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1 Klinischer Hintergrund

Das Prader-Willi-Syndrom (PWS, #176270) und das
Angelman-Syndrom (AS, #105830) sind distinkte neuroge-
netische Erkrankungen, die durch den Funktionsverlust
elternspezifisch geprédgter Gene im Bereich 15q11q13 her-
vorgerufen werden. Neugeborene mit PWS haben oft ein
etwas geringeres Geburtsgewicht und zeigen eine ausge-
pragte muskuldre Hypotonie und Trinkschwache. Im Sdug-
lingsalter bessert sich die Storung der Nahrungsaufnahme
und geht im Kleinkindalter in eine Hyperphagie iiber, die
zu massiver Adipositas filhren kann. Weitere Kennzeichen
des PWS sind ein Hypogonadismus, Kleinwuchs, kleine
Hiande und Fiifle, eine meist moderate Intelligenzminde-
rung sowie Verhaltensprobleme.

Patienten mit AS zeigen eine verzogerte Entwick-
lung, eine schwere Intelligenzminderung, eine Ataxie und
entwickeln in der Regel keine aktive Sprache. Weite-
re Symptome sind eine Mikrozephalie, spezifische EEG-
Verdnderungen, hdufige Lachanfalle und ein ausgepragtes
freundliches Verhalten.

2 Wissenschaftlicher Hintergrund

Ein ca. 2Mb grofler Bereich in 15q11q13 unterliegt einer
elternspezifischen Pragung (genomic imprinting). Infolge
der Pragung unterscheiden sich die vaterliche und miitter-
liche Kopie dieses Bereichs in der DNA-Methylierung, der
Histonmodifikation und der Genexpression. Die Pragung
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wird durch ein zweiteiliges imprinting center (IC) kontrol-
liert, das mit dem SNRPN Gen iiberlappt (Abbildung 1). SN-
RPN und mehrere andere Gene werden nur vom vaterli-
chen Chromosom 15 exprimiert. Der 5’-Bereich dieser Ge-
ne ist auf dem véterlichen Chromosom unmethyliert und
auf dem miitterlichen Chromosom methyliert. In Introns
des SNRPN-Gens liegen zwei C/D box snoRNA-Gencluster
(SNORD115 und SNORD116, frither HBII-52 und HBII-85 ge-
nannt) sowie Einzelkopien weiterer snoRNA-Gene.

Das UBE3A-Gen wird in den meisten Zellen biallelisch,
im Gehirn aber nur vom miitterlichen Chromosom expri-
miert.

3 Atiologie von PWS und AS

PWS wird durch den Funktionsverlust von Genen hervor-
gerufen, die nur auf dem véiterlichen Chromosom 15 ak-
tiv sind. Der Funktionsverlust ist in mehr als 99 % aller
Patienten Folge einer 5-7 Mb grofien Deletion auf dem
véterlichen Chromosom 15, einer maternalen uniparenta-
len Disomie (UPD) oder eines Imprintingdefekts (miitterli-
che Priagung des viterlichen Chromosoms). Ungefihr 10 %
der Imprintingdefekte sind auf eine 8200 kb grofie IC-
Deletion zuriickzufiihren, die immer Exon 1 von SNRPN
einschlief3t. Punktmutationen im IC wurden bislang nicht
identifiziert. Es wurden jedoch einige Patienten mit einer
paternalen Deletion des SNORD116-Clusters beschrieben,
die viele Merkmale des PWS zeigen [1-7]). In sehr seltenen
Fadllen wurde eine balancierte Translokation mit Bruch-
punkt in 15q11q13 beobachtet, wobei aber kein typisches
PWS vorlag [8, 9]. Mutationen im viterlichen MAGEL2-
Allel verursachen das Schaaf-Yang-Syndrom (SYS), das kli-
nisch stark mit PWS {iberlappt. Die Haufigkeit der ver-
schiedenen Ursachen und das Wiederholungsrisiko sind
in Tabelle 1 angegeben.

