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1 Einleitung

1.1 Storung der geistigen Entwicklung bei Kindern

Laut der Weltgesundheitsorganisation wird eine Storung der geistigen Entwicklung
diagnostiziert, wenn eine signifikant verringerte Féhigkeit besteht, neue oder komplexe
Informationen zu verstechen und neue Fihigkeiten zu erlernen und anzuwenden
(beeintrichtigte Intelligenz). Dadurch verringert sich ebenso die Fahigkeit, ein unabhingiges
Leben zu flihren (beeintrichtigte soziale Kompetenz). Dieser Prozess beginnt vor dem
Erwachsenenalter —und hat dauerhafte = Auswirkungen auf die Entwicklung
(Weltgesundheitsorganisation 2013).

Im Jahr 2011 wurden in Deutschland etwa 663 000 Kinder geboren (Statistisches Bundesamt,
Wiesbaden). Die Préivalenz fiir eine Storung der geistigen Entwicklung liegt bei 2-3 % unter
den Neugeborenen (Roeleveld et al. [1997]; Yeargin-Alsopp et al. [1997]; Larson et al.
[2001]). Im klinischen Alltag des Pédiaters spielt die Entwicklungsstorung von Patienten*
also eine erhebliche Rolle. Bei einem groflen Teil der Patienten, zwischen 30 % und 50 %,
bleibt die Ursache ihrer geistigen Entwicklungsstorung ungekldrt (Hagberg et al. [1982];
Schaefer und Bodensteiner [1992]). Die Kldrung der Ursache einer geistigen Behinderung ist
jedoch in vielerlei Hinsicht von grofler Bedeutung. Fiir die weitere Entwicklung des Kindes
ist die spezielle therapeutische Forderung besonders wichtig. AuBlerdem ermoglicht die
atiologische Einordnung der Entwicklungsstorung dem behandelnden Arzt, vergesellschaftete
Risiken so frith wie moglich zu erkennen und zu therapieren (Thienpont et al. [2007]). Fiir die
Eltern des betroffenen Kindes ist das Wissen iiber ein mogliches Wiederholungsrisiko, aber

auch der Austausch mit anderen Betroffenen, von hoher Relevanz.

1.2 Geistige Entwicklungsstorung im Rahmen iibergeordneter Syndrome

Die geistige Entwicklungsstorung wird nach Kriterien der WHO (1980) in unterschiedliche
Schweregrade unterteilt: Leichte geistige Behinderung (IQ 69 - 50), miBige geistige
Behinderung (IQ 49-35), schwere geistige Behinderung (IQ 34 - 20) und schwerste geistige

*Generischer Begriff ,,Patienten*: Um eine bessere Lesbarkeit zu gewdhrleisten, werden im Rahmen dieser Arbeit Doppelungen wie

,Patientinnen und Patienten* zugunsten des generischen Begriffs ,,Patienten* aufgegeben.



Behinderung (IQ < 20). In Abhéngigkeit vom Schweregrad einer geistigen
Entwicklungsstorung konnen die Ursachen identifiziert werden (WHO [1980]). So ldsst sich
bei iiber 80 % der Patienten mit einer schweren geistigen Behinderung die Ursache fiir diese
Entwicklungsstorung kldren (Gértner [2007]). Hingegen bleiben die Griinde fiir eine leichte
geistige Behinderung hiufig unentdeckt (Gértner [2007]).

Die héufigste Ursache fiir eine geistige Entwicklungsstorung beim Menschen ist die Trisomie
21. Sie tritt mit einer Hé&ufigkeit von etwa 1:700 Neurgeborenen auf (Zschocke und
Tariverdian [2007]). Die Ursache dieser syndromalen Erkrankung ist ein zusitzliches
Chromosom 21. Erstmals wurde die Trisomie 21 im Jahr 1828 von dem englischen Arzt John
Langdon Hexden Down beschrieben. Die Chromosomenstorung wurde jedoch erst 1959 von
Lejeune et al. nachgewiesen. Das Down-Syndrom bezeichnet eine Kombination aus geistiger
Entwicklungsstorung und spezifischen fazialen Dysmorphiezeichen, zum Beispiel lateral
ansteigende Lidachsen, ein Epikantus oder Organfehlbildungen. Die spezifischen
kraniofazialen Dysmorphiezeichen lassen in der Regel bereits direkt nach der Geburt auf ein
Down-Syndrom schlie8en (Zschocke und Tariverdian [2007]).

Eine weitere sehr haufige genetische Ursache fiir eine geistige Entwicklungsstorung sind
Verianderungen auf dem X-Chromosom. Es sind bereits mehr als 200 X-chromosomal-
assoziierte Retardierungssyndrome beschrieben (Zschocke und Tariverdian [2007]). Das
Haufigste ist das Fragile X-Syndrom. Die Héufigkeit des Auftretens betrdgt etwa 1:4500 bei
méinnlichen beziehungsweise 1:9000 bei weiblichen Neugeborenen. Das Fragile X-Syndrom
beruht auf einem Funktionsverlust des FMRI-Gens durch eine Trinukleotidexpansion im
nicht-kodierenden Bereich vor diesem Gen (Oberlé et al. [1991]). Sie fiihrt zu einer
Hypermethylierung und damit zur Inaktivierung des Gens. Klinisch zeigt sich bei Patienten
mit Fragilem X-Syndrom ebenfalls eine charakteristische Kombination aus geistiger

Behinderung und spezifischen Dysmorphiezeichen (Saul und Tarleton [1998, updated 2012)).

1.3 Untersuchungstechniken zur Analyse von submikroskopischen

Chromosomenaberrationen bei Patienten mit geistiger Entwicklungsstorung

Die konventionelle Chromosomenanalyse stellt seit Tjio und Levan [1957], die die Anzahl

der menschlichen Chromosomen beschrieben haben, die Technik der Wahl zur Analyse



numerischer und struktureller Verdnderungen der Chromosomen dar. Diese Technik zur
Untersuchung des menschlichen Genoms kann Verdnderungen bis zu einer Grof3e von etwa
5 - 10 Mb erkennen (Friedman et al. (2006]). Bei Patienten mit geistiger Entwicklungsstérung
kann bei etwa 15 % der Félle eine genetische Ursache mittels konventioneller
Chromosomenanalyse diagnostiziert werden (Phelan et al. [1996]; de Vries et al. [1997];
Schinzel [2001]). Es wird jedoch davon ausgegangen, dass bei deutlich mehr Patienten eine
chromosomale Verdnderung die Ursache einer geistigen Entwicklungstorung ist. Allerdings
liegt in vielen Fillen vermutlich eine Chromosomenaberration von geringerer Grofle als
5 - 10 Mb einer mentalen Retardierung zugrunde (Flint et al. [1995]; Knight et al. [1999]; de
Vries et al. [2003]).

Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung  (FISH)  bietet eine  Moglichkeit, nach
submikroskopischen Aberrationen zu suchen. Die FISH-Analyse beruht auf der Bindung von
fir einen Genort spezifischen DNA-Sonden am gewiinschten komplementéren
Chromosomenabschnitt. Die DNA-Sonden sind mit einem Fluoreszenz-Farbstoff markiert
und konnen im Fluoreszenzmikroskop ausgewertet werden. Die FISH bietet eine maximale
Auflésung von 50 Kb (Ekong und Wolfe [1998]). Hierzu ist jedoch ein Verdacht auf eine
spezielle Chromosomenverinderung erforderlich. Ein solcher Verdacht wird hdufig aufgrund
einer Kombination phénotypisch gemeinsam auftretender Verdnderungen angenommen
(Trask [1991]).

Das Subtelomerscreening wurde entwickelt, um die Telomerregionen aller Chromosomen auf
Verdnderungen zu untersuchen. Mit einem Subtelomerscreening kann bei etwa 5 % der
Patienten mit geistiger Entwicklungsstorung unklarer Genese und zytogenetisch normalem
Chromosomensatz eine Verdnderung diagnostiziert werden (Flint et al. [1995]; Knight et al.
[1999]; De Vries et al. [2003]; Koolen et al. [2004]). Alle anderen Chromosomenregionen
waren einem systematischen Screening auf submikroskopische Verédnderungen mittels FISH

bisher nicht zuginglich (Friedman et al. [2006]).

1.4 Array-basierte vergleichende genomische Hybridisierung — Array comparative

genomic hybridization

Die vergleichende genomische Hybridisierung ist die methodische Grundlage dieser Arbeit.

Die Array-CGH wurde 1997 in der Arbeitsgruppe von Peter Lichter (DKFZ, Heidelberg)
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entwickelt (Solinas-Taldo et al. [1997]). Sie beruht auf der Hybridisierung von Patienten-
DNA an komplementére, genomisch kartierte DNA-Fragmente, die nach einem definierten
Raster auf einer Oberfliche immobilisiert werden. Die Auflosung der Array-CGH ist
abhingig von der Anzahl und Dichte der Fragmente (Klopocki und Huber [2006]).

Sie bietet die Moglichkeit submikroskopische Verluste und Zugewinne zu erkennen und mit
klinischen Symptomen in einen Zusammenhang zu stellen (Klopocki und Huber [2006]).
Dabei ist die Auflosung von der verwendeten Plattform abhéngig. Neben der konventionellen
Chromosomenanalyse stellt die Array-CGH eine Methode dar, das komplette Genom ohne
einen gezielten Verdacht auf chromosomale Imbalancen zu untersuchen (Klopocki und Huber
[2006]). Diese Methode ermoglicht auBerdem eine prézise Bruchpunktbestimmung bei
bekannten Chromosomenaberrationen (Flipsen-ten Berg et al. [2007]).

Die Array-CGH ist durch Standardisierung der einzelnen Methoden weitgehend
objektivierbar (Shinawi und Cheung [2008]). Ein weiterer Vorteil ist, dass keine Zellkulturen
benotigt werden, um eine Array-CGH durchzufiihren (Shinawi und Cheung [2008]). Die so
entstehende Zeitersparnis in der Durchfithrung konnte insbesondere im Rahmen der
Pranataldiagnostik ein grofer Vorteil sein, da gerade hier die Zeit einen ausschlaggebenden
Faktor darstellt.

Es bestehen jedoch auch Limitationen der Array-CGH. Zum einen hat sie im Gegensatz zur
konventionellen Chromosomenanalyse keine Moglichkeiten, balancierte Aberrationen, wie
Translokationen und Inversionen zu erfassen. Diese balancierten Aberrationen, bei denen
zwar kein Genmaterial verloren geht, jedoch der Bruchpunkt in einem Gen liegen kann,
kénnen dennoch von pathologischem Wert sein (Shinawi und Cheung [2008]).

Zum anderen hat die Array-CGH Schwierigkeiten schwache Mosaike zu erfassen. Dies
beschrieben sowohl Pickering et al. [2008] als auch Gouas et al. [2008]. Allerdings wurden
auch Mosaike mittels Array-CGH entdeckt, die durch konventionelle Karyotypisierung nicht
diagnostiziert werden konnten (Ballif et al. [2006]; Cheung et al. [2007]).

AuBerdem sind die Kosten flir hochauflosende Array-Plattformen, die eine genomweite
Analyse ermdoglichen, aktuell noch sehr hoch, insbesondere im Vergleich zu den Kosten einer

konventionellen Chromosomenanalyse.
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1. 5 Kopienzahlvariation (Copy number variation) und familidre Polymorphismen

Die Sammlung von Daten, die durch die molekulare Karyotypisierung an 270 Patienten in
einer Studie von Redon et al. [2006] aufgenommen wurde, zeigte deutlich, dass eine Vielzahl
von Regionen im menschlichen Genom iiber Variationen der DNA-Kopien verfiigt, die zu
keinerlei phianotypischer Anomalie fiihren.

Die Kopienzahlvariation (Copy number variation - CNV) bezeichnet submikroskopische
strukturelle Chromosomenveridnderungen. In den letzten Jahren ist es zu einem
Bedeutungswandel gekommen. Urspriinglich wurde dieser Begriff vorwiegend fiir
Verdnderungen ohne Krankheitswert verwendet. Es hat sich jedoch inzwischen eine
Unterscheidung zwischen pathologischer CNV, benigner CNV und potenziell pathologischer
CNV etabliert (Gijsbers et al. [2011]). Benigne CNV verteilen sich in wahrscheinlich nicht-
zufdlliger Anordnung {iber alle Chromosomenpaare und variieren in Anzahl und
Verteilungsmuster von Individuum zu Individuum. In den meisten Féllen handelt es sich um
kleinere Duplikationen und Deletionen, definitionsgemidfl von mehr als 1000 Basenpaaren
(Bartholdi [2008]).

Redon et al. untersuchten 2007 Patienten unterschiedlicher, ethnischer Herkunft. Hierbei
wurden insgesamt 1447 submikroskopische Regionen entdeckt, die copy number variations
enthalten. Sie stellten fest, dass auch populationsabhidngige Polymorphismen existieren, die
bei der Interpretation von Untersuchungsergebnissen beriicksichtigt werden miissen.
Datenbanken wie Ensemb! (http://www.ensembl.org/) oder die Database of Genomic
Variations (http://projects.tcag.ca/variation/) erfassen diese Genregionen, die etwa 12 %
(Redon et al. [2006]) des Genoms ausmachen. Sie erleichtern die Interpretation von
Imbalancen in diesen Bereichen enorm.

Es treten dennoch auch groBe Schwierigkeiten im Zusammenhang mit den Datenbanken
bekannter CNV auf. Die meisten Daten zu CNV-Lokalisationen stammen aus Studien, in
denen mit BAC-Arrays gearbeitet wurde (Bauke et al. [2006]; lafrate et al. [2004]). BAC-
Arrays haben héufig eine geringe Aufldsung (Friedman et al. [2006]). Die Aufldsung eines
BAC-Arrays ist von der Anzahl und GroBe seiner BAC-Klone abhingig. Befindet sich also
eine CNV innerhalb eines BAC-Klons, wird seine GroBle mindestens mit der des Klons
angegeben. Dies fiihrt dazu, dass viele CNV in ihrer GroBe tliberschétzt werden (Perry et al.
[2008]).
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Redon et al. [2006] haben in ihrer Studie am Genom von 269 Probanden CNV untersucht,
sowohl mithilfe von BAC-Arrays als auch mithilfe von SNP-Array. Die Anzahl der durch die
unterschiedlichen Plattformen erfassten CNV waren dhnlich, jedoch unterschieden sich die
CNV erheblich in ihrer GroBe. So sind die CNV, die mithilfe von BAC-Arrays entdeckt
wurden, im Schnitt dreimal so grofl wie jene, die mit SNP-Arrays entdeckt wurden (BAC-
Array: 228 Kb, SNP-Array: 63Kb). Gleiches bestdtigen auch Perry et al. [2008]. Thren
Angaben nach sind 88 % der in der Datenbank genomischer Variationen
(http://projects.tcag.ca/variation) beschriebenen CNV kleiner als angenommen.

Dariiberhinaus ist die Interpretation einer Aberration an einem CNV-Lokus nicht eindeutig.
Beispielsweise stellt sich die Frage, wie eine Duplikation zu interpretieren ist, die sich an
einem bekannten CNV-Lokus befindet, der in der Literatur jedoch als Deletion beschrieben
wird.

