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ARBEITSHYPOTHESE UND FRAGESTELLUNG

1. ARBEITSHYPOTHESE UND FRAGESTELLUNG

Bei drei Geschwistern wurden zwei verschiedene Formen eines unbalancierten Karyotyps,
hervorgegangen aus einer miitterlichen Translokation zwischen einem Chromosom 10 und
22 festgestellt, die sowohl gleiche als auch unterschiedliche klinische Auffilligkeiten
zeigten. Hierzu gehoren Entwicklungsverzogerung, mentale Retardierung, Herzfehler und
faziale Dysmorphien. Die Chromosomenanalyse zeigt zwei verschiedene Formen eines
unbalancierten Karyotyps, hervorgegangen aus einer miitterlichen Translokation zwischen
einem Chromosom 10 und 22.

In dieser Arbeit sollten zuerst anhand der miitterlichen balancierten Translokation die
genauen Bruchpunkte auf Chromosom 10qgter und 22qter bestimmt werden. Damit kénnen
einerseits moglicherweise unterbrochene Gene identifiziert und andererseits die Gréfle von
translozierten DNA-Abschnitten und damit das Ausmal} der partiellen Monosomien bzw.
Trisomien bei den unbalancierten Nachkommen bestimmt werden.

Im néichsten Schritt wurde mit Hilfe von Datenbanken- und Literaturrecherche die
Korrelation zwischen Phénotyp und translozierten Regionen untersucht, und diese

Ergebnisse mit den klinischen Befunden unserer Patienten diskutiert.
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2. EINLEITUNG

2.1. Indikation fiir eine postnatale zytogenetische

Chromosomenanalyse

Unter angeborenen Fehlbildungen versteht man die funktionellen Defekte und strukturellen
Abweichungen eines Organes. Zu den wichtigen Ursachen gehoren genetische Storungen
bzw. chromosomale Aberrationen in 25% der Fille (Graumann und Baur 2004). Man
spricht von einer chromosomalen Aberration, wenn die genetischen Verdnderungen durch
eine zytogenetische Chromosomanalyse nachweisbar sind. Chromosomenaberrationen
werden in numerische und strukturelle Verdnderungen eingeteilt.

Bei numerischen Chromosomenaberrationen ist die Chromosomenzahl verdndert. Es
werden drei Arten numerischer Chromosomenanomalien unterschieden: Polyploidie
(Vervielfachung des Chromosomensatzes, z. B. Triploidie), Aneuploidie (Anzahl einzelner
Chromosomen vermehrt oder verringert, z.B. Trisomie 21, Monosomie X) und Mixoploidie
(Mosaik aus zwei oder mehr Zelllinien mit unterschiedlicher Anzahl der Chromosomen).
Strukturelle Chromosomenaberrationen entstehen bei Chromosomenbriichen und deren
Reparatur und konnen unterschiedliche Folgen haben. So kdnnen ein balancierter Zustand
ohne Zugewinn oder Verlust an genetischem Material (z. B. im Falle einer Inversion und
reziproken Translokation) oder ein unbalancierter Zustand mit Zugewinn oder Verlust an
genetischem Material (z.B. im Falle einer Deletion, Duplikation und unbalancierter
Translokation) entstehen.

Chromosomale Aberrationen kommen mit einer Frequenz von ca. 0,6% bei Neugeborenen
vor (Tamura 2002). Unter ihnen ist die Trisomie 21 (Down Syndrom) mit einer Frequenz
von 0,12% die hdufigste Storung. Bei den strukturellen Aberrationen iiberwiegen die
balancierten Translokationen mit einer Frequenz von 0,18% (Jacobs et al. 1992, Gardner
2004).

Das typische klinische Bild von angeborenen Chromosomenstorungen ist gekennzeichnet
durch die klassische Trias von Dysmorphien, variablen Organfehlbildungen und mentaler
Retardierung. Meist besteht auch eine gewisse Wachstumsverzogerung.

Bei Kindern und Jugendlichen mit den genannten klinischen Merkmalen werden hiufig
konventionelle und molekularzytogenetische Chromosomanalysen durchgefiihrt, um

eventuell vorhandene chromosomale Aberrationen zu identifizieren. Auch bei fehlendem
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Eintritt der Pubertdt und/oder Anomalien der Genitalorgane kann eine zytogenetische
Chromosomenanalyse durchgefiihrt werden und zur Kldrung der Ursachen beitragen. Bei
gesunden Erwachsenen kann eine Chromosomenanalyse angeboten werden bei bekannter
Chromosomenaberration in der Familie, Friihgeburten mit Fehlbildungen, rezidivierenden

Aborten, Infertilitdt und vor einer in vitro Fertilisation (IVF).

2.2. Entstehung und Folgen reziproker Translokationen

Unter einer Translokation versteht man eine Umlagerung von Chromosomenabschnitten
innerhalb eines Chromosomenbestandes. Die reziproke Translokation ist die héufigste
Form einer Translokation. Bei der reziproken Translokation kommt es zu je einem Bruch in
zweil nicht homologen Chromosomen, wobei jeweils ein Teilstiick mit dem Centromer
(,,centrisches Segment™) und ein Centromerfreies Segment entstehen. AnschlieBend wird
jeweils ein zentrisches Segment mit dem Centromerfreien Segment des nicht homologen
Chromosoms verbunden. Der Austausch der Segmente betroffener Chromosomen wird
durch Ahnlichkeiten der DNA-Sequenzen gefordert. Centromerfreie Segmente, die
zwischen den beteiligten Chromosomen ausgetauscht werden, bezeichnet man als die
»translozierten Segmente® (Abb.1.1), die rearrangierten Chromosomen als derivative

Chromosomen.

transloziertes
Segment

! centrisches

<« Segment —

transloziertes
Segment —> |

Abb.1.1.: Schematische Darstellung einer reziproken Translokation.
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Man spricht von einer balancierten Translokation, wenn es hierbei lichtmikroskopisch
weder zum Verlust noch zum Zugewinn von genetischem Material kommt.

Eine Translokation kann de novo entstehen oder durch einen Trager in der Familie vererbt
werden. In der Normalbevolkerung kommt eine reziproke Translokation mit einer
Haufigkeit von ca. 1 zu 500 vor (Scriven 1998, Van Dyke 1983).

Tréager einer balancierten Translokation sind in der Regel phinotypisch unauffillig, haben
aber ein hohes Risiko fiir Fehlgeburten und fiir Nachkommen mit mentalen und/oder
physischen Anomalien. Der Grund fiir dieses Risiko ist die Entstehung einer segmentalen
Aneusomie nach  Befruchtung entsprechend unbalancierter Keimzellen der
Translokationstriger. Segmentale Aneusomie ist ein typischer unbalancierter Zustand, in
dem eines der zwischen zwei nicht homologen Chromosomen tranlozierten Segmente
dupliziert, wihrend das andere deletiert ist. Dieser Zustand entspricht zugleich einer
vorliegenden partiellen Trisomie und Monosomie.

Abhéngig von den beteiligten Chromosomen haben viele Translokationstridger ein Risiko
von 5-10%, ein Kind mit angeblichen Anomalien zu bekommen. Nur bei wenigen
Translokationstragern liegt dieses Risiko bei 20% oder dariiber (Gardner und Sutherland
2004). Demgegeniiber ist das Risiko fiir Fehlgeburten generell sehr hoch.

Eine segmentale Aneusomie entsteht wihrend der Keimzellreifung. Normalerweise bilden
die beiden homologen Chromosomen in der Prophase von Meiose I sog. Bivalente. Im Fall
einer reziproken Translokation bilden die derivativen Chromosomen zusammen mit den
beiden normalen Chromosomen hingegen ein Quadrivalent. Hierbei handelt es sich um eine
kreuzformige Konfiguration, welche die Paarung aller homologen Segmente ermdglicht
(Abb.1.2.).

In der Anaphase von Meiose I kommt es zur Segregation, wobei sich die homologen
Chromosomen trennen. Die typische Trennung ist die 2:2 Segregation. Dabei erhalten beide
Tochterzellen jeweils zwei von vier Chromosomen. Die 3:1 Segregation und die 4:0
Segregation sind zwar selten, kommen aber vor.

Bei der 2:2 Segregation ist entscheidend, welche zwei Chromosomen zusammen in eine
Zelle gelangen. In Abb. 1.2. sind die drei Mdglichkeiten der 2:2 Segregation schematisch
dargestellt. Hierbei werden die normalen Chromosomen als A und B, die derivativen
Chromosomen als A" und B” bezeichnet. Wenn die zwei normalen Chromosomen A & B
zusammen in die erste und die zwei derivativen Chromosomen A" und B’ in die zweite
Tochterzelle kommen, so bezeichnet man diese Trennung als alternierende Segregation

(Abb.1.2.a). Wenn ein normales Chromosom von einem Paar und das derivative
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Chromosom von dem anderen Paar, dh. A & B’ bzw. B & A’ in einer Zelle
zusammenkommen, nennt man dies Adjacent-1 Segregation (Abb.1.2.b). Von einer
Adjacent-2 Segregation spricht man, wenn die Keimzellen jeweils das normale und das
derivative Chromosom mit dem gleichen zentrischen Segment, d. h. die Kombination

A & A’ bzw. B & B’ erhalten (Abb.1.2.c).

r

Kreuzformige quadrivalente

A B

/ Zellteilung \
A ' B’
a) Alternierend

normal balanciert
r

A B
b) Adjacent-1 -A b-
A’ ll B

unbalanciert unbalanciert

¢) Adjacent-2
A’ ' ' B

unbalanciert unbalanciert

Abb.1.2. 2:2 Segregation in der Meiose I bei einer reziproken Translokation. Die partiellen Karyotypen

der beiden Keimzellen nach Segregation sind horizontal nebeneinander dargestellt.



EINLEITUNG

Beispielsweise wird bei einer Trédgerin einer reziproken Translokation der
Chromosomensatz einer befruchteten Eizelle durch die Art der Chromosomen-Segregation
bei der Keimzellbildung bestimmt. Die aus einer alternierenden Segregation
hervorgegangene Eizelle hat ein vollstindiges Genom. Nach Befruchtung dieser Eizelle mit
einem chromasomal normalen Spermium entsteht ein Embryo mit entweder einem
normalen oder einem balancierten Chromosomsatz, was in beiden Fillen in der Regel einen
normalen Phinotyp zur Folge hat. Bei einem Embryo nach Zygotenbildung unter
Beteiligung einer aus Adjacent-1 Segregation hervorgegangen Eizelle liegt ein Karyotyp
mit einer partiellen Trisomie flir das eine und einer partiellen Monosomie fiir das andere
translozierte Segment vor. Die Zygote nach vorangegangener Adjacent-2 Segregation zeigt
jeweils sowohl eine Trisomie fiir das zentrische Segment des einen Chromosoms als auch
eine Monosomie fiir das zentrische Segment des anderen Chromosoms. Derartige
Chromosomenkonstellationen sind in der Regel nicht lebensfdhig vereinbar. Die partiellen
Karyotypen der aus unterschiedlichen Segregationsformen hervorgegangenen Eizellen vor
und nach der Befruchtung sind in Abb. 1.3. schematisch dargestellt.

Unbalancierte Chromosomen-Kombinationen sind hdufig mit einer enormen genetischen
Imbalance verbunden, so dass es sehr friih in der Schwangerschaft zu einem okkulten Abort
kommen kann oder die Einnistung der Zygote gar nicht erst stattfindet. Mildere Imbalancen
fiihren zur spiteren Aborten oder Fehlgeburten. Nur Embryonen mit einer geringen
Imbalance, d. h. mit kleinen translozierten Segmenten, haben eine Uberlebenschance. Eine
partielle Trisomie oder Monosomie ist mit dem Leben vereinbar, wenn nur kleine terminale
Segmente involviert sind, die entweder keine Gene oder Gene enthalten, deren Produkte
eine Dosis-unabhingige Funktion haben. Diese Situation ist am ehesten nach einer

Adjacent-1-Segregation gegeben.
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Abb. 1.3. Maégliche Chromosomenkonstellationen in den Eizellen und Zygoten der Trigerin einer
reziproken Transokation. Die griin markierten Chromosomen symbolisieren die 21 weiteren
Chromosomenpaare, die nicht an der Translokation beteiligt sind. Das gednderte Bild entnommen aus:
http://www.tokyo-med.ac.jp/genet/index-e.htm

2.3. Methodik und Fragestellungen der Fluoreszenz in situ

Hybridisierung (FISH)

Klassische zytogenetische Methoden wie Orcein- und Giemsa-Fiarbungen erlaubten
zunéchst nur eine grobe Gruppierung der Chromosomen nach Lange und der Lage ihres
Zentromers. Mit der Entwicklung der Banderungstechnik (Zech 1979) wurde es moglich,
neben numerischen Chromosomenaberrationen auch intra- und interchromosomale
Rearrangments zu identifizieren. Sind die chromosomalen Rearrangements kleiner als 5
Mb, werden sie mit den konventionellen Banderungstechniken in der Regel nicht detektiert.

Mit den heutigen molekularzytogenetischen Methoden (FISH) kdnnen chromosomale
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Aberrationen mit einem Auflosungsvermogen von bis zu 50 kb kartiert werden
(Liehr et al. 2002).

FISH basiert auf der 1969 von Gall und Pardue entwickelten in situ
Hybridisierungsmethode  (ISH) (Rooney wund Czepulkowski 1992), mit der
Nukleinsduresequenzen in situ, d.h. in ihrer natiirlichen Umgebung wie Geweben, Zellen,
Zellkernen und Chromosomen sichtbar gemacht werden kdnnen. Wéhrend der 70er Jahre
wurden fiir ISH radioaktiv markierte DNA-Sonden benutzt. Diese wurden schlieBlich
immer mehr durch fluoreszenzmarkierte DNA-Sonden ersetzt.

Grundlage fiir die ISH-Technik bilden die komplementéren Basenpaarungen in der DNA-
Doppelhelix. Diese Bindungen kdnnen durch physikalische Krifte leicht aufgeldst werden,
wobei zwei zueinander komplementire einzelstringige DNA-Molekiile entstehen. Die als
Schmelzen bezeichnete Denaturierung der DNA ist reversibel. Unter geeigneten Milieu-
und Temperaturbedingungen finden die beiden DNA-Einzelstringe {iber komplementére
Basenpaarung wieder zu einer Doppelhelix zusammen. Mischt man DNA-Molekiile vor
Denaturierung mit DNA-Molekiilen anderer Herkunft, so kommt es bei Renaturierung des
DNA-Gemischs zur Ausbildung von Hybridmolekiilen, wenn beide DNA-Spezies
Sequenzhomologien  aufweisen.  Diesen = Vorgang der  Reassoziation  von
Nukleinsduremolekiilen unterschiedlicher Herkunft aufgrund von Sequenzhomologien
bezeichnet man als Hybridisierung. Durch ISH ist es moglich, spezifische
Nukleinsduresequenzen in situ mit Hilfe komplementirer, markierter
Nukleinsduremolekiile zu detektieren, die als Sonden dienen. Wenn die Sonde mit
Fluoreszenzfarbstoff markiert ist, wird dieses Vorgehen als Fluoreszenz in situ
Hybridisierung (FISH) bezeichnet.

Bei der diagnostischen FISH-Methode werden gezielt hergestellte fluoreszenzmarkierte
DNA-Sonden und die DNA auf Chromosomenprédparaten von Patienten mittels Hitze zur
Einzelstringen denaturiert. Bei der Hybridisierung der komplementdren DNA-Sequenzen
lagern sich die fluoreszenzmarkierten DNA-Sonden an die passenden Bereiche der
Patienten-DNA an. Im Fluoreszenzmikroskop werden so das Vorhandensein und die
Lokalisation der entsprechenden DNA-Sequenzen des Patienten  mit Hilfe des

Fluoreszenzsignals der Sonde erkennbar (Abb. 1.5.).
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Abb. 1.5. Schematische Darstellung der FISH-Technik fiir die Diagnosestellung der chromosomalen
Aberrationen (entnommen von Schrock et al. 2008).

Die entscheidende Voraussetzung fiir die diagnostische Anwendung der FISH-Methode war
erfiillt, als es erstmals gelang, die komplexe DNA unter Suppression repetitiver DNA-
Elemente hochspezifisch zu hybridisieren. Unspezifische repetitive Sequenzen sind iiber
das gesamte Genom verteilt. Bei einer Hybridisierung mit DNA-Sonden fiihrt dies zu einer
unspezifischen Hintergrund-Fluoreszenz auf den Chromosomen. Durch Vorhybridisierung mit
einem Uberschuss von nicht markierter kompetitiver DNA werden die repetitiven Sequenzen
abgesittigt. Wihrendessen bleiben die fiir die Sonden zielspezifischen Einzel-Kopie-
Sequenzen einzelstringig. Diese Methode wird chromosomale in situ Suppressions [CISS]-
Hybridisierung genannt (Lichter et al. 1998).

FISH ist die meist verwendete Methode in der zytogenetischen Diagnostik und Forschung.
Sie wird zur Identifizierung und Analyse von Strukturaberrationen, darunter
Mikrodeletionen, Duplikationen, Inversionen, Translokationen sowie fiir die
Charakterisierung von Markerchromosomen, zur Kartierung von
Chromosomenbruchpunkten und fiir das Aneuploidiescreening im prianatalen Schnelltest
benutzt.

Mit der FISH-Technik kann man abhéngig von der Art der verwendeten DNA-Sonden das
gesamte Chromosom (whole Chromosome painting, wcp), Teilbereiche eines Chromosoms

(partial chromosome painting, pcp), einen spezifischen Abschnitt von einer
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Chromosomenbande sowie Telomere und Zentromere sichtbar machen (Liehr und Claussen

2002).

2.4. Organisation der Subtelomerregion und ihre Bedeutung fiir

chromosomale Rearrangements

Ingesamt 5% des Euchromatins im Humangenom bilden Segmente mit nahezu identischer
Sequenz, die durch wiederholte Duplikationsereignisse entstanden sind und als Duplicons
bezeichnet werden. Diese Duplicons besitzen iiber 90% Sequenziibereinstimmung und
konnen in ihrer Lange von 1 bis 200 kb sehr stark variieren (Ambrosini et al. 2007,
Riethman et al. 2004). Obwohl die Duplikons im ganzen Genom verteilt sind, neigen sie
zur Clusterbildung, besonders wenn sie sich in der Nédhe von Zentromeren und Telomeren
befinden. Diese instabilen Bereiche des Genoms sind bevorzugte Orte fiir
krankheitsrelevante chromosomale Bruchpunkte (Stankiewicz und Lupski 2002), ,,/arge-
scale copy number polymorphismen® (lafrate et al. 2004), sowie evolutionire
chromosomale Bruchpunkte (Murphy et al. 2005).

Die Enden der Chromosomen werden von den sogenannten Telomeren gebildet, die aus
zahlreichen (TTAGGG)-Wiederholungen einer Gesamtlinge von 5-15 kb bestehen
(Riethman 2008). Unmittelbar proximal zu den terminalen (TTAGGG)-Wiederholungen
liegt die Subtelomerregion, die aus einer komplexen Abfolge von ,,subtelomerischen
repeats® (Srpt) besteht.

Jedes dieser Srpt kann man sich als eine Art Patchwork aus verschiedenen Duplicons
vorstellen (Mefford und Trask 2002), von denen einige nur im Subtelomerbereich eines
Chromosoms, andere dagegen in verschiedenen Subtelomeren vorkommen. Zusétzlich
befinden sich in den Subtelomerregionen Einzel-Kopie Sequenzen sowie (TTAGGG)n-
ahnliche Sequenzen, welche die Duplicons flankieren.

