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Referat

Zielsetzung: Bei zwei Probanden mit Entwicklungsstérungen umklaren Dysmorphie-
syndromen wurden zytogenetisch nachgewiesene Almerea — eine Deletion, welche die mit
dem Prader-Willi Syndrom assoziierte Region mibeirieht, sowie eine partielle Trisomiam
Bereich 15q mittels molekularzytogenetischer Charédierung dargestellt. Es erfolgte eine
Analyse bekannter Gene in den jeweiligen Region@mies ein Genotyp-Phanotyp-Vergleich
mittels Kasuistiken von Patienten mit &hnlichen éatonen in 15q aus der Literatur. Es wurde
geprift, ob bestimmte chromosomale Abschnitte énere phéanotypischen Merkmalen
zugeordnet werden kénnen, um so moglicherweise idatehgene fir diese Merkmale zu
identifizieren.

Methoden: Die Kartierung der Bruchpunkte der vorliegenden diieh bzw. der partiellen
Trisomie erfolgte durch Fluoreszenz-in-situ-Hybsidrung (FISH) von 16 bzw. 13 BAC-Klonen
an Metaphasechromosomen der Probanden.

Ergebnisse:Der proximale Bruchpunkt der Deletion wurde mittEISH in der Region der sich
Uberlappenden BAC-Klone RP11-483L3 und RP11-73C&gédegt. Der distale Deletions-
bruchpunkt konnte durch einen Bruchpunkt-Uberspatere BAC-Klon (RP11-242M5) kartiert
werden. Die Bruchpunktregionen lie3en sich somiteamen Bereich von ca. 125 bzw. 100 kb
eingrenzen. Die Deletion konnte somit einem etwaMi® grof3en Bereich in 15911.29q13.3
zugeordnet werden.

Die Bruchpunkte der partiellen Trisomie konntentetst FISH jeweils der Region zweier sich
Uberlappender BAC-Klone (RP11-638N6 und RP11-60fik2den proximalen; RP11-960H11
und RP11-124A24 fur den distalen Bruchpunkt) Ickelt werden. Die gesamte trisome Region
beim Probanden 2 ist etwa 5,1 Mb grof3 und |asktisit5q14q15 eingrenzen.

Schlussfolgerung: Nach der Analyse der Gene in den untersuchten Regidkonnten die
Phanotypen der Probanden nicht durch die Deletion. Briplikation eines einzelnen Gens
erklart werden. Durch Phanotyp-Genotyp-Korrelakonnte gezeigt werden, dass in Kasuistiken
mit Deletionen gehauft Patienten mit mentaler Ri¢aung, Kleinwuchs und Herzfehlbildungen
beschrieben wurden; bei partiellen Trisomien traterentale Retardierung, verzogerte
Sprachentwicklung und Skelettdeformitaten auf. Wnierlcksichtigung der GrolRe der
betroffenen Chromosomenaberrationen und der Vikldah vorhandenen Symptome ist das
Vorliegen einesContigous gene syndromeahrscheinlich. Eine Aussage Uber denkbare

Kandidatengene in dieser Region ist anhand deebiggn Datenlage nicht mdglich.

Hohner, Melanie: Molekularzytogenetische Charagierung eines Deletions- bzw. Duplika-
tionssyndroms im proximalen 15g-Arm. Halle, UnMed. Fak., Diss., 80 Seiten, 2011
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1 Einleitung

Seit derSequenzierung des menschlichen GenomZuge des humanen Genomprojekts
(HGP) sind die Ursachen vieler monogener Erkrankancharakterisiertowenet al, 1997;
Venter et al., 1998) Ein Ansporn fir dieses Projekt war die Erwarturyrch die
Sequenzierung des menschlichen Genoms eine UbemndedZahl der Erbkrankheiten in ihren
Ursachen aufklaren zu kénnen und damit die Grurdfégihre Behandlung zu schaffen. Doch
bei einigen, vor allem neuropsychiatrischen Erktarglen sind die Mechanismen weiter unklar,
da von einer polygenen Genese ausgegangen werdsn mu

Fur die Identifizierung und Lokalisierung krankiss#rursachender Gene gibt es verschiedene
Ansatze, aber keine universell anwendbare Strategigei haufig verwendete Methoden zur
Charakterisierung sind die funktionelle und die ipaselle Klonierung (Collins, 1992;
Ballabio, 1993; Sterket al, 2000).

Die funktionelle Klonierung war noch zu Beginn d&¥80er Jahre die Methode der Wahl, um
sich der genetischen Ursache einer Krankheit zemétbas Prinzip der Identifizierung eines
krankheitsverursachenden Gens basiert auf der doischen Funktion des Proteins, welches
durch seinen defekten Zustand fir die Krankheian@vortlich ist. Davon ausgehend wird nach
dem dafirr codierenden Gen gesucht (Collins, 196pek-Bigas und Ouzounis, 2004)
Geeigneter fur Erkrankungen, deren biochemischen@age unbekannt ist, ist jedoch die
positionelle Klonierung (Nelson, 1995). Uber diengtische und physikalische Lokalisierung
wird die genomische Region, in der das krankhestsamerte Gen liegt, identifiziert. Die
Eingrenzung dieser chromosomalen Position kann @arrnverschiedene Arten durchgefihrt
werden Parrishet al, 198). Zur Verwendung kommen unter anderem Kopplurgiyaen, bei
denen die Segregation von polymorphen Markern nitere pathologischen Phénotyp
analysiert wird. Andere Mdoglichkeiten der positibee Klonierung stellen zytogenetische
Analysen von chromosomalen Anomalien dar, welchieVmarlust von Genmaterial, Briichen
innerhalb von Genen oder Strukturverédnderungen antidllelementen einhergehen (Cooper
und Mattox, 1997; Lupski, 1998; Inoe¢al, 2001; Lupski, 2003).

Bei der Suche nach krankheitsverursachenden Getleties Genotyp-Phanotyp-Analyse nicht
unerwahnt bleiben, welche Korrelationen zwischem ddinischen Bild und den Genom-

Veranderungen aufzeigen kann.

1.1 Strukturelle Chromosomenaberrationen
Chromosomenaberrationen sind im Lichtmikroskop enkare, strukturelle Veranderungen der

Chromosomen, welche durch Briiche in den Chromosommedoder Austauschen von
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Chromosomenfragmenten, die entweder nur ein Chromdgtrachromosomal) oder mehrere

Chromosomen (interchromosomal) betreffen, entstedaterschieden werden numerische und
strukturelle Veranderungen. Wéahrend bei der nurtleeils Chromosomenanomalie die

Gesamtzahl der Chromosomen abweicht, betrefferktatelle Chromosomenanomalien nur

Segmente von Chromosomen.

Fir die Entstehung und den Ursprung chromosomalegrrationen gibt es verschiedene

Erklarungsversuche, wobei die Theorien von Sax @Lhd Revell (1974) die bekanntesten

sind. Beide Hypothesen beruhen auf Daten aus demidBeder Mutationsforschung. Es konnte

nachgewiesen werden, dass es sich bei interchronadeon Umbauprozessen um mehrphasige,

zeitlich voneinander trennbare Schritte handelv§8a, 1976).

Strukturelle Chromosomenmutationen entstehen durch

- Deletion (Verlust eines Chromosomenabschnitts)

- Duplikation (Verdoppelung eines Chromosomenabst)nit

- Translokation (Austausch von chromosomalem Matexiaschen zwei Chromosomen)

- Insertion (Einbau eines Fragments in ein Chromosmiey

- Inversion (um 180° gedrehtes Chromosomenbruchstinekhalb eines Chromosoms).
Zuséatzlich werden bei den strukturellen Chromos@nemalien balancierte von
unbalancierten Aberrationen unterschieden. Als lamogert wird der Zugewinn oder Verlust
von Chromosomenmaterial bezeichnet, was haufigemém klinisch auffalligen Phanotyp
verbunden ist.
Dagegen fuhrt eine balancierte Strukturaberratitficlierweise nicht zu einem Kklinisch
auffalligen Phanotyp, da das Genmaterial zwar atsgher® Stelle, aber in der richtigen Dosis
vorhanden ist. Allerdings sind etwa 6% aller Paganmit balancierten Chromosomen-
veranderungen Klinisch auffallig; hier sind dienidichen Symptome in vielen Fallen auf eine
Durchtrennung oder Inaktivierung von Genen odeewleRegulationszentren zurtickzuftihren
(Ropers, 1998).

Im Folgenden sollen jene Chromosomenmutationenrrétagakterisiert werden, welche in den
unter 4.1 und 4.2 vorgestellten Kasuistiken zu d@nkturellen Chromosomenaberrationen

beigetragen haben.

1.1.1 Deletion

Deletion bedeutet Verlust von genetischem Matebdés kann das Ende eines Chromosoms
(terminale Deletion) oder einen innerhalb liegendeschnitt (interstitielle Deletion) betreffen.

Beim Verlust von genetischem Material (Nukleotid&ons, Gene) wird der diploide Orga-
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nismus in Bezug auf diesen Bereich partiell monogBathkovet al, 1974; Savage, 1976).
Deletionen kdnnen lichtmikroskopisch sichtbar seMikrodeletionen dagegen betreffen
Sequenzabschnitte in der Grofienordnung von 1-10ukth sind lichtmikroskopisch nicht
wahrnehmbar, da sie unter der Auflésungsgrenzerieg

Beispiele sind das Angelman Syndrom, das Retintbla®der das Langer-Giedion Syndrom;
bei letzterem sind zwei eng benachbarte Gene ddldtier liegt eircontiguous gene syndrome
vor (siehe 1.2) (Angelman, 1965; Lang¢ml.,1984; Potluriet al.,1986).

1.1.2 Insertion

Bei der Insertion wird zusatzliches DNA-Materialein Chromosom eingebaut. Dabei handelt
es sich um Chromosomenfragmente, die in die Chromessequenz eingefugt werden. Im
Spender-Chromosom, welches das Chromosomenfradietamt, entsteht dabei eine Deletion.
Insgesamt geht aber meist kein Genmaterial verjotke Mutation wird als balanciert
bezeichnet (Rakowicz-Szulczynska, 1983; Hasira., 2005).

1.1.3 Mdgliche Entstehung einer partiellen Trisomie

Durch die Rekombination der Chromosomen in der Bib entstehen bei Tragern einer
balancierten Insertion Keimzellen mit verschiedeG@nomosomenséatzen (Garedral.,1976).
Wenn bei der Konzeption diese Keimzellen mit gepisish unauffalligen Gameten
verschmelzen, kénnen verschiedene Zygoten entsteliensie in Abb. aufgefihrt sind.
Erkennbar wird hier, dass diese Zygoten sowohl fiaige (a) bzw. balancierte (b)
Chromosomensatze tragen als auch partielle Monwe- Brisomien (c, d) aufweisen kdénnen.
Wahrend aus den Zygoten (a) und (b) ph&notypischuftillige Nachkommen entstehen,
konnte sich einerseits die partielle Monosomie ddych Haploinsuffizienz wie auch die
partielle Trisomie (c) durch Uberexpression der @erin Abschnitt vorhandenen Gene auf den
Phanotyp auswirken.

In der Kasuistik des Probanden 2 (siehe 4.2) fisabd bei der Probandenmutter 11,6 (vgl. Abb.
13) ein balancierter Chromosomensatz, beim Proard€lll,3, vgl. Abb.13) dagegen ein

Genotyp mit partieller Trisomie (vgl. c).
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A A
Vaterlicher
Chromosomensatz
46, XY

mogliche
Zygoten
a b c d

balancierter Chr.abschnitt Chr.abschnitt
Chromosomensatz trisom vorhanden monosom vorhanden

Mdutterlicher
balancierter
Chromosomensatz 46,
XX, ins(B;A)

O >

normaler
Chromosomensatz

Abb. 1: Rekombinationsmoglichkeiten von elterlichen Keitemebei balanciertem Genotyp
der Mutter. Der mitterliche Chromosomensatz weist dnsertion des hellgrau gefarbten
Chromosomenabschnitts (Chr.abschnitt) aus Chromd3amChromosom A auf. Zur besseren
Ubersichtlichkeit sind nur 2 schematisierte Chroomasn (A und B, bzw. die derivativen
Chromosomen A und B) des vaterlichen und mitteidbhromosomensatzes dargestellt..

Die im Folgenden verwendete, humangenetische Nolaemkder Chromosomenaberrationen

orientiert sich aninternational System for Human Cytogenetic NomeanagISCN) 2009.

1.2 Contiguous gene syndrome

Der Begriff contiguous gene syndromauch als Mikrodeletionssyndrom oder segmentales
Aneusomie Syndrom bezeichnet, beschreibt einen ®ymamkomplex, dessen Auspragung
durch mehrere Gene verursacht wird, deren Loci mameler unabhangig, jedoch physikalisch
gekoppelt sind (Ballabio, 1991; Shaffeet al, 2001). Bedingt wird das durch
Chromosomenaberrationen, besonders Deletionen umglikBtionen oder nur punktuelle
Mutationen im genetischen Code; so gesehen ist Blegriff Mikrodeletionssyndrom
irrefihrend, da es sich bei den Aberrationen racisischlie3lich um Deletionéiandelt.

In jedem Fall liegt eine Veranderung der normaleanddsis vor. Die Haploinsuffizienz bei
Deletionen kann funktionelle Veranderungen von Gedipkten bewirkenlgdss-of-functioif
Bei der selteneren Duplikation kommt es zu einegrékpression der Gengain-of-function.
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Etwa 20 dieser Syndrome sind bekarfatliinzel, 1988; Dallapiccolaet al.,1995). Erstmals
verwendet wurde der Begritfontiguous gene syndronma Jahr 1986 (Schmickel, 1986). Die
zugrunde liegenden Veranderungen am Chromosonoétiméls nicht besonders grof3 (< 5 Mb)
und werden erst bei Hochauflésungsbéanderung deon@somen nachweisbar. Noch besser
eingrenzbar sind sie durch molekulargenetische dtkth wie beispielsweise die Fluoreszenz-
in-sit-Hybridisierung (FISH) oder die Mikrosatellitenaysé.

Beispiele furcontiguous gene syndromsisid das Smith-Magenis Syndrom (Srrethal., 1986;
Lucaset al., 2001) bei Deletion del(17)(p11.2), das Praderi\8yndrom bei Deletion der
vaterlichen Gene von Chromosom 15 (q11ql13) (Magena.,, 1990; Nicholls und Knepper,
2001) oder das Williams-Beuren Syndrom bei Deletitmi(7)(g11.239g11.23) (Donnai und
Karmiloff-Smith, 2000).

Genetisch gut verstanden ist das WAGR Syndrom leet@n von del(11)(p13). Der Name
steht als Akronym fur die Merkmale: Wilms-Tumor, iAdie, Urogenitaltraktdysplasie und
Wachstumshemmungetardation of growth (OMIM #194072; Milleret al., 1964).

Es wurden 2 Gene identifiziert, welche unabhanganeinander zu den verschiedenen
Symptomen beitragen: PAX6 ist verantwortlich fie diniridie, das WT1-Gen fir die tbrigen
Merkmale (Pelletieet al, 1991; Chaet al, 2003).

Das Mikrodeletionssyndrom 22ql11.2 (OMIM #188400)geigen steht fir verschiedene
Syndrome, die durch Mikrodeletion eines 1,5 bis B® groRen Stiicks am Chromosom 22
del(22)(q11.21911-23) hervorgerufen werden. Darufidédlen zum Beispiel das DiGeorge
Syndrom und das Shprintzen Syndromrel¢-cardio-faziales Syndrgm welche sich
unterschiedlich prasentieren, jedoch flieRende gloege ineinander zeigen. Gelegentlich wird
auch noch der Uberbegriff CATCH-22 Syndrom verweénBéeser Name ist ein Akronym fiir
.cardiac anomalies (Herzfehler), ,abnormal facies (Gesichtsdysmorphien), thymic
hypoplasid (Thymushypoplasie), gleft palaté (Gaumenspalte), hypocalcemia (Hypo-
calcamie) (Burn, 1999; Sergt al, 1999; Cuneo, 2001)

Obwohl diese Symptome so verschiedenen genetisthsprungs anmuten, durften sie
vermutlich ausschlielich durch HaploinsuffizieresdrBX1-Gens hervorgerufen werden. Yagi
et al. (2003) zeigten, dass auch Punktmutationen in die€en diese 5 Hauptsymptome
hervorrufen.

Bei der Suche nach Kandidatengenen zur Korrelativmmen Ph&notypen, die bei Patienten mit
(Mikro-)Deletionen, anderen chromosomalen Aberrsgiv oder auch zytogenetisch
unauffalligem Chromosomensatz gesehen werden, kafpen einer grindlichem silico
Analyse der vorhandenen Literatur und Kasuistikechaeine Analyse zur Punktmutation

einzelner Gene notwendig werden.
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Gerade bei groReren heterozygoten Deletionencamtiguous gene syndromes es jedoch
moglich, die Gene in der betroffenen Region in datsprechenden Datenbanken direkt nach

spezifischen Phanotypen zu rastern.

1.3 Zielstellung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war die molekularzytogenetiscliharakterisierung zweier strukturell
auffalliger, ca. 5 bzw. 10 Mb grof3er Aberrationen Bereich 15q11-q15 bei zwei Probanden
mit unklaren Dysmorphiesyndromen.

Zum einen handelt es sich dabei um eine Probandin emer de novo Deletion
del(15)(q11.2q13) und Verdacht auf atypisches Rrddili Syndrom, welche durch muskulére
Hypotonie, unerséttlichen Appetit, mentale Retawdig ohne Sprachentwicklung, faziale
Dysmorphien sowie Herz- und Darmfehlbildungen alffi

Ein weiterer Proband mit einer maternal vererbtartigllen Trisomie der Banden 15q14q15
zeigte Augen- und Skelettanomalien mit Kleinwilckeiy atypische Fettverteilung, mentale
Retardierung und Verhaltensauffalligkeiten mit Higdeivitdt und Aggressionen, ohne dass
diesem Symptomenkomplex ein definiertes Krankhiitstugeordnet konnte.

Mittels Fluoreszenin-situ-Hybridisierung (FISH) wurden die Bruchpunkte derel&ion
del(15)(q11.2913) und der partiellen Trisomie dan@en 15q14q15 genau eingegrenzt.
Weiterhin erfolgte einén silico Analyse der betroffenen Chromosomenregionen, urahdu
Phanotyp-Genotyp-Korrelation bekannter Fallen mihnli&hen Aberrationen einen

gemeinsamen Phanotyp zu definieren.
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Inkubatoren

Kryostat

Kuvetten

Roth, Karlsruhe, D
Roth, Karlsruhe, D
Roth, Karlsruhe, D
Biochrom, Berlin, D
Roth, Karlsruhe, D
Roth, Karlsruhe, D
Roth, Karlsruhe, D

Ivitrogen, Karlsruhe, D

Roche, Mannheim, D

Sigma, Deisenhofen, D
Roche, Mannh@im,

Schleicher&Schiill, Dassel, D

Marabuwerke, Tamm, D

Schott, Jena, D

Manhattan, Stuttgart, D
Roth, Karlsruhe, D

American National CanTM, Chicago, IL, USA
Greiner, Ndrtingen, D

Eppendorf, Hamburg, D

Falcon, Heidelberg, D

Greiner, Nurtingen, D

Sarstedt, Nimbrecht, D
Eppendorf, Hamburg, D

Swann-Morton, Sheffield, UK

Renner, Darmstadt, D

peglab, Biotechnologie GmbH
Blockthermostat BT 100, Kleinfeld

innova 4000 Schiittelinkubator, NBramswick
Biometra
UV-Klvette mikro, Plastibrand, BranchitH
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Mikroliterpipetten
Mikroskop
Phospho-Imager
pH-Meter

Photometer

Reinstwasseranlage
Transilluminator
UV-Crosslinker
Wasserbad
Zentrifugen

Instruments

2.5 LOsungen

Gilson und Eppendorf

Axioplan 2 Fluoreszenzmikroskop, Zeis

Sorm 860, Molecular Dynamics
Typ CG 810, Schott
BioPhotometer, Eppendorf
UltroSpec lll, Pharmacia LKB

MilliQ-Plus PF, Millipore

Harolab GmbH

UV-Stratalinker 1800, Stratagene

Lauda, Lauda-Konigshofen

Tischzentrifuge, Biofuge pico, Hema

Megafuge 1.0 R, Heraeus Sepatech
SIGMA 3K20

Alle Loésungen wurden entweder mit ,Ampuwa“ oder phililli-Q“ Wasser (Millipore)

angesetzt. Losungen, die keine hitzeempfindlichesi@hdteile enthielten, sowie

Gebrauchswaren wurden bei 121°C undR&scal fiir 20 Minuten im Dampfdruck-Autoklaven

autoklaviert. Hitzeempfindliche Lésungen wurden Hiife eines Steril-Filtrationssystems

(Millipore) sterilfiltriert (Porengré3e 0,22m).

