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1. Klinischer Hintergrund

Das Prader-Willi-Syndrom (PWS) und
das Angelman-Syndrom (AS) sind dis-
tinkte neurogenetische Erkrankungen, die
durch den Funktionsverlust elternspezi-
fisch gepragter Gene im Bereich 15g11-q13
hervorgerufen werden. Neugeborene mit
PWS haben oft ein etwas geringeres Ge-
burtsgewicht und zeigen eine ausgepragte
muskulire Hypotonie und Trinkschwi-
che. Im Sauglingsalter bessert sich die St6-
rung der Nahrungsaufnahme und geht im
Kleinkindalter in eine Hyperphagie iiber,
die zu massiver Adipositas fithren kann.
Weitere Kennzeichen sind ein Hypogo-
nadismus, Kleinwuchs, kleine Hinde und
Fufle, eine meist moderate mentale Retar-
dierung sowie Verhaltensprobleme. Pati-
enten mit AS zeigen eine verzogerte Ent-
wicklung, eine schwere mentale Retardie-
rung, eine Ataxie und entwickeln in der
Regel keine aktive Sprache. Weitere Symp-
tome sind eine Mikrozephalie, spezifische
EEG-Verianderungen, hiufige Lachanfil-
le und ein ausgepriagtes freundliches Ver-
halten.

2. Wissenschaftlicher Hintergrund

Ein ca. 2 Mbp grof3er Bereich in 15g11-q13
(ADbb.1) unterliegt einer elternspezifischen
Pragung (genomic imprinting). Infolge der
Pragung unterscheiden sich die viterliche
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und miitterliche Kopie dieses Bereichs in
der DNA-Methylierung, der Histonmodi-
fikation und der Genexpression. Die Pri-
gung wird durch ein zweiteiliges imprin-
ting center (IC) kontrolliert, das mit dem
SNRPN-Gen iiberlappt. SNRPN und meh-
rere andere Gene werden nur vom viter-
lichen Chromosom 15 exprimiert. Der 5’
Bereich dieser Gene ist auf dem viter-
lichen Chromosom unmethyliert und
auf dem miitterlichen Chromosom me-
thyliert. In Introns des SNRPN-Gens lie-
gen zwei C/D box snoRNA-Gencluster
(SNORDI15 und SNORDI16, frither HB-
II-52 und HBII-85 genannt) sowie Ein-
zelkopien weiterer snoRNA-Gene. Das
UBE3A-Gen wird in den meisten Zellen
bi-allelisch, im Gehirn aber nur vom miit-
terlichen Chromosom exprimiert.

3. Atiologie von PWS und AS

PWS wird durch den Funktionsverlust von
Genen hervorgerufen, die nur auf dem va-
terlichen Chromosom 15 aktiv sind. Der
Funktionsverlust ist in mehr als 99% aller
Patienten Folge einer 3-4 Mbp grofien De-
letion auf dem viterlichen Chromosom 15,
einer maternalen uniparentalen Disomie
(UPD) oder eines Imprintingfehlers (miit-
terliche Pragung des véterlichen Chromo-
soms). Ungefédhr 10% der Imprintingfeh-
ler sind auf eine 8-200 kb grof3e IC-De-
letion zuriickzufithren, die immer Exon 1

von SNRPN mit einschliefit. Punktmuta-
tionen im IC wurden bislang nicht iden-
tifiziert. Kiirzlich wurden zwei Patienten
mit einer Deletion des SNORDI16-Clus-
ters beschrieben, die viele Merkmale des
PWS zeigen (Sahoo et al., 2008; de Smith
etal., 2009). In sehr seltenen Fallen wurde
eine balancierte Translokation mit Bruch-
punkt in 15q11-q13 beobachtet, wobei aber
kein typisches PWS vorlag. Die Haufig-
keit der verschiedenen Ursachen und das
Wiederholungsrisiko sind in @ Tabelle 1
angegeben.

