollektiv besteht aus 50 Personen,
wodurch sich letztendlich ,,nur* eine Pridvalenz von 4% ergibt. Generell gilt natiirlich auch
hier, dass die resultierenden Aussagen umso reprasentativer sind je grofer das
Patientenkollektiv ist. Ein weiterer Verzerrungsgrund sind die Einschlusskriterien und deren
exakte oder weniger exakte Erfiillung. Manche Arbeitsgruppen haben als einziges
Einschlusskriterium (neben der unauffilligen G-Bénderung) die geistige Behinderung gewihlt
(z.B. ROSSI et al, 2001). Viele Arbeitsgruppen achten auf das Vorhandensein zusitzlicher
fazialer Dysmorphiezeichen oder anderer Malformationen (z.B. SLAVOTINEK et al, 1999
und FAN et al, 2001), weil beispielsweise die Arbeitsgruppe SCHINZEL et al bereits im Jahr
1984 beschrieb, dass Dysmorphien im Bereich des Gesichtes, der distalen Extremitédten und
Genitalien hédufig mit strukturellen Verdnderungen der Chromosomenenden assoziiert sind.
Viele Selektionskriterien miissen bei sogenannten Checklisten beachtet werden. Die
bekannteste und gleichzeitig die, an der wir uns weitgehend orientiert haben, ist die der

Arbeitsgruppe DE VRIES et al (2001). Allerdings werden diese Checklisten von den meisten
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Arbeitsgruppen und auch von uns kontrovers diskutiert, wie im anschlieBenden Abschnitt
(5.2.2) ausfiihrlich berichtet wird. Chromosomale Verdnderungen, die in der Regel mit relativ
typischen Phinotypen einhergehen (z.B. 1p, 4p, 18p, 18q und 22q Deletionen), sind von
mehreren Arbeitsgruppen, u.a. auch von KNIGHT et al (1999) und ANDERLID et al (2002)
im Voraus nicht vermutet worden. Das sehen JOYCE et al (2001) sehr kritisch und stellen die
These auf, dass eine genauere klinische Beurteilung der Patienten zu einer frithzeitigen
Diagnose hitte fithren konnen. Sowohl in unseren beiden Fiéllen mit jeweils einer partiellen
Monosomie 1p und 4p, als auch bei den Fillen von KNIGHT et al (1999), handelt es sich um
atypische oder zumindest nicht eindeutige Ausprigungen der bekannten Phinotypen (mehr
dazu unter Punkt 5.2.3). Ganz von der Hand zu weisen ist das Argument der Arbeitsgruppe
JOYCE et al allerdings nicht, denn eine gewisse Verzerrung der Objektivitit durch den
unterschiedlichen Erfahrungsgrad der Arzte ist nachvollziehbar und bekannt. Hinzu kommt
die Tatsache, dass die Ausfiihrlichkeit der Anamnesen und der klinischen
Untersuchungsbefunde sowohl zwischen als auch innerhalb der Studien deutlich variieren,
was die Arbeitsgruppen zum Teil selber bemingeln. Die Arbeitsgruppe VAN KARNEBEEK
et al (2002) gibt als weitere Ursache fiir die verschiedenen Priavalenzen Unterschiede in den
Qualititen bei der Chromosomenpridparation und in der Durchfiihrung der
Kontrolluntersuchungen an. Unter Beriicksichtigung aller genannten Verzerrungs-
moglichkeiten kann man eine Diskrepanz zwischen einer Pridvalenz von 23% bei
KARNEBEEK et al (2002) und von 0% in der vergleichbaren Gruppe bei JOYCE et al (2001)
anndhernd erkléren.

Speziell die Arbeitsgruppe JOYCE et al (2001) sieht den Sinn des Subtelomerscreenings
insgesamt sehr kritisch. Sie berichtet von einer Privalenz von 0% in einem ausfiihrlich
selektierten Kollektiv. Die Arbeitsgruppe erkldrt sich dies teils durch die oben genannten
Griinde, teils durch die Tatsache, dass es sich in ihrem Fall um eine prospektive und bei
denen bis dato verdffentlichten Arbeiten um retrospektive Studien handelt. In retrospektiven
Studien ist ihrer Ansicht nach die Gefahr der Datenverzerrung deutlich hoher. Sie sind davon
iiberzeugt, dass die hochauflosende G-Binderungsanalyse die sensitivere Methode zur Suche

von subtelomerischen Veridnderungen ist.
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5.2.2 Checkliste