AS wird durch den Funktionsverlust des miitterlichen
Allels von UBE3A hervorgerufen. Neben einer 5-7 Mb De-
letion auf dem miitterlichen Chromosom 15, einer pater-

@ Open Access. © 2020 Deutsche Gesellschaft fiir Humangenetik e. V. und Berufsverband Deutscher Humangenetiker e. V., publiziert von De Gruyter.
Dieses Werk ist lizensiert unter einer Creative Commons Namensnennung 4.0 International Lizenz.


https://doi.org/10.1515/medgen-2020-2020
mailto:jasmin.beygo@uni-due.de

170 —— GfH/BVDH: Leitlinien fiir die molekulare und zytogenetische Diagnostik DE GRUYTER
N
S¥ e o &
NS & 08 W N8
p S o N AN LTS S S F & FPE " n
F &S FF s &K FFF S5 AR S S S
FFEYE, FFFF &K MO Y Py ¢ e s &

cen

tel

BP1 BP2

BP3

SNHG14

Klasse | Deletion

Klasse Il Deletion

Abb. 1: Ubersicht der Region 15q11q13

Die Abbildung zeigt die Gene in dieser chromosomalen Region, die biparental (schwarz) oder nur vom paternalen Allel (blau) exprimiert wer-

den. Das einzige Gen, das nur vom maternalen Allel exprimiert wird,

ist UBE3A (rot). Die allelspezifische Expression von UBE3A bezieht sich

aber nur auf neuronale Zellen, in anderen Geweben wird UBE3A biparental exprimiert.

Das zweiteilige Imprinting center (IC) befindet sich upstream des SNURF-SNRPN Gens und setzt sich aus AS-IC und PWS-IC zusammen. SN-
RPN_u1A und _-u1B reprasentieren upstream Exons des SNURF-SNRPN-Gens. SNHG 14 ist eine long noncoding RNA, die vom paternalen Allel
exprimiert wird. Unterhalb sind die hdufigen Klasse | (BP1-BP3) und Klasse Il Deletionen (BP2-BP3) dargestellt.

IC — Imprinting center, BP — Bruchpunktcluster, cen — centromer, tel — telomer, nicht mafistabsgetreu.

nalen UPD 15 und eines Imprintingdefekts (vaterliche Pra-
gung des miitterlichen Chromosoms) kann UBE3A auch
durch eine pathogene Variante auf dem maternalen Al-
lel und andere, bislang nicht geklarte Mechanismen in-
aktiviert werden (Tabelle 2). In einigen wenigen familii-
ren Fallen wurden intragene oder atypische Deletionen,
die UBE3A {iberspannen, nachgewiesen [10—17]. Ungefahr
10 % der Imprintingdefekte sind auf eine 5-80 kb grof3e IC-
Deletion stromaufwdarts von SNRPN Exon 1 zuriickzufiih-
ren; in einem Fall wurde eine 1,5 Mb grof3e, paracentrische

Tab. 1: Molekulare Klassen bei PWS

Inversion mit Bruchpunkt im IC nachgewiesen [18]. Punkt-
mutationen im IC wurden bislang nicht identifiziert [19].
Generell ist das Wiederholungsrisiko fiir PWS und AS
gering. Die 5-7Mb grofle Deletion und die UPD treten
fast immer sporadisch auf. Bestimmte Chromosomenab-
errationen bei einem Elternteil kénnen aber das Wieder-
holungsrisiko fiir eine dieser Aberrationen erhdhen. Eine
grof3e Deletion tritt zwar in der Regel de novo auf, aber das
Vorliegen einer balancierten Translokation unter Beteili-
gung des Chromosoms 15 beim Vater (bei PWS) oder bei

Atiologie Paternale Deletion Maternale UPD(15) Imprintingdefekt Paternale Deletion Balancierte
15q11q13 IC-Deletion  Keine IC-Deletion =~ SNORD116 Translokation

Haufigkeit ~70-75% ~25-30% ~0,1% ~0,9% Sehr selten Sehr selten

WR* <1% <1% 50 %" <1% < 1%, wenn de novo <1%

*Wiederholungsrisiko (WR) bei normalen elterlichen Chromosomen

* Wenn der Vater Tréger ist (Mosaik ausgeschlossen)

Tab. 2: Molekulare Klassen bei AS

Atiologie Maternale Deletion Paternale UPD(15) Imprintingdefekt UBE3A Mutation andere

15q11q13 IC-Deletion Keine IC-Deletion
Haufigkeit ~70-75% ~1-2% ~0,3% ~3,0% ~5-10% ~10-15%
WR* <1% <1% 50 %" <1% 50 %" ?

