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1 Einleitung und Ziel der Arbeit

Allgemeines

Einer der gro3en Fortschritte in der Geschichte der Genetik ist die Darstellbarkeit der
Chromosomen eines Individuums. Konnte man anfangs aufgrund der fehlenden
Unterscheidungsmerkmale der Chromosomen nur numerische und sehr grobe
strukturelle  Veranderungen  detektieren, lieferte  die  Einfiuhrung  der
Chromosomenbanderungsmethoden im Jahre 1968 den Auftakt zur routinemafligen
Anwendung der Karyotypisierung in der Medizin und in der Forschung (Casperson et
al. 1968, Casperson et al. 1970a, Casperson et al. 1970b). Eine wichtige Bedeutung
fur die B&anderungsmdglichkeit der Chromosomen liegt im unterschiedlichen
Kondensierungsgrad der in ihnen enthaltenen DNS. So hat jedes Chromosom eine
mit verschiedenen Farbungen darstellbare charakteristische Abfolge von
Heterochromatin und Euchromatin, welche sich durch die unterschiedlichen
Charakteristika der Chromosomen in den einzelnen Banden ergibt (Comings 1978).
Storungen der Bandenabfolge werden unter dem Begriff ,Strukturverdnderungen®

zusammengefasst.

Chromosomen dienen in der Mitose und Meiose als Trager des Erbguts und
vereinfachen die symmetrische Verteilung der DNS auf die Tochterzellen. Bei diesem
Vorgang kommt es standig spontan oder aufgrund physikalischer oder chemischer
Noxen zu Brichen in den Chromosomen, welche durch verschiedene
Reparaturmechanismen beseitigt werden kodnnen. Dabei kann es jedoch zu
strukturellen Veranderungen auf chromosomaler Ebene kommen (Haber 2000).
Verursachen die entstandenen Briche und Umlagerungen einen Verlust oder
Zugewinn von Chromosomenmaterial, spricht man von einem unbalancierten
Karyotyp. Je nach GroRe und Bedeutung des verlorenen oder hinzukommenden
Materials fuhrt dies von keinen oder mehr oder weniger schweren phanotypischen
Auffalligkeiten bis hin zur Lebensunfahigkeit des betroffenen Individuums. Bei
balancierten Veranderungen besteht zwar eine Verdnderung der Struktur der
Chromosomen, die Gesamtheit der genetischen Information bleibt jedoch

unverandert vorhanden.



Bei einem klinisch unauffalligen Patienten ist eine balancierte Strukturverdnderung
meist ein Zufallsbefund. Oft wird jedoch eine balancierte Veranderung bei Paaren mit
Fertilitatsproblemen oder einem gesunden Elternteil eines phanotypisch auffalligen

Kindes mit unbalanciertem Karyotyp gefunden (Pantzar et al. 1984).

In den Fallen, bei denen eine balanciert erscheinende Chromosomenanomalie bei
einem auffalligen Patienten beobachtet wird, besteht der Verdacht auf ein ,Disease-
associated balanced chromosome rearrangement® (DBCR). Manchmal kann eine
detaillierte Analyse der Bruchpunkte Aufschluss Uber einen moglichen
Zusammenhang zwischen genotypischen und phanotypischen Veranderungen
liefern. In einigen wenigen Fallen kann so ein Hinweis auf die Funktion eines bislang
noch nicht genauer untersuchten Gens gefunden werden. Da die Auflosung der
Chromosomenbanderung mittels Strukturanalyse mit bester Qualitat der
Chromosomenpréaparate bei nur etwa 5-10 Mb (Menten et al. 2006) liegt, miussen
héherauflésende Verfahren herangezogen werden, beispielsweise die Fluoreszenz-
in-situ-Hybridisierung (FISH, s. Kapitel Methoden). Durch den Einsatz dieser
Methode konnten bereits in anderen Fallen detailliertere Informationen zur Karyotyp-
Phanotyp-Korrelation erzielt werden (Schroder et al. 1998, Bartsch et al. 1999, Zhu et
al. 2001, Walter et al. 2004, Spielmann et al. 2016).

Ziel der Arbeit

In dieser Arbeit werden die Chromosomenabschnitte zweier phanotypisch auffalliger
Patienten  analysiert. Bei beiden Kindern wurde eine  strukturelle
Chromosomenanomalie nachgewiesen, die sich zytogenetisch balanciert darstellte.
Mittels FISH wurden die Chromosomenbruchpunkte untersucht, um Aufschluss tber
die genaue Lokalisation und die in dieser Region befindlichen Gene zu erhalten.
Durch die Identifizierung der Bruchstellen und eventuell in ihrer Funktion
beeintrachtigten Gene, kénnen Ruckschlisse auf einen Zusammenhang zwischen

Genotyp und Phanotyp der Patienten gezogen werden.

Des Weiteren konnen die detaillierten Untersuchungen Uber die Ebene der
klassischen Zytogenetik hinaus dazu beitragen, unser molekulares Verstandnis des
komplexen Vorgangs der Vererbung und der Entwicklungskinetik zu erweitern.
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2 Literaturdiskussion

2.1 Angeborene Entwicklungsauffalligkeiten

Werden bei einem Kind Entwicklungsauffalligkeiten diagnostiziert, stellt sich in vielen
Fallen die Frage nach der Ursache. Das Risiko gesunder, nicht miteinander
verwandter Eltern, ein Kind mit einer angeborenen Erkrankung zu bekommen, liegt
bei etwa 2-3% (Patricia 1977, Warburton 1991, Dolk et al. 2010). In etwa 20% der
Falle kann der Ausléser geklart werden, wovon rund 95% auf chromosomale oder
genetische Ursachen fallen. Bei den verbleibenden Féllen ist die Ursache unbekannt
(Feldkamp et al. 2017). Es wird ein Zusammenhang zwischen &uf3eren Faktoren, wie
zum Beispiel chemischen oder physikalischen Noxen, Mangel- oder Fehlernédhrung
oder dem Alter der Eltern und dem Risiko fir eine embryonale oder fetale
Schadigung beobachtet (Lentze et al. 2003, Harris et al. 2017).

2.2 Diagnostische Moglichkeiten bei unklaren

Entwicklungsstdérungen

Bei einem Kind mit unklarer Entwicklungsstérung ist zur Abklarung oft eine breite
Palette an korperlichen Untersuchungen nétig. Es muss versucht werden, eine
Differenzierung zwischen isolierter Fehlbildung oder Vorliegen eines Syndroms, also

eines Symptomenkomplexes aufgrund einer gemeinsamen Ursache, zu erzielen.

2.2.1 Genetische Beratung

Neben der Erhebung einer Vielzahl klinischer Parameter, ist eine ausfihrliche
Schwangerschafts- und Geburtsanamnese flr die Feststellung mdglicher Ursachen
wichtig. In diesem Zusammenhang ist eine Vorstellung bei einem Humangenetiker zu
empfehlen. Zur genetischen Abklarung gehdrt zudem auch die Erhebung einer
ausfuhrlichen Familienanamnese Uber 3 Generationen sowie die Information der

Eltern Gber eventuelle Mdglichkeiten und Grenzen der genetischen Abklarung.



2.2.2 Chromosomenanalyse

Neben gezielten genetischen Untersuchungen bei Verdacht auf monogene
Erkrankungen spielt die Durchfuhrung einer Chromosomenanalyse im Rahmen der
Abklarung von Entwicklungsstérungen unklarer Genese eine grof3e Rolle.

War es zu Beginn der Einfihrung der Chromosomenanalysen nur mdglich,
numerische oder grobstrukturelle Verdnderungen zu erkennen, eréffnete die
Entdeckung der Chromosomenanalyse mit verschiedenen B&anderungsverfahren
Mitte des letzten Jahrhunderts neue Mdoglichkeiten zur Ursachenforschung bei
angeborenen Auffalligkeiten. Im Karyotyp des Menschen kbénnen mehr

Veranderungen auftreten, als man zunachst angenommen hatte.

Ein Chromosomenscreening an einer umfassenden Zahl an Neugeborenen im
Rahmen der Studie von Nielsen und Wohlert im Jahre 1991 an 34.910
Neugeborenen zeigte vielfaltige Verdnderungen der Chromosomen sowohl bei
gesunden, als auch Klinisch auffalligen Kindern. Zusammengefasst haben
Chromosomenveranderungen eine Inzidenz von etwa 1:118, wovon strukturelle

Besonderheiten etwa 49 % der Félle ausmachen (Nielsen und Wohlert 1991).

Wahrend bei unbalancierten autosomalen Chromosomenverénderungen fast immer
eine Korrelation zum Phanotyp hergestellt werden kann, ergibt sich bei balancierten
Veranderungen in Zusammenhang mit angeborenen Auffalligkeiten die Frage nach

Ursache und Wirkung.

Im Rahmen vorgeburtlicher Untersuchungen aufgrund erhéhten maternalen Alters
werden gelegentlich balanciert erscheinende Translokationen oder Inversionen
beobachtet. In den meisten Fallen wurde die balancierte Veranderung von einem
Elternteil an das Kind vererbt. Die Haufigkeit einer neu entstandenen balanciert
erscheinenden reziproken Translokation liegt bei 1 von 2000 Neugeborenen, fur
Inversionen bei 1 zu 10000 (Warburton 1991). Das statistische a-priori Risiko fur
angeborene Gesundheitsstorungen liegt bei diesen Kindern mit 6,7% etwas mehr als
doppelt so hoch wie das allgemeine Basisrisiko in der Normalbevélkerung von 2-3%.
(Warburton 1991, Patricia 1977).



2.2.3 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Eine wichtige Rolle bei der weiteren Abklarung spielt die Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (siehe auch Kapitel Methoden) als eine schon langer erganzenden
Untersuchungen bei Verdacht auf Chromosomenimbalancen (Pardue und Gall 1969).
Sie ermdglicht es, unter Zuhilfenahme genomweiter BAC-Bibliotheken, genau
definierte Chromosomenabschnitte auf die korrekte Kopienzahl und die Lokalisation
im Karyogramm zu untersuchen. Bei unklaren Entwicklungsstorungen kommt die
gezielte Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung jedoch nur zum Einsatz, wenn der zu
untersuchende Abschnitt bereits durch einen klinischen Verdacht oder durch eine

auffallige Karyotypisierung eingegrenzt werden konnte.

2.2.4 CGH

Die comperative genomische Hydridisierung wurde 1992 eingefiihrt und ist eine
Anwendungsmaoglichkeit der Fluoreszenz in-situ-Hybridisierung. Die CGH ermdéglicht
es, genomweit nach Imbalancen im Erbgut zu suchen, ohne eine Zellkultur und
Karyotypisierung durchzufiihren oder den vermuteten Bereich weiter einschranken
zu missen. Bei dieser Methode wird das gesamte zu untersuchende Genom
amplifiziert, zu fluoreszenzmarkierten Sonden gestaltet, zu gleichen Teilen mit einer
andersfarbig gelabelten Referenz-DNS gemischt und auf ein weiteres Referenz-
Genom in Form einer Chromosomenmetaphase hybridisiert. Deletionen, bzw.
Duplikationen erscheinen dann als Verschiebung der Fluoreszenz-Mischung in den
betroffenen Abschnitten. Anwendung fand die CGH vor allem in der Tumorgenetik, da
bei Tumoren oft komplexe Deletionen und Amplifikationen gefunden werden kénnen
und eine Zellkultur von soliden Tumoren sich oft schwierig gestaltet (Kallioniemi et al.
1992). Die Auflésung der CGH erreichte jedoch in der Anwendung nicht die erhoffte
Sensitivitat, je nach Art der Veranderung liegt sie bei bis zu 10-20 Mb (Weiss et al.
1999).



2.2.5 Array-CGH

Die Array-CGH ist eine Weiterfihrung der herkdbmmlichen (Metaphasen-) CGH, bei
der anstelle einer Referenzmetaphase viele auf eine Matrix gebundene Referenz-
DNS-Abschnitte (meist Verwendung von BAC-Sequenzen) eingesetzt werden. Die
Referenz-Sequenzen sind Uber das ganze Genom verteilt, durch die Anzahl der
Referenz-Abschnitte und die Verteilungsdichte kann die Auflosung bestimmt werden
(1Mb bis 30Kb) (Lipshutz et al. 1995).

Ein breites Einsatzgebiet findet die Array-CGH im Bereich der genetischen
Diagnostik bei Kindern mit ungeklarten Entwicklungsstérungen, mentaler
Retardierung, Fehlbildungen und Symptomen aus dem Autismus Spektrum. Der
diagnostische Zugewinn durch die Array-CGH wurde bei dieser Patientengruppe mit
10-20% gegenuber einer konventionellen Chromosomenanalyse beziffert (Sagoo et
al. 2009, Miller et al. 2010) und die Array-CGH als erste diagnostische MalRnhahme
bei der o.g. Indikation angegeben. Andererseits missen auch ihre Grenzen und
Limitierungen bedacht werden (Manning et al. 2010). Waggoner et al (2018) haben
kUrzlich im Rahmen des ,American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG)“ Leitlinien Uber Zusatzuntersuchungen nach unauffélliger Array-CGH
erarbeitet. Schlie3lich hat die Array-CGH auch Eingang in die Pranataldiagnostik
gefunden (Cheng et al. 2019).

2.2.6 Next-Generation-Sequencing

Der Fortschritt in der Technik neuer Sequenzierverfahren in der genetischen
Diagnostik hat inzwischen einen grof3en Durchsatz an Untersuchungen in relativ
kurzer Zeit moglich gemacht (Next-Generation-Sequencing, NGS). Auf die Methode
wird hier nicht weiter eingegangen, es ist jedoch inzwischen durch den Einsatz der
NGS mdglich, alle bekannten codierenden Bereiche eines Genoms (Whole-Exome-
Sequencing) (Nuytemans und Vance 2010) oder auch ein gesamtes Genom (Whole-
Genome-Sequencing) zu sequenzieren (Ng und Kirkness 2010). Wahernd die NGS
anfangs aufgrund der grof3en Datenflille sowie des enormen zeitlichen finanziellen
Aufwands nur in der Forschung zum Einsatz kam, findet sie ab etwa 2010
zunehmende Anwendung in der molekulargenetischen Routinediagnostik. Neuere

Arbeiten berichten von Diagnoseraten durch WES von 57,7 % (Stark et al, 2016) bei
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Kindern mit vermuteten monogenen Erkrankungen, oder 42 % bei Kindern mit
unklaren Entwicklungsstorungen und unspezifischen neurologischen Symptomen
durch die Kombination Index- und Elternuntersuchung (Trio-WES) (Mabhler et al.
2019). Malinowski et al. (2020) stellten in ihrer Metanalyse von 167 Publikationen, bei
denen wegen kongenitalen Fehlbildungen, Entwicklungsstérungen oder
Intelligenzminderung eine WES, bzw. eine WGS durchgefihrt wurde, deren
Uberlegenheit gegentiber bisherigen diagnostischen Methoden bezuglich des
Outcomes fir Patienten und Familienangehorige heraus. Wie die Array-CGH hat
auch die WES mittlerweile Eingang in die Préanataldiagnostik gefunden (Lord et al.
2019)

2.3 Ursachen fur Entwicklungsauffalligkeiten

Als mdgliche Ursachen fur Entwicklungsauffalligkeiten bei scheinbar balancierten
Strukturveranderungen kommen mehrere Mechanismen in Betracht. In einigen Fallen
verbirgt sich hinter einer zunachst vermuteten einfachen reziproken Translokation ein
komplexes Chromosomenrearrangement mit erhéhter Wahrscheinlichkeit far
Imbalancen (CCR, mehr als 3 Bruchpunkte) (Patsalis et al. 2004). Die Untersuchung
einer Gruppe Patienten mit balanciert erscheinenden Translokationen oder CCRs
mittels Array-CGH zeigte, dass in etwa 40% der Patienten Deletionen festgestellt
werden koénnen (De Gregori et al. 2007). Dabei wurden Deletionen sowohl

bruchpunktassoziiert als auch bruchpunktunabhangig beobachtet.