Die Arbeitsgruppe DE VRIES et al (2001) veroffentlichte wie bereits einleitend diskutiert
unter dem Aspekt der Kostenreduktion eine 5 Punkte-Checkliste, mit der die
Patientenselektion effizienter werden soll. Die fiinf Einschlusskriterien (neben der geistigen

Behinderung) lauten:

1) Familidre geistige Behinderung

2) Prinatale Wachstumsretardierung

3) Postnatale Wachstumsstorungen

4) Mindestens zwei faziale Dysmorphiezeichen und

5) Eine oder mehrere nicht-faziale Dysmorphiezeichen oder angeborene Anomalien (wie

z.B. Organfehlbildungen).

Zur besseren Quantifizierung der vorhandenen Einschlusskriterien und zur iibersichtlicheren
Vergleichbarkeit der einzelnen Patienten, wurde jedem Patienten pro vorhandenem
Einschlusskriterium eine festgelegte Punktzahl zugeteilt. Pro Einschlusskriterium werden
allerdings nicht mehr als zwei Punkte vergeben. Im Falle eines Vorhandenseins aller fiinf
Einschlusskriterien und deren maximaler Auspriagung, ergibe sich somit eine Punktzahl von
zehn Punkten. Bei dieser Studie handelt es sich um eine retrospektive Studie. DE VRIES et al
(2001) untersuchten 29 Patienten mit einer geistigen Behinderung und bekannter
subtelomerischen Verdnderung und 110 geistig behinderte Patienten (Kontrollgruppe), die
nachweislich keine Chromosomenanomalie im Bereich der Subtelomerregion aufwiesen (d.h.
es ergaben sich in einem Subtelomerscreening der Arbeitsgruppe DE VRIES et al keine
chromosomalen Verdnderungen bei diesen 110 Patienten). Insgesamt sind zwar alle 5
Kriterien in der ersten Gruppe prozentual hdufiger vertreten als in der zweiten Gruppe
(Kontrollgruppe), aber nur bei zwei Einschlusskriterien ist dieser Unterschied signifikant.
Dies ist zum einen die familidre geistige Behinderung (bei 50% vorhanden) und zum Anderen
die prianatale Wachstumsretardierung (bei 37% vorhanden). Wenn DE VRIES et al allerdings
nur diese beiden Einschlusskriterien benutzt hitten, wiren 35% der pathologischen Fille (also
die prinatal normalwiichsigen Patienten und die Patienten mit leerer Familienanamnese)
iibersehen worden. Stattdessen empfehlen sie, nur Patienten zu untersuchen, die bei
Beriicksichtigung aller fiinf Einschlusskriterien eine Gesamtpunktzahl von > 3 Punkten

aufweisen. Damit hitte man nidmlich in ihrer Studie 20% aller untersuchten Patienten im
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Nachhinein ausschlieBen konnen, ohne dass ein pathologischer Fall {ibersehen worden wire.
Auch in unserer Studie trife dies zu. Bei unseren vier pathologischen Fillen betrigt die
Gesamtpunktzahl jeweils sogar 5 oder mehr Punkte. Bestitigen ladsst sich allerdings nicht,
dass die familidre geistige Behinderung ein sehr effizientes Selektionskriterium sei. Bei uns
findet man in keiner Anamnese der vier pathologischen Fille ein weiteres, geistig behindertes
Familienmitglied. Das zweite, bei DE VRIES et al als sehr informativ beschriebene,
Einschlusskriterium (pridnatale Wachstumsretardierung) findet sich bei uns in drei von vier
pathologischen Fillen. Daher stimmen wir der Arbeitsgruppe in dieser Einschidtzung durchaus
zu. Erginzend sei erwihnt, dass bei uns in 3/4 der pathologischen Fille eine postnatale
Wachstumsretardierung und in 4/4 der pathologischen Fille jeweils faziale
Dysmorphiezeichen und nicht-faziale Dysmorphiezeichen vorhanden sind.