Die GroBle, Sequenz und Organisation der Duplicons in Verbindung mit Telomer- und
Einzel-Kopie Sequenzen sind fiir jedes Subtelomer unterschiedlich. Es scheint, dass die in
der Ndhe von Telomeren gefundenen ,,large-scale polymorphisms* (50-500 kb) primér auf
variablen Kombinationen von Duplicons beruhen. Die Architektur jeder humanen
Subtelomerregion ist demnach hinsichtlich ihres Srpt-Bestandes einzigartig, und zwar nicht
nur fiir verschiedene Telomere, sondern oft auch fiir verschiedene Allele eines Telomers

(Riethman et al. 2004).
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Seit 1996 gibt es ein komplettes Set von FISH-Sonden, die in einem Abstand von etwa 300
kb vor den Telomer-Bereichen an die DNA binden (Colleaux et al. 2001, Rio et al. 2002).
Die FISH-Analyse mittels dieser Sonden dient als Standardmethode zur Untersuchung der
Subtelomerregionen.  Das  Subtelomerscreening  hat  einige  Vorteile:  Die
Subtelomerregionen sind genreich, somit haben Verdnderungen in diesen Regionen
hdufiger phinotypische Konsequenzen als in anderen Bereichen des Genoms (Saccone
et al. 1992). Zahlreiche strukturelle Aberrationen kommen in chromosomalen
Subtelomerbereichen vor, die zu genetischen Erkrankungen flihren konnen (Yao-Shan Fan

2002).

Die Untersuchung der Subtelomerregionen ist in zweierlei Hinsicht interessant:

Erstens wurden Transkripte nicht nur fiir Einzel-Kopie Sequenzen gefunden, sondern auch
fiir Duplikons und Srpts. In den Subtelomerbereichen finden sich Mitglieder von 25 kleinen
Gen-Familien in einer Dichte von einem Gen pro 30 kb (Linardopoulou et al. 2005). 18
dieser Gen-Familien haben mindestens ein subtelomerisches Mitglied, welches ein
funktionales Protein kodiert. Subtelomerische Gene kodieren Proteine mit ganz
verschiedenen  Funktionen, wie z. B. Zytokin-Rezeptoren, Tubuline und
Transkriptionsfaktoren.

Zweitens sind die Subtelomerbereiche aufgrund der grofen Sequenzédhnlichkeit, auch
zwischen nichthomologen Chromosomen, begiinstigte Orte fiir chromosomale
Rearrangements wie Deletionen, Duplikationen und Translokationen wéhrend der Meiose.
Diese mit Zugewinn, Verlust oder Umbau von genetischer Information verbundenen
Ereignisse haben hier hidufiger phinotypische Auswirkungen als in chromosomalen
Bereichen mit geringerer Gendichte (Rooms et al. 2005).

Ein signifikanter Teil der genetischen Defekte bei der idiopathischen mentalen
Retardierung und bei multiplen kongenitalen Anomalien beruht auf einem Rearrangement
von subtelomerischen Chromosomenbereichen. So liegt die Haufigkeit subtelomerischer
Rearrangements im Fall von mentaler Retardierung bei 5-7% (Rooms et al. 2005).

Die Identifizierung subtelomerischer Rearrangements ist heute ein wichtiger Bestandteil der
zytogenetischen Diagnostik. Manche Rearrangements sind zu klein, um mit
konventionellen Methoden wie G-Bédnderung identifiziert zu werden. Bei einer optimalen
Bénderung liegt die Auflosung bei 5-8 Mb.

Es existieren verschiedene hochauflosende Verfahren, die fiir den Nachweis von

subtelomerischen Rearrangments Verwendung finden. Hierzu gehoren Fluoreszenz in situ

10
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Hybridisierung (FISH) mit subtelomerischen Sonden (Knight et al. 1997), Analyse mit
Mikrosatelliten-Markern (Rio et al. 2002), HR-CGH (high-resolution comparative genomic
hybridization) (Van Karnebeek et al. 2002), MLPA (multiplex ligation-dependent probe
amplification) (Koolen et al. 2004), MAPH (multiplex amplifiable probe hybridization)
(Sismani et al. 2002, White et al. 2004), qPCR (real-time quantitative PCR) (Boehm et al.
2004) und Microarrays (Le Caignec et al. 2005).

Die Analyse der Subtelomerbereiche bei Mitgliedern der von uns untersuchten Familie
wurde mit FISH unter Verwendung von subtelomerischen Sonden durchgefiihrt. Die
Tatsache, dass die Subtelomerbereiche fiir jedes Telomer einzigartig sind, ermoglichte das
Design von sequenzspezifschen Sonden. Jede dieser Sonden bindet an eine spezifische
»single copy* Sequenz eines bestimmten Chromosoms, die unmittelbar proximal zum Sprt
liegt und eine Lange von 60-175 kb hat. In Abb. 1.4 ist die Bindungsstelle der

Subtelomersonden schematisch dargestellt.

\
B oL

[ (TTAGGG). 3=20 kb
FIT] Telomere Associated Repeals

[ unigue oMA
@% Unigue Telomere FISH Probes

100-300 kb

Abb. 1.4. Schematische Darstellung der Bindungsstelle fiir eine Subtelomersonde auf einem
Chromosom. Die ToTelVysion probes (subtelomerspezifischen Sonden) binden im Abstand von 300 kb vor
der Telomerregion und sind als zwei dunkelbraune Kreise dargestellt. Das Telomer besteht aus TTAGGG-
Wiederholungen einer Lange von 3-20 kb (entnommen aus Abbott-Webseite. Schematic of the make-up of
human chromosome telomeric regions. Diagram courtesy of C.Lese and D. Ledbetter, University of Chicago)
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1. Konventionelle Chromosomen-Analyse

Chromosomen sind nur in der Mitose als einzelne Strukturen sichtbar. Aus diesem Grund
bendtigt man fiir jede Chromosomen-Analyse Zellen in Teilung. In vivo enthalten nur
Zellen aus Knochenmark einen ausreichenden Anteil mitotischer Zellen. Andere Zellarten
miissen vor einer Chromosomenuntersuchung zuerst kultiviert werden. Das géngigste
Verfahren ist die Préparation von Chromosomen aus Blutkulturen. Zur Stimulation der
Mitose gibt man Phyothdmagglutinin hinzu, das unspezifisch T-Lymphozyten zur Teilung
anregt. Nach zwei bis drei Tagen Kulturdauer wird durch Zugabe des Spindelgifts
Colcemid die Teilung der Lymphozyten arretiert, so dass es zu einer relativen Anreicherung

von Zellen in der Metaphase kommt.

3.1.1. Kultivierung und Aufarbeitung der Blutkulturen

Material:
e LymphoGrow Komplett-Medium: LymphoGrow (CytoGen GmbH, Sinn, Germany)
e RPMI Komplett-Medium: RPMI 1640 (Gibco, Karlsruhe), 20% FCS (Biochrom,
Berlin, Germany), 2 mM L-Glutamine (Gibco), 2% Phytohemagglutinin (Gibco)
e Methotrexat (MTX, Sigma, Arbeitslosung 0,5 mg/ml)
e Colcemid 10pg/ml (Gibco)
e Fixativ-Losung: Gemisch aus 3 Teilen Methanol und einem Teil Eisessig 100%
e BrdU, 5-Bromo-2-deoxyuridine (Sigma, Arbeitslosung 153,5 mg /50 ml)
e 75 mM KCI (Merck)

Durchfiihrung:

Von den Blutproben wurde je eine Kultur fiir die konventionelle Ernte von ,,schlichten®
Chromosomen mit einer Bandauflosung von ca. 350-500 bphs und eine Kultur fiir die Ernte
von ,,langen* Chromosomen mit hoher Auflésung der Banderung (500-800 bphs) angesetzt.
Letzteres wurde durch Behandlung der Zellen mit MTX und BrdU erreicht. Fiir die
»schlichte* Ernte erfolgte die Anzucht der Zellen in Lymphogrow Medium, fiir die ,,lange*
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Emte in RPMI Komplett-Medium. Es wurden jeweils 10 ml Medium in einem

Glasrohrchen mit 0,3 ml heparinisiertem Venenblut angesetzt.

3.1.1.1. Praparation von ,,schlichten“ Chromosomen

Die Kulturen wurden fiir 72 Stunden bei 37°C inkubiert, mit 0,2 ml Colcemid versehen und
fir weitere 45 min bei 37°C gehalten. Dann wurden die Zellen in ein 15 ml
Plastikzentrifugenréhrchen tiberfiihrt, fiir 10 min mit einer Geschwindigkeit von 1000 rpm
zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. 7 ml einer auf 37°C erwirmten KCI-Losung
wurden unter Aufwirbeln des Sediments auf dem Riittler tropfenweise zu den Zellen
gegeben, wonach eine zehnminiitige Inkubation bei 37°C erfolgte. Durch diese hypotone
Behandlung quellen die Lymphozyten und die Chromosomen kdnnen sich strecken. Nach
griindlichem Mischen mit 10 Tropfen eiskalter Fixativlosung wurde der Ansatz schlielich
wieder wie oben zentrifugiert, gefolgt vom Absaugen des Uberstandes (s.0.). Unter
Aufwirbeln des Sediments auf dem Riittler wurden tropfenweise 6 ml eiskalte Fixativ-
Losung zugegeben, gefolgt von einer 10-miniitigen Zentrifugation (s.o0.). Die Fixativ-
Behandlung wurde noch zweimal wie beschrieben wiederholt bis der Zelliiberstand klar
war. Nach dem letzten Waschen wurde soviel Fixativ absaugt, bis das aufgeschiittelte
Sediment eine leichte weiBliche Triibung zeigte. Die Suspension wurde kalt gehalten und
mit einer Mikroliterpipette auf entfettete, gereinigte und mit Aqua dest. benetzte kalte
Objekttrager aufgetropft (mehrere Tropfen von insgesamt ca. 100 pl pro OT). Vor der

G-Bénderung wurden die Praparate fiir 15 min bei 95°C hitzefixiert.

3.1.1.2. Priparation von ,Jlangen“ Chromosomen unter Verwendung von MTX und

BrdU

Die Kulturen wurden fiir 50 Stunden bei 37°C inkubiert, wonach durch Zugabe von 150pul
MTX eine Hemmung der DNA-Synthese erfolgte. Nach weiteren 17 Stunden
Inkubationszeit wurde das MTX-haltige Medium von der Kultur abgesaugt und durch
Zugabe von 100 pl vorgewdarmter BrdU-Arbeitslosung plus 9 ml frischem Medium die
Blockade der DNA-Synthese aufgehoben. Auf diese Weise werden die Zellen

synchronisiert und der Anteil der Zellen in der frithen Prophase zum Zeitpunkt der Ernte
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signifikant erhdht. Es folgte eine flinfstliindige Inkubation bei 37°C bis zur Arretierung der
Zellteilung mit 0,15 ml Colcemid fiir weitere 15 min bei 37°C. Nach Uberfiihren der Zellen
in ein Plastikzentrifugenrohrchen wurde die Ernte der ,,Jangen* Chromosomen in der oben

fiir die konventionelle Ernte beschrieben Weise fortgesetzt.

3.1.2. G-Binderung der Chromosomen

Material:
e 0,25 %igeTrypsinlosung in HBSS
0 Trypsin solution (2,5%, von Gibco)
0 HBSS (Gibco)
e 10%igeGiemsa-Farbelosung
0 Giemsas Azur-Eosin Methylenblauldsung (Merck)
0 Weisesche Pufferlésung (Titrisol, pH 7,2, Merck)
e Xylol Isomerengemisch (Sigma)
e Eukitt [Cytoseal 60 (Richard-Allan-Scientific)]
e Deckgldschen 24 x 60 mm (Assistent)

Durchfiihrung:

Priparate mit ,,schlichten Chromosomen wurden fiir 7 Sekunden und Priparate mit
slangen® Chromosomen fiir 9 Sekunden in Trypsin/HBSS Losung getaucht. Danach
wurden die OT sofort fiir ca. 9-10 min in eine Kiivette mit Giemsa-Farbelosung iiberfiihrt,
anschlieBend kurz mit kaltem Leitungswasser abgespiilt und luftgetrocknet. Jedes Préparat
wurde kurz (max. 3 min) in Xlylol gewaschen und nach Auftragen von 2 Tropfen Eukitt

mit einem Deckglas versehen.

3.1.2.1. Analyse und Karyotypisierung an G-gebinderten Metaphasen

Zunidchst wurden die fiir eine Chromosomenanalyse geeigneten Metaphasen (mit
vollstindiger Chromosomenzahl und wenigen Uberlagerungen) mikroskopisch identifiziert
und ihre Koordinaten notiert. Danach wurden mit Hilfe des Computerprogramms

Cytovision die Karyogramme von jeweils 5 Metaphasen erstellt und strukturell beurteilt.
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3.2. Molekularzytogenetische Chromosomen-Analyse mittels

Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

Fir die FISH-Analyse wurden zundchst Préparate mit gespreiteten Metaphase
Chromosomen durch Auftropfen der Zellsuspension auf vorbereitete Objekttriager (s.o0.)
angefertigt. Die chromosomale DNA wurde auf den OT denaturiert, um im Folgenden eine

Hybridisierung mit den markierten Sonden zu ermoglichen.

3.2.1. Vorbehandlung der Chromosomenpriiparate

Material:
o 20x SSC (3M NacCl, 0,3 M Nacitrat, pH 7)
e Denaturierungsmix (70% Formamid in 2x SSC)
e Ethanol (70%, 80% und 90%)

e Deckgldschen (Assistent) (22 x 22 mm)
e Fixogum-Kleber (Marabu)
e Tween 20 (Sigma)

e Antifade-Losung (Vectashield mounting medium with DAPI, Firma Vector)

Durchfiihrung:

Die luftgetrockneten Chromosomenpréiparate wurden fiir 5 min bei RT in 2x SSC gespiilt,
jeweils 2 min in aufsteigender Ethanolreihe (70%, 80%, 90%) dehydriert und anschlieBend
luftgetrocknet. Dann wurden die Priparate fiir 3 min bei 70°C in Denaturierungsmix
getaucht und anschlieBend sofort fiir 5 min in eiskaltes 2x SSC f{iberfiihrt, um die
Reassoziation der aufgeschmolzenen DNA-Doppelstrange zu verhindern. In aufsteigender
eiskalter Ethanolreihe (70%, 80%, 90%) wurden die Préparate dann wieder fiir jeweils 2

min dehydriert und zum Schluss an der Luft getrocknet.
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3.2.2. Hybridisierung der Chromosomenpriparate

Die fluoreszenzmarkierten kommerziellen-Sonden (Tabelle 3.1.) wurden nach Angaben des
Herstellers mit Hybridisierungspuffer gemischt und vor Hybridisierung fiir 10 min bei 95°C
denaturiert. Anschliefend wurden die Sonden auf das vorbehandelte Chromosomenpréparat
pipettiert und dieses mit Deckgldschen versehen und mit Fixogum abgedichtet. Die

Objekttrager wurden iiber Nacht in einer feuchten Kammer bei 37°C inkubiert.

Tabelle 3.1. Kommerzielle DNA-Sonden

Sondenbezeichnung | Molekulare Region Ch";:;:i(:::ale Lange kb Herkunft/Referenz
TelVysion 10p 796139 10pter 80 Firma Abbott/Vysis
TelVysion 10q D10S2490 10qgter 116 Firma Abbott/Vysis
TelVysion 22q D22S1726 22qter 80 Firma Abbott/Vysis
Vysis LSI 22 BCR 22ql1.2 300 Firma Abbott/Vysis
ST22q D22S1056 22qter 200 Kreatech Holding BV
CEP 10 Alpha Satellite DNA | 10p11.1-q11.1 - Firma Abbott/Vysis
SE14/22 D1471/D2271 14p11.1/22p11.1 - Kreatech Holding BV
22pll.1

3.2.3. Untersuchung der Chromosomen nach in situ Hybridisierung

Die iiber Nacht mit den fluoreszenzmarkierten Sonden inkubierten Chromosomenpriparate
wurden nach Entfernen von Fixogum-Kleber und Deckglidschen fiir 5 min bei RT in 2x
SSC gewaschen und dann fiir 5 Sekunden bei 43°C in einer Kiivette mit 50% Formamid/
2x SSC gewaschen, um unspezifisch gebundene Sonde zu entfernen. Es folgte ein
fiinfmintitiges Nachwaschen der OT in 2x SSC/0,1% Tween bei RT, wonach die noch
feuchten Priparate mit zwei Tropfen DAPI- haltiger Antifade-Losung eingedeckt wurden.

Die Detektion der Fluoreszenzsignale erfolgte an einem Epifluoreszenzmikroskop (Leica
DMR) mit 10er Neofluar und 63er PlanApochromat-Ol-Immersions Objektiv. Durch
Anregungsfilter im Mikroskop wurde die geeignete Wellenldnge fiir den jeweiligen

Fluoreszenzfarbstoff eingestellt. Die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe waren FITC,
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Spectrum Green, Texas Red bzw. Spectrum Red. Die Chromosomen selbst erschienen
aufgrund der unspezifischen Anfarbung mit DAPI blau.
Zur Dokumentation wurden geeignete Metaphasen aufgenommen und mit dem

Computerprogramm ,,Cytovision* der Firma Applied Imaging weiter bearbeitet.

3.3. Subtelomerscreening mit der ToTelVysion Multi-color

FISH Probe

Um chromosomale Rearrangements in Subtelomerbereich zu identifizieren, wurde ein
Subtelomerscreening mit dem Probengemisch ,,ToTelVysion Multi-color FISH-Probe
Mixtures* der Firma Abbott/Vysis durchgefiihrt. Das Kit besteht aus 15 Gemischen von
insgesamt 62 markierten DNA-Sonden, darunter 41 subtelomerspezifische Sonden (YAC-
Klone) und 21 zentromerspezifische Sonden (LSI- Einzelsequenz- oder CEP-alpha-
Satelliten-Sonden). Die CEP-Sonden dienen zur Identifizierung der Chromosomen. Die
detaillierten Informationen iiber die Sondengemische sind in Tabelle 3.2 aufgelistet.