Hieraus lésst sich schlussfolgern, dass gro3e Probleme beziiglich der Interpretation der CNV
und Polymorphismen in der genetischen Beratung bestehen, sodass eine enge
Zusammenarbeit mit klinischen Genetikern und die genaue Dokumentation von entdeckten
CNV und Genotyp-/Phinotypkorrelationen in Datenbanken dringend erforderlich sind
(Bartholdi [2008]; Thienpont et al. [2007]).

1. 6 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Viele Patienten mit einer Storung der geistigen Entwicklung sind von bislang nicht
diagnostizierten Mikrodeletions- oder Duplikationssyndromen betroffen (Miller et al. [2010]).
Die vergleichende genomische Hybridisierung soll dazu dienen, bislang unentdeckte
submikroskopische Chromosomenverdanderungen zu analysieren. Die vorliegende Arbeit
beschéftigt sich mit den neuen Moglichkeiten der Array-CGH-Analyse, sowie mit ihrer
kritischen Auseinandersetzung. Hierbei wird insbesondere auf die folgenden Fragestellungen
Bezug genommen:
1. Kann die Array-CGH der Bestdtgiung oder genaueren Eingrenzung bereits bekannter
Chromosomenstorungen dienen?
2. Werden durch die Array-CGH bei Patienten mit unklarer Entwicklungsverzogerung
héufiger Chromosomenstérungen identifiziert als durch andere

Untersuchungsverfahren?
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3. Unterscheiden sich die detektierten Deletionen und Duplikationen in ihrer GroB3e?

4. Werden mit hoher auflosenden Array-Plattformen hiufiger Aberrationen detektiert?

5. Wie ist die Verteilung der CNV in den Array-CGH-Analysen der vorliegenden
Arbeit? Gibt es Haufungen bei Analysen mit pathologischem Array-CGH-Befund?

6. Welche Begleitsymptome erhohen die Wahrscheinlichkeit einen pathologischen
Befund in der Array-CGH-Analyse zu erhalten?

7. Welche Symptome scheinen eher unspezifisch und erhéhen damit nicht die
Wahrscheinlichkeit ein pathologisches Ergebnis in der Array-CGH-Analyse zu

erhalten?

2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Patienten

Insgesamt wurden die Daten von 130 Patienten bereitgestellt, bei denen im Zeitraum vom
01.08.2006 bis 01.09.2007 eine Array-CGH-Untersuchung durchgefiihrt wurde.

Das Blut, beziehungsweise die DNA, der Patienten wurde dem Institut fiir Humangenetik des
Universititsklinikuns Schleswig-Holstein, Campus Kiel, zur Analyse zugesandt. Entweder
hatten die Patienten bzw. Sorgeberechtigten ihr Einverstindnis flir die anonymisierte Nutzung
der Daten fiir wissenschaftliche Zwecke auf dem jeweiligen Einsendeschein gegeben oder die
einsendenden Arzte hatten bestitigt, dass ihnen dieses vorliegt. Die Ethikkommission der
Medizinischen Fakultdt der Christian-Albrechts-Universitdt hat der anonymisierten Nutzung
von Restmaterialien und der Auswertung von Daten aus der humangenetischen Diagnostik
zugestimmt, sofern diese Bestétigung vorlag (z.B. unter D402/09).

In aller Regel handelte es sich um Proben von Patienten mit einer Entwicklungsstorung, bei
denen exogene Ursachen weitgehend ausgeschlossen worden waren. Die Patienten, deren
DNA mittels Array-CGH untersucht wurde, mussten die folgenden Kriterien erfiillen. Die
Indikation zur Array-CGH-Untersuchung wurde in der Regel nach unauffilliger
konventioneller Chromosomenanalyse und gegebenenfalls Ausschluss eines Fragilenen X-
Syndroms gestellt, wenn bei einem Patienten eine Stérung der geistigen Entwicklung

(IQ £70) vorlag und wenigstens zwei der folgenden Kriterien erfiillt wurden:
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- Positive Familienanamnese fiir eine Storung der geistigen Entwicklung

- Prinatale und/oder postnatale Wachstumsretardierung bzw. Hochwuchs

- Mikro- oder Makrozephalie

- Faziale Dysmorphien

- Andere kongenitale Anomalien/Fehlbildungen (z. B. Skelettfehlbildungen,

Herzfehler)

- Verhaltensauffilligkeiten (z. B. aggressives Verhalten)

- Zerebrale Krampfanfille
Weitere Indikationen zur Array-CGH waren zum einen die Abkldrung bereits beschriebener
chromosomaler Verdanderungen. Zum anderen wurde eine Array-CGH-Analyse durchgefiihrt,
wenn durch tibliche Untersuchungen bei Patienten mit eindeutiger Zuordnung zu einem
bekannten genetischen Krankheitsbild, entweder keine typische Verdnderung nachgewiesen
wurde oder von einem bekannten Krankheitsbild abweichende Befunde bestanden.
Die DNA der Patienten wurde entweder aus EDTA-Blut durch die Mitarbeiter des Instituts
fiir Humangenetik des UKSH, Campus Kiel, extrahiert oder es gingen hier bereits DNA-
Proben ein. Auffillige Befunde in der Array-CGH Untersuchung wurden soweit moglich
mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) an Lymphozytensediment verifiziert.
Hierfiir wurde peripheres heparinisiertes Vollblut der Probanden 72 Stunden lang mit
Phytohemagglutinin (PHA) stimuliert. AnschlieBend folgte die Aufarbeitung nach
Standardmethoden. Die fiir zyto- beziehungsweise molekularzytogenetische Untersuchungen
nicht benotigte Lymphozytensuspension wurde in Carnoys Fixativ (Methanol:Essig, 3:1) bei

-20 °C aufbewabhrt.

2.1.2 Materialien zur Herstellung der Kontroll-Desoxynukleinsiure

Zur Herstellung der Kontroll-DNA fiir die vergleichende genomische Hybridisierung wurde
DNA von zehn klinisch unauffélligen weiblichen beziehungsweise ménnlichen Probanden
verwendet. Aus dem peripheren Blut wurde DNA isoliert und aus der gewonnen DNA die

Proben gemischt.
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Material Hersteller Ort
Acetonitril Sigma Deisenhofen, Deutschland
ALUI Promega Mannheim, Deutschland
COT-1 DNA, human Invitrogen Carlsbach, Deutschland
N-Lauroylsarcosine Solution Sigma Deisenhofen, Deutschland
Puffer C Promega Mannheim, Deutschland
RSAI Promega Mannheim, Deutschland
TE-Puffer (pH 8,0) Invitrogen Deisenhofen, Deutschland
SSPE Invitrogen Deisenhofen, Deutschland
Stabilization&Drying Solution | Agilent Technologies Waldbronn, Deutschland
Tabelle 1: Materialien

Kit Hersteller Ort

DNA — Clean & Concentrator 5
TM- Kit

Zymo-Research

Freiburg, Deutschland

Bio Prime Array-CGH Genomic | Invitrogen Deisenhofen, Deutschland
Labeling Kit
Agilent Hybridisierungs Kit Agilent Technologies Waldbronn, Deutschland
Tabelle 2: Kits
Gerit Typ Hersteller Ort
Brutschrank Heraeus Instruments | Osterode/Harz,
Deutschland
Heizblock Thermomixer Eppendorf Hamburg,
Comfort Deutschland
Hybridisierungs- Agilent Waldbronn,
kammer Technologies Deutschland
Hybridisierungsofen Shel Lab Cornelius, USA
Magnetriihrer Ikomag Liibeck, Deutschland
Nano Drop ND 1000 Spectro- PeqLab, Bio- Erlangen,
Photometer technologie GmbH | Deutschland
Objekttrager Gaskit slides, Agilent Waldbronn,
Microarray Technologies Deutschland
Scanner Axon GenePix Molecular Devices Ismaningen,
4000 B Deutschland
Software Analytics V3.5 Agilent Waldbronn,
Technologies Deutschland
Software Agilent Feature Agilent Waldbronn,
Extraction V9.5.3 Technologies Deutschland
Software Agilent Feature Agilent Waldbronn,
Extraction V9.1 Technologies Deutschland
Software CGH Analytics Agilent Waldbronn,
V3.4.27 Technologies Deutschland
Software N.D. 1000 3.2.1 PeqLab, Bio- Erlangen,
technologie GmbH | Deutschland
Software Office Excel 2007 Microsoft UnterschleiBheim,
Deutschland
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Software VP 2000 Vysis Abbott Wiesbaden,
Deutschland
Tubes/Filter Microcon-Filtersatz | Millipore Schwalbach,
Deutschland
Vortex Vortex-Genie 2 Scientific Industries | Miinchen,
Deutschland
Wasserbad Koéttermann Hanigsen,
Labortechnik Deutschland
Zentrifuge Mikro 200 Andreas Hettich Tuttlingen,
GmbH&Co. Deutschland
Zentrifuge Biofuge 22R Heraeus Sepatech Osterode/Harz,
Deutschland
Zentrifuge Rotanta K Andreas Hettich Tuttlingen,
GmbH Deutschland
Zentrifuge Jouan RC1010 Thermo-Electron Chateau-Gon-
Cooperation tier,Frankreich
Zentrifuge Sorvall Super T21 Kendro Laboratory | Langenselbold
Products GmbH Deutschland

Tabelle 3: Gerite

2.1.3 Waschlosungen fiir die Array-CGH

Waschpuffer 1: 50 ml 20 x SSPE (Invitrogen)
500 pl Lauril

1,45 1dH,0

Total: 2 1

5 ml 20 x SSPE (Invitrogen)
250 pl Lauril

745 ml dH,O

Total: 11

Waschpuffer 2:

2.1.4 Array-Plattformen

In dieser Arbeit wurden Human Genome CGH Microarrays des Herstellers Agilent
Technologies (Waldbronn, Deutschland) verwendet. Es wurde auf Microarrays
unterschiedlicher Auflosung hybridisiert. 38 Analysen wurden mit 44K-Arrays mit 43 000
60 mer Oligonukleotiden durchgefiihrt. Nach Einfiihrung des 105K-Arrays wurde dieser fiir
88 Analysen verwendet. 105K-Arrays verfiigen iiber 99 000 60 mer Oligonukleotide und

gewihrleisten damit eine hohere Auflosung. Fiir bestimmte Fragestellungen, wie Abkldrung
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einer bekannten Chromosomenaberration, wurde der 244K-Array eingesetzt. Dieser trigt

236 000 60 mer Oligonukleotide und wurde lediglich fiir sieben Analysen verwendet.

2.2 Methoden

Bei den ersten 30 Array-CGH-Analysen habe ich an der Durchfiihrung der Versuche
teilgenommen, insbesondere war ich in die Auswertung der Microarrays involviert. Im
Verlauf wurde die Array-CGH Teil der Standardanalyse des Instituts fiir Humangenetik des
Universititsklinikums Kiel, sodass infolgedessen vor allem die Datensammlung und

Auswertung der Ergebnisse zum Gegenstand dieser Arbeit wurden.

2.2.1 Vergleichende genomische Hybridisierung (Array-CGH)

Mit der vergleichenden genomischen Hybridisierung (Array-CGH) soll geklart werden, ob im
Genom der Patienten mit geistiger Entwicklungsstorung Mikrodeletionen oder —duplikationen
zu entdecken sind, die durch konventionelle zytogenetische und gezielte
molekularzytogenetische Analyse nicht erfassbar sind.

Die Matrix (gebrauchlich: Array) basierte vergleichende genomische Hybridisierung (CGH =
comparative genomic hybridization) ist ein hochauflosendes Verfahren zum Nachweis von
Zugewinnen (Duplikationen) oder Verlusten (Deletionen) im Genom. Sie beruht auf der
Basenpaarung von Patienten-DNA mit DNA-Fragmenten, die auf der Oberfliche eines
Objekttragers immobilisiert sind. Der Begriff ,,Array“ bezieht sich auf die regelméBige
rasterformige Anordnung der DNA-Fragmente.

Es wird die Fluoreszenzintensitit zweier genomischer DNA-Proben verglichen. Dazu werden
gleiche Mengen Patienten- und Referenz-DNA kohybridisiert, die unterschiedlich mittels
Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind (Tonnies [2002]). Ublicherweise wird die Test-DNA

rot und die Referenz-DNA griin markiert. Verdnderungen in der Patienten-DNA fiihren zu
Farbverschiebungen des Fluoreszenzsignals der betroffenen Fragmente. So erscheinen zum
Beispiel Regionen, die in der zu testenden DNA durch eine Duplikation iiberreprésentiert
sind, intensiver rot. Im Gegensatz dazu fiihrt eine in der Test-DNA unterreprasentierte

Region, wie im Falle einer Deletion, zu geringerer Intensitét roter Fluoreszenz. Diese



18

Fluoreszenzintensitdtsverhéltnisse konnen mit Computerprogrammen exakt quantifiziert und
der genauen Region auf einem Chromosom zugeordnet werden.

So stellt die Array-CGH ein Screeningverfahren dar, mit dem das gesamte Genom auf
Deletionen und Duplikationen untersucht werden kann. Auch Aneuploidien fiir einzelne
Chromosomen sind erfassbar. Balancierte Verdnderungen, wie zum Beispiel Translokationen

oder Polyploidien, sind hingegen nicht nachweisbar.

Patenten-DNA, Referrs-DNA,
rote Fluoreszenz grine Fluoreszene =
} oy % s v . |
3 = T ——
11
LT
| l | I H |
v 7 = i
' ’HIIH"'I'u
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Array-CGH; Referenz-DNA ist griin markiert,
die Patienten-DNA rot; Verluste (Deletionen) von Patienten-DNA fiihren zu
vermehrter griiner Fluoreszenz, Zugewinne (Duplikationen) von Patienten-DNA zu

vermehrter roter Fluoreszenz (Tonnies [2002]).

A) Bestimmung der DNA-Konzentration
Die DNA-Konzentration wurde mithilfe des ND 1000 Spektralphotometers des Herstellers
PeqLab bestimmt. Das Spektralphotometer kann anhand der Farbabsorbtion die DNA-

Konzentration einer Probe quantifizieren. Fiir die Messung der DNA-Konzentration wurde
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1 pl der Probe verwendet. Es wurde mit Wellenldngen zwischen 220 und 750 nm gemessen.
Es wurde im Vergleich zur Farbintensitit des TE-Puffers gemessen. Waren die Werte hoher
als 0,7, die das Spektralphotometer mithilfe der zugehdrigen Software errechnete, ging man
davon aus, dass die DNA-Konzentration hoch genug war, um ein moglichst aussagekréftiges

Ergebnis in der Array-CGH-Analyse zu erhalten.