ANDERLID et al (2002), BAKER et al (2002) und VAN KARNEBEEK et al (2002) haben
ihre Ergebnisse ebenfalls mit der Checkliste von DE VRIES et al (2001) verglichen. Bei
ANDERLID et al (2002) haben sechs von zehn pathologischen Fillen eine positive
Familienanamese, wobei es sich bei zwei dieser sechs Fille wiederum um de novo Deletionen
handelt. Dysmorphe Merkmale weisen (analog zu uns) alle pathologischen Fille auf, aber
pranatale  Wachstumsretardierung haben nur zwei von zehn wund postnatale
Wachstumsretardierung nur drei von zehn Patienten. BAKER et al (2002) berichten dariiber,
dass nur sieben ihrer neun pathologischen Fille eine Gesamtpunktzahl > 3 Punkte haben und
deshalb bei Einhaltung der Einschlusskriterien zwei pathologische Fille iibersehen worden
wiren. Die Arbeitsgruppe warnt ausdriicklich vor der Benutzung dieser Checkliste. Gerade
das Einschlusskriterium der fazialen Dysmorphie konne nur sehr subjektiv beurteilt werden.
VAN KARNEBEEK et al (2002) halten die Checkliste (zumindestens im Falle ihre Studie)
ebenfalls fiir insuffizient fiir eine Vorselektion. Auch bei ihnen wéren bei deren konsequenten
Einhaltung einige chromosomale Veridnderungen iibersehen worden. Eine etwas andere
Checkliste wurde kiirzlich von der Arbeitsgruppe WALTER et al (2004) veroffentlicht. Sie
beinhaltet insgesamt nur vier Kategorien (Einschlusskriterien), wovon die mentale
Retardierung bzw. die Entwicklugsverzogerung bereits eine davon darstellt. Bei den anderen
drei handelt es sich um Dysmorphiezeichen (faziale und nicht-faziale Merkmale bilden hier
ein gemeinsames FEinschlusskriterium), Wachstumsanomalien (prd- und postnatale
Wachstumsretardierungen zusammen) und eine aufféllige (positive) Familienanamnese,
wobei hier nicht nur geistige Behinderung, sondern auch Frith- und Totgeburten
beriicksichtigt werden. Pro Kategorie werden maximal 2 Punkte verteilt, womit sich eine

theoretische Hochspunktzahl von 8 Punkten ergibt. Die Arbeitsgruppe WALTER et al fiihrte
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mit Hilfe dieser Checkliste im Gegensatz zu DE VRIES et al (2001) eine prospektive Studie
an 50 Patienten durch, die entweder eine Gesamtpunktzahl von > 3 Punkten in drei
verschiedenen Kategorien oder aber eine Gesamtpunktzahl von > 4 Punkten in zwei
verschiedenen Kategorien erreicht hatten. In zehn dieser 50 Fille fanden sie (mit Hilfe von,
wihrend der Studie wechselnden, Subtelomersonden) chromosomale Verinderungen. Das
ergibt eine Detektionsrate (Privalenz) von beachtlichen 20%. Von den insgesamt 16 Patienten
mit einem leichten oder undefinierbaren Schweregrad der geistigen Behinderung gehoren
drei zu den Betroffenen. Das ergibt eine Privalenz von fast 19 % und veranlasst die
Arbeitsgruppe WALTER et al zu der These, dass ihre Checkliste vor allem in dieser

speziellen Gruppe bei der Patientenselektion von grolem Nutzen sein konnte.

5.2.3 Genotyp-Phinotyp-Korrelation

Die klinischen Merkmale von Patienten mit Subtelomerverdnderungen sind sehr heterogen
(SLAVOTINEK et al, 1999). Es sind auf der einen Seite Fille mit schwerer geistiger
Behinderung und Dysmorphiezeichen, auf der anderen Seite Fille mit isolierter leichter
geistiger Behinderung beschrieben (ANDERLID et al, 2002; BAKER et al, 2002, WALTER
et al, 2004; GIRAUDEAU et al, 1997; BIESECKER et al, 1996, WONG et al, 1997). Einige
wenige (zum Teil auch lichtmikroskopisch sichtbare) Subtelomerverinderungen wie z.B.
beim Wolf-Hirschhorn-Syndrom (4p) und beim cri-du-chat-Syndrom (5p’) sind
bekanntermallen mit relativ spezifischen Phinotypen assoziiert (DE VRIES et al, 2001). Mit
zunehmender Anzahl von veroffentlichten Subtelomerstudien, steigt auch die Zahl an
Beschreibungen spezifischer Genotyp-Phénotyp-Korrelationen. Ein Beispiel dafiir sind die
erst kiirzlich veroffentlichten Daten iiber das 1p” und 22q° Syndrom (DE VRIES et al, 2001;
BAKER et al, 2002; FAN et al, 2001; ROBERTS et al, 2004).

