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Diagnostikk av medfedte kryptiske

kromosomavvik

Sammendrag

Bakgrunn. Kryptiske kromosomfeil,
dvs. kromosomavvik som ikke
oppdages ved rutinemessig kromo-
somundersgkelse, er sannsynligvis den
viktigste arsaken til medfadte utvik-
lingsavvik der mental retardasjon er en
del av det kliniske bildet.

Materiale og metode. Vi gir en presen-
tasjon av molekyleergenetiske metoder
som baseres pa fluorescens in situ-
hybridisering (FISH) og DNA-markgrer.
Seerlig vekt blir lagt pa komparativ
genomisk hybridisering (CGH), en DNA-
basert screeningmetode for pavisning
av genomisk ubalanse.

Resultater. Ved CGH kan tap (delesjon)
eller fordobling (duplikasjon) av kromo-
somomrader av en starrelse ned til 3-4
millioner basepar (Mb) pavises. Ved
hjelp av CGH-metoden har vi funnet
kromosomavvik hos 10 % av mentalt
retarderte barn med dysmorfe trekk der
rutinemessig kromosomundersakelse
tidligere har gitt normale funn.

Fortolkning. Selv om CGH-undersakel-
sens sensitivitet fortsatt er for lav til at
delesjonen ved de fleste kjente mikro-
delesjonssyndromer blir detektert, er
det diagnostiske utbyttet nesten pa
nivd med rutinemessig karyotypering.

Engelsk sammendrag finnes i artikkelen
pa www.tidsskriftet.no
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Mental retardasjon (IQ <70) forekommer
hos 0,6—0,7% av befolkningen (1, 2). Kro-
mosomavvik er den vanligste kjente drsak til
mental retardasjon, og ved rutinemessig kro-
mosomanalyse gjores det funn hos omtrent
12 % av disse personene (3). Pa tross av sterkt
forbedret cytogenetisk, molekylargenetisk
og klinisk diagnostikk finner man hos over
halvparten av mentalt retarderte barn fortsatt
ikke arsaken til utviklingsavviket (4—6). Det
er som regel god grunn til 4 anta at ukjente og
ofte tilfeldig oppstatte gen- eller kromosom-
feil likevel ligger til grunn for tilstanden.
Mange av disse barna har en kombinasjon av
mental retardasjon, dysmorfe trekk og mis-
dannelser i ulike organer som passer darlig
inn i et kjent syndrombilde. Kryptiske kro-
mosomfeil (mikrodelesjoner eller mikrodu-
plikasjoner) kan vaere en mulig arsak til ut-
viklingsavviket hos disse barna.

Standard kromosomanalyse

Den eneste screeningmetoden for genetisk
sykdom som hittil har veert tilgjengelig, er tra-
disjonell karyotypering, hvor man utforer en
systematisk analyse av kromosomene nar de
foreligger i metafase av cellesyklus (fig 1a).
Kun forandringer som er storre enn 5—15 mil-
lioner basepar (Mb), vil rutinemessig bli opp-
daget, og en rekke kromosomfeil blir derfor
oversett. Sensitiviteten er ogsa avhengig av
béndstrukturen — avvik ses lettere i omrader
med distinkte, tettsittende band enn i omrader
med diffust eller manglende bandmenster.

Fluorescens

in situ-hybridisering (FISH)

Dersom de kliniske observasjoner gir mis-
tanke om et kjent syndrom som skyldes
en kryptisk kromosomfeil, for eksempel mi-
krodelesjonssyndromer som del22q11/Di-
Georges syndrom, Williams syndrom, Smith-
Magenis syndrom, Miller-Diekers syndrom
o0.a., kan dette undersekes ved hjelp av fluor-
escens in situ-hybridisering (FISH) (fig 2).
Det er imidlertid viktig & presisere at FISH
ikke er en screeningmetode, men en under-
sokelse som gjores nar kliniske symptomer

og funn indikerer en delesjon (sjeldnere du-
plikasjon) av et bestemt kromosomomréade.

