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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Mentale Retardierung als kombiniertes Krankheitsbild

Die ,,International Classification of Diseases* (ICD-10) (http://www.icd-code.de) beschreibt
mentale Retardierung als einen Zustand von verzogerter oder unvollstandiger Entwicklung
der geistigen Fahigkeiten. Eine mentale Retardierung reicht von einer leichten bis zu einer
schwersten Intelligenzminderung.

In Deutschland leben etwa zwei Millionen geistig milde retardierte (IQ< 70) sowie etwa
400.000 stark retardierte Personen (1Q< 50) (Roeleveld et al., 1997). Diese Zahlen machen
deutlich, dass die mentale Retardierung ein haufiges Krankheitsbild darstellt.

Bislang wurden knapp 1.200 Krankheitsbilder beschrieben, die mit einer mentalen
Retardierung kombiniert sind (Meinecke, 2001). Die Ursachen einer mentalen Retardierung
sind vielfaltig und reichen von exogenen Noxen wahrend der Schwangerschaft Uber
Stoffwechselstérungen und monogenen Stérungen bis hin zu chromosomalen Aberrationen
wie z.B. der mit dem Down-Syndrom assoziierten Trisomie 21 (OMIM: 190685;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Durch die in den letzten Jahren verbesserten diagnostischen
Madglichkeiten lieRen sich zunehmend bislang unbekannte genetische Veranderungen wie z.B.
das Mikrodeletionssyndrom del(22)(ql11.2) als Ursache einer mentalen Retardierung
identifizieren (Brunet et al., 2006). Die Haufigkeit solcher chromosomaler Aberrationen
schwankt. Chromosomale Stérungen im Bereich der Subtelomerregionen sind bei 6-10% der
mental retardierten Kinder, bei denen sonst keine Ursache der Retardierung nachweisbar ist,
flr das Krankheitsbild verantwortlich zu machen (Manning et al., 2004; Cusmano-0Ozog et al.,
2007). Es wird vermutet, dass die Zahl der Patienten mit submikroskopischen
Chromosomenveranderungen als Ursache der Sprachentwicklungsverzdgerung durch neue
und verbesserte Untersuchungsmdglichkeiten wie die Matrix-basierte komparative
genomische Hybridisierung (Array-CGH) weiter steigt, da bei Patienten, bei denen die
Ursache der Retardierung bislang unklar war, zunehmend submikroskopische
Chromosomenveranderungen nachgewiesen werden. Die Angaben uber die Haufigkeit
chromosomaler Aberrationen schwanken je nach Untersuchungsverfahren. Bei bis zu 17% der
Patienten mit mentaler Retardierung unklarer Ursache konnten mit Hilfe der Array-CGH

chromosomale Verénderungen aufgezeigt werden (Stankiewicz und Beaudet, 2007).


http://www.icd-code.de/icd/code/F70-F79.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Eine mentale Retardierung ist selten ein isoliertes Symptom bei einem Patienten. Meistens ist
sie kombiniert mit anderen Auffalligkeiten, die eine richtungweisende Bedeutung fur die
Diagnosestellung haben. Im Hinblick auf Chromosomenstérungen sind faziale Dysmorphien
bzw. die Gestalt des Gesichts wegweisend (Meinecke, 2001). Auch Fehlbildungen und
Anomalien des Wachstums (Kleinwuchs, Hochwuchs) kénnen zur Diagnosefindung beitragen
(Tariverdian und Buselmaier, 2003). Weiterhin kommen dem Verhalten sowie bestimmten
Teilleistungsschwachen, aber auch besonderen Fahigkeiten, Bedeutung fir die klinische
Diagnostik zu. Beispiele fir Chromosomenstérungen mit besonderen Verhaltensweisen sind
z.B. das Prader-Willi-Syndrom (del(15)(q11-q13)), bei dem Betroffene eine Hyperphagie
zeigen, das Smith-Magenis-Syndrom (del(17)(p11.2)), das durch ein herabgesetztes
Schmerzempfinden, aggressives Verhalten und einen gestorten Tag-Nacht-Rhythmus
gekennzeichnet ist oder das Williams-Beuren-Syndrom (del(7)(q11.23)), bei dem Betroffene
uber gute sprachliche Fahigkeiten verfugen (OMIM: 176270, 182290, 194050
http://www.ncbi.nlm.nih.gov; Tariverdian und Buselmaier, 2003; Torniero et al., 2007).
Patienten mit einer Mikroduplikation dup(7)(ql1.23) zeigen hingegen eine sprachbetonte
Retardierung (Berg et al., 2007).

1.2 Normale und gestorte Sprachentwicklung

Die Sprachentwicklung wird in eine expressive und eine rezeptive Komponente unterteilt.

Der expressive Teil, die gesprochene Sprache, besteht aus Lauten, Wortern, Syntax sowie
Semantik. Die Entwicklung dieser einzelnen Komponenten dauert unterschiedlich lange. Die
Lautentwicklung wird um das 7. Lebensjahr abgeschlossen, wahrend die Semantik ein Leben
lang weiterentwickelt wird (Crosley, 1999). Die rezeptive Komponente der
Sprachentwicklung umfasst das Sprachverstdndnis und ist deutlich seltener verzogert. Die
Sprachentwicklung ist ein individueller Prozess und von vielen Faktoren abhéngig.

Die Sprachentwicklungsverzdgerung gehdrt zu den haufigsten Lernstérungen im Kindesalter
(Gobel et al., 1999). Je nach Quelle zeigen 10-34% aller deutschen und bis zu 66% aller
auslandischen Grundschulkinder eine Sprachentwicklungsverzégerung (Gaébel et al., 1999,
Federspil und Delb, 2002). Symptome sind z.B. ein verminderter Wortschatz,
Dysgrammatismus oder Dyslalie (Remschmidt et al., 2002).

Die Ursachen einer Sprachentwicklungsverzdgerung sind vielfaltig und umfassen Anomalien

des Sprachapparates (z.B. Kiefer-Gaumenspalte) sowie periphere und zentrale Hor- oder
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Sehstérungen (Boenninghaus und Lenarz, 2007). Weitere Ursachen kdnnen ZNS-Schéden
und Schilddrisenstoffwechselstérungen sein. Ebenso kann eine Sprachentwicklungs-
verzogerung  durch  Umgebungsfaktoren  begriindet  oder  Teilsymptom  einer

Chromosomenstorung sein (Federspil und Delb, 2002).

1.3 Bekannte Chromosomenstdrungen, die mit einer VVerzogerung der
expressiven Sprachentwicklung einhergehen

Eine sprachbetonte Entwicklungsverzdgerung ist u.a. ein Teilsymptom des Smith-Magenis-
Syndroms (Godt, 2005; Brunet et al., 2006). Weitere Syndrome, die als Leitsymptom eine
deutliche Verzdgerung der expressiven Sprachentwicklung haben, sind zum Beispiel die
terminale Deletion del(22)(q13.3) (Phelan-McDermott-Syndrom) oder die Duplikation der
sogenannten Williams-Beuren-Syndrom Region in 7q11.2 (Phelan et al., 2001; Berg et al.,
2007).

1.3.1 Deletion 22913.3
Dieses Mikrodeletionssyndrom (OMIM: 606232) wurde zuerst von Watt et al. (1985)

beschrieben. Es liegt ein Verlust von Anteilen des langen Arms des Chromosoms 22 in der
Region 22q13.3 vor.

Es wurden bislang mehr als 75 Patienten mit dieser Mikrodeletion beschrieben, die nach den
Erstbeschreibern auch als Phelan-McDermott-Syndrom bezeichnet wird (Phelan et al., 2001,
Manning et al.,, 2004). Typisch fur dieses Syndrom sind die expressive
Sprachentwicklungsverzdgerung und die mentale Retardierung. Weitere hdufige Symptome
sind eine muskulére Hypotonie, autistische Ziige sowie Dysmorphiezeichen (Phelan et al.,
2001; Goizet et al., 2000). Hierbei z&hlen der Epikanthus sowie eine supraorbitale Fille zu
den haufigeren Dysmorphiezeichen. Auch ein Dolichocephalus, ein verstrichenes Philtrum
und dysmorphe Ohrmuscheln wurden haufig bei den Patienten beobachtet. Weiter wurden bei
mehreren Patienten Syndaktylien der Zehen 2-3 beschrieben. Als Kinder weisen die meisten
Patienten normale Wachstumsparameter auf. Sowohl eine Mikro- als auch Makrozephalie
kann auftreten. Haufig wurden auch dysplastische FulRnégel und relativ groRe Hénde
beobachtet (Phelan et al., 2001). Herzanomalien wie die Trikuspidalinsuffizienz, eine Corpus
callosum-Agenesie und eine Andmie sind jeweils einmal berichtete Symptome (Smith et al.,
1996; Delcan et al., 2004). Ein weiteres mogliches Symptom des Phelan-McDermott-
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Syndroms ist der zentrale Diabetes insipidus, der bei einem Kind mit einer typischen Deletion
22013.3 beschrieben wurde (Barakat et al., 2004).

Die fir das Phelan-McDermott Syndrom typische Deletion umfasst zumeist 5-8Mb
(Nesslinger et al.,, 1994). Als kritisch wurde von Anderlid et al., (2002) eine 100kb
umfassende Region beschrieben, die die Gene SHANKS, ACR, RABL2B umfasst. Neben einer
terminalen Deletion, die sich bei 75% der Betroffenen findet und die zumeist ein de novo
Ereignis darstellt (Cusmano-Ozog et al., 2007), wurden Patienten mit einem Ringchromosom
oder einer Deletion infolge einer unbalancierten Translokation beschrieben (Phelan et al.,
2001).

1.3.2 Duplikation 79q11.23
Somerville et al. waren 2005 die Erstbeschreiber eines Patienten mit einer de novo

Duplikation  maternalen  Ursprungs in  7ql1.23, die mit einer schweren
Sprachbeeintrachtigung, milder mentaler Retardierung und Entwicklungsverzégerung
einherging. Der Patient wies weiter eine perinatale Hypotonie sowie eine
Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivitatsstorung auf. Des Weiteren wurden Schlafstérungen
und eine leichte Dysmetrie bei der neurologischen Untersuchung beschrieben. Seit der
Erstbeschreibung wurde von 12 weiteren Patienten berichtet (Berg et al., 2007; Depienne et
al., 2007; Torniero et al., 2007).

Patienten mit einer Duplikation 7q11.23 (OMIM: 609757) zeigen ein sehr komplexes und
variables klinisches Bild, welches zusammengefasst eine expressive Sprachentwicklungs-
verzogerung sowie eine mentale Retardierung unterschiedlichen Schweregrades und milde
faziale Dysmorphiezeichen umfasst.

Die Duplikation entstand in den meisten bisher publizierten Fallen de novo (bei 8 von 14
bekannten Fallen). Bei drei Patienten wurde sie von einem Elternteil, das ebenfalls die
Duplikation trug, vererbt (Kriek et al., 2006; Berg et al., 2007). Die Elternteile, welche die
Duplikation trugen, waren jedoch klinisch unaufféllig. Ansonsten scheint diese Duplikation
sehr selten bei gesunden Menschen aufzutreten. Bei 300 gesunden Kontrollpersonen zeigte
sich in dieser Region keine Verdnderung (Depienne et al., 2007).

Haufige Dysmorphiezeichen bei Tragern der Duplikation 7g11.23 sind eine faziale
Asymmetrie, ein kurzes Philtrum, ein dinnes Lippenrot, tief ansetzende, leicht nach hinten
rotierte Ohren, eine prominente Stirn und eine breite, hoch angesetzte Nase. Infolge einer

pramaturen Synostose der Sutura metopica kann es zu einem Trigonozephalus kommen
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(Kriek et al.,, 2006). Seltener wurden eine Huftdysplasie, eine Kyphose und ein
Makrozephalus beschrieben (Torniero et al., 2007). Mehrere Patienten fielen durch
Angststorungen und autistische Ziige auf. Auch wurden verminderte soziale Kontaktfreude
und ein Spielverhalten, das durch Wiederholungen gekennzeichnet ist, beschrieben (Berg et
al., 2007). Vier der Patienten waren von einer Epilepsie betroffen (Berg et al., 2007; Torniero
et al., 2007). Bei einem Patienten, bei dem diese Duplikation nachgewiesen wurde, zeigte sich
eine kortikale Dysplasie des linken Temporallappens (Torniero et al., 2007).

Dieses Syndrom ist durch eine Duplikation der beim Williams-Beuren Syndrom deletierten
Region gekennzeichnet. Der duplizierte Bereich umfasst in der Regel 1,55Mb und liegt in der
Chromosomenregion 7911.23 (Berg et al., 2007).

1.4 Fragestellung und Ziele der Arbeit

Bei dem Groliteil der Patienten mit einer sprachbetonten Entwicklungsverzogerung ist die
Ursache unbekannt. Dies erschwert eine zielgerichtete Fruhforderung der Patienten und eine
frihzeitige Erkennung von erkrankungsspezifischen Komorbiditaten. Fir Familien mit
erneutem Kinderwunsch stellt sich die Frage nach einem mdglichen Wiederholungsrisiko, die
nur unter Kenntnis der Ursache beantwortet werden kann. Aus den genannten Griinden sollte
im Rahmen dieser Arbeit ein Patientenkollektiv. mit einer sprachbetonten
Entwicklungsverzogerung unklarer Ursache auf submikroskopische Chromosomen-

veranderungen untersucht werden, um deren Haufigkeit zu bestimmen.

Konkrete Ziele dieser Arbeit waren:

l. Bestimmung der Haufigkeit der Duplikation 7g11.2 sowie der Deletion 22q13.3 in
einem  Kollektiv. von 76  Patienten mit  einer  sprachbetonten
Entwicklungsverzogerung unklarer Ursache.

Il. Detektion neuer submikroskopischer chromosomaler Aberrationen durch Array-
CGH bei ausgewahlten Patienten des  Patientenkollektivs ~ mit
Sprachentwicklungsverzdgerung.

M. Bestimmung der Haufigkeit eventuell mit der Array-CGH neu detektierter

Aberrationen in dem Patientenkollektiv mit Sprachentwicklungsverzégerung.
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2 Material und Methoden

2.1 Patienten

Das Kollektiv setzte sich aus 77 Patienten der Klinik fur Neuropédiatrie des
Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel (Direktor: Prof. Dr. U. Stephani),
sowie aus Patienten, die am Institut fir Humangenetik, Universitatsklinikum Schleswig-
Holstein, Campus Kiel und der Praxis fir Humangenetik Kiel (Frau Dr. M. Kautza) ambulant
vorgestellt worden waren, zusammen. Die Informationen Uber klinische Untersuchungen
sowie Uber anamnestische Daten wurden durch die Klinik fur Neuropédiatrie
(Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel) und durch das Institut fr
Humangenetik zur Verfligung gestellt. Als Einschlusskriterium dieser Arbeit galt eine
Sprachentwicklungsverzdogerung unklarer Genese. Eine nahere Beschreibung des
Patientenkollektivs erfolgt im Ergebnisteil.

Das periphere Blut aller Patienten war mit dem Einverstdndnis des Patienten bzw. des/der
Erziehungsberechtigten zur zytogenetischen bzw. molekularzytogenetischen Diagnostik bei
unklarem Retardierungssyndrom an das Institut fir Humangenetik, Universitatsklinikum
Schleswig-Holstein, Campus Kiel eingesandt worden und wurde dort nach den (blichen
Standardmethoden aufbereitet. Fir die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten FISH-
Analysen stand die in Carnoys-Fixativ vorliegende Zellsuspension aus dem peripheren Blut
zur Verflgung. Fur die Array-CGH wurde aus dem peripheren Blut bereits isolierte DNA

verwendet.
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2.2 Material

2.2.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien
Neben den im Labor allgemein tblichen Chemikalien, die nicht im Einzelnen aufgefihrt

werden, wurden folgende Reagenzien verwendet.

Tabelle 1 Reagenzien und Hersteller
Reagenz Hersteller/Firma, Ort, Land
Acetonitrile Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Cot-1-DNA, human

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Chloramphenicol

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

DABCO

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

DAPI (4,6 Diamidino-2-Phenylindol)

Merck, Darmstadt, Deutschland

dATP, dCTP, dGTP, dTTP

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

Dextransulfat 50%

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

dUTP-Spectrum Green

Abbott Vysis, Wiesbaden, Deutschland

dUTP-Spectrum Orange

Abbott Vysis, Wiesbaden, Deutschland

Eisessig

Merck, Darmstadt, Deutschland

Ethanol

Mallinckrodt Baker, Griesheim, Deutschland

Fixogum Kleber

Marabu, Tamm, Deutschland

Formamid, deionisiert

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Glycerin Merck, Darmstadt, Deutschland

IGEPAL Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Kaliumchlorid Merck, Darmstadt, Deutschland
Magnesiumchlorid Merck, Darmstadt, Deutschland

Methanol Mallinckrodt Baker, Griesheim, Deutschland

Natriumacetatlosung

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumchlorid

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Natriumcitrat

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumhydrogenphosphat

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natronlauge (NaOH)

Sigma, Steinheim, Deutschland

Paraformaldehyd

Serva, Heidelberg, Deutschland

Protease | 250 ng

Abbott Vysis, Wiesbaden, Deutschland

Puffer C fir Restriktionsenzyme

Promega, Mannheim, Deutschland

Restriktionsenzym ALU |

Promega, Mannheim, Deutschland

Restriktionsenzym RSA |

Promega, Mannheim, Deutschland

Salzséure

Merck, Darmstadt, Deutschland

Stabilization & Drying-Solution

Agilent Technologies, Waldbronn,
Deutschland
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2.2.2 Kits
Agilent Hybridisierungs Kit
Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland

Bio Prime Array-CGH Genomic Labeling Kit

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Bio Prime DNA-Labeling System
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

DNA-Clean & Concentrator 5 TM Kit
Zymo-Research, Freiburg, Deutschland

Microcon YM Centrifugal Filter Devices

Millipore Corporation, Schwalbach, Deutschland

Perfectprep Plasmid Maxi Kit
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Deoxynucleoside Triphosphate Set #12048500
- Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland
- SO dUTP # 6J9415 Cat No 30-803200 Cot/Ch-B: 402070
- SG dUTP # Cat No 30-803000 Cot/Ch-B: 78989

2.2.3 Arrays

- Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland
- Zur Verwendung kamen 44K und 105K Arrays



Material und Methoden 9

2.2.4 Losungen
Antifade-L6sung

9ml Glycerin wurden mit 230mg DABCO, 800ml Aqua dest. und 200ul Tris-HCL (1M, pH 8)
gemischt und bei 4°C lichtgeschiitzt gelagert.

Carnoys-Fixativ

Gemisch aus Methanol und Eisessig im Verhaltnis 3:1

DAPI-Ldsung
Zu 60ml 2x SSC wurde 6ul 4,6-Diaminido-2-Phenylindoldihydrochlorid (DAPI-
Stammldsung) gegeben und bei 4°C lichtgeschiitzt gelagert.

DAPI-Stammlésung
In 1ml Aqua dest. wurden 0,2mg DAPI geldst und bei 4°C dunkel gelagert

10x dNTP Mixture

Um die Sonde mit den Farbstoffen Spectrum Orange (SO) bzw. Spectrum Green (SG)
markieren zu konnen, erfolgte die Herstellung des dNTP Mixture in dem jeweiligen
Farbspektrum. Dies geschah mit Hilfe des Deoxynucleoside Triphosphate Set der Firma
Roche sowie SO-dUTP und SG-dUTP.

Zur Herstellung der spezifisch gefarbten dNTPs wurde zu 50nmol SO-dUTP bzw. zu 50nmol
SG-dUTP je 50ul Aqua dest. hinzugefiigt und funf Minuten abgewartet.

In der Zwischenzeit wurden in einem Eppendorfhitchen die Deoxynucleosidtriphosphate
zusammengefiigt, je Sul dATPs (10mM), Sul dCTPs (10mM), Sul dGTPs (10mM) sowie
2,5ul dTTPs (10mM). Dazu wurden 25ul der nun aufgeldsten dUTP in dem jeweiligen
Farbspektrum und je 7,5ul Aqua dest. hinzugegeben. Diese Mischung konnte fur die

Markierung der praparierten DNA genutzt werden.

LB-Medium
In 11 Aqua dest. wurde 20g LB BROTH BASE gel6st und nach dem Autoklavieren mit
Chloramphenicol versetzt, so dass fur Chloramphenicol eine Endkonzentration von 20ug/ml

vorlag.
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Mastermix 50%

Zu 1,25ml 40% Dextransulfat wurde 2,5ml deionisiertes Formamid und 0,5ml 20x SSC
hinzugefugt. Der pH-Wert wurde mit 5N Natronlauge auf 7,5 eingestellt. Das Gemisch wurde
mit 1x SSC auf 4,5ml aufgefiillt.

Paraformaldehydldsung 1%
Zu 99ml 1x PBS wurde 1g Paraformaldehyd gegeben. Nach Hinzufiigen von 1ml
Magnesiumchlorid wurde die Losung leicht erwéarmt und mit Natronlauge bzw. Salzséure ein

pH-Wert von 7,5 eingestellt.

PBS (Phosphat Buffered Saline)

6,1g Di-Natriumhydrogenphosphat, 80g Natriumchlorid, 2g Kalium-Dihydrogenphosphat und
29 Kaliumchlorid wurden in Aqua dest. gelost. Danach erfolgte mit Natronlauge bzw.
Salzsdure die Einstellung des pH-Wertes auf 7,3 und mit Aqua dest. wurde das Volumen auf

einen Liter aufgefllt.

Proteaseldsung
Zu 150ml Aqua dest. wurden 7,5mg Protease gegeben und 750ul Salzsdurelosung (0.01M)

hinzugegeben.

SSC-Ldsung (20x) (standard saline citrate)
Zu 1000ml Aqua dest. wurden 175,3g Natriumchlorid und 88,2g Natriumcitrat gegeben und

mit Salzsaure auf einen pH-Wert von 7,0 eingestellt.

Waschlésung 1
Zu 2ml 20x SSC-L6sung wurde 300ul IGEPAL hinzugegeben und mit Aqua dest. auf 100ml
aufgefillt.

Waschlésung 2
10ml 20x SSC-L6sung und 100ul IGEPAL wurden gemischt und mit Aqua dest. auf 100ml
aufgefillt.
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2.25 Sonden
Kommerziell erhaltliche FISH-Sonden:

Die Williams Region Probe und die Smith Magenis Region Probe wurden von der Firma
Abbott/Vysis, Des Pleines, USA bezogen. Die Sonde LSI TUPLE1/Telo22q Test ist eine
Sonde der Firma Abbott/Vysis, die fur Forschungszwecke zur Verfugung gestellt wurde.

In den folgenden Tabellen sind die Lokalisation und die GroRe der Sonden sowie die Gene
bzw. Marker, die im Bereich dieser Sonden liegen, genannt, soweit sie von der Firma

verdffentlicht wurden.