Eine weitere Erklarung fur Entwicklungsstorungen in diesem Zusammenhang stellen
Duplikationen dosisabhangiger Gene dar, dies scheint jedoch im Vergleich zu

Deletionen seltener der Fall zu sein (Gribble et al. 2005).

In manchen Féllen kann eine Unterbrechung eines einzelnen Gens als Ursache fir
phanotypische Aufféalligkeiten ausfindig gemacht werden (Millar et al. 2000, Curran et
al. 1993, Budarf et al. 1995).

Neben Deletionen oder Unterbrechungen entwicklungsrelevanter Gene kann auch
die Neupositionierung im Genom eine Rolle bei der Aktivierung oder Deaktivierung

der Genexpression spielen (Kleinjan und va Heyningen 1998). Eine Untersuchung
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auf das Vorhandensein dieses Positionseffekts gestaltet sich jedoch schwierig, da
viele Transkriptionsfaktoren bisher unbekannt sind. Eine Expressionsanalyse auf
RNS-Ebene kdnnte Aufschluss geben, allerdings ist die Genexpression nicht in allen
Geweben gleich ausgepragt und variiert in den unterschiedlichen embryonalen

Entwicklungsstadien.

Bietet eine heterozygote Deletion oder Unterbrechung eines rezessiven Gens keine
ausreichende Erklarung fur den Phanotyp des Tragers, sollte erwoden werden, ob es
durch die Deletion zu einer Offenlegung einer pathogenen Mutation auf dem
verbliebenen Allel gekommen sein kénnte (Patsalis et al. 2004)v.

Betrachtet man die mdglichen Ursachen fur Entwicklungsauffalligkeiten wird deutlich,
dass es zum gegenwartigen Zeitpunkt mit den zur Verfiigung stehenden Techniken
auch bei unauffalligen Befunden noch nicht mdglich ist, auszuschliel3en, dass eine
balancierte Translokation kausal fur einen auffalligen Phanotyp ist. Es sollte aber
auch daran gedacht werden, dass bei diesen Kindern andere nichtgenetische
Ursachen oder unabhangige genetische und epigenetische Faktoren eine Rolle

spielen kénnen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die weiterfihrende Diagnostik bei
balanciert erscheinenden Chromosomenrearrangements eine wichtige Quelle fir die
Grundlagenforschung in Bezug auf Genotyp-Phanotyp-Korrelation darstellt (Brugge
et al. 2000) und uns weitere Puzzleteilchen zum Verstandnis molekulargenetischer

Mechanismen liefern kann.

3 Material und Methoden

3.1 Fallbeschreibungen

Untersucht wurden Metaphasechromosomen zweier Patienten. Bei beiden Jungen

wurde aufgrund geistiger Retardierung und leichter phanotypischer Auffalligkeiten

eine Chromosomenanalyse durchgefuhrt. Dabei wurde in beiden Fallen ein auffalliger

Karyotyp erhoben, der sich mikroskopisch balanciert darstellte. Eine Untersuchung
8



der jeweiligen Eltern ergab unaufféllige Befunde, so dass die Veranderungen im

Chromosomensatz der Kinder sehr wahrscheinlich de novo entstanden sind.

Fall 1
Patient 1, geb. 1996

Patient 1 ist der erste Sohn gesunder, nicht verwandter Eltern. Er hat zwei gesunde
Bruder, es gibt keine Hinweise auf angeborene Fehlbildungen oder Erkrankungen in

seiner Familie.

("

Abbildung 1: Foto Patient 1 im Alter von acht Jahren

Patient 1 wurde nach unauffalligem Schwangerschaftsverlauf am Termin mittels
sekundarer Sectio wegen kindlichem Stress entbunden. Der Ein-Minuten APGAR-
Wert betrug 5, der Funf-Minuten APGAR-Wert 7. Das Gewicht lag mit 2750 Gramm
zwischen der 2. und 9. Perzentile. Der Patient wies Klumpfu3e auf, die jedoch keiner
operativen Behandlung bedurften. Bis auf eine leichte Hypospadie wurde ein
unauffalliges Genitale beobachtet. Die postpartale Zeit gestaltete sich unaufféllig, er

konnte am 5. Tag nach Hause entlassen werden.

Der Patient lernte mit sechs Monaten sitzen und mit 10 Monaten krabbeln. Das erste
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Mal auffallig wurde er mit 16 Monaten. Seine Eltern stellten ihn beim Kinderarzt vor,
weil er weder laufen noch sprechen konnte und sie der Meinung waren, er sei
ungeschickt. Aufgrund einer leichten globalen Entwicklungsverzégerung bekam er

Physiotherapie und Logopadie.

Im Alter von zwei Jahren wurde er beim Neurologen vorstellig. Er hatte mit 21
Monaten das Laufen gelernt, war aber sehr unsicher und wurde aufgrund einer
milden Rumpf-Ataxie und einer Entwicklungsverzégerung untersucht. Zu diesem

Zeitpunkt sprach er einzelne Worte.

Bei einer Chromosomenanalyse wurde eine zunachst balanciert erscheinende
perizentrische Inversion eines Chromosoms 7 beobachtet [initial erhobene
Karyotypformel: 46,XYqs,inv(7)(g35936.2)][Abb. 2].
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Abbildung 2: Initial erstelltes Karyogramm von Patient 1: 46,XYqs,inv(7)(q35936.2)

Die Untersuchungen auf das Vorliegen eines Fragilen-X- oder Prader-Willi-Syndroms

ergaben unauffallige Befunde. Die Chromosomenanalyse der Eltern zeigte jeweils
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einen unauffalligen Karyotyp.

Die Untersuchungen von Metaboliten wie Aminoséauren, Stoffwechselprodukten,
Hormonen und Antikérpern lagen im Normbereich. Im EEG zeigten sich unreife
Muster, es lagen keine Anzeichen fur das Vorliegen einer Epilepsie vor. Eine MRT-
Untersuchung des Schadels war ohne pathologischen Befund.

Im Alter von drei Jahren fiel der Patient vor allem durch seine motorische
Ungeschicklichkeit und seine Sprachentwicklungsverzogerung auf. Seine Gelenke
waren zudem Uberstreckbar. Obwohl keine eindeutigen Dysmorphiezeichen

vorlagen, fehlte die faziale Ahnlichkeit zu den Eltern.

In den folgenden acht Jahren entwickelte der Patient ein hyperaktives und
selbstbezogenes Verhalten mit autistischen Zugen. Er besucht eine Schule fir Kinder

mit moderaten Lernstérungen.

Fall 2

Patient 2, geb. 1996

Der Patient ist der zweite Sohn gesunder, nicht miteinander verwandter Eltern.
Schwangerschaft und Geburt verliefen unauffallig. Im Entwicklungsverlauf fiel er
durch eine Sprachentwicklungsverzogerung und motorische Dyspraxie auf. Er neigte
zu aggressivem Verhalten mit Wutanféllen. Es lagen keine Schwachsichtigkeit oder
Schwerhorigkeit vor, die Nahrungsaufnahme und das Schlafverhalten wiesen keine
Auffalligkeiten auf. In der Krankheitsanamnese wurden wiederholte Infekte, eine
Allergieneigung mit Asthma und Ekzemen und eine Anfalligkeit fir Nasenbluten

geschildert.

Korpergrof3e und Gewicht lagen auf der funfundsiebzigsten Perzentile. Es bestanden
nur geringfligige korperliche Auffalligkeiten: Sommersprossen, eine nur dinn
ausgebildete Oberlippe und Karies. Der Ohrknorpel hatte eine weiche Konsistenz,

Finger und Zehen waren kurz. Die Chromosomenanalyse ergab eine balanciert
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erscheinende reziproke Translokation zwischen dem kurzen Arm eines Chromosoms

4 und dem langen Arm eines Chromosoms 9.

Karyotypformel: 46,XY,t(4;9)(p16.3;q11) [Abb. 3]
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Abbildung 3: Initial erstelltes Karyogramm von Patient 2: 46,XY,t(4;9)(p16.3;q11)

Beide Elternteile wiesen einen unauffalligen Karyotyp auf.

3.2 Material

Als Ausgangsmaterial dienten heparinisierte Blutproben der Patienten und ihrer
Eltern. Nach der Kultivierung und PHA-Stimulierung der im Blut vorhandenen
Lymphozyten wurden Objekttrdger mit Metaphasechromosomen hergestellt. Auf
diese Metaphasechromosomen wurden die fur die jeweiligen DNS-Sequenzen

spezifischen DNS-Sonden hybridisiert und detektiert.

Die verwendeten DNS-Abschnitte zu Herstellung der Sonden wurden aus bereits
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bekannten und katalogisierten DNS-Sequenzen aus BACs (bacterial artificial
chromosome) isoliert und amplifiziert. Die hierbei eingesetzten BACs stammen aus

der Ensembl-Bibliothek fir humane Genome [Ensembl.org].

3.3 Eingesetzte BACs im Fall 1

BAC-Nummer |Lokalisation Position / GroRRe

RP11-382D12 1925.3 182.516.029-182.632.280 / 116.252 bps
RP11-445P19 1931.1 185.670.954-185.755.794 / 84.841 bps

RP11-6E3 1g31.2 189.843.455-190.027.923 / 184.469 bps
RP11-92K2 1g31.2 190.888.976-191.018.664 / 129.689 bps
RP11-379L12  1931.3 193.875.768-194.009.185 / 133.418 bps
RP11-135A14 1931.3 140.524.574-140.678.443 / 153.870 bps
RP11-172L10 1941 213.231.455-213.293.477 / 62.023 bps

RP11-5F19 1941 213.843.688-214.005.803 / 162.116 bps
RP11-332J14 1941 218.698.681-218.866.026 / 167.346 bps
RP11-322F10 1941 218.864.021-218.985.621 / 121.601 bps

Tabelle 1: Liste der verwendeten BACs in Fall 1, welche auf Chromosom 1

hybridisieren

BAC-Nummer |Lokalisation Position/ GroR3e

RP11-313M4 7931.33 123.973.902-124.124.128 / 150.227 bps
RP11-791P08 7q32.1 125.542.411-125.692.927 / 150.517 bps
RP11-105E03 |7qg32.1 125.859.365-126.027.400 / 168.036 bps
RP11-475H14 7q32.1 126.130.514-126.312.406 / 181.893 bps
RP11-309K22 7q32.1 126.310.437-126.465.834 / 155.398 bps
RP11-224A1 7932.1 127.107.823-127.266.849 / 159.027 bps
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RP11-62J1 7932.1 127.648.902-127.812.452 / 163.551 bps
RP11-274B21 |7q32.1 128.038.544-128.215.418 / 176.875 bps
RP11-30712 7934-35 143.102.265-143.211.337 / 109.073 bps
RP11-374N8 7935 144.066.655-144.274.335 / 207.681 bps
RP11-49G5 7935 144.233.518-144.384.550 / 151.033 bps
RP11-409M7 7935 144.359.003-144.516.051 / 157.049 bps
RP11-697B15 7935 145.051.154-145.187.440/ 136.287 bps
RP4-630F1 7935 145.654.135-145.781.660 / 127.526 bps
RP11-766K8 7935 145.781.461-145.799.233 / 17.773 bps
RP5-969D4 7935 146.102.541-146.178.149 / 75.609 bps
RP11-643A21 7935 146.553.728-146.706.612 / 152.885 bps
RP11-291N9 7935 146.706.412-146.787.701 / 81.290 bps
RP4-811H12 7935 146.787.501-146.949.716 / 162.216 bps
RP4-777G9 7935 146.949.516-147.038.613 / 89.098 bps
RP11-654P5 7935 147.038.413-147.084.470 / 46.058 bps
RP11-1150H5 |7q935 147.259.181-147.317.996 / 58.816 bps
RP11-519M4 7936.1 147.542.899-147.689.274 / 146.376 bps
RP11-312C1 70936.1 152.089.700-152.229.850 / 140.151 bps
RP11-422E4 7036.2 153.750.370-153.901.568 / 151.199 bps

Tabelle 2: Liste der verwendeten BACs in Fall 1, welche auf Chromosom 7

hybridisieren
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3.4 Eingesetzte BACs im Fall 2

BAC-Nummer | Lokalisation Position / GroRRe

RP11-478C6 4p16.3 200.623-354.887 / 154.265 bps
RP11-1191J2 4p16.3 592.222-722.011 / 129.790 bps
RP11-440L14 |4p16.3 722.012-906.785 / 184.774 bps
RP11-460119 4p16.3 906.786-1.083.016 / 176.231 bps
RP11-386115 4p16.3 1.271.479-1.356.459 / 84.981 bps
RP11-1197E19 4p16.3 1.782.574-1.850.023 / 67.450 bps
RP11-478C1 4p16.3 2.145.195-2.321.533 / 176.339 bps
RP11-324110 4p16.3 4.175.374-4.366.969 / 191.596 bps

Tabelle 3: Liste der verwendeten BACs in Fall 2, welche auf Chromosom 4

hybridisieren

BAC-Nummer | Lokalisation Position/ GroRRe

RP11-216M21 9p11.2/9q12 42.204.266-42.368.151 / 163.886 bps

RP11-399F4  9pl11.2/ 42.938.056-43.025.195 / 87.140 bps
9p11.1

Alpha-Satelliten 9cen
(VYSIS)

Tabelle 4: Liste der verwendeten BACs in Fall 2, welche auf Chromosom 9
hybridisieren

3.5 Reagenzien

Es wurden die laboriblichen Reagenzien verwendet, Angaben dber Inhalt und

Zusammensetzung finden sich auf dem Institutsserver der Humangenetik der

Universitatsmedizin Mainz:
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Transfer/Ressourcen/Enzyme, Chemikalienliste/Chemikalienliste, raumweise

3.6 Methoden

3.6.1 Allgemeines zur FISH-Diagnostik

Gelang mit der Entdeckung der Darstellbarkeit der Chromosomen und der
Chromosomenbanderung ein gro3er Schritt in der genetischen Diagnostik, so war
die Einfihrung der ,In-situ-Hybridisierung® Ende der 60er Jahre ein weiterer
Quantensprung fur die Zytogenetik. Hierbei machte man sich die Eigenschaften der
De- und Renaturierung komplementarer DNS- oder RNS-Einzelstrdnge zunutze
(John et al. 1969, Pardue und Gall 1969). Ein weiterer wichtiger Schritt war die
Einfuhrung der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung, die die Anwendung deutlich
vereinfachte und es ermdglichte, dass die FISH heute in groRem Rahmen als
Routinediagnostik in der Zytogenetik angewandt wird (Langer et al. 1981).

Eine umfassende, genomweite Bibliothek von BACs (Bacterial Artificial
Chromosome) ermdglicht eine zZielgerichtete Hybridisierung auf
Chromosomenabschnitte, um die Anzahl der Kopien oder auch die Lokalisation in der
Metaphase zu identifizieren (O’Connor et al. 1989, Asakawa et al. 1997, Haaf 2000).

3.6.2 Herstellung der Metaphasepraparate

Die Chromosomenpraparate wurden nach den ulblichen Methoden zur Herstellung
von Metaphasepraparaten angefertigt. Das Patientenmaterial bestand aus
heparinisiertem Vollblut. Aus PHA-stimulierten Lymphozytenkulturen wurde nach der
gangigen Methode mittels Kolchizinbehandlung, hypotoner KCI-Behandlung und
Methanol-Eisessig-Fixierung eine Zellsuspension in Methanol-Eisessig zur
Konservierung und Anfertigung der Praparate hergestellt.

