Leitlinien fur die molekulare und cytogenetische Diagnostik

bei Prader-Willi-Syndrom und Angelman-Syndrom

1. Klinischer Hintergrund

Das Prader-Willi-Syndrom (PWS) und
das Angelman-Syndrom (AS) sind di-
stinkte neurogenetische Erkrankun-
gen, die durch den Funktionsverlust
elternspezifisch gepragter Gene im
Bereich 15q11-q13 hervorgerufen
werden. Neugeborene mit PWS zeigen
eine ausgepragte muskulare Hypoto-
nie und Trinkschwéche. Im S&ug-
lingsalter bessert sich die Stérung der
Nahrungsaufnahme und geht im Klein-
kindalter in eine Hyperphagie uber, die
zu Adipositas fuhrt. Weitere Kennzei-
chen sind ein Hypogonadismus, Klein-
wuchs, kleine Héande und FuRe, eine
meist moderate mentale Retardierung
sowie Verhaltensprobleme. Patienten
mit AS zeigen eine verzdgerte Ent-
wicklung, eine schwere mentale Re-
tardierung, eine Ataxie und entwickeln
in der Regel keine aktive Sprache.
Weitere Symptome sind eine Mikroze-
phalie, spezifische EEG-Veranderun-
gen, haufige Lachanfalle und ein aus-
gepréagt freundliches Verhalten.

2. Wissenschaftlicher Hintergrund
Ein ca. 2 Mbp groRer Bereich in
15g11-q13 (Abb. 1) unterliegt einer el-
ternspezifischen Pragung (genomic
imprinting). Infolge der Pragung un-
terscheiden sich die véterliche und
mutterliche Kopie dieses Bereichs in
ihrer Chromatinstruktur, der DNA-Me-
thylierung und der Genexpression. Die
Pragung wird durch ein zweiteiliges
imprinting center (IC) kontrolliert, das
mit dem SNRPN Gen Uberlappt oder
identisch ist. SNRPN und mehrere an-
dere Gene werden nur vom véterli-
chen Chromosom 15 exprimiert. Der
5' Bereich dieser Gene ist auf dem va-
terlichen Chromosom unmethyliert
und auf dem miutterlichen Chromosom
methyliert. Eines oder mehrere dieser
Gene codieren in ihren Introns kleine
nukleolare RNAs (snoRNAs). UBE3A
wird in den meisten Zellen bi-allelisch,
im Gehirn aber nur vom mutterlichen
Chromosom exprimiert. An der Kon-
trolle der UBE3A-Expression scheint
ein antisense Transkript beteiligt zu
sein.

3. Atiologie von PWS und AS

PWS wird durch den Funktionsverlust
von Genen hervorgerufen, die nur auf
dem vaterlichen Chromosom 15 aktiv
sind. Der Funktionsverlust ist in mehr

als 99% aller Patienten Folge einer 3-
4 Mbp grofRen Deletion auf dem véter-
lichen Chromosom 15, einer materna-
len uniparentalen Disomie (UPD 15)
oder eines Imprintingfehlers (mutterli-
che Pragung des vaterlichen Chromo-
soms). Ungeféhr 10% der Imprinting-
fehler sind auf eine 8-200 kb groRe IC-
Deletion zurtickzufiihren, die immer
Exon 1 von SNRPN miteinschlief3t.
Punktmutationen im IC wurden bis-
lang nicht identifiziert. In aullerst sel-
tenen Féllen wurde eine balancierte
Translokation mit Bruchpunkt in
15g11-q13 beobachtet, wobei aber
kein typisches PWS vorlag. Die Hau-
figkeit der verschiedenen Ursachen
und das Wiederholungsrisiko sind in
Tabelle 1 angegeben.