Tabelle 2 Name, Lokalisation, Farbe und Grof3e der kommerziellen FISH-Sonden

Sonde Lokalisation Farbe GroRe Gene/Marker

Williams Region Probe

LSI ELN 7q11.23 SO 180kb ELN, LIMK1,
D7S5613
LSI D75486 7q31.2 SG keine Angaben D75486, D7S522
verdffentlicht

TUPLE1/Telo22q Test

LSI TUPLE1 22q11.21 SO 120kb TUPLEL,
D22S553,
D22S609,
D225942

LSI Telo 22q 22013.33 SG 96kb SHANK3

Smith Magenis Region Probe

LSI SMS 17p11.2 SO 140kb FLII, LLGL1,
SHMT1, TOP3

LSI RARA 17912-21.1 SG keine Angaben RARA

verdffentlicht

SO = Spectrum Orange; SG = Spectrum Green; kb = Kilobasen
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Selbst hergestellte Sonden:

Hierbei handelt es sich um Sonden, die aus Bacterial Artificial Chromosomes (BACs) von
ausgewahlten Escherichia coli Bakterienklonen hergestellt wurden. Die BAC-Klone entstehen
durch das Einfugen von klonierten humanen DNA-Fragmenten in bakterielle Klone mittels
Vektoren.

Die Auswahl der BACs erfolgte anhand der Datenbank des Human Genome Browser
(www.genome.ucsc.edu, NCBI Build 36.1). Die ausgewahlten BAC-Klone wurden von
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland bezogen. Sie entstammen zwei verschiedenen BAC
librarys. RP11 Klone stammen aus der Roswell-Park-Cancer-Institute human BAC-library
11, CTD-Klone aus der California Institute of Technology human BAC library D.

In den folgenden Tabellen sind die einzelnen BAC-Klone, ihre Lokalisation auf den
jeweiligen Chromosomen, ihre Lange und die in diesem Bereich liegenden Gene dargestellt.
Diese Daten basieren auf: www.genome.ucsc.edu, NCBI Build 36.1 (Stand 16.01.2009).

Tabelle 3 Name, Lokalisation, Farbe und Lange der selbst hergestellten FISH-Sonden

Sonde Lokalisation Farbe GroRe Gene/Marker

BAC-KIlone fur die Region 16p12.1

RP11-184F14 16pl2.1 SO 160kb UBFD1, DCTNS,
NDUFAB1, PALB2,

CTD-2385L22 | 16pl2.1 SG 133kb DCTNS5, PLK1,
ERN2

BAC-KIone fir die Region 18p11.2

RP11-92E1 18p11.21 SO 165kb keine bekannten

Gene
RP11-1149M8 18p11.21 SG 158kb

BAC-KIlone fur die Region 22q13

RP11-768L22 22013.32-913.33 | SO 221kb C220rf34

CTD-3145J13 22013.33 SG 157kb C220rf34,
NM_207478

CTD-3082N8 22013.33 SO 131kb C220rf34

CTD-3047N11 | 22913.33 SG 183kb BRD1, ZBEDA4,
ALG12

SO = Spectrum Orange; SG = Spectrum Green; kb = Kilobasen; RP11/CTD = BAC libraries
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2.2.6 Gerate
Im Folgenden werden die in dieser Arbeit verwendeten Gerate dargestellt. Gerate wie

Pipetten, die allgemein gebrauchlich sind, wurden nicht im Einzelnen aufgefiihrt.

Brutschrank

Function Line, Heraeus, Hanau, Deutschland

Filter (fur die FISH-Auswertung an dem Mikroskop)
AHF analysentechnik AG, Tubingen, Deutschland

Heizblock
Thermomixer Comfort, Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Hybridisierungskammer

Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland

Hybridisierungsofen
Shel Lab, Cornelius, USA

Inkubator (fur Zellkulturen)
Edmund Buhler, Hechingen, Deutschland

Magnetrihrer

Ikomag, Lubeck, Deutschland

Mikroskope
Fluoreszenzmikroskop Axio Imager Al, Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Phasenkontrastmikroskop, Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Nano Drop
ND-1000 Spektrophotometer, PEQLab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland

Scanner

Axon Genepix 4000 B, Molecular Devices, Ismaningen, Deutschland

13
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Vortex
Vortex-Genie 2, Scientific Industries, Miinchen, Deutschland

Wasserbad
Kdéttermann Labortechnik, Hanigsen, Deutschland

Zentrifugen

Biofuge 22R, Heraeus Sepatech, Osterode, Deutschland

Hettich Rotanta/K, Andreas Hettich GmbH, Tuttlingen, Deutschland

Mikro200, Andreas Hettich GmbH, Tuttlingen, Deutschland

Jouan RC1010, Thermo- Electron Corporation, Chateau-Gontier, Frankreich
PicoFuge, Stratagene, Cedar Creek, Texas, USA

Sorvall Super T21 Zentrifuge, Kendro Laboratory Products GmbH, Langenselbold,
Deutschland

2.2.7 Software
GeneScan Analysis Software

Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland

ISIS 3.0 Software
MetaSystems, Altusheim, Deutschland

NanoDrop Software
Version 3.2.1, PEQLab, Erlangen, Deutschland

CGH Analytics Workstation
G4172AANFP, Agilent Technology, Waldbronn, Deutschland

14



Material und Methoden 15

2.3 Methoden

2.3.1 Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

23.1.1 Prinzip der FISH
Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) ermdglicht den mikroskopischen Nachweis

von DNA Sequenzen in Zellen. Die Ziel-DNA wird durch eine fir diesen Genort
komplementdre DNA-Sonde nachgewiesen, die direkt mit einem Fluoreszenzfarbstoff
markiert wurde. Durch Erhitzen erfolgt das Aufschmelzen der Ziel- und Sonden-DNA in ihre
Einzelstrange. Anschlielend lagert sich die DNA-Sonde sequenzspezifisch an die
nachzuweisenden Bereiche der Ziel-DNA ber Basenpaarung an. Nicht gebundene DNA-
Sonde wird danach ausgewaschen. Die stattgefundene Bindung der DNA-Sonde an die Ziel-
DNA kann im Fluoreszenzmikroskop durch die entsprechenden Signale nachgewiesen
werden.

Die FISH erfasst chromosomale Aberrationen im Rahmen von zehn und mehr Kilobasen. Sie
kann an Metaphasen sowie Interphasen durchgefihrt werden. Zum Nachweis
submikroskopischer Chromosomenveranderungen stellt sie ein hdufig angewandtes Verfahren

dar.

2.3.1.2 Durchfihrung der FISH

2.3.1.2.1 BAC-DNA-Préparation
Die ausgewdhlten BAC-Klone wurden in Form von Glycerinstocks bei -80°C gelagert.

100ul  eines Bakterienglycerinstocks wurden mit 200ml LB-Medium, welches
Chloramphenicol enthalt, vermischt und bei 37°C im Schuttelinkubator fur 16-24 Stunden
inkubiert.

Dann wurde 200-250ml Bakterienkultur in ein 250ml Zentrifugenréhrchen tberfuhrt und for
20 Minuten bei 10.000U/min bei 20°C in der Super T21 Zentrifuge zentrifugiert.

Die sich nun anschlieRende DNA-Praparation erfolgte mit Hilfe des Perfectprep Plasmid maxi
Kits. Dazu wurde zum Pellet nach dem AbgieRen des Uberstandes 15ml der Lésung 1 aus
diesem Kit hinzugefugt und bis zum Auflésen des Pelletts hinauf- und hinunterpipettiert.
Nach Inkubation bei Raumtemperatur fir 10 Minuten und nach 5 Minuten Lagerung auf Eis
wurden 15ml der Lésung 2 hinzugefligt und die Suspension vorsichtig gemischt.
AnschlieBend wurde die Mischung 5 Minuten auf Eis inkubiert. Danach wurden 15ml

eisgekiihlter Losung 3 zugegeben und wieder vorsichtig gemischt. Dann wurde erneut fir 20
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Minuten bei 20°C und 10.000U/min zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde (ber
einen mit Filterpapier bedeckten Trichter in ein neues, sauberes 250ml Zentrifugenrdhrchen
gefillt. Zu diesem Filtrat wurden 35ml gut gemischter DNA-Bindungsmatrix gegeben und
nach sorgféltigem Mischen wieder flr 20 Minuten bei 10.000U/min zentrifugiert.

Der Uberstand wurde sehr vorsichtig abgegossen, um einen Verlust der an die Matrix
gebundenen DNA zu vermeiden. AnschlieRend wurden 9ml der mit 100% Ethanol verdinnten
Purifications Losung zum Pellet gegeben. Nach erfolgter Resuspendierung wurde die
verdunnte Matrix auf eine im Kit beigefugte Saule in ein 50ml Rohrchen pipettiert und dann
bei 2.000U/min fur 5-10 Minuten zentrifugiert. In dieser Zeit wurde nochmals 9ml verdinnter
Purification Losung in die 250ml Zentrifugenrohrchen gegeben, um restliche, in der Matrix
gebundene DNA in Lésung zu bringen. Nachdem diese Losung wieder auf die Filterséulen
gegeben wurde, wurde das Réhrchen mit der Saule erneut bei 2.000U/min fur 5-10 Minuten
zentrifugiert. Danach wurde 9ml verdlnnter Purification Lésung auf die Sdule gegeben und
diese bei 2.000U/min fur 5-10 Minuten zentrifugiert, bis sie komplett trocken war. Dann
wurde die Séaule in ein sauberes 50ml Rohrchen tberfihrt. Es wurden 3ml auf 85°C erhitzter
Elution Losung hinzugegeben und anschlieBend wurde die Sdule fur 10 Minuten im
Wasserbad bei 85°C inkubiert.

Nach nochmaliger Zentrifugation bei 2.000U/min fir 10 Minuten wurde das Eluat in ein fir
hohe Zentrifugationsgeschwindigkeiten geeignetes 50ml Rohrchen umgefllt und 70ul 5M
Natriumchlorid sowie 6ml 100% Ethanol dazugegeben. Nach dem Mischen wurde diese
Losung fir 30 Minuten in der Super T21 Zentrifuge bei 17.000U/min zentrifugiert.
AnschlieRend wurde der Uberstand verworfen und das Pellet mit 5ml 70% Ethanol
gewaschen, bevor es erneut bei 17.000U/min fur 15 Minuten bei Raumtemperatur in der
Super T21 Zentrifuge zentrifugiert wurde. Nach dem AbgieRen des Uberstandes wurde das
Pellet in der Speedvac Zentrifuge fir circa 15-30 Minuten getrocknet. Danach wurden 250l
Aqua dest. zum Lo6sen des Pellets hinzugegeben und die Suspension uber Nacht in den
Kihlschrank gestellt.

Am nachsten Tag wurde die DNA in ein 1,5ml Roéhrchen gefiillt und die Konzentration der
DNA bestimmt. Die DNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte mit dem Nano Drop ND-1000
Spektrophometer. Zuerst wurde ein Nullabgleich mit 1ul Aqua dest. durchgefuhrt. Danach
wurde die Reinheit und DNA-Konzentration von 1ul DNA nach den Angaben des Herstellers
photometrisch bestimmt und mit Hilfe der Nano Drop Software ausgewertet. Die DNA wurde

bis zur Markierung bei -20°C gelagert.
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2.3.1.2.2 DNA-Markierung far FISH
Die fir die DNA-Markierung notwendigen Substanzen wurden aus dem BioPrime DNA

Labeling System Kit entnommen.

Zuerst wurde 1ug der isolierten DNA mit Aqua dest. auf ein Volumen von 24ug verdiinnt.
Hierzu wurden 20ul 2,5 x Random Primer hinzugegeben und dann wurde die DNA fur 5
Minuten im Wasserbad bei 100°C denaturiert und sofort danach fir 2-3 Minuten auf Eis
abgekuhlt. AnschlieRend wurden zur Markierung 5ul der mit Spectrum Green oder Spectrum
Orange markierten dNTPs hinzugegeben, wobei ab diesem Schritt auf ein Dunkelhalten des
Eppendorfhitchens geachtet wurde. Nach dem Mischen der Probe mit der Pipette wurde 1ul
Klenow Fragment vorsichtig hinzugefiigt, die Losung kurz anzentrifugiert und tber Nacht im
Brutschrank bei 37°C inkubiert.

Am néchsten Morgen erfolgte nach der Zugabe von 5ul Stop Puffer die Aufreinigung der
DNA mit Microconséulen. Hierzu wurden erst die markierte DNA und danach 300ul Aqua
dest. auf die Séule gegeben. Die Saule wurde 10 Minuten bei 14.000U/min zentrifugiert. Der
Durchfluss wurde verworfen. Anschliefend wurden erneut 300ul Aqua dest. auf die Séule
gegeben und diese wieder fiir 10 Minuten bei 14.000U/min zentrifugiert. Danach wurden 50pl
Aqua dest. auf die Séule pipettiert und diese umgedreht in ein neues Réhrchen gesteckt. Nach
nochmaligem Zentrifugieren fir 5 Minuten bei 5.000U/min wurde die markierte DNA in das

Originalréhrchen Gberfihrt und bei 4°C im Dunkeln aufbewahrt.

2.3.1.2.3 Praparation der markierten Sonden
Fur die FISH-Untersuchungen auf mdgliche Duplikationen oder Deletionen wurde ein

Sondengemisch aus einer im Spectrum Orange und einer im Spectrum Green markierten
Sonde hergestellt. Es wurde zu jeweils 10ul der mit Spectrum Orange markierten Sonden 10ul
der mit Spectrum Green markierten Sonde und 5ul human Cot-1-DNA hinzugefugt.
AnschlieBend wurden 2,5ul Natriumacetat sowie 70ul absolutes Ethanol hinzugegeben, bevor
die Suspension fir 30 Minuten bei 17.000U/min zentrifugiert wurde. Danach wurde soviel
wie moglich des Ethanols entfernt, ohne das DNA-Pellet zu beschadigen. Das Pellet wurde in
der Vakuumzentrifuge bei 3.000U/min in 15-20 Minuten getrocknet. Die Zentrifuge musste
bei diesem Schritt abgedunkelt werden. Zum getrockneten Pellet wurde nun 10ul 50%
Mastermix hinzugefiigt. Dieses fertige Sondengemisch wurde bis zur FISH-Untersuchung im

Kihlschrank aufbewahrt.
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Die Herstellung der kommerziell erhdltlichen Sonden erfolgte durch Zugabe von 2ul Aqua
dest. zu 7ul sondenspezifischem Hybridisierungspuffer, welcher vom Hersteller mitgeliefert
wurde. Zu diesem Gemisch wurde 1ul der kommerziellen Sonde hinzugegeben. Auch dieses

Gemisch wurde im Kihlschrank aufbewahrt.

2.3.1.2.4 Herstellung der Auftropfpraparate fur FISH
Die PHA stimulierten Lymphozytensuspensionen wurden bei -20°C in Carnoy’s Fixativ

gelagert. Zur Herstellung der Préparate wurden die jeweiligen Suspensionen aufgetaut und fiir
30-60 Sekunden im Vortexer geschittelt, damit sich das Sediment gleichmaRig im Fixativ
verteilte. Waren nur sehr wenige Lymphozyten in der Suspension, wurde die Suspension 10
Minuten bei 1.000U/min zentrifugiert und der Uberstand abpipettiert. War die Suspension
sehr verschmutzt, wurde wéhrend des Vortexens langsam neues, sauberes Carnoy’s Fixativ
hinzugefugt und nach 10 Minuten Zentrifugieren bei 1.000U/min die gleiche Menge des
zugefligten Fixativs wieder entfernt. Nun wurde mit einer Glaspipette Suspension enthommen
und je nachdem wie viele Hybridisierungen durchgefihrt werden sollten, 1 bis 3 Tropfen auf
einen handelsiiblichen Objekttrager aufgetropft. Das Auftropfen erfolgte aus moglichst grofler
Hohe, damit die Metaphasen nicht so dicht zusammenliegen und damit einfacher auszuwerten
sind. Nach dem Trocknen erfolgte die Begutachtung im Mikroskop, wobei Bereiche mit
moglichst vielen einzelnen Metaphasen und vielen sich nicht tberlappenden Zellen ausfindig
gemacht und mit dem Diamantschreiber auf der Rickseite der Objekttrager markiert wurden.
Bei einer zu geringen Dichte erfolgte ein mehrmaliges Auftropfen, bis die gewinschte
Zelldichte erreicht wurde.

Bei 37°C fand fiir 5 Minuten ein Verdau der Zellen mit Proteaseldsung in Kivetten statt, um
das Zytoplasma zu entfernen. Danach wurden die Praparate fir eine Minute in Wasser
gewaschen, bevor die Zellen fir 2 Minuten in Paraformaldehydlésung (1%) fixiert wurden.
Nach nochmaligem einmindtigen Waschen in Wasser wurden die Zellen fiir jeweils 2
Minuten in einer aufsteigenden Ethanolreihe (70%, 80% und absolut) dehydriert, bevor sie fur

5 Minuten an der Luft getrocknet wurden.

2.3.1.2.5 Hybridisierung
Bei der Hybridisierung erfolgt die Anlagerung der Sonden-DNA an die zelluldre Patienten-

DNA. Hierfir wurde auf die getrockneten Objekttrager 1,3ul der jeweiligen FISH-Sonde
getropft und zwar genau auf die vorher mit dem Diamantschreiber eingekreiste Stelle. Ab
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diesem Schritt wurde auf einen lichtarmen Arbeitsort geachtet, um ein Ausleuchten der
Préaparate zu verhindern. Es wurden kleine runde Deckglaschen auf den markierten Bereich
aufgelegt und Marabu-Fixogum dartbergetropft, um ein Austrocknen der Praparate zu
verhindern.

AnschlieRend wurden die Objekttrager fur 7 Minuten in einer Metallkiste, die ein feuchtes
Tuch enthielt (sogenannte ,,feuchte Kammer®), in ein 75°C warmes Wasserbad zur DNA-

Denaturierung und dann Gber Nacht bei 37°C in den Brutschrank gestellt.

2.3.1.2.6 Waschen der FISH-Préaparate
Am néchsten Morgen erfolgte das Waschen der Prdparate, um nicht gebundene Sonde von

dem Objekttrager zu entfernen.

Dazu wurde der Fixogum-Kleber mit den Deckgléaschen vom Objekttrager abgehoben. Fir 2
Minuten erfolgte ein Waschen der Praparate bei 72°C in Waschlésung 1 und danach fr eine
weitere Minute bei Raumtemperatur in Waschldsung 2. AnschlieRend wurden die Praparate
fur eine Minute in 2x SSC-LOsung gestellt, bevor die Zellkerne fur 5 Minuten bei
Raumtemperatur in DAPI-LAsung angefarbt wurden. Danach erfolgte fir einige Minuten ein
letzter Waschvorgang in 2x SSC-Lésung.

Zum Eindeckeln wurde 1 Tropfen Antifade-Losung auf das Deckglas getropft, dieses dann
auf den Objekttrager gelegt und mit einer stumpfen Pinzette eventuelle Luftbldschen unter
dem Deckglas herausgedriickt. Hierbei wurde darauf geachtet, dass die Objekttrédger nicht

austrocknen.

2.3.1.3 Auswertung und Dokumentation der FISH
Die Auswertung der Fluoreszenzsignale der FISH-Sonden erfolgte an einem

Fluoreszenzmikroskop der Firma Zeiss. Hierbei wurden fir die einzelnen
Fluoreszenzfarbstoffe die jeweiligen spezifischen Filter verwendet oder ein Breitbandfilter fur
die gleichzeitige Auswertung von roten und griinen Signalen (Filter von AHF).

Fur die Dokumentation wurde die 1SIS-Software der Firma Metasystems benutzt. Es wurden
jeweils mindestens drei Metaphasen sowie drei Interphasen als Bild dokumentiert.

Die Auswertung erfolgte sowohl an Metaphasen als auch an Interphasen. Bei den Kontrollen
wurden 100 Interphasen bzw. 50 Metaphasen ausgewertet. Bei dem Patientenkollektiv
wurden mindestens 50 Interphasen bzw. 15 Metaphasen ausgezahlt. Waren zu wenige

Metaphasen vorhanden, wurden mindestens 50 Interphasen beurteilt.
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Die Nachweisgrenze zur Detektion von Aberrationen fir die jeweiligen FISH-Assays wurde
anhand der Kontrollen errechnet. Dies erfolgte mit Hilfe der Formel ,,Mittelwert der falsch-
positiven Ereignisse in Kontrollen in Prozent plus drei Standardabweichungen* und wurde fiir
alle verwendeten Sonden so definiert. In der Regel wurden daftr Praparate von vier
Probanden mit einem normalen Chromosomenbefund analysiert.

Um eine moglichst hohe Auswertungsgenauigkeit zu erzielen, wurden alle Préparate
zusatzlich dazu von mindestens einer weiteren in der FISH-Diagnostik erfahrenen Person

beurteilt.

Abbildung1  Schematische Darstellung der FISH-Assays fiir eine Deletion in 22q13.3 (A-B)

A Regelrechte Signalkonstellation in Metaphase und Interphase
Zwei rote Signale: zweimal vorhandener TUPLE1-Genlocus in der Region 22q11.21
Zwei grune Signale: zweimal vorhandener SHANK3-Genlocus in der Region 22913.33
B Deletion in 22913.3
Zwei rote Signale: zweimal vorhandener TUPLE1-Genlocus in der Region 22q11.21
Ein grines Signale: Verlust des SHANK3-Genlocus in der Region 22q13.33 auf dem einen
Chromosom 22

2.3.2 Array basierte komparative genomische Hybridisierung
(Array-CGH)

23.2.1 Prinzip der Array-CGH
Die Matrix (gebrauchlich: Array) basierte komparative genomische Hybridisierung (Array-

CGH) ist ein hochauflésendes Verfahren zum Nachweis von Zugewinnen oder Verlusten im
Genom. Es beruht auf einem Vergleich der Hybridisierung der markierten Patienten-DNA mit
einer unterschiedlich markierten Referenz-DNA (hier gepoolte DNA von zehn Personen mit
einem unauffélligen Chromosomensatz mit dem gleichen Geschlecht wie der Patient) auf

einem Array. Der in dieser Arbeit verwendete Array enthalt Oligonukleotide (60mere).
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Fir die Array-CGH erfolgt ein Verdau der Patienten- und Referenz-DNA zur Reduktion der
Komplexitat. AnschlieBend werden beide Proben mit jeweils unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Auf dem Array befinden sich in einer rasterférmigen
Anordnung definierte DNA-Fragmente, die das komplette Genom gleichmaRig abdecken. Die
Patienten- und Referenz-DNA werden im gleichen Verhaltnis auf den Array gegeben und
hybridisieren an den jeweiligen komplementdaren DNA-Oligonukleotiden auf dem Array.
Liegen Patienten- und Referenz-DNA im gleichen Verhaltnis vor, zeigt sich eine Mischfarbe.
Hat der Patient in einer Region einen Zugewinn (Duplikation), wird die Patienten-DNA mit
einer hoheren Wahrscheinlichkeit an die Oligonukleotide dieser Region binden, so dass sich
eine Farbverschiebung zugunsten der Farbmarkierung der Patienten-DNA zeigt. Entsprechend
zeigen sich Verluste (Deletionen) durch eine Farbverschiebung zugunsten der Farbe der
Referenz-DNA. Die Auflésung héngt von der steigender Anzahl und Dichte der DNA-

Fragmente auf dem Array ab und kann bis zu 35kb betragen.

Abbildung 2 Schematische Darstellung der Array-CGH
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2.3.2.2 Durchfihrung der Array-CGH

2.3.2.2.1 Verdau
Zuerst erfolgte der Verdau der bereits extrahiert vorliegenden Patienten-DNA sowie des

gleichgeschlechtlichen Kontroll-DNA-Pools.

Hierzu wurde 1ug der jeweiligen DNA mit Aqua dest. auf 42,5ul aufgefllt. Nach der Zugabe
von 5ul Puffer C fur Restriktionsenzyme, 1,25ul Restriktionsenzym RSA | sowie 1,25ul
Restriktionsenzym ALU | wurde der Ansatz fir zwei Stunden bei 37°C im Thermomixer
inkubiert.