Unsere Patientin 16 (Fall 1) leidet an einer Variante des Wolf-Hirschhorn-Syndroms mit
Nachweis einer unbalancierten Translokation zwischen den Chromosom 4 und dem
Chromosom 20 (46,XX, -4, der(4), t(4;20) (p16;q13)) infolge einer miitterlichen balancierten
reziproken Translokation zwischen den Chromosomen 4 und 20 (46,XX, t(4;20) (p16;q13)).
Bei dem 4p- Syndrom (Wolf-Hirschhorn-Syndrom) ist ein typischer Phidnotyp ausfiihrlich in
der Literatur beschrieben. Charakteristisch sind mentale Retardierung, Mikrozephalus, hohe
Stirn, Hypertelorismus, antimongoloide Lidachse, Iriskolobome, Lippen-Kiefer-Gaumen-
Spalte, Mikrognathie, dysplastische Ohren, angeborener Herzfehler, Hirn- und
Nierenfehlbildungen und epileptische Anfille (ZOLLLINO et al, 2000; GOODSHIP et al,
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1992; CURTIS et al, 1991; ALTHERR et al, 1991). Fiir die partielle Trisomie 20q" gibt es
solch einen typischen Phénotyp allerdings bisher nicht. ANDERLID et al (2002) beschreiben
in ihrer Studie eine unbalancierte Translokation mit einer partiellen Monosomie 22q und
einer partiellen Trisomie 20q*. Die Patientin leidet unter einer schweren mentalen
Retardierung, zeigt einen Epikanthus, eine flache Nasenwurzel, ein hypoplastisches
Mittelgesicht und tief ansetzende Ohren. Einen weiteren Fallbericht gibt es von der
Arbeitsgruppe ADDOR et al (2002). Die Patientin hat eine partielle Trisomie 20q" in Folge
einer viterlichen Translokation (2;20). Sie zeigt einen Brachycephalus, eine hervorstehende
Stirn, tiefsitzenden Augen, eine kurzen Nase, groBen Ohren, ein Kinngriibchen, einen kurzen
Nacken und einen Herzfehler (Dextrocardia).

Insgesamt dominiert bei unserer Patientin zwar das 4p Syndrom (Mikrozephalus, hohe
Balkonstirn, Lippen-Kiefer-Gaumenspalte, dysplastische Ohren, Ventrikelseptumdefekt und
Anfallsleiden), aber vermutlich durch die konkurrierende Trisomie 20q" (Epikanthus, groBe
Ohren) gestaltete sich die Identifizierung schwieriger. Die geistiger Behinderung ist bei
beiden Syndromen zu erwarten und liefert daher keine zusitzlichen Hinweise. Die gleichen
Probleme hatten auch KNIGHT et al (1999), ANDERLID et al (2002), FAN et al (2001) und
WALTER et al (2004). Alle Arbeitsgruppen hatten Fille, bei denen genetisch ein WHS zu
erwarten war, aber in keinem der insgesamt sechs Fille war phinotypisch im Vorhinein dieser
Verdacht gedulert worden.

Bei unserem Patienten 49 (Fall 2) fand sich eine subtelomerische Deletion im kurzen Arm
eines Chromosoms 8 mit dem Karyotyp 46,XY, del (8) (p23). Das 8p-Syndrom ist
mittlerweile gut erforscht und es gibt eine Genotyp-Phinotyp-Korrelation. Hiufig mit einer
8p-Deletion assoziiert sind demnach ein niedriges Geburtsgewicht, postnatale
Wachstumsretardierung, ein Epikanthus, tiefsitzende und dysplatische Ohren, ein kurzer
Nacken, Herzfehler, eine Hypospadie und eine geistige Behinderung (DIGILIO et al 1993,
1995,1998; BROCKER-VRIENDS et al, 1986; DEVRIENDT et al, 1995; DOBYNS et al,
1985; FRYNS et al, 1989; DE VRIES et al, 2001). Unter einigen dieser Symptome leidet
unser Patient. Vorhanden sind bei ihm eine postnatale Wachstumsretardierung, tiefsitzende
und einfach modellierte Ohren, eine geistige Behinderung und v.a. eine links persistierende
obere Hohlvene, die besonders hédufig mit 8p -Deletionen assoziiert ist. Damit bestimmt auch
in diesem Fall der Genotyp den Phénotyp.

