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Fiur meine Eltern



Kurzreferat

Mit dem Ziel, die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) als eine ergdnzende Methode
zur zytogenetischen Diagnostik in der Charakterisierung und Prézisierung chromosomaler
Aberrationen  zu priifen, wurden Untersuchungen an insgesamt 22 Probanden
durchgefiihrt. Es wurden 3 Probandengruppen zusammengestellt. In der ersten
Probandengruppe mit zytogenetisch sichtbaren Translokationen diente die FISH der
Charakterisierung des Translokationsbruchpunktes. In der zweiten Gruppe, Probanden mit
zytogenetisch aufgedeckten Deletionen, wurde die FISH eingesetzt, um den
Deletionsbruchpunkt genauer zu lokalisieren. In der dritten Gruppe, bestehend aus 17
Probanden mit klinischem Verdacht auf das Vorliegen eines Rubinstein-Taybi, Alagille
oder DiGeorge Syndroms und unauftélligem Karyotyp nach GTG-Bénderung, wurde die

Fluoreszenz in situ Hybridisierung angewandt, um als ergidnzende Methode in der
Routinediagnostik Mikrodeletionen aufzudecken und zu analysieren. In den Gruppen eins
und zwei wurden durch den Einsatz der FISH das Ausmal3 und die Lokalisierung der
Translokations- bzw. Deletionsbruchpunkte eingegrenzt. Es ergaben sich daraus neue
Erkenntnisse, wie die Anwesenheit interstitieller Telomersequenzen oder die Auswirkung
des Verlustes der HDR1-Region bei DiGeorge Syndrom 2, die neue Uberlegungen in
Bezug zur Phéanotyp-Genotyp-Beziehung bei chromosomalen Aberrationen ermoglichen.

Bei keinem Probanden der Gruppe 3 wurde eine Mikrodeletion aufgedeckt. Dennoch
haben zahlreiche Veroffentlichungen anderer Arbeitsgruppen bewiesen, dass die FISH zum
Aufdecken von Mikrodeletionen ein geeignetes Instrument darstellt. Der Einsatz
kommerzieller Proben vereinfacht die Durchfiihrung der FISH und reduziert deren
Zeitaufwand erheblich. Das erlaubt den Einsatz dieser Methode fiir diagnostische

Fragestellungen im klinischen Alltag.
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1 Einleitung

1.1 Methoden zur Identifizierung krankheitsverursachender Gene

Die Anzahl der Gene, die das menschliche Genom umfasst, wird mit 35 000 (Venter et al.,
2001) bzw. zwischen 30 000 und 40 000 (International Human Genome Sequencing
Consortium, 2001) angegeben. Die Identifikation und Zuordnung von Genen, die im
verdnderten Zustand eine genetische Erkrankung hervorrufen, wird durch zwei
verschiedene Herangehensweisen erreicht, der funktionellen und positionellen Klonierung
(Collins, 1992, 1995; Ballabio, 1993). Bei der klassischen Vorgehensweise, der
funktionellen Klonierung, auch als functional gene cloning bezeichnet, ist der
Ausgangspunkt das Wissen iiber den zugrundeliegenden biochemischen Defekt. Durch
Isolierung des Proteins, das im defekten Zustand fiir das Erbleiden verantwortlich ist, und
Darstellen dessen Aminoséuresequenz wird das krankheitsverursachende Gen durch
Ermittlung des genetischen Codes identifiziert (Collins, 1992). Das Marfan Syndrom
(Dietz et al., 1991), die Phenylketonurie (Robson et al., 1982; Woo et al., 1983) oder die
Sichelzellandmie (Morton et al., 1984; Magenis et al., 1985) sind Beispiele fiir
Erkrankungen, deren krankheitsverursachendes Gen durch die funktionelle Klonierung
identifiziert wurde. Doch nicht immer fithren Mutationen innerhalb der codierenden
Sequenz eines Gens zu einem verdnderten Proteinprodukt. Auch Mutationen der
regulatorischen Region eines Gens oder der Spleifistellen konnen Ausldser einer
Erbkrankheit sein (Strachan und Read, 1996).

Die zweite Vorgehensweise, die Positionsklonierung, ermoglicht die Identifizierung,
Isolierung und Charakterisierung eines Gens aufgrund seiner ungefahren chromosomalen
Position (Collins, 1992). Zu Beginn wird das Untersuchungsmaterial moglichst vieler
Generationen der Familien, in denen die Erkrankung aufgetreten ist, zusammengetragen.
Anhand der Analyse des Stammbaumes ist es moglich, iiber den Vererbungsmodus der
Erkrankung eine Aussage zu treffen: autosomal dominant, autosomal rezessiv, X-
chromosomal dominant, X-chromosomal rezessiv oder mitochondrial. Erleichtert wird die
Zuordnung der ungefdhren chromosomalen Position, wenn ein zytogenetisch sichtbarer
Bruchpunkt oder ein Heteromorphismus mit dem erblichen Phénotyp korrelieren (Collins,
1992). Mit polymorphen DNA-Markern wie  Restriktions-Fragment-Léngen-
Polymorphismen (RFLPs) (Donis-Keller et al., 1987), VNTR (variable number of tandem
repeats)-Polymorphismen (hochpolymorphe Minisatelliten-DNA) (Jeffreys, 1987),
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Mikrosatelliten-Polymorphismen (Strachan und Read, 1996), SNPs (single nucleotid
polymorphism) (Risch et al., 1996), deren chromosomale Lokalisation bekannt ist, wird
das genetische Material dieser Familien so lange untersucht, bis mindestens ein Marker
identifiziert wird, der gekoppelt mit der Erkrankung segregiert (Kopplungsanalyse). Auf
diese Weise kann das Gen einem bestimmten Chromosomenabschnitt zugeordnet werden.
Um den verantwortlichen Bereich weiter einzugrenzen, sind feinere Kartierungsmethoden
notwendig. Durch Erstellen einer Folge iiberlappender Cosmid-, Phagen-, PAC-
(kiinstliches P1-Chromosom), BAC- (kiinstliches Bakterienchromosom) oder YAC-
(kiinstliches Hefechromosom) Klone (sogenannte Contigs) wird versucht, sich von der
bekannten Position des segregierenden Markers dem gesuchten Gen zu néhern
(chromosome jumping, chromosome walking). Die so eingegrenzten Segmente werden auf
das Vorhandensein von Exons untersucht oder auf Sequenzen (z.B. CpG-Inseln), die
darauf hindeuten, dass der gefundene DNA-Abschnitt in der Nihe eines Gens lokalisiert
ist. Sequenzanalysen ermoglichen den Vergleich der Sequenz des eingegrenzten DNA-
Bereiches mit der Sequenz bekannter Gene. Das erste Gen, das mittels der
Positionsklonierung zugeordnet werden konnte, ist das Gen fiir die chronische
Granulomatose (Royer-Pokora et al., 1986). Weitere Beispiele fiir Erkrankungen, deren
Gene erfolgreich durch die Positionsklonierung beschrieben wurden, sind die progressive
Muskeldystrophie, Typ Duchenne (Monaco et al., 1986), die Cystische Fibrose (Rommens
et al., 1989; Riordan et al., 1989) und die Neurofibromatose Typ 1 (Fountain et al., 1989;
Cawthon et al., 1990).

1.2 Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

Die Technik der in situ Hybridisierung (ISH) wurde erstmals 1969 von Pardue und Gall
(1969) sowie unabhéngig davon von John et al. (1969) beschrieben. Die ISH ermdglicht
es, Nukleinsduresequenzen direkt im biologischen Préparat, also in Geweben, Zellen und
auf Chromosomen (Ziel-DNA), darzustellen. Das Prinzip der ISH besteht darin, dass
durch vorherige Hitzedenaturierung sowohl Ziel-DNA als auch Sonden-DNA als
Einzelstrang vorliegen. Die Ziel-DNA besteht z.B., wie in dieser Arbeit beschrieben, aus
einem zu untersuchenden Abschnitt eines bestimmten humanen Metaphase-Chromosoms.
Die Sonden-DNA erfiillt folgende Eigenschaften: Sie ist homolog zu dem zu

untersuchenden Abschnitt der Ziel-DNA und ist entweder radioaktiv mittels B-strahlender
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Isotope mit geringer Reichweite oder durch nicht radioaktive Systeme (FISH), wie z.B.
Biotin (Langer et al., 1981; Brigati et al., 1983) oder Digoxigenin (Heiles et al., 1988),
markiert. In einem Renaturierungsschritt werden die Einzelstrdnge von Ziel-DNA und
Sonden-DNA zu einem Doppelstrang vereinigt. Da in dieser Arbeit die Methode der
Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) angewandt wurde, soll im weiteren auf dieses
Prinzip genauer eingegangen werden.

Eine entscheidende Voraussetzung fiir die Anwendung nicht radioaktiv markierter Sonden
stellt die Technik der Chromosomen in situ Suppression Hybridisierung (CISS) dar. Dabei
werden repetitive (unspezifische) Sequenzen, die iiber das gesamte Genom verteilt sind
und bei einer Hybridisierung zu einer unspezifischen einheitlichen Fluoreszenz aller
Chromosomen fithren wiirden, durch eine Vorhybridisierung abgesittigt (Lichter et al.,
1988). Als Kompetitions-DNA werden Lachssperm-DNA zum Abséttigen unspezifischer
Sequenzen und Cot I-DNA zum Absittigen hochrepetitiver Sequenzen eingesetzt. Das
entstandene Hybrid aus Ziel- und Sonden-DNA muf3 durch Detektionsschritte flir den
Untersucher sichtbar gemacht werden, sofern keine direktmarkierten DNA-Sonden
verwendet wurden. Erreicht wird dies durch Bindung von Fluoreszenzfarbstoffen (z.B.
Bio-16dUTP, Dig-11dUTP) an die Markermolekiile. Das sogenannte FITC-Avidin-
System (Baumann et al., 1981; Pinkel et al., 1986) enthdlt Avidin, das eine hohe
Bindungsaffinitit zu  Biotin  aufweist, an das der Fluoreszenzfarbstoff
Fluoresceinisothiocyanat gekoppelt ist. Durch ein zweistufiges Nachweisverfahren kdnnen
die Signale verstérkt werden. Nachdem dem Préparat biotinylierte Anti-Avidin-Antikorper
zugegeben wurden, werden diese erneut mit signalgebenden Avidin-Konjugaten inkubiert.
Hierdurch werden die Signale enorm verstirkt, da Avidin circa sechs Fluorescein-
Molekiile (Pinkel et al., 1986) binden kann.

Das Anwendungsgebiet der Fluoreszenz in situ Hybridisierung umfasst sowohl die
Chromosomendiagnostik in dem prd- und postnatalen Bereich als auch die
Tumorzytogenetik oder die physikalische Kartierung.

Das Auflosungsvermogen der fiir die Chromosomenuntersuchung in der Routine
gebriuchlichen GTG-Technik (G-bands by trypsin using Giemsa) liegt zwischen 5-10 Mb
(Shaffer, 1997; Uhrig et al., 1999), das der spéter eingefiihrten hochauflésenden High-
Resolution-Technik zwischen 2-5 Mb (Uhrig et al., 1999). Mit der Einfithrung der FISH
gelang es, auch bis dahin verborgene sogenannte kryptische Aberrationen aufzudecken

und genauer zu charakterisieren (Shaffer, 1997). Durch Anwendung dieser Methode
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konnten bei Probanden mit contiguous gene deletion syndromes  Mikrodeletionen
(Deletionen unter 2 Mb, Shaffer, 1997) in den kritischen Chromosomenbereichen
nachgewiesen werden, die mittels GTG-Bénderung einen unauffilligen Karyotyp zeigten.
Beispiele sind das DiGeorge Syndrom (DGS) (Schmickel et al., 1986; Scambler et al.,
1992), das Prader-Willi Syndrom (PWS) (Schmickel et al., 1986; Bettio et al., 1995), das
Angelman Syndrom (AS) (Bettio et al., 1995), das Miller-Dieker Syndrom (MDS)
(Schmickel et al., 1986) und das Rubinstein-Taybi Syndrom (RTS) (Shaffer, 1997). Bei
einigen dieser Syndrome deckte die FISH, neben den bereits durch Routine- oder High-
Resolution-Untersuchungen identifizierten, zusitzlich aberrante Chromosomenabschnitte
auf. Die Suche nach Deletionen bei Probanden mit Angelman Syndrom und Prader-Willi
Syndrom durch Bettio et al. (1995) ergab bei 4 von 14 AS-Merkmalstrigern eine
Deletion durch High-Resolution-Technik; bei 4 weiteren Probanden wurden durch FISH-
Untersuchungen chromosomale Aberrationen im kritischen Bereich identifiziert. Anderen
Krankheitsbildern, wie z.B. dem HNPP- Syndrom (Hereditary Neuropathy with Liability
to Pressure Palsies), lieBen sich durch Karyotypisierung keine Aberrationen zuordnen,
wiahrend mittels FISH bei iiber 90 % der Probanden eine Deletion im Bereich 17p12
gefunden wurde (Shaffer, 1997).

Genauere Analysen durch FISH gelangen auch bei durch Mikroduplikationen
verursachten Erkrankungen, wie z. B. dem Beckwith-Wiedemann Syndrom (Shaffer,
1997) und der Charcot-Marie-Tooth Erkrankung (Valentijn et al., 1992; van Ommen et al.,
1995) oder bei kryptischen Translokationen, welche in 10 % der Félle zur Ausprigung des
Wolf-Hirschhorn Syndroms fiihren (Lurie et al., 1980).

Die Identifizierung und Charakterisierung sogenannter komplexer chromosomaler
Rearrangements (CCR), die als Folge von mehr als zwei Chromosomenbriichen mit
reziprokem Austausch von Segmenten entstehen (Pai et al., 1980), wird durch den Einsatz
der FISH ermoglicht bzw. wesentlich erleichtert (Stankiewicz et al., 1997).

Die Multilocus-FISH Analyse erlaubt das simultane Screening mehrerer Loci auf das
Vorliegen von Mikrodeletionssyndromen bzw. contiguous gene deletion syndromes bei
Probanden mit bisher ungeklérter Entwicklungsverzégerung oder mentaler Retardierung
(Ligon et al, 1997). Das Auflosungsvermogen der FISH ist abhingig von der
verwendeten  Zellpopulation, der Art der verwendeten Sonden wund der
Préaparationstechnik. Bei der Hybridisierung auf Metaphase-Chromosomen liegt die

Auflosung zwischen 3-10 Mb, auf Interphase-Kernen bei 50 kb (Trask et al., 1989).
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Préparationstechniken wie die Fiber-FISH erreichen eine Auflésung zwischen 1-500 kb
(Buckle et al., 1993; van Ommen et al., 1995; Heiskanen et al., 1996) und ermdglichen so
den Einsatz der FISH bei der physikalischen Kartierung. Das PAX1 Gen (Schnittger et al.,
1992), das Cystatin C Gen (Schnittger et al., 1993) oder das Jagged Gen (Oda et al., 1997;
Li et al., 1997) wurden u.a. mit Hilfe der FISH dem chromosomalen Locus zugeordnet.

Mit der Einfiihrung der Multiplex-FISH (M-FISH) (Schrock et al., 1996; Speicher et al.,
1996) wurde das Einsatzgebiet der FISH erheblich erweitert. Durch unterschiedliche
Kombination von mindestens 5 verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen kann jedes der 22
Autosomenpaare bzw. jedes X- und Y-Chromosom in einem einzigen
Hybridisierungsschritt identifiziert werden. Die M-FISH ermoglicht das Screenen des
gesamten Genoms auf numerische und bestimmte strukturelle Aberrationen, die mit der in
der Standard-Karyotyp-Analyse angewandten Giemsa-Banden-Technik bisher nicht in
jedem Fall sichtbar gemacht werden konnten (Uhrig et al., 1999). Eine weitere Stérke
besteht in der Charakterisierung von Markerchromosomen, die durch bisherige Standard-
Techniken nachgewiesen wurden, deren Herkunft jedoch nicht geklért werden konnte.
Einige Autoren sehen das Haupteinsatzgebiet der M-FISH in der Detektion genetischer
Verdnderungen in soliden Tumorgeweben, deren komplexe Verdnderungen  mit
herkdmmlichen Methoden schwer zu identifizieren waren (Speicher et al., 1996, Uhrig et

al., 1999).

1.3 Syndrome

1.3.1 Das Rubinstein-Taybi Syndrom (RTS)

Nach den Erstbeschreibern Rubinstein und Taybi (1963) =zdhlen zu den
Hauptmanifestationen dieses Syndroms Gesichtsanomalien, wie eine antimongoloide
Lidachse (bei 90 % der untersuchten Probanden), eine Schnabelnase mit langem
tiefsitzendem Septum (93 %), Mikrognathie/ Retrognathie (75 %) und buschige Brauen,
dysmorphe Ohrmuscheln, ein hoher Gaumenbogen (93 %), breite Daumen und Grof3zehen
mit Abweichung der distalen Phalangen nach radial bzw. tibial (100 %), muskuldre
Hypotonie (99 %) und mentale Retardierung (99 %) (Rubinstein et al., 1990; Bartsch et
al., 1999).

De novo entstandene submikroskopische interstitielle Deletionen in dem
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Chromosomenabschnitt 16p13.3 (Breuning et al., 1993; Masuno et al., 1994; Wallerstein
et al. 1997; Taine et al., 1998), Inversionen (Lacombe et al., 1992) und Translokationen in
diesem Bereich (Imaizumi und Kuroki, 1991; Tommerup et al., 1992) wurden bisher
durch Untersuchung von insgesamt 317 Probanden mit Rubinstein-Taybi Syndrom
gefunden. Jedoch nur bei 8,2 % bis 10 % (Wallerstein et al. 1997; Taine et al., 1998;
Petrij et al., 2000) konnte eine Mikrodeletion nachgewiesen werden. Petrij et al. (1995)
gelangten durch Eingrenzung des Deletionsbruchpunktes bei 8 Probanden zu dem Schluss,
dass neben groBeren strukturellen Verdanderungen auf 16p auch Punktmutationen in dem
human CREB binding protein (CBP) zum klinischen Bild des Rubinstein-Taybi Syndroms

fihren.