AS wird durch den Funktionsverlust
von UBE3A hervorgerufen. Neben ei-
ner 3-4 Mbp Deletion auf dem mutter-
lichen Chromosom 15, einer paterna-
len UPD 15 und eines Imprintingfeh-
lers (vaterliche Pragung des mdtterli-
chen Chromosoms) kann UBE3A auch
durch eine Genmutation und andere,
bislang nicht geklarte Mechanismen
inaktiviert werden (Tabelle 2). In einem
Fall wurde eine auf UBE3A begrenzte
Deletion nachgewiesen. Ungeféhr
10% der Imprintingfehler sind auf eine
5-80 kb grof3e IC-Deletion stromauf-
warts von SNRPN Exon 1 zuriickzu-
fihren; in einem Fall wurde eine 1,5
Mbp grolRe paracentrische Inversion
mit Bruchpunkt im IC nachgewiesen.
Punktmutationen im IC wurden bis-
lang nicht identifiziert.

Generell ist das Wiederholungsrisiko
fur PWS und AS gering. Die 3-4 Mbp
groRe Deletion und die UPD treten
fast immer sporadisch auf. Bestimm-
te Chromosomenaberrationen bei ei-
nem Elternteil (z.B. eine Translokation
unter Beteiligung des Chromosoms
15) kénnen aber das Wiederholungs-
risiko fur eine dieser Aberrationen er-
héhen. Imprintingfehler ohne IC-Dele-
tion oder Rearrangement scheinen
sporadisch zu sein. IC- und UBE3A-
Mutationen kdénnen sporadisch und
familiar auftreten. Bei familidrem Auf-
treten besteht ein Wiederholungsrisi-
ko von 50%. Es ist zu beachten, dass
IC- und UBE3A-Mutationen durch
Nichterkrankte vererbt werden und

auch bei entfernt verwandten Famili-
enmitgliedern vorliegen kénnen.

4. Diagnostische Strategie

Da erfahrungsgeman bei den meisten
Proben kein PWS oder AS vorliegt,
beginnt die Diagnostik in der Regel
mit der Methylierungsanalyse des
SNRPN-Gens. Dieser Test ist auffallig
bei maternalen und paternalen Dele-
tionen, maternalen und paternalen Di-
somien sowie allen Imprintingfehlern,
unterscheidet aber nicht zwischen den
drei Ursachen. Der Test identifiziert
praktisch alle Patienten mit PWS und
die meisten Patienten mit AS. Bei ei-
nem normalen Testergebnis ist des-
halb ein PWS mit hoher Wahrschein-
lichkeit ausgeschlossen. Dies trifft flr
AS nicht zu, da UBE3A-Mutationen
und andere Mechanismen das Methy-
lierungsmuster nicht verandern. Wird
nach einem Normalbefund des Me-
thylierungstests der klinische Verdacht
auf AS aufrecht erhalten, sollte eine
UBE3A-Mutationsanalyse in einem
Speziallabor erfolgen. Wird bei dem
Probanden eine UBE3A-Mutation
nachgewiesen, wird auch der Mutter
und gegebenenfalls weiteren Famili-
enangehdrigen die Untersuchung an-
geboten.

Ist der Methylierungstest auffallig und
soll das Wiederholungsrisiko abge-
schatzt werden, muss zwischen einer
Deletion, einer UPD und einem Im-
printingfehler unterschieden werden.
Hierfur bietet sich die Mikrosatelliten-
analyse an. Da eine Deletion mit 70%
die haufigste Ursache fur PWS und
AS ist, kann an dieser Stelle auch eine
Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH-
Analyse) durchgefiuhrt werden. Wird
durch Mikrosatelliten- oder FISH-Ana-
lyse eine Deletion nachgewiesen, soll-
te bei PWS der Vater und bei AS die
Mutter mittels FISH untersucht wer-
den, um eine kryptische Translokation
auszuschlielen. Bei einem normalen
FISH-Befund des Patienten muss mit
Hilfe einer Mikrosatellitenanalyse zwi-
schen uniparentalen und biparentalen
Chromosomen unterschieden werden.

Ein abnormaler Methylierungsbefund
bei biparentalen Chromosomen ohne
typische Deletion deutet auf einen Im-
printingfehler hin. In diesem Fall soll-
te in einem Speziallabor eine IC-Dele-
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tionsanalyse durchgefuhrt werden. Ein
erster Hinweis auf das Vorliegen einer
IC-Deletion bei PWS ist ein abnorma-
les Methylierungsmuster beim Vater
des Patienten. Bei AS ist eine Methy-
lierungsanalyse bei der Mutter nicht
richtungsweisend, weil eine AS IC-De-
letion nie das Exon 1 von SNRPN mit-
einschlief3t. Wird bei dem Probanden
eine IC-Deletion nachgewiesen, wird
auch den Eltern (bei PWS dem Vater,
bei AS der Mutter) und ggf. weiteren
Familienangehdrigen die Untersu-
chung angeboten.