Spesialundersgkelse

for subtelomeriske avvik

Omradet innenfor telomeren (navnet pa se-
kvensen som er lokalisert pa enden av hver
kromosomarm) kalles det subtelomeriske
omrade (fig 1b). Noen subtelomeriske dele-
sjoner gir kjente syndromer (for eksempel
4p-/Wolf-Hirschhorns syndrom, 5p-/cri du
chat-syndrom, 18p- og 18g-syndrom). Dele-
sjoner eller duplikasjoner av subtelomeriske
kromosomomréder er funnet hos opptil
10 % av barn med moderat til alvorlig men-
tal retardasjon og dysmorfe trekk (7, 8).
Screening for subtelomeriske avvik kan gje-
res ved & anvende et subtelomerisk sett av
FISH-prober (9) eller ved matrise-CGH
(10). Det er storre sannsynlighet for & finne
subtelomeriske avvik hos et barn med men-
tal retardasjon og dysmorfe trekk dersom
barnet har annen- eller tredjegradsslektnin-
ger med liknende fenotype. Dersom man
paviser et subtelomerisk avvik, vil en av
foreldrene i1 halvparten av tilfellene ha en
kryptisk balansert translokasjon mellom to
kromosomender. Denne translokasjonen kan
ogsd finnes i familien for evrig, og en fa-
milieunderseokelse (forst og fremst foreldre)
ber derfor utferes dersom et barn har en sub-
telomerisk ubalanse.

Multifarge-FISH

Som alternativ til vanlig kromosomanalyse
er det utviklet screeningmetoder basert pa
FISH. Den ene metoden kalles SKY (spek-

Fakta

Kryptiske kromosomavvik er vanske-
lige eller umulige a oppdage ved rutine-
messig kromosomanalyse

Slike avvik er en viktig, kanskje den
viktigste, arsak til medfadte utviklings-
avvik med mental retardasjon

Komparativ genomisk hybridisering er
den eneste generelle screeningmetode
for pavisning av genomisk ubalanse
som felge av kryptiske kromosomavvik

Med CGH-metoden kan vi i dag pavise
et kryptisk kromosomavvik hos 10 %
av mentalt retarderte og dysmorfe barn
med tilsynelatende normal karyotype
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tral karyotyping) (11), den andre M-FISH
(multifarge-FISH) (12). Prinsippet for begge
metoder er at hvert kromosom fér sin unike
farge ved at kromosompreparatet hybridise-
res med en blanding av ulikt fluorescerende
DNA-prober for hvert kromosom. Kromo-
somenes fargesammensetning kan enten re-
gistreres ved bruk av filtre (M-FISH) (fig 3)
eller spektral kamera (SKY). Det siste er
kostbart spesialutstyr som de farreste ruti-
nelaboratorier har tilgjengelig. Sensitivite-
ten er bedre enn ved vanlig kromosomanaly-
se dersom det foreligger utveksling av mate-
riale mellom kromosomer (translokasjoner
og insersjoner), men metoden vil som regel
ikke avslere forandringer innen samme kro-
mosom (duplikasjoner, delesjoner og inver-
sjoner). Metodene er serlig nyttige nar det
foreligger komplekse forandringer der flere
kromosomer er involvert (13), og ogsa gan-
ske smd interkromosomale forandringer kan
oppdages (14). Bade M-FISH og SKY er an-
vendt for a finne subtelomeriske kromosom-
avvik (13), men metodene er her lite egnet
fordi sensitiviteten er for lav (15). Selv med
forbedrede probesett er opplesningen si
grov at translokert materiale av en storrelse
under ca. 3 Mb ikke vil kunne forventes & bli
oppdaget.

DNA-markerer til undersgkelse

av kromosomal ubalanse

Gjennom hele genomet finnes det omrader
med enkle repetisjoner av baser (ofte kalt
STR eller «simple tandem repeats»). Antal-
let repetisjoner i et bestemt omrade kan va-
riere fra individ til individ og fra kromosom
til kromosom — omradene er sékalt polymor-
fe ved at de viser naturlig lengdevariasjon 1
en befolkning. En genetisk marker er et slikt
naturlig forekommende polymorft omrade
med kjent kromosomlokalisering. Ved a un-
dersoke lengden av en bestemt marker kan
man skille mellom kromosomet som er arvet
fra far og kromosomet som er arvet fra mor.
Dersom et barn har et omrade pa kromoso-
met som er deletert, vil man oppdage dette
ved & sammenlikne lengden pa markerer i
det bestemte omradet hos barnet med leng-
dene pé de samme markerene hos mor og far
(16). DNA-markerer som er lokalisert til en-
den pa kromosomarmene, har vert benyttet
til & lete etter subtelomeriske avvik hos men-
talt retarderte personer. Det ble rapportert
funn hos 10% (17).