1.3.2 Das Chromosom-18q Deletionssyndrom (Synonym: DeGrouchy Syndrom II)

Die Ursache fiir das Chromosom-18q Deletionssyndrom (Synonym: DeGrouchy Syndrom
II) konnte erstmals von dem Pariser Humangenetiker Jean de Grouchy 1964 aufgedeckt
werden, indem er einen Bruchstiickverlust des distalen Drittels des langen Arms von
Chromosom 18 nachwies. Die kritische Region ist in dem Segment 18q23 lokalisiert
(Cody et al., 1997; Strathdee et al., 1997).

Dieses Dysmorphiesyndrom mit Mittelgesichtsretraktion umfafit nach Ghidoni et al.
(1997) neben einem sehr unterschiedlich ausgepragten Phanotyp folgende feste Kriterien:
Hypotonie, konisch geformte Finger, Karpfenmund, mentale Retardierung,
Schwerhorigkeit und verzogertes Wachstum (Wilson et al., 1979; Kline et al., 1993;
Strathdee et al., 1995; Ghidoni et al., 1997). Zusétzliche Diagnosekriterien werden in
Tabelle 8 (S. 56) aufgefiihrt. In der Literatur beschriebene Félle mit abgeschwichtem oder
weniger typischem klinischen Bild wurden auf ein Ringchromosom 18 zuriickgefiihrt
(Stankiewicz et al., 2001b).

Cody et al., die 33 Kinder mit De Grouchy Syndrom II untersuchten, sehen die Ursache
fiir die verzogerte korperliche Entwicklung bei Kindern mit 18q Deletionssyndrom in der
Wachstumshormoninsuffizienz (GH-Insuffizienz) (Cody et al., 1997; Ghidoni et al.,
1997). Die 2 Mb umfassende smallest region of deletion overlap (SRO) fir die GH-
Insuffizienz wird in der Region 18q23 kartiert und durch die Marker AFM242YF2 und
D18S462 begrenzt (Abb. 25, S. 57). Diese Region enthilt u.a. das Gen fiir das myelin
basic protein (MBP) und das Gen fiir den Galanin-Rezeptor (GALNR), welche Cody et al.
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als Kandidatengene fiir die GH-Insuffizienz ansehen ( Cody et al., 1997).

1.3.3 Das Alagille Syndrom (AGS)

Das Alagille Syndrom (Synonym: Arteriohepatische Dysplasie), von Alagille et al. 1969
erstmals beschrieben (Krantz et al., 1997a), ist eine autosomal dominant vererbte
Erkrankung mit variabler Expressivitit und einer Penetranz von 94 % (Dhorne-Pollet et
al., 1994; Krantz et al., 1997a). Es ist charakterisiert durch das Auftreten folgender 5
Hauptsymptome:

- Typische Facies: bei 95 % der Probanden (Alagille et al., 1987).

Kennzeichnend sind eine trianguldre Gesichtsform mit prominenter Stirn,
Hypertelorismus mit tief liegenden Augen, einer breiten Nasenwurzel mit bulbdser
Nasenspitze sowie einem kleinen spitz zulaufenden und vorstehenden Kinn (Alagille et
al., 1987; Oda et al., 1997).

- Chronische Cholestase: bei 91 % der Probanden (Alagille et al., 1987),

- Embryotoxon posterior: bei 88 % der Probanden (Alagille et al., 1987),

- Schmetterlingswirbel: bei 87 % der Probanden (Alagille et al., 1987),

- Pulmonalarterienstenose: bei 85 % der Probanden (Alagille et al., 1987).

Bei Ausprigung aller 5 Symptome liegt ein komplettes Syndrom vor, ein partielles bei 3-4
Symptomen, die chronische Cholestase jedoch eingeschlossen (Alagille et al., 1987;
Dhorne-Pollet et al., 1994). In ihren Untersuchungen schlieBen Dhorne-Pollet und
Kollegen die Gesichtsdysmorphien jedoch als Diagnosekriterium aufgrund der
ungeniigenden Objektivierbarkeit aus (Dhorne-Pollet et al., 1994).

Li et al. (1997) lokalisierten den kritischen Bereich fiir das Alagille Syndrom auf 20p12 in
einem 1,2-1,3 Mb umfassenden Bereich proximal des Locus D20S27 und distal zwischen
den Loci D20S507 und D20S160 (Abb.23, S. 49). Als Hauptursache fiir das Auftreten
dieser Erkrankung werden Mutationen des JAG1 Gens angenommen (Li et al., 1997; Oda
et al., 1997; Krantz et al., 1998; Yuan et al., 1998; Raas-Rothschild et al., 2002). Das Gen
umfasst einen Bereich von 36 kb (Oda et al.,1997). Es enthélt einen Liganden fiir den
NOTCH-Rezeptor, welcher Zell-Zell-Interaktionen vermittelt und damit {iber das
Schicksal undifferenzierter Zellen entscheidet (Artavanis-Tsakonas et al., 1997; Li et al.,
1997; Pollet et al., 1997; Ropke et al., 2000). Crosnier et al. (2000) konnten durch in situ

Hybridisierung an menschlichen Embryonen und fetalem Gewebe die Expression von
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JAG1 wéhrend der Embryogenese, hauptsichlich im kardiovaskuldren System, in
Blutgefdfen der Leber und in mesenchymalen und epithelialen Strukturen verschiedener
Organanlagen nachweisen. Aufgrund ihrer Untersuchungen sehen Crosnier et al. die
gestorte Angiogenese als mogliche, aber nicht einzige Pathogenese des Alagille Syndroms

(Crosnier et al., 2000).

1.3.4 Das DiGeorge Syndrom (DGS)

Das DiGeorge Syndrom, alternativ bezeichnet als Syndrom der 3. und 4. Kiementasche
oder Hypoplasie des Thymus und der Parathyreoidea, ist gekennzeichnet durch folgende 3
Kardinalsymptome: 1) Hypokalzimie durch Hypoplasie der Nebenschilddriisen, 2)
Thymushypoplasie und 3) Defekte des  Ausflusstraktes des  Herzens
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/). Als Hauptursache fiir das Auftreten dieses
Syndroms werden Deletionen auf 22q11.2 angesehen. Diese treten mit einer Haufigkeit
von 1 : 4000 Lebendgeburten in der Bevdlkerung auf (Henwood et al., 2001) und stellen
nach dem Down Syndrom den zweithdufigsten Grund fiir einen konnatalen Herzfehler dar
(Goodship et al., 1998). Bei 50 % der Betroffenen einer conotruncalen Anomalie konnen
Deletionen auf 22q11.2 nachgewiesen werden (Henwood et al., 2001). Bruchstiickverluste
in diesem Bereich fiihren zur Auspragung weiterer Phanotypen. Diese werden unter dem
Begriff Mikrodeletionssyndrom 22q11.2 zusammengefaf3t, welcher das 1993 durch John
Burn geprigte Akronym CATCH 22 (Cardiac defect, Abnormal facies,
Thymushypoplasia, Cleft palate, Hypocalcemia, del(22q11)) abgelost hat. Zu den
Krankheitsbildern als Konsequenz einer Mikrodeletion 22ql11.2 gehdren neben dem
DiGeorge Syndrom (DGS) das Velocardiofaziale Syndrom (VCFS), auch als Shprintzen
Syndrom bezeichnet, das Syndrom der conotruncalen Anomalie und des Gesichts, auch
als Takao-Syndrom bezeichnet, und isolierte Defekte des Ausflusstraktes des Herzens
(Budarf et al., 1995; Wadey et al., 1995). Wihrend das DiGeorge Syndrom durch
verminderte T-Zellzahl und Hypokalzdmien im Kindesalter charakterisiert ist, stehen bei
dem phinotypisch sehr dhnlichen Velocardiofazialen Syndrom (Shprintzen Syndrom)
kraniofaziale Anomalien mit nasaler Sprache, resultierend aus der palatalen Insuffizienz,
im Vordergrund (Burn et al., 1999).

Driscoll et al. (1992), die fiir das DiGeorge Syndrom und fiir das Velocardiofaziale

Syndrom die gleiche Pathogenese annehmen, beschreiben in ihrer Arbeit bei 90 % der
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untersuchten Merkmalstrdger eine interstitielle Deletion im Bereich 22q11. Auch Carlson
et al. (1997) fanden durch die molekulare Charakterisierung von 151 Probanden mit
Velocardiofazialem Syndrom bei 83% einen Bruchstiickverlust in dieser Region. Bartsch
et al. (2003), die 295 Probanden mit Verdacht auf DGS/VCFS mittels FISH untersuchten,
fanden bei 52 der untersuchten Personen eine Deletion in der sogenannten typical deleted
region (TDR). Diese Region auf 22ql1.2 (DiGeorge Syndrom Chromosomen Region,
DGCR) umfaf3t einen 3 Mb groen Abschnitt, der bei 90 % der Merkmalstrager deletiert
ist (Carlson et al., 1997; Kurahashi et al., 1997). Nur 10 % der DGS/VCFS-Probanden
weisen eine 1,5 Mb umfassende Deletion der sogenannten proximal deleted region (PDR)
proximal der 7DR auf 22q11.2 auf (Kurahashi et al., 1997). Innerhalb der DGCR wurden
verschiedene Gene identifiziert, deren Verlust é&tiologisch mit dem DGS in
Zusammenhang gebracht wird. Dazu gehdren der Transkriptionsfaktor TUPLE1 (Halford
et al., 1993) und das TBX1 Gen, dessen Verlust kardiovaskuldre und parathyreoidale
Defekte bei Mausen hervorruft (Merscher et al., 2001; Bartsch et al., 2003).

Die Region 22qll1.2 ist ein sehr héufiger Ausgangspunkt fiir chromosomale
Rearrangements, welche neben dem DiGeorge Syndrom (DGS), dem Velocardiofazialen
Syndrom (VCFS), dem Syndrom der conotruncalen Anomalie und des Gesichts (CAFS)
und dem Katzenaugen Syndrom (CES) auch zu tumorassoziierten Verdnderungen fiihren
(Shaikh et al., 2000). Das bekannteste Beispiel hierfiir ist das Philadelphia-Chromosom,
ein Translokationschromosom t(9;22), das bei 90 % der Patienten mit Chronisch
Myeloischer Leukédmie (CML) nachgewiesen werden kann (Chissoe et al., 1995).
Edelmann und Kollegen identifizierten an den Endpunkten der 3 Mb umfassenden #ypical
deleted region und 1,5 Mb groB3en proximal deleted region Chromosom 22-spezifische
Low copy repeats (LCR), sogenannte LCRs 22 (Edelmann et al., 1999 a und b).
Interchromosomale homologe Rekombinationen zwischen den LCRs von 2 homologen
Chromosomen 22 koénnen zu den 3 Mb-Deletionen bei DiGeorge Syndrom/
Velocardiofazialem Syndrom (DGS/VCES), aber auch zu Duplikationen bei dem
Katzenaugen Syndrom flihren (McTaggart et al., 1998; Edelmann et al., 1999 a und b).
Eine weitere mogliche Erkldrung fiir Deletionsereignisse bei DGS/VCFES sehen sie in
intrachromosomalen Rekombinationen zwischen den LCRs 22 und Verlust der daraus
resultierenden Interchromatidschleife (Edelmann et al., 1999 a und b).

Neben einer Deletion im Chromosomenbereich 22q11.2 konnen auch Deletionen auf dem

kurzen Arm des Chromosoms 10 im Bereich 10p13/p14 (Daw et al., 1996; Gottlieb et al.,
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1998) bzw. 10p14/p15 (Van Esch et al., 2000) einen DGS-dhnlichen Phénotyp mit den
typischen Merkmalen Herzfehler, Hypoparathyreoidismus mit Hypokalzémie,
Immundefekt, sensorineurale Taubheit und renale Malformationen hervorrufen. Das durch
10p-Deletion verursachte Krankheitsbild wird als DiGeorge Syndrom 2 (DGS2)
bezeichnet (Monaco et al., 1991; Fisher und Scambler, 1994; Daw et al., 1996;
Schuffenhauer et al., 1998). Durch molekulare Untersuchungen von 12 Probanden mit
10p-Deletionen und Analyse einer familidren Translokation gelang es Schuffenhauer et al.
(1998), die SRO fiir DGS 2 auf einen 1 cM-Intervall innerhalb der Loci D10S547 und
D10S585 einzugrenzen (Abb. 24, S. 55).

1.4. Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser im Jahr 1997 begonnenen Arbeit bestand darin, zu priifen, inwieweit die
Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) in der Charakterisierung und Prizisierung
chromosomaler Aberrationen zu neuen Erkenntnissen beitrdgt und damit eine ergédnzende
und vorteilhafte Methode zu bisher angewandten Verfahren darstellt. Hierfiir wurden 3
Probandengruppen zusammengestellt:

- In der ersten Probandengruppe mit zytogenetisch sichtbaren Translokationen
(Probanden 1, 2 und 3) wurde die FISH zur Charakterisierung des Translokations-
bruchpunktes angewandt.

- In der zweiten Gruppe, Probanden mit zytogenetisch aufgedeckter Deletion (Probanden
4 und 5), hatte der Einsatz der FISH das Ziel, den Deletionsbruchpunkt genauer zu
lokalisieren.

- In der dritten Gruppe, Probanden mit klinischem Verdacht auf das Vorliegen eines
Rubinstein-Taybi, Alagille oder DiGeorge Syndroms und unauffilligem Karyotyp nach
GTG-Bénderung, sollte die Fluoreszenz in situ Hybridisierung eingesetzt werden, um als
erginzende Methode in der Routinediagnostik Mikrodeletionen aufzudecken und zu

analysieren.
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2 Material

2.1 Chemikalien, Gebrauchswaren, Gerate und L ésungen

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien, Gebrauchswaren, Geréte und Losungen
wurden hinsichtlich ihrer Herkunft und Zusammensetzung den Arbeiten von Schréter
(2997) und Dérr (1999) entnommen.

Soweit dies fur die Durchfiihrung der Methoden erforderlich war, wurden Gebrauchswaren
vor deren Anwendung in einem Dampfdruck-Autoklaven (120°C, 1,2 bar, 20 min)
sterilisiert. Die Objekttréager wurden vor Gebrauch in einer Seifenlosung (Fit) grindlich
gereinigt und unter demineralisiertem Wasser abgespilt. Bis zum Gebrauch wurden sie
entweder in einer Klvette mit demineralisiertem Wasser bei 4 °C oder trocken in einer
Klvette bei -20°C aufbewahrt.

Die Losungen wurden mit Ampuwa oder mit speziell gereinigtem Wasser aus dem Milli-
Q-Water-System (Millipore) angesetzt. Wenn erforderlich, wurden die Lésungen vor deren
Gebrauch in einem Dampfdruck-Autoklaven (120°C, 1,2 bar, 20 min) sterilisiert.
Hitzelabile Losungen wurden durch Membranfilter (Porengrofe 0,25 um bzw. 0,45 pm)

sterilfiltriert.

2.2 Probanden und Unter suchungsmaterial

M olekularzytogenetische bzw. molekulargenetische Untersuchungen wurden an insgesamt
22 Probanden durchgefihrt, die im Zusammenhang mit einer genetisch bedingten
Erkrankung bzw. einer syndromalen Entwicklungsstorung der Genetischen Beratungsstelle
des Institutes fir Humangenetik und Medizinische Biologie der Martin-Luther-Universitét
Halle-Wittenberg zur Abklérung bzw. zur genetischen Beratung vorgestellt wurden. Bel 5
Probanden hatte eine Chromosomenuntersuchung in dem Labor fir postnatale Zytogenetik
einen auffélligen Karyotyp ergeben (Probanden 1-5). Bel 17 Probanden mit einem
lichtmikroskopisch unauffalligem mannlichen bzw. weiblichen Karyotyp bestand im
Zusammenhang mit dem klinischen Bild der Verdacht auf eine sogenannte Mikrodeletion.

Diese sollten im Rahmen der vorliegenden Arbeit nachgewiesen bzw. ausgeschlossen
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werden. Dieses Kollektiv setzte sich aus 5 Probanden mit dem Verdacht auf ein DiGeorge
Syndrom (DGS), aus 9 Probanden mit dem Verdacht auf ein Alagille Syndrom (AGS) und
aus 3 Probanden mit dem klinischen Bild eines Rubinstein-Taybi Syndroms (RTS)
zusammen.

Untersucht wurden auf Objekttragern fixierte Metaphase-Chromosomen. Diese wurden aus
Lymphozytenkulturen hergestellt, gewonnen aus menschlichem heparinisiertem Vollblut.
Im Falle des Alagille Syndroms wurden heparinisiertes Vollblut bzw. fertige Objekttrager
auch von auswartigen Instituten zur Verfligung gestellt. Zur Herstellung von Objekttrégern,
die der Kontrolle der Hybridisierung der praparierten Sonden auf Chromosomen mit
einem normalen Karyotyp dienten, wurde heparinisiertes Vollblut von klinisch
unauffélligen Personen verwendet. Fir molekulargenetische Untersuchungen wurde

EDTA-Blut verwendet und daraus DNA prépariert.

2.3 DNA-Sonden

Fur die Deletionsanalyse mittels FISH wurden als Vektoren menschlicher Inserts YACs
(yeast artificial chromosomes) der CEPH-Y AC-Bibliothek und Cosmide verwendet. Die
YACs wurden in Form von Agar-Kulturen vom Resource Center/ Primary Database
(RZPD) in Berlin zur Verfigung gestellt. In Schittelkulturen wurden die Hefen vermehrt
und die Zellen vor Isolierung der Gesamt-DNA fir die Nicktrangation in Low-melting-
point Agarose eingebettet.