Mit den FISH-Sonden werden die Subtelomerregionen auf den p- und q-Armen der meta-
und submetazentrischen Chromosomen markiert. Fiir die akrozentrischen Chromosomen
(13, 14, 15, 21 und 22) gibt es nur Sonden fiir den g-Arm. Die Subtelomersonden haben
einen Abstand von 100-300 kb zum Telomer und sind etwa 60-175 kb lang.
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Tabelle 3.2. Fiir das Subtelomerscreening verwendete Sondengemische

ToTelVysion Probe Mixture Description

Mixture 1, TelVysion 1p SpectrumGreen, TelVysion 1q SpectrumOrange, TelVysion Xp/Yp
SpectrumOrange and SpectrumGreen, CEP X SpectrumAqua

Mixture 2, TelVysion 2p SpectrumGreen, TelVysion 2q SpectrumOrange, TelVysion Xq/Yq
SpectrumOrange and SpectrumGreen, CEP X SpectrumAqua

Mixture 3, TelVysion 3p SpectrumGreen, TelVysion 3q SpectrumOrange, TelVysion 22q SpectrumOrange
and SpectrumGreen, LSI ber (22q11) SpectrumAqua

Mixture 4, TelVysion 4p SpectrumGreen, TelVysion 4q SpectrumOrange, TelVysion 21q SpectrumOrange
and SpectrumGreen, LSI AML (21922) SpectrumAqua

Mixture 5 TelVysion 5p SpectrumGreen, TelVysion 5q SpectrumOrange

Mixture 6, TelVysion 6p SpectrumGreen, TelVysion 6q SpectrumOrange, TelVysion 13q SpectrumOrange
and SpectrumGreen, LSI 13 (13q14) SpectrumAqua

Mixture 7, TelVysion 7p SpectrumGreen, TelVysion 7q SpectrumOrange, TelVysion 14q SpectrumOrange
and SpectrumGreen, LSI TCR (14q11.2) SpectrumAqua

Mixture 8, TelVysion 8p SpectrumGreen, TelVysion 8q SpectrumOrange, TelVysion 17p SpectrumOrange
and SpectrumGreen, CEP 17 SpectrumAqua

Mixture 9, TelVysion 9p SpectrumGreen, TelVysion 9q SpectrumOrange, TelVysion 17q SpectrumOrange
and SpectrumGreen, CEP 17 SpectrumAqua

Mixture 10, TelVysion 10p SpectrumGreen, TelVysion 10q SpectrumOrange, TelVysion 15q
SpectrumOrange and SpectrumGreen, LSI PML (15q22) SpectrumAqua

Mixture 11, TelVysion 11p SpectrumGreen, TelVysion 11q SpectrumOrange, TelVysion 18p
SpectrumOrange and SpectrumGreen, CEP 18 SpectrumAqua

Mixture 12, TelVysion 12p SpectrumGreen, TelVysion 12q SpectrumOrange, TelVysion 18q
SpectrumOrange and SpectrumGreen, CEP 18 SpectrumAqua

Mixture 13, TelVysion 16p SpectrumGreen, TelVysion 16q SpectrumOrange

Mixture 14, TelVysion 19p SpectrumGreen, TelVysion 19q SpectrumOrange, LSI 19p13 SpectrumAqua

Mixture 15, TelVysion 20p SpectrumGreen, TelVysion 20q SpectrumOrange

Durchfiihrung:
Fiir die Hybridisierung mit allen 15 ToTelVysion Gemischen wurden 3 Objekttrager (OT)
mit jeweils 5 Arealen pro OT entsprechend folgender Abbildung vorbereitet.

Die Pridparate wurden wie in 3.2 beschriebener Prozedur behandelt, mit jeweils 3 pl

denaturiertem Sondengemisch hybridisiert und mikroskopisch untersucht.
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3.4. Herstellung von fluoreszenzmarkierten DNA-Sonden aus

BAC- und Fosmid-Klonen

3.4.1. BAC-Klone

Die 150-200 kb langen genomischen DNA-Fragmente, die spiter als Sonden dienten, sind
Inserts kiinstlicher bakterieller Chromosomen (BAC Bank, bacterial artificial
chromosomes). Die verwendeten BAC-Klone sind in den Tabellen 3.4.1.1 und 3.4.1.2
aufgelistet.

Die Nomenklatur bzw. standardisierte Bezeichnung der auf Mikrotiter-Platten archivierten
BAC-Klone erfolgt nach Herkunft und Position und setzt sich zusammen aus einem
vorgestellten Kiirzel fiir die jeweilige Klon-Bibliothek, der Plattennummer und den
Koordinaten von Reihe und Spalte. Die standardisierten Namen sind normalerweise in
gingigen Genbanken eingegeben. Ein Beispiel ist in der folgenden Abbildung dargestellt.
RP11 ist die Abkiirzung fiir ,,RPCI human BAC library 11” eine ausschliefSlich BAC-Klone
umfassende Bibliothek. Diese Bibliothek besteht aus 1440 Platten (nummeriert von 1 bis
1440) mit 292367 Klonen.

Die Klon-Informationen wurden aus der Datenbank von UCSC Genome Bioinformatics

(Version 2006) entnommen.

RP11-345A12
SN

Bibliothek Platte Reihe Spalte
Abkiirzung Kennziffer GrofB3buchstaben Kennziffer

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genome/clone/nomen.html
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Tabelle 3.4.1.1. BAC-Klone aus der Region 10q25-qter

]Zggfl;ﬂﬁge ﬁ:lgli(im Position und Lénge (bp) Herkunft/Referenz
RP11-317F20 10g25.3 116.116.187 - 116.283.810 BACPAC  Resource  Center
Lange: 167624 (BPRC), Oakland, California,
RP11-295023 10925.3 118.059.271 — 118.275.301 BACPAC Resource Center
Linge: 216.031 (BPRC), Oakland, California,
RP11-88I10 10g26.11 121.433.475 - 121.547.718 BACPAC  Resource  Center
Lange: 114244 (BPRC), Oakland, California,
RP11-47Gl11 10926.13 125.710.219 — 125.859.456 BACPAC Resource Center
Lange: 149238 (BPRC), Oakland, California,
RP11-113M14 10g26.13 125.987.836 — 126.149.864 BACPAC  Resource  Center
Lange: 162029 (BPRC), Oakland, California,
RP11-937K22 10926.13 126.166.519 — 126.376.451 BACPAC Resource Center
Lange: 209933 (BPRC), Oakland, California,
RP11-1080018 10g26.13 126.463.406 — 126.680.675 BACPAC  Resource  Center
Lange: 217270 (BPRC), Oakland, California,
RP11-57G20 10g26.13- 127.311.475 - 127.483.991 BACPAC  Resource  Center
10926.2 Linge: 172517 (BPRC), Oakland, California,

Tabelle 3.4.1.2. BAC-Klone aus der Region 22q13-qter

ngﬁﬂzge g?gli?)n Position und Liinge (bp) Herkunft/Referenz
RP11-255N20 22ql13.31 ~46.100.000 — 46.285.694 BACPAC Resource Center
Lange: 185649 (BPRC), Oakland, California,
RP11-1035C10 22ql13.32 47.517.250 — 47.708.096 BACPAC Resource Center
Lange: 190847 (BPRC), Oakland, California,
RP11-636D2 22q13.32 47.699.686 —47.901.364 BACPAC  Resource  Center
Lange: 201679 (BPRC), Oakland, California,
RP11-46J14 22q13.32 47.879.610 —48.045.043 BACPAC  Resource  Center
Lange: 165434 (BPRC), Oakland, California,
RP11-350L11 22ql3.32- 48.026.715 — 48.215.693 BACPAC Resource Center
22ql3.33 Lange: 188979 (BPRC), Oakland, California,
RP11-73209 22q13.33 48.203.411 —48.357.762 BACPAC  Resource  Center
Lange: 154352 (BPRC), Oakland, California,
RP11-494016 22q13.33 48.622.812 — 48.673.269 BACPAC  Resource  Center

Linge: 50458

(BPRC), Oakland, California,

3.4.2. Fosmid-Klone

Ein Fosmid besteht aus einem low copy number -Vector, der den F-Faktor von Escherichia

coli als Ausgangspunkt fiir Replikation (origin of replication) trdgt. Fosmide ermdglichen

die stabile Klonierung der genomischen DNA. Die Insertlinge der Fosmid-Klone betragt

~40 kb.
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Die in dieser Arbeit verwendeten humanen Fosmid-Klone wurden vom , BACPAC

Resources Center* in Oakland (USA) bezogen. WI2 ist die Abkiirzung fiir “WIBR-2

human Fosmid library*.

Tabelle 3.4.2.1. Fosmid-Klone aus der Region 10q26.13

Fosmid Bezeichnung Position und Linge (bp) Herkunft/Referenz
W12-1000B7 G248P84525A4 126.464.666 — 126.515.801 BACPAC Resource Center
Linge: 46136 (BPRC), Oakland, USA
W12-1769G4 G248P86962D2 126.521.353 — 126.564.645 BACPAC Resource Center
Léange: 43296 (BPRC), Oakland, USA
W12-290316 G248P89226E3 126.550.887 — 126.592.512 BACPAC Resource Center
Linge:41626 (BPRC), Oakland, USA
W12-2567C2 G248P82594B1 126.588.627 — 126.627.255 BACPAC Resource Center
Linge: 39229 (BPRC), Oakland, USA
W12-469L15 (G248P8537F8 126.604.538 — 126.644.780 BACPAC Resource Center
Linge: 40243 (BPRC), Oakland, USA
W12-3810H20 G248P89903D10 126.623.302 — 126.660.292 BACPAC Resource Center

Linge: 36991

(BPRC), Oakland, USA

Tabelle 3.4.2.2. Fosmid-Klone aus der Region 22q13.32

Fosmid Bezeichnung Position und Lénge (bp) Herkunft/Referenz
W12-917M14 G248P8558G7 47.518.874 —47.561.068 BACPAC Resource Center
Linge: 42195 (BPRC), Oakland, USA
W12-1528E18 G248P84070C9 47.558.324 — 47.598.977 BACPAC Resource Center
Linge: 40654 (BPRC), Oakland, USA
W12-1341J1 G248P83857E1 47.592.377 —47.631.601 BACPAC Resource Center
Linge:39225 (BPRC), Oakland, USA
W12-1479L20 G248P85823F10 47.615.493 — 47.658.169 BACPAC Resource Center
Lange: 42677 (BPRC), Oakland, USA
W12-42915 G248P81516E3 47.643.928 —47.684.336 BACPAC Resource Center
Linge: 40409 (BPRC), Oakland, USA
W12-1815F9 G248P87929C5 47.667.864 —47.711.495 BACPAC Resource Center

Linge: 43632

(BPRC), Oakland, USA
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3.4.3. Isolierung von BAC- und Fosmid-DNA aus E. coli

Material:

e NucleoBond Xtra Midi kit (Firma Macherey/Nagel, Diiren)

e Ethanol 100% (Firma J.T. Baker, Deventer, NL)

e 2-Propanol (Firma Fluka, Buchs, CH)

e [B-Medium: 10 g Trypton (BD, Heidelberg)

5 g Hefeextrakt (Oxoide, Wesel)

10 g Natriumchlorid (J.T. Baker, Deventer, NL)
add 1000 ml Aqua dest. pH 7

e Agar flir Festmedien 15 g/l Agar (Invitrogen, Karlsruhe)

e Chloramphenicol I ml pro 1 1 Stock: 50 mg/ml Chloramphenicol
(Sigma Aldrich, Taufkirchen) in 100% Ethanol

Durchfiihrung:

Die BAC- und Fosmid-Klone von Escherichia coli wurden auf chloramphenicolhaltigen
Agarplatten ausplattiert und einzelne Kolonien fiir die Anzucht von Fliissigkulturen
gewonnen. Fiir die DNA-Priparation mit dem NucleoBond Xtra Midi Kit der Firma
Macherey/Nagel wurden 200 ml chroramphenicolhaltiges LB-Medium mit 2 ml einer
Vorkultur der entsprechenden Klone angeimpft und unter Standardbedingungen inkubiert.
Nach ca. 18 Stunden wurden die Bakterien geerntet und die BAC- oder Fosmid-DNA nach
den Angaben des Herstellers isoliert. Die Methode basiert auf der Immobilisierung von
DNA an einer Anionenaustauscherséule bei gleichzeitiger Entfernung von Proteinen und
RNA durch Waschen mit einer schwach konzentrierten Salzlosung. AnschlieBend wird die
DNA mit einer hoch konzentrierten Salzlosung eluiert. Die isolierte DNA wurde mit
Isopropanol prézipiert und das Pellet in 100 pl HPLC-Wasser aufgenommen. Um die
Qualitit der bei der Midipréparation isolierten DNA zu iiberpriifen und die DNA-Menge
abzuschétzen, wurden die isolierten DNAs mit dem Restriktionsenzym EcoRI verdaut und
auf einem Agarosegel aufgetrennt (Smith und Birnstiel, 1976). Die DNA-Préparationen
wurden bei -20°C gelagert.
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3.4.4. Synthese und Hybridisierung von fluoreszenzmarkierten BAC- und

Fosmid-DNA-Sonden

Fiir die Fluoreszenzmarkierung der DNA Sonden wurde das CGH Nick Translation Kit der
Firma Vysis Downers Grove, USA verwendet. Hierbei spielen die im Nick-
Translationsansatz vorhandenen Enzyme DNase I und DNA-Polymerase I die Hauptrolle.
DNase [ fiigt Einzelstrangbriiche, sogenannte nicks, in einen vorhandenen DNA-
Doppelstrang ein. Dadurch entstehen freie 3’-OH-Enden, die von DNA-Polymerase I als
Primer fiir die 5'>3'-DNA-Synthese benutzt werden. Im Markierungsansatz ist neben den
DNA-Bausteinen dCTP, dGTP, dTTP und dATP auch dUTP vorhanden, welches mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Spectrum Red markiert ist. Das markierte dUTP ersetzt im
Reaktionsmix zu 50% den DNA-Baustein dTTP und wird von der DNA-Polymerase I als
Substrat verwendet. Die DNA-Polymerase I hat neben ihrer 5°—3' Polymerase-Aktivitit
noch eine 5’—3'-Exonuclease-Aktivitdt. Mit Hilfe dieser beiden Aktivitdten werden,
beginnend an den nicks, wihrend einer 3-4stiindigen Inkubationzeit bei 15°C die
urspriinglichen Stringe abgebaut und fortlaufende neue Stringe mit fluoreszierendem

dUTP synthetisiert.

Material:

e Nick Translations-Reakionansatz:

2,75 —-6,75 ul  Nuklease-freies H,O

2,0-6,0 ul  DNA (0,5-1 pg)
1,25 ul  SpectrumRed dUTPs (0,2 mM)
2,5ul  dTTP (0,1 mM)
5,0 ul  dNTP Mix ohne dTTP (0,1 mM)
2,5 ul 10x Nick Translationspuffer
5,0 ul  Nick Translation Enzymmix*
25,0 ul  Gesamtvolumen

* DNA-Polymerase I, DNase I in 50%-igem Glycerol, 50 mM Tris-HCI, pH7,2, 10 mM MgSO4, 0,1 mM DTT, 0,5 mg/ml BSA

e Hybridisierungspuffer: Formamid 50%, Dextransulphat 2% in 2x SSC
e Humane Cot-1 DNA 1 mg/ml (Invitrogen, Karlsruhe)
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Der Nick Translations-Reaktionansatz wurde 3-4 Stunden bei 15°C inkubiert. Die Reaktion
wurde durch zehnminiitiges Erhitzen bei 70°C gestoppt. Nach Abkiihlen und Zugabe von
5 ng Cotl-DNA wurde der Ansatz fiir 30 Minuten im Rotation-Verdampfer getrocknet.
Cot-1-DNA enthilt eine Mischung von DNAs mit repetitiven Sequenzen und wird aus
Plazentagewebe angereichert. Das Sediment wurde in 10 pl Hybridisierungspuffer
aufgenommen und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.

Vor der Hybridisierung wurde der Ansatz fiir 10 min bei 94°C denaturiert und anschlieBend
zur Absittigung der repetitiven Sondensequenzen durch Cot-1-DNA noch fiir 90 min bei
37°C inkubiert, sodass nach Hybridisierung mit der Cot-1-DNA nur noch die single copy
Sequenzen der Sonden -einzelstringig vorliegen und eine spezifische Detektion

chromosomaler Zielsequenzen moglich wird.
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FALLBESCHREIBUNG UND ZYTOGENETISCHE DIAGNOSTIK

4. FALLBESCHREIBUNG UND ZYTOGENETISCHE
DIAGNOSTIK

4.1 Patientin 1 [P1]

4.1.1 Anamnese

Im Februar 2007 wurde in der humangenetischen Sprechstunde im Institut fiir
Humangenetik des Universitédtsklinikums Hamburg-Eppendorf ein 4-jdhriges Méadchen mit
deutlicher Entwicklungsverzogerung und multiplen congenitalen Auffélligkeiten
vorgestellt. Die Patientin 1 (im Folgenden als P1 bezeichnet) wurde als erstes Kind nicht-
konsanguiner Eltern im Juli 2003 geboren. Die Geburt verlief spontan in der 42. SSW aus
Hinterhauptslage. Zum Zeitpunkt der Geburt wog das Mddchen 2960 g (~3. P), bei einer
Liange von 49 cm (25. P), und einem Kopfumfang von 33,5 cm (25. P), Apgar 7/10/10. An
Dysmorphiezeichen wurden kleine trichterférmige und abstehende Ohren mit eingerollten
Ohrmuscheln, Epikanthus, Strabismus und ein flacher Occiput festgestellt. Auffallend
waren auflerdem ein kleines spitzes Kinn, ein langes Philtrum sowie ein schmales
Lippenrot.

Der Mutter sei schon friih eine schlaffe Muskulatur bei P1 aufgefallen. Im Alter von acht
Monaten sei eine SpitzfuBstellung bei beinbetonter Spastik bemerkt worden. In ihrer
motorischen Entwicklung sei P1 von Anfang an zuriick gewesen. Sitzen und Krabbeln habe
sie im Alter von zwdlf Monaten erlernt, Laufen im Alter von 1 2 Jahren. Zum Zeitpunkt
der Untersuchung konnte das Médchen nur einzelne Schritte frei, bzw. an einer Hand der
Eltern machen. Bei der Bestimmung der aktuellen Korpermafle wurde ein Kleinwuchs
(ca. 90 cm, <3. P, Gewicht 13 kg, <3. P) und eine Mikrozephalie (45,5 cm, <3. P)
festgestellt.

Das Maidchen zeigte keinerlei Sprachvermdgen sondern konnte nur lautieren. Nach
Aussage der Eltern wiirde sie jedoch auf Gerdusche reagieren und einfache Aufforderungen
verstehen.

Eine Kernspintomographie des Gehirns zeigte einen altersentsprechenden unauffilligen
Befund. Bis auf eine auffillige Nervenleitgeschwindigkeit (vereinbar mit einer
motorischen, rein axonalen Neuropathie) zeigten die neurophysiologischen Untersuchungen

(EEG und SEP) keine Pathologien. In der isoelektrischen Fokussierung fand sich kein
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Hinweis auf ein CDG-Syndrom. Neben einem Strabismus convergens konnte in der

ophthalmologischen Untersuchung eine Hyperopie festgestellt werden.

Zusammenfassung der auffilligen Merkmale bei P1:

Globale Entwicklungsverzogerung

Expressive und rezeptive Sprachentwicklungsstérung

Mentale Retardierung

Beinbetonte spastische Zerebralparese

Mikrozephalie

Strabismus

Faziale Dysmorphien (kleine Ohren mit verbreiteter dullerer Helix, Epikanthus,

breite Nase, breites Philtrum und schmale Oberlippe, Mikrognathie)

Abb 4.2. Patientin 1. Die Fotos zeigen die Patientin im Alter von 4 Jahren.
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4.1.2. Zytogenetische Untersuchung der Patientinl (P1)

4.1.2.1. Karyotypisierung von P1 mittels konventioneller Chromosomenanalyse

Die Analyse von Metaphase-Chromosomen mittels GTG-Bénderung ergab einen
weiblichen numerisch unauffilligen Chromosomensatz, wobei am langen Arm eines
Chromosoms 10 eine minimal auffédllige Strukturaberration am terminalen Ende gesehen
wurde. AuBBerdem wurde eine als Normvariante zu bewertende perizentrische Inversion an
einem Chromosom 9 nachgewiesen (Abb.4.3.).