2.3.2.2.2 Aufreinigen der verdauten DNA
Die Aufreinigung der im vorherigen Schritt verdauten DNA geschah mit Hilfe des DNA-

Clean&Concentrator 5 TM Kits.

Dazu wurde 100ul Binding Buffer zur verdauten DNA gegeben und die Lésung in den Filter
der Saule pipettiert, bevor die Sdule fur 30 Sekunden bei 10.000U/min in der Mikro200
Zentrifuge zentrifugiert wurde. Nach Hinzugabe von 200ul Wash Buffer, anschlieBender
Zentrifugation fiir 30 Sekunden bei 10.000U/min und erneutem Hinzuftigen von 200ul Wash
Buffer wurde die Losung wieder fur 30 Sekunden bei 10.000U/min zentrifugiert. Danach
wurde der Filter der S&ule in ein Eppendorfhiitchen gesetzt und 11ul Aqua dest. direkt auf den
Filter gegeben. Nach einminitigem Einwirken wurde fur 30 Sekunden bei 10.000U/min
zentifugiert. Dann wurde 10ul Aqua dest. auf den Filter gegeben. Nach einer Minute wurde
noch einmal bei 10.000U/min fir 30 Sekunden zentrifugiert.

Nach dem Verwerfen des Filters wurden die gewonnenen 21l des Eluats mit der DNA in ein

Eppendorfhitchen umgefiillt.

2.3.2.2.3 DNA-Markierung
Fur die Farbmarkierung der DNA wurde das Bio Prime Array-CGH Genomic Labeling Kit

verwendet.

Zur aufgereinigten, verdauten DNA wurden 25ul 2,5x Random Primer gegeben und fir 5
Minuten im Wasserbad bei 100°C inkubiert. Anschliefend wurde die DNA flr mindestens
eine Minute auf Eis abgekihlt. Nun wurden 5ul 10x dUTPs hinzugefiigt. Im abgedunkelten
Raum wurden 3ul der sehr lichtempfindlichen Cy5 markierten dUTP in das
Eppendorfhitchen mit der zu untersuchenden DNA pipettiert bzw. 3ul Cy3 markierter dUTP

in das Eppendorfhitchen der Referenz-DNA. Danach wurde 1ul des auf Eis aufbewahrten
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Exo-Klenow hinzugefigt, bevor die DNA fur 2 Stunden bei 37°C im Brutschrank inkubiert

wurde. Beendet wurde die Inkubation mit 5ul Stop Puffer.

2.3.2.2.4 Aufreinigung der markierten DNA
In das Eppendorfhiitchen mit der Patienten- sowie mit der Referenz-DNA wurde 400ul 1x

TE-Puffer mit einem pH-Wert von 8,0 gegeben. Anschlieend wurde dieses Gemisch in eine
Microcon YM-30 Filter S&ule umgefullt und bei 9.000U/min fiir 8 Minuten zentrifugiert.
Danach wurden die Filter mit der sich im Filter befindenden Patienten- bzw. Referenz-DNA
umgedreht, in neue Eppendorfhitchen gesteckt und bei 9.000U/min eine Minute zentrifugiert.
In der Spitze des Hutchens befand sich nun die gereinigte Patienten- bzw. Referenz-DNA.
Die Farbinkorporation der DNA wurde nach Nullabgleich mit Aqua dest. am Nano Drop nach
Angaben des Herstellers photometrisch gemessen und mit Hilfe der Nano Drop Software
bestimmt.

Im néchsten Schritt wurden die zu untersuchende DNA und die Referenz-DNA miteinander
vermischt, 400ul 1x TE-Puffer (pH 8) dazu pipettiert und diese Suspension in die Microcon
Filter-Séulen gegeben. Nach 8 Minuten Zentrifugation bei 9.000U/min wurden die Filter
umgedreht in neue beschriftete Eppendorfhitchen gesteckt und erneut fur eine Minute bei
9.000U/min zentrifugiert.

Nach dem Messen des VVolumens der kombinierten DNAs wurde das Volumen mit Aqua dest.
auf 91,5ul aufgefiillt, 28,8ul human Cot-1-DNA, 30ul Agilent 10x blocking agent sowie
148,5ul Agilent 2x hybridization buffer hinzugefugt, so dass ein Endvolumen von 298,8ul
entstand.

Daraufhin erfolgte die Inkubation zuerst fir 3 Minuten in einem auf 100°C vorgeheizten

Wasserbad und dann fir 30 Minuten in einem Heizblock bei 37°C.

2.3.2.2.5 Montage der Objekttrager zur Hybridisierung
Nachdem der Dichtungsobjekttrager mit der Aufschrift Agilent nach oben in die

Hybridisierungskammer eingelegt wurde, wurden 300ul der aufbereiteten DNA moglichst
luftblasenarm in die Gummidichtung eingefullt. Anschlieend wurde der Objekttrager mit der
44K/105K-Array mit dem Barcode nach oben auf den Dichtungsobjekttrager gelegt, die
Hybridisierungskammer zugedeckelt und mit dem Schraubenverschluss kraftig zugedreht.

Zur Hybridisierung wurde die Hybridisierungskammer in den Rotor des Hybridisierungsofens
eingesetzt und dort fur 40-48 Stunden bei 16U/min in 65°C belassen.
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2.3.2.2.6 Waschvorgang mit anschliefender Ozonstabilisierung und Trocknung
der Praparate

Das Waschen der Arrays erfolgt unter einem Abzug. Fur den Waschvorgang wurden die
heilen Hybridisierungskammern aus den Agilent Ofen genommen, das Array-
Dichtungsobjekttrager-Sandwich der Hybridisierungskammer entnommen und in den
Waschpuffer 1 gehalten. AnschlieBend wurde der Objekttrager mit dem Barcode vorsichtig
vom Dichtungsobjekttrager mit Hilfe einer Pinzette in der Waschldsung geldst und in die in
Waschlosung 1 befindliche Objekttragerhalterung gestellt. Auf eine stdndige Benetzung der
Objekttrager mit der Waschlésung wurde geachtet.

Nach 5 Minuten wurde die Objekttrdgerhalterung unter leichtem Schitteln zum Entfernen
eventueller Luftblasen in den Waschpuffer 2 gestellt und hier fiir 2 Minuten belassen.

Dann wurde die Objekttréagerhalterung fir eine Minute in Acetonitril gestellt, gefolgt von 30
Sekunden in Stabilisation & Drying Solution. Nach vorsichtigem Herausziehen aus dieser
Losung wurden die Objekttrager aus der Halterung genommen, am Rand abgetupft und in
Falconrohrchen gesteckt, die mit Alufolie umwickelt waren, um die Préparate vor Licht zu
schutzen. Die Objekttrager wurden mit dem Barcode nach oben in einen speziellen Scanner
(GenePix 4000B Mikroarray Reader) gelegt, mit einer Auflésung von Sum/Pixel eingescannt

und am Computer ausgewertet.

2.3.2.3 Auswertung der Array-CGH
Zur Verwendung kamen 44K sowie 105K Arrays mit etwa 44.000 bzw. 105.000 Messpunkten

(Oligonucleotide) pro Array. Das Genom umfasst etwa 3.200Mb. Die Gesamtanzahl der
Megabasen des Genoms geteilt durch die Anzahl der Messpunkte (Oligonucleotide) auf dem
Array entspricht der Auflésung. Aufgrund der verwendeten diagnostischen Kriterien wurde
nur dann eine Region als Aberration gewertet, wenn mindestens zehn benachbarte Marker
veréndert waren. Somit errechnet sich die tatsachliche Auflésung aus der theoretischen
Auflésung multipliziert mit zehn. Folglich wird die Auflosung fir die Detektion von
chromosomalen Aberrationen des 44K Arrays auf etwa 0,7Mb und die Auflésung des 105K
Arrays auf etwa 0,3Mb bestimmt.

Die Messung der Signalintensitat der eingescannten Bilder sowie deren Auswertung erfolgte
mit Hilfe einer speziellen Software (CGH Analytics Version 3.4.27).

Regionen, die als signifikant von der Software bewertet wurden, lagen aulRerhalb einer
festgelegten Log2 Ratio von |0,5|. Als aberrant wurde diese Region bewertet, wenn sie mehr
als 10 veranderte Marker umfasste und auf3erhalb von CNVs lag.
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Bei der Auswertung wurden aberrante Regionen von sogenannten CNVs abgegrenzt.
Polymorphe Kopienzahlvarianten der Chromosomen (CNVs) sind chromosomale
Veranderungen ohne bisher bekannte klinische Relevanz. Die Abgrenzung von CNVs zu

aberranten Verénderungen erfolgte mit Hilfe einer in der Software integrierten Datenbank der

Firma Agilent.
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3 Ergebnisse

Bis jetzt ist Uber die Haufigkeit der Deletion 22913.3 und der Duplikation 7911.23 bei
Patienten mit einer sprachbetonten Entwicklungsverzogerung wenig bekannt. Aus diesem
Grund wurde das Patientenkollektiv mittels FISH auf die genannten Veranderungen
analysiert. In einem zweiten Schritt wurden ausgewéhlte Patienten mittels Array-CGH auf
submikroskopische Verdnderungen anderer Chromosomenregionen untersucht. Im dritten
Schritt wurde die gesamte Patientengruppe mittels FISH auf die in der Array-CGH-
Untersuchung nachgewiesenen Veranderungen hin tberprift. Somit sollte am Ende der Studie
eine Aussage Uber die Haufigkeit chromosomaler Veranderungen bei Patienten mit einer
sprachbetonten Entwicklungsverzdgerung gemacht werden.

AbschlieRend erfolgt im Ergebnisteil eine Darstellung der klinischen Charakteristika der
Patienten, bei denen eine chromosomale Imbalance nachgewiesen wurde, im Vergleich zu

jenen, bei denen keine chromosomalen Veranderungen detektiert werden konnten.

Nachfolgend wird zunéchst das Patientenkollektiv, an dem die Untersuchungen durchgefiihrt

worden sind, ndher beschrieben.

3.1 Beschreibung des Patientenkollektivs

Bei dem untersuchten Kollektiv handelt es sich um 77 Patienten, die wegen einer
Entwicklungsverzogerung in der Klinik fur Neuropadiatrie des Universitatsklinikums
Schleswig-Holstein, Campus Kiel (Direktor: Prof. Dr. med. U. Stephani), am Institut flr
Humangenetik des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Kiel, sowie in der dem
Institut fur Humangenetik assoziierten Praxis fur Humangenetik (Frau Dr. med. M. Kautza)
vorgestellt wurden und bei denen eine zytogenetische Diagnostik eingeleitet wurde.

Alle Patienten wiesen eine sprachbetonte Entwicklungsverzdgerung auf. Die Auspragung der
Verzogerung war im Kollektiv heterogen. Manche Patienten sprachen erste Worte bereits im
12. Lebensmonat, entwickelten dann aber keinen adaquaten Sprachzuwachs, andere Patienten
sprachen erste Worte deutlich verspétet mit 36 bis 48 Monaten.

Von den 77 Patienten waren 24 weiblich. Das Alter bei Untersuchung reichte von 1 7/12
Jahre bis 10 4/12 Jahren. Das durchschnittliche Alter lag bei 4 3/12 Jahren.
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Uber die Halfte der Patienten, bei denen Angaben zur mentalen Entwicklung gemacht
wurden, war global retardiert. Die motorische Entwicklung verlief hingegen bei der Mehrzahl
der Patienten unaufféllig: So begannen die Patienten im Durchschnitt mit 17 Monaten zu
laufen, wobei die Spanne bei 12 bis 30 Monaten lag.

Um sicherzustellen, dass sich in dem Patientenkollektiv nur Kinder mit einer
Sprachentwicklungsverzdgerung unklarer Genese befinden, wurden Patienten mit organischen
Ursachen einer Sprachentwicklungsverzdgerung, wie z.B. Horstérungen oder Fehlbildungen
des Sprechapparates, soweit dies bekannt war, ausgeschlossen.

Die folgenden Zahlen beziehen sich ausschlielflich auf Patienten, bei denen Angaben zu den
jeweiligen anamnestischen Daten gemacht wurden. Patienten, bei denen keine Angaben
gemacht worden sind, wurden in den hier aufgefuhrten Zahlen nicht beriicksichtigt.

Bei insgesamt 46 Patienten wurden von einem Hals-Nasen-Ohrenarzt pathologische
Verénderungen, die zu einer Einschrankung der Horleistung fuhren kénnen, wie z.B. eine
chronische Otitis media, ein Seromukotympanum oder adenoide Vegetation ausgeschlossen.
Bei funf Patienten zeigte sich eine Einschrankung der Horleistung, die jedoch nicht als
urséchlich fur die Sprachentwicklungsverzogerung angesehen wurde. Bei den restlichen
Patienten wurden keine Angaben uber eine Hals-Nasen-Ohren-arztliche Untersuchung
gemacht.

Eine familidre Sprachentwicklungsverzégerung wurde bei 19 Patienten beschrieben.

Bei 19 der Patienten erfolgten ophthalmologische Untersuchungen, die unauffallige Befunde
zeigten.

Eine muskulare Hypotonie wiesen 31 von 59 Patienten auf, 27 waren normoton und ein
Patient hyperton.

Mehrere (=2) faziale Dysmorphiezeichen wurden bei 29 von 54 Patienten beschrieben. Von
diesen Patienten hatten 28 dysmorphe Ohren und 17 eine dysmorphe Nase.

Weitere Informationen Uber klinische Charakteristika des Patientenkollektivs befinden sich
im Anhang (Tabelle A6a und A6b, Anhang).
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3.2 Haufigkeit der Duplikation 7g11.23 sowie der Deletion 22013.3

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden 76 von 77 Patienten (alle, bis auf die Patientin mit der
Duplikation 17p11.2, von der kein Sediment vorlag) mittels FISH auf eine Duplikation
7011.23 sowie eine Deletion 22g13.3 untersucht.

3.2.1 Haufigkeit der Duplikation 7g11.23
Die Hybridisierung erfolgte mit der Sonde LSI ELN (markiert im Spectrum Orange (SO))

sowie der Kontrollsonde D7S486 (markiert im Spectrum Green (SG)). LSI ELN hybridisiert
in der Chromosomenregion 7911.23 und D7S486 in der Region 7931. Alle 76 Patienten
wurden mit diesen Sonden auf die Duplikation dup(7)(q11.23) untersucht.

3.2.1.1 Bestimmung der Nachweisgrenze fir die Duplikation 7q11.23
Zur Bestimmung der Nachweisgrenze wurde die Sonde bei vier Kontrollpatienten getestet.

Pro Kontrolle wurden 100 Interphasen ausgezahlt (siehe Tabelle A7a, Anhang).

Ist der ELN-Genlokus zweimal vorhanden, zeigen sich in einer Interphase zwei rote Signale.
Dies traf bei 92,5% (MW: 92,5%; SD: 1,26%) der Interphasen der Kontrollindividuen zu.
Sind drei rote Signale in einem Kern sichtbar, deutet dies auf eine Duplikation eines der ELN-
Loki hin. Eine auf eine Duplikation hinweisende Signalkonstellation trat bei 4% (MW: 4%);
SD 0,82%) der Zellkerne der Kontrollen auf.

Durch diese Untersuchung konnte die Nachweisgrenze auf eine Duplikation fir den ELN-
Lokus hinweisende Signalkonstellation in Interphasen entsprechend der im Methodenteil

erlauterten Formel auf 6,5% festgelegt werden.

3.2.1.2 Screening des gesamten Patientenkollektivs auf eine dup(7)(q11.23)
Mit der Sonde LSI ELN und der Kontrolle D75486 wurden bei 76 Patienten mindestens 50

Interphasen ausgewertet (siehe Tabelle A8a, Anhang).

Mit Ausnahme eines Patienten lag bei allen Patienten der Anteil der Zellen mit einer auf eine
Duplikation in 7g11.23 hinweisenden Signalkonstellation unterhalb der Nachweisgrenze. Mit
Ausnahme eines Patienten fanden sich auch keine anderen Aberrationen.

Bei einem Patienten (Patient 21) zeigte sich in 24% der Zellen (12 von 50) eine auf eine

Duplikation hinweisende Signalkonstellation. Dieser Wert liegt oberhalb der Nachweisgrenze,
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aber nicht in einem Bereich wie es fiir eine durchgehende konstitutionelle Veradnderung
erwartet worden ware. In einer unabhéngigen Zweitbeurteilung lag der Anteil der Zellen mit
einer auf einer Duplikation hinweisenden Signalkonstellation unterhalb der Nachweisgrenze.
Eine durchgehende konstitutionelle Duplikation konnte somit nicht diagnostiziert werden.

Somit konnte bei keinem der 76 Patienten eine Duplikation 7911.23 nachgewiesen werden.
Allerdings konnte bei einem Patienten durch die verwendete Kontrollsonde eine Duplikation
im Bereich dup(7)(g22-g31.3) bestétigt werden, die bereits aus der zytogenetischen Analyse

bekannt war. Diese Duplikation wird im folgenden Abschnitt genauer beschrieben.

3.2.1.3 Patienten mit chromosomalen Aberrationen in der FISH:

Patient mit einer Duplikation 7922-q31.3

Mit der Sonde D7S486 konnte bei dem Patient Nr. 72 eine zytogenetisch bekannte
Duplikation 7922-931.3 bestétigt werden. Es wurden in 50 Interphasen durchgehend drei
griine Signale fur die Sonde LSI D7S486 gefunden (siehe Abbildung 3).

Abbildung 3 Duplikation in 7922-q31.3 bei Patient 72

A: schematische Darstellung der auf eine Duplikation hinweisenden Signalkonstellation an Metaphasen

B: schematische Darstellung der auf eine Duplikation hinweisenden Signalkonstellation an Interphasen

C: FISH-Analyse einer Interphase des Patienten 72

rotes Signal: ELN-Genlokus in der Region 7911.23; griines Signal: D7S486-Genlokus in der Region 7931.2
Zwei rote Signale weisen auf eine regelrechte Signalkonstellation des ELN-Lokus hin. Drei griine Signale deuten
auf eine Duplikation des D75486-Lokus auf einem der Chromosomen 7 in der Bande 7g31.2 hin.
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3.2.2 Haufigkeit der Deletion 22913.3
Zum Erfassen von moglichen Deletionen in der Region 22g13.3 kamen die Sonden LSI

TUPLEL (in Spectrum Orange markiert) sowie Telo22q (in Spectrum Green markiert) zur
Anwendung. Die Sonde Telo22q detektiert auf dem langen Arm des Chromosoms 22 den
Abschnitt 22g13.33 im Bereich des SHANKS3-Gens. Die Kontrollsonde LSI TUPLE1
hybridisiert in der Region 22q11.21. Untersucht wurden mit dieser Sonde 76 Patienten.

3.2.2.1 Bestimmung der Nachweisgrenze ftir die Deletion 22913.3
Die Bestimmung der Nachweisgrenze erfolgte wiederum an Zellen von vier gesunden

Kontrollpatienten. Bei diesen wurden je 50 Metaphasen ausgewertet (siehe Tabelle A7b,
Anhang).

In der Mehrzahl der Metaphasen (MW: 95,5%; SD: 3%) befanden sich zwei rote und zwei
grine Signale, es lag somit eine regelrechte Signalkonstellation der Region 22913.3 vor.

Nur ein grines Signal im Kern deutet auf eine Deletion in der Region 22913.3 hin. Dies war
der Fall bei 1% (MW: 1%; SD: 1,15%) der Metaphasen in den Kontrollen. Gemal} der
erlauterten Formel lag die Nachweisgrenze einer Deletion 22913.3 in Metaphasen bei 4,5%.
Aufgrund unzureichender Metaphasen konnten bei sechs Patienten nur Interphasen
ausgewertet werden. Deswegen erfolgte zur Bestimmung der Nachweisgrenze an Interphasen
in den Kontrollen nach dem oben erlduterten Prinzip auch eine Auswertung von 100
Interphasen. Bei einem kleinen Anteil der Interphasen deutete die Signalkonstellation auf eine
Deletion hin (MW: 2,7%, SD: 1,53%). Die Nachweisgrenze flr die Detektion einer Deletion
in 22913.3 in Interphasen errechnete sich hier auf 7,3%.

3.2.2.2 Screening des gesamten Patientenkollektivs auf eine del(22)(q13.3)
Die Sonde LSI TUPLE1/Telo22q wurde bei 76 Patienten angewandt. Bei 70 Patienten

wurden mindestens 15 Metaphasen ausgezahlt. Aufgrund unzureichender Metaphasen wurden
bei sechs Patienten 50 Interphasen ausgewertet (siehe Tabelle A8a, Anhang).

Mit Ausnahme zweier Patienten lag der Anteil der Zellen mit einer auf eine Deletion in
22913.3 oder auf andere Aberrationen hinweisenden Signalkonstellation unterhalb der
Nachweisgrenze von 4,5% in Metaphasen.

Auch bei den sechs Patienten, bei denen die Interphasen ausgewertet wurden, lag die Anzahl
der Zellen mit einer auf eine Deletion hinweisenden Signalkonstellation unterhalb der

Nachweisgrenze von 7,3%.
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Insgesamt zwei Patienten wiesen ein pathologisches FISH-Ergebnis auf. Dieses war zum
einen ein Patient mit einer bekannten Deletion 22q11.2, in dem sich der Verlust eines Signals
flr die Kontrollsonde zeigte (siehe Abschnitt 3.2.2.4) und zum anderen ein Patient mit einer
Deletion 22¢13.3 (siehe Abschnitt 3.2.2.3).

3.2.2.3 Patienten mit chromosomalen Aberrationen in der FISH:
Patient mit einer Deletion 220q13.3

Bei dem Patienten mit der Fallnummer 77 zeigte sich in 11 von 15 Metaphasen ein Verlust
eines der beiden grunen Signale, also der Region 22913.33. Bei vier Metaphasen fand sich
eine regelrechte Signalkonstellation. Die Zahl der Metaphasen mit einer auf eine Deletion
hinweisenden Signalkonstellation liegt somit deutlich (ber der errechneten Nachweisgrenze.
In 100 ausgewerteten Interphasen lag in 74 Kernen (74%) eine auf eine Deletion hinweisende
Signalkonstellation vor (siehe Abbildung 4). Auch dieser Anteil liegt deutlich oberhalb der
Nachweisgrenze von 7,3% in Interphasen.

Das Nebeneinander von Zellen mit und ohne Deletion spricht fur das Vorliegen eines
Mosaiks. Dieser Befund wurde durch mehrmalige Kontrollen und auch an einer zweiten
Blutprobe bestétigt.

Eine bei den Eltern durchgefiihrte FISH-Untersuchung mit der TUPLE1/Telo22g Sonde
zeigte jeweils unauffallige Befunde. In 15 Metaphasen befanden sich zwei griine (sowie zwei
rote) Signale, was auf eine regelrechte Signalkonstellation der Region 22g13.3 (sowie der
Region 22q11.2) hinweist.

