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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Theoretische Grundlagen der klinischen Genetik

Die klinische Genetik befasst sich mit Erbkrankheiten und deren genetischen Ursachen.
Heute besteht die Moglichkeit, auch kleinste Veranderungen im menschlichen Genom zu
erkennen, so dass die genetische Diagnostik eine neue Dimension erreicht hat. Man
unterscheidet drei Arten von genetischen Verdanderungen: Genommutationen,
Chromosomenmutationen und Genmutationen.

Bei einem numerisch verdnderten Chromosomensatz handelt es sich um eine
Genommutation. Sofern die Anzahl des vollstandigen Chromosomensatzes betroffen ist und
in mehr als zwei Kopien vorliegt, wird dies als Polyploidie bezeichnet. Polyploidien sind meist
nicht mit dem Leben vereinbar. Eine Verdanderung der Anzahl einzelner Chromosomen, z.B.
ein Verlust (Monosomie) oder ein Gewinn (Trisomie), wird Aneuploidie genannt.

Unter einer Chromosomenmutation versteht man eine strukturelle Verdanderung von
Chromosomen wie z.B. Translokationen, Inversionen, Deletionen oder Duplikationen. Wenn
es durch einen Umbau zu keinem Verlust oder Gewinn von genetischem Material kommt,
handelt es sich um eine balancierte Veranderung, die im Regelfall keinen Einfluss auf den
Phanotyp des Tragers hat. Deletionen und Duplikationen sind Beispiele fiir unbalancierte
Aberrationen.

Die dritte Klasse der genetischen Verdanderungen umfasst die Genmutationen. Diese
werden entweder durch Austausch (Basensubstitution), Deletion oder Insertion einer oder
mehrerer Nukleotide in die DNA-Sequenz verursacht. Dabei unterscheidet man zwischen
silent (stillen), missense (Fehlsinn-) und nonsense (Unsinn-) Mutationen. Wahrend stille
Mutationen ohne Folge fir die Aminosauresequenz bleiben, flihren missense Mutationen zu
einem Aminosdureaustausch und nonsense Mutationen zur Konstitution eines Stoppcodons,

so dass die Translation vorzeitig abgebrochen wird.

1.1.1 Nachweis von Veranderungen in der DNA-Kopienzahl

1.1.1.1 Zytogenetik

Mitosen bzw. Metaphasechromosomen gewinnt man durch Kultivierung vitaler Zellen.
Nachdem Tijo und Levan im Jahre 1956 den normalen diploiden Chromosomensatz des
Menschen mit 2n=46 korrekt bestimmt hatten, wurden ab 1959 zunachst numerische, etwas

spater auch strukturelle Verdanderungen nachgewiesen, welche mit definierten klinischen
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Syndromen oder neoplastischen Erkrankungen assoziiert waren. Erst nach der Entwicklung
von Techniken zur Banderung der Chromosomen Anfang der siebziger Jahre konnten die
einzelnen Chromosomen sicher identifiziert und strukturelle Anomalien analysiert werden
(Haas 1999).

Heute ist die Chromosomenanalyse eine der haufigsten Laboruntersuchungen in
humangenetischen Einrichtungen. Als Standardfarbung hat sich die G-Banderung mit Giemsa
nach Trypsin-Verdau durchgesetzt, die international giiltige Zytogenetik-Nomenklatur (ISCN
2009) orientiert sich an diesem Bandenmuster. In Abhangigkeit von der Praparationstechnik
und dem untersuchten Gewebe lassen sich 300 bis 850 Banden pro haploidem Genom
unterscheiden. Bei der strukturellen Analyse von Karyogrammen kdénnen Aberrationen mit
einer MindestgroRRe von 5 Mb erkannt werden (Schuffenhauer 1999).

Die Aussagekraft konventioneller Banderungstechniken ist jedoch begrenzt.
Strukturanomalien, die nur zu einer diskreten Veranderung des Bandenmusters flihren oder
deren GroRe unter 5 Mb liegt, werden nicht erfasst. Darliber hinaus kénnen einige der mit G-
Banderung identifizierten  Strukturauffalligkeiten, z.B. Markerchromosomen und
unbalancierte de novo entstandene  Translokationen, mit konventionellen

Banderungstechniken nicht vollstandig charakterisiert werden.

1.1.1.2 Molekulare Zytogenetik
Ende der sechziger Jahre des letzten Jahrhunderts verschmolzen molekulare und
zytogenetische Methoden in Form der ISH (In situ Hybridisierung). Anfang der achtziger
Jahre begann die Entwicklung der Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH). Seitdem kdnnen
Chromosomen und Chromosomenbereiche durch mit Fluorochromen markierte DNA-
Sonden spezifisch identifiziert werden. Der Begriff der Hybridisierung wird benutzt, da ein
Hybrid aus der eingesetzten DNA-Sonde und der komplementdaren DNA-Sequenz der
Chromosomen gebildet wird. Eine Hybridisierung ist sowohl in der Metaphase als auch in der
Interphase moglich. Neben repetitiven Sonden zum Nachweis der Zentromere und
heterochromatischen Bereiche, sowie den ,whole chromosome paints“ zum Nachweis
ganzer Chromosomen (Cremer et al. 1988; Pinkel et al. 1988), gewann vor allem die
Darstellung einzelner Sequenzen durch lokusspezifische Sonden zunehmend an Bedeutung.
Die FISH-Analyse hat sich als Ergdanzung zur konventionellen Chromosomenanalyse

etabliert. Zu den klinisch relevanten Einsatzmdglichkeiten gehéren die Analyse von
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balancierten und unbalancierten strukturellen Chromosomenaberrationen und von
kryptischen, d.h. nicht durch konventionelle Chromosomenanalyse erkennbare Stérungen
vor allem Translokationen im Bereich der Subtelomere und interstitielle Mikrodeletionen
(z.B. fur das Williams Beuren Syndrom: 7q11.23, fir das Prader Willi Syndrom/ Angelman
Syndrom: 15q11-q13 und fiir das DiGeorge Syndrom: 22q11.2).

1.1.1.3 Chromosomale Comparative Genomische Hybridisierung (CGH)

Kallioniemi et al. (1992) und du Manoir et al. (1993) stellten die Methode der Comparativen
Genomischen Hybridisierung (CGH) als neue molekular-zytogenetische Methode vor. Die
CGH ermoglicht eine umfassende Analyse des gesamten Genoms auf vollstindige oder
partielle Aneuploidien jedes Chromosoms.

Die Methode basiert auf gleichzeitiger Hybridisierung von zu testender, markierter DNA
mit der gleichen Menge unterschiedlich markierter Referenz-DNA auf Metaphasepraparate
eines gesunden Individuums. Die markierten Fragmente der Test- bzw. Referenz-DNA
kompetitieren um die Hybridisierungsstellen entlang jedes Chromosoms. DNA-Segmente, die
in der Test-DNA Uiber- oder unterreprasentiert sind, erscheinen bei der Analyse als starkere
bzw. schwachere Signale des fir die Markierung verwandten Fluorochroms. Diese werden
gemeinsam mit den Signalintensitditen der gleichzeitig hybridisierten Referenz-DNA
gemessen und damit verglichen (Kallioniemi et al. 1992; du Manoir et al. 1993).

Ein deutlicher Vorteil der CGH ist, dass im Gegensatz zu Banderungstechniken keine
Metaphasechromosomen der Patienten benétigt werden und daher eine vorhergehende
Kultivierung der Zellen, die analysiert werden sollen, entfdllt. Darliberhinaus ist die CGH
anwendbar, wenn nur kleinste DNA-Mengen oder sogar eine einzelne Zelle als
Ausgangsmaterial zur Verfligung stehen. Diese geringe Menge an DNA muss dann vor der
CGH mittels PCR universell amplifiziert werden.

Zu den Nachteilen der CGH gehort, dass alle komplett balancierten
Strukturveranderungen (z.B. reziproke Translokationen, Inversionen), also Verdanderungen
ohne Verlust oder Zugewinn von genomischem Material, nicht erkannt werden. Auch bei
dem Nachweis von Mosaiken hat diese Methode ihre Grenzen. Da das Aufldsungsvermaogen
der chromosomalen CGH auf ca. 5 Mb begrenzt ist, kénnen auch kleinere Deletionen und
Duplikationen mit dieser Methode nicht erkannt werden. AuBerdem ist eine Detektion von

Polyploidien nicht moglich, da die Technik auf der Normalisierung der Intensitatsverhaltnisse
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beruht. Erhohte Intensitatswerte eines Fluorochroms, z.B. aufgrund einer triploiden Test-

DNA, werden wahrend der Analyse normalisiert und kdnnen daher nicht erkannt werden.
Um die CGH auch fir die Analyse von Polkérpern nutzen zu koénnen, fir die diese

Methode normalerweise zu viel Zeit in Anspruch nimmt, ist eine Verringerung der

Analysedauer von Vorteil. Im Regelfall dauert eine Analyse ca. 120 Stunden.

1.1.1.4 Array-CGH

Die Array-CGH, die 1997 entwickelt wurde (Solinas-Toldo et al. 1997; Pinkel et al. 1998),
stellt eine Weiterentwicklung der chromosomalen CGH dar. Sie basiert auf der Kombination
des CGH-Prinzips und einer Hybridisierung auf DNA-Chips, auf denen DNA-Fragmente
bekannter genomischer Lokalisierung immobilisiert sind. Diese ersetzen die Mitosen auf den
Objekttragern. Im Vergleich zur chromosomalen CGH, ist hier die Detektion kryptischer,
submikroskopischer Veranderungen durch ein Screening mit um eine Zehnerpotenz erhéhter
Auflésung moglich. Mit der Array-CGH kann die Sensitivitait flr unbalancierte
Chromosomenstorungen jeden chromosomalen Bereichs erhéht werden. Es kénnen jedoch
wie bei der chromosomalen CGH keine balancierten Chromosomenaberrationen

nachgewiesen werden. Ebenfalls kann keine Detektion von Polyploidien erreicht werden.

1.1.1.5 Humanes Genomprojekt (HGP)

Im Februar 2001 wurden die ersten Ergebnisse der systematischen und koordinierten
Entschliisselung des humanen Genoms durch das Humane Genomprojekt (HGP) bekannt
gegeben. Das HGP hatte die Absicht, alle menschlichen Gene zu katalogisieren, zu kartieren
und zu sequenzieren. Wahrend die geschatzte Zahl der vom humanem Genom kodierten
Gene zu Beginn des Genomprojekts auf etwa 100.000 geschatzt wurde, sank diese Zahl
zunachst auf 30.000-40.000 (Venter et al. 2001) und wurde im Jahre 2004 auf 22.287 Genloci
korrigiert. Die kodierenden Bereiche, die Exons, stellen nur 1,1 % des Genoms dar.

Aufgrund der neugewonnenen Erkenntnisse aus dem HGP werden Krankheitsursachen
nicht mehr nur in Verdnderungen der Sequenz einzelner Gene vermutet, sondern es werden
zusatzlich Veranderungen der gesamten Genomarchitektur als kausativ fiir Phanotypen in
Betracht gezogen. Fehlerhafte Rekombinationsprozesse kdénnen z.B. zu Deletionen oder

Duplikationen unterschiedlich groBer Fragmente fihren und mit Verlust oder Gewinn von
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chromosomalem Material, Briichen innerhalb von Genen oder Strukturveranderungen in
Kontrollelementen einhergehen (Lupski 1998; Lupski et al. 2003; Inoue et al. 2002).

Obwohl nahezu die gesamte Genomsequenz des Menschen identifiziert wurde, ist die
Charakterisierung der krankheitsverursachenden Gene nach wie vor sehr umfangreich, da
nach Identifizierung zellulare und organische Funktionen aufgeklart werden missen. Klinisch
besonders relevant ist, einen Bezug zwischen pathologischen Phanotypen und identifizierten

Genen herzustellen.

1.2 Einleitung Reproduktionsgenetik

Die CGH ware eine ideale Technik, um in der praimplantationsgenetischen Diagnostik
(PGD) Aneuploidien auszuschliefen und somit die Schwangerschaftsrate und die , baby take
home rate” zu verbessern, indem Oozyten oder Embryonen ohne numerische Aberrationen
ausgewahlt wiirden. Fir eine Anwendung in der PGD ist erforderlich, dass die DNA-Menge
einer einzelnen Zelle nach Amplifikation ausreicht, um die Analyse durchfiihren zu kénnen.
Es wurden Protokolle fir universelle Amplifikation der Ziel-DNA durch einen einzelnen
Primer entwickelt, die z.B. bei Einzelzellen wie Blastomeren oder Amniozyten einsetzbar
sind, so dass eine CGH-Analyse anschlieBend durchgefiihrt werden konnte (Klein et al. 1999;
Wells et al. 1999). Diese Technik wurde daraufhin in der PGD angewandt, um biopsierte
Blastomere aus 5- bis 12-Zell-Embryonen von Frauen mit wiederholtem
Implantationsversagen (RIF) zu untersuchen (Wilton et al. 2001; Voullaire et al. 2002; Wilton
et al. 2003). Diese Analyse dauerte vier bis finf Tage und war moglich, da der Embryo
wahrend dieses Untersuchungszeitraums kryokonserviert war. Die erste klinische
Anwendung der CGH an zehn Polkérpern von einer Patientin im fortgeschrittenen

mitterlichen Alter (AMA) dauerte etwa zwei Tage (Wells et al. 2002).

1.3 Klinische Genetik

1.3.1 Patienten mit mentaler Retardierung unklarer Atiologie

Mentale Retardierung oder Entwicklungsverzégerungen betreffen 2-3 % der Bevolkerung
(Roeleveld et al. 1997). Zu moglichen Ursachen gehdren Umweltfaktoren wie z.B.
Schadigung durch Teratogene, perinatale Hypoxie, Infektionen oder Mangelerndhrung. Die

genetischen Veranderungen, die zu einer MR oder Entwicklungsverzogerung fiihren kénnen,
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sind  numerische oder  strukturelle  Chromosomenaberrationen  einschlief3lich
Subtelomerumbauten und Mutationen von bestimmten Genen, die einen MR-Phanotyp
verursachen kdnnen. Ublicherweise wird bei einem Patienten mit ungeklarter MR zunéchst
eine konventionelle Chromosomenanalyse durchgefiihrt, die numerische
Chromosomenaberrationen und grof3e Strukturverdanderungen, die mindestens 10 Mb grol3
sind und das Banderungsmuster verandern, detektiert. Nach einer Chromosomenanalyse
ohne pathologischen Befund werden die Subtelomere mittels Fluoreszenz in situ
Hybridisierung (FISH) auf Umbauten untersucht und bekannte Mikrodeletionssyndrome
ausgeschlossen. AuBerdem werden Gene, die haufige MR-Syndrome verursachen wie z.B.
das FMR1-Gen, dessen Verdanderung dem Fragilen X-Syndrom zugrunde liegt,
molekulargenetisch analysiert. Mit diesen Untersuchungen werden die ursachlichen
Veranderungen in etwa der Halfte aller Patienten mit MR oder Entwicklungsverzégerung
nachgewiesen (Yeargin-Allsopp et al. 1997).

Aufgrund von Mikrodeletionssyndromen wie dem DiGeorge-Syndrom oder dem Williams-
Beuren-Syndrom, die durch Deletionen bestimmter Bereiche des Genoms hervorgerufen
werden und nicht durch konventionelles Karyotypieren detektiert werden kénnen, kam man
zu der Ansicht, dass solche Bereiche genomweit als Ursache fiir MR und
Entwicklungsverzégerung existieren mussen.

Um diese Hypothese zu testen, wurde die Array-basierte CGH mit DNA-Chips
verschiedener Auflésung und unterschiedlichen Methoden zur Datenverifizierung an MR-
Patienten mit unbekannter Atiologie eingesetzt (Vissers et al. 2003; Shaw-Smith et al. 2004;
Schoumans et al. 2005; Tyson et al. 2005; de Vries et al. 2005; Miyake et al. 2006; Menten et
al. 2006; Rosenberg et al. 2006). Unter anderem zeigten diese Studien die Schwierigkeit der
Dateninterpretation, die sich dadurch ergibt, dass kausale Verdanderungen von

Kopienzahlvarianten ohne Krankheitswert unterschieden werden missen.

1.3.1.1 Schwere mentale Retardierung mit Atmungsanomalien (Pitt-Hopkins Syndrom)

Das Pitt-Hopkins Syndrom (PHS) (MIM 610954) ist ein syndromales Krankheitsbild mit
motorischer und mentaler Retardierung unbekannter molekularer Ursache, das im Jahre
1978 von Pitt und Hopkins erstmals beschrieben wurde. PHS-Patienten zeigen eine
charakteristische Kombination von Symptomen wie eine schwere mentale Retardierung

ohne Sprachentwicklung, eine charakteristische Fazies (grobes Gesicht mit breitem und
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gebogenem Nasenrlicken, grolem Mund mit bogenformiger Oberlippe und evertierter
Unterlippe und kelchférmigen, fleischigen Ohren) und typischen Atmungsanomalien mit
Hyperventilations- und Apndeepisoden. Zusatzlich kdnnen die Patienten Krampfanfille,
subtile strukturelle Hirnanomalien, postnatale Mikrozephalie und Wachstumsstorungen,
eine Muskelhypotonie und motorische Stérungen, intestinale Probleme und ein fréhliches
Wesen aufweisen (Singh et al. 1993; Van Balkom et al. 1998; Orrico et al. 2001; Peippo et al.
2006). Obwohl die Patienten im Prinzip ein wiedererkennbares klinisches Bild zeigen, scheint
das PHS-Syndrom unterdiagnostiziert zu sein, da bisher nur wenige Félle beschrieben
wurden. Das PHS weist klinisch Ahnlichkeiten zu h&ufigen MR-Syndromen wie dem
Angelman Syndrom (MIM 105830), dem Rett Syndrom (MIM 312750) oder dem Mowat-
Wilson Syndrom (MIM 235730) auf. Daher ist die Identifizierung der ursachlichen
molekularen Veranderung des PHS fir die sichere Abgrenzung von anderen schweren
syndromalen MR-Fallen wichtig. Darliber hinaus kdnnte die Identifizierung des ursachlichen
Gens helfen einen molekularen (Patho)mechanismus der schweren MR, der

Sprachentwicklung und der Atmungsregulation zu verstehen.

1.3.2 Nierenfehlbildungen

1.3.2.1 Ungekladrte syndromale Nephropathien

Zurzeit sind mehr als 500 erbliche Syndrome mit Entwicklungsverzogerung verschiedener
Organsysteme bekannt, die unter anderem mit Veranderungen der Niere und der
ableitenden Harnwege einhergehen. Beispiele fiir solche Syndrome sind das Alport Syndrom,
das CHARGE Syndrom, das DiGeorge Syndrom, das Denys-Drash Syndrom und die VACTERL
Assoziation (Limwongse und Cassidy 2003). Einige dieser Syndrome sind monogene
Erkrankungen, die durch Verdanderungen in einem einzelnen, bereits identifizierten Gen
hervorgerufen werden. Bei anderen Syndromen handelt es sich um contiguous gene
Syndrome, die durch Deletionen oder Duplikationen einer spezifischen Region des Genoms,
die mehrere Gene enthilt, entstehen. Bei weiteren Syndromen ist die Atiologie ungeklart.
Fir alle Patienten mit komplexen Phanotypen ist eine genetische Diagnosestellung
hilfreich. Wenn das Gen bzw. die chromosomale Region eines vorliegenden Syndroms
bekannt ist, besteht die Moglichkeit, einen spezifischen, genetischen Test durchzufihren. Ist
die genetische Ursache eines Syndroms jedoch unklar oder der vorliegende Phanotyp kann

keinem bekannten Syndrom zugeordnet werden, kann ein genomweites Screening auf
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Mikroaberrationen durchgefiihrt werden, um ggf. die genetische Ursache der Erkrankung zu

klaren.

1.3.2.2 Kongenitale Anomalien der Nieren und der ableitenden Harnwege (CAKUT)

Kongenitale Anomalien der Nieren und der ableitenden Harnwege (CAKUT = Congenital
Anomalies of the Kidneys and Urinary Tract) werden in etwa einer von 500 durchgefiihrten
fetalen Ultraschalluntersuchungen diagnostiziert. Unter diesem Begriff werden folgende
Veranderungen zusammengefasst: Nierenhypoplasien und —agenesien, zystische und/oder
dysplastische Nieren, multizystisch-dysplastische Nieren, Anomalien des Ureters und
Verdoppelungsfehlbildungen, Anomalien der Blase oder des Urogenitaltrakts.

CAKUT ist die haufigste Ursache chronischer Niereninsuffizienz bei Sauglingen und
Kleinkindern. Zusatzliche Fehlbildungen anderer Organsysteme treten bei 10-15% der
Betroffenen auf.

Die molekulare Pathogenese dieser Anomalien ist bisher kaum entschlisselt. Einige Gene,
die an der Nierenentwicklung beteiligt sind und im Falle einer Mutation spezifische
Phanotypen verursachen, sind bekannt, wie z.B. PAX2, EYA1, TCF2, SIX1, SIX2, SIX5, BMP4
(Sanyanusin et al. 1995; Abdelhak et al. 1997; Woolf 2000; Bingham et al. 2001; Ruf et al.
2004; Weber et al. 2008). Andere monogene Ursachen fiir Nierenfehlbildungen sind
homozygote oder compound heterozygote Mutationen in Genen des Renin-Angiotensin
Systems, die fur Renin, Angiotensinogen, Angiotensin Converting Enzym oder Angiotensin ||
Rezeptor Typ 1 kodieren (Gribouval et al. 2005; Niimura et al. 2006). Ferner wurde polygene
Vererbung bei CAKUT-Anomalien beschrieben. Die Atiologie der Organfehlbildungen bleibt
jedoch im groBten Teil der Falle ungeklart.

Es gibt verschiedene Strategien, um neue Kandidatenregionen oder -gene fiir einen
Krankheitsphanotyp zu identifizieren. Diese kdnnen sowohl mittels Array-CGH als auch durch
Linkage-Analysen lokalisiert werden. Der Vorteil der Array-CGH besteht darin, dass bei
einzelnen Patienten kritische chromosomale Regionen identifiziert werden kdnnen, die nur

500 kb umfassen und ein einzelnes Gen enthalten (Brockschmidt et al. 2007).
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1.4 Uberblick und Ziele dieser Arbeit

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Etablierung und Anwendung aktueller
molekular-zytogenetischer Methoden. Zunachst sollte die Analyse eines Genoms auf
Einzelzellniveau mit einer verkirzten chromosomalen CGH erméglicht und an verschiedenen
Zellsystemen implementiert  werden.  AuBerdem  wurden  gesamtgenomische
Untersuchungen von Patientenkollektiven mit angeborenen Erkrankungen mittels Array-CGH
durchgefihrt, um kausative Mikroimbalancen und enthaltene Kandidatengene zu
identifizieren.
Die Hauptziele dieser Arbeit sind im Folgenden aufgefiihrt.

1. Um die Anwendbarkeit der chromosomalen CGH im klinischen Feld der Pranatal- und
Praimplantationsdiagnostik zu verbessern, war es ein Ziel dieser Studie, die Analysezeit zu
reduzieren. Es wurde angestrebt, ein Schnell-CGH-Protokoll zu entwickeln, das ein
Aneuploidiescreening in einem fir die Pranataldiagnostik und Praimplantationsdiagnostik
geeigneten Zeitraum ermoglicht und in der Einzelzellanalyse anwendbar ist. Das Protokoll
wurde durch die erfolgreiche Anwendung an kleinen DNA-Mengen und Einzelzellen mit
bekannten unbalancierten Veranderungen validiert. Die Schnell-CGH wurde daraufhin an 32
ersten Polkdrpern von 16 Patientinnen im Alter von 33 bis 44 Jahren angewandt, die
aufgrund des fortgeschrittenen miutterlichen Alters (AMA) oder wiederholtem
Implantationsversagen (RIF) in Behandlung waren.

2. Ein weiteres Ziel dieser Studie bestand darin, kausative Mikroimbalancen bei Patienten
mit ungeklarter MR oder Entwicklungsverzégerungen zu identifizieren, darin enthaltene
deletierte oder duplizierte MR-Kandidatengene, zu detektieren und die genetischen Daten
mit den klinischen zu korrelieren, um Kriterien zur Vorauswahl von solchen Patienten zu
definieren, die mit hoher Wahrscheinlichkeit eine kausative Mikroimbalance tragen. Daher
wurden 60 klinisch umfassend charakterisierte  Patienten mit MR oder
Entwicklungsverzdégerung unbekannter Atiologie mit einem Mikrochip analysiert, der das
Genom mit einer Aufldsung von annahernd 0,5 Mb abdeckte. Vor dieser Analyse wurden
Untersuchungen zum Ausschluss der verschiedenen bekannten MR-Ursachen durchgefiihrt.
Jeder in der array-basierten CGH potentiell auffdllige Klon wurde mittels FISH-Analyse
verifiziert und bei Bestatigung an elterlichen Chromosomen untersucht, um zu bestimmen,
ob die detektierte Veranderung ererbt oder de novo und somit héchstwahrscheinlich kausal

fliir den Phanotyp des Patienten war. Bei kausativen Imbalancen wurden die genauen
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Bruchpunkte der Veranderung bestimmt, um prazise Aussagen zu den Genen, die in dieser
Region lokalisiert sind, machen zu kénnen.

3. In einem weiteren Teil der klinisch-genetischen Fragestellungen wurde eine Patientin mit
Pitt-Hopkins-Syndrom, einer syndromalen Erkrankung mit mentaler Retardierung, analysiert,
mit dem Ziel, das krankheitsverursachende Gen zu identifizieren.

4. AuBerdem untersuchten wir zehn klinisch gut charakterisierte Patienten mit syndromalen
Nephropathien unklarer Atiologie mittels Array-CGH. Wir nutzten einen DNA-Mikroarray, der
das gesamte Genom mit einer Auflésung von 0,5 Mb abdeckt. Ziel war es herauszufinden, ob
und wie haufig submikroskopische chromosomale Deletionen und Duplikationen als Ursache
der syndromalen Nephropathie vorkommen.

5. SchlieRlich wurde die Array-CGH an DNA-Proben von 30 Kindern durchgefiihrt, die in
unterschiedlichen Schweregraden von CAKUT und mindestens einem zusatzlichen,
extrarenalen Symptom betroffen waren. Hier war das Ziel, eine Eingrenzung der kritischen
chromosomalen Regionen und darin lokalisierten krankheitsverursachender Kandidatengene

zu erreichen zu erreichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Reagenzien, Material, Software

2.1.1 Chemikalien

Name Bestellnummer  Hersteller/ Lieferant
100 bp Massenstandard Invitrogen Corporation
4’,6-Diamidin-2- 18860.01 Serva Electrophoresis GmbH,

phenylindoldihydrochlorid (DAPI)
5-Brom-2'-desoxyuridin (BrdU) B-5002

Agarose A9539

Ammoniumacetat (CH;COONH,) 1.01116.0500
Ammoniumchlorid (CINH,) 1.01145.1000
Antifade Vectashield mounting H-1000
medium

Anti-Maus 1gG TRITC Konjugat T-2402

Bacto-Trypton 211705

Bacto-Yeast Extrakt 212750

Betain wasserfrei B2629

Biotin-16-2’-desoxyuridin-5’- 1093070

Triphosphat

Biotinyliertes anti-Avidin D BA-0300

Blue Dextran 2000 17-0360-01

Chloramphenicol C3175

Cy3-dCTP PA 53021 oder
NEL576

Cy5-dCTP PA 55021 oder
NEL577

D(+)-Biotin B-1595

dATP 1051440

dCTP 1051458

Dextransulfat 17-0340-1
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Heidelberg, Deutschland
Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
MO, USA

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
MO, USA

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
LINARIS GmbH, Wertheim-Bettingen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
MO, USA

Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ, USA

Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ, USA

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
MO, USA

F. Hoffmann-La Roche Ltd., Basel,
Schweiz

LINARIS GmbH, Wertheim-Bettingen,
Deutschland

GE Healthcare BIO-SCIENCES, Uppsala,
Schweden

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
MO, USA

GE Healthcare BIO-SCIENCES, Uppsala,
Schweden oder PerkinElmer Life and
Analytical Sciences, Beaconsfield, UK
GE Healthcare BIO-SCIENCES AB,
Uppsala, Schweden oder PerkinElmer
Life and Analytical Sciences,
Beaconsfield,UK

MoBiTec GmbH, Gottingen,
Deutschland

F. Hoffmann-La Roche Ltd., Basel,
Schweiz

F. Hoffmann-La Roche Ltd., Basel,
Schweiz

GE Healthcare BIO-SCIENCES, Uppsala,
Schweden
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dGTP

Digoxigenin-11-2’-deoxyuridin-5’-
triphosphat
Dinatriumhydrogenphosphat-
dihydrat (Na,HPO,42H,0)
DNA-Polymerase |

DNase
dTTP

Dye Saver Il

Essigsdure (CH3COOH)

Ethanol
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Fixogum Rubber Cement
Fluorescein-Avidin

Formaldehyd (37 %)
Formamid
Glycerol

Hoechst 33258

Humane Cot1-DNA

Isopropanol

Kaliumacetat (CH3;COOK)
Kaliumchlorid (KCl)
Kaliumdihydrogenphosphat
(KH,PO,)
Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3)
Kanamycin

Laurylsulfat/
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Magnesiumchlorid (MgCl,)
Methanol

Monoklonaler Maus anti-Digoxin
Antikorper
Natriumacetat-Trihydrat
(C2H3N302'3H20)

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumthiocyanat (NaSCN)

1051466

11558706910

4984.2

10104485001

104159

1051482

Q500600
1.00063.2511
1.00983.5000
1.00944.1000
290117000
DCS A-2011

1.04001.1000
1.09684.2500
G-2025

B-2883

1581074, 15270-

001
1.09634.2511
1.04820.1000
1.04936.0500
3904.2

1.04854.0500
K-4378

L-4509

8.14733.0500

1.06009.2511

D-8156

677.2

1.06404.5000

1.06495.0250
3478-500
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F. Hoffmann-La Roche Ltd., Basel,
Schweiz

F. Hoffmann-La Roche Ltd., Basel,
Schweiz

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

F. Hoffmann-La Roche Ltd., Basel,
Schweiz

F. Hoffmann-La Roche Ltd., Basel,
Schweiz

F. Hoffmann-La Roche Ltd., Basel,
Schweiz

Implen GmbH, Miinchen, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Marabuwerke GmbH&Co., Tamm
LINARIS GmbH, Wertheim-Bettingen,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
MO, USA

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
MO, USA

F. Hoffmann-La Roche Ltd., Basel,
Schweiz oder Invitrogen Corporation,
Carlsbad, CA, USA

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
MO, USA

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
MO, USA

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
MO, USA

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
MO, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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RDHA1
Pepsin P-7012
Polyoxyethylen(20)-sorbitan- P2287

monolaurat (Tween 20)
Proteinase K

Rinderserumalbumin (BSA) 121961
RNase A 109169
Salmon Sperm DNA D1626

Salzsdure (HCI) K025.1

Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan (TRIS)

Trinatriumcitratdihydrat(CsHsNas  4984.2
07'H20)
ULTRAhyb Ultrasensitiver 8670

Hybridisierungspuffer
Xylen

B-Mercaptoethanol (Stocklésung) 4227.1

03 115 879 001

1.08382.1000

1.08685.2500

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
MO, USA

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
MO, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

ProDiaMed GmbH, Mauer,
Deutschland

F. Hoffmann-La Roche Ltd., Basel,
Schweiz

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
MO, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
Ambion Inc., Austin, TX, USA

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

1.2 Reagenzien

Name Ansatz
Antikorperlésung | 1 ml Detektionslésung
5 pl Avidin-FITC

Antikorperlosung Il

Antikorperldsung Il

Ammoniumacetat 4 M
Betain5 M

Biotin-16-2"-desoxyuridin-5’-triphosphat
Blockingldsung

R-Mercaptoethanol (Stammldsung) 14,4 M
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1 ml Detektionslésung

5 pl Anti-Avidin Antikérper

2 ul Maus Anti-Dig Antikorper

1 ml Detektionslésung

5 ul Avidin-FITC

10 pl TRITC Anti-Maus Antikorper
30,83 g Ammoniumacetat

Mit Aqua dest. auf 100 ml auffillen
29,2875 g Betain (wasserfrei)

Mit Aqua dest. auf 50 ml auffiillen
1mM

90 mg BSA

3 ml 4x SSC/Tween 20
R-Mercaptoethanol
0,1 M:

69 ul 14,4 M B-Mercaptoethanol
Mit Aqua dest. auf 10 ml auffillen

(Gebrauchslosung)



Material und Methoden

Chloramphenicol Stammlésung
Cy3-dCTP

Cy5-dCTP

10x dNTP-Mix

Deionisiertes Formamid

Denaturierungsmix

Detektionslosung

4’,6-Diamidin-2-phenylindol’2HCI'H,0 (DAPI)
(Stammlosung: 0,2 mg/ml)

Digoxigenin-11-2"-desoxyuridin-5"-triphosphat
DNA-Ladepuffer

DNase Stammlosung (1 mg/ml)
5mg DNase
2,5mg0,3 M Nacl
2,5 mg Glycerol
Mit Aqua dest. auf 5 ml auffillen
dNTP Mix

Erythrozyten-Lysepuffer

Essigsaure 45 %
Fixativ

Kanamycin Stammldsung
Kernlysepuffer

12,5 pg/ul in ddH,0
1mM
1mM
20 ul
20 ul

100 mM dATP

100 mM dGTP

20yl 100 MM dTTP

11l 100 mM dCTP

929 ul Aqua injectabile

400 ml Formamid

20g AG 501-X8 Resin

2 h riihren bis pH 7 erreicht wurde und
Resin ausfiltern

100 pl 20x SSC

200 pl Agua dest.