Die Zellsuspension wurde auf Objekttrager aufgebracht und fir die weiteren

Analysen entsprechend vorbereitet.
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3.6.3 Herstellung der DNS-Sonden

DNS

Die DNS-Abschnitte zur Herstellung der Sonden wurden aus BACs der Ensembl-

Bibliothek fir humane Genome gewonnen:

Ausstreichen der Bakterien auf einen Nahragar mit - je nach BAC -

entsprechendem Antibiotikum mittels 3-Strich-Technik zur Vereinzelung

— Kultivierung der Platten fur 16h bei 37°C

— Uberfuihrung einer Kolonie des Bakterienstammes in 50ml Flissignahrmedium

— Kultivierung unter stdndigem Durchmischen fir 16h bei 37°C

— Kryokonservierung der Bakteriensuspension (800ul in 500ul 50% Glycerol) bei
-80°C

— Isolierung der Bakterien-DNS mittels PhasePrep™ BAC DNA Kit von Sigma
laut Anweisung der Mini Scale Preparation

- Bestimmung der DNS-Konzentration mittels Photometer (Eppendorf) bei einer

Wellenlange von 260nm

Nick-Translation

Die Nick-Translation ist ein Verfahren, um mittels DNS-Polymerase | aus
spezifischen DNS-Abschnitten geeignete Sonden fir die In situ-Hybridisierung
herzustellen (Rigby et al. 1977). Hierbei kénnen Antikorper- oder Fluoreszenz-
gelabelte dNTPs verwendet werden.

Die ersten DNS-Sonden wurden mittels Nick-Translation mit indirekter Markierung
der Sonden und anschlieBender Detektion mittels Fluoreszenz-Antikdrpern
hergestellt. Fur die nachfolgenden Sonden wurden direkt markierte dNTPs

eingesetzt, wodurch die Antikdrperdetektion entfiel.

Ansatz mit indirekt markierten Sonden (50ul Ansatz):
— 30 -xulH20
— 5 ul 10xNT-Puffer

— 5 ul dNTP-Mix
17



5 ul 0,1 M R-Mercaptoethanol

1pl Bio-16-dUTP oder DIG-16-dUTP

X Ul DNS(1ug)

3 pl DNAse [, 1:3000 in H20 bidest verdiinnt
1 pl DNA-Polymerase |

Ansatz mit direkt markierten dNTPs (25pl)

15 — x ul H20

2,5 ul 10xNT-Puffer

2,5 pl dNTP-Mix

2,5 pl 0,1 M 3-Mercaptoethanol

0,5 ul direkt gelabeltes dUTP (rot oder griin)

X Ul DNS (0,5u9)

1,5 pl DNAse 1, 1:3000 in H20 bidest verdinnt
0,75 pl DNA-Polymerase |

Ansatz auf Eis pipettieren, 45-60 min bei 15°C inkubieren,

Fragmentlangenanalyse (kann ausgespart werden),

7ul Ansatz auf 1,5% Agarosegel mittels Gelelektrophorese analysieren (gewinschte

Fragmentlange 200-500 bp, falls zu lang, eventuell Nachverdau).

Bei ausreichendem Verdau, Zugabe von 1 Volumen Stopp-Mix.

Aufreinigung und Fertigstellung der DNS-Sonden

Zum Entfernen nicht eingebauter Nukleotide und zu kurzer DNS-Abschnitte wurde

eine chromatographische Aufreinigung der DNS-Sonden lber eine Sephadex-Saule

durchgefuhrt:

Spitze einer 1ml-Einmalspritze mit etwas Watte ausstopfen
mit Sephadex G50 in TE + 0,1% SDS auffillen

bei 2000 rpm 2 min zentrifugieren

Nick-Translationsansatz auftragen

bei 2000 rpm 5 min zentrifugieren, Eluat auffangen
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Einzelne Nukleotide und zu kurze DNS-Abschnitte verbleiben in der Saule

Zur Unterdriickung von Kreuzhybridisierungen repetitiver DNS-Sequenzen wurden
die gereinigten Sonden mit cot-DNS und salm sperm DNS vermischt und durch

Zugabe von Natriumacetat und Athanol tiber Nacht bei -20°C gefallt:

Fallungsansatz:
— 25 pl Eluat
— 5 pl cot-DNS
— 5 pl salm sperm DNS
— 5 pul 3M NaAcetat pH 5,2
— 250 pl 100% Ethanol

Zur weiteren Aufreinigung der DNS-Abschnitte wurden die gefallten Sonden bei
13000 rpm 30 Minuten bei 4°C zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet
in 200ul 70% Ethanol resuspendiert.

Danach wurden die Sonden erneut 15 min bei 13 000 rpm und 4°C zentrifugiert, der
Uberstand abermals verworfen und das Pellet in der Vakuumzentrifuge fir ca. 10 min

getrocknet.

Die fertigen Sonden wurden in 5-10ul Hybmix aufgenommen.

3.6.4 Hybridisierung der DNS-Sonden auf Chromosomenpraparate

Um eine Hybridisierung zu ermdglichen, missen sowohl das Praparat als auch die
DNS-Sonde denaturiert werden, um Einzelstrang-DNS zu erhalten.

Vorbehandlung und Denaturierung der Objekttrager:

— 1-5 min in 2xSSC einstellen (RT)
— aufsteigende Alkoholreihe (70% — 85% — 100% Ethanol, je 1min)

— Objekttrager trocknen lassen
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— 150-200 pl 70% deionisiertes Formamid / 30% 2xSSC auf Préaparat
aufbringen, mit Deckglas abdecken

— 3-5 min bei 73°C auf Warmeplatte denaturieren

— aufsteigende Alkoholreihe

— Objekttrager trocknen lassen, vor Sondenzugabe anwarmen (37°C)

Denaturierung und Hybridisierung der Sonde

— Sonde im Hybmix 30 min bei 45°C im Ruttler [6sen
— vorsichtig resuspendieren

— 5-8 min bei 80°C denaturieren

— 30 min bei 37°C preaneelen

— auf vorgewarmten Objekttrager aufbringen

— eindecken, mit Fixogum abdichten

— in feuchter Kammer bei 37°C 1-3 Tage inkubieren

3.6.5 Hybridisierunganalyse

Je nach Verwendung von direktmarkierten dNTPs oder Biotin- bzw. Dig-gelabelten
dUTPs erfolgte eine Direktanalyse oder eine Antikdrperdetektion.

Direktanalyse

Die Objekttrager wurden nach der Hybridisierung entdeckelt und 2min bei 65°C in
0,4xSSC ausgewaschen. AnschlieBend wurden sie 1 Minute in 2xSSC bei
Raumtemperatur eingestellt, antrocknen gelassen, mit 15ul Vectashield incl. DAPI

eingedeckelt und unter einem Fluoreszenzmikroskop analysiert.

Antikorperdetektion

Waschen der Objekttrager:
— 9 minin 2xSSC (45°C)
— 9 minin 0,2xSSC (55°C)
— kurz in 4xSSC/ 0,1% Tween (45°C) equilibrieren
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Blocking:
— Objekttrager mit 150 pl 3% Blocking eindecken
— 30 min bei 37°C in feuchter Kammer inkubieren
Nachweisreaktion:
— Objekttrager fur 1min in 4xSSC/ 0,1% Tween (45°C) einstellen
— mit 150 pl Avidin/FITC-Antikérperverdiinnungslésung eindecken
— 30 min in feuchter Kammer bei 37°C inkubieren
— 9 min in 4xSSC/0,1% Tween bei 45°C waschen
— mit 150 pl anti-Avidin/mouse-anti-GIG Verdlinnungslésung eindecken
— 45 min in feuchter Kammer bei 37°C inkubieren
— 9 min in 4xSSC/0,1% Tween bei 45°C waschen
— mit 150 pl Avidin-FITC / sheep-anti-Mouse Verdinnungslésung eindecken
— 30 min in feuchter Kammer bei 37°C inkubieren
Gegenfarbung mit DAPI
— Objekttrager abtropfen lassen
— mit 1 ml DAPI-Farbel6sung abgedunkelt 10 min bei RT farben
— DAPI abkippen, Objekttrager mit destilliertem Wasser abspulen
— im Dunkeln trocknen lassen

— mit 20 pl Antifadel6sung eindecken, unter dem Mikroskop analysieren

3.6.6 Mikroskop

Die Auswertung der Praparate erfolgte mit einem Fluoreszenzmikroskop (Axioskop
23 der Firma Zeiss). Die verwendeten Filter:

Grin: Filterset 10 (bp 450-490, ft 510, bp515-565)

Blau: Filterset 01 (bp365, ft395, Ip397)

Rot: Filterset 15 (bp546/12, ft580, [p590)

Die fotografische Dokumentation erfolgte mit dem Bildanalysesystem Power Gene
der Firma Applied Imaging mac probe 4.3.
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4 Ergebnisse

4.1 Fall1l

Die urspringliche Karyotypformel von Patient 1 war mit 46,XYgs,inv(7)(q35;936.2)
angegeben. Anhand der zytogenetisch erhobenen Karyotypformel wurden in
Ensembl.org BACs ausgewahlt, die im Bereich der Bruchpunkte hybridisieren sollten.

Name Bande Position Hybridisierungsort
RP11-30712 7034 143.493.388-143.493.813 7q, invertiert
RP11-374N8 7q35 144.512.467-144.602.584 7q, invertiert [Abb.5]
RP11-697B15 7q35 145.051.154-145.187.440 1q [Abb. 4]
RP11-519M4 7036.1 147.911.966-148.058.341 74, nicht invertiert
RP11-422E4 7q936.2 154.119.437-154.270.634 7q, nicht invertiert

Tabelle 5: Erstes Sonden-Panel Fall 1
Rasch zeigte sich, dass bei dem Patienten komplexere Strukturverédnderungen

vorliegen, als zunéchst vermutet wurde. Die DNS-Sonde RP11-697B15 (Grun) fur
den Bruchpunkt auf 7935 hybridisierte auch auf einem der Chromosomen 1. [Abb. 4]
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Abbildung 4: Fall 1, RP11-697B15 (grin) auf 7g und 1q; RP11-519M4 (rot)
auf 7q (Pfeile)
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Abbildung 5: Fall 1, 7pter (grin); RP11-374N8 (rot) auf 7q

(invertiert und normal) (Pfeile)

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde der urspriingliche Karyotyp revidiert. Die

Bruchpunkte fur die Inversion wurden anhand der Karyogramme neu ermittelt und

auf die Banden 7g32.1 und 7935 gelegt.

Name Bande Position Hybridisierungsort
RP11-313M4  7931.33 124.188.666-124.336.892 7q, nicht invertiert
RP11-274B21 7932.1 128.251.308-128.355.597 7q, invertiert [Abb. 6]
RP11-409M7 7935 144.728.070-144.768.002 1q

RP11-643A21 7935 146.553.728-146.706.411 1q [Abb. 8]

RP11-654P5 7935 147.407.480-147.453.336 7q, nicht invertiert[Abb. 7]
RP11-1150H5 7935 147.628.248-147.686.862 7q, nicht invertiert
RP11-312C1 7036.1  152.458.767-152.598.716 7q, nicht invertiert

Tabelle 6: Zweites Sonden-Panel Fall 1
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Abbildung 6: Fall 1, RP11-274B21 (rot) invertiert und nicht invertiert
(Pfeile) auf 7q, mit Kreuzhybridisierungen

Abbildung 7: Fall 1, RP11-654P5 (rot) nicht invertiert auf 7q (Pfeile)

25



Um den Insertionsort auf Chromosom 1q n&her einzugrenzen, wurden weitere

Sonden auf Chromosom 1 hybridisiert und in Bezug zu RP11-643A21 gestellt.

Name Bande Position Hybridisierungsort
RP11-382D12 1g25.3 184.251.406-184.365.657  1q, oberhalb
RP11-420P16 19g31.1 188.815.279-188.974.191  1q, oberhalb

RP11-463J7 1931.1-31.2 188.892.717-189.058.635 1q, oberhalb

RP11-184F4  1g31.2 189.162.971-189.327.857  1q, oberhalb
RP11-18908  1g31.2 189.468.242-189.624.029  1q, oberhalb
RP11-191J5  1g31.2 189.624.272-189.797.018  1q, oberhalb
RP11-6E3 131.2 189.843.455-190.027.923 | 1q, oberhalb [Abb. 8]
RP11-92K2  1g31.2 190.888.976-191.038.120  1q, oberhalb
RP11-379L12 1931.3 193.875.766-194.047.789  1q, unterhalb
RP11-135A15 1g31.3 198.176.004-198.339.212  1q, unterhalb [Abb. 9]

Tabelle 7: Drittes Sonden-Panel Fall 1

Abbildung 8: Falll, RP11-6E3 (griin) zentromerseitig von RP11-
643A21 (rot) (Pfeil)
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Abbildung 9: Fall 1, RP11-135A15 (grun) telomerseitig von RP11-
643A21 (rot) auf 1q (Pfeil)

Die Bestimmung der Bruchpunkte des auf Chromosom 1 inserierten Stiickes erfolgte

durch folgende Sonden:

Name Bande Position Hybridisierungsort
RP11-49G5 7935 144.602.585-144.728.069 1q und 7q, invertiert [Abb. 10]
RP11-291N9 7935 147.075.479-147.156.567 1q

RP4-811H12 7935 147.156.568-147.318.582 1q

RP4-777G9 7935 147.318.583-147.407.479 1g und 7q, nicht invertiert

[Abb. 11]

Tabelle 8: Viertes Sonden-Panel Fall 1
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Abbildung 10: Fall 1, RP11-49GS5 (rot) auf Derivat 1, Chromosom 7
und Derivat 7 (Pfeile)

Abbildung 11: Fall 1, RP4-777G9 (rot) auf Derivat 1, Chromosom 7
und Derivat 7 (Pfeile)
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Der - wie zunachst angenommen - letzte Bruchpunkt auf Chromosom 7 wurde wieder
mittels BAC-Sonden ermittelt.

Name

Bande Position

Hybridisierungsort der(7)

RP11-791P08

7031.33 125.756.175 - 125.904.691

gespaltenes Signal [Abb. 14]

RP11-475H14

7031.33 126.344.278 — 126.524.170

invertiert [Abb. 12]

RP11-309K22

7931.33 126.524.201 — 126.677.598

invertiert [Abb. 13]

Tabelle 9: Fiinftes Sonden-Panel Fall 1

Abbildung 12: Falll, RP11-475H14 (rot) auf Chromosom 7 und
Derivat 7 (invertiert) (Pfeile)
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Abbildung 13: Fall 1, RP11-309K22 (rot) auf Chromosom 7 und
Derivat 7 (invertiert) (Pfeile)

Abbildung 14: Fall 1, RP11-791P08 (rot) gesplittet auf Derivat 7
(Pfeil)
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Da die Bestimmung des verbleibenden Bruchpunkts auf Chromosom 1 aufgrund zu
geringer Auflosung nicht mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung mdglich war,
wurden lllumina infinium HumanHap370 genotyping beadchip SNP arrays“ des
Patienten und seiner Eltern bei Herrn Dr. Martin Poot an der Universitat Utrecht

durchgefuhrt, um Deletionen im Bereich der Bruchpunkte ausschliel3en zu kdnnen.

Die Analyse zeigte im proximalen, auf Derivat 7 verbliebenen Anteil, von CNTNAP2
einen Verlust im paternalen Allel von mindestens 402 kb und maximal 435 kb.

Die Deletion reichte von SNP rs10275851(nt:145.717.255) bis SNP rs12674168(nt:
146.120.055) und wurde durch SNP rs17170068(nt: 145.696.390) und SNP
rs11972861(nt: 146.131.465) flankiert.

Auf Chromosomen 1 wurden mehrere Auffalligkeiten beobachtet. Im Bereich 1p32.3
lag eine von der Mutter unverdndert vererbte Duplikation von SNP rs2270003(nt:
55.021.290 bis SNP rs17111584(nt: 55.319.284), Flankierung durch SNP rs12740946
(nt: 55.016.785) und SNP rs497159 (nt: 55.326.142).