3.2.24 Patienten mit chromosomalen Aberrationen in der FISH:
Patient mit einer Deletion 22q11.2

Durch die FISH Analyse mit der LSI TUPLEL/ Telo 22q Testsonde wurde die Diagnose mit
einer Deletion 22g11.2 bei dem Patienten 73 bestétigt. Es zeigten sich in 50 Interphasen ein
rotes und zwei griine Signale (siehe Abbildung 5). Diese Signalkonstellation weist auf eine

durchgéngige Deletion des Bereichs 22g11.2 hin.
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Abbildung 4 Deletion in 22g13.3 bei Patient 77
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A: schematische Darstellung der auf eine Deletion hinweisenden Signalkonstellation an Metaphasen

B: schematische Darstellung der auf eine Deletion hinweisenden Signalkonstellation an Interphasen

C: FISH-Analyse an Interphasen sowie einer Metaphase des Patienten 77

rotes Signal: TUPLE1-Genlokus in der Region 22gq11.21

Pfeil zum grunen Signal: SHANK3-Genlokus in der Region 22¢q13.33

Zwei rote Signale weisen auf eine regelrechte Signalkonstellation des TUPLE1-Lokus hin. Ein grines Signal
deutet auf eine Deletion des SHANK3-Lokus auf einem der Chromosomen 22 in der Bande 22g13.3 hin. Gut
erkennbar ist das nebeneinander von Deletionen (nur ein roter Pfeil pro Zelle) und regelrechter
Signalkonstellation des SHANK3-Lokus (zwei rote Pfeile pro Zelle).

A

Abbildung 5 Deletion in 22q11.2 bei Patient 73
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A: schematische Darstellung der auf eine Deletion hinweisenden Signalkonstellation an Metaphasen

B: schematische Darstellung der auf eine Deletion hinweisenden Signalkonstellation an Interphasen

C: FISH-Analyse an einer Metaphase des Patienten 73

rotes Signal: TUPLE1-Genlokus in der Region 22q11.21

griines Signal: SHANK3-Genlokus in der Region 22q13.33

Zwei grune Signale weisen auf eine regelrechte Signalkonstellation des SHANK3-Lokus hin. Ein rotes Signal
deutet auf eine Deletion des TUPLE1-Lokus auf einem der Chromosomen 22 in der Bande 22g11.21 hin.
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Zusammenfassend konnten durch die FISH-Untersuchungen hinsichtlich moglicher
Deletionen 22913.3 und Duplikationen 7911.23 bei drei der 76 Patienten chromosomale
Aberrationen als Ursache der Sprachentwicklungsstérung gefunden werden. Bei zweli
Patienten lielen sich bekannte Verdanderungen aulRerhalb der eigentlichen Zielregion
bestatigen. Lediglich bei einem Patienten wurde die gesuchte Deletion 22913.3 gefunden,

allerdings als Mosaik.

3.3 Detektion neuer chromosomaler Aberrationen durch Array-CGH

Das Array-CGH Verfahren eignet sich im Gegensatz zur FISH im besonderen Male zur
Suche nach neuen, unbekannten chromosomalen Veranderungen, da es das gesamte Genom
nach Deletionen bzw. Duplikationen untersucht.

Fur die hier beschriebenen Untersuchungen wurden 44K bzw. 105K Arrays der Firma Agilent

verwendet.

3.3.1 Auswahl der Patienten fir die Array-CGH Analyse
Ausgewahlt wurden fur diese Untersuchung drei Patienten aus dem Patientenkollektiv, bei

denen durch das erléuterte FISH-Screening eine chromosomale Aberration im Bereich 7q11.2
sowie 22(13.3 ausgeschlossen werden konnte. Die ausgewahlten Patienten wiesen neben der
deutlichen Sprachentwicklungsverzégerung auch verschiedene Dysmorphien auf. Bei zwel
der Patienten wurde des Weiteren auch eine muskuldre Hypotonie beschrieben. Deswegen
bestand ein verstarkter Verdacht auf eine Chromosomenstérung als Ursache der
Symptomatik.

Zusatzlich wurde der Patient, bei dem ein Mosaik fir die Deletion 22g13.3 mittels FISH

nachgewiesen wurde, mit diesem Verfahren untersucht.

3.3.1.1 Ergebnisse der Array-CGH
Bei den drei mit der Array-CGH untersuchten Patienten aus dem Patientenkollektiv ergab sich

im Rahmen der angegebenen Diagnosegenauigkeit und der verwendeten Kriterien kein
Hinweis auf eine Deletion oder Duplikation.

Bei dem Patienten, bei dem der Mosaikbefund fur die Deletion 22913.3 mittels FISH
diagnostiziert worden war, zeigte sich in der Array-CGH ein Befund, der fur eine Deletion
spricht (siehe Abbildung 6).
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33111 Patient mit der Deletion 22g13.3
Die Array-CGH-Untersuchung erfolgte auf einem 105K Array. Es zeigte sich neben neun

CNVs (siehe Anhang Tabelle A9a) eine Deletion von ungefahr 1,5Mb auf dem langen Arm
eines Chromosoms 22. Deletiert war der Bereich 47.991Mb bis 49.468Mb (von pter) in der
Region 22q13.32-913.33. In dem deletierten Bereich befinden sich ungeféahr 35 Gene (Agilent

Software).

Abbildung 6  Array-CGH-Analyse des Patienten mit der Fallnummer 77
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. ~47.991kb
a1zt ~1.5Mb
q13.2 ~49468kb
/ Telomer
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links: Array-CGH Profil des Chromosoms 22 mit Deletion (Ausschlag der blauen Mittelwertlinie von der 0-Linie
aus nach links)

rechts: Ausschnitt des Bereichs von 47,1Mb bis 49,8Mb von pter des Chromosom 22

Gene: in grau dargestellt, Mittelwertlinie: in blau, schwarze Punkte: balanciertes Verhéltnis zwischen Patienten
und Referenz-DNA, rote Punkte: Zugewinne, griine Punkte: Verluste, Mittelwertlinie im Bereich von

0 = balanciertes Verhéltnis zwischen Patienten und Referenz-DNA, Ausschlag der Mittelwertlinie nach

links = Deletion von Anteilen des Chromosoms 22, roter Strich: Bereich, in dem die LSI Telo22g Sonde

hybridisiert, roter Pfeil: Bereich, in dem das Vorliegen einer durchgehenden Deletion vermutet wurde
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Bei der Auswertung der Array-CGH zeigte sich flr den Bereich des SHANK3-Gens (siehe
Abbildung 6 roter Strich), der durch die Sonde LSI Telo22 detektiert wird, dass die
Mittelwertlinie bei -0,6 liegt. Bei einer durchgehenden heterozygoten Deletion ist allerdings
das Auffinden der Mittelwertlinie bei -1 zu erwarten. Dies zeigt sich fir einen weiter
proximal gelegenen Bereich auf dem langen Arm des Chromosoms 22 (siehe Abbildung 6,
roter Pfeil). Zur Klarung der Frage, ob in diesem Bereich eine durchgehende Deletion (und
kein Mosaik) vorliegt, wurde eine FISH-Untersuchung mit Sonden im Bereich des BRD-

Genlokus (Bromidcontaining protein) durchgefihrt.

Zur Verwendung kamen vier sich uberlappende BAC-KIlone im Bereich des BRD-Gens:

Tabelle 4 BAC-KIlone auf Chromosom 22 im Bereich des BRD-Gens sowie die Ergebnisse fur
die Fallnummer 77

Anteil der Metaphasen

mit:
BAC-Klon Lokalisation2 Farbe 2 gelben 1 gelben
Signalen Signal

RP11-768L.22 48031597-48252529 | Spectrum Orange | 33,3% 66,7%

CTD-3145]13 | 48211445-48368404 | Spectrum Green | (5/15)' | (10/15)!

CTD-3082N8 48359881-48491095 | Spectrum Orange | 13,3% 86,7%

CTD-3047N11 | 48512701-48696030 | Spectrum Green | (2/15)* (13/15)*

In Klammern befinden sich die Absolutwerte der Zahlung.
2Die Daten basieren auf: www.genome.ucsc.edu, NCBI Build 36.1 (Stand 16.01.2009).

Der Sondenmix setzte sich aus jeweils zwei Sonden zusammen, die in SO und SG markiert
wurden (siehe Tabelle 4). Da die in SO und SG markierten Sonden an gleichen bzw. sich
uberlappenden Genombereichen hybridisieren, entstehen keine Einzelsignale, sondern aus
dem SO und SG wird ein gelbes Mischsignal. Bei normaler Signalkonstellation befinden sich
in einer Metaphase also zwei gelbe Signale. Eine auf eine Deletion hinweisende
Signalkonstellation ware beim Auffinden nur eines gelben Signals gegeben.

Ausgewertet wurden 15 Metaphasen, wovon bei RP11-768L22/CTD-3145J13 in 66,7% und
bei CTD-3082N8/CTD-3047N11 in 86,7% (MW: 76,7%) eine auf eine Deletion hinweisende
Signalkonstellation vorlag. Bei 33,3% (RP11-768L22/CTD-3145J13) bzw. bei 13,3% (CTD-
3082N8/CTD-3047N11) der Kerne zeigte sich eine unaufféllige Signalkonstellation (MW:
23,3%). Somit lag auch in dieser Region eine Deletion im Mosaik vor.

Im Rahmen der Routinediagnostik wurde bei acht weiteren Patienten aus dem
Patientenkollektiv die Array-CGH zur Diagnosefindung angewandt. Auf diese Patienten wird

im folgenden Abschnitt genauer eingegangen.


http://www.genome.ucsc.edu/
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3.3.2 Identifizierung zuséatzlicher Patienten aus der Routine-
diagnostik

Bei acht weiteren Patienten aus dem Patientenkollektiv wurde zur Klarung einer unklaren
globalen Entwicklungsverzogerung parallel zur vorliegenden Arbeit die Array-CGH in der
Routinediagnostik eingesetzt (Husemeyer, in VVorbereitung).

Diese Patienten wurden fir die Array-CGH gewahlt, da sich trotz verschiedener
zytogenetischer und molekulargenetischer Untersuchungen keine Ursache fiir ihren
auffalligen Phanotyp ergab. Die Array-CGH diente somit zur Abklarung der idiopathischen
Entwicklungsverzogerung und im Speziellen der Sprachentwicklungsverzogerung in
Kombination mit den verschiedenen fazialen Dysmorphiezeichen und zum Teil der

muskularen Hypotonie.

3.3.2.1 Ergebnisse der Array-CGH
Bei drei der acht Patienten wurden chromosomale Aberrationen als Ursache des Phanotyps

diagnostiziert.

Bei den nachgewiesenen Aberrationen handelt es sich um einen Verlust auf dem kurzen Arm
eines Chromosoms 16 (Patient mit der Fallnummer 74), um eine Verdopplung auf dem kurzen
Arm eines Chromosoms 17 (Patient mit der Fallnummer 75) sowie um einen Verlust auf dem
kurzen Arm eines Chromosoms 18 (Patient mit der Fallnummer 76). Auf diese

chromosomalen Aberrationen wird nachfolgend eingegangen.
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3.3.2.11 Patient mit Deletion in 16p12.1
Die Array-CGH-Untersuchung des Patienten mit der Fallnummer 74 erfolgte mit einem 44K

Array.

Neben zwei CNVs (siehe Tabelle A9b, Anhang) zeigte sich eine Deletion von ungeféhr
7,8Mb auf dem kurzen Arm eines Chromosom 16 im Bereich 16p12.1-p11.2. Zur besseren
Lesbarkeit wird die Deletion innerhalb dieser Arbeit als del(16)(p12.1) bezeichnet. Deletiert
war der Bereich 21.130Mb bis 28.900Mb (von pter) (NCBI Build 35).

Die deletierte Genregion enthielt circa 85 annotierte Gene (Agilent Software).

Abbildung 7  Array-CGH-Analyse des Patienten mit der Fallnummer 74
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links: Array-CGH Profil des Chromosoms 16 mit Deletion (Ausschlag der blauen Mittelwertlinie von der O-Linie
aus nach links)

rechts: Ausschnitt des Bereichs von 16Mb bis 31Mb von pter des Chromosoms 16

Gene in grau dargestellt, Mittelwertlinie in blau, schwarze Punkte: balanciertes Verhaltnis zwischen Patienten
und Referenz-DNA, rote Punkte: Zugewinne, griine Punkte: Verluste, Mittelwertlinie im Bereich von

0 = balanciertes VVerhéltnis zwischen Patienten und Referenz-DNA, Ausschlag der Mittelwertlinie nach

links = Deletion von Anteilen des Chromosoms 16
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3.3.2.12 Patientin mit Duplikation in 17p11.2
Die Array-CGH-Untersuchung der Patientin mit der Fallnummer 75 erfolgte mit einem 105K

Array.

Neben vier CNVs (siehe Tabelle A9c, Anhang) zeigte sich eine circa 3.9Mb grolie
Duplikation auf dem einen Chromosom 17 in der Bande p11.2. Dupliziert lag die Region
16.4Mb bis 20.3Mb (von pter) vor. Im duplizierten Bereich liegen circa 51 Gene (Agilent
Software).

Abbildung 8  Array-CGH-Analyse des Patienten mit der Fallnummer 75
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links: Array-CGH Profil des Chromosoms 17 mit Duplikation (Ausschlag der blauen Mittelwertlinie von der 0-
Linie aus nach rechts)

rechts: Ausschnitt des Bereichs von 11Mb bis 24Mb von pter des Chromosom 17

Gene in grau dargestellt, Mittelwertlinie in blau, schwarze Punkte: balanciertes Verhaltnis zwischen Patienten
und Referenz-DNA, rote Punkte: Zugewinne, grine Punkte: Verluste, Mittelwertlinie im Bereich von

0 = balanciertes Verhéltnis zwischen Patienten und Referenz-DNA, Ausschlag der Mittelwertlinie nach

rechts = Duplikation von Anteilen des Chromosoms 17
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3.3.2.1.3 Patient mit der Deletion in 18p11.2
Die Array-CGH-Untersuchung des Patienten mit der Fallnummer 76 erfolgte auf einem 105K

Array und zeigte bei diesem Patienten neben einer Vielzahl von CNVs (siehe Tabelle A9d,
Anhang) eine Deletion von ungeféhr 1,2Mb GrolRe von Anteilen des kurzen Arms eines
Chromosoms 18 im Bereich 18p11.22-p11.21. In dieser Arbeit wird die Deletion vereinfacht
als del(18)(p11.2) bezeichnet. Deletiert war der Bereich 10.663Mb bis 11.894Mb (von pter).

In der deletierten Region befinden sich fiinf Gene (Agilent Software).

Abbildung9  Array-CGH-Analyse des Patienten mit der Fallnummer 76
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links: Array-CGH Profil des Chromosoms 18 mit Deletion (Ausschlag der blauen Mittelwertlinie von der O-Linie
aus nach links)

rechts: Ausschnitt des Bereichs von 9,54Mb bis 12,7Mb von pter des Chromosom 18

Gene in grau dargestellt, Mittelwertlinie in blau, schwarze Punkte: balanciertes Verhéltnis zwischen Patienten
und Referenz-DNA, rote Punkte: Zugewinne, griine Punkte: Verluste, Mittelwertlinie im Bereich von

0 = balanciertes Verhaltnis zwischen Patienten und Referenz-DNA, Ausschlag der Mittelwertlinie nach links

sowie flachig blaue Markierung = Deletion von Anteilen des Chromosoms 18

In einem weiteren Arbeitsgang wird die H&ufigkeit der drei neuen chromosomalen

Aberrationen im Patientenkollektiv tberprift. Dies wird im Folgenden erléutert.
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3.4 Haufigkeit der Deletion 16p12.1, der Duplikation 17p11.2 und der
Deletion 18p11.2 im gesamten Patientenkollektiv

Basierend auf den Befunden der Array-CGH an ausgewahlten Patienten wurde in der Folge
das gesamte Patientenkollektiv mit Sprachentwicklungsverzdgerung mittels FISH auf das
Vorliegen einer Deletion in 16p12.1, einer Duplikation in 17p11.2 sowie einer Deletion in
18p11.2 untersucht.

Zum Nachweis der del(16)(p12.2) sowie der del(18)(p11.2) wurden BAC-Klone ausgewahlt.
Durch Hybridisierung dieser Sonden an Metaphasen sowie Interphasen unauffalliger
Kontrollpersonen wurde Uberprift, inwieweit die Sonden zuverlassige Hybridisierungssignale
erzeugen, ohne an anderen Regionen zu binden, also chimér zu sein. Diese Kriterien wurden
von allen BAC-Klonen erfillt.

Zum Nachweis der dup(17)(p11.2) wurde die Sonde LSI SMS (in Spectrum Orange markiert)
und als Kontrollsonde die Sonde LSI RARA (in Spectrum Green markiert) verwendet.

Mit den drei neu etablierten FISH-Assays wurden zunachst die Aberrationen der Patienten
verifiziert, die in der Array-CGH identifiziert wurden. Bei dem Patienten mit der
del(16)(p12.1) und dem Patienten mit der del(18)(p11.2) zeigte sich bei der Analyse mit den
entsprechenden FISH-Sonden in jeweils 15 Metaphasen durchgéngig eine Deletion. Bei dem
Patienten mit der dup(17)(pll1.2) zeigte sich in allen 100 Interphasen eine auf eine
Duplikation des SMS-Lokus hinweisende Signalkonstellation (siehe Abbildung 10).

Abbildung 10  FISH-Analysen bei den Patienten mit Inbalancen in der Array-CGH

A B C

FISH-Analyse einer Metaphase des FISH-Analyse einer Interphase des FISH-Analyse einer Metaphase

Patienten 74 Patienten 75 des Patienten 76

Pfeil: Nur ein Mischsignal deutet Pfeile: Drei rote Signale deuten auf Pfeil: Nur ein Mischsignal deutet

auf eine Deletion in 16p12.1 hin eine Duplikation in 17p11.2 hin auf eine Deletion in 18p11.2
griine Signale: kreuzhybridisiert
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Die Eltern dieser Patienten zeigten bei einer FISH-Untersuchung auf die Aberration ihrer
Kinder jeweils unauffallige Befunde.
Nachfolgend erfolgte die Haufigkeitsbestimmung der genannten chromosomalen

Aberrationen im Patientenkollektiv.

34.1 Bestimmung der Nachweisgrenzen der verwendeten Sonden
Die Bestimmung der Nachweisgrenze erfolgte auch hier an Zellkernen von gesunden

Kontrollindividuen. Die genauen Auswertungsergebnisse, Mittelwerte und Standard-
abweichungen befinden sich in den entsprechenden Tabellen im Anhang.

34.1.1 Bestimmung der Nachweisgrenze fur die Deletion 16p12.1
Zur Bestimmung der Nachweisgrenze wurden die Sonden bei vier Kontrollindividuen

getestet. Pro Kontrolle wurden 50 Metaphasen ausgewertet (siehe Tabelle A7c, Anhang).

Ist die Region p12.1 auf beiden Chromosomen 16 vorhanden, zeigen sich aufgrund der sich
uberlappenden in grin und rot markierten BAC-Klone zwei gelbe Mischsignale in den
Metaphasen.

Diese regelrechte Signalkonstellation zeigte sich in 93,5% der Metaphasen (MW: 93,5%; SD:
2,52%) der Kontrollen.

Lag nur ein gelbes Signal vor, deutete dies auf eine Deletion hin. Dies war der Fall in 5% der
Metaphasen (MW: 5%; SD: 2,58%) der Kontrollen.

GemaR der im Methodenteil erlduterten Formel lag die Nachweisgrenze einer fir eine
Deletion 16p12.1 sprechenden Signalkonstellation in Metaphasen bei 12,7%.

Bei sechs Patienten waren nicht ausreichend Metaphasen vorhanden. Aus diesem Grund
erfolgte die Bestimmung der Nachweisgrenze an den Kontrollen auch bei Interphasen. Die
Nachweisgrenze bei den Interphasen errechnet sich an 100 Kernen nach dem gleichen Prinzip

wie bei den Metaphasen erldutert. Die Nachweisgrenze bei Interphasen lag bei 9,6%.

34.1.2 Bestimmung der Nachweisgrenze fur die Duplikation 17p11.2
Der FISH-Assay zum Nachweis von Duplikationen in 17p11.2 wird auf Grund der geringen

Auflésung in Metaphasen nur an Interphasen durchgefiihrt.
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Die Bestimmung der Nachweisgrenze der Sonde LSI SMS erfolgte hier an Zellen von vier
Kontrollen. Es wurden 100 Interphasen bei allen Kontrollen ausgezéhlt (siehe Tabelle A7d,
Anhang).

Eine regelrechte Signalkonstellation in Interphasen ist durch zwei rote und zwei griine Signale
charakterisiert, wobei die zwei roten Signale auf ein regelrechtes VVorhandensein der Region
17p11.2 hindeuten. In 93% der Interphasen (MW: 93%; SD: 2,16%) zeigten sich regelrechte
Signalkonstellationen.

Ein Auftreten von drei roten Signalen deutet auf eine Duplikation 17p11.2 hin. Dies war in
3,3% der Interphasen (MW: 3,3%; SD: 1,26%) der Kontrollen der Fall.

Gemal} der Formel errechnete sich die Nachweisgrenze fir eine auf eine Duplikation 17p11.2

hinweisende Signalkonstellation auf 7,0% der Interphasen.

34.1.3 Bestimmung der Nachweisgrenze flir die Deletion 18p11.2
Hier wurden zur Bestimmung der Nachweisgrenze flr die Sonden vier Kontrollindividuen

untersucht und pro Kontrolle 50 Metaphasen ausgewertet (siehe Tabelle A7e, Anhang).

Es handelt sich hier um zwei sehr dicht nebeneinander lokalisierte BAC-Klone in SO und SG.
Dementsprechend liegen im Falle einer normalen Signalkonstellation zwei gelbe
Mischsignale und bei einer auf eine Deletion 18p11.2 hinweisenden Signalkonstellation nur
ein gelbes Mischsignal vor.

Eine regelrechte Signalkonstellation, also zwei gelbe Signale, zeigten sich in 90,5% der
Metaphasen (MW: 90,5%; SD: 4,12%) der Kontrollen.

Nur ein gelbes Signal deutet auf eine Deletion 18p11.2 hin. Dies war in 4,5% der Metaphasen
(MW: 4,5%; SD: 4,43%) der Kontrollen der Fall.

GemaR der Formel lag die Nachweisgrenze einer auf eine Deletion 18p11.2 hinweisenden
Signalkonstellation bei 17,8%.

Zur Bestimmung der Nachweisgrenze der Sonde bei den Interphasen erfolgte die Auswertung
von 100 Interphasen. Die Zahl der Zellen mit einer Signalkonstellation, die auf eine Deletion
hindeutet, lag bei 1,7% (MW: 1,7%, SD: 1,15%). Somit errechnete sich fir die

Nachweisgrenze ein Wert von 5,1% der Interphasen.
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3.4.2 FISH-Untersuchungen am gesamten Patientenkollektiv

3421 Untersuchung auf die Deletion 16p12.1
Bei 69 Patienten fand mit den BAC-Klonen RP11-184F14 und CTD-2385L22 die FISH-

Analyse statt. Flr jeden Patienten konnten 15 Metaphasen ausgewertet werden (siehe Tabelle
A8b, Anhang).

Bei allen Patienten war die Anzahl der Zellen mit einer auf eine Deletion hinweisenden
Signalkonstellation unterhalb  der errechneten Nachweisgrenze. Eine regelrechte
Signalkonstellation, also zwei gelbe Signale, fanden sich bei im Mittel 96,2% der Kerne.

34.2.2 Untersuchung auf die Duplikation 17p11.2
69 Patienten wurden mit der Sonde LSl SMS untersucht. Fir jeden Patienten wurden 50

Interphasen ausgezéhlt (siehe Tabelle A8b, Anhang).