7ul 1 MHC

700 pl Formamid

1 ml Blockinglosung

2ml  4xSSC/Tween 20
DAPI-Gebrauchslosung:

15 ul  DAPI Stammlosung

100 ml Agua dest.

1mM

5ml  10x TAE-Puffer

20 ml Ficoll (20%)

5ml Bromphenolblau

5ml Xylencyanol

Mit Aqua dest. auf 50 ml auffillen
DNase Gebrauchslésung (10 pg/ml)
1yl  DNase Stammlésung

99 ul  Aqua dest.

2 mM dATP

25u 2 mM dCTP

25ul 2 mM dGTP

Sl 2mMdTTP

Mit Aqua dest. auf 100 pl auffillen
77,5 ml1 M CINH,4

5ml 1M KHCO;

100 ul 0,5 M EDTA

Mit Aqua dest. auf 500 ml auffillen
31,5 ml Essigsdure

36,5 ml Aqua dest.

6 ml  Methanol

2ml Essigsaure

20 pg/ul in ddH,0

0,61 g Tris

11,69 g NaCl

0,372 g Na-EDTA

25 ul
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Klenow Fragment (Bio Prime Labeling Kit)

LB-Agarplatten

LB-Medium

Losung 1

Lésung 2

Lésung 3

Mastermix

Natriumacetat 3 M

Natriumacetat 4 M

10x NT-Puffer

10x PBS

Mit Aqua dest. auf 500 ml auffillen und
pH 8,2 einstellen

40 U/ul groRes Fragment der DNA-
Polymerase | (Klenow-Fragment)

50 mM Kaliumphosphat (pH 7)

100 mM KCI

1 mMDTT

50% Glycerol

15g Agarose

11 LB-Medium

Autoklavieren der Losung, auf < 65°C
abkihlen lassen, Antibiotikum zugeben
(1 pl Antibiotikum Stammldsung pro ml
Medium). Je 25 ml in jede 10 mm
Petrischale giel3en.

10g Bacto Trypton

5g Bacto Yeast

10g NacCl
Mit Aqua dest. auf 1l auffillen und
autoklavieren. Zugabe des

entsprechenden Antibiotikums kurz vor
Gebrauch.

5ml  20% Glucose

2,5ml 1 M Tris-HCl (pH 8)

2ml 0,5 M Ethylendiamintetraacetat
(EDTA) (pH 8)

Mit Aqua dest. auf 100 ml auffillen und
autoklavieren

2ml 10 M NaOH

5ml 20 % SDS

Mit Aqua dest. auf 100 ml auffiillen

29,4 g Kaliumacetat

11,5 ml Eisessig

Mit Aqua dest. auf 100 ml auffillen

4g Dextransulfat

20 ml 2x SSC

23,12 g Natriumacetat

Mit Aqua dest. auf 100 ml auffillen und
pH 5,2 einstellen

30,83 g Natriumacetat

Mit Aqua dest. auf 100 ml auffillen

0,5M Tris-HCl, pH 7,5

0,5 mg/ml BSA

82g Nadl

2g KCI

2g KH,PO4

11,5 g NaHPO42H,0

Mit Aqua dest. auf 1 | auffillen und pH
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1x PBS
PBS-MgCl,

Pepsin Stammldsung
Pepsin Gebrauchslosung (37°C)

Postfixierungslosung

Proteinase K
2,5x Random Primer (Bio Prime Labeling Kit)

RNase A
SDS 10 %

20x SSC

2x SSC (37°C)
0,2x SSC (53°C)
0,1x SSC

4x SSC/Tween 20 (45°C)

Stop-Mix

50x TAE-Puffer

1x TAE-Puffer

1x TE-Puffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA)

0,1x TE-Puffer

25

7,4 einstellen

30 ml 10x PBS

270 ml Aqua dest.

50 ml 1M MgCl,

950 ml 1x PBS

10%

700 pl 1 M HCI

70 ml Aqua dest.

Vor Gebrauch 50 pl Pepsin Stammldsung
zugeben

2ml Formaldehyd (37%)

68 ml PBS-MgCl,

10 mg/ml

125 mM Tris-HCI (pH 6,8)

12,5 mM MgCl,

25 mM B-Mercaptoethanol

750 pg/ ml Oligodeoxyribonukleotid-
Primer (Random Oktamere)

10 mg/ml

10g Natriumdodecylsulfat (SDS)

100 ml Aqua dest.

175,3 g NaCl

88,2 g CgHsNa3z0;,2H,0

Mit Aqua dest. auf 1 | auffillen und pH
7,0 einstellen

7ml  20x SSC
63 ml Aqua dest.
1ml 20xSSC

99 ml Aqua dest.

250 ul 20x SSC

9750 ul Aqua dest.

200 ml 20x SSC

800 ml Aqua dest.

2ml  Tween 20

200 mg Dextranblau 2000 (in 39,8 ml
ddH,0 I6sen)

13,7 ul'5 M Nacl

160 ul 0,5 M EDTA

80 pl 1M Tris-HCI pH 7,5
484 g Tris

37,2 g EDTA

114,2 ml 100% Essigsaure
Mit Aqua dest. auf 2 | auffiillen
20 ml 50x TAE-Puffer
980 ml Agua dest.

1ml 1M Tris-HClpH 7,5
200 pl 0,5 M EDTA

pH 7,4 einstellen

1ml 1x TE-Puffer
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Tris-HCI

Waschpuffer A

Waschpuffer B

9ml Aqua dest.
pH 7,4 einstellen.
121,1 g Tris

Mit Aqua dest. auf 1 | auffillen und pH
7,5 einstellen

250 ml Formamid

225 ml Aqua dest.

25 ml 20x SSC

500 pl Tween 20

Mit HCI auf pH 7 einstellen
450 ml Aqua dest.

50 ml 20x SSC

250 pl Tween20

Mit HCI auf pH 7 einstellen

Waschpuffer C 450 ml Aqua dest.

50 ml 10x PBS

250 pl Tween 20

Mit HCI auf pH 7 einstellen
2.1.3 Kits
Name Bestellnummer Hersteller/ Lieferant

BioPrime DNA Labeling Kit

DiGeorge/VCFS—Sonde (TUPLE1)

18094-011

32-191028

Invitrogen Corporation, Carlsbad,
CA, USA
Vysis Inc., Downer’s Grove, UK

2.1.4 Material

Name

Bestellnummer

Hersteller/ Lieferant

MicroCon YM30
Aufreinigungsrohrchen
AG 501-X8 resin

42411

143-6424

Millipore Corporation, Billerica, MA,
USA
Bio-Rad Hercules, CA, USA

2.1.5 Geridte

Name

Hersteller/ Lieferant

Array-Scanner Genepix 4000B

Brutschrank B6060

DNA-Hybridisierungssystem HybArray 12TM

Elektrophoresekammer (Modelle B1 und A2)
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Molecular Devices Corporation,
Ontario, Canada

Heraeus, Hanau, Deutschland
Perkin Elmer, Life and Analytical
Sciences, Beaconsfield, UK

OWI Separation Systems, Portsmouth,
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Elektrophorese-Netzteil EPS200

Feinwaage CP423S-0OCE
Gel-Dokumentationssystem
Leica DM RXA2 Mikroskop

Mikropipetten
Mikrowelle 8020L
Omnigrid Microarray Spotter

Photometer Gene Quant pro RNA/DNA Calculator
Pipettierhilfe

pH-Meter InoLab pH levell
Stratalinker

Thermomixer comfort
Thermocycler PTC 200

UV Spektrophotometer GENESYS 10
Vortex
Wasserbad

Zentrifuge 5417R (mit Rotor F-45-30-11)
Zentrifuge 5810R (mit Rotor A-4-81)

USA

Pharmacia Biotech, Uppsala,
Schweden

Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
INTAS, Gottingen, Deutschland

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Privileg, Furth, Deutschland
GeneMachines Inc., San Carlos, CA,
USA

Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Hirschmann Laborgerate, Eberstadt,
Deutschland

WTW GmbH, Weilheim, Deutschland
Stratagene, La Jolla, CA, USA
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
MJ Research Inc. (Bio-Rad Hercules,
CA, USA)

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

VWR International, Darmstadt,
Deutschland

GFL GmbH, Burgwedel, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

2.1.6 Software

Name

Hersteller/ Lieferant

GenePix 4000B
GenePix Pro 6.0

Leica CW 4000
VISIONlite™ Software

Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, CA, USA
Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, CA, USA
Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA

2.1.7 Onlinequellen

Name Adresse

Herausgeber

ChipYard
Framework fir
Arraydatenanalyse
Clone Registry
one/
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http://www.dkfz.de/genetics/ChipYard/

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/cl

Deutsches
Krebsforschungszentrum,
Heidelberg, Deutschland
National Center for
Biotechnology Information,
U.S. National Library of
Medicine, Bethesda, USA
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Database of
Genomic Variants

ENSEMBL Genome
Browser

Human BAC
Resource

Human Genome
Structural
Variation Project
Online Mendelian
Inheritance in Man

UCSC Genome
Browser Mapping
Resource
Deutsches
Ressourcen-
zentrum

http://projects.tcag.ca/variation/

http://www.ensembl.org

http://www.ncbi.nIm.nih.gov/genome/c

yto/hbrc.shtml

http://paralogy.gs.washington.edu/struc

turalvariation/

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entre

2?db=0OMIM

http://genome.ucsc.edu/

http://www.rzpd.de

Centre of Applied
Genomics, Toronto,
Canada

Wellcome Trust Genome
Campus, Hinxton,
Cambridge, UK

National Center for
Biotechnology Information,
U.S. National Library of
Medicine, Bethesda, USA
University of Washington,
Seattle, USA

The John Hopkins
University,

Baltimore, USA
University of California,
Santa Crug,

USA

RZPD Deutsches
Ressourcenzentrum fiir
Genomforschung, Berlin,

Deutschland

2.2 Reproduktionsgenetik

2.2.1 Material zur Entwicklung eines Schnell-CGH-Protokolls

Um ein Schnell-CGH-Protokoll zu entwickeln, verwendeten wir DNA der Zelllinie COLO 704, die
aus einem Ovar-Adenokarzinom stammt (German Collection of Microorganisms and Cell Culture
(DSMZ), Braunschweig, Deutschland). Diese Zelllinie zeigt sowohl Imbalancen ganzer
Chromosomen verschiedener GroRen, als auch einen Gewinn eines Chromosomenarms. Mittels
einer CGH-Analyse nach einem Standardprotokoll (Weber et al. 1996) wurde der Karyotyp
bestimmt: rev ish enh(1)(q),enh(7),enh(8),enh(19),enh(20).

Um zu untersuchen, ob strukturelle Aberrationen mittels Schnell-CGH detektiert werden
konnen, wurde die Analyse an DNA aus Lymphozyten des peripheren Bluts einer Patientin
durchgefiihrt, die Tragerin einer strukturellen Chromosomenaberration war. Die Patientin hatte
den Karyotyp 46,XX,add(13)(p12). Eine Einverstandniserklarung der Eltern lag vor.

Zur Validierung der Schnell-CGH fiir die Analyse an Einzelzellen wurden Zellen mit bekannten
chromosomalen Aberrationen aus dem Zytogenetiklabor des Instituts fir Humangenetik der

Universitatsklinik Bonn analysiert. Die Untersuchung wurde an einem Lymphozyten aus einer
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Zellsuspension aus peripherem Blut eines Patienten mit Trisomie 21 und einem Fibroblasten einer
Achillessehnenbiopsie eines abortierten Feten mit Trisomie 18 durchgefiihrt. Diese Zellen wurden
zu diagnostischen Zwecken kultiviert und mittels GTG-Banderung analysiert. Beide

Chromosomenaberrationen wurden in allen untersuchten Zellen detektiert.

2.2.2 Patientinnen und Polkorper

32 erste Polkérper von 16 Patientinnen wurden mittels Schnell-CGH untersucht. Die Altersspanne
der Patientinnen lag zwischen 33 und 44 Jahren, das durchschnittliche Alter betrug 38 Jahre. Die
Patientinnen durchliefen IVF (in vitro Fertilisation)-Behandlungen am Institut fir Gynakologische
Endokrinologie und Reproduktionsmedizin der Universitatsklinik Bonn. Sie wurden aufgrund
folgender Indikationen behandelt: Wiederholtes Implantationsversagen (RIF) (n=7),
fortgeschrittenes mitterliches Alter (AMA) (n=5), RIF und/oder AMA (n=3), reziproke
Translokation (n=1). Die Polkorperbiopsie wurde flir diagnostische Zwecke nach
Einverstandniserklarung der Patientinnen wie beschrieben vorgenommen (Montag et al. 1998).
Allerdings wurde fiir das Zona Drilling (kiinstliche Offnung der Zona pellucida) ein Octax Laser
(MTG, Deutschland) benutzt und zur Ansaugung der Polkérper wurden spezialangefertigte
Kapillaren verwendet (Custom-Tip 02/240, Eppendorf, Deutschland) (Montag et al. 2004a). Der
Transfer der Polkérper auf die Objekttrager und die Fixierung wurde wie beschrieben durchgefiihrt
(Montag et al. 2004b). Nach der Aneuploidieanalyse mittels 6-Farben-FISH wurden die Polkdrper
far die Forschung freigegeben. Die zugehdrigen Oozyten konnten nicht untersucht werden, da der
grolte Teil fertilisiert und transferiert wurde. Einige Oozyten, deren zugehdorige Polkorper nach 6-
Farben-FISH-Untersuchung Aneuploidien aufwiesen, wurden verworfen bevor diese Studie

begann.

2.3 Patienten mit mentaler Retardierung (MR)

2.3.1 Kollektiv von Patienten mit ungeklarter MR

Diese Studie wurde durch die Ethikkommission der Medizinischen Fakultdt, Rheinische Friedrich-
Wilhelms-Universitdit in Bonn genehmigt. Schriftliche Einverstandniserklarungen fir die
durchgefihrten Analysen lagen von den Eltern aller Patienten vor. An 60 Patienten (25 weibliche,
35 mannliche) mit MR oder Entwicklungsverzdégerung unbekannter Atiologie wurden Array-CGH-
Analysen durchgefiihrt. Bei 38 der Patienten wurde der Intelligenzquotient (IQ) durch

entsprechende Tests bestimmt bzw. die Meilensteine der Entwicklung erfasst. Bei 47 der
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Patienten wurden kranielle MRT und/oder CT-Scans durchgefiihrt. Fehlbildungen anderer Organe
wurden bei entsprechendem Verdacht ausgeschlossen. Zwolf Patienten zeigten eine
moderate/schwere  MR/Entwicklungsverzégerung; 24 Patienten zeigten eine milde
MR/Entwicklungsverzogerung, zwei Patienten wiesen eine Lernbehinderung auf. Bei 22 Patienten
wurde der Grad der MR/Entwicklungsverzégerung nicht bestimmt. Die meisten Patienten waren
von multiplen kongenitalen Anomalien betroffen: 29 hatten faziale und/oder somatische
Dysmorphien ohne Fehlbildungen, ein Patient hatte Fehlbildungen ohne Dysmorphien, und 26
zeigten sowohl Fehlbildungen als auch Dysmorphien. Zwolf Patienten wiesen im MRT und/oder
CT-Scan Hirnfehlbildungen oder Anomalien auf. 15 Patienten litten an einem Anfallsleiden und bei
sieben weiteren wurden EEG Anomalien ohne Anfdlle diagnostiziert. 31 Patienten wiesen andere
neurologische Auffalligkeiten auf, wie eine muskuldre Dystonie, Ataxie oder herabgesetztes
Schmerzempfinden.

Die Patienten hatten de Vries-Werte (de Vries et al. 2005; Details in der Legende zu Tabelle 1)
von 0 bis 8 Punkten (Median: 3 Punkte): 0 Punkte (3 Patienten), 1 Punkt (2 Patienten), 2 Punkte
(12 Patienten), 3 Punkte (14 Patienten), 4 Punkte (13 Patienten), 5 Punkte (7 Patienten), 6 Punkte
(4 Patienten), 7 Punkte (3 Patienten), 8 Punkte (2 Patienten).

Alle 60 Patienten wiesen einen normalen Karyotyp mit einer Bandenauflésung von 400-550
Banden pro haploidem Genom auf. Subtelomerische Chromosomenaberrationen wurden mittels
FISH-Analyse ausgeschlossen. Andere bekannte Ursachen fir MR/Entwicklungsverzogerung wie
das  Fragile  X-Syndrom, Rett-Syndrom, Stoffwechselerkrankungen oder bekannte

Mikrodeletionssyndrome wurden bei klinischem Verdacht ausgeschlossen.

2.3.2 Kollektiv von Patienten mit schwerer MR ohne Sprachentwicklung einschlieBlich der
Patientin mit Pitt-Hopkins Syndrom

Die Indexpatientin wurde spontan nach normaler Schwangerschaft in der 41.
Schwangerschaftswoche mit einem Geburtsgewicht von 4330 g (97. Perzentile), einer KérpergroRe
von 58 cm (90. Perzentile) und einem KU von 36,5 cm geboren. Die Untersuchung im Alter von
sieben Jahren zeigte eine schwere mentale Retardierung ohne Sprachentwicklung. Im Alter von
finf Jahren wurde eine schwere motorische Entwicklungsverzégerung ohne Krabbeln und
assistiertem Laufen diagnostiziert. Die Patientin war zur Zeit der Vorstellung nicht in der Lage,
ohne Hilfe zu laufen. Sie leidet an Muskelhypotonie und einer Ataxie des Rumpfes. Die fazialen
Merkmale der Patientin umfassen ein grobes Gesicht und eine leicht tiefliegende Nasenwurzel,

einen grofRen Mund mit bogenférmiger Oberlippe und einem kurzen Philtrum (Abbildung 12
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oben). Die Ohren sind leicht dysplastisch mit antevertierten Ohrlappchen. Sie hat einen kurzen
Hals und tiefe Stirn- und Nackenhaaransatze. Sie hat PlattfliBe mit lGberlagerten Zehen und eine
moderate Syndaktylie der Zehen II/lll. Die Patientin hat lange, leicht spitz zulaufende Finger mit
Vierfingerfurchen bds. und proximal inserierte Daumen an beiden Handen. Der Mamillenabstand
war vergroRert. |hr Gewicht lag bei 26 kg (75.-90. Perzentile), ihre GroRe bei 116 cm (10.
Perzentile) und ihr KU bei 52 cm (75. Perzentile). Sie hatte ein glickliches und freundliches Wesen.
Im MRT fanden sich keine ZNS-Anomalien. Eine initial vermutete Epilepsie wurde ausgeschlossen
und die EEG-Befunde waren normal. Weiter wurde bei der Patientin eine ausgepragte Myopie
(-6.5/-7 Dioptrien) diagnostiziert. Bis zum Zeitpunkt als die Patientin fir die Studie rekrutiert
wurde, war keine Hyperventilation beobachtet worden. Im Alter von siebeneinhalb Jahren traten
erste Hyperventilationsattacken auf, so dass ihre klinischen Symptome seit dem mit dem PHS
kompatibel sind. Konventionelle zytogenetische Analysen und das Subtelomerscreening mittels
FISH zeigten normale Ergebnisse. Rett- und Angelman-Syndrom wurden ausgeschlossen und
umfassende Stoffwechseluntersuchungen zeigten keine pathologischen Auffalligkeiten.

AuBer der Indexpatientin wurden in dieser Studie 46 weitere Patienten mit idiopathischer
mentaler Retardierung (29 méannliche, 17 weibliche) auf Mutationen im TCF4-Gen hin untersucht.
Der Grofteil der Patienten wies neben schwerer mentaler Retardierung ohne Sprachentwicklung
eine muskuldre Hypotonie oder Ataxie auf, jedoch wurde bei keinem das PHS klinisch eindeutig
diagnostiziert. Von allen Familien der in der Studie involvierten Patienten lagen schriftliche
Einverstandniserklarungen vor. Die Studie wurde durch die Ethikkommission der Universitatsklinik

Bonn genehmigt.

2.4 Patienten mit Nierenfehlbildungen

2.4.1 Patienten mit ungeklarten syndromalen Nephropathien
Diese Studie wurde durch die Ethikkommission der medizinischen Fakultat der Universitat Rostock
bewilligt, da Rostocker Patienten untersucht wurden. Schriftliche Einverstandniserklarungen fir
die durchgefiihrten Analysen lagen von den Eltern aller Patienten vor. Die Array-CGH-Analyse
wurde bei fiinf weiblichen Patientinnen und finf mannlichen Patienten mit syndromalen
Nephropathien unbekannter Atiologie durchgefiihrt.

Patient 1: Ein 9-jahriger mannlicher Patient zeigte folgende neonatale renale Auffalligkeiten:
Eine multizystische Nierendysplasie (rechts) und eine Nierenhypoplasie (links). Im Alter von 21
Monaten wurde eine Nierentransplantation nach Lebendspende durchgefiihrt. Der Patient wies

eine  moderate psychomotorische Retardierung (selbststindiges Sitzen: 21 Monate,
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Sprachentwicklung im Alter von zwei Jahren auf dem Stand eines 1-jahrigen), eine milde mentale
Retardierung (MR) (9 Jahre: IQ 69; Raven’s Standard Progressive Matrices (SPM) (Raven et al.
2006)) und eine aggressive Verhaltensweise auf. In den ersten Lebensmonaten wurde mittels
kraniellem MRT eine globale Hirnatrophie und eine Hypoplasie des Corpus callosum diagnostiziert.
Aullerdem zeigte der Patient eine progressive Wachstumsstorung; im Alter von einem Jahr lag die
KorpergrofRe unter der dritten Perzentile. Es wurden eine subvalvuldre Aortenstenose, schlaffe
Haut, ein tiefer Nackenhaaransatz und tiefsitzende Ohren diagnostiziert.

Patient 2: Dieser 9-jahrige Patient zeigte eine chronische Nierenerkrankung Stadium 4 bedingt
durch eine bilaterale zystische Nierendysplasie mit vesico-ureteralem Reflux IlI° (links). Er zeigte
eine  moderate psychomotorische Retardierung (selbststindiges Sitzen: 15 Monate,
selbststdandiges Laufen: 21 Monate, Sprachentwicklung mit 28 Monaten auf dem Stand eines 18-
Monate alten Kindes), Mikrozephalie (im Alter von 3 Jahren: KU < 3. Perzentile), chronische
Obstipation, Testishypoplasie, persistierende Wachstumsstorung (im Alter von 3 Jahren:
Korpergrofle < 3. Perzentile). Die Durchfiihrung einer MRT-Untersuchung wurde von den Eltern
abgelehnt.

Patient 3: Bei dieser Patientin wurde mit elf Jahren eine therapie-resistente fokale Epilepsie
diagnostiziert. Im Alter von fiinf Jahren entwickelte sie eine Mikrohdmaturie und mit sechs Jahren
eine glomerulare Proteinurie (0.5 g/Tag). Sie wies eine schwere mentale und eine moderate
motorische Retardierung (selbststdndiges Sitzen: 9 Monate, selbststiandiges Laufen: 18 Monate,
Sprachentwicklung mit vier Jahren auf dem Stand einer 2-jahrigen, mit 16 Jahren: 1Q < 70, Raven’s
SPM (Raven et al. 2006)), sowie eine Innenohrschwerhorigkeit auf. Das kranielle MRT im Alter von
13 Jahren zeigte eine subkortikale Heterotopie. Bei der Patientin wurden aulerdem Dysmorphien
wie eine Mittelgesichtshypoplasie, eine tiefliegende Nasenwurzel, eine tiefe Nackenhaargrenze,
kleine Hdnde und Finger, spitz zulaufende Finger, Plattfiie, Sandalenliicken beidseits und gluteale
Depigmentierung diagnostiziert. Die Patientin wurde im Alter von 14 Jahren in die Kinder- und
Jugendklinik der Universitat Rostock Uberwiesen, um die unklare, syndromale Nephropathie
abzukldren.

Patient 4: Dieser 19-jahrige Patient wies eine psychomotorische Entwicklungsverzégerung auf
(erste Worte im Alter von zwei Jahren, selbststandiges Laufen: 4,5 Jahre), eine milde mentale
Retardierung (mit 16 Jahren: 1Q < 64, Raven’s SPM (Raven et al. 2006)), milde Stenose der Aorta
descendes, Mikrophthalmie, kongenitale Katarakte, Hypertonie und Progenie. Im Alter von
13 Jahren wurde eine Proteinurie (von 0,3 bis 3,3 g/d) diagnostiziert. Durch licht- und

elektronenmikroskopische Untersuchungen der Nierenbiopsie im Alter von 16 Jahren wurde eine
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Minimal Change Glomerulonephritis nachgewiesen. Ein Screening auf Mutationen in den Genen
PODOCIN/NPHS2 und WT1 war negativ.

Patient 5: Diese Patientin zeigte eine multizystische Dysplasie der rechten Niere und eine
kompensatorische Hypertrophie der linken Niere. AuBerdem wies sie eine moderate
psychomotorische Retardierung (selbststdandiges Sitzen mit 1,5 Jahren, selbststdandiges Laufen mit
drei Jahren, Sprachentwicklung mit drei Jahren auf dem Stand einer 2-jdhrigen), einen bilateralen
Nystagmus und eine Hypoplasie des Genitalbereichs auf. Mittels MRT wurde eine Dandy-Walker
Variante nachgewiesen.

Patient 6: Diese 7-jahrige Patientin zeigte eine unilaterale multizystische Nierendysplasie
(rechts), eine  Obstruktion des ureteropelvinen Ubergangs (links),  Atrium-und
Ventrikelseptumdefekte, einen Strabismus und kraniofaziale Dysmorphien (dysplastische Ohren,
Blepharophimose und schmale Lippen).

Patient 7: Dieser 12-jdhrige Junge mit moderater motorischer Entwicklungsverzégerung
(selbststandiges Laufen: 14 Monate, Beeintrachtigung der Feinmotorik und Lernbehinderung
(11 Jahre: 10,81, Raven’s SPM (Raven et al. 2006)), Wachstumsretardierung (KorpergrofRe: bei
Geburt normal, ab dem Alter von 4 Jahren < 3. Perzentile), Innenohrschwerhérigkeit, niedriger
Stirn- und Nackenhaaransatz, partieller Haaralbinismus am Hinterkopf, Hypertrichose der Stirn,
des Halses, der Arme und Beine und beeintrachtigte Gelenkbeweglichkeit. Das kranielle MRT
zeigte milde kortikale und subkortikale Atrophien, sowie eine Hyperdensitat des Globus pallidus.
Im Alter von zehn Jahren entwickelte er ein steroid-resistentes nephrotisches Syndrom
(Proteinurie 1,5-5,8 g/Tag). Die Nierenbiopsie zeigte im Lichtmikroskop eine fokale segmentale
Glomerulosklerose und den Verlust der Podozyten-FulRfortsatze. Die Proteinurie sprach teilweise
auf eine hochdosierte Cyclosporin A-Therapie an. Ein Screening auf Mutationen in den Genen
PODOCIN/NPHS2 und WT1 war negativ.

Patient 8: Diese 4-jahrige Patientin zeigte eine Duplexniere mit vesico-ureteralem Reflux IV°
(obere rechte Niere) und eine Obstruktion des ureteropelvinen Ubergangs (links). Als
Neugeborene wies sie eine muskulare Hypotonie und eine generalisierte Epilepsie auf. Aullerdem
wurden ein Ventrikelseptumdefekt, ein konvergenter Strabismus und bilateral rudimentare 6.
Finger diagnostiziert. Sie zeigte eine moderate psychomotorische Retardierung (im Alter von 22
Monaten selbststandiges Umdrehen maglich, Sprachentwicklung belief sich auf einzelne Laute).
Das kranielle MRT zeigte eine Hypoplasie des Kleinhirnwurms.

Patient 9: Dieser Patient wies neonatales Nierenversagen auf, das auf bilaterale

Nierendysplasien zurickzufihren war und im Alter von vier Jahren in einer chronischen
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Nierenerkrankung  Stadium 4  resultierte. Er  zeigte schwere  motorische- und
Sprachentwicklungsverzégerungen (im Alter von vier Jahren: Selbststandiges Sitzen und Laufen
nicht moglich, Sprechen einzelner Worter), eine Mikrozephalie (KU: bei Geburt auf der
3. Perzentile, mit 0,5 Jahren < 3. Perzentile), eine milde muskuldre Hypotonie im Alter von vier
Jahren und Schwerhorigkeit. Im kraniellen MRT fand sich eine milde kortikale Atrophie, eine
Arachnoidalzyste ventral der Pons und eine Asymmetrie der Hirnhemispharen. AuRerdem wurden
eine Aortenisthmusstenose, eine Aortenklappenstenose, ein Vorhofseptumdefekt und ein
pulmonaler Sequester diagnostiziert. Der Patient zeigte verschiedene Dysmorphien wie
tiefsitzende Ohren, eine eingesunkene Nasenwurzel, Mikro-/Retrognathie, einen hohen Gaumen,
einen kurzen Hals, einen tiefen Nackenhaaransatz, eine Hypertrichose, einen Pes calcaneus und
schlaffe Haut.