Nach der international giiltigen Nomenklatur fiir Zytogenetik (ISCN 2009) wurde der
Karyotyp fiir P1 zunichst wie folgt beschrieben: 46,XX,inv(9)(p11q13),del(10)(q26.1).
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Abb. 4.3. Komplettes Karyogramm. Weiblicher Karyotyp mit strukturell auffilligem qter eines
Chromosoms 10 und der als Normvariante bewerteten Inversion 9 (GTG-Bénderung; Auflésung ca. 450
bphs).
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4.2.2.2. Verifizierung und Verfeinerung des zytogenetischen Befundes mittels

molekularzytogenetischen Subtelomerscreening an Metaphase-Chromosomen bei P1

Um nachzuweisen, ob es sich bei der putativen minimalen Strukturaberration an 10qter um
eine reine terminale Deletion oder um ein komplexeres Rearrangement handelt, wurde an
den Metaphase-Chromosomen aus stimulierten Lymphozyten von Pl eine
Subtelomeranalyse mit dem kompletten Satz des ToTelVysionMulticolor DNA Probenmix
von der Firma Abbott/Vysis durchgefiihrt. Hierbei zeigten sich unter Verwendung der
Mischung 10 (#10: TelVysion 10p SpectrumGreen, TelVysion 10q SpectrumOrange,
TelVysion 15q SpectrumOrange and SpectrumGreen, LSI PML (15g22) SpectrumAqua) 2
regelrechte griine Signale mit der 10pter-Sonde, aber nur ein spezifisches rotes Signal mit
der 10qter-Sonde, entsprechend einer Deletion dieser Region auf einem der beiden
Chromosomen 10. Fiir die ebenfalls in dieser Mischung enthaltene Sonde der
Subtelomeregion am langen Arm von Chromosom 15 und der fiir das PML-Gen in 15922
lokusspezifischen Sonde zeigten sich jeweils 2 regelrechte blaue, bzw. rote/griine Signale
(Abb. 4.4a.).

Bei der Untersuchung der Chromosomen 22 unter Verwendung der Mischung 3 (#3:
TelVysion 3p SpectrumGreen, TelVysion 3q SpectrumOrange, TelVysion 22q
SpectrumOrange and SpectrumGreen, LSI ber (22q11) SpectrumAqua) fand ich fiir die
Sonde 22qter jeweils ein rote/griines Signal auf den beiden homologen Chromosomen 22
und ein zusétzliches Signal auf dem langen Arm eines Chromosoms 10 (Abb. 4.4.b.). Es
zeigten sich 2 regelrechte blaue Signale fiir das BCR-Gen auf dem langen Arm von
Chromosom 22 in der Bande 22q11.2.

Die Untersuchungen mit den iibrigen 13 Proben-Mischungen des ToTelVysionMulticolor
DNA-Probenpanels zeigten ein unauffilliges Ergebnis.

Zusammenfassend zeigte die Subtelomeranalyse, dass P1 ein derivates Chromosom 10
tragt, das aus einer Translokation der Chromosomen 10 und 22 hervorgegangen ist. Somit
liegt bei P1 ein unbalancierter Zustand mit einer partiellen Trisomie fiir den
Subtelomerbereich von 22qter und eine partielle Monosomie fiir den Bereich 10q26.1->qter
VOr.

Die durch die weiterfiihrende FISH-Analyse korrigierte Karyotypformel nach ISCN 2009
lautet:

46,XX,der(10)t(10;22)(q26.1;q13).ish.der(10)t(10;22)(q26.1;q13)(10pter+,10qter-,22qter+)
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Abb. 4.4. Subtelomeranalyse. (a) FISH-Analyse der Mischung 10 zeigt zwei regelrechte griine Signale in
10pter. Das rote Signal der 10qter-Sonde ist nur an einem Chromosom 10 zu sehen. Co-Lokalisation von
rot/griin/gelbe Signale zeigen die beiden homologen Chromosomen 15. (b) FISH-Analyse der Mischung 3
zeigt, dass ein rot/gelbes Signal in 22qter die zwei homologen Chromosomen 22 und zusétzlich das terminale
Ende des langen Armes eines Chromosoms 10 markiert. Die beiden Chromosomen 3 zeigen je zwei
regelrechte griine bzw. rote Signale an pter und qter.
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4.2. Patient 2 [P2]

4.2.1. Anamnese

Bei dem zweiten Patient P2 handelt es sich um den im Alter von 4-Wochen untersuchten
Bruder von P1. Er wurde bei Beckenendlage in der 39. SSW durch primére Sectio mit
einem Geburtsgewicht von 2830 g (10. P), einer Lidnge von 47 cm (3. P) und einem
Kopfumfang von 34 cm (50. P), Apgar 8/10/10 geboren. Die klinisch-genetische
Untersuchung zeigte ein kleines Kinn, eine 4-Finger-Furche bds., einen Kryptorchismus
und einen Atrium Septum Defekt (ASD), bei dem ein Spontanverschluss unwahrscheinlich
ist. Die unteren Extremitidten waren zur Behandlung einer Pes equinovarus-Konfiguration
bds. eingegipst. Weiterhin auffillige Befunde des Sduglings waren ein lang ausgezogenes
Hinterhaupt, eine breite Nasenspitze, ein kurz wirkender Hals sowie eine akzessorische
Mamille rechts. P2 zeigt eine Gedeihstérung und Trinkschwiche.
Die KorpermaBe im Alter von 4 Wochen lagen fiir Korpergewicht (2960 g) und
Korperldnge (48 cm) unter der 3er Percentile, wéihrend sich der Kopfumfang mit 35,5 cm
im Normbereich befand. Aktuell (im Alter von 11 Monaten) liegen das Korpergewicht
(4626g) und die Korperldnge (56 cm) sowie der Kopfumfang (39,5 cm) unter der 3er
Percentile.
Zusammenfassung der auffilligen Merkmale:

* Mikrozephalie

* Atrialer septum defekt (ASD) Typ II

* Gedeihstorung, alle Kérpermalle betreffend

* Entwicklungsverzégerung

* Kryptorchismus

» Faziale Dysmorphien (Hypertelorismus, tiefsitzende Ohren, schmale Oberlippe,

leichte Mikrognathie)
* Vierfingerfurche bds.
* Pes equinovarus bds. (KlumpfuB3)
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Abb. 4.5. Patient 2. Die Fotos zeigen den Patienten P2 im Alter von 4 Wochen. Zu den Dysmorphiezeichen
gehoren die 4-Finger-Furche und eine akzessorische Mamille rechts (c und d).

4.2.2. Zytogenetische Untersuchung des Patienten (P2)

4.2.2.1. Karyotypisierung von Patient 2 mittels konventioneller Chromosomenanalyse

Die konventionelle zytogenetische Untersuchung von Metaphasen aus stimulierten
Blutlymphozyten ergab bei P2 wie bei seiner Schwester P1 einen numerisch unauffalligen,
strukturell aber auffdlligen minnlichen Karyotyp mit einer minimalen Deletion am langen
Arm eines Chromosoms 10 (Abb.4.6.). Aufgrund des Vorbefundes bei der Schwester

wurde angenommen, dass es sich hier ebenfalls um ein derivatives Chromosom 10 handelt.
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wt 10 der 10

Abb. 4.6. Karyogramm Patient 2. Ideogramm und partielles Karyogramm (GTG gebéndert, ~500 bphs) mit
einem normalen (links) und einem derivativen (rechts) Chromosom 10.

4.2.2.2. Verifizierung des zytogenetischen Befundes mittels molekularzytogenetischer

Untersuchung an Metaphase-Chromosomen von P2

Um den zytogenetischen Befund bei P2 auch molekularzytogenetisch zu bestatigen, wurden
FISH-Analysen mit den subtelomerspezifischen Sonden fiir Chromosom 10p (TelVysion
Lokus 796139), 10q (TelVysion Lokus D10S2490) und fiir Chromosom 22 (TelVysion
Lokus D22S1726) ausgewihlt. Fiir die Sonde 22qter war jeweils ein Signal auf den beiden
homologen Chromosomen 22 und ein zusétzliches Signal auf dem langen Arm eines
Chromosoms 10 zu sehen. Mit der 10pter-Sonde zeigten sich an beiden homologen
Chromosomen 10 regelrechte Signale. Mit der 10qter Sonde zeigte sich nur an einem
Chromosom 10 ein regelrechtes Signal am Ende des langen Armes, auf dem derivativen
Chromosom 10 war kein Signal nachzuweisen. Da die Signalkonstellationen der
FISH-Analyse identisch mit den Ergebnissen bei der Schwester waren, wird hier keine
FISH-Abbildung gezeigt.

Zusammenfassend zeigte die konventionelle und molekulare zytogenetische Untersuchung
an stimulierten Blut-Lymphozyten, dass P2 ebenso wie seine Schwester ein derivatives
Chromosom 10 triagt, das aus einer Translokation der Chromosomen 10 und 22
hervorgegangen ist. Somit liegt bei P2 ebenfalls ein unbalancierter Zustand mit einer
partiellen Trisomie fiir den Subtelomerbereich von 22q und eine partielle Monosomie fiir
den Bereich 10g26.1-qter vor.

Die Karyotypformel nach ISCN 2009 lautet: 46,XY,der(10)t(10;22)(q26.1;q13).

ish. der(10)t(10;22)(q26.1;q13)(10pter+,10qter-, 22qter+)
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4.3. Zytogenetische Untersuchung der Eltern

4.3.1. Karyotypisierung mittels konventioneller Chromosomenanalyse

Da die bei der Tochter (P1), sowie dem Sohn (P2) identifizierten unbalancierten Zustdnde
Folge einer elterlichen balancierten reziproken Translokation sein kdnnten, wurde eine
entsprechende zytogenetische bzw. molekularzytogenetische Analyse an
Lymphozytensuspension der Eltern durchgefiihrt.

Die konventionelle Chromosomanalyse zeigt bei dem Vater einen unauffilligen méinnlichen
Karyotyp 46,XY und es wurden daher bei ihm auch keine weiteren FISH-Analysen
durchgefiihrt.

Die konventionelle zytogenetische Untersuchung von Metaphase-Chromosomen bei der
Mutter ergab einen weiblichen Karyotyp mit einer minimalen Deletion am langen Arm
eines Chromosoms 10 sowie einer kleinen Verlingerung am langen Arm eines
Chromosoms 22. Auflerdem wurde auch bei ihr die Normvariante an Chromosom 9
nachgewiesen. Aufgrund der molekularzytogenetischen Vorbefunde bei den beiden
untersuchten Kindern wurde diese strukturelle Chromosomenédnderung als eine reziproke
Translokation zwischen den Chromosomen 10 und 22 gewertet (Abb.4.10.). Der Karyotyp
nach GTG-Bianderung lautet: 46,XX,inv(9)(p11q13),t(10;22)(q26.1;q13)

Abb. 4.10. Karyogramm der Mutter. Ideogramm und partielles Karyogramm (GTG gebandert, 550 bphs)
und entsprechende Ideogramme der Mutter mit je einem normalen (links) und einem derivativen (rechts)
Chromosom 10 bzw. 22.
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4.3.2. Verifizierung des zytogenetischen Befundes der Mutter mittels

molekularzytogenetischer Analyse

Um die vermutete Translokation bei der Mutter der Patienten P1 und P2 zu bestitigen,
wurden folgende subtelomerspezifischen Sonden fiir die FISH-Analyse verwendet
(TelVysion 10p [Lokus Z96139], TelVysion 10q [Lokus D10S2490], TelVysion 22q
[Lokus D22S1726], Kontrollsonde BCR 22q11.2. Bei der subtelomerspezifischen Sonde fiir
den kurzen Arm von Chromosom 10 (ToTelVysion 10p [Lokus Z96139]) ergaben sich
erwartungsgemill zwei regelrechte Signale auf den beiden homologen Chromosomen 10.
Mit der fiir das BCR-Gen spezifischen Kontrollsonde in 22ql1.2 waren ebenso zwei
regelrechte Signale zu sehen. Mit der subtelomerspezifischen Sonde fiir den langen Arm
von Chromosom 10 fehlte das regelrechte Signal am langen Arm eines Chromosoms 10,
wiéhrend ein 10qter-spezifisches Signal am Ende des langen Arms eines Chromosoms 22
gesehen wurde. Mit der subtelomerspezifischen Sonde 22qter fehlte ein Signal an einem
Chromosom 22, stattdessen fand sich ein Signal am Ende des langen Arms eines
Chromosoms 10 (Abb. 4.11). Somit bestétigte die molekularzytogenetische Untersuchung
das Vorliegen einer maternalen reziproken Translokation zwischen den terminalen Enden
der langen Arme von Chromosom 10 und 22.

Der molekularzytogenetische Karyotyp nach ISCN 2009 lautet:

ish. 1(10;22)(q26.1;q13)(10qter-, 22qter+; 10gter+,22qter-)
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<=der 10

Abb. 4.11. FISH-Analyse an Metaphasenchromosomen der Mutter. (a) Verwendung der Sonden-
Mischung ToTelVysion#10 [10p=griin, 10q=rot, 15q=rot/griin, LSI PML (15q22) = hellblau (aqua)]. Nur ein
normales Chromosom 10 mit jeweils einem griinen und einem roten Signal am kurzen bzw. langen Ende des
Chromosoms. Das derivative Chromosom 10 zeigt nur ein griines Signal am p-Arm, das rote Signal fehlt am
Ende des g-Arms, hybridisiert aber am Ende des q-Arms vom derivativen Chromosom 22. (b) FISH mit
ST22qter=rot. Ein Signal ist auf dem Wildtyp-Chromosom 22 lokalisiert, das zweite Signal zeigt sich am
derivativen Chromosom 10.
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4.4. Patientin 3 [P3]

4.4.1. Anamnese

Aufgrund einer stark ausgepréigten Sprachentwicklungsverzogerung und der Ergebnisse der
zytogenetischen Diagnostik bei den beiden Geschwistern und der Mutter wurde Patientin 3,
die drei Jahre alte Schwester von P1 und P2, in der humangenetischen Sprechstunde
vorgestellt.

P3 wurde nach einer unauffilligen Schwangerschaft in der 42. Schwangerschaftswoche
spontan mit folgenden Mallen geboren: Geburtsgewicht 3970 g (75-90. P), Lange 53 cm
(~75. P), Kopfumfang 34 cm (~50. P), Apgar 9/10/10. Bei der U2 fiel ein Systolikum auf,
das  durch  einen  kleinen nicht  operationsbediirftigen = perimembrandsen
Ventrikelseptumdefekt (VSD) verursacht wurde.

Zum Zeitpunkt der klinisch-genetischen Untersuchung wurden das Korpergewicht mit 14,6
kg (50. P), die Kdrperlinge mit 92 cm (25. P) und der Kopfumfang mit 47,9 cm (25. P)
angegeben. Auffillig waren eine lange Lidspalte, lange Wimpern, Ptosis, Hypotelorismus,
Epikanthus, leicht abstehenden Ohren, eine kleine Ohrenkerbe bds., eine breite und flache
Nasenwurzel, eine abgeflachte Nasenspitze, ein langes Philtrum sowie, auffallend volle
Lippen. Ebenfalls wurden Knick-Hackenfii3e diagnostiziert.

In der motorischen Entwicklung zeigte P3 eine leichte Verzogerung (Sitzen und Krabbeln
mit 8§ Monaten, Stehen mit 16 Monaten, Laufen mit 17 Monaten). Das Kind zeigte keine
sprachliche Entwicklung, habe nie lautiert und mache sich nur durch Gerdusche
verstindlich. Sie verstand nur kurze Aufforderungen in Form von Zweiwortsitzen.

EEG zeigte eine verlangsamte Grundaktivitit im Sinne einer diffusen
Hirnfunktionsstorung, aber kein epilepsietypisches Muster. P3 war weder tagsiiber noch
nachts trocken. Soweit das bei einem unkooperativem Kind in der Untersuchungssituation

zu beurteilen war, erschien die Feinmotorik retardiert zu sein.

Zusammenfassung der auffilligen Merkmale:
*  Sprachbetonte Entwicklungsstérung
« VSD
» Knick-Hackenful} (Pes calcaneus et valgus)
» Faziale Dysmorphien (Ptosis, Hypotelorismus, Epikanthus, leicht abstehenden

Ohren, eine breite und flache Nasenwurzel, langes Philtrum und volle Lippen)
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Abb. 4.7. Patientin 3. Die Fotos zeigen die Patientin im Alter von 3 Jahren.

4.4.2. Zytogenetische Untersuchung der Patientin 3 (P3)

4.4.2.1. Karyotypisierung der Patientin 3 mittels konventioneller hromosomenanalyse

Die konventionelle zytogenetische Untersuchung von Metaphasen ergab bei P3 einen
strukturell auffalligen weiblichen Karyotyp mit einer Verlingerung am langen Arm eines
Chromosom 22 (Abb. 4.8.). Aufgrund der Vorbefunde bei der Mutter nahm man an, dass
dieser zusitzliche Teil von qter eines Chromosoms 10 stammt. Anhand des
G-Bandenmusters wurde der Bruchpunkt zundchst der Bande 22q13 zugeordnet und der
Karyotyp nach ISCN fiir Patientin3 wie folgt definiert:

46,XX,der(22)t(22;10)(q13;926.1)
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wt22  der 22

Abb. 4.8. Karyogramm Patientin 3. Ideogramm und Partielles Karyogramm (GTG gebéndert, 500 bphs) der
Patientin 3 mit einem normalen (links) und einem derivativen (rechts) Chromosom 22.

4.4.2.2. Molekularzytogenetische Untersuchung von P3 mittels FISH-Analysen

Aufgrund der Vorbefunde beider Geschwister wurden flir die FISH-Analysen die
subtelomerspezifischen Sonden von Chromosomen 10 fiir pter (Telvysion 10p Z96139) und
10gter (Telvysion 10q D10S2490) sowie fiir den langen Arm des Chromosoms 22, 22qter
(ToTelvysion 22q D22S1726) ausgewdhlt. Fiir die Sonde 10gter waren jeweils ein Signal
auf den beiden homologen Chromosomen 10 und ein zusétzliches Signal auf dem langen
Arm eines Chromosom 22 zu sehen. Mit der 10pter Sonde zeigten sich an beiden
homologen Chromosomen 10 regelrechte Signale. Mit der 22qter Sonde zeigte sich nur an
einem Chromosom 22 ein Signal, auf dem derivativen Chromosom 22 war kein Signal zu
sehen (Abb.4.9.) womit eine, den Subtelomerbereich von 22q betreffende Deletion
nachgewiesen werden konnte.

Zusammenfassend zeigte die konventionelle und die molekulare zytogenetische
Untersuchung an stimulierten Blut-Lymphozyten, dass P3 eine zweite Form eines
unbalancierten Karyotyps mit einem derivativen Chromosom 22, hervorgegangen aus einer
Translokation zwischen den Chromosomen 10 und 22, trigt. Somit liegt bei P3 ein
unbalancierter Zustand mit einer partiellen Trisomie fiir den Subtelomerbereich von 10q
und einer partiellen Monosomie fiir den Bereich 22q13-qter vor.

Der durch die molekularzytogenetische Analyse bestitigte Karyotyp lautet nach ISCN:

ish. der(22)t(22;10)(q13;926.1)(22pter+,22qter-, 10qter+)
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Abb. 4.9. FISH-Analyse an Metaphasenchromosomen von P3. (a) FISH mit ToTelVysion Mischung #10
[grin=10p, rot=10q, rot/griin=15q, aqua=LSI PML(15¢22)]. Zwei normale Chromosomen 10 und ein
derivatives Chromosom 22 sind zu sehen. (b) FISH mit der 22qter-Sonde der (rot) ergab nur ein Signal auf
dem Wildtyp-Chromosom 22. Hier wurde keine Kontrollsonde mithybridisiert. Die Chromosomen wurden
mit DAPI (blau) geférbt.