Eine Chromosonenanalyse hat heut-
zutage keinen Stellenwert mehr fiir die
primére Diagnostik bei PWS und AS,
ist aber als zusatzliche Untersu-
chungsmethode im Rahmen differen-
tialdiagnostischer Uberlegungen indi-
ziert. Bei einer Deletion oder UPD wird
zur Abklarung einer Chromosomena-
berration mit erhohtem Wiederho-
lungsrisiko die cytogenetische Unter-
suchung des Patienten und beider El-
tern empfohlen.

5. Testverfahren

5.1. Methylierungstest

Bei der Analyse wird die differentielle
Methylierung am 5' Ende von SNRPN
untersucht. Hierfur eignet sich DNA
aus EDTA-Blut, Chorionzotten und
Amnionzellen des Probanden. D15S63
(PW71) sollte nicht mehr verwendet
werden, da es ein Nullallel gibt und
der Locus in Chorionzotten und Am-
nionzellen untermethyliert sein kann.
Fur die Untersuchung wird eine me-
thylspezifische PCR an bisulfit-be-

AS-SRO: kleinster Uberlappender Deletionsbereich bei Patienten
mit AS und einer IC-Deletion

handelter DNA nach Kubota et al.
(1997) oder Zeschnigk et al. (1997)
oder eine Southernblot-Analyse mit
methylierungssensitiven  Enzymen
empfohlen. Bei der Bisulfitbehandlung
ist darauf zu achten, dass die Losun-
gen arbeitstaglich frisch angesetzt
werden. Die PCR muss so optimiert
sein, dass die beiden Banden bei Nor-
malkontrollen gleich stark sind. Bei
der Verwendung methylierungssensi-
tiver Enzyme muss durch Zumischung
einer Test-DNA zum Verdauungsan-
satz die Vollstandigkeit der Verdauung
kontrolliert werden. In jeder Testreihe
missen eine Normalkontrolle, eine
PWS-Kontrolle und eine AS-Kontrolle
mitgefiihrt werden. Bei einer Deletion,
einer UPD oder einem Imprintingfeh-
ler fehlt die mutterliche Bande (AS)
oder die véterliche Bande (PWS).

5.2. Fluoreszenz-in situ-
Hybridisierung (FISH)

Fur die Praparation von Metaphase-
Chromosomen wird Heparin-Blut
bendtigt. Als Sonden fur die FISH-
Analyse werden SNRPN und UBE3A
empfohlen. Fir den distalen Bereich
von 15q11-q13 stehen auch andere
Sonden zur Verfugung (z.B. D15S10
und GABRB3), mit denen aber eine
auf UBE3A begrenzte Deletion tber-
sehen wirde. Zur Identifizierung des
Chromosoms 15 wird eine Sonde fir
einen distal gelegenen Locus, z.B.
PML verwendet. Ist ein Chromosom
15 negativ fir SNRPN und UBES3A,
liegt mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit
eine typische 3-4 Mbp Deletion vor. Ist
nur SNRPN deletiert, kann es sich um
eine grolRere PWS IC-Deletion han-
deln.
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5.3. Mikrosatellitenanalyse