Patient 10: Diese Patientin wies eine kongenitale bilaterale Nierenhypoplasie und bilateralen
vesico-ureteralen Reflux (111° links, II° rechts) auf, die im Alter von zehn Jahren zu einer chronischen
Nierenerkrankung Stadium 3 flhrten. Es wurde eine Aortenisthmusstenose und ein
persistierender Ductus arteriosus diagnostiziert. AuBerdem hatte die Patientin eine vorgewoélbte
Stirn, einen Epikanthus, eine schmale Oberlippe, einen kleinen Mund und eine breite
Nasenwurzel. Sie hatte eine moderate motorische Entwicklungsverzogerung (selbststandiges
Sitzen mit zwolf Monaten, selbststdandiges Laufen mit 18 Monaten) und grenzwertige intellektuelle
Fahigkeiten (IQ-Wert 76 mit 13 Jahren, Raven’s SPM (Raven et al. 2006). Mittels kraniellem MRT
wurde eine verkleinerte Sella turcica und eine Hypophysenhypoplasie detektiert. AuRerdem wies
die Patientin eine Wachstumsstorung (Geburt: KérpergroRe auf der 25. Perzentile, Gewicht auf der
50. Perzentile, KU <50. Perzentile; im Alter von neun Monaten: Korpergrofle < 3. Perzentile,
Gewicht < 3. Perzentile) und im Alter von zehn Monaten einen Wachstumshormonmangel auf.
Eine Wachstumshormonsubstitution ab dem Alter von einem Jahr resultierte in einer maRigen
Wachstumsnormalisierung (im Alter von 13 Jahren: KorpergréBe auf der 3. Perzentile). Im Alter

von zwolf Jahren wurde ein nicht-insulin-abhangiger Diabetes mellitus (Typ Il) diagnostiziert.

2.4.2 Patienten mit CAKUT
Diese Studie wurde von der Ethikkommission der medizinischen Fakultdt der Universitat
Heidelberg genehmigt, da Heidelberger Patienten untersucht wurden. Einverstandniserklarungen
fur genetisches Screening der Patienten und/oder der Eltern lagen vor.

30 Patienten mit einem CAKUT-Phdnotyp und mindestens einem schweren extrarenalen

Symptom wurden in das Kollektiv fiir die genetische Analyse mittels Array-CGH aufgenommen. Die
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Geschlechterverteilung der Studienkohorte war balanciert. 20 Patienten waren Deutsche, drei
waren Tirken, zwei Italiener, zwei Osteuropder, ein Patient war Philippino, einer Libanese und
einer Vietnamese. Die Eltern eines tiirkischen Patienten und des Libanesen waren konsanguin.

Die Patienten wurden von qualifizierten péadiatrischen Nephrologen und padiatrischen
Radiologen aus der Universitatskinderklinik Heidelberg klinisch und ultrasonographisch
untersucht. Sie waren von einem oder mehreren der folgenden CAKUT Symptome betroffen:
Nierenagenesie (sechs Patienten), Nierenhypoplasie (sechs Patienten), dysplastische Nieren (14
Patienten), medulldre zystische Nierenerkrankung (vier Patienten) oder Hufeisennieren (zwei
Patienten). 13 Patienten zeigten Anomalien des Ureters: Proximale Ureterstenose (drei Patienten),
Megaureter/Hydronephrose (neun Patienten) oder Ureterocele (zwei Patienten). Urethralklappen
wurden bei zwei Patienten diagnostiziert, bei einem Patienten eine Harnroéhrenatresie. Zwei
Patienten wiesen eine Hypospadie auf und ein Patient eine Penisagenesie. Bei finf Patienten
wurde ein Kryptorchismus, bei einem eine Hydrozele testis, bei zwei Patienten ein Uterus/Vagina
duplex und bei drei Patienten persistierende Kloaken identifiziert.

Weitere Untersuchungen (wie z.B. CT/MRT-Untersuchungen) wurden, wenn notwendig,
durchgefiihrt. Die folgenden extrarenalen Anomalien wurden detektiert: Mentale Retardierung
(zwolf  Patienten), Sprachstérungen (zwei Patienten), Mikrozephalie (acht Patienten),
Makrozephalie (ein Patient) und strukturelle Anomalien des Gehirns, die durch CT- oder MRT-
Untersuchungen nachgewiesen wurden (vier Patienten). Innenohrtaubheit wurde bei drei
Patienten beobachtet, ein Patient zeigte eine unilaterale Atresie des Gehodrgangs, ein weiterer
eine Mikrotie und ein Patient wies ein Ohranhangsel auf. Bei acht Patienten wurden
Augenfehlbildungen, bei vier Patienten faziale Dysmorphien diagnostiziert. Ein Patient hatte eine
Choanalatresie, ein anderer eine Trachealstenose. Herzanomalien wurden bei sechs Patienten
identifiziert, Anomalien des Gastrointestinaltrakts bei zehn Patienten. Auffalligkeiten der
Extremitaten, Gelenke und des Skelettsystems wurden bei 13 Patienten beobachtet. Anomalien
des endokrinen Systems wurden bei vier Patienten erfasst, Hautpigmentierungsstérungen bei zwei

Patienten.

2.5 Isolation der Einzelzellen und der Polkorper fiir die Schnell-CGH

Die Lymphozyten eines Patienten mit Trisomie 21 wurden auf zwei verschiedene Arten isoliert.
Einerseits wurde ein Tropfen sehr stark verdiinnter Suspension mit Trisomie 21 auf einen OT
gegeben und ein einzelner Lymphozyt mit einer Glasnadel unter einem Invertmikroskop isoliert.

Andererseits wurde ein einzelner Lymphozytenkern, der auf einem OT fixiert war, mit einer
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Glasnadel mikrodisseziert. Der Fibroblast aus Abortmaterial mit der Trisomie 18 wurde mit einer
Glasnadel unter dem Invertmikroskop aus einem Tropfen sehr stark verdiinnter Zellsuspension
isoliert, die wir durch das Trypsinieren einer aus Achillessehne angelegten Zellkultur erhielten. Die
Polkorper, die auf einem OT fixiert und die mittels Mehrfarben-FISH analysiert worden waren,
wurden mit einer Glasnadel unter dem Invertmikroskop mikrodisseziert. Jede Zelle bzw. jeder

Polkorper wurde in ein 0,2 ml Reaktionsgefal3, das 5 ul PCR Puffer enthielt, Giberfiihrt.

2.6 DNA-Isolation aus peripherem Blut, Polkérpern und Einzelzellen

Fir die Array-CGH-Analysen zu klinisch-genetischen Fragestellungen wurde die Test-DNA aus
peripherem Blut der Patienten isoliert. Nach demselben, im folgenden beschriebenen Protokoll
wurde die Referenz-DNA aus peripherem Blut normaler Individuen extrahiert. Zur Lyse der
Erythrozyten wurden 40 ml Erythrozyten-Lysispuffer mit 5 ml EDTA-Blut gemischt und 30 min bei
RT inkubiert. Nach einem Zentrifugationsschritt von 10 min bei 1500 Upm wurde der Uberstand
verworfen und das Pellet in 15 ml Erythrozyten-Lysispuffer gewaschen und ein weiteres Mal
10 min bei 1500 Upm (4 °C) zentrifugiert. Nachdem der Uberstand verworfen wurde, wurde das
Pellet in 5 ml Kernlysispuffer resuspendiert. Nach Zugabe von 1 ml 10 % SDS und 200 ul Proteinase
K wurde die Suspension iber Nacht bei 37° C inkubiert. AnschlieBend wurde die Suspension auf RT
heruntergekihlt und 1 ml 5M NaCl hinzugefiigt, gut gevortext und 15 min bei 4000 Upm (RT)
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefiR (berfiihrt und der
Zentrifugationsschritt wiederholt. Ein weiteres Mal wurde der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefald Gberfihrt, 5 ml Ethanol hinzugefiigt und gut gemischt. Danach fiel die DNA aus
und konnte in ein neues ReaktionsgefaR transferiert werden. Zum Schluss wurde die DNA mit 70 %
Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in 300-500 ul 1x TE-Puffer gelost.

Fir reproduktionsgenetische Fragestellungen wurde DNA aus Einzelzellen und Polkdrpern
verwandt und folgendermaBen prapariert: Die Lyse einer isolierten Einzelzelle oder eines
Polkorpers erfolgte durch Zugabe von 5 pul Proteinase K (125 pug/ml) zu 5 ul PCR Puffer, der die
Einzelzelle oder einen Polkdrper enthielt, und einer anschlieBenden 30-miniitigen Inkubation bei

37° C. Das Enzym wurde danach durch eine flinf-minttige Inkubation bei 95° C inaktiviert.

2.7 Universelle DNA-Amplifikation

Um das Rapid-CGH-Protokoll zu etablieren wurden zwei Protokolle zur DNA-Amplifikation

getestet. Flinf pg DNA (dies entspricht ungefahr dem DNA-Gehalt einer einzelnen diploiden Zelle),
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Einzelzellen und Polkérpern sowie mannliche Kontroll-DNA wurden mit diesen Protokollen
amplifiziert. Diese Methoden waren modifizierte DOP-PCR Protokolle (Weber et al. 1998) nach
Telenius et al. (1992) und nach Klein et al. (1999). Je PCR-Reaktion wurden sowohl eine Negativ-
als auch eine Positivkontrolle mitgefiihrt. Um Kontaminationen zu vermeiden, wurden die PCR-
Reagenzien unter der Sterilbank pipettiert. Die Amplifikation wurde im Thermocycler PTC-200 (M)
Research, Waltham, USA) durchgefiihrt.

2.8 Chromosomendarstellung aus Lymphozyten

2.8.1 Lymphozytenkultivierung

Lymphozyten sind ausdifferenzierte Zellen, die sich im peripheren Blut nicht mehr teilen. Durch
eine Kultivierung unter Stimulation durch das Mitogen Phytohamagglutinin (PHA) verlassen
insbesondere die T-Lymphozyten die Go-Phase und treten wieder in den Zellzyklus ein, so dass es
zur klonalen Proliferation kommt. Die Kultivierung erfolgte Uber 72 h bei 37°C in einem
Brutschrank. Nach etwa 24 h treten die Zellen asynchron in den Zellzyklus ein. Bis zum Abbruch
der Kultur durchlauft der GroRteil der T-Lymphozyten noch zwei weitere Zellzyklen.

Durch Zugabe des Spindelgiftes Colcemid, einem Derivat des Colchicins, wird beim
Zellteilungsprozess der Ubergang von der Metaphase zur Anaphase verhindert. Die Mikrotubuli-
abhangigen Vorgange werden blockiert, indem das Colcemid die Polymerisation der Tubulin-
Untereinheiten verhindert und so die Ausbildung der Mitosespindel ausbleibt. Die Anzahl der
Zellen, die sich in Metaphase befinden, wird somit kinstlich erhéht und die Anordnung der
Chromosomen in der Aquatorialebene der Zelle unterbleibt (C-Metaphasen).

Durchfiihrung:

Die Chromosomenpraparation wurde folgendermaBen durchgefiihrt:

e 45 ml Zellkulturmedium und 5 ml Heparinblut in eine 250 ml Kulturflasche geben

e Kulturflasche schwenken, 1-2 h mit aufgeschraubtem Deckel im 37° C Brutschrank stehen

lassen, danach den Deckel schlielRen

e Nach 72 h Zugabe von 500 pl Colcemid (1 pg/100 pl) pro 50 ml und durchmischen

e 15-30 min bei 37° Cinkubieren

e Inhalt der Kulturflasche auf zwei 50 ml Falconréhrchen aufteilen

e 10 min bei 1200 Upm zentrifugieren

e Uberstand abpipettieren, Zellen resuspendieren
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Zuerst 10 ml 0,0375 M KCl langsam und tropfenweise zugeben, danach bis auf 40 ml
auffullen

20 min bei 37 °C im Wasserbad inkubieren

10 min bei 1200 Upm zentrifugieren

Uberstand abpipettieren, Zellen resuspendieren

Fixativ (Methanol/Eisessig 3:1), eisgekihlt, zuerst 10 ml tropfenweise zugeben, danach
schneller bis 20 ml auffillen

10 min bei 1200 Upm und 4 °C zentrifugieren

Fixierung mehrmals wiederholen

Lagerung bei-20 °C

2.8.2 Metaphasepraparation fiir CGH und FISH

Metaphasepraparate von sehr guter Qualitat waren sowohl fiir die CGH als auch fiir die FISH-

Analyse erforderlich. Dies bedeutet, dass eine ausreichende Anzahl an Metaphasen auf dem

Praparat vorhanden sein muss, die zudem weit gespreitet sind. Die Chromosomen der einzelnen

Metaphasen dirfen wegen der geringeren Auflosung entlang der Chromosomenachse nicht zu

kurz, jedoch aufgrund der Uberlagerungstendenz auch nicht zu lang sein. Nach dem Auftropfen

wurden die Praparate bonitiert, um die Qualitat zu Gberprifen.

Durchfiihrung:

Objekttrager (OT) mit 50 % Aceton und 50 % Ethanol entfetten, mit fusselfreiem Tuch
abwischen

Zellsuspension mit Fixativ bis zur gewlinschten Zelldichte verdiinnen

Zellsuspension mischen, 15-20 pl von der Oberflache mit einer Pipette abnehmen
Beschriftete OT in Fixativ tauchen

Aus ca. 20 cm Hohe Suspension auftropfen

OT im Wasserdampf trocknen lassen (50 °C Wasserbad)

OT in 70 % Essigsaure tauchen

Trocknen lassen

Kennzeichnung der Region mit den meisten Metaphasen

Aufbewahrung in 70 % Ethanol
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2.8.3 Vorbehandlung der Chromosomenpraparate
Um ein gutes Verhiltnis zwischen Signal und Hintergrund (signal-to-noise-ratio) bei der CGH zu
erhalten, wurden die Metaphaseprdparate vorbehandelt. Durch die Behandlung mit dem
proteolytischen Enzym Pepsin wurde die Hybridisierungseffizienz der DNA-Sonde auf die
Chromosomenprdparate gesteigert, indem Zytoplasmareste, die die Chromosomen umschlieRen,
abgebaut wurden. Die darauf folgende Fixierung der Praparate durch die vernetzende Wirkung
von Formaldehyd erhielt die Chromosomenmorphologie. Danach wurden die Prdparate einer
Denaturierung und einer Dehydrierung unterzogen.
Durchfiihrung:

e Prdparate kurz in 2x SSC dquilibrieren

e Pepsinverdau: 10 min bei 37 °C

e 2x 5 min waschen mit 1x PBS

e 5 min waschen in 1x PBS-Magnesiumchlorid

o Nachfixierung: Prdparate fir 10 min bei Raumtemperatur in einer Kiivette mit 2 ml

Formaldehyd (37 %) in 70 ml PBS-Magnesiumchlorid inkubieren

e 5 minwaschen in 1x PBS

e Je3minin70%, 90 % und 100 % Ethanol dehydrieren

e Praparate lufttrocknen

e Die vorbehandelten Objekttrager mit 100 pl Denaturierungsmix 1 min 45 sec bei 73 °C in

einer Metallbox inkubieren

e Je 3 minin eisgekiihltem 70 %, 90 % und 100 % Ethanol dehydrieren, lufttrocknen

2.9 Chromosomale CGH

2.9.1 Nick-Translation

Bei der Nick-Translation wurde die doppelstrangige DNA gleichmaRig markiert und auf eine
geeignete Fragmentldange gebracht. Mittels der Enzyme Desoxyribonuklease | (DNase I) und DNA-
Polymerase wurden modifizierte Nukleotide in die DNA eingebaut.

Durch Zugabe von DNase, die als Exonuklease fungiert, wurden zufallsgemafd
Einzelstrangbriiche, sog. Nicks in den DNA-Doppelstrang durch Spaltung der Phosphodiesterbriicke
eingefligt. Dadurch entstanden ein 5°-Phosphat und ein 3’-OH-Ende. Die DNA wurde fragmentiert,
wenn zwei Nicks auf den komplementdren Strangen aufeinander trafen. Je langer die Einwirkung

des Enzyms auf die DNA war, desto kleinere Fragmente entstanden. Durch die Wahl der DNase-
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Konzentration erreichte man, dass weder zu groRe, noch zu kleine Fragmente entstanden, deren
Hybridisierungseigenschaften nicht optimal gewesen waren.

Die indirekte Markierung erfolgte, indem zu dem Ansatz fir die Nick-Translation die
modifizierten Nukleotidtriphosphate wie Biotin-16-dUTP und Digoxigenin-11-dUTP gegeben
wurden, die dann anstatt des dTTPs in die DNA eingebaut wurden. Die Biotin- bzw. Digoxigenin-
Molekiile waren kovalent an das jeweilige Nukleotid gebunden, so dass sie herausragten und
somit flr Antikorper zugdnglich waren. Die angekoppelten Fluorochrome Fluoresceinisothiocyanat
(FITC) und Tetramethylrhodaminisothiocyanat (TRITC) bzw. Rhodamin wurden zum Schluss im
Fluoreszenzmikroskop nachgewiesen.

Ansatz:

1 ug DNA

5 pl 10x NT-Puffer

5 ul 0,1M B-Mercaptoethanol

5 ul dNTPs

1 pl dig- bzw. bio-dUTPs

1-5 ul DNase (je nach DNA-Typ, frisch verdiinnt)
1 ul DNA-Polymerase |

Mit Aqua bidest. auf 50 pl auffillen

Vortexen, kurz zentrifugieren

2 h bei 15° Cim Wasserbad inkubieren

Auf Eis stellen, um die Enzymreaktion abzustoppen.

Eine Gelelektrophorese wurde zum Uberpriifen der Fragmentlinge nach dem DNA-Verdau
durchgefiihrt. Die besten Hybridisierungsergebnisse wurden erreicht, wenn die DNA eine
Fragmentlange von 100-500 bp aufwies. Wenn notwendig wurde die Inkubation im Wasserbad
verlangert. Wenn die Reaktion gestoppt werden sollte, wurde die gleiche Menge Stopp-Mix

hinzugefigt.

2.9.2 Fallung und Reinigung der DNA

Die DNA wurde mit humaner Cot-1-DNA gemischt, die unmarkiert und hochrepetitiv war. Sie
blockierte die hochrepetitiven Sequenzen der Chromosomen, bei denen es ohne Blockierung zu
Kreuzhybridisierungen kommen konnte (Strachan und Read, 1996). Die Fallung erfolgte durch

Zugabe von Alkohol (100% Ethanol) und Natriumacetat, die zu einer Aggregation der
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Nukleinsauremolekiile und anschlieBender Prazipitation der Aggregate flhrte. Niedermolekulare
Oligonukleotide und freie Nukleotide blieben in Losung (Ibelgaufts 1993).
Durchfihrung:
e Ansatz
80 pl Biotin-markierte Test-DNA (= 800 ng)
80 ul Digoxigenin-markierte Kontroll-DNA (= 800 ng)
80 pul Human-Cot-1-DNA
1 pl Salmon-Sperm-DNA
24 ul 3 M Na-Acetat, pH 5,2 (1/4 Gesamtvolumen)
600 pul 100 % Ethanol (-20 °C) (2,5-faches Gesamtvolumen)
e Gut mischen
e Uber Nacht bei —20 °C inkubieren (oder mindestens 30 min bei —80 °C)
e 30 min bei 13000 Upm und 4 °C zentrifugieren
e Uberstand verwerfen
e 3xmit 70 % Ethanol waschen

e Pellet bei 37 °C trocknen.

2.9.3 Prinzip und Durchfiihrung der Hybridisierung

Um eine Hybridisierung durchfiihren zu kdnnen, ist eine Trennung der Doppelstrange, eine sog.
Denaturierung der markierten DNA-Sonde und der Chromosomen, die als Hybridisierungsziel
dienen, durch Hitzeeinwirkung notwendig. Wenn die einzelstrangige Sonden-DNA mit den
unmarkierten einzelstrangigen Chromosomen zusammengebracht wird, lagern sich aufgrund der
Reassoziationskinetik einzelstrangiger Nukleinsdauren die komplementaren Sequenzen durch die
Basenpaarungen von Adenin und Thymin (A-T) bzw. Cytosin und Guanin (C-G) zusammen. Diese
Hybridisierung erfolgt bei definierten Salzkonzentrationen und Temperaturen.

In diesem Zusammenhang spielt die Schmelztemperatur der DNA T,, eine besondere Rolle. Sie
ist als die Temperatur definiert, bei der die Hélfte einer doppelstrangigen DNA in Einzelstrange
dissoziiert vorliegt. Durch sie wird die Stabilitat eines Doppelstranges bestimmt. Je stabiler der
Zustand der DNA, desto hoher ist T,, und desto mehr Energie muss folglich aufgewendet werden,
um die Doppelhelix zu trennen.

T wird von verschiedenen Faktoren bestimmt:

1. Strangldnge:
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Je langer ein DNA-Fragment ist, desto mehr Wasserstoffbriickenbindungen sind zwischen den
Basen beider Strange vorhanden und desto stabiler ist das Fragment. T,, steigt demnach mit
steigender Stranglange.

2. Basenzusammensetzung:

Die Schmelztemperatur T, nimmt mit steigendem GC-Gehalt zu, da zwischen Guanin und Cytosin
drei Wasserstoffbriickenbindungen ausgebildet werden, wahrend zwischen Adenin und Thymin
nur zwei vorhanden sind.

3. Chemisches Umgebungsmilieu:

Formamid destabilisiert die Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den komplementdren
Nukleotiden und setzt dadurch die Schmelztemperatur herab. Monovalente Kationen hingegen
erhohen die Schmelztemperatur durch Stabilisierung der DNA-Doppelstrange.

Damit besteht die Mdglichkeit, die Bedingungen fir die Hybridisierung optimal einzustellen.
Durch die Zugabe von 5 pl deionisiertem Formamid wird die Schmelztemperatur gesenkt, so dass
die Denaturierung bei 72-75 °C durchgefiihrt werden kann. Die Stringenz steigt demnach mit
zunehmender Formamidkonzentration und abnehmender Salzkonzentration.

Durch das Hinzufligen von 5 ul eines Mastermixes, der Dextransulfat enthalt, werden sowohl
die Hybridisierungsraten als auch die Hybridisierungsempfindlichkeit erhoht (Ibelgaufts 1993). Das
Dextransulfat als ein inertes Polyanion fungiert als Matrix und bewirkt durch die lokale Erh6hung
der Sondenkonzentration eine héhere Hybridisierungsgeschwindigkeit, ohne dass die Genauigkeit
der Basenpaarungen, die Stringenz, beeintrachtigt wird.

Das Standardprotokoll sah ein Preannealing fir 30-45 min bei 37°C vor. Nach Ablauf der
Preannealing-Zeit wurde der Hybridisierungsmix auf die eingezeichnete Region der
vorbehandelten Chromosomenpraparate gegeben, mit einem Deckglas (DG) eingedeckt und mit

Fixogum abgedichtet.

2.9.4 Stringenzwaschschritte und Antikérpernachweis

Wahrend der auf die Hybridisierung folgenden Stringenzwaschschritte werden eventuell
fehlgepaarte sowie unspezifisch auf der Glasoberflaiche des OT gebundene Sonden entfernt und
damit eine kontrastreichere  Chromosomendarstellung erreicht. Die unspezifischen
Proteinbindungsstellen wurden durch das Blocken mit Rinderserumalbumin (bovine serum
albumine, BSA) abgesattigt. Die Darstellung der markierten DNA erfolgte Uber die Reaktion mit
Antikorpern und Reportern. Diese variierte je nachdem, ob eine indirekte oder direkte Markierung

vorangegangen war.
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Beim Nachweis nach indirekter Markierung detektierte ein primdrer Reporter,
Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-gekoppeltes Avidin, die biotinylierte Test-DNA. Das Avidin wies
vier Bindungsstellen fur Biotin auf, so dass nach der Bindung vernetzte Komplexe entstanden.
Einen signalverstarkenden Effekt hatte der Antikorper, der gegen das Avidin gerichtet war und
aullerdem die Reportergruppe Biotin trug. Durch die im dritten Schritt erneute Zugabe von Avidin-
FITC wurde eine weitere Signalverstarkung erreicht. Die in der Nick-Translation mit Digoxigenin
markierte Kontroll-DNA wurde zundchst mit einem Maus-Anti-Dig-Antikdrper gekoppelt, der
wiederum von Anti-Maus-TRITC gebunden wurde. Eine verkiirzte Version dieses Nachweises
beschrankte sich auf Inkubation mit einer Nachweislésung, die FITC-gekoppeltes Avidin und Anti-
Dig-Rhodamin enthielt.

Nach direkter Markierung wahrend der Nick-Translation folgten nach der Hybridisierung
Waschschritte und die Gegenfarbung der Chromosomen mit DAPI.

Protokoll:

e Objekttrager aus der Hybridisierungskammer nehmen

e Fixogum und Deckglas entfernen

e Objekttrager in 2x SSC (37 °C) 10 min auf dem Schuttler waschen

e 2x7 minin 0,2x SSC (53 °C) waschen

e Kurzin 4x SSC / Tween 20 aquilibrieren

e 30 min Inkubation mit 150 pl Blockinglosung in einer feuchten Kammer bei 37 °C

e Kurzin 4x SSC/ Tween 20 aquilibrieren

e 30 min Inkubation mit 150 ul Lésung | in einer feuchten Kammer bei 37 °C

e 3x 5 min mit 4x SSC / Tween 20 (45 °C) auf dem Schuttler waschen

e 45 min Inkubation mit 150 pl Losung Il in einer feuchten Kammer bei 37 °C

e 3x 5 min mit 4x SSC / Tween 20 (45 °C) auf dem Schuttler waschen

e 30 min Inkubation mit 150 pul Lésung Ill in einer feuchten Kammer bei 37 °C

e 3x 5 min mit 4x SSC / Tween 20 (45 °C) auf dem Schittler waschen

e 10 min Inkubation mit 150 pl Biotinlésung in einer feuchten Kammer bei 37 °C
e 5 min mit 4x SSC / Tween 20 (45 °C) auf dem Schittler waschen

e Gegenfarbung der Chromosomen mit DAPI

Verkirztes Protokoll:

e Objekttrager aus der Hybridisierungskammer nehmen
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e Fixogum und Deckglas entfernen

e Objekttrager in 2x SSC (37 °C) 10 min auf dem Schiittler waschen

e 2x 7 minin 0,2x SSC (53 °C) waschen

e kurzin 4x SSC / Tween 20 aquilibrieren

e 30 min Inkubation mit 150 pl Blockingldsung in einer feuchten Kammer bei 37 °C
e kurzin 4x SSC/ Tween 20 dquilibrieren

e 30 min Inkubation mit 150 pl Lésung | in einer feuchten Kammer bei 37 °C

e 3x 5 min mit 4x SSC / Tween 20 (45 °C) auf dem Schuttler waschen

e Gegenfarbung der Chromosomen mit DAPI

2.9.5 Mikroskopische Auswertung und Dokumentation
Die Auswertung der chromosomalen CGH- und FISH-Analysen erfolgte an einem DM LB Mikroskop
der Firma Leica mit der Software Leica CW 4000. Im Fluoreszenzmikroskop wurde der fiir jedes
Fluorochrom bendtigte Anregungs- und Emissionsfilterblock automatisch vorgewahlt und mit Hilfe
eines Photometrics Sensys 1400-Kamerasystems, einer digitalisierenden CCD-Kamera (charged
coupled device) je ein monochromatisches Fluoreszenzbild fur die FITC-, TRITC- und DAPI-Farbung
aufgenommen. Diese Daten wurden durch die Leica CW 4000 Software automatisch ausgewertet.
Fir die chromosomale CGH wurde das durchschnittliche Verhdltnis der roten und griinen
Fluoreszenz fir jedes Chromosom bestimmt und normalisiert. Falsche Ergebnisse, die durch
eventuelle Intensitatsunterschiede zwischen den Fluoreszenzfarbstoffen entstehen koénnten,
wurden dadurch vermieden (Piper et al. 1995). Fir die Auswertung der chromosomalen CGH
wurden mindestens 15 Mitosen pro getesteter DNA-Probe aufgenommen und karyotypisiert. Die
Identifizierung der einzelnen Chromosomen wurde durch die Banderung im DAPI-Bild ermdglicht.

Sowohl die Chromosomenachsen, als auch die Lage des Zentromers wurden definiert. Das von
der Software erstellte Durchschnittsprofil fir ein Experiment setzte sich aus den Einzelprofilen
zusammen. Die Einzelprofile flir jedes Chromosom in jeder Mitose zeigten keinen identischen
Verlauf entlang der Chromosomenachse, so dass Mittelwerte fiir jedes Chromosom aus den
Profilen der karyotypisierten Mitosen erstellt wurden. Einzelprofile, die einen extremen Ausschlag
aufgrund von Ungenauigkeiten in der Hybridisierung zeigten, wurden nicht berilicksichtigt. Das
Konfidenzintervall gab den Bereich um den errechneten Mittelwert an, in dem sich 95 % aller
Intensitatswerte der Einzelprofile befanden.

War eine DNA-Sequenz der Test-DNA amplifiziert, hybridisierte diese haufiger an dem

entsprechenden Chromosom. Im Fluoreszenzmikroskop tGiberwog dann das FITC-Fluorochrom. Das
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erstellte Profil zeigte einen Ausschlag nach rechts und wies auf einen Zugewinn hin. Je starker ein
Chromosom bzw. ein Chromosomenbereich amplifiziert war, desto weiter wich das Einzelprofil
von der Mittelwertachse ab. Ein Verlust in der Test-DNA erschien, wenn das TRITC-Fluorochrom

vorherrschte. In diesem Fall wies das Profil einen Ausschlag nach links auf.

2.10 Praparation der FISH-Sonden

2.10.1 Ausstreichen der Klone auf Agarplatten

Die Klone wurden unter sterilen Bedingungen ausgestrichen. Die bakteriellen Klone aus Libraries,
die in bacterial artificial chromosomes (BACs) kloniert wurden (RPCI-11, -13 (Roswell Park Cancer
Institute, Buffalo, USA), und CTA, CTB, CTC, CTD (California Institute of Technology, Pasadena,
USA)), wurden auf Medium ausgestrichen, dem das Antibiotikum Chloramphenicol zugesetzt
wurde. Die Klone aus Libraries, die in P1-derived artificial chromosomes (PACs) kloniert wurden
(Libraries RPCI-1, -3, -4, -5, -6), wurden auf Medium mit Kanamycin ausgestrichen. Die Platten

wurden Uber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

2.10.2 Midipraparation

Einzelkolonien wurden von den Agarplatten gepickt, in 50 ml flissiges Kulturmedium (LB-Medium)
Ubertragen und Uber Nacht bei 37 °C im Inkubator bis zur Sattigung wachsen gelassen. Die
Bakterienkulturen wurden in Zentrifugationsrohrchen Uberfiihrt und 20 min bei 4°C und
4000 Upm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Pellets in 1,2 ml der Lésung 1
resuspendiert und 5 min bei RT inkubiert. Es folgte die Zugabe von 3,6 ml Losung 2, es wurde
vorsichtig gemischt und 5 min auf Eis inkubiert. Der Ansatz wurde 30 min bei 4000 Upm und 4 °C
zentrifugiert. Nachdem der Uberstand in ein neues Réhrchen (iberfiihrt worden war, wurde erneut
zentrifugiert (15 min, 4000 Upm, 4 °C). Wiederum wurde der Uberstand in ein neues Réhrchen
Uberfihrt und 5 ml Isopropanol hinzugefiigt, vorsichtig gemischt und 15 min bei RT inkubiert. Nach
der folgenden Zentrifugation (30 min, 4000 Upm, 4 °C) wurde der Uberstand verworfen und die
Pellets 5 min luftgetrocknet. Die Pellets wurden in 600 ul TE-Puffer resuspendiert und in ein 1,5 ml
Reaktionsgefald transferiert. Dieses wurde 3 min bei 65 °C inkubiert und nach Zugabe von 600 ul
AM Ammoniumacetat fir 10 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt
(10 min, 13000 Upm, RT). Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefiR gegeben und 720 pl
hinzugefligt, vorsichtig gemischt und 10min auf Eis inkubiert. Nach dem letzten
Zentrifugationsschritt (10 min, 13000 Upm, 4 °C), wurde der Uberstand verworfen und das Pellet

vorsichtig mit 70 % Ethanol gewaschen. Nach dem Trocknen des Pellets bei RT wurde es in 40 pl
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TE-Puffer aufgenommen. Um die RNA zu verdauen, wurde 1ul RNase (10 mg/ml) zugeflgt und
eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Die DNA Qualitat und Quantitdat wurde mittels einer Agarose-Gel-

Elektrophorese kontrolliert.