25.1 Puffer

Dot-Blot-Puffer |

(pH eingestellt auf 7,5)
Dot-Blot-Puffer Il

(pH eingestellt auf 9,5)
Nicktranslations-Puffer, 10x

PBS (Phosphate-buffered saline), 10x

100 mM Maleinsaure, pH 7,5

150 mM NacCl
100 mM Tris-HCI, pH 9,5
100 mM NaCl
0,5 M Tris-HCI (pH 7,5
0,1 M MgSQ

1 mM Dithiothreitol

500ug/ml BSA

(aliquotiert bei -20°C lagern)
137 mM NaCl

2,7 mM KCI

10 mM NaHPQ,

2 mM KH,PO,

(pH eingestellt auf 7,4)
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P1(Resuspensionspuffer)

P2 (Lysepuffer)

P3 (Neutralisationspuffer)
TBE-Puffer, 10x

Tris EDTA, 10x (TE)

25.2 Gebrauchslésungen

Agar-Néhrboden

Avidin-FITC-Stammlésung

Avidin-FITC-Gebrauchslésung

BAAD-Stammlésung

BAAD-Gebrauchslosung

10

50 mM Tris-Cl, pH 8,0
10 mM EDTA
100pg/ml RNase A
(bei 4°C lagern)
200 mM NaOH
1 % SDS
3 M Kaliumacetat, pH 5,5
500 mM Tris/HCI
500 mM Borséure
20 mM EDTA
(pH eingestellt auf 8,2 mit HCI)
100 mM Tris-Cl (pH 8,0)
10 mM EDTA (pH 8,0)

LB-Medium

1,5 % w/v Agarose

steril in Petrischalen giefRen
5 mg/ml in Ampuwa

bei 4°C lichtgeschutzt lagern
0,5 ml 4xSSC

0,5 ml Blockinglésung

2yl Avidin-FITC-Stammlésung
0,5 mg/ml in Ampuwa

bei 4°C lichtgeschutzt lagern
0,5 ml 4xSSC

0,5 ml Blockinglosung

5 ul BAAD-Stammldsung

Avidin-FITC- und BAAD-Gebrauchslosungen frisch arzem und lichtgeschitzt bei 4°C lagern.

BCIP/NBT-L6sung

10 %ige Blocking-Losung

5 ml Dot-Blot-Puffer 11l
20 ul BCIP
20 ul NBT
frisch ansetzen und lichtgeschitzt lagern
1 g 10% BSA (Qud/ul)
20 ml 4x SSC
frisch ansetzen, steril filtrieren
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DAPI(4°-6 Diamidino-2-phenylindol)- 0,1 mg/ml in Ampuwa
Stammiosung bei 4°C lichtgeschutzt lagern
Denaturierungslosung 42 ml Formamid
6 ml 20xSSC
12 ml Aqua dest.
(pH eingestellt auf 7,0)
DNase | - Stammldsung 1 mg pancreatic DNase A
1 ml Aqua dest.
DNase | — Gebrauchsldsung ufiDNase | - Stammldésung
auf 1 ml Aqua dest.
dNTP-Mix 1 mM 2°-Desoxy-adenosin-5’-triphospha0(fihM)
1 mM 2 -Desoxy-guanosin -5 -triphosphat (1,0 mM)

1 mM 2°-Desoxy-cytosin -5-triphosphat (1,0mM)
0,65 mM 2°-Desoxy-thymidin-5"-triphosphat (1,0mM)
Ethidiumbromid-Gebrauchslésung f0Stammlésung (10 mg/ml in Ampuwa)
100ml Aqua dest.
Fixierungslosung 0,18 g Magnesiumchlorid
39 ml 1xPBS
1 ml Formaldehyd (37%ig)
Formamid-Waschlésung 100 ml Formamid
100 ml 4x SSC
(pH eingestellt auf 7,0)
LB-Medium (lysogeny broth) 7,5 g/l NaCl
5 g/l Hefe-Extrakt
10,0 g/l Pepton oder Trypton
(pH eingestellt auf 7,0 mit NaOH-— autoklaviert)

Mastermix 20 % Dextransulfat in 2x SSC
(bei -20°C lagern)
Propidiumjodid-Stammlésung 1 mg/ml in Aqua dest.

bei 4°C lichtgeschutzt lagern

Propidiumjodid-DAPI 23ul Vectashield

(Gebrauchslosung je OT) L& DAPI (4°-6"Diamidino-2-phenylindol)
4 pl Propidiumiodid

RNase A-Stammlosung 10 mg/ml in Aqua dest., bei 4°C lagern

SSC, 20x% 3 M NaCl

(pH eingestellt auf 7,0) 0,3 M Natriumcitrat
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2.6 Art und Herkunft der BAC-Klone

Die hier verwendete Genbank bietet die Gesamtleeiktbne an, die (al€ontig) einen grol3en
Teil des humanen Genoms abdecken. Die Fragmentggcher DNA sind dabei in einem

Vektor, in diesem Fall in einem sdgacterial Artificial ChromosoméAC), enthalten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden BAC-Klone aus denliamk RP-11 Human Male BAC

verwendet.

Library Human BAC (RPCI-11)

Vektor pBACe3.6
Stamm Escherichia col(DH10B)
Resistenz Chloramphenicol

Die BAC-Klone wurden vom Ressourcenzentrum fur destsche Humangenomprojekt am
Max-Planck-Institut fir Molekulare Genetik in Berlbezogen (imaGenes, ehemals RZPD,

http://www.imagenes-bio.de).

2.7 Patientenmaterial

Um die Chromosomen der Probanden als Untersuchwatgsal zu gewinnen, wurde vendses
Vollblut (5-10 ml) abgenommen und heparinisierte Daraus gezichtete Lymphozytenkultur

eignet sich zur Chromosomenpréparation.

Nicht verwendetes Blut kann bei -20°C aufbewahnties.

2.8 Verwendete Software

Mit Hilfe von ISIS 3 einer digitalen FISH-Bildgebungssoftware (Metasgss, Heidelberg),
wurden die praparierten Metaphasechromosomen d#yaRden am Fluoreszenz-Mikroskop

analysiert.

Das ProgrammPED 5 (Plendl, 2007, http://www.medgen.de) wurde zurtéhsng der

Stammbaume anwendet.

Zur Erstellung der Ideogramme wurde die Softw@y®AS Online Analysis Sitéliller et al.,
2004; http://lwww.cydas.org/OnlineAnalysis/) verwend
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3 Methoden
Die Methoden wurden nach Sambroek al. (1989) durchgefiihrt, Abweichungen sind
entsprechend gekennzeichnet. Die Zusammensetzurwgengeter Losungen ist unter 2.5

beschrieben.
3.1 Praparation der BAC-Klone

Im Folgenden wird die Isolierung von BAC-DNA besielwen, die auf der alkalischen Lyse von
Birnboim und Doly (1979) beruht. Die Bakterien wendjeweils auf Agar-Nahrbdden mit

Chloramphenicol Uber Nacht bei 37°C angezlichtet.

3.1.1 Herstellung von BAC-DNA aus Bakterienkulturen

e 100 ml Chloramphenicol-haltiges (34/ml) LB-Medium wird unter sterilen Bedingungen
mit einer einzelnen Plattenkolonie beimpft.

e Diese Kultur wird bei 37°C fir 12 bis 20 h unteh8tteln inkubiert.

e Anschlie3end folgt die Zentrifugation der KultuO(® U/min; 10 Minuten bei 4°C).

e Nach AbgieRen des Uberstands wird das Pellet ih@zkiihlter P1-Losung resuspendiert.

e Mit 8 ml P2-Ldosung erfolgt die Lyse der Bakterighyrch Zusatz von 8 ml P3-Lésung
kommt es zur Neutralisation.

e Das Lysat wird Uber Filter und Anionenaustauschaeségegeben. Nach mehreren Wasch-
schritten wird die DNA eluiert, mit 3,5 ml Isoprapal ausgefallt und mit Ethanol
gewaschen.

e Das entstandene DNA-Pellet wird in 10 pul TE aufgem®mn und im Kihlschank

aufbewahrt.

Die DNA-Konzentration wurde durch Messung im Spalkthotometer ermittelt. Die Konzen-

tration der Nukleinsauren errechnet sich nach dambert-Beerschen Gesetz:

C=Eegxfxk

c= Konzentration der Nukleinsaurengig/ul
E= Extinktion in nm
f = Verdlinnungsfaktor

k = 47,5ug/ul fur doppelstrangige Nukleinsduren
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Ein Quotient aus den Extinktionen bei 260 und 280 (Rso/Ezg) kann zur Abschétzung der
Reinheit der Nukleinsduren herangezogen werden:Qeintient unter 1,6 spricht flr eine

Verunreinigung durch Proteine, ein Quotient Gb®érfdr eine Verunreinigung durch RNA.

3.1.2 Anlage einer Stammkonserve (Stock)

Die Haltbarkeit der Bakterienstimme, die vom IMAGENzur Verfiigung gestellt werden,
betragt etwa 6 Monate. Daher empfiehlt sich diea@aleiner Stammkonserve zur langfristigen
Aufbewahrung der Bakterienstamme. Durch Zugabe2@8higem Glycerin zur Ubernacht-
Kultur wird die Zerstdrung des Zytoplasmas durcistatlisation verhindert (1:1 Gemisch in

autoklaviertem Eppendorfgefal® zur Aufbewahrung2@iC).

3.2 Chromosomenpraparation(nach Hsu, 1952 und Hughes, 1952)

Die Probandenchromosomen werden auf Objekttragedeartf um sie fir die Methode der FISH
zuganglich zu machen. Aus dem vendsen Vollblutdhajsiert) wird eine Lymphozytenkultur
geziichtet. Der Mitose-Hemmstoff Colcemid arrettket Chromosomen in den Blutzellen durch
Storung des Spindelapparates in der Metaphases digaet sich zur Beurteilung der FISH-

Signale.

3.21 Vorbereitung des Probanden-Materials

Lymphozyten-Kulturansatz: 1 ml Vollblut
100ul Phytohdmagglutinin
10 ml MEM-Medium
e Dieser Ansatz wird steril in eine Flachboden-Kulasche pipettiert, gut gemischt und bei
37° C fur 72 Stunden inkubiert. 1-2-mal taglichwehken.
e Unterbrechen des Wachstums nach 72 h durch Zugab€elcemidldsung (200).
e Nach 90 Minuten Einwirkzeit bei 37°C den Ansatz a0fml-R6hrchen verteilen und bei
1000 rpm 10 Minuten zentrifugieren.
e Ldsungen herstellen:

- hypotone Lésung: 5,92 g/l Kaliumchlorid
4 g/l Natriumcitrat bei 4°C lagern
- Fixativ: 3 Vol. Methanol
1 Vol. Essigsaure
e Nach dem Zentrifugieren den Uberstand mit eineteRagipette abnehmen, dabei 0,5 cm

Ldsung oberhalb des Zell-Sediments stehen lasgedell verbleibenden Flissigkeit wird
das Sediment resuspendiert.

e 10 ml hypotone Lésung unter Schwenken tropfenwaigégen. Ansatz fir 20 Minuten bei
37° C inkubieren. Die hypotone Ldsung fuhrt zu ginesmotisch bedingten Anschwellen

der Lymphozyten und Zerbersten der Zellwande. [2ikk&rne werden hierbei frei.
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e Anschlief3end fur 10 Minuten bei 1000 rpm zentriéugh.

e Nach dem Zentrifugieren den Uberstand mit eineteagipette abnehmen, dabei 0,5 cm
Losung oberhalb des Pellets stehen lassen. Reslispan und tropfenweise eiskalte
Fixativiosung (insgesamt 10 ml) unter behutsamehw®&aken zufligen.

e Anschlief3end fur 10 Minuten bei 1000 rpm zentriéugh.

e Nach dem Zentrifugieren den Uberstand mit eineteRagipette abnehmen, dabei 0,5 cm
Ldsung oberhalb des Pellets stehen lassen. Reglispan und wiederum 10 ml eiskalte
Fixativibsung unter Schwenken zufiigen. Diesen Anddtr 15 Minuten bei -20°C
inkubieren.

e Wiederum fir 10 Minuten bei 1000 rpm zentrifugieren

e Nach dem Zentrifugieren den Uberstand mit eineteRagipette abnehmen, dabei 0,5 cm
Ldsung oberhalb des Pellets stehen lassen undoegslisren.

e Erneut 10 ml eiskalte Fixativiésung unter behutsanhéischen zufiigen und diesen Ansatz
fur 15 Minuten bei -20°C inkubieren.

e Anschlief3end fir 10 Minuten bei 1000 rpm zentribugh; nach dem Zentrifugieren den
Uberstand mit einer Pasteurpipette abnehmen, dabecm Losung oberhalb des Pellets
stehen lassen und 3 ml Fixativiosung hinzugebes.Rdlet resuspendieren.

e Feuchte, saubere und eiskalte OT aus mindestebscnmbHOhe mit 3-5 Tropfen der
Zellsuspension betropfen. Langsam trocknen lassen.

Die Objekttrager werden im Kihlschrank bei 4°C awibhrt. Die ideale Lagerungsdauer fir

die FISH wurde empirisch auf etwa 6 Monate erntitt&lirzer gelagerte OT wiesen mehr

unspezifische Bindungen auf, Uber 2 Jahre aufbawal@T fiihrten zu schlechteren

Hybridisierungsergebnissen.

3.3 Fluoreszenzin situ Hybridisierung (FISH) maodifiziert nach Caspersson et al.
(1970), Pinkel et al. (1986) und Lichter et alog§8)

Ein Durchbruch in der Chromosomendiagnostik gelanglen 1980er-Jahren mit Hilfe der
Fluoreszenzn-situ-Hybridisierung (FISH). Diese molekulargenetischeethbde identifiziert
bestimmte Chromosomen, kleinste Chromosomenabsehbis hin zu einzelnen Genen
spezifisch und fluoreszenzmikroskopisch mit hohefl@dsung.

Dadurch ist es moglich, das gesamte humane Genbrsuamikroskopische Veranderungen,
wie kleine Deletionen oder Duplikationen, zu untiersen, um beispielsweise die Ursachen von
bisher nicht klassifizierbaren Dysmorphiesyndroraafzuklaren.

Das Prinzip der FISH-Methode besteht darin, Somdigrbekannten Sequenzen, die spezifisch
fur einen bestimmten Chromosomenabschnitt oder @stimmtes Gen sind, mit den

Metaphasechromosomen einer zu prifenden Probe budisjeren, wo sie lediglich an
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komplementéren Basen binden kdnnen, quassifu’ liegend nachgewiesen und gleichzeitig
lokalisiert werden kdnnen.

Werden diese Sonden mit Biotin markiert, welchescldan Fluoreszenzfarbstoff gekoppeltes
Streptavidin detektiert wird (die Signalstarke kadaorch weitere Reaktionen intensiviert
werden), kdnnen die entsprechenden Loci unter efileoreszenz-Mikroskop sichtbar gemacht

werden.

331 Vorbehandlung der Probanden-Objekttrager

Die Vorbehandlung verringert die Reste des Nykesmas im Praparat (Nenebal., 1994).
Ziel dieser Vorarbeit ist eine verbesserte Sigastst da unspezifische Bindungen an RNA

oder Zytoplasma die Aussagekraft eines Signalskiasken.

e OT in 60 ml 0,01N HCI mit 4@l Pepsin bei 37°C im Wasserbad 15 min inkubieren.

e Je 5 minin 2xPBS, Fixierungslosung und wieder 2XPBi RT fixieren.

e Danach in einer aufsteigenden Ethanol-Reihe (700856,890%, 99%, 99%) je 1 min
dehydrieren. Trocknen lassen.

e OT in 40 ml Formamid-Denaturierungslésung bei 70AC Wasserbad 2 min 45 sec
inkubieren.

e Danach in einer eiskalten aufsteigenden Ethandtdr€i0%, 80%, 90%, 99%, 99%) je 1
min dehydrieren. Danach trocknen lassen.

Das Formamid senkt den Schmelzpunkt der DNA, ss dgéese nicht auf ihre Schmelzpunkt-

temperatur von ublicherweise 95°C erhitzt werderssndie doppelstrangige DNA trennt sich

dennoch; so wird eine bessere Hybridisierung geleishet.

3.3.2 Vorbereitung der Sonden

Neben dem Einbau von Biotin zur spateren Detektioter dem Fluoreszenz-Mikroskop dient
diese Vorarbeit dazu, die DNA in etwa 200-500 bp&urragmente zu schneiden, welche bei

der Hybridisierung an die Chromosomen binden kénnen

Biotin-Markierung der DNA-Sonden mittels Nicktranslation (modifiziert nach
Rigby et al., 1977)

DNase | verursacht freie Einzelstrangbriiche arstitath verteilten Stellen der DNA (Kellgt
al., 1970), welche durch die Polymerase | wieder ,rigptirwerden. Dies geschieht durch die
3’-5’-Exonuklease-Aktivitat der Polymerase |, wedchlie Nukleotide vom 5'-Ende aus in
Richtung 3'-Ende ausschneidet, ersetzt und am de-EKorrekt verkettet. Bei diesem Schritt
wird das Nukleotid Biotin-16-dUTP in die DNA-Son@éingebaut. Der Bruch wird also nicht
verschlossen, sondern verschoben (daher der Nexktranslation.

Als Template DNA dient das in 3.1.1 gewonnene DNgNd?. Als Reaktionsansatz wird in ein
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Eppendorf-Tube pipettiert:

Template DNA ca. 500 ng
10 x Nick Translationspuffer 4,0
dNTP-Mix (1mM) 6,0ul
Biotin-16-dUTP (1mM) 1,2
DNA-Polymerase | (5Uf) 0,5ul
DNase I-Gebrauchslésung i

ad 40,@l mit Ampuwa
Diesen Ansatz gut gemischt im Kryostat (14°C) fiurS2unden inkubieren. Fir einen

anschlielenden Dot-Blot zur Kontrolle des Biotimiaus gl des Nicktranslation-Ansatzes

abnehmen, die Reaktion der restlicheruB8urch Aufbewahrung bei -20°C stoppen.

e Die nach der Inkubation entnommeneml2Ansatz mit dHO in einer Verdinnungsreihe
(unverdiinnt, 1:10, 1:100, 1:1000) ansetzen, jje davon auf einen Nitrozellulosefilter
auftragen (,blotten”) und durch UV-Strahlung (Crageer) fixieren.

e Filter 5 min bei RT in Dot-Blot-Puffer I (9:1 mit IBckinglésung) auf dem Schuttler
inkubieren.

e Filter fir 15 min bei RT in Dot-Blot-Puffer Il (DeBlot-Puffer | und Blockingldsung 9:1
gemischt mit 10000:1 Streptavidin-alkaline-Phospba} auf dem Schttler inkubieren.

e Filter 2 x 5 min in Dot-Blot-Puffer | auf dem Schiét waschen.

e Filter 3 min in Dot-Blot-Puffer Il unter Schitteinkubieren.

e Filter in BCIP/NBT-L6sung lichtgeschitzt fur 1 Hirbieren.

e Filter mit 2 x SSC spulen und dann trocknen lassen.

Wurde das Biotin erfolgreich in die DNA-Sonde eibgat, kann das Streptavidin daran binden;

die Streptavidin-alkaline-Phosphatase setzt duitabsphorylierung die BCIP/NBT-L6sung in

einen braunen Niederschlag um. Ist zumindest beildE00-Verdiinnung noch eine Farb-

reaktion zu sehen, kann die Nicktranslation erfaldr fir eine FISH eingesetzt werden.