Mit Ausnahme von sieben Patienten befand sich bei allen Patienten der Anteil der Zellen mit
einer Signalkonstellation, die auf eine Duplikation hindeutet, unterhalb der Nachweisgrenze.
Bei sieben Patienten befand sich die Anzahl der Kerne mit einer auf eine Duplikation
hinweisenden Signalkonstellation oberhalb der Nachweisgrenze von 7,0% (Patient 1: 10% der
Zellen mit einer Signalkonstellation, die auf eine Deletion hindeutet, Patient 13: 10%, Patient
19: 16%, Patient 21: 10%, Patient 25: 14%, Patient 27: 10% sowie Patient 66: 12%). Die
Werte lagen zwar oberhalb der Nachweisgrenze, jedoch nicht in einem Bereich, wie es fir
eine durchgehende konstitutionelle Veranderung erwartet worden waére. In einer unabhangigen
Nachbeurteilung lag der Anteil der Zellen mit einer auf eine Duplikation hinweisenden
Signalkonstellation unterhalb der Nachweisgrenze. Eine Duplikation konnte hier nicht

diagnostiziert werden.

3.4.2.3 Untersuchung auf die Deletion 18p11.2
Mit den Sonden RP11-92E1 sowie RP11-1149M8 wurden 65 Patienten untersucht. Fir jeden

Patienten wurden 15 Metaphasen beurteilt (siehe Tabelle A8b, Anhang).

Insgesamt lag die Anzahl der Zellkerne mit einer Signalkonstellation, die auf eine Deletion
hindeutet, bei allen Patienten unterhalb der Nachweisgrenze. Es konnte also keine weitere
Deletion in 18p11.2 im Patientenkollektiv diagnostiziert werden.

Zusammenfassend liefen sich nach Hybridisierung mit diesen drei FISH Sonden im
Patientenkollektiv keine weiteren Patienten mit einer Signalkonstellation finden, die flr eine
Deletion in 16p12.1, Duplikation in 17p11.2 oder Deletion in 18p11.2 sprach.
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3.5 Klinische Beschreibung der Patienten mit Aberrationen

Bei den 77 untersuchten Patienten konnten somit insgesamt bei sechs Patienten
chromosomale Aberrationen als wahrscheinliche Ursache der Sprachentwicklungs-
verzogerung detektiert werden (bzw. waren durch Voruntersuchungen bereits bekannt). Die
Phénotypen dieser Patienten werden im Folgenden kurz beschrieben. Weitere Einzelheiten zu
den Patienten befinden sich im Anhang (siehe Anhang 7.5). Die Tabelle 5 gibt abschlieRend

einen vergleichenden Uberblick tber die einzelnen Phanotypen.

35.1 Phanotyp der Patientin mit der Duplikation 7g22-q31.3
Die Patientin wird als global retardiert mit autistischen Ziigen beschrieben. Bis zum Alter von

2 10/12 Jahren benutzte sie nur Silbenketten. Bei ihr besteht des Weiteren eine ausgepragte
muskulare Hypotonie. An fazialen Dysmorphiezeichen wurden bei ihr unter anderem ein
Epikanthus, dysmorphe Ohrmuscheln und eine flache Nasenwurzel beschrieben. Weitere
Auffélligkeiten waren ein kurzer Damm, ein Strabismus convergens sowie eine
thorakolumbale Skoliose. Bereits bei der Geburt lagen Korperlange, Gewicht und
Kopfumfang unter der dritten Perzentile. Diese Parameter blieben auch im weiteren Verlauf

im unteren grenzwertigen Normalbereich.

3.5.2 Phanotyp der Patientin mit der Deletion 16p12.1
Im Alter von 3 2/12 Jahren wurde bei dieser Patientin eine Sprachentwicklungsverzégerung

diagnostiziert. Sie beherrschte zu diesem Zeitpunkt sechs Worter bei einem gut erhaltenen
Sprachverstandnis. Im Alter von 4 11/12 Jahren sprach sie wenig, aber gelegentlich 4-
Wortsatze. An fazialen Dysmorphiezeichen waren bei ihr ein flaches Gesicht, eine kurze
Lidspalte sowie ein flaches Philtrum mit einem kleinen Mund und schmalem Oberlippenrot
auffallig. Nach bereits durchgefiihrter Strabismus dissecans Operation blieb ein leichtes
Auswértsschielen. Eine MRT-Untersuchung des Gehirns sowie ein Echokardiographie
erbrachten unauffallige Befunde. Sie war kleinwiichsig und mikrozephal. Ihr Knochenalter

war mit 3 10/12 Jahren um ein Jahr verzogert. Es bestand eine leichte muskuldre Hypotonie.
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353 Phanotyp der Patientin mit der Duplikation 17p11.2
Mit 3 4/12 Jahren sprach diese Patientin nur sehr wenig und undeutlich. Das

Sprachverstandnis war auf deutsch und franzdsisch vorhanden. Sie begann verspétet festes
Essen zu sich zu nehmen und wies eine muskuldare Hypotonie auf. Motorisch und
feinmotorisch war sie sehr geschickt. An fazialen Dysmorphiezeichen fielen ein kleines
Mittelgesicht, ein Epikanthus, nach lateral abfallende Lidachsen sowie eine breite

Nasenwurzel auf. AuBerdem war ein asymmetrisches L&cheln erkennbar.

3.5.4 Phanotyp des Patienten mit der Deletion 18p11.2
Mit 2 4/12 Jahren wurde bei diesem Patienten eine psychomotorische

Entwicklungsverzogerung mit nahezu fehlender aktiver Sprache diagnostiziert. Er lautierte
viel und wendete Silbenverdopplung an, allerdings ohne gerichtete Worter zu benutzen. Im
dritten Lebensjahr begann dieser Patient die ersten Worte zu sprechen. Er war, genauso wie
seine beiden alteren Briider, geistig retardiert. Dysmorphiezeichen waren bei ihm aulRer einer
breiten Nasenwurzel nicht beschrieben. Weiter wies er eine muskuldre Hypotonie und
autistische Ziige auf.

355 Phanotyp des Patienten mit der Deletion 22g13.3 (Mosaik)
Bei dem Patient fehlte bis zum 7. Lebensjahr jegliche Wortproduktion. Er wies neben einer

beidseitigen Syndaktylie der zweiten und dritten Zehe einen Strabismus convergens am
rechten Auge auf. Seine Wachstumsparameter befanden sich im unteren Normalbereich.
Auffallig waren auBerdem der Intentionstremor sowie sein aggressives Verhalten gegentber
anderen Kindern. Im Alter von 4 1/12 Jahren erfolgte mit dem Minchner Funktionellen
Entwicklungs-Diagnostik Test eine Einschatzung seiner allgemeinen
Entwicklungsverzégerung. Demnach entsprach sein Entwicklungsstand dem eines 20 Monate
alten Kindes. Das Rontgenbild der Hand im Alter von 7 6/12 Jahren zeigte ein Knochenalter,
welches dem eines 5 10/12 Jahre alten Jungen entsprach.

3.5.6 Phanotyp des Patienten mit der Deletion 22q11.2
Bei der del(22)(q11) handelt es sich um ein definiertes Mikrodeletionssyndrom (OMIM:

188400), welches auch unter dem Akronym CATCH22 (cardiac abnormality, abnormal
facies, T cell deficiency, cleft palate, hypoparathyroidism resulting from 22qg11 deletion)
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bekannt ist. Wie typisch fir dieses Deletionssyndrom wies auch dieser Patient eine
submukose Spalte im weichen Gaumen auf. Weiter wurde bei ihm ein subaortaler,

perimembrandser  Ventrikelseptumdefekt und ein Foramen ovale

Neben der

Fremdaggressionen sowie Stereotypen wie Schaukelbewegungen. Mit 14 Monaten wurde im

persistierendes

diagnostiziert. muskuldren Hypotonie zeigte der Patient Selbst- und
Denver Test der Verdacht auf einen Autismus gestellt mit einer feinmotorischen sowie
sprachlichen Entwicklung entsprechend der eines sechs Monate alten Kindes. Mit 3 9/12
Jahren konnte er noch keine Worter oder Silben sprechen. Der Patient litt an einer Epilepsie.

Neben tief ansetzenden Ohren fielen bei diesem Patienten ein Hypertelorismus, eine breite

Nasenwurzel sowie nach lateral abfallende Lidachsen auf.

Tabelle 5 Vergleich der Phénotypen der Patienten mit chromosomalen Aberrationen mit den
restlichen Patienten des Kollektivs
dup7q22-31 | del16p12.1 | dup17p11.2 | del1gp11.2 | del22q11.2 | del22q13.3 iztl'l‘:'l‘(ttfcl
Alter 210/12 3 2/12 36/12 24/12 39/12 76/12 4 3/12
GroRe <3.P 2. P 50. P 3. P 51. P
Gewicht 15. P 9.P 3. P 98. P 50. P 10. P 52. P
KU 5. P <3.P 50. P 75. P <3P 61. P
Entwick-  [Globale EV [Globale EV |[Globale EV [Globale EV [Globale EV [Globale EV |EV: 54%
lung sprachbetont [Expr. SEV  [SEV SEV Massive SEV|SEV: 100%
Faziale Dys- [dysplas- enge asymme- breite nach lateral [grofe, 0 faz Dys:
morphie-  [tische Ohren [Lidspalten  |trisches Nasenwurzel fabfallende  [retrovertierte [13%
zeichen Epikanthus  [flaches Lacheln Lidachse Ohren ) faz Dys:
. Philtrum breite breite Synophrys  [54%
hohe Stirmn Nasenwurzel Nasenwurzel
Telekanthus schmales
Oberlippen- [Epikanthus dys-
iﬂe:}rf]%rmlger rot Kleines polﬁ?s;che
Iflaches Mittel-
Mittel- gesicht
gesicht
Sonstiges  [kurzer Gaumen- Syndaktylie
Daumen spalte
Neurologie [muskuldre  [muskuldre |muskuldre  |muskuldre |muskuldre normotone |muskulére
Hypotonie  [Hypotonie  |Hypotonie |Hypotonie [Hypotonie [Muskulatur [Hypotonie:
Intentions-  |52%
tremor

Alter in Jahren, Grolie, Gewicht sowie KU in Perzentilen
Patientenkollektiv, bei dem bis jetzt keine Ursache der Sprachentwicklungsverzogerung gefunden werden

konnte, hier Angaben des durchschnittlichen Alters, Gewichts, Kopfumfangs sowie der GroRe im Kollektiv
KU: Kopfumfang, EV: globale Entwicklungsverzdgerung, SEV: Sprachentwicklungsverzdgerung,
faz Dys: faziale Dysmorphiezeichen




Diskussion 47

4 Diskussion

Etwa 3-8% der Drei- bis Vierjahrigen liegen um ein oder mehr Jahre hinter der normalen
Sprachentwicklung zuriick (Allen and Bliss, 1978). Die Ursachen sind vielfaltig und haufig
unbekannt. Diese Arbeit hatte zum Ziel, die Bedeutung chromosomaler Ursachen bei Kindern
mit idiopathischer Sprachentwicklungsverzégerung zu untersuchen. Dafur wurde die
Héufigkeit bekannter chromosomaler Aberrationen, die mit einer Sprachentwicklungs-
verzdgerung im Zusammenhang stehen, bei einem selektierten Patientenkollektiv mittels der
FISH-Technik uberpruft. Zur Detektion bis jetzt unbekannter chromosomaler Ursachen einer
Sprachentwicklungsverzdgerung fand die Array-CGH Anwendung.

Nachfolgend sollen zunachst die verwendeten Untersuchungsmethoden kritisch beleuchtet
werden. Danach wird auf die Auswahl des Patientenkollektivs und auf die Genotyp-
Phanotypkorrelation eingegangen, bevor die identifizierten chromosomalen Aberrationen
hinsichtlich genomischer Aspekte erortert werden.

4.1 Eignet sich die FISH zur genetischen Diagnostik bei einer Sprach-
entwicklungsverzoégerung?

Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) ist eine Methode, die aufgrund ihrer hohen
Sensitivitat und Spezifitat eine groRe Bedeutung fiir die Diagnose chromosomaler Zugewinne
und Verluste hat (Tonnies, 2002). Sie stellt eine verlassliche Diagnosetechnik dar, die auch
bei geringen Zellzahlen und suboptimaler Zellqualitat anwendbar ist.

Trotz der hohen Sensitivitét ist die Aussagekraft der FISH begrenzt, da die Diagnosestellung
einer Duplikation unter Umstanden erschwert sein kann. Dies ist der Fall, wenn sich die
Duplikation nicht durch ein zusétzliches Signal, sondern nur durch ein leicht vergroRertes
Signal oder durch ein geteiltes Signal darstellt. Fiir die Erkennung solcher Duplikationen
benétigt es viel Erfahrung. Aus diesem Grund erfolgte in der vorliegenden Arbeit die
Beurteilung der Zellen immer durch mindestens zwei Begutachter.

Ein weiterer Nachteil der FISH ist, dass sie nur bei Verdacht auf eine spezifische Aberration
angewendet werden kann, die durch die FISH bestatigt oder ausgeschlossen wird (Tonnies,
2002). Mit dem Verfahren kdnnen keine neuen, bisher nicht vermuteten Aberrationen als
Ursache einer Sprachentwicklungsverzdgerung entdeckt werden. Bei dieser Arbeit wéren mit
einem alleinigen FISH-Screening auf die del(22)(q13.3) und die dup(7)(ql1.23) daher die
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del(16)(p12.1), die dup(17)(p11.2) sowie die del(18)(p11.2) nicht detektiert worden.

Des Weiteren kann durch eine FISH-Sonde nur ein sehr kleines Spektrum des Genoms
analysiert werden (Tonnies, 2002). Die Telo22qg Sonde (Abbott/ Vysis) ist z.B. 96kb groR und
deckt damit nur einen Teil der gewdhnlichen del(22)(g13.3) ab, welche circa 5-8Mb groR ist
(Nesslinger et al., 1994). Von dem insgesamt 3.500Mb grolien Genom analysiert diese Sonde
nur 0,0027%.

Die FISH wird in der Routinediagnostik und fiir Forschungsfragestellungen eingesetzt.
Allerdings fand die FISH bis zum jetzigen Zeitpunkt noch keine Verwendung fir eine
Screening-Untersuchung bei Patienten mit einer Sprachentwicklungsverzdgerung. Bekannt ist
die Technik flr Screening-Untersuchungen bei Patienten mit mentaler Retardierung. Bei z.B.
einem multiprobe  FISH-Screening der  Subtelomerregionen aller Chromosomen
(Chromoprobe Multiprobe-T System Kit (Cytocell, Banbury, UK)) von 219 Patienten mit
unauffalligem Karyotyp und mit einer idiopathischen mentalen Retardierung zeigten sich bei
zwolf Patienten (5,5%) chromosomale Aberrationen (Baroncini et al., 2005).

Durch die vorliegende Arbeit stellte sich heraus, dass verschiedenste chromosomale
Veranderungen als Ursache einer Sprachentwicklungsverzégerung in Erwégung zu ziehen
sind. In dem Patientenkollektiv wurden neben der vermuteten Deletion in 22q13.3 noch fiinf
andere Aberrationen im Zusammenhang mit einer Sprachentwicklungsverzogerung gefunden.
Insgesamt wurden folgende Aberrationen detektiert: dup(7)(g22-gq31.3), del(16)(p12.1),
dup(17)(p11.2), del(18)(p11.2), del(22)(g1l1l.2). Es ist anzunehmen, dass durch weiteren
Einsatz der Array-CGH noch andere chromosomale Verdanderungen in dem Patientenkollektiv
gefunden werden koénnten. Der 6konomische und zeitliche Aufwand zum Uberpriifen sehr
vieler unterschiedlicher chromosomaler Veranderungen mit der FISH darf hierbei nicht
unterschatzt werden. Trotz vermehrtem Einsatz der FISH konnen Patienten mit
chromosomalen Ursachen unentdeckt bleiben. Aufgrund der heterogenen Gruppe
chromosomaler Ursachen einer Sprachentwicklungsverzogerung stellt die FISH-Technik
somit nicht die ideale Methode fir die Diagnostik bei Kindern mit einer

Sprachentwicklungsverzdgerung dar.
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4.2 Vorteile und Nachteile der Array-CGH

Die Array-CGH ist ein Verfahren, bei dem mit einer einzigen Untersuchung das gesamte
Genom auf chromosomale Zugewinne oder Verluste analysiert werden kann. Deswegen
etabliert sich dieses Verfahren zunehmend in der Routinediagnostik. Hierbei findet es vor
allem Verwendung bei Krankheitsbildern, bei denen kein Verdacht auf eine spezifische
chromosomale Aberration besteht. Daher kommt dieses Verfahren z.B. bei Kindern mit einer
unklaren mentalen Retardierung mit unspezifischem Ph&notyp zur Anwendung. Bei diesen
Kindern kann durch die Array-CGH bei 5 bis 17% eine chromosomale Ursache der mentalen
Retardierung gefunden werden (Krepischi-Santos et al., 2006; Thuresson et al., 2007;
Stankiewicz und Beaudet, 2007).

Weitere Vorteile dieses Verfahrens sind, dass durch die sich weiterentwickelnde Technik die
Auflosung der Arrays und die Detektion von immer kleineren Deletionen bzw. Duplikationen
mdoglich ist. Mittlerweile liegt die Diagnosegenauigkeit im Bereich bis zu 0,1Mb (Stankiewicz
und Beaudet, 2007; Zhang et al., 2008).

Nachteilig an der Array-CGH ist, dass Polyploidien, balancierte Translokationen oder
Inversionen sowie geringgradige Mosaike nicht erfasst werden konnen (Tonnies, 2002).
GroRere Mosaike kdnnen allerdings durch die Array-CGH diagnostiziert werden. Zu den
Translokationen muss einschrankend erwéhnt werden, dass balancierte Translokationen bei
1/250-500 phéanotypisch unauffalliger Individuen auftreten und somit auch bei Patienten mit
einer Sprachentwicklungsverzdgerung zu erwarten sind (Stankiewicz und Beaudet, 2007).
Eine nicht zu unterschatzende Schwierigkeit bei der Array-CGH ist die Abgrenzung von
pathologischen Veranderungen des Genoms zu genetischen Polymorphismen, wie z.B.
polymorphen Kopienzahlvarianten der Chromosomen (CNVs). Die Abgrenzung wird durch
die hohe Anzahl von CNVs erschwert (etwa 12% des Genoms) (Stankiewicz und Beaudet,
2007).

Zusammengefasst eignet sich dieses Verfahren in besonderem Male zur Detektion
unbekannter chromosomaler Duplikationen bzw. Deletionen. Es ermdglicht zum einen das
Auffinden von neuen chromosomalen Aberrationen und zum anderen das Erkennen von
Patienten mit einem untypischen Phénotyp bereits bekannter chromosomaler Verdnderungen
(Krepischi-Santos et al., 2006). Aus diesem Grund empfiehlt sich der vermehrte Einsatz der

Array-CGH fur die Diagnostik bei Patienten mit einer Sprachentwicklungsverzégerung.
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4.3 Auswahl des Patientenkollektivs fur die FISH-Analysen auf
del(22)(g13.3) sowie dup(7)(g11.23)

Die Auswahl der Patienten erfolgte aufgrund des Einschlusskriteriums einer idiopathischen
Sprachentwicklungsverzdgerung. Folglich entstand eine sehr heterogene Patientengruppe.
Ungefahr die Halfte der Patienten war global retardiert und etwa die Hélfte der Patienten wies
phéanotypische Stigmata auf. Diese unterschiedlichen Phanotypen der Patienten ermdglichten
es zwar, unterschiedliche chromosomale Ursachen einer Sprachentwicklungsverzégerung zu
finden, jedoch besteht die Vermutung, dass durch eine spezifischere Phénotypenauswahl eine
grolere Anzahl von Patienten mit dem gesuchten Genotyp gefunden worden waéren.
Allerdings muss diese Vermutung auch relativiert werden, da in dieser Studie der Patient mit
der Deletion 22913.3 und einem dafur untypischen Ph&notyp durch eine spezifischere
Phénotypenauswahl nicht gefunden worden ware.

Aufgrund der geringen Detektionsrate (1,3%) von Deletionen in 22q13.3 und Duplikationen
in 7911.23 im Patientenkollektiv stellt sich die Frage, inwieweit das Kollektiv reprasentativ
flr diese Untersuchungen war.

Flint et al (1995) evaluierte 99 Patienten mit mentaler Retardierung auf unbalancierte
Verénderungen der Subtelomerregionen. In seiner Studie fand er drei chromosomale
Aberrationen, davon zwei Patienten mit einer terminalen Deletion 22q. Aus diesem Grund
hatte das fur eine Deletion del(22)(q13.3) spezifischere Einschlusskriterium der
Sprachentwicklungsverzdgerung ein haufigeres Auffinden dieser Deletion vermuten lassen.
Auch wurde bis zum jetzigen Zeitpunkt die Mehrzahl der Patienten durch eine FISH-Analyse
diagnostiziert.

Die unspezifische Klinik der dup(7)(g11.23) lenkt nur selten den Verdacht auf diese
Duplikation, wodurch die Diagnose durch eine FISH erschwert wird. So wurde der erste
Patient durch eine real-time PCR entdeckt, die eigentlich wegen des Verdachts auf eine
del(22)(g11.2) durchgefiihrt wurde (Berg et al., 2007).

Aus diesem Grund wurde die Duplikation 7g11.23 erst durch den Einsatz der Array-CGH
haufiger gefunden (Torniero et al., 2007; Berg et al., 2007). Auffallig wurden die Patienten
mit der Duplikation 7q11.23 durch unspezifische globale Entwicklungsverzégerung zum Teil
mit Verhaltensauffélligkeiten oder mit Sprachentwicklungsverzdgerung (Berg et al., 2007).
Ein Patient mit einer dup(7)(q11.23) wurde wegen Epilepsie und neuronalen
Migrationsdefekten untersucht (Torniero et al., 2007). Bei der Diagnostik mit Hilfe der Array-
CGH zeigte sich dann die dup(7)(q11.23). Eine weitere Studie war das Screening von 206
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Patienten mit autistischen Stérungen durch quantitative Mikrosatelliten-Analyse. Hierbei
wurde ebenfalls ein Patient mit einer dup(7)(q11.23) gefunden. Autistische Zuge wurden nur
bei einem Teil der Patienten mit der Duplikation beschrieben, weswegen in dieser Arbeit
Autismus nicht als zuséatzliches Einschlusskriterium verwendet wurde.

Es wird vermutet, dass die dup(7)(q11.23) genauso h&ufig auftritt wie das William-Beuren-
Syndrom (1/7.500 bis 1/20.000 Lebendgeburten) (Berg et al., 2007). Obwohl wir die
Héufigkeit des Nachweises dieser Duplikation in unserem Patientenkollektiv durch das
Einschlusskriterium der Sprachentwicklungsverzdgerung erhéhen wollten, scheint die
Duplikation so selten zu sein, dass sie bei keinem der Patienten zu finden war. Vielleicht
konnten Patienten mit der dup(7)(ql1.23) eher diagnostiziert werden, wenn ausschlieRlich
Patienten mit expressiver Sprachentwicklungsverzdgerung und ohne mentale Retardierung
(Torniero et al., 2007) evaluiert werden. Allerdings erscheint dies schwierig, da in den
meisten  vorliegenden  Féllen  nicht  zwischen  expressiver und  rezeptiver
Sprachentwicklungsverzdgerung differenziert wurde. Inwieweit die mentale Retardierung
zum Krankheitsbild gehort, ist umstritten. Wahrend Torniero (2007) eine erhohte
Detektionsrate der dup(7)(ql1.23) bei einem Patientenkollektiv ohne mentale Retardierung
erwartet, wurde bei den von Berg (2007) untersuchten Patienten bei funf von sieben eine
mentale Retardierung oder globale Entwicklungsverzdgerung beschrieben.