Fur die Untersuchung bel Verdacht auf DiGeorge Syndrom kamen kommerzielle Proben
der Firma Oncor, Painting-Proben, die All Human Telomeres-Probe und die D22S75
DiGeorge Chromosome Region Probe with D22S39 Chromosome 22 Control Probe
(Cat.#: P5140-DG.5), zum Einsatz.
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2.3.1 Sonden zur Charakterisierung der Bruchpunkte von Probanden mit

zytogenetisch sichtbaren Transokationen

Transokation 46,XX,t(3;20)(p25;p13) (Probandin 1)

Die fir die Analyse verwendeten Sonden sind in Tabelle 1 und 2 dargestellt. Die Cosmide
3e9 und 2c12 entstammten einer etablierten Cosmid-Bibliothek aus dem YAC 940d11
(CEPH) (von der Kammer, 1995). 940d11 kartiert im Bereich 20p12 innerhalb der AGS
kritischen Region (Pollet, et al., 1995; Rand et a., 1995). 3e9 enthdlt das JAG 1 Gen, mit

einer Lange von ca. 25 kb Uberspannt es das proximale Ende von 2¢12 (Stankiewicz et al.,

2001a).

Tab. 1. Cosmide zur Charakterisierung des Bruchpunktes der Translokationen
t(3;20)(p25;p13) und t(9;20)(p23;p13)

Cosmid Insertin kb Physikalische L okalisierung Referenz
3e9 40 kb YAC 940d11, 20p12.2 Stankiewicz et a., 2001a
2c12 35kb YAC 940d11, 20p12.2 Stankiewicz et a., 2001a
1h4 YAC 940d11, 20p12.2 Giannakudis, personliche Mit-
teilung

Tab. 2: YACs zur Untersuchung des Bruchpunktes der Translokationen t(3;20)(p25;p13)
und t(9;20)(p23;p13), (* Auflistung der Y ACsvon distal nach proximal)

YAC * L ocus Genetische Kartierung des|Referenz
L ocus von 20pter (cM)
790g12 D20S179 3 http://www-genome.wi.mit.edu
D20S113 8
894d11 D20Ss181 9 http://www-genome.wi.mit.edu
984912 D20S181 9 http://www-genome.wi.mit.edu
D20S116 11
987910 D20S95 16 http://www-genome.wi.mit.edu
955f7 D20S192 22 Pollet et al., 1997
881h2 D20S175 30 Pollet et al., 1997

Trangokation 45,XY ,t(5;22) (Proband 2)

Die zur Untersuchung des Translokations- bzw. Deletionsbruchpunktes eingesetzten
Proben (Tab. 3) wurden von der Firma Oncor bezogen und nach der beigeftigten Anleitung

hybridisiert.
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Tab. 3: Sonden zur Charakterisierung des Trans okationsbruchpunktes der
Trang okation t(5;22) (Proband 2)

Kontroll-Sonde

Probe Physikalische L okalisierung Referenz

Paint 5 (wcp 5) gesamtes Chromosom 5 Oncor, Inc.

Paint 22 (wcp 22) gesamtes Chromosom 22 Oncaor, Inc.
DiGeorge-Chromosomen-Region- 220q11.2 (D22S75) Oncaor, Inc.

Probe (DGCR) mit Chromosom 22-|22q13.3 (D22S39) Driscoll et al., 1992

All Human Telomeres

alle Telomersequenzen

Oncor, Inc.

YAC 856€9

201 cM von 5pter entfernt (D55469)

Kingdey et a., 1997

Trangokation 46,XX,t(9;20)(p23;p13) (Probandin 3)
Eingesetzt wurden, wie bereits unter Abschnitt 2.3.1 charakterisiert, das Cosmid 1h4 (Tab.

1) und der YAC 984912 (Tab. 2).

2.3.2 Sonden zur Charakterisierung des Deletionsbruchpunktes von

Probanden mit zytogenetisch sichtbaren Deletionen

46,XX,del(10p) (Probandin 4)

Zur molekularzytogenetischen Charakterisierung der Deletionsregion auf 10p wurden die
YAC-Klone 889c10, 918h11, 773c3, 808a2 (Tab. 4) eingesetzt. Die Markierung der
Chromosomen 10 erfolgte nach Kohybridisierung mit dem YAC 932f11 (Tab. 4).

Tab. 4: Lokalisierung der fir die Deletionsanalyse der Probandin 4 verwendeten
YAC- Klone; (* Auflistung der YACsvon distal 10p nach distal 10q)

YAC* L ocus Insertinkb | Genetische | Physikalische Referenz

Kartierung |Lokalisierung

(incM) von

10pter
889c10 D10S558 1300 1 10p15 Kingdey et a., 1997
918h11 D10S547 1760 29 10p14 Schuffenhauer et al., 1998
773c3 D10S585 1100 30 10p14 Schuffenhauer et a., 1998
808a2 D10S223 1540 34 10p14 Schuffenhauer et a., 1998
932f11 D10S217 870 165 10026 Kingdey et a., 1997
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46,XX,del(18q) (Probandin 5)
Die Eingrenzung der Deletionsregion auf 18q erfolgte mit den YACs 932b10, 855€l,
954c¢7 und 968f4. Die Chromosomen 18 wurden durch Kohybridisierung mit YAC 854g8

markiert.

Tab. 5: Genetische bzw. physikalische Kartierung der fir die Deletionsanalyse der Proban-
din 5 verwendeten YACs, (*Auflistung der Y ACsvon distal18q nach distal 18p)

YAC* |Locus Insert | Genetische Kar- | Physikalische | Referenz
inkb |tierung (in cM) | Lokalisierung
von 18pter
932b10 | D18S554 1400 125 18¢23 Kingdey et a., 1997
118 Cody et al., 1997

D185462 117 http://www-genome.wi.mit.edu
855el D18S1009 | 1640 114 18g23 http://www-genome.wi.mit.edu

afm242yf2 Cody et al., 1997
954c7 | D18$469 1080 109 http://www-genome.wi.mit.edu
968f4 D18$488 1670 105 18g22.3 http://www-genome.wi.mit.edu

Boghosian-Sell et al., 1996

85498 | D183476 780 2 18p11.32 Kingdey et a., 1997

Tab. 6: Primer von anonymen DNA-Loci des Chromosom 18 zur Darstellung
von Mikrosatelliten der Probandin 5 und deren Eltern

L ocus Primer (52 3) ProduktgréRein bp | Referenz

D185S1009 |CCCTTATCATGCTCTATCCA 146 Dibet a., 1996
CTGGTGTGGGAGACAAAT

D18S554 | TAACTGAGACCNTGAGTCGTGA 220 Dibet a., 1996
GCTGCATTTGGCTTGG

afm242yf2 | CACTCAACATAAATCCCTAGAGG 188 Dibet a., 1996
CAGGTGAATGCCTGAATAAACT

2.3.3 Proben zur Untersuchung von Probanden mit Verdacht auf eine Mikrodeletion

Rubinstein-Taybi Syndrom (RTS)

Zur Suche nach Deletionen auf Chromosom 16 im Bereich pl13.3 bei Probanden mit den
klinischen Merkmalen des RTS wurden die in der Arbeit von Giles et a. (1997)
beschriebenen Cosmide RT166 und RT191 eingesetzt. Diese Proben wurden vom
Department of Human Genetics, Leiden University zur Verflgung gestellt.

15



Alagille Syndrom (AGYS)
Fur die Suche nach Mikrodeletionen wurden die unter Abschnitt 2.3.1 charakterisierten
Cosmide 3e9 (Tab. 1, S. 13) und 2c12 (Tab. 1, S. 13) eingesetzt.

Mikrodeletionssyndrom 22g11

Fur die Mikrodeletionsanalyse im Bereich 22g11.2 wurde die DiGeorge Chromosomen
Region Probe (DGCR, 22g11.2, D22S75) mit Chromosom 22-Kontroll-Sonde (22913.3,
D22S39) der Firma Oncor verwendet (Tab. 3, S. 14).
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3 Methoden

3.1 Isolierung von Cosmid-DNA

Die Isolierung von Cosmid-DNA erfolgte entsprechend den Protokollen von Sambrook et
al. (1989).

3.2 Préparation von YAC-DNA aus Hefezellen

Die Hefe-DNA wurde modifiziert nach Carle und Olson (1986) prapariert. Die Hefezellen
wurden zunachst in Agarosebldckchen eingebettet, um durch eine mdglichst schonende
Behandlung die YAC-DNA in Form von vollstdndigen Chromosomen préparieren zu
konnen. Spéter wurde die fur die FISH bendtigte DNA aus den Y AC-Agarosebldckchen

isoliert.

3.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die DNA-Konzentration wurde durch Messung im Spektralphotometer oder mittels
Ethidiumbromid-Fluoreszenzmessung ermittelt. Die durch Ethidiumbromid-Fluoreszenz-
messung bestimmte DNA-Konzentration wird nicht durch die in der Lésung vorhandene
RNA verfalscht.

3.4 Fluoreszenzin situ Hybridisierung
(modifiziert nach Lichter et a., 1988 und Pinkel et al., 1988)

Das Prinzip der FISH beruht auf der Hybridisierung markierter einzelstrangiger DNA-
Sonden an komplementére denaturierte Sequenzen auf Chromosomenpraparaten. Das
Hybridisierungsergebnis wird mittels eines Detektionssystems, bestehend aus an einen
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelte Antikdrper gegen Biotin bzw. Digoxigenin, sichtbar
gemacht. Durch zusétzliche Antigen-Antikorper-Reaktionen konnen die Fluoreszenz-

Signale verstérkt werden.
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3.4.1 Vorbehandlung der Objekttréager

Fur die Fluoreszenz in situ Hybridisierung wurden Objekttréger verwendet, die nach der

Chromosomenpréparation bel Raumtemperatur vor Licht geschitzt fUr mindestens 3 Tage

gelagert wurden. Die weitere Aufbewahrung der Objekttrager, z.T. Uber Jahre, erfolgte bei

4°C vor Licht geschutzt. Chromosomenpraparate, die nicht mindestens 2 Wochen alt

waren, wurden mit 2 x SSC kinstlich gedtert, um Strukturveranderungen nach

Durchfihrung der FISH zu vermeiden. Bel starkem Zytoplasmasaum erleichtert eine

Pepsin-Behandlung durch Zersetzung des Zytoplasmas die Diffusion der Sonde zu den

Chromosomen. Ziel dieser Behandlung ist eine verbesserte Signalstérke. Um das Signal-

Hintergrund-Verhdltnis durch Verringerung der unspezifischen Bindungen der Sonde zu

verbessern, wurde gegebenenfalls durch eine RNase-Behandlung die endogene RNA der

Praparate zerstort.

- Objekttrager in Pepsin-Gebrauchslésung in einer Kivette 5 min bei 37 °Cim
Woasserbad inkubieren,

- RNase Lésung fur 15 min kochen, abkthlen lassen,

- pro Objekttrager 200 ul abgekochte RNase-L 6sung auftragen,

- ein 24 x 60 mm Deckglas blasenfrel auflegen,

- 1 hbei 37 °C in feuchter Kammer inkubieren,

- Deckgléser abrutschen lassen,

- Objekttrager 2 x 15 min bei RT in einer Klvette mit 2 x SSC inkubieren,

- in einer aufsteigenden Ethanol-Reihe (70 %, 80 %, 90 %, 2 x 99 %, mehrmals
verwendbar) dehydrieren,

- Objekttrager an der Luft trocknen lassen.

3.4.2 Denaturieren der Chromosomen

- Denaturierungslésung in einer Kivette im Wasserbad auf 70 °C erhitzen,

- Objekttrager hierin jewells 2,5-3,0 min denaturieren,

- direkt in eisgekiihlte Ethanol-Reihe Uberfthren und je 1 min darin dehydrieren,
- Objekttrager an der Luft trocknen lassen.
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3.4.3 Markierung der DNA-Sonde mittels Nick-Translation
(modifiziert nach Rigby et a., 1976)

Reaktionsansatz fir Cosmid-DNA: Reaktionsansatz fir YAC-DNA:
200 ng DNA 10 pg DNA

4 ul Nicktrand ationspuffer, 10 x 20 ul Nicktrand ationspuffer, 10 x
2,8 ul Biotin-16-dUTP (0,4 mM) 5,6 ul Biotin-16-dUTP (1 mM)

6 pl dNTP-Mix (0,4mM) 12 pl dNTP-Mix (ImM)

1 pl DNase (1:1000 verdinnt) 6 pl DNase ( 1:1000 verdinnt)
0,8 ul DNA-Polymerase | 4 ul Polymerase |

ad 40 pl Ampuwa ad 200 pl Ampuwa

- Reaktionsansatz in Eppendorf-Cup auf Eis mischen, Zugabe der Enzyme zuletzt,

- grundlich mischen,

- in einem Kryostat 2 h bel 14 °C inkubieren,

- Abstoppen der Reaktion durch 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,3) und 2,5
Volumen 100 %igen Ethanol,

- Ausféllen der DNA bei -20 °C fur mind. 30 min.

Die DNase I-Konzentration und die Dauer der Inkubation sind entscheidend fur die Grof3e
der DNA-Fragmente und die Intensitét der Markierung. Zu grof3e Fragmente erschweren
die Diffusion zu den Zielsequenzen der Chromosomen. Durch zu kleine Fragmente ist eine
spezifische Hybridisierung nicht mehr gewahrleistet. Nach Lichter et al. (1988) liegt die
optimale Fragmentgrofe zwischen 150-250 bp.

3.4.4 Kontrolle des Einbaus von Biotin-16-dUTP durch einen Dot-Blot

Der Einbau von Biotin-16-dUTP wurde durch einen Dot-Blot Uberprift. Die Streptavidin-
alkaline Phosphatase bindet hierbei an das Biotin der fixierten Sonde. Die Substanzen NBT
und BCIP werden nach Entfernen von nicht gebundener Phosphatase zugegeben. Durch die
alkalische Phosphatase wird ein Phosphat von BCIP abgespalten. Dabel reagiert das so

entstandene Bromchlorindoyl (BCI) mit NBT zu einem unl¢slichen blauen Farbstoff. Um
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die markierte DNA erfolgreich fur eine FISH einsetzen zu kdnnen, sollte sie bis zu einer

Verdinnung von 1:100 eine Farbreaktion zeigen.

- Markierte und ausgeféllte DNA-Sonde 20 min bel 4 °C und 15000 rpm zentrifugieren,

- Uberstand abnehmen,

- Pellet mit 200 pl 70 %igem Ethanol waschen,

- 10 min bei 4 °C und 15000 U/min zentrifugieren und Uberstand abnehmen,

- Pellet bei 37 °C trocknen,

- in 100 pl (Cosmide) bzw. 300 ul (YAC's) Ampuwa aufnehmen und 30 min bel
56 °C |6sen,

- Verdinnungsreihe ( 1:10, 1:100, 1:1000) mit Ampuwa ansetzen,

- je 1 pl der verschiedenen Verdiinnungen auf einen 2 x SSC getrankten Nitro-
zellulosefilter auftragen,

- DNA durch UV-Strahlung mit einem Stratalinker auf dem Filter fixieren,

- Filter 30 min bei 37 °C in Dot-Blot-Ldsung 1 (Blockingldsung) inkubieren,

- Filter 30 min bei RT in Dot-Blot-Losung 2 (Streptavidin alkaline Phosphatase) auf
dem Schiittler inkubieren,

- Filter 3x 5 minin Dot-Blot-Puffer 1 auf dem Schiittler waschen,

- Filter 2 x 5 min in Dot-Blot-Puffer 2 auf dem Schittler waschen,

- Filter in lichtgeschitzter Klvette auf dem Schittler fir 1 hin Dot-Blot-Lésung 3
inkubieren ( Farbnachweisin BCIP/NBT-L6sung),

- Filter kurz in 2 x SSC spulen und trocknen lassen,

- Ausféllen der restlichen Sonde mit 0,1 Vol. Natriumacetat (pH 5,3) und 2,5 Val.
Ethanol bei -20 °C mindestens 30 min.

Wird die mit Biotin markierte DNA nicht unmittelbar eingesetzt, kann sie bei -20 °C Uber

einen langeren Zeitraum gelagert werden.

3.4.5 Suppression unspezifischer Hybridisierungen

Repetitive Sequenzen (z.B. Alu-Sequenzen, alphoide Sequenzen) innerhalb einer DNA-
Sonde wirden bei einer in situ Hybridisierung zu einer unspezifischen, einheitlichen
Anférbung aller Chromosomen fuhren. Aus diesem Grund wird dem Hybridisierungsansatz
eine ausreichende Menge an KompetitionssDNA zugesetzt, um in einer Vorreaktion

entsprechende Sequenzen abzuséttigen. In der eigentlichen Hybridisierung stehen so nur
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noch die spezifischen Sequenzen der Chromosomen der Sonde als Zielsequenzen zur
Verfigung. Eingesetzt werden Lachssperm-DNA (Abséttigung unspezifischer Sequenzen)
und Cot-1-DNA (Abséttigen hochrepetitiver Sequenzen) as Kompetitions-DNA. Diese
liegt durch Scherungsbehandlung mit einem Sonicator in einer Fragmentlange zwischen
250-500 bp vor. Mit zunehmender Grof3e der eingesetzten Sonde steigt die erforderliche
Menge an Cot-DNA an.

Lachssperm- bzw. Cot-1-DNA werden der Sonde nach erfolgtem Dot-Blot zugesetzt und
mit ihr gemeinsam ausgeféllt. Einem Standard-Ansatz mit 100ng Cosmid-DNA werden 9
pl Cot-1-DNA (1 mg/ml) und 6 pl Lachssperm-DNA (10 mg/ml), einem Ansatz mit 10 ug
Y AC-DNA werden 20 pl Cot-1- und 5 pl Lachssperm-DNA zugesetzt.

3.4.6 Hybridisierungsansatz

- Gemeinsam ausgeféllte Sonde und Kompetitionss-DNA 20 min bei 4 °C und 15000
rpm zentrifugieren,

- Uberstand abnehmen und Pellet mit 70 %igem Alkohol waschen,

- Sonde bel 4 °C und 15000 U/min 15 min zentrifugieren,

- Uberstand abnehmen und Pellet bei 37 °C trocknen lassen,

- Pellet mit 5 pl 100 %igem deionisiertem Formamid mischen,

- 30 min bei 37 °C |6sen.

Wird die Sonde nicht unmittelbar verwendet, kann sie bei -20 °C gelagert werden.

- 5 ul Mastermix hinzuftigen,

- 5 min in kochendem Wasser denaturieren und kurz auf Eis stellen,

- kurz abzentrifugieren.