Im Bereich 1g41.1 bestand eine de novo 5,65 Mb-Deletion des paternalen Allels.
Deletion von SNP rs2841616 (nt: 213,240,461) bis SNP rs2889895 (nt:
218,894,753), Flankierung durch SNP rs1452623 (nt: 213,231,930) und SNP
rs366414 (nt:218,915,724). Eine Auffalligkeit im Bereich der Insertion lag nicht vor.

Die in der Array-Diagnostik diagnostizierte Deletion im Bereich 1g41.1 wurde mittels

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung mit folgenden BAC-Sonden bestatigt:

Name Bande Position Hybridisierungsort der(1)
RP11-172L10 1941 213.142.008-213.293.491 1941

RP11-5F19 1941 213.843.688-214.005.803 deletiert

RP11-332J14 1941 218.698.681-218.866.026 deletiert

RP11-322F10 1941 218.805.714-218.985.621 1941

Tabelle 10: Sechstes Sonden-Panel Fall 1

Die Deletion auf Chromosom 7q wurde mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
nachvollzogen. Dabei stellte sich heraus, dass das in Chromosom 1 inserierte

Chromosomenmaterial nicht aus einem kontinuierlichem Abschnitt besteht, sondern
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dass Teilstucke auf Chromosom 7 verblieben sind. Die Deletion konnte bestétigt

werden.

Name Bande Position Hybridisierungsort
RP4-630F1 7935 146.023.202 - 146.150.527 7q [Abb. 15]
RP11-766K8 7935 146.150.528 - 146.168.300 7q, deletiert [Abb. 16]
RP5-969D4 7935 146.471.608 — 146.547.216 79 [Abb. 17]

Tabelle 11: Siebtes Sonden-Panel Fall 1

Abbildung 15: Fall 1, RP4-630F1(grun) auf den Chromosomen 7
(Pfeile)
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Abbildung 16: Fall 1, RP11-766K8(griin) nur auf einem Chromosom
7(Pfeil)

Abbildung 17: Fall 1, RP4-969D4(gruin) auf beiden Chromosomen 7
(Pfeile)
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Anhand der Ergebnisse aus den Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungen und aus der
SNP-Analyse ist davon auszugehen, dass es sich bei dem
Chromosomenrearrangement bei Patient 1 um komplexe Bruchereignisse handelt,
welche mit grol3ter Wahrscheinlichkeit wahrend der vaterlichen Keimzellreifung
stattgefunden haben. Anstatt der am Anfang vermuteten zwei Briiche auf
Chromosom 7 konnten im Laufe der Untersuchungen 10 Chromosomenbriiche

beobachtet werden.

Drei dieser Briiche fanden in Chromosom 1 statt: In 1g31.2 als Insertionsstelle und
zwei Briche in 1g41.1 mit konsekutiver Deletion. Die ubrigen sieben Briche fanden
alle im Bereich zwischen 7g32.1 und 7q35 statt. Das erste Fragment war auf
Chromosom 7 verblieben und invertiert, das zweite nach Chromosom 1g31.2
inseriert. Das dritte und das funfte Fragment waren auf Chromosom 7 verblieben, die
genaue Anordnung liel3 sich aufgrund der methodenspezifischen Auflosung der
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung nicht bestimmen. Das vierte Fragment war

deletiert, das sechste wiederum in 1g31.2 inseriert.

Eine genauere Analyse der Anordnung der Bruchsticke konnte aufgrund der
Auflésungsmdoglichkeiten der Methode nicht erfolgen. Abschliel3end wurde folgende

Karyotypformel bei Patient 1 erhoben:
46,XYqs

pat,dup(1)(pter—p32.3::p32.3—p32.3::p32.3—qter)mat,der(1)ins(1;7)(1pter—1q31.2:
:7935—7035::79035—7035::1931.2—10g41.1::1g41.1—1qter),

der(7)(7pter—7932.1::7935—7q32.1::7935-->7935::7935-->7q35::79q35—7qter)de

novo(pat)

Das Idiogramm der veranderten Chromosomenl stellt sich wie folgt dar:

Das vaterliche Chromosom 1:
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Chromosom 1 pat Derivat 1 pat

1pter
P43 P45
P33 P35
p32.3 P32
F3la3 P31.3
p3l.1 p31l.1
F2la3 PZ1.3
pl.1 p2l.1
p13.3 Fl3.3
412 qiz
q21.1 a21.1
9233 qEF.35
4353 2383
q31.1 q31.1
1g31.2 + Tq35 inseriert
93143 q q 738
q32a1 93143
1q-1'| 232ad
a4l deletiert
41
1q41 K
13
34 1qter A3

44

Abbildung 18: Fall 1, Idiogramm des paternalen Derivat 1

Das mitterliche Chromosom 1:

Chromosom 1 mat Derivat 1 mat

a3 P34.3
1pter —* 1p32.3 33
P33 - F
32,3 dupliziert Sk
3L 1p32.3 —» 1qter FILE
F3l.1 F3l.1
FZ1.3 F21.3
pzl.1 pil.l
F15.3 i3
12 912
q21.1 q21.1
23,3 a23.3
26,3 4.3
4311 a31.1
313 F3lad
321 Fidal
aH 41
atd 43
Riad att

Abbildung 19: Fall 1, Idiogramm des maternalen Derivat 1
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Das vaterliche Chromosom 7:

Chromosom 7 Derivat 7
Tpter
P21.3 pZl.3
211 P21l
Pi5ad P15.3
F15.2 Figf
Fifal Fl5.
Flted Flhid
i1 Fl.1
P13 Flz
i3 Pl2.3
pi2.1 Fl2.1
pll.2 Fll.2
qi1.21 J11.21
311,22 211,22
31123 211,23
a21.11 7q23.14 421,11
2113 - invertiert 221,13
9213 ?q35 i q21.3
221 I inseriert nach 19312 Az
Tg3s 5 -
L1 I verbliehen auf 7q35 e
7o35s o
a3l 735 letion YR
F deletie
I Ladd r WL
Tgis 3 4385
:|» verblisben auf 7q34 134
a3 7935 453
3 . .
s - :|» inseriert nach 1q31.2 qgg . 232l
f R
a3bl 4
436.3
9363 ?qter

Abbildung 20: Fall, Idiogramm des paternalen Derivat 7

Auf die Bestimmung samtlicher Bruchpunkte wurde teils wegen fehlender

technischer Mdglichkeiten, teils wegen mangelnder Aussagekratft verzichtet.

4.2 Fall 2

Die anhand des Karyogramms erhobene Karyotypformel von Patient 2 lautet
46,XY,1(4;9)(p16.3;q11). In Ensembl.org wurden BACs zur Bestatigung und zur

genauen Charakterisierung der Bruchpunkte ausgewahlt.

Liste der zunachst verwendeten Sonden:

36



Name Bande Position Hybridisierungsort
RP11-478C6 4pl16.3 210.623-364.887 der(9)
RP11-478C1 4p16.3 2.175.397-2.349.734 der(4)
RP11-324110 4pl16.3 4.124.473-4.316.068 der(4)

RP11-216M21

9p11.2/9q12

42.216.270-42.378.155 ?

der(4) + der(9) [Abb. 21]

Tabelle 12: Erstes Sonden-Panel Fall 2

Es zeigte sich schnell, dass sich die Bruchpunktbestimmung auf Chromosom 9

aufgrund der repetitiven Sequenzen im Zentromerbereich schwierig gestalten wirde.

Alle Sonden im zentromernahen Bereich binden sowohl auf dem kurzen als auch auf

dem langen Arm des Chromosoms 9 [Abb. 21].

Abbildung 21: Fall 2, RP11-216M21 (grtin) doppelt auf Chromosom

9, einfach auf Derivat 9 und einfach auf Derivat 4 (Pfeile)

Mit weiteren Sonden wurden die Bruchpunkte weiter eingegrenzt:
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Name Bande Position Hybridisierungsort

RP11-1191J2 4pl6.3 602.222-732.011 der(4) + der(9)

RP11-440L14 4p16.3 732.012-916.785 der(4)

RP11-460119 4pl16.3 916.786-1.093.016 der(4)

RP11-386115 4p16.3 1.283.479-1.366.459 der(4)

RP11-1398P2 4p16.3 1.575.789-1.581.980 der(4)

RP11-1197E19 4p16.3 1.812.776-1.880.225 der(4)

RP11-399F4 9p11.2/9911 45.848.789 — 45.935.928 der(4) + der(9) [Abb. 22]
auf 9p, 997

Tabelle 13: Zweites Sonden-Panel Fall 2

Der bruchpunktiiberspannende Klon wurde identifiziert. Die besondere Problematik
der Bruchpunktlokalisation auf Chromosom 9 wurde wieder deutlich, da die BAC-
Sonden sowohl auf 9p als auch auf 9q hybridisierten.

Abbildung 22: Fall 2, RP11-339F4 (rot) zweifach auf Chromosom 9,
einfach auf Derivat 9 und Derivat 4 (Pfeile)
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Um den Bruchpunkt dennoch néher zu charakterisieren, wurden Alphasatelliten-

Sonden von Chromosom 4 und Chromosom 9 hybridisiert.

Die Alphasatelliten-Sonden fur Chromosom 9 hybridisierten nicht auf Derivat 9
sondern auf Derivat 4, was bedeutet, dass der Bruchpunkt auf dem kurzen Arm des
Chromosoms 9 liegt und es sich bei dem Translokationschromosom 4 um ein

dizentrisches Chromosom handelt. [Abb. 23]

Abbildung 23: Fall 2, Alphasatelliten von Chromosom 4 (rot) und
Chromosom 9 (griin) beide auf dem Derivat 4 (Pfeile)

Welche Region auf dem derivativen Chromosom 9 als Zentromer fungiert, ist unklar.
Es handelt sich nicht um ein azentrisches Fragment, da in keiner Mitose ein Verlust

verzeichnet wurde. Die abschlieRend erhobene Karyotypformel bei Patient 2 lautet:

46,XY,dic(4)t(4;9)(p16.3;p?10),der(9)t(4;9)(p16.3;p?10)
oder
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46,XYdic(4)(9qter-->9p10?:4p16.3-->4qter),der(9)(9pter-->9p10?:4p16.3-->4pter)

¢y
4343
3411
43343
3.2
5.1 [
932
43143
a5z
w11 IR
2.5
232
2251
32133
22132
32131
421,13
qzi.11
al3
q12
p16.3 !!
Fl6.1 Fl6.1 P41 F24.1
F15.33 p15.33 o33 23
F15.31 F15.31
F15.2 F15.2
Fi5.1 Fi5.1 F21.3 F21.5
F14 Fld
Fl3 Fi3 P2l F2l.1
Flz Fl2 SER Fl3.F
312 a2 Fle.3 b S
q13.1 q13.1
ql3.2 q13.2
al3.3 a13.3 atz
qz1.21 321.21
q13
i "Rl q21.11
Q223 223
324 324 q21.13
e s 421,51
25 921,32
? e 921,53
928.1 251
? 92251
922,52
q26.3 q28.3 922,53
931.21 331.21 -q31.1
9312
q31.3 9313 9315
F32.1 332.1 32
IIII 9331
932.3 Q323 9F3.2
3.1 a34.1 333.5
9343 334.3 953411
935.1 93541
352 935.2 (NP o Tt
. -
Chromosom 4 Derivat 4 Chromosom 9 Derivat 9

Abbildung 24: Fall 2, Idiogramm der Translokationschromosomen 4 und 9
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5 Diskussion

51 Fall1l

Die Ergebnisse der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungen und der Array-CGH zeigten,
dass bei Patient 1 entgegen der Annahme einer einfachen Inversion mehrere
Chromosomenloci von Veranderungen betroffen sind. Teilergebnisse wurden bereits

publiziert:

Poot M, Beyer V, Schwaab |, Damatova N, van’t Slot R, Prothero J, Holder S, Haaf T.
Disruption of CNTNAP2 and additional structural genome changes in a boy with

speech delay and autism spectrum disorder. Neurogenetics. 2009;11(1):81-89.

5.1.1 Duplikation 1p32.3

Auf Chromosomen 1 tragt Patient 1 eine von der Mutter unverandert vererbte
Duplikation im Bereich 1p32.3. In diesem Bereich befinden sich sechs bekannte
Gene. Aufgrund des gleichen Befundes und des unauffalligen Phanotyps der Mutter
wurde eine mdgliche Bedeutung der Duplikation nicht weiter verfolgt. Zwar ware es
denkbar, dass durch Imprinting-Effekte Auswirkungen auf die Entwicklung bei Patient
1 vorliegen, welche bei seiner Mutter nicht bestehen — dies wurde schon in friiheren
Fallen vermutet (Mignon-Ravix et al. 2001, Robin et al. 1997) - es sind jedoch bis
jetzt in diesem Bereich keine Gene bekannt, welche durch Imprinting modifiziert
werden (Morison und Reeve 1998, www.geneimprint.com). Bei anhaltendem
Verdacht auf Stérungen des Imprintings kénnte eine weiterfiihrende Abklarung durch
Familienuntersuchungen und methylierungsspezifische PCRs der betroffenen Gene
im Vergleich zu anderen Familienmitgliedern erfolgen (Derks et al. 2004).

5.1.2 Insertion in 1932

Im Bereich zwischen 1g32.2 und 1g32.3 ist ein Abschnitt von 7935 inseriert. Die
Bruchpunkt angrenzenden BAC-Klone (RP11-92K2, RP11-379L12) legen den
Bereich zwischen 1:191.038.120 und 1:193.875.766 fest. Eine weitere Eingrenzung

der Insertionsstelle war aufgrund der technisch bedingten Auflésung der FISH an
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Metaphasechromosomen von etwa 3-10 Mb (Haaf 2000) nicht mdglich. In der Array-
CGH zeigten sich in der Region keine Auffalligkeiten. Eine weitere Moglichkeit zur
Identifikation der Insertionsstelle wéare eine hochauflosende Fiber-FISH an
gedehnten Chromatinfaden. Mittels Fiber-FISH kann eine Auflésung von etwa 5-
500kb erreicht werden (Haaf 2000). Die Gene der verbleibenden Region kdnnten
durch eine MLPA auf Verluste oder Bruchereignisse untersucht werden (Sellner und
Taylor 2004). Eine andere Méglichkeit zur Bestimmung der Insertionsstelle wirde die
Durchfihrung einer Shotgun-Sequenzierung darstellen, bei der es mdglich ist, die
Insertionsstelle auf eine Base genau zu identifizierten (Weber und Myers 1997,
Venter et al. 1998). Allerdings ist es fraglich, ob eine so aufwendige und
kostenintensive Untersuchung gerechtfertigt ware. Betrachtet man die Region der
Insertionsstelle im Detail, so stellt man fest, dass eine Uberschaubare Anzahl an

Genen involviert sein kbnnen [www.Ensembl.org].