Es bleibt abzuwarten, inwieweit der Phanotyp dieser Duplikation in der néchsten Zeit
spezifiziert wird und somit ein leichteres Auffinden von Patienten mit der Duplikation
dup(7)(q11.23) moglich ist.

4.4 \Wie erklart der Genotyp den Phanotyp?

Durch die Entdeckung des Einflusses der unterschiedlichen Gene auf die verschiedenen
Krankheitsbilder und durch die Entschlisselung des menschlichen Genoms spielt die Genetik
in der alltaglichen Klinik eine zunehmende Rolle.

Trotz Forschung, technischer Errungenschaften und neuer Methoden wie der Array-CGH ist
bei den chromosomalen Ursachen der Sprachentwicklungsverzdgerung die eigentliche
Bedeutung der deletierten bzw. duplizierten Gene bis zum jetzigen Zeitpunkt weitestgehend
unbekannt. Im Folgenden soll versucht werden, eine mogliche Erklarung zu geben, wie

vermutete Kandidatengene die Klinik des Patienten beeinflussen.
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4.4.1 Duplikation 7911.23
Bei dieser zur typischen WBS-Mikrodeletion reziproken Duplikation wurde auch ein zum

WBS-Syndrom gegensétzlicher Phéanotyp beschrieben. Wahrend die WBS-Patienten als
wachstumsretardiert und mikrozephal beschrieben wurden, zeichneten sich die Patienten mit
einer Duplikation durch einen Makrozephalus und eine normale Grolie aus (Torniero et al.,
2007). Ahnlich gegenteilig verhalt es sich mit der Sprachentwicklung. Typisch fir die
Patienten mit einer Duplikation ist die Sprachentwicklungsverzdgerung, typisch flr die
Deletion die eher gute Sprachentwicklung (Depienne et al., 2007). Auch das Verhalten wurde
zum Teil gegensatzlich beschrieben. Wahrend es sich beim WBS um extrovertierte,
hypersoziable Personlichkeiten handelt, werden Patienten mit der reziproken Duplikation als
eher angstlich und mit autistischen Ziigen beschrieben (Berg et al., 2007; Depienne et al.,
2007).

In dem duplizierten 1,55Mb betreffenden Bereich befinden sich 25-30 Gene (Berg et al.,
2007). Vermutet wird, dass in der entsprechenden Region Gene sein mussen, die einen
Einfluss auf neuronale Migrationsprozesse haben. Beim WBS-Syndrom wurde im MRT eine
abnormale kortikale Dicke beschrieben und bei der Duplikation eine kortikale Dysplasie des
linken Temporallappens (Thompson et al., 2005; Torniero et al., 2007). Zwei mdgliche Gene,
die sich im Bereich 7911.2 befinden und mit der neuronalen Migration in Zusammenhang
stehen konnten, sind das LIMK1-Gen (LIM domain kinase 1) sowie das CYLN2-Gen (CAP-
GLY domain containing linker protein 2). Das LIMK1-Gen codiert eine Kinase, die durch
Phosphorilisierung und somit Inaktivierung des Cofilins das Aktinfilamentskelett stabilisiert.
Das CYLN2 codiert ein Protein, welches die Mikrotubuli mit dem Lamellenkorper der

Dendriten verbindet (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway, NCBI Build 36.1).

4.4.2 Deletion 16p12.1
Diese Deletion wurde erstmals im August 2007 von Ballif et al. ausfihrlich beschrieben. In

der deletierten Region befinden sich (ber 100 bekannte Gene. Ein Kandidatengen, eine
kritische Region oder eine Geno-/Phanotypkorrelation wurde bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht
beschrieben. Das SLC5A11-Gen (solute carrier family 5), welches sich im deletierten Bereich
befindet, wird fur ein Kandidatengen fir eine Epilepsie gehalten (Ballif et al., 2007). Eine
Epilepsie wurde bis zum momentanen Zeitpunkt nicht bei Patienten mit der Deletion 16p12.1
erwahnt. Somit ist die Bedeutung dieses Gens fiir die Deletion 16p12.1 unklar.

Defekte im SCNN1B-Gen kdnnen eine  autosomal rezessive  Form  des
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Pseudohypoaldosteronismus Typ 1 bedingen, welches bis zum jetztigen Zeitpunkt allerdings
keine  Erwéhnung im  Zusammenhang mit diesem  Deletionssyndrom  fand
(http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway, NCBI Build 36.1). Ein weiteres Gen, das sich im
deletierten Bereich befindet, ist das ALDOA-Gen. Es codiert fur eine Aldolase, deren
Isoenzyme wahrend der embryonalen Entwicklung verstarkt exprimiert werden bzw. im
Gehirn von Erwachsenen vorkommen. Ein autosomal rezessiver Verlust des ALDOA-Gens
kann zu hamolytischer Andamie, mentaler Retardierung und Dysmorphiezeichen fiihren
((http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway, NCBI Build 36.1; Ballif et al., 2007). Wéhrend
die mentale Retardierung und die Dysmorphiezeichen mit den Phénotypen der Patienten in
Einklang zu bringen sind, wurde die hamolytische Andmie bei dem Syndrom nicht erwahnt.

4.4.3 Duplikation 17p11.2
Bei Patienten mit dem Potocki-Lupski Syndrom (PLS) liegt eine reziproke Duplikation des

beim Smith-Magenis Syndrom (SMS) deletierten Abschnitts 17p11.2 vor. Es handelt sich
gewohnlich um eine circa 3,7Mb grof3e interstitielle Duplikation, die sich bei der typischen
Duplikation durch ein 1,1Mb groRRes junction fragment auszeichnet (Potocki et el. 2000,
2007). Auch die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Patientin hatte mit 3,9Mb wohl eine
gewohnliche Duplikation, allerdings kann dies nicht mit Sicherheit behauptet werden, da das
Vorhandensein des junction fragments nicht Uberprift wurde.

In der duplizierten Region befinden sich Uber 50 Gene, wobei die kritische Region 1,3Mb
grof3 ist und das RAI1-Gen (Retinoic acid-induced protein 1) enthalt (Potocki et al., 2007). Es
wird vermutet, dass das RAI1-Gen eine Funktion als Transkriptionsregulator hat. Durch die
verstarkte Expression im Gehirn wére es mdoglich, dass es in der embryonalen sowie
postnatalen Entwicklung eine Rolle spielt und bei der neuronalen Differenzierung integriert
ist (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway, NCBI Build 36.1). Allerdings wurde bis jetzt

keine pathologische Bildgebung des Gehirns bei Patienten mit der Duplikation beschrieben.

4.4.4 Deletion 18p11.2
Bis zum jetzigen Zeitpunkt wurde keine Deletion beschrieben, die identisch mit der in der

vorliegenden Arbeit untersuchten Patientin ist. Auch handelt es sich mit 1,2Mb um eine
kleine Deletion, die nur 5 Gene enthélt (FAM38B, C180RF58, GNAL, CHMP1B, MPPE1;
Agilent Software). Die Funktion dieser Gene ist unklar. Daher kann bis zum jetzigen

Zeitpunkt keine Aussage Uber eine Geno-/Phanotypkorrelation gemacht werden.
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4.4.5 Deletion 22913.3
Die gewohnliche Deletion 22q13.3 ist circa 5-8Mb groR (Nesslinger et al., 1994). Der in der

vorliegenden Arbeit untersuchte Patient zeigt mit 1,5Mb eine deutlich kleinere Deletion,
welche allerdings die kritische Region enth&lt. Diese umfasst circa 100kb (Anderlid et al.,
2002) und enthélt die Gene ACR, RABL2B und SHANK3.

Das acrosin-precursor-Gen (ACR) codiert das Acrosin Protein, welches eine Hauptproteinase
im Acrosom des menschlichen Spermiums ist. Eine Deletion dieses Gens konnte Infertilitat
bedingen (Manning et al., 2004). Obwohl dieses Gen bei dem 22q13.3 Deletionssyndrom
verloren gegangen ist, wurde bis zum jetzigen Zeitpunkt keine Fertilitatsstorung bei
mannlichen Patienten im Zusammenhang mit diesem Syndrom beschrieben.

Die verwendete Sonde hybridisiert im Bereich des Prolin-rich synapse-associated protein 2
(ProSAP2 = SHANK3). Das SHANKS3 gilt als eines der Kandidatengene fir das 22913.3
Deletionssyndrom (Manning et al., 2004). Es ist ein 60kb groRes Gen, lokalisiert zwischen
dem ARSA und dem ACR-Gen. Das SHANK3-Gen codiert ein scaffold Protein, welches
besonders im cerebralen Kortex und Cerebellum lokalisiert ist und eine Rolle in der
postsynaptischen Dichte exzitatorischer Synapsen spielt (Cusmano-Ozog et al., 2007).
Bonaglia et al. (2001) beschrieb einen Patienten mit einer balancierten Translokation
t(12;22)(g24.1;q13.3), bei dem die Bruchpunkte das Exon 21 des SHANK3-Gens betrafen.

Dieser Patient zeigte die typische Klinik eines Patienten mit einer Deletion 22¢q13.3.

45 Genetischer und phanotypischer Vergleich der in dieser Arbeit
untersuchten Patientin mit der Deletion 16p12.1 mit bereits veroffentlichten
Fallen

Interessanterweise befand sich in dem in dieser Arbeit untersuchten Patientenkollektiv mit der
Fallnummer 74 eine Patientin mit einem Mikrodeletionssyndrom 16p12.1, welches 2007 von
Ballif et al. erstmals ausfurlich beschrieben wurde. In der von diesen Autoren verdffentlichten
Studie wurden 8.789 Patienten mit Entwicklungsstérungen mit einer BAC-Array-CGH
untersucht, die nur die perizentrischen Regionen aller Chromosomen mit drei bis sechs sich
uberlappenden BAC-Klonen analysiert. In dieser Gruppe wurden vier Patientinnen mit einer
perizentrischen Deletion del(16)(p11.2-p12.2) diagnostiziert. Alle vier wiesen eine expressive
Sprachentwicklungsverzdgerung auf. Aus diesem Grund erfolgt ein Vergleich zwischen den
von Ballif beschriebenen vier Patientinnen und der in der vorliegenden Arbeit beschriebenen

Patientin.
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Alle finf zeigten den gleichen distalen Bruchpunkt bei ungeféhr 21Mb von 16pter. Dabei
liegt die 7,8Mb grofie Deletion, der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Patientin, im
Bereich der zuvor beschriebenen GréRen von 7,1Mb, 7,9Mb und 8,7Mb.

Auffallig ist, dass alle Patienten mit diesem Deletionssyndrom weiblichen Geschlechts sind.
Drei von ihnen wiesen wie die in dieser Arbeit untersuchte Patientin ein flaches Gesicht und
Anomalien der Augen auf. Die GroRe und das Gewicht aller Patientinnen liegen im unteren
Normbereich. Bei keiner Patientin liegen diese Parametern oberhalb der 50. Perzentile. Auch
die muskuldre Hypotonie wurde bei vier von funf Patientinnen beschrieben. Des Weiteren
wurde bei allen funf von hdufigen Mittelohrentziindungen berichtet.

Allerdings zeigten sich auch Unterschiede. Die Mikrocephalie wurde bei den anderen
Patientinnen nicht beschrieben. Dysmorphe Ohrmuscheln bzw. nach lateral abfallende
Lidachsen wie sie bei den von Ballif beschriebenen drei bzw. vier Patientinnen aufgefallen
waren, wurden bei der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Patientin nicht genannt. Auch
wurde bei der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Patientin weder eine Brady- noch eine
Tachykardie oder eine Ebsteinanomalie beobachtet wie sie jeweils bei einer in der Studie von
Ballif untersuchten Patientin aufgefiihrt wurde. Die in dieser Studie untersuchte Patientin litt
im Gegensatz zu den anderen vier an keinen Ernahrungsschwierigkeiten.

Bei der vergleichenden Betrachtung der Gesichter (siehe Abbildung 11 und 12) sind jedoch

Ahnlichkeiten der Gesichtsziige erkennbar.

Abbildung 11  Abbildungen der Patientinnen mit der Deletion 16p11.2-p12.2 aus der Studie von
Ballif et al.

Subject 1 Subject 2 Subject 3
Aus: Ballif et al., Nature Genetics, Vol. 39 (9), 2007

Subject 3 Subject 5

Abbildung 12  Abbildungen, der in dieser Arbeit untersuchten Patientin mit der Deletion 16p12.1

L
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4.6 Phanotypen von Patienten mit einer Duplikation 17p11.2

Die Patientin mit der Fallnummer 75 weist ein typisches Potocki-Lupski-Syndrom (PLS) auf.
Nach einzelnen, isoliert berichteten Fallen wurden erstmals von Potocki et al. 2002 sieben
Patienten und 2007 zusétzlich 28 Patienten beschrieben. Bis zum jetzigen Zeitpunkt ist die
Héufigkeit dieses Syndroms unklar. Es wird vermutet, dass aufgrund des eher milden
Phénotyps bei einem Teil der Duplikationstrdger keine chromosomale Diagnostik
durchgefihrt wird und somit ein Teil der Patienten mit diesem Syndrom unentdeckt bleibt.
Typisch fur dieses Syndrom ist die Kombination aus sprachlicher Beeintrachtigung,
Entwicklungsverzégerung, muskulérer Hypotonie sowie Ernahrungsschwierigkeiten in der
Kindheit. Diese Merkmale fanden sich bei allen Patienten einschlie3lich unserer Patientin.
Die nachfolgenden Merkmale wurden nicht bei allen Patienten evaluiert. Die Angaben
beziehen sich nur auf zehn Patienten, die von Potocki genauer beschrieben wurden.

Bei sieben von acht Patienten wurden von Potocki autistische Ziigen berichtet. Bei der in
dieser Arbeit untersuchten Patientin bestehen diesbeziiglich unterschiedliche Angaben. In
einem Bericht wird das Nichtvorhandensein von autistischen Ziigen bei dieser Patientin
genannt. Andere Arzte deuten die eingeschrankte Kontaktaufnahme und schnelle Abwehr der
Patientin als durchaus mit autistischen Zligen vereinbar.

Weitere Charakteristika der Patienten aus der Studie von Potocki (2007) sind eine
Schlafapnoe, eine oro-pharyngeale Dysphagie sowie Verénderungen im EEG, die bei der
Patientin der vorliegenden Arbeit nicht auftraten. In der augenérztlichen Untersuchung wurde
bei acht Patientinnen eine Hypermetropie diagnostiziert, bei der in dieser Arbeit untersuchten
Patientin wurden diesbeziiglich keine Angaben gemacht. Bei ihr sowie bei vier von Potocki
beschriebenen Patienten fiel bei der Geburt ein geringes Gewicht auf. Eine Anomalie des
Herzens trat bei vier von Potocki beschriebenen Patienten auf. Anomalien der Niere konnten
bei einem Patienten gefunden werden, wéhrend eine Skoliose im Zusammenhang mit dem
PLS haufiger zu finden war.

Bei der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Patientin fielen nach der Diagnosestellung
auch das typische asymmetrische L&cheln und die Zahnanomalien in Form eines engen
Zahnabstands auf.

Interessant ist, dass die Duplikation dieser Region eine zur Deletion entgegengesetzte Klinik
aufweist, dhnlich wie es bereits bei der dup(7)(g11.23) und dem WBS beschrieben wurde. Die
del(17)(p11.2) ist mit dem Smith-Magenis-Syndrom (SMS) assoziiert. Patienten mit dem

SMS zeigen hdufig eine Myopie und eine Hyperlipiddmie, wahrend bei Patienten mit einem
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PLS gehauft eine Hypermetropie und ein niedriger Cholesterolspiegel beschrieben wird
(Potocki et al., 2007). Bei der in dieser Arbeit untersuchten Patientin wurde jedoch weder eine
Hypermetropie noch ein auffallend niedriger Cholesterolspiegel im peripheren Blut

beobachtet. Ein niedriger Cholesterolspiegel wurde bei Potocki bei drei Patienten identifiziert.

4.7 Phanotypen von Patienten mit einer Deletion 18p11.2

Die Monosomie des kurzen Arms des Chromosoms 18 ist mit mehr als 150 berichteten Féllen
eine der haufigsten autosomalen Deletionen (Brenk et al., 2007). Erstmals wurde die Deletion
von de Grouchy et al. 1963 beschrieben (De-Grouchy Syndrom Typ 1). Als typisch fiir die
Monosomie des kurzen Arms des Chromosoms 18 werden die mentale Retardierung, die
Wachstumsretardierung, kraniofaziale Dysmorphien sowie Anomalien der Genitalien, des
Herzen, des Gehirns und der Augen beschrieben. Weitere charakteristische Merkmale sind
der Wachstumshormonmangel sowie die Holoprosencephalie (Portnoi et al., 2007). Eine
milde Sprachentwicklungsverzégerung wurde bei einem Patienten mit terminaler Deletion
beobachtet. Bei ihm lag der Bruchpunkt zwischen 10.300Mb und 10.400Mb von pter im
Bereich 18p11.22, also auflerhalb des deletierten Bereichs des in dieser Arbeit untersuchten
Patienten (10.663Mb-11.894Mb deletiert). Die Mehrzahl der von Wester et al. (2006)
diagnostizierten Patienten litt an einer ausgepragten Sprachentwicklungsverzégerung.

Bei dem in dieser Arbeit untersuchten Patienten scheint die Deletion so klein zu sein, dass er
mit Ausnahme der mentalen Retardierung mit den Patienten mit der Monosomie des kurzen
Arms des Chromosoms 18 keine weiteren Gemeinsamkeiten teilt. Bei dem in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Patienten wurden aufler einer breiten Nasenwurzel keine
kraniofazialen Dysmorphien beschrieben. Er lag mit seiner Geburtsgrofle auf der 97.
Perzentile und zeigte auch keine Organanomalien auf. Auch die von Brenk et al. (2007) in
den proximalen 8Mb des kurzen Arms des Chromosoms 18 liegenden Gene fir Ptosis und
den kurzen Nacken scheinen auflerhalb des bei unserem Patienten deletierten Bereichs zu
liegen, da sie bei ihm nicht beschrieben worden sind. Wester et al. (2006) vermuteten die fur
die mentale Retardierung kritische Region in dem Bereich zwischen 18p11.1 und 18p11.21.
Dies konnte in Einklang mit der bei unserem Patienten vorliegenden Deletion 18p11.22-
p11.21 und der mentalen Retardierung zu bringen sein.

Trotzdem besteht bei dem flr diese Arbeit untersuchten Patienten eine gewisse Diskordanz

zwischen der kleinen Deletion mit wenigen Genen bis jetzt unbekannter Funktion und dem
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ausgepréagten Phénotyp mit psychomotorischer Retardierung und der
Sprachentwicklungsverzdgerung (erste Worte mit 36 Monaten). Dies konnte einerseits
dadurch erklart werden, dass die deletierten Gene doch eine grofRere Bedeutung haben als
bisher angenommen. Andererseits kdnnte die Deletion aber auch ohne eine Bedeutung fiir den
Phénotyp sein. Dann wirde der Phénotyp eine andere Ursache als die Deletion haben. Fur
diese Annahme wirde auch die Tatsache sprechen, dass die beiden Briider ebenfalls geistig
retardiert sind (siehe 7.5.4, Anhang). Beschrieben wurde bei ihnen allerdings keine
Sprachentwicklungsverzdgerung. Interessanterweise konnte bei den Bridern durch FISH auch
keine Deletion 18p11.2 nachgewiesen werden. Durch eine weiterfiihrende Diagnostik der
Brider konnten somit Ruckschlisse Uber die Bedeutung dieser Deletion fiir die

Sprachentwicklungsverzdgerung und die mentale Retardierung gewonnen werden.

4.8 Vergleich des Patienten mit einem Mosaik fiir die Deletion (22)(g13.3)
mit bereits verodffentlichten Fallen

Bei dem Patienten mit der Fallnummer 77, bei dem die Deletion 22913.3 diagnostiziert
wurde, fand sich bei der FISH Untersuchung in 11 von 15 Metaphasen eine Deletion der
Region 22g13.3. Diese Signalkonstellation liegt in einem Mosaik vor. Der Patient weist in
Bezug auf dieses Gen zwei verschiedene Zelllinien auf. Mosaike in diesem Bereich des
Chromosoms wurden bereits friiher beschrieben.

Yong et al. (1997) diagnostizierten bei einem 5 % Jahre alten Madchen das erste Mal ein
Mosaik im Bereich 22g13.3. Sie litt unter einer globalen Entwicklungsverzégerung, Epilepsie
und einer Pigmentationsstérung. An fazialen Dysmorphiezeichen wies sie prominente Ohren
und ein langes Philtrum auf.

Riegel et al. (2000) beschrieben einen durch pranatale Chromosomenanalyse diagnostizierten
Fall eines Mosaiks. Bei 10 von 11 Zellen zeigte sich eine Deletion des langen Arms auf einem
der Chromosomen 22. Dieser Fetus wurde wegen eines zystischen Tumors im fetalen Nacken
und der oberen Thoraxoffnung in der 21. Schwangerschaftswoche auffallig. Die
Schwangerschaft wurde daraufhin beendet, das Tumorgewebe war Schilddriisengewebe. Der
Fetus wies neben leichten fazialen Dysmorphiezeichen keine weiteren organischen
Malformationen auf.

In beiden Fallen zeigten die Eltern unaufféallige Befunde in der Region 22q13.3, was somit auf
ein de novo Ereignis hinweist. Auch bei unserem Patienten zeigten die Eltern keine Deletion

22013.3. Wahrscheinlich handelt es sich um eine postzygotische Deletion des genannten
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Abschnitts auf Chromosom 22.

Die Klinik des in dieser Studie untersuchten Patienten weist Gemeinsamkeiten mit der
typischen del(22)(q13.3) auf. Dazu gehdren die Sprachentwicklungsverzdgerung, die
dysmorphen Ohrmuscheln und die Syndaktylie der 2. und 3. Zehen (Cusmano-Ozog et al.,
2007) genauso wie die autistischen Ziige (Goizet et al., 2000). Eher untypisch bei dem in
dieser Arbeit untersuchten Patienten sind der Mikrozephalus und die normotone Muskulatur.

Inwieweit das Mosaik zu dem eher untypischen Phénotyp beitragt, ist bis jetzt unklar.

49 Fazit

In der vorliegenden Arbeit wurden somit die in der Einleitung definierten Fragen bearbeitet,

wobei zusammengefasst, die folgenden Ergebnisse ermittelt wurden.

1. Die Haufigkeit der Duplikation 7q11.23 sowie der Deletion 22913.3 wurde bei 76 von
77 Patienten mit einer sprachbetonten Entwicklungsverzégerung unklarer Ursache
bestimmt. VVon 76 Patienten fand sich bei einem Patienten eine Deletion 22q13.3 im
Mosaik, aber bei keinem Patienten eine Duplikation 7911.23. Mit den verwendeten
Kontrollsonden konnten bei zwei Patienten andere chromosomale Aberrationen
bestatigt werden. Dies waren zum einen eine Duplikation in 7g22-g31.3 und zum

anderen eine Deletion in 22911.2.