Preannealing der Sonde

Zur Suppression unspezifischer Hybridisierungen dwidie Sonde mit so genannter
Kompetitions-DNA gemischt, welche vor der Hybridiging (FISH) deren repetitive
Sequenzen absattigt. Spater konnen ausschliefdtbh abgeséttigte Zielsequenzen der Sonde
an die komplementédren Basen der Chromosomen birstenerden die Hintergrundsignale
minimiert. Fur die Abséttigung unspezifischer Smmgen der Sonde wird Lachssperm-DNA
verwendet; fur die hochrepetitiven Sequenzen wiod-C-DNA in Fragmentlangen zwischen
250-500 bp zugegeben.

e Die restlichen 38 pl Hybridisierungs-Ansatz weraheih 8 ul Lachssperm-DNA und 13l
CoT-1-DNA gemischt.
e Danach werden 0,1 Vol 3 M NaAC (pH 5,7) und 2,5 ¥80% Ethanol hinzu pipettiert.
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e Bei-20°C fallt die DNA aus.

e Pro Objekttrager werden 250-300 ng der mit Biotiarkierten, ausgefallten und mit
Kompetitions-DNA versehenen Sonde 30 min bei 20@00 und 4°C zentrifugiert.

e Nach Abpipettieren des Uberstandes wird das Peliet70% Ethanol gewaschen und
erneut 10 Minuten zentrifugiert, dann Uberstandehiomen und das Pellet trocknen lassen.

e 5ul Formamid (100 %ig) zufigen, mischen und bei 3#fC30 Minuten inkubieren.

e 5 ul Mastermix zuftigen, mischen und bei 95°C fur 5 Mén denaturieren. Sofort auf Eis
abkuhlen und abzentrifugieren.

e Die denaturierte Sonde wird fur 15 Minuten bei 37f@kubiert. Jetzt sattigt die
hinzugefligte Kompetitions-DNA die unspezifischerd umochrepetitiven Sequenzen der

Sonde ab. Danach kurz abzentrifugieren.

3.3.3 Hybridisierung

e Die vorbehandelten OT werden in einer Kammer lieggangeordnet. Durch befeuchtete
Einweg-Tucher werden die OT vor dem Austrocknendietv

e 10 ul des Hybridisierungsansatzes auf den OT pipetiieMit einem 24x24 mm oder
40%x22 mm grol3en Deckglaschen blasenfrei abdeckamRand mit Fixogum versiegeln.

e Die OT mindestens 8 Stunden bei 37° in der feuckEammer hybridisieren lassen.

3.34 Waschschritte

Zur Entfernung fehlgepaarter und tiberschissiged&uamnteile werden im Anschluss an

die Hybridisierung Waschungen durchgefiihrt.  Umeeigleichmaliige Verteilung der

Waschlosungen zu erzielen, erfolgen die folgenddmi®e unter standigem Schutteln.

e Die Deckglaschen und das Fixogum mit der Pinzeiteden OT entfernen.

e OT 3x5 Minuten in einer Kivette mit Formamid-Wagishing bei 50°C waschen. Dabei
nach jeweils 5 min die Formamidldsung erneuern.

e OT 5x2 Minuten in 2xSSC bei 50°C waschen. Nach ijlevemin die Lésung erneuern.

e OT 3x5 Minuten in 0,1xSSC bei 66°C waschen. Naalejis 5 min die Lésung erneuern.

e OT 2x5 Minuten in 4xSSC/0,1% Tween bei 50°C spiNM#&ch jeweils 5 min die Ldsung

erneuern. Danach kurz abtropfen lassen.

3.35 Detektion der Biotin-markierten Sonden

Um ein Ausbleichen der Fluoreszenzfarbstoffe zumedden, sollten alle folgenden Schritte
unter Lichtausschluss geschehen, sowohl die Inlaimtals auch die Waschschritte. Im Licht
notwendige Arbeiten sind so schnell wie moglichathdiihren.

e Je OT 500ul Blocking-Losung auftragen, in der feuchten Kamrér Minuten bei RT

inkubieren lassen; bei diesen Schritt werden unipelze Bindungen abgesattigt.
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e Blocking-Losung kurz abtropfen lassen und je OT gDAvidin-Fluoresceinisothiocyanat
(FITC)-Gebrauchslosung auftragen. Mit 24x24 mm otl#x22 mm grol3en Deckglaschen
blasenfrei abdecken und in der feuchten KammeiLiat geschitzt 30 Minuten bei 37°C
inkubieren lassen.

e Deckglaschen entfernen und OT 4x5 Minuten in 4x83@) Tween bei 50°C waschen.

Dabei nach jeweils 5 Minuten die Lésung erneuern.

Die folgenden Schritte dienen der Verstarkung deofeészenzsignale:

e Je OT 500ul Blocking-Lésung auftragen, in feuchter Kammer Mnuten bei RT
inkubieren lassen.

e Blocking-Losung kurz abtropfen lassen und je OT ldiotinylierte Anti-Avidin D
(BAAD)-Gebrauchslésung auftragen. Mit Deckglasch#asenfrei abdecken und in der
feuchten Kammer vor Licht geschitzt 30 Minuten3&iC inkubieren lassen.

e Deckglaschen entfernen und OT 4x5 Minuten in 4x83@4 Tween bei 50°C waschen.

e Je OT 500ul Blocking-Losung auftragen, in der feuchten Kamrér Minuten bei RT
inkubieren lassen.

e Blocking-Losung kurz abtropfen lassen und je OT 10@vidin-FITC-Gebrauchslésung
auftragen. Mit Deckgldschen blasenfrei abdecken undder feuchten Kammer
lichtgeschiitzt 30 Minuten bei 37°C inkubieren lasse

e Deckglaschen entfernen und OT 4x5 Minuten in 4x83@$ Tween bei 50°C waschen.

e OT vor Licht geschutzt trocknen lassen.

Vor allem fiir kleinere Sonden kann ein weiterersé&kungsschritt notwendig werden.

Gegenfarbung der Chromosomen

Die Gegenfarbung dient der Visualisierung der Closomen. Es wird das Fluorochrom DAPI

(4°-6"Diamidino-2-phenylindol) verwendet. Diesestenkaliert in die DNA und erzeugt

aufgrund seiner hohen Affinitat zu AT-Sequenzen eei€hromosomenbéanderung, die

wechselseitig etwa der G-Banderung nach Trypsiraterohd Giemsa-Farbung entspricht. Auch

Propidiumjodid interkaliert in die DNA, hat jedodm Gegensatz zu DAPI einen anderen

Spektralbereich.

e Je OT 3Qul Propidiumjodid-4"-6"Diamidino-2-phenylindol-Geluehslésung auftragen

e Mit einem 24x24 mm oder 40x22 mm groBen Deckglaschiasenfrei abdecken,
Uberschissige Flussigkeiten unter Deckglas henafesidassen.

e Deckglas rundherum mit Nagellack verschliel3en.

Die Fluoreszenzsignale auf den OT sind vor Liclschéitzt bei 4 °C gelagert mehrere Wochen

sichtbar.
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Auswertung der Signale am Fluoreszenzmikroskop

Die OT werden mit einem Zeiss Axioplan2 Fluoresreikroskop ausgewertet. Zunachst
werden die Metaphasen in 100-facher VergrofRerunfgeaucht und in 1000-facher
VergrolBerung mit Immersionsdl betrachtet, hierbeerden die Vollzahligkeit der

Chromosomen und ihre Morphologie untersucht.

Die Fluorescein-, die 4°-6 Diamidino-2-phenylindalnd die Propidiumiodid-Signalfarbung
sowie Kombinationen aus diesen kdnnen mittels Wéedenen Filtersystemen sichtbar gemacht
werden. Vollstandige Metaphasen werden mit der ®&@iera fotografiert und mit der

Software ISIS 3 bearbeitet und digital gespeichert.
Abb. 2 zeigt, welche unterschiedlichen Signale ktetgt und interpretiert werden kdnnen:

Das humane Insert, welches sich im BAC-Vektor tbdtn wird durch die Nick-Translation
fragmentiert und mit einer Biotin-Markierung versehDie untersuchten Chromosomen zeigen

schematisch folgende Félle:

(a) Die dem BAC-Insert entsprechende Sequenz desnt@isoms ist vollstandig vorhanden.
Das bedeutet, dass Uber die gesamte Lange derr&duogveg Biotin-markierte Fragmente auf
dem Chromosom binden kénnen, welche unter dem &$zenzmikroskop detektiert werden

koénnen; das Signal ist in diesem Fall deutlich thigh

(b) Ist die komplemetare Sequenz im Chromosom dagsglweise deletiert, kdnnen sich nur
an den noch vorhandenen Basen Fragmente anlagerAu3dehnung der Biotin-markierten
Sequenz ist geringer als bei (a), daher ist desktetbare Signal zwar deutlich sichtbar, aber

quantitativ kleiner.

(c) Wenn die komplette dem BAC-Insert entspreche®elguenz des Chromosoms deletiert ist,
haben die Biotin-markierten Fragmente keine Modlatzur Bindung am Chromosom. Daher

kann kein Signal unter dem Fluoreszenzmikroskopldietrt werden.

Die Schlussfolgerung ist, dass bei Abwesenheit W®ignalen die zum BAC-Insert
komplementédre Sequenz am Chromosom deletiert éstybrhandensein von Signalen diese
Sequenz komplett oder teilweise vorhanden ist (jewerausgesetzt, dass die Bindung der
Biotin-markierten Fragmente an die DNA und ihre Marung mit Fluoreszenz optimal erfolgt
ist).
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BAC

humanes Insert, komplementar zu
markiertem Abschnitt am Chromosom

el |

! Nick Translationl DNase | I
Biotin- {:}

. % i

Metaphasen-

chromosomen (a) m
(nach Markierung) komplementare Sequenz komplett vorhanden

mit den jeweiligen
Signalen im © C o Flee
Fluoreszenz- komplementare Sequenz zum Teil deletiert

mikroskop (©) del

komplementare Sequenz komplett deletiert

Abb. 2: Die in den BAC inserierte humane Sequérdebspezifisch an die Chromosomen.
(a) Signal vollstandig ausgepragt, da kein Sequerzst am Probandenchromosom.

(b) Teile des Probandenchromosoms sind deletialtedSignal vermindert (i.e.S. kleiner)
detektierbar.

(c) Komplette Sequenz auf Probandenchromosom ele)dtein Fragment kann binden, daher
kein Signal detektierbar.

Abb. schematisch, GrélRenverhéltnisse nicht berdloligi

Probandenchromsomen
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4 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurden UntersuchungemCharakterisierung der Bruchpunktregionen
aberranter Bereiche am Chromosom 15 zu den unferudd 4.2 beschriebenen Probanden
durchgefuhrt. Die zu Beginn der Arbeit vorliegendgafunde der zytogenetischen Untersuchung
mittels G-Banding (Shaffer, 1997), welche im Rahnden Abklarung der Dysmorphiesyndrome

angefertigt wurden, erlaubten eine erste Oriemtigrinsichtlich der Loci. Da diese Methode nur
gering auflést (etwa 2-5 Mb), standen im Mittelpudker im Folgenden dargestellten Ergebnisse
die molekulargenetischen Analysen zur Eingrenzureg geweiligen Bruchpunkte mittels

Fluoreszenzn situ Hybridisierung (FISH).

4.1 Kasuistik I: Die Probandin 1

Bei der Probandin 1, die zur Abklarung ihres urdéttabysmorphiesyndroms in der genetischen
Beratungsstelle des Instituts fir Humangenetik Mwetizinische Biologie der Martin-Luther-
Universitat Halle-Wittenberg vorgestellt wurde, wareine Deletion von Chromosom 15 im

Bereich der Banden q11-q13 festgestellt.

Die Vorstellung der Probandin erfolgte im Rahmamesihumangenetischen Konsils bereits in der
Perinatalperiode wegen muskul&rer Hypotonie.

Die Probandin ist das erste Kind klinisch unauig@it, nicht verwandter Eltern. Wahrend der
Schwangerschaft bestand Nikotinabusus. Die Probandirde in der 38.+1. Schwanger-
schaftswoche aus Beckenendlage entbunden. Dast€gwicht mit 2100 g (< 3. Perzentile), die
Korpergrofie bei 45 cm und der Kopfumfang bei 33amen unter der 25. Perzentile.

Bei einer ersten humangenetischen Betrachtung agiteawlLebenstag fielen morphologisch ein
kleiner Gesichtsschéadel, schmales Lippenrot mistuehenem Philtrum, Retrognathie und tief
ansetzende Ohren mit Ohrmuscheldysplasie, tiefemhaaransatz, mandelférmige Augen, kurze
Zehen und Finger sowie eine Antepositio ani aufwbede eine muskulare Hypotonie festgestellt,
Saug- und Schluckreflexe waren vermindert, infolggseén fiel eine Trinkschwache auf. Weiterhin
bestand ein persistierender Ductus arteriosus IBORDA). Wegen eines Mekoniumileus und
einessmall left coloRSyndroms wurde postnatal ein lleostoma angelegt.
Entwicklungsdiagnostische Tests zeigten eine Rietandg der Motorik und des Sprach- und
Sozialalters. Im Alter von etwa drei Jahren kambe$ der Probandin zu einer gesteigerten

Nahrungsaufnahme, das Koérpergewicht liegt seitdeen der 97. Perzentile.
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In Alter von funf Jahren war die Sprachentwicklurg auf weiteres stark retardiert (5 Worte).

In der zytogenetischen Routineuntersuchung fieldeeiProbandin eine interstitielle Deletion der
Banden ql11.2-q13 an einem Chromosom 15 auf, dieersithung der Eltern erbrachte ein
unauffalliges Ergebnis. Da die Region deletiert waelche typischerweise beim Prader-Willi
Syndrom (PWS) betroffen ist, wurde der Verdacht aif atypisches Prader-Willi Syndrom
geaulert.

Abb. 3 zeigt den Stammbaum der Familie, die mitlRfekennzeichneten Personen standen fur

eine zyto- und molekulargenetische Analyse zur Mgrhg.

N

A
[ f
YAl Pl 3 46, XY
‘ Q 46, XX
I
el 1 ‘ 46, XX, del(15q11.2-15q13.3)

Abb. 3: Stammbaum der Probandin 1 (lll, 1)

Das Stammbaumschema zeigt in drei Generationen Pemsonen, deren Phanotyp bekannt ist.

Von den mit Pfeilen markierten Personen stand Wdlthur Analyse zur Verfigung.

4.1.1 Deletion bei der Probandin 1

Als Ergebnis der zytogenetischen Untersuchungendevdrei der Probandin 1 eirde novo
entstandene interstitielle Deletion der Banden 21413 an einem Chromosom 15 festgestellt. Auf
Abb. 4 sind die gebanderten Chromosomen 15 undrdsprechenden Ideogramme dargestellt. Im
Ideogramm ist hervorgehoben, welcher Abschnitt deauffalligen Chromosoms 15 beim

derivativen Chromosom 15 betroffen ist.
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Abb. 4:G-Banding im 550-Bandenstadium und Ideogramm deo@osomen 15 bei der
Probandin 1. Das deletierte Chromosom befindet gualeils rechtsZytogenetisch wird der
Chromosomensatz der Probandin 4&XX, del(15)(q11.2g13) de nowamgeben.

Da die zytogenetische Untersuchung bei Aberratiolseiiglich bis auf die Ebene einzelner
Banden mdgliche Bruchpunkte identifizieren kannsoipah die weitere Eingrenzung der
vorliegenden Bruchpunkte mittels FISH. Dafur wur@ersschlie3lich BAC-Klone verwendet, da
sich diese aufgrund einer mittleren InsertgrofRe ¥606 — 180 kb fur eine Hybridisierung an
Metaphasechromosomen sehr gut eignen.

Die Auswahl der BAC-Klone erfolgte durch eimesilico Analyseder deletierten Region. Daflr
wurde die Online-Datenbank déniversity of California, Santa Cru¢UCSC, http://genome.ucsc.edu)
verwendet, die den Service einégnome Browseranbietet, mit dessen Hilfe es mdglich ist,
Sequenzdaten des humanen Genoms sowie standiglisi&ttea Versionen zytogenetischer,
genetischer und physikalischer Karten einzuseherdigsemGenome Browsesind die BACs
anhand ihrer Anfangs- und Endsequenzen lokaligigdftgraphisch al€ontig sich Uberlappender
Klone dargestellt. Die Start- und Endsequenzeneheri sich dabei auf das Telomer des p-Armes
als Nullpunkt, die Entfernung hiervon wird in Bapaaren (bp) angegeben.

Ausgehend von der zytogenetischen Analyse werdesthiedene BACs ausgewdhlt, welche den

mutmalfilichen Bruchpunkt von distal und proximabeémzen.
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4.1.2 Analyse des proximalen Bruchpunktes der Deletion

Zur genaueren Charakterisierung des in der Bandd 118 festgelegten Bruchpunktes standen

insgesamt 8 BAC-Klone zur Verfigung (siehe Tab. 1).

Tab. 1: BAC-Klone, die zur Charakterisierung degproximalen Bruchpunktes verwendet wurden

RZPD — Name Name Start Ende Lokalisation

RPCIB 753P06135Q8 RP11-135P6 18419710 18576834 15q11.2
RPCIB 753P14701Q8 RP11-701P14 20817423 21003113 15q11.2
RPCIB 753L05795Q RP11-795L5 21117261 21206778 15911.2
RPCIB 753L03483Q RP11-483L3 21192515 21382845 15q11.2
RZPDB 737B072027D RP11-73C9 21309498 21438847 15q11.2
RPCIB 753G171061Q RP11-1061G17 21378851 21558886 15q11.2
RPCIB 753119243Q RP11-243119 21865247 22180113 15q11.2
RPCIB 753C221071Q RP11-1071C22 22601976 22822028 15911.2

Die in Tabelle 1 aufgefiihrten BAC-Klone wurden e@néshend 3.1.1 vorbereitet und auf
Metaphasenchromosomen der Probandin hybridisieathNden Gegenfarbungen der Praparate
wurden die Fluoreszenzsignale am Mikroskop mitéHiler ISIS 3 Computersoftware ausgewertet.
Dazu wurden jeweils 50 Metaphasen sowohl auf dikst&mdigkeit des Chromosomensatzes als
auch auf die korrekte Lage der Signale hin untdmsuZeigten sich bei der Analyse der
Metaphasen auf beiden Chromosomen 15 spezifisgmalgj so wurden die jeweiligen Regionen
bzw. die dort hybridisierenden BAC-Klone als ,niaktletiert” beurteilt. Wenn nur auf einem
Chromosom Signale erschienen, wurde diese Regian @iz entsprechenden BAC-Klone als
.deletiert" gewertet, sofern dies in allen analysa Metaphasen der Fall war. Die
Unterscheidung der beiden Chromosomen 15 von amdaksozentrischen Chromosomen der
Gruppe D gelang mithilfe des charakteristischen DB&ndenmusters sowie bei den deletierten

Chromosomen durch ihre veranderte Grof3e.

Im Folgenden sind Beispiele der Hybridisierungeh @éen Chromosomen der Probandin 1 zur

Analyse des proximalen Bruchpunktes ihrer Deletlargestellt.

Abb. 5 zeigt Hybridisierungen mit den BAC-Klonen RP135P6, RP11-701P14, RP11-795L5
und RP11-483L3. Es sind spezifische Signale aufeilewbeiden Chromosomen 15 knapp
unterhalb des Zentromers zu erkennen, sowohl awmh dinauffalligen als auch auf dem

veranderten. Damit sind die Zielsequenzen dieseCBAone als ,nicht deletiert* zu werten.
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Abb. 5: FISH mit den BAC-Klonen (a) RP11-135P6, (b) RPQ1P14, (c) RP11-795L5 und (d)
RP11-483L3 an Metaphasen der Probandin. Die Pfddeiten auf die Chromosomen 15 mit

detektierbaren Fluoreszenz-Signalen.

Im Gegensatz dazu sind in Abb. 6 bei Hybridisieeamgit den BAC-Klonen RP11-73C9, RP11-
1061G17, RP11-243119nd RP11-1071C22 Signale nur auf dem unauffalligeromosom 15 zu

erkennen. Bei keinem dieser BAC-Klone wurden Sigralf dem deletierten Chromosom 15
detektiert. Somit gelten die den Zielsequenzen edieBAC-Klone entsprechenden

Chromosomenabschnitte als ,deletiert".
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Abb. 6: FISH mit den BAC-Klonen (a) RP11-73C9, (b) RP111T8F7, (c) RP11-243119 und (d)
RP11-1071C22 an Metaphasen der Probandin. Die @figluten auf die Chromosomen 15, wobei

jeweils nur auf dem unauffalligen Chromosom 15 Fdsmenz-Signale erscheinen.