*Wiederholungsrisiko (WR) bei normalen elterlichen Chromosomen
* Wenn die Mutter Trdgerin ist (Mosaik ausgeschlossen)
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der Mutter (bei AS) kann zu einer unbalancierten Translo-
kation und damit einer Deletion beim Kind fiihren. Fiir ei-
ne UPD gibt es ein erh6htes Wiederholungsrisiko bei Vor-
liegen einer Robertsonschen Translokation mit der Betei-
ligung eines Chromosoms 15 bei einem der beiden Eltern.

Imprintingdefekte ohne IC-Deletion oder Rearrange-
ment scheinen sporadisch zu sein. IC-Deletionen und
UBE3A-Mutationen konnen sporadisch und familidr auf-
treten. Bei familidrem Auftreten besteht ein Wieder-
holungsrisiko von 50%. Bei de novo IC- und UBE3A-
Mutationen kann ein Keimzellmosaik und damit ein even-
tuell erhohtes Wiederholungsrisiko nicht ausgeschlos-
sen werden. Es ist zu beachten, dass IC-Deletionen und
UBE3A-Mutationen durch Nichterkrankte vererbt wer-
den und auch bei entfernt verwandten Familienmitglie-
dern vorliegen konnen (siehe Beispielstammbaum, Abbil-
dung 2). IC-Deletionen (des PWS-IC) fiihren nur dann zu
PWS, wenn sie paternal ererbt werden. Daher konnen sie
iiber mehrere Generationen stumm iiber die maternale Li-
nie vererbt werden.

Fiir IC-Deletionen (des AS-IC) und UBE3A-Mutationen
verhalt es sich umgekehrt. Hier manifestiert sich das AS
erst, wenn die IC-Deletion oder UBE3A-Mutation maternal
ererbt wird. Uber die paternale Linie erfolgt eine stumme
Transmission.

.. : g
1 2 3 4 5 6
1l
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Abb. 2: Hypothetischer Stammbaum einer PWS Familie mit einer
IC-Deletion des PWS-IC. In der dritten Generation ist ein Sohn mit
PWS (I1l.4, ausgefiilltes Quadrat) nach paternaler Transmission der
IC-Deletion geboren worden. Sein Vater (I1.4) ist gesunder Ubertri-
ger, ebenso wie seine Tante viterlicherseits (I1.2) und seine Cousi-
ne (I11.1) sowie seine paternale GroSmutter (1.2; Konduktoren mit
schwarzem Punkt gekennzeichnet).

Im Familienzweig der Tante viterlicherseits (I.2) gidbe es friihestens
in der 5. Generation ein erhdhtes Risiko fiir ein Kind mit PWS: Soll-
te seine Cousine (111.1) die IC-Deletion an einen Sohn (IV. Generation)
vererben, hatte dieser ein 50 %iges Risiko ein Kind mit PWS zu be-
kommen (V. Generation).
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4 Diagnostische Strategie

In der Regel beginnt die Diagnostik bei einem klinischen
Verdacht auf PWS oder AS mit der Methylierungsanalyse
des SNRPN-Gens. Bei einer Normalperson ist das miitterli-
che Allel methyliert und das vaterliche Allel unmethyliert.
Fiir die Methylierungsanalyse eignet sich DNA aus EDTA-
Blut, Mundschleimhaut, Chorionzotten (nach Ausschluss
miitterlicher Kontamination) und Amnionzellen des Pro-
banden. Eine solche Methylierungsanalyse kann mit un-
terschiedlichen Methoden durchgefiihrt werden. Die der-
zeit am héaufigsten genutzte Methode ist die methylie-
rungsspezifische (MS)-MLPA (rmultiplex ligation-depended
probe amplification), gefolgt von der MS-PCR (siehe 5.1
und 5.2).

Die MS-MLPA detektiert zeitgleich die Methylierung
und die Gendosis fiir den Bereich 15q11q13. Neben den 5-
7 Mb grof3en Deletionen, uniparentalen Disomien und Im-
printingdefekten kann die MLPA auch IC-Deletionen sowie
je nach Grofle und Lokalisation atypisch kleine Deletio-
nen (z. B. begrenzt auf das SNORD116 Gencluster bei Ver-
dacht auf PWS oder das UBE3A-Gen bei Verdacht auf AS)
und atypisch grof3e Deletionen (APBA2 siehe 5.1) detektie-
ren. Fiir die Unterscheidung zwischen uniparentaler Diso-
mie und Imprintingdefekt muss eine Mikrosatellitenana-
lyse von beiden Eltern und Patient angeschlossen werden.