2. Mit der Array-CGH wurden zwolf Patienten untersucht. Bei acht Patienten zeigten
sich keine Imbalancen, bei einem Patienten konnte die bekannte Deletion 22913.3
bestatigt werden und bei drei Patienten konnten durch die Array-CGH neue
chromosomale Aberrationen im Zusammenhang mit der Sprachentwicklungs-
verzogerung detektiert werden. Dies sind eine Deletion in 16p12.1, eine Duplikation
in 17p11.2 und eine Deletion in 18p11.2.

3. Die Haufigkeit der Deletion 16p12.1, der Duplikation 17p11.2 und der Deletion
18p11.2 wurde mit der FISH-Technik in dem gesamten Patientenkollektiv analysiert.
Die durch die Array-CGH detektierten Aberrationen konnten verifiziert werden. Es
wurden aber keine weiteren Patienten mit diesen chromosomalen Aberrationen

gefunden.
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Folglich konnten bei sechs von 77 Patienten chromosomale Aberrationen als Ursache der
Sprachentwicklungsverzdgerung detektiert werden. Durch ein kombiniertes Verwenden der
FISH mit der selektiven Analyse mittels Array-CGH liegt die Detektionsrate in dieser
Patientengruppe bei 8%.

4,10 Ausblick

Die Detektion wvon chromosomalen  Aberrationen bei Kindern mit einer
Sprachentwicklungsverzdgerung ist fur die differenzialdiagnostische Abgrenzung sowie fur
eine optimale Therapie von entscheidender Bedeutung.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene chromosomale Ursachen einer
Sprachentwicklungsverzdgerung analysiert. Diese unterschiedlichen chromosomalen
Aberrationen machen den Einsatz der FISH-Diagnostik schwierig. Besteht kein konkreter
Verdacht auf ein gut charakterisiertes Syndrom, erscheint nach den vorliegenden Ergebnissen
der Einsatz diverser FISH-Sonden wenig erfolgsversprechend.

Stattdessen erscheint die bereits zur Diagnostik der mentalen Retardierung eingesetzte Array-
CGH ein in der Zukunft vermehrt angewandtes Verfahren darzustellen. Bei der mentalen
Retardierung konnten bei bis zu 17% der Patienten durch die Array-CGH Ursachen des
Krankheitsbildes gefunden werden (Stankiewicz und Beaudet, 2007).

Im Rahmen dieser Studie wurde bei 8% der Patienten mit einer
Sprachentwicklungsverzdgerung eine chromosomale Ursache gefunden. Es ist zu erwarten,
dass durch ein verstarktes Einsetzen der Array-CGH bei Patienten mit einer
Sprachentwicklungsverzdgerung eine héhere Anzahl an chromosomalen Ursachen detektiert

werden wird.
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5 Zusammenfassung

Etwa 3-8% der drei- bis vierjahrigen Kinder liegen ein oder mehrere Jahre in der
altersentsprechenden Sprachentwicklung zuriick. Die Grunde hierfir sind vielfaltig und
haufig unbekannt. Duplikationen der chromosomalen Region 7g11.23 sowie Deletionen in der
Region 22q13.3 sind in Zusammenhang mit einer Sprachentwicklungsverzdgerung

beschrieben.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) sowie die
Array-basierte vergleichende genomische Hybridisierung (Array-CGH) bei 77 Patienten mit
einer idiopathischen Sprachentwicklungsverzogerung angewandt, um chromosomale
Ursachen flir den Phanotyp zu identifizieren. Es wurden FISH-Assays fur funf verschiedene
chromosomale Regionen etabliert. Pro Assay und Patient wurden mindestens 50 Interphasen

bzw. 15 Metaphasen ausgewertet.

Im Einzelnen wurden zuerst je 76 von 77 Patienten auf eine dup(7)(qll.23) sowie eine
del(22)(g13.3) analysiert. Hierbei konnte ein Patient mit einer del(22)(q13.3) identifiziert
werden, allerdings keiner mit der gesuchten dup(7)(q11.23). Des Weiteren wurde ein Patient
mit einer dup(7)(g22-931.3) und ein Patient mit einer del(22)(q11.2) durch die verwendeten

Kontrollsonden detektiert.

Nachfolgend wurde die Array-CGH bei zwolf Patienten aus dem Kollektiv angewandt. Bei elf
von ihnen wurde mit zytogenetischen und molekulargenetischen Untersuchungen keine
Ursache fiir den Phéanotyp gefunden. Dadurch wurden, neben dem durch die FISH-Analyse
detektierten Patienten mit der del(22)(q13.3), =zusétzlich drei neue chromosomale
Aberrationen im Zusammenhang mit einer Sprachentwicklungsverzdgerung diagnostiziert:
Dies waren eine del(16)(p12.1), eine dup(17)(p11.2) und eine del(18)(p11.2).

AnschlieRend wurde das Patientenkollektiv mit Hilfe der FISH auf diese VVerénderungen hin
untersucht. Es fand sich jedoch kein weiterer Patient mit einer del(16)(p12.1), dup(17)(p11.2)
oder del(18)(p11.2). Die FISH-Analyse der jeweiligen Eltern zeigte, dass die Aberrationen de

novo entstanden sind.

Insgesamt konnte somit bei sechs von 77 Patienten mit einer idiopathischen
Sprachentwicklungsverzdgerung eine chromosomale Aberration nachgewiesen werden. Dies

entspricht einer Detektionsrate von 8%.
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Durch  diese  Arbeit wurde gezeigt, dass bei  Patienten mit einer
Sprachentwicklungsverzdgerung verschiedene chromosomale Aberrationen als Ursache eine
Rolle spielen. Aus diesem Grund empfiehlt es sich, in Zukunft die Array-CGH zur Diagnostik
von Patienten mit einer ungeklarten Sprachentwicklungsverzégerung einzusetzen, sofern

nicht ein klinisch hochgradiger VVerdacht auf ein definiertes Syndrom besteht.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Wu%20BL%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Daly%20MJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Wu%20Y%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Jiang%20YW%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Wang%20XZ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Wang%20HF%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Wang%20JM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Yang%20YL%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Qin%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Zhong%20N%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Wu%20XR%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Wu%20XR%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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7 Anhang
7.1 Patientenbeschreibung
Tabelle A6a Klinische Charakteristika des Patientenkollektivs
Aufnahmebefund Geburtsanamnese
© =
o o) o a 2 g o
2 T | S 5 =| =| g |8 g 5
= < = g E £h | 0 3 £ £ E
2| 5% |Ba|ST|da| 25 |2<| £ | 22| 22| 42
= o ™ = o o] o] o o] o] o
El| =€ |C£|Se| 8|8V |87 | & | | S| €&
1 4 25 20 60 0 1 1 100 95 K.A.
2 42/12 10 50 25 0 0 1 100 100 100
3 38/12 50 60 50 0 0 0 0 0 k.A.
4 56/12 0 10 15 0 0 1 90 93 97
5 53/12 100 100 k.A. 1 0 1 K.A. 15 K.A.
6 53/12 k.A. k.A. 100 0 0 1 75 75 97
7 410/12 k.A. k.A. k.A. 1 0 0 40 90 75
8 43/12 50 50 97 0 1 0 25 75 25
9 43/12 10 50 0 0 0 1 25 25 0
10 411/12 90 100 25 0 0 1 50 30 0
11 311/12 50 0 97 1 0 1 50 5 k.A.
12 211/12 50 60 3 0 0 0 90 20 90
13 110/12 50 50 k.A. 0 0 1 50 25 K.A.
14 511/12 k.A. k.A. 0 0 0 k.A k.A 75 k.A.
15 57/12 97 k.A. 0 0 1 1 k.A k.A. k.A.
16 39/12 60 80 60 K.A. k.A. k.A k.A. k.A. k.A.
17 39/12 90 97 75 0 0 0 75 25 k.A.
18 49/12 25 50 50 K.A. k.A. k.A. 10 15 k.A.
19 28/12 10 5 0 0 1 1 5 10 0
20 42/12 35 30 75 0 0 0 k.A K.A. K.A.
21 44/12 50 100 85 K.A. k.A. K.A. k.A. k.A. k.A.
22 21/12 50 50 80 0 0 1 100 100 30
23 59/12 97 100 50 0 0 0 100 10 100
24 61/12 75 90 100 K.A. k.A. K.A. k.A. k.A. k.A.
25 31/12 25 90 90 0 1 1 50 93 K.A.
26 510/12 3 k.A. 50 0 0 1 75 50 30
27 82/12 50 80 93 1 0 1 50 20 k.A.
28 17/12 25 30 100 1 0 0 75 60 75
29 43/12 100 100 90 0 0 1 60 40 30
30 4 k.A. k.A. k.A. 0 0 k.A. 55 25 k.A.
31 28/12 97 50 75 1 0 K.A. 70 50 25
32 2412 50 80 k.A. 0 0 K.A. 50 50 30
33 31/12 3 15 k.A. 0 0 0 75 75 55
34 k.A. k.A. k.A. k.A. K.A. k.A. K.A. k.A. k.A. k.A.
35 48/12 25 50 12 0 1 0 30 20 10
36 k.A. k.A. k.A. k.A. K.A. k.A. K.A. K.A. K.A. K.A.
37 36/12 35 40 50 0 0 1 25 75 k.A,
38 22/12 75 97 90 1 0 0 97 97 100
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Aufnahmebefund Geburtsanamnese
© =

o o) o a 2 g o
2 T |8 5 = =2 g | g g 5
= < = g E £h | 0 3 £ £ E
2| 58 |82|S2|22 |25 |2<| 5 | 22| 22| €2
= o = o Q o o Qo Q o8
El| =€ |Ce|Se|8e|8V 87| & | | S| €&
39 45/12 k.A. k.A. k.A. K.A. k.A. K.A. k.A. k.A. K.A.
40 46/12 92 100 97 0 0 1 k.A. 90 K.A.
41 66/12 25 50 20 0 0 0 20 10 10
42 5 80 100 K.A. 0 0 1 25 15 0
43 111/12 45 55 75 0 0 K.A. 75 60 75
44 211/12 10 25 k.A. 0 0 1 75 80 K.A.
45 9 50 k.A. 20 1 0 1 K.A. K.A. K.A.
46 211/12 50 75 100 0 0 1 80 75 90
47 6/12 25 10 40 k.A. k.A. k.A. 25 10 k.A.
48 42/12 25 75 50 0 0 1 50 50 k.A.
49 310/12 25 50 50 0 0 1 10 17 10
50 63/12 95 100 100 0 0 1 75 40 k.A.
51 38/12 100 100 k.A. 1 0 1 100 75 100
52 33/12 75 93 75 0 0 1 90 55 k.A.
53 39/12 75 55 75 0 1 1 75 60 93
54 211/12 100 100 90 0 0 1 97 90 K.A.
55 710/12 80 93 83 0 0 1 80 80 100
56 411/12 90 97 50 1 0 1 100 100 25
57 610/12 75 50 60 0 0 1 50 10 K.A.
58 37/12 25 45 25 0 0 0 6 25 5
59 52/12 k.A. k.A. k.A. 0 0 k.A. 50 25 10
60 61/12 k.A. k.A. 90 0 0 1 75 60 80
61 36/12 30 35 3 1 0 K.A. 100 97 100
62 34/12 95 90 93 0 0 1 75 55 75
63 32/12 k.A. k.A. k.A. K.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A.
64 29/12 85 60 75 0 0 k.A. k.A. k.A. k.A.
65 48/12 k.A. k.A. k.A. K.A. k.A. K.A. k.A. k.A. k.A.
66 68/12 25 10 20 1 0 1 50 40 100
67 67/12 k.A. k.A. k.A. K.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A.
68 610/12 k.A. k.A. k.A. K.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A.
69 46/12 k.A. k.A. k.A. K.A. k.A. K.A. k.A. k.A. k.A.
70 104 /12 75 90 97 0 0 0 55 50 75
71 2 75 10 50 0 1 1 k.A. k.A. k.A.
72 210/12 0 13 5 0 0 0 0 0 0
73 39/12 66 55 K.A. 1 0 1 100 90 100
74 32/12 0 9 0 0 0 1 65 31 30
75 36/12 k.A. 5 50 0 0 1 17 13 50
76 2412 k.A. 89 75 0 0 K.A. 97 91 100
77 76/12 7 6 0 0 1 1 41 4 10

MW: 4 3 /12 | MW:51 | MW:52 | MW:59 |20,3% [14,1% |72,7% |[MW:55 [MW:49 |MW:47
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SSW: Schwangerschaftswoche, P.: Perzentile, k.A.: wurden keine Angaben erhoben, diese Daten blieben bei der
Summenberechnung auBen vor, 1: vorhanden, 0: nicht vorhanden, %: Prozent, MW: Mittelwert, 100: wurde bei

der Mittelwertberechnung ausgeschlossen, da es sich hierbei um die Angabe >97. P. handelt, 3: wurde bei der

Mittelwertberechnung ausgeschlossen, da es sich hierbei um die Angabe <3. P. handelt
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Weitere klinische Charakteristika des Patientenkollektivs

Tabelle A6b
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Entwicklungsdaten Muskulatur Dysmorphien
c (2} g g o 3
S | 5| & & = el 8| g
= c| B| = 8 | < <
. E | s 8| 3l | §| 3 § | 5| Of 2
© s | 8l 2| 3= | & & S o| 2| o
S =c g x| |e<c S © - c SINa © S S
£ el 2| B 2|c8| | 5| §| 8| B8®®| N| &| &
2 AG|lonc| S| Blos| Q| B 2| £| Qloeg| &
Sl zlgsiee| 5| £155| £ E| 8| &| ElEs| &| &| &
w AERAELD E| 5|8 I| 8| 2| 2| 2|¢H Al )
42 1| 24 0 1 1| 16| kA | k.A. 0 0 1 0 0 0 0
43 1] 16 0 1 0| 12 0 0 0 0 1| kKA. | kKA. | KA. | KA.
44 1] 36 0 1 1| 24 0 0 1 0 0 0 1 1 0
45 1| KA. | KA. | KA. | KA. 1 1 1 1 0 0 0 1 0 1
46 1] 22 1 1 1| 18 1| kKA 1 0 0 0 0 0 1
47 1| kA | kKA. | KA. 1| KA. | kKA. | kKA. 1 0 0 0 0 1 0
48 1| 24 1 1 1| 20 1 1 1 0 0 0 0] KA. | KA.
49 1] 12 0 1 1] 14 1 0 1 0 0 0 1 1 0
50 1| 48 1 0 0| 13 1 0 0 0 1 0 1 1 0
51 1] 36 1 0 0] 18| k.A. 0 1 0 0| KA. | KA. | KA. | KA.
52 1| 24 0 1 0 2 1| kA | kA.| kKA. | kKA. 0 0 1 0
53 1| 24 1 0 0 3 1| k.A. 1 0 0| KA. | KA. | KA.| KA.
54 1| 18 1 1 0| 16 0 1 1 0 0 1 0 0 0
55 1] 12 0| k.A. 0] 12| k.A. 0 0 0 1| kA | KA. | kKA. | kA
56 1] 18 1 0 0| 15 1| k.A 0 0 1 0 0 0 0
57 1| 14 1| k.A. 0] 12| k.A. 0 0 0 1| kA | KA. | KA. | kKA
58 1| 24| k.A 1 0| 13 1| k.A 0 0 1 0 1 1 1
59 1| k.A. 0| k.A. 1| kA | kA | kA | kA | kA | KA | KA | kKA. | kKA. | KA
60 1] 18 0| k.AA.| kKA. 16 | k.A. 1| kA | kKA. | KA. 0 1| k.A. 0
61 1| k.A. 1| k.A. 0] 20| KA. | KA. | KA. | KA. | KA. 0 1 0 1
62 1] 15 1 0 0| 12 1| kA | kA | kA | kA | kA | kKA. | kKA. | kKA
63 1| KA. | KA | KA 1] kA | kA. | kA.| KA. | KA. | KA. 0 0 0 0
64 1| 15 0| k.A 0| 13 1 0 0 0 1 0 1 1| kA
65 1| KA | KA | KA | KA | KA | KA. | KA | KA | KA. | kKA. | KA. | KA. | kKA. | kA
66 1| KA. | KA | KA 1| 18 0] kK.A. 1 0 0 1 0 0 0
67 1| KA. | KA | KA 1| 18] k.A. 1] kA | kA | kA | kA | kKA. | kKA. | kA
68 1| KA | KA | KA | KA | KA | KA | KA | KA | KA. | kKA. | kKA. | KA. | kKA. | kA
69 1| KA | KA | KA | KA | KA | KA. | KA | KA | KA. | kKA. | KA. | KA. | kKA. | kA
70 1] 36 0 1 1| 12 1| k.A 1 0 0 0 1] k.A. 1
71 1] 12 0 1 1 1 1| k.A 1 0 0 0 0 1 0
72 1 1 0 1 1| 27| kAA.| kKA. 1 0 0 0 1 1 1
73 1 1| k.A. 1 1| k.A. 1 0 1 1 0 0 1 1 1
74 1| k.A. 1| k.A. 1| 18 1| k.A. 1 0 0 0 1 0 1
75 1| k.A. 1| k.A. 1] kA | kKA. | kKA. 1 0 0 0 1 0 1
76 1] 36 1| k.A. 1| 15 1| k.A. 1 0 0 0 0 0 1
77 1 1 0 1 1| 16 1 1 0 0 1 0 1 1 0
e 18 |2 |5 [g2 |2 |s |s |8 |o |8 2 g s
S = o ™ < = N 0 0 5 o X ~ o ~
= P o o > P & i o oo |2 a 3 s &

SEV: Sprachentwicklungsverzégerung, k.A.: wurden keine Angaben erhoben, diese Daten blieben bei der
Summenberechnung aufRen vor, 1:vorhanden, 0 nicht vorhanden
L noch nicht, 2 normal, 3 verzdgert, %: Prozent, MW: Mittelwert
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Bestimmung der Nachweisgrenzen fur die FISH-Sonden

In den nachfolgenden Tabellen (A7a bis A7e) wurden andere Signalkonstellationen als die
regelrechte und die auf eine Deletion bzw. auf eine Duplikation hinweisende nicht separat

aufgefiihrt.
Tabelle A7a
dup(7)(g11.23)
Interphasen mit Interphasen mit
regelrechter Signal- | Signalkonstellation,
konstellation fur die fir eine
ELN-Lokus Duplikation spricht
Kontrolle 1 90% (90/100) 3% (3/100)
Kontrolle 2 93% (93/100) 4% (4/100)
Kontrolle 3 94% (94/100) 4% (4/100)
Kontrolle 4 93% (93/100) 5% (5/100)
Mittelwert in % 92,5% 4%
SD in % 1,26% 0,82%
Nachweisgrenze 6,5%0

Bestimmung der Nachweisgrenze der Sonden LSI ELN/LSI D7S486 zur Detektion der

Tabelle A7b Bestimmung der Nachweisgrenze der Sonden LSI TUPLE1/Telo 22 zur Detektion der
del(22)(q13.3)
Metaphasen mit Metaphasen mit Interphasen mit Interphasen mit
regelrechter Signal- | Signalkonstellation, | regelrechter Signal- | Signalkonstellation,
konstellation fur die fur eine konstellation fiir die fir eine Deletion
Telo22qg-Lokus Deletion spricht Telo 22-Lokus spricht
Kontrolle 1 98% (49/50) 0% (0/50) - -
Kontrolle 2 98% (49/ 50) 0% (0/50) 92% (92/100) 4% (4/100)
Kontrolle 3 92% (46/ 50) 2% (1/50) 94% (94/100) 3% (3/100)
Kontrolle 4 94% (47/50) 2% (1/50) 95% (95/100) 1% (1/100)
Mittelwert in % 95,5% 1% 93,7% 2,7%
SD in % 3% 1,15% 1,53% 1,53%
Nachweisgrenze 45% 7,3%

Tabelle A7c Bestimmung der Nachweisgrenze der Sonden RP11-184F14/CTD-2385L22 zur Detektion
der del(16)(p12.1)
Metaphasen mit Metaphasen mit Interphasen mit Interphasen mit
regelrechter Signal- | Signalkonstellation, | regelrechter Signal- | Signalkonstellation,
konstellation fur die fur eine konstellation fur die fur eine Deletion
RP11- Deletion spricht RP11-184F14/CTD- spricht
184F14/CTD- 2385L.22
2385L.22
Kontrolle 1 94% (47/50) 6% (3/50) - -
Kontrolle 2 96% (48/50) 4% (2/50) 94% (94/100) 4% (4/100)
Kontrolle 3 94% (47/50) 2% (1/50) 93% (93/100) 1% (1/100)
Kontrolle 4 90% (45/50) 8% (4/50) 94% (94/100) 5% (5/100)
Mittelwert in % 93,5% 5% 93,7% 3,3%
SD in % 2,52% 2,58% 0,58% 2,08%
Nachweisgrenze 12,7% 9,6%
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Tabelle A7d
dup(17)(p11.2)
Interphasen mit Interphasen mit
regelrechter Signal- | Signalkonstellation,
konstellation fur die fir eine
SMS-Lokus Duplikation spricht
Kontrolle 1 95% (95/100) 2% (2/100)
Kontrolle 2 94% (94/100) 3% (3/100)
Kontrolle 3 90% (90/100) 5% (5/100)
Kontrolle 4 93% (93/100) 3% (3/100)
Mittelwert in % 93% 3,3%
SDin % 2,16% 1,26%
Nachweisgrenze 7,0%
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Bestimmung der Nachweisgrenze der Sonden LSI SMS/LSI RARA zur Detektion der

Tabelle A7e Bestimmung der Nachweisgrenze der Sonden RP11-92E1/RP11-1149M8 zur Detektion
der del(18)(p11.2)
Metaphasen mit Metaphasen mit Interphasen mit Interphasen mit
regelrechter Signal- | Signalkonstellation, | regelrechter Signal- | Signalkonstellation,
konstellation fur die fur eine konstellation fiir die fir eine Deletion
RP11-92E1/- Deletion spricht RP11-92E1/- spricht
1149M8 1149M8
Kontrolle 1 88% (44/50) 10% (5/50) 97% (97/100) 1% (1/100)
Kontrolle 2 94% (47/50) 6% (3/50) - -
Kontrolle 3 94% (47/50) 0% (0/50) 90% (90/100) 3% (3/100)
Kontrolle 4 86% (43/50) 2% (1/50) 97% (97/100) 1% (1/100)
Mittelwert in % 90,5% 4,5% 94, 7% 1,7%
SD in % 4,12% 4,43% 4,04% 1,15%
Nachweisgrenze 17,8% 5,1%
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7.3 FISH-Ergebnisse des Patientenkollektivs

Tabelle A8a
dup(7)(g11.23)

Auswertungsergebnisse der FISH auf eine Deletion del(22)(q13.3) und eine Duplikation

FISH-Untersuchung auf dup(7)(gql11.23)
Ausgewertete Zellen: 50 Interphasen

FISH-Untersuchung auf del(22)(q13.3)
Ausgewertete Zellen: idR. 15 Metaphasen

Pat. Interphasen mit Interphasen mit
Nr. regelrechter Signalkonstellation
Signalkonstellation des ELN-Lokus, die
fur ELN-Lokus fur eine Duplikation
spricht*
1 43 3
2 49 1
3 43 1
4 48 1
5 46 0
26 47 0
27 48 0
8 50 0
9 48 2
10 48 1
11 46 1
12 46 1
13 47 2
14 47 1
15 48 1
16 48 0
17 46 1
18 46 3
19 46 2
20 47 2
21 35 12n
22 46 2
23 47 2
24 48 2
25 45 1
26 47 2
27 46 0
228 47 0
29 50 0
30 48 1
31 48 2
32 49 0
33 46 1
34 46 1
35 47 0
36 47 1
37 48 2
38 46 3
39 45 2