B) Verdau der Patienten- und Kontroll-DNA

Fiir den Verdau der DNA wurde Material aus dem DNA-Clean & Concentrator 5 TM-Kit des
Herstellers Zymo-Research verwendet. Patienten- und Kontroll-DNA wurden in gleicher
Weise behandelt. 1 pg DNA wurde mit dH,O auf 42,5 pl aufgefiillt. AnschlieBend wurden
5 pl des Puffers C des Herstellers Promega hinzugegeben, um ein optimales Milieu fiir die
Restriktionsenzyme herzustellen. Von beiden Restriktionsenzymen wurden 1,25 pl
hinzupipettiert, sodass das Gesamtvolumen 50 pl betrug. Es folgte eine zweistiindige

Inkubation im Brutschrank bei 37 °C.

C) Aufreinigung der verdauten DNA

1. 100 pl Bindungspuffer aus dem DNA-Clean & Concentrator 5 TM-Kit
des Herstellers Zymo-Research wurden zu der DNA auf den Filter einer
vorbereiteten Sdule gegeben. Diese wurde 30 s bei 10 000 rpm
zentrifugiert.

2. 200 pl Waschpuffer aus dem oben genannten Kit wurden zur
Aufreinigung auf den Filter gegeben und erneut 30 s in einem
Reaktionsrohrchen bei 10 000 rpm zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde
anschlieBend wiederholt.

3. 11 pl dH,O wurden auf die DNA in den Filter gegeben, dann 1 min
einwirken lassen, bevor die DNA erneut fiir 30 s bei 10 000 rpm
zentrifugiert wurde.

4. 10 pl dH>O wurden nun auf die DNA gegeben und erneut 1 min
abgewartet, bevor wieder fiir 30 s bei 10 000 rpm zentrifugiert wurde. Die
DNA befand sich nun aufgereinigt in einem Reaktionsrohrchen und der

Filter konnte verworfen werden.
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D) DNA-Markierung

Zur Markierung der DNA wurden Substanzen des Bio Prime Array-CGH Genomic Labeling

Kit des Herstellers Invitrogen verwendet.

1. 20 pl 2,5 x Random-Primer aus dem oben genannten Kit wurden zu der
verdauten und aufgereinigten DNA hinzugefiigt und zur Inkubation bei
100 °C fiir 5 min ins Wasserbad gestellt. Danach erfolgte die Abkiihlung
im Eisbad fiir I min.

2. Zu der denaturierten DNA (41 pl) wurden 5 pl 10 x dUTP-Mix, 3 ul Cy5
(blau, Patienten-DNA) beziehungsweise Cy3 (rot, Kontroll-DNA) und
1 pl Exo-Klenow hinzugefiigt. Das Gesamtvolumen betrug 50 pl.

3. Die DNA wurde fiir 2 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Zur
Beendigung der Farbbindungsreaktion wurden anschlieBend 5 pl

Stopppuffer des Kits hinzugefiigt.

E) Aufreinigung der markierten DNA

1. 400 pl 1x TE-Puffer (pH 8,0) wurden zur markierten DNA gegeben und
auf eine Filtersdule pipettiert. Es folgte eine Zentrifugation in
Reaktionsrohrchen von 8 min bei 9000 rpm.

2. Der Filter wurde umgedreht und auf ein neues Reaktionsrohrchen gesetzt.
Es wurde wieder bei gleicher Geschwindigkeit 1 min zentrifugiert.

3. Die Konzentration der DNA wurde erneut mithilfe des Nano Drops
(PeqLab) gemessen. Die Konzentration der DNA wurde iiber die
Farbintensitdt bei einer Wellenlédnge zwischen 220 und 750 nm gemessen.
In der vergleichenden Messung diente TE-Puffer als Material. Der
erwartete Wert betrug mindestens 7,0.

4.  Patienten- und gleichgeschlechtliche Kontroll-DNA wurden nun zu
gleichen Teilen, je 50 pl, miteinander vermischt.

5. 400 pl 1 x TE-Puffer (pH 8,0) wurden hinzugefiigt und auf einen Filter
gegeben. Es folgte eine Zentrifugation bei 9000 rpm fiir 8§ min.

6.  Der Filter wurde umgedreht, auf ein neues Reaktionsrohrchen gesetzt und
erneut bei 9000 rpm 1 min zentrifugiert.

7.  Die Proben wurden mit der Pipette gemessen und auf das gewiinschte
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Volumen (44K-Array: 158 ul; 105K-Array: 91,5 ul; 244K-Array: 158 pl)
mit dH,O aufgefiillt.

Das weitere Vorgehen war an die Auflosung der Array-Plattform
gebunden. Es wurde das Agilent Hybridisierungs Kit des Herstellers
Agilent Technologies verwendet:

- 44K-Array: 50 pl Human Cot-1 DNA (Invitrogen), 52 ul Agilent 10 x
blocking agent und 250 pl Agilent 2 x hybridization buffer wurden der
DNA hinzugefiigt. Dies ergab fiir den 44K-Array ein Gesamtvolumen von
520 pl.

- 105K-Array: 28,8 pl Human Cot-1 DNA (Invitrogen), 30 ul Agilent 10
x blocking agent und 148,5 pl Agilent 2 x hybridization buffer wurden der
DNA hinzugefiigt. Dies ergab fiir den 105K-Array ein Gesamtvolumen
von 298,8 pul.

- 244k-Array: 50 pl Human Cot-1 DNA (Invitrogen), 52 ul Agilent 10 x
blocking agent und 260 pl Agilent 2 x hybridization buffer wurden der
DNA hinzugefiigt. Dies ergab fiir den 244K-Array ein Gesamtvolumen
von 520 pl.

Die Proben wurden nun 3 min im Wasserbad bei 100 °C und danach 30
min im Heizblock bei 37 °C inkubiert.

Anschieend wurden die Proben in die Dichtungsobjekttrager (Agilent
Technologies) gefiillt, mit der entsprechenden Array-Plattform
verschlossen und in der  Hybridisierungskammer in  den
Hybridisierungsofen von Shel Lab eingesetzt. Hier verblieben die

Objekttrager 40 bis 48 h bei 65 °C.

F) Waschvorgang, Ozonstabilisierung und Trocknung

1.

Die Arrays und der Objekttriger wurden in Waschpuffer 1 unter
Magnetrithrung voneinander getrennt.

Nur der Objekttrager wurde in einen weiteren Behélter mit Waschpuffer 1
gesetzt, dort verblieb er 5 min.

Der Objekttriager wurde fiir weitere 2 min in Waschpuffer 2 gestellt.

Der Objekttrager wurde fiir 1 min in Acetonitril (Sigma) inkubiert.
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5. Nun wurden die Arrays fiir 30 s in die Stabilization & Drying-Solution
des Herstellers Agilent Technologies getaucht. Der Objekttriger wurde
dann langsam aus der Losung herausgezogen. Dabei war darauf zu
achten, dass sich keinerlei Tropfen bildeten. Die Arrays waren unter
Ausschluss von Licht aufzubewahren, um zu vermeiden, dass die
Farbintensitdt der DNA abnahm, die an die Oligonukleotide auf dem

Objekttrager gebunden war.

G) Einscannen der Arrays

Die Arrays wurden mithilfe des Scanners Axon GenePix 4000 B des Herstellers Molecular
Devices eingelesen. Die Auflosung betrug 5 pm/pixel. Die Software Feature Extraction V9.1
und CGH Analytics V3.4.27 des Herstellers Agilent Technologies maflen die Signalstirke der

einzelnen Bildpunkte und stellten sie grafisch dar.

H) Auswertung

Die Auswertung der Arrays erfolgte mittels zwei unterschiedlicher Softwares. Die ersten 23
Analysen wurden mit der Software Analytics V3.5 des Herstellers Agilent Technologies
durchgefiihrt und die darauffolgenden mit der Software Agilent Feature Extraction V9.5.3.
des gleichen Herstellers. Das gesamte Genom wurde ausgewertet und nach Regionen
untersucht, die mehr als zehn aufeinanderfolgende Oligonucleotide auBerhalb von |0,5| bei
einer Transformierung von log 2 aufwiesen. Wenn eine solche Region aufBerhalb von
bekannten copy number variations (CNV) lag, wurde sie als aberrant angenommen und

mittels FISH-Analyse verifiziert.

2.2.2 Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) mit lokusspezifischen Sonden

Um ein positives Ergebnis der Array-CGH mit einem anderen diagnostischen Verfahren zu
verifizieren, wurde die FISH (Fluoreszenz in situ Hybridisierung) gewdhlt, da mit dieser
Technik gezielt Chromosomenregionen dargestellt werden konnen. Diese Analysen wurden
bei den meisten Patienten ebenfalls durch die Mitarbeiter des Instituts flir Humangenetik des

UKSH, Campus Kiel, durchgefiihrt.
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Sie beruht auf der Basenpaarung von markierten einzelstringigen DNA-Sonden mit ihren
komplementéren Zielsequenzen in der zu untersuchenden chromosomalen DNA (Heinrich
[2010]).

Ein Vorteil gegeniiber den traditionellen Bénderungstechniken ist die Moglichkeit,
Chromosomen in allen Phasen des Zellzyklus, also auch wéhrend der Interphase, darzustellen.
Mittels FISH konnen Verdnderungen von 0,1 Mb und weniger nachgewiesen werden. Das

Prinzip der FISH ist in der folgenden Abbildung bildlich dargestellt.

Chromosom auf einem | |
Objekttrager TACATCCT
Denaturierung ATGTA(?GA
TTTTITT T
TACATCCT K 14
DNA-Doppelk omplementére
-~ helix .ATGTAGGA Probe, markiert mit
Fluoreszenzfarbstoff
- oee * o)
T N— 00
TACATCCT AYYS
ATGTAGGA 4
Hybridisierung der
D J/ Probe mit der
enaturierung denaturierten DNA
i TTTTTTTT
TACATCCT TACATCCT
ATGTAGGA —> ATGTAGGA ——> ATGTAGGA
. _I_Ll_u_l_l_l_-cc 0. EE——— ® § & ll--Ll_u_l_Ll._l—

Abbildung 2: Prinzip der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) auf
Chromosomenpréparaten (Heinrich [2010])

Bei der verwendeten ,direkten Methode“ werden die Sonden direkt mit einem
Fluoreszenzfarbstoff markiert. Es entsteht dann unter Anregung ein Fluoreszenzsignal am Ort
(,,In Situ**) der Bindung (,,Hybridisierung®).

Die fluoreszierenden gebundenen Sonden konnen mit Fluoreszenzmikroskopen, die mit
speziellen Filtern ausgeriistet sind, detektiert werden.

In dieser Arbeit dienten als Untersuchungsmaterial PHA-stimulierte Blutlymphozyten, die in

Carnoys Fixativ aufbewahrt wurden, bestehend aus einem Eisessig-Methanol-Gemisch.

2.2.3 Erfassung der klinischen Daten

Um die klinischen Daten zu erfassen, wurden die Krankenakten der Patienten nach folgenden

Kriterien untersucht: Es wurde zunichst darauf geachtet, ob eine Stérung der geistigen
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Entwicklung sowohl bei dem Patienten selbst, als auch in der Familienanamnese zu
diagnostizieren war. Prd- und postnatale Wachstumsretardierung und eine Mikro-
beziehungsweise Makrozephalie wurden als relevant angesehen, auBerdem faziale
Dysmorphiezeichen sowie andere kongenitale Fehlbildungen. Verhaltensauffélligkeiten und
zerebrale Krampfanfille wurden ebenfalls erfasst.

Der GrofB3teil waren Patienten der Kinderklinik des UKSH, Campus Kiel, sodass ausreichende
Informationen zu klinischen Symptomen der Patienten zur Verfiigung standen. Einige Fille
wurden jedoch von anderen Instituten, Kliniken und Praxen dem Institut fiir Humangenetik
der Universitdt Kiel zur Array-CGH-Analyse zugesandt. Hier fehlten in einigen Féllen genaue
Angaben zur Klinik der Patienten. Um auch die klinischen Symptome dieser Patienten
erfassen zu konnen, wurde ein Fragebogen erstellt. Dieser Fragebogen deckte die gleichen
Punkte ab, nach denen auch die Unterlagen der Patienten der Kinderklinik des UKSH,
Campus Kiel untersucht wurden. Im Anhang 1 ist der Fragebogen zu finden. Auflerdem
wurden Angaben zu vorherigen zytogenetischen Analysen, deren Ergebnissen, Karyotyp,
eventuell erfolgten genetischen Analysen bei den Eltern, sowie das eingesandte Material,
Einsendedatum und Untersuchungsort den Unterlagen entnommen.

Die Daten wurden in einer Excel-Tabelle zusammengestellt, sodass eine Auswertung nach
speziellen Fragestellungen mithilfe dieses Computerprogramms ermoglicht wurde sowie

entsprechende Grafiken generiert werden konnten.

2.2.4 Erfassung der Kopienzahlvariationen — Copy number variations (CNV)

Zur Erfassung der Kopienzahlvariationen wurden die einzelnen Array-CGH-Analysen
mithilfe der Software Agilent Feature Extraction V9.5.3 (Agilent Technologies) erneut bei
einer Transformierung von log2 betrachtet. Ein Oligonukleotid und mehr, die oberhalb von +2
lagen, wurden als homozygot dupliziert angesehen. Mehr als drei konsekutive
Oligonukleotide zwischen +1 und +2 wurden als heterozygot dupliziert bezeichnet.

Lagen ein oder mehrere Oligonukleotide unter -2, war von einer homozygoten Deletion und
bei mehr als drei konsekutiven Oligonukleotide zwischen -1 und -2 von einer heterozygoten
Deletion auszugehen. Diese copy number variations (CNV) wurden mit den internationalen
Datenbanken (Golden path von UCSC, HGVS und Ensembl) verglichen um festzustellen, ob
es sich um bekannte CNV handelt.
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Da in den ersten Untersuchungen eine andere Software, Analytics V3.5 von Agilent
Technologies, angewandt wurde, wurden die ersten 23 Analysen hinsichtlich der Erfassung
und Verteilung der CNV nicht beriicksichtigt.

Die Erfassung der CNV wurde mithilfe von Excel durchgefiihrt. Es wurde eine Tabelle
erstellt und zur besseren Darstellung aus den zusammengestellten Daten eine Grafik generiert,

die in Abbildung 8 auf der Seite 37 zu finden ist.

3 Ergebnisse

3.1 Analyseergebnisse

Am Institut fir Humangenetik des UKSH, Campus Kiel wurden vom 01.08.2006 bis zum
01.09.2007 150 Array-CGH-Analysen durchgefiihrt. In der vorliegender Arbeit wurden von
diesen 150 Analysen 17 nicht beriicksichtigt, da es sich um ausgewéhlte Fille handelte, bei
denen nur bestimmte Regionen genauer analysiert wurden. Bei drei Analysen wurde eine
Array-CGH an Plattformen unterschiedlicher Auflosung beziehungsweise zweimal
durchgefiihrt, sodass insgesamt die Array-CGH-Befunde von 130 Patienten in dieser Arbeit
analysiert wurden. Genmaterial von 116 Patienten wurde mit der Frage nach einer
Chromosomenstérung bei Entwicklungsstérung bislang unklarer Genese analysiert. Bei 14
Patienten war bereits eine Chromosomenstorung bekannt, die jedoch durch die Array-CGH
weiter eingegrenzt werden konnte. Die Array-CGH-Analysen wurden an Plattformen
unterschiedlicher Auflésung durchgefiihrt. Der GroBteil, 88 Analysen (66 %), wurde mit
105K-Arrays durchgefiihrt. 38 Analysen (29 %) wurden mit 44K-Arrays und lediglich sieben
Analysen (5 %) wurden mit 244K-Arrays durchgefiihrt.