3.4.7 Preannealing

- denaturierte Sonde bei 37 °C 15 min inkubieren

Durch diesen Schritt soll der zugesetzten Kompetitions-DNA (Cot-1- und Lachssperm-
DNA) die Abséttigung der repetitiven und unspezifischen Sequenzen ermoglicht werden.

Die Dauer dieses Vorgangs stitzt sich bel der FISH auf empirische Ermittlungen.
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3.4.8 Hybridisierung

- Die Objekttrager, auf denen sich die denaturierten Chromosomen befinden, in einer
feuchten Kammer ( Kleenex mit 2 x SSC getrénkt ) anordnen,

- Hybridisierungsansatz nach dem Preannealing kurz abzentrifugieren (zur Aufrechter-
haltung des Wasser-Sal z-Formamid-V erhal tnisses im Hybridisierungspuffer),

- 10 pl des Hybridisierungsansatzes auf den Objekttréager pipettieren,

- mit einem 24 x 32 mm Deckglas die entsprechende Stelle luftbblasenfrel abdecken
und mit Fixogum versiegeln,

- Objekttrager Uber Nacht bei 37 °C in der feuchten Kammer inkubieren.

3.4.9 Waschen

Durch das Waschen sollen die nach der Hybridisierung nicht bzw. schwach gebundenen
Sonden von den Chromosomen entfernt werden. Da die spezifisch angelagerten Sonden
aufgrund der vollstandig gepaarten Doppelstrange fest genug gebunden sind, werden diese
durch die folgenden Schritte nicht abgewaschen. Die Stringenz der einzelnen
Waschschritte kann durch verschiedene Salz- und Formamid-Konzentrationen und durch
Temperaturveranderungen variiert werden.

Waschlosungen und Kivetten werden in Wasserbadern vortemperiert. Pro Objekttrager
mussen die fUr die einzelnen Losungen angegebenen Temperaturen um 1°C erhéht werden.

Alle Waschschritte erfolgen auf dem Schiittler.

- Mit der Pinzette Fixogum von den Objekttrégern entfernen und Deckglas vorsichtig
abrutschen lassen.

Sollten die Deckgléser etwas fester an den Objekttrégern haften, die Praparate fir 1 min

mit Deckglas in das vorbereitete Formamid tauchen, dann das nun locker sitzende

Deckglas abgleiten lassen.

- Objekttrager 3 x 5 min in einer Kivette mit 50 % Formamid/ 2 x SSC bei 42 °C
waschen,

- Objekttrager 5x 2 minin 2 x SSC bei 42 °C waschen,

- Objekttrager 3x 5minin 0,1 x SSC bel 62 °C waschen,

- Objekttrager 5 minin 4 x SSC/ 0,1 x Tween bei 42 °C waschen.
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3.4.10 Fluor eszenzmar kierung

- Pro Objekttréger werden je 500 ul Blocking-Ldsung aufgetragen,

- 10 min bel RT in ener feuchten Kammer inkubieren (Abséttigung unspezifischer
Bindungen),

- Blocking-L dsung ablaufen lassen (Objekttrager dirfen dabei nicht trocknen),

- 100 pl Avidin-FITC-L6sung auftragen und ein 24 x 60 Deckglas blasenfrel auflegen, alle
folgenden Schritte erfolgen unter Lichtabschluss,

- Objekttrager ca. 30 min bel 37°C in feuchter Kammer (2 x SSC) inkubieren,

- Deckgléser abgleiten lassen und Objekttrager 3 x 5 minin 4 x SSC/0.1% Tween bei 42°C

waschen.

1. Verstarkungsschritt:

- Den Blocking Schritt wie oben wiederholen,

- pro Objekttrager 100 ul BAAD-L6sung auftragen und ein 24 x 60 mm Deckglas auflegen,
- 30 min bei 37°C in feuchter Kammer inkubieren,

- Deckgléaser abgleiten lassen,

-3 x5 minbe 42°C in 4 xSSC/0.1% Tween waschen,

- den Blocking-Schritt wie oben durchfthren,

- erneut pro Objekttrager 100 pl Avidin-FITC-Losung auftragen, Deckglas auflegen,

- in feuchter Kammer 30 min bei 37°C inkubieren,

- Deckglaser abgleiten lassen,

-3 x5 minbei 42°Cin 4 x SSC/0.1% Tween waschen.

2. Verstérkungsschritt:

- Dieser wird wie der 1. Verstarkungsschritt durchgefthrt.
Bel sehr kleinen Sonden wie z.B. Cosmiden ist unter Umstanden en weiterer

Verstérkungsschritt erforderlich.
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3.4.11 Gegenfarbung der Chromaosomen mit Propidiumjodid und DAPI:

- Pro Objekttréager 30 ul Propidiumjodid-DAPI-Gebrauchsl6sung - fur zweifarbige FISH
nur DAPI- Gebrauchs 6sung auftropfen,

- ein 24 x 32 mm Deckglas blasenfrei auflegen und Uberschiissige Lésung durch Driicken
auf das Deckglas herauslaufen lassen,

- Deckglasrander mit farblosem Nagellack verschlief3en,

- bei 4°C lichtgeschutzt aufbewahrt, bleiben die Fluoreszenzsignale 2-3 Wochen

sichtbar.

3.4.12 Auswertung der Praparate am Fluor eszenzmikroskop

Die Prégparate wurden mit einem Zeiss Axioplan Fluoreszenzmikroskop ausgewertet,
welches mit einem Fluorescel n-Propidiumjodid-K ombinationsfiltersystem ausgestattet war.
Zundchst wurden gut gespreitete Metaphasen- und Interphasenkerne bei 125-facher
VergroRerung  mit einem Propidiumjodidfilter (gesamtes Chromatin rot gefarbt)
aufgesucht. Diese Metaphasen wurden dann unter Immersionsdl mit dem gleichen Filter
bei 787,5-facher VergroBerung auf ihre Vollstandigkeit und die Beschaffenheit der
Chromosomen Uberprift. Mit Hilfe eines Fluorescein-Propidiumjodidfilters konnten die
Fluoreszenzsignale auf den Metaphasechromosomen bzw. den Interphasekernen direkt
betrachtet werden (Fluorescein = gelb-griin, Propidiumjodid = rot). Die ausschliefdliche
Betrachtung der Signale erfolgte durch einen speziellen Fluoresceinfilter. Geeignete
Metaphasen wurden auf der Festplatte gespeichert. Mit einem weiteren Filter wurde bei
787,5-facher VergrolRerung die durch DAPI-Férbung auftretende Spontanbanderung der
Chromosomen analysiert. Diese Banderung diente zur Identifizierung der Chromosomen.
Ein Drefach-Filtersystem (Fluorescein, Propidiumjodid, DAPI) ermdglichte in der
Zweifarben-FISH die direkte Betrachtung der Signale zweler verschiedener Sonden auf
einem Chromosom (Biotin-Fluorescein = gelb-griin, Digoxigenin = rot, DAPI-geférbte und

gebanderte Chromosomen = blau).
3.4.13 Zweifarbige FISH

Um die Lage zweer verschiedener Loci zueinander auf einem Chromosom zu

charakterisieren, kam die zweifarbige FISH zum Einsatz. Hierfir wurden zwel
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verschiedene Sonden mit den Detektionssystemen Digoxigenin bzw. Biotin markiert.
Digoxigenin- und biotinmarkierte Sonden lagerten sich in einem Hybridisierungsschritt

dem gemeinsamen Chromosom an.

3.4.14 FISH mit kommer ziellen Proben
FISH-Untersuchungen mit den kommerziell verfigbaren DGCR- bzw. Painting-Proben

der Firma Oncor wurden nach dem von der Firma vorgegebenem Protokoll durchgeftihrt.

3.5 Darstellung von Mikrosatelliten

Die Isolierung von DNA aus EDTA-Blut erfolgte entsprechend dem Protokoll von Baas et
a. (1984). Die PCR wurde nach Saiki et a. (1988) durchgefihrt. Die Sequenzen der
Primer zur Amplifikation der Mikrosatellitenloci wurden der Arbeit von Dib et al. (1996)
entnommen. Fluoreszenzmarkierte PCR-Produkte wurden zur Darstellung von
Mikrosatelliten denaturiert, die Einzelstrange durch denaturierende Polyacrylamidgel-
elektrophorese in einem Alf-express Sequenzierautomat der Firma Pharmacia aufgetrennt.
Die Auswertung der Elektrophoreseléufe erfolgte mit dem Computerprogramm Allelink

der Firma Pharmacia
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4  Ergebnisse

4.1 Untersuchung von Probanden mit zytogenetisch sichtbarer Translokation

4.1.1 Charakterisierung des Translokationsbruchpunktes bei Probandin 1 mit
familidrer Translokation 46,XX,t(3;20)(p25;p13) und klinischen Merkmalen
des Alagille Syndroms (AGS)

Kasuistik

Uber Probandin 1, ein Kleinkind, wurde bereits in der Literatur berichtet (Rittinger et al.,
1997). In der Familie des Maddchens wurde nach 2 Spontanaborten bzw. Interruptiones
aufgrund sonografischer Anomalien die Translokation t(3;20)(p25;p13) (Abb.1) bei der
Probandin, deren unauffilligem Vater und deren retardierter Schwester nachgewiesen. Die
Probandin selbst fiel durch ein zu niedriges Geburtsgewicht, eine motorische Retardierung

und durch Ausprigung einer fiir AGS typischen Facies auf.

pg— 20p13>pter
" BP
gg 3p25>pter
P 13
122 E BP
12
13
- 12 11.2
~
| 'l
.
‘ . & O
4 -
s 8
3 der(3) 20 der(20) 3 der(3) 20 der(20)

Abb. 1: Chromosomen 3 und 20 aus einer Metaphase der Probandin 1 mit dem Karyotyp
46,XX,t(3;20)(p25;p13), rechts Darstellung der Bruchpunkte (BP) der Translokation
t(3;20)(p25;p13) im Ideogramm. (Bandenstadium: 400; ISCN 1985)
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Molekularzytogenetische Untersuchung (FISH)

Cosmide 3e9 und 2¢12
Beide Cosmide sind im Abschnitt 2.3.1 beschrieben. In je 15 untersuchten Metaphasen
wurden die zu den Cosmiden 3e9 (Abb. 2) und 2c¢12 (ohne Abb.) korrespondierenden

Sequenzen auf den Chromosomen 20 und der(20) nachgewiesen.

Abb.: 2 FISH mit dem
Cosmid 3¢9, Signale auf
Chromosom 20 (kurzer Pfeil)
und der(20) (langer Pfeil)

YACs 790g12, 894d11, 984g12 und 987g10
Nach Hybridisierungen mit den YACs 790g12 (ohne Abb.), 894d11 (ohne Abb.), 984g12
(ohne Abb.) und 987g10 (Abb. 3) stellten sich in je 15 untersuchten Metaphasen Signale

auf dem Chromosom 20 und auf dem derivativen Chromosom 3 dar. Folglich sind die zu

diesen YACs korrespondierenden Sequenzen von der Translokation betroffen.
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Abb. 3: FISH mit dem
YAC 987g10, Signale auf
Chromosom 20 (kurzer
Pfeil) und auf dem
derivativen Chromosom 3
(langer Pfeil)

YACs 95517 und 881h2

In 15 untersuchten Metaphasen stellten sich die Signale der YACs 955f7 (Abb. 4) und
881h2 (ohne Abb.) auf dem Chromosom 20 und dem derivativen Chromosom 20 dar. Die
zu diesen YACs korrespondierenden Sequenzen sind demzufolge von der Translokation

nicht betroffen.

Abb. 4: FISH mit dem
YAC 955f7, Signale auf
Chromosom 20 (kurzer
Pfeil) und der(20) (langer
Pfeil)

Durch Einsatz der YACs 790gl12, 894d11, 984gl2, 987g10, 955f7, 881h2 und der
Cosmide 3e9 und 2cl2 konnte bei der Probandin 1 der durch die Translokation

t(3;20)(p25;p13) entstandene Bruchpunkt distal des YACs 955f7 und proximal des YACs
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987g10, also in der Region zwischen 22 ¢cM und 16 cM von 20pter entfernt, lokalisiert
werden (Abb.5). Eine Kartierung des Bruchpunktes auf 3p wurde in Zusammenhang mit

der klinischen Fragestellung nicht angestrebt.

a b c d
O —
3eM L D20S179-----790¢12 ‘
" 9cM =t D20S181-----894d11 |
11cM —— D20S116-----984g12
p ]2 cM =T D2Us116-----504, g ............... B pt(9;20)
1.2 16 cM == D20S95---—-- 987210
.............. ... Bp t(3;20)
9 22ecM == D20S192-----955f7
30cM —— D20S175-----881h2
33¢cM =+ D20S186--940d11 S
20

Abb. 5: Ideogramm von Chromosom 20 (a) und Lokalisierung der fiir die molekulare
Analyse der Translokationsbruchpunkte (Bp) bei Probanden 1 und 3 verwendeten YACs
(¢), modifiziert nach von der Kammer (1995). a. Ideogramm von Chromosom 20; b. STS-
Marker und deren Lokalisation auf der genetischen Karte von Chromosom 20 (Li et al.,
1997, Pollet et al., 1997; http://www-genome.wi.mit.edu) in Bezug zu dem Bruchpunkt;

c¢. Kartierung der verwendeten YACs mit Angabe des dem YAC zugeordneten
Mikrosatellitenlocus (STS). Zusétzlich dargestellt der YAC 940d11 mit dem JAGI1 Gen,
dem die Cosmide 1h4, 2c12 und 3e9 fiir die Mikrodeletionsanalyse entstammen (siche
Tab. 1, S. 13 und Abb. 26, S. 59); d. Darstellung der Lokalisation der Bruchpunkte (Bp)
bei der Probandin 1 mit der Translokation t(3;20) und der Probandin 3 mit der
Translokation t(9;20)
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4.1.2 Charakterisierung des Translokationsbruchpunktes bei Proband 2 mit der
Translokation 45,XY,t(5;22) und den klinischen Merkmalen einer Mikro-
deletion 22q11.2

Kasuistik

Der Proband ist das 2. Kind klinisch unauffilliger nicht verwandter Eltern. Nach
komplikationslosem  Schwangerschaftsverlauf wurde der Junge in der 39.
Schwangerschaftswoche mit einem Gewicht von 3750 g (75. Perzentile) und einer
Korperlinge von 52 cm (75. Perzentile) geboren. Neben tiefsitzenden dysmorphen
Ohrmuscheln (Abb. 7 b, c¢) bestanden zu diesem Zeitpunkt keine morphologischen
Abweichungen. Die motorische Entwicklung verlief normal. Anamnestisch aufféllig sind
rezidivierende Bronchitiden im Kleinkindalter. Zum Zeitpunkt der Untersuchung bestehen
bei dem 10-jdhrigen Jungen eine Lernbehinderung, die besonders in einer verzogerten
sprachlichen  Entwicklung zum  Ausdruck kommt und eine verminderte
Konzentrationsfahigkeit. Bei einer KorpergroBe von 130 cm (3. Perzentile) liegt das
Korpergewicht von 37,9 kg (90. Perzentile) um 20 % tiber der Norm (Abb.7 d). Neben den
dysplastischen Ohrmuscheln  sind eine kleine kriftige Nase mit antevertierten
Nasenlochern, eine aufgeworfene Unterlippe und ein Diastema dentale auffillig (Abb.7 a).
Die Hand-, Finger- und FuBgelenke sind iiberstreckbar. Die kurzen und breiten Hidnde
verfiigen tliber eine geringe kutane Syndaktylie im Bereich der Strahlen II bis IV (Abb.7 f).
Das Knochenalter entspricht der Norm. Ein kardialer Defekt oder Hypokalzamien wurden
nicht nachgewiesen.

Bei dem Probanden wurde zytogenetisch eine Translokation t(5;22) mit dem Karyotyp 45,
XY,t(5;22) aufgedeckt, wobei ein Chromosom 22 an das Ende des langen Arms von
Chromosom 5 transloziert ist (Abb.6 und Abb. 11, S. 34).

e
AR 4

:

Abb. 6: Darstellung der betrof-
fenen Chromosomen 5 und 22
aus zwei Metaphasen des Pro-
banden 2, links jeweils das deri-
vative Chromosom 5, in der
Mitte das unverdnderte Chro-
mosom 5 und rechts das unver-
anderte Chromosom 22.
(Bandenstadium: 400)
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Abb. 7: Klinische Merkmale des Probanden 2 mit 45,XY,t(5;22)(q35.3;q11.2). a. Gesicht
mit einer kleinen kriftigen Nase mit antevertierten Nasenlochern, einer aufgeworfenen
Unterlippe und einem Diastema dentale; b. Schiddel lateral zur Darstellung der
tiefsitzenden dysmorphen Ohrmuscheln c. Darstellung der dysmorphen Ohrmuschel;

d. Korper frontal mit Darstellung der Adipositas; e. Darstellung der Fiile mit
Sandalenliicke von dorsal; f. Darstellung der rechten Hand von palmar mit geringer
kutaner Syndaktylie der Strahlen II, III, IV
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Molekularzytogenetische Untersuchung (FISH)

Zur molekularen Charakterisierung der Translokation 5;22 wurden Hybridisierungen mit
den Proben Chromosome 5 painting-Sonde, Chromosome 22 painting- Sonde, der D22S75
DiGeorge-Chromosomen-Region-Probe (DGCR, D22S75, 22q11.2) mit der Chromosom
22-Kontroll-Probe (D22S39, 22ql13.3), der telomerspezifischen Sonde A/l Human
Telomeres der Firma Oncor und mit dem in der Subtelomerregion des langen Arms von
Chromosom 5 gelegenen YAC 856e¢9 durchgefiihrt. Weitere Angaben zu diesen Proben
finden sich im Abschnitt 2.3.1, Tab. 3, S. 14.

Hybridisierungen mit der Chromosome 22 painting- Sonde zeigten neben der zu
erwartenden Markierung eines homologen Chromosoms 22 zuséitzliche Signale auf dem
distalen Bereich des langen Arms des derivativen Chromosoms 5 (nicht gezeigt).
Entsprechend ergab die Hybridisierung mit der Chromosome 5 painting-Sonde eine
vollstindige Markierung des normalen Chromosoms 5 sowie des Translokationschro-
mosoms, ausgenommen des dem Chromosom 22 entsprechenden distalen Segments des
langen Arms (nicht gezeigt).