Die MS-PCR ist auffillig (Hypomethylierung bei
AS/Hypermethylierung bei PWS) bei Vorliegen einer De-
letion 15q11q13, einer uniparentalen Disomie sowie einem
Imprintingdefekt, unterscheidet aber nicht zwischen den
drei Ursachen. Auch werden kleine Deletionen, die nicht
das imprinting center iiberspannen mit einer MS-PCR nicht
erfasst, da sie nicht zu einer Veranderung der Methylie-
rung fiihren.

Translokationen konnen molekulargenetisch mit den
Standardmethoden nicht erfasst werden.

Mit einer Methylierungsanalyse erfasst man fast alle
Patienten mit PWS und die meisten Patienten mit AS. Bei
einem normalen Testergebnis ist deshalb ein PWS mit ho-
her Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen. In diesen Fallen
konnte auf das Vorliegen von SYS oder Temple-Syndrom
getestet werden. Bei AS schlief3t ein normales Testergeb-
nis das Vorliegen der Erkrankung nicht aus, da UBE3A-
Mutationen und andere Ursachen das Methylierungsmus-
ter nicht verandern. Wird nach einem Normalbefund der
Methylierungsanalyse der klinische Verdacht auf AS auf-
rechterhalten, sollte eine UBE3A-Mutationsanalyse erfol-
gen. Wird bei dem Probanden eine UBE3A-Mutation nach-
gewiesen, wird auch der Mutter und gegebenenfalls weite-
ren Familienangehdrigen die Untersuchung angeboten.
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Ist die Methylierung auffillig und soll das Wieder-
holungsrisiko abgeschitzt werden, muss die molekular-
genetische Ursache ermittelt und zwischen einer Deleti-
on, einer uniparentalen Disomie und einem Imprinting-
defekt unterschieden werden. Wenn eine MLPA durchge-
fiihrt wurde, ist eine Deletion 15q11q13 schon nachgewie-
sen oder ausgeschlossen worden. Alternativ kann eine De-
letion 15q11q13 mittels Array-Analyse oder Fluoreszenz-
in-situ-Hybridisierung (FISH-) Analyse nachgewiesen wer-
den. Allerdings kann per FISH keine Differenzierung zwi-
schen den Klasse I, Klasse II und anderer atypisch grofien
Deletionen erfolgen.

Mittels Mikrosatellitenanalysen kann eine Deletion
ausgeschlossen werden, wenn fiir den Bereich 15q11q13 ei-
ne biparentale Vererbung vorliegt. Wenn fiir diesen Be-
reich nur ein parentales Allel nachgewiesen werden kann,
wahrend die Marker auflerhalb eine biparentale Verer-
bung zeigen, deutet dies auf eine Deletion hin, da bis-
lang keine segmentalen UPDs fiir Chromosom 15q11q13 be-
schrieben wurden. Fiir die Mikrosatellitenanalyse wird zu-
sdtzlich DNA der Eltern bendtigt, fiir die FISH-Analyse he-
parinisiertes Blut. Bei Vorliegen einer UPD sollten die el-
terlichen Chromosomen auf das Vorliegen einer Robert-
sonschen Translokation untersucht werden. Wird eine De-
letion nachgewiesen, sollte bei PWS der Vater und bei AS
die Mutter mittels FISH untersucht werden, um eine kryp-
tische Translokation auszuschlief3en. Wurde eine Deletion
ausgeschlossen, muss mit Hilfe einer Mikrosatellitenana-
lyse zwischen einer uniparentalen und biparentalen Chro-
mosomen 15 unterschieden werden.

Ein auffilliger Methylierungsbefund bei biparentalen
Chromosomen ohne typische Deletion 15q11q13 deutet auf
einen Imprintingdefekt hin. In diesem Fall sollte eine
IC-Deletionsanalyse durchgefiihrt werden. IC-Deletionen
werden durch die MLPA mit erfasst. Wird bei dem Proban-
den eine IC-Deletion nachgewiesen, sollte auch den Eltern
(bei PWS dem Vater, bei AS der Mutter) und ggf. weiteren
Familienangehdrigen diese Untersuchung angeboten wer-
den.