3.1.1 Ergebnisse der Analysen bei bekannter Chromosomenstéorung

Bei 14 Analysen war bereits eine Chromosomenstorung durch vorherige genetische
Untersuchungen vorbeschrieben. Mittels Array-CGH konnte bei neun der 14 Analysen eine
Aberration bestitigt und genauer eingegrenzt werden.

Bei einer Patientin konnte keine chromosomale Imbalance im Bereich der Bruchpunkte der
bekannten Inversion im Chromosom 4 festgestellt werden. Diese Inversion ist damit am

ehesten als balanciert anzusehen. Zusitzlich konnte allerdings eine de novo Deletion in
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Chromosom 1g44 entdeckt werden, die als kausal fiir den Phénotyp der Patientin anzusehen
war. Genaue Angaben zu den anderen Analysen werden in der folgenden Tabelle 4

aufgezeigt.
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19913

Karyotyp Befund der Array-CGH Array Geistige Faziale Dysmorphien Sonstige Auffilligkeiten
Entwicklung
46,XX,inv(4) | Deletion von 1,1 Mb in 1q44 44K Globale Entwick- | Prominente Nasenwurzel, langes Philtrum, | Vierfingerfurche, muskulére
244K | lungsstérung lateral abfallende Lidachse Hypotonie
46,XX, Deletion von 3,4 Mb in 7q21.2 - 105K | Keine Angabe Keine Angabe Kein Angabe
t(7;8;14) q21.3 und Deletion von 7,7 Mb in
8p21.2- p22

46,XX,der Deletion von 5,1 Mb in 10926 105K | Globale Entwick- | Gesichtsasymmetrie, flaches Gesicht, brei- | Kopfneigung nach links,

(10)del(10)(q lungsstérung te Nasenwurzel, Epikanthus bds., grof3e, tiefer Nackenhaaransatz

26) t(10;12) dysplastische Ohren, lateral abfallende

(q26;q15) Mundwinkel

46,XY, Deletion von 25,3 Mb in 44K | Gestige Ent- Hypertelorismus Gaumenspalte, offenes

t(5;11;18) 11q14.2-23.1 wicklungsstérung Foramen ovale

46,XY,IC- Deletion von 1,1 Mb in 14q13 105K | Gestige Ent- Keine Dysmorphien

Deletion 14 wicklungsstorung

46,XY,r(18) Deletion von 12,8 Mb in 18p11.22 105K | Entwicklungs- Dysplastische Ohren, langes Philtrum, Atypische Vierfingerfurche
storung schmales Oberlippenrot links, muskulére Hypotonie

46,XX,dup Delektion von 8,9 Mb in 13g33-q34 | 105K | Globale Entwick- | Dysplastische Ohrmuscheln, Epikanthus

(13)(q33) und Duplikation von 2.8 in 6q27 lungsstorungs

46,XY,der(9) | Deletion von 11,5 Mb in 9pter-p23 105K | Geistige Ent- Liangliches Gesicht mit betontem Kinn, Muskulédre Hypotonie

t(9;15) und Duplikation von 14,5 Mb in wicklungsstdrung | breite Zahnleisten, offener Mund

(p23;925.3) 15925.3-qter

mos46,XY Deletion von 2,59 Mb in 19p13, 105K | Geistige Ent- Telekanthus, tiefsitzende Ohren Plumpe Hande und Fiifle

[19]/ 47,XY, | Duplikation von 0,42 Mb in 19q11 wicklungsstérung

+r(19)[11] und Duplikation von 2,3 Mb in

Tabelle 4: Analysen mit pathologischem Array-CGH-Befund bei bekannter chromosomaler Aberration
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Bei vier Analysen ging man aufgrund vorangegangener genetischer Analysen davon aus, dass
eine bestimmte chromosomale Aberration vorlag. In der Array-CGH konnte diese jedoch
nicht nachgewiesen werden.

Weitere Informationen zu den Aberrationen, die in der Array-CGH nicht bestitigt werden
konnten, sind in der Tabelle 5 angegeben. Im Kapitel 3.2 (Charakteristika der Aberrationen)

wird genauer auf die einzelnen Aberrationen eingegangen.

Karyotyp Array | Geistige Entwicklung Faziale Sonstige
Dysmorphien Auffilligkeiten
46,XX,1(3;8) | 44K | Globale Vorhanden, jedoch
(p26; p22) Entwicklungsstérung | ohne genaue
Angaben
mos46,XX/4 | 105K | Entwicklungsstérung | Keine Angabe Mikrozephalie,
6, XX 1(17) postnataler
Kleinwuchs
46,XY,t(1;2) | 244K | Globale Keine Angabe Muskulére
(p13;p23) Entwicklungsstérung Hypotonie, kurze,
plumpe Hénde
Klumpfiife,
Mikrogenitale
46,XY,ins(18 | 44K | Entwicklungsstorung | Keine Angabe Mikrozephalie,
;D(p11.2;7) mit Sprachentwick- postnataler
lungsverzogerung Kleinwuchs

Tabelle 5: Analysen mit unauffalliger Array-CGH bei zuvor diagnostizierter
Chromosomenaberration

Zusammengefasst konnten mittels Array-CGH neun Aberrationen bestétigt und néher
eingegrenzt, sowie fiinf Aberrationen nicht bestdtigt werden. Zur Verdeutlichung der

Ergebnisse soll die folgende Abbildung dienen.

B Aberration in
Array-CGH
nachgewiesen

¥ Aberration in
Array-CGH nicht
nachgewiesen

Abbildung 3: Nachweis einer bekannten chromosomalen Aberration bei Patienten mit
Entwicklungsstorung (n = 14)
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3.1.2 Ergebnisse der Array-CGH bei Patienten mit geistiger Entwicklungsstorung und
unauffilligem Karyotyp

Von den 116 Patienten, bei denen zur Abklirung einer Entwicklungsstdrung eine Array-
CGH-Analyse vorgenommen wurde, konnte in 19 Fillen eine Aberration diagnostiziert
werden. Es wurden verifizierende FISH-Untersuchungen an den Chromosomenpréparaten der
Patienten mit Aberration in der Array-CGH-Analyse durchgefiihrt. Anschlieend wurden die
gleichen Sonden verwendet, um zuséztlich zytogenetische Untersuchungen an den
Chromosomen der Eltern durchzufiihren. Hierbei stellte sich heraus, dass bei 14 Patienten
eine de novo Aberration besteht, die wahrscheinlich kausal mit den klinischen Symptomen
der Patienten in Zusammenhang steht und mittels vorheriger Analysen nicht beschrieben
werden konnte. Genaue Angaben zu den Patienten mit einer de novo Aberration in der Array-

CGH konnen Tabelle 6 enthommen werden.
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Karyo- Befund der Array- Array | Geistige Entwicklung | Faziale Dysmorphien Sonstige Auffilligkeiten
typ CGH
46,XX Deletion von 8,4 Mb 44K Mittelschwere Keine Angabe Syndaktylie der Zehen, Mikrozephalus,
in 2q31 Entwicklungsstérung Mikrogenie
46,XX Deletion von 4,5 Mb 105K | Globale Epikanthus, breite Nasenwurzel, flaches Mittel-gesicht, Vierfinger-/Sandalenfurchen, submukose
in 7p15.3-p21.1 Entwicklungsstérung dysmorphe Ohren, lateral ansteigende Lidachsen Gaumenspalte, Kraniosynostosen
46,XX Deletion von 1,5 Mb 105K | Keine geistige Mandelférmige Augen, dysmorphe Ohrmuscheln Spalthénde/-fiile, Wangenknochen-
in 7q21.3 Entwicklungsstorung hypoplasie, Mikrogenie, Uvula bifida
46,XY Deletion von 7,8 Mb 44K Sprachbetonte Enge Lidspalte, flaches Philtrum, schmales Oberlip- Kleinwuchs
in 16p12.1 Entwicklungsstérung penrot, flaches Mittelgesicht, flache Nasenwurzel
46,XY Deletion von 4,1 Mb 244K | Globale Entwicklungs- | Ohranhéngsel, lateral ansteigende Lidachse, schmales Vierfingerfurche rechts, hypoplastische
in 1q44 storung Lippesnrot Mamillen, Gehirnfehlbildung, Mikro- und
Retrognathie, Balkonstirn, Verkiirzung
der 2. Zehe, Herzvitium, Nierenagenesie
46,XY Deletion von 1,6 Mb 105K | Entwicklungsstérung Dysmorphe Ohren, Epikanthus, breite Nasenwurzel
in 10p12.1
46,XY Deletion von 2 Mb in 105K | Entwicklungsstérung Brachycephalie, fokale Epilepsie, mus-
14q13 kuldre Hypotonie, Hypothyreose,
Nystagmus, gastrodsophagealer Reflux
46,XY Deletion von 3 Mb in 44K | Globale Entwicklungs- | Dysmorphe Ohren, Widow's peak, Epikanthus Kurze Finger, Choanalstenose, Pseudo-
16pl13.2 storung Lennox-Syndrom
46,XY Deletion von 1,2 Mb 105K | Sprach- und globale Breite Nasenwurzel
in 18p11.22 Entwicklungsstorung
46,XY Deletion von 1,5 Mb 105K | Sprachentwick- Synophrys, dysmorphe Ohren, Strabismus Kleine Café-au-lait-Flecken, generali-
in 22q13.33 lungsverzogerung sierte Hypertrichose, kurze Finger,
Syndaktylien an den Fiilen
46,XX Duplikation von 27 44K | Globale Entwicklungs- | Epikanthus, lateral ansteigende Lidachsen Muskulédre Hypotonie
Mb in 2q31.2-33.2 storung
46,XX Duplikation von 17,2 44K | Keine Angabe Grofle Ohrlappchen, Entropium Uberstreckbare Gelenke
Mb in 5q12-ql14
46,XX Duplikation von 3,9 105K | Sprach- und globale Lateral abfallende Lidachsen, Epikanthus, kleines Muskulédre Hypotonie, leichter Autismus

Mbin 17pl1.2

Entwicklungsstorung

Mittelgesicht, breite Nasenwurzel

Tabelle 6: Analysen mit pathologischem Array-CGH-Befund bei zuvor ungeklirter Entwicklungsstorung
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Durch die zytogenetischen Untersuchungen an den Chromosomen der Eltern fiel auf, dass bei
fiinf Analysen die Aberration von einem klinisch unauffélligen Elternteil vererbt wurde und
somit als familidr erworben gilt. Bei diesen Patienten ist davon auszugehen, dass die
Aberration nicht allein fiir die Entwicklungsstorung verantwortlich ist, da die analysierte
Chromosomenverdanderung bei den Eltern keine beziehungsweise nicht die gleichen

Symptome verursachte. Weitere Informationen zu den Patienten mit einer familidren

Aberration sind in Tabelle 7 dargestellt.

Karyo- | Array- | Array | Betroffenes | Geistige Ent- Faziale Sonstige
typ CGH- Elternteil | wicklung der | Dysmorphien | Auffillig-
Befund Patienten der Patienten | keiten der
Patienten
46,XX | Deletion | 105K Mutter Globale Keine Angabe | Mikrozepha-
von 0,4 Entwick- lie, zerebrale
Mb in lungsstorung Bewegungs-
16923.3- storung
q24.1
46,XX | Deletion | 105K Vater Storung der | Flichiges Ge-
von 1,7 geistigen sicht, breite
Mb in Entwicklung | Nasenwurzel
16p13.11 und breiter
Nasenriicken
46,XY | Deletion | 105K Mutter Entwick- Hyperteloris-
von 1,9 lungsstorung | mus, langer
Mb in Nasenriicken,
5q23.2 dysmorphe
Ohren
46,XX | Duplika- | 105K Mutter Entwick- Keine Schwerer
tion von lungs- und Dysmorphien | Autismus
1,3 Mb Sprachent- mit Auto-
in wicklungs- aggression
12q14.1 storung
46,XY | Duplika- | 105K Vater Bisher keine | Keine Frontalnaht-
tion von Entwick- Dysmorphien | synostose,
1,6 Mb lungsstorung Trigonoze-
in phalus, préa-
7q21.13 axiale Hexa-
daktylie
rechts

Tabelle 7: Analysen mit familidrer Aberration in der Array-CGH
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Zusammengefasst konnte bei 97 Patienten durch die Array-CGH-Analyse keine
Chromosomenveridnderung als Ursache der Entwicklungsstorung beschrieben werden. Bei 14
Patienten konnte mittels Array-CGH eine Aberration analysiert werden, die als kausal fiir den
Phinotyp des jeweiligen Patienten anzusehen ist. Bei fiinf Analysen wurde eine familiédre
Aberration beschrieben, die nicht allein fiir die Entwicklungsstérung des jeweiligen Patienten

verantwortlich ist. Zur Verdeutlichung der Ergebnisse dient die folgende Abbildung.

¥ auffalliger
Befund

M normaler
Befund
familidre
Aberration

Abbildung 4: Nachweis einer chromosomalen Aberration bei Patienten mit einem
Retardierungssyndrom unklarer Genese (n=116)

3.2 Charakteristika der nachgewiesenen Aberrationen

Bei elf pathologischen Befunden, die bereits vor der Array-CGH-Analyse bekannt waren,
fanden sich zehn Deletionen und vier Duplikationen. Der Median der Gré8e der bereits zuvor
beschriebenen Deletionen in der Array-CGH lag bei 6,4 Mb. Die kleinste detektierte Deletion
war 1,1 Mb groB3, die grofite 25,3 Mb. Der Median der GroBe der hier analysierten
Duplikationen lag bei 2,55 Mb. Die grofite Duplikation betrug 14,5 Mb, die kleinste 0,42 Mb.
Unter den de novo aufgetretenen Aberrationen fanden sich neun Deletionen und drei
Duplikationen. Der Median der GroBe der de novo analysierten Deletionen war 3 Mb (kleinste
Deletion 1,2 Mb, grofite Deletion 8,4 Mb) und der Median der GroBe der de novo
diagnostizierten Duplikationen betrug 17,2 Mb (kleinste Duplikation 3,9 Mb, grofite
Duplikation 27 Mb).

Bei den familidren Verdnderungen handelte es sich um eher kleinere Verluste
beziehungsweise Zugewinne. Der Median der GroBe der familidren Deletionen lag bei 1,7 Mb
(kleinste Deletion 0,4 Mb, grofte Deletion 1,9 Mb) und der Median der GréBe der familidren
Duplikationen bei 1,45 Mb (kleinste Duplikation 1,3 Mb, gro3te Duplikation 1,6 Mb).
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Im nachfolgenden Diagramm sind die GroBen der Aberrationen in der Array-CGH bei
Analysen mit zuvor bekannter, de novo und familidrer Veridnderung im Vergleich unter

Angabe des jeweiligen Median dargestellt.