Fir die Mikrosatellitenanalyse wird
DNA des Probanden und der Eltern
benétigt. Es werden Loci innerhalb
des typischen Deletionsbereichs (,,in-
terne Marker*) und Loci auBerhalb des
typischen Deletionsbereichs (,externe
Marker®) untersucht. Als interne Mar-
ker werden D15S817, D15S128, D15
S122, D15S986, D15S1234 und D15
S822 empfohlen. Als externe Marker
werden D15S1007, CYP19, D15S216,
D15S100 und FES empfohlen. Wegen
maoglicher Nullallele und anderer Pro-
bleme sollten D15S542 und D15S113
nicht benutzt werden. Bei Nachweis
eines abnormalen Methylierungsmu-
sters sollte mindestens ein interner
Marker und ein externer Marker infor-
mativ sein. Fehlt bei internen Markern
ein elterliches Allel, wahrend bei ex-
ternen Markern Allele beider Eltern
nachweisbar sind, handelt es sich um
eine Deletion. Fehlt bei internen und
bei externen Markern ein elterliches
Allel, handelt es sich um eine UPD.
Bei einer UPD kénnen isodisome und
heterodisome Bereiche vorkommen.
Sind bei internen und externen Mar-
kern Allele beider Eltern nachweisbar,
handelt es sich bei Vorliegen eines ab-
normalen Methylierungsmusters um
einen Imprintingfehler.

5.4. Imprinting-Center Analyse

Die Suche nach einer IC-Deletion ist
keine Routineuntersuchung und erfor-
dert spezielle Sonden und Methoden®.

5.5. UBE3A Mutationsanalyse
Die Suche nach einer UBE3A-Mutati-
on erfolgt nach Standardmethoden?.
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Tab 1 Molekulare Klassen bei PWS

Atiologie paternale  maternale Imprinting- balancierte
Deletion UPD fehler Translokation
IC Deletion keine
IC Deletion
Haufigkeit =70 % ~29 % ~0.1% =0.8% (weltweit
5 Falle)
WR* <1% <1% <50% <1% <1%

* Wiederholungsrisiko bei normalen elterlichen Chromosomen

Tab 2 Molekulare Klassen bei AS

Atiologie maternale paternale Imprinting- UBE3A andere
Deletion UPD fehler Mutation
IC Deletion/ keine
Rearrange- IC Deletion
ment
Haufigkeit =70 % =1 % ~05% =35% =5 % =20%
WR* <1% <1 % <50 % <1% <50% ?

* Wiederholungsrisiko bei normalen elterlichen Chromosomen

6. Bericht
Der Bericht sollte kurz und préazise
sein, muss aber neben den Ublichen

Angaben folgende Punkte umfassen:

- Methode
z.B. Methylierungstest, untersuchtes
Gen, etc.

- Ergebnis
z.B. Fehlen der vaterlichen/mutterli-
chen Bande im Methylierungstest.

- Bewertung
z.B. bei auffalligem Methylierungs-
muster: , Dieser Befund bestatigt die
Diagnose eines Prader-Willi-Syn-
droms (eines Angelman-Syndroms).*

z.B. bei normalem Methylierungsmu-
ster (Indikation PWS): ,,Damit sind
eine Deletion, eine uniparentale Di-
somie und ein Imprintingfehler aus-
geschlossen und ein Prader-Willi-
Syndrom ist sehr unwahrscheinlich.*

z.B. bei normalem Methylierungsmu-
ster (Indikation AS): ,,Damit sind eine
Deletion, eine uniparentale Disomie
und ein Imprintingfehler ausge-
schlossen. Dieser Befund schlie3t
aber ein Angelman-Syndrom nicht
definitiv aus. Sollte weiterhin ein Ver-
dacht auf AS bestehen, empfehlen
wir eine Mutationsanalyse des
UBE3A-Gens.“

- Empfehlung einer humangeneti-
schen Beratung bei pathologi-
schem Befund

Gegebenenfalls missen zuséatzliche
Punkte aufgenommen werden:

- Empfehlung weiterer Untersu-
chungen (z.B. Chromosomen-, IC-
oder UBE3A-Analyse)

- Anforderung zuséatzlicher Proben
(z.B. Heparinblut des Probanden,
Proben der Eltern)

- Hinweis auf die Méglichkeit einer
vorgeburtlichen Untersuchung

- Kontaktadresse der PWS bzw. AS
Selbsthilfegruppe
(siehe SHG-Liste auf der
www.BVmedgen.de Webpage)

Anmerkungen
1) Diese Analyse wird z.Zt. nur am Institut fur
Humangenetik in Essen angeboten.

2) Diese Analyse wird z.Zt. nur am Institut fir
Humangenetik in Berlin angeboten.
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