Der Bereich 1932 enthalt 19 Gene, Pseudogene und andere bekannte Sequenzen.
Zu allen Protein-codierenden Genen wurde die OMIM-G-Nummer und, sofern

vorhanden, die OMIM-P-Nummer und der Erbgang aufgelistet [Ensembl]:

Symbol Name Lokalisation Funktion OMIM-G /
OMIM-P(Erbgang)
LOC100421 heterogeneous 191.115.153- Pseudogen
399 nuclear 191.116.091
ribonucleoprotein A1
pseudogene
LOC100652 uncharakterisiert 191.827.837- miscRNS
834 191.836.095
RGS18 regulator of G- 192.127.592- Protein-coding 607192/ -
protein signaling 18 192.154.945
LOC647150 ATP-binding 192.215.839- Pseudogen

cassette, sub-family 192.216.625
E (OABP), member 1

pseudogene

RGS21 regulator of G- 192.286.122- Protein-coding 612407 / -
protein sighaling 21 192.336.415

RGS1 regulator of G- 192.544.857- Protein-coding 600323/ -
protein signaling 1 192.549.159

RGS13 regulator of G- 192.605.268- Protein-coding 607190 / -

protein signaling 13 192.629.441
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RPS27APS5 ribosomal protein 192.685.267- Pseudogen
S27a pseudogene 5 192.685.813
MIR4426 microRNS 4426 192.685.458- 'miscRNS
192.685.520
LOC100130 |integrin beta 1 192.769.702- | Pseudogen
137 binding protein 1 192.770.303
pseudogene
RGS2 regulator of G- 192.778.169- Protein-coding 600861 / -
protein signaling 2 192.781.407
LOC730190 zinc finger protein 192.962.553- | Pseudogen
101 pseudogene 192.963.915
UCHL5 ubiquitin carboxyl- 192.981.496- Protein-coding 610667 /-
terminal hydrolase 193.029.237
L5
TROVE2 TROVE domain 193.028.552- Protein-coding 600063/ -
family, member 2 193.060.907
GLRX2 glutaredoxin 2 193.065.600- Protein-coding 606820 / -
193.075.244
MIR1278 microRNS 1278 193.105.633- miscRNS
193.105.713
B3GALT2 UDP- 193.147.860- Protein-coding 603018/ -
Gal:betaGIcNAc 193.155.743
beta 1,3-
galactosyltransfera
se, polypeptide 2
CDC73 cell division cycle 193.091.088- Protein-coding 607393/
73, Paf1l/RNS 193.223.945 145001(AD)
polymerase Il
complex Hyperpara-
component, thyroidismus
homolog
RPL23AP2 ribosomal protein 193.725.943- Pseudogen
2 L23a pseudogene 22 193.726.397

Tabelle 14: Fall 1, DNS-Strukturen im Bereich 1932

Einen Hinweis auf die Kontinuitatsstérung eines der in Frage kommenden Gene,

bzw. auf eine phanotypische Auswirkung einer Unterbrechung gibt es anhand der

bisher bekannten Genfunktionen nicht [Ensembl][pubmed].

5.1.3 Deletion 1g41.1

Als letzte Chromosomenaberration auf Chromosom 1 ist die Deletion des paternalen
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Allels im Bereich 1g41.1 zu vermerken. Diese Deletion umfasst 5,65 Mb (von
213.231.930 bis 218.915.724) und 24 Gene, Pseudogene und andere bekannte

Sequenzen. Es folgt eine Auflistung aller Gene, einschlie3lich OMIM-G-Nummer und,

sofern vorhanden, OMIM-P-Nummer und Erbgang[Ensembl]:

Symbol Name Lokalisation Funktion OMIM-G /
OMIM-P(Erbgang)

RPS6KC1 ribosomal protein 213.224.588- Protein-Coding 617517/ -
S6 kinase, 52kDa, 213.446.808
polypeptide 1

RPL31P13 ribosomal protein  213.602.060- Pseudogen
L31 pseudogene 13 213.602.407

LOC10050 uncharakterisiert 213.991.095- miscRNS

5832 214.139.608

PROX1 prospero 214.161.860- |Protein-Coding 601546/ -
homeobox 1 214.209.766

SMYD2 ET and MYND 214.454.565- Protein-Coding 610663/ -
domain containing 214.510.477
2

PTPN14 protein tyrosine 214.522.039- Protein-Coding 603155/
phosphatase, non- 214.725.024 613611(AR)
receptor type 14 Choanalatresie,

Lymphddem

LOC64345 adaptor-related 214.655.562- Pseudogen

4 protein complex 3, 214.656.832
sigma 1 subunit
pseudogene

KRT18P1 Kkeratin 18 214.705.488- Pseudogen

2 pseudogene 12 214.706.867

FAM108A family with 214.778.795- Pseudogen

4P sequence similarity 214.782.589
108, member A4,
pseudogene

LOC10050 ubiquitin- 214.786.301- Pseudogen

5982 conjugating enzyme 214.786.740
E2 variant 1
pseudogene

CENPF centromere 214.776.532- Protein-Coding 600236 /
protein F, 214.837.914 243605(AR)
350/400kDa Stromme Syndrom
(mitosin)
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GAPDHP2 | glyceraldehyde 3 215.043.995- | Pseudogen
4 phosphate 215.045.264
dehydrogenase
pseudogene 24
KCNK2 potassium 215.178.885- |Protein-Coding 603219/ -
channel, 215.410.436
subfamily K,
member 2
VDAC1P1 voltage-dependent 215.549.754- Pseudogen
0 anion channel 1 215.551.581
pseudogene 10
KCTD3 potassium 215.740.735- Protein-Coding 613272/ -
channel 215.795.149
tetramerisation
domain containing
3
USH2A Usherin 215.796.236- Protein-Coding 608400 /
216.596.738 276901(AR)
Usher-Syndrom
Typ 2A;
613809
Retinitis
pigmentosa 39
MRPS18B mitochondrial 216.374.400- Pseudogen
P1 ribosomal protein 216.375.168
S18B pseudogene
1
ESRRG  estrogen-related 216.676.588- Protein-Coding 602969 / -
receptor gamma  217.311.097
GPATCH2 G patch domain 217.603.834- Protein-Coding 616836/ -
containing 2 217.804.409
SPATA17 spermatogenesis 217.804.695- Protein-Coding 611032/ -
associated 17 218.040.484
UBBP2 ubiquitin B 218.023.601- Pseudogen
pseudogene 2 218.024.025
RRP15 ribosomal RNS 218.458.629- Protein-Coding 611193/ -
processing 15 218.511.325
homolog (S.
cerevisiae)
RPS26P1 ribosomal protein 218.511.888- Pseudogen
7 S26 pseudogene 17 218.512.173
TGFB2 transforming 218.518.676- Protein-Coding 190220/
growth factor, beta 218.617.961 614816(AD)
2 Loeys-Dietz-
Syndrom 4
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Tabelle 15: Fall 1, DNS-Strukturen im deletierten Bereich 1941

Uber die Funktionen der Gene ist bisher Folgendes bekannt:

RPS6KCL1 - ribosomal protein S6 kinase

Position Ensembl Chromosom 1: 213.224.589-213.448.116 [Ensembl May 2012]
OMIM-Nummer: 617517

Alternative Symbole: humS6PKh1

Das RPS6KC1-Gen ist 223.527 bp lang und in 15 Exons unterteilt. Es gibt sieben

Transkripte, wovon 4 proteincodierend sind [Ensembl][Entrez].

Das Protein ist ein ribosomales Protein. Es wurde bisher nicht in Zusammenhang mit

Entwicklungsauffalligkeiten beschrieben (Teasdale und Collins 2012).

PROX1 - prospero homeobox 1
Position Ensembl Chromosom 1: 214.156.524-214.214.853 [Ensembl May 2012]
OMIM: 601546

Das PROX1-Gen ist 58.329 bp lang und in 5 Exons unterteilt. Es gibt 6 Transskripte,

wovon alle proteincodierend sind [Ensembl][Entrez].

Das PROX1-Gen gehort zur Gruppe der Prospero-Homeobox. Es kodnnte eine
wichtige Rolle in der frihen ZNS-Entwicklung spielen und die Genexpression und die
Entwicklung von postmitotischen undifferenzierten jungen Neuronen regulieren

[uniprot].

Bei Mausen scheint es im Zusammenhang mit der Entwicklung von Linsenfasern und
Lymphgefal3en (Wigle et al. 1999a, Wigle et al. 1999b), der Einwanderung von
Hepatozyten (Sosa-Pineda et al. 2000), Retina-Zelldifferenzierung (Dyer et al. 2003)
und Entwicklung des Pankreas (Wang et al. 2005) zu stehen.

Dartber hinaus scheint es eine Rolle bei der Entdifferenzierung von Karzinomen zu
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spielen und wird als Kandidat fiir ein Tumorsuppressorgen diskutiert (Takahashi et al.
2006).

Das analoge Gen PROSPERO bei Drosophila wurde im Zusammenhang mit
asymmetrischer Zellteilung, vor allem bei der Entwicklung des Nervensystems
beobachtet (Ceron et al. 2001, Yu et al. 2006).

SMYD?2 - SET and MYND domain containing 2

Position Ensembl Chromosom 1: 214.454.445-214.510.474 [Ensembl May 2012]
OMIM: 610663

Alternative Symbole: KMT3C; HSKM-B; ZMYND14

Das SMYD2-Gen ist 56.029 bp lang und in 12 Exons unterteilt. Es gibt 7 Transkripte,
von denen 3 proteincodierend sind [Ensembl][Entrez].

Das SMYD2-Gen katalysiert als ein SET-Domanen-haltiges Protein die Methylierung
von Lysin in Histonen und hat somit Einfluss auf die Aktivierung bzw. Unterdriickung
der Transkription der entsprechenden Region (Zhang und Reinberg 2001, Lachner et
al. 2003, Schotta et al. 2004). Da es bereits in der Embryonalphase in Herz und
Hypothalamus exprimiert wird, kdnnte es eine Rolle bei der Entwicklung spielen. Eine
Uberexpression von SMYD2 unterdriickt die Zellproliferation in T-Zellen (Brown et al.
2006).

SMYD2 wurde in Zusammenhang mit der Methylierung und somit der Inaktivierung
der Tumorsuppressoren RB1 (Saddic et al. 2010) und TP53 (Huang et al. 2006)
gebracht. Eine Methylierung von RB1 fuhrt zur ausbleibenden Hemmung von E2F-

Transkriptionsfaktoren, welche die Zelle in die S-Phase eintreten lassen.

Eine Untersuchung der Rolle von SMYD2 auf die Herzentwicklung bei M&usen
ergab, dass ein Verlust von SMYD2 in Kardiomyozyten nicht zu einer
Beeintrachtigung der Entwicklung des Herzens oder seiner Funktion fuhrt. Des
Weiteren konnte keine Abweichung der Methylierung der kardiomyelozytaren Histone
festgestellt werden. Als mogliche Erklarung ka&me eine kompensatorische

Uberexpression von SMYD1 infrage (Diehl et al. 2010).
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PTPN14 - protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 14

Position Ensembl Chromosom 1:214.530.851-214.725.792 [Ensembl May 2012]
OMIM: 603155

Alternative Symbole: PEZ, PTP36

Das PTPN14-Gen ist 194.941 bp lang und in 19 Exons unterteilt. Es gibt 5

Transkripte, von denen 2 proteincodierend sind [Ensembl, Entrez].

Das vom PTPN14-Gen codierte Protein gehort zur Gruppe der Protein-Tyrosin-
Phosphatase (PTP). PTPs fungieren als Signaltransmitter und regeln eine Vielzahl
von zellularen Prozessen, darunter Zellwachstum, Differenzierung, Zellzyklus und
Krebsentstehung (Neel und Tonks 1997). Aufgrund des Proteinaufbaus mit N-
terminaler Zytoskelett-ahnlicher FERM-Domane wird eine Lokalisation an der
Membran oder im Zytoskelett vermutet (Tsukita et al. 1997). Es scheint die
lymphatische Entwicklung bei Saugern zu regulieren. Eine ,Loss of Funktion®-
Mutation wurde bei einer Familie mit lymphoider Choanal-Atresie (OMIM #613611,
AR) beobachtet (Au et al. 2010) [provided by RefSeq, Sep 2010].

CENPF - centromere protein F, 350/400kDa (mitosin)

Position Ensembl Chromosom 1:214.776.538-214.837.931 [Ensembl July 2012]
OMIM: 600236

Alternative Symbole: CENF; hcp-1; PRO1779

Das CENPF-Gen ist 61.393 bp lang und in 20 Exons unterteilt. Es gibt 5 Transkripte,

von denen nur 1 proteincodierend ist [Ensembl][Entrez].

Das Gen codiert ein Protein, welches mit dem Zentromer-Kinetochor-Komplex in
Zusammenhang steht. Das Protein ist eine Komponente der nuklearen Matrix
wahrend der G2-Phase der Zelle. In der spaten G2-Phase verbindet sich das Protein
mit dem Kinetochor und halt diese Verbindung wéahrend der friihen Anaphase. Es
lagert sich in der Mitte des Spindelapparates und der intrazellularen Briicke in der
spaten Anaphase und Telophase an und wird dort vermutlich sukzessive abgebaut.

Aufgrund der Lokalisation wird angenommen, dass das Protein eine Rolle in der
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Chromosomen-Segregation wahrend der Mitose spielen kdnnte. Vermutlich besteht
der Aufpbau aus einem Homo- oder Heterodimer. Homozygote pathogene
Veranderungen im CENPF-Gen sind mit dem Stromme-Syndrom (OMIM #243605,
AR) assoziiert (Filges et al. 2016). Autoantikorper gegen das CENPF-Protein konnten
bei Patienten mit Krebserkrankungen oder Graft-versus-Host-Erkrankungen
nachgewiesen werden (Casiano et al. 1995) [provided by RefSeq, Jul 2008].

KCNK2 - potassium channel, subfamily K, member 2

Position Ensembl Chromosom 1:215.179.118-215.410.436 [Ensembl July 2012]
OMIM: 603219

Alternative Symbole: TREK; TPKC1; TREK1; K2p2.1; TREK-1; hTREK-1c; hTREK-
le

Das KCNK2-Gen ist 231.318bp lang und in 7 Exons unterteilt. Es gibt 9 Transkripte,

von denen 5 proteincodierend sind [Ensembl][Entrez].

Dieses Gen codiert ein Protein aus der Familie der ,Two-pore-domain background®
Kalium-Kandale. Diese Form der Kaliumkanéle ist aus zwei Homodimeren aufgebaut,
welche einen Kanal bilden, der Kalium aus der Zelle stromen lasst, um das
Ruhemembranpotential aufrecht zu erhalten. Der Kanal kann durch verschiedene
Anésthetika, Membrandehnung, intrazellulare Azidose und Hitze gedffnet werden.
Drei Transkriptvarianten fur unterschiedliche Isoformen des Proteins konnten bislang
identifiziert werden [provided by RefSeq, Jul 2008].

Es wird vermutet, dass das Gen eine Rolle bei der Entstehung von Depressionen
spielt und sich auf das Therapieansprechen in Zusammenhang mit weiteren
vorliegenden Polymorphismen auswirkt (Liou et al. 2009).

KCTD3 - potassium channel tetramerisation domain containing 3

Position Ensembl Chromosom 1: 215.740.735-215.795.073 [Ensembl May 2012]
OMIM: 613272

Alternative Symbole: NY-REN-45

Das KCTD3-Gen ist 54.338bp lang und in 18 Exons unterteilt. Es gibt sieben
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Transkripte, von denen 5 proteincodierend sind. Das Protein hat Eigenschaften eines
Kaliumkanals, die genaue Funktion von KCTD3 ist bisher nicht bekannt
[Ensembl][Entrez][OMIM].

KCTD3 wurde im Zusammenhang mit der Untersuchung der
Kiemenbogenentwicklung bei Mauseembryonen erwahnt (Bennetts et al. 2006), eine
Untersuchung in Zusammenhang mit Nierenzellkarzinomen zeigte eine Lokalisation
in der Zellkernmembran (Scanlan et al 1999).

Eine CNV (,copy-number-variation) von KCTD3 wurde in Verbindung mit mentaler
Retardierung gebracht (Poot et al. 2010). Ob ein Verlust oder Zugewinn des Gens

eine Auswirkung auf die Gesundheit des Tragers hat, ist bisher nicht bekannt.

USH2A - Usher syndrome 2A

Position Ensembl Chromosom 1: 215.796.236-216.596.738 [Ensembl May 2012]
OMIM: 608400

Alternative Symbole: RP39, USH2

Das USH2A-Gen ist 800.502 bp lang und hat 72 Exons. Es gibt 5 Transkripte, von

denen 3 proteincodierend sind [Ensembl, OMIM].