Komparativ genomisk
hybridisering (CGH)

Selv om subtelomeriske delesjoner og dupli-
kasjoner synes & vare en vesentlig arsak til
mental retardasjon, kan det tenkes at sma
delesjoner og duplikasjoner i andre deler av
kromosomene forekommer enda hyppigere.
Kun et fatall av disse vil falle inn under kjen-
te mikrodelesjonssyndromer (se www.med-
gen.no for mer informasjon). Ved en CGH-
analyse kan hele genomet undersokes for
slike ubalanser (fig 4). Metoden er basert pa
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Figur 1 a) Karyogram av en normal mann. Bildet viser alle kromosomene etter at de er behandlet
med fargestoffet giemsa (G-banding). Kromosomene fremtrer med unike bandmenstre som kan
identifiseres og analyseres. Bandene nummereres etter bestemte konvensjoner, og kromosomene
deles pé& denne maten inn i regioner, domener og subdomener. Alle kromosomanalyser er utfort
ved kromosomlaboratoriet, Senter for medisinsk genetikk og molekylsermedisin, Haukeland Uni-
versitetssykehus. b) Angivelse av bestemte omrader pa kromosomet. De fleste kromosomer har
to armer, den korteste kalles p og den lengste q. Sentromeren er mellom disse. | kromosomendene
finner man telomerene, og innenfor disse de subtelomeriske omradene

FISH-teknikken, og ble forste gang beskre-
veti1992 (18). Utgangspunktet for analysen
er renset DNA fra blod eller vev. Nettopp av
denne grunn er CGH forst og fremst blitt
anvendt for 4 lete etter kromosomal ubalanse
1 solide svulster, vev som det til dels har vert
vanskelig eller umulig & karyotypere (19).

For analyse av medfedte kromosomavvik er
CGH benyttet for nermere karakterisering
av avvik som allerede er oppdaget ved
rutinemessig kromosomanalyse (20, 21). I
tillegg er teknikken benyttet som en scree-
ningmetode for subtelomeriske avvik. Man
antar at CGH-analysen er sensitiv nok a opp-
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Figur 2 a) Skjematisk illustrasjon av prinsippet for FISH. En dobbeltrédet DNA-probe er merket
med et fluorescerende stoff. Den merkede proben og kromosomene pa objektglasset gjores
enkelttradige, 1. Proben tilsettes preparatet i en bufferlosning. Proben kan binde seg (hybridisere)
til den komplementaere DNA-traden pa kromosomet, 2. Vied hjelp av et fluorescensmikroskop kan
man observere proben, 3. b) Lokalisering av omradet som er deletert ved Williams syndrom. Den
grenne proben er kontrollprobe for kromosom 7 mens den rede proben er spesifikk for et omrade
pd 7q som mangler (er deletert) pa ett av kromosomene ved Williams syndrom. c¢) Undersokelse
av de subtelomere omradene pa kromosom 8. Den rede proben er lokalisert til det subtelome-
riske omradet pa g-armen, mens den grenne proben er lokalisert til det subtelomeriske omradet
péd p-armen. Bildet viser at det sistnevnte er deletert pa ett av kromosomene. Kromosomene ser
bla ut fordi det benyttes et bakgrunnsfargestoff (DAPI)
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Figur 3 Ved M-FISH far hvert kromosom en
unik farge. Bildet viser normale kromosomer
(med tillatelse fra Randi Hovland, Senter for
medisinsk genetikk og molekyleermedisin,
Haukeland Universitetssykehus)
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Figur 4 Skjematisk illustrasjon av prinsippet
for komparativ genomisk hybridisering (CGH).
Metoden viser tap eller ervervelse av kromo-
somomréder i en prove sammenliknet med en
normal kontrollpreve. DNA renses fra provema-
terialet og pasientens DNA merkes med grenn
fluorescens. DNA fra en normal preve merkes
med red fluorescens. Disse blandes sammen
0g brukes som probeblanding pa et kromosom-
preparat. Probene vil binde seg (hybridisere) til
sitt tilherende omréde pa kromosomene. Det
benyttes et fluorescensmikroskop med video-
kamera tilkoblet en PC med analyseprogram for
4 ta bilder av metafasene. Forholdet mellom red
og grenn fluorescens registreres for hvert kro-
mosom og gir utgangspunktet for en CGH-pro-
fil. Omrader pa kromosomene som er mer
grenne enn rede, indikerer at det er ekstra
mengde av dette DNA-omradet i pasientens
DNA. Proven som her er analysert er en tumor-
prove. Her vises profilen av kromosom 1 og kro-
mosom 8. De rode vertikale strekene angir
hvilke omrédder som er deletert i proven, mens
de gronne vertikale linjene angir at det er for
mye DNA | preven svarende til disse kromo-
somomrédene
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Figur 5 CGH-analyse av barn med mental retardasjon og dysmorfe trekk. a) En delesjon pé den
lange armen av kromosom 4 er angitt som en vertikal rod strek pa venstre side av CGH-profilen.
Ved reanalyse av bdndmensteret pad et kromosompreparat av hay kvalitet var det mulig & oppdage
den tidligere oversette delesjonen, angitt med pil pa kromosomet til hoyre. b) En nyoppstatt tilsy-
nelatende balansert translokasjon mellom kromosom 10 og kromosom 11 ble analysert med CGH.
Bruddstedene er angitt med rede piler pa de translokerte kromosomene. Det ble funnet at kromo-
som 11 hadde en delesjon pa den lange armen, antakelig i bruddstedet (red vertikal strek til venstre
for CGH-profilen). Delesjonen ble verifisert med en FISH-probe svarende til domenet for bruddste-
det. Proben er merket med grenn fluorescens og har bundet seg til det normale kromosom 11, men
ikke til noen av de to kromosomene involvert i translokasjonen, der(ivatkromosom)(10) og der(11).
Dette viser at det er en delesjon i bruddstedet. c¢) En delesjon ble funnet pa den korte armen av
kromosom 3. Det var ikke mulig 4 oppdage delesjonene ved reanalyse av kromosompreparatet. Det
ble derfor utfert en analyse der genetiske markerer hos barn og foreldrene ble sammenliknet. Det
ble valgt markerer lokalisert til det omradet der CGH-profilen angav en delesjon. Markeranalysen
ble utfart ved hjelp av PCR etterfulgt av kapilleer elektroforese. Kurvene viser de forskjellige leng-
dene for en av markarene hos barn og foreldre. Bade mor og far har to topper fordi markeren har
ulik lengde pa deres to kromosom 3 (foreldrene er heterozygote). Barnet har derimot bare én topp,
tilsvarende en av toppene hos far, mens det ikke er noen topp som er sammenfallenede med dem
som representerer mor (barnet er hemizygot). Dette viser at barnet har en delesjon i dette omradet
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dage de fleste subtelomeriske ubalanser
(22).