2.11 X-Inaktivierungsuntersuchung

In der vorliegenden Arbeit wurden in zwei Fallen X-Inaktivierungsuntersuchungen an Lymphozyten
aus peripherem Blut durchgefiihrt. Zum einen an den Chromosomen der Mutter des Patienten
18/02 (Projekt: Patienten mit ungeklarter mentaler Retardierung) und zum anderen an den
Chromosomen der Patientin MA (Projekt: Patienten mit ungeklarten syndromalen
Nephropathien).

Fir die Untersuchung wurde zunachst BrdU (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, U.S.A.) in die
Chromosomen eingebaut, danach erfolgte die Farbung mit Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich Corp.)
nach Standardprotokollen, um das aktive und das inaktive X-Chromosom unterscheiden zu
konnen. Es folgte eine FISH, die das derivative X-Chromosom mit der Deletion identifizierte. 100

Mitosen wurden jeweils ausgewertet.

2.12 Array-basierte CGH

Die Entwicklung der Array-CGH (Solinas-Toldo et al. 1997; Pinkel et al. 1998) stellte einen
wichtigen Entwicklungsschritt dar, da die Array-CGH verglichen mit der chromosomalen CGH
genomische Imbalancen mit einer hoheren Auflosung detektieren kann. Die Metaphasepraparate
der konventionellen CGH werden hier durch DNA-Klone als Ziel-DNA ersetzt. Diese DNA-
Fragmente bekannter Lokalisation werden auf einen Objekttrager gespottet und auf diesem
immobilisiert. Diese Technik kombiniert den Vorteil der CGH, d.h. den Vergleich von zwei
Genomen hinsichtlich ihrer Kopienzahlunterschiede in einem Experiment und die Prazision, die
zuvor nur mit der FISH-Analyse mit Single Copy-Sonden erreichbar war.

Sowohl die Test- als auch die Kontroll-DNA werden vor der Hybridisierung mit verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen markiert und zusammen mit unmarkierter humaner Cot-1-DNA auf den
DNA-Chip hybridisiert. Nach der Detektion wird die Fluoreszenzintensitat beider Fluorochrome
jedes einzelnen Klons errechnet. Dadurch kénnen mogliche Gewinne und Verluste des Testgenoms
mit einer hohen Auflosung detektiert werden. Die GréRe und die genomische Verteilung der Klone

stellen die limitierenden Faktoren da.
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Der erste DNA-Chip mit einer genomweiten Auflosung wurde 2001 beschrieben (Snijders et al.
2001). Dieser DNA-Chip enthielt 2300 large insert Klone (hauptsachlich BACs) und bot eine
durchschnittliche Auflésung von 1,4 Mb. Ein nachster Array enthielt 3000 /arge insert Klone (,, 1 Mb
clone set”), die das humane Genom mit einer durchschnittlichen Auflésung von 1 Mb abdecken
(Fiegler et al. 2003). In der vorliegenden Arbeit wurde die Array-CGH mit DNA-Chips durchgefihrt,
die 6000 (6k-Array), 8000 (8k-Array) oder 10600 (10,6k-Array) large insert Klone enthielten. Diese

DNA-Chips werden im Folgenden erlautert.

2.12.1 Konstruktion und Herstellung der DNA-Chips
Die DNA-Chipherstellung erfolgte in der Abteilung von Peter Lichter am Deutschen
Krebsforschungszentrum (Heidelberg, Deutschland). Diese Gruppe beschrieb im Jahre 1997 als
Erste diese Technik und benannte sie Matrix-CGH (Solinas-Toldo et al. 1997). BACs machen den
grofRten Teil der large insert Klone dieser genomischen DNA-Chips aus. Fir diese Studien wurden
drei Generationen von DNA-Chips verwendet, die 6 k-, die 8 k- und die 10,6 k-Arrays. Die Namen
lassen auf die annahernde Anzahl der Klone des jeweiligen DNA-Chips schlieBen.
Der 6 k-Array enthielt 6437 large insert Klone.
e 3,428 Klone des 1 Mb Klonset von Dr. N.P. Carter, Sanger Institute, Hinxton, Cambridge,
UK (Fiegler et al. 2003)
e Anndhernd 2000 regionspezifische Klone (spezifisch flir chromosomale Regionen, die
mit der Tumorgenese in Zusammenhang stehen).
e Anndhernd 1000 genspezifische Klone (spezifisch fiir Gene, die mit der Tumorgenese in
Zusammenhang stehen, insbesondere Onkogene und Tumorsuppressorgene).
Der 8 k-Array enthielt 8049 large insert Klone.
e 3428 Klone des 1 Mb Klonset von Dr. N.P. Carter, Sanger Institute, Hinxton, Cambridge,
UK (Fiegler et al. 2003)
e Anndhernd 2000 regionspezifische Klone (spezifisch flir chromosomale Regionen, die
mit der Tumorgenese in Zusammenhang stehen).
e Anndhernd 2000 genspezifische Klone (spezifisch fiir Gene, die mit der Tumorgenese in
Zusammenhang stehen, insbesondere Onkogene und Tumorsuppressorgene).
e 2000 Klone, die auf den Chromosomen 1p und 1q, 19 und 22q lokalisiert sind und eine
tiling-path  Abdeckung dieser groRen GC-reichen und genreichen Regionen

gewadhrleisteten.
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Die Auflésung der DNA-Chips variiert abhangig von der jeweiligen Klonabdeckung in den
verschiedenen chromosomalen Regionen. Das 1 Mb-Klonset liefert eine gesamtgenomische
Auflésung von ca. 1 Mb, wahrend fiir die chromosomalen Loki um viele Tumorsuppressorgene und
Onkogene herum und fiir groRe Teile der Chromosomen 1 und 19 Klone ausgewahlt wurden, die
eine tiling-path-Abdeckung ermdglichten und somit eine durchschnittliche Auflésung von besser
als 0,5 Mb erreicht werden konnte.

Der 10,6 k-Array wurde um weitere 2200 Klone erweitert, die die Auflésung der
zentromernahen Bereiche und die Subtelomerbereiche erhéhen sollten. Auflerdem wurden
Regionen, die flir Mikrodeletions- und Mikroduplikationssyndrome bekannt sind, mit hoherer
Auflésung abgedeckt.

Zum groRten Teil basiert die DNA-Chipherstellung basiert auf dem Sanger Institute Protokoll
(Fiegler et al. 2003; Fiegler et al. 2007). Alle large insert Klone wurden als Stocks in 50 % Glycerol
gelagert, Midiprdparationen wurden durchgefiihrt und die DNA wurde mittels DOP-PCR (mit den
Primern DOP1, DOP2 und DOP3 (Fiegler et al. 2003)) amplifiziert. Die Amplifikation der Ziel-DNA
folgte mit einer zweiten PCR (amino-linking PCR). Nach der PCR-Amplifikation wurde die DNA in
Spottingpuffer verdiinnt und alle Produkte in 384-well-Platten bis zum Spotten der DNA-Chips mit
einem Omnigrid Spotting Roboter (GeneMachines Inc., San Carlos, CA, USA) gelagert. Jeder Klon
wurde in drei Triplikaten auf Nexterion Slide E Microarray Chips gespottet (Schwaenen et al.
2004). Nach dem Spotten wurden die DNA-Chips luftgetrocknet, durch UV-Licht mit dem
Stratalinker (Stratagene, La Jolla, CA, USA) auf der Objekttrageroberflache fixiert und fir eine
Stunde bei 60 °C gebacken. Danach kénnen die DNA-Chips fir die Array-CGH verwendet und bei

Dunkelheit und Trockenheit mindestens sechs Monate gelagert werden.

2.12.2 Probenmarkierung mittels Random Priming

Diese Methode zur Markierung von DNA (und RNA) basiert auf dem Gebrauch einer Mischung aus
Oligonukleotidprimern mit einer Ldnge von 6 bis 12 Basenpaaren. Diese Basen liegen in allen
moglichen Kombinationen vor (Feinberg und Vogelstein 1983, 1984). Nach der Denaturierung der
Test-DNA werden das Klenow-Fragment, das groRe Fragment der DNA-Polymerase, die Random
Primer und markierte sowie unmarkierte Nukleotide (dNTPs) zugefiigt. Die Nukleotide kdnnen
entweder biotinyliert oder mit Cy-Farbstoffen markiert sein. Die Random Primer annealen an ihre
zugehorigen komplementdren Sequenzen der einzelstrangig vorliegenden Test-DNA, so dass das
Klenow-Fragment einen komplementadren DNA-Strang in 5'—3’-Richtung synthetisiert. Durch den

Einbau der markierten Nukleotide wird eine effektive Markierung erreicht. Neben der Markierung
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wird eine 10- bis 40-fache Amplifikation erreicht. Um sowohl die Test- als auch die Kontroll-DNA zu
markieren, wurden je 500-1000 ng in den Random Priming-Ansatz eingesetzt.

Die Kontroll-DNA Pools wurden aus DNA von normalen Individuen generiert (10 gesunde
Frauen, bzw. 10 gesunde Manner). Die Hybridisierung erfolgte geschlechts-matched. Die Test-DNA
wurde Cy3 gelabelt, die Kontroll-DNA mit Cy5. Das Random-Priming erfolgte nach folgendem
Protokoll:

500-1,000 ng DNA
36 ul  2,5x Random primer-Losung
32 ul 5 M Betain
Auffillen mit ddH,0 auf ein Volumen von 77,4 pl.
Der Ansatz wurde fir 10 min auf 95 °C erhitzt und auf Eis abgekihlt. Folgende Reagenzien
wurden auf Eis hinzugefiigt:
9 ul dNTP-mix
1,8 pl Cy3-dCTP bzw. 1,8 pl Cy5-dCTP
1,8 ul Klenow-Fragment
Dieser Ansatz wurde vorsichtig gemischt und fir 16 h bei 37 °C inkubiert.

Die Proben wurden mit MicroCon YM30 Saulen (Microcon, Millipore 42411) aufgereinigt und
Nukleotide, die nicht eingebaut wurden, entfernt. Die MicroCon Sdulen wurden gemal der
Anleitung verwendet. Die markierte DNA wurde in 100 ul 0,1x SSC eluiert und sowohl die DNA-
Menge als auch der Farbstoffeinbau durch die Spektrophotometermessung bestimmt. Die
Absorptionsraten bei 260 nm (DNA), 550 nm (Cy3) und 650 nm (Cy5) wurden fiir jede Probe

berechnet.

Eingebaute Eingebaute
Cy3-dCTPs Cy5-dCTPs

! Nicht
0.257 Nicht eingebaute
020} eingebaute Cy5-dCTPs

Cy3-dCTPs

0.15-
ooy
0.05+

0.00 ; — e ; ; : .
300 400 500 £00
nm
Abbildung 1. Spektrophotometer-Messung zur Bestimmung des DNA-Gehalts und der Einbauraten
der markierten Nukleotide
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Die DNA-Menge wurde mit folgender Formel berechnet:

A* x Verdiinnungsfaktor x 50 ug
10004

Konzentration{’u—g} =

y7i
Die Einbaurate fiir Cy3-dCTP konnte gemal’ folgender Formel bestimmt werden:
d A260
Cy3—dCTP — Einbaurate{ble} = el x23.15
p

Der optimale Wert fir die Cy3-dCTP Inkorporation lag bei einem markierten Nukleotid pro
40 Basenpaare, aber das Experiment gelang auch bei einem Einbau eines markierten Nukleotids
pro 60 bis 80 Basenpaare.

Die Einbaurate fiir Cy5-dCTP konnte gemal folgender Formel bestimmt werden:

260
Cy5—dCTP — Einbaurate{%} g 2650 x38.58
Je)

Der optimale Wert fiir die Cy5-dCTP Inkorporation lag bei einem markierten Nukleotid pro
60 Basenpaare, aber das Experiment gelang auch bei einem Einbau eines markierten Nukleotids

pro 80 bis 100 Basenpaare.

2.12.3 Array-CGH Probenherstellung

Gleiche Mengen Test- und Kontroll-DNA (je ~10-15 pg) wurden mit anndhernd 120 ug humaner
Cot-1-DNA, 1/10 des Volumens Natriumacetat und 2,5-faches Volumen 100 % Ethanol fir
mindestens 30 min bei -70 °C prazipitiert und anschlieBend 30 min bei 4 °C und 13000 Upm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das DNA Pellet luftgetrocknet. Das Pellet wurde
in 125 pl Hybridisierungspuffer aufgenommen und fiir mindestens 1 h bei 40 °C oder {iber Nacht

bei 37 °C gel6st.

2.12.4 Array-CGH Hybridisierung

Vor der Hybridisierung wurde die DNA fiir 10 min bei 75 °C denaturiert und fiir 40-60 min bei
37 °C preannealt. Die DNA wurde auf die DNA-Chips gegeben, die zuvor in die vorgesehenen
Module der Hybridisierungskammer HybArrayl2 (Perkin Elmer, PerkinElmer, Beaconsfield, UK)
eingelegt worden waren. Diese Anordnung ermoglichte eine simultane Hybridisierung von bis zu
zwolf DNA-Chips. Das Protokoll der Hybridisierung und der stringenten Waschung durchlief

folgende Schritte:
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Zweck Temperatur Dauer

Denaturierung der DNA Chips 75°C 5 min

Zugabe der Proben 42°C

Verteilen der Proben auf den DNA-Chips 42°C 30 min

Hybridisierung 37°C 62 h

Waschen der DNA-Chips (2x SSC/ 0,05 % Tween20) 37°C 30 s Spilen, 5 s Halten
Waschen der DNA-Chips (2x SSC/ 0,05 % Tween20) 44° C 15 s Spiilen, 5 s Halten

Waschen der DNA-Chips (50 % Formamid/ 2x SSC / 44° C 20 s Spiilen, 3 min Halten
0,1%Tween20)
Waschen der DNA-Chips (2x SSC/ 0,05 % Tween20) 44° C 20 s Spilen, 5 s Halten

Waschen der DNA-Chips (1x PBS) 25°C 2 min Spilen, 5 s Halten

Tabelle 1: Protokoll der Array-CGH

2.12.5 Vorbereitung der DNA-Chips zum Scannen

Nachdem die Stringenzwaschschritte beendet waren, wurden die DNA-Chips aus der
Hybridisierungskammer entnommen und direkt fiir wenige Sekunden in den Waschpuffer C
getaucht. Zum Trocknen wurden die DNA-Chips in einem 50 ml Falconréhrchen bei 1500 upm fir

zwei Minuten abzentrifugiert, um sie danach mit einer Antifadinglésung (DyeSaverll) zu benetzen.

2.12.6 Scannen der DNA-Chips
Die DNA-Chips wurden mit dem Dual Laser Scanner GenePix 4000B (Molecular Devices
Corporation, Sunnyvale, CA, USA) gescannt. Dieser scannt simultan sowohl in der Wellenlange
532 nm, welche die Cy3-Markierung detektiert und fir die Cy5-Markierung in der Wellenlange
635 nm. Der Scanner nutzt die Software Genepix 6.0.

Zunachst wird ein sog. Prescan mit einer Auflésung von 50 um durchgefiihrt, um die
hybridisierte Region auf dem DNA-Chip zu bestimmen. Diese Region wird danach mit einer

hoheren Auflésung von 10 um gescannt. Dieses Bild wird als multi-image tiff-Datei gespeichert.

2.12.7 Datenverarbeitung mit Genepix 6.1

Die tiff-Datei wurde mit der Software Genepix 6.1 analysiert. Im ersten Schritt wurde eine
gal (genepix array list)-Datei hochgeladen, die die Information zum DNA-Chip-Design enthalt, wie
z.B. die Anzahl der gespotteten Blocke, die Anzahl und Lage der Spots, den Spotdurchmesser und
den Namen des Klons jedes Spots. Nachdem die Softwareschablone hochgeladen wurde, die jeden

individuellen Spot des DNA-Chips erkennen sollte, wurde dieses Uberprift und manuell korrigiert.
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Diese fiur jeden DNA-Chip individuellen Settings werden als gps (genepix settings)-Datei

gespeichert.

2.12.8 Generierung der primdren log-Ratio Daten

Nachdem die tiff-Datei hochgeladen und die gps-Datei generiert wurde, kann durch die Analyse
der in der gps-Datei enthaltenen Informationen zu jedem definierten Spot eine gpr (genepix
result)-Datei erstellt werden. Folgende Informationen sind aus der gpr-Datei fir jeden Spot

abzulesen: Lage des Spots (Block, Spalte, Reihe), chromosomale Lokalisation, Spotname und

Spotdurchmesser.

635 nm: 532 nm:

F635 Median F532 Median
F635 Mittelwert F532 Mittelwert
F635 SD F532SD

F635 CV F532 CV

B635 Median B532 Median
B635 Mittelwert B532 Mittelwert
B635 SD B532SD

B635 CV B532 CV

Tabelle 2. Inhalte der gpr-Datei
F, Vordergrund; B, Hintergrund; SD, Standardabweichung; CV, Reproduzierbarkeit

2.12.9 Datenanalyse

Fiir die weitere Datenanalyse stand das ChipYard-Programm zur Verfiigung. Dieses ist ein Gber das
Internet verfligbares Programm far die Datenanalyse von DNA-Chips
(http://www.dkfz.de/genetics/ChipYard/). Die Daten der hybridisierten DNA-Proben und die
Patienteninformationen wurden in diese Datenbank eingefiigt und die DNA-Chipdaten wurden als
gpr-Dateien hochgeladen. Es folgten Qualitatskontrollen der DNA-Chipdaten, Herausfiltern der
Spots mit zu geringer Qualitat, Berechnung des Test/Kontroll-Verhaltnisses jedes Spots,
Berechnung der Spotintensitat/Hintergrundintensitatsverhaltnisses und die Datennormalisierung.
Die Datenausgabe unserer Analyse erfolgte als txt-Datei, die die Information fiir jeden Klon auf
dem DNA-Chip einschlieflich der Klonposition (Startpunkt, Endpunkt und
Mittelpunktbasenpaarangabe des Klons), des Gengehalts und das normalisierte log, Test/Kontroll-

Verhiltnis fiir jeden Klon (Durchschnittswert fiir jedes Triplikat) enthielt.
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2.12.10 Dateninterpretation

Um die generierten Daten in vollem Umfang auswerten zu kénnen, wurden Informationen (iber
die Klone aus vorhandenen Datenbanken abgerufen und in einer Klonliste zusammengefasst, die
es ermoglichte, abweichende Klone eines Array-CGH-Experiments zu bewerten. Diese erstellte
Klonliste enthielt die Ergebnisse aus FISH-Experimenten, die in unserem Institut durchgefiihrt
worden sind. Einige der untersuchten Klone zeigten Kreuzhybridisierungen (mehrfaches Binden
der Sonde auf verschiedenen Chromosomen) oder waren auf dem falschen Chromosom lokalisiert.
AuBerdem wurden die Informationen aus anderen Zentren weltweit in die Klonliste integriert.
Dazu diente die Homepage des National Center for Biotechnology, U.S. National Library of
Medicine, Bethesda, USA (Cheung et al. 2001)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/cyto/hbrc.shtml), die regelméaRig aktualisiert wird. In diese
Datenbank flieBen die Daten aller diesbeziiglich informativen Publikationen ein. So werden
polymorphe Klone beschrieben, die bei gesunden Kontrollpersonen Abweichungen zeigen oder
Klone, die mit solchen Regionen iiberlappen. Eine Ubersicht dieser varianten Loci gibt die
,Database of genomic variants” (http://projects.tcag.ca/variation/). Der Betreiber dieser
Datenbank ist das Centre of Applied Genomics, Toronto, Canada und basiert auf der Publikation
von lafrate et al. (lafrate et al. 2004). Mittlerweile enthalt diese Datenbank Informationen aus 31
Publikationen, Uber 21178 Kopienzahlvarianten, von denen 6558 Loci das humane Genom

betreffen.

2.13 MLPA-Analysen zur Kopienzahlbestimmung

Um die DCX Kopienzahl der Patientin MA und ihrer Eltern zu bestimmen, wurde eine multiplex
ligation-dependent probe amplification (MLPA) (SALSA MLPA kit P0O61 Lissencephaly; MRC Holland,
Amsterdam, The Netherlands) durchgefiihrt. Das Probenset bestand aus DCX Zielproben aus
verschiedenen Exons dieses Gens. 37 weitere Proben fir andere Sequenzen auf anderen
Chromosomen dienten als Kontrollen. Eine dieser Proben war Y-Chromosom-spezifisch. Die MLPA-
Analyse wurde nach dem Protokoll der Hersteller durchgefiihrt. 75 ng genomischer DNA werden in
5 ul TE-Puffer 5 min bei 98 °C denaturiert und (iber Nacht bei 60 °C mit den MLPA-Proben
hybridisiert. Die hybridisierten Produkte wurden bei 54 °C fiir 15 min ligiert, mittels PCR (30
Zyklen) amplifiziert und die PCR-Fragmente auf einem ABI 3100 Kapillarsequenzierer aufgetragen.
Die Daten werden mit GeneMapper, Version 4.0 Software (Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland) ausgewertet und die Gendosis wird mit Coffalyser V4 Programm (MRC-Holland)

bestimmt. Wurde der “population normalization” Modus genutzt, werden die Peakhohen auf der
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Basis der Medianhéhen aller Peaks (Test und Kontrollen) normalisiert. Die normalisierten
Peakhohen werden mit den Peaks der (mindestens vier) normalen Proben verglichen. Es wurden

Standardanalyseparameter genutzt, die eine Peakh6he von unter 0,75 als Deletion identifizierten.

2.14 Statistische Analysen

Die Vergleiche zwischen Gruppen wurden je nach Eignung mittels Fisher’s Exact Test, t-Test oder

Mann-Whitney Rank Sum Test durchgefiihrt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als signifikant angesehen.

2.15 Molekulargenetische Untersuchungen

Die genomische Struktur von TCF4 wurde mit Hilfe der humanen cDNA-Sequenz aus der GenBank
(NM_003199.1) erstellt. Alle kodierenden Exons und Splicestellen wurden mittels Standard-PCR an
genomischer DNA amplifiziert und anschliefend bei Patientin AC mit Pitt-Hopkins-Syndrom, ihren
Eltern und weiteren 46 Patienten mit idiopathischer MR sequenziert. Die Sequenzen wurden mit
dem Eintrag der Genbankeintrag NM_003199 und zusatzlichen genomischen Daten verglichen.
Aus den Lymphozyten der Patientin AC und ihrer Eltern wurde mittels ,,PAXgene blood RNA Kit"
gemall der Anleitung RNA isoliert und mit dem ,OneStep RT-PCR Kit“ (beide: Qiagen, Hilden,
Deutschland) cDNA synthetisiert. Mit den Primern (Vorwartsprimer: 5’-tgcaagacacgaaatcttcgg-3’,
Rickwartsprimer: 5’-atacagctgttaaggaagtgg-3’), die in den Exons 17 und 20 lokalisiert waren,
wurde aus der RNA der Patientin ein 497 bp groBes cDNA-Fragment amplifiziert, welches den SNP
rs8766 (lokalisiert in Exon 19) enthielt.
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3 Ergebnisse

3.1 Reproduktionsgenetik

3.1.1 Etablierung eines Schnell-CGH Protokolls
Die Durchfliihrung des Standardprotokolls fiir chromosomale CGH unseres Labors nimmt 76 h in
Anspruch (Weber et al. 1996). Mit dem Ziel ein Schnell-CGH-Protokoll fiir die Pranataldiagnostik
und PGD zu etablieren, versuchten wir die Zeitdauer jedes Schrittes, der fiir die Analyse bendtigt
wird, zu reduzieren. Fir diese Experimente nutzten wir DNA der Tumorzelllinie COLO 704 als Test-
DNA, die sowohl Gewinne groRRer als auch kleiner Chromosomen enthéalt um zu untersuchen, ob
diese Imbalancen nach verschiedenen Protokollverdnderungen detektierbar sind. Zunachst
reduzierten wir die Hybridisierungszeit, die langste Zeitspanne (64 h) des CGH-Standardprotokolls.
Die Dauer der Hybridisierung wurde kontinuierlich verringert bis die geringste Zeitspanne erreicht
war, die verldssliche Ergebnisse lieferte. Diese belief sich auf 6 h. Die beste Qualitat der CGH-
Profile wurde nach einer Hybridisierung in einem Thermomixer fiir Objekttrager (OTs)
(Eppendorf), der bei 300 Upm rotierte, erzielt. Die Ergebnisse waren besser als nach einer
Hybridisierung im Wasserbad. Als nachsten Schritt testeten wir, ob wir zuverladssige Ergebnisse bei
einer auf 6 h reduzierten Hybridisierungsdauer erhalten kénnen, wenn die Markierung der DNA
mit Nukleotiden erfolgt, die direkt mit Fluorochromen gekoppelt waren. Diese Nukleotide zu
nutzen, hat den Vorteil, dass die Antikorper-Detektionsschritte nach der Hybridisierung entfallen
und somit Zeit eingespart werden kann. Jedoch konnten durch diese direkte Markierung keine
verldsslichen Ergebnisse erzielt werden. Daher wurden Nukleotide, die an einen Reporter (z.B.
Biotin oder Digoxigenin) gekoppelt sind, in die DNA eingebaut. Somit waren eine Nick-Translation
und ein Nachweis mit fluoreszenzgekoppeltem Avidin und anti-Digoxigenin-Antikdrpern
notwendig. Die Zeitspanne, die fiir diese Schritte notwendig war, konnte reduziert werden. Wir
stellten fest, dass die Nick-Translation nach einer Inkubation von 30 min anstelle von zwei Stunden
eine ausreichende DNA-Markierung lieferte. AulRerdem wurde die Detektion nach einer
Inkubation mit den Fluorochrom-konjugierten Molekiilen ohne einen signalverstarkenden Schritt
durchgefihrt und fiihrte zu CGH-Profilen hinreichender Qualitdt. Dadurch konnten die
Stringenzwaschschritte und die Detektionsschritte von vier Stunden auf zwei Stunden verkirzt
werden.

Die Resuspension der prazipitierten DNA nach der Nick-Translation konnte von einer Stunde auf

30 min verringert werden, wenn diese im Thermomixer (Eppendorf) bei 1300 Upm ablief. Die
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minimale Zeit, die flr das Preannealing der repetitiven Sequenzen nach der DNA-Denaturierung
angesetzt werden musste, belief sich auf 30 min und konnte um 1,5 h reduziert werden. Die
digitale Bildaufnahme und Auswertung von 15 Mitosen konnte in 1 h erfolgen. Insgesamt konnte
das CGH-Protokoll von 76 h auf 12 h fiir die Félle, in denen ausreichend DNA zur Verfligung stand,
reduziert werden.