AS wird durch den Funktionsverlust
des miitterlichen Allels von UBE3A her-
vorgerufen. Neben einer 3-4 Mbp Deleti-
on auf dem miitterlichen Chromosom 15,
einer paternalen UPD 15 und eines Im-
printingfehlers (véterliche Prigung des
miitterlichen Chromosoms) kann UBE3A
auch durch eine Genmutation und andere,
bislang nicht geklarte Mechanismen inak-
tiviert werden (B Tabelle 2). In einem Fall
wurde eine auf UBE3A begrenzte Deletion
nachgewiesen. Ungefahr 10% der Imprin-
tingfehler sind auf eine 5-80 kb grofe IC-
Deletion stromaufwirts von SNRPN Exon
1zurtickzufiihren; in einem Fall wurde ei-
ne 1,5 Mbp grofie paracentrische Inversi-
on mit Bruchpunkt im IC nachgewiesen.
Punktmutationen im IC wurden bislang
nicht identifiziert.

Generell ist das Wiederholungsrisi-
ko fiir PWS und AS gering. Die 3-4 Mbp



Tabelle 1 Molekulare Klassen bei PWS

Atiologie Paternale Deletion =~ Maternale UPD Imprintingfehler
15q11q13 IC Deletion keine IC Deletion

Haufigkeit =70% =25-30% =0.1% =0.8%

WR* <1% <1% <50% <1%

*Wiederholungsrisiko bei normalen elterlichen Chromosomen

Balancierte
Translokation

Paternale Deletion
SNORD1116

sehr selten
< 1% wenn de novo <1%

sehr selten

Atiologie Maternale Deletion  Paternale UPD Imprintingfehler
15q11q13 IC Deletion keine IC Deletion
Rearrangement
Haufigkeit =70% =1% =0.5% =35%
WR* <1% <1% <50% <1%

*Wiederholungsrisiko bei normalen elterlichen Chromosomen

Tabelle 2 Molekulare Klassen bei AS

UBE3A Mutation Andere
=5% =20%
<50% ?

grofle Deletion und die UPD treten fast
immer sporadisch auf. Bestimmte Chro-
mosomenaberrationen bei einem Eltern-
teil (z.B. eine Translokation unter Beteili-
gung des Chromosoms 15) konnen aber
das Wiederholungsrisiko fiir eine die-
ser Aberrationen erhohen. Imprinting-
fehler ohne IC-Deletion oder Rearrange-
ment scheinen sporadisch zu sein. IC-
und UBE3A-Mutationen koénnen spora-
disch und familidr auftreten. Bei fami-
lidrem Auftreten besteht ein Wiederho-
lungsrisiko von 50%. Es ist zu beachten,
dass IC- und UBE3A-Mutationen durch
Nichterkrankte vererbt werden und auch
bei entfernt verwandten Familienmitglie-
dern vorliegen konnen. Bei de novo IC-
und UBE3A-Mutationen kann ein Keim-
bahnmosaik und damit ein eventuell er-
hohtes Wiederholungsrisiko nicht ausge-
schlossen werden.

4. Diagnostische Strategie

Da erfahrungsgemifl bei den meisten
Proben kein PWS oder AS vorliegt, be-
ginnt die Diagnostik in der Regel mit der
Methylierungsanalyse des SNRPN-Gens.
Dieser Test ist auffillig bei einer Deletion
15q11q13, einer uniparentalen Disomie so-
wie einem Imprintingfehler, unterschei-
det aber nicht zwischen den drei Ursa-
chen. Kleine Deletionen (z.B. begrenzt
auf das SNORDII6 Gencluster bei Ver-
dacht auf PWS oder das UBE3A-Gen bei
Verdacht auf AS) werden mit einer me-
thylspezifischen (MS) PCR nicht erfasst,
konnen aber je nach Grosse und Loka-
lisation mit einer MLPA-Analyse detek-
tiert werden. Balancierte Translokationen

kénnen molekulargenetisch nicht erfasst
werden.

Der Methylierungstest identifiziert
fast alle Patienten mit PWS und die meis-
ten Patienten mit AS. Bei einem norma-
len Testergebnis ist deshalb ein PWS mit
hoher Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen.
Dies triftt fiir AS nicht zu, da UBE3A-Mu-
tationen und andere Mechanismen das
Methylierungsmuster nicht verandern.
Wird nach einem Normalbefund des Me-
thylierungstests der klinische Verdacht auf
AS aufrechterhalten, sollte eine UBE3A-
Mutationsanalyse erfolgen. Wird bei dem
Probanden eine UBE3A-Mutation nach-
gewiesen, wird auch der Mutter und ge-
gebenenfalls weiteren Familienangehori-
gen die Untersuchung angeboten.