39



ERGEBNISSE

5. ERGEBNISSE

5.1. Bruchpunktbestimmung anhand der miitterlichen

Chromosomen

In dieser Arbeit sollte anhand der miitterlichen Translokation eine genauere Identifizierung
der Bruchpunkte auf Chromosom 10qter und 22qter erfolgen.

Um die Bruchpunktregionen feiner zu kartieren, wurden zundchst an den
Metaphasechromosomen der Mutter mit Hilfe von klonierten DNA-Fragmenten (BAC- und
Fosmid-Klone) serielle Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungen (FISH) mit dem Ziel
durchgefiihrt, auf den beiden derivativen @ Chromosomen 10 und 22
bruchpunktiiberspannende Klone zu identifizieren. Ein bruchpunktiiberspannender Klon
hybdridisiert in der FISH-Analyse mit dem fiir ihn kartierten Bereich auf dem
unveranderten Wildtyp-Chromosom und auf beiden derivativen Chromosomen, wobei sich
hier das Signal aufspaltet. Deshalb wird der bruchpunktiiberspannende Klon auch als ,,split-
Klon “ bezeichnet. Die fiir die FISH-Analyse eingesetzten BAC- und Fosmid Klone wurden
mithilfe von Datenbankrecherchen (NCBI, UCSC, ENSEMBL) ausgewiéhlt.

Die Bruchpunktregionen wurden durch FISH-Analysen der iiberlappenden BAC-Klone auf
ca. 200 kb eingegrenzt. Nach der Identifizierung von split-BAC-Klonen wurden fiir die
entsprechenden Regionen {iiberlappende Fosmid-Klone ausgesucht. Damit konnte die
Bruchregion weiter auf ca. 40 kb eingegrenzt werden. In Abbildung 5.1. ist die

Vorgehensweise schematisch dargestellt.
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G-Bénderung BAC Fosmid
10Mb 200kb 50kb

1
| IJ—_Ii 22413.32

2213, 65

Chr.10 Chr. 22 BAC-Klon Fosmid-Klon

Abb. 5.1. schematische Darstellung der Arbeitsprozedur.
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5.2. Bruchpunktbestimmung mit Hilfe von BAC-Klonen auf

Chromosom 10

Bei der Mutter der hier vorgestellten Patienten liegt eine balancierte Translokation
zwischen den Chromosomen 10 und 22 vor [46,XX,t(10;22)(q26.1;q13)]. Aufgrund des in
der GTG-Béanderung methodisch begrenzten Auflosungsvermogens von ca. 5 - 8 Mb kann
die Lokalisation der Bruchpunkte auch nur in dieser entsprechenden GrofBenordnung
angegeben werden. Zur Eingrenzung dieser Bruchpunktregion wurde zunichst der proximal
zu dem mutmalBlichen Bruchpunkt gelegene BAC-Klon RP11-317F25 in 10g25.3
(physikalische Lokalisation bei 116.2 Mb) ausgewidhlt. Von dieser Position ausgehend
wurden serielle FISH-Analysen mit weiteren telomerwérts gelegenen Klonen durchgefiihrt
(die Reihenfolge der verwendeten Klone ist in Tabelle 5.1. zu sehen).

Die zuerst verwendeten Klone RP11-317F25, RP11-88110 und RP11-47G11 ergaben
Signale auf dem Wildtyp-Chromosom 10 und auf dem derivativen Chromosom 10. Der
BAC-Klon RP11-57G20 zeigte ein Signal auf dem Wildtyp-Chromosom 10 und auf dem
derivativen Chromosom 22. Die korrekte chromosomenspezifische Anbindung jedes BAC-
Klons wurde vorher mit entsprechenden Centromer-spezifischen Sonden tliberpriift. Hierbei
wurde entdeckt, dass der BAC-Klon RP11-295023 obwohl er laut Angaben im UCSC-
Browser auf Chromosom 10 lokalisiert sein sollte, in meiner Analyse auf beiden
homologen Chromosomen 1 hybridisierte und somit fiir die Untersuchungen nicht geeignet
war.

Durch die Analysen mit den BAC-Klonen wurde die Bruchpunktregion auf einen Abschnitt
von etwa 2 Mb eingegrenzt, der proximal durch den BAC-Klon RP11-47G11 und distal
durch den BAC-Klon RP11-57G20 flankiert wurde und in der Bande 10q26.13 liegt.

Aus diesem Abschnitt wurden nun fiir weitere FISH-Analysen iiberlappende BAC-Klone

ausgewahlt.
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BAC-Klon (cen—tel) Position Signale
RP11-317F25 116,2 Mb, 10g25.3 wt 10q der(10q)
RP11-295023 118,2 Mb, 10g26.11 Chr 1 Chr 1
RP11-88I110 121,5 Mb, 10g26.12 wt 10q der(10q)
RP11-47G11 125,8 Mb, 10q26.13 wt 10q der(10q)
RP11-113M14 126,1 Mb, 10q26.13 wt 10q und der(10q)
RP11-937K22 126,3 Mb, 10q26.13 wt 10q der(10q)
RP11-1080018 126,6 Mb, 10q26.13 wt 10q der (10q) + der (22q)
RP11-57G20 127,4 Mb, 10q26.13 wt 10q der (22q)

Tab. 5.1. Ergebnisse der FISH-Analysen zur Eingrenzung des 10p26.1-Bruchpunktes mit BAC-Klone.
In der Reihenfolge von oben nach unten sind die BAC-Klone in der Orientierung Centromer in Richtung
Telomer aufgelistet. Die Klone, die aufwérts vom Bruchpunkt in der Richtung zum Centromer liegen, zeigen
typischerweise ein Signal auf dem Wildtyp-Chromosom 10 und das andere Signal auf dem derivativen
Chromosom 10. Der Klon RP11-57G20, der abwérts vom Bruchpunkt in der Richtung zum Telomer liegt,
zeigt ein Signal auf dem Wildtyp-Chromosom 10 und das andere Signal auf dem derivativen Chromosom 22.
Der Split-Klon RP11-1080018 zeigt insgesamt drei Signale: eins auf dem Wildtyp-Chromosom 10 und
jeweils eins auf den derivativen Chromosomen 10 und derivativen Chromosom 22. Der BAC-Klon
RP11-295023 hybridisiert auf beiden homologen Chromosomen 1 und kann fiir die Fragestellung dieser
Arbeit nicht herangezogen werden. wt = Wildtyp-Chromosom; der = derivatives Chromosom.

Mit Hilfe dieser FISH-Analysen konnte der BAC-Klon RPI11-1080018 als
bruchpunktiiberspannender Klon identifiziert werden, da sich das Signal aufspaltet und man
ein starkes Signal auf Chromosom 10 und jeweils ein schwaches Signal auf den beiden
derivativen Chromosomen 10 und 22 erkennt (Abb.5.2.). Somit konnte die
Bruchpunktregion auf etwa 200 kb in 10g26.13 eingegrenzt werden. Die Ergebnisse dieser

FISH-Analysen sind in der Tabelle 5.1. zusammengefasst.

Abb. 5.2. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
mit dem BAC-Klon RP11-1080018 als DNA-
Sonde an Metaphasechromosomen der
Mutter .

Die rot-fluoreszierende Sonde RP11-1080018
ergab ein Signal auf dem Wildtyp- Chromosom
10 und dem derivativen Chromosom 10, die in
der DAPI-Farbung nicht voneinander zu
unterscheiden sind. AuBlerdem zeigte der Klon
ein Signal auf dem derivativen Chromosom 22.
Die gelbe Markierung zeigt das Centromer auf
Chromosom 10. Die Chromosomen wurden mit
DAPI gefirbt.
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Eine schematische Zusammenfassung der Ergebnisse aus den FISH-Analysen fiir den

Bruchpunkt auf dem Chromosom 10 ist in Abb. 5.3. dargestellt.

Chromosom 10

10p15
tiptd
10p12
10p1l.2

Higtt:

1ngq11.2
10a21 Mb 126 126,5 127
1igz2 | | |
10923
10924 E ﬂ
10925
e
1oz I Py 10926.13 Tell
RP11-937K22 RP11-1080018 RP11-57G20

Abb. 5.3. Schematische Darstellung der BAC-Klone in Bruchpunktregion 10p26.13.

Durch einen blassgrauen Balken ist ein Ausschnitt der Region 10p26.13 mit der dariiber liegenden
Grofleneinteilung in Megabasen (Mb) dargestellt, auerdem ist die Orientierung von Centromer (Cen) nach
Telomer (Tel) angegeben. Die BAC-Klone sind durch einen braunen Balken dargestellt. Der BAC-Klon
RP11-1080018 ist ein bruchpunktiiberspannender-Klon. Der Klon RP11-937K22 liegt aufwérts und der Klon
RP1-57G20 abwérts von der Bruchpunktregion. Der mutmaBliche Bruchpunkt ist mit einem gelben Pfeil
gekennzeichnet.

5.3.Weitere Eingrenzung der Bruchpunktregion in 10q26.13
mittels FISH-Analyse mit Fosmid-Klonen

Zur weiteren Eingrenzung des Bruchpunktes in 10g26.13 wurden sechs iiberlappende
Fosmid-Klone ausgewihlt, mit denen die gesamte Linge des bruchpunktiiberspannenden
BAC-Klones RP11-1080018 abgedeckt werden konnte. Die Fosmid-Klone sind in Tabelle

5.2. von oben nach unten entsprechend der Orientierung Centromer zu Telomer aufgelistet.
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Fosmid-Klon (cen—tel) Position 10q26.13 Signale
W12-1000B7 126,464 - 126,515 Mb | wt 10q der(10q)
W12-1769G4 126,521 - 126,564 Mb | wt 10q der(10q)
W12-290316 126,550 - 126,592 Mb | wt 10q der(10q)
W12-2567C2 126,588 - 126,627 Mb wt 10q der(10q)
W12-469L.15 126,604 - 126,644 Mb wt 10q und der (10q) + der (22q)
W12-3810H20 126,623 - 126,660 Mb wt 10q der(22q)

Tab. 5.2. Ergebnisse der FISH-Analysen zur Eingrenzung des 10p26.13-Bruchpunktes mit Fosmid-
Klonen. In der Reihenfolge von oben nach unten sind die Fosmid-Klone in der Orientierung Centromer zu
Telomer aufgelistet. Die Klone, die aufwérts vom Bruchpunkt in Richtung zum Centromer liegen, zeigen
typischerweise ein Signal auf dem Wildtyp-Chromosom 10 und das andere Signal auf dem derivativen
Chromosom 10. Der Klon W12-469L15 ist der Split-Klon und zeigt drei Signale, eins auf dem Wildtyp-
Chromosom 10 und jeweils eins auf den derivativen Chromosomen 10 und 22. Der Klon W12-3810H20, der
abwirts vom Bruchpunkt in Richtung zum Telomer liegt, zeigt ein Signal auf dem Wildtyp-Chromosom 10
und ein Signal auf dem derivativen Chromosom 22. wt = Wildtyp-Chromosom; der = derivatives
Chromosom.

Die Fosmid-Klone W12-1000B7, W12-1769G4, W12-290316 und W12-2567C2 konnten
anhand der FISH-Analysen als centromerwirts vom Bruchpunkt gelegen identifiziert
werden. Sie ergaben Signale auf dem Wildtyp-Chromosom 10 und dem derivativen
Chromosom 10. Der Fosmid-Klon W12-3810H20 zeigte je ein Signal auf dem Wildtyp-
Chromosom 10 und dem derivativen Chromosom 22 und liegt telomerwirts der
Bruchpunktregion. Der Fosmid-Klon W12-469L15 zeigte ein starkes Signal auf einem
Chromosom 10 und jeweils ein schwaches Signal, auf einem Chromosom 10 auf dem
derivativen Chromosom 22. Somit sollte der Fosmid-Klon W12-469L15 ein
bruchpunktiiberspannender Klon sein (Abb.5.4.).

Abb. 5.4. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
mit dem Fosmid-Klon W12-469L15 als
DNA-Sonde an Metaphasechromosomen der
Mutter.

Die rot-fluoreszierende Sonde W12-469L15
ergab je ein Signal auf dem Wildtyp-
Chromosom 10 und dem derivativen
Chromosom 10. AuBlerdem zeigte den Klon ein
Signal auf dem derivativen Chromosom 22
[der(22)]. Die gelbe Markierung zeigt das
Centromer auf Chromosom 10. Die
Chromosomen wurden mit DAPI gefarbt.

45




ERGEBNISSE

Der benachbart zu dem bruchpunktiiberspannende Fosmid-Klon W12-469L15 liegende
Klon W12-2567C2 (sieche Tabelle 4.2) zeigte in allen untersuchten Metaphasen je ein
starkes und ein deutlich abgeschwéchtes Signal auf den beiden Chromosomen 10.

Aufgrund der Signal-Konstellation fiir die Fosmid-Klone W12-2567C2 und W12-469L15
konnte die Bruchpunktregion auf ca. 20 kb in Position 126,610-126,630 Mb eingegrenzt
werden (Abb.5.5.).

Mb 126,490 126,550 126,610 126,670
| | | |

s 10q26.13 E—»e

Yy RP11-1080018 —2
J 12100087 VAL

W12-290316

/ 12-2567C2Y
) /4 %12-469L15/
/4 W12-3810H20 /

i~ 20 kb

Abb. 5.5. Schematische Darstellung ausgewiihlter BAC- und Fosmid-Klone in der Bruchpunktregion
10q26.13. Die Abbildung zeigt einen als dunkelgrauen Balken dargestellten Ausschnitt der Bruchpunktregion
10926.13 auf dem Chromosom 10, mit dariiber angegebener GrofBeneinteilung in Megabasen (Mb). Die
Orientierung von Centromer (Cen) nach Telomer (Tel) ist angegeben. Der Spl/it BAC-Klon PR11-1018018 ist
durch einen braunen Balken dargestellt. Die griinen Balken geben die iiberlappenden Fosmid-Klone an. Der
Fosmid-Klon W12-469L15 ist ein bruchpunktiiberspannender Fosmid-Klon. Die rot gestrichelten, vertikalen
Linien zeigen den Bruchpunktbereich mit einer Groée von etwa 20 kb an.
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5.4. Bruchpunktbestimmung mit Hilfe von BAC-Klonen auf

Chromosom 22

Aufgrund der GTG-Binderung wurde der zweite an der Translokation beteiligte
Bruchpunkt auf Chromosom 22 nahe am Telomer des langen Armes in Bande q13.3
vermutet. Auch hier sollte zunidchst mit Hilfe von BAC-Klone die Bruchpunktregion auf
dem Chromosom 22 auf eine GroBe von ca. 200 kb eingegrenzt werden. Zur ersten
Orientierung wurden 2 terminal liegende BAC-Klone, RP11-494016 und RP11-255N20 in
22q13.3 ausgewdhlt.

Die FISH-Analyse mit RP11-494016 ergab je ein Signal auf Chromosom 22 und auf dem
derivativen Chromosom 10. RP11-255N20 zeigte je ein Signal auf dem wt-Chromosom 22
und auf dem derivativen Chromosom 22, die allerdings in der DAPI-Farbung nicht
voneinander unterschieden werden konnten. Mit Hilfe der FISH-Analysen unter
Verwendung der beschriebenen Klone konnte man die Bruchpunktregion zunichst weiter
auf ca. 2,4 Mb eingrenzen.

Zur feineren Kartierung des Bruchpunktes in 10q13.3, wurden fiir weitere FISH-Analysen

iiberlappende BAC-Klone ausgewdhlt die in Tabelle 5.3. aufgelistet sind.

BAC-Klon (cen—tel) Position Signale

RP11-255N20 46,1 Mb, 22q13.31 wt 22q der(22q)

RP11-1035C10 47,7 Mb, 22q13.32 wt 22q der (22q) + der(10q)
RP11-636D2 47,9 Mb, 22q13.32 wt 22q der(10q)
RP11-46J14 48,0 Mb, 22q13.32 wt 22q und der(10q)
RP11-350L11 48,2 Mb, 22q13.33 wt 22q der(10q)
RP11-73209 48,3 Mb, 22q13.33 wt 22q der (10q)

RP11-494016 48,5 Mb, 22q13.33 wt 22q der (10q)

Tab. 5.3. Ergebnisse der FISH-Analysen zur Eingrenzung des 22p13.3-Bruchpunktes mit BAC-Klone.

In der Reihenfolge von oben nach unten sind BAC-Klone in der Orientierung Centromer zu Telomer
aufgefiihrt. Klon RP11-255N20, der centromerwérts vom Bruchpunkt liegt, zeigt jeweils ein Signal auf dem
Wildtyp-Chromosom 22 und auf dem derivativen Chromosom 22. Der Klon RP11-1035C10 zeigt drei
Signale: eins auf dem Wildtyp-Chromosom 22 und jeweils eins auf den derivativen Chromosomen 10 und
22. Die Klone, die telomerwirts vom mutmaBlichen Bruchpunkt liegen, zeigen je ein Signal auf dem
wt-Chromosom 22 und auf dem der-Chromosom 10. wt: Wildtyp-Chromosom; der: derivatives Chromosom.
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Die FISH Analysen wurden systematisch ausgehend vom Telomer in Richtung Centromer
durchgefiihrt. Die zuerst verwendete Klone RP11-72309, RP11-350L11, RP11-46J14 und
RP-636D2 ergaben jeweils ein Signal auf dem Wildtyp-Chromosom 22 und auf dem
derivativen Chromosom 10.

Der BAC-Klon RP11-1035C10 zeigte ein starkes Signal auf Chromosom 22 und jeweils ein
schwaches Signal auf den derivativen Chromosomen 10 und 22. Somit wurde der Klon
RP11-1035C10 als bruchpunktiiberspannender split-Klon identifiziert, und die
Bruchpunktregion konnte auf etwa 200 kb in der physikalischen Lokalisation 47.517.250 —
47.708.096 Mb eingegrenzt werden (Abb.5.6.).

Der zytogenetische Bruchpunkt kann daher auch genauer mit 22q13.32 angegeben werden,
SO dass die korrigierte Karyotypformel nun wie folgt lautet:

46,XX,1(10;22)(q26.13;q13.32).

Abb. 5.6. Floreszenz-in-situ-Hybridisierung
mit dem BAC-Klon RP11-1035C10 als
DNA-Sonde fiir Chromosom 22 an
Metaphasechromosomen der Mutter.

Die  rot-fluoreszierende  Sonde  RP11-
1035C10 ergab jeweils ein Signal auf dem
wt-Chromosom 22 und dem der-Chromosom
22 (konnen anhand der blauen DAPI-Fiarbung
nicht voneinander unterschieden werden).
Auflerdem zeigt der Klon ein Signal auf dem
derivativen Chromosom 10. Die gelbe
Markierung  zeigt das Centromer von
Chromosom 22.

Eine schematische Zusammenfassung der Ergebnisse aus den FISH-Analysen fiir den

Bruchpunkt auf dem Chromosom 22 ist in Abb. 5.7. gezeigt.
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Abb. 5.7. Schematische Darstellung der BAC-Klone in Bruchpunktregion 22q13.32-q13.33.