Fiir die Analyse von Einzelzellen wurden zwei zuséatzliche Schritte benétigt. Zunachst war ein
Proteinase K-Verdau von 40 min erforderlich, um die DNA aus der Zelle zu extrahieren. Danach
musste eine universelle DNA-Amplifikation erfolgen, um eine ausreichende DNA-Menge fir die
CGH-Analyse zu generieren. Wir testeten verschiedene DNA-Amplifikationsprotokolle und
evaluierten ihre Eignung. Das single cell PCR Protokoll nach Klein et al. (1999) beschrieb eine
Methode, mit der die DNA einer Zelle amplifiziert und mit einem Fluorochrom-konjugierten
Nukleotid mittels PCR markiert werden kann. Mit einer verkiirzten Version dieser Methode
konnten wir keine zuverldssigen Ergebnisse erzielen. Das degenerate oligonucleotide primed
(DOP)-PCR Protokoll nach Telenius et al. (1992) ermoglicht eine DNA-Amplifizierung. Danach folgt
und eine Markierung mittels Nick-Translation. Mit diesem Protokoll und der reduzierten
Hybridisierungszeit von 6 h konnten bestindige und verlassliche CGH-Profile guter Qualitat
generiert werden. Um die Dauer der DNA-Amplifikationsschritte zu verkirzen, wurde die Anzahl
der Zyklen reduziert bis das kiirzeste DOP-PCR-Protokoll, das zu aussagekraftigen Ergebnissen
fihrte, identifiziert wurde. Dieses Protokoll nahm eine Zeit von drei Stunden in Anspruch und
bestand aus folgenden Schritten: 96 °C (5 min); 94 °C (1 min), 30 °C (1 min, 30 sec), 72 °C (3 min)
(ramp 0,2) fir 10 Zyklen; 94 °C (1 min), 62 °C (1 min), 72 °C (2 min, 30 sec) fir 20 Zyklen gefolgt
von einem finalen Schritt bei 72°C fir 7 min. Das Protokoll wurde fiir eine schnelle
Einzelzellanalyse etabliert und wurde Schnell-CGH-Protokoll genannt. Es bendétigte eine Zeitspanne
von 16 h und wurde in Tabelle 3 in seinen einzelnen Schritten mit dem konventionellen CGH-

Protokoll verglichen (Landwehr et al. 2007).
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Protokoll Standard CGH Schnell-CGH
1. Proteinase K Verdau zur DNA-Extraktion 40 min 40 min
2. Universelle DNA Amplifikation mittels DOP-PCR 6h 3h
3. Photometermessung 5 min 5 min
4. DNA-Labeling mittels Nick-Translation 2h 1h
5. DNA Fallung 1h 1h
6. Losen der DNA

Vorbehandlung der Chromosomenpraparate 1h 30 min
7. Denaturierung und Preannealing 2 h, 5 min 35 min
8. Hybridisierung 64 h 6 h
9. Stringenzwaschschritte und Antikorperdetektion 4h 2h
10. Aufnahme der Metaphasen und digitale Bildanalyse 2h 1h
Gesamtdauer
(ohne Schritte 1 und 2) ~76h ~12h
Gesamtdauer fir die Einzelzellanalyse

~83 h ~16 h

(einschlieBRlich der Schritte 1 und 2)

Tabelle 3. Vergleich der Dauer einzelner Schritte des Standard- und des Schnell-CGH Protokolls

3.1.2 Validierung des Schnell-CGH Protokolls

Eine DNA-Probe der Zelllinie COLO 704, die anndhernd aquivalent zu dem DNA-Gehalt einer

Einzelzelle (5 pg) ist, wurde erfolgreich mittels Schnell-CGH analysiert. Alle uns durch die Analyse

mit konventioneller CGH bekannten Zugewinne stimmten mit den Ergebnissen der Schnell-CGH

Uberein (Abbildung 2).
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Abbildung 2. Etablierung und Validierung des Schnell-CGH-Protokolls. Chromosomale CGH-Profile
nach Durchfiihrung des Standard-CGH-Protokolls (oben) und des Schnell-CGH-Protokolls (unten)
an DNA des Testsystems, der Ovarialadenokarzinom Zelllinie COLO 704, die Gewinne groRer und
kleiner Chromosomen sowie Gewinne von Chromosomenarmen aufweist. Gewinne der
Chromosomen/Chromosomenarme 1q, 7, 8, 19, 20 wurden nach Durchfiihrung des Schnell-CGH-
Protokolls (unten) ebenso aussagekraftig detektiert wie nach Durchfihrung des Standard-
Protokolls (oben).
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AuBerdem ermoglichte die Schnell-CGH einerseits die Detektion eines Gewinns von
Chromosom 18 bei der Analyse von DNA aus einer einzelnen Fibroblastenzelle aus Abortmaterial
mit bekannter Trisomie 18 und andererseits die Detektion eines Gewinns eines Chromosoms 21
bei der Analyse von DNA aus einer einzelnen Lymphozytenzelle von einem Patienten mit

bekannter Trisomie 21 (Abbildung 3).
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Abbildung 3. A: Mittels GTG-Banderung detektierte Trisomie 18 in einer Fibroblastenkultur einer
Achillessehnenbiopsie von einem abortierten Feten (links) und ein Gewinn von Chromosom 18
nach Analyse eines einzelnen Fibroblasten derselben Achillessehnenbiopsie mittels Schnell-CGH
(rechts). B: Mittels GTG-Banderung detektierte Trisomie 21 in einer Lymphozytenkultur von einem
Patienten mit Down-Syndrom (links) und ein Gewinn von Chromosom 21 nach Analyse eines
einzelnen Lymphozyten derselben Lymphozytenkultur mittels Schnell-CGH (rechts).
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Der Gewinn eines Chromosoms 21 konnte ebenfalls mit der Schnell-CGH detektiert werden,
nachdem ein Lymphozytennukleus eines Patienten mit bekannter Trisomie 21, der auf einem OT
fixiert war, mikrodisseziert worden war (Abbildung 4 oben). Ein Polkorper, der mittels FISH
untersucht worden war und einen Zugewinn einer Chromatide von Chromosom 22 zeigte, wurde
mikrodisseziert und ebenfalls mit der Schnell-CGH untersucht. Das Profil wies einen Zugewinn von

Chromosom 22 auf (Abbildung 4 unten).
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Abbildung 4. Oben: Analyse eines Lymphozytenkerns mit Trisomie 21 von einem Patienten mit
Down-Syndrom mittels Interphase-FISH und Schnell-CGH. Links: FISH-Analyse eines
Lymphozytenkerns, die drei Signale fiir Chromosom 21 (rot, ausgefiillte Pfeilspitzen) und zwei
reguldre Signale flir Chromosom 13 (griin, unausgefillte Pfeilspitzen) zeigte. Rechts: Ein weiterer
Lymphozytenkern von demselben Objekttrager, an dem nach Mikrodissektion eine Schnell-CGH-
Analyse durchgefiihrt wurde. Das Profil zeigte eine Verschiebung des Chromosom 21-Profils nach
rechts entsprechend einem Gewinn von Chromosom 21, wahrend das Profil fiir Chromosom 13
balanciert war.

Unten: Konsekutive Analyse desselben Polkorpers mit einer zusatzlichen Chromatide von
Chromosom 22 mittels Interphase-FISH und Schnell-CGH. Links: Mittels FISH analysierter Polkdrper
zeigte drei Signale fir Chromosom 22 (griin, unausgefiillte Pfeilspitzen) entsprechend einer
zusatzlichen Chromatide und zwei reguldre Signale fiir Chromosom 18 (rot, ausgefillte
Pfeilspitzen). Rechts: Nach Mikrodissektion des Polkorpers wurde eine Schnell-CGH-Analyse
durchgefihrt, die einen Gewinn von Chromosom 22 anzeigte, wahrend das Chromosom 18-Profil
balanciert war.
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Weiterhin wurden 5pg DNA aus peripherem Blut einer Patientin mit einer strukturellen
Chromosomenaberration erfolgreich mittels Schnell-CGH analysiert. Eines der Chromosomen 13
zeigte zusatzliches Material im Bereich des kurzen Arms nach GTG-Bdanderung (Abbildung 5). Mit
Schnell-CGH konnte gezeigt werden, dass es sich bei dem zusatzlichen Material um dupliziertes
Material des distalen Chromosoms 13 handelt. Das Schnell-CGH Ergebnis wurde mittels FISH-

Analyse mit zwei lokusspezifischen Proben aus der trisomen chromosomalen Region verifiziert.
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Abbildung 5. Identifizierung des zusatzlichen Materials eines derivativen Chromosoms 13 einer
Patientin mit MR mittels Schnell-CGH und Verifizierung mittels FISH. Links: GTG-Banderung zeigte
ein normales Chromosom 13 und ein derivatives Chromosom 13 mit zusatzlichem Material am
kurzen Arm. Mitte: Schnell-CGH-Profil von Chromosom 13 zeigte einen partiellen Gewinn des
distalen Chromosoms 13q. Das zusatzliche Material am kurzen Arm des derivativen Chromosoms
13 wurde daher als Material vom distalen, langen Arm des Chromosoms 13 identifiziert. Rechts:
Das Schnell-CGH Ergebnis wurde mittels FISH-Analyse mit den Klonen RP11-120L14 (rot, 13931.1)
und RP11-430M15 (griin 13g33.1) verifiziert. Es waren Signale auf dem kurzen Arm des derivativen
Chromosoms 13 und Signale in den erwarteten Banden auf dem langen Arm des Chromosoms 13
zu sehen. Im dargestellten CGH-Profil wurde der kurze Arm des akrozentrischen Chromosoms 13
schraffiert, um die repetitiven DNA-Sequenzen zu markieren, die von der Bewertung
ausgenommen wurden.
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3.1.3 Anwendung des Schnell-CGH-Protokolls zum Aneuploidiescreening an Polkorpern

Die 32 untersuchten Polkorper der 16 Patientinnen im Alter von 33 bis 44 Jahren, mit einem
Durchschnittsalter von 38 Jahren, wiesen durchschnittlich 1,8 chromosomale Aberrationen
(Schwankungsbereich: 0-5 Aberrationen) auf. Rekurrente Gewinne traten bei den Chromosomen
17 und 22 (4/32 Fallen), 19 (3/32 Fallen), 21 und X (2/32 Féllen) auf. Die Chromosomen 6 (5/32
Fallen), 3, 7, 10, 15, und 16 (3/32 Féllen), 4, 8, 11, 12, 18, und 20 (2/32 Falle) wiesen rekurrente
Verluste auf. Die Haufigkeit der Gewinne und Verluste sowie alle betroffenen Chromosomen sind

in Abbildung 6 dargestellt.
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Abbildung 6. Anwendung des Schnell-CGH-Protokolls zum Aneuploidiescreening von ersten
Polkorpern. Haufigkeit von chromosomalen Imbalancen in 32 ersten Polkdrpern von 16 Patienten
im Alter zwischen 33 und 44 Jahren (durchschnittliches Alter: 38 Jahre), die aufgrund von
fortgeschrittenem mitterlichen Alter und wiederholtem Implantationsversagen in Behandlung
waren. Gewinne (grine Balken) und Verluste (rote Balken) wurden in 75 % der Polkdrper
detektiert. Nahezu alle Chromosomen lagen mindestens einmal unbalanciert vor. 40 % der
detektierten Aberrationen in den Polkérpern waren Gewinne, die mit Monosomien in den
fertilisierten Oozyten einhergehen.
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Die CGH-Ergebnisse stimmten mit den Ergebnissen der 6-Farben-FISH-Analyse durch die
Abteilung fir Gynakologische Endokrinologie und Reproduktionsmedizin, Universitatsklinik Bonn
Uberein (Tabelle 4). Die Profile von zwei ausgewdahlten Polkérpern, die nach Schnell-CGH-Analyse
entstanden, sind in Abbildung 7 dargestellt. Der Polkorper einer 39-jahrigen Patientin, die wegen
fortgeschrittenem mutterlichen Alter behandelt wurde, wies fliinf chromosomale Aberrationen auf
(Verluste der Chromosomen 6, 7, 8, 11, 19, Abbildung 7 oben). Die Analyse eines Polkdrpers einer
41-jahrigen Patientin mit gleicher Indikation zeigte keine Aneuploidie (Abbildung 7, unten). Die
zugehorige Oozyte wurde fertilisiert, der Embryo wurde transferiert und es resultierte eine

Schwangerschaft.
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Abbildung 7. CGH-Profile der Chromosomen 6, 7, 8, 11 und 19 nach Anwendung der Schnell-CGH-
Analyse an Polkérpern von zwei ausgewahlten Fallen. Oben: CGH-Analyse von Polkérper PBSA
einer 39-jahrigen Patientin, die aufgrund ihres fortgeschrittenen mitterlichen Alters in
Behandlung war, zeigte multiple Aneuploidien (Verluste der Chromosomen 6, 7, 8, 11 und 19).
Unten: CGH-Analyse von Polkérper PB15B einer 41-jahrigen Patientin, die ebenfalls aufgrund ihres
fortgeschrittenen matterlichen Alters in Behandlung war. Es wurden keine Imbalancen detektiert.
Die Profile der gleichen Chromosomen sind zum Vergleich abgebildet. Nach Implantation der
zugehorigen fertilisierten Oozyte dieser Patientin resultierte eine Schwangerschaft. In den
abgebildeten CGH-Profilen wurden die Zentromerbereiche aller Chromosomen schraffiert, um die
repetitiven DNA-Sequenzen zu kennzeichnen, die von der Bewertung ausgeschlossen wurden.
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Es gab keinen signifikanten Zusammenhang zwischen der Anzahl der Aberrationen pro

Polkorper und dem Alter der Patientin (p=0,3). AuRerdem konnte kein statistisch signifikanter

Unterschied zwischen der Anzahl der Aberrationen pro Polkdrper in den zwei Patientengruppen,

die wegen AMA oder RIF behandelt wurden, festgestellt werden (p=0,5).

Fall  Patientin  Polkérper Alter Indikation FISH Ergebnisse Schnell-CGH Ergebnisse Aﬁ(ra]:farjcli::;n
-Nr. Nr. Nr. (Jahre) fir IVF Verluste Gewinne Verluste  Gewinne N
pro Polkérper
1 1 PB1A 34 RIF - - - - 0
2 2 PB2A 44 AMA - - - - 0
3 2 PB2B 44 AMA - - 6 - 1
4 3 PB3A 33 RIF n.d. n.d. - 4, X 2
5 3 PB3B 33 RIF n.d. n.d. - 22 1
6 4 PB4A 33 RIF n.d. n.d. 6,7,10,12,18 - 5
7 4 PB4B 33 RIF - - 20 - 1
8 4 PB4C 33 RIF n.d. n.d. 4,8 2
9 4 PB4D 33 RIF - - 2,3,10,12 7 5
10 4 PB4E 33 RIF n.d. n.d. 6,7,20 - 3
11 4 PB4F 33 RIF 16 - 16 - 1
12 5 PB5A 44 AMA n.d. n.d. 15 10, 18, 21, X 5
13 5 PB5B 44 AMA - - 15 14 2
14 6 PB6A 40 AMA n.d. n.d. 18 - 1
15 7 PB7A 37 RIF n.d. n.d. 15 17 2
16 8 PB8A 39 AMA - - 6,7,8,11,19 - 5
17 9 PBYA 39 RIF n.d. n.d. 4,5 17, 22 4
18 9 PB9B 39 RIF n.d. n.d. - 17 1
19 9 PB9C 39 RIF - - - - 0
20 9 PB9D 39 RIF - 16 - 16, 19 2
21 9 PB9E 39 RIF - 22 - 19, 22 2
22 9 PB9F 39 RIF - 21 - 21 1
23 10 PB10A n.d. RIF/AMA n.d. n.d. 3,16 - 2
24 11 PB11A n.d. RIF/AMA n.d. n.d. 10, 16 - 2
25 12 PB12A n.d. RIF/AMA n.d. n.d. - - 0
26 13 PB13A 39 RIF - - 3,6,11 17,19 5
27 13 PB13B 39 RIF - - - - 0
28 14 PB14A 37 t - - - 8 1
29 15 PB15A 41 AMA - - - - 0
30 15 PB15B 41 AMA - - - - 0
31 16 PB16A 34 RIF n.d. n.d - 22 1
32 16 PB16B 34 RIF - 0

Tabelle 4. Klinische Daten, FISH- und Schnell-CGH-Ergebnisse von 32 ersten Polkérpern von 16
Patientinnen: RIF, repeated implantation failure (wiederholtes Implantationsversagen); AMA,
advanced maternal age (erhohtes mutterliches Alter)

64



Ergebnisse

3.2 Klinische Genetik

3.2.1 Array-CGH als zuverldssige Methode zur hochauflésenden genetischen Untersuchung auf
Mikroimbalancen

Die Array-CGH-Experimente wurden auf DNA Mikrochips durchgefiihrt, die zunachst mit 8000 und
spater mit 10600 /arge insert Klonen mit einer durchschnittlichen Auflésung von besser als 0,5 Mb
und tiling-path Abdeckung einiger chromosomaler Bereiche ausgestattet waren.

Die Verlasslichkeit der Arrays wurde getestet, indem sowohl normale weibliche bzw. mannliche
DNA gegen einen Pool verschiedener DNAs von zehn weiblichen bzw. mannlichen, gesunden
Individuen hybridisiert wurde. Die resultierenden Profile waren weitgehend balanciert. Darliber
hinaus zeigten diese Experimente Klone auf, die nicht balanciert waren, was entweder auf
Hybridisierungsartefakte oder auf Unterschiede in der Kopienzahl ohne Krankheitswert (copy

number variants (CNVs)) zwischen den zwei analysierten DNA-Proben zurlickzufliihren war.

3.2.2 Mentale Retardierung (MR)

3.2.2.1 Identifizierte genomische Imbalancen bei Patienten mit ungeklarter MR

Abbildung 8. Faziale Merkmale der Patienten 18/02 (A), 91/00 (B), 54/00 (C), 128/00b (D) und
ihrer Geschwister 128/00c (E) und 128/00a (F). Einverstandniserklarungen der Eltern zur nicht-
anonymisierten Abbildung der Patienten lagen vor.
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Von 60 Patienten mit idiopathischer mentaler Retardierung/Entwicklungsverzégerung wurden
16 mit dem 6 k-Array und 44 mit dem 8 k-Array untersucht. Jeder auffillig erscheinende Klon,
einschlielllich abweichender Einzelklone, wurde mit einer Datenbank fiir genomische Varianten
verglichen (http://projects.tcag.ca/variation/). Abweichende Klone, die nicht in der Datenbank
aufgefiihrt waren, wurden als mogliche Imbalancen in Betracht gezogen. Jede mdégliche Imbalance
wurde mit FISH-Experimenten an Metaphasechromosomen des Patienten entweder bestatigt oder
widerlegt. Bei bestatigten Aberrationen wurde mittels FISH-Analysen an Chromosomenpraparaten
der Eltern bestimmt, ob die Veranderung ererbt oder de novo entstanden war, und die exakten
Bruchpunkte wurden bestimmt. Mogliche Aberrationen wurden bei 47 Patienten detektiert, von
denen je eine Imbalance bei sieben Patienten mittels FISH-Analyse bestatigt werden konnte. FISH-
Experimente an Metaphasechromosomen der Eltern bewiesen, dass bei drei Patienten die
Aberrationen de novo entstanden waren. Zwei als kausativ eingeschadtzte Aberrationen wurden
von einem gesunden Elternteil ererbt. Ein Elternteil eines Patienten stand fiir weitere Analysen
nicht zur Verfliigung. Insgesamt wurden in sechs von 60 analysierten MR-Patienten wahrscheinlich

kausative genomische Imbalancen identifiziert.
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Abbildung 9. Array-CGH-Profil der aberranten Chromosomen. Die Profile zeigten die Mittelpunkte
der Klone des jeweiligen Chromosoms vom p- zum g-Arm (X-Achse) gegen die auf der Y-Achse
aufgetragenen normalisierten log, Test/Referenz-Verhaltniswerte. Alle Aberrationen mit
Ausnahme der 6qg Deletion wurden auf dem 8k-Array detektiert. Die grauen vertikalen Balken
markieren die Heterochromatinblécke der perizentromerischen Regionen der Chromosomen 1
und 19. (A) 10,8 Mb Deletion in Chromosom 6q der Patientin 3/01. (B) 4 Mb Deletion in
Chromosom Xq des Patienten 18/02. (C) 3,8 Mb Deletion in Chromosom 1q der Patientin 91/00.
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(D) 2,8 Mb Duplikation in Chromosom 22 der Patientin 128/00b. (E) 2,1 Mb Deletion in
Chromosom 19 der Patientin 11/03. (F) 1,1 Mb Deletion in Chromosom 4p der Patientin 54/00.

Patient 3/01: Dieses 7-jahrige Madchen wies eine moderate MR/Entwicklungsverzégerung
(selbststandiges Sitzen: 13 Monate, selbststdandiges Laufen: 22 Monate, Sprechen: Im Alter von 3
Jahren weniger als 20 Worter, im Alter von 7 8/12 Jahren Entwicklungsstand einer 3-jahrigen),
leichte Hirnanomalie, Pes valgus, faziale Dysmorphien und haufige Infekte auf. Mittels Array-CGH
wurde ein Verlust von neun Klonen (RP11-506N21 bis RP11-25619) in 6ql1-q13 detektiert
(Abbildung 9). Diese Deletion wurde mittels FISH-Analyse bestdtigt und nach Analyse der
elterlichen Chromosomen konnte gezeigt werden, dass dieser Verlust de novo entstanden war
(Abbildung 11). Die exakte Bruchpunktbestimmung ergab eine DeletionsgroRe von 10,8 £ 0.10 Mb
(flankierende Klone im proximalen Bruchpunkt: RP11-330M10 und RP1-271N20; flankierende
Klone im distalen Bruchpunkt: RP11-88K15 und RP11-738G10).

Patient 18/02 (Abbildung 8): Dieser 6-jahrige Junge wurde aufgrund seiner Lernbehinderung
(1Q 78/Snijder Oomen Test), chirurgisch korrigierter Leisten- und Nabelhernien, Hypospadie und
leichten fazialen Dysmorphien analysiert. Mittels Array-CGH wurde ein Verlust der Klone RP11-
361B11 bis RP1-199L16 in Xg21.31-921.33 detektiert (Abbildung 9). Die Deletion wurde mittels
FISH bestatigt (Abbildung 11). Die Mutter des Jungen zeigte auf einem X-Chromosom die gleiche
Deletion. Durch X-Inaktivierungsuntersuchungen wurde bei ihr eine Verschiebung des X-
Inaktivierungsmusters, ein sog. ,skewing”, detektiert. Diese Imbalance wurde also von der
gesunden Mutter ererbt, jedoch als kausativ fiir den Jungen betrachtet. Die DeletionsgréfSe konnte
mittels FISH auf 4,0 + 0.14 Mb eingegrenzt werden (flankierende Klone am proximalen
Bruchpunkt: RP13-17E1 und RP13-138P15; flankierende Klone am distalen Bruchpunkt: RP11-
560B1 und RP11-641M1).

Patientin 91/00 (Abbildung 8): Dieses 10-jahrige Madchen wies eine moderate bis schwere
MR/Entwicklungsverzogerung insbesondere ihrer Sprachentwicklung (einzelne Worte mit 10
Jahren), ein Anfallsleiden, Hyperkinesien, sowie faziale und nicht-faziale Dysmorphien auf. Die
Array-CGH-Analyse detektierte einen Verlust von 31 Klonen (RP11-525G13 bis RP4-780M13) in
1924.1-g24.2 (Abbildung 9), der mittels FISH bestatigt werden konnte. Es wurde gezeigt, dass die
Aberration de novo entstanden war (Abbildung 11). Da der 8 k-Array fiir diese Region eine tiling-
path Abdeckung aufwies, waren keine weiteren FISH-Analysen zur Bruchpunktbestimmung
notwendig. Die flankierenden balancierten Klone waren RP11-466F5 (proximaler Bruchpunkt) und

RP1-117P20 (distaler Bruchpunkt).
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Patient 128/00b (Abbildung 8): Dieses 12-jdhrige Madchen wurde aufgrund von milder
MR/Entwicklungsverzégerung (7 Jahre: 1Q 69, Kiphard Schilling Test), Mikrozephalie bei Geburt
und leichten fazialen und nicht-fazialen Dysmorphien analysiert. Die Array-CGH-Analyse zeigte
einen Gewinn eines Einzelklons in 22g11.2 (XX-91c), der die DiGeorge/VCFS kritische Region
umfasst (Abbildung 9 D). Diese Duplikation wurde mittels Interphase-FISH mit der kommerziell
erhéltlichen Sonde fur die kritische DiGeorge/Velokardiofaziales Syndrom (VCFS) Region (TUPLE1,
Vysis, Downer’s Grove, UK; Abbildung 11) bestatigt. Die exakte Bruchpunktbestimmung war nicht
moglich, da die Duplikation proximal von repetitiven Sequenzen der perizentromerischen Region
begrenzt wurde, so dass proximalere Klone, wie RP11-657F7, multiple Signale auch in normalen
Kontrollen zeigten. Der letzte eindeutig duplizierte Klon war RP11-1151A3. Der distale Bruchpunkt
in 22q11.22 wurde durch die flankierenden Klone RP11-317J15 und RP11-307016 definiert, so
dass die Duplikation 2,8 + 0,19 Mb groR war. Die FISH-Analysen der Eltern zeigten, dass die
Duplikation von dem phéanotypisch normalen Vater ererbt wurde (Abbildung 11). Bei der
Schwester (128/00c, 9 Jahre alt) und dem Bruder (128/00a, 6 Jahre alt) der Patientin wurde die
gleiche Aberration diagnostiziert. Die Schwester wies eine Entwicklungsverzégerung,
Verhaltensauffalligkeiten, eine Skoliose, faziale Dysmorphien, eine milde Hyperopie sowie haufige
Infekte auf. Der Bruder zeigte eine psychomotorische und Sprachentwicklungsverzégerung, eine
Skoliose, faziale Dysmorphien, eine milde Hyperopie und haufige Infekte.

Patient 11/03: Dieses Madchen wurde im Alter von 18 Monaten vorstellig und zeigte eine milde
Entwicklungsverzégerung (selbststandiges Sitzen: 15 Monate, keine Sprache und erste
Krabbelversuche mit 16 Monaten), einen Herzfehler, Wachstumsanomalien und schwere
kraniofaziale Dysmorphien. Die Array-CGH-Analyse detektierte einen Verlust von 15 Klonen in
19p13.12 (CTB-5506 bis RP11-959H20) (Abbildung 9), der mittels FISH bestatigt wurde. Da der
genutzte 8k-Array in dieser chromosomalen Region eine tiling-path Abdeckung aufwies, konnte
die Deletionsgrofle auf 2,1 + 0Mb ohne zusdtzliche FISH-Analysen festgelegt werden. Die
flankierenden balancierten Klone waren CTD-3252C9 (distaler Bruchpunkt) und CTD-2231E14
(proximaler Bruchpunkt). FISH-Analysen der Eltern konnten nicht durchgefiihrt werden.

Patient 54/00 (Abbildung 8): Diese 10-jahrige Tochter konsanguiner Eltern wurde aufgrund
ihrer schweren MR/Entwicklungsverzégerung (formeller 1Q-Test nicht mdglich), schweren
Hirnfehlbildungen, einem Anfallsleiden, einer Mikrozephalie, einem Kleinwuchs, einer schweren
Kyphoskoliose, fazialen und nicht-fazialen Dysmorphien analysiert. Sie starb im Alter von 10
Jahren. Die Array-CGH (8 k-Array) identifizierte einen Verlust der Klone RP11-416A5 und RP11-
25B15 in 4p12-p13 (Abbildung 9 F). Eine FISH-Analyse bestatigte die Deletion und die FISH-Analyse
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der Eltern zeigte, dass die Deletion de novo entstanden war (Abbildung 11). Die exakte
Bruchpunktanalyse mittels FISH ergab die flankierenden Klone RP11-460K17 und RP11-705021
(distal), RP11-791K24 und RP11-946N22 (proximal) und ermittelte eine DeletionsgroRe von 1,1 +
0,02 Mb.

Abbildung 10. MRT-Aufnahmen der Patientin 54/00 zeigten eine Hirnatrophie mit ausgepragter
Ventrikulomegalie, hypoplastischem Corpus callosum und groben Gyri. Links: Parasagittale T1-
gewichtete Aufnahme. Rechts: Sagittale T1- gewichtete Aufnahme.

3.2.2.2 Klinische Konsequenzen

Einige klinische Merkmale wurden mit einem hdheren Prozentsatz bei den Patienten mit
Mikroimbalancen verglichen mit den Patienten ohne Mikroimbalancen gefunden. Kleinwuchs und
Mikrozephalie traten in 2/6 (33 %) bzw. 3/6 (50 %) Fallen der Patienten mit Imbalancen im
Gegensatz zu 11/54 (20 %) und 15/54 (28 %) der Falle ohne Aberration auf. Herabgesetzte
Schmerzempfindlichkeit wurde in 1/6 (17 %) Patienten mit und in 5/54 (9 %) Patienten ohne
Imbalance diagnostiziert. Der Prozentsatz aller Falle mit Aberration bei den Patienten mit
moderater bis schwerer MR/Entwicklungsverzégerung (3/16; 19 %) war zweimal so hoch wie bei
den Patienten mit milder MR/Entwicklungsverzégerung oder Lernbehinderungen (3/29; 10 %).
Andere neurologische Befunde wie Anfallsleiden und EEG-Anomalien, muskulare
Hypotonie/Hypertonie traten bei den Patienten mit Imbalancen nicht gehauft auf.

Der mittlere de Vries (de Vries et al. 2005)-Wert der Patienten mit Imbalancen lag ein wenig
hoher als der des gesamten Kollektivs (vier versus drei Punkte). Die Detektionsrate
chromosomaler Imbalancen bei Patienten mit 0-3 de Vries Punkten (0-7 %) war niedriger als bei

Patienten mit 4-8 de Vries Punkten (23-50 %).
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Abbildung 11. Ubersicht ausgewahlter FISH-Ergebnisse, die die derivativen Chromosomen der
Patienten und die Chromosomen der Eltern illustrierten. (A) Die Deletion in Chromosom 6q der
Patientin 3/01 wurde mittels FISH bestatigt (links, Klon RP11-88K15 (rot, ausgefiillte Pfeilspitze)
war deletiert, wahrend zwei Kopien des Kontrollklons RP3-422B11 (griin, unausgefillte Pfeilspitze)
vorlagen). AuBerdem wurde gezeigt, dass es sich um eine de novo entstandene Deletion handelt,
da sie weder in den Chromosomen des Vaters (Mitte) noch in denen der Mutter (rechts) vorlag. (B)
Die Deletion in Chromosom 1q der Patientin 91/00 wurde mittels FISH bestatigt (links, Klone RP11-
375F2 (rot) und RP1-86F14 (griin, ausgefillte Pfeilspitze) waren deletiert, wahrend zwei Kopien
des Kontrollklons RP11-77M5 (blau, unausgefiillte Pfeilspitze) vorlagen. AuBerdem wurde gezeigt,
dass es sich um eine de novo entstandene Deletion handelt, da sie weder in den Chromosomen
des Vaters (Mitte) noch in denen der Mutter (rechts) vorlag. (C) Die Deletion in Chromosom 4p der
Patientin 54/00 wurde mittels FISH bestatigt (links, Klon RP11-664L5 (rot, ausgefillte Pfeilspitze)
war deletiert, wdhrend zwei Kopien des Kontrollklons RP11-460K17 (griin, unausgefillte
Pfeilspitze) vorlagen. AulRerdem wurde gezeigt, dass es sich um eine de novo entstandene Deletion
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handelt, da sie weder in den Chromosomen des Vaters (Mitte) noch in denen der Mutter (rechts)
vorlag. (D) Die Duplikation in Chromosom 22q der Patientin 128/00b wurde mittels Interphase-
FISH bestatigt (links, DiGeorge/VCFS Region Sonde TUPLE1l (rot, ausgefillte Pfeilspitze) war
dupliziert, wahrend zwei Kopien der Kontrollsonde ARSA (griin, unausgefiillte Pfeilspitze)
vorlagen). AuBerdem wurde gezeigt, dass es sich um eine von dem Vater ererbte Duplikation
handelt (Mitte), wahrend die Mutter die Duplikation nicht tragt (rechts). (E) Die Deletion in
Chromosom Xq des Patienten 18/02 wurde mittels FISH bestatigt (links, Klon RP11-361B11 (rot,
ausgefullte Pfeilspitze) war deletiert, wahrend eine Kopie des Kontrollklons RP11-552E4 (griin,
unausgefllte Pfeilspitze) vorlag). Bei dem Chromosom rechts neben dem X-Chromosom handelt
es sich um das Y-Chromosom. AuBerdem wurde gezeigt, dass es sich um eine von der Mutter
ererbte Deletion handelt (Mitte). Mit FISH nach BrdU-Inkorporation wurde bei der Mutter
nachgewiesen, dass das X-Chromosom mit der Deletion iberwiegend inaktiviert vorlag. Das aktive
X-Chromosom trug keine Deletion.

3.2.3 Schwere mentale Retardierung mit Atmungsanomalien (Pitt-Hopkins Syndrom, PHS)

Mittels genomweiter Array-CGH wurde in dieser Studie eine Deletion bei der Patientin AC
(Abbildung 12 oben) mit PHS detektiert, die die zwei benachbarten Klone RP11-7L24 und RP11-
397A16 in Chromosom 18q21.2 betraf (Abbildung 12 Mitte). Diese Aberration wurde bei der
Patientin mittels FISH-Analyse an Metaphasechromosomen mit den gleichen BAC-Klonen bestatigt
(Abbildung 12 unten). Die FISH-Analysen an Metaphasechromosomen der Eltern zeigten, dass die
Deletion de novo entstanden war und diese genomische Veranderung daher hochstwahrscheinlich
kausativ fur den Phanotyp der Patientin war. Fir die betroffene Region war keine
Kopienzahlvariation beschrieben worden, so dass fir die Patientin ein Polymorphismus ohne
Krankheitswert unwahrscheinlich war. Um die Bruchpunkte der Aberration zu bestimmen, wurden
FISH-Experimente mit benachbarten BAC-Klonen durchgefiihrt. Sowohl der proximale als auch der
distale Bruchpunkt wurde mit insgesamt sechs (iberlappenden Klonen genau kartiert. Die
DeletionsgroRe betrug annahernd 0,5 Mb. Proximal war der Klon RP11-746K23 nicht deletiert und
distal zeigte der BAC-Klon RP11-659K3 zwei Signale auf den Chromosomen der Patientin
(Abbildung 12 unten).
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Abbildung 12. Patientin AC und Ergebnisse der molekular-zytogenetischen Analysen. Oben: Faziale
Merkmale der Patientin im Alter von sechs Jahren. Sie wies ein grobes Gesicht mit einer breiten
Nasenwurzel, einen grolRen Mund mit bogenformiger Oberlippe und leicht dysmorphen Ohren mit
antevertierten Ohrlappchen auf. Aufgrund der schweren Muskelhypotonie musste der Kopf der
Patientin von den Eltern gestitzt werden. Mitte: Array-CGH-Profil von Chromosom 18 nach
Analyse mit einem 8k-Array. Das Profil zeigt die Mittelpunkte aller Klone des Chromosoms vom p-
zum g-Arm (X-Achse) gegen die auf der Y-Achse aufgetragenen normalisierten log, Test/Referenz-
Verhdltniswerte. Die deletierten Klone sind mit einem Pfeil markiert. Unten: Die Deletion wurde
mittels FISH mit den BAC-Klonen RP11-397A16 (griin) aus der deletierten Region und RP11-324G2
(rot) als Kontrollklon verifiziert. Die Hybridisierung derselben Klone auf Metaphasechromosomen
der Eltern zeigte ein normales Signalmuster, so dass die de novo Entstehung der Aberration
nachgewiesen wurde.
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Die von uns identifizierte Deletion in 18q war kleiner als die, die bei PHS-Patienten beschrieben
worden waren (Zweier et al. 2007; Amiel et al. 2007) und war die einzige strukturelle Aberration,
die nur TCF4 (Transkriptionsfaktor 4) und keine anderen Gene enthielt (Abbildung 13).