4.1.3 Identifizierung und Darstellung der proximalen Bruchpunktregion

Die Ergebnisse der FISH-Analyse fur die Charakiemisg des proximalen Bruchpunktes sind in

Tab. 2 sowie in der Abb. 7 zusammengefasst.

Von den insgesamt fir die Bruchpunktanalyse eirigesse 8 BAC-Klonen stellten sich 4 als
»hicht deletiert” mit Signalen auf beiden Chromosoni5 dar. Bei den restlichen 4 BAC-Klonen
wurde hingegen nur auf einem Chromosom 15 ein Bpelzeés Signal detektiert. Diese BAC-
Klone gelten daher als ,deletiert*. Der proximaleuhpunkt wird somit auf den Bereich
eingegrenzt, in dem die beiden Klone RP11-483L3RRA1-73C19 liegen.
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Tab. 2: Zusammenfassung der Ergebnisse der FISH-Atyse bei der Probandin 1 zur
Charakterisierung der proximalen Bruchpunkt-Region

Name Lokalisation FISH-Ergebnis bei der Probandin 1
RP11-135P6 15911.2 nicht deletiert

RP11-701P14 15g11.2 nicht deletiert

RP11-795L5 15911.2 nicht deletiert

RP11-483L3 15g11.2 nicht deletiert

RP11-73C9 15g11.2 deletiert

RP11-1061G17 15g11.2 deletiert

RP11-243119 15911.2 deletiert

RP11-1071C22 15911.2 deletiert

Diese beiden in Bande 15ql1l1.2 Iliegenden Klone decl@nen 246 kb grof3en

Chromosomenabschnitt ab und Uberlappen in einetbéFeich von 73 kb (vgl. Abb. 7).

Da bei einer FISH-Analyse davon auszugehen ist aiglich Sonden einer Grof3e von 240

kb ein nachweisbares Fluoreszenzsignal ergebem, der Bruchpunkt im zentromernahen,
proximalen Teil der durch den BAC-Klon RP11-483L8prasentierten Chromosomenregion
liegen, da die verbleibende Teilsequenz von maxial kb ein sichtbardsluoreszenzsignal auf

beiden Chromosomen ergibt.

Nahme man einen weiter distal liegenden Bruchpanktwirde der BAC-Klon RP11-73C9 auf
einem dann verbleibenden Teilabschnitt mit einergedvon weniger ca. 10 kb hybridisieren, denn

er bewirkt in der FISH kein sichtbarEkioreszenzsignal.

In der zytogenetischen Untersuchung war der praerBauchpunkt des deletierten Bereichs der

Probandin 1 ebenfalls in Bande 15q11.2 eingeondneden.

Abb. 7 zeigt die verwendeten BAC-Klone mit den {dggpenden Bereichen und der
Bruchpunktregion. Im oberen Teil sind samtlicheeusiichte BAC-Klone angegeben, der untere

Teil zeigt nur die fur die Analyse der proximaleruBhpunkt-Region relevanten BAC-Klone.
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Abb. 7: Schematische Darstellung der zur Bruchpunktanalyes proximalen Bruchpunktes

ausgewahlten BAC-Klone. Die proximale Bruchpunktregnit den eingrenzenden BAC-Klonen
RP11-483L3, -73C9 und -1061G17 ist dabei als Austicgezeigt. Deletierte BAC-Klone sind

rot, nicht deletierte Klone sind griin dargesteliter Teilbereich von 73 kb, in dem die

angrenzenden BAC-Klone Uberlappen, ist blau gef@® Entfernung zum Telomer des p-Armes
als Nullpunkt ist zur Orientierung in Basenpaarép) angegebenen. Der Bruchpunkt wird in der
violetten Bruchpunktregion (BP) lokalisiert.

414 Analyse des distalen Bruchpunktes der Deleti

Durch die zytogenetischen Voruntersuchungen warddgale Bruchpunkt schon auf die Bande
15913 festgelegt worden. Um den distalen Bruchpuogékier zu charakterisieren, wurden 8 BACs
ausgewahlt (vgl. Tab. 3). Die Auswahl geschah anpailoden Kriterien in 4.1.
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Tab. 3: BAC-Klone, die zur Charakterisierung des dstalen Bruchpunktes verwendet wurden

RZPD — Name Name Start Ende Lokalisation
RPCIB 753H22958Q8 RP11-958H22 28744860 28947109 15g13.2
RZPDB 737B102117D RP11-413D22 30407460 30575370 15913.3
RPCIB 753M05242Q RP11-242M5 30488306 30658880 15913.3
RPCIB 753B06420Q RP11-420B6 30654133 30830813 15913.3
RPCIB 753E131008Q RP11-1008E13 30774167 30966453 15913.3
RZPDB 737A092027D RP11-74D7 31856427 32019252 15q14

RPCIB 753N12806Q2 RP11-806N12 32466174 32687997 15q14

RZPDB 737A042016D RP11-37C7 37765617 37934861 15gq14/15915.1

Die in Tabelle 3 aufgefuhrten BAC-Klone wurden @néshend 3.1.1 vorbereitet und auf
Metaphasenchromosomen der Probandin hybridisiatscilieRend wurden sie - wie in 4.1.2

beschrieben - analysiert.

Im Folgenden sind Beispiele der Ergebnisse der idigierungen auf den Chromosomen der

Probandin 1 zur Analyse des distalen Bruchpunktes Deletion dargestellt.

Abb. 8 zeigt in Hybridisierungen mit den BAC-Klon&P11-958H22 und RP11-413D22 Signale
nur auf dem unauffalligen Chromosom, die FluorezZeignale liegen jeweils im proximalen
Abschnitt des g-Arms von Chromosom 15. Bei keineieset BAC-Klone wurden dagegen

Signale auf dem deletierten Chromosom 15 detektisdmit gelten diese BAC-Klone als

,deletiert”.

Abb. 8: FISH mit den BAC-Klonen (a) RP11-958H22 und (BLR413D22an Metaphasen der
Probandin. Die Pfeile deuten auf die Chromosomenwdbei lediglich auf dem unauffalligen
Chromosom 15 Fluoreszenz-Signale erscheinen.
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Mittels des BAC-Klons RP11-242M5 wurden spezifiscl@ggnale auf jeweils beiden

Chromosomen 15, sowohl auf dem unauffélligen alshaauf dem veréanderten Chromosom,
detektiert (vgl. Abb. 9). Damit ist dieser BAC-Klats ,nicht deletiert” einzustufen. Allerdings ist

auf samtlichen ausgewerteten Metaphasen zu erkemtems das Signal auf dem deletierten
Chromosom 15 mit einer geringeren Intensitdt eeschals auf dem anderen. Daraus ist —
allerdings nicht quantitativ — abzuleiten, dass eur Teil der Sequenz des BAC-Klons RP11-
242M5 am deletierten Chromosom bindet (vgl. Abl.2der BAC ist Bruchpunkt Gberspannend.

Abb. 9: FISH mit dem BAC-Klon RP11-242M5 auf eintataphase der Probandin. Die Pfeile
deuten auf die beiden Chromosomen 15. Das oberbelegene Signal auf Chromosom 15

erscheint im Vergleich zu dem unterhalb gelegeargeringerer Intensitat.

Abb. 10 dagegen zeigt, dass bei den Hybridisienumgié den BAC-Klonen RP11-420B6, RP11-
1008E13, RP11-74D7, RP11-806N12 und RP11-37C7 figmm Signale auf jeweils beiden
Chromosomen 15 zu erkennen sind, sowohl auf derafiditilgen als auch auf dem deletierten.

Damit sind diese BAC-Klone als ,nicht deletiert” werten.
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Abb. 10: FISH mit den BAC-Klonen (a) RP11-420B6), (b) RRQO8E13, (c) RP11-74D7, (d)
RP11-806N12 und (e) RP11-37C auf einer Metaphasd’tbbandin. Die Pfeile deuten auf die
beiden Chromosomen 15 mit spezifischen Signalejewefls beiden Chromosomen



Ergebnisse 33

4.1.5 Identifizierung und Darstellung der distalenBruchpunktregion

Die Ergebnisse der FISH-Analyse fir die Charakiemismg des distalen Bruchpunktes sind in

Tab. 2 sowie in der Abb. 11 zusammengefasst.

Von den insgesamt fUr die Bruchpunktanalyse aushikevii 8 BAC-Klonen wurden zwei als
.deletiert* mit spezifischen Signalen nur auf ein€@hromosom 15 und finf BAC-Klone als
»hicht deletiert* mit Signalen auf beiden Chromosomnil5 gewertet. Ein BAC-Klon erwies sich
als den Bruchpunkt Uberspannend. Der distale Buudktpwird somit auf den Bereich einge-
grenzt, in dem der Klon RP11-242M5 liegt. Er hateeiGesamtlange von etwa 170 kb (vgl.
Abb.7). Tab. 4 fasst die Ergebnisse der FISH-Areaipg den verwendeten BACs zusammen.

Tab. 4: Zusammenfassung der Ergebnisse der FISH-Ahgse bei der Probandin zur
Charakterisierung der distalen Bruchpunkt-Region

Name Lokalisation FISH-Ergebnis bei der Probandin
RP11-958H22 15g13.2 deletiert

RP11-413D22 15913.3 deletiert

RP11-242M5 15913.3 Bruchpunkt Uberspannend
RP11-420B6 15913.3 nicht deletiert

RP11-1008E13 15g13.3 nicht deletiert

RP11-74D7 15q14 nicht deletiert

RP11-806N12 15q14 nicht deletiert

RP11-37C7 15914 - 15g15.1 nicht deletiert

Da bei einer FISH-Analyse unter den in dieser Argegebenen Bedingungen lediglich Sonden

einer GréRe von c&10 kb ein gut sichtbares Fluoreszenzsignal zeiggrdavon auszugehen,

dass der Bruchpunkt mindestens soweit im zentrarmezh, distalen Teil des BAC-Klons RP11-
413D22 liegt, so dass eine ggf. verbleibende Tgileaz mit einer Lange von weniger als ca. 10
kb kein sichtbares Fluoreszenzsignal mehr erzeMgin Klon RP11-242M5 muss die

verbleibende Teilsequenz von maximal 100 kb auf defetierten Chromosom auf einer Lange

von ca. 210 kb hybridisieren, da sie ein gut sichtbares spenzsignal ergibt. Das

Fluoreszenzsignal auf dem deletierten Chromosoistviedoch im Vergleich zum vollstandig

erhaltenen Signal auf dem unauffalligen Chromoséreithe geringere Intensitat auf.

In der zytogenetischen Untersuchung war der praeimBruchpunkt in Bande 15q13/q14

eingeordnet worden, lokalisiert wurde er durchFl®@H-Methode nun in Bande 15q13.3.

Analog zur Abb. 7 zeigt Abb. 11 nur eine Auswahir derwendeten BAC-Klone mit den

Uberlappenden Bereichen und der Bruchpunktregion.
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Abb. 11: Schematische Darstellung ausgewdahiter BAC-KlaneBereich des distalen Bruch-
punktes. Die BAC-Klone RP11-74D7, -806N12 und -33i6d@ der Ubersichtlichkeit wegen nicht
dargestellt. ,Deletierte“ BAC-Klone sind rot, ,nidhdeletierte” Klone sind griin, der Bruchpunkt
uberspannende Klon violett markiert. Die Entfernaugn Telomer des p-Armes als Nullpunkt ist
zur Orientierung in Basenpaaren (bp) angegebeneer Bruchpunkt wird in der violetten
Bruchpunktregion (BP) lokalisiert.

Die Gesamtgrt3e der durch die Bruchpunktregiongreloeten Deletion betragt etwa 9,3 Mb.
4.1.6 Mikrosatellitenanalyse der deletierten Region

Da der deletierte Chromosomenabschnitt bei derddib 1 die Prader-Willi-/Angelman-Region
mit einschlieRt, wurde zur weiteren Abklarung eMikrosatellitenanalyse durchgefihrt, welche
aufdeckt, ob die Deletion das vaterliche oder déagearliche Allel betrifft.

Diese Unterscheidung ist von Interesse, da in digegion ein so genanntes Imprinting (Pragung)
der Chromosomen stattfindet. Ist die paternale &egleletiert, kommt es zum Prader-Willi
Syndrom; ist die maternale Region von der Deletomtroffen, ist dies mit der Angelman-
Erkrankung assoziiert (Repetto, 2001; HorsthemleeWiagstaff, 2008).

Untersucht wurden die Probandin und beide Eltefnbastimmte innerhalb und aul3erhalb des
typischen Deletionsbereichs vorkommende Marker (biktelliten oder STRsslort tandem
repeat3. Diese sind normalerweise im Organismus doppelthanden, da sie durch beide
Elternteile vererbt werden (Biallelie). Bei Verlustr Biallelie beispielsweise durch Deletion wird
mittels Mikrosatellitenanalyse abgeleitet, ob datemale oder maternale Allel vorhanden ist.

In Tabelle 5 ist eine Auswahl von typischerweise &ie Diagnostik von Prader-Willi und
Angelman Syndrom empfohlenen Markern (Berufsverbisiediizinische Genetik e.V., Deutsche
Gesellschaft fur Humangenetik, 2001) aufgefihrtgdgeben ist jeweils deren Bezeichnung, der
Locus auf Chromosom 15, die Verteilung der Alleé ¢ber Probandin 1 und deren Eltern und das

daraus resultierende Ergebnis der Mikrosatellitalyae: ein biallelisches Vorhandensein weist
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auf eine Vererbung durch beide Elternteile hin.sk&it hingegen ein Marker nur monoallelisch
beim Probanden, wurde dieser nur von einem Eltiératedas Kind weitergegeben. Kann nicht
differenziert werden, ob ein Locus maternalen qad¢ernalen Ursprungs ist, wird das Ergebnis als
Lnicht informativ* gewertet.

Die STS-Marker D15S156, D15S1048, D15S976, D15S1085S1007 und D15S971 dienen
dazu, den Bereich der Deletion einzugrenzen. D1Z&igt spezifisch das Zentromer von

Chromosom 15 an. Tabelle 5 zeigt das Ergebnis deoshtellitenanalyse bei der Probandin 1.

Tab. 5: Genotypisierung mit spezifischen Mikrosatditen fiir Chromosom 15 bei der Probandin 1

Mikrosatel- ~ Bande Start- und Proban- Mutter  Vater  Ergebnis
litenmarker Endsequenz din1l
D1571 15p11.2 Zentromer biallelisch
D15S156 15g12-13.1 chrl5: 25580600- B B AB nicht
2558093 informativ
D15S1048 15g13.1-  chrl5: 27656620-  C BC AB  paternale
13.2 27656982 Deletion
D15S976  15q13.3  chrl5:29339627- B AB A paternale
29339903 Deletion
D15S1031 15g13.3 chrl5: 29875416- A A A nicht
2987583 informativ
D15S1007 15ql14 chrls: 31524979  BC AB CD  pat. + mat.
31525315 Allel
D15S971 15914 chrls: 33171120-  BC C AB pat. + mat.
33171439 Allel

Genotypen nach laborinterner Klassifizierung 20Bgcherche der Position 11/2009

Im konkreten Fall wurde eine Hemizygotie der MarkRdi5S51048 und D15S976 diagnostiziert, sie

deckten eine Deletion des véaterlichen Allels aud. lizi der Probandin zumindest weiter distal

gelegene Loci eine paternale Deletion belegen, davbn ausgegangen, dass samtliche Loci, bei
denen durch Mikrosatellitenanalyse oder FISH eimoadlelischer Zustand diagnostiziert wurde,

von einer Deletion des vaterlichen Allels betroffamd.

Abb. 12 zeigt, dass sowohl die fur Prader-Willi 8sam kritische Region in Bande 15g11.2 als

auch weiter distal gelegene Banden in den deletiddereich mit eingeschlossen waren.
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Abb. 12: Blau markiert ist der molekularzytogenetisch undrcth Mikrosatelliten-Analyse
eingegrenzte Bereich der Deletion am Chromosonbébder Probandin 1. Die fir das Prader-
Willi Syndrom kritische Region ist schraffiert gekeeichnet.
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4.2 Kasuistik II: Der Proband 2

Beim Probanden 2, der zur Abklarung eines unkl@gamorphiesyndroms in der genetischen
Beratungsstelle des Instituts fir Humangenetik debizinische Biologie der Martin-Luther-
Universitat Halle-Wittenberg vorgestellt wurde, wear eine strukturelle Verédnderung im
Chromosom 18 festgestellt, welche durch eine liseder Banden q14-g15 des Chromosoms 15

hervorgerufen wurde.

Der Proband ist das erste Kind klinisch unauffallignicht verwandter Eltern. Wahrend der
Schwangerschaft bestand Nikotinabusus sowie beirgitsuterin eine Wachstumsverzdgerung
(IUGR), bei der Spontan-Geburt wog der Proband 0267(< 15. Perzentile) bei 48 cm
KorpergrolRe (25.-50. Perzentile). Die humangenagisErstvorstellung erfolgte im Alter von
knapp 8 Jahren, die Krankengeschichte bis dahin assté einen perimembrandsen
Ventrikelseptumdefekt sowie einen Maldescensusstest

An facialen Dysmorphien fielen auf: Mikrozephalieinseitiger Hypervisus und Hornhaut-
Astigmatismus, ein hoher Nasenrucken, ein betonhgda Kinn, struppige Haare,
Zahnfehlstellungsanomalien und ein Buiffelnacken;yrz&u Finger, am 4. und 5. Finger
Klinodaktylie nach radial. Am Ful? fand sich einen&alenliicke. Das Achsenskelett war im
Vergleich zu den Extremitaten dysproportional kudE Haltungsanomalie wurde durch eine
Trichterbrust und leichte Kyphoskoliose noch veidtdAuffallend war auch eine weibliche
Fettverteilung mit Gyndkomastie und eingezogenarsirarzen.

Im Alter von 8 Jahren lagen das Korpergewicht, Kideperhéhe und der Kopfumfang unter der
10. Perzentile; das Skelettalter war retardiert.

Es bestand eine maRiggradige geistige Behinddyeinigichtem motorischem Defizit.

Seit dem 3. Lebensjahr wurden Verhaltensauffalitgkebeobachtet: Das Kind sei autoaggressiv
und hyperaktiv, schlage sich ins Gesicht, die Smatwicklung sei verzégert. Eine Essstérung
(der Proband nehme zu wenig Nahrung zu sich) undorate Schlafgewohnheiten (spat
einschlafen und friih wach werden) sowie Kopfschexemurden ab dem 6. Lebensjahr erwahnt.
Im Alter von 16,5 Jahren zeigte der Proband stgpésthe Hand- und Armbewegungen und
zwanghafte Bewegungsablaufe. Es wurde der VerdaghEleichgewichtsstérungen geaul3ert.

Bei Aufenthalten in psychiatrischen Einrichtungearden weitere Befunde erhoben: Im MRT
fand sich eine fokale dysmyelinisierende Erkrankangsehbahn und Hinterhdrnern beidseits. Ein
EEG zeigte eine zu langsame elektrische AktivitdRilhe.

Die Probandenmutter ist phanotypisch unaufféllgy, Brobandenvater war bereits vor der ersten
Vorstellung in der genetischen Beratung verstorloem; 7 Jahre jingere Bruder des Probanden
weist ahnliche Haltungsanomalien und eine facialeyrdmetrie auf, ist aber genotypisch

unauffallig.
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Abb. 1i zeigt den Stammbaum der Familie, die mit Pfeil gekennzeichneten Personen standen fiir  ir

eine zyo- und molekulargenetische Analyse zur Verfiigung:

| a

-
N
w

Il
1 2 “3 4 Ds 2T 6 7
I ¢ rlj
X 1 X2

D 46, XY I] 46, XY, mit Verhaltensauffalligkeiten
O 46, XX <> Geschwister beider Geschlechts
O 46,XX,ins(18;15)(q11.2;914915) . Abort (Genotyp nicht bekannt) |

46,XY, der(18),ins(18;15) Z@ b
. (q11.2:q14015) verstorbe

it

Abb. 13: Stammbaum des Probanden 2 (lil,1)

Das Stammbaumschema zeigt in drei Generationen jene Personen Ptérestyp erortert
werden konnte. Von den mit Pfeilen markierten Personen stabbluYazur Analyse zur
Verfligung.

421 Partielle Trisomie beim Probanden 2

Auch der Proband 2 wurde in der vorliegenden ArbeitAbklarung seines Dysmorphiesyndroms
zyto- und molekulargenetischen Untersuchungen zhgefeine Analyse wurde zur Eingrenzung
der jeweiligen Bruchpunkte mittels Fluoresz@mzitu Hybridisierung (FISH) durchgefuhrt.