Pat. Metaphasen mit Metaphasen mit
Nr. regelrechter Signalkonstellation des
Signalkonstellation fiir Telo22qg-Lokus, die fur
Telo22q-Lokus eine Duplikation
spricht*
1 15 0
2 13 0
3 139 2
4 15 0
5 148 1
26 14 0
27 14 0
8 15 0
9 15 0
10 13 0
11 13 0
12 15 0
13 15 0
14 15 0
15 14 0
16 15 0
17 15 0
18 15 0
19 14 0
20 15 0
21 15 0
22 15 0
23 15 0
24 14 0
25 14 0
26 14 0
27 143 0
228 15 0
29 15 0
30 15 0
31 15 0
32 150 0
33 15 0
34 15 0
35 15 0
36 13 0
37 15 0
38 15 0
39 15 0
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Pat. Interphasen mit Interphasen mit
Nr. regelrechter Signalkonstellation
Signalkonstellation des ELN-Lokus, die
fur ELN-Lokus fur eine Duplikation
spricht*
240 48 2
41 46 2
42 48 2
43 46 0
244 49 1
45 48 0
46 49 1
47 46 0
48 48 1
49 48 0
50 50 0
51 50 0
52 50 0
53 49 1
54 46 1
55 48 1
56 46 0
57 49 0
58 50 0
59 49 0
60 49 3
261 43 0
62 49 0
63 45 2
64 46 0
65 48 0
66 48 0
67 50 2
68 47 2
269 45 1
70 47 !
271 48 0
72 U U
73 48 3
74 15 Metaphasen 0 Metaphasen
75 kein Sediment
76 47 1
77 45 3

Pat. Metaphasen mit Metaphasen mit
Nr. regelrechter Signalkonstellation des
Signalkonstellation fiir Telo22qg-Lokus, die fur
Telo22q-Lokus eine Duplikation
spricht*
240 15 0
41 15 0
42 14 0
43 15 0
244 15 0
45 14 0
46 15 0
47 15 0
48 15 0
49 15 0
50 15 0
51 15 0
52 15 0
53 15 0
54 15 0
55 14 0
56 146 3
57 15 0
58 14 0
59 15 0
60 15 0
61 15 0
62 15 0
63 15 0
64 15 0
65 15 0
66 15 0
67 15 0
68 15 0
269 15 0
70 15 0
271 15 0
72 15 0
73 o 0
74 15 0
75 kein Sediment -
76 147 1
77 4 i

Pat. Nr.: Patientennummer; idR: in der Regel
* andere Signalkonstellationen wurden nicht separat aufgeftihrt

L bei fehlenden Metaphasen wurden 50 Interphasen ausgewertet
2 Array negativ
3 Aberration nicht in der Zielregion, sondern in Regionen, die durch die Kontrollsonde untersucht wurden
mit !! markierte Ergebnisse: die Anzahl der Zellen mit einer Signalkonstellation, die auf eine Aberration

hindeutet, liegt oberhalb der Nachweisgrenze
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Tabelle A8b

Auswertungsergebnisse der FISH auf eine Deletion del(16)(p12.1), auf eine Duplikation
dup(17)(p11.2) sowie einer Deletion del(18)(p11.2)

FISH-Untersuchung auf FISH-Untersuchung auf FISH-Untersuchung auf
del(16)(p12.1) dup(17)(p11.2) del(18)(p11.2)
Ausgewertete Zellen: Ausgewertete Zellen: Ausgewertete Zellen:
idR. 15 Metaphasen 50 Interphasen idR. 15 Metaphasen
Metaphasen mit | Metaphasen mit Interphasen Interphasen mit Metaphasen Metaphasen mit
regelrechter Signalkonstel- mit Signalkonstel- mit regelrechter | Signalkonstel-
Signalkonstel- lation, die fiir regelrechter lation des SMS- Signalkonstel- lation, die fur
lation fir eine Deletion Signalkonstel- Lokus, die flr lation flr eine Deletion
RP11-184F14, spricht* lation fiir eine RP11-92E1, spricht*
pat. | CTD-2385L22 SMS-Lokus Duplikation RP11-1149M8
Nr. spricht*
1 15 0 43 51 15 0
2 148 2 48 2 15 0
3 14 1 47 2 15 0
4 14 0 44 0 14 1
5 148 2 45 0 143 3
26 15 0 46 1 15 0
27 15 0 45 4 2 2
8 13 1 47 0 14 1
9 15 0 46 0 15 0
10 13 0 49 0 15 0
11 14 0 45 4 15 0
12 146 0 47 0 15 0
13 14 0 44 511 15 0
14 14 1 47 0 15 0
15 15 0 48 0 15 0
16 15 0 49 0 15 0
17 13 0 44 0 15 0
18 14 0 47 2 14 0
19 14 1 40 81l 14 0
20 14 0 44 3 15 0
271 14 1 44 511 15 0
22 12 0 45 0 15 0
23 14 0 43 0 15 0
24 11 1 48 2 15 0
25 14 1 42 71 15 0
26 13 0 42 0 15 0
27 14 0 43 511 15 0
2928 15 0 46 3 2
29 15 0 49 1 15 0
30 14 1 44 0 15 0
31 15 0 41 0 14 1
32 14 1 47 0 15 0
33 15 0 47 2 15 0
34 15 0 42 0 15 0
35 15 0 45 1 15 0
36 15 0 48 0 15 0
37 15 0 47 0 15 0
38 15 0 46 0 15 0
39 15 0 48 1 15 0
240 147 1 47 1 2
41 15 0 46 0 14 1
42 13 0 48 0 15 0
43 15 0 46 1 15
244 15 0 47 0 2
45 15 0 47 0 15 0
46 15 0 49 0 15 0
47 148 2 47 0 15 0
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Pat. | Metaphasen mit | Metaphasen mit Interphasen Interphasen mit Metaphasen Metaphasen mit
NT. fegelrechter Sig_nalko_nstel— mit Si_gnalkonstel— mi_t regelrechter Sig_nalko_nstel—
Signalkonstel- lation, die fiir regelrechter lation des SMS- Signalkonstel- lation, die fir
lation fiir eine Deletion Signalkonstel- Lokus, die fur lation fiir eine Deletion
RP11-184F14, spricht* lation fir eine RP11-92E1, spricht*
CTD-2385L22 SMS-Lokus Duplikation RP11-1149M8
spricht*
48 15 0 49 0 15 0
49 15 0 44 1 15 0
50 14 0 43 0 15 0
51 15 0 47 0 15 0
52 15 0 46 0 15 0
53 15 0 45 3 15 0
54 15 0 47 1 15 0
55 13 0 47 2 15 0
56 143 3 45 2 15 0
57 15 0 47 0 15 0
58 13 0 44 4 15 0
59 15 0 45 3 15 0
60 15 0 47 1 14 1
261 2 2 2
62 15 0 44 4 15 0
63 15 0 47 3 15 0
64 15 0 45 0 15 0
65 15 0 46 1 15 0
66 15 0 42 6!l 15 0
67 15 0 44 4 15 0
68 15 0 45 3 15 0
269 15 0 45 2 15 0
70 15 0 43 4 14 1
271 2 2 2 2 2 2
72 3 3 3 3 3 3
73 3 3 3 3 3 3
74 0 1511 3 3 3 3
75 3 3 0 100! 3 3
76 3 3 3 3 0 1511
77 3 3 3 3 3 3

Pat. Nr.: Patientennummer; idR: in der Regel
* andere Signalkonstellationen wurden nicht separat aufgefiihrt
L bei fehlenden Metaphasen wurden Interphasen ausgewertet

2 Array negativ
3 chromosomale Aberration durch vorherige Untersuchungen bekannt
mit ! markierte Ergebnisse: die Anzahl der Zellen mit einer Signalkonstellation, die auf eine Aberration
hindeutet, liegt oberhalb der Nachweisgrenze
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7.4 Polymorphe Kopienzahlvarianten (CNVs)

Tabelle A%a

chrl g31.3

chr3 p14.2

chré p21.31

chr8 p11.23-p11.22
chrl0 g11.23

chrl0 g11.23

chrl4 gll.2

chrl4 032.33

chrl6 gl12.2

polymorphe  Kopienzahlvarianten

bei Patient
del(22)(q13.3)

Tabelle A9c

77 mit  der

Tabelle A9b
chrl g21.2
chri2 024.33

chrl g31.3

polymorphe  Kopienzahlvarianten
bei  Patient 74 mit  der
del(16)(p12.1)

chr3 p22.3

chr3 p22.1

chrl2 pl2.1

polymorphe
bei  Patient
dup(17)(p11.2)

Kopienzahlvarianten
75  mit  der

Tabelle A9d

chr3 026.1

chr4 13.2-q13.3
chr4 g31.21

chrb p15.2

chré p21.2

chré pl1.2

chré g16.3

chr7 036.3

chr8 gl2.1

chr9 p21.3

chrl0 pl2.1

chrl0 pll1.22
chrl0 026.3

chrll 023.2-q23.3
chri2 p13.31

chri2 p12.3

chrl5 g26.1

chr22 g12.3

polymorphe Kopienzahlvarianten bei
Patient 76 mit der del(18)(p11.2)
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7.5 Klinische Charakteristika der Patienten mit chromosomalen
Aberrationen

75.1 Phanotyp der Patientin mit der Duplikation 7g22-931.3

Sonographisch fiel bei dieser Patientin in der Schwangerschaft eine intrauterine
Wachstumsretardierung auf. Sie kam in der 37. +4 Schwangerschaftswoche bei vorzeitigem
Blasensprung als erstes Kind gesunder Eltern durch Sektio zur Welt. Auffallig war, dass
Gewicht, GrolRe sowie Kopfumfang unterhalb der 3. Perzentile lagen (1.965g; 45¢cm; 30,5¢cm).
Das Fruchtwasser war griin, der Apgar lag bei 5/8/9, der Nabelschnur pH-Wert bei 7,27.
Sonographisch wurde eine erstgradige Blutung im linken Seitenventrikel festgestellt. Des
Weiteren besteht seit der Geburt eine ausgepragte muskulére Hypotonie. Mit 1 Jahr waren die
untersuchten Werte fur Schilddriisenhormone, Biotinidase, Acylcarnitin, very long chain fatty
acids und Phytansdaure im Normalbereich. Im MRT zeigte sich eine Aufweitung der dufReren
Liquorrdume bei altersentsprechender Myelinisierung. Mit 1 6/12 Jahren wurde bei ihr eine
globale Entwicklungsverzogerung diagnostiziert. Bis zum Alter von 2 10/12 Jahren blieben
die Wachstumsparameter im unteren Grenzbereich (Lange: 85cm (<3. P.), Gewicht: 11,9kg
(13. P.), Kopfumfang: 47cm (5. P.)). Bis zu diesem Zeitpunkt benutzte die Patientin
Silbenketten und keine Worter, was zur Diagnose der Sprachentwicklungsverzdgerung flhrte.
Das freie Laufen mit 28 Monaten zeigte sich ebenfalls verzégert. Im Labor ergaben sich
unaufféllige Routineparameter und ein unauffalliges weilRes Blutbild. Grenzgradig erhoht war
die GOT und leicht erhoht die CHE. An Dysmorphiezeichen wies sie neben dem leichten
Epikanthus dysplastische Ohren mit hypoplastischer Helix, eine hohe, vorgewdlbte Stirn,
einen zeltférmigen Mund mit nach unten gerichteten Mundwinkeln und einen Telekanthus
auf. Weitere Auffélligkeiten waren ein kurzer Damm sowie eine thorakolumbale Skoliose. Sie
litt mehrmals an lateralen Patellaluxationen, einer Pronationsstellung der Fll3e und wies zwei
kleine Neuropori am Sacrum auf. Auch wurde bei ihr ein Strabismus convergens
diagnostiziert.

7.5.2 Phanotyp der Patientin mit der Deletion 16p12.1

Diese Patientin kam nach einer unauffalligen Schwangerschaft zum Termin spontan aus
Schadellage zur Welt. Thr Gewicht betrug 3.080g (31. P.) bei einer L&nge von 47cm (3. P.)
und einem Kopfumfang von 34cm (30. P.). Der Apgar betrug 9/10/10 und der Nabelschnur
pH-Wert 7,22. Sie war das zweite Kind gesunder Eltern. Eine &ltere Schwester entwickelt sich
laut Angaben der Eltern unauffallig. Die Geburt sowie die Neonatalperiode verliefen
unauffallig. Das reaktive L&cheln wurde bei ihr mit 4-6 Wochen beobachtet, das Wenden mit
5 Monaten, das Krabbeln mit 11 Monaten und frei Laufen konnte sie verzogert mit 18
Monaten, h&ufig im Zehenspitzengang. An fazialen Dysmorphiezeichen waren bei ihr ein
flaches Gesicht, eine kurze Lidspalte sowie ein flaches Philtrum mit einem kleinen Mund und
schmalem oberen Lippenrot aufféallig. Im Alter von 3 2/12 Jahren wurde bei ihr eine
Sprachentwicklungsverzogerung in  Kombination mit einer hypotonen Muskulatur
diagnostiziert. Sie beherrschte zu diesem Zeitpunkt sechs Worter bei einem gut erhaltenen
Sprachverstandnis. Eine Horprifung erbrachte unaufféallige Befunde. Sie wog 12,15kg (9. P.),
war 88,5cm lang (3. P.) und hatte einen Kopfumfang von 46,2cm (<3. P.). Eine MRT
Untersuchung des Gehirns sowie eine Echokardiographie waren ohne pathologischen Befund.
Eine mit 3 10/12 Jahren durchgefiihrte Knochenalterbestimmung war um ein Jahr verzogert.
Im Alter von 4 11/12 Jahren sprach sie wenig, aber gelegentlich 4-Wortsétze. Sie schielte
leicht nach auswaérts nach bereits durchgefiihrter Strabismus dissecans Operation. Es bestand
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bei ihr eine verstarkte Infektanfélligkeit, insbesondere eine erhohte Neigung fir Otitiden. Im
Labor fanden sich Normalwerte fur Elektrolyte, GOT, GPT gGT, gesamt Bilirubin, Glucose,
CRP und IgA. Pathologisch erhéht war das AP mit 282 U/I.

753 Phanotyp der Patientin mit der Duplikation 17p11.2

Die Geburt dieser Patientin erfolgte nach einer unauffélligen Schwangerschaft spontan,
termingerecht und mit unauffalligen Wachstumsparametern (GroRe: 49cm (17. P.), Gewicht
2.780g (13. P.), Kopfumfang: 34,5cm (50. P.)). Die Apgar-Werte lagen bei 7/9/10. Die
Neonatalzeit war, bis auf eine muskulére Hypotonie, unaufféllig, das Neugeborenenscreening
ohne pathologischen Befund. Sie begann verspatet festes Essen zu sich zu nehmen und litt
durch ein vermehrtes Mundoffnen an einem starken Speichelfluss. Sie schrie viel und zeigte
schnell Abwehrmechanismen. Auf Lichtreize reagierte sie empfindlich, z.B. auf
Lichtanmachen in einem dunklen Raum. Des Weiteren fiel auf, dass die Patientin starke Reize
brauchte, um Auf3enreize wahrzunehmen. An fazialen Dysmorphiezeichen fielen ein kleines
Mittelgesicht, ein Epikanthus, lateral abfallende Lidachsen sowie eine breite Nasenwurzel
auf. Des Weiteren waren ein enger Zahnabstand sowie ein asymmetrisches L&cheln
erkennbar. Seit dem dritten Lebensjahr erhielt sie aufgrund der muskuldren Hypotonie
Krankengymnastik und im Kindergarten Friihforderung. Im Alter von 3 4/12 Jahren wurde sie
als ein freundliches Méadchen mit gutem Blickkontakt beschrieben. Zu diesem Zeitpunkt
sprach sie sehr wenig und undeutlich, wahrend das rezeptive Sprachverstandnis auf deutsch
und franzosisch vorhanden war. Motorisch und feinmotorisch war sie sehr geschickt. Ein
MRT sowie ein Hortest waren unauffallig. Im Alter von 3 6/12 Jahren war die Patientin
11,2kg schwer (5. P.) und hatte einen Kopfumfang von 49,5cm (50. P.).

7.5.4 Phanotyp des Patienten mit der Deletion 18p11.2

Dieser Patient wurde als dritter Sohn nach einer unauffalligen Schwangerschaft zum Termin
geboren. Seine Geburtsmafe lagen im oberen Grenzbereich (Lange: 56¢cm (97. P.), Gewicht:
4.000g (91. P.), Kopfumfang: 38cm (>97. P.)). Die Apgar-Werte betrugen 10/10. Er fiel durch
einen lkterus sowie eine Neugeboreneninfektion auf. Relativ friih im Séuglingsalter machte
sich eine Entwicklungsverzégerung bemerkbar. Diese war im motorischen Bereich gering
ausgepragt (Krabbeln mit 12 Monaten, freies Laufen mit 15 Monaten). Er war genauso wie
seine beiden alteren Briider geistig retardiert. Dysmorphiezeichen wurden aufer einer breiten
Nasenwurzel nicht beschrieben. Im Alter von 2 4/12 Jahren war der Patient 15kg schwer (89.
P.) und hatte einen Kopfumfang von 51cm (75. P.). Zu diesem Zeitpunkt wurde bei ihm eine
psychomotorische  Entwicklungsverzégerung mit einer ausgepragten sprachlichen
Entwicklungsverzogerung bei nahezu fehlender aktiver Sprache diagnostiziert. Er lautierte
viel und wendete Silbenverdopplung an, allerdings ohne gerichtete Worter zu benutzen. Der
Patient begann verspatet im dritten Lebensjahr die ersten Worte zu sprechen. Bei der
neurologischen Untersuchung fiel eine muskuléare Hypotonie auf. Des Weiteren benutzte der
Patient hdufig den Zehenspitzengang. Der Horbefund war unauffallig, eine
Innenohrschwerhdrigkeit, eine zentrale Schwerhorigkeit sowie eine Schallleitungs-
schwerhorigkeit wurden ausgeschlossen. Im Labor waren das Blutbild, die Elektrolyte,
Kreatinin, GOT, GGT, CK, die Schilddrisenhormone und das Acylcarnitin genauso wie die
organischen S&uren im Urin unauffallig. Die Alaninwerte waren leicht erhoht.
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755 Phanotyp des Patienten mit der Deletion 22g11.2

Es handelt sich um einen ménnlichen Patienten, der nach unkomplizierter Schwangerschaft 3
Wochen vor Termin spontan aus Schadellage zur Welt kam. Seine Malie waren im oberen
Grenzbereich (Gewicht: 3.560g (90. P.), Lange: 60cm (>97. P.), Kopfumfang: 36cm
(>97.P.)). Die Geburt verkomplizierte sich durch eine Nabelschnurumschlingung. Der Apgar
betrug 9/10/10. In der Neonatalperiode wurde eine muskulére Hypertonie, eine submukdse
Spalte im weichen Gaumen sowie ein subaortaler, perimembrandser Ventrikelseptumdefekt
und ein persistierendes Foramen ovale diagnostiziert. Bis zum 6. Monat verlief die
Entwicklung unaufféllig. Danach fremdelte der Patient nicht. Weiter aufféllig waren die
Selbst- und Fremdaggressionen. Ab dem 3. Lebensmonat begann der Patient mit den Zahnen
zu knirschen und Stereotypen wie Schaukelbewegungen zu zeigen. Im 14. Lebensmonat
wurden nach einem unauffalligen EEG im MRT temporal und frontal relativ betonte
Liquorrdume beschrieben. Die Laborwerte lagen im Normalbereich fir Quick, Fibrinogen,
Elektrolyte, Kreatinin, GOT, GPF, GGT, AP, Glu, Laktat, Ammoniak und CRP. Weiter
diagnostiziert wurden eine Tubensekretionsstérung und ein beidseitiger Paukenerguss ohne
Horminderung. Eine augendrztliche Untersuchung und eine Lumbalpunktion waren
unaufféllig. Im Alter von 14 Monaten wurde im Denver Test der Verdacht auf einen
Autismus gestellt mit einer feinmotorischen sowie sprachlichen Entwicklung entsprechend
der eines sechs Monate alten Kindes. Mit 3 9/12 Jahren galt er als psychomotorisch retardiert
und konnte noch keine Worter oder Silben sprechen. Wachstumsparameter waren im
Normalbereich (GroRe: 104cm (66. P.), Gewicht: 16,5kg (55. P.)). Es wurde eine muskulére
Rumpfhypotonie und eine Hypertonie der Extremitatenmuskeln beschrieben. Der Patient litt
an Epilepsie. Neben tief ansetzenden Ohren fielen bei diesem Patienten ein Hypertelorismus,
eine breite Nasenwurzel sowie nach lateral abfallende Lidachsen auf.

7.5.6 Phanotyp des Patienten mit der Deletion 22¢g13.3

Der Patient wurde nach einer unauffalligen Schwangerschaft eine Woche nach Termin
spontan aus Schédellage geboren. Aufféallig war das griine Fruchtwasser. Seine Male waren
im unteren Normbereich (Lange: 51cm (41. P.), Gewicht: 2.520g (4. P.), Kopfumfang: 34cm
(10. P.)). Bei einem Apgar von 10/10 wirkte er dystroph.

Die kurdischen Eltern sind entfernt verwandt, die UrgroRvater der Eltern waren Cousins.
Seine beiden alteren Schwestern sowie seinen jingeren Bruder beschrieben die Eltern als
gesund. Sitzen konnte der Patient mit 7 Monaten, Krabbeln mit 9 Monaten, stehen mit 13
Monaten und laufen mit 16 Monaten. Der Patient wurde bis zum dritten Lebensjahr
»zwangsgefiittert, er weinte viel und brauchte wenig Schlaf. Im Alter von 4 1/12 Jahren
erfolgte mit dem Miinchner funktionellen Entwicklungs-Diagnostik Test eine Einschétzung
seiner allgemeinen Entwicklung. Demnach entsprach sein Entwicklungsstand dem eines 20
Monate alten Kindes. Mit 4 1/12 Jahren erfolgte der Ausschluss einer Horstorung. Auch
wurden keine vermehrten Infektionen im HNO Bereich beschrieben. Mit 4 6/12 Jahren wurde
ein aggressives Verhalten gegeniiber anderen Kindern beobachtet und es bestanden
Einschlafschwierigkeiten. Des Weiteren fiel ein Strabismus convergens am rechten Auge auf
sowie eine beidseitige Syndaktylie der zweiten und dritten Zehe. Diese soll auch bei seiner
Mutter vorliegen. Im Alter von 7 6/12 Jahren zeigte eine MRT Untersuchung einen
regelrechten Befund. Beim Roéntgen der Hand war diese normal strukturiert und entsprach
dem Knochenalter eines 5 10/12 Jahre alten Jungen. Seine Wachstumsparameter lagen im
unteren Grenzbereich: 119cm (7. P.), 21kg (9. P.) Kopfumfang 50cm (<3. P.). Die
Schilddrisenhormone waren fir FT4 leicht erhoht und fiir FT3 leicht erniedrigt bei einem
TSH im Normalbereich. Bis zum siebten Lebensjahr fehlte jegliche Sprachproduktion. Eine
familidre Sprachentwicklungsverzogerung wurde mutterlicherseits beschrieben.
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