Bei unserem Patienten 62 (Fall3) ergab die erweiterte zytogenetische Diagnostik mit
Subtelomersonden eine Trisomie fiir den p-terminalen Bereich und eine Monosomie fiir den

g-terminalen Bereich des Chromosoms 7. In der Studie der Arbeitsgruppe WALTER et al
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(2004) finden sich drei partielle Monosomien 7q" und zwei partielle Trisomien 7p*. Fiir das
7p* Syndrom ist bisher keine Genotyp-Phinotyp-Korrelation beschrieben. Sowohl FAN et al
(2001) als auch WALTER et al (2004) beschreiben lediglich einzelne Félle bei denen die
partielle Trisomie 7p* zwar jeweils Teil einer unbalancierten Translokation sind, der
Phinotyp beider Patienten aber am ehesten durch die partiellen Monosomien des
Translokationspartners bedingt ist (4p und 18p’). Fiir die partielle Monosomie 7q" dagegen ist
eine relativ spezifische Genotyp-Phinotyp-Assoziation bekannt. Auf dem langen Arm des
Chromosoms 7 liegt das sogenannte SHH-Gen (Sonic-Hegde-Hog-Gen). Es kommt bei
dessen Verlust zur Ausprigung einer Holoprosenzephalie (ROESSLER et al, 1996;).
AuBerdem leiden die Patienten unter einer sehr schweren geistigen Behinderung. Die weiteren
Symptome sind dagegen sehr variabel (HORN et al, 2004). Unter anderem kann es zu einer
Entwicklungsverzogerung und Wachstumsretardierung, sowie zu einer Ausprdgung von
flachen Wangenknochen, einer prominenten Stirn, okuldren und auriculdren Dysplasien, einer
breiten Nasenwurzel, einer Mikrognathie, Genitalfehlbildungen bei méinnlichen Patienten und
zu Hand- und Fufifehlbildungen kommen (YOUNG et al, 1984; HATZIIOANNOU et al,
1991; FRINTS et al, 1996; SHAFFER et al, 1996; HORN et al, 2004). Unser Patient zeigt
einige dieser Auffilligkeiten (prominente Augen, tiefe Nasenwurzel mit flacher Nase,
dysplastische Ohren, Hypospadie und rontgenologisch die Andeutung einer Hexadaktylie an
den Héinden) und die sehr charakteristische Holoprosenzephalie. Ein kausaler Zusammenhang
zwischen der Symptomatik des Kindes und dem Subtelomerbefund ist in diesem Fall sehr
wahrscheinlich.

Bei Patientin 63 (Fall 4) liegt eine partielle Monosomie 1p” und eine partielle Trisomie 22q"
vor (Karyotyp 46,XX, -1, der (1), t(1;22) (p36;q13). Fiir die partielle Trisomie 22q" sind zwar
bisher einige Fallberichte veroffentlicht worden, aber keine eindeutige Genotyp-Phénoyp-
Korrelation bekannt. Die Arbeitsgruppen PETEK et al (2000), WIECZOREK et al (1998),
SCHINZEL et al (1981) und BIESECKER et al (1995) berichten bei ihren Patienten iiber
pranatale Wachstumsretardierung, Hypotelorismus, und Lippen-Kiefer-Gaumenspalten. Bei
minnlichen Patienten sind zusétzlich hypoplastische Genitalien mit Kryptorchismus und
Hypospadie beschrieben. In der Literatur hingegen sehr ausfiihrlich berichtet ist die Genotyp-
Phinotyp-Korrelation des 1p-Syndroms. Es ist gekennzeichnet durch mittelgradige bis
schwergradige geistige Behinderung, prd- und postnatale Wachstumsretardierung,
Mikrozephalus, Hypotonie und Krampfanfille (GIRAUDEAU et al, 1997, BLENNOW et al,
1996; WARGOWSKI et al, 1991; WEXLER et al, 1991; BIEGEL et al, 1993; SANDLIN et
al, 1995; WENGER et al, 1988). Weitere hiufige Merkmale sind faziale Dysmorphiezeichen,
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z.B. grof3e vordere Fontanelle, prominente Stirn, tiefsitzende und dysplastische Ohren, flaches
Mittelgesicht, spitzes Kinn (KEPPLER-NOREUIL et al, 1995; REISH et al, 1995; SHAPIRA
et al, 1997). Unsere Patientin leidet u.a. an prd- und postnataler Wachstumsretardierung,
fazialen Dysmorphien und einer Entwicklungsverzogerung. Dies sind Symptome, die bei 1p-
und 22q"-Syndromen beschrieben sind. Allerdings sind der Herzfehler und der Hydrozephalus
keine typischen Symptome und konnten daher von dem dominierenden Phinotypen des 1p -
Syndroms abgelenkt haben.