Bei den zytogenetischen Analysen fiel beim Probarflein derivatives Chromosom 18 auf. Um
dessen Ursprung zu determinieren, wurde die Pravandtter 11,6 (vgl. Abb. 13) karyotypisiert:
Ein Chromosom 15 zeigte sich unauffallig, eines Dé#letion der Banden 15914q15. Ein
Chromosom 18 war unaufféllig, das andere mit eingertion der Banden 15914915 bei 18g11.2.
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Eine anschlieBende Untersuchung der Mutter mitigtsole chromosome paintingwpg
Fluoreszenzmarkierung eines ganzen Chromosomsbp émgavpc des Chromosoms 15 (wpcl5)
Markierungen auf beiden Chromosomen 15 und auf gemtimalen 18g-Arm. Beim wpcl8
erschien ein Chromosom 18 unauffallig, das andetiessich mit Insertion eines Chromosomen-
abschnitts in den g-Arm dar.

Die Chromosomenabschnittsinsertion der Banden 1t 4ins Chromosom 18 wurde als

balanciert interpretiert, was sich im klinisch uffalligen Phanotyp der Mutter bestéatigte.

Abb. 14:whole chromosome painting des Chromosoms 15 bePdatandenmutter 11,6. Auf
beiden Chromosomen 15 sowie im proximalen g-Armese@hromosoms 18 sind Markierungen zu
sehen. Dies deutet darauf hin, dass der inseridtischnitt im Chromosom 18 Chromosom-15-
spezifisches Material aufweist. Daneben sind beipc W5 typischerweise entstehende,
unspezifische Kreuzhybridisierungen mit den kuppé@mmen aller akrozentrischen Chromosomen
zu erkennen (Davidssah al, 2008).

Nach Untersuchung der Eltern (1,3 und 1,4, vgl. AbB) der Probandenmutter, welche beide einen
unauffalligen Chromosomensatz aufwiesen, wurde Alierration der Mutter alsde novo“

definiert. Das derivative Chromosom des Probansgkeals mutterlichen Ursprungs anzusehen.

Daraufhin wurde der Befund beim Probanden 2 ale partielle Trisomie der Banden 15q14q15
gedeutet, wobei sich die Banden je einmal orthamogen Chromosomen 15 darstellen, einmal
jedoch im Chromosom 18 in der Bande gll1.2. Die Beduder zytogenetischen Analyse von
Proband 2 und Probandenmutter 11,6 sind in Abbddrgestellt.
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G-Banding und Ideogramm im 550-Banden-Stadium der Chromosomen 15 und 18 bei der
Probandenmutter I1,6. Das derivative Chromosom befindet sich jeweils links.

Abb. 15: Zytogenetische Befunde beim Probanden 2 und seiner Mutter I1,6.

In der Nomenklatur der Chromosomenanomalien (ISON92 wird der Chromosomensatz der
Probandenmutter mit 46,XX,ins(18;15)(q11.2;q14qd&)novoangeben, der des Probanden mit
46,XY, der(18)ins(18;15)(q11.2;q14q1®at Beim Probanden 2 liegt eine partielle Trisomie de
Banden 159144915 vor, der mutterliche Abschnittteiszweifach (vgl. Abb. 15).
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4.2.2 Analyse des proximalen Bruchpunktes der pamilen Trisomie

Da die zytogenetische Untersuchung mégliche Bruckiguvon Aberrationen lediglich bis auf die
Ebene einzelner Banden genau identifiziert, gesai@hweitere Eingrenzung der vorliegenden
Bruchpunkte mittels FISH, entsprechend der Uberiggn in 4.1. wurden die BAC-Klone

ausgewahlt. Es standen insgesamt 7 BAC-Klone zuekutargenetischen Identifikation des in
der Bande 15q14 festgelegten Bruchpunktes zur Yerfj (siehe Tab. 6).

Tab. 6: BAC-Klone, die zur Charakterisierung des jpoximalen Bruchpunktes verwendet wurden

RZPD — Name Name Start Ende Lokalisation
RZPDB 737A092027C RP11-74D7 31927669 32090488 15914
RPCIB 753D06680Q RP11-680D6 34794162 34971246 15914
RPCIB 753M16233Q RP11-233M16 35697099 35850450  15ql14
RPCIB 753N06638Q RP11-638N6 35764267 35937213 15914
RPCIB 753L2260Q RP11-60L22 35885832 36056873 15914

RZPDB 737C092099C RP11-346D14 36123966 36328314  15q14
RZPDB 737A042016C RP11-37C7 37694420 37863620  15ql14 - 15q15.1

Die in Tabelle 6 aufgefiihrten BAC-Klone wurden e@néshend 3.1.1 vorbereitet und auf
Metaphasenchromosomen des Probanden hybridisieat.ADswertung der Fluoreszenzsignale
geschah nach Gegenfarbung der Praparate am MilpaskdHilfe der ISIS 3 Computersoftware.
Dazu wurden jeweils 50 Metaphasen sowohl auf dist&mdigkeit des Chromosomensatzes als
auch auf die korrekte Lage der Signale hin untdrsuc

Zeigten sich beim Probanden selbst 2 Signale aubdalen Chromosomen 15 und keines auf den
Chromosomen 18, wurde die jeweilige Region bzw. dikeser Chromosomensequenz
entsprechende BAC-Klon als ,nicht trisom* gewertet.

Zeigten sich sowohl auf den Chromosomen 15 als awdhdem derivativen Chromosom 18
Signale, wurde diese Region bzw. der darauf hy&iddinde BAC-Klon als ,trisom" vermerkt,
sofern dies in allen analysierten Metaphasen démiaa.

Zeigten sich bei der Probandenmutter 11,6 Signafedan beiden Chromosomen 15 und keines auf
den Chromosomen 18, wurde die jeweilige Regionratht transloziert” gewertet; zeigte sich ein
Signal auf dem nicht deletierten Chromosom 15 undseauf dem derivativen Chromosom 18,
wurde diese Region als ,transloziert” beurteiltgewplarische Darstellung der Hybridisierungen

auf Metaphasen der Probandenmutter 11,6 in Abh. 21)

Im Folgenden sind Beispiele der Ergebnisse der idigierungen auf den Chromosomen des
Probanden 2 zur Analyse des proximalen Bruchpurddieer partiellen Trisomie dargestellt.
In Abb. 16 sind Hybridisierungen mit den BAC-KlonB®11-74D7, RP11-680D6, RP11-233M16
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und RP11-638N6 abgebildet. Es sind spezifischeabtgauf jeweils beiden Chromosomen 15 zu

erkennen und keine Signale auf Chromosom 18. B&ge-Klone sind somit als ,nicht trisom*

zu befunden.

Abb. 16:FISH mit den BAC-Klonen (a) RP11-74D7, (b) RP11-680D6, (c) RP11-233M16 und
(d) RP11-638N6 an Metaphasen des Probanden. Die Pfeile deuten auf dieo€bmmen 15
mit deutlich erkennbaren Fluoreszenz-Signalen.

Abb. 17 zeigt Hybridisierungen mit den BAC-KloneRRL-60L22, RP11-346D14 und RP11-
37C7. Es wird deutlich, dass Signale sowohl aufltldden Chromosomen 15 als auch auf dem
derivativen Chromosom 18 zu beobachten sind. Aof deauffalligen Chromosom 18 wurden in
keiner Metaphase Signale gesehen, Kreuzhybridigiem sind somit unwahrscheinlich. Damit

werden die von diesen BACs detektierten Sequenzejfrisom” gewertet.
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Abb. 17: FISH mit den BAC-Klonen (a) RP11-60L22, (b) RP46£314 und (c) RP11-37C7 auf
Metaphasen des Probanden. Die Pfeile deuten alfelslen Chromosomen 15 und das derivative
Chromosom 18. Zusétzlich sind die Chromosomen ahiterd, das derivative Chromosom 18 mit
.der(18)" gekennzeichnet.

423 Identifizierung und Darstellung der proximalen Bruchpunktregion

Von den in Tab. 7 aufgefilhrten 7 BACs ergaben dih 4 Klonen ,nicht trisome®
Hybridisierungsergebnisse mit Signalen auf beiddmo@osomen 15 und ohne Signale auf
Chromosom 18. Bei den FISH-Analysen mit den vebaleden 3 BAC-Klonen wurden Signale
sowohl! auf den Chromosomen 15 als auch auf demad®en Chromosom 18 identifiziert, sie
gelten als ,trisom“. Analog wurden bei der Probamautter 4 BAC-Klone als ,nicht transloziert*

und 3 als ,transloziert* ausgewertet.
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Tab. 7:  Zusammenfassung der Ergebnisse der FISAnalyse beim Probanden und
seiner Mutter zur Charakterisierung der proximalen Bruchpunkt-Region

Name Lokalisation FISH-Ergebnis beim FISH-Ergebnis bei
Probanden Probandenmutter
RP11- 74D7 15q14 nicht trisom nicht transloziert
RP11-680D6 15q14 nicht trisom nicht transloziert
RP11-233M16 15q14 nicht trisom nicht transloziert
RP11-638N6 15q14 nicht trisom nicht transloziert
RP11-60L22 15q14 trisom transloziert
RP11-346D14  15q14 trisom transloziert
RP11-37C7 15q14 - 15q15.1 trisom transloziert

Der proximale Bruchpunkt wird somit auf den Beremingegrenzt, in dem die beiden Klone
RP11-638N6 und RP11-60L22 liegen.

Diese beiden in Bande 15ql14 liegenden Klone declenen ca. 292 kb groRRen
Chromosomenabschnitt ab. Die GroRe der Uberlappatiggt 51 kb (vgl. Abb. 18).

Da bei einer FISH-Analyse davon auszugehen ist ktiglich Sonden einer Gréf3e von 2&0

kb ein nachweisbares Fluoreszenzsignal zeigenlte saler Bruchpunkt zwischen dem
zentromerfernen, distalen Teil des BAC-Klons RP38M6 und dem zentromerfernen, distalen
Teil des BAC-Klons RP11-60L22 liegen. Es sind daan dem Klon RP11-638N6 noch sichtbare
Fluoreszenzsignale auf den Chromosomen 15 nachavemsibe ggf. verbleibende Teilsequenz auf
dem derivativen Chromosom 18 waére jedoch wenigercal 10 kb grof3, da sich dort kein
Fluoreszenzsignal nachweisen lasst. Ware der vieeplde Teilabschnitt bei weiter proximal
liegendem Bruchpunkt groRer als ca. 10 kb, wiirdeBaeC-Klon RP11-638N6 in der FISH ein
sichtbares-luoreszenzsignal auf Chromosom 18 bewirken. Mittids BAC-Klons RP11-60L22
lasst sich die Bruchpunktregion noch weiter eingeer denn von diesem Klon muss eine
Teilsequenz von mindestens ca. 10 kb auf Chromds®tmybridisieren, da sich in der FISH ein

deutliches Fluoreszenzsignal auf dem derivativero@bsom 18 nachweisen lasst.

In der zytogenetischen Untersuchung war der proeirBauchpunkt der Bande 15q14 zugeordnet
worden, lokalisiert wurde er durch die FISH-Methdaaedistalen Abschnitt der Bande 15g14.

Abb. 18 zeigt eine Auswahl der fir die Analyse gesximalen Bruchpunkt-Region relevanten,

verwendeten BAC-Klone mit den Uberlappenden Beegiaind der Bruchpunktregion.
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Abb. 18: Schematische Darstellung ausgewahlter BAC-Klone Bareich des proximalen
Bruchpunktes. Die BAC-Klone RP11-74D7, -680D6 B®LC7 sind der Ubersichtlichkeit wegen
nicht dargestellt. ,Trisome" bzw. ,translozierte* BC-Klone sind rot, ,nicht trisome* bzw.
Lnicht translozierte* Klone grin markiert. Die Efg#rnung zum Telomer des p-Armes als
Nullpunkt ist zur Orientierung in Basenpaaren angfggn. Der Bruchpunkt wird in der violetten
Bruchpunktregion (BP) lokalisiert.

424 Analyse des distalen Bruchpunktes der partilen Trisomie

Durch die zytogenetischen Voruntersuchungen war digale Bruchpunkt bereits der Bande
1515 zugeordnet. Zur weiteren Eingrenzung detiegeghden Bruchpunkte mittels FISH standen
6 BAC-Klone zur Verfiigung, die entsprechend denrldigeingen in 4.1. ausgewahlt wurden und

in Tab. 8 weiter beschrieben werden.

Tab. 8: BAC-Klone, die zur Charakterisierung des dstalen Bruchpunkt verwendet wurden

RZPD — Name Name Start Ende Lokalisation
RPCIB 753A22595Q  RP11-595A22 40240005 40446630 15q15.1
RPCIB 753K12185Q  RP11-185K12 40822040 41016360 15q15.2
RPCIB 753H11960Q RP11-960H11 40921386 41110317 15g15.2
RPCIB 753A24124Q RP11-124A24 41016379 41204740 15g15.2
RPCIB 753P06599Q RP11-599P6 41117575 41320857 15g15.2
RZPDB 737A022191D RP11-925D8 56220905 56430668 15¢22.1
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Die in Tabelle 8 aufgefiihrten BAC-Klone wurden enéshend 3.1.1 bearbeitet und auf
Metaphasenchromosomen des Probanden hybridisiest.ADswertung der Fluoreszenzsignale
geschah nach Gegenfarbung der Praparate am MilpraskdHilfe der ISIS 3 Computersoftware.
Dazu wurden jeweils 50 Metaphasen sowohl auf diksst&mdigkeit des Chromosomensatzes als
auch auf die korrekte Lage der Signale hin untdrisuc

Im Folgenden sind die Ergebnisse der Hybridisieetnguf den Chromosomen des Probanden 2
zur Analyse des distalen Bruchpunktes seiner plerti@risomie dargestellt.

Abb. 19 zeigt Hybridisierungen mit den BAC-Klone?RL-595A22, RP11-185K12 und RP11-
960H11. Es werden Signale sowohl auf den beidenr@bsomen 15 als auch auf dem deriativen
Chromosom 18 dargestellt. Auf dem unauffalligen ddwsom 18 wurde in keiner Metaphase

Signale gesehen. Damit werden diese den BACs ectspnden Sequenzen als ,trisom* gewertet.

Abb. 19:FISH mit den BAC-Klonen (a) RP11-595A22, (b) RP11-185K12 und (c) RP11-960H11
auf Metaphasen des Probanden. Die Pfeile deuten auf die beiden Chromdspmed das
derivative Chromosom 18. Zusatzlich sind die Chromosomen mit Zatden derivative
Chromosom 18 mjder(18) gekennzeichnet.
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In Abb. 20 sind Hybridisierungen mit den BAC-Klon&#P11-124A24, RP11-599P6 und RP11-
925D8 dargestellt. Es sind spezifische Signalej@wéils beiden Chromosomen 15 zu erkennen,

aber keinerlei Signale auf Chromosom 18. Diese B@he sind somit als ,nicht trisom” zu

befunden.

Abb. 20:FISH mit den BAC-Klonen (a) RP11-124A24, (b), RB22P6 und (c) RP11-925D8 auf
Metaphasen des Probanden. Die Pfeile deuten aufFlliereszenz-Signale der beiden Chromo-
somen 15.

Exemplarische Darstellung von FISH-Ergebnissen beler Mutter des Probanden 2

Da die Ergebnisse der FISH-Analysen bei der Probamdtter 11,6 Ubereinstimmend zu den
Ergebnissen des Probanden 2 interpretiert wurderdem sie hier nur exemplarisch dargestellt. In
Abb. 21 (a) ist zu erkennen, dass lediglich auf @anomosomen 15 Signale des BACs RP11-

124A24 zu detektieren sind. In keiner Metaphasedemirdagegen Signale auf dem derivativen
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Chromosom 18 entdeckt, so dass die genomische &eqdi&e dem Insert des Klons RP11-
124A24 entspricht, zum gréf3ten Teil als ,nicht slaaiert” zu werten ist.

Abb. 21 (b) zeigt Signale des BAC-Klons RP11-960rut den unauffalligen Chromosomen 15
und auf dem derivativen Chromosom 18. Das deleti€tromosom 15 dagegen zeigt in keiner
Metaphase ein FluoreszeBmnal. Die Sequenz, der diesem BAC-Klon entspyriaftd somit als

Jransloziert* gewertet.

der(18)

Abb. 21: FISH mit den BAC-Klonen (a) RP11-124A24 bzw. (b) R®60H11 auf Metaphasen
der Probandenmutter. Die Chromosomen sind mit Zghtlas derivative Chromosom 18 mit
.der(18)" gekennzeichnet, Pfeile deuten auf die Hybridisigssignale.

4.2.5 Identifizierung und Darstellung der distalenBruchpunktregion

Beim Probanden 2 stellten sich von den in Tab. @estellten 6 BAC-Klonen 3 als ,nicht
trisom“ mit Signalen auf beiden Chromosomen 15 ohde Signale auf Chromosom 18 dar; 3
Klone mit Signalen sowohl auf den Chromosomen &5aalch auf dem derivativen Chromosom
18 gelten als ,trisom“. Analog wurden bei der Rmblenmutter 11,6 3 BAC-Klone als ,hicht

transloziert” und 3 als ,transloziert* ausgewertet.

Der distale Bruchpunkt wird somit auf den Bereidingegrenzt, in dem die beiden Klone RP11-
960H11 und RP11-124A24 liegen. Diese beiden in Balth15.2 liegenden BAC-Klone decken
einen 283 kb groRen Chromosomenabschnitt ab. DiReder Uberlappung betragt 95 kb (vgl.
Abb. 22).
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Tab.9: Zusammenfassung der Ergebnisse der RSAnalyse beim Probanden 2 und
seiner Mutter zur Charakterisierung der distalen Bruchpunkregion.

BAC-Klon Lokalisation FISH-Ergebnis FISH-Ergebnis bei der
beim Probanden Probandenmutter
RP11-595A22 15915.1 trisom transloziert
RP11-185K12 15915.2 trisom transloziert
RP11-960H11 15915.2 trisom transloziert
RP11-124A24 15g15.2 nicht trisom nicht transloziert
RP11-599P6 15915.2 nicht trisom nicht transloziert
RP11-925D8 15922.1 nicht trisom nicht transloziert

Da bei einer FISH-Analyse, wie sie in dieser Arlmhitchgefiihrt wurde, davon auszugehen ist,
dass lediglich Sonden einer Grofze von=H0 kb ein nachweisbares Fluoreszenzsignal zeigen,
sollte die Bruchpunktregion zwischen dem zentromleem, proximalen Teil des BAC-Klons
RP11-960H11 und dem zentromernahen, proximalendesilBAC-Klons RP11-124A24 liegen.
Vom BAC-Klon RP11-960H11 muss ein Teilabschnitt vamdestens 10 kb bis maximal 95 kb
sowohl auf dem derivativen Chromosom 18 als audhdam Chromosomen 15 hybridisiert
haben, da sich sichtbaFduoreszenzsignale auf den Chromosomen 15 und exaf dkrivativen

Chromosom 18 nachweisen lassen.

Weiterhin eingrenzen lasst sich die Bruchpunktnegiorch den BAC-Klon RP11-124A24, ihr
distales Ende liegt maximal im zentromernahen, ipralen Teil des BAC-Klons: vom BAC-Klon
RP11-124A24 miisste eine ggf. auf Chromosom 18 tierende Teilsequenz jedoch weniger
als 10 kb groR3 sein, da sich kein Fluoreszenzsignfibem derivativen Chromosom 18, sondern
nur auf beiden Chromosomen 15 nachweisen lasstwBger distal liegendem Bruchpunkt wéare
der vom BAC-Klon RP11-124A24 verbleibende Teilalystth>10 kb grofd und wirde in der FISH

ein sichtbares Fluoreszenzsignal herbeifiihren.

Abb. 22 zeigt ausgewahlte BAC-Klone mit den Gibgyamlen Regionen.
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Abb. 22: Schematische Lokalisation von ausgewahlten BA@dfidn der distalen Bruchpunkt-
region. Die BAC-Klone RP11-595A22 und RP11-925D@! sler Ubersichtlichkeit wegen nicht
dargestellt. ,Trisome* bzw. ,translozierte* BAC-Kime sind rot, ,nicht trisome* Klone sind grin
markiert. Die Entfernung zum Telomer des p-Armashalllpunkt ist zur Orientierung in Basen-
paaren angegeben. Der Bruchpunkt wird in der Bpustktregion (BP, violett) eingegrenzt.