Zur Uberpriifung der subtelomer gelegenen Sequenzen auf 5q wurde mit dem YAC 856¢9
hybridisiert. Auf beiden Chromosomen 5 waren Signale nachweisbar, wobei sich auf dem
Translokationschromosom der(5) die Signale in einem Abstand von 5q darstellten, der
ungefahr der Liange des translozierten Chromosoms 22 entspricht (Abb. 8). Demzufolge

sind die subtelomer gelegenen Sequenzen auf dem Chromosom der(5) durch die

Translokation t(5;22) nicht betroffen.

Abb. 8: FISH mit dem YAC
856e9: Auf dem Translo-
kationschromosom der(5) sind
die Signale in einem Abstand
vom Telomer 5q sichtbar (lan-
ger Pfeil), der ungefidhr der
Linge des translozierten
Chromosoms 22 entspricht. Das
Signal auf dem normalen
Chromosom 5 befindet sich dis-
tal auf 5q35 (kurzer Pfeil).
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Die fiir alle Telomere spezifische Sonde All Human Telomeres wurde zur Uberpriifung der
Telomere des Translokationschromosoms hybridisiert. Im distalen Bereich des langen Arms
des derivativen Chromosoms 5 ergaben sich zwei Signale (Abb.9). Neben einem fiir reguldre
Telomerpositionen distalen Segment wurden interstitielle FISH-Signale beobachtet. Dabei
diirfte es sich bei dem distalen Signal um das Telomer des Chromosoms 22 handeln. Das
interstitielle Signal weist von distal nach proximal einen Abstand auf, der ca. der GroBe des

translozierten Chromosoms 22q entspricht und markiert somit mit groer Wahrscheinlichkeit

das Telomer von 5q.

Abb. 9: FISH mit der Sonde
All Human Telomeres: Aut
dem derivativen Chromosom
5 stellen sich zwei Signale
dar. Wobei das distale mit
grof3er Wabhrscheinlichkeit
dem der Telomerregion 22q
und proximal davon gelegen
dem der interstitiellen Telo-
merregion 5q entspricht.

Zur Eingrenzung des Bruchpunktes auf Chromosom 22 wurde die DGS1-Sonde auf
Chromosomen des Probanden 2 hybridisiert. Auf dem unveridndertem Chromosom 22
wurden beide Loci, die DiGeorge-Chromosomen-Region (DGCR) und die Chromosom 22-
Kontroll-Region nachgewiesen, wihrenddessen auf dem Translokationschromosom der(5)
nur ein Signal sichtbar wurde (Abb.10). Aufgrund der zentromernahen Hybridisierung der
Sonde DGCR (22q11.2) und der telomernahen Zuordnung der Chromosom 22-Kontroll-
Sonde (22q13.3) handelt es sich dabei um das Kontrollsignal der Region 22q13. Daher ist
von einem Verlust der DiGeorge Chromosomen Region durch das Translokationsereignis
auszugehen (Abb.11). Der ermittelte Karyotyp lautet demnach:

45, XY, der(5) t (5;22)(q35.3;q11.2),-22.ish del (22)(22q11.2).
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Abb. 10: FISH mit der
DGCR-Probe fiir 22ql11.2:
Auf dem unverdnderten
Chromosom 22 sind die
Signale der DGCR (langer
Pfeil) und die der Chro-
mosom 22-Kontroll-Region
(kurzer Pfeil), auf dem
Translokationschromosom
ist nur das Signal der Chro-
mosomen 22-Kontroll-Re-
gion mit 22ql13.3 (kurzer
Pfeil) sichtbar.

11.2

5

LT ot

Bruchpunkt
21 922 P
12.3

13.1
13.2
13.3

Abb. 11: Ideogramm der Chromosomen 5 (links, Bandenstadium 400) und 22 (rechts,
Bandenstadium550), lila gekennzeichnet die Telomerbereiche der Chromosomen. Schema
mit Angabe der Lokalisierung der verwendeten FISH-Sonden und der Bruchpunkte der

Translokation 5;22 (ISCN 1985).
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4.1.3 Charakterisierung des Translokationsbruchpunktes bei Probandin 3 mit der
Translokation 46,XX,t(9;20) und einem klinischen Merkmal des Alagille
Syndroms (AGS)

Kasuistik

Die Probandin 3, eine 33-jdhrige Frau, musste sich bereits im Alter von 4 Jahren aufgrund
einer groflen retroperitonealen galleenthaltenden Zyste einer Choledochojejunostomie
unterzichen. Im Alter von 13 Jahren erfolgte bei weiterhin bestehenden ikterischen
Schiiben die Cholezystektomie wegen Cholelithiasis. Der postoperative histologische
Befund beschreibt eine deutliche chronische Cholezystitis bei unauffilliger Leber.
Auffillig bei der Auskultation des Herzens war ein 2/6 Systolikum. Durch eine
zytogenetische Untersuchung wurde der Karyotyp 46,XX,t(9;20)(p23;p13) festgestellt
(Abb. 12).

20p13 9p23>pter

24
23
22 < 13

P 21 > 12
13
12 11.2

q

mll
9 der(9) der(20) 20 9 der(9) der(20) 20

Abb. 12: Chromosomen 9 und 20 der Probandin 3 aus einer Metaphase mit der Translo-
kation t(9;20)(p23;p13) links; rechts die Ideogramme zur Darstellung der Bruchpunkte
(Pfeile) der Translokation. (Bandenstadium: 400; ISCN 1985)
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Molekularzytogenetische Untersuchung (FISH)

Cosmid 1h4

Das Cosmid 1h4 ist auf dem Chromosom 20 dem Bereich 20p12 zugeordnet. Wie die
Cosmide 3e9 und 2c¢12 entstammt es einer etablierten Cosmid-Bibliothek aus dem YAC
940d11 (Giannakudis, personliche Mitteilung). Da sich in 15 Metaphasen Signale auf den
Chromosomen 20 und der(20) darstellten, ist davon auszugehen, dass es durch die
Translokation zu keinem Verlust der korrespondierenden Sequenzen auf dem Chromosom

20 gekommen ist (ohne Abbildung).

YAC 984¢g12

Der auf 984g12 nachgewiesene Locus D20S116 kartiert im Bandenbereich 20p13 mit
einer Entfernung von 11 ¢cM zum Telomerbereich 20p (Abb.5, S. 29) (http://www-
genome.wi.mit.edu). Die Lokalisierung des YACs in Bezug zu dem Gen JAG 1 ist in der
Abb. 5 (S. 29) dargestellt. Neben den zu erwartenden Signalen auf dem unveridnderten
Chromosom 20 ergaben sich in 15 untersuchten Metaphasen Fluoreszenzsignale sowohl
auf dem derivativen Chromosom 20 (Abb. 13) als auch auf dem derivativen Chromosom 9
(Abb. 13). Da beide Signale in gleicher Intensitit vorlagen, ist davon auszugehen, dass sich
der Translokationsbruchpunkt im Bereich 20p13 innerhalb der zu dem YAC 984gl2
komplementdren Sequenzen befindet. Da der YAC 984gl2 den Bruchpunkt der

Translokation (9;20) tiberspannt, wurden keine weiteren Untersuchungen durchgefiihrt.

Abb. 13: FISH mit dem
YAC 984¢gl2, Signale auf
Chromosom 20 (>) und in
geringerer Intensitdt auf
der(9) (langer Pfeil) sowie
der(20) (kurzer Pfeil)
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4.2 Untersuchungen von Probanden mit zytogenetisch sichtbaren Deletionen

4.2.1 Charakterisierung des Deletionsbruchpunktes bei der Probandin 4 mit der

Deletion 46,XX,del(10p)

Kasuistik

Zum Zeitpunkt der Untersuchung war das Maddchen 5 Monate alt. Es ist das zweite Kind
gesunder nicht verwandter Eltern. Nach einer unauffélligen Schwangerschaft wurde es in
der 38. Schwangerschaftswoche (SSW) mit einem Gewicht von 2640 g (25. Perzentile)
und einer KorpergroBe von 47 cm (10. Perzentile) mittels Sectio caesarea entbunden.
Anfangliche Erndhrungsschwierigkeiten besserten sich nach der operativen Therapie einer
bestehenden Pylorusstenose. Diese bestand anamnestisch ebenfalls beim Vater des Kindes
und wird daher nicht auf die im folgenden beschriebene chromosomale Aberration
zuriickgefiihrt.

Auftillig wurde das Kind im 3. Monat durch Wachstumsretardierung und folgende
kraniofaziale Merkmale: Mikrocephalie, kurzer Hals, kleine Nase mit antevertierten
Nasenlochern und breitem Nasenriicken, Hypertelorismus, Ptosis, geringfiigiger
Epikanthus, hoher Gaumenbogen, Mikroretrognathie, Synophris, schmales praaurikuldres
Ohrgriibchen links, langgezogenes Philtrum, breiter Mund mit schmalen Oberlippen. Bei
der korperlichen Untersuchung fielen auBerdem eine ausgeprigte kutane Syndaktylie
zwischen dem 3. und 4. Finger beiderseits und der 2. und 3. Zehe beider Fiile, auBerdem
eine asymmetrische Rima ani mit sakralem Griibchen auf. Tiefe atypische Dermatoglyphen
der Hinde und FiiBe wurden auf eine bestehende generalisierte muskulidre Hypertonie
zuriickgefiihrt (Abb.14).

Die otologische Untersuchung zeigte verengte Gehorginge und eine bilaterale
Gehorlosigkeit. Aufgrund der ophthalmologischen Untersuchung wurde der Verdacht auf
bilaterale Atrophie des Nervus opticus gedulert.

Nach der klinischen Untersuchung wurden ein 1/6 Systolikum und intermittierende Bladsse
beschrieben, wobei ein kongenitaler Herzfehler ausgeschlossen wurde. Rontgenaufnahmen
zeigten die Anwesenheit eines grofen Thymus und ein normales Knochenalter.

Durch wiederholte laborchemische Diagnostik wurden anfangs erniedrigte Kalziumwerte
ermittelt, die ohne erhohte Krampfbereitschaft einhergingen und sich ohne Therapie

normalisierten. Bei dem Kind, das wiederholt an Infektionen des oberen
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Respirationstraktes litt, waren die absoluten Lymphozytenzahlen erhoht, das Verhiltnis der

Subpopulationen jedoch altersentsprechend.

Abb. 14: Darstellung der klinischen Merkmale der Probandin 4 mit Deletion 10p. a. Ge-
sicht mit kleiner Nase, antevertierten Nasenlochern, breitem Nasenriicken, Hypertelo-
rismus, Ptosis, breitem Mund mit schmaler Oberlippe und langgezogenem Philtrum;

b. Ansicht des Schidels von lateral mit Darstellung der Mikroretrognathie; ¢. sakrales
Griibchen; d. kutane Syndaktylie zwischen der 2. und 3. Zehe , hier des rechten Ful3es; e.
tiefe atypische Dermatoglyphen, hier der linken Hand; f. kutane Syndaktylie zwischen dem
3. und 4. Finger, hier der linken Hand
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Durch die zytogenetische Untersuchung des Méadchens wurde eine Deletion von 40% des
kurzen Armes eines Chromosoms 10 gefunden (Abb.15). Der Karyotyp wird angegeben
mit: 46,XX,del(10)(p13). Der Karyotyp der Eltern ist dagegen unauffillig 46,XX bzw.
46,XY.

5 Abb. 15: Chromosomenpaare

14 10 aus 2 Metaphasen einer
13

Lymphozytenkultur nach G-

o 1% Bénderung (a und b), links
12,1 jeweils das  unverdnderte

2 Chromosom, rechts das Chro-

mosom 10 mit Deletion
10p13; Ideogramm zur Dar-

a stellung der Deletion 46,XX,
del(10)(p13) bei der
Probandin 4 (¢)
(Bandenstadium 400; ISCN

l ‘ 9 1985)
b

10 del(10)(p13)
C

Molekularzytogenetische Charakterisierung (FISH)

Da die Deletion von 10p bei oben beschriebener Probandin den kritischen Bereich fiir das
DiGeorge Syndrom (DGS2) (Schuffenhauer et al., 1995) beinhaltet, sollte mittels FISH-
Untersuchung der Deletionsbruchpunkt bestimmt und damit eine Eingrenzung des fiir
DGS2 kritischen Chromosomensegments (SRO) angestrebt werden. Zum Einsatz kamen
die YACs 889c10 und 932f11, die von Kingsley et al. (1997) zur Charakterisierung der
Subtelomerbereiche verwendet worden waren. Aufschluf3 {iber das Vorliegen segmentaler
Monosomie fiir den Bereich 10 pter sollten die YACs 918h11, 773¢3, 808a2 geben, die
bereits von Schuffenhauer et al. (1995) zur Charakterisierung der SRO fiir DGS2 zur
Anwendung kamen (Abb. 17, S. 41).
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YAC 889¢10

Aufgrund der Entfernung des Locus D10S558 von 1 ¢cM zum Telomer des kurzen Armes
von Chromosom 10 (Kingsley et al., 1997) kam der den Locus tragende YAC 889¢10 bei
der Deletionsanalyse der Subtelomerregion zur Anwendung. Die Untersuchung ergab in 17

Metaphasen Signale auf dem normalen, nicht jedoch auf dem deletierten Chromosom 10

(Abb. 16). Daraus folgt, dass die Deletion 10p zu einem Verlust der korrespondierenden
Sequenzen des YACs 889c10 gefiihrt hat.

Abb. 16: Kohybridisierung
mit dem YAC 889c10 (griines
Signal) und zur Markierung
der Chromosomen 10 und
del(10) mit dem YAC 932f11
(10q, rote Signale). Der in der
Subtelomerregion 10p15 gele-
gene YAC 889cl10 ist auf dem
deletierten Chromosom 10
(Pfeil) nicht nachweisbar.

YACs 918h11 und 773c3

Die korrespondierenden Sequenzen des YACs 918h11 liegen auBlerhalb der SRO (shortest
region of deletion overlap) fiir DGS2 und begrenzen diese nach terminal. 773¢3 begrenzt
iiberlappend die SRO fiir DGS2 nach proximal (Schuffenhauer et al., 1998). FISH-
Analysen ergaben in je 15 Metaphasen eine symmetrische Markierung beider Chromatiden
des normalen Chromosoms 10 und keine Markierung auf dem verdnderten Chromosom 10
(ohne Abb.). Demzufolge liegen die korrespondierenden Sequenzen der YACs 918h11 und

773c3 innerhalb der Deletionsregion.
YAC 808a2

Dieser YAC, dessen Locus D10S223 einen Abstand von 34 ¢cM zum Telomer 10p aufweist
(Abb.17), kartiert proximal und auBerhalb der kritischen Region von DGS2
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(Schuffenhauer et al., 1998). In 20 untersuchten Metaphasen konnte eine Markierung der
Chromatiden beider Chromosomen 10 nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Somit sind

die korrespondierenden Sequenzen dieses Locus auch auf dem derivativen Chromosom 10

vorhanden.
a b c
1cM ~ [ DI10S558-----889¢10 :
1
L |
i |
- i
15 - _ =
14 “ £
13 29cM —}— D10S547-----918h11 =
12,3 — =
12.1 i
11.2 30cM  —f— DI10S585 -----773c3 |
] : : |
!
!
|
|
e R Bruchpunkt
34cM T DI10S223----- 808a2

U YAC 932f11

q

Abb. 17:  Ideogramm von Chromosom 10 (a) und Lokalisierung der fiir die molekulare
Analyse von Probandin 4 verwendeten YACs (c) mit den dazugehdrigen STS-Markern auf
der genetischen Karte (b) (modifiziert nach Schuffenhauer et al., 1998) (ISCN 1985). a.
Ideogramm von Chromosom 10 mit Darstellung des zur Markierung von homologem und
derivativem Chromosom 10 eingesetzten YAC 932f11; b. Darstellung der dazugehorigen
STS-Marker und deren Entfernung zu 10pter; ¢. Darstellung der verwendeten YACs

41



Durch Untersuchungen mit den YACs 889¢10, 918h11, 773c3 und 808a2 wurde der

Bruchpunkt auf 10p proximal von 773c3 und distal des YACs 808a2, also einem Bereich

zwischen 30 ¢cM und 34 ¢cM vom Telomerbereich 10p entfernt, zugeordnet (Abb. 17).

4.2.2 Charakterisierung des Deletionsbruchpunktes bei der Probandin 5 mit der

Deletion 46,XX,del(18q)

Kasuistik

Die zum Zeitpunkt der Untersuchung 20-jdhrige Probandin ist das 2. Kind gesunder, nicht

verwandter Eltern. Bereits im 1. Lebensjahr fiel sie durch retardierte korperliche und gei-

stige Entwicklung auf. Zudem zeigte sie proportionierten Kleinwuchs (144,4 cm/ 47,9 kg)

mit diskreten Dysmorphien:

antimongoloide Lidstellung, kurzes Philtrum, leichte

Progenie, Stellungsanomalien der Finger und Zehen mit deutlich verkiirzten Endphalangen

und eine Verdickung der Grundgelenke des 4. Fingers. Durch eine zytogenetische

Untersuchung wurde eine Deletion im terminalen Bereich des langen Arms von

Chromosom 18 nachgewiesen (Abb. 18). Der Karyotyp lautet: 46,XX, del(18)(q23). Fiir

beide Elternteile der Probandin wurde ein unauffilliger Karyotyp von 46,XX bzw. 46,XY

ermittelt.

121
12.2

12.3

211

i 21.2
21,32 21!
3 21.33

221

22.2
22.3

Abb. 18: Darstellung der
beiden Chromosomen 18 der
Probandin 5 aus 2 Metaphasen
(a, b), links jeweils das unver-
anderte Chromosom 18, rechts
das del(18q) Chromosom.
Ideogramm zur Darstellung
der Deletion
46,XX,del(18)(q23) (c¢). (Ban-
denstadium 550, ISCN 1985)
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Zum Zeitpunkt der Untersuchung bestand bei der Probandin eine Schwangerschaft in der
18. Woche. Die =zeitgleich mit der Beratung und Untersuchung der Ratsuchenden
durchgefiihrte Amniozentese konnte fiir den Fetus das Vorliegen der o.g. Deletion
ausschlieBen. Der  Karyotyp des Kindes lautet: 46,XX. Durch eine
Ultraschallfeindiagnostik wurde ein unauffalliges fetales Wachstum festgestellt. Auch nach
Spontangeburt des reifen lebensfrischen Maidchens zeigten sich keine auffilligen
Dysmorphien.