Dieses Gen codiert das Protein Usherin. Aufgrund des Aufbaus, welcher ein laminin-
epidermal-growth-factor-Motiv, eine Pentaxin-Domane und viele Fibronektin Typ IlI-
Einheiten enthalt, wird von einem Vorkommen in der Basalmembran und der
extrazellularen Matrix sowie von einem Zusammenhang mit Zelladhasion
ausgegangen. Usherin wird in der Cochlea, dem Auge, dem Gehirn und der Niere
exprimiert. Ihm wird eine wichtige Rolle bei der Entstehung und Regulation des
Innenohrs und der Retina zugeschrieben. Pathogene Verédnderungen in beiden
Allelen des USH2A-Gens fuhrt zum Usher-Syndrom Typ lla (OMIM #276901, AR).
Bei einem Teil der Patienten mit autosomal rezessiver Retinopathia pigmentosa ohne
Horverlust (OMIM #613809) werden ebenfalls Verdnderungen im USH2A-Gen

gefunden.

Das Usher-Syndrom ist durch eine angeborene Schwerhdrigkeit, bzw. Taubheit und

eine spater einsetzende Erblindung aufgrund einer Retinopathia pigmentosa mit
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Absterben der Photorezeptoren charakterisiert. Es ist die haufigste genetische
Ursache einer kombinierten Taub- und Blindheit unter Erwachsenen und betrifft 3-6%
der Kinder mit angeborener Horstérung. Das Usher-Syndrom Typ lla geht mit einer
moderaten bis schweren Horeinschrankung einher [Entrez, Omim, provided by
RefSeq, Dec 2008].

Ein Verlust des paternalen Allels mit den Genen KCTD3 und USH2A wurde zuvor bei

einem Patienten mit Autismus beschrieben (Wassink et al. 2005).

ESRRG - estrogen-related receptor gamma

Position Ensembl Chromosom 1:216.676.588-217.311.097 [Ensembl July 2012]
OMIM: 602969

Alternative Symbole: ERR3; NR3B3; ERRgamma

Das ESRRG-Gen ist 634.509bp lang und in 26 Exons unterteilt. Es gibt 23

Transkripte, von denen 17 proteincodierend sind [Ensembl].

Das Gen codiert fiir ein Mitglied der Familie der Ostrogen-Rezeptor-verwandten
Rezeptoren (ESRR), welche zur Uberfamilie der nuklearen Hormonrezeptoren
gehoren. Alle Mitglieder der ESRR-Familie haben eine fast identische DNS-
Bindungsdoméne, welche aus zwei C4-Typ Zink-Finger-Motiven zusammengesetzt
ist. Die Mitglieder der ESRR-Familie sind seltene nukledre Rezeptoren. Sie binden
an Ostrogen-Response-Elementen und den steroidogenen Faktor-1-Response-
Elementen und aktivieren Gene, welche von beiden Response-Elementen kontrolliert
werden, sofern kein Ligationspartner vorliegt. Die ESRR-Familie ist eng mit der
Ostrogen Rezeptor (ER)-Familie verwandt. Sie teilen sich Zielgene, Ko-Regulatoren
und Promotoren. Aufgrund der gemeinsamen Zielgene scheinen die ESRRs mit den
ER-vermittelnden Ostrogen-Response-Elementen auf verschiedenen Wegen in

Wechselwirkung zu stehen.

Die Mitglieder der ESRR-Genfamilie fungieren als Transskriptionsaktivatoren der
DNS-Cytosin-5-Methyltransferase 1 (DNMT1-)- Expression durch direktes Binden an
ihrem Responseelement im DNMT1-Promoter. Es beeinflusst die Zell-Proliferation

und den Ostrogen-Signalweg bei Brustkrebs und unterdriickt die morphogenetic-
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protein-2 induzierte Osteoblasten-Differenzierung und das Knochenwachstum. Es
wurden viele alternative Splice-Varianten beobachtet, welche sich hauptsachlich am
5'-Ende unterscheiden. Einige Protein-lsoformen unterscheiden sich in der N-
terminalen Region [ENTREZ].

GPATCH2 - G patch domain containing 2

Position Ensembl Chromosom 1:217.600.334-217.804.424 [Ensembl July 2012]
OMIM: 616836

Alternative Symbole: CT110; GPATC2; PPP1R30; RP11-361K17.1

Das GPATCH2-Gen ist 204.090bp lang und in 10 Exons unterteilt. Es gibt 5

Transkripte, von denen 2 proteincodierend sind [Ensembl].

Die genaue Funktion von GPATCH2 ist bisher nicht bekannt, es wurde jedoch in
Zusammenhang mit Brustkrebserkrankungen gebracht (Lin et al. 2009). Das
Genprodukt hat dariber hinaus wohl eine Nukleinsaure bindende Funktion
[ENTREZ].

SPATAL17 - spermatogenesis associated 17

Position Ensembl Chromosom 1:217.804.666-218.045.038 [Ensembl January 2013]
OMIM: 611032

Alternative Symbole: IQCH; MSRG11; MSRG-11; RP11-144C20.1

Das SPATA17-Gen ist 240.372bp lang und in 11 Exons unterteilt. Es gibt 5

Transkripte, von denen nur eines proteincodierend ist [Ensembl].

Es wurde in Zusammenhang mit Zellapoptose und Spermatogenese beobachtet
(Deng et al. 2006).

RRP15 - ribosomal RNS processing 15 homolog (S. cerevisiae)

Position Ensembl Chromosom 1:218.458.629-218.511.325 [Ensembl January 13]
OMIM: 611032

Alternative Symbole: CGI-115; KIAA0507
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Das RRP15-Gen ist 52.696bp lang und in 5 Exons unterteilt. Es gibt 2 Transskripte,

von denen eines proteincodierend ist [Ensembl].

Es spielt eine Rolle im Aufbau der gro3en Untereinheit der ribosomalen RNS (De
Marchis et al. 2005).

TGFB2 - transforming growth factor, beta 2

Position Ensembl Chromosom 1: 218.519.577-218.617.961 [Ensembl January 13]
OMIM: 190220

Alternative Symbole: LDS4; TGF-beta2

Das TGFB2-Gen ist 98.384bp lang und in 7 Exons unterteilt. Es gibt 4 Transskripte,

von denen 2 proteincodierend sind [Ensembl].

Das Gen codiert fur ein Protein aus der Gruppe der transformin growth factor beta-
Familie der Zytokine. Diese multifunktionellen Peptide regulieren die Proliferation, die
Differenzierung, die Adhasion, die Migration und andere Funktionen in vielen
Zelltypen, indem sie ihr Signal durch Kombinationen von Transmembranrezeptoren
Type | und Typ Il (TGFBR1 und TGFBR2) und den nachgeschalteten Effektoren, den
SMAD-Proteinen leiten. Verluste eines Genallels oder pathogene Mutationen wurden
in Zusammenhang mit dem Loeys-Dietz-Syndrome 4 (OMIM-P: 614816, AD)
beschrieben (Lindsay et al. 2012). Eine Unterbrechung des TGFB/SMAD-Signalwegs
wurde bei einer Reihe von Krebserkrankungen des Menschen beobachtet. Das
gebildete Protein hat unterdriickende Wirkung auf das Interleukin-2-abhangige T-Zell-
Wachstum. Eine Translokation t(1;7)(q41;p21) mit resultierender Fusion von TGFB2
mit dem HDAC9-Gen ist mit Fehlbildungen der vorderen Augenkammer (Peters-
Anomalie) assoziiert (David et al. 2003). Ein Ausschalten des Gens im Maus-Modell

fuhrt zu schweren Entwicklungsstérungen und perinataler Mortalitat [ENTREZ].

Mikrodeletionssyndrom 1q

Einige der bei Patient 1 deletierten Gene spielen eine wichtige Rolle in der
Entwicklung. Ein direkter Zusammenhang zwischen dem Verlust eines der Gene und

den beobachteten Auffalligkeiten kann jedoch nicht hergestellt werden. Es ist jedoch
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anzunehmen, dass eine Deletion eines uUber 5Mb grol3en Abschnittes fur die
klinischen Auffalligkeiten verantwortlich sein kann.

In der Literatur wurden bereits einige Patienten mit Deletionen im Bereich 1q
beschrieben und die Deletion 1g als Syndrom definiert. Dabei wurde eine Einteilung
in drei verschiedene 1g-Syndrome vorgenommen (Taysi et al.1982).

Proximale Deletion 1qg im Bereich 1q21-22-1925

Bei den bisher beschriebenen Fallen wurde eine pra- und postnatale
Wachstumsretardierung, eine schwere psychomotorische Entwicklungsstérung, eine
Mikrobrachyzephalie, Aufféalligkeiten der Ohren, eine Bindegewebsschwache,
Auffalligkeiten des &ul3eren Genitals, kleine Hande und Fif3e mit dysplastischen
Nageln und Klinodaktylie des 5. Fingers beobachtet. Ausserdem lagen bei dem
Uberwiegenden Teil der Patienten, genau wie bei der distalen Deletion, sparliche
feine Haare und Augenbrauen, eine muskuldre Hypotonie sowie Spaltbildungen im

Bereich der Lippen, des Kiefers oder des Gaumens vor (Taysi et al.1982).

Interstitielle Deletion 1g im Bereich 1q24-25 — q32

Bei Patienten mit Deletionen in diesem Bereich kamen Wachstumsretardierung,
Mikrozephalie, Lippen- und Gaumenspalte, Epikanthus, Ohrauffalligkeiten und
Klinodaktylie vor. Des Weiteren wurden psychomotorische Entwicklungsretardierung,

Hypertelorismus und Auffalligkeiten des Genitals beschrieben (Taysi et al. 1982).

Distales oder terminales 1g-Syndrom im Bereich 1q42-43-->qter

Kinder mit einer Deletion in diesem Bereich wiesen eine psychomotorische
Entwicklungsretardierung auf, fast alle waren kleinwiichsig und mikrobrachyzephal.
Hinzu kamen sparliches dinnes Haar, Auffalligkeiten der Augenlider, der Ohren und
des Gaumens, eine flache Nasenwurzel, Mikrognathie und Auffalligkeiten des

aulReren Genitals (Taysi et al. 1982).

Poot (2018) untersuchte Kinder mit neurologischen Entwicklungsstérungen und
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Deletionen im Bereich 1944 mit Array-CGH oder Whole-Genome-Sequenzierung zur
Bestimmung eines Kandidatengens fir das terminale 1g-Syndrom. Neben den im
Focus stehenden Genen AKT3 als Kandidatengen fur Mikrozephalie und ZBTB18 fir
Korpus Callosum-Anomalien wurde das Gen HNRNPU in Verbindung mit Epilepsie

und Intelligenzminderung gebracht.

1941-g42 Deletionssyndrom (OMIM #612530)

Shaffer et al. (2007) beschrieben in einer Ubersichtsarbeit sieben Kinder mit mentaler
Retardierung und Deletionen im Bereich 1941 bis 1g42. In funf der Falle
Uberspannten die Deletionen den Bereich der auch bei unserem Patienten Nr 1
deletiert istt Bei den betroffenen Kindern wurden  Mikrozephalie,
Gesichtsauffalligkeiten sowie verschiedene Auffalligkeiten im Bereich des Stammes
und der Extremitaten beschrieben. Bei drei der funf Kinder lagen Klumpfif3e vor, die
auch bei Patient 1 beobachtet wurden. Fast alle Kinder hatten zudem ein
Anfallsleiden und eine Wachstumsretardierung. Shaffer et al (2007) und Slavotinek et
al (2008) vermuteten das Gen DISP1 als Kandidatengen fir die klinischen

Auffalligkeiten.

Meinecke und Vogtel (1987) verglichen zwei Kinder mit Deletionen in 1g mit 21

friheren Féallen aus der Literatur.

Neben den schon oben genannten Auffalligkeiten wurde ein verringertes
Geburtsgewicht vermerkt, bei den beschriebenen Jungen lagen dartberhinaus
Auffalligkeiten des aul3eren Genitals vor, u. a. auch eine Hypospadie, wie sie bei

Patient 1 beschrieben wurde.

Durch weitere Vergleiche von Patienten mit Deletionen im Bereich 1g41 bis 1942 und
Patienten mit &hnlichem Phanotyp und Varianten in den Genen WDR26 und FBX0O28
wurden beide Gene als mdglicherweise fur das 1g41-q42 Deletionssyndrom
verantwortlichen Kandidatengene detektiert (Au et al. 2014, Balak et al. 2018,
Skraban et al. 2017, Schneider et al. 2021, Cassina et al. 2014).

Leider liegen bei Patient 1 keine detaillierteren Beschreibungen des Phanotyps vor.
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Es gibt keine Angaben zur Gro3e oder zum Kopfumfang und keine Beschreibung der

Extremitaten und des Gesichts.

Die vorhandenen Angaben wirden jedoch alle zum Bild eines 1g4l1qg42-
Deletionssyndroms passen. Die bisher beschriebenen Kandidatengen fir die
klinischen Aufféalligkeiten (DISP1, WDR26 und FBX028) sind jedoch bei Patient 1

nicht von der Deletion betroffen.

Welche Mechanismen beim Ausfall ganzer Chromosomenabschnitte fur
Entwicklungsauffalligkeiten verantwortlich sind, ist bisher nicht ausreichend geklart.
Die Entschlisselung des menschlichen Erbguts ist in den letzten Jahren zwar mit
Riesenschritten vorangekommen (z.B. das Humangenomprojekt), allerdings ist die
Regelung vieler Ablaufe der Zell- und Embryonalentwicklung weiterhin unklar. In den
letzten Jahren ist deutlich geworden, dass nicht nur die proteincodierenden Gene
und deren Expression fur die Entwicklung mitverantwortlich sind, sondern dass
weitaus komplexere epigenetische Regulationsmechanismen eine wesentliche Rolle
spielen (Amaral und Mattick 2008).

Neben den 0. g. Genen sind bei Patient 1 auch nicht-codierende Elemente deletiert.
Die Funktion der einzelnen Elemente ist bisher in den meisten Féllen noch unklar, es
ware jedoch denkbar, dass durch den Verlust regulatorischer miRNS oder lincRNS

Prozesse in der Embroynalentwicklung gestort wurden.

5.1.4 Bruchpunkte auf Chromosom 7932.1 und 7935

Auf Chromosom 1 wurden insgesamt 3 Chromosomenbriiche festgestellt. Die

verbleibenden 7 Briche fanden im Bereich 7g32.1 und 7935 statt.

Betrachtet man die einzelnen Bruchpunkte stellt man fest, dass im Bereich des
zentromerndchsten Bruchpunktes in 7931.33 (1:125.756.175 — 125.904.691) keine

Gene bekannt sind [Ensembl]

Die ubrigen 6 Bruchpunkte liegen alle im Bereich 1:144.602.585-147.407.479.
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In diesem Abschnitt sind folgende Elemente zu finden [Ensembl]:

Symbol Name Lokalisation Funktion

LOC4027 karyopherin alpha 2 144.707.146-144.708.295 Pseudogen

15 (RAG cohort 1,
importin alpha 1)
pseudogene

LOC1004 etoposide induced 2.4 144.702.155-144.703.238 Pseudogen
20072 MRNS pseudogene

LOC6433 ribosomal protein L7  144.737.444-144.738.056 Pseudogen
08 pseudogene

LOC1004 dpy-19-like 4 (C. 145.280.294-145.281.915 Pseudogen
20073 elegans) pseudogene
LOC1004 transmembrane 146.289.110-146.289.752  Pseudogen
20074 protein 183A

pseudogene

CNTNAP contactin associated 145.813.453-148.118.090 Protein-Coding
2 protein-like 2

MIR548F4 microRNS 548f-4 147.075.109-147.075.213 miscRNS

LOC1005 |uncharacterized 147.368.791-147.370.236 | miscRNS
07538 LOC100507538

Tabelle 16: Falll, DNS-Strukturen im Bereich 7935

Bis auf CNTNAP2 ist im gesamten Abschnitt keine weitere proteincodierende

Sequenz bekannt.