In der zytogenetischen Untersuchung war der diddalechpunkt in Bande 1515 eingeordnet
worden, die FISH-Untersuchung prazisierte die EBngung auf 15q15.2.

Somit wurde eine Gesamtgrt3e der trisomen Region Beobanden 2 bzw. des translozierten
Abschnitts bei der Probandenmutter 11,6 von etvilaNsh errechnet.

Abb. 23 zeigt, welcher Abschnitt des Chromosdsbeim Probanden 2 trisom vorhanden ist.
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Abb. 23: Die blaue Markierung reprasentiert den durch zytogfesche und FISH-Analysen
eingegrenzten Bereich der partiellen Trisomie vémathosom 15 bei dem Probanden 2 bzw. den
in Chromosom 15 deletierten und in Chromosom 18rieden Chromosomenabschnitt bei der
Probandenmutter I1,6.
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5 Diskussion

Die in der vorliegenden Arbeit analysierten Chrooroenaberrationen im Bereich des
humanen Chromosoms 15q lassen sich zu den bereifs2i erwéhntercontiguous gene
syndromeszéahlen. Der Uberwiegende Teil solcher Phanotyperuth auf einer Deletion
physikalisch benachbarter, jedoch funktionell urdatgiger Gene. Fir einige dieser Syndrome,
wie zum Beispiel fur das WAGR-Syndrom (Akronym fdre Merkmale: Wilms-Tumor,
Aniridie, Uro-Genitaltraktdysplasie und Wachstumsiheung (etardation of growth (OMIM
#194072), konnten durch Genotyp-Phanotyp-Studiestimmte Symptome verschiedenen
Kandidatengenen zugeordnet werden (Pelletiat, 1991; Chaet al, 2003).

Aus diesem Grund war es neben der moglichst exdkiegrenzung der jeweils vorliegenden
Bruchpunkte auch ein Ziel der Arbeit, eine solchegéhiberstellung zwischen den
vorliegenden Phanotypen und den gefundenen Chranesberrationen bei den betrachteten
Probanden unter Einbeziehung &hnlicher, in deratite beschriebener Falle durchzufuhren.

So wird es mdoglich, Gene in dieser Region als Kdetgéngene mit einem festgesetzten
Phanotyp zu korrelierepg@sitional candidate approagiiCollins, 1992; Ballabio, 1993).

Einen Uberblick Gber die in der zu analysierendémo@osomenregion vorhandenen Gene
sowie deren physiologische Bedeutung bieten Datddyateme (OMIM, UCSC Genome
Browser). Da in den meisten Fallen Uber die Funktder Genprodukte nur wenig bekannt ist,
sollen im Rahmen dieser Arbeit nur diejenigen Gaeteachtet werden, bei denen ein mdglicher
Zusammenhang zwischen der mutmaRlichen Genfunktimh dem vorgefundenen Phanotyp
hergestellt werden konnte.

Vor Beginn dieser Betrachtungen soll jedoch auf dliechgefiihrte, molekularzytogenetische
Eingrenzung der Bruchpunkte sowie deren Einordrarigereits bekannte, instabile Regionen

auf Chromosom 15q eingegangen werden.

5.1 Genomische Instabilitdt der Region 15q

Neben hochrepetitiven Sequenzen wird die Stabiitit Chromosomen hauptsachlich durch
Strukturelemente beeinflusst, den so genanntenidund bzw.low-copy repeatqLCRS),
welche instabile Regionen flankieren. Dabei handslt sich um Sequenzabschnitte von
mindestens einem bis mehreren 100 kb Lange, welictgetiber 90%ige Homologie zu anderen
Chromosomenabschnitten im Genom aufweisen. Siemsindiner Haufigkeit vom etwa 5% zu
finden und spielen eine bedeutende Rolle bei rallbtischen homologen Rekombina-
tionsvorgangen in der Meiose (Lupski, 19%ankiewicz und Lupski, 2002).

Vor allem perizentrische Bereiche weisen einen hoBead an genomischer Instabilitat auf,
neben der Region 17p11.2 und dem damit assoziiSmndth-Magenis Syndrom (SMS, OMIM
182290) (Smithet al, 1986; Shawet al., 2002) gehdrt auch die Region 15g11.2 zu den
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instabilsten Bereichen des humanen Genoms (Eiehld;, 1998; Amos-Landgradt al.,1999).
Auch die in der vorliegenden Arbeit untersuchte iBegles langen Arms von Chromosom 15
(15911-g15) ist in ihrer Organisation sehr kompleie unterliegt standigen nicht-homologen

Rekombinationsereignissen. Pradisponierend hiesifid grof3e Duplicon-Strukturen mit einer

Lange von etwa ®400 kb (Donloret al, 1986; Amos-Landgrafet al., 1999; Christiaret al,

1999, Pujanat al.,2002), welche sich auf 15911 und 1513 befinden.

Im Folgenden soll insbesondere eingegangen wendati@Region 15q11-q14: In der Literatur
werden zurzeit insgesamt @qtspot$ beschrieben (Pujanet al, 2002; Mignon-Ravixet al.,
2007), Regionen betrachtlicher Instabilitat, die Bruchpunkte {reakpoints BP, siehe Abb.
24) bezeichnet werdeAn diesen auch als Cluster benannten Regionennaigjch besonders
haufig sporadische Translokations-, Duplikationsd Deletionsereignisse. Bei der Analyse der
flankierenden Sequenzen wurden auf beiden Seit@sedi Bruchpunkte relativ grofl3e
genomische Duplikationen (Duplicons) gefunden. Hsd wermutet, dass diese paralogen
Sequenzen die falsche Anlagerung von Chromatidend udamit ungleiche
Rekombinationsereignisse wahrend der Meiose beigénst

Abb. 24 zeigt die bisher charakterisierten lbtspots im langen Arm vom Chromosom 15
(Mignon-Ravix et al., 2007). Dabei wurden — fur den typischen Fall eifrader-Willi
Syndroms — BP1 und BP2 im Bereich 15qll1 als tyy@s@roximale Bruchpunkte von
Rekombinationsereignissen und BP3 als typischerstalér Bruchpunkt Kklassifiziert
Entsprechend eingeteilt werden die Deletionen B&Ws in Deletionen vom Typ 1 (BP1-BP3)
oder vom Typ 2 (BP2-BP3) (Butlet al.,2004).

Fir das 15913.3 Mikrodeletions-Syndrom werden @arpet al (2008) Deletionen des
Bereichs von BP3-BP4 und von BP3/4-BP5 diskutiert.

Die im Rahmen dieser Arbeit experimentell gesigemBruchpunkte der Aberrationen an den
Chromosomen 15 konnten fir die Probandin 1 Ubemgimend mit den in der Literatur
beschriebenenhptspots korreliert werden:

Wie in Abb. 24 ersichtlich, liegt der distale Brpcinkt der Deletion der Probandin 1 direkt in
der Bruchpunktregion 5 (BP5), welche flankiertisin low-copy repeafll (LCR11; bei 30.47—
30.7 Mb; 218 kb groR). Andere LCRs, welche haufig dem LCR11 in Rekombinations-
ereignisse miteinbezogen werden, sind z.B. die £ CR2, 3 und 4. Der proximale Bruchpunkt
der Probandin 1 liegt nicht innerhalb eines dids€Rs, allerdings nur ca. 210 kb weiter
telomerisch als LCR2 (bei 20.85—-21.06 Mb; 19-213kdif3) in der Bruchpunktregion 2 (BP2)
(Mignon-Ravixet al.,2007; Sahoet al., 2007%.

Als typische Bruchpunkte fir eine Deletion besdieai Sahoaet al (2007) jedoch BP1-BP5
oder BP2-BP4.
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Abb. 24: Lokalisierung der bisher bekannten Bructite BP1-BP6 mit den LCRs auf
Chromosom 15q [aus Mignhon-Rakal.(2007), modifiziert nach Saheo al.(2007)]

Die Bruchpunkte des trisomen ChromosomensegmestPdanden 2 lassen sich keinem der
von Mignon-Ravixet al. (2007 beschriebenen Bruchpunkte zuordnen, obwohl BP4-8P6
spezifisch fur unbalancierte Translokationen gehammden.

Der in dieser Arbeit gefundene proximale Bruchputds Probanden 2 liegt mindestens 2,5 Mb

distal des BP6, eine Korrelation ist daher nur egutprankt moglich.

5.2 Der mit einer Deletion 15(q11.2913.3) einhergehde

Phanotyp bei der Probandin 1
Aufgrund der bei der Probandin 1 beschriebenen qilgaischen Auffalligkeiten und dem
Ergebnis der zytogenetischen Analyse lieRe sicmwien, dass eine Reihe der vorliegenden
Dysmorphiemerkmale durch die Deletion der klassiseRise auch beim Prader-Willi Syndrom

(PWS) betroffenen Region verursacht sind. Danebeistwdie Probandin einige atypische
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Befunde auf, die im Folgenden vom typischen PWSaBtyé abgegrenzt werden sollen.
Um die atypischen Befunde beim PWS im Phé&notypPdebandin 1 deutlich zu machen, wird
im Folgenden zundchst der typische Genotyp und nétd des Prader-Willi Syndroms
beschrieben:
Das Prader-Willi SyndromRWS, auch unter den SynonymEnader-Labhard-Willi-Franconi
Syndrom Urban Syndromund Urban-Rogers-Meyer Syndrobekannt, betrifft etwa eines von
10.000 - 20.000 Lebendgeborenen, beide Geschlesimgrgleich haufig betroffen. Erstmals
1887 wurde dieses Syndrom von Sir Langdon-Down hredmen, 1956 durch drei Ziricher
Kinderarzte (Andrea Prader, Alexis Labhard und HelinWilli) betitelt (Praderet al, 1956).
Das PWS ist ein so genanntesntiguous gene syndrofmes ist durch einen Funktionsverlust
von zumindest dem SNRPN-Gen (Small-nuclear-Ribaamiotein-Polypeptide-N-Gen)
(Ozceliket al., 1992; Buitinget al., 1995), dem Necdin-Gen und eventuell weiteren igehi
gepragten Genen gekennzeichnet, welche sich aohitisom 15q11-13 befinden.
Vom Berufsverband Medizinische Genetik e.V. (Delsdsesellschaft fir Humangenetik,
2001) wird als typischer Startpunkt fur Deletiordas MKRN3-Gen (Chromosom 15 bei 21,36
Mb) festgesetzt, als tblicher Endpunkt das OCA2-(&hromosom 15 bei 25,67-26,0 Mb).
Urséachlich ist entweder eine Deletion der patema##ele (~75% der Falle), eine maternale
uniparentale Disomie (UPD) (~25% der Falle) odettéfionen im Imprinting-Center (<5% der
Falle). Der ausschlie3liche Verlust vaterlicherefdl wurde durch Markeranalyse gesichert
(Mageniset al, 1990; Zoriet al.,1990; Robinsomt al.,1991).
Diagnostiziert wird das PWS neben der Genotypisgralurch das Auftreten folgender
Hauptkriterien:

- Muskelhypotonie im S&auglingsalter und darausltesande Trinkschwéche

- Hypogonadismus

- charakteristische faziale Merkmale sihmalem Gesicht,

Strabismus, mandelférmigen Augen,
einem kleinen Mund mit schmaler Oberlippe

- niedriges Geburtsgewicht

- moderate mentale Retardierung (IQ um die 60)

- Verhaltensprobleme (Hyperphagie ab dem 3.Lebbrsja

- daraus resultierende zentrale Adipositas
Untergeordnete Kriterien sind beispielsweise:

- kleine Hande und FuRe (Akromikrie)

- Hypopigmentierung (blondes Haar, blaue Augen;indédllen mit Deletion)

- Kleinwuchs (155 cm EndgroRe fdr, 147 cm furQ)

- zaher Speichel und Artikulationsprobleme.
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Bei unlblich groRen Deletionen mit weiter distagiendem Bruchpunkt wurden schwerere
Auspragungen des Phanotyps bei PWS-Probanden sahi(Pujanat al, 2002; Mignon-
Ravix et al., 2007; Saho@t al, 2007). Eine Analyse der Gene distal des im Barébql3.1
gelegenen OCA2-Gen gelingt nur eingeschrankt, @eé mogliche phanotypische Auspragung
der Genprodukte durch den PWS-Phanotyp tberlagert i

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten molelgdaetischen Analysen der deletierten
Region des proximalen 15g-Arm bei der Probandirifjten eine sehr groRe, auf fast 10 Mb
ausgedehnte Deletion, der Karyotyp konnte mit 48, K¥el(15)(q11.2q13.3) betitelt werden.
Die charakterisierte proximale Bruchpunktregionit félit dem MKRN3-Gen (21,36-21,37 Mb
in 15911.2) zusammen, welches vom BerufsverbandiZifésche Genetik e.V. (2001) als
charakteristischer Startpunkt der Deletion beimdBrawilli Syndrom angegeben wird. Mit
einem distalen Bruchpunkt, der durch den in didgbeit darstellten BAC-Klon RP11-242M5
Uberspannt wird, reicht die Deletion jedoch weitlia Bande 15q13.3 hinein und geht Uber die
Ubliche distale Begrenzung einer PWS-Deletion her@as distale Ende der Deletion wird in
den Leitlinien des Berufsverband Medizinische GénetV. im Bereich des Gens OCA2
(Chromosom 15q13.1 bei 25,67-26,0 Mb) festges&ztwird ersichtlich, dass der deletierte
Bereich bei der in dieser Arbeit untersuchten Pndbaetwa doppelt so grof3 wie bei typischen
Fallen ist.

Die Befunde der Probandin 1 lassen sich durch dietidn des fur das Prader-Willi Syndrom
typischen Chromosomenabschnitts teilweise erklaBareits in 4.1 wurden eine neonatale
muskulare Hypotonie mit Trinkschwéche und leichtimgertem Geburtsgewicht, kleine Hande
und FuRe und ein sich entwickelnder unersattlichppetit im Alter von 3 Jahren mit
entsprechender Gewichtszunahme beschrieben. AecmélRige mentale Retardierung und der
Kleinwuchs sind als solche bei der Probandin sadwarkennen.

Als typische PWS-Befunde bei der Probandin 1 findiexd auRerdem die Hypopigmentierung
und faciale Auffalligkeiten wie schmales Lippenuoid mandelférmige Augen.

Es fielen — neben den typischen PWS-Befunden +daiigs auch eine Reihe von atypischen
Befunden bei der Probandin auf: deutlich verringeriGeburtsgewicht, ein persistierender
Ductus arteriosus Botalli sowie ein small left ageldyndrom mit Antepositio ani in der
Postnatalperiode sowie im weiteren Verlauf bestdbeRetardierung der Motorik, stark
retardierte Sprachentwicklung und andere facialeniyrphien.

Um die Ursachen der atypischen Befunde zu verstelerden zunachst die distal des OCA2-
Gens vorkommenden Gene analysiert, welche nictieiirtypischen PWS-Region liegen. Durch
diesen Genotyp-Phanotyp-Abgleich soll tber einekian der Genprodukte eine Korrelation
zu jenen beobachteten Symptomen hergestellt wevdsohe sich nicht durch die Deletion der

PWS-Region erklaren lassen.
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Prufung bekannter Gene der Region 15¢911.2913.3

Mit Hilfe von Datenbanken (OMIMUCSC Genome Browsegelingt die Untersuchung von
Chromosomenregionen auf vorhandene Gene und déssmofogische Bedeutung. Da in den
meisten Fallen tber die Funktion der Genproduktewanig bekannt ist, sollen nur diejenigen
Gene betrachtet werden, bei welchen ein Zusammgntmwmischen den beobachteten
phanotypischen Auffalligkeiten und der mutmalilick&enfunktion hergestellt werden konnte.

Tabelle 10 zeigt die in der deletierten Regiogdieden Gene mit ihrer jeweiligen Funktion.

Tabelle 10: Betrachtete Gene in der deletierten@yion der Probandin 1

» GABRG3 GAMMA-AMINOBUTYRIC ACID RECEPTOR, GAMMA-3-Gen,
MIM-Nr. 600233), kodiert fir diey3-Untereinheit des GABA(A)-Rezeptors. Bei
Deletion schwere muskulare Hypotonie.

« ABPA2 (AMYLOID BETA A4 PRECURSOR PROTEIN-BINDING, FAMILY A
MEMBER 2-Gen, MIM-Nr. 602712), bindet an die Doméne des Alzheithecus.
Mitverantwortlich  fir die  Synapsenentstehung, wipttt Beitrag zur
Gehirnentwicklung (Heet al.,2003).

* NDNL2 (NECDIN-LIKE-Gen 2, MIM-Nr. 608243), verminderte Expression von
NDNL2 konnte eine verminderte axonale Aktivitat @ehirn nach sich ziehen.

* CHRNA7 (CHOLINERGIC RECEPTOR, NEURONAL NICOTINIC, ALPHA
POLYPEPTIDE 7-Gen, MIM-Nr. 118511) und CHRFAM7A CHRNA7/FAM7A
FUSION-Gen, MIM-Nr. 609756), mit Schizophrenie, bipolaren affigkn Stérungen,
Entwicklungsverzdgerung und mentaler Retardierisspaiert. Bei Haploinsuffizeinz
juvenile myoklone Epilepsie.

* KLF13 (KRUPPEL-LIKE FACTOR 13-Gen, MIM-Nr. 605328), Komponente in
der Herzentwicklung. Funktioneller Knockout fiihut ¥entrikel-Septum-Defekten und
verzdogerter Herzklappenreifung.

Wie in Tab. 10 ersichtlich, sind einige Gene - under Pramisse einesontiguous gene
syndrome als urséchlich fur einzelne phanotypische Merlentir Probandin 1 denkbar:

Das GAMMA-AMINOBUTYRIC ACID RECEPTOR, GAMMA-3-GenGABRG3) kodiert fir
die y3-Untereinheit des GABA(A)-Rezeptors. Wird die pbyagische Rolle dieses Rezeptors
betrachtet (Culiagt al, 1994), ist bei einer Deletion des GABRG3-Gems\Wahrscheinlichkeit
hoch, dass es zu der schweren muskularen Hypotamant, welche PWS-Patienten mit
grol3erer Deletion aufweisen. Dieses Merkmal wurddhdei der Probandin 1 angetroffen.

Das AMYLOID BETA A4 PRECURSOR PROTEIN-BINDING, FAMK A, MEMBER 2-
Gen und das NECDIN-LIKE-Gen 2 sollen beide einerddogsamen Teil zur Gehirn-
entwicklung beitragen (Blancst al.,, 1998; Heet al.,2003; Leeet al, 2005).

Allerdings ist die Identifizierung der Ursachen fine gestdrte Gehirnentwicklung schwierig,
da einzelne Verursacher-Gene fur Entwicklungsstigann ihrer Funktion pleiotrop und nicht

nur auf das Gehirn limitiert sind. Zudem spielerl®i Elemente bei der Regulierung der
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Ausbildung von Gehirnstrukturen eine wichtige Rplldas Zusammenspiel von Zell-
differenzierung, Migration, Synapsenbildung und Nhisierung muss aufeinander abgestimmt
sein (Dykenset al, 2004). Storungen in der Gehirnentwicklung kéneare Ursache fur die
mentale Retardierung der Probandin 1 sein.

Das CHRNA7-Gen ist mit Schizophrenie und bipolaaéiektiven Stoérungen (Stefanssenal.,
2008) als auch mit Epilesien (Elmske al.,1997) assoziiert. Shinawet al. (2009) diskutieren
bei Deletion des CHRNA7-Gens Entwicklungsverzéggrumentale Retardierung sowie mit
Autismus verknipfte Krankheitsbilder.

Das KRUPPEL-LIKE FACTOR 13-Gen (KLF13) wird als Wwigge Komponente in der
Herzentwicklung angesehen, da es GATA4 (GATA-BINGIRROTEIN 4; OMIM *600576 )
modifiziert, einen Regulator der Herzentwicklungayhalleéet al, 2006; Nemer und Horb,
2007). Ein funktioneller Knockout des KLF13-Gens XenopusEmbryonen fihrt nach
anfanglich normaler Herzentwicklung zu Ventrikelp8en-Defekten, verzbgerter Herz-
kammerentwicklung und Klappenreifung (Nemer und ;l02007). KLF13 ist ein konser-
viertes Gen und findet sich bei Maus und Mensch &g13.2; Susket al, 2005). Bei der
Probandin 1 fiel postnatal ein persistierender Dsicarteriosus auf, eine Haploinsuffizienz

dieses Genes durch Deletion flihrte eventuell zsediEehlbildung.