Der blassgrauen Balken zeigt ein Ausschnitt der Region 22q13.32-13.33 auf Chromosom 22. Dariiber ist die
Grofleneinteilung in Megabasen (Mb) dargestellt, auerdem ist die Orientierung von Centromer (Cen) nach
Telomer (Tel) angegeben. Die BAC-Klone sind durch einen braunen Balken dargestellt. Der BAC-Klon
RP11-1035C10 ist ein bruchpunktiiberspannender-Klon. Die iiberlappende BAC Klone RP11-636D2,
RP11-46J14 und RP11-350L11 liegen telomerwérts von der Bruchpunktregion.

5.5. Weitere Eingrenzung der Bruchpunktregion in 22q13.32
mittels FISH-Analyse mit Fosmid-Klonen

Zur weiteren Eingrenzung des Bruchpunktes in 22q13.32 wurden sechs iiberlappende
Fosmid-Klone ausgewdhlt, mit denen die gesamte Lange des bruchpunktiiberspannenden
BAC-Klones RP11-1035C10 abgedeckt werden konnte. Die Fosmid-Klone sind in Tabelle
5.4. von oben nach unten entsprechend der Orientierung Centromer in Richtung Telomer

aufgelistet.
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Fosmid-Klon (cen—tel) Position 22¢q33.32 Signale
W12-917M14 47,518 - 47,561 Mb wt 22q der (10q) + der (22q)
W12-1528E18 47,558 - 47,598 Mb wt 22q der(10q)
WI12-1341J1 47,592 - 47,631 Mb wt 22q der(10q)
W12-1479L20 47,615 - 47,658 Mb wt 22q der(10q)
W12-42915 47,643 - 47,684 Mb wt22q  und der(10q)
W12-1815F9 47,667 -47,711 Mb wt 22q der(10q)

Tab. 5.4. Ergebnisse der FISH-Analysen zur Eingrenzung des 22q13.32-Bruchpunktes mit Fosmid-
Klonen. In der Reihenfolge von oben nach unten sind die verwendeten Fosmide-Klon in der Orientierung
Centromer zu Telomer aufgelistet. Der bruchpunktiiberspannende Klon W12-917M14 zeigt ein Signal auf
dem Wildtyp-Chromosom 22 und jeweils eins auf den derivativen Chromosomen 10 und 22. Die andere
Klone liegen telomerwérts vom Bruchpunkt und zeigen jeweils ein Signal auf dem wt-Chromosom 22 und
eins auf dem derivativen Chromosom 10. wt: Wildtyp-Chromosom; der: derivatives Chromosom.

Die seriellen FISH-Analysen mit den Fosmid-Klonen ausgehend von dem am weitesten
telomerwirts liegenden Klon in Richtung zum Centromer zeigten, dass die Fosmid-Klone
W12-1815F9, W12-42915, W12-1479L20, W12-1341J1 und W12-1528E18 jeweils auf
dem Wildtyp-Chromosom 22 und dem derivativen Chromosom 10 hybridisieren. Somit
liegen diese Fosmid Klone telomerwirts von dem mutmaflichen Bruchpunkt. Mit dem
Fosmid-Klon W12-917M 14 zeigte sich ein starkes Signal auf dem Wildtyp-Chromosom 22

und jeweils ein schwaches Signal auf den derivativen Chromosomen 22 und 10 (Abb.5.8.).

Abb. 5.8. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
mit dem Fosmid-Klon W12-917M14 als
DNA-Sonde fiir Chromosom 22 an
Metaphasechromosomen der Mutter.

Die rot-fluoreszierende Sonde W12-917M14
ergab ein Signal auf dem Wildtyp-Chromosom
22 und dem derivativen Chromosom 22.
Auflerdem zeigte der Klon ein Signal auf dem
derivativen Chromosom 10 [der (10)]. Die
gelbe Markierung zeigt das Centromer von
Chromosom 22. Die Chromosomen wurden mit
DAPI gefirbt.
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Mit Hilfe dieser Analysen konnte die Bruchpunktregion auf eine Grofe von 43 kb
[47,518 - 47,561 Mb] in der Chromosomenbande 22q13.32 eingrenzen werden.

Die Position der Fosmid-Klone auf Chromosom 22 ist in Abb. 5.9. schematisch dargestellt.

Mb 47,530 47,590 47,640 47,700

E 22q13.32 E—»e

/h /‘ ;VVIZ-]SZSEIS / /‘ W]2-1479L23V/

/‘ W12-1341J1 7 /‘ 12-42915 __ /
/‘ W12-1815F9 7/
~ 43 kb

Abb. 5.9. Schematische Darstellung der Bruchpunktregion in 22q13.32 mit den verwendeten BAC- und
Fosmid-Klonen. Der hellgraue Balken stellt einen Ausschnitt der Region 22q13.32 mit der dariiber liegenden
Groflencinteilung in Megabasen (Mb) da. Die Orientierung von Centromer (Cen) nach Telomer (Tel) ist
angegeben. Der BAC-Klon ist als brauner Balken dargestellt. Die Fosmid-Klone sind als griine Balken
dargestellt. Der Fosmid-Klon W12-917M14 konnte als bruchpunktiiberspannend identifiziert werden. Die rot
gestrichelten, vertikalen Linien markieren die Bruchpunktregion mit einer Grofe von etwa 40 kb.

5.6. Bestatigung der Bruchpunktlokalisation bei den Patienten
P1, P2 und P3

Da die zytogenetischen Imbalancen bei den drei Patienten P1-P3 in der miitterlichen
Meiose durch eine Adjacent-1-Verteilung der an der Translokation beteiligten
Chromosomen entstanden sind, konnte angenommen werden, dass bei den Kindern die
gleichen Bruchpunkte in den derivativen Chromosomen vorliegen, wie bei der Mutter
(Abb. 5.10.) Zur Bestitigung dieser Annahme wurden die Metaphase-Chromosomen der
Kinder mit den im Vorfeld identifizierten bruchpunktiiberspannenden BAC- und Fosmid-

Klonen hybridisiert.
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P1 und P2 zeigen eine partielle Monosomie fiir Chromosom 10qter und eine partielle
Trisomie fiir Chromosom 22qter. Erwartungsgemill zeigte die Hybridisierung der fiir
Chromosom 10 spezifischen Split-Klone RP11-1080018 und W12-469L15 bei P1 und P2
nur jeweils ein Signal auf dem Wildtyp-Chromosom 10 und ein schwécheres Signal auf
dem derivativen Chromosom 10 (Abb. 5.11.a und b).

Die fiir Chromosom 22 spezifischen Sp/it-Klone RP11-1035C10 und W12-917M14 zeigen
bei P1 und P2 aufgrund der hier vorliegenden partiellen Trisomie 22qter jeweils ein Signal
auf den beiden Wildtyp-Chromosomen 22 und ein zusédtzliches Signal auf dem derivativen
Chromosom 10 (Abb. 5.11.c und d).

Bei P3 liegt eine umgekehrte Konstellation vor. Passend zu der hier bestehenden partiellen
Trisomie 10 erhielte ich an Metaphasenchromosomen dieser Patientin mit den fiir
Chromosom 10 spezifischen Split-Klonen RP11 1080018 und W12-469L15 je ein Signal
auf den beiden Wildtyp-Chromosomen 10 und ein zusitzliches Signal auf dem derivativen
Chromosom 22 (Abb. 5.12.a und b).

Da bei P3 gleichzeitig auch eine partielle Monosomie fiir 22qter vorliegt, waren
erwartungsgemil fiir die Spl/it-Klone RP11-1035C10 und W12-917M14 je ein Signal auf
dem Wildtyp-Chromosom 22 und eins auf dem derivativen Chromosom 22 zu sehen (Abb.
5.12 ¢ und d). Die Signal-Konstellation der Split-Klone ist in Abb. 5.10. schematisch
dargestellt.
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Abb. 5.10. Schematische Darstellung der Signal-Konstellation. Die Chromosomen 10 sind orange, die
Chromosomen 22 hellblau dargestellt. Die bruchpunktiiberspannende Sonde fiir Chromosom 10 ist griin und
die fiir Chromosom 22 rot markiert.
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Abb. 5.11. FISH mit bruchpunktiiberspannenden BAC-und Fosmid-Klonen fiir die Chromosomen 10
und 22 an Metaphasechromosomen von Plund P2.

(a) BAC-Klon RP11-10800118 von Chromosom 10q zeigt je ein rotes Signal auf dem wt-Chromosom 10 und
auf dem der-Chromosom 10. Die gelbe Markierung zeigt das Centromer der Chromosomen 10. (b) Fosmid-
Klon W12-469L15 von Chromosom 10 zeigt je ein rotes Signal auf dem wt-Chromosom 10 und auf dem der-
Chromosom 10. Die gelbe Markierung zeigt das Centromer der Chromosomen 10. (¢) BAC-Klon
RP11-1035C10 von Chromosom 22q zeigt je ein Signal auf den beiden wt- Chromosomen 22 und ein
schwaches zusétzliches Signal auf dem langen Arm des derivativen Chromosom 10 (markiert durch einen
Pfeil). Das Centromer der beiden Chromosomen 22 zeigt mit der spezifischen Centomersonde ein gelbes
Signal. (d) Fosmid Klon W12-917M14 von Chromosom 22q zeigt je ein Signal auf den beiden
wt- Chromosomen 22 und schwaches zusétzliches Signal auf dem langen Arm des derivativen Chromosom
10 (markiert durch einen Pfeil). Das Centromer der beiden Chromosomen 22 zeigt mit der spezifischen
Centomersonde ein gelbes Signal.
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Abb. 5.12. FISH mit bruchpunktiiberspannenden BAC- und Fosmid-Klonen fiir die Chromosomen 10
und 22 an Metaphasechromosomen von P3.

(a) BAC-Klon RP11-10800118 von Chromosom 10q zeigt je ein rotes Signal auf den beiden Wildtyp-
Chromosomen 10 und ein zusétzliches schwécheres Signal auf dem derivativen Chromosom 22. Die gelben
Signale markieren jeweils das Centromer von Chromosom 10. (b) Fosmid-Klon W12-469L15 von
Chromosom 10 zeigt je ein rotes Signal auf den beiden Wildtyp-Chromosomen 10 und ein zusétzliches
schwicheres Signal auf dem derivativen Chromosom 22. Die gelben Signale markieren jeweils das Centromer
von Chromosom 10. (¢) BAC-Klon RP11-1035C10 von 22q zeigt bei P3 je ein Signal auf dem
wt-Chromosom 22 und eins auf dem derivativen Chromosom 22. Die gelben Signale markieren jeweils das
Centromer von Chromosom 22. (d) Fosmid Klon W12-917M14 von Chromosom 22 zeigt je ein Signal auf
dem wt-Chromosom 22 und eins auf dem derivativen Chromosom 22. Die gelben Signale markieren jeweils
das Centromer von Chromosom 22.
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6. DISKUSSION

6.1. Zwei Formen eines unbalancierten Zustandes

hervorgegangen aus einer maternalen reziproken Translokation

zwischen den Chromosomen 22 und 10

Es wird beschrieben, dass ca. 2,5% der Patienten mit mentaler Retardierung eine Aberration
im Subtelomerbereich unterschiedlicher Chromosomen zeigen (Piccione et al. 2008,
Ravnan et al. 2006, Ballif et al. 2007, Ledbetter und Martin 2007). Seit der Identifizierung
von submikroskopischen subtelomerischen Aberrationen als eine wichtige Ursache
mentaler Retardierung (Flint ef al. 1995), gehort die Suche nach derartigen Verdnderungen
bei Patienten mit mentaler Retardierung mit zu den wichtigsten diagnostischen Verfahren.
Zur Indikation fiir eine subtelomerische Untersuchung wurde folgende Checkliste
vorgeschlagen (De Vries et al. 2001):

1. mentale Retardierung in der Familie

2. prenatale Wachstumsretardierung

3. postnatale Wachstumsabnormalitét

4. mehr als 2 faziale Dysmorphien

5. ein oder mehrere nicht faziale Merkmale und/oder kongenitale Abnormalitdt
Da fiir die in dieser Arbeit beschriebenen Familie alle 5 Punkte zutrafen, wurden bei den
Geschwistern zytogenetische und molekularzytogenetische Analysen in stimulierten
Blutlymphozyten durchgefiihrt. Die Analyse von Metaphase-Chromosomen mittels GTG-
Bénderung bei der 4-jdhrigen Indexpatientin P1, zeigte numerisch einen unauffélligen
weiblichen Chromosomensatz, wobei in Metaphasen mit einer hohen Auflésung (600 bphs)
am langen Arm eines Chromosoms 10 eine minimale Strukturaberration am terminalen
Ende vermutet wurde. AuBerdem wurde eine als Normvariante zu bewertende
perizentrische Inversion an einem Chromosom 9 festgestellt (Wyandt und Tonk 2004). Um
nachzuweisen, ob es sich bei der putativen minimalen Strukturaberration an 10qter um eine
reine terminale Deletion oder um ein komplexeres Rearrangement handelt, wurde an den
Metaphase-Chromosomen aus stimulierten Lymphozyten von P1 eine Subtelomeranalyse
mit dem kompletten Probenpanel des ToTelVysionMulticolor-DNA-Probenmix von der
Firma Abbott/Vysis durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich eine Signalkonstellation passend zu

einer Deletion 10qter auf einem der beiden Chromosomen 10 wund -einer
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submikroskopischen partiellen Trisomie fiir den Subtelomerbereich von 22qter. Wihrend
der Verdacht auf eine minimale Strukturveranderung an 10q bereits in der konventionellen
zytogenetischen Analyse gestellt wurde, konnte die submikroskopische Verianderung an
22qter nur mittels FISH nachgewiesen werden. Basierend auf den Ergebnissen der
konventionellen Chromosomenanalyse und weiterfiihrenden molekularzytogenetischen
Subtelomeranalyse wurde folgende Karyotypformel erstellt:
46,XX, inv(9)(p11q13),der(10)t(10;22)(q26.1;q13.3).

Die zytogenetische und molekularzytogenetische Analyse in stimulierten Blutlymphozyten
von P2 spiegelte den gleichen unbalancierten Zustand wider wie bei P1. Die perizentrische
Inversion an Chromosom 9 wurde bei P2 nicht beobachtet. Dementsprechend lautet der

Karyotyp fiir P2: 46,XY,der(10)t(10;22)(q26.1;q13.3).

Da die gleiche unbalancierte Translokation zwischen Chromosom 10 und 22 bei beiden
Kindern nachgewiesen werden konnte, lag es nahe, dass es sich hier um eine familidr
vererbbare Translokation handelt. Zu Bestitigung dieser Hypothese wurden stimulierte
Blutlymphozyten der Eltern mittels zytogenetischer und molekularzytogenetischer
Methoden untersucht. Die Analysen zeigten in der Tat eine miitterliche balanciert
erscheinende reziproke Translokation zwischen je einem Chromosom 10 und 22. Auch bei
der Mutter war zusdtzlich die Inversion-Normvariante an einem Chromosom 9
nachzuweisen: Karyotyp: 46,XX,inv(9)(p11q13),t(10;22)(q26.1;q13.3).

Nachdem der Befund iiber die miitterliche reziproke Translokation vorlag, wurde
schlieBlich auch das dritte Kind (P3) wegen starker sprachbetonter Entwicklungsstdrung in
unserer genetischen Sprechstunde vorgestellt.

Die Chromosomen-Analyse und FISH-Untersuchungen mittels Subtelomersonden zeigten
bei P3 eine andere Form der Imbalance von den Chromosomen 10 und 22. Bei P3 wurden
eine partielle Trisomie von 10qter und eine partielle Monosomie von 22qter festgestellt.

Der Karyotyp lautet: 46,XX,der(22)t(22;10)(q13.3;926.1).
Wenn schon zu einem fritheren Zeitpunkt die Diagnose bei dem dltesten Kind und der

Mutter gestellt worden wire, hitte man die Eltern iiber das erhohte Risiko fiir unbalancierte

Nachkommen aufkldren und z.B. eine prénatale Diagnostik anbieten kdnnen.

56



DISKUSSION

6.2. Eingrenzung der Bruchpunktregionen auf den

Chromosomen 10 und 22

Eine wichtige Voraussetzung fiir die Einschitzung der Auswirkung von unbalancierten
Zustianden sowie fiir den Versuch einer Phianotyp-Genotyp-Korrelation ist die Bestimmung
der GroBe und der physikalischen Lokalisation der betroffenen Chromosomenabschnitte.
Ziel war es daher eine genauere physikalische Kartierung der Bruchpunktregionen auf den
Chromosomen 10 und 22 durchzufiihren. Durch serienhafte FISH-Analysen mit Hilfe von
iiberlappenden BAC- und Fosmid-Klonen konnte ich auf den beiden maternalen, durch eine
reziproken Translokation entstandenen derivativen Chromosomen 10 und 22 die
bruchpunktiiberspannenden (sp/iz-) Klone identifizieren. Der BAC-Klon RP11-1080018
wurde als ein split-Klon auf Chromosom 10 bestimmt. Der Klon liegt in 10926.13
(physikalische Position ~126,463 — 126,680 Mb). Die weitere Eingrenzung mit Hilfe von
FISH-Analysen mit den kleineren Fosmid-Klonen zeigte den Klon W12-469L15 (~126,604
- 126,644 Mb) als split-Klon. Dieser Klon zeigte auf beiden derivativen Chromosomen
etwa gleich starke Signale. AuBlerdem ergab die Hybridisierung mit dem Fosmid-Klon
W12-2567C2 (126,588 - 126,627 Mb), der proximal iiberlappend zu W12-469L15 Klon
liegt, jeweils ein starkes und ein schwécheres Signal auf den beiden Chromosomen 10. Man
kann postulieren, dass das starke Signal das Resultat der Hybridisierung der Sonde mit dem
Wildtyp-Chromosom 10 und das schwache Signal durch die Hybridisierung mit dem
derivativen Chromosom 10 zustande gekommen ist. Der distale Bereich dieses Klons
hybridisiert vermutlich auf dem derivativen Chromosom 22, ist aber kleiner als die
notwendige Mindestgrofie, um mit der FISH-Methode ein nachweisbares Signal zu geben.

Aufgrund der Signal-Konstellation der Fosmid-Klone W12-2567C2 und W12-469L15
konnte die Bruchpunktregion auf Chromosom 10 auf ca. 20 kb in Position
126,610 - 126,630 Mb eingegrenzt werden. Da die Lange von Chromosom 10 etwa 135,400
Mb (UCSC Genome Bioinformatics 2006) betrégt, liegt dieser mutmaBliche Bruchpunkt ca.
8,8 Mb entfernt vom terminalen Ende des langen Armes (10q), so dass fiir die bei den
Geschwistern gefundenen Imbalance auf Chromosom 10 eine entsprechende Grofe

angenommen werden kann.

Auf Chromosom 22 ergab die FISH-Analyse mit RP11-494016 je ein Signal auf
Chromosom 22 und auf dem derivativen Chromosom 10. Somit wurde deutlich, dass die

Bruchpunktregion centromerwirts von diesem Klon liegen musste. RP11-255N20 zeigte je
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ein Signal auf dem wt-Chromosom 22 und auf dem derivativen Chromosom 22, woraus
man schliefen konnte, dass die Bruchpunktregion telomerwirts von diesem Klon liegen
miisste. Damit sollte die Bruchpunktregion dazwischen, in einer Region mit ca. 2,4 Mb
Liange liegen.