Ist der Methylierungstest auffillig und
soll das Wiederholungsrisiko abgeschitzt
werden, muss zwischen einer Deletion,
einer uniparentalen Disomie und einem
Imprintingfehler unterschieden werden.
Wenn eine MLPA durchgefiihrt wurde,
ist eine Deletion 15q11q13 schon nachge-
wiesen oder ausgeschlossen worden. Ei-
ne Deletion kann auch mittels Fluores-
zenz-in situ-Hybridisierung (FISH-Ana-
lyse) oder Mikrosatellitenanalyse nach-
gewiesen werden. Fiir die FISH-Analyse
wird heparinisiertes Blut benétigt, fiir die
Mikrosatellitenanalyse auch DNA der El-
tern. Wird durch MLPA, FISH- oder Mi-
krosatellitenanalyse eine Deletion nachge-
wiesen, sollte bei PWS der Vater und bei
AS die Mutter mittels FISH untersucht
werden, um eine kryptische Translokati-
on auszuschliefen. Bei einem normalen
FISH-Befund des Patienten muss mit Hil-
fe einer Mikrosatellitenanalyse zwischen

uniparentalen und biparentalen Chromo-
somen unterschieden werden.

Ein abnormaler Methylierungsbefund
bei biparentalen Chromosomen ohne ty-
pische Deletion deutet auf einen Imprin-
tingfehler hin. In diesem Fall sollte eine
IC-Deletionsanalyse durchgefiihrt wer-
den. IC-Deletionen werden durch die
MLPA miterfasst. Wird bei dem Proban-
den eine IC-Deletion nachgewiesen, wird
auch den Eltern (bei PWS dem Vater, bei
AS der Mutter) und ggf. weiteren Fami-
lienangehorigen die Untersuchung ange-
boten.

Bei AS kann in einzelnen, seltenen Fal-
len eine schwache Methylierung zu sehen
sein. Dies kann ein Hinweis auf ein soma-
tisches Mosaik sein. Zur weiteren Abkla-
rung ist eine Mikrosatellitenanalyse an
DNA der Eltern und des Patienten erfor-
derlich. Sollte diese ein biparentales Ver-
erbungsmuster beim Patienten zeigen,
deutet der Befund im Zusammenhang mit
dem auffilligen Methylierungsmuster auf
einen Imprintingdefekt im Mosaik hin.

Eine Chromosonenanalyse hat heut-
zutage keinen Stellenwert mehr fir die
primére Diagnostik bei PWS und AS, ist
aber als zusitzliche Untersuchungsmetho-
de im Rahmen differentialdiagnostischer
Uberlegungen indiziert. Bei einer Deleti-
on oder uniparentalen Disomie wird zur
Abklirung einer Chromosomenaberra-
tion mit erhdhtem Wiederholungsrisiko
die cytogenetische Untersuchung des Pa-
tienten und beider Eltern empfohlen.

Bei Vorliegen eines neu aufgetretenen
iberzdhligen kleinen Markerchromosoms
15 muss an das zusétzliche Vorliegen ei-
ner Deletion auf einem der beiden Chro-
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mosomen 15 oder einer uniparentalen
Disomie 15 gedacht werden (Liehr et al.,
2005).