B Grofle der Deletionen in Mb m Median der GroBe der Aberrationen inMb
Gr6Be der Duplikationen in Mb

30
25
20
15 ——
10 1

5 | I

0 L1 | I N I P I I i

Bekannte De novo Familidre
Aberrationen Aberrationen Aberrationen

Abbildung 5: Grofe der Aberration in der Array-CGH bei Analysen mit zuvor bekannter, de
novo und familidrer Verdnderung im Vergleich unter Angabe des jeweiligen Median

3.3 Einfluss der Auflosung der unterschiedlichen Arrays auf die Detektionsrate

Wie bereits beschrieben, wurden Arrays unterschiedlicher Auflosung verwendet. Von den 38
Analysen, die mit 44K-Arrays durchgefithrt wurden, zeigten acht Analysen einen
pathologischen Befund. Dies entspricht einer Detektionsrate von 21 %. Von diesen acht
Aberrationen waren zwei (5 %) Aberration durch vorhergehende Untersuchungsverfahren
bereits beschrieben, sechs (16 %) wurden neu entdeckt und konnten als Ursache fiir einen
pathologischen Phénotyp angenommen werden.

Die DNA von 86 Patienten wurde mit 105K-Arrays untersucht. Hier zeigten sich sechs (7 %)
de novo Aberrationen, sieben (8 %) bekannte Chromosomenstérungen konnten bestitigt
werden und fiinf (6 %) familidre Verdnderungen wurden nachgewiesen.

Die hochauflosende 244K-Plattform wurde nur bei sieben Analysen verwendet. Hier konnte

in einem Fall eine (14 %) de novo Aberration detektiert werden. Bei einer anderen Analyse
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war bereits durch den 44K-Array eine Deletion in 1q44 aufgefallen und zur genaueren
Bruchpunktanalyse ist eine erneute Array-CGH mit hoherer Auflosung durchgefiihrt worden.
In einem anderen Fall konnte weder mit einem 44K-Array, noch mit einem 105K-Array eine
Aberration bei klinischem Verdacht auf eine syndromale Erkrankung mit geistiger sowie
motorischer Entwicklungsstdrung und Dysmorphiezeichen detektiert werden.

In fiinf Féllen konnte trotz pathologischer Befunde in genetischen Voruntersuchungen in der
Array-CGH die entsprechende Aberration nicht bestitigt werden. Bei diesen Untersuchungen
wurden zweimal 44K-Arrays und zweimal 105K-Arrays sowie ein 244K-Array verwendet.

Da der Stichprobenumfang insgesamt gering ist (133 Analysen an Genmaterial von 130
Patienten) und die Anteile der verschiedenen Arrayauflosungen sich deutlich voneinander
unterscheiden, kann keine Aussage dariiber gemacht werden, ob mit hoher auflésenden 244K-
Arrays signifikant mehr und vor allem kleinere Aberrationen detektiert werden. Nach den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit scheinen jedoch die geringer auflosenden 44K-Arrays
keine erheblich niedrigere Detektionsrate aufzuweisen. Im Gegenteil, die Detektionsrate lag
bei den kleinen 44K-Arrays am hochsten bei 21 %. Aulerdem konnte die Aberrationen, die
sowohl mit einem 244K- als auch mit einem 44K-Array analysiert wurden, auch mit dem

geringer auflosenden Array nachgewiesen werden. Zur Vedeutlichung dient Abbildung 6.

B de novo Aberration ™ bekannte Aberrationen ™ familidre Aberrationen

16%

14% 14%

44K-Array (n=38) 105K-Array (n=105) 244K-Array (n=7)

Abbildung 6: Detektionsraten der unterschiedlich groen Arrays im Vergleich bezogen auf
de novo, bekannte und familidre Aberrationen
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In Abbildung 7 wird die Grofle der Abberationen in Abhédngigkeit von der Arrayplattform
dargestellt. Es zeigt sich, dass auch kleine Aberrationen mit dem geringer auflésenden 44K-

Array detektiert werden konnten.

244K -Array
105K-Array
44K-Array
-30 -20 -10 0 10 20 30
B Deletionen in Mb ™ Duplikationen in Mb

Abbildung 7: Darstellung der GroB3e der Deletionen und Duplikationen in Abhéngigkeit von
der Arrayplattform

3.4 Verteilung der Kopienzahlvariation (CNV)

Zur Auswertung der Polymorphismen wurden hier ausschlieBlich jene aufgefiihrt, die in mehr
als 25 % der analysierten Proben auftraten. Aulerdem mussten sie den oben genannten

Kriterien geniigen. Als homozygot dupliziert wurden bei einer Transformation von log2 ein
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oder mehrere Oligonukleotide grofler +2 angesehen. Als homozygot deletiert galten ein oder
mehrere Oligonukleotide kleiner -2. Zu den heterozygot verdnderten Chromosomenregionen
zdhlten solche, die in der Transformation log2 mindestens drei konsekutive Oligonukleotide
zwischen -2 und -1, beziehungsweise +2 und +1 zeigten.

Es wurde die Verteilung der CNV in den Analysen mit pathologischem Befund mit denen in
den Analysen ohne pathologischen Befund verglichen. AuBerdem wurde unterschieden in

welcher Form ein Lokus verdndert war, also homo- oder heterozygot, dupliziert oder deletiert.
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145.6-
146.7Mb

192.9
195.3Mb

Chr.2

88.9-90.3Mb

165.6Mb

Chr.3

B Patienten mit pathologischem Array-
CGH-Ergebnis

® Patienten mit geistiger Behinderung

182Kb-8.2Mb| 32.0-33.1Mb | 68.5-70.7Mb

Chr.8
39.4Mb

18.4-20.0Mb |80.1-82.4 Mb |38.7-43.0Mb | 46.9-47.8Mb

Chr.14

Chr22

Abbildung 8: Darstellung zur Verteilung der hdufigen CNV (> 5% der Probanden) unter den
Analysen mit und ohne pathologischem Befund in der Array-CGH. Die CNV sind unter
Angabe des jeweiligen Chromosomen (= Chr.) und des Locus auf dem Chromosom in Mb
angegeben. Zusitzlich wird unterschieden zwischen 1 = homozygot deletiert, 2 = heterozygot
deletiert 3 = heterozygot dupliziert und 4 = homozygot dupliziert.
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3.5 Symptome bei Patienten mit gesichert pathologischem Befund in der Array-CGH-
Analyse

Um herauszufinden, welche Symptome die Wahrscheinlichkeit eines positiven Array-CGH-
Ergebnisses erhohten, wurden ausschlieBlich die Patienten mit einer Entwicklungsstérung
unklarer Genese betrachtet. Die Patienten mit bereits bekannter Chromosomenstérung wurden
nicht beriicksichtigt.

Von den 14 Patienten zeigten 13 eine Storung der geistigen Entwicklung. Bei drei der 14
Patienten trat auch bei weiteren Familienmitgliedern eine Storung der geistigen Entwicklung
auf. Prinatale und/oder postnatale Wachstumsretardierung wurde bei drei der 14 Patienten
beschrieben. Von den 14 Patienten waren vier mikrozephal.

Die fazialen Dysmorphiezeichen wurden zusammengefasst. Zwolf Patienten zeigten faziale
Dysmorphiezeichen. Andere Dysmorphiezeichen (z.B. Vierfingerfurche) traten bei vier
Patienten auf. Auflerdem gab es bei drei Patienten Angaben zu Fehlbildungen des Gehirns.
Elf Patienten wiesen Fehlbildungen des Skeletts und des Bewegungsapparates sowie zentrale
Bewegungsstorungen z.B. muskuldre Hypotonie auf. In drei Fillen bestanden kongenitale
Herzvitien. Organfehlbildungen und -fehlfunktionen (Nierenagenesie, Hypothyreose) wurden
ebenfalls bei drei Patienten beschrieben.

Von den 14 Patienten war zudem ein Patient verhaltensauffillig (leichter Autismus) und

weitere drei litten an zerebralen Krampfanfallen.

3.6 Symptome bei Patienten ohne gesichert pathologischen Befund in der Array-CGH-
Analyse

Die Patienten mit nicht gesichert pathologischem Befund wiesen folgende phénotypischen
Besonderheiten auf: Von den 102 Patienten zeigten 95 eine Storung der geistigen
Entwicklung. AuBlerdem war bei elf Patienten mindestens ein Angehoriger mit geistiger
Entwicklungsstorung bekannt. Bei 26 Patienten wurde eine prinatale und/oder postnatale
Wachstumsanormalie beschrieben. 28 Kinder wiesen eine Mikro- oder Makrozephalie auf.

Faziale Dysmorphiezeichen, wie ein Epikanthus oder abfallende Lidachsen, fielen bei 65
Patienten auf. Andere Dysmorphien, zum Beispiel Vierfingerfurchen, zeigten 33 Patienten.
Fehlbildungen und/oder Fehlfunktionen des Gehirns bestanden bei 17 der 102 Patienten. Bei

54 Kindern wurden Fehlbildungen des Skeletts und des Bewegungsapparates, sowie zentrale
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Bewegungsstorungen beschrieben. Bei neun Patienten wurden Herzvitien diagnostiziert. 30
Patienten wiesen Fehlbildungen oder Fehlfunktionen der Organe auf.
Von den 102 Patienten zeigten sich 20 verhaltensauffillig und 17 hatten zerebrale

Krampfanfille.
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80,0% -
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40,0% -

30,0% -

20,0% - ¥ Patienten mit auffélligem Befund

(n=14)

0, _
10,0% H Patienten mit normalem Befund

(n=102)

0,0% -

Abbildung 9: Klinische Symptome der Patienten mit pathologischem Array-Befund im
Vergleich zu Patienten ohne pathologischen Befund in der Array-CGH
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4 Diskussion

4.1 Ergebnisse dieser Arbeit im Vergleich zur aktuellen Literatur

4.1.1 Bruchpunktanalyse bekannter chromosomaler Aberrationen

Die Array-CGH-Analyse wurde in der vorliegenden Arbeit zum einen bei Patienten mit
Entwicklungsstorung angewandt und zum anderen bei Patienten mit bereits bekannter
Chromosomenstorung zur genaueren Charakterisierung.

Unter den 14 Analysen, bei denen eine Chromosomenstorung bekannt war, konnte bei neun
Analysen diese Chromosomenstdrung verifiziert und genauer charakterisiert werden. Somit
konnte bei fast 65 % der Analysen mit einer zytogenetisch bekannten
Chromosomenveridnderung diese durch die Array-CGH préiziser beschrieben werden. Die
genaue Kenntnis der einzelnen Imbalance ist fiir die Beurteilung der Prognose wichtig
(Thienpont et al. [2007]).

Bei Patienten mit syndromalen Erkrankungen, die durch Genverlust oder -zugewinn
entstanden sind, und nicht durch balancierte Verdnderungen, wie reziproke Translokationen
oder Inversionen, waren die Chancen hdher eine Aberration zu entdecken. Allerdings
beschrieben Schluth-Bolard et al. [2009] in ihrer Studie, dass bei 40 % der Analysen mit
scheinbar balancierten Chromosomentranslokationen, aber auffilligem Phénotyp, in der
Array-CGH-Analyse eine Deletion festgestellt werden konnte. Diese Deletionen liegen nicht
zwingend an einem Bruchpunkt oder in der translozierten Region, sondern sind auch an
anderen Chromosomen zu finden. Hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen de
novo und familidr aufgetretenen Translokationen mit versteckten Imbalancen. Auch in dieser
Arbeit konnte bei einer Patientin in einer scheinbar balancierten Translokation zwischen den
Chromosomen 5, 11 und 18 eine Deletion von 25,3 Mb in der Region 11ql14.2-q23.1
diagnostiziert werden. Dieser Befund unterstiitzt die Ergebnisse von Schluth-Bolard et al.
[2009]. Baptista et al. [2008], Di Gregori et al. [2007] und Gribble et al. [2005] kamen in
ihren Studien zu &hnlichen Ergebnissen: Bei 30-50 % ihrer Analysen mit scheinbar
balancierten Translokationen und auffalligem Phéinotyp lieBen sich mithilfe der Array-CGH-
Analyse zuvor nicht bekannte Deletionen entdecken.

In den oben genannten Studien wurde ausschlieBlich von zuvor nicht erkannten Deletionen
bei Patienten mit scheinbar balancierten Translokationen gesprochen. Schluth-Bolard et al.

[2009] vermuteten eine generelle Tendenz ~zum  Genverlust bei  solchen
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Chromosomenveridnderungen. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich bei einer Patientin eine
Deletion in Chromosom 1g44 bei zytogenetisch nachgewiesener parazentrischer Inversion des
Chromosoms 4. Die Array-CGH sollte helfen, eine versteckte Aberration in dieser Region zu
diagnostizieren. Dabei wurde vor allem eine Imbalance in Chromosom 4 vermutet. Die neu
entdeckte Deletion von 1,1 Mb in Chromosom 1q44 hingegen ist sehr gut mit dem Phénotyp
dieser Patientin zu vereinbaren (Caliebe et al. [2010]). Van Bon et al. [2008] beschrieben in
ihrer Arbeit 13 Patienten mit einem dhnlichen Phénotyp bei einer Deletion in Chromosom
1q44. Zusitzlich stiitzt der Fall dieser Patientin die Vermutung von Schluth-Bolard et al.
[2009], dass eine generelle Tendenz zum chromosomalen Verlust bei Neuordnungen der
Chromosomen vorliegt.

Eine systematische Studie liber Bruchpunktanalyse mittels Array-CGH ist in der Literatur
nicht zu finden. Es beschreiben jedoch zahlreiche Autoren, dass unklare genetische Befunde
mithilfe der Array-CGH-Untersuchung genauer charakterisiert werden konnten. Zum Beispiel
nutzten Flipsen-ten Berg et al. [2007] die Array-CGH-Analyse, um einen besseren
Zusammenhang zwischen Bruchpunkt und Phinotyp bei bestechendem Wolf-Hirschhorn-
Syndrom herstellen zu konnen, das durch die Deletion 4p hervorgerufen wird.

Auch De Gregori et al. [2007] bechrieben in ihrer Arbeit, dass die Array-CGH sich sehr gut
zur Analyse der Bruchpunkte und Detektion der damit zusammen auftretenden
chromosomalen Imbalancen eignet. Bei ihren Analysen konnten in den meisten Féllen nach
konventioneller und molekularer Zytogenetik zusétzliche Bruchpunkte in der Array-CGH
entdecket werden. Die Bruchpunktanalyse bietet die Moglichkeit, genau zu charakterisieren,
welche Gene durch die Imbalance betroffen sind. AuBerdem kann eventuell ein
Zusammenhang zwischen den einzelnen Elementen des Phidnotyps und der Aberration
hergestellt werden (Shinawi und Cheung [2008]).