Bei systematischen FISH-Analysen, ausgehend vom Telomer in Richtung Centromer,
zeigte der BAC-Klon RP11-1035C10 ein starkes Signal auf Chromosom 22 und jeweils ein
schwaches Signal auf den derivativen Chromosomen 10 und 22. Aufgrund dieser
Signalkonstellation konnte man annehmen, dass der BAC-Klon RP11-1035C10 in Bande
22q13.32 in Position 47,517 - 47,708 Mb ein bruchpunktiiberspannender Klon ist. Bei der
weiteren Eingrenzung der Bruchpunktregion mittels FISH-Analysen mit {iberlappenden
Fosmid-Klonen zeigte der Fosmid-Klon W12-917M14 eine dhnliche Signalkonstellation, d.
h. ein starkes Signal auf dem Wildtyp-Chromosom 22 und jeweils ein schwaches Signal auf
den derivativen Chromosomen 22 und 10. Somit wurde dieser Fosmid-Klon als split-
Fosmid identifiziert und die Bruchpunktregion auf den Abschnitt 47,518 - 47,561 Mb,
entsprechend dem Hybridisierungsziel von Fosmid-Klon W12-917M14, eingegrenzt. Da
die Signal-Konstellation des distal liegenden iiberlappenden Fosmid-Klons W12-28E18
(47,558 - 47,598) keinen Hinweis auf eine Beteiligung in der Bruchpunktregion zeigt, kann
man davon ausgehen, dass die Bruchpunktregion eher in dem proximalen Teil des Klons
WI12-917M14 lokalisiert ist. Damit betrdgt, in anbetracht der Lange der Chromosom 22
(~ 49,7 Mb, UCSC Genome Bioinformatics 2006), die angenommene GroBle der
translozierten und damit auch der bei den Kindern unbalanciert vorliegenden Region in

22qter ca. 2,2 Mb.

6.3. Phanotypische Auswirkung der Bruchereignisse

Trager einer balancierten Translokation sind in der Regel phénotypisch unauffillig. Eine
Ausnahme stellen die Falle dar, bei denen durch einen Bruchpunkt oder beide Bruchpunkte
ein Gen unterbrochen wird oder aus seiner regulatorischen Umgebung entfernt wird. Fiihrt
der Verlust eines Allels des betroffenen Gens bereits zu einem klinischen Phéanotyp, so ist
in diesem Fall aufgrund von Haploinsuffizienz die Translokation Ursache einer
Erkrankung. So zum Beispiel fiihrt bei dem Trager einer balancierten Translokation von
Chromosomen 2 und 7 die Unterbrechung des Gens GPDZ2 in Chromosomenbande 2q24.1

zur mentalen Retardierung (Daoud et al 2009). Es gibt auch andere reziproke
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Translokationen, die zu der Aufdeckung von krankheitsrelevanten Genen gefiihrt haben
(Balci et al. 2004, Tegay et al. 2009). Hierbei handelt es sich in der Regel um de novo
Translokationen und nur selten um familidre Félle (Hussain ef al. 2000).

In der in dieser Arbeit identifizierten Bruchpunktregion auf Chromosoms 10, in 10q26.13,
liegt das Gen ZRANI (Zinc finger RAN-binding domain containing 1, Position 126,620 -
126,665 Mb). ZRANI ist in die Regulation des Transkriptionsfaktors NF-xB (nuclear factor
«kB) bei inflammatorischen Prozessen beteiligt (Evans et al. 2001).

Offensichtlich hat der DNA-Bruch im Gen ZRANBI auf Chromosom 10 keine gravierende
Auswirkung, da die Mutter als Tréger dieses Chromosomenbruchs zumindest zum jetzigen
Zeitpunkt keine offensichtlichen klinischen Auffalligkeiten zeigt.

Die Datenbankrecherchen zeigten, dass die Bruchpunktregion auf Chromosom 22 in einem

nicht kodierenden Bereich der DNA liegt.

6.4. Zwei Formen einer Imbalance durch Adjacent-1-

Segregation

Die Untersuchung von 1159 Familien mit einer Translokation ergab fiir die unbalancierten
Zustinde bei den Nachkommen ca. 71% Adjacent-1 und ca. 4% Adjacent-2-Segregation
und 25% andere Formen (Cohen ef al. 1994).

In der hier vorliegenden Arbeit wurden zwei Formen einer unbalancierten Translokation
zwischen Chromosom 22 und 10 innerhalb einer Familie beobachtet. Diese chromosomalen
Imbalancen sind durch eine 2:2 Adjacent-1-Segregation bei Vorliegen einer miitterlichen
reziproken Translokation zwischen je einem Chromosom 10 und 22 hervorgegangen.

In der Literatur findet man aufgrund umfangreicher Datensammlungen fiir bestimmte
Chromosomenaustausche die Angabe von Wahrscheinlichkeiten, mit denen ein Kind mit
einer entsprechenden Imbalance lebensfdhig aber in seiner korperlichen und geistigen
Entwicklung beeintrichtig sein wird. Aus dieser Zusammenstellung kann man entnehmen,
dass das spezifische Risiko fiir die Geburt eines Kindes mit einer segmentalen Imbalance
fiir den Bereich 10925-q26 etwa 14% und fiir 22q11-q13 <2,6% ist (Midro ef al. 1992). Bei
diesen Berechnungen werden jedoch nur die einfach vorkommenden Formen in Betracht

gezogen. Das gleichzeitige Vorkommen von zwei segmentalen Imbalancen und noch dazu
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in zwei Formen nach Adjacent-1 Segregation bei drei Kindern in einer Familie ist ein eher
seltenes und damit sehr interessantes Ereignis.

Wihrend man fiir jede der 4 Konditionen (partielle Monosomie 10 oder 22 und partielle
Trisomie 10 und 22) vergleichbare Fille in der Literatur findet, wurde die Kombination der
in dieser Arbeit nachgewiesenen Imbalancen bislang noch nicht beschrieben.

Der einzige Bricht {iber eine Translokation von Chromosomen 10 und 22 wurde von Chih-
Ping Chen et. al. veroffentlicht. In diesem Artikel wird berichtet, dass 3 Mitglieder einer
Familie Trager einer balancierten Translokation mit dem Karyotyp: t(10;22) (q24.1;p11.2)
aber klinisch unauffillig sind. In 5 Schwangerschaften wurden eine partielle Trisomie
10g24.1->qter und eine partielle Monosomie 22pl1.2->qter festgestellt. Ein Kind starb
direkt nach der Geburt, drei Schwangerschaften endeten mit friihen Abortgeschehen und
von einer Schwangerschaft wird berichtet, dass sie in 24. SSW beendet wurde (Chen et al.
2008 und 2005). Wie man aus der Lage der putativen Bruchpunkte sehen kann, war hier das

AusmalB der Imbalancen so grof3, dass sie nicht mit dem Leben vereinbar waren.

6.5. Klinische Merkmale bei Tragern einer partiellen Trisomie

22qter und die Gemeinsamkeiten mit P1 und P2

P1 und P2 tragen die gleiche Form der Imbalance. Beide weisen eine partielle Trisomie fiir
22q13.32->qter und ein partielle Monosomie fiir 10q26.12->qter auf.

Uber den klinischen Phinotyp der partiellen Trisomie 22q13.3 ist sehr wenig bekannt. Bis
jetzt findet man in der Literatur nur 9 Fille, in denen iiber einer Trisomie 22q13.3 berichtet
wird (Peeters 2008, Jamsheer 2008). Folgende Abnormalititen wurden fiir eine partielle
Trisomie 22ql3->qter beschrieben: intrauterine Wachstumsretardierung, kleine Statur,
Mikrozephalie, kongenitale Herzfehler, Gaumenspalte, Filitterungsschwierigkeiten mit

Gedeihstorung, Entwicklungsverzogerung, muskuldre Hypotonie und faziale Dysmorphien.

Wihrend Mentale Retardierung, Entwicklungsverzogerung und
Wachstumsretardierung/kleine Statur in allen geschriebenen Patienten, und auch bei P1 und
P2 zu sehen sind, kommen andere Merkmale nicht obligatorisch vor. Abgesehen von
héufigen Merkmalen wie Mikrozephalie in 4, Herzfehler in 4 und muskulére Hypotonie in

5 Féllen wurden andere Anomalien wie z. B. Gaumenspalte nur in 2 Féllen beobachtet.
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Wihrend die Mikrozephalie sowohl in P1 als auch in P2 vorkommt, findet sich nur bei P2
eine kardiale Anomalie. Muskuldre Hypotonie macht sich in der neonatalen Phase durch
eine schlechte Koptkontrolle, schwaches Weinen und geringe Saugkraft bemerkbar. Bei P1
sei der Mutter schon friih eine schlaffe Muskulatur aufgefallen und auch bei P2 zeigt sich
die ausgeprigte Trinkschwéche als wichtiges Problem.

Die fazialen Dysmorphien, die fiir Trisomie 22q13 beschrieben werden sind die folgenden:
rundes Gesicht, prominente Stirn, Hypertelorismus, breite Nasenwurzel, flaches Philtrum,
tiefsitzende dysplastische Ohren und Mikro/Retrogenie (Peeters 2008, Jamsheer 2008,
Okamoto 2007).

Wihrend Hypertelorismus, breite Nasenwurzel und tiefsitzende dysplastische Ohren fast
bei allen beschriebenen Patienten und auch bei unseren Patienten P1 und P2 vorkommen,
wurde von Mikro-/Retrogenie, die auch bei P1 und P2 zu sehen ist, nur in 3 Féllen

berichtet.

6.6. Klinische Merkmale bei Trigern einer partiellen

Monosomie 10qter und die Gemeinsamkeiten mit P1 und P2

Pl und P2 =zeigen beide auch eine partielle Monosomie fiir 10q26.12->qter.
Literaturrecherchen zeigen, dass manche submikroskopische subtelomerische Deletionen
einen spezifischen Phidnotyp verursachen, welcher unmittelbar zu einer Diagnose fithren
kann. Die klinischen Auffilligkeiten bei Vorliegen von subtelomerischen Deletionen in 1p,
4p, 5p, 9p, 22q sind jeweils fast immer konstant, wobei mentale Retardierung ein

obligatorisches Merkmal ist (De Vries ef al. 2001).

Obwohl bei Patienten mit einer 10qter Deletion eine grofBe phinotypische Variabilitdt
beobachtet wird, gibt es einige charakteristische konstante Merkmale. Deshalb schlagen
einige Autoren vor, die 10g-Deletion als ein eigenes Syndrom anzuerkennen (Piccione
2008, Irving 2003). Die typischen Merkmale sind: psychomotorische Verzogerung,
Wachstumsretardierung (pre- und postnatal), Mikrozephalie, urogenitale Anomalien (z.B.
Kryptorchidismus) und faziale Dysmorphien (dreieckiges Gesicht, Hypertelorismus,
Strabismus, prominenter Nasenriicken, dysplastische nach hinten rotierte Ohren, diinne

Oberlippe, Mikrognathie, kurzer Hals).
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Interessanterweise konnen auch klinisch unauffillige Menschen (mindesten 1% der
Bevolkerung, Ledbetter und Martin 2007) Triger einer subtelomeren Aberration wie

10qgter-Deletion sein (Balikova ef al. 2007, Ravnan et al. 2006).

Mogliche Erkldrungen fiir die phéanotypische Differenz zwischen klinisch auffélligen im
Vergleich zu klinisch unauffélligen Individuen kdnnten sein:

1. einige wiederkehrende chromosomale Deletionen, wie das Mikrodeletion-22q11.2-
Syndrom zeigen eine variable Expressivitidt (McDonald-McGinn et al. 2001).

2. die Prisenz eines nicht maskierten krankheitsverursachenden rezessiven Allels in
den betroffenen Patienten konnte bei chromosomaler Imbalance ins Gewicht fallen
(Lesnik Oberstein et al. 2006).

3. somatischer Mosaicismus mit normalen Zelllinien in nicht betroffenen Personen

4. epigenetische Modifikationen

Der Schweregrad des klinischen Phinotyps bei 10qter Deletionen ist von der GroBe des
deletierten Bereiches abhidngig. Wihrend die Mikrozephalie, kongenitale Herzfehler,
anogenitale und urorenale Anomalien {iberwiegend bei groleren Deletionen vorkommen,
wird Strabismus hdufiger bei Patienten mit kleiner Deletionen gefunden (Courtens et al.
2006).

Eine kleine 10g26 Deletion ohne zusitzlich vorkommende zweite Imbalance, wurde in
mehr als 50 Fillen beschrieben (Piccione et al. 2008, Courtens et al. 2006). Irving (et al.
2003) berichtet tiber 15 Patienten in 8 Familien mit einer dhnlichen kleinen reinen 10q
Deletion mit dem Bruchpunkt 10g26.2 oder 109g26.3. Der Schweregrad der mentalen
Retardierung (MR) ist in diesen Patienten sehr variabel und reicht von normal, mild,
moderat bis schwer. Da die Ausprigung der mentalen Retardierung mit der gleichen
Deletion innerhalb einer Familie variiert, kann diese Variabilitit bei Betroffenen nicht
allein von der GroBle der Deletion abhédngig sein.

P1 ist deutlich retardiert, zu P2 kann man zum jetzigen Zeitpunkt in Bezug auf die geistige

Entwicklung noch keine Aussage treffen. Hier wire eine Verlaufbeobachtung interessant.

Eine Monosomie der distalen 10q Region ist hdufig mit urogenitalen Anomalien wie
vesicoureteralen Reflux (VUR), renale Hypoplasie, Mikropenis, Hypospadias,
Kryptorchismus und hypoplastischen /abia majore assoziiert (Ogata et al. 2000, Waggoner

et al. 1999). Das zeigt, dass in 1026 vermutlich ein oder mehrere wichtige Gene fiir die
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urogenitale Entwicklung lokalisiert sind und Haploinsuffizienz von diesem Bereich zur
urogenitale Abnormalitét fiihrt.

Es wurde bis jetzt keine molekulare Forschung bei Patienten mit einer Monosomie 10q
durchgefiihrt, um die Korrelation zwischen Genotyp und Phénotyp zu untersuchen und die
moglichen beteiligten Gene zu identifizieren. Die Bestimmung dieser Korrelation wird in
Patienten wie P1 und P2 natiirlich dadurch erschwert, dass auer der partiellen Monosomie
10q noch eine partielle Triosomie 22q13.3 vorliegt.

Die deutlichste Ubereinstimmung der Eigenschaften von beschriebenen Fillen mit
vorliegender Deletion 1026 und die Patienten, P1 und P2, bieten Strabismus und
Kryptorchismus. In mehr als 60% der beschriebenen Patienten kommt ein Strabismus vor

und in mehr als 95% der ménnlichen Patienten liegt ein Kryptorchismus vor.

Anomalien im Zusammenhang mit solchen segmentalen Aneuploidien sind primér auf zwei
Faktoren zuriickzufiithren. Zum einen kann ein Dosis-Effekt eines spezifischen Gens in der
betroffenen Chromosomenregion von Bedeutung sein. In diesem Fall kann eine gednderte
Kopienzahl eines solchen dosis-sensitiven entwicklungsrelevanten Gens zu
Malformationen fiihren, die fiir die entsprechende segmentale Aneuploidie charakteristisch
ist (Epstein 1986).

Als weiterer Faktor kommt eine iibergeordnete chromosomale Imbalance in verschiedenen
segmentalen Aneuploidien in Betracht. Diese allgemeine Imbalance stort die
Entwicklungshomeostase und dadurch konnen gemeinsame nichtspezifische Anomalien

durch ganz verschiedene segmentale Aneuploidien entstehen (Gilbert und Opitz 1982).

Obwohl die genitalen Anomalien als nichtspezifische Merkmale in verschiedenen
segmentalen Aneuploidien beobachtet werden und moglicherweise durch beide Faktoren
(chromosomale Imbalance und Gen-Dosis-Effekt) bedingt werden, zeigen aber die niedrige
Privalenz von genitalen Anomalien in anderen segmentalen Aneuploidien im Vergleich zur
10g Monosomie, dass die genitale Anomalie primér durch Gen-Dosis Effekte verursacht
werden (Jones 1997, Wilkie et al. 1993).

Es ist sehr wahrscheinlich, dass der Strabismus in P1 und Kryptorchismus in P2 eine Folge
der partiellen Monosomie 10q26 und nicht der Trisomie 22q13.3 sind, da Strabismus und
Kryptorchismus eine hohe Prdvalenz in 10q26 Monosomie-Patienten zeigen und kaum in

Patienten mit Trisomie 22q13.3 beobachtet werden.
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Fir die kardiovaskuldren Anomalien kann man annehmen, dass sie primdr durch eine
chromosomale Imbalance zustande kommen, weil sie als gemeinsame nicht spezifische
Anomalie in den meisten segmentalen Aneuploidien zu beobachten sind. Hingegen sind die
spezielle  Aortenisthmusstenose beim  Ullrich-Turner Syndrom  (Xp-betreffende
Monosomie) und der Endokardkissendefekt beim Down Syndrom (Trisomie 21) einem
Dosis-Effekt spezifischer Gene zuzuordnen. Diese Auffilligkeiten findet man daher
seltener bei anderen segmentale Aneuploidien (Ogata et al. 2000).

Kardiale Defekte sind fiir beide Aberrationen Monosomie 1026 und Trisomie 22q13.3
beschrieben. Obwohl unsere beiden Patienten P1 und P2 Triger der gleichen
chromosomalen Verdnderungen sind, hat nur P2 einen ASD und P1 zeigt keinerlei kardiale
Anomalien.

Hier kann man postulieren, dass bei P1 trotz chromosomaler Imbalance, eine Homeostase
fiir die kardiale Entwicklung, z. B. durch Kompensation anderer Genomanteile gegeben ist,

was fiir P2 nicht zutrifft.

Es gibt einige Patienten mit einer 10q Deletion, die eine Verhaltenstérung in der Pubertit
z. B. in Form eine bipolaren affektiven Storung, Aggression und Hyperaktivitdt zeigen. Es
wurden einige Kandidatengene in 10q26->qter postuliert, die bei bipolaren affektiven
Storungen beteiligt sein kdnnten:

e (CTBP2 (C-terminal binding protein 2) kodiert fiir 2 unterschiedliche Proteine: ein
Protein mit Transkriptionsrezeptor-Funktion und eine Komponente von speziellen
Synapsen (Zhao et al. 2006).

e DPYSL4 (Dihydropyrimidinase — like 4) spielt eine Rolle bei der neuralen
Differenzierung (Weitzdoerfer et al. 2001).

e DRDIIP (Dopamin receptor D1 interacting protein) kodiert fiir ein Transmembran-
Protein, das mit dem Dopaminrezeptor D1 reagiert. Dopamine modulieren durch D1
Rezeptoren die synaptische Transmission in neuralen Kreisen, welche am Lernen
und Gedichtnis beteiligt sind (Laurin ef al. 2005).

Bei P1 ist bereits jetzt im Kleinkinderalter eine Verhaltenstorung aufgefallen. Auch fiir
diese Verhaltenstorung wire eine langfristige Verlaufsbeobachtung und Untersuchung der

Patienten sinnvoll.

Als ein zusammenfassender Uberblick sind in Tabelle 6.1 die am hiufigsten beobachteten

klinischen Merkmale bei Tragern einer partiellen Trisomie 22ql3.3->qter sowie einer
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partiellen Monosomie 10q26.13->qter aufgelistet. Um zu verdeutlichen, welche klinischen
Merkmale auch in Patienten P1 und P2 vorkommen wurden verschiedenfarbige Symbole
gewihlt.