Folgende BAC-Klone im Bereich von CNTNAP2 wurden hybridisiert [Abb.25]:

2.30 Mb Forvard strand ye—
14560 Mb 14580 Mb 146 00 Mb 146 20 Mb 146 40 Mb 146 60 Mb 146.80 Mb 147 00 Mb 147 20 Mb 147 40 Mb 147 60 Mb
Ghromosome bands
EnszmblHavana gene LONTNAP2
ncRNA gene
“hsa-mir-548f-4
Tikepath 2 4 6 8 9 10
1 3 5 i
14560 Mb 145.80 Mb 146.00 Mb 146 20 Mb 146 40 Mb 146 50 Mb 146.80 Mb 147 00 Mb 147 20 Mb 147 40 Mb 147 50 Mb
—=at Reverse sirand 2.30 Mb |

There are cumently 63 tracks tumed off.
Archive EnsEMBL Ho mo sapiens version 53.360 (NCBI36) Chromosome 7: 145,444 902 - 147 749,019

Abbildung 25: Fall 1, BAC-Klone im Bereich des CNTNAP2-Gens

BAC-Name Bereich Hybridisierungort
RP4-630F1 145.654.135-145.781.460 7q

RP11-766K8 145.781.461-145.799.233 deletiert
RP5-969D4 146.102.541-146.178.149 7q
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4 |RP11-643A21 146.553.728-146.706.612 1q

5 RP11-291N9 146.706.412-146.787.701 1q

6 RP4-811H12 146.787.501-146.949.716 1q

7 RP4.777G9 146.949.516-147.038.613 1q und 74, nicht invertiert
8 RP11-654P5 147.038.413-147.084.470 7q, nicht invertiert

9 RP11-1150H5 147.259.181-147.317.996 7q, nicht invertiert

10 RP11-519M4

147.542.899-147.689.274

7q, nicht invertiert

Tabelle 17: Fall 1, Hybridisierte BACs im Bereich des CNTNAP2-Gens

Auf eine weitere Eingrenzung der verbleibenden Bruchpunkte wurde verzichtet. In
der Array-Analyse wurde ebenfalls die Deletion im Bereich 7:145.696.390-
146.131.465 beobachtet. Im Bereich der Deletion sind Teile der Exons 1 und 2, das
Intron 1 und mehrere FOXP2-Protein-Bindungsstellen enthalten (Vernes et al. 2008).
Nebenbefundlich ergab sich das homozygote Vorliegen des SNP rs2710102 (nt:
147,205,323) im CNTNAP2-Gen, welches als Risikoallel fur das Auftreten einer
autistischen Erkrankung gilt (Alarcon et al. 2008).

Fur CNTNAP2 ergibt sich durch diese Ergebnisse folgende Gliederung [Abb. 26]:

el | | wisnn | fumanamg | rumsanong |
- w.
L ot SSRININBIY N RS e s ST S WA 1T WY
LOCTEE

I

FOXP?2 binding sites

- Our patient (ASD; ranspositions)
- Our patient (ASD; deletion)

Abbildung 26: Fall 1, Veradnderung des CNTNAP2-Gens durch die
Chromosomenveranderungen

rs2710102

Es ist anzunehmen, dass es durch die Bruchereignisse und die Deletion zu einem

Funktionsverlust von CNTNAP2 gekommen ist.
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Zu CNTNAP2 ist bisher folgendes bekannt:

CNTNAP2 - contactin associated protein-like 2

Position Ensembl Chromosom 7: 145.444.902-147.749.019 [Ensembl May 2009]
OMIM: 604569

Alternative Symbole: CDFE; NRXN4; AUTS15; CASPR2; PTHSL1, DKFZp781D1846

Das CNTNAP2 Gen ist mit 2.304.117bp eines der grol3ten menschlichen Gene und
nimmt 1,5% von Chromosom 7 ein (Nakabayashi und Scherer 2001). Es enthélt 24
Exons und hat vier Transkripte [provided by RefSeq, Mar 2010].

Das Genprodukt von CNTNAP2 (CASPR2) gehort zur Gruppe der Neurexine. Diese
Transmembranproteine nehmen eine wichtige Rolle in der Entwicklung des
Nervensystems ein, insbesondere in der Entwicklung und Funktion der Synapsen.
CASPR2 vermittelt die Interaktion zwischen Neuronen und Glia und ist an der
Positionierung der Kaliumkanale der sich differenzierenden Axone beteiligt (Poliak et
al. 2003). Mit CASPR2-Antikorpern exponierte Mauseembryonen zeigten
Auffalligkeiten in der Hirnentwicklung und im Verhalten (Coutinho et al. 2017).

Sein Aufbau beinhaltet, wie auch die anderen Proteine aus der Gruppe der
Neurexine, Bereiche mit EGF-like und Laminin-G-like Doméanen, sowie eine
transmembrantse Domane, und je ein intrazellulares 4.1B- und PDZ- binding Motiv.
Im Gegensatz zu Neurexin la enthalt CASPR2 zwei zusatzliche extrazellulare
Domainen: eine Discoidin-like Domane (F58C) und eine Fibrinogen-like Domane
(Poliak et al. 1999, Saint-Martin et al. 2018).

Die Regulation, vor allem die Down-Regulierung von CNTNAP2, erfolgt durch das
,forkhead box protein P2“ (FOXP2) Uber eine FOXP2 Bindungsstelle im vorderen
Genabschnitt  (Intron 1) (Alarcon et al. 2008). FOXP2 scheint als
Transskriptionsfaktor eine grof3e Rolle bei der embryonalen Hirnentwicklung zu
spielen, v. A. in Bezug auf die Sprachentwicklung (Lai et al. 2003). Es wird vermutet,
dass ein Gendosiseffekt eine wesentliche Rolle spielt, da Patienten bereits mit
Verdnderungen nur eines FOXP2-Allels schwere Sprachverstandnis- und

Sprechstérungen aufweisen (Lai et al. 2001, MacDermot et al. 2005).
59


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=26047

CNTNAP2 wird in Verbindung mit vielen neurologischen Erkrankungen gebracht,
darunter das Gilles-de la Tourette-Syndrom, Schizophrenie, Epilepsie, Autismus,

ADHS und mentale Retardierung.

Der homozygote Ausfall von CNTNAP2, bzw. des zugehorigen Proteins CASPR2
fuhrt im Mausmodel zu Verteilungsveranderungen der Kaliumkanédle in den
myelinisierten Axonen. Auffalligkeiten im Verhalten der Mause kdnnen, im Gegensatz
zum Ausfall des CASPR-Gens, jedoch nicht beobachtet werden (Poliak et al. 2003).
Beim Menschen wurde ein homozygoter Ausfall in Zusammenhang mit einem
Erkrankungsbild mit schwerer, therapieresistenter fokaler Epilepsie (OMIM-P:
610042, AR), teilweise mit nachweisbaren Veranderungen des Cortex, relativer
Makrozephalie und abgeschwachten Sehnenreflexen beobachtet. Nach Eintritt der
Krampfe in friher Kindheit entwickelte sich in allen Fallen eine
Sprachentwicklungsstorung, Hyperaktivitat, aggressives Verhalten und eine mentale
Retardierung (Strauss et al. 2006). Auch bei weiteren Studien zur mentalen
Retardierung wurde ein Zusammenhang mit homozygoten CNTNAP2-Mutationen
beobachtet. Der heterozygote Ausfall schien in einigen Fallen keinen Einfluss auf die
Gesundheit des Tragers zu nehmen. Neben der mentalen Retardierung der Patienten
mit homozygoten Verdnderungen war auch die Sprachentwicklung hochgradig

verzogert, zudem lag ein Krampfleiden vor (Zweier et al. 2009, Zweier 2012).

Ein heterozygoter Ausfall von CNTNAP2 wurde in einer Familie mit Zwangsneurosen
und Gilles-de la Tourette-Syndrom beobachtet (Verkerk et al. 2003).

Polymorphismen im CNTNAP2-Gen scheinen in Verbindung mit dem Auftreten von
Sprachentwicklungsstdérungen und Autismus zu stehen (Vernes et al. 2008, Alarcon
et al. 2008, Arking et al. 2008), wobei vor allem die Vererbung durch die Mutter bei
der Entwicklung einer autistischen Stérung eine grofRe Rolle spielt (Arking et al.
2008).

Bei einem Patienten mit milden Dysmorphiezeichen, der aufgrund einer

ausgepragten Hypotonie im Neugeborenenalter auffiel und im Verlauf eine globale

Entwicklungsverzégerung mit mentaler Retardierung und Sprachentwicklungsstérung
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entwickelte, wurde eine Inversion eines Chromosoms 7 mit Beteiligung der Gene
CNTNAP2 und AUTS2 diagnostiziert. Ein Bruchpunkt liegt zwischen den Exons 10
und 13 des CNTNAP2-Gens, der Bruchpunkt im AUTS2-Gen wurde in Intron 5
lokalisiert (Bakkaloglu et al. 2008). Ein Zusammenhang zwischen einem
Funktionsverlust von AUTS2 und muskularer Hypotonie, mentaler Retardierung
sowie Autismus wurde bereits in anderen Fallen mit balancierten
Chromosomenrearrangements beobachtet (Kalscheuer et al. 2007, Sultana et al.
2002). Ob bei Fallen mit Transposition von Teilen des Genes eventuell entstandene
Genfusionen Einfluss auf den Phénotyp des Patienten nehmen, kann vermutlich
nicht geklart werden (Kalscheuer et al. 2007).

Nicht bei jedem Patienten fuhrt der Ausfall eines CNTNAP2-Gens zu einem
auffalligen Phéanotyp. So wurden in einer Familie bei drei Mitgliedern mit einer
balancierten Translokation und einem Bruchpunkt in 7935 mit Bruch des CNTNAP2-
Gens keine Auffalligkeiten in der Entwicklung oder der Sprache beobachtet (Belloso
et al. 2007).

Mit grof3er Wahrscheinlichkeit stehen der heterozygote Ausfall von CNTNAP2 und
auch der Verlust der FOXP2-Bindungsstelle bei Patient 1 in Zusammenhang mit der
schweren Sprachentwicklungsstérung und den autistischen Ziigen. Hinzu kommt,
dass im verbleibendem CNTNAP2-Gen der SNP rs2710102 (nt: 147,205,323) als
Risikoallel fur das Auftreten einer autistischen Erkrankung (OMIM #612100)
nachgewiesen wurde (Alarcén et al. 2008). Der Ausfall eines CNTNAP2-Allels
scheint jedoch bei Patient 1 nicht die alleinige Ursache fir die phanotypischen

Auffalligkeiten zu sein.

Betrachtet man alle Ergebnisse der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung und der Array-
CGH, konnen die festgestellten Veranderungen als ausreichende Ursache fir die bei
Patient 1 festgestellten Entwicklungsstérungen angenommen werden. Bei der
Komplexitat der Veranderungen ist es jedoch nicht moglich, einer einzelnen
Genveranderung eine eindeutige Wirkung zuzuordnen. Es ist daher anzunehmen,

dass bei Patient 1 ein contiguous-gene-Syndrom vorliegt.
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5.2 Fall 2

Bei Patient 2 konnte durch die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung das Vorliegen der
balancierten Translokation zwischen dem kurzen Arm eines Chromosoms 4 und dem
Zentromerbereich eines Chromosoms 9 bestatigt werden. Mikroskopisch war zuvor
nicht zu erkennen, dass es sich bei dem entstandenen Derivat 4 um ein dizentrisches

Chromosom handelt.

Die Ergebnisse der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung zeigen keine Deletionen oder
Zugewinne in den Bruchregionen. Eine Array-CGH konnte hieriber weitere

Informationen geben (Shaw-Smith et al. 2004).

5.2.1 Bereich 9p10-9p11.2

Die Bruchpunktlokalisation auf Chromosom 9 ist schwer einzugrenzen, da in der
Zentromerregion von Chromosom 9 viele repetitive Sequenzen liegen und es daher
zu einer Doppelhybridisierung der BAC-Sonden kommt. Da die Alpha-Satelliten-
Sonde fur das Zentromer von Chromosom 9 auf dem derivativen Chromosom 4
hybridisierte und der dem Zentromer am néchsten gelegene BAC-Klon im Bereich
9p11.2 lokalisiert war, kann angenommen werden, dass sich der Bruch zwischen den
Banden 9pl0 und 9pl1.2 ereignet hat. In diesem Bereich sind keine
proteincodierenden Gene bekannt [Ensembl][ENTREZ].

5.2.2 Bereich 4p16.3

Der Bereich auf Chromosom 4, in dem der Bruch stattgefunden hat, konnte auf
128789 bps festgelegt werden (Position des BAC-Klons RP11-1191J2: 602.222-
732.011) [Ensembl].

In diesem Bereich sind 5 proteincodierende Gene bekannt [Ensembl]:

Symbol Name Position  Funktion OMIM-G /
OMIM-P(Erbgang)

PDE6B phosphodiester 619.373- |Protein-Coding 180072/

ase 6B, cGMP-|664.571 163500(AD)
specific, rod, Autosomal
beta dominante
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kongenitale
stationare
Nachtblindheit 2
613801(AR)
Retinitis
pigmentosa 40
ATPSI ATP synthase, 666.225- Protein-Coding 601519/ -

H+ transporting, 668.127

mitochondrial

Fo complex,

subunit E

MYL5 Myosin, light 667.369- Protein-Coding 160782/ -
chain 5, 675.822
regulatory

MFSD7 major facilitator 675.618- Protein-Coding
superfamily 683.230
domain
containing 7

PCGF3 polycomb group 699.537- Protein-Coding 617543/ -
ring finger 3 764.428

1
~
1

Tabelle 18: Fall 2, Proteincodierende Gene im Bruchpunktbereich 4p16.3

PDEG6B - Phosphodiesterase 6B, cGMP-specific, rod, beta

Position Ensembl Chromosom 4: 619.373-664.571 [Ensembl Sep 2013]
OMIM: 180072

Alternative Symbole: CSNB3, PDEB, rd1, RP40

Das PDE6B-Gen ist 45.198bp lang und in 22 Exons unterteilt. Es gibt 12 Transkripte,

von denen 8 proteincodierend sind [Ensembl][Entrez].

Das Gen codiert die Beta-Untereinheit der Phosphodiesterase (PDE). PDE ist ein
randstandiges heterotrimeres Membranenzym in der Retina, welches durch
Lichteinfall in den Stabchen aktiviert wird. Es fuhrt tber die Hydrolyse von cGMP zur
Hyperpolarisation der Zelle und somit zur Signaltransduktion [provided by RefSeq,
Feb 2009].

Ein homozygoter Ausfall des Gens fuihrt zu einer autosomal rezessiv erblichen Form
der Retinopathia pigmentosa (OMIM-P: 613802, AR) (McLaughlin et al. 1993).

Ein heterozygoter Ausfall dieses Gens wurde in Zusammenhang mit der autosomal
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dominanten kongenitalen stationaren Nachtblindheit (CSNB) (OMIM-P: 163500, AD)
beobachtet (Gal et al. 1994).

ATP5I - ATP Synthase, H+ transporting, mitochondrial Fo complex, subunit E
Position Ensembl Chromosom 4: 666.225-668.127 [Ensembl Sep 2013]

OMIM: 601519

Alternative Symbole: ATP5K

Das ATP5I-Gen ist 1902 bp lang und in 4 Exons unterteilt. Es gibt 5 Transkripte, von
denen eines proteincodierend ist [Ensembl][Entrez].