5. Testverfahren

5.1. MLPA (multiplex ligation-
depended probe amplification)

Mit der methylierungsspezifische (MS)-
MLPA kann man das Methylierungsmus-
ter an mehreren Stellen in 15q11q13 erfas-
sen und eine Gendosisanalyse dieser Re-
gion durchfithren. Das zur Zeit verfiig-
bare MS-MLPA Kit (ME028-B1) enthilt
32 Hybridisierungssonden fiir die chro-
mosomale Region 15q11q13 und 14 Refe-
renzsonden aus anderen chromosomalen
Bereichen, die als Kontrollsonden fiir die
vergleichende Bestimmung der Gendo-
sis dienen. Neun Hybridisierungsson-
den sind methylierungssensitiv und ent-
halten eine Hhal Restriktionschnittstelle.
Finf dieser methylierungsspezifischen
Sonden reprisentieren elternspezifisch
methylierte Sequenzen aus der PWS/AS
Region (vier fiir den SNRPN Promoter/
Exon 1/Intron 1 Bereich und eine fiir den
NDN Locus. Zwei weitere Sonden aus
dieser Region dienen als Methylierungs-
kontrollen, eine aus den vollstindig unme-
thylierten Promoterbereich des UBE3A-
Gens und die andere vom vollstindig me-
thyliertem SNORDII6 Locus. Zusitzlich
enthalt das MLPA Kit noch zwei weitere
methylierungssensitive Kontrollsonden
fur vollstindig unmethylierte Sequenzen
aus anderen chromosomalen Bereichen,
die als Nachweis fiir eine vollstindige
Hhal Restriktion dienen. Die Methylie-
rungsanalyse mittels MS-MLPA bietet ge-
geniiber anderen Methoden, wie z.B. die
MS-PCR, den Vorteil, dass die Methylie-
rung an mehreren Stellen untersucht wird
und deshalb das Risiko fiir ein falsch po-
sitives oder falsch negatives Ergebnis re-
duziert wird. Falls eine Sonde aufgrund
eines Einzelnukleotidaustausches ausfillt,
gibt es immer noch vier andere Sonden,
die zur Auswertung genutzt werden kon-
nen. Die Gendosisanalyse mittels MLPA
lasst direkt erkennen, ob bei methylie-
rungspositiven PWS- oder AS-Befunden
eine de novo Deletion der PWS/AS Regi-
on vorliegt, was bei der Mehrzahl der Pa-
tienten (70%) der Fall ist. Weiterhin kann
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man zwischen einer Klasse I und Klasse II
Deletion unterscheiden. Auch atypische
Deletionen konnen erkannt werden, so-
wohl atypisch kleine Deletionen, z.B.
fiir das snoRNA Gencluster SNORDII6
als auch fiir die UBE3A Exons 1, 5, 6, 7,
8 und 13. Eine Dosisreduktion der Son-
de fiir das telomerisch zur PWS/AS Regi-
on gelegene Gen ABPA2-Gen gibt einen
Hinweis auf das Vorliegen einer atypisch
grofien Deletion.

Auch IC-Deletionen konnen mit der
Bl-Version des MLPA Kits detektiert wer-
den. Das MLPA Kit enthilt vier Sonden
fiir die SNRPN Promoter, Exon 1 und In-
tron 1 Region, ein Bereich, der den kleins-
ten iiberlappenden Deletionsbereich bei
PWS Patienten mit einer IC-Deletion re-
prasentiert (PWS-SRO).Weiterhin sind
zwel weitere Sonden fiir Exon 3 und Exon
7 vorhanden, die in der Mehrzahl der IC-
Deletionen ebenfalls deletiert sind. Es gibt
zwei Sonden, die genutzt werden konnen,
um IC-Deletionen bei Patienten mit AS
und einem Imprintingfehler zu identifi-
zieren. Beide Sonden liegen in dem kleins-
ten tiberlappenden Deletionsbereich von
Patienten mit AS und einer IC-Deletion
(AS-SRO).

Im Falle einer pranatalen Diagnostik
sollte sich die Interpretation der Methy-
lierungsergebnisse auf den SNRPN Lo-
cus beschranken. An diesem Locus ist die
Methylierung in fetalem und extraembry-
onalen Geweben bereits vollstindig etab-
liert. Fiir den NDN Locus wird zumindest
in Chorionzotten bzw. kultivierten Cho-
rionzellen eine Hypomethylierung be-
obachtet. Eine solche Hypomethylierung
wird auch fiir eine sonst vollstindig me-
thylierte Sequenz am SNORDII6 Locus
(Sonde: 12723-113798) beobachtet.