Mittels FISH kann eine IC-Deletion nicht sicher nach-
gewiesen werden.

Bei Patienten mit AS und einem Imprintingdefekt oh-
neIC-Deletion wird in etwa der Halfte der Falle eine schwa-
che Methylierung detektiert. Diese Patienten haben ein so-
matisches Mosaik fiir normal methylierte Zellen und Zel-
len mit einem Imprintingdefekt (hypomethylierte Zellen).

Liegt eine uniparentale Disomie vor sollte beim Pati-
enten und bei beiden Eltern eine Robertsonsche Translo-
kation ausgeschlossen werden.

In seltenen Féllen wurde das Vorliegen eines neu auf-
getretenen iiberzahligen kleinen Markerchromosoms 15 in
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Assoziation mit einer uniparentalen Disomie 15 beschrie-
ben (Liehr etal. [20]).

5 Testverfahren

5.1 MS-MLPA

Mit der methylierungsspezifischen (MS)-MLPA wird das
Methylierungsmuster an mehreren Stellen in 15q11q13 er-
fasst und parallel eine Gendosisanalyse dieser Region
durchgefiihrt. Das fiir die molekulargenetische PWS und
AS Diagnostik verfiighare MS-MLPA Kit (ME028-, MRC Hol-
land) enthélt Hybridisierungssonden fiir die chromosoma-
le Region 15q11q13 und Referenzsonden aus anderen chro-
mosomalen Bereichen, die als Kontrollsonden fiir die ver-
gleichende Bestimmung der Gendosis dienen. Einige Hy-
bridisierungssonden sind methylierungssensitiv und ent-
halten eine Hhal Restriktionsschnittstelle. Ein Teil dieser
methylierungsspezifischen Sonden reprasentieren eltern-
spezifisch methylierte Sequenzen aus der PWS/AS Regi-
on (fiir den SNRPN Promoter/Exon 1/Intron 1 Bereich und
fiir den MAGEL2 Locus). Weitere Sonden aus dieser Regi-
on aber auch aus anderen chromosomalen Bereichen fiir
vollstindig unmethylierte Sequenzen dienen als Methy-
lierungskontrollen fiir den Nachweis einer vollstandigen
Hhal Restriktion. Die Methylierungsanalyse mittels MS-
MLPA bietet gegeniiber anderen Methoden, wie z.B. der
MS-PCR, den Vorteil, dass die Methylierung an mehreren
Stellen untersucht wird und deshalb das Risiko fiir ein
falsch positives oder falsch negatives Ergebnis reduziert
wird. Falls eine Sonde aufgrund eines Einzelnukleotidaus-
tausches ausfillt, gibt es immer noch andere Sonden, die
zur Auswertung genutzt werden kénnen.

Die methylierungssensitiven Sonden zeigen bei Nor-
malkontrollen eine 50 %ige Methylierung, die das methy-
lierte maternale und das unmethylierte paternale Allel wi-
derspiegelt. Bei Patienten mit PWS wird eine komplette
Methylierung der Sonden angezeigt (Hypermethylierung),
entweder da das unmethylierte maternale Allel deletiert
ist oder weil bei einer maternalen UPD oder einem Imprin-
tingdefekt beide Allele methyliert vorliegen.

Bei AS hingegen zeigen die Sonden meist keine Methy-
lierung (Hypomethylierung) entweder aufgrund der Dele-
tion des unmethylierten paternalen Allels oder aufgrund
einer paternalen UPD oder Imprintingdefektes, bei denen
beide Allele unmethyliert vorliegen. Bei AS und einem Im-
printingdefekt im Mosaik liegen neben den Zellen ohne
Methylierung auch Zellen mit normaler Methylierung vor,
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so dass in Abhéngigkeit von der Zahl normaler Zellen eine
leichte Methylierung detektiert wird.