Die mitochondriale ATP-Synthase katalysiert die ATP-Synthese, indem sie sich den
elektrochemischen Protonengradienten entlang der inneren Membran wahrend der
oxidativen Phosphorylierung zunutze macht. Das Enzym besteht aus zwei
miteinander verbundenen Komplexen: einem loslichen katalytischen Kern (F1) und
einer membranspannenden Komponente (FO), welche den Protonenkanal beinhaltet.
Der F1l-Komplex besteht aus finf verschiedenen Untereinheiten (alpha, beta,
gamma, delta und epsilon), wovon die Alpha- und Beta-Einheiten 3-fach vorhanden
sind. Der FO-Komplex scheint aus 9 verschiedenen Untereinheiten zu bestehen (a, b,
c, d, e, f, g, F6 und F8). Das ATP5I-Gen codiert fur die e-Untereinheit des FO-
Komplexes [provided by RefSeq, Jun 2010].

Das ATP5I-Gen wurde bei Untersuchungen auf CNVs eines Abschnittes auf 4p16.3
in Zusammenhang mit der Entstehung eines early-onset Typ 2 Diabetes als
Kandidatengen beschrieben (Kudo et al. 2011).

MYL5 - myosin, light chain 5, regulatory
Position Ensembl Chromosom 4: 667.369-675.822 [Ensembl Sep 2013]
OMIM: 160782

Alternative Symbole: -

Das MYL5-Gen ist 8453 bp lang und in 8 Exons unterteilt. Es gibt 9 Transkripte, von

denen funf proteincodierend sind [Ensembl][Entrez].
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Das Gen codiert eine der Myosin-Leichtketten, einer Komponente der hexameren
ATPase des zellularen Motorproteins Myosin. Myosin besteht aus zwei schweren
Ketten, zwei nicht-phosphorylierbaren basischen Leichtketten und zwei
phosphorylierbaren regulatorischen Leichtketten. Genprodukte des MYL5-Gens, z. B.
eine der regulatorischen Leichtketten des Myosins, werden im Muskel in der Fetalzeit
und beim Erwachsenen in der Retina, dem Gehirn und den Basalganglien exprimiert
[provided by RefSeq, Jul 2008].

Das Gen wurde bisher nicht in Zusammenhang mit Entwicklungsauffalligkeiten

beschrieben.

MFSD7 - major facilitator superfamily domain containing 7

Position Ensembl Chromosom 4: 675.618-683.230 [Ensembl Sep 2013]
OMIM: -

Alternative Symbole: FLJ22269, LP2561

Das MFSD7-Gen ist 7612 bp lang und in 10 Exons unterteilt. Es gibt 9 Transkripte,

von denen sieben proteincodierend sind. [Ensembl, Entrez]

Uber die Funktion des Gens ist bisher nur wenig bekannt. Expressionsanderungen
und SNPs des Gens wurden in Zusammenhang mit Tumorentstehung und
Tumorentwicklung gebracht (Wen et al. 2012, De Giorgi et al. 2009, Peedicayil et al.
2010).

PCGF3 - polycomb group ring finger 3

Position Ensembl Chromosom 4: 699.537-764.428 [Ensembl Sep 2013]
OMIM: 617543

Alternative Symbole: DONG1, FLJ36550, MGC40413, RNF3, RNF3A

Das PCGF3-Gen ist 64891 bp lang und in 13 Exons unterteilt. Es gibt 14 Transkripte,

von denen acht proteincodierend sind [Ensembl, Entrez].

Die codierten Proteine enthalten eine C3HC4-Ringfingerstruktur, welche daftr

bekannt ist, an der Protein-Protein-Interaktion beteiligt zu sein. Die spezielle Funktion
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der PCGF3-Proteine ist bisher noch nicht bekannt [provided by RefSeq, Jul 2008].

Keines der obengenannten Gene wurde bisher in Zusammenhang mit einer
Entwicklungsauffalligkeit beschrieben. Um den Bruchpunkt exakter zu
charakterisieren, konnte eine FISH-Diagnostik mit DNS-Sonden aus Long-Range-
PCR-Abschnitten im Bereich der bruchpunktiiberspannenden Genom-Sequenz,
eventuell in Verbindung mit FIBER-FISH durchgefiihrt werden (Florijn et al. 1996).
Des Weiteren kame eine Shotgun-Sequenzierung in Betracht (Weber und Myers
1997, Venter et al. 1998). Sollte durch die erganzenden Befunde die Beteiligung
eines der 0. g. Gen am Bruchereignis nachgewiesen werden, ist dennoch eine
Relevanz fir die bei Patient 2 vorliegenden Entwicklungsauffalligkeiten noch nicht
bewiesen. Geklart werden misste auch, ob eine Fusion zweier Gene mit
resultierender Anderung der Genaktivitat stattgefunden haben konnte. Allerdings ist
dies wenig wahrscheinlich, da im Bruchpunktbereich auf Chromosom 9 wenige bis
keine codierenden Genstrukturen bekannt sind. Dartber hinaus konnte eine
Neupositionierung  entwicklungsrelevanter Gene im  Genom zu einer
Expressionsanderung gefuhrt haben (Kleinjan und van Heyningen 1998), eine
Untersuchung hierauf gestaltet sich zurzeit jedoch eher schwierig.

Durch die Alpha-Satellitenanalyse wurde festgestellt, dass der Zentomerbereich von
Chromosom 9 auf das Derivat 4 transloziert ist. Es handelt sich demnach beim
Translokationschromosom 4 um ein dizentrisches Chromosom. Da wir annehmen,
dass sich auch auf dem derivativen Chromosom 9 ein Zentromer befindet, stellt sich
die Frage, welcher Bereich die Aufgabe des Zentromers Gbernommen und sich zu

einem Neozentromer formiert hat.

Die Formation eines Neozentromers wurde das erste Mal 1993 beobachtet. Im
Uberwiegenden Teil der Falle entsteht es durch Chromosomenbriche mit

konsekutivem Markerchromosom (Marshall et al. 2008).

Der Fall eines Neozentromers in Verbindung mit einer balancierten Translokation mit

Entstehung eines dizentrischen Chromosoms wurde bisher nicht beschrieben.

Ein Neozentromer beinhaltet im Gegensatz zu einem urspringlichen Zentromer
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keine Alpha-Satelliten, Ubernimmt jedoch in Mitose und Meiose die komplexe
Aufgabe eines vollstandigen Zentromers. Die Organisation eines Neozentromers und
der Ablauf der Aktivierung sind bisher nicht geklart. Es wird angenommen, dass vor
allem eine CENPA-bindende Domane an der Formierung eines Neozentromers
beteiligt ist (Marshall et al. 2008).

Bisher ist nicht bekannt, ob im menschlichen Genom feste Loci fur die Formation
eines Neozentromers vorhanden sind. Eine strikte Ubereinstimmung in der
Genstruktur der bisher beobachteten Neozentromere konnte nicht gefunden werden.
Neozentromere formieren sich sowohl in Gen-reichen als auch Gen-armen Regionen
(Marshall et al. 2008). Die Genaktivitat eines im Neozentromer liegenden Gens

scheint dabei nicht beeinflusst zu werden (Saffery et al. 2003).

Falle mit Formierung eines Neozentromers auf Chromosom 9 wurden bereits
beschrieben (Depunet et al. 1997, Satinover et al. 2001, Vance et al 1997). In diesen
Fallen lag ein unbalancierter Karyotyp mit Markerchromosom aus einem Teil von 9p,
welches sich dupliziert hatte vor. (47,XY,+der(9)(pter->p21.2::p21.2->pter) und
47,XY,del(9)(p12),+der(9)(pter->pl12::p1l2->pter) und 47,XX,del(9)(p13)+der(9)(pter-
Ypl3::pl3->pter)) (Depinet et al. 1997). Eine Untersuchung des Neozentromers
mittels FISH und Immunfluoreszenz der im Neozentromers enthaltenen CENP-C und
CENP-E ergab eine Lokalisation des Neozentromers in 9p23-24 (Satinover et al.
2001).

Die Kombination aus Immunfluoreszenz zur Markierung des Zentromers und BAC-
Sonden konnte zur Lokalisation des Neozentromers auf dem Derivat 9 von Patient 2
herangezogen werden. Fraglich ist jedoch, ob die Entstehung eines Neozentromers
in Verbindung mit einer Entwicklungsauffalligkeit stehen kdnnte. In der Literatur gibt

es dazu keine Hinweise.

Das derivative Chromosom 4 bei Patient 2 zeigte sich in der Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung als dizentrisch. Vermutete man friher, dass dizentrische
Chromosomen stets zu Problemen mit unbalancierten Tochterzellen in Mitose und
Meiose fuhren (Haber et al 1984), so zeigte sich bei Untersuchungen an

dizentrischen Chromosomen, dass eines der Zentromere meist inaktiviert wird, so
67



dass die Stabilitat bei der Zellteilung gewahrleistet wird (Han et al. 2006).

Die Inaktivierung des Zentromers von Chromosom 9 auf dem Derivat 4 von Patient 2
wirde erklaren, warum nur eine Konstriktion des Derivats 4 im Bereich des

Zentromers von Chromosom 4 beobachtet werden kann.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die bislang erhobenen Ergebnisse bei
Patient 2 seinen auffalligen Phanotyp und die Entwicklungsstérung nicht hinreichend
erklaren. Um weiteren Aufschluss Uber mdgliche genetische Ursachen fur die
Auffalligkeiten zu erhalten, konnten ergadnzende Untersuchungen durchgefihrt

werden (Array-CGH, NGS, weitere FISH-Analysen, s.0.).

Es besteht jedoch auch die Moglichkeit, dass die bei Patient 2 beobachteten
Auffalligkeiten nicht mit der entstandenen Translokation in Verbindung stehen. Neben
genetischen Ursachen wie Mikrodeletionen, rezessiven oder dominanten
Erbkrankheiten, kdmen z. B. auch pranatale Infektionen oder physikalische Noxen
als Ausloser in Betracht. Hierzu waren weitere Informationen Uber den
Schwangerschaftsverlauf, Ergebnisse der Infektionsserologie und anamnestische
Angaben beziglich Medikamenteneinnahme und Alkoholkonsum der Mutter wahrend

der Schwangerschaft notwendig.

Unter der Annahme, dass das Risiko einer angeborenen Gesundheitsstérung bei
Kindern mit neu entstandenen balancierten Chromosomenrearrangements doppelt
so hoch ist wie bei Kindern ohne Chromosomenauffalligkeiten (Warburton et al.
1991), kann man ebenso annehmen, dass bei etwa 50% der auffalligen Kinder mit
balancierter Chromosomenveranderung eine von dem Rearrangement unabhangige

Ursache fir die Entwicklungsstorung vorliegt.

6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden zwei Kinder untersucht, bei denen der Verdacht auf ein
,Disease associated balanced chromosome Rearrangement® (DBCR oder

krankheitsassoziierte balancierte Chromosomenveranderung) bestand. In beiden
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Fallen war in der klassischen B&nderungsanalyse eine vermeintlich balancierte
Strukturveranderung diagnostiziert worden. Das Ziel war, mittels FISH (Fluoreszenz-
in-situ-Hybridisierung) eine genauere Charakterisierung der Bruchpunkte zu
erreichen, um einen maoglichen Zusammenhang zwischen den
Chromosomenveranderungen und dem auffalligen Phanotyp herstellen zu kdnnen.
Die DNS-Sonden hierftr wurden aus BACs (bacterial arteficial chromosoms) mittels
Anreicherung und Nick-Translation mit Antikorper- und Fluoreszenz-markierten

Nukleotiden gewonnen.

Patient 1, ein acht Jahre alter Junge, war wegen einer Sprachentwicklungsstdrung,
leichter globaler Entwicklungsretardierung, autistischen Zigen und milden
Dysmorphiezeichen auffallig geworden und eine Chromosomenanalyse hatte eine
Inversion 7 [46,XYQs,inv(7)(g35036.2)] ergeben. Mehrere Untersuchungen mittels
FISH zeigten, dass bei ihm anstelle einer Inversion ein komplexes
Chromosomenrearrangement mit Insertion von Chromosom 7qg35 nach Chromosom
1g31.2 vorlag. Durch diese Insertion kam es zu einer Unterbrechung und somit zum
Ausfall des auf Chromosom 7q befindlichen CNTNAP2-Gens, das in Zusammenhang
mit Sprachentwicklungsstérungen und Autismus gebracht wird. Eine auswartig
durchgefiinrte SNP-Array-CGH (Dr. Poot, Utrecht) zeigte zudem eine maternal
vererbte etwa 0,3 Mb gro3e Duplikation von Chromosom 1p32.3, eine 5,65 Mb gro3e
Deletion des paternalen Allels von Chromosom 1941 und eine 402-435 kb groRRe
Deletion des paternalen Allels von Chromosom 7q35. Die Deletionen konnten mittels
FISH bestatigt werden. Anstatt eines Zweibruch-Ereignisses mit Inversion muss es
wahrend der vaterlichen Keimzellreifung zu mindestens 10 Chromosomenbrichen

gekommen sein. Die vereinfachte Karyotypformel nach FISH lautete:

46,XYgs pat, dup(1)(pter—p32.3::p32.3—p32.3::p32.3—qter)mat,der(1) ins(1;7)
(1pter—1931.2::7935—7035::79035—7035::1931.2—1g41.1::1g41.1—1qter),

der(7)(7pter—7q32.1::7935—7932.1::7935-->70935::7935-->7q35::79g35—7qter)

de novo(pat)

Weiter zeigte sich, dass bei Patient 1 im verbleibenden maternalen CNTNAP2-Gen

ein mit Autismus assoziierter SNP(rs2710102) vorlag.
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Somit kann angenommen werden, dass die Entwicklungsauffalligkeiten von Patient 1
(globale Entwicklungsverzdgerung, autistische Ztige, Hypospadie, Klumpflsse) durch
die Chromosomenanomalien verursacht wurden, am ehesten durch die fast 5,6 Mb
grof3e Deletion von 1g41. Die Sprachentwicklungsstérung und die autistischen Zige
konnten als multifaktorielle Auffalligkeiten durch die Veranderungen der CNTNAP2-
Gene begunstigt sein, die anderen Auffalligkeiten reihen sich in das Bild des 1q-
Syndroms (Chromosome 1g41-g42 Deletion Syndrom #612530) ein (Shaffer et al.
2007).

Patient 2, ein acht Jahre alter Junge, war ebenfalls durch eine
Sprachentwicklungsstérung sowie durch motorische Dyspraxie, aggressives
Verhalten, Infektanfalligkeit, Blutungsneigung und milden kérperlichen Dysplasien,
wie  weichem  Ohrknorpel  und kurzern Fingern, aufgefallen. Die
Chromosomenanalyse hatte eine Translokation zwischen dem kurzen Arm eines
Chromosoms 4 wund dem langen Arm eines Chromosoms 9 ergeben
[46,XY,1(4;9)(p16.3;q11)]. Bei Patient 2 konnte die Translokation mit FISH bestétigt
werden, auflerdem konnte ich den Bruchpunkt auf Chromosom 9 genauer
lokalisieren (nicht im Bereich 9g11, sondern in der Region zwischen 9p11.2 und
9g10). Somit handelt es sich bei dem Translokationschromosom 4 um ein
dizentrisches Chromosom mit Inaktivierung eines Zentromers, wahrend sich auf dem

derivativen Chromosom 9 ein Neozentromer gebildet haben muss.

Eine Erklarung fir den auffalligen Phanotyp von Patient 2 wurde durch die
Untersuchung nicht gefunden. Ein mdglicher Zusammenhang zwischen den
Chromosomenveranderungen und den Entwicklungsauffalligkeiten kénnte durch eine
Neupositionierung entwicklungsrelevanter, dosissensitiver Gene im Genom bedingt
sein. Im Rahmen dieser Arbeit war keine weiterfihrende Untersuchung maoglich.

Erganzend kénnte z.B. durch eine Mikroarrayanalyse oder eine NGS-Sequenzierung

versucht werden, weiter Aufschluss tber einen méglichen Zusammenhang zwischen

Genotyp und Phé&notyp zu erhalten.
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