5.2. Methylierungsspezische PCR
(MS-PCR)

Bei der Analyse wird die differentielle Me-
thylierung am 5° Ende von SNRPN un-
tersucht. Bei einer Normalperson ist das
miitterliche Allel methyliert und das va-
terliche Allel unmethyliert. Fiir die Me-
thylierungsanalyse eignet sich DNA aus
EDTA-Blut, Chorionzotten und Amni-
onzellen des Probanden. D15563 (PW71)
sollte nicht mehr verwendet werden, da es
ein Nullallel gibt und der Locus in Cho-

rionzotten und Amnionzellen unterme-
thyliert sein kann. Fiir die Untersuchung
wird eine methylspezifische PCR an bi-
sulfitbehandelter DNA nach Kubota et al.
(1997) oder Zeschnigk et al. (1997) emp-
fohlen, in der das methylierte und das un-
methylierte Allel getrennt dargestellt wer-
den. Bei der PCR nach Kubota muss eine
Duplex-PCR durchgefiithrt werden, da
getrennte PCRs fiir das paternale und das
maternale Allel bei somatischen Mosai-
ken zu falsch negativen Ergebnissen fiih-
ren kénnen. Bei der Bisulfitbehandlung ist
darauf zu achten, dass die Losungen ar-
beitstaglich frisch angesetzt werden. In
jeder Bisulfit- Ansatzserie muss als Qua-
litatskontrolle der Bisulfitbehandlung ei-
ne Normalkontrolle mitgefithrt werden.
Die PCR muss so optimiert sein, dass die
beiden Banden bei Normalkontrollen in
annidhernd gleicher Intensitit vorhanden
sind. In jeder PCR-Testreihe miissen eine
Leerkontrolle, eine Normalkontrolle und
eine Positivkontrolle fiir PWS sowie eine
fiir AS mitgefithrt werden. Ist sowohl eine
methylierte als auch eine unmethylierte
Bande vorhanden, handelt es sich um ei-
nen Normalbefund. Bei einer de novo De-
letion 15q11q13, einer uniparentalen Diso-
mie 15 oder einem Imprintingfehler fehlt
entweder die miitterliche Bande (AS) oder
die viterliche Bande (PWS).

Obwohl die DNA-Sequenz am 5 En-
de des SNRPN-Gens hochkonserviert ist,
gibt es einzelne sehr seltene Sequenzva-
rianten innerhalb der Primerbindungs-
stellen fiir beide genannten Testverfah-
ren (Kubota et al. 1997 und Zeschnigk et
al. 1997). Dies kann zu PCR Ausfillen fiir
einzelne Allele und damit zu falsch posi-
tiven Ergebnissen fithren.

5.3 Alternative Methoden zur
Methylierungsuntersuchung
am SNRPN Locus

Alternative Methylierungsanalysen sind
i) eine PCR nach Restriktion mit einem
methylierungssensitiven Enzym an geno-
mischer DNA (Chotai et al., 2000),

ii) eine methylierungssensitive Schmelz-
kurvenanalyse (White et al., 2007) sowie
iii) eine speziellen Form der Sequenzie-
rung (Pyrosequencing, White et al., 2007).
Diese Methoden werden zwar nur wenig
genutzt, sind aber in einigen Laboren er-



folgreich fiir die molekulargenetische Di-
agnostik etabliert worden.

5.4. Fluoreszenz-in situ-
Hybridisierung (FISH)

Fiir die Praparation von Metaphase-Chro-
mosomen wird Heparin-Blut benétigt.
Als Sonden fir die FISH-Analyse wer-
den SNRPN und UBE3A empfohlen. Fiir
den distalen Bereich von 15q11-q13 stehen
auch andere Sonden zur Verfiigung (z.B.
DI15510 und GABRB3), mit denen aber ei-
ne auf UBE3A begrenzte Deletion iiberse-
hen wiirde. Zur Identifizierung des Chro-
mosoms 15 wird eine Sonde fiir einen dis-
tal gelegenen Locus, z.B. PML verwendet.
Ist ein Chromosom 15 negativ fiir SNRPN
und UBE3A, liegt mit sehr hoher Wahr-
scheinlichkeit eine typische 3-4 Mbp De-
letion vor. Ist nur SNRPN deletiert, kann
es sich um eine groflere PWS IC-Deleti-
on handeln.