De Gregori et al. [2007] beschrieben insbesondere den Nutzen der Array-CGH bei der
genaueren Charakterisierung von scheinbar balancierten Translokationen, die zuvor durch die
konventionelle Chromosomenanalyse beschrieben wurden. Sie untersuchten 14 Feten, bei
denen die konventionelle Chromosomenanalyse eine balancierte Translokation zeigte. Alle 14
Feten zeigten auch in der Array-CGH-Analyse keine chromosomalen Verluste. Wire jedoch
eine versteckte Imbalance vorhanden gewesen, hitte man diese mithilfe der Array-CGH-
Analyse entdecken konnen.

Auch Van den Vevyen et al. [2009] fiihrten eine Studie zur Array-CGH in der

Prinataldiagnostik durch. Es wurde mittels Amniozentese oder Chorionzottenbiopsie die
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DNA von 300 Feten gewonnen und anschlieBend analysiert. Alle Schwangerschaften waren
sogenannte  Risikoschwangerschaften. Es  wurde sowohl eine konventionelle
Chromosomenanalyse, als auch die Array-CGH-Analyse durchgefiihrt. In 19,3 % der Fille
fanden sich CNV, von denen sich 13,3 % als benigne herausstellen. In 5 % der Fille fanden
sich Aberrationen mit definierter pathologischer Signifikanz. Bei 3 % konnte keine klare
Aussage tliber die phénotypische Konsequenz gemacht werden. In 2,3 % der Untersuchungen
konnte die Array-CGH durch genaue Charakterisierung der Aberrationen zusétzliche
Informationen liefern. 1 % der Aberrationen hitte ohne Array-CGH-Analyse nicht entdeckt
werden konnen. Diese Ergebnisse entsprechen in etwa den Detektionsraten (5,1 %) von Sahoo

et al. [2006].

4.1.2 Detektionsrate der Array-CGH bei Patienten mit geistiger Entwicklungsstorung

unklarer Genese

Bei der Patientengruppe mit einer Entwicklungsstérung bislang unklarer Genese wurde bei
16,5 % unserer Analysen eine Aberration beschrieben. Es wurden jedoch durch FISH-
Untersuchungen an Chromosomenprdparaten der Eltern insgesamt flinf familidre
Verdnderungen unter den Patienten mit Entwicklungsstorung unklarer Genese festgestellt,
sodass bei 12,1 % der Analysen eine de novo Aberration nachgewiesen wurde. In der
vorliegenden Arbeit wurden Oligonukleotid-Arrays verwendet, in den meisten Studien
anderer Arbeitsgruppen hingegen BAC-Arrays (bacterial artificial chromosomes) (Menten et
al. [2006]; Shaw-Smith et al. [2004]; Schoumans et al. [2005]; Miyake et al. [2006];
Rosenberg et al. [2006]; de Vries et al. [2005]; Vissers et al. [2003]). BAC-Arrays haben
héufig eine geringere Aufldsung als die Oligonucleotidarrays, die in dieser Arbeit verwendet
wurden.

Es gibt nur wenige Arbeiten, in denen mit Oligonukleotid-Arrays gearbeitet wurde. Ein
Beispiel ist die Arbeit von Friedman et al. [2006]. Sie beschreiben Detektionsraten von 11 %
bei Patienten mit geistiger Entwicklungsstorung bislang unklarer Genese. Dies entspricht
etwa der Detektionsrate der vorliegenden Arbeit von 12,1 %.

Sagoo et al. verdffentlichten 2009 eine Ubersichtsarbeit, in der sie alle groBeren Studien der
letzten Jahre iiber Array-CGH-Analyse bei Patienten mit geistiger Entwicklungsstdrung

und/oder kongenitalen Anomalien zusammenfassten. Diese Arbeit umfasste 19 Studien mit
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insgesamt 13 926 Analysen. Die umfangreichsten Studien stammten von Lu et al. [2008] mit
2444 Analysen, Shaffer et al. [2007] mit 8789 Analysen und Pickering et al. [2008] mit 1101
Analysen. Im Durchschnitt betrug die Detektionsrate der zusammengefassten Studien
ebenfalls etwa 10 %.

Gewisse Variationen unter den Ergebnissen der einzelnen Arbeitsgruppen sahen Sagoo et al.
[2009] in den unterschiedlichen Auflosungen der verwendeten Array-Plattformen begriindet.
AuBlerdem sei der Probenumfang ein entscheidender Faktor gewesen. Ebenso wurden Bias der
Publikation und Auswertung vor allem in kleinen Studien vermutet. Ferner schlossen grofie
Studien wahrscheinlich viele Patienten mit weniger schwerer geistiger Entwicklungsstdrung
ein. Dies fiihrte mdglicherweise zu einer niedrigeren Detektionsrate, da die Literatur davon
ausgeht, dass eine leichtere Storung der geistigen Entwicklung seltener mit einer genetischen
Aberration assoziiert ist. Diese Vermutung ist allerdings noch nicht hinreichend belegt (Sagoo
et al. [2009]).

Einen weiteren Einflussfaktor stellten die unterschiedlichen Einschlusskriterien der Studien
dar. Zum Beispiel berichteten Miyake et al. [2006] und Rosenberg et al. [2006] von
Detektionsraten in Hohe von 14,1 %. In diesen Studien wurden jedoch keine vorherigen
Analysen, wie z.B. ein Subtelomerscreening durchgefiihrt. Geht man davon aus, dass in den
Studien acht Aberrationen der 111 Analysen durch ein Subtelomerscreening entdeckt worden
wiren, handelt es sich auch hier lediglich um 9,9 % Chromosomenstérungen, die durch die
Array-CGH neu entdeckt wurden (Rauch et al. [2006]).

Insgesamt lieBen sich die Ergebnisse dieser Arbeit mit denen anderer Arbeitsgruppen sehr gut
vergleichen. Dass die Detektionsrate in dieser Arbeit etwas iiber dem Durchschnitt der Raten
anderer Arbeitsgruppen lag, ist durch die hohere Auflésung der Oligonukleotid-Arrays wohl

hinreichend begriindet.

4.2 Einfluss der Arrayauflosung auf das Untersuchungsergebnis

Es wurde mit Arrays unterschiedlicher GroBe gearbeitet: 44K (Auflosung nach den
verwendeten Kriterien 0,7 Mb), 105K (Auflosung nach den verwendeten Kriterien 0,3 Mb),
244K (Auflosung nach den verwendeten Kriterien 0,1 Mb).
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Die GroBe der neu entdeckten pathologischen Befunde lag zwischen 1 Mb und 8,4 Mb, sodass
davon auszugehen ist, dass alle Aberrationen auch mit einem 44K-Array bei einer Auflosung
von 0,7 Mb hitten analysiert werden konnen.

Es wurden auch Aberrationen unter 1 Mb bei den Analysen gefunden, zum Beispiel eine
Deletion von 0,4 Mb. Diese Imbalancen konnten allerdings durch FISH-Untersuchungen an
Chromosomenpréparaten der Eltern als familidre Variation beschrieben werden. Da die
chromosomale Aberration bei einem klinisch gesunden Elternteil auftrat, wurde davon
ausgegangen, dass die Chromosomenverinderung zumindest nicht alleinige Ursache der
Symptomatik ist und somit keinen pathologischen Wert hat.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit entsprechen den Ergebnissen der Arbeitsgruppe von
Friedman et al. [2006], die ebenfalls hochauflosende Oligonukleotid-Arrays verwendete.
Friedman et al. [2006] beschrieben 11 Analysen mit Imbalancen. Es wiesen lediglich zwei
Analysen Defekte auf, die kleiner als 1,1 Mb waren.

Die vorliegenden Untersuchungsergebnisse sind zudem mit denen von De Vries et al. [2005]
vergleichbar. Diese Arbeitsgruppe verwendete Tiling-Arrays. Hier wiesen ebenfalls zwei
Analysen Defekte kleiner als 1 Mb auf. Die Tiling-Arrays von de Vries et al. haben eine
Auflésung von bis zu 100 Kb.

In den meisten Studien wurden BAC-Arrays mit einer geringeren Auflosung verwendet.
Daher ist es schwierig Aberrationen unter einer Grofe von 1 Mb (Pickering et al. [2008]) zu
entdecken. Es gab bei diesen Studien zwei unterschiedliche Ansitze, um das Genom von
Patienten mit geistiger Entwicklungsstérung zu analysieren:

Viele Arbeitsgruppen untersuchten das komplette Genom auf Imbalancen (Shaw-Smith et al.
[2004]; Schoumans et al. [2005]; Miyake et al. [2006]). Hier zeigte sich besonders in den
Subtelomerregionen eine geringe Auflosung. Doch gerade in diesen Regionen wurden bei
Patienten mit Fehlbildungs- und Retardierungssyndromen héufig Aberrationen nachgewiesen
(Friedman et al. [2006]). Unter den Analysen der vorliegenden Arbeit fanden sich ebenfalls
zwei Analysen, bei denen sich eine Aberration im Subtelomer eines Chromosoms befand.
Andere Arbeitsgruppen haben BAC-Arrays entwickelt, die ausschlieBlich die
Subtelomerregionen abdeckten, jedoch hier eine sehr hohe Auflosung zeigten (Veltman et al.
[2002], Harada et al. [2004], Kok et al. [2005]).

Toruner et al. [2006] arbeiteten ebenfalls mit Oligonukleotid-Arrays der Firma Agilent. Bei
allen Analysen, die in der konventionellen Karyotypisierung oder der FISH-Analyse eine

Aberration zeigten, fand sich diese auch in der Array-CGH. Aulerdem wurden zwei weitere
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Imbalancen beschrieben, die zuvor nicht identifiziert werden konnten. Diese Aberrationen
wiesen eine Grofle von 3,0 Mb und 3,5 Mb auf.

Diese Resultate lassen vermuten, dass Arrays mit einer Auflosung von 1 Mb den Grofteil der
chromosomalen Anomalien bei Patienten mit geistiger Entwicklungsstorung detektieren
(Schulte-Bolard et al. [2009]).

Hinzu kommt, dass die hohe Auflosung der Oligonukleotid-Array-CGH zu Problemen in der
Interpretation unklarer Befunde fiihrt. Die Gefahr eines falsch positiven Testergebnisses wird
dadurch wesentlich erhoht (Sagoo et al. [2009]). Insbesondere bei Anwendung der Array-
CGH in der Prénataldiagnostik kann dies zu Schwierigkeiten fiihren.

Allerdings wurden durch hochauflosende Array-Verfahren neue Syndrome entdeckt
(Slavotinek [2008]). Zum Beispiel wurde von Weiss et al. [2008] und Kumar et al. [2008] ein
Mikrodeletionssyndrom beschrieben, dass eine Imbalance von etwa 0,6 Mb in Chromosom
16p11.2 zeigt. Eine Deletion in diesem Chromosomenabschnitt ist mit Autismus
vergesellschaftet (Miller et al. [2011]).

In den Analysen dieser Arbeit, die einen pathologischen Befund in der Array-CGH zeigten,
fanden sich ebenfalls drei Aberrationen kleiner als 1 Mb. Es scheint also von grof3er
Bedeutung zu sein, hochauflésende Arrays zu verwenden. Um die Rate der Testergebnisse,
die félschlicherweise als aberrant angenommen werden, so niedrig wie moglich zu halten, ist

eine enge Zusammenarbeit mit klinischen Genetikern unabdingbar (Pickering et al. [2008]).

4.3 Gibt es eine Erklirung dafiir, dass hiufiger Deletionen als Duplikationen detektiert

werden?

Bei der Betrachtung des Verhéltnisses zwischen Deletionen und Duplikationen fiel auf, dass
sich unter den Analysen mit pathologisch relevantem Befund lediglich fiinf Analysen (22 %)
mit einer Duplikation befanden. Vier der detektierten Duplikationen, waren durch eine
zytogenetische Voruntersuchung bereits bekannt und zéhlten damit nicht zu den neu
entdeckten Aberrationen. Lediglich eine Analyse zeigte in der molekularen Karyotypisierung
eine Duplikation 17pl11.2, die zuvor nicht bekannt war. Unter den fiinf Analysen mit
familidrer Variation befanden sich zwei Duplikationen (40 %). In diesen Fillen wurde
allerdings davon ausgegangen, dass sie nicht alleinige Ursache der Klinik des jeweiligen

Patienten sind.
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Die GroBlen der Duplikationen, die eine klinische Relevanz zeigten und zuvor bekannt waren,
lagen zwischen 5 Mb (hier handelt es sich um ein Mosaik zwischen einer normalen
méinnlichen Zelllinie und einer zweiten Zelllinie mit einem Ringchromosom 19) und 27 Mb.
Die GroBe der in 17p11.2 entdeckten Duplikation betrug 3,9 Mb.

Es wurden 19 Deletionen mit klinisch-pathologischer Relevanz analysiert, also 79 % der
detektierten Aberrationen insgesamt. Sechs dieser Deletionen waren bereits durch genetische
Voruntersuchungen bekannt, sodass lediglich 13 Deletionen neu entdeckt wurden. Diese neu
entdeckten Deletionen wiesen GroBlen zwischen 1 Mb und 12,4 Mb auf. Die GroBle der
familidren Deletionen lag bei drei Analysen zwischen 0,4 Mb und 2 Mb und stellten damit
kleinere Verluste dar.

Im Vergleich der Grofen der Deletionen und Duplikationen, so scheint ein Verlust
genetischen Materials schon bei kleiner GroBe eine klinische Relevanz zu zeigen. Ein
Zugewinn an Genmaterial macht sich im Gegensatz dazu moglicherweise erst bei grofleren
Aberrationen klinisch bemerkbar. Dies koénnte dazu fithren, dass Patienten mit Verlusten
héufiger mittels Array-CGH untersucht werden als Patienten mit Zugewinnen.

Zu den oben genannten Ergebnisse kamen auch Menten et al. [2006], die als Begriindung
biologische = und technische @ Komponenten angaben:  Technisch  begiinstigen
Grenzwertalgorithmen mehr falsch negative Ergebnisse flir Duplikationen als fiir Deletionen.
Die Grenzwerte fiir Duplikation und Deletion werden in gleichem Abstand vom Mittelpunkt
der Farbintensititsskala gewdhlt. Allerdings werden Deletionen in hoherer Farbintensitdt
widergespiegelt als Duplikationen, sodass die Wahrscheinlichkeit, Duplikationen zu
iibersehen, hoher ist als Deletionen nicht zu entdecken.

Die Frequenz von Deletionen im Verhiltnis zu Duplikationen ist im menschlichen Genom
hoher. Dieses Phinomen griff Van Ommen [2005] auf und schéitzte die Frequenz von
Deletionen auf eine unter acht Geburten und die der Duplikationen auf eine unter 50
Geburten. Dies entspricht etwa einer sechsfach hoheren Frequenz. Die Zahlen beziehen sich
auf Imbalancen mit und ohne klinische Relevanz.

Unter den Patienten mit geistiger Entwicklungsstorung fanden sich in der Untersuchung von
Menten et al. [2006] etwa doppelt so viele Deletionen wie Duplikationen. In der vorliegenden
Arbeit lag dieser Wert mit 22 % etwas niedriger. Dennoch spiegelten diese Ergebnisse die
Erkenntnisse von Menten et al. [2006] wider.