Die Gendosisanalyse mittels MLPA ldsst direkt er-
kennen, ob bei methylierungsauffalligen PWS- oder AS-
Befunden eine grof3e, heterozygote Deletion 15q11q13 der
PWS/AS Region vorliegt, was bei der Mehrzahl der Pati-
enten (~70-75 %) der Fall ist. Die MLPA Sonden zeigen da-
bei eine Dosisreduktion um 50 %. Aufgrund der Verteilung
der iiber 30 Sonden in der Region 15q11q13 kann man zwi-
schen einer Klasse I- und Klasse II-Deletion unterschei-
den. Bei Klasse I Deletionen ist der Bereich zwischen BP1
und BP3 (Bruchpunktregion) deletiert, wahrend bei Klas-
se I Deletionen der Bereich BP2-BP3 deletiert ist und die
Sonden fiir den Bereich zwischen TUBGCP5 und NIPA eine
normale Gendosis anzeigen.

Weiterhin kénnen auch atypische Deletionen mittels
MLPA erkannt werden. Sowohl atypisch kleine Deletio-
nen, z.B. fiir das snoRNA Gencluster SNORD116 oder fiir
mehrere UBE3A Exons, als auch atypisch grofe Deletio-
nen, die durch eine 50 %ige Dosisreduktion der Sonde fiir
das telomerisch zur PWS/AS Region gelegene Gen ABPA2
angezeigt werden. Bei atypisch groflen Deletionen soll-
te eine weiterfiihrende Grofienbestimmung z. B. mittels
Array-Analyse erfolgen.

Alle bislang beschriebenen IC-Deletionen kénnen mit
dem MLPA Kit detektiert werden. In der jetzigen Version
enthilt das MLPA Kit (ME028-C1) vier Sonden fiir die SN-
RPN Promoter, Exon 1und Intron 1 Region, ein Bereich, der
den kleinsten {iberlappenden Deletionsbereich bei PWS
Patienten mit einer IC-Deletion reprasentiert (PWS-IC). Es
gibt auch Sonden, die genutzt werden kénnen, um IC-
Deletionen bei Patienten mit AS und einem Imprintingde-
fekt zu identifizieren. Diese Sonden liegen in dem Kkleins-
ten iiberlappenden Deletionsbereich von Patienten mit AS
und einer IC-Deletion (AS-IC).

Im Falle einer pranatalen Diagnostik sollte sich die In-
terpretation der Methylierungsergebnisse auf den SNRPN
Locus beschranken. An diesem Locus ist die Methylierung
in fetalen und extraembryonalen Geweben bereits voll-
standig etabliert [21]. Fiir den MAGEL?2 Locus wird zumin-
dest in Chorionzotten bzw. kultivierten Chorionzellen eine
Hypomethylierung beobachtet. Daher sollte das Resultat
der methylierungsspezifischen Sonde fiir MAGEL2 in der
pranatalen Diagnostik nicht gewertet werden [22].

5.2 Methylierungsspezifische PCR (MS-PCR)

Bei der Analyse mittels MS-PCR wird die differentielle Me-
thylierung am 5’-Ende von SNRPN untersucht. Fiir die Un-
tersuchung wird eine methylierungsspezifische PCR an
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bisulfitbehandelter DNA nach Zeschnigk etal. [23] oder
Kubota etal. [24] empfohlen, in der das methylierte und
das unmethylierte Allel getrennt dargestellt werden. Bei
der PCR nach Kubota muss eine Duplex-PCR durchgefiihrt
werden, da getrennte PCRs fiir das paternale und das ma-
ternale Allel bei somatischen Mosaiken zu falsch negati-
ven Ergebnissen fiithren kénnen [25]. Bei der MS-PCR nach
Zeschnigk wird eine PCR mit einem gemeinsamen Primer
und einem allelspezifischen Primer (fiir das methylierte
bzw. unmethylierte Allel) durchgefiihrt.

In jeder Bisulfit-Ansatzserie muss als Qualitdtskon-
trolle der Bisulfitbehandlung eine Normalkontrolle mitge-
fiihrt werden. Die PCR muss so optimiert sein, dass die bei-
den Banden bei Normalkontrollen in anndhernd gleicher
Intensitdt vorhanden sind. In jeder PCR-Testreihe miissen
eine Leerkontrolle, eine Normalkontrolle und eine Positiv-
kontrolle fiir PWS sowie eine fiir AS mitgefiihrt werden. Ist
in der Gelelektrophorese sowohl eine methylierte als auch
eine unmethylierte Bande vorhanden, handelt es sich um
einen Normalbefund. Bei einer de novo Deletion 15q11q13,
einer uniparentalen Disomie 15 oder einem Imprintingde-
fekt fehlt entweder die Bande fiir das methylierte miitterli-
che Allel (AS) oder die Bande fiir das unmethylierte viterli-
che Allel (PWS). Im Fall eines AS Imprintingdefekts im Mo-
saik, ist die miitterliche Bande nur schwach ausgepragt.