Anhand dieser Ubersicht wird deutlich, dass sehr wahrscheinlich der bei P1 vorliegende
Strabismus und der bei P2 diagnostizierte Kryptorchismus auf die partielle Monosomie
10926 zuriickzufiihren sind. Zwar werden mentale Retardierung, Entwicklungsverzogerung
sowie Wachstumsretardierung im Zusammenhang mit beiden Aberrationen beschrieben,
jedoch hat es den Anschein, dass die zur Trisomie-22ql3 passenden Merkmale wie
Mikrozephalie, kleine Statur und Hypotonie bei Pl bzw. P2 dominieren.
Nierenfehlbildungen, wie sie bei Patienten mit einer 10q26-Deletion beschrieben wurden,

liegen bei unseren Patienten nicht vor.
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22q13->qter Trisomie P1 P2 10q26->qter
Monosomie
Entwicklungsstorung
Psychomotorische Retardierung + + Psychomotorische Verzogerung
Mentale Retardierung + + Mentale Retardierung
Wachstumsretardierung + + Wachstumsretardierung
Kleine Statur (Kleinwuchs) + +
Mikrozephalie (100 %) + + Mikrozephalie (40-50%)
Hypotonie + +
Thorakale, Viszerale und Genitale Anomalien
Kongenitale Herzfehler + + Kongenitale Herzfehler
+ Kryptorchismus (80-100%)

Urorenale Anomalien

Faziale Dysmorphien

+ Strabismus (80-100%)
Hypertelorismus + + Hypertelorismus (80%)
Lidspalt Achsenneigung nach unten
Breiter oder Flacher Nasenwurzel + + Breiter oder flacher Nasenwurzel

Spitz oder prominente Nase

Tief ansetzend / Dysplastische Ohren + + Tief ansetzend / Dysplastische
Ohren

Retro-/mikrognathie

Lippen- /Gaumenspalte

Prominente Oberlippe + + Schmale Oberlippe
Andere Abweichungen
Spastische
Parese
Vierfinger-
furche
Klumpfufl

Tab.6.1. Die klinischen Auffilligkeiten von P1 und P2 und deren Gemeinsamkeiten mit den hiufigsten
klinischen Merkmalen einer partiellen Trisomie 22q13 sowie einer partiellen Monosomie 10q26.

Klinische Merkmale bei partieller Monosomie 10q26->qter sind in blau, die von partiellen Trisomie
22q13->qter in rot und die gemeinsame Merkmale in schwarz aufgelistet. Wenn ein bei P1/P2 beobachtetes
klinisches Merkmal sowohl im Zusammenhang mit der partiellen Trisomie als auch mit der partiellen
Monosomie beschrieben wurde, wurde dieses mit einem schwarzen Kreuz (+) gezeichnet. Ein blaues Kreuz
markiert die dominierenden Eigenschaften passend zu einer 10q26-Monosomie und das rote Kreuz diejenigen
passend zu einer 22q13-Trisomie. Die Auffilligkeiten, die spezifisch nur bei P1 bzw. P2 gefunden wurden,

jedoch nicht im Zusammenhang mit den entsprechenden Imbalancen beschrieben wurden, sind griin markiert.
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6.7. Klinische Merkmale bei Triigern einer partiellen

Monosomie 22 und die Gemeinsamkeiten mit P3

Bei der dritten Patientin P3 liegt nun komplementéir zu ihren Geschwistern eine partielle
Monosomie 22q13.3->qter und eine partielle Trisomie 10q26.12->qter vor.

Die Analyse der gesammelten Daten von subtelomerischen Untersuchung zeigten, dass die
Deletion 22q13 nach der Deletion 1p36 die zweithdufigste terminale Deletion darstellt, die
zu einer klinisch signifikanten chromosomalen Storung fiihrt (Ravnan et al. 2006, Heilstedt
et al. 2003).

Aus diesem Grund wird dieses Mikrodeletion-Syndrom als 22q13.3-Syndrom oder Phelan-
McDermid-Syndrom bezeichnet. Wahrend nur minimale Dysmorphie-Zeichen beobachtet
werden, zeigen sich die klinischen Charakteristika wie schwere neonatale Hypotonie
(>97%), globale Entwicklungsverzogerung (>98%), normal bis beschleunigtes Wachstum
(>95%), Sprachverlust oder schwere Sprachverzogerung (>98%) als wichtige diagnostische
Merkmale (Phelan 2008). Die gemeinsamen dufleren Auffilligkeiten sind: lange Wimpern,
grole oder auffillige Ohren, relativ lange Hénde, dysplastische Zehennidgel, volle
Augenbrauen, Dolichozephalie, volle Backen, knollige Nase und spitzes Kinn.

Terminale 22qg-Deletionen wurden bisher in keinem Fall bei klinisch unauffilligen
Kontrollpersonen beobachtet (Cusmano et al. 2007).

Bei der Geburt und in der Neugeborenen-Phase sind die Merkmale des Syndroms eher
unauffallig. Hypotonie, Fiitterungsprobleme und globale Entwicklungsverzégerung sind die
ersten Symptome. Die neonatale Hypotonie kdnnte zunichst einziger Indikator sein. Bei P3
wurde auch in der neonatalen Phase eine Trinkschwiche als Zeichen eine Hypotonie
beobachtet.

Die Entwicklungsverzogerung, die moderat bis schwer sein kann, betrifft vor allem die
sogenannten groflen Meilensteine der Entwicklung. Zum Beispiel liegt das
durchschnittliche Alter fiir eigenstdndiges Drehen erst bei 8 Monaten (im Vergleich zu 4-5
Monaten bei normaler Entwicklung) fiir das Krabbeln bei 16 Monaten und fiir das freie
Laufen bei 3 Jahren (im Vergleich zu 12 Monaten). Hypotonie ist ein wichtiger Faktor fiir
die Verzogerung beim Erreichen dieser Meilensteine (Cusmano et al. 2007).

P3 zeigt zwar eine vergleichsweise milde Verzdgerung der Meilensteine (Sitzen und
Krabbeln mit 8 Monaten, Laufen mit 17 Monaten), aber man kann deutlich die

charakteristischen Merkmale des Phelan-Syndroms, wie starke Sprachverzogerung nahe am
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Sprachverlust, Entwicklungsverzogerung in Begleitung eines normalen Wachstums
erkennen.

Bei den meisten Patienten mit einem Phelan-Syndrom findet man die diagnostischen
Kriterien fiir Autismus und Verhaltenauffilligkeiten wie mangelnder Augenkontakt,
stereotypes Verhalten, Selbst-Stimulation, inaddquates Kauverhalten, Bruxismus, Beiflen,
Schlagen und abnormale Schlafmuster sowie gesteigerte Toleranz fiir Schmerzen.
Assoziation von chromosomalen Aberrationen mit Autismus wird in 3-6% der Fille
beschrieben. Die Deletion von 22q13 ist eine von diesen. (Phelan 2008, Heilstedt et al.
2003).

In Hinsicht auf autistisches Verhalten konnte keine Aussage zu P3 getroffen werden, da
keine speziellen Untersuchungen in dieser Richtung erfolgten und die Eltern diese auch
nicht wiinschten.

Der Verlust von Genen in 22q13.33 kann z.B. durch Deletion, Translokation oder auch
Bildung eines Ring-Chromosoms zustande kommen. Eine bedeutende Rolle im
Zusammenhang mit der fiir die 22q13.3-Deletion typischen sprachlichen Defizienz nimmt
das Gen SHANK3 ein. SHANK3 kodiert fiir ein strukturelles Protein in der postsynaptische
Dichte. Zu den Funktionen gehdren die Verbindung von Ionen-Kanélen und Rezeptoren in
der postsynaptischen Membran an das Zytoskelett und die Signaltransduktionswege. Die
Unterbrechung des SHANK3-Gens durch ein balanciertes Rearrangement und Mutationen,
die zu Leserasterverschiebungen fithren, wurden als Ursache beschrieben, die zu
Sprachdefiziten und autistischen Merkmalen beim Phelan-Syndrom fiihrt (Manning et al.
2004).

Die Grof3e der deletierten Region variiert beim Phelan-Syndrom von 100 kb bis 9 Mb und
beinhaltet immer den Verlust von SHANK3. Wilson untersuchte die Rolle von SHANK3
beim 22ql3 Deletionssyndrom in 56 Patienten. Alle Patienten zeigen eine mentale
Retardierung (mit unterschiedlichem Schweregrad) und einen Sprachverlust oder schwere
Sprachverzogerung. Der Vergleich zwischen den klinischen Merkmalen und der
Deletiongrof3e zeigte keine signifikante Korrelation, was die Schlussfolgerung nahe legte,
dass Haploinsuffizienz des SHANK3 Gens der Grund fiir die neurologischen
Auffalligkeiten beim 22q13-Deletionssyndrom ist (Wilson et al. 2003).

Es scheint so, dass nicht nur die Haploinsuffizienz des SHANK3 Gens fiir die
neurologischen Defizite beim Phelan-Syndrom verantwortlich ist, sondern dass auch die
Uberexpression des SHANK3-Gens in der partiellen Trisomie 22q13 fiir die neurologischen
Merkmale dieser Mikroduplikation zustindig ist (Jamsheer et al. 2008, Okamoto et al.
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2007). Somit kann man sagen dass die korrekte Dosis des SHANK3-Gens fiir die
neurologische Entwicklung ein wichtiger Faktor ist und wahrscheinlich auch bei den

Patienten P1 und P2 eine iibergeordnete Rolle spielt.

6.8. Klinische Merkmale bei Triagern einer partiellen Trisomie

10q26 und die Gemeinsamkeiten mit P3

P3 tragt auBer einer Monosomie 22q13 gleichzeitig eine partielle Trisomie 10q26.

Wihrend kaum iiber eine partielle Trisomie 10g26 berichtet wurde und weniger als 20
Patienten mit einer partiellen Trisomie 10q25 beschrieben sind, gibt es viele Berichte iiber
die groBere partielle Trisomie 10q24->qter, die héufig unbalanciertes Resultat einer
elterlichen reziproken Translokation ist.

Abgesehen von einigen Ausnahmen ist die Duplikation von 10q mit einer partiellen
Monosomie anderer Chromosomen-Segmente assoziiert. Obwohl viele verschiedene
Chromosomen als Translokationspartner beteiligt sind, erscheint der Phénotyp bei einer
Trisomie 10g24->qter relativ einheitlich. Zu den typischen Merkmalen zédhlen pre- und
postnatale Wachstumsretardierung, Mikrozephalie, schwere mentale Retardierung, renale -,
kardiale - und okkuldre Anomalien, Extremitdten-Abnormalitdt, Blepharophimose, Ptosis,
absteigende Lidspalte, flaches Gesicht mit langer Stirn, bogenformige Augenbrauen und
Mund, tiefansetzende malformierte Ohren, Mikrognatie und Hypertelorismus.

Diese Beobachtung ldsst darauf schlieen, dass die gleichzeitig zur partiellen Trisomie 10q
vorhandenen partiellen Monosomien normalerweise keinen groBen Einfluss auf die
klinischen Merkmale haben. Ausgenommen hiervon sind Translokationen unter
Beteiligung eines akrozentrischen Chromosoms, wenn der Bruchpunk hier im Centromer
liegt (Bartholdi ef al. 2008, Schinzel 2001).

Bei P3 dominieren dagegen deutlich die fiir die 22q13-Deletion typischen Eigenschaften,
wobei beriicksichtigt werden muss, dass die hier vorliegende 10qter-Trisomie wesentlich
kleiner ist als in den meisten beschriebenen Féllen. AuBerdem wurde die Region 10q24-
10926, die nicht bei P3 betroffen ist, als wichtigste Region in Verbindung mit den
klinischen Merkmalen der distalen 10g-Trisomie eingeschitzt (Aglan et al. 2008).

In Tabelle 6.2 werden die klinischen Auffilligkeiten von P3 mit den Patienten mit einer

partiellen Monosomie 22q13 und einer partiellen Trisomie 10q26 verglichen. Bei P3

69



DISKUSSION

konnen die Sprachentwicklungsstérung, und faziale Auffilligkeiten iiberwiegend dem
Einfluss der 22q13->qter-Monosomie zugeordnet werden. Da fiir die 10qter-Trisomie nur
Vergleichsfille mit einer deutliche groBeren Imbalance (10q24->qter) zur Verfligung
stehen, ist die Beurteilung des Einflusses der 10q26->qter-Trisomie eher schwierig.
Allerdings kann man fiir P3 postulieren, dass Ptosis und VSD offensichtlich durch die
10g26-Trisomie bedingt sind.

22q13->qter Monosomie \ P3 | 10g24->qter Trisomie
Entwicklungsstorung

Entwicklungsverzégerung + Psychomotorische Verzogerung

Mentale Retardierung + Mentale Retardierung

Normal bis beschleunigte Wachstum + Wachstumsretardierung

Mikrozephalie

Hypotonie + Hypotonie

Sprachverlust oder starke +

Sprechverzdgerung

Thorakale, Viszerale und Genitale Anomalien
+ Kongenitale Herzfehler

Renale Anomalien

Faziale Dysmorphien
Okulire Anomalien

+ Ptosis

+ Flache/bereite Gesicht, Lange Stirn
Volle Augenbraue + Bogenformige Augenbraue
Lidspalt Achsenneigung nach unten + Lidspalt Achsenneigung nach unten
Lange Wimpern +
Volle Backen +
Knollige Nase +
Tief ansetzend / Dysplastische Ohren + Tief ansetzend / Dysplastische Ohren

+ Bogenférmiger Mund

Mikrognathie
Andere Abweichungen

Extremitiiten Anomalien +
Verhaltenstorung ?

Tab.6.2. Die Kklinischen Auffilligkeiten von P3 und deren Gemeinsamkeiten mit den hiufigsten
klinischen Merkmalen einer partiellen Trisomie 10q24 sowie einer partiellen Monosomie 22q13.
Klinische Merkmale bei partieller Trisomie 10q26->qter sind in blau, die von partiellen Monosomie
22ql3->qter in rot und die gemeinsame Merkmale in schwarz aufgelistet. Wenn ein bei P3 beobachtetes
klinisches Merkmal sowohl im Zusammenhang mit der partiellen Trisomie als auch mit der partiellen
Monosomie beschrieben wurde, wurde dieses mit einem schwarzen Kreuz (+) gezeichnet. Ein blaues Kreuz
markiert die dominierenden Eigenschaften passend zu einer 10q26-Trisomie und die rote Kreuz diejenigen
passend zu einer 22q13-Monomie.
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Zusammengefasst werden in dieser Arbeit das erste Mal zwei Formen einer unbalancierten
Translokation zwischen Chromosom 10 und 22 in drei klinisch gut charakterisierten
Patienten vorgestellt. Die genaue Kartierung der Bruchpunkte ermoglicht es uns
gleichzeitig die Duplikation und die Deletion einer bestimmten Region auf Chromosom 10
und 22 und die offensichtlich dadurch verursachten klinischen Merkmalen mit
entsprechenden publizierten Fillen zu vergleichen. Wenn bei vergleichbaren Féllen
ebenfalls detaillierte Bruchpunkt-Bestimmungen durchgefiihrt werden, die eine genaue
physikalische Bestimmung des Ausmalles der Imbalancen ermoglichen, konnte dies helfen,
spezifische klinisch relevante Loci zu identifizieren.

Methodisch hat sich bei der Suche nach sehr kleinen Aberrationen, die je nach Grof3e in der
konventionellen Chromosomenanalyse nicht sichtbar sind oder zumindest leicht iibersehen
werden konnen, zunehmend die sogenannte molekulare Karyotypisierung (z.B. Array-
CGH-Analyse) etabliert. In der Regel wird diese noch sehr kostenintensive Untersuchung
in der klinischen Diagnostik derzeit vor allem bei der Analyse von Patienten mit geistiger
Behinderung und multiplen Anomalien unbekannter Ursache durchgefiihrt. Vor einer
solchen Untersuchung sollte eine konventionell-zytogenetisch sichtbare Aberration oder
eine kryptische subtelomerische Aberration ausgeschlossen werden. Auf diese Weise
konnen in rund 10% solcher Fille mittels molekularer Karyotypisierung chromosomale
Mikroaberrationen nachgewiesen werden. Hierbei konnen diese Aberrationen dann auch
physikalisch sehr genau eingegrenzt werden, so dass zunehmend neue Mikrodeletions- und

-Duplikationssyndrome charakterisiert werden konnen (Hoyer ef al. 2007).
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7. ZUSAMMENFASSUNG

Kinder mit einer partiellen Monosomie oder Trisomie der Chromosomen 10 oder 22 haben
zwar je nach GroBe und Lage der betroffenen Chromosomenabschnitte eine
Uberlebenschance, weisen aber meist schwerwiegende korperliche und geistige
Behinderungen auf. In dieser Arbeit wurden die zwei Formen einer unbalancierten
Translokation zwischen den Chromosomen 10 und 22 in drei klinisch gut charakterisierten
Geschwistern vorgestellt. Hervorgegangen sind diese chromosomalen Imbalancen aus einer
miitterlichen Translokation zwischen je einem Chromosom 10 und 22 [Karyotyp: 46,XX,
t(10,22)(q26.1;q13.3)]. Bei der 5-Jahre alten P1 und dem 11-Monate alten Bruder P2 wurde
eine partielle Monosomie 10qter und eine partielle Trisomie 22qter festgestellt. Bei dem
dritten Geschwisterkind, einem 4-jdhrigen Miadchen, wurde eine partielle Trisomie von
Chromosom 10qter und eine partielle Monosomie von 22qter nachgewiesen. Durch
serienhafte FISH-Analysen von iiberlappenden BAC- und Fosmid-Klonen wurde der
Bruchpunkt auf Chromosom 10 in Bande 10q26.13 (Position ~126,6 Mb) eingegrenzt.
Somit ist die bei den Geschwistern gefundenen Imbalance auf Chromosom 10 ca. 8,8 Mb
grof3. Der Bruchpunkt auf Chromosom 22 lokalisiert in Bande 22q13.32, in Position ~47,5
Mb. Damit betrégt die angenommene Grofle der translozierten bzw. der bei den Kindern
unbalanciert vorliegenden Region in 22qter ca. 2,2 Mb. Anhand der Literaturrecherche zur
Untersuchung der Korrelation zwischen Phianotyp und den translozierten Regionen sind der
bei P1 vorliegende Strabismus und der bei P2 diagnostizierte Kryptorchismus sehr
wahrscheinlich auf die partielle Monosomie 10q26 zuriickzufiihren. Zwar werden mentale
Retardierung, Entwicklungsverzogerung sowie Wachstumsretardierung im Zusammenhang
mit verschiedenen Aberrationen beschrieben, jedoch hat es den Anschein, dass die zur
Trisomie 22q13 passenden Merkmale wie Mikrozephalie, kleine Statur und Hypotonie bei
Patienten P1 und P2 dominieren. Bei P3 konnen die Sprachentwicklungsstorung und faziale
Auftilligkeiten iiberwiegend dem Einfluss der 22ql3->qter-Monosomie zugeordnet
werden. Da fiir die 10qter-Trisomie nur Vergleichsfille mit einer deutlich gréBeren
Imbalance (10q24->qter) zur Verfligung stehen, ist die Beurteilung des Einflusses der
10g26->qter-Trisomie eher schwierig. Allerdings kann man fiir P3 postulieren, dass Ptosis
und VSD durch die 10g26-Trisomie bedingt sind. Die Publikation weiterer vergleichbarer
Félle mit ebenfalls detaillierten Bruchpunkt-Bestimmungen konnte dazu beitragen,
spezifische klinisch relevante Loci zu identifizieren und zu einem besseren Verstindnis von

Phéanotyp-Genotyp-Korrelationen fiihren.
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