Durch die Array-CGH ist in den letzten Jahren entdeckt worden, dass an bekannten Genorten

fir Mikrodeletionssyndrome auch Duplikationen auftreten konnen, die von klinischer
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Relevanz sind. Patienten mit einem solchen Mikroduplikationssyndrom scheinen einen milder
ausgeprigten Phinotyp zu zeigen, als Patienten mit einer korrespondierenden Mikrodeletion.
Ein Beispiel hierfiir ist das neu beschriebene Mikroduplikationssyndrom in 22q11.2 (Portnoi
[2003]). Seit Langem bekannt ist das Mikrodeletionssyndrom 22q11.2 (Jobb et al. [2005]).
Der Phinotyp einer Duplikation in 22q11.2 scheint milder ausgeprigt zu sein. Leitsymptome
sind laut Yobb et al. [2005] eine Entwicklungsstorung unterschiedlicher Ausprigung,
Verhaltensauffilligkeiten und milde, variable Dysmorphiezeichen. Zusdtzlich tritt eine
Horstorung  bei  diesen Patienten vermehrt auf. Patienten, die von einem
Mikrodeletionssyndrom 22q11.2 betroffen sind, zeichnen sich durch einen deutlich
schwereren Phédnotyp aus. Hier stehen vor allem Herzfehler und Immundefekte im
Vordergrund, aber auch charakteristische faziale Dysmorphien und eine variable geistige
Entwicklungsstérung wurden beschrieben (Ehl [2004]). Ein weiteres Beispiel ist das Potocki-
Lupski-Syndrom (Lupski [2006]), welches durch eine Duplikation in 17p11.2 verursacht
wird. Das schon ldnger bekannte Smith-Magenis-Syndrom (Chen et al. 1997) ist durch eine
Deletion in der gleichen Chromosomenregion bedingt. Patienten mit einer Duplikation in
diesem Bereich, zeigen eine Entwicklungsstorung mit Betonung der expressiven Sprache,
Erndhrungsschwierigkeiten, muskuldre Hypotonie und variable Dysmorphiezeichen (Potocki
et al. [2007]). Patienten, die eine Deletion in 17pl11.2 aufweisen, zeigen ebenfalls eine
Storung der geistigen Entwicklung mit Sprachenwicklungsverzogerung, auflerdem
Horeinschrdnkungen, periphere Neuropathien und Verhaltensauffélligkeiten (Chen et al.
[1997]).

Wie zuvor beschrieben, weisen Patienten mit einem Mikroduplikationssyndrom hiufig einen
milderen Phénotyp auf als Patienten mit dem korrespondierenden Mikrodeletionssyndrom.
Dies ist ein moglicher Grund dafiir, dass diese bisher seltener erkannt wurden. Ein
entscheidender Nachteil scheinen auflerdem die begrenzten Moglichkeiten der FISH-
Untersuchung zu sein, Mikroduplikationen zu erfassen, sodass sowohl Shinawi und Cheung
[2008] als auch Pickering [2008] bereits vermuteten, dass die Privalenz fiir
Mikroduplikationssyndrome eventuell viel hoher liegt als bislang angenommen.

Des Weiteren wird die FISH-Analyse zur Validierung eines auffilligen Array-CGH-Befundes
verwendet. Im Gegensatz zu einer Deletion ist eine Duplikation mittels dieser Technik
schwerer nachzuweisen. Meist gelingt dies bei groBeren Duplikationen nur an
Interphasekernen. Kleinere Duplikationen sind hingegen oft nicht nachweisbar (Shinawi und

Cheung [2008]). Dies kann dazu fiihren, dass das Ergebnis der Array-CGH als normal
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klassifiziert wird. Aus diesem Grund nutzen in der Zwischenzeit einige Gruppen MLPA oder
qPCR zur Validierung von Duplikationen (Hills et al. [2010]; Tchinda und Lee [2006]). Auch
der Einsatz eines zweiten Arrays kann in dieser Situation hilfreich sein. Der Nachteil dieser
auf DNA basierten Verfahren ist, dass keine Information iiber die Art der Verinderung
gewonnen werden konnen. Das heiflt es bleibt unklar, ob der duplizierte Bereich an
regelrechter Stelle liegt oder verlagert ist. Da dann auch eine Validierung bei den Eltern nur
mittels DNA-basierter Verfahren moglich ist, konnen wichtige Informationen hinsichtlich

eines Wiederholungsrisikos nicht erfasst werden.

4.4 Konventionelle Chromosomenanalyse, Subtelomerscreening versus Array-CGH

Die konventionelle Chromosomanalyse war bis zur Entwicklung der molekularen
Karyotypisierung die Standardanalyse bei Patienten mit geistiger Entwicklungsstérung, bei
denen andere Ursachen wie eine Stoffwechselstérung oder eine monogen erbliche Erkrankung
als Ursache ausgeschlossen werden konnte. Sie stellt eine Moglichkeit dar, das gesamte
Genom in Bezug auf numerische und strukturelle Veranderungen zu analysieren.

Durch die konventionelle Karyotypisierung konnen bei etwa 15 % der Patienten Imbalancen
im Genom analysiert werden. Diese Werte stammen aus einer zusammenfassenden Analyse
von Curry et al. [1997]. Van Karnebeek et al. [2005a] dokumentierten in ihrer Studie mit
9,5 % einen etwas niedrigeren Wert. Rauch et al. [2006] entdeckten bei 12 % ihrer Analysen
eine Aberration mittels Karyotypisierung. Die konventionelle Chromosomenanalyse hat eine
Auflésung von 5-10 Mb (Flint et al. [1995]; Knight et al. [1999]; de Vries et al. [2003]).
Zusétzlich ist die Auflosung abhédngig von der Erfahrung des Untersuchers, von der
Praparation und auch von der Chromosomenregion. Diese Einflussfaktoren fithren dazu, dass
die konventionelle Chromosomenanalyse nicht objektivierbar ist. Diese Erkenntnis stimmt
mit den Ergebnissen von Rauch et al. [2006] iiberein, die nach der Diagnose einer Anomalie
durch Subtelomerscreening bei erneuter Betrachtung des Karyogramms mit Fokus auf die
aberrante Region die Anomalie auch im Karyogramm nachweisen konnten. Ein weiterer
Nachteil der konventionellen Chromosomenanalyse ist die Zeitdauer, die sich aus der
Notwendigkeit ergibt, Zellkulturen anzulegen (Klopocki und Huber [2006]). Aus peripherem
Blut kdnnen nach drei Tagen Chromosomenpréparate hergestellt werden. Sollen Zellkulturen

aus fetalem Material hergestellt werden, dauert es zwei bis drei Wochen bis geniigend Zellen
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fiir eine Analyse vorhanden sind (Gouas et al. [2008]). Das kann fiir Eltern in der
Schwangerschaft, insbesondere bei Risikoschwangerschaften, eine entscheidende Zeitspanne
darstellen.

Wihrend der letzten Jahre wurden als Screeningtest auf submikroskopische Verédnderungen
im Bereich der Subtelomerregionen ein FISH- und ein MLPA-basiertes Verfahren entwickelt
(Multiplex ligation-dependent probe amplification). Diese Methoden kdnnen weitaus kleinere
Imbalancen detektieren als die konventionelle Chromosomenanalyse. Sie haben allerdings
auch einige Nachteile. Zum einen konnen sie nicht das komplette Genom auf Imbalancen
analysieren und zum anderen ist es hdufig schwer mithilfe der FISH-Analyse Duplikationen
im Subtelomer zu erfassen (Koolen et al. [2004]). AuBerdem ist dieses Verfahren sehr
aufwindig. Die MLPA kann, wie auch die Array-CGH, keine balancierten Aberrationen
erfassen (Gouas et al. [2008]). Des Weiteren ist das Erfassungsspektrum auf bestimmte
Regionen begrenzt.

Mehrere Arbeitsgruppen befassten sich in der Vergangenheit mit Aberrationen im
Subtelomerbereich bei Patienten mit Retardierungssyndromen. Zusammengefasst wurden im
Durchschnitt bei etwa 5 % der Analysen Aberrationen in der Subtelomerregion diagnostiziert
(Veltman et al. [2003]; van Karnebeek et al. [2002]; Flint und Knight [2003]; Harada et al.
[2004]; Koolen et al. [2004]; Rooms et al. [2004 a, b]; Walter et al. [2004]; Adeyinka et al.
[2005]; Baroncini et al. [2005]; Kok et al. [2005]; Moog [2005]; Ravnan et al. [2006]; Yu et
al. [2005]). Die Frequenz, mit der eine Chromosomenaberration durch ein
Subtelomerscreening entdeckt wurde, lag zwischen 0,3 % und 29,4 %. Die grole
Schwankungsbreite  der  Detektionsraten ~ war  bedingt durch  unterschiedliche
Einschlusskriterien, die zur Teilnahme an einem solchen Screening flihrten. Auflerdem war
die Qualitét der Untersuchungen entscheidend, die im Vorhinein durchgefiihrt wurden. Hinzu
kam, dass die Deletionen, die im Subtelomerscreening entdeckt wurden, durchschnittlich 10
Mb betrugen und 15 % sogar grofler als 20 Mb waren (Flint und Knight [2003]). Rauch et al.
[2006] berichteten hingegen von subtelomeren Imbalancen von 5 Mb und kleiner, die bei 2 %
der Analysen gefunden wurden. Dies ist wiederum vergleichbar mit den Ergebnissen von Yu
et al. [2005].

Die Array-CGH-Analyse hat gegeniiber den herkommlichen Methoden einige Vorteile. Mit
ihr wurde ein hochauflosendes Verfahren entwickelt, das eine effiziente Analyse von
chromosomalen Imbalancen fiir alle im Array reprdsentierten Regionen erlaubt. Sie bietet eine

sichere Moglichkeit, Mikro- und Subtelomeraberrationen in ihren genauen Bruchpunkten zu
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erfassen. Dies fiihrt dazu, dass die Array-CGH nach weitreichenden genetischen
Untersuchungen, wie zum Beispiel der konventionellen Karyotypisierung oder FISH, bei
weiteren 10 % der Patienten mit geistiger Entwicklungsstorung unklarer Genese Aberrationen
an den Chromosomen diagnostizieren kann (Sagoo et al. [2009]). Die Detektionsrate in der
vorliegenden Studie lag mit 12,1 % etwas hoher. In dieser Studie wurden, wie oben bereits
beschrieben, ausschlieBlich Oligonukleotid-Arrays verwendet. In denen von Sagoo et al.
[2009] zusammengefassten Studien wurden hingegen ausschlieBlich BAC-Arrays verwendet,
die eine geringere Auflésung aufwiesen.

Zusammenfassend scheint die Array-CGH-Analyse die besten Moglichkeiten zu bieten.
Schwierigkeiten in der Interpretation von positiven Untersuchungsbefunden und damit die
Anwendung dieser Methode im klinischen Alltag erfordern groBere Studien und genaue

Datensammlung (Rosenberg et al. [2006]).

4.5 Stellung der Kopienzahlvariationen in der Array-CGH-Analyse

Die Diagnose einer chromosomalen Imbalance deutet nicht automatisch auf einen
pathologischen Befund hin. Dies wurde in den letzten Jahren durch die Interpretation und
Analyse zahlreicher Untersuchungsergebnisse der Array-CGH festgestellt.
Auch in der vorliegenden Arbeit wurde jede in der Array-CGH auffillige Region untersucht
und zundchst mithilfe von Datenbanken verglichen (Golden path von UCSC, HGVS und
Ensembl) um sicher zu stellen, dass es sich nicht um einen bekannten Polymorphismus
handelt. In der Ubersicht der CNV ist zu erkennen, dass einige Polymorphismen mit einer
sehr hohen Frequenz auftraten, wie zum Beispiel in Chromosom 9 zwischen 38,7 Mb und
43,00 Mb. Hier wiesen 78,1 % der Analysen des Kollektivs eine Aberration auf.
De Ravel et al. [2007] wiesen darauthin, dass folgende Kriterien bei der Interpretation der
Ergebnisse zu berticksichtigen sind:
- Familidre Imbalancen, die nicht in einer bekannten CNV-Region zu finden sind,
konnen nur schwer als Grund fiir den Phéanotyp angesehen werden.
- Aberrationen, die einen Genort beinhalten, der fiir bekannte Mikrodeletions- oder
duplikationssyndrome verantwortlich ist, sprechen fiir einen pathologischen

Befund.
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- Eine Imbalance, die de novo auftritt und deren Genotyp-/Phénotypkorrelation
iibereinstimmt, weist daraufhin, dass es sich um einen pathologischen Befund
handelt, dies aber nicht belegt ist.

Diese Kriterien liegen auch der Auswertung dieser Arbeit zugrunde. Den Eltern der Patienten
wurde mitgeteilt, dass eine Aberration, die auch bei ithnen zu finden war, wahrscheinlich nicht
alleiniger Grund fiir die Erkrankung des Kindes sein kann, da das betroffene Elternteil gesund
ist. Bei fiinf Analysen der vorliegenden Arbeit stellte sich heraus, dass es sich um eine
familidre Aberration handelt. Dies entspricht 17,9 % der Analysen mit aberrantem Array-
CGH-Befund, welches einen beachtlichen Anteil ausmacht. Dies bestitigt die Aussage von de
Ravel et al. [2007], dass es zwingend notwendig ist, die Eltern der Patienten ebenfalls auf
entsprechende Verdnderungen zu untersuchen.

Gerade diese familidren Variationen stellen bei der genetischen Beratung der Eltern ein
groBBes Problem dar. Das beschrieben auch Menten et al. [2007]. Zum Beispiel kann eine
Duplikation der Chromosomenregion 22q11.2 unterschiedliche phédnotypische Auswirkungen
haben. Es ist moglich, dass ein Patient mit einer solchen Aberration keinerlei Symptome
aufweist, jedoch konnen eine Storung der geistigen Entwicklung und kongenitale
Fehlbildungen ebenfalls das klinische Korrelat darstellen (Ensenauer et al. [2003], Yobb et al.
2005]). Eine hohe phinotypische Varianz zeigt auch eine Duplikation/Deletion in 16p13.11
(Ullmann et al. [2007], Hannes et al. [2009]).

Chromosomale Imbalancen, die von phinotypisch unauffilligen Eltern iibertragen wurden,
konnen durch unterschiedliche Penetranz, Expression und epigenetische Effekte zu einem
klinischen Symptom beim Kind fithren (Menten et al. [2007]).

Weiterhin ist zu bedenken, dass flir den Fall, dass ein Elternteil Anlagetriger in einem
rezessiven Gen ist und das zweite Elternteil in diesem Bereich eine Deletion trigt, das Kind
das verdnderte Gen des einen Elternteils und die an sich benigne Deletion des anderen
Elternteils erben kann. In diesem Fall wird das Kind Symptome einer monogenen Stérung
aufweisen. Daher ist es wichtig, die in der Deletion enthaltenen Gene zu analysieren und auf
eine mogliche Verbindung mit dem Phéanotyp zu bewerten.