Die partielle Monosomie fiir den kurzen Arm eines Chromosoms 1 ist eine hiufige
Subtelomerverdnderung. Trotzdem ist es keiner Arbeitsgruppe und auch uns nicht gelungen,
ein 1p-Syndrom anhand des Phénotyps vorauszusagen (SLAVOTINEK et al, 1999; BAKER
et al, 2002; BALLIF et al, 2000; FAN et al, 2001 und ROBERTS et al, 2004).

5.2.4 Ausblick

Die relativ groBe Haufigkeit von im Durchschnitt ca. 5,8% der Subtelomerveridnderungen in
der Gruppe mental retardierter Patienten (BIESECKER et al, 2002; WALTER et al, 2004)
unterstreicht die Bedeutung dieser Studien. Es gilt weiterhin, dass Subtelomerverdnderungen
die vermutlich zweithédufigste Ursache fiir geistige Behinderung nach dem Down-Syndrom
darstellen. Dies rechtfertigt auch die Kosten fiir eine Verbesserung der Treffsicherheit der
bereits vorhandenen und fiir die Entwicklung innovativer neuer Methoden.

Denn von vielen Arbeitsgruppen wird bei den Subtelomersonden-Kits immer wieder die
Tatsache kritisiert, dass 24 simultane Hybridisierungen (also fiir jedes Chromosom einzeln)
notwendig sind (z.B. ANDERLID et al, 2002). Wiinschenswert wire analog zu den
Multicolour-FISH Methoden (wie z.B. SKY) eine Technik, die alle Subtelomere gleichzeitig
und in verschiedenen Farben detektiert. Die Arbeitsgruppe POPP et al (2002) arbeitet in ihrer
Studie bereits mit einem “l12-Farben multiplex FISH telomere (M-TEL) integrity assay‘
(BROWN et al, 2000, 2001). Dabei handelt es sich um eine solche Weiterentwicklung der
Subtelomer-FISH-Technik. Es war dabei moglich, mit nur zwei Sonden-Mischungen und
dementsprechend zwei Hybridisierungen jeweils die Subtelomerregionen von 12
Chromosomen gleichzeitig und in verschiedenen Farben zu detektieren.

Eine alternative Methode ist ein weitgehend automatisiertes Verfahren mittels
Mikrosatelliten-Markern. Mikrosatelliten-Marker sind natiirlich vorkommende DNA
Polymorphismen einzelner Basenpaare, die in erster Linie zur Suche von Deletionen und

Duplikationen benutzt werden. Deutlich eingeschrinkt ist die Aussagekraft dieser Methode
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beispielsweise zum Nachweis balancierter Translokationen. Da ihre Zuverlédssigkeit als nicht
hoch beschrieben wird und es im Vergleich zu anderen Screeningmethoden
wesentlichhdufiger zu falsch-positiven Ergebnissen kommt ist anzunehmen, dass sich diese
Methode auf lange Sicht nicht durchsetzten wird (COLLEAUX et al, 2001; ROSENBERG et
al, 2002).

Eine innovative Methode ist die sogenannte “multiplex amplifiable probe hybridisation*, kurz
MAPH genannt. Sie basiert auf der Detektion von Verlusten und Zugewinnen von DNA-
Sequenzen speziell im Bereich der Subtelomerregionen. Subtelomersonden werden hierbei
auf immobilisierte genomische DNA hybridisiert, gefolgt von einer quantitativen
Riickgewinnung und Amplifizierung dieser Sonden (SISMANI et al, 2001; HOLLOX et al,
2002). Diese zukunftsweisende Methode ist den FISH-Techniken in einigen Punkten
iiberlegen. Es werden keine Metaphasenchromosomen mehr gebraucht, sondern isolierte
DNA verwendet. Es konnen alle Subtelomerregionen simultan untersucht werden und die
Methode ist schnell durchzufiihren und vergleichsweise kostengiinstig (SISMANI et al, 2001;
HOLLOX et al, 2002; WHITE et al 2002).