5.5. Mikrosatellitenanalyse

Fiir die Mikrosatellitenanalyse wird DNA
des Probanden und der Eltern benétigt.
Es werden Loci innerhalb des typischen
Deletionsbereichs (,,interne Marker®) und
Loci aufSerhalb des typischen Deletionsbe-
reichs (,externe Marker“) untersucht. Als
interne Marker werden D155541, D15S817,
DI158128, D15S122, D155986, D15S1234 und
D155822 empfohlen. Als externe Mar-
ker werden DI5S1007, CYP19, D155216,
DI5S8100 und FES empfohlen. Wegen mog-
licher Nullallele und anderer Probleme
sollten D15S542 und D15S113 nicht be-
nutzt werden. Beim Marker D155817 kon-
nen in einigen Fillen drei Allele beobach-
tet werden. Das kann man weitestgehend
vermeiden, wenn man Primer verwendet,
die in ihrer Sequenz von den urspriing-
lich beschriebenen Primern abweichen
(siehe unten). Bei Nachweis eines abnor-
malen Methylierungsmusters sollte min-
destens ein interner Marker und ein exter-
ner Marker informativ sein. Fehlt bei in-
ternen Markern ein elterliches Allel, wih-
rend bei externen Markern Allele beider
Eltern nachweisbar sind, handelt es sich
um eine Deletion. Fehlt bei internen und
bei externen Markern ein elterliches Al-
lel, handelt es sich um eine UPD. Bei ei-
ner UPD koénnen isodisome und hetero-

disome Bereiche vorkommen. Sind bei in-
ternen und externen Markern Allele bei-
der Eltern nachweisbar, handelt es sich
bei Vorliegen eines abnormalen Methy-
lierungsmusters um einen Imprinting-
fehler.

Alternative Primer fiir D15S817:

D15S 817 rA2 5-GGTCAGCCTC-
CATAATCA-3

D15S 817 fB2  5-TGGAACCAATAG-
GATAGACAC-3

5.6. UBE3A Mutationsanalyse

Bei einem unauffilligen Methylierungs-
test konnen bei etwa 5% der Patienten mit
einem Angelman-Syndrom Mutationen
im UBE3A-Gen nachgewiesen werden.
Das UBE3A-Gen besteht aus 16 Exons
mit dem Translationsstartkodon in Exon
7. Fiir das UBE3A-Gen sind verschiedene
Mutationstypen wie ,,missense®“-Mutati-
onen, ,nonsense“-Mutationen, SpleifSmu-
tationen, kleine Deletionen, kleine Inser-
tionen sowie eine Gendeletion beschrie-
ben (The human gene mutation databa-
se, HGMD).

Die Mutationsanalyse im UBE3A-Gen
erfolgt in der Regel durch eine Sequen-
zanalyse der kodierenden Bereiche ein-
schliefflich der angrenzenden Exon-In-
troniibergénge. Der Sequenzanalyse kon-
nen auch Screeningverfahren wie bei-
spielsweise eine DHPLC (Denaturating
High Performance Liquid Chromatogra-
phy) oder HRM (High resolution mel-
ting), die eine Sensitivitit von iiber 95%
ausweisen, vorangestellt werden. Andere
Screeningverfahren wie z.B. eine SSCP-
Analyse (single strand conformation poly-
morphism) sind aufgrund der deutlich ge-
ringeren Sensitivitdt nach jetzigem Stand
der Technik nicht mehr geeignet. Exon-
iibergreifende Deletionen kénnen mit ei-
ner Sequenzanalyse und den genannten
Screeningverfahren methodisch bedingt
nicht erfasst werden.

Bei Nachweis einer bekannten Muta-
tion sollte zur Bestimmung des Wieder-
holungsrisikos eine DNA-Untersuchung
bei der Mutter durchgefiihrt werden. Ist
die Mutation nicht bekannt, sollten zu-
néchst zur Abklarung einer moglichen Pa-
thogenitit der Genveranderung beide El-
tern und ggf. weitere Familienangehorige

untersucht werden. Dies ist insbesondere
beim Nachweis einer ,,missense“-Mutati-
on erforderlich. Bei vererbbaren Mutati-
onen im UBE3A-Gen ist ein Wiederho-
lungsrisiko von 50% bei weiteren Nach-
kommen und mdéglicherweise ein er-
hohtes Risiko fiir andere Familienangeho-
rige gegeben. Im Rahmen einer Schwan-
gerschaft kann bei bekannter Mutation ei-
ne pranatale Diagnostik angeboten wer-
den. Dabei ist das Angebot einer human-
genetische Beratung verpflichtend.
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