In den meisten Féllen muss dennoch nach jetzigem Kenntnisstand davon ausgegangen
werden, dass eine Aberration, die von phianotypisch unauftilligen Eltern vererbt wurde, nicht
als alleinige Ursache eines pathologischen Phinotyps angenommen werden kann. Diese
Informationen wurden auch an die Patienten der vorliegenden Studie weitergegeben, bei

denen eine familidre Imbalance diagnostiziert wurde.
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Menten et al. [2007] und auch Sharp [2009] wiesen in ihren Arbeiten deutlich daraufhin, dass
es duBerst wichtig ist, sowohl bei de novo aufgetretenen Aberrationen, als auch bei familidren
Aberrationen Informationen {iber den Geno- und Phinotyp zu sammeln. Dies ist notwendig,
um im Einzelfall die Beteiligung der oben beschriebenen Phdnomene besser interpretieren zu
konnen.

Zusammenfassend muss festgehalten werden, dass die technischen Moglichkeiten, kleinste
Variationen des menschlichen Genoms zu diagnostizieren, rasch voranschreiten. Ein grof3es
Problem in der genetischen Beratung stellt jedoch die Interpretation solch kleiner Varianzen
im Genom dar. So ist es zwingend notwendig, dass Studien an groflen, sorgfaltig
ausgewdhlten Kollektiven durchgefiihrt werden, um die Interpretation eines CNV und seiner

phénotypischen Relevanz zu verbessern (Rosenberg et al. [2006]).

4.6 Einschlusskriterien zur Teilnahme an der Array-CGH-Analyse

Fiir die Teilnahme an der vorliegenden Studie gab es keine explizite Vorgabe hinsichtlich
dessen, dass eine konventionelle Chromosomenanalyse, Subtelomerscreening oder andere
Untersuchungen zum Ausschluss einer genetischen Ursache im Vorhinein unternommen
werden mussten. Bei anderen Arbeitsgruppen, wie zum Beispiel Vissers et al. [2003],
Rosenberg et al. [2006] oder Shaw-Smith et al. [2004], wurde mindestens eine konventionelle
Karyotypisierung vorausgesetzt. In anderen Studien sogar speziellere Untersuchungen, wie
zum Beispiel ein Subtelomerscreening oder der Auschluss eines fragilen X-Syndroms.

Zur Teilnahme an dieser Studie mussten die Symptome der Patienten allerdings einige
Kriterien erfiillen. Um die klinischen Symptome zu erfassen, wurde ein Fragebogen erstellt,
den der behandelnde Arzt nach der klinischen Untersuchung und ausfiihrlicher Anamnese
ausfiillte. Ein Kriterium allein war in den meisten Féllen nicht ausreichend, viel mehr war
eine Kombination unterschiedlicher Kriterien ausschlaggebend, wie in Kapitel 2.1.1
beschrieben. Voraussetzung war in den meisten Féllen eine Storung der geistigen
Entwicklung.

Auch andere Arbeitsgruppen haben ihre Patienten vor der Durchfithrung dieser Analyse
selektiert. So legten zum Beispiel Shaw-Smith et al. [2004] fiir ihre Studie folgende Kriterien
an: Storung der geistigen Entwicklung, familidr aufgetretene Lernschwierigkeiten,

Wachstumsanomalien, Verhaltensauffilligkeiten, zerebrale Krampfanfille,
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Dysmorphiezeichen und kongenitale Anomalien. Rosenberg et al. [2006] erfassten eine
Storung der geistigen Entwicklung sowie faziale und nicht-faziale Dysmorphien. Familidr
aufgetretene Storungen der geistigen Entwicklung wurden hingegen nicht als relevant
angesehen.

Viele weitere Arbeitsgruppen (u. a. Vissers et al. [2003], Schoumans et al. [2005], de Vries et
al. [2005]) wihlten als Grundlage ihrer Einschlusskriterien die Checkliste, die de Vries et al.
[2001] in ihrer Arbeit ,, Clinical studies on submicroscopic subtelomeric rearrengments: a
checklist“ veroffentlichten.

Die Checkliste beriicksichtigt folgende Symptome: Familidr aufgetretene Stérung der
geistigen Entwicklung, prd- und postnatale Wachstumsretardierung (GroB-/Kleinwuchs,
Makro-/Mikrozephalie), Anzahl der fazialen Dysmorphien und nicht-faziale Dysmorphien.
Diese Symptome werden unterschiedlich gewichtet, dies ist durch die unterschiedliche
Verteilung von Punkten gewihrleistet. Ab einem Scorewert von > 3 Punkten werden die

Patienten als geeignet angesehen.

Symptome Score

Familidr aufgetretene Storung der geistigen Entwicklung
Vereinbar mit den mendelschen Regeln
Nicht vereinbar mit den mendelschen Regeln
Pranatale Wachstumsretardierung
Postnatale Wachstumsstorung
Je einen Punkt fiir Makro-/Mikrozephalie und GroB3-/Kleinwuchs (max. 2)
> 2 Faziale Dysmorphien
Nicht-faziale Dysmophien
Je einen Punkt pro Dysmorphie (max. 2)

Tabelle 8: Checkliste fiir Patienten mit submikroskopischen subtelomerischen Aberrationen
von de Vries et al. [2001]

[N NI NS R

[\OT

Diese Checkliste entwickelte die Arbeitsgruppe de Vries et al. [2001] mithilfe ihrer Studie, in
der 139 Analysen durchgefiihrt wurden. Bei 29 Analysen konnte im Subtelomerscreening eine
Chromosomenaberration nachgewiesen werden. Die iibrigen 110 Patienten zeigten eine
Storung der geistigen Entwicklung ohne Chromosomenveridnderung. Diese 110 Patienten
dienten als Kontrollgruppe. Signifikante Unterschiede wurden lediglich bei einem niedrigen
Geburtsgewicht und familidr aufgetretener geistiger Entwicklungsstorung festgestellt.

Die von De Vries et al. [2001] durchgefiihrte Studie zielte ausschlieBlich auf den

Subtelomerbereich und betraf nicht alle Chromosomenabschnitte, wie es in dieser Arbeit der
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Fall ist. Bei Betrachtung der vorliegenden Ergebnisse sind keinerlei statistisch signifikante
Unterschiede der einzelnen Symptome zu erkennen. Das kann, wie auch de Vries et al. [2001]
beschrieben, daran liegen, dass die Kontrollgruppe bereits durch die klinische Untersuchung
des behandelnden Arztes nach den bekannten Kriterien vorselektiert wurde. Eine genetische
Ursache fiir eine Behinderung scheint besonders hiufig mithilfe der Array-CGH analysiert zu
werden, wenn faziale Dysmorphien und/oder eine Stérung der geistigen Entwicklung
auftreten. So zeigten 86 % der Patienten, die eine chromosomale Imbalance aufwiesen, faziale
Dysmorphien. 93 % der Patienten mit aberrantem Array-CGH-Befund zeigten eine Storung
der geistigen Entwicklung. Sowohl faziale Dysmorphiezeichen als auch eine Stérung der
geistigen Entwicklung wurden bei 80 % der Patienten mit pathologischem Array-CGH-
Befund beschrieben. Auflerdem schienen zentrale Bewegungsstdrungen wie zum Beispiel
muskuldre Hypotonie gehéduft aufzutreten. In dem untersuchten Patientenkollektiv mit
pathologischem Array-CGH-Befund traten diese bei 80 % auf. Von den Patienten, bei denen
keine genetische Ursache ihrer Entwicklungsstdorung nachgewiesen werden konnte, zeigten
nur 64 % faziale Dysmorphien und 93 % eine Stoérung der geistigen Entwicklung.
Erkrankungen des Bewegungsapparats oder zentrale Bewegungsstérungen traten bei 52 %
auf. So kann nach unseren Daten davon ausgegangen werden, dass vor allem faziale
Dysmorphien und Erkrankungen des Bewegungsapparats ein Hinweis auf einen genetischen
Defekt sein konnen und damit wichtige Kriterien zur Durchfilhrung einer Array-CGH-
Analyse darstellen.

Im Vergleich ist festzustellen, dass die Checkliste von de Vries et al. [2001] und der
Fragebogen, der zur Datenerfassung in dieser Arbeit verwendet wurde, sehr dhnliche Kriterien
zur Teilnahme an der Array-CGH-Analyse aufweisen. In dieser Studie wurden die Patienten
zusitzlich auf zerebrale Krampfanfille und Verhaltensauffilligkeiten untersucht. Da zerebrale
Krampfanfille bei 21 % der Patienten mit chromosomalem Defekt beschrieben wurden und
Verhaltensauffilligkeiten immerhin 7 % der Patienten zeigten, wire es sinnvoll, diese
Symptome in eine solche Checkliste aufzunehmen, wenn diese als Einschlusskriterium fiir die
Array-CGH-Analyse entwickelt wiirde. Zerebrale Kampfanfille sahen im Ubrigen auch

Shaw-Smith et al. [2004] als relevantes Kriterium zur Teilnahme an ihrer Studie an.
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4.7 Fazit und Ausblick

Die Array-CGH verfiigt liber eine hohere Auflosung und ist schneller durchfiihrbar als
bisherige genetische Analyseverfahren. Sie bietet die Moglichkeit kleine Aberrationen zu
erkennen und Bruchpunkte genauer zu analysieren. Es scheint jedoch, dass die technischen
Moglichkeiten sich schneller entwickelt haben als das Verstindnis iiber die medizinischen
und biologischen Implikationen der generierten Information (Bartholdi [2008]). So entstehen
groBe Probleme bei der Interpretation der Ergebnisse der vergleichenden genomischen
Hybridisierung, vor allem beziiglich der zahlreichen Kopienzahlvariationen im menschlichen
Genom (Rosenberg et al. [2006]). GroBe Datenbanken (Golden path von UCSC, HGVS,
Ensembl) sammeln die Loci der copy number variations, um eine moglichst genaue Aussage
iiber eine chromosomale Aberration und deren klinische Auspridgung machen zu koénnen. Die
heutigen technischen Moglichkeiten erlauben es kleinste Aberrationen der Chromosomen zu
analysiere, jedoch stellt die Interpretation solch kleiner Varianten im Genom ein Problem in
der genetischen Beratung und vor allem in der Prinataldiagnostik dar [Pickering et al.
[2008]). Es ist also zwingend notwendig, umfassende Studien an groBen, sorgfiltig
ausgewdhlten Kollektiven durchzufiihren, um die Interpretation einer diagnostizierten
chromosomalen Verdnderung und deren phénotypischen Relevanz zu verbessern und so die
genetische ~ Beratung von  Familien zu  optimieren  (Rosenberg et  al

[2006]).
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5 Zusammenfassung

Trotz Fortschritten in der Diagnostik bleibt bei etwa der Hilfte der Kinder mit einer
angeborenen Storung der geistigen Entwicklung die Ursache unklar. Der Annahme, dass
submikroskopische Chromosomenstérungen ursidchlich sein konnen, konnte erstmals mit
Einfiilhrung der Array-basierten vergleichenden genomischen Hybridisierung (Array-CGH)
genomweit nachgegangen werden. Ziel der Arbeit war es, die Haufigkeit fiir den Nachweis
einer pathogenen Verdnderung zu bestimmen, pathologische Verdnderungen von benignen
Kopienzahlvarianten abzugrenzen und zu untersuchen, ob eine Korrelation zwischen
benignen Kopienzahlvarianten und pathogenen Veridnderungen besteht, sowie Kriterien fiir
den Einsatz dieser Methode zu entwickeln.

In die Untersuchung wurden 130 Patienten eingeschlossen. 116 Patienten wiesen eine geistige
Entwicklungsstorung bisher unklarer Genese auf. Bei 14 Patienten sollte eine bekannte
Aberration genauer analysiert werden. Die Detektionsrate fiir eine de novo Aberration lag bei
12 %. In der aktuellen Literatur werden durchschnittlich Detektionsraten von 10 %
angegeben. Allerdings wurden in den meisten Studien BAC-Arrays mit einer Auflosung von
etwa 1 Mb und, nicht wie in der vorliegenden Arbeit, die hoher auflésenden Oligonukleotid-
Arrays mit einer Auflosung zwischen 0,7 und 0,1 Mb verwendet. Die detektierten
pathologischen Aberrationen waren zwischen 1 Mb und 8,4 Mb grof3. Das entspricht auch den
Ergebnissen der aktuellen Literatur. Die Aberrationen unter 1 Mb stellten sich in dieser Arbeit
als familidre heraus. Es ist davon auszugehen, dass eine hohere Auflosung auch mehr falsch
positive Befunde hervorruft, da insbesondere die Interpretation der Kopienzahlvariationen in
der Beurteilung eines aberranten Array-Befundes ein Problem darstellt. Signifikante
Unterschiede in den Symptomen lieen sich zwischen den Probanden mit einem normalen
und einem pathologischen Befund nicht nachweisen. Auch ergaben sich keine Unterschiede
hinsichtlich der Verteilung benigner Kopienzahlvarianten.

Zusammengefasst bietet die Array-CGH-Analyse gegeniiber herkdmmlichen genetischen
Verfahren, wie der konventionellen Chromosomenanalyse, der FISH-Diagnostik oder dem
Subtelomerscreening, die Moglichkeit bei Patienten mit geistiger Entwicklungsstdrung
kleinere Aberrationen genomweit zu erfassen. Allerdings erfordert der Nachweis kleinster
Aberrationen zwingend umfangreiche Studien an sorgfiltig ausgewidhlten Kollektiven, um die
Interpretation einer nachgewiesenen Aberration und deren phénotypische Relevanz zu
verbessern und so die genetische Beratung auch im Hinblick auf das Wiederholungsrisiko zu

optimieren.
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7Anhang

Fragebogen zu klinischen Symptomen Array-CGH-

untersuchter Patienten

Einsender: Empfinger:
Institut fiir Humangenetik
Universitatsklinikum SH
Campus Kiel
Direktor: Prof. Dr. med. R. Siebert
Schwanenweg 24

24105 Kiel

Name: Geburtsdatum:
JA NEIN

Mentale Retardierung O |
Wenn ja, wie schwer ist der Patient mental retardiert?
Positive Familienanamnese fiir mentale Retardierung O O
Wenn ja, welches Familienmitglied ist betroffen und in welchem Ausmaf3?
[ ] Vater I Mutter [ Bruder L1 Schwester L1
Prénatale Wachstumsretardierung O O
Postnatale Wachstumsanomalien [ ]
Mikrozephalie O LI
Makrozephalie = L
Faziale Dysmorphien O |
Wenn ja, weche fazialen Dysmorphien weist der Patient auf?
Andere kongenitale Anomalien/Fehlbildungen | |

Wenn ja, welche anderen kongenitalen Anomalien/Fehlbildungen weist der Patient auf?

Verhaltensauffélligkeiten: O (|
Wenn ja, welche Verhaltensauffilligkeiten zeigt der Patient?

Zerebrale Anfille (| |

ggf. klinische Diagnose:

Karyotyp:

evtl. FISH-Befunde:

Sonstiges (z.B. auffélliger Chromosomenbefund):
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