Als vielversprechend wird von uns auch der Nachweis von Subtelomerverianderungen durch
Methoden eingeschitzt, die auf einer vergleichenden genomische Hybridisierung (CGH)
beruhen. Die CGH ist eine molekular-zytogenetische Methode, bei der die “Test-DNA* des
zu untersuchenden Gewebes und eine “Referenz-DNA®“ aus Lymphozyten mit normalem
Karyotyp des gleichen Geschlechts verschiedenfarbig markiert werden. Anschlieend werden
beide in gleichen Konzentrationen auf normale Metaphasechromosomen aus
Blutlymphozyten des gleichen Geschlechts hybridisiert. Anhand der unterschiedlichen
Intensitdten der Fluorochrome der Test-DNA und der Referenz-DNA kann man auf deren
quantitatives Verhéltnis zueinander schliefen und somit Verluste und Zugewinne von DNA-
Sequenzen in dem untersuchten Gewebe bestimmen. Dies gelingt allerdings nur sofern sie in
mehr als 30% der Zellen vorkommen. Mehrere Arbeitsgruppen haben bereits den Wert auf
CGH basierender Methoden gezeigt (JOLY et al, 2001; KIRCHHOFF et al, 2000, 2004;
VELTMANN et al, 2002).

Bei der sogenannten “High resolution comparative genomic hybridisation* (kurz HR-CGH)
ist das Auflosungsvermdgen mit ca. 3 Mb im Vergleich zur konventionellen CGH (10 bis 20
Mb) mehr als dreimal so hoch und damit die Sensitivitit ebenfalls deutlich hoher. Das
Auflosungsvermogen liegt nicht nennenswert unter der von SKY, aber die HR-CGH ist eine
Technik mit der man theoretisch das ganze Genom betreffende chromosomale Verianderungen

nachweisen kann (JOLY et al, 2001; KIRCHHOFF et al, 2000, 2004). AuBlerdem konnen
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- was mit SKY nicht gelingt — Amplikationen und Deletionen innerhalb eines Chromosoms
nachgewiesen werden. Es konnen also auch Aussagen iiber interstitielle
Chromosomenverdnderungen getroffen werden. Die Arbeitsgruppe KIRCHHOFF et al (2004)
vertritt sogar die These, dass sich die Mehrzahl der pathologischen Befunde bei geistig
behinderten Patienten auf solche interstitielle Verdnderungen zuriickzufiihren ist. Lediglich
bei einer familidiren geistigen Behinderung empfiehlt die Arbeitsgruppe ein
Subtelomercreening der HR-CGH vorzuziehen. Ein weiterer Vorteil der HR-CGH gegeniiber
der konventionellen FISH-Technik besteht darin, dass sich die sonst hiufig storenden
chromosomalen Polymorphismen (z.B. auf 2q) praktisch nicht mehr bemerkbar machen.

Die sogenannte “Array-Based Comparative Genomic Hybridisation® ist ebenfalls eine
Variante der konventionellen CGH (VELTMANN et al, 2002; KALLIONIEMI et al, 1992;
WEISS et al, 1999; LICHTER et al, 2000). Bei diesem Verfahren werden unterschiedlich
markierte Test- (Patienten-) und Referenz- (Normal-) DNA in gleichen Konzentrationen auf
geklonte genomische Fragmente (BACs, PACs, YACs) hybridisiert. Diese durch Roboter
aufgetropften Klone befinden sich in einem Miniaturformat auf einem mikroskopischen Chip.
Bei der semiautomatischen Auswertung kann dann vom Intensititsunterschied der beiden
Fluorochrome (Test-DNA und Referenz-DNA) auf deren quantitatives Verhiltnis zueinander
geschlossen werden und somit Verluste und Zugewinne von DNA-Sequenzen, sogenannte
“single-copy-number-differences®, sichtbar gemacht werden. Die Arbeitsgruppen
VELTMANN et al (2002), ISHKANIAN et al (2004) und ROOMS et al (2005) halten die
Array-Based Comparative Genomic Hybridisation (kurz Microarray CGH) fiir die iiberlegene
Methode im Vergleich zu den anderen Verfahren, dem multiplex FISH telomere (M-TEL)
integrity assay, dem multiplex amplifiable probe hybridisation (MAPH), dem Fluoreszenz-
Genotyping mittels Mikrosatelliten-Markern, sowie dem Chromprobe Multiprobe T-System.
Die Arbeitsgruppe VERMEESCH et al (2005) entwickelte bereits eine noch hoherauflosende
Variante der Array-CGH, die sogenannte “molekulare Karyotypisierung®. Mit dieser Methode
wird es moglich, nicht nur in allen Zellen vorhandene single-copy-Zugewinne und Verluste
darzustellen, sondern durch die enorm hohe Auflosung auch Zugewinne und Verluste
nachzuweisen, welche beispielsweise nur in einem Teil der untersuchten Zellen vorhanden
sind (Mosaike). Lag die Auflosung der ersten Generation der microarray CGH noch bei ca.
IMb, so liegt sie bei der molekularen Karyotypisierung schon bei 10-100kb (LUCITO et al,
2003, ISHKANIAN et al, 2004). Es ist anzunehmen, dass eine molekulare Karyotypisierung
auf Basis der Array-Based Comparative Genomic Hybridisation wegen ihre Robustheit,