Da die zytogenetisch gefundene Deletion auf Chromosom 18 im Bereich q23 die SRO fiir
das 18g-Deletionssyndrom beinhaltet, sollte mittels FISH- und Mikrosatelliten-Analyse der
Bruchpunkt bestimmt und damit die von Cody et al. (1997) beschriebene SRO weiter
eingegrenzt werden. Zum Einsatz kamen die YACs 932b10, 855¢e1, 954c7 und 968f4.

Molekularzytogenetische Charakterisierung (FISH)

YAC 932b10

Dieser YAC trigt ein 1400 kb langes genomisches Fragment, auf welchem die Loci
D18S554 und D18S462 nachgewiesen wurden. Laut Strathdee et al. (1997) und Cody et al.
(1997) enthélt 932b10 auch den Locus fiir das Myelin Basic Protein Gen (MBP). Innerhalb
der Shortest region of deletion overlap (SRO) fiir Wachstumshormon-Insuffizienz bei 18q-
Deletionssyndrom liegend, begrenzt der Locus D18S462 diese nach terminal (Cody et al.,
1997). D18S554 kartiert 300 kb zum Telomer des langen Arms von Chromosom 18
entfernt innerhalb der SRO (Cody et al., 1997). Der Locus D18S462 wird mit einer
Entfernung von 118 ¢cM zum Telomer 18p dem Chromosom 18 zugeordnet (http://www-
genome.wi.mit.edu). 932b10 wurde aufgrund dieser Eigenschaften in Kohybridisierung mit
dem YAC 854g8 (zur Markierung der beiden Chromosomen 18) zur Untersuchung der
Subtelomerregion vom Chromosom 18 eingesetzt (Abb. 22, S. 47).

In 19 untersuchten Metaphasen konnten keine Signale auf dem deletierten Chromosom 18
nachgewiesen werden, wéhrend sie auf dem normalen sichtbar waren (Abb. 19). Die
korrespondierenden Sequenzen zu dem YAC 932b10 liegen demzufolge innerhalb des

deletierten Bereiches auf 18q.
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Abb. 19: Der YAC 854¢g8
(18p, griin) markiert das
normale (langer Pfeil) und
das deletierte Chromosom
18 (kurzer Pfeil). Signale
des YACs 932b10 (18q, rot)
sind auf dem deletierten
Chromosom 18 nicht nach-
weisbar.

YAC 855el
Dem YAC wurden die Loci AFM242YF2 und D18S1009 zugeordnet (http://www-

genome.wi.mit.edu). AFM242YF2 begrenzt mit einer Entfernung von 2200 kb zum
Telomerbereich 18q nach proximal und innerhalb die kritische Region fiir die
Wachstumshormon-Insuffizienz bei 18g-Deletionssyndrom (Cody et al., 1997) (Abb.25, S.
57). Mit einer Entfernung von 1700 kb zu 18q liegt D18S1009 innerhalb dieser Region
(Cody et al., 1997) (Abb.25). Hybridisierungen mit dem YAC 855el zeigten in 15
Metaphasen keine Markierung auf dem deletierten Chromosom 18, jedoch eine
symmetrische Markierung beider Chromatiden des normalen Chromosoms 18 (ohne Abb.).
Durch das Deletionsereignis auf dem Chromosom 18q ist es zu einem Verlust der zu dem

YAC 855¢el korrespondierenden Sequenzen gekommen.

YAC 954¢7

Der dem YAC-Klon zugeordnete Locus D18S469 kartiert proximal und auBlerhalb der
SRO fiir die Wachstumshormon-Insuffizienz bei 18q-Deletionssyndrom (Cody et al.,
1997), 109 cM vom Telomer 18p entfernt (http://www-genome.wi.mit.edu) (Abb.22, S.
47). Auftillig bei der Auswertung der FISH mit diesem YAC war, dass zwar Signale auf
beiden Chromosomen 18 sichtbar waren, jedoch in jeder der 15 untersuchten Metaphasen
mit deutlich geringerer Intensitét auf einem der beiden Chromosomen (Abb. 20). Dies ist
ein Hinweis dafiir, dass der Bruchpunkt sich innerhalb der komplementédren Sequenzen auf

18q befindet.
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Abb. 20: FISH mit dem
YAC 954c7 mit einem
signifikant ~ schwéicheren
Signal (Pfeil) auf einem
Chromosom 18.

YAC 96814

Dieser YAC wurde dem langen Arm des Chromosoms 18 im Bereich der Bande 18q22.3
zugeordnet (Kline et al., 1993). Auf dem 1670 kb umfassenden genomischen Fragment
wurde der Locus D18S488 nachgewiesen (http://www-genome.wi.mit.edu; Boghosian-Sell
et al., 1996). D18S488 befindet sich proximal und aufBerhalb der SRO fiir das 18q-
Deletionssyndrom (Cody et al., 1997). In 15 untersuchten Metaphasen konnte eine
Markierung der Chromatiden beider Chromosomen 18 nachgewiesen werden (ohne Abb.).
Die korrespondierenden Sequenzen dieses Locus sind somit auch auf dem deletierten

Chromosom vorhanden.
Nach den FISH-Ergebnissen befindet sich der Deletionsbruchpunkt distal zu YAC 9684

und proximal zu YAC 855el, innerhalb des YACs 954c7. Er wurde auf einen Bereich
zwischen 105 ¢cM und 114 ¢cM vom Telomerbereich 18p entfernt eingegrenzt (Abb.22).
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Darstellung von Mikrosatelliten

Die Mikrosatellitenanalyse wurde gemdll der im Abschnitt Material und Methoden
beschriebenen Vorgehensweise durchgefithrt. DNA der beiden Elternteile und deren
Tochter (Probandin 5) wurde in den die Loci AFM242YF2, D18S1009 und D18S554
tragenden DNA-Abschnitten auf das Vorliegen einer Deletion {iberpriift. Die Probandin
weist an allen 3 Loci jeweils nur ein Allel auf (Abb. 21). Im Vergleich zu den bei den
Eltern festgestellten Genotypen liegt allerdings eine nicht informative Allelverteilung vor,
somit kann an diesen Loci Homozygotie oder Hemizygotie vorliegen. Es ist daher keine
Aussage dariiber moglich, ob die Loci in der Deletionsregion liegen bzw. ob das paternale

oder das maternale Chromosom 18 von der Deletion betroffen ist.

Marker D18S1009 AFM242YF2 D18S554 Genotyp
a b c
s i
£ A J N\ ac ab bc
Vater a il w7 \ = -
\ . v II’\I
3 ITIITHCAR e \
i |
Tochter e \ _’_____,/ k’\_L_ v aa/a aa/a cc/c
ii
H Fi Y
_.-’l W \' Ir /\ - b
Mull e e /A o R
S e > el ¥ ab aa ac

Abb. 21: Darstellung der Genotypisierung an den Mikrosatellitenloci D18S1009 (Spalte
a), AFM242YF2 (Spalte b) und D18S554 (Spalte ¢) bei Probandin 5 und ihren Eltern. An
allen 3 Loci ergibt sich eine nicht informative Allelverteilung bei Vorliegen nur eines Al-
lels bei der Probandin 5.
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Abb. 22: Schematische Darstellung der Deletion 18q23 der Probandin 5 mittels FISH.

a. I[deogramm von Chromosom 18 (Bandenstadium 850; ISCN 1985) mit Darstellung des
zur Markierung von homologem und deletiertem Chromosom 18 eingesetzten YAC 854g8;
b. Darstellung der dazugehorigen STS-Marker auf der genetischen Karte und deren Entfer-
nung von 18pter (http://www.genome.wi.mit.edu); c. Darstellung der verwendeten YACs

4.3 Untersuchungen von Probanden mit dem klinischen Verdacht auf ein

Mikrodeletionssyndrom und zytogenetisch unauffilligem Karyotyp

In dieser Gruppe wurden 3 Probanden mit Verdacht auf ein Rubinstein-Taybi Syndrom mit
den Cosmiden RT166 und RT191 (Abschnitt 2.3.3, S. 15), 9 Probanden mit den klinischen
Merkmalen des Alagille Syndroms mittels der Cosmide3e9 und 2¢12 (Tab. 1, S.13) und 5
Probanden mit Merkmalen des DiGeorge Syndroms mit der DGCR-Probe (Tab. 3, S. 14)
auf Mikrodeletionen untersucht. Bei keinem der Probanden mit zytogenetisch unauffal-

ligem Karyotyp wurde durch FISH-Untersuchungen eine Deletion aufgedeckt.

47



5 Diskussion

In dieser Arbeit wurden molekularzytogenetische bzw. molekulargenetische
Untersuchungen an insgesamt 22 Probanden durchgefiihrt. Das Ziel bestand darin, zu
tiberpriifen, inwieweit die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) als erginzende
Methode zur zytogenetischen Diagnostik zur Charakterisierung bzw. zum Aufdecken
bisher nicht bekannter chromosomaler Aberrationen eingesetzt werden kann. Hierfiir
wurden FISH-Untersuchungen an 3 Probandengruppen vorgenommen. In der
Probandengruppe 1 (Probanden 1-3) wurden durch zytogenetische Untersuchungen
Translokationen aufgedeckt, deren Bruchpunkte durch die FISH charakterisiert wurden.
Gruppe 2 besteht aus 2 Probanden (Probanden 4 und 5), deren lichtmikroskopisch
sichtbare Deletion in Ausmal} und Lokalisierung durch die FISH eingegrenzt wurde. Bei
17 Probanden (Gruppe 3) bestand im Zusammenhang mit der Klinik und einem
lichtmikroskopisch unauffilligen Karyotyp der Verdacht auf eine Mikrodeletion. In dieser
Gruppe wurde die Einsetzbarkeit der Fluoreszenz in situ Hybridisierung zum Aufdecken

kryptischer Aberrationen gepriift.

5.1 Probanden mit zytogenetisch sichtbaren Translokationen

Probandin 1 mit familifirer Translokation t(3;20)

Der Translokationsbruchpunkt der Probandin 1 mit familidrer Translokation t(3;20) und
einer fiir AGS typischen Fazies sollte in Bezug zur Alagille Syndrom kritischen Region
(AGSCR) niher charakterisiert werden. Durch Einsatz der Cosmide 3¢9 und 2c12 wurde
ein groferer Bruchstiickverlust innerhalb der AGSCR ausgeschlossen. Der durch die
Translokation entstandene Bruchpunkt ist distal des YACs 955f7 und proximal des YACs
987g10 in einer Region zwischen 22 und 16 cM von 20pter entfernt lokalisiert (Abb. 5, S.
29) und liegt damit mindestens 8 cM distal zu der von Li et al. (1997) beschriebenen
kritischen Region (Abb. 23). Die Translokation, die in der Familie des Méadchens iiber 3
Generationen nachgewiesen wurde, blieb bei Vater und GroBvater des Kindes ohne
klinische Auswirkung. Da das Alagille Syndrom mit einer sehr hohen Penetranz von 94 %
in Erscheinung tritt (Dhorne-Pollet et al., 1994; Krantz et al., 1997a), wire eine mogliche
Erklarung fiir den Phénotyp der Probandin eine neu aufgetretene interstitielle Deletion in

der AGSCR oder eine Punktmutation des JAGI1-Gens, die mit oben beschricbenen
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Methoden nicht nachgewiesen werden konnten. Eine weitere Erkldrung wiére ein
Positionseffekt durch die Translokation t(3;20)(p25;p13). Hierbei kommt es zu einer
verdanderten Genexpression, die jedoch nicht durch ein Mutations- oder Deletionsereignis
innerhalb des Gens verursacht wird, sondern durch eine verdnderte Position des Gens
relativ zu seiner normalen chromosomalen Umgebung (Kleinjan et al., 1998). Eine
mogliche Erkldrung fiir Positionseffekte sehen Kleinjan et al. (1998) in einer durch das
chromosomale Rearrangement verursachten neu entstandenen Nachbarschaft zwischen
einem Gen und dem silencer Element (Kombination kurzer Sequenzelemente, die die
Transkription eines Gens unterdriicken) eines anderen Gens. Der Abstand zwischen dem
betreffenden Gen und dem Bruchpunkt bei bisher veroffentlichten, durch Positionseffekte
ausgelosten Erkrankungen umfasst maximal 900 kb (X-Linked deafness;, De Kok et al.,
1996). Bei einem Abstand von mindestens 8 cM zwischen der AGSCR mit dem JAG1 Gen
auf dem der(20) und dem Translokationsbruchpunkt ist ein Einfluss eines silencer
Elements aus der 3p25pter-Region eher unwahrscheinlich. Um das Auftreten weiterer
klinischer Merkmale des Syndroms wie zum Beispiel lkterus und Pruritus als Folge der
Leberverdnderungen auszuschlieBen bzw. frithestmoglich zu erkennen und zu behandeln,

ist eine regelméBige Kontrolle des Kindes zu empfehlen.

l Alagille syndrome critical region (1,2- 1,3 Mb) l

D D DD D D J DD D
2 2 22 2 2 A 2 2 2
0O 0 00 0 0 G 0 0 0
S S S S S S 1 S S S
4 1 2 1 1 8 51 1
1 8 7 8 8 9 0 6 6
6 9 8 4 7 0 2
Cen Tel

L L] | | |
< T 1 | | |
940d11 (1,9 Mb)

881h2 (1,6 Mb)

Abb. 23: Kartierung des JAG1 Gens in Bezug zur kritischen Region des Alagille
Syndroms auf 20pl2. Zusétzlich dargestellt die die SRO {iiberspannenden YACs
940d11 und der sich distal iiberlappend anschlieBende YAC 881h2. Die Translo-
kationsbruchpunkte der Probanden 1 und 3 sind mindestens 8 cM bzw. 14 cM
telomerwarts dieser YACs lokalisiert. Modifiziert nach Li et al. (1997).
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Probandin 3 mit einer Translokation 46,XX,t(9;20)

Der Translokationsbruchpunkt der Probandin 3 mit einer Translokation t(9;20) sollte in
Bezug zur AGSCR niher charakterisiert werden. Der Bruchpunkt der Probandin 3 mit der
Translokation t(9;20)(p23;p13) liegt innerhalb des YACs 984g12 auf 20p13 (Abb. 5, S. 29)
und damit mindestens 14 cM distal zu der von Li et al. (1997) beschriebenen AGSCR
(Abb. 23). Die zum Zeitpunkt der Untersuchung 33-jdhrige Frau wies bei Zustand nach
Cholezystektomie wegen chronischer Cholezystitis im Alter von 15 Jahren und Operation
einer grofen retroperitonealen galleenthaltenden Zyste im Alter von 4 Jahren neben einem
2/6 Systolikum des Herzens keine klinischen Symptome des Alagille-Syndroms auf. Eine
groflere chromosomale Aberration innerhalb der AGSCR wurde durch die beschriebenen
Untersuchungen ausgeschlossen und ist aufgrund des Phdnotyps eher unwahrscheinlich.
Mogliche Gene, die in dem Translokationsbereich kartieren und betroffen sein konnten,
sind das Centromeric protein B Gen (CENPB), das Cell division cycle 25B Gen
(CDC25B), das Prion-protein Gen (PRNP), das Oxytocin-Neurophysin 1 Gen (OXT, OT)
und das Proliferating cell nuclear antigen (PCNA, DNA polymerase delta Auxiliary
protein) (www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/). Klinisch besteht jedoch kein Hinweis auf einen
Zusammenhang zwischen dem Erscheinungsbild der Probandin 3 und der Aberration eines
Chromosomenabschnitts fiir genannte Gene durch die Translokation.

Auch bei dieser Probandin wére, wie bei Probandin 1 diskutiert, ein Positionseffekt als
Ursache fiir das Auftreten eines flir das Alagille Syndrom typischen Merkmals denkbar.
Aufgrund einer Entfernung des Translokationsbruchpunktes von mindestens 14 ¢cM zu dem
in der AGSCR liegenden JAG1 Gen auf der(20) ist jedoch bei dieser Probandin ein

Einfluss eines silencer Elements aus der Region 9p23pter eher unwahrscheinlich.

Proband 2 mit einer Translokation 45,XY,t(5;22)

Nach Spiteri et al. (2003) wurde bisher in der Literatur {iber insgesamt 60 Translokationen
der Region 22q11.2 mit einem Autosom bzw. X- oder Y-Chromosom berichtet. Neben
dem in dieser Arbeit beschriebenen Probanden ist in der Literatur kein Hinweis auf weitere
Translokationen zu finden, die neben der Region 22ql11.2 den Chromosomenabschnitt
5935 betreffen. Eine Erkldrung fiir den bei dem Probanden 2 beschriebenen milden
Phénotyp des DiGeorge Syndroms ist die Monosomie der kritischen Region auf 22q11.2
(DGCR) infolge der Translokation t(5;22). In anderen Arbeiten finden sich &@hnliche
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Ergebnisse, bei denen eine Monosomie der Region 22q11.2 durch eine Translokation zur
Auspriagung von Merkmalen des DiGeorge Syndroms/ Velocardiofazialen Syndroms
(DGS/ VCFS) gefiihrt hat (de la Chapelle et al., 1981; Kelley et al., 1982; Greenberg et al.,
1984 und 1988; Lupski et al., 1991; Kerstjens-Frederikse et al., 1999; Li et al., 2001,
Spiteri et al., 2003). Demgegeniiber berichten Causey et al. (2001) von einer Probandin mit
der Translokation 46,XX,t(1;22)(p36.3;q11.2), bei der trotz Ausschluss einer Deletion
innerhalb der DGCR mittels FISH neben Ataxie und Psychose auch fiir VCFS typische
Merkmale vorliegen (u.a. Lernschwierigkeiten und morphologische Kriterien). Spiteri et
al. (2003) berichten iiber eine weitere Probandin mit der Translokation 46,XX,t(16;22)
(16pter>16q24::  22ql1.2>22qter) und VCFS/DGS  verwandten @ Merkmalen
(velopharyngeale Inkompetenz mit verzdgerter Sprech- und Sprachentwicklung) trotz
Nachweis der DGCR. Eine mogliche Erkldrung dafiir ist, dass eine Deletion innerhalb der
von Bartsch et al. (2003) beschriebenen typical deleted region (TDR), proximal deleted
region (PDR) oder distalen 22q11-Deletionsregion nur durch den Einsatz mehrerer Proben
aufgedeckt werden kann. Der alleinige Einsatz der Probe N25 (D22S75) der Firma Oncor
wie in der Veroffentlichung von Spiteri et al. (2003) ist demzufolge als alleinige Methode
zum Ausschluss einer Deletion innerhalb der DGCR nicht ausreichend.