Der proximale Bruchpunkt schien im TCF4-Gen zu liegen, so dass das 5-Ende des Gens
deletiert war, wahrend das 3'-Ende intakt war und die Moglichkeit bestand, dass dadurch ein
verkirztes Transkript /Protein mit dominant negativem Effekt entstehen konnte. Um den
intragenischen Bruchpunkt weiter zu definieren und um zu Uberprifen, ob die Deletion
maternalen oder paternalen Ursprungs war, wurden alle kodierenden Exone und angrenzenden
Splicestellen von TCF4 bei der Patientin und ihren Eltern amplifiziert und sequenziert. Dadurch
wurde bei der Patientin flir die SNPs rs1788027 im Intron 10 und rs8766 im Exon 19 Heterozygotie
nachgewiesen und damit gezeigt, dass mindestens die Exons 11 bis 20 nicht deletiert waren
(Abbildung 13). Der exonische SNP rs8766 war beim Vater und der Patientin heterozygot A/G,
wahrend er bei der Mutter homozygot A/A vorlag (Abbildung 13, unten). Daher wurden die Exone
17-20 von TCF4 an der cDNA aus peripherem Blut der Patientin amplifiziert und sequenziert. Der
SNP rs8766 lag im hemizygoten Zustand vor, da er nur das Allel A aufwies. Damit konnte gezeigt
werden, dass die verklirzte TCF4-Kopie des derivativen Chromosoms 18 nicht transkribiert wurde.
AuBerdem wurde deutlich, dass die Deletion paternalen Ursprungs war. Ein systematisches
Mutationsscreening der 18 Exons und flankierenden Spleil3stellen von TCF4 wurde bei 46
Patienten mit idiopathischer MR und mindestens teilweise mit Patientin AC lbereinstimmenden
Symptomen wie eine fehlende Sprachentwicklung, Ataxie oder muskuldre Hypotonie,
durchgefihrt. Es wurden keine pathogenen Veranderungen detektiert, so dass eine kausale

Beteiligung von TCF4 in diesen Fallen unwahrscheinlich war.
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Abbildung 13. Graphische Ubersicht der deletierten Regionen in Chromosom 18q21.2 dieser
Studie (dunkelgrauer Balken) und der Publikationen von Zweier et al. und Amiel et al. (hellgraue
Balken). Die deletierten BAC Klone sind als rote Balken dargestellt, nicht-deletierte Klone als griine
Balken. Die schematische Genomstruktur von TCF4 zeigt die kodierenden Exons in dunkelblau, die
nicht-kodierenden Exons 1 und 20 in hellblau. Im Elektropherogramm der genomischen DNA der
Patientin AC und ihrer Eltern und der cDNA der Patientin ist der exonische SNP rs8766 (Exon 19)
mit einem Pfeil markiert.

74



Ergebnisse

3.2.4 Nierenfehlbildungen

3.2.4.1 Detektierte Mikroaberrationen in Patienten mit ungeklarten syndromalen
Nephropathien

Jeder Klon des 8 k-Arrays wurde in Datenbanken von bekannten genomischen Varianten oder
molekular-zytogenetischen Datenbanken, die FISH-Daten der BAC Klone liefern, Gberprift (z.B.
http://projects.tcag.ca/variation/, http://paralogy.gs.washington.edu/ structuralvariation/,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/cyto/hbrc.shtml,

http://www.biologia.uniba.it/rmc/index.html, http://www.molgen.mpg.de/~cytogen/
probedat.htm). Die Klone mit Werten auRerhalb der diagnostischen Schwellenwerte einschlieBlich
der EinzelklonausreiRer, die nicht in den Datenbanken als polymorph aufgefiihrt oder aufgrund
unserer eigenen Experimente als polymorph bekannt waren, wurden als mogliche
Mikroimbalancen betrachtet. In zehn untersuchten Patienten wurden 36 mégliche Imbalancen
(durchschnittlich 3,6 Klone pro Patient) detektiert. Fiir jede mogliche Imbalance wurden FISH-
Verifizierungsexperimente auf Metaphaseprdparaten der Patienten durchgefiihrt. Bei neun
Patienten wurden mogliche Imbalancen nicht bestétigt. Diese Imbalancen waren am ehesten auf
Array-oder Hybridisierungsartefakte zuriickzufiihren. In Patientin 3/MA konnte die Veranderung
bestatigt werden und der genaue Bruchpunkt wurde mittels FISH bestimmt. FISH-Experimente an
Metaphaseprdparaten der Eltern zeigten, dass die Verdanderung bei der Patientin de novo
aufgetreten war. Somit wurde in einer von zehn Patienten mit unklaren syndromalen
Nephropathien eine kausative genomische Mikroimbalance mittels Array-CGH identifiziert. Es
konnte also in 10% der Fdlle eine Diagnose gestellt werden. Tabelle 5 zeigt alle klinischen Daten

der analysierten Patienten.
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Tabelle 5. Klinische Daten der mittels array-basierter CGH analysierten zehn Patienten mit unklaren syndromalen Nephropathien

Nr | Alter (J)/ Niere Neurologische Befunde Herz Wachstums- Dysmorphien und weitere Auffalligkeiten
Geschlecht parameter
1 |9/ Multizystische Dysplasie (rechts), Milde MR, Sprachentwicklungs- Subvalvulare Geburt: normal | Tiefsitzende dysplastische Ohren, niedrige
mannlich Hypoplasie (links), CKD Stadium 4 und motorische Verzégerung, Aortenstenose 1Jahr: KL<3.P | Nackenhaargrenze, schlaffe Haut
aggressive Verhaltensweise
2 |9/ Bilaterale zystische Nierendysplasie, Moderate psychomotorische - 3 Jahre: Chronische Obstipation, Hodenhypoplasie
mannlich vesico-ureteraler Reflux I11° (links), Retardierung, KU<3.P
CKD Stadium 4 Sprachentwicklungsverzégerung KL< 3.P
3 16/ Mikrohdamaturie, Proteinurie (0,5 Moderate bis schwere MR, Sprach- - Normal Mittelgesichtshypoplasie, eingesunkene Nasen-
weiblich g/d), CKD Stadium 1 entwicklungs- u. motorische wurzel, tiefe Nackenhaargrenze, kleine Hande u.
Verzogerung, therapie-resistente Finger, spitz zulaufende Finger, PlattfiRe,
Epilepsie, Innenohrschwerhérigkeit Sandalenliicken bds., gluteale Depigmentierung
4 19/ Proteinurie (0,3-3g/d), minimal Milde MR, Sprachentwicklungs- Stenose der Normal Progenie, Mikrophthalmie, kongenitaler Katarakt
mannlich change Glomerulonephritis, CKD u.motorische Verzégerung abfiihrenden Aorta
Stadium 1
5 11/ Multizystische Dysplasie (rechts), Moderate MR, Sprachentwicklungs- - Normal Genitalhypoplasie
weiblich CKD Stadium 1 u. motorische Verzégerung,
bilateraler Nystagmus
6 |7/ Multizystische Dysplasie (rechts), Atrium- u. Ventrikel- Normal Dysplastische Ohren, Blepharophimose, diinne
weiblich Ureterabgangsstenose (links), CKD septumdefekte Lippen, Strabismus
Stadium 1
7 12/ Steroid resistentes nephrotisches Lernbehinderung, motorische - 4 Jahre Niedrige Stirn- und Nackenhaargrenze, partieller
mannlich Syndrom, fokale segmentale Verzogerung, KL< 3.P Haaralbinismus, Hypertrichose, beeintrachtigte
Glomerulosklerose, CKD Stadium 1 Innenohrschwerhorigkeit Gelenkbeweglichkeit
8 |5/ Duplexniere/vesico-ureteraler Reflux | Moderate MR, Sprachentwicklungs- Ventrikelseptumdefekt | Normal Tiefsitzende Ohren, mongoloide Lidachsen,
weiblich IV® (ob.rechte Niere), Ureterabgangs- | u. motorische Verzogerung, breite Nasenwurzel, prominente Stirn, bilateral
verschluss (links), CKD Stadium 1 Muskelhypotonie rudimentére 6. Finger, Hypothyreose
9 |4/ Bilaterale Dysplasie, Schwere Sprachentwicklungs- u. Aortenisthmusstenose, | 0,5 Jahre: Tiefsitzende Ohren, tiefliegende Nasenwurzel,
mannlich CKD Stadium 4 motorische Verzogerung, Muskel- Aortenklappenstenose, KU < 3.P Mikro-/Retrognatie, hoher Gaumen, kurzer Hals,
hypotonie, bilaterale Vorhofseptumdefekt tiefe Nackenhaargrenze, Hypertrichose, Pes
Innenohrschwerhorigkeit calcaneus, schlaffe Haut, pulmonaler Sequester
10 | 13/ Bilaterale Hypoplasie, bilateraler Lernbehinderung, moderate Aortenisthmusstenose, | Geburt: normal | Vorgewdlbte Stirn, Epikanthus, schmale
weiblich vesico-ureteraler Reflux (11° rechts, motorische Verzogerung persistierender Ductus | 0,8 Jahre: KL < Oberlippe, kleiner Mund, breite Nasenwurzel,

II° links), CKD Stadium 3

arteriosus

3.P,KU<3.P
13J.:KL=3.P"

Wachstumshormondefizit,
nicht-insulin-abhangiger Diabetes mellitus

CKD, chronic kidney disease (chronische Nierenerkrankung); KL, Korperlange; KU, Kopfumfang; KG, Kérpergewicht; P, Perzentile
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3.2.4.1.1 Genetischer Befund bei Patientin MA/3

Mittels Array-CGH wurde bei der Patientin MA/3 eine Deletion in Chromosom Xq22.3-g23 (von
Klon RP11-448E12 bis Klon RP5-914P14) identifiziert (Abbildung 14 A, B). Die Deletion wurde
mittels FISH auf Metaphasechromosomen bestadtigt. Dadurch konnte gezeigt werden, dass die
Deletion uniallelisch vorliegt und, nach FISH-Analysen an den Chromosomen der Eltern, de novo
aufgetreten war (Abbildung 14 C). Die genaue Bruchpunktbestimmung durch die FISH-Analyse

ergab eine DeletionsgrofRe von 3,3 Mb.
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Abbildung 14. Genetische Befunde der 16-jahrigen Patientin mit Hamaturie, Proteinurie,
moderater bis schwerer MR, Innenohrschwerhérigkeit und Epilepsie. A: Mittels Array-CGH wurde
eine Mikrodeletion in Xq22.3-q23 detektiert. Die Mittelpunkte aller Klone sind auf der X-Achse in
genomischer Reihenfolge von Chromosom 1 bis X gegen die normalisierten log, Test/Referenz-
Verhdltnisse auf der Y-Achse aufgetragen. B: Das Array-CGH Profil des X-Chromosoms zeigt eine
Mikrodeletion von 3,3 Mb. Das Profil zeigt die Mittelpunkte der Klone von Xp bis Xqg (X-Achse)
gegen die auf der Y-Achse aufgetragenen normalisierten log, Test/Referenz-Verhaltniswerte. C:
Die Deletion in Xq wurde bei der Patientin mittels FISH mit dem Klon RP4-557A17 (Xg23) auf
einem Homolog des X-Chromosoms bestatigt (rotes Signal auf nur einem X-Chromosom). RP4-
689N3 (Xp11.3) diente als Kontrolle (griine Signale auf beiden X-Chromosomen). Die FISH-Analyse
zeigte keine Deletion in den X-Chromosomen der Mutter (Mitte) und im X-Chromosom des Vaters
(rechts), so dass die Deletion der Patientin de novo entstanden sein musste.
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Abbildung 15. Ubersicht der deletierten Region in Chromosom Xq22.3-g23. Die deletierten BAC-
Klone sind als rote Balken dargestellt, nicht-deletierte BAC-Klone als griine Balken. Die vergréRerte
Ansicht der Array-CGH-Klone zeigt deren log, Test/Referenz-Verhiltniswerte und deren
genomische Position und GrolRe. Die blauen Pfeile stellen die Lokalisation und
Transkriptionsrichtung der wichtigen Gene dar, die innerhalb der Deletion lokalisiert sind. Klon
RP5-914P14, der das 3'-Ende von DCX umspannt, war partiell deletiert.
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Die flankierenden Klone der proximalen Bruchpunkte waren RP6-191P20 und RP5-889N15;
RP5-914P14 war der partiell deletierte Klon am distalen Bruchpunkt. Den Array-CGH- und FISH-
Daten zufolge enthielt die deletierte Region die Gene COL4A6, COL4A5, FACL4, PAK3 und
moglicherweise Teile des Gens DCX.

Letzteres wurde mittels multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA)- Analyse
verifiziert. Es konnte gezeigt werden, dass die DCX-Exone 6 und 7 bei der Patientin in einer Kopie
des X-Chromosoms deletiert waren, wahrend beide Elternteile keine Deletion im DCX-Gen
aufwiesen (Abbildung 16). X-Inaktivierungsversuche an Lymphozyten aus peripherem Blut der
Patientin ergaben eine ungleiche X-Inaktivierung, da das X-Chromosom mit der Deletion in

100/100 analysierten Zellen inaktiv war.

» Patientin Mutter Vater

., |
10 . h |
08
06
0.4

02

TRPV1 DCX TRPY1 DCX TRPV1 CCX
Chri7Ex1 Ex2 Ex3 Exd4 Ex5 ExB Ex7 Chri7 Ex1 Ex2 Ex3 Ex4 Ex5 Ex6 Ex7 Chr17 Ex1 Ex2 Ex3 Ex4 Ex5 Ex6 Ex7

Abbildung 16. Detektion der DCX Deletion mittels MLPA. Verglichen mit dem Kontrolllokus in
Chromosom 17 (gelber Balken), der in zwei Kopien vorlag (Gendosis: 1,0), zeigten die Exons 6 und
7 von DCX der Patientin eine uniallelische Deletion (Gendosis: 0,5). Die Mutter, die zwei X-
Chromosomen aufwies, trug zwei Kopien aller sieben DCX-Exone und der Vater, der ein X-
Chromosom trug, jeweils eine Kopie aller sieben Exone. Somit lag keine Deletion bei den Eltern
vor.
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3.2.4.1.2 Renaler und zerebraler Phanotyp der Patientin MA/3

Die Patientin zeigte verschiedene Dysmorphien (Abbildung 17 oben). Es wurde eine Nierenbiopsie
durchgefiihrt. Die Evaluierung unter dem Lichtmikroskop war unauffallig. Eine ultrastrukturelle
Untersuchung ergab eine unregelmafRiige Verschmachtigung der glomeruldren Basalmembran und
eine segmentale Aufsplitterung der Lamina densa (Abbildung 17 unten). Beide Befunde sind

hinweisend auf das Vorliegen eines Alport Syndroms.

Abbildung 17. Faziale Merkmale und ultrastrukturelle Evaluation der Nierenbiopsie der 16-
jahrigen Patientin mit Mikrodeletion in Xq22.3-q23, die die Gene COL4A6, COL4A5, FACL4, PAK3
und die Exons 6 und 7 des DCX Gens umfasste. Oben: Die Patientin wies eine
Mittelgesichtshypoplasie, eine eingesunkene Nasenwurzel, eine tiefe Nackenhaargrenze, kleine
Hande und Finger, PlattfiiBe und bilateral Sandalenliicken auf. Einverstandniserklarungen der
Eltern zur nicht-anonymisierten Abbildung der Patientin lagen vor. Unten: Ausschnitt einer
glomeruldaren Kapillare mit unregelmaRiger Verdiinnung der Basalmembran und segmentalen
Aufsplitterung der Lamina densa. Beide Befunde sind kompatibel mit dem Vorliegen eines Alport
Syndroms. EM: x2100.
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Eine kranielle Magnetresonanztomografie lies bilateral eine subkortikale Heterotopie mit einer
Bandbreite von 3-9 mm parallel zum gyrierten Cortex erkennen (Abbildung 18). Dieser Befund ist
typisch fir eine double cortex-Bildung, die auf einer schweren neuronalen Migrationsstorung

beruht.

Abbildung 18. Transaxiales T1 gewichtetes kranielles MRT in der horizontalen Ebene des Tractus
opticus (a und c) und des Striatums mit dem Genu des Corpus callosums (b und d). (a, b) Die 16-
jahrige Patientin mit Mikrodeletion in Xq22.3-g23 einschlieRlich der Exons 6 und 7 von DCX zeigt
ein 3-9 mm breites Band, das die gleiche Signalintensitat zeigt wie der Cortex, parallel zum
gyrierten Cortex (Pfeile). Diese Befunde sind typisch fiir eine gestdrte neuronale Migration mit
double cortex-Bildung. (c, d) Zum Vergleich das transaxiale T1 gewichtete kranielle MRT einer 13-
jahrigen weiblichen Kontrollperson.
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Die Darstellung der zerebralen Bahnsysteme durch diffusion tensor imaging (DTI) zeigte eine
vollstandige Desorientierung im Bereich des double cortex und eine ausgepragte Reduktion des

fronto-occipitalen Bahnsystems (Abbildung 19).

Abbildung 19. 3D-Rekonstruktionen der Bahnen der weien Substanz in horizontaler Ansicht (a
und c) und links in der lateralen Ansicht (b und d). (a, b) Die 16-jahrige Patientin zeigt eine
komplette Desorientierung der Bahnen der weien Substanz in der Region des double cortex und
eine Reduktion der fronto-occipitalen Bahnsysteme. (c, d) Zum Vergleich die Bahnen der weiRen
Substanz einer 13-jahrigen weiblichen Kontrollperson.
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3.2.4.2 Detektierte Mikroaberrationen bei CAKUT-Patienten

Bei drei der 30 Patienten mit einem CAKUT-Phanotyp und mindestens einem zusatzlichem
extrarenalen Symptom wurden mittels Array-CGH vermutlich ursdchliche genomische
Mikroimbalancen identifiziert und mittels FISH-Analyse bestatigt. Es konnte also in 10% der Falle

eine Diagnose gestellt werden.

Abbildung 20. Faziale Merkmale der Patienten (A) HDO1 im Alter von 12 Jahren, (B) HDO1-2
(Bruder von HDO1) im Alter von 10 Jahren, (C) HD16 im Alter von 9 Jahren.
Einverstandniserklarungen der Eltern zur nicht-anonymisierten Abbildung der Patienten lagen vor.

3.2.4.2.1 Patient HDO1

Bei dem 12-jahrigen Jungen wurde eine Hypospadie, ein Scrotum bipartitum und ein
Kryptorchismus, sowie eine mentale Retardierung, ein Ohranhangsel, Augenfehlbildungen, eine
Gaumenspalte, eine Laryngomalazie und eine Trichterbrust diagnostiziert. Die MRT-Untersuchung
zeigte unspezifische Gehirnverdnderungen. Im Alter von neun Jahren trat eine persistierende
nicht-infektiose Mikrohamaturie auf. Die Array-CGH-Analyse detektierte einen Verlust im
chromosomalen Band 1gq44 vom BAC-Klon RP11-407H12 (246,57-246,74 Mb) bis zum Telomer. Die
GroRRe dieses Verlustes betrug 0,59 + 0,15 Mb. Dariber hinaus zeigte sich ein 6,55 + 0,13 Mb
groRer Gewinn von 16g23.3-g24.3 vom Klon RP11-298D21 bis zum Telomer (Abbildung 21 A).
Durch eine FISH-Analyse konnte gezeigt werden, dass diese Imbalancen auf eine unbalancierte
Translokation der(1)t(1;16)(q44;923.3) zurlickzufiihren sind (Abbildung 21 D, links). Diese
unbalancierte Translokation verursachte eine partielle Monosomie des chromosomalen Bands

1944 und eine Trisomie der Banden 16g23.3 bis 16q24.3. Beim 10-jahrigen Bruder des Patienten
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(Patient HDO01-2) wurden mittels Array-CGH-Analyse dieselben Bruchpunkte in den
Chromosomenbanden 1g und 16qg nachgewiesen, die ebenfalls laut FISH-Analyse auf eine
unbalancierte Translokation der(1)t(1;16)(q44;q923.3) zurickzufiihren waren (Abbildung 21 B und
21 D Mitte). Der Patient HDO1-2 stimmte in vielen klinischen Merkmalen mit dem Patient HD-1
Uberein, wies aber zusatzlich eine Kraniosynostose, eine Mikrozephalie (KU 49 cm, < 3. Perzentile),
eine Tetraplegie und muskuldre Hypertonie, Herzfehlbildungen (Anomalie der pulmonalvendsen
Einmindungen, ASD II, PDA) und eine Nabelhernie auf. AuBerdem zeigte er dysmorphe Merkmale
wie abfallende Lidachsen, eine kleine Nase mit breiter Nasenwurzel, einen kleinen Mund mit
diinner Oberlippe, tiefsitzende Ohren, einen unilateralen KlumpfulR und Anomalien der Zehen. Das
zerebral MRT detektierte ein Mittellinienlipom. Bei einer augenarztlichen Untersuchung wurden
ein Strabismus und eine Hyperopie diagnostiziert. Der Abdominalultraschall lieR eine Ektopie der
linken Niere erkennen. Beide Briider wiesen eine normale Nierenfunktion auf. Die Tabelle 6 zeigt
einen Vergleich der klinischen Symptome des Patienten HDO1 und seines Bruders HDO1-2. Die
FISH-Analyse des Vaters detektierte eine 1;16-Translokation in balancierter Form. Die Array-CGH
bestatigte ein balanciertes Profil fiir die Chromosomen 1 und 16 des Vaters (Abbildung 21C).
Folglich wurden die unbalancierten Translokationen der Patienten HDO1 und HDO01-2 von dem

klinisch nicht betroffenen Vater ererbt.
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Patient HDO1

Patient HD01-2

Alter (Jahre)
Geschlecht

Wachstums-
parameter

Nieren-/Uro-
genital-
Phanotyp

Neurologische
Auffalligkeiten

Augen-
anomalien
Ohr anomalien

Faziale
Dysmorphien
Herzfehler

Hautanomalien

Knochen und
weitere

Auffilligkeiten

12
Mannlich

Korpergrofie: 157 cm
Korpergewicht: 44 kg
Kopfumfang: 55,5 cm

Hypospadie,
Scrotum
Mikrohamaturie

Kryptorchismus,
bipartitum,

Mentale Retardierung, EEG

Auffalligkeiten
Exkavation der Papille, Glaukom

Tiefsitzende Ohren, unilaterales
Ohranhangsel

Prominente Stirn, abfallende
Lidachsen, schnabelférmige Nase,
langes Philtrum, kleiner Mund
und diinne Lippen

Pterygium colli, Hdmangiom am
linken Bein

Pectus excavatum,
Fingeranomalien, Gaumenspalte,
Laryngomalazie

10
Mannlich

Koérpergrofle: 132 cm
Koérpergewicht: 25 kg
Kopfumfang: 49 cm

Kryptorchismus, Nierenektopie

Mentale Retardierung, Tetraplegie,
Muskelhypertonie, zerebrales
Mittellinienlipom

Strabismus, Hyperopie

Tiefsitzende Ohren

Abfallende Lidachsen, kleine Nase
mit breiter Nasenwurzel, kleiner
Mund mit dinner Oberlippe

Anomalie der pulmonalvendsen
Einmindungen, ASD II, PDA

Kraniosynostose, unilateraler
KlumpfuR, Anomalien der Zehen,
Nabelhernie

Tabelle 6. Phanotyp des Patienten HDO1 und seines Bruders HDO1-2, die beide einen Verlust von
0,59 Mb in 1944 und einen Gewinn von 6,55 Mb in 16g23.3-q24.3 aufgrund einer unbalancierten

Translokation t(1;16)(q44;q23.3) aufwiesen.
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Abbildung 21. Genetische Befunde des Patienten HDO1 und seines Bruders HDO01-2, die einen
CAKUT-Phanotyp und verschiedene extrarenale Symptome aufwiesen und die Befunde des nicht-
betroffenen Vaters. (A) Patient HDO1: Array-CGH Profile von Chromosom 1 und 16. Chromosom 1
zeigte einen terminalen Verlust in der chromosomalen Bande 144 und Chromosom 16 einen
terminalen Gewinn von 6,55 Mb in 16g23.3-g24.3. Die Mittelpunkte aller Klone sind auf der X-
Achse in genomischer Reihenfolge von 1p bis 1q bzw. 16p bis 16g gegen die normalisierten log,
Test/Referenz-Verhaltnisse auf der Y-Achse aufgetragen. (B) Patient HDO1-2 (Bruder von HDO1):
Array-CGH Profile der Chromosomen 1 und 16, die die gleichen Imbalancen mit den gleichen
Bruchpunkten zeigten wie die des Patienten HDO1. (C) Array-CGH Profile der Chromosomen 1 und
16 des Vaters von HDO1 und HDO1-2: Die Profile waren balanciert. (D) Patient HDO1 (links) und
HDO1-2 (Mitte): Mittels FISH Analyse konnte gezeigt werden, dass eine unbalancierte
Translokation (der(1)t(1;16)(q44;923.3)) vorlag. Das derivative Chromosom 1 wies eine terminale
Deletion in 1q und zusatzliches Material von 16q auf. Die griinen Signale von Klon RP11-24M10,
die auf 16g23.3 kartieren, wurden auf einem Chromosom 1 und auf beiden Chromosomen 16
detektiert. Die roten Signale auf 16p stellen die Kontrollsignale von Klon RP11-455F5 dar. (Rechts):
In der FISH-Analyse des Vaters waren die griinen Signale von Klon RP11-24M10, der in 16g23.3
kartiert, auf einem Chromosom 1 und auf einem Chromosom 16 zu sehen. Der Vater wies die 1;16-
Translokation also in balancierter Form auf.

3.2.4.2.2 Patient HD16
Dieser 9-jahrige Patient wies eine unilaterale Nierenhypoplasie und eine proximale Ureterstenose
neben einer mentalen Retardierung, einer Makrozephalie, einer Innenohratresie, einer Mikrotie
und multiplen hypopigmentierten Hautldsionen auf (Details siehe Tabelle 7). Die Nierenfunktion
war zum Zeitpunkt der Vorstellung normal. Die Array-CGH detektierte einen Gewinn von 2,4 +
0,31 Mb in der chromosomalen Bande 1g21.1, der die Klone RP11-337C18 (145,07-145,27 Mb) bis
RP11-1148E18 (147,48-147,65 Mb) umfasste (Abbildung 22 A, B). Die Duplikation der Klone RP11-
433)22 auf 1g21.1 wurde mittels Interphase-FISH-Analyse bestatigt. Die FISH-Analyse an
Chromosomenprdparaten der Eltern ergab keinen Hinweis auf eine Duplikation (Abbildung 22 D).
Die Array-CGH-Analyse des Vaters des Patienten identifizierte einen Gewinn von 1,3 £ 0,28 Mb
in 1921.1-9g21.2 von Klon RP11-744H18 (147,27-147,38 Mb) bis Klon RP11-125H17 (148,54-
148,71 Mb) (Abbildung 22 D). Dieser Gewinn Uberlappte mit dem distalen Teil des Gewinns des
Patienten. Hierbei handelt es sich um eine chromosomale Region, die als segmentale Duplikation
beschrieben wurde. Diese sowohl beim Vater als auch beim Sohn duplizierte Region wurde mittels
Interphase-FISH-Analyse mit dem Klon RP11-744H18 verifiziert (Abbildung 22 E). Um zu beurteilen,
ob die Duplikation in 1g21.1-q21.2 mit einem Phdnotyp beim Vater einherging, wurden klinische
Untersuchungen und Nierenultraschalluntersuchungen durchgefiihrt. Im Ultraschall fanden sich
keine Auffilligkeiten der Nieren oder des Urogenitaltrakts beim Vater. Seine Intelligenz war

normal, der Kopfumfang im Normbereich. Die Ohren waren zwar grol, aber normal geformt und
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es lag keine Gehorgangsatresie vor. Eine hypopigmentierte Hautldsion und abfallende Lidachsen

wurden beobachtet. Ein Vergleich der genetischen Befunde und der klinischen Merkmale des

Patienten und seines Vaters ist in Tabelle 7 aufgefihrt.

Patient HD16

Vater HD16-P

Alter (Jahre)
Geschlecht

Genotyp

Wachstums-
parameter

Nieren-/Uro-
genital-
Phanotyp

Neurologische
Auffalligkeiten

Ohranomalien
Faziale
Dysmorphien

Haut-
auffalligkeiten

9
Mannlich

2,93 £ 0,31 Mb Duplikation in
1g21.1 von Klon RP11-640M9
(143,16-143,33 Mb) bis RP11-
301M17 (146,15-146,20 Mb)

KorpergrofRe: 141 cm (75. Perz.)
Korpergewicht: 45 kg (97. Perz.)
Kopfumfang: 59 cm (> 97. Perz.)