Genotyp-Phéanotyp-Korrelation unter Bericksichtigung beschriebener Deletionen aus der
Literatur

Da die Symptomatik, die die Probandin 1 prasentigh nicht durch die Deletion eines
einzelnen Gens erklaren lieR, wurde die Literatwf aler Suche nach ahnlichen
Deletionssyndromen analysiert, um zu ergrinden,beb Kasuistiken mit &hnlich grofl3en
Deletionen eine entsprechende Symptomatik gefundiehn

Erschwert wurde der Vergleich der Falle aus deerhiur mit dem Phanotyp der Probandin 1
durch folgende Problematik:

Die Bruchpunkte wurden in einigen friiheren Publikan nur grob zytogenetisch
charakterisiert, was sich aus dem damaligen StamndAdssenschaft erklart. In vielen Fallen
waren differenzierte Techniken wie FISH, Methyliegs- oder Mikrosatellitenanalysen nicht
vor Mitte der 1990er Jahre verfigbar (Windpassingéral., 2003). Auch der Fokus
humangenetischer Beschreibungen hat sich in deggamgenen 40 Jahren gewandelt, zum einen
in der Art des betrachteten Befundes (Dermatoglyptutbefunde), zum anderen in der
Gewichtung von Phéanotypisierung und Methodendawsigl In einigen der publizierten Fallen
sind auch mehrere Chromosomen in die Rekombinationi¢ einbezogen; dies erschwert es,
beschriebene Symptome prézise dem Chromosom 1Scuaiben.

Insgesamt sind interstitielle Deletionen dieser [f&riund/oder Region wie in dem in dieser

Arbeit analysierten Fall auf3erst selten, so dassclkwierig ist, statistisch fundierte Aussagen
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uber ein phanotypisches Bild zu machen, vor alldm,in einigen Fallen ein Prader-Willi
Syndrom mit vorliegt, welches ebenfalls heterogefiriét. Trotzdem soll versucht werden,
einige wichtige Ahnlichkeiten und Gegensitze hemwbeben.

In einem Vergleich von 15 ,non-PWS*-Fallen mit 1Bgletionen, welche allesamt den p-Arm
von Chromosom 15 mit einschlieRen, verschiedenalisstionen des distalen Bruchpunkt auf
159 besitzen und in 11 Féllen auch noch Deleti@geisse auf anderen Chromosomen
aufweisen, leiten Schwarg al. (1985) ein relativ heterogenes klinisches Bild @dis jedoch
gewisse charakteristische Gemeinsamkeiten aufwgsistige und motorische) Entwicklungs-
verzdgerung, ungewdhnlich geformte Stirn und OhrAngenanomalien, Kryptorchismus,
Skelettdeformitaten, schwere muskuldre Hypotonid 4#-inger-Furche; es kommt praktisch
nie zum Auftreten des beim PWS haufigen unersi#hcAppetits oder zur Fettleibigkeit.

Eine Besprechung weiterer Félle, die chronologischjene von Schwartet al. (1985)
anknupfen, bieten Erdogaat al (2007): gehauft treten in diesen Kasuistiken Ganspalten/
geteilte Uvulae, Hypotonie, tief ansetzende Ohrewl tderzfehlbildungen auf. Besonders
auffallig ist, dass in allen Fallen mit persistimiem Ductus arteriosus (PDA) ein distaler
Bruchpunkt in 15914 vorliegtDuckett und Roberts, 1981; Schwaetzal., 1985; Tonket al.,
1995; Matsumurat al., 2003; Windpassingest al., 2003).Dieser Phéanotyp-Genotyp-Befund
korreliert teilweise gut mit dem der Probandin & sith bei ihr ebenfalls tief ansetzende Ohren,
muskulare Hypotonie und ein persistierender Duettisriosus fanden. Wie bereits erlautert,
ware das KLF13-Gen bei Haploinsuffizienz ein mdgticKandidat fir den PDA, da es wie der
distale Bruchpunkt der Probandin in 15q13.3 lieGie von Erdoganet al. (2007)
vorgeschlagenen GerieREM1, CX36, ACTC1 and MEIS2 liegen dagegen zu wletal in
Bande 15014, um als verursachende Gene flur die &wWfsche Symptomatik der Probandin 1
in Betracht gezogen zu werden.

Bei Analysen der Literatur konnte eine Deletion idéntisch gelegenen Bruchpunkten wie die
im Rahmen dieser Arbeit bei der Probandin 1 charaierten Bruchpunkten nicht gefunden
werden. Von den Deletionen, welche die PWS-Regidnemschlielen, wurden wegen der
oben erwahnten Problematik der Heterogenitat dgd 3Bruchpunktes aus den untersuchten
Fallen jene ausgewahlt, bei welchen der distale iBP15q14 und weiter telomerisch
charakterisiert wurde.

Zur besseren Ubersicht wurden in Tabelle 11 dienpty@dischen Auffalligkeiten des eigenen
und der bisher beschriebenen Patienten mit intietkth Deletionen im proximalen g-Arm
aufgelistet. Ein weiteres Problem bei phanotypiaclBegeniberstellungen ist die teils sehr
unterschiedliche Exaktheit der Beschreibung in Balken aus der Literatur, vor allem bei der
Betrachtung von geistiger Entwicklungsverzégerund bangsamkeit von Sprachentwicklung

sowie die Subjektivitat in der Beschreibung soldBefunde.
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Bei Patienten, bei denen die Region 15g11.2-13t3nmdie jeweilige Deletion eingeschlossen

war (siehe Tabelle 11), wurden vor allem die PWSsishe muskulare Hypotonie (10/10), ein

den

Unter

(9/10) und ein verringertes Geburtsghtvi¢5/10) gefunden.

Herzfehler
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Herzfehlbildungen fanden sich vor allem persishdes Ductus Botalli oder offene Foramina
ovalia (PFO).

Wie oben erlautert, konnte das KLF13-Gen ein mbglicKandidat fur dieses Symptom sein.
Allerdings sind offene Foramina ziemlich haufig umdht immer krankheitsrelevant und auch
PDAs sind mit einer Haufigkeit von ca. 8% (Schuneclet al., 2008) unter den
Herzfehlbildungen vertreten.

Die Fazies der Patienten weisen gehauft Malformatioder Ohren (5/10) auf, in einem Fall
(Galanet al., 1991) sogar eine entsprechende Ohrmuscheldysgiasigef sitzenden Ohren;
eine schmale Oberlippe (3/10) oder eine Retrogm@#i10) wie bei der Probandin 1 waren im
Vergleich mit den Fallen aus der Literatur nichédreders haufig.

Hinsichtlich der mentalen Retardierung sowie dera8pverzogerung scheint eine groR3e
Divergenz zu bestehen. Bei Patienten mit sehr étenli deletierter Region sind teils sehr
unterschiedliche Grade der mentalen Retardieruaghbieben worden.

Butler et al. (2004) untersuchten mittels Verhaltens- und ligeehztests sowie Versuchen zu
motorischen Fahigkeiten PWS-Patienten mit unteestiith grof3en Deletionen; dabei wurden
die Probanden nach Deletionen eingeteilt, die pneki(Typ I) oder distal (Typ Il) des BP2
lagen (zur Lokalisation der BP vgl. Abb. 24). But al. (2004) kamen zu dem Ergebnis, dass
Patienten mit Typ ll-Deletionen sowohl in Intellige als auch in Verhaltenstests besser
abschnitten, auRerdem die motorischen Fahigkeiiberhausgepragt waren.

Wahrend die hier vorgestellte Probandin ebenso2mieitere Falle aus der Literatur (Galkein
al., 1991; Brunetti-Pierret al., 2008) nach dieser Einteilung dem Typ Il entspracimeiissten
alle anderen sowie die von Schwaetzal. (1985) beschriebenen Félle dem Typ | zugeordnet
werden. Andererseits wird bei der von Abeliovethal (1996) vorgestellten Patientin mit einer
groBen Deletion von einer mafligen mentalen Retamieund einer langsamen Sprechweise
berichtet; bei der hier untersuchten Probandintlemer kleineren Deletion zeigte sich sowohl
im motorischen als auch im mentalen Bereich einetlidbe Retardierung und keinerlei
Sprachentwicklung. Bei der von Calounataal. (2008) beschriebenen Patientin, die gegenlber
der Probandin 1 weiter distal liegende Bruchpuriksitzt, wird eine mafige bis schwere
Retardierung beschrieben.

Demgegeniiber muss jedoch auch beachtet werdenbdaggtReren Deletionen mit weiter
distal liegendem Bruchpunkt anscheinend schwerargpigungen des Phéanotyps bei PWS-
Patienten mit sich ziehen (Schwasg al., 1985; Pujaneet al., 2002; Butleret al., 2004;
Mignon-Ravixet al.,2007; Sahoet al.,2007).

AbschlieRend sollte jedoch auch bedacht werders, dessSchweregrad einer Retardierung vom

Alter der Patienten und die Einteilung nicht zuletach von Betrachter abhangt.
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Eine weitere Herangehensweise bei der Analyse yietlrSme war nun, lediglich Kasuistiken
von Regionen zu analysieren, die distal der PW&¢en Deletionen, aber noch innerhalb der
bei der Probandin vorliegenden Deletion lokalisigind, um zu ergriinden, ob die bei der
Probandin 1 vorkommenden atypischen PWS-Befunde sidglicherweise auf mit diesem
Bereich assoziierte Syndrome zuriickfihren lassen.

Hierbei fand sich daMICRODELETION 15g13.3yndrom (OMIM 612001). Dieses wurde
zuerst von Sharmt al. (2008) beschrieben und in zwei Auspragungen dekrddeletion
eingeteilt, zum einen eine kleine Deletion von Wb Lénge, die von BP4-BP5 reicht, zum
anderen eine grofRere Deletion von etwa 3,95 Mbg¢heekich vom BP3-BP5 spannt. Auch
wurde ein Proband mit einer Deletion von BP3-BP4cheeben (vgl. Lokalisierung der
Bruchpunkte BP1-BP6 auf Chromosom 15q, Abb.24)laviit al. (2009) berichten ebenfalls
von Patienten mit Deletionen, welche von BP4-BRé&hen.

Die Hauptbefunde dieses Syndroms sind milde bis igeaRetardierung, Epilepsie mit
abnormen EEG-Resultaten und milde Gesichtsdysmempl8harpet al., 2008). Besonders die
facialen Dysmorphien dieser Patienten — runde @Gasienit voller, aufgeworfener Oberlippe,
Strabismus, Hypertelorismus und tief liegenden Awugeinterscheiden sich deutlich von denen
der Probandin 1.

Andere Befunde jedoch korrelieren gut: die sigmifiten Sprachdefizite (Milleet al., 2009)
bzw. die milde bis méaRige Retardierung mit Spreghd Lernschwierigkeiten sowie die
muskulare Hypotonie (Shagt al, 2008).

Die vorgestellten EEG-Befunde und die Erkrankunges dem Formenkreis der Epilepsie sind
wegen nicht durchgefihrter EEG-Untersuchung und di Probandin 1 (bisher) nicht

aufgetretener Epilepsie nicht diskussionsfahig.

Deutlich wird, dass wie auch beim Prader-Willi Sgord selbst, nicht nur ein einzelnes Gen
zum Phanotyp der Probandin 1 beitragt, sondern enel@@ene im Sinne einesntiguous gene
syndromebeteiligt sind.

Neben den fir das PWS vermuteten KandidatengeneKNBRZNF125, SNRPN, Necdin,
IPW, HBII-85 (Jonget al., 1999a; Jonget al., 1999b; Gerard et al., 1999; Wirét al, 2001;
Leeet al, 2005; Rodriguez-Jatet al, 2005) bieten sich als mégliche verursachendeeGign
die vorgestellte Probandin 1 GABRG3, ABPA2, NDNIK,F13 und CHRNA7 an (Culiagt
al., 1994; Blanceet al, 1998; Hoet al, 2003; Leeet al, 2005; Lavalleéet al, 2006; Nemer et
Horb, 2007; Shinawét al, 2009).

Die sorgfaltige und sich stets an den aktuellerieR&brientierende Analyse von Phé&notyp-
Genotyp-Vergleichen, zusammen mit Mutationsanalys#er Tiermodellen werden mdglicher-

weise das Verstandnis dahingehend erweitern.
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5.3 Der mit einer partiellen Trisomie 15(q14g15) @hergehende

Phanotyp beim Probanden 2
Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten moletgdaetischen Analysen der trisomen
Region des proximalen 15g-Arms beim Probanden gteeieine ungewdhnlich lokalisierte,
etwa 5,4 Mb Uberspannende, partielle Trisomie ioxipnalen 15g-Arm, der Karyotyp konnte
mit 46,XY, der(18)ins(18;15)(q11.2;q1l4qgb%tbenannt werden.
Der proximale Startpunkt liegt dabei in der ternémaHalfte der Bande 15914, also deutlich
distal des BP6 (vgl. Abb. 24), der von Mignon-Rawx al. (2007) als spezifisch fir
unbalancierte Translokationen oder andere Rekortibiten aufgefihrt wird.
Da bei der Probandenmutter eine balancierte lmseder 15q14g15-Banden in Chromosom
18q911.2 erfolgte, miissen zwischen den Chromosonterurid 18 wahrend der Meiose
interchromosomale Umbauprozesse stattgefunden haben
In der Literatur finden sich nur zwei Félle von géschen Rekombinationen zwischen den
langen Armen der Chromosomen 15 und 18 (Rie¢ra., 1990; Semerci et al., 2004); hierauf
Bezug nehmend kann nicht von einem gehauften Asfire¢/on Rekombinationsereignisse
begunstigenden Strukturen zwischen den beiden Gisomen 15 und 18 ausgegangen werden.
Eine molekulargenetische Untersuchung der Regi@ll® auf genomische Instabilitdt fand
indes im Rahmen dieser Arbeit nicht statt.
Die phéanotypische Einordnung des Probanden gdstaltsich schwierig: ein
Symptomenkomplex von IUGR, Augen- und Skelettangnalmit Kleinwichsigkeit,
atypischer Fettverteilung, Ventrikelseptumdefekgrhaltensauffalligkeit mit Hyperaktivitat
und Aggressionen, verzdgerter Sprachentwicklungl naardierter geistiger Entwicklung mit
stereotaktischen Bewegungsablaufen bei auffalliefunden im EEG und MRT konnte

keinem definierten Krankheitsbhild zugeordnet werden

Prifung bekannter Gene der Region 15914915

Fur eine Korrelation von Genotyp und Phanotyp desbdhden wurde die trisome Region
zwischen den im Rahmen dieser Arbeit durch Molelaralysen charakterisierten Bruch-
punkten auf vorhandene Gene untersucht, um Uber Eimktion der Genprodukte eine
Korrelation zu den beobachteten Symptomen herzeistdDie Ergebnisse dieser Analyse sind
in Tabelle 12 dargestellt.

Da in den meisten Fallen tber die Funktion der Gahykte nur wenig bekannt ist, sollen nur
diejenigen Gene hier aufgefuhrt werden, bei welafiargeeigneter Zusammenhang hergestellt

wurde.
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Tabelle 12: Betrachtete Gene in der trisomen Regiodes Probanden 2

 SPREDI1 $prouty-related EVH1 domain-containing protein 1, MIM-Nr. 609291),
eine Uberexpression des Spredl hemmt NGF-induzieteonen-Differenzierung in
Rattenzellen (PC12) (Wakiola al, 2001). Eine trisome Anlage beim Probanden mag
zu einer reduzierten Gehirnentwicklung gefihrt mabe

* THBS1 thrombospondin 1 precursor,MIM -Nr. 18806() hemmt dit Angiogenes.
* PAKG6 (p21-ACTIVATED KINASE 6, MIM-Nr. 608110) hemmt die Aktivitat von

Androgen-Rezeptoren. Uberexprimiert ist er moglioresse fiir die eher weibliche
Fettverteilung des Probanden 2 verantwortlich sein.

+ DISP2 PISPATCHED, DROSOPHILA, HOMOLOG OF, 2, MIM-Nr. 607503) ist
Teil des Hedgehog (Hh)-Signalwegs.

« IVD (isovaleryl Coenzyme A dehydrogenase,MIM-Nr. 607036) ist ein
mitochondriales Matrixenzym.

* LTK (LEUKOCYTE TYROSINE KINASE, MIM-Nr. 151520), das Genprodukt
kontrolliert mittels Phosphorylierung diverse Siymege fir Zellwachstum und -
differenzierung.

* VPS39/ VAM6 {sacuolar protein sorting 39, MIM-Nr. 612188) moduliert Faktoren
im Smad-Signalweg.

 CAPNS3 (CALPAIN 3, MIM-Nr. 114240), muskelspezifische Calpain, welcHatn
spezifisch bindet.

+ SNAP23 GYNAPTOSOMAL-ASSOCIATED PROTEIN, 23-KD, MIM-Nr.
602534) ist ein Regulator bei dem Vesikel-Dockimgl @ler Fusion. Veranderungen im
SNAP23-Gen koénnten neurologische und andere Kratgkhererursachen, die mit
Defekten im Vesikel-Membran-Fusionsprozess einhegdLazcet al., 2001).

e TTBK2 (TAU TUBULIN KINASE 2, MIM-Nr. 611695) kodiert fur eine
Caseinkinase, welche Tubulin und Tau phosphoryliEmhe vermehrte Expression
dieser Kinase fluhrt zu einer Hyperphosphorylisatites Tau-Proteins, dieses kann
nicht mehr an Mikrotubulin binden und lagert sidh jpaired helical filaments (PHFS)
im Gehirn ab.

Wie in Tabelle 12 ersichtlich, sind einige GeneSinne einesontiguous gene syndronads
Verursacher einzelner Symptome des Phanotyps denRbain der Literatur allerdings meist
nur Informationen Uber einen Phénotyp bei Hapldiiganz eines bestimmten Gens zu finden
sind, muss im Sinne der Genotyp-Phanotyp-Korrafatitie Uberlegung erfolgen, wie
Merkmale sich bei Uberexpression des jeweiligensGarspragen.

Ein Beispiel ist CALPAIN 3, welches im Knockout-Msmodell eine Atrophie der Muskeln
bewirkt, da das Protein Titin, welches von Calpgébunden wird, nicht bei der Stabilisierung
des Muskels mitwirkt. Titin sorgt fir die Muskelrgpannung, zur Elastizitat tragt allerdings
nur derjenige Abschnitt des Titins bei, der nichtMyosin oder Aktin gebunden ist (Linke,
2000). Zu schlussfolgern ist also, dass bei UbeigealRExpression des Titin-bindenden

Calpains die Elastizitat des Muskels abnimmt, gdar wird.
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Interessant ist die Situation auch bei der TAU TUBWKINASE 2 (TTBK2): Houldenet al.
(2007) fanden bei Familien mit spinozerebellareax#¢ 11 (SCA1l; OMIM 604432) eine
Haploinsuffizienz des TTBK2-Gens. Folgt man der I&iom der Caseinkinase, kdnnte davon
ausgegangen werden, dass eine verminderte PhoBphorg von Tau hierfiir ursachlich ist.
Da der Mikrotubuli-bindende Anteil des Tau-Protelmsrdurch vermindert wird, fallt auch die
Funktion der Mikrotubuli, welche am schnellen aXenaTransport zwischen Zellsoma und
Synapse beteiligt sind, aus. Es treten verzdgéfeeschaltungen der Bewegungskoordination
auf, was sich im klinischen Bild einer Ataxie widpiegelt.

Kommt es dagegen durch eine vermehrte Expressiom @d&BK2 zu einer
Hyperphosphorylierung des Tau-Proteins, bindetediescht mehr an Mikrotubulin und lagert
sich als paired helical filaments (PHFs) ab (Goedeal, 1989; Hangeet al, 1998; Kitano-
Takahashet al,, 2007).