Interstitielle Telomersequenzen, deren Anwesenheit auf dem Translokationschromosom
der(5) nachgewiesen wurden (Abb. 9, S. 33), wurden bisher vorwiegend in Neoplasien im
Zusammenhang mit Translokationsereignissen beschrieben (Gisselsson et al., 2001). Selten
wurden interstitielle Telomer-repeats im humanen Karyotyp beobachtet (Park et al., 1992;
Boutouil et al., 1996; Mondello et al.,, 2000; Mignon-Ravix et al., 2002). Diese
interstitiellen repeats stellen hotspots fiir meiotische Rekombinationen und jumping
translocations dar und sind instabil wihrend der Mitose (Mignon-Ravix et al., 2002). Bei
dem in dieser Arbeit untersuchten Probanden besteht kein Hinweis auf eine Instabilitdt des
Translokationschromosoms. Daraus kann geschlossen werden, dass jumping translocations
oder Translokationsinstabilitidt nicht in direktem Zusammenhang mit der Anwesenheit
interstitieller Telomersequenzen stehen miissen. Eine andere Erkldrung fiir die Stabilitét
interstitieller Telomere sehen Mignon-Ravix et al. in der Anwesenheit spezifischer
Telomerproteine wie TRF2 und TIN2 (Mignon-Ravix et al., 2002). In der kiirzlich von
Spiteri et al. (2003) verdffentlichten Ubersichtsarbeit von insgesamt 60 Translokationen

mit Beteiligung des Chromosomenabschnitts 22q11.2 wird bei 57 % eine Beteiligung
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terminaler Banden der Partnerchromosomen an der Translokation beschrieben. Eine
Ursache fiir die erhohte Frequenz von Rearrangements zwischen telomerischen Banden der
Partnerchromosomen mit der Region 22q11.2 wird darin gesehen, dass 22q11.2-Deletionen
mit dem Leben vereinbar sind und eine Monosomie eines schmalen Segments der
telomerischen Chromosomenabschnitte besser toleriert wird als mehr proximal gelegene
Bruchpunkte. Gegeniiber der Arbeit von Spiteri et al., in der die am weitesten distal
gelegenen chromosomenspezifischen Sequenzen der einzelnen Partnerchromosomen
untersucht wurden, wurde bei der in dieser Arbeit beschriebenen Translokation t(5;22) die
Anwesenheit der fiir alle Chromosomen spezifischen Telomersequenzen auf der(5)
nachgewiesen.

Interchromosomale homologe Rekombinationen zwischen den bereits in der Einleitung
erwihnten LCRs von 2 homologen Chromosomen 22 bzw. intrachromosomale
Rekombinationen kénnen zu Deletionen auf 22q11.2 bei DGS/VCES fiihren (Edelmann et
al., 1999 a und b). Die Ursache fiir die in der Literatur berichtete konstitutionelle
Translokation t(11;22)(q23;q11.2) ist in nicht homologen Rekombinationsereignissen
zwischen AT-reichen Regionen auf 11q23 und 22q11.2 zu sehen (Edelmann et al., 2001;
Kurahashi et al., 2000, 2001). Ahnliche molekulare Mechanismen werden auch fiir die von
Spiteri et al. (2003) untersuchten Translokationen und fiir die von Kehrer-Sawatzki et al.
(1997) berichtete Translokation (17;22) angenommen. Spiteri et al. (2003) lokalisierten 8
von 14 untersuchten Translokationsbruchpunkten auf 22ql11.2 in einem LCR22. Die
Mehrzahl davon (5 von 8) in dem LCR22-3a. Die Region LCR22-3a ist sowohl bei der
Translokation t(11;22) (Edelmann et al., 2001) als auch bei der distalen 1,5-Mb
Deletionsregion bei DGS/VCFS betroffen (Funke et al., 1999). Diese Ergebnisse zeigen,
dass LCR22s an der Entstehung von Erkrankungen beteiligt sind. Weitere Studien der
22q11.2- und telomerischen Translokationen sind fiir das Verstindnis der Entstehung
chromosomaler Rearrangements und der Stabilisierung gebrochener Chromosomen

wichtig (Spiteri et al., 2003).
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5.2 Probanden mit zytogenetisch sichtbaren Deletionen

Probandin 4 mit der Deletion 46,XX,del(10p13)

Die im Rahmen dieser Arbeit vorgenommenen Untersuchungen bei der Probandin 4 mit
zytogenetisch klassifizierter Deletion von 40 % des kurzen Arms von Chromosom 10
hatten zum Ziel, die von Schuffenhauer et al. (1998) beschriebene smallest region of
deletion overlap (SRO) fiir das DiGeorge Syndrom2 (DGS2) einzugrenzen (Abschnitt
1.3.4 und Abb. 24, S. 55). Dies sollte mittels Identifizierung der Loci erfolgen, die infolge
der Deletion in hemizygoter Form vorliegen und gleichzeitig der SRO zugehdren. Das

Kind zeigt einige typische klinische Merkmale des DGS2 (Tab.7).

Tab. 7: Vergleich der Merkmale des DGS2 (Van Esch et al., 1999a; Lichtner et al., 2000)
mit denen der Probandin 4 mit Deletion 10p im Alter von 5 Monaten. * Merkmale
infolge von Deletionen im Bereich des DGS2-Locus auf 10p14 (Lichtner et al.,
2000); ** Merkmale infolge von Deletionen im Bereich des HDR1-Locus
(GATAS3- Gen) auf 10p14/p15 (Lichtner et al., 2000)

Klinische Merkmale des DGS2 | Referenz Probandin

Herzdefekt* (47 %) Van Esch et al. (1999a) nein

signifikante Infektionen* (28 %) | Van Esch et al. (1999a) wiederholte Infektionen des oberen

durch T-Zell-Defizit Respirationstraktes, rontgenologischer
Nachweis eines normalgrof3en Thymus

Hypokalzidmie infolge Lichtner et al. (2000) ja, ohne erhdhte Krampfbereitschaft,

Hypoparathyreoidismus** Normalisierung ohne Therapie, alters-
entsprechendes Knochenalter

Taubheit** Lichtner et al. (2000) verengte Gehorgénge und bilaterale
Gehorlosigkeit

renale Dysplasie** Lichtner et al. (2000) nicht nachgewiesen

andere Merkmale - Mikrocephalie

- kurzer Hals

- kutane Syndaktylie zwischen 3. und 4.
Finger und 2. und 3. Zehe beidseits

- tiefe atypische Dermatoglyphen der
Héande und Fiile durch generalisierte
muskuldre Hypertonie

- asymmetrische Rima ani mit sakralem
Griibchen

- Pylorusstenose (anamnestisch auch
beim Vater des Kindes)

- faziale Dysmorphien

- Wachstumsretardierung

53




Durch FISH mit den YACs 808a2 und 773c3, welche die Loci D10S223 bzw. D10S585
tragen, konnte der Bruchpunkt zwischen diesen beiden Loci kartiert werden (Abb. 17, S 41
und 24). Eine Eingrenzung der SRO konnte durch diese Arbeit nicht erfolgen, da der
ermittelte Deletionsbruchpunkt der Probandin 4 in einem 4 cM- Intervall zwischen 30 und
34 ¢cM vom 10p-Telomer entfernt liegt. Der Bruchpunkt liegt damit proximal der von
Schuffenhauer et al. (1998) beschriebenen SRO, die zwischen 28 und 29 ¢cM vom Telomer
des kurzen Arms entfernt lokalisiert wurde (Abb. 24). Die Probandin weist nur eine milde
Symptomatik des DGS2 auf, obwohl ein Bruchstiickverlust von ca. 40 % des kurzen Arms
von Chromosom 10 nachgewiesen wurde. Wéhrend typische Merkmale, wie postnatale
Wachstumsretardierung, ausgepragt sind, liegen andere Symptome nicht vor. Das
unterstreicht die Uberlegung von Dasouki et al. (1997) und Gottlieb et al. (1998), dass das
Ausmal} der Ausprigung des Syndroms nicht von der GroBe der Deletion bestimmt und
der Phinotyp durch Deletion mehrerer Regionen verursacht wird (Dasouki et al., 1997;
Gottlieb et al., 1998). Nach Lichtner et al. fiihrt die Deletion der DiGeorge critical region
11 (DGCRII) auf 10p14 (Abb. 24) zu Herzdefekten und T-Zell-Defiziten (Lichtner et al.,
2000). Der Verlust der distal davon gelegenen HDR1-Region mit dem GATA3-Gen auf
10p14-p15 (Abb.24) resultiert in dem sogenannten ,,HDR Syndrom* (Hypoparathyroidism,
Deafness, Renal dysplasia) (Van Esch et al., 2000). Aufschlussreich ist der Vergleich der
in dieser Arbeit beschriebenen Deletion mit der von Van Esch et al. (2000) gefundenen
Region fiir DGCRII und HDR. Demzufolge ist die distal zu DGCRII gelegene Region fiir
HDR deletiert. Das erklirt die bei dem Kind nachgewiesene Taubheit und die anfangs
erniedrigten Kalziumwerte. Unklar ist, ob bei der Probandin eine renale Dysplasie
ausgeprdgt ist. Weiterfiihrende Untersuchungen zur Abklidrung dieser Fragestellung
wurden nicht durchgefiihrt. Aufgrund der laborchemischen Parameter gab es keinen
Hinweis auf eine verminderte Nierenleistung. Das unterstreicht die Ergebnisse von Van
Esch et al., die bei allen untersuchten Probanden mit GATAZ3-Haploinsuffizienz
Hypoparathyreoidismus und eine sensorineurale Schwerhorigkeit bzw. Taubheit
nachwiesen, jedoch nur bei drei der fiinf Probanden eine renale Dysplasie. Sie begriinden
diese Tatsache mit einer reduzierten Penetranz fiir renale Anomalien (Van Esch et al.,
2000). Interessant ist der Vergleich der DGCRII (Van Esch et al., 2000) mit der bei
Probandin 4 vorliegenden Deletion. Aufgrund der Grofe der Inserts der verwendeten

YACs (0,9- 1,5 Mb) kann nicht ausgeschlossen werden, dass es durch die Deletion zu dem
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Verlust nur eines Teils der DGCRII gekommen ist. Das wiirde erkldren, warum ein

typisches Merkmal wie der kardiale Defekt bei beschriebener Probandin nicht vorliegt.

D D D W D D D D
10 10 10 I 10 10 10 10
S S S 5 S S s s
1 1 1 5 2 5 5 2
8 7 7 7 2 4 8 2
9 5 7 4 6 7 5 3
1 9
TEL — i i i i i | | CEN
19 cM 20,75 cM 22,8 cM 27,19 cM 29,15cM 30,0 cM 32,8 cM
773¢3 808a2
HDR* DGCRIT*
SRO°
Deletion ?
Bruchpunktbereich
Abb. 24: Darstellung des durch die molekularzytogenetische Analyse ermittelten

Bruchpunktbereiches bei Probandin 4 im Vergleich zu der von Schuffenhauer et al. (1998)
ermittelten SRO fir DGS2 (SRO°) und der von Van Esch et al. (2000) angegebenen
Regionen fiir HDR und DGCRII (HDR* bzw. DGCRII*), modifiziert nach Van Esch et al.
(2000).

Probandin 5 mit der Deletion 46,XX,del(18¢23)
Bei der Probandin 5, die charakteristische Merkmale des Chromosom-18q
Deletionssyndroms aufweist (Abschnitt 4.2.2 und Tab. 8), wurde zytogenetisch eine

terminale Deletion am langen Arm des Chromosoms 18 angenommen.
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Tab. 8: Vergleich der klinischen Merkmale des 18q Deletionssyndroms mit den Merk-
malen der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Probandin 5 mit
46,XX,del(18923). Modifiziert nach Strathdee et al. (1997).

Klinische Merkmale Anteil der Probanden | Anteil der Probanden Vorliegen [+] bzw.
mit Merkmalsausprd- | mit Merkmalsauspra- Fehlen [-] des Merk-
gung [%] nach gung [%] nach Wilson et | mals bei der Proban-
Strathdee et al. (1995) |al. (1979); Qazi et al., din 5

(1980); Feldinger et al.
(1987)

Verzogertes Wachstum 54 >80 +

Mikrozephalie 42 50-80 -

Fazies

Mittelgesichtshypoplasie 69 50-80 +
nach oben oder unten 31 30-50 +
zeigende Lidspalte
malformierte Ohren 50 50-80 +
flaches Philtrum 38 <10 -
Karpfenmund 50 50-80 nach unten zeigen-
de Mundwinkel
Prognathismus 19 <10 leichte Progenie
hoher Gaumen o. Lippen-, 50 30-50 -
Kiefer-, Gaumenspalte
flacher Nasenriicken 23 >80 +
Extremititen
spitz zulaufende Finger 8 >80 +
proximale Daumen 15 >80 +
Klumpfiifle 11 <10 +
ZNS
Hypotonie 73 >80 +
Krampfanfille 31 <10 -
Taubheit 60 50-80 Schwerhorigkeit
Strabismus 38 30-50 + (links)
Nystagmus 27 50-80 + (links)
Entwicklungsverzégerung 96 >80 +

Das Ziel der molekularen und molekularzytogenetischen Untersuchungen bestand darin,
die von Cody et al. (1997) beschriebene kritische Region fiir die Wachstumshormon-
Insuffizienz bei Chromosom-18q Deletionssyndroms (Abb. 25) bei Probandin 5 auf das
Vorliegen von Deletionen zu tiberpriifen und die kritische Region weiter einzugrenzen.
Durch Einsatz der YACs 932b10, 855el, 954c7 und 968f4 wurde mittels FISH-
Untersuchungen der Bruchpunkt der in dieser Arbeit beschriebenen Probandin auf einen
Bereich distal zu YAC 9684 und proximal zu YAC 855¢l, innerhalb des YACs 954¢7
eingegrenzt (Abb. 22). Die Deletion umfasst einen Bereich von iiber 2 Mb. Der
Bruchpunkt liegt proximal zu der von Cody et al. beschriebenen kritischen Region (Abb.

25). Eine weitere Einengung ergab sich aus diesen Daten nicht.
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Abb. 25: Darstellung der bei der Probandin 5 deletierten YACs 932b10 (Strathdee et al.,
1997) und 855el (Cody et al., 1997) im Vergleich zu der von Cody et al. (1997)
ermittelten  kritischen Region fliir =~ Wachstumshormon-Insuffizienz bei  18q
Deletionssyndrom. Fiir 855el ist nicht bekannt, ob MBP darauf kartiert. Die SRO auf
18923 mit Angaben der proximalen (AFM242YF2) und distalen (D18S462) Begrenzung
und der Loci fiir das myelin basic protein (MBP) und den Galaninrezeptor (GALNR) mit
ihrem physikalischen Abstand in kb vom Telomer 18q ist oberhalb der YACs angegeben.
Modifiziert nach Cody et al. (1997).

Ein Kandidatengen fiir die Wachstumshormon-Insuffizienz bei 18q Deletionssyndrom ist
neben dem Gen filir den Galaninrezeptor (GALNR) (Cody et al., 1997) das Gen fiir das
myelin basic protein (MBP) (Kline et al., 1993; Cody et al., 1997). Die Deletion der zu
dem YAC 932b10 komplementdren Abschnitte beinhaltet auch den Verlust des auf ithm
nachgewiesenen Locus fiir das MBP (Abb. 25). Zudem ist nach FISH-Untersuchungen mit
dem YAC 932b10 von einem Verlust der Subtelomerregion 18q auszugehen. Dies
unterstreicht die Ergebnisse von Strathdee et al. (1994, 1995), die nach Untersuchung der
Telomerbereiche bei 26 Probanden mit 18q Deletionssyndrom zu dem Ergebnis kommen,
dass eine terminale und keine interstitielle Deletion zur Auspriagung des Krankheitsbildes
fiihrt (Kline et al., 1993; Strathdee et al., 1994 und 1995). Brkanac und Kollegen (1998)
untersuchten 35 Probanden mit 18g- ,,terminalen Deletionen®. Durch molekulare Analyse

mit 18q-telomerspezifischen Proben konnten sie bei 3 Probanden fiir das Telomer
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charakteristische Sequenzen nachweisen. Aufgrund der GréBe des Inserts von 1,4 Mb des
in dieser Arbeit fiir die Untersuchung der Subtelomerregion 18q verwendeten YACs
932b10 ist von einer Deletion eines grolen Abschnitts in dieser Region auszugehen, ein
Vorhandensein telomerspezifischer Sequenzen wird dadurch jedoch nicht ausgeschlossen.
Die Mikrosatellitenanalyse der die Loci AFM242YF2, D18S1009 und D18S554 tragenden
DNA-Abschnitte (Abb. 21, S. 46) erbrachte keine zusitzlichen Informationen.