Obwohl die DNA-Sequenz am 5’-Ende des SNRPN-
Gens hochkonserviert ist, gibt es einzelne sehr seltene Se-
quenzvarianten innerhalb der Primerbindungsstellen fiir
beide genannten Testverfahren [24, 23]. Dies kann zu PCR
Ausfillen fiir einzelne Allele und damit zu falsch positiven
Ergebnissen fiihren (siehe [26, 22]).

5.3 Alternative Methoden zur
Methylierungsuntersuchung am SNRPN
Locus

Alternative Methylierungsanalysen sind i) eine PCR nach
Restriktion mit einem methylierungssensitiven Enzym an
genomischer DNA (Chotai etal. [27]), ii) eine methylie-
rungssensitive Schmelzkurvenanalyse [28] sowie iii) ei-
ne spezielle Form der Sequenzierung (Pyrosequencing,
White etal. [29]). Diese Methoden werden zwar nur we-
nig genutzt, sind aber in einigen Laboren erfolgreich
fiir die molekulargenetische Diagnostik etabliert worden.
Auch diese Methoden kénnen, wie die MS-PCR, nicht zwi-
schen den einzelnen molekulargenetischen Ursachen un-
terscheiden.
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5.4 Mikrosatellitenanalyse

Fiir die Mikrosatellitenanalyse wird DNA des Proban-
den und der Eltern benétigt. Es werden Loci inner-
halb des typischen Deletionsbereichs (“interne Marker”)
und Loci auBerhalb des typischen Deletionsbereichs (“ex-
terne Marker”) untersucht. Als interne Marker werden
D155541, D1558817, D15S128, D15S122, D155986, D1551234
und D155822 empfohlen. Als externe Marker werden
D1551007, CYP19, D155216, D15S100 und FES empfohlen.
Wegen moglicher Nullallele und anderer Probleme soll-
ten D155542 und D15S113 nicht benutzt werden. Beim Mar-
ker D15S817 konnen in einigen Féllen drei Allele beob-
achtet werden. Das kann man weitestgehend vermeiden,
wenn man Primer verwendet, die in ihrer Sequenz von
den urspriinglich beschriebenen Primern abweichen (sie-
he unten). Bei Vorliegen eines auffilligen Methylierungs-
ergebnisses (Hypermethylierung bei PWS/Hypomethylie-
rung bei AS) sollte mindestens ein interner Marker und ein
externer Marker informativ sein. Fehlt bei internen Mar-
kern ein elterliches Allel, wiahrend bei externen 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 konnen isodisome und heterodisome Bereiche vor-
kommen. Sind bei internen und externen Markern Allele
beider Eltern nachweisbar, handelt es sich bei Vorliegen
eines auffilligen Methylierungsergebnisses um einen Im-
printingdefekt.

Alternative Primer fiir D155817:

D155817 rA2 5’-GGTCAGCCTCCATAATCA-3

D155817 fB2 5’-TGGAACCAATAGGATAGACAC-3’

5.5 Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung
(FISH)

Fiir die Prdparation von Metaphase-Chromosomen wird
Heparin-Blut benétigt. Als Sonden fiir die FISH-Analyse
werden SNRPN und UBE3A empfohlen. Fiir den distalen
Bereich von 15q11q13 stehen auch andere Sonden zur Ver-
fiigung (z. B. D15S10 und GABRB3), mit denen aber eine auf
UBE3A begrenzte Deletion iibersehen wiirde. Zur Identifi-
zierung des Chromosoms 15 wird eine Sonde fiir einen dis-
tal gelegenen Locus, z. B. PML verwendet. Ist ein Chromo-
som 15 negativ fiir SNRPN und UBE3A, liegt mit sehr hoher
Wahrscheinlichkeit eine typische 5-7 Mb Deletion vor.
IC-Deletionen konnen mittels FISH nicht sicher abge-
klart werden. In entsprechenden Fillen sollte eine mole-
kulargenetische Analyse z. B. mittels MLPA erfolgen.
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5.6 Array-Analyse

Die Array-Analyse kann zur Identifikation der grof3en 5—
7 Mb grofien Deletionen (falls keine MS-MLPA erfolgt ist)
und vor allem zur Gréf3enbestimmung bei grofien, atypi-
schen Deletionen angewandt werden. Hier konnen sowohl
SNP-Arrays als auch CGH-Arrays genutzt werden. Die De-
tektion Kkleinerer Deletionen kann nur unter Beriicksichti-
gung der Abdeckung des jeweiligen Array-Typs in der un-
tersuchten Region erfolgen.