Einfachheit, Schnelligkeit, Sensitivitit und Automatisierbarkeit und einer theoretisch
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moglichen Auflosung bis auf Einzelnukleotidebene die heute iiblichen (Subtelomer-)
Screeningverfahren mittel- bis langfristig ablosen wird.

Dies bedeutet, dass die Verfahren zum Nachweis chromosomaler Strukturverdnderungen mit
einer Treffsicherheit von heute rund 5% eine Treffsicherheit von theoretisch 100% erreichen
werden, d.h. dass in Fillen von geistiger Behinderung mit oder ohne zusitzliche
Dysmorphiezeichen, in denen keine chromosomale Verdnderung nachgewiesen wird, andere

Entstehungsursachen zu diskutieren sind.
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6. Anhang
A. Bezugsquellen der Materialien

e  Anti-dig-Rhodamin: ROCHE

e Anti-dig-mouse: ROCHE

e Anti-mouse-dig: ROCHE

e Bio-anti-Streptavidin: LINARIS
¢ Bio-16-dUTP: ROCHE

® Blocking Reagenz: ROCHE

e  Bovines Serum Albumin: SERVA, SIGMA, MERCK
e Colcemid: GIBCO

¢ Dig-11-dUTP: ROCHE

e EDTA: SIGMA

e Essigsdure: MERCK

e Ethanol: MERCK

¢ Fixogum: MARABU

e Fotales Kilber Serum: GIBCO

¢ Formamid: MERCK

* Giemsa: MERCK

e Glycerin: SERVA

e Methanol: MERCK

e Paraformaldehyd: MERCK

e  Pepsin: SIGMA

e  Proteinase K: ROCHE, MERCK
* RNaseA: SIGMA

e  Streptavidin-FITC: LINARIS

e  Trypsin: GIBCO

e Tween 20: SIGMA

e  Vectashield Mounting Medium with DAPI: LINARIS

B. Losungen

Alle Losungen wurden mit Aqua dest. unter moglichst reinen Bedingungen angesetzt. Im Folgenden sind die

hiufig benutzten Losungen angegeben, die speziellen finden sich bei der jeweiligen Technik im Methodenteil.

20xSSC:

3M NaCl
0,3 M NaCitrat (pH 7,0)

PBS-Puffer:

150mM NaCl

8mM Na,HPO,

2mM KCl

2mM KH,PO, (pH7,0)
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Postfix:

PBS

1% FA

50mM MgClI,
Denaturierungslosung:

70% Formamid

2xSSC pH(7,0)

50mM Natriumphosphat pH(7,0)
RNase: 10mg/ml in 2xSSC
Pepsin/HCI: 0,05% Pepsin in 0,01 M HCI (pH2,0)
FA/SSC: 50%Formamid in 2xSSC
Hybridisierungsmix: 20%Dextransulfat/4xSSC
aufsteigende Alkoholreihe (70%, 80%, 96%)

C. Gerite und Software

Gerit/Software Firma
Fluoreszenzmikroskop (SKY) Zeiss
Fluoreszenzmikroskop (sonstiges) Olympus
CCD Kamera (SKY) Hamatsu
CCD-Kamera (sonstiges) Photometrics
Software (sonstiges) MetaSystems
Software (SKY) ASI
Interferometer (SKY) ASI
Hellfeldmikroskop Zeiss

UV Crosslinker Stratagene
Eppendorfzentrifuge (gekiihlt) Hermle
Vakuumzentrifuge Savant
Thermocycler MJ Research

Typ

Axioplan

AX70

C4480-85

CH 250 (Kamera)

CE 200A (Kiihlung)
ISIS 2.5 und Ikaros 3.0
SkyVision 1.6

SD 200

UV Stratalinker 1800
Z 233 MK

Speed Vac SVC 100
PTC 200
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