5.3 Probanden mit Verdacht auf Mikrodeletionen

Probanden mit klinischem Verdacht auf ein Rubinstein-Taybi Syndrom (RTS)

Wie in dem Abschnitt Einleitung (1.3.1) bereits erwéhnt, fiihrten bisherige
Untersuchungen von iiber 300 Probanden mit Rubinstein-Taybi Syndrom zu dem Ergebnis,
dass chromosomale Aberrationen innerhalb des Bereiches fiir das human CREB binding
protein (CBP) auf 16p13.3 eine wichtige Rolle in der Entstehung des Syndroms spielen
(Imaizumi und Kuroki, 1991; Lacombe et al., 1992; Tommerup et al., 1992; Breuning et
al., 1993; Masuno et al., 1994; Wallerstein et al. 1997; Taine et al., 1998). Die drei in
dieser Arbeit beschriebenen Probanden weisen ausgeprigte klinische Merkmale des
Rubinstein-Taybi Syndroms auf. Das Ziel der Untersuchungen bestand darin, mittels der in
der Arbeit von Giles et al. (1997) beschriebenen Cosmide RT166 und RT191 (Abb.26)
eine Deletion in dem fiir das human CREB binding protein (CBP) kritischen Bereich
aufzudecken. Bei keinem der drei Probanden wurde eine Deletion mittels FISH der oben
genannten Cosmide nachgewiesen. Aufgrund dieser Ergebnisse kann jedoch eine nur
wenige Kilobasen umfassende Mikrodeletion im kritischen Bereich nicht ausgeschlossen
werden. So fanden Petrij et al. (1995) bei allen Probanden eine Deletion des Cosmids RT1,
jedoch nur bei Probanden mit ausgedehnteren Bruchstiickverlusten (zwischen 200 und 650
kb) auch einen Verlust der korrespondierenden Region fiir RT166 und RT191. In einer
spiteren Veroffentlichung (Petrij et al.,, 2000) gehen die Autoren davon aus, dass der
Einsatz der Cosmide RT1, RT102, RT 191, RT166 und RT203 (Abb. 26) zur Detektion
von Mikrodeletionen nétig ist. Selbst durch Einsatz aller 5, die Region des CBP-Gens
iiberspannenden Cosmide, wurde durch diese Arbeitsgruppe nur bei 8,2 % der 171

analysierten Probanden eine Mikrodeletion nachgewiesen (Petrij et al., 2000).
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Eine weitere Ursache fiir den Phénotyp der Probanden kénnten Punktmutationen innerhalb
der human CREB binding protein (CBP)-Region darstellen (Petrij et al., 1995). Eine solche

Untersuchung war nicht Gegenstand der Arbeit.

RT102 RT203

RT191 RT166

RTI

Tel  RTI  RTI02 RT191 RT203 RT166 Cen

I 1
CBP-Region

I | 50kb

Abb. 26: Darstellung der die CBP-Region iiberspannenden Cosmide RT1, RT102, RT191,
RT203 und RT166 im Contig auf Chromosom 16p13.3. Die Cosmide RT166 und RT191
wurden in dieser Arbeit verwendet. Abbildung modifiziert nach Petrij et al. (2000).

Probanden mit klinischem Verdacht auf ein Alagille Syndrom (AGS)

Das Ziel der FISH-Analysen bei 9 Probanden mit Verdacht auf das Vorliegen eines
Alagille Syndroms und unauffilligem Karyotyp bestand darin, Mikrodeletionen in dem
kritischen Bereich des Alagille Syndroms (AGSCR) aufzudecken. Bei keinem der 9
Probanden konnte durch FISH mit den Cosmiden 3e9 und 2c12 eine Deletion in der
AGSCR gefunden werden. Die Arbeitsgruppe um Krantz untersuchte 54 Probanden mit
AGS mittels FISH, Mikrosatellitenanalyse, SSCP (single strand conformational
polymorphism)- und Sequenzanalyse. Bei 69 % der Probanden fanden sie eine Mutation
innerhalb des JAG1 Gens, nur 6 % wiesen eine das gesamte Gen betreffende Deletion mit
einer GroBe zwischen 1,5- 6,5 Mb auf (Krantz et al., 1998). Ahnliche Ergebnisse, eine
Detektionsrate von Mutationen innerhalb des JAGI1-Gens zwischen 60- 70 %, fanden

Giannakudis und Kollegen (Giannakudis et al., 2001). Bei den beschriebenen Probanden
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wurde daher im Anschluss an diese Arbeit die Suche nach Punktmutationen in JAGI

mittels SSCP- und Sequenzanalyse durchgefiihrt.

Probanden mit den klinischen Merkmalen des Mikrodeletionssyndroms 22q11

Durch Hybridisierung mit der DiGeorge-Chromosomen-Region-Probe der Firma Oncor
wurde bei keinem der 6 Probanden mit unauffilligem Karyotyp eine interstitielle Deletion
auf 22ql1, die bei 83 % (Carlson et al., 1997) bis 90 % (Driscoll et al., 1992) der
Probanden mit DGS/VCFS nachgewiesen wurde, aufgedeckt. Diese Untersuchungen
schlieBen allerdings eine Deletion innerhalb der kiirzlich von Bartsch et al. (2003)
beschriebenen typical deleted region (TDR), proximal deleted region (PDR) oder distalen

22ql1-Deletionsregion nicht aus. Hierfiir wére der Einsatz zusétzlicher Proben notwendig.

Tab. 9: Uberblick iiber die klinischen Auffilligkeiten der untersuchten Probanden mit Ver-

dacht auf DiGeorge Syndrom, die den Hauptmerkmalen des Mikrodeletionssyn-
droms 22q11 zugeordnet werden (Ryan et al., 1997). Das Lebensalter ist angege-
ben in Jahren zum Zeitpunkt der Untersuchung.

Al- | Herzfehler Gesichts- Hiufige Anfallsleiden/ Gaumen-
ter anomalie Infektionen/ Hypokalzimie | spalte/ velopha-
Thymushypo- ryngeale
plasie Insuffizienz
0,5 | Vorhofseptumdefekt | nicht keine unter nicht nicht
vom Fossa ovalis- beschrieben antibiotischer nachgewiesen beschrieben
Typ, Fehlabgang der Abschirmung
linken Koronararterie
aus dem Trunkus
pulmonalis
0,5 | persistierender nicht rezidivierende | nicht nicht
Ductus arteriosus beschrieben Pleuraergiisse nachgewiesen beschrieben
Botalli, kleiner mit Nachweis
muskuldrer Ventrikel- von Pseudomo-
Septum-Defekt, nas aeroginosa
Atriumseptum-
Defekt, Typ II
2 nicht nachgewiesen Epikanthus, ver- | Bronchopneu- | tonisch-klonisch | nicht
groberte Ge- monie generalisierter beschrieben
sichtsziige, vor— Krampfanfall
springende Stirn,
diskrete Ptosis
6 nicht nachgewiesen etwas vergroberte | nicht nicht nicht
Gesichtsziige beschrieben nachgewiesen beschrieben
16 Ventrikel-Septum- kleines fliechendes |rezidivierende | Hyperpyrexie nicht
Defekt, bikuspide Kinn, breite Stirn, | Pneumonien, mit Krampfan- beschrieben
Aortenklappe einfache kleine Bronchitiden féllen bis zum 5.
Ohren Lebensjahr
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Tab 10: Uberblick iiber das Alter der Probanden zum Zeitpunkt der Untersuchung, deren
Geschlecht und die nachgewiesenen Symptome, die nicht den Hauptmerkmalen
des Mikrodeletionssyndroms 22q11 zugeordnet werden.

Alter Geschlecht Merkmale

0,5 weiblich - verzogertes Wachstum bei verminderter Trinkleistung
0,5 ménnlich - Osophagusatresie vom Typ III b nach Vogt
- Diinndarmstenose,
- totale Lungenfehleinmiindung vom infrakardialen Typ
- Chylothorax beidseits

- bronchopulmonale Dysplasie
- subdurales Hygrom )
- stamm- und kopfbetonte Odeme

- Anidmie
2 weiblich - verzogerte Sprachentwicklung, statomotorische und geistige Retardierung
6 weiblich - Hochwuchs (iiber 97. Perzentile)

- Hypertrichose im Lumbalbereich

- unsichere Koordinations- und Gleichgewichtsreaktion
- motorische und feinmotorische Schwierigkeiten

- geistige Retardierung, verzogerte Sprachentwicklung

16 ménnlich - Z.n. Osophagusatresie mit 6sophagotrachealer Fistel

- Steilgaumen, breite Epiglottis

- Marfanoider Habitus

- Uberstreckbare Gelenke

- Thoraxasymmetrie bei Wirbelsdulendeformitéten

- Schalleitungsschwerhorigkeit beidseits

- Myopie

- Friihkindlicher Hirnschaden nach mehreren Apnoeanféllen im Neugebore-
nenalter

Eine weitere Ursache dafiir, dass in dieser Arbeit keine Deletion im kritischen Bereich
nachgewiesen wurde, konnte auch darin liegen, dass bei keinem der untersuchten Kinder
alle Merkmale dieses Syndroms ausgeprégt sind (Tab. 9 und 10). Die klinische Zuordnung
zu anderen Symptomenkomplexen wire somit denkbar. So konnte z.B. der bei einer
Probandin nachgewiesene Fehlabgang der linken Koronararterie aus dem Pulmonaltruncus
dem Bland-White-Garland-Syndrom  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim) zugeordnet
werden. Ein anderer Proband zeigt u.a. Merkmale des Pierre-Robin-Syndroms, wie die
frithkindlichen =~ Asphyxien  oder der  hohe, sich  verengende  Gaumen

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim).

Die Methode der FISH wurde durch Untersuchungen in dieser Arbeit als sinnvolle

Erginzung zur Routinediagnostik bestétigt. Zytogenetisch bekannte chromosomale
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Aberrationen wurden in Bezug zu Ausmall und Lokalisierung durch die FISH weiter
charakterisiert. So ergaben sich durch die weiterfilhrende Diagnostik neue Erkenntnisse,
wie z.B. interstitielle Telomersequenzen bei Probanden 2 oder ein Verlust der HDR1-
Region bei Probandin 4, die neue Uberlegungen in der Beziehung zwischen Phénotyp und
Genotyp bei chromosomalen Verdnderungen ermdglichen. Durch den Einsatz von
kommerziellen Proben, so z.B. der Probe A4l/ Human Telomeres der Firma Oncor wird die
Methode der FISH wesentlich vereinfacht und der Zeitaufwand fiir die Untersuchung
deutlich reduziert. Dieser Vorteil ermoglicht unter anderem den Einsatz der FISH fiir
diagnostische Fragestellungen im klinischen Alltag.

Die Methode der FISH konnte in dieser Arbeit nicht zum Aufdecken von Mikrodeletionen
beitragen. Zahlreiche Veroffentlichungen anderer Arbeitsgruppen, so z.B. Schmickel et al.
(1986), Scambler et al. (1992), Bettio et al. (1995) und Shaffer (1997), haben jedoch
bewiesen, dass die FISH zur Suche nach Mikrodeletionen ein geeignetes Instrument
darstellt.

Das Einsatzgebiet der FISH wird durch neuere Methoden, wie der Multiplex-FISH
(Schrock et al., 1996; Speicher et al., 1996), oder durch die Anwendung von z.B.
Chromosomenregion-spezifischen Chip-Analysen (Yu et al., 2003) deutlich erweitert.
Durch BAC-Chip-Analysen konnen chromosomale Verdnderungen, wie Deletionen,
Duplikationen, Insertionen, Rearrangements von genomischem Material bei z.B.
Neoplasien, in einer GroBenordnung zwischen 2 und 5 Mb mittels einer Untersuchung und

damit in relativ kurzer Zeit detektiert werden (Antonarakis, 2001).
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6 Zusammenfassung

Um die Einsetzbarkeit der Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) als ergénzende
Methode zur zytogenetischen Diagnostik zu tiberpriifen, wurden in dieser Arbeit
Untersuchungen an insgesamt 22 Probanden durchgefiihrt. In der Probandengruppe 1
(Probanden 1-3) wurden durch die FISH die Bruchpunkte von zytogenetisch bekannten
Translokationen charakterisiert. Der Bruchpunkt der Probandin 1 mit der familidren
Translokation t(3;20)(p25;p13) wurde auf Chromosom 20 distal der korrespondierenden
Abschnitte des YACs 955f7 und proximal des YACs 987gl0, also in einer Region
zwischen 22 ¢cM und 16 cM von 20pter entfernt, lokalisiert. Der Bruchpunkt befindet sich
damit mindestens 8§ cM distal zu der fiir das Alagille Syndrom kritischen Region
(AGSCR). Durch die Cosmide 3e9 und 2c12 wurde ein mehrere Kilobasen umfassender
Bruchstiickverlust innerhalb der AGSCR ausgeschlossen. Bei Probanden 2 mit der
Translokation t(5;22)(q35.3;q11.2) wurde mittels der DiGeorge-Chromosomen-Region-
Probe auf Chromosom 22q11.2 der Verlust dieser Region auf der(5) nachgewiesen. Durch
die fiir alle Telomere spezifische Sonde A/l Human Telomeres wurden auf dem
Translokationschromosom der(5) interstitielle Telomersequenzen aufgedeckt, die aufgrund
threr Lokalisierung mit groBer Wahrscheinlichkeit das Telomer von 5q markieren. Die
Anwesenheit der Subtelomerregion auf Chromosom 5 und der(5) wurde durch den YAC
856e9 nachgewiesen. Ergebnis der FISH-Untersuchungen bei Probandin 3 mit der
Translokation t(9;20)(p23;p13) ist ein Bruchereignis innerhalb des YACs 984gl12 und
damit mindestens 14 cM distal zu der fiir das Alagille Syndrom kritischen Region. Ein
groBerer Bruchstiickverlust in diesem Bereich wurde durch das Cosmid 1h4
ausgeschlossen.

In der Gruppe 2 (Probanden 4 und 5) wurden durch die FISH lichtmikroskopisch sichtbare
Deletionen in Ausmall und Lokalisierung eingegrenzt. Der Bruchpunkt der Probandin 4
mit der Deletion del(10)(pl4) wurde in einen Bereich proximal zu dem
korrespondierenden Abschnitt des YACs 773¢3 und distal zu 808a2, also zwischen 30 cM
und 34 ¢cM vom Telomer 10p entfernt, ermittelt. Demzufolge ist die distal zu der DiGeorge
critical region II (DGCRII) gelegene HDR1-Region deletiert. Ein Verlust eines Abschnitts
der DGCRII kann nicht ausgeschlossen werden. Der Deletionsbruchpunkt der Probandin 5
mit der Deletion del(18)(q23) befindet sich distal zu YAC 968f4 und proximal zu YAC
855el, innerhalb des YACs 954¢7 in einem Bereich zwischen 105 ¢cM und 114 ¢cM vom
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Telomerbereich 18p entfernt und damit proximal der SRO fiir die Wachstumshormon-
Insuffizienz bei 18q Deletionssyndrom.

Bei keinem der 17 Probanden der Gruppe 3 mit klinischem Verdacht auf ein
Mikrodeletionssyndrom und einem lichtmikroskopisch unauffilligen Karyotyp wurde
durch FISH-Untersuchungen eine Mikrodeletion aufgedeckt. Dennoch haben zahlreiche
Veroftentlichungen anderer Arbeitsgruppen bewiesen, dass die Methode der Fluoreszenz
in situ Hybridisierung zum Aufdecken von Mikrodeletionen ein geeignetes Instrument
darstellt.

Untersuchungen in dieser Arbeit haben gezeigt, dass die FISH die Routinediagnostik
sinnvoll ergdnzt. Das Ausmall und die Lokalisierung von zytogenetisch bekannten
chromosomalen Aberrationen wurden durch die FISH weiter charakterisiert. Dadurch
ergaben sich neue Erkenntnisse, wie z.B. das Vorliegen interstitieller Telomersequenzen
oder die Auswirkung des Verlusts der HDR1-Region bei DiGeorge Syndrom 2, die neue
Uberlegungen in Bezug zur Phinotyp-Genotyp-Beziehung bei chromosomalen
Aberrationen ermdglichen. Der Einsatz kommerzieller Proben vereinfacht die
Durchfiihrung der FISH und reduziert deren Zeitaufwand erheblich, was unter anderem

den Einsatz dieser Methode fiir diagnostische Fragestellungen im klinischen Alltag erlaubt.
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Thesen

. Durch die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) konnen das Ausmal} und die
Lokalisierung von zytogenetisch bekannten chromosomalen Aberrationen nédher
charakterisiert werden.

. Die Methode der FISH triagt zum Aufdecken chromosomaler Verdnderungen bei,
die durch die zytogenetische Diagnostik nicht nachgewiesen werden kénnen.

. Die FISH stellt damit eine sinnvolle Ergénzung zur Routinediagnostik dar. Aus
ihrem FEinsatz ergeben sich Erkenntnisse, die neue Uberlegungen in Bezug zur
Phéanotyp-Genotyp-Beziehung bei chromosomalen Verdnderungen ermoglichen.

. Die Translokationsbruchpunkte von 2 Probanden wurden mindestens 8 cM bzw. 14
cM distal zu der fiir das Alagille Syndrom kritischen Region (AGSCR) auf
Chromosom 20 lokalisiert. Ein groBerer Bruchstiickverlust innerhalb der AGSCR
wurde ausgeschlossen.

. Durch die Translokation t(5;22)(q35.3;q11.2) ist es bei einem Probanden mit
Dysmorphien zu einem Verlust der DiGeorge Syndrom Chromosomen Region
(DGCR) auf dem Translokationschromosom der(5) gekommen. Auf der(5) wurden
interstitielle Telomersequenzen aufgedeckt, die mit groBer Wahrscheinlichkeit das
Telomer von 5q markieren.

. Die Deletion del(10)(p13) hat bei einem Probanden mit dem klinischen Bild eines
DiGeorge Syndroms zu einem Verlust der HDR-Region (Hypoparathyroidism,
Deafness, Renal dysplasia) gefiihrt. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass
auch Abschnitte der DiGeorge critical region II (DGCRII) von der Deletion
betroffen sind.

. Der Bruchpunkt einer Probandin mit der Deletion del(18)(q23) befindet sich
proximal der smallest region of deletion overlap (SRO) fiir die Wachstumshormon-
Insuffizienz bei 18g-Deletionssyndrom.

. Bei keinem der 17 Probanden mit einem lichtmikroskopisch unauffilligen
Karyotyp und dem klinischen Verdacht auf ein Mikrodeletionssyndrom wurde eine

Mikrodeletion aufgedeckt.
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