Unilaterale Nierenhypoplasie /

proximale Ureterstenose

Mentale Retardierung,
Sprachentwicklungsverzégerung

Unilaterale Atresie des Innenohrs,

Mikrotie

Vorgewolbte Stirn, kleiner Mund,
kleines Kinn

Hypopigmentierte Stellen (n >
20), occipital weille Haarstrahne

41
Mannlich

1,23 £ 0,18 Mb Duplikation in
1921.1-g21.2 von Klon RP11-744H18
(147,27-147,38 Mb) bis RP11-
125H17 (148,56-148,71 Mb)

KorpergrofRe: 173 cm (normal)
Korpergewicht: 64 kg (normal)
Kopfumfang: 55,5 cm (normal)

GroRe Ohren

Hypopigmentierte Stelle (n = 1)

Tabelle 7. Genotyp und Phanotyp des Patienten HD16 und seines Vaters HD16-P
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Abbildung 22. Genetische Befunde des Patienten HD16, der einen CAKUT-Phanotyp mit
unilateraler renaler Hypoplasie, proximaler Ureterstenose und verschiedenen extrarenalen
Symptomen aufwies, und seines Vaters. A: Patient HD16: Array-CGH-Profil von Chromosom 1
zeigte eine Mikroduplikation. Die Mittelpunkte aller Klone sind auf der X-Achse in genomischer
Reihenfolge von 1p bis 1q gegen die normalisierten log, Test/Referenz-Verhaltnisse auf der Y-
Achse aufgetragen. B: VergroRerte Ansicht der 2,93 Mb grolRen duplizierten Region in 1gq21.1. D,
BAC Klon RP11-433J22 (1g21.1) wurde in der Interphase-FISH in (D) eingesetzt. BAC Klon RP11-
744H18 (1g21.1) wurde in der Interphase-FISH in (E) eingesetzt. C: Die Array-CGH—Analyse des
Vaters des Patienten (HD16-P) detektierte einen Gewinn in 1g21.1-q21.2. Die VergroRerung der
duplizierten Region zeigt einen Gewinn von 1,23 Mb, der mit dem distalen Teil des Gewinns des
Patienten Uberlappt. D, BAC Klon RP11-433J22 (1g21.1) wurde in der Interphase-FISH in (D)
eingesetzt. E, BAC Klon RP11-744H18 (1g21.1) wurde in der Interphase-FISH in (E) eingesetzt. D:
Durch Interphase-FISH mit dem Klon RP11-433J22 (1g21.1) wurde die Duplikation bei dem
Patienten HD16 bestatigt (links: Drei griine Signale, Pfeile), und zeigte einen normalen diploiden
Status auf den Chromosomen der Eltern (Mitte und rechts: Zwei griine Signale, Pfeile). RP11-
465B22 (1p36.33) (rote Signale) diente als Kontrolle. E: Bestatigung der Duplikation des BAC Klons
RP11-744H18 (1g21.1) bei Patient HD16 und seinem Vater HD16-P (links und Mitte: Jeweils drei
griine Signale, Pfeile), wahrend bei der Mutter keine Duplikation vorlag (rechts: Zwei griine
Signale, Pfeile). RP11-465B22 (1p36.33) (rote Signale) diente als Kontrolle.

3.2.4.2.3 Patient HD24

Dieser 22-jahrige Patient zeigte eine bereits pranatal diagnostizierte, bilaterale Nierendysplasie
mit Hydronephrose der linken Seite. Aulerdem wurden eine mentale Retardierung, eine
Mikrozephalie, eine Wachstumsstérung, multiple Gelenkkontrakturen, eine Blepharophimose und
eine Ptosis diagnostiziert. Die CT-Untersuchung zeigte eine Dandy Walker-Zyste. Die
Nierenfunktion war normal.

Mittels Array-CGH wurde ein Verlust in den Chromosomenbanden 3923-q25.1 identifiziert, der
den Bereich von Klon RP11-89E16 bis Klon RP11-210G22 betraf (Abbildung 23 A, B). Diese Deletion
wurde mittels FISH-Analyse bestatigt. An den parentalen Chromosomen konnte gezeigt werden,
dass keine Deletion vorlag und somit die Deletion des Patienten de novo entstanden war
(Abbildung 23 C). Die exakte Bruchpunktbestimmung mittels FISH grenzte die DeletionsgroRe auf
11,93 + 2,19 Mb ein (flankierende Klone am proximalen Bruchpunkt: RP11-2A4 (138,89-
139,05 Mb) und RP11-397E9 (140,27-140,45 Mb); flankierende Klone am distalen Bruchpunkt:
RP11-210G22 (152,21-152,37 Mb) und RP11-3F11 (153,00-153,17 Mb)). Ferner fiihrten wir eine
Mutationsanalyse der verbleibenden Kopie des AGTR1 Gens durch, welches durch den partiellen
3g-Verlust beim Patienten heterozygot deletiert war. Es wurden keine pathogenen Veranderungen
des AGTR1-Gens detektiert. Besonderes Augenmerk wurde auf eine potentielle AGTRI-Mutation
110_111insT und 845C-T gelegt, die in einem Feten mit autosomal-rezessiver renaler tubuldrer

Dysgenesie beschrieben worden war (Gribouval et al. 2005).
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Abbildung 23. Genetische Befunde des Patienten HD24, der einen CAKUT-Phanotyp mit bilateraler
renaler Dysplasie, unilateraler Hydronephrose und verschiedenen extrarenalen Symptomen
aufwies. A: Array-CGH-Profil von Chromosom 3 zeigt eine Deletion. Die Mittelpunkte aller Klone
sind auf der X-Achse in genomischer Reihenfolge von 3p bis 3q gegen die normalisierten log,
Test/Referenz-Verhaltnisse auf der Y-Achse aufgetragen. B: VergréRerte Ansicht der 11,93 Mb
groBen deletierten Region in 3gq23-g25. C: Mittels FISH-Analyse mit dem BAC Klon RP11-349D24
wurde die Deletion in 3q bei Patient HD24 bestatigt (links: Ein griines Signal) und mittels FISH-
Analyse der elterlichen Chromosomen gezeigt, dass die Deletion de novo entstanden war (Mitte
und rechts: Zwei griine Signale). RP11-122D19 (3p21.1) (rote Signale) diente als Kontrolle.
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4 Diskussion

4.1 Reproduktionsgenetik

Da mit einer CGH-Analyse Aneuploidien aller Chromosomen in einem Experiment detektiert
werden koénnen, wiirde sie eine ideale Technik fir die Pranataldiagnostik darstellen, um
numerische sowie unbalancierte strukturelle Aberrationen zu detektieren. Die Anwendung wurde
bisher durch die Dauer der konventionellen Protokolle erschwert, die eine Zeit von mehr als drei
Tagen in Anspruch nehmen. Daher war es das erste Ziel dieser Studie, ein schnelles aber
zuverlassiges CGH-Protokoll zu entwickeln. Um ein Aneuploidiescreening an Polkdrpern oder
Blastomeren in der PGD zu ermodglichen, musste das Protokoll an Einzelzellen anwendbar sein.
Daher war es unser zweites Ziel, das schnelle CGH-Protokoll an Einzelzellen anzuwenden (Schnell-
CGH). Das dritte Ziel war es, das etablierte Schnell-CGH-Protokoll zum Aneuploidie-Screening an
Polkorpern von Patientinnen einzusetzen, die wegen Infertilitdt mit den Indikationen ,,erhéhtes
mitterliches Alter” (advanced maternal age, AMA) oder ,wiederholtes Implantationsversagen”
(repeated implantation failure, RIF) in Behandlung waren.

Um das Schnell-CGH-Protokoll zu etablieren, evaluierten wir jeden Schritt, der fir die Analyse
bendtigt wurde und modifizierten diesen, sofern eine Reduktion der Dauer moglich war.
AnschlieBend analysierten wir eine Tumorzelllinie mit bekannten Aneuploidien grofBer und kleiner
Chromosomen und konnten zeigen, dass das Schnell-CGH-Protokoll innerhalb von zwélf Stunden
zuverlassig die bekannten Imbalancen detektierte. Somit konnte die Analysezeit der
Standardprotokolle (Weber et al. 1996) von ungefahr 64 h reduziert werden. Fir die Anwendung
an Einzelzellen mussten zwei zusatzliche Schritte fiir die DNA-Extraktion aus der Einzelzelle und die
DNA-Amplifikation erganzt werden. Dadurch wurde die Dauer des Schnell-CGH-Protokolls auf 16 h
erhoht. Weiter konnten wir zeigen, dass mit dem Schnell-CGH-Protokoll numerische und
unbalancierte strukturelle Aberrationen in dieser kurzen Zeitspanne und mit einer geringen DNA-
Menge, die der DNA-Menge einer Einzelzelle entspricht, zuverlassig detektierbar waren. Einzelne
Lymphozyten und Fibroblasten konnten ebenfalls erfolgreich analysiert werden.

Mit dem Schnell-CGH-Protokoll ist es nun moglich, ein Aneuploidie-Screening Uliber Nacht an
Einzelzellen oder einer geringen DNA-Menge durchzufiihren. Diese Zeitspanne entspricht der einer
FISH Untersuchung, die routinemaRig in der Pranataldiagnostik zur Detektion von Aneuploidien
der Chromosomen 13, 18, 21, X und Y an unkultivierten Amniozyten angewandt wird (Eiben et al.
1999). Die CGH-Analyse hat allerdings den Vorteil der numerischen Analyse von 19 weiteren

Chromosomen.
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Wir konnten zeigen, dass die Schnell-CGH chromosomale Aneuploidien in diploiden und
haploiden Zellen detektieren kann, indem wir Kontrollexperimente an einem Lymphozytenkern
und einem Polkorper mit bekannten numerischen Aberrationen durchfiihrten. Wir stellten uns die
Frage, ob Polkorper, die auf Glasobjekttrdgern fixiert waren, nach Mikrodissektion analysiert
werden kdonnen. Mit dem Schnell-CGH-Protokoll untersuchten wir 32 erste Polkérper die vor der
Fertilisierung der Oozyten biopsiert wurden. Diese ersten Polkorper, die von 16 Patientinnen im
Alter von 33 bis 44 Jahren (durchschnittliches Alter: 38 Jahre), die wegen AMA oder RIF behandelt
wurden, stammten, wiesen eine Aneuploidierate von 75% auf. Dieses lasst auf eine
Aneuploidierate der zugehorigen Eizellen schliefen, die mindestens so hoch ist, da die
Fehlverteilungen, die in der Meiose Il in den Oozyten auftreten, nicht detektiert werden kénnen,
wenn der erste Polkdrper untersucht wird. Bei der Untersuchung von Polkdrpern der Eizellen von
46 Patientinnen mit dem Standard-CGH-Protokoll fanden Fragouli et al. (2006) eine
Aneuploidierate von 22 %. Diese niedrige Anzahl an detektierten numerischen Aberrationen ist auf
die unterschiedlichen Indikationen der Patientinnen, deren Polkérper und Oozyten untersucht
wurden, zurlickzufiihren. Nur zwei der 46 Patientinnen, Uber die in Fragouli et al. berichtet wurde,
waren aufgrund von AMA oder RIF behandelt worden. Diese beiden Indikationen sind jedoch die,
die in unserem und anderen IVF-Zentren vorherrschend sind, insbesondere im Hinblick auf PGD, so
dass wir unseren Fokus auf die Polkdrper dieser Patientinnen legten.

Die von uns bestimmte Polkérper-Aneuploidierate von 75 % stimmt mit der Studie von Wells et
al. Gberein. In der Arbeit wurden mittels CGH detektierte chromosomale Imbalancen in neun von
zehn Polkérpern einer 40-jahrigen Patientin mit Implantationsversagen beschrieben. Voullaire et
al. (2002) publizierten eine CGH-Analyse an Blastomeren von 20 Patientinnen mit
Implantationsversagen, von denen 60% der untersuchten Embryonen mindestens eine
chromosomale Aberration aufwiesen. Einerseits konnen postzygotische Ereignisse die
Aneuploidierate in Blastomeren, verglichen mit der in Polkdrpern, erhéhen, andererseits kann eine
etwas niedrigere Aneuploidierate in Embryonen auf den frilhen genetischen Selektionsprozess
zurickgefihrt werden. Sobald eine Oozyte numerische Chromosomenaberrationen tragt, hat der
respektive Embryo ein hoheres Risiko, das 6-12 Zellstadium nicht zu erreichen. Dementsprechend
zeigen viele Embryonen, insbesondere die von Patientinnen mit AMA oder RIF, bereits in einem
friihen Stadium nach der IVF in vitro keine Weiterentwicklung mehr. Das durchschnittliche
Patientinnenalter in der Studie von Voullaire et al. war 34 Jahre, wahrend das Durchschnittsalter
unserer Patientinnen bei 38 Jahren lag. Dies ist eine weitere Erklarung fir die hohere

Aneuploidierate, die in dieser Studie nachgewiesen wurde.

93



Diskussion

Der genetische Selektionsprozess in der frilhen Embryonalentwicklung wird durch das
Spektrum der in Abortmaterial gefundenen Aneuploidien belegt. Chromosomale Aberrationen,
wie z.B. Monosomien oder Trisomien von Chromosomen, die viele Gene enthalten (z.B. die
Chromosomen 1, 5, 6, 11, 19) werden nicht oder sehr selten in Fehlgeburten des ersten Trimesters
gefunden (Boue et al. 1985). Das ist auf den selektiven Verlust der aberranten Embryonen
wahrend der friihen Schwangerschaft zurickzufihren. In unserer Studie lagen fast alle
Chromosomen, auch die Chromosomen 5, 6, 11 und 19 mindestens ein Mal in unbalanciertem
Zustand vor. Insbesondere waren 40 % der detektierten Aneuploidien in den Polkorpern
Zugewinne, was die Monosomierate in fertilisierten Oozyten verglichen mit der in Frihaborten
verdoppeln wiirde (Schreck et al. 2002). Das Aneuploidiescreening der Blastomeren mittels CGH
zeigte auBerdem, dass viele Chromosomen involviert waren, was anzeigt, dass friithe Embryonen
mit vielen numerischen Aberrationen das 6-12 Zellstadium erreichen kdnnen. Unsere Daten
weisen allerdings darauf hin, dass die Wahrscheinlichkeit eines in vitro-Entwicklungsstillstandes
bei Embryonen mit Aneuploidien erhoht ist.

Eine Standardmethode fiir das Aneuploidiescreening in der PGD ist die FISH-Analyse mit
Sonden fir die finf Chromosomen 13, 16, 18, 21, 22 (Stumm et al. 2006) oder sechs
Chromosomen mit einer zusatzlichen Sonde fiir das X-Chromosom. Hatten wir das FISH-Sondenset
mit flinf Sonden fir die Analyse der Polkérper verwendet, waren nur 23 % der mittels CGH
detektierten Aneuploidien erkannt worden. Das Sondenset der FISH mit sechs Sonden hatte die
Detektionsrate der Aneuploidien auf 26 % erhoht. Nach der 6-Farben-FISH-Analyse hatten 13 der
32 (40 %) Oozyten aufgrund von einer oder mehrerer numerischer Aberrationen der ersten
Polkérper verworfen werden mussen. Mittels CGH wurden Aneuploidien in zusatzlichen 11 der 23
(35 %) Polkorper gefunden, die der FISH-Analyse entgangen waren. Insgesamt ergibt sich damit
eine Aneuploidierate von 75 %, die durch die CGH identifiziert wurde.

Es wurde bislang angenommen, dass der Grof3teil der Oozyten von Frauen ab dem Alter von 40
Jahren aneuploid sein kann (Hassold et al. 1985). Obwohl sich diese Annahme bei einer 44-
jahrigen Frau mit zwei und finf Aberrationen in den zwei untersuchten Polkérpern bestatigte,
analysierten wir jeweils zwei Zellen von Patientinnen im Alter von 44 und 41 Jahren von denen
mindestens eine euploid war. Andererseits waren bei einer 33-jahrigen Patientin, die aufgrund von
RIF behandelt wurde, alle sechs untersuchten Polkérper aneuploid. Insgesamt zeigte sich in
unserer Studie kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der Anzahl der Aberrationen in

den Polkérpern von Patientinnen, die aufgrund von RIF behandelt wurden und Patientinnen, die
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ein erhdhtes, mutterliches Alter aufwiesen. Patientinnen mit RIF wiirden also aus der PGD mit der
CGH-Analyse profitieren, auch wenn sie erst Anfang 30 sind.

Wir etablierten und validierten ein Schnell-CGH-Protokoll, das in zwolf Stunden; bzw. eine
Einzelzell- und Polkorperanalyse, die in 16 Stunden durchgefiihrt werden kann. Diese kurze
Zeitspanne ermoglicht neue Anwendungen dieser genomweiten Screeningmethode in der
Pranataldiagnostik einschlieflich der PGD. Nach der Anwendung der Schnell-CGH an 32 ersten
Polkérpern von Patientinnen, die hauptsachlich aufgrund von AMA und RIF behandelt wurden,
detektierten wir eine Aneuploidierate von 75 %, die fast alle Chromosomen betraf. Diese Daten
sind fir die Reproduktionsbiologie und hinsichtlich der Meiose I-Fehlverteilungen, sowie fir die

Anwendung der PGD in der assistierten Reproduktion interessant.

4.2 Klinische Genetik

4.2.1 Detektierte Mikroaberrationen in Patienten mit mentaler Retardierung

Wir nutzten die Array-CGH zur genomweiten Detektion von Mikrodeletionen und
Mikroduplikationen in 60 klinisch gut charakterisierten Patienten mit unklarer
MR/Entwicklungsverzogerung und zusatzlichen kongenitalen Anomalien. Vor der Analyse wurden
verschiedene bekannte Ursachen fir MR/Entwicklungsverzégerung (Chromosomen- und
Subtelomeraberrationen, Mikrodeletionssyndrome, Fragiles X-Syndrom und
Stoffwechselerkrankungen) ausgeschlossen. Die genomweite Array-CGH-Untersuchung wurde mit
DNA-Chips durchgefiihrt, die entweder 6000 oder 8000 large insert Klone mit einer
durchschnittlichen Auflésung von 0,5 Mb und tiling-path Abdeckung einiger chromosomaler
Regionen trugen. Alle unbalanciert erscheinenden Klone (auRer den Kopienzahlvarianten gemaf
der Database of Genomic Variants) inklusive Einzelklonaberrationen wurden mittels FISH
verifiziert. Nach Bestatigung wurden die elterlichen Chromosomen mit FISH untersucht. Mit dieser
Vorgehensweise war es moglich, sechs hochstwahrscheinlich kausative Mikroimbalancen zu
detektieren und zu kartieren.

Der Schweregrad der Phanotypen der Patienten korrelierte nicht mit der Gr6Re der Aberration,
sondern mit dem Gengehalt der aberranten Region. Die zwei grofSten Deletionen (10,8 Mb auf 6q
und 4 Mb auf Xq) enthielten 14 bzw. 8 Gene, wahrend kleinere Deletionen (3,8 Mb auf 1q und
2,1 Mb auf 19p) 42 bzw. 64 Gene umfassten. Dementsprechend wies der Junge mit der Nullisomie
von acht Genen auf Xq eine Lernbehinderung und leichte Dysmorphien auf, wahrend das Madchen
mit der Monosomie von 42 Genen auf Chromosom 1g von einer moderaten bis schweren

MR/Entwicklungsverzégerung und einem Anfallsleiden betroffen war. Das Madchen mit der
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Monosomie von 64 Genen auf Chromosom 19p hatte eine milde MR/Entwicklungsverzégerung,
Wachstumsstorungen und ausgepragte faziale Dysmorphien.

Vier der 14 deletierten Gene auf 6qll.1 bis 6gl3 der Patientin mit moderater
MR/Entwicklungsverzogerung waren aufgrund ihrer Expression und/oder Funktion interessante
Kandidatengene fiir den neurologischen Phanotyp. PTP4A1 (protein-tyrosine phosphatase, type 4A
member 1) und BAI3 (brain-specific angiogenesis inhibitor 3) werden im embryonalen und adulten
Gehirn der Ratte (Takano et al. 1996) bzw. der Maus (Kee et al. 2004) exprimiert. Das SMAP1-
Genprodukt (stroma membrane associated protein 1) reguliert die Funktion von Arf6 (Tanabe et al.
2005), einem Regulator fiir die Bildung von murinen dendritischen Spikes (Miyazaki et al. 2005)
sowie fiur die Elongation der Axone und deren Verzweigung wahrend der Hirnentwicklung der
Ratte (Hernandez-Deviez et al. 2004). Das RIMS1-Gen (regulating synaptic membrane exocytosis 1)
kodiert flir ein Protein, das die Neurotransmitterausschiittung an der aktiven Zone der Synapse
reguliert (Schoch et al. 2002) und entscheidend fiir das Lernen und das Gedachtnis der Mause ist
(Powell et al. 2004).

Die Mikrodeletion Xg21.3 des Jungen mit Lernbehinderung umfasste zwei Gene, die eine Rolle
im Zentralnervensystem (ZNS) spielen. NAPIL3 (nucleosome assembly protein 1-like 3) wird
spezifisch im humanen fetalen und adulten Gehirn exprimiert (Watanabe et al. 1996). Das
PCDH11X Gen (protocadherin 11, X-linked), das ebenfalls im humanen fetalen Gehirn exprimiert
wird, kodiert fur ein Mitglied der Protocadherin-Familie (Yoshida und Sugano, 1999), das in der
Bildung der funktionellen Synapsen im ZNS involviert ist.

Die kleinste detektierte Deletion (1.1 Mb auf 4p), die jedoch mit schwerer MR, Hirnatrophie,
neurologischen Auffalligkeiten und Wachstumsstorung assoziiert war, enthalt nur zwei Gene.
Diese deletierten Gene, GABRG1 und GABRAZ2 (GABA, receptor subunits gamma-1 and alpha-2),
sind Teil des GABA, Rezeptorgenclusters auf Chromosom 4p. Da knockout-Mduse eine ungleiche
Reifung der dendritischen Spikes zeigten, wird die GABA, Rezeptor-alpha-Untereinheit mit der
Hirnentwicklung in Zusammenhang gebracht (Heinen et al. 2003). Daher gingen wir davon aus,
dass die Monosomie der Gene, die fir die Untereinheiten des Rezeptors Gamma-1 und Alpha-2
kodieren, einen Einfluss auf den Phanotyp unserer Patientin hat. Es kann allerdings nicht
ausgeschlossen werden, dass der Phanotyp teilweise auf eine rezessive Erkrankung
zurlickzufiihren ist, da die Eltern der Patientin konsanguin waren.

Interessanterweise waren zwei der detektierten Imbalancen in dieser Studie zwar vererbt,
schienen aber trotzdem kausativ fiir den Phdanotyp der Patienten zu sein. Die Mikrodeletion auf

Xg21.3 wurde von der Mutter des Patienten vererbt, die keine phanotypischen Auffilligkeiten
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aufwies. Wir konnten zeigen, dass das X-Chromosom mit der Deletion praferentiell inaktiviert
worden war. Gesunde weibliche Tragerinnen kleiner Deletionen auf dem X-Chromosom mit
ungleicher X-Inaktivierung wurden bereits hdufig beschrieben (Rosenberg et al. 2006; Lugtenberg
et al. 2006a, 2006b). AuRerdem wurde in der Literatur (iber einen weiteren mannlichen Patienten
mit MR und einem hohen, bogenférmigen Gaumen berichtet, der eine Deletion in Xg aufwies, die
mit der Deletion unseres Patienten lberlappt (Hodgson et al. 1987; Philippe et al. 1995).

Die einzige Mikroduplikation, die in dieser Studie detektiert wurde, betraf die chromosomale
Bande 22qg11.2 einschlieRlich der fir das DiGeorge/VCFS-Syndrom kritischen Region (DGCR). Diese
wurde vom phanotypisch normalen Vater vererbt und bei drei betroffenen Geschwistern
detektiert. Das publizierte klinische Spektrum der Patienten mit Mikroduplikation der DGCR
(Ensenauer et al. 2003; Yobb et al. 2005) entsprach im wesentlichen den Merkmalen bei den hier
beschriebenen Geschwistern, bei denen eine MR/Entwicklungsverzégerung, muskuldre Hypotonie,
Schlafapnden, Mikrozephalie bei Geburt, einige Dysmorphien, Verhaltensauffalligkeiten, gehaufte
Infekte und Hyperopie diagnostiziert wurden. In der Literatur wurden Elternteile, die diese
Aberration trugen und nur milde phanotypische Auspragung wie faziale Merkmale (Hassed et al.
2004) oder leichte Lernschwierigkeiten (Ensenauer et al. 2003; Menten et al. 2006) aufwiesen,
beschrieben. Diese familidgre 22g11.2-Mikroduplikation zeigt, dass Imbalancen, die von gesunden
Eltern vererbt wurden, durch Demaskierung rezessiver Mutationen oder durch epigenetische
Effekte Phanotypen mit variabler Expressivitat verursachen kénnen. Daher scheint es voreilig zu
sein, Imbalancen, die in zwei oder mehr Generationen einer Familie auftreten und keinen
pathologischen Phanotyp zur Folge haben, unbeachtet zu lassen.

Vor der Array-CGH-Analyse von MR-Patienten sollten Falle, die aufgrund ihrer klinischen
Auffalligkeiten mit hoher Wahrscheinlichkeit eine kausative Mikrodeletion oder —duplikation
aufweisen, im Hinblick auf Kostenreduzierung und Arbeitsaufwand gezielt ausgewahlt werden. Um
eine solche Vorauswahl zu treffen, stellten de Vries et al. (2005) ein Punktesystem vor, bei dem
Punkte fir klinische Merkmale vergeben wurden, die mit hoher Wahrscheinlichkeit mit einer
chromosomalen Verdnderung korrelieren (MR in der Familiengeschichte, pra- oder postnatale
Wachstumsstérungen, faziale, dysmorphe Merkmale, nicht-faziale Dysmorphien oder kongenitale
Fehlbildungen). In Ubereinstimmung mit diesen Autoren (de Vries et al. 2005), hatten in dieser
Studie alle sechs Patienten mit kausativen Imbalancen faziale Dysmorphien verschiedener
Auspragung. AuBerdem wiesen Uberdurchschnittlich viele Patienten mit Aberrationen, im

Vergleich zu Patienten ohne Imbalancen, einen Kleinwuchs und/oder eine Mikrozephalie auf.
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Der durchschnittliche Wert der Patienten mit Aberration betrug vier Punkte. Die Detektionsrate
ware somit hoher, wenn nur Patienten mit vier oder mehr Punkten mit Array-CGH untersucht
worden waren. Daher zeichnet sich ab, dass ein Wert von mindestens vier Punkten als Kriterium
fir eine klinische Vorauswahl gelten sollte. Allerdings wédre bei Anwendung dieses
Schwellenwertes die Aberration eines unserer Patienten nicht detektiert worden. Aus diesem
Grund sollten weitere klinisch wichtige Merkmale in das Wertesystem aufgenommen werden.

In dieser Studie war der Prozentsatz der Fdlle mit Aberration unter den Patienten mit
moderaten bis schweren Entwicklungsverzogerungen doppelt so hoch wie bei den Patienten mit
milder MR/Entwicklungsverzogerung oder Lernbehinderung. Hatte die Patientin mit der
Mikrodeletion auf 1q einen Punkt fir ihre moderate bis schwere MR bekommen, hatte der
Gesamtwert vier Punkte betragen und unseren Schwellenwert erreicht. Daher sollte der
Schweregrad der MR/Entwicklungsverzogerung ein Kriterium im de Vries-Wertesystem werden.
Unsere Daten zeigten, dass mittels MRT diagnostizierte Hirnfehlbildungen tberdurchschnittlich
haufig vorlagen. Demnach sollten auch Hirnfehlbildungen in die Kategorie ,Kongenitale

Fehlbildungen” im Wertesystem aufgenommen werden.

4.2.1.1 Schwere mentale Retardierung mit Atmungsanomalien (Pitt-Hopkins Syndrom, PHS)

Mittels Array-CGH wurde eine neue Mikrodeletion auf dem langen Arm des Chromosoms 18 bei
einem Madchen mit schwerer mentaler Retardierung und fehlender Sprachentwicklung,
muskuldrer Hypotonie, Ataxie, Atmungsanomalien und einem groben Gesicht identifiziert, bei der
klinisch ein Verdacht auf PHS bestand. Die Deletion, die mittels FISH genauer eingegrenzt wurde,
ist anndhernd 0,5 Mb grofl$ und umfasst Teile des TCF4-Gens. Dieser Transkriptionsfaktor ist aus
zwei Grinden ein optimales Kandidatengen zur Erkldrung der MR der Patientin: Erstens ist das
TCF4-Gen das einzige Gen in der deletierten Region und zweitens wird TCF4 im Gehirn exprimiert
und interagiert z.B. mit dem Tyrosinhydroxylase-Enhancer (Yoon et al. 1994), so dass die MR und
die Anomalien des autonomen Nervensystems, die charakteristisch fir das PHS sind, erklart
werden kénnen. TCF4 wird in sich entwickelnden embryonalen humanen Geweben hauptsachlich
im Gehirn (Pscherer et al. 1996) und auch im adulten Gehirn reichlich exprimiert (Liu et al. 1998).
Es scheint in der neuronalen Entwicklung und Differenzierung eine wichtige Rolle zu spielen. Dass
TCF4 tatsachlich fur das PHS verantwortlich ist, ist gleichzeitig von zwei anderen Arbeitsgruppen
entdeckt worden (Zweier et al. 1997; Amiel et al. 1997). Sie identifizierten groRere genomische
Aberrationen sowie nonsense und missense Mutationen bei insgesamt zehn Patienten mit PHS.

Die Daten aller drei Publikationen bestdtigen, dass Haploinsuffizienz der wahrscheinlichste
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Mechanismus der Krankheitsentstehung ist. Interessanterweise zeigen tcf4-knockout-Mause friihe
Letalitat, wahrend heterozygote tcf4+/- Mause keinen auffalligen Phanotyp aufzuweisen scheinen
(Zhuang et al. 1996). Dieses sollte im Hinblick auf unsere Ergebnisse Giberprift werden.

Das klinische Bild der PHS-Patienten weist Uberstimmende folgende Merkmale auf: Eine
schwere MR mit fehlender Sprachentwicklung, grobe Gesichtsziige und Atmungsanomalien,
zumindest ab einem bestimmten Alter, wahrend andere klinische Merkmale variabler zu sein
scheinen. Die Tatsache, dass die Atmungsanomalien nicht bereits bei Geburt auftreten missen,
was fir die hier beschriebene Patientin zutrifft, konnte die Diagnosestellung verzégern, da es sich
hierbei um ein richtungsweisendes Symptom handelt. Nach der Identifizierung des ursachlichen
Gens ist es nun moglich, die klinische Diagnose mittels genetischer Testung zu Uberprifen. Auch
vor dem Einsetzen der Hyperventilation kdnnen Patienten, bei denen aufgrund von schwerer MR
und typischen fazialen Merkmalen der Verdacht auf ein PHS besteht, daraufhin untersucht
werden. Die genetische Beratung und die weitere medizinische Behandlung kdnnten von einer
frihen Diagnosestellung profitieren. Da groBere genetische Umbauten neben Mikrodeletionen
oder Punktmutationen beschrieben wurden, ist zu empfehlen, die genetische Testung mit zwei
Techniken durchzufiihren. Um grolRere Umbauten auszuschliellen, sollten geeignete Methoden
wie z.B. die MLPA angewandt werden, wahrend kleinere Verdanderungen durch Sequenzierung des
Gens, insbesondere des hoch-konservierten C-terminalen Bereichs, detektiert werden konnen.

Sowohl die Publikation von Zweier et al. als auch diese Studie zeigen, dass TCF4-Mutationen
keine haufige Ursache fiir idiopathische mentale Retardierung oder andere Syndrome mit
Ubereinstimmenden klinischen Merkmalen darstellen, so dass zu diesem Zeitpunkt ein generelles

Screening von TCF4 bei schwerer MR nicht gerechtfertigt erscheint.