Vergleichbar ist dieser Mechanismus mit dem derliRafion des APP-Locus auf Chromosom
21; durch eine Akkumulation von Amyloid-3-Peptideird eine autosomal dominante Form
der early-onset Alzheimerkrankheit mit Amyloidanggdhie der Gehirnarterien verursacht
(Rovelet-Lecruxet al, 2006). Eine Art Demenz im Sinne einer Alzheimekr&nkung, wie sie
auch bei Trisomie 21 auftritt (Granet al, 2010), kdnnte also eine Ursache fur die schwere

mentale Retardierung des vorgestellten Probanden se

Genotyp-Phanotyp-Korrelation unter Berlcksichtigung beschriebener Trisomien aus der
Literatur

Da dieser Erklarungsansatz jedoch unbefriedigenddéin Gesamt-Phanotyp war, wurde die
Literatur nach &hnlichen genotypischen Konstelfegio durchsucht, um zu ergriinden, ob bei
Kasuistiken mit ahnlichen Triplikationen der Regid®ql4ql5 (wie beim Probanden 2)
entsprechende phanotypische Auspragungen gefuneletem

Im Gegensatz zu Deletionen gibt es bei partielleisomien diverse Moglichkeiten fir die
Entstehung eines duplizierten Chromosomensegments:

Mdglich sind invertierte und nicht invertierte Dikgltionen im Ursprungs-Chromosom oder in
andere Chromosomen inserierte Chromosomensegmengném unbalancierten Chromo-
somensatz; es kommen isodicentrische Chromosome(iditd5) vor (wobei bei Vorliegen
zweier unauffalliger Chromosomen 15 dann ein 4dac6hromosomenabschnitt vorliegt),
auRerdem unbalancierte Translokationen und zuddzIRingchromosomen (Butlext al,
1988; Battaglia, 2005; Zoet al, 2006; Battaglia, 2008).

Diese Chromosomenaberration ist demzufolge durok é@berzéhlige Kopie eines Chromo-
somenabschnitts bestimmt, aul3er wenn durch die rRakationsereignisse Gene im

Bruchpunktbereich zerstort wurden; diese liegemdwaploinsuffizient vor.
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Neben der in 5.2 beschriebenen Problematik derduziggn Angaben in Kasuistiken in der
Literatur sind Trisomien der im Rahmen dieser Arbsharakterisierten Region 15gq14q15
insgesamt &ul3erst selten, so dass es schwierimsdtatistisch fundierte Aussagen ber einen
assoziierten Phanotyp zu treffen.

Die in der Literatur beschriebenen Falle tragensineine Trisomie, die vom terminalen Ende
des p-Arms oder vom Zentromer bis 15q15, oder aarfilmaus, reicht.

Die Symptomatik einer reinen Duplikation 15ql4ql5rdwdabei Uberlagert von den
Symptomen de®uplication-15g11-q13Syndroms (OMIM 608636; Bundegt al, 1994).
Dieses prasentiert sich mit geistiger Behinderdimgllichem Autismus, Ataxie and Epilepsie,
das duplizierte Chromosomensegment ist meist ntigtien Ursprungs.

Bekannt ist zudem generell, dass Duplikationen maten Ursprungs dieser Region assoziiert
sind mit unterschiedlich stark ausgepragter menfétardierung und autistischem Verhalten
(Browneet al, 1997; Coolet al.,1997; Repettet al.,1998).

In dieser Arbeit sollen einige wichtige Ahnlichkait und Gegensitze hervorgehoben werden,
die sich beim Vergleich des vorgestellten Probandérden Fallen aus der Literatur ergeben;
die Karyotypen und die Phanotypen von Kasuistikeer tPatienten mit partieller Trisomie oder

Duplikation des langen Arm von Chromosom 15 sindiabelle 13 aufgefuhrt.

Die beim Probanden 2 bestehenden phanotypischerfaligieiten wie die mentale
Retardierung waren in allen Fallen (8/8), Kleinwsighkeit, IUGR und Skelettdeformitaten in
der uberwiegenden Mehrzahl (5/8) der Félle vorhandgne verzogerte Sprachentwicklung
konnte bei 50% der Patienten angetroffen werdenzfelelbildungen und auffallige EEG-
Befunde waren dagegen unterreprasentiert (3/8).

Die pathologischen Augenanomalien und das auf@lNgrhalten des Probanden 2 wurden
lediglich in der Kasuistik von Abeliovicht al.(1996) beschrieben (siehe auch 5.4). Der Patient
mit der genotypisch noch am ehesten Ubereinstimerer€hromosomenaberration (dup(15)
(912/13g15), den DeFrancet al. (1984) darstellen, wurde als Kind mit typischen W
Befunden beschrieben. Bezogen auf die atypischivdrilung ergibt sich eine mogliche
Konkordanz, ein weiterer Vergleich des Phanotyigt edoch keine Ubereinstimmungen.

Von Veenemaet al. (1984) wird eine Patientin mit einer Chromosontemeation beschrieben,
welche wie eine Duplikation der Banden 15q14 unglBserscheint (nicht in der Tabelle 13).
Diese wird als mental retardierte 14-Jahrige mitidpgie beschrieben, jedoch ohne jegliche
phanotypische Auffalligkeit.

Da die anderen betrachteten partiellen Trisomieln auf einen grof3eren Bereich erstrecken, ist
ungewiss, welchen Anteil dieser Bereich (15914 U5ql15) an einem aufféalligen Phanotyp hat.
Aufgrund der Unsicherheit, was die Karyotypisierwanggeht, soll der Fall von Veeneraaal

(1984) nicht weiter diskutiert werden.
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Murdock und Wurster-Hill (1986) ziehen einen Vergtein 22 Fallen mit partiellen Trisomien
des Chromosoms 15, welche allesamt verschiedenalisatonen der Bruchpunkte besitzen
und in 9 Fallen auch Translokationsereignisse mieaen Chromosomen aufweisen, und leiten
ein relativ heterogenes klinisches Bild ab. Als @ersamkeiten werden geistige Entwicklungs-
verzogerung, Wachstumsretardierung, Mikrozephalwl UKrampfanfélle abgeleitet; dieser
Phanotyp lasst sich auch am Probanden 2 erkennen.

Allerdings ist zu vermuten, dass der von Murdocld uWurster-Hill (1986) beschriebene
Phanotyp in einigen Féllen vom Phanotyp dasplication-15q11-q13Syndroms Uberlagert

wird.

Zur Vollstandigkeit wurden auch die krankheitsagsoen Gene in der Region 18ql11.2
untersucht, da ein Gen durch Insertion des Chromessegments aus 15q unterbrochen sein
konnte. Allerdings hatte sich diese Haploinsuffizieeines Gens dann auch schon bei der
Probandenmutter 11,6 manifestieren muissen. Die kransbilder, die bei Gendosis-
Verédnderung mit der Region 18q11.2 lokalisiertemé&assoziiert sind, konnten indes weder

beim Probanden noch bei seiner Mutter beobachteteme

Es wird ersichtlich, dass zum vorgestellten Falhkieonkretes Korrelat in der Literatur zu
finden ist. Auch bei der Analyse von bekannten €xeder in dieser Arbeit charakterisierten
Region 15g14q15 konnte ein einzelnes Gen, dasefiggsamten Phanotyp verantwortlich ist,
nicht abgegrenzt werden.

Vielmehr sind als verursachende Gene fir die negiethen Auffalligkeiten und
Gehirnentwicklungsstérungen des Probanden 2 diee GH#RED1, SNAP23 und TTBK2 zu
erwagen, die Gene DISP2, LTK und VPS39 kdnntenhdilice Funktionen in Signalwegen
einen modulierenden Einfluss in der Embryonaleriiving beigetragen haben. Die sorgfaltige
orientierende Analyse von Phanotyp-Genotyp-Vergkeic in der Literatur, zusammen mit
Mutationsanalysen und Tiermodellen werden mogliskeése das Verstdndnis dahingehend

erweitern.

5.4 Reziproke Translokation 15 und 21

An den Schluss der Betrachtungen zu einer Phar®gnmtyp-Assoziation bei den hier
vorgestellten Probanden soll der Vergleich mit eine der Literatur beschriebenen
aulRergewohnlichen Kasuistik einer reziproken Mdyrw. Trisomie der Chromosomen 15 und
21 gestellt werden.

Von ganz besonderem Interesse ist der Fall durshgtiachzeitige Auftreten einer partiellen
Monosomie 15(pte>gl15) und partiellen Trisomie 15(pteigl5) bei zwei Geschwistern, er hat

demzufolge eine groRe Ubereinstimmung mit der geswimn Konstellation bei den in dieser
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Arbeit betrachteten Probanden 1 und 2.

Das Geschwisterpaar wird von Abelioviehal. (1996) beschrieben: durch eine Translokation
der Chromosomen 15 und 21 [t(15;21)(q15;q2%afl) haben beide jeweils eine partielle
Trisomie als auch eine partielle Monosomie eine@iosoms.

Dabei hat ,Patientin 1“ den Karyotyp 46, XX, -15je¥(21)t(15;21)(q15;922.1) mit partieller
Monosomie 15(ptepql5) und partieller Trisomie 21(ptég22.1). Sie prasentiert ein
klassisches Prader-Willi Syndrom mit anhaltenderskalarer Hypotonie, Esssucht, rundem
Gesicht, Fehlsichtigkeit, undeutlicher Sprache umdfRiger mentaler Retardierung sowie
Kleinwichsigkeit, was im Einklang zu einer pateemaDeletion der Bande 15q11.2 steht.
.Patient 2, Bruder von ,Patientin 1“, mit Karyoty6, XY, -21, +der(15)t(15;21)(q15;922.1)
mit partieller Trisomie 15(pterql5) und partieller Monosomie 21(pteq22.1) wird mit
erhohtem Muskeltonus mit brisken Reflexen, aggvessiVerhalten, dreieckigem Gesicht,
spater Sprachentwicklung und milder mentaler Reteudg sowie verzogerter korperlicher
Entwicklung mit Skelettdeformitdaten beschrieben. itdfe Befunde, die Abeliovictet al.
(1996)der Trisomie 15 zuschreiben, sind eine Mikrozeghaline grof3e Nase und Syndaktylie
der Zehen.

Bei der Analyse der PWS-Region fanden Abelioveghal. (1996) bei ,Patientin 1 eine
paternale Deletion, bei ,Patient 2“ eine doppeltespragung der vaterlichen Marker.

Es ergibt sich ein anndhernd gegensatzlicher Py reziprokem Genotyp; am Beispiel
des Muskeltonus ware zu postulieren, dass die Manies 15 bei ,Patientin 1* durch die
paternale Haploinsuffizienz eine verminderte Fuktder Muskeltatigkeit bewirkt, wahrend
bei ,Patient 2“ durch das zweifach paternale Vagdie ein ,Zu viel* an Muskeltonus
ausgepragt ist.

Obwohl der Einfluss von Gendosis-VeranderungenGleemosoms 21 an der oben genannten
Kasuistik von Abeliovichet al. (1996) sicherlich berlcksichtigt werden muss, ist deren
.Patientin 1“ phanotypisch mit der in dieser Arbeitrgestellten Probandin 1 vergleichbar: hier
fallen vor allem die PWS-typischen Befunde wie mugke Hypotonie, Kleinwtichsigkeit und
die mentale Retardierung auf. Auch die Sprachetuig ist sowohl bei der hier
beschriebenen Probandin 1 als auch bei der vonidMieh et al. (1996) beschriebenen
.Patientin 1“ verzdgert.

Ebenso zeigt ,Patient 2 viele Ahnlichkeiten mit ndehier untersuchten Probanden 2.
Aufzuzeigen sind hier insbesondere die Aggressjvithe mentale Retardierung und die
verzdgerte korperliche Entwicklung mit Skelettdefdéten. Gleichwohl muss gesagt sein, dass
bei dem von Abeliovichet al. (1996) beschriebenen ,Patienten 2“ der paternale
Chromosomenabschnitt dupliziert vorliegt, beim hirgestellten Patienten 2 dagegen ein

kleinerer, maternaler Abschnitt.
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Contigous gene syndromeststehen, wie bereits in 1.2 erwahnt, durch ®ieginderung der
normalen Gendosis. Die Haploinsuffizienz von Geiben Deletionen bewirkt meist durch
Veranderungen von Genprodukten einen Funktionssedes entsprechenden Getsg-of-
function). Bei der selteneren Duplikation von Genen komsize einer Uberexpression der
Gene und damit zu einem Zuwachs an Genprodydin{of-function (Breuning und Bakker,
2000; Danget al.,2008; Rudckt al.,2009).

Der Gendosis-Effekt wurde bei der im Rahmen didgéeit durchgefiinrten Analyse anhand
der vorgestellten Kasuistiken an mehreren méglidenen sowohl im Bezug auf eiluss-of-
functionMutation im Fall der Probandin 1 als auch auf ajjaén-of-functioaMutation beim
Probanden 2 aufgezeigt.

Bei der durchgefihrten Analyse von Deletions- urngplixationssyndromen des proximalen
15g-Arms am Beispiel der Kasuistiken konnte felitsteerden, dass bedingt durch die GroRRe
des betroffenen Chromosomenteils und der Vielzahidrhandenen Symptome das Vorliegen
einescontigous gene syndromeahrscheinlich ist. Ein einzelnes Kandidatengennkermit

dem derzeitigen Stand der Wissenschaft nicht wéiti werden.

55 Ausblick

Die Klarung des Krankheitsmechanismus in den beitien vorgestellten Kasuistiken kann
nicht darauf angelegt sein, den Patienten eine dpiwoption zu bieten. Wohl kénnen aber
durch Grundlagenforschung dieser Art Anséatze foranuiverden, wie genetische Defekte, die
Krankheiten verursachen, moglicherweise durch Geaflie kompensiert werden kénnen.
Wichtig sind hier explizite klinische Beschreibungeon Dysmorphiesyndromen in der
Literatur in Kombination mit modernen molekularaygmetischen Analysemethoden, welche es
erlauben, einzelne oder physikalisch gekoppelteeGam auch genomisch instabile Regionen
zu identifizieren. Eine geeignete Strategie zuaitlerten Detektion der Bruchpunkte bei den in
dieser Arbeit beschriebenen Probanden wére die Adweg von Chromosomenregion-
spezifischen Chip-Analysen (Dufva, 2009), zum Bieisdie Microarray-basierte komparative
genomische Hybridisierung cdmparative genomic hybridizatipn Array-CGH), eine
Weiterentwicklung der vergleichenden Genomhybretisng (konventionelle CGH) (Solinas-
Toldoet al.,1997).
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6 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, bei zwei Patienten mitklaren Dysmorphiesyndromen die
zytogenetisch bereits dargestellten Chromosomeratfmeren im Bereich des Chromosoms 15
mittels Fluoreszenim-situ-Hybridisierung (FISH) weiter einzugrenzen und nalgsieren.

Hierzu sollten die Bruchpunkte einge novoDeletion del(15)(g11.2913.3) bei einer Probandin
mit Verdacht auf atypisches Prader-Willi-Syndronwio einer maternal vererbten partiellen
Trisomie der Banden 15g14ql5 bei einem Probanddnumniilarem Dysmorphiesyndrom
molekularzytogenetisch eingegrenzt werden.

Der proximale Bruchpunkt der Deletion von Probandlikkonnte in der Region zweier sich
Uberlappender BAC-Klone (RP11-483L3 und RP11-73f€Sigelegt werden. Bei der Analyse
des distalen Bruchpunktes der Deletion von Prolmandi konnte ein Bruchpunkt-
Uberspannender BAC-Klon (RP11-242M5) aufgezeigtderer Die Bruchpunktregionen lieRen
sich somit auf einen Bereich von ca. 125 bzw. 1B0elngrenzen, die GroRe der gesamten
Deletion bei Probandin 1 betragt etwa 10 Mb undashit mehr als doppelt so ausgedehnt wie
die beim typischen Prader-Willi-Syndrom beschriebBeletion.

Durch Mikrosatellitenanalyse der deletierten Regkonnte bei den Markern D15S1048 und
D15S976 eine paternale Deletion belegt werden, @ss dnsgesamt von einer paternalen
Deletion ausgegangen werden kann.

Die Bruchpunkte der partiellen Trisomie beim Pruden 2 konnten jeweils der Region zweier
sich Uberlappender BAC-Klone (RP11-638N6 und RPAl2@ fiur den proximalen; RP11-
960H11 und RP11-124A24 fur den distalen Bruchpunkt)geordnet werden. Die
Bruchpunktregionen lie3en sich auf einen Bereiahn 40 bzw. 95 kb eingrenzen, die gesamte
trisome Region beim Probanden 2 ist etwa 5,1 MB.gro

Durchwhole chromosome paintirgei der Mutter des Probanden 2 konnte der Urspeimegs
derivativen Chromosoms mit Insertion eines Chromusmmabschnitts aus Chromosom 15
festgestellt werden, so dass davon auszugeherddst die partielle Trisomie maternalen
Ursprungs ist .

Die beschriebenen Aberrationen liegen in einer &egbn grol3er chromosomaler Instabilitat -
die Bruchpunkte der Deletion konnten mit den in déeratur beschriebenenhgtspots
korreliert werden; die Bruchpunkte des trisomend@iosomensegments konnten keinem der
beschriebenen Bruchpunkten zugeordnet werden.

Es wurden im Bereich der charakterisierten Chrommesw@bschnitte vorkommende Gene
analysiert, um einen Zusammenhang zwischen den afdlithen Genfunktionen und den bei
den Patienten festgestellten phanotypischen Megkma¢rzustellen. Hierbei wurde jedoch kein

einzelnes Gen gefunden, welches die beobachtetaptBge jeweils erklaren konnte.
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Da die Phanotyp-Genotyp-Korrelation fir klinischetchtungen von grofRer Relevanz ist,
wurde anschlieRend durch phanotypischen und geisotygn Vergleich mit Fallen aus der
Literatur, welche &ahnliche Deletionen bzw. Trisomigie die Patienten aufweisen, versucht,
einen charakteristischen Phanotyp fir DeletionerBaaden 15911.2-q13.3 bzw. fir Trisomien
der Banden 15q14-q15 zu definieren.

Deutlich wurde, dass Patienten mit den beschrigbeAberrationen zwar eine Reihe
phanotypischer Gemeinsamkeiten aufweisen, insgegadach eine sehr grofRe Streuung
bezluglich der Auspragung besteht. Mentale Retardger unterschiedlichen Ausmales,
Kleinwuchs und Herzfehlbildungen wurden gehauft ¢ben Deletionen beschrieben. Bei den
partiellen Trisomien traten regelmaRig mentale Rigaung, verzdgerte Sprachentwicklung
und Skelettdeformitaten auf.

Prazise klinische Beschreibungen phénotypisch Big#a Patienten in der Literatur kénnen in
Kombination mit den zur Verfigung stehenden molekayttogenetischen Analyseverfahren
(FISH, Mikrosatellitenanalyse, CHG-Array) dazu baifen, dass die Genotyp-Phanotyp-
Assoziation immer differenzierter wird. Eine ddtaite molekularzytogenetische Analyse
chromosomaler Aberrationen kann helfen, mit Krantkimeassoziierte Gene aufzeigen und zu
identifizieren.
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Thesen

1. Weder der Phanotyp der in dieser Arbeit beschriebbdProbandin 1 mit Deletion
der Banden 15q11.2-q13 noch der Phanotyp des helsehen Probanden 2 mit
Duplikation der maternalen Banden 15q14ql15 sindhdrisin der Literatur

beschrieben worden.

2. Mithilfe der Fluoreszenzin situ Hybridisierung (FISH) lasst sich bei Probandin 1
die durch die zytogenetische Analyse definierte, t&@ Mb grofRe Deletion
del(15)(q11.2q13) spezifizieren, wobei die Bruchgenden Banden 15g11.2 und
15913.3 zuzuordnen sind und auf einen Bereich w25 kb eingegrenzt werden

kdnnen.

3. Die in der zytogenetischen Analyse dargestellte,5cdb grof3e Duplikation der
maternalen Banden 1591415 beim Probanden 2 isthddie molekularzyto-
genetische Untersuchung mittels der Fluoresaers#tu Hybridisierung zu belegen,

die Bruchpunkte sind in einem Bereich von maxin#d kb zu lokalisieren.

4. Obwohl sich nach den durchgefuhrten molekularzytegschen Analysen keine
spezifischen Kandidatengene fir einzelne Kklinisélerkmale der Probanden
benennen lassen, kdnnen durch den phanotypischetrgemotypischen Vergleich
mit zuvor in Kasuistiken beschriebenen &ahnlichenle@en bzw. partiellen
Trisomien phanotypische Aufféalligkeiten einzelnemramosomalen Regionen

zugeordnet werden.

5. Die betrachtete Region im proximalen Arm von Chreoma 15 ist aufgrund ihrer

genomischen Instabilitat fir Rekombinationsereigmigradestiniert.
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