Inversionen und balancierte Translokationen kénnen
mit Array-Analysen nicht ermittelt werden.

Die Detektion von uniparentalen Disomien kann nur
mit SNP-Arrays erfolgen. Dabei miissen beide Elterntei-
le ebenfalls mittels SNP-Array untersucht werden. Wird
nur der Patient untersucht kénnen nur Isodisomien erfasst
werden, Heterodisomien hingegen konnen auf diese Weise
nicht detektiert werden.

5.7 UBE3A Mutationsanalyse

Bei einem unauffilligen Methylierungsergebnis kénnen
bei etwa 5 % der Patienten mit einem Angelman-Syndrom
Mutationen im UBE3A-Gen nachgewiesen werden. Das
UBE3A-Gen besteht aus 16 Exons mit dem Translations-
startkodon in Exon 7 (Refseq NM_130838.4). Fiir das
UBE3A-Gen sind fast alle Mutationstypen wie beispiels-
weise ,missense“-Mutationen, ,,nonsense“-Mutationen,
Spleiimutationen, kleine Deletionen und Duplikatio-
nen/Insertionen sowie grofle Deletionen und Duplikatio-
nen beschrieben [30, 31], HGMD).

Die Mutationsanalyse im UBE3A-Gen erfolgt in der Re-
gel im Rahmen einer Sequenzanalyse (Sanger oder NGS,
next generation sequencing), wobei der gesamte kodieren-
de Bereich einschliefllich der angrenzenden Exon-Intron-
Ubergénge untersucht wird.

Exoniibergreifende Deletionen und Duplikationen
konnen mit einer Sanger-Sequenzierung methodisch be-
dingt nicht erfasst werden. Solche Gendosisverdnderun-
gen konnen aber mittels MLPA detektiert werden. Das ML-
PA Kit P336 (MRC Holland) enthilt fiir jedes Exon von
UBE3A mindestens 1 Sonde und weitere sechs Sonden fiir
den ,,upstream” Bereich des Gens. Bei NGS-Analysen be-
steht bei einigen Auswerteprogrammen die Moglichkeit,
Deletionen und Duplikationen zu detektieren, sofern ein
entsprechendes Softwareelement fiir CNVs integriert ist.

Zudem besteht bei NGS die Moglichkeit, z.B. iiber
Gen-Panels, nicht nur UBE3A sondern zeitgleich auch an-
dere, differentialdiagnostisch in Frage kommende Gene zu
sequenzieren.
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Bei Nachweis einer bekannten Mutation in UBE3A
sollte zur Bestimmung des Wiederholungsrisikos eine
DNA-Untersuchung bei der Mutter durchgefiihrt werden.
Ist die detektierte Mutation nicht eindeutig als pathoge-
ne Mutation in den einschldgigen Mutationsdatenbanken
(z. B. HGMD) aufgefiihrt, sollten zur Abklarung einer mog-
lichen Pathogenitdt der Genverdnderung zundchst bei-
de Eltern und ggf. weitere Familienangehorige untersucht
werden. Grundsatzlich sollte bei Nachweis einer Genver-
dnderung die maternale Herkunft abgekldrt werden. Bei
einer vererbbaren Mutation im UBE3A-Gen ist ein Wie-
derholungsrisiko von 50 % bei weiteren Nachkommen der
Mutter und méglicherweise ein erhdhtes Risiko fiir andere
Familienangehorige gegeben. Im Rahmen einer Schwan-
gerschaft kann bei bekannter Mutation eine pranatale Dia-
gnostik angeboten werden. Dabei ist die schwangere Rat-
suchende nach Gendiagnostikgesetz (§§ 15 und 10) vor und
nach der vorgeburtlichen genetischen Untersuchung zu
beraten.
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