4.2.2 Nierenfehlbildungen
4.2.2.1 Detektierte Mikroaberrationen in Patienten mit ungekldrten syndromalen
Nephropathien

Dieses war die erste systematische Studie, um die Haufigkeit von submikroskopischen
chromosomalen Deletionen und Duplikationen bei Patienten mit unklaren syndromalen
Nephropathien zu evaluieren, die mittels Array-CGH detektierbar sind. Wahrend bekannt ist, dass
die Array-CGH einen erheblichen Beitrag zur genetischen Analyse von Patienten mit mentaler
Retardierung liefert (Fiegler et al. 2003; Zielinski et al. 2005; Fensterer et al. 2007; Jiang et al.
2006; Raven et al. 2006; Vissers et al. 2003; Shaw-Smith et al. 2004; De Vries et al. 2005; Menten
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et al. 2006), wurde dieses noch nicht fur ein Kollektiv von Patienten mit renalem Phanotyp und
zusatzlichen extrarenalen Auffalligkeiten gezeigt. Daher untersuchten wir zehn ungeklarte Fille,
die entweder Glomerulopathien oder kongenitale Fehlbildungen der Nieren und des
Urogenitaltrakts sowie zusatzliche Auffalligkeiten, wie z.B. pathologische neurologische Befunde
(n=9), Herzfehlbildungen (n=6), Wachstumsanomalien (n=5) oder faziale- und nicht-faziale
Dysmorphien, aufwiesen. In diesem Patientenkollektiv konnte mittels Array-CGH eine kausative
Mikrodeletion bei einer Patientin detektiert werden. Diese wurde mittels FISH-Analyse an den
Chromosomen der Patientin verifiziert, und stellte sich durch die Untersuchung der elterlichen
Chromosomen als de novo heraus. Diese Daten zeigen, dass genomische Mikroimbalancen in bis
zu 10% der Fdlle mit unklaren syndromalen Nephropathien kausativ sein kdénnen. Diese
Detektionsrate dhnelt der in Patienten mit ungeklarter mentaler Retardierung (Fiegler et al. 2003;
Zielinski et al. 2005; Fensterer et al. 2007; Jiang et al. 2006; Raven et al. 2006; Vissers et al. 2003;
Shaw-Smith et al. 2004; De Vries et al. 2005; Menten et al. 2006).

Die kausative Mikrodeletion wurde bei einer Patientin identifiziert, bei der im Wesentlichen ein
neurologischer Phédnotyp (therapie-resistente Epilepsie, Entwicklungsverzogerung,
Innenohrschwerhorigkeit) und faziale sowie nicht-faziale Dysmorphien einschlieBlich einer
Mittelgesichtshypoplasie diagnostiziert worden waren. Die ersten renalen Auffilligkeiten traten
im Alter von funf Jahren auf. Es handelte sich hier um eine Mikrohamaturie, der im Alter von sechs
Jahren eine glomerulare Proteinurie (0,5 g/d) folgte. Vor ihrem 14. Lebensjahr wurde die Patientin
zu keinem padiatrischen Nephrologen liberwiesen. Der komplexe Phanotyp der Patientin konnte
keinem bekannten Syndrom zugeordnet werden, so dass keine spezifische genetische Testung
sinnvoll war. Daher fuhrten wir eine Array-CGH-Untersuchung fiir ein genomweites Screening auf
Mikroaberrationen durch. Die detektierte Mikrodeletion mit einer GrofRe von 3,3 Mb in der
chromosomalen Region Xg22.3-g23 wurde mittels FISH- und MLPA-Analysen weiter
charakterisiert. Sie enthielt die Gene COL4A6, COL4A5, FACL4, PAK3 und die Exone 6 and 7 des
DCX Gens, so dass erwiesen war, dass es sich hier um ein bisher unbeschriebenes contiguous gene
Syndrom handelt.

Die darauf folgende klinische Charakterisierung umfasste die ultrastrukturelle Begutachtung
der Nierenbiopsie, die eine Verschmalerung der glomerularen Basalmembran und eine
Aufsplitterung der Lamina densa zeigte. Diese Symptome sind mit dem Alport-Syndrom vereinbar.
Die klassischen histologischen Auffalligkeiten wie z.B. eine diffuse Verdickung der glomeruldren
Kapillarwande in Kombination mit einer korbgeflecht-artigen Transformation der Lamina densa,

wurde bei unserer Patientin nicht beobachtet. Ein Fehlen dieser typischen Verdanderung wurde

100



Diskussion

auch in der Literatur bei manchen weiblichen Patientinnen beobachtet (Kashtan et al. 2008).
Jedoch konnte die Diagnose des ,Alport-Syndroms” aufgrund der Innenohrschwerhorigkeit der
Patientin und der Detektion der uniallelischen Deletion der Gene COL4A5 und COL4A6 eindeutig
gestellt werden. Es ist bekannt, dass Mutationen im Gen fir die Alpha-5-Kette des
Basalmembrankollagens das X-chromosomale Alport-Syndrom verursachen (ATS: MIM #301050)(
Alport et al. 1927; Barker et al. 1990), wobei 80 % der Aberrationen in COL4A5 kleine Mutationen
und nur 20% Deletionen verschiedener GroRe sind (Lemmink et al. 1997). Selten wurden
Patienten mit groBeren Deletionen beschrieben, die aulerdem das Gen fiir die Alpha-6-Kette des
Typ IV-Kollagens (COL4A6) umfassen. COL4A6 befindet sich auf dem X-Chromosom in
unmittelbarer Nahe von COL4A5. Mutationen, die nur COL4A6 betreffen, wurden bislang nicht
beschrieben (Zhou et al. 1993; Heidet et al. 1995; Hashari et al. 1996). Die Kombination aus Alport-
Syndrom und diffuser Leiomyomatose, die bei Patienten mit COL4A5-Deletion und partieller
COL4A6-Deletion beschrieben wurde, trat bei unserer Patientin vermutlich aufgrund der
kompletten Deletion des COL4A6 nicht auf (Zhou et al. 1993; Heiskari et al. 1996). Die Diagnose
des Alport-Syndroms hatte therapeutische Konsequenzen fir die Patientin. Eine Therapie mit
einem ACE-Inhibitor wurde begonnen, die die Proteinurie normalisiert hat.

Zusatzlich zum Alport-Syndrom und der Mittelgesichtshypoplasie wurde bei unserer Patientin
durch die Bestimmung des IQ-Wertes von unter 70 eine MR diagnostiziert. Dieser kombinierte
Phanotyp wurde bisher bei einigen Patienten beschrieben und AMME-Komplex oder ATS-MR
(MIM #300194) genannt. Er wird durch Mikrodeletionen verursacht, die sowohl das FACL4-Gen,
das fur die Fettsaure CoA Ligase 4 kodiert, als auch das COL4A5-Gen enthalten. Die fazialen
Auffdlligkeiten unserer Patientin, insbesondere die eingesunkene Nasenwurzel und die
Mittelgesichtshypoplasie, dhnelten denen von zwei Patienten mit dem contiguous gene Syndrom
ATS-MR (Vitelli et al. 1999). Mutationen im FACL4-Gen wurden sowohl bei weiblichen, als auch bei
mannlichen Patienten mit unspezifischer X-chromosomaler mentaler Retardierung gefunden
(Meloni et al. 2002). Diese Befunde legen nahe, dass die FACL4 Deletion auch in unserer Patientin
zum Phéanotyp ihrer mentalen Retardierung beitrdagt. Da die Mikrodeletion unserer Patientin
zusatzlich das Gen PAK3 enthdlt, das fur die p21-aktivierte Kinase 3 kodiert, und das in Familien
mit unspezifischer X-chromosomaler mentaler Retardierung mutiert vorliegen kann (Allen et al.
1998; Bienvenu et al. 2000; Gedeon et al. 2003), tragt ein weiteres MR-Gen zu diesem Phanotyp
bei.

Die therapie-resistente Epilepsie unserer Patientin ist nicht Teil des ATS-MR Phanotyps. Daher

ist es wahrscheinlich, dass dieses Symptom aufgrund eines weiteren, deletierten Gens auBerhalb
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der ATS-MR Deletionsregion auftritt. Der distale Bruchpunkt, der hier beschriebenen
Mikrodeletion liegt innerhalb des DCX-Gens, das fiir Doublecortin kodiert. Bei hemizygoter
Mutation von DCX in mannlichen Patienten kommt es zum Vollbild der X-chromosomalen
Lissenzephalie, die haufig letal in der Kindheit ist. Heterozygote weibliche Betroffene bilden eine
subkortikale Heterotopie bzw. einen double cortex aus (Peippo et al. 2007; Gleeson et al. 1998;
des Portes et al. 1998). Mittels MLPA-Analyse konnten wir zeigen, dass die Exone 6 und 7 von DCX
bei unserer Patientin deletiert waren, so dass der distale Deletionsbruchpunkt eine Trunkierung
des DCX-Gens verursacht. Trunkierungsmutationen der Exone 4 bis 7 von DCX wurden bereits als
verursachend fur eine diffuse subkortikale Heterotopie/ double cortex beschrieben (Guerrini et al.
2006). Folglich ist der eruierte Genotyp kompatibel mit den MRT Befunden (diffuser double cortex)
und der mittels des white fiber trackings detektierten kompletten Desorientierung der
Bahnsysteme dieser Region. Die neuronale Migrationsstorung war wiederum ursachlich fir die
therapie-resistente Epilepsie und beeinflusste den MR-Phanotyp der Patientin.

Voraussichtlich ware diese Mikrodeletion bei hemizygoten mannlichen Individuen frih letal
gewesen. Unsere weibliche heterozygote Patientin hingegen zeigte eine préaferentielle
Inaktivierung des X-Chromosoms mit der Mikrodeletion, so dass sie einen geringfligigeren
Phanotyp als ein mannlicher Betroffener hatte. Allerdings war unsere Patientin schwerwiegender
betroffen als vier in der Literatur beschriebene Patientinnen, die kleinere nur die ATS-MR-Region
enthaltende Deletionen in der chromosomalen Bande Xqg22.3, aufwiesen. Diese Patientinnen
waren zwar von Mikrohdamaturie und Schwerhorigkeit betroffen, wiesen jedoch keine MR auf
(Vitelli et al. 1999). Dieser Unterschied im Schweregrad des Phanotyps ist vermutlich auf die
zusatzliche (partielle) Deletion des PAK3- und des DCX-Gens bei unserer Patientin zuriickzufihren,
bei der sich die Mikrodeletion von Xq22.3 bis Xq23 erstreckt.

Bei den Patienten des vorliegenden Kollektivs ist der behandelnde Arzt mit einer Kombination
eines renalen und eines extrarenalen Phanotyps konfrontiert, die keinem bekannten Syndrom
zugeordnet werden kdnnen. Die Ursache dieser komplexen Phanotypen aufzuklaren, stellt eine
grolRe Herausforderung dar. Wir konnten mit unseren Ergebnissen belegen, dass die array-basierte
CGH eine geeignete Methode ist, um genetische Ursachen in syndromalen Nephropathien zu
identifizieren. Bis zu 10% der Patienten zeigten Mikroaberrationen, die mit molekular-
zytogenetischen Techniken detektierbar sind. Durch die Anwendung kann in einem signifikanten

Prozentsatz der Falle eine Diagnose gestellt werden.
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4.2.2.2 Detektierte Mikroaberrationen in CAKUT-Patienten

Das Ziel dieser Studie war es, chromosomale Regionen zu identifizieren, die Gene enthalten, deren
Veranderung mit einem CAKUT-Phdnotyp einhergehen. Daher untersuchten wir 30 Patienten, die
sowohl einen CAKUT-Phanotyp als auch extrarenale Symptome aufwiesen mit Array-CGH. Bei
diesen Patienten war die Wahrscheinlichkeit fir das Vorliegen von Mikrodeletionen oder -
duplikationen, die mit molekular-zytogenetischen Techniken detektierbar sind, erhéht.

Mit Array-CGH identifizierten wir vier vermutlich kausative Imbalancen: Zwei Verluste und zwei
Gewinne bei drei Patienten. Die betroffenen chromosomalen Banden waren 1q21.1, 1qg44
und/oder 16g23.3-q24.3 und 3g23-g25.1.

Bei Patient HDO1 detektierte die Array-CGH einen terminalen Verlust von 0,59 Mb in der
chromosomalen Bande 1g44 und einen terminalen Gewinn von 6,55 Mb in den chromosomalen
Banden 16g23.3-g24.3. Anschliefende FISH-Untersuchungen zeigten, dass diese Imbalancen auf
eine unbalancierte 1;16-Translokation zurlickzufihren waren. Da der Patient zwei Imbalancen
aufwies, war unklar, ob der CAKUT-Phanotyp des Patienten von der partiellen Monosomie 1q oder
der partiellen Trisomie 16q herriihrte.

Bis zum Jahr 2008 waren lediglich 21 Individuen mit submikroskopischen Deletionen im distalen
Chromosom 1q in der Literatur beschrieben worden (van Bon et al. 2008). Interessant ist, dass
Patienten mit lqter-Deletionssyndrom viele verschiedene Mittelliniendefekte, wie z.B. Corpus
callosum Anomalien, Herz-, Gastrodsophagealtrakt- und Urogenitaltraktanomalien aufweisen
(Mankinen et al. 1976; Johnson et al. 1985; Meinecke und Vogtel 1987; Murayama et al. 1991;
Gentile et al. 2003; van Bon et al. 2008). Eine Hypospadie wurde bei einem Jungen beschrieben,
bei dem eine de novo, interstitielle Deletion von 13 Mb in den Chromosomenbanden 1q42.1-g44
identifiziert worden war, die proximal der Deletion unseres Patienten lag (Boland et al. 2007).
AuBerdem wurden Hypospadien bei zwei Jungen mit de novo 1g-Subtelomerdeletionen
beschrieben, die durch FISH- und MLPA-Analysen identifiziert und ohne prazise
Bruchpunktbestimmung beschrieben wurden (de Vries et al. 2001; Rooms et al. 2004).

Folglich ist unser Patient der dritte Fall mit terminaler 1g-Deletion, der eine Hypospadie
aufweist. Unsere Daten belegen, dass ein kritischer Abschnitt fiir die Ausbildung einer Hypospadie
auf Chromosom 1 distal von 246,57 Mb lokalisiert sein kann. In diesem Abschnitt sind anndhernd
zwolf proteinkodierende Gene wie z.B. SH3BP5L, ZNF672 und ZNF692 lokalisiert. SH3BP5L kodiert
fur das SH3-Doméane bindende Protein 5-dhnliche Protein, das andere Proteine liber die SH3-
Domaéne binden kann und z.B. in Signalprozessen involviert ist. ZNF672 und ZNF692 kodieren fiir

Zinkfingerproteine, die DNA binden und die Transkription regulieren. Alle drei Gene werden in den
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meisten Organen, unter anderem in der Niere, exprimiert. ZNF692 wird auch in der Blase
exprimiert und konnte daher ein besonders interessantes Kandidatengen fir die Entwicklung einer
Hypospadie sein.

Eine Hypospadie wurde weiterhin bei zwei Patienten mit einer distalen 16g-Trisomie, in einem
Fall der Banden 16g22-g24 (verbunden mit einer Monosomie distal von 11p14) (Calva et al. 1984)
und im anderen Fall der Banden 16g23-q24 (verbunden mit einer Monosomie der Bande 3p26)
(Maher et al. 1991) beschrieben. Daher kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Hypospadie
unseres Patienten durch die Duplikation der Banden 16g23.3-q24.3 verursacht wurde. Unsere
Studie engt die mogliche kritische Region auf Chromosom 16q auf die distalsten 6,55 Mb ein.

Ende des Jahres 2008 wurde ein neues genomisches Syndrom beschrieben, das durch ein
Rearrangement der chromosomalen Bande 1g21.1 mit einer kritischen Region von 143,65 bis
146,3 Mb verursacht wird (Mefford et al. 2008; Brunetti-Pierri et al. 2008). Das phanotypische
Spektrum der Patienten mit einer 1g21.1 Mikrodeletion oder Mikroduplikation umfasst eine
mentale Retardierung oder autistische Storung, eine anormale KopfgréBe, Herzfehlbildungen,
einen Katarakt und dysmorphe Merkmale (Mefford et al. 2008; Brunetti-Pierri et al. 2008). Bei
keinem der bisher beschriebenen 26 Patienten mit einer Mikroduplikation in 1g21.1 wurde ein
renaler Phdnotyp diagnostiziert (Mefford et al. 2008; Brunetti-Pierri et al. 2008). Daher ist von
besonderem Interesse, dass wir bei dem Patienten HD16, der eine unilaterale Nierenhypoplasie
und eine proximale Ureterstenose hatte und zusatzlich eine MR, eine Makrozephalie, eine
Gehorgangsatresie, eine Mikrotie und multiple hypopigmentierte Hautldsionen aufwies, eine
2,4 Mb groRBe Mikroduplikation in der chromosomalen Bande 1g21.1 (von 143,16 bis 146,2 Mb)
identifiziert haben. Der in unserem Patienten duplizierte Bereich liegt in der identifizierten
kritischen Region. Daher erganzt unser Patient das klinische Spektrum der 1g21.1-Duplikation um
Nierenfehlbildungen.

Eine 1qg21.1-Mikroduplikation wurde ebenfalls beim Vater des Patienten gefunden.
Kopienzahlvarianten, die bei einem Elternteil ohne Phadnotyp beobachtet werden, gehoren
normalerweise zu der Gruppe der Polymorphismen ohne Krankheitswert und sind nicht ursachlich
fir einen pathologischen Phanotyp (Locke et al. 2006; Redon et al. 2006). Es sind Datenbanken
etabliert worden, die alle bisher entdeckten polymorphen Mikroimbalancen auflisten (z.B.
http://projects.tcag.ca/variation/, http://paralogy.gs.washington.edu/structuralvariation/).

Das 1g21.1-Rearrangement allerdings wurde in den meisten Fallen von einem Elternteil vererbt
und viele der Eltern, die den Polymorphismus trugen, waren gesund (Mefford et al. 2008; Brunetti-

Pierri et al. 2008). Daher ist auch im Fall unseres Patienten anzunehmen, dass die 1g21.1-
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Mikroduplikation fiir den diagnostizierten renalen Phanotyp kausativ ist, obwohl die Aberration
von einem gesunden Elternteil ererbt wurde. Dies ist insbesondere der Fall, da die Duplikation des
gesunden Vaters kleiner war als die des Patienten und nur deren distalen Teil umfasst, der als
segmentale Duplikation bekannt ist, die hdufiger in der Normalbevolkerung auftritt (Locke et al.
2006; Redon et al. 2006). Da wir keine 1g21.1 Duplikation bei der Mutter des Patienten
detektierten, kann spekuliert werden, dass die Mikroimbalance des Patienten vom Vater ererbt
wurde, nachdem sie in der paternalen Meiose durch den Mechanismus der nicht-allelischen
homologen Rekombination zwischen den segmentalen Duplikationsblocken, die die kritische
Region des 1g21.1-Syndroms flankieren, entstanden ist.

Bei einem 22-jahrigen Patienten mit einem komplexen Phanotyp identifizierten wir eine de
novo Deletion der chromosomalen Region 3q23-g25.1 als kritische Region fiir die Entwicklung
einer renalen Dysplasie mit Hydronephrose. Bisher sind flinf weitere Patienten mit Deletionen der
Region 3g23-g25 beschrieben worden, bei denen jedoch von keinem renalen Phanotyp berichtet
wurde (Martsolf et al. 1983; Al-Awadi et al. 1986; Alvarado et al. 1987; Chandler et al. 1997; Ko et
al. 2003). Allerdings wurde in diesen Féallen kein Nierenultraschall durchgefiihrt, so dass
Auffalligkeiten der Nieren moglicherweise unentdeckt blieben. Interessanterweise ist das Gen
AGTR1, welches fiur den Angiotensinrezeptor 1 (AT1) kodiert, der kardiovaskuldren Effekte von
Angiotensin Il vermittelt, in der deletierten Region unseres Patienten lokalisiert. Compound
heterozygote AGTR1I-Mutationen wurden bei einem Feten mit schweren renalen Fehlbildungen,
d.h. einer renalen Tubulusdysgenesie, die hadufig zu perinataler Mortalitat fihrt, beschrieben
(Gribouval et al. 2005). Daher ist es denkbar, dass heterozygote AGTR1-Verluste, die zu einer
Haploinsuffizienz fihren, mit weniger schweren Fehlbildungen der Niere einhergehen, wie z.B.
bilateralen Nierendysplasien mit unilateraler Hydronephrose, die bei unserem Patienten pranatal
diagnostiziert wurden. Um den heterozygoten AGTR1 Status unseres Patienten mit der
uniallelischen Deletion sicherzustellen, analysierten wir das verbleibende Allel auf Mutationen hin.
Es wurden keine pathogenen Verdnderungen nachgewiesen. Insbesondere fanden sich nicht die
zwei Mutationen, die bei dem Feten mit der autosomal-rezessiven renalen Tubulusdysgenesie
beschrieben worden waren (Gribouval et al. 2005). Der renale Phanotyp einer dysplastischen
Niere in Verbindung mit einer Hydronephrose ist daher bei unseren Patienten gegebenenfalls auf
den heterozygoten Verlust von AGTR1 zurlckzufiihren, der in der Haploinsuffizienz des
Angiotensinrezeptors resultiert. Diese Hypothese wird von der Tatsache unterstrichen, dass
mutante AT1 null Mause (Agtrl-/-) eine Hydronephrose ausbilden, was auf eine Fehlentwicklung

des Mechanismus der Harnperistaltik wahrend der Perinatalperiode zurlickzufiihren sein kénnte
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(Miyazaki und Ichikawa, 2001; Niimura et al. 2006).

4.3 Kopienzahlvarianten

Fir die in dieser Arbeit dargestellten Projekte wurden verschiedene zytogenetische und
molekular-zytogenetische Techniken angewandt. Es bedarf genauer Kenntnisse Uber die
Moglichkeiten und Grenzen jeder (molekular)-zytogenetischen Methode, um die genetischen
Ursachen fiir verschiedene Phdnotypen strukturiert identifizieren und genetische Fragestellungen
beantworten zu kénnen.

Aufgrund umfassender in silico Recherchen Uber betroffene genomische Regionen und deren
genomische Architektur und Struktur, die in verschiedenen Datenbanken (UCSC Genome Browser:
http://genome.ucsc.edu/, Ensembl Genome Browser: http://www.ensembl.org/index.html)
durchgefiihrt werden konnen, besteht heute die Moglichkeit, auf alle bereits beschriebenen
Informationen zugreifen zu kénnen. Seit der Analyse des Genoms mit hochauflésenden Array-
Techniken, sind die Kenntnisse Uber die Genomarchitektur rapide angestiegen. Die Struktur jedes
einzelnen Genoms ist variabler als jemals angenommen wurde. Etwa zwo6lf Prozent des Genoms
stellen Kopienzahlvarianten dar (Redon et al. 2006), die in der ,Database of Genomic Variants”
zusammengetragen sind. Somit wurde die Annahme, dass Individuen genetisch zu 99,9 %
Ubereinstimmen und sich lediglich in den SNPs unterscheiden, widerlegt. Bei der Auswertung der
Array-CGH besteht daher die Schwierigkeit, zwischen fiir den Phanotyp ursachlichen Aberrationen
und Kopienzahlvarianten ohne Krankheitswert zu unterscheiden. Eine Analyse sollte besonders
aufmerksam durchgefiihrt werden, da viele Mikrodeletions- und Mikroduplikationsloci von
segmentalen Duplikationen flankiert sind und so eine Veranderung der nicht-polymorphen Region
leicht (ibersehen werden kann. Die Kartierung aller humanen Kopienzahlvarianten und die
Interpretation ihres moglichen Einflusses auf genetische Merkmale stellt eine spannende
Herausforderung dar. Es ist anzunehmen, dass der Wissensstand auf diesem Gebiet zunehmen
wird, so dass in Zukunft die Kausalitdt von familidren oder de novo auftretenden Varianten fir

einen Phanotyp besser beurteilt werden kann.
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5 Zusammenfassung

Diese Arbeit beruht auf finf Teilprojekten (ein reproduktionsgenetisches und vier klinisch-
genetische). Im Rahmen des reproduktionsgenetischen Projekts wurde ein Schnell-CGH-Protokoll
zur Einzelzell- und Polkérperanalyse entwickelt, indem jeder Schritt des konventionellen CGH-
Protokolls verandert bzw. verkiirzt worden war, so dass die Durchfiihrung von einem Zeitraum von
72 h auf 16 h reduziert werden konnte. Die Technik erméglicht die simultane Analyse aller
Chromosomen in einem Experiment. Das etablierte Protokoll wurde an verschiedenen
Fragestellungen validiert und zeigte zuverldssige Ergebnisse, so dass es sich sowohl fir eine
pranataldiagnostische Anwendung, als auch in der Polkdrperdiagnostik eignet. Durch Anwendung
des Protokolls an Einzelzellen mit bekannten Trisomien 18 und 21 konnten Gewinne der
Chromosomen 18 bzw. 21 detektiert werden. AuBerdem wurde das Protokoll an 32 ersten
Polkérpern von 16 Patientinnen im Alter von 33 bis 44 Jahren, die hauptsachlich aufgrund von
erhohtem miutterlichen Alter und wiederholtem Implantationsversagen in Behandlung waren,
angewandt. Es wurde eine Aneuploidierate von 75 % detektiert, die fast alle Chromosomen betraf
(Landwehr et al. 2008).

Das erste klinisch-genetische Teilprojekt betraf Patienten mit mentaler Retardierung (MR), die
etwa 2-3 % der Bevolkerung ausmachen, wobei die Ursache in 50 % der Félle ungeklart bleibt. In
dieser Studie wurden mittels genomweiter array-basierter CGH, die das Genom mit einer
Auflésung von 0,5 Mb abdeckte, Mikrodeletionen und Mikroduplikationen als Ursache fiir die MR
in 10% der 60 Fille mit unklarer Atiologie identifiziert. Es wurden entweder aufgrund der
vollstandigen Abdeckung der Region auf den DNA-Chips oder mittels FISH-Analysen exakte
Bruchpunkte der Alterationen bestimmt, um deletierte oder duplizierte Gene, die moglicherweise
Einfluss auf den MR-Phanotyp haben, zu identifizieren. Bei sechs Patienten konnten
Mikroimbalancen detektiert werden, die vermutlich kausativ flir deren Phanotyp waren. Finf
Patienten mit MR, fazialen Dysmorphien, neurologischen Auffalligkeiten (drei Falle),
Hirnanomalien (zwei Falle) und Wachstumsstorungen (zwei Féille) wiesen Mikrodeletionen in den
chromosomalen Banden 6q11.1-q13 (10,8 Mb), Xq21.31-g21.33 (4,0 Mb), 1q24.1-q24.2 (3,8 Mb),
19p13.12 (2,1 Mb) bzw. 4p12-p13 (1,1 Mb) auf. Eine Mikroduplikation wurde in 22911.2 (2,8 Mb)
bei einer Patientin mit milder MR, Mikrozephalie und Dysmorphien detektiert. Drei der
Aberrationen entstanden de novo, wahrend zwei ererbt worden waren (Engels, Brockschmidt,

Hoischen, Landwehr et al. 2007).
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Im zweiten klinisch-genetischen Projekt wurde eine Patientin untersucht, bei der klinisch ein Pitt-
Hopkins Syndrom (PHS) diagnostiziert worden war. lhr klinisches Bild (schwere MR ohne
Sprachentwicklung, Atmungsanomalien, bestimmte faziale Dysmorphien) stimmte mit zuvor
beschriebenen PHS-Patienten (Uberein. Wenn sich die Atmungsanomalien, die ein
charakteristisches Merkmal darstellen, spat manifestieren, kann es zu einer Verzogerung der
Diagnosestellung kommen. Bei der Patientin wurde mittels Array-CGH und FISH-Analysen eine de
novo Mikrodeletion von anndhernd 0,5 Mb in Chromosom 18q21.2 detektiert, die lediglich ein
bekanntes Gen, den Transkriptionsfaktor TCF4, beinhaltete. Wir konnten mittels RT-PCR-Analyse
zeigen, dass die Mikrodeletion unserer Patientin zu einer funktionellen Haploinsuffizienz von TCF4
flihrt und somit dieses als PHS-Gen bestatigen. Dieses Ergebnis wurde unabhangig voneinander
von zwei anderen Gruppen (Zweier et al. 2007; Amiel et al. 2007) beschrieben. Nach der
Identifizierung des Gens ist es nun moglich, die klinische Diagnose des PHS mittels genetischer
Testung zu bestatigen. Da sowohl grolRere Umbauten, die das gesamte TCF4-Gen umfassen, als
auch Punktmutationen in diesem Gen beschrieben wurden, sollten bei Verdacht auf ein PHS
MLPA-Untersuchungen und Sequenzierungen des Gens durchgefiihrt werden (Brockschmidt, Todt,
Ryu, Hoischen, Landwehr et al. 2007).

Im dritten klinisch-genetischen Teilprojekt wurde ein Kollektiv von zehn Patienten mit
ungeklarten syndromalen Nephropathien, die renale und extrarenale Symptome aufwiesen und
keinem bekannten Syndrom zugeordnet werden konnten, untersucht werden. Durch die
Untersuchung dieser Patienten mittels array-basierter CGH konnten wir zeigen, dass es sich um
eine geeignete Methode handelt, um genetische Ursachen syndromaler Nephropathien zu
identifizieren und eine Diagnose zu stellen. Eine Patientin, ein 14-jdhriges Madchen, wies ein
contiguous gene Syndrom in Chromosom Xg22.3-923 auf, das in dieser Form zuvor noch nicht
beschrieben worden war. Die 3,3 Mb groRe, de novo entstandene Mikrodeletion wurde mit FISH-
und MLPA-Analysen verifiziert und enthielt das X-chromosomale Alport-Syndrom Gen COL4A5, die
MR-Gene FACL4 und PAK3 und Teile des DCX-Gens, das mit double cortex-Bildung, MR und
Epilepsie assoziiert ist. Der Phanotyp unserer Patientin vereint damit Aspekte des Alport-MR
contiguous gene Syndroms mit double cortex und Epilepsie (Hoischen, Landwehr et al. 2009).

Im vierten klinisch-genetischen Projekt ermdglichte die array-basierte CGH in einem Kollektiv
von 30 Patienten, die sowohl kongenitale Anomalien der Nieren und ableitenden Harnwege
(CAKUT) als auch zusatzliche extrarenale Symptome aufwiesen, die Kartierung von vier
chromosomalen Regionen, die mit dem CAKUT-Phanotyp assoziiert sind. Bei einem Patienten und

seinem Bruder fanden sich ein terminaler Verlust von 0,59 Mb in 1944 und ein Gewinn von
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Zusammenfassung

6,55 Mb in 16g23.3-q24.3. Diese Imbalancen kdnnen bei der Entstehung einer Hypospadie eine
Rolle spielen. Eine FISH-Analyse zeigte, dass die Aberrationen der Patienten auf eine vorliegende
unbalancierte 1;16-Translokation zurlickzufiihren waren. Der gesunde Vater der beiden Patienten
wies eine balancierte 1;16-Translokation auf. AuBerdem wurde bei einem Patienten eine 11,93 Mb
groBe Deletion der Region 3g23-25.1 detektiert und es konnte gezeigt werden, dass diese
Deletion, die das AGTR1-Gen enthélt, mit einer renalen Dysplasie und einer Hydronephrose
einhergehen kann, so dass eine Haploinsuffizienz von AGTR1 kausativ fiir den renalen Phdnotyp
sein konnte. Da bei einem CAKUT-Patienten eine 2,93 Mb groRe Mikroduplikation im
chromosomalen Band 1g21.1 identifiziert wurde, konnte das Spektrum der Symptome des bereits
beschriebenen 1g21.1 Mikroduplikationssyndroms um einen renalen Phanotyp erweitert werden,

der bisher in diesem Zusammenhang nicht beschrieben worden war.
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