Ved & anvende analyseprogrammet hoy-
resolusjons-CGH (HR-CGH), kan genomis-
ke ubalanser ned til 3 Mb oppdages. Dette
innebarer at sensitiviteten er 2—3 ganger
hoyere enn ved tradisjonell CGH (23). Vi
har benyttet HR-CGH til diagnostikk av pa-
sienter med mental retardasjon og dysmorfe
trekk som tidligere har hatt tilsynelatende
balansert kromosommenster ved vanlig kro-
mosomanalyse (fig 5). Hittil er 116 slike
barn blitt undersekt. Hos 12 av disse har vi
pavist en genomisk ubalanse. Kun i tre av til-
fellene var de subtelomeriske omrédene in-
volverte. Hos ni andre forela delesjoner eller
duplikasjoner av andre deler av kromosome-
ne. Resultatet av de 50 forste undersokte pa-
sientene er publisert (24), og samsvarer med
andre rapporterte funn (25). HR-CGH kan
ogsa benyttes til & oppdage sma delesjoner
ved bruddstedene ved nyoppstatte transloka-
sjoner (fig 5b) (24, 25). Dessverre er vi fort-
satt avhengig av at en kromosomal ubalanse
er storre enn 3—4 Mb for at den skal opp-
dages ved HR-CGH. Ved mange kjente syn-
dromer (for eksempel Williams syndrom,
del22q11-syndrom) er delesjonene under
denne deteksjonsgrensen.

Screening for kromosomal

ubalanse ved matrise-CGH

Screening av hele genomet for kromosomale
ubalanser har na en sensitivitet pA maksimalt
3 Mb. En ytterligere bedring av sensitivite-
ten vil forst veere mulig nar matrise-CGH-
teknikken er ferdig utviklet. Her benyttes
DNA-mikroplater med flere tusen DNA-
fragmenter som representerer tilneermet hele
genomet (26, 27). Hybridiseringen av prove-
ne utfores pd en slik DNA-matrise i stedet
for péa et kromosompreparat (27—-29). Slike
teknikker kan tenkes & kunne pavise ubalan-
ser av storrelser ned til noen hundre kiloba-
separ (Kb), dvs. at sensitiviteten vil vaere
omtrent ti ganger heyere enn det man kan
oppna med HR-CGH per i dag. For 8 komme
ned i en opplesning pa 1 Mb, trengs minst
3 000 ulike DNA-fragmenter i matrisen. For
a dekke hele genomet ma matrisen innehol-
de minst 35 000 fragmenter av en storrelse
pa 150-200 Kb. Arbeidet med a plukke ut
fragmenter og & verifisere posisjonene til
disse er sveert tidkrevende. I tillegg kommer
de tekniske utfordringene som selve matri-
seteknologien innebarer. Det er blitt frem-
stilt spesial-CGH-matriser med DNA-frag-
menter svarende til begrensede deler av
genomet, for eksempel de subtelomeriske
omréadene (10). Helgenomiske matriser fin-
nes, men av tekniske og kostnadsmessige ar-
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saker er disse kun blitt anvendt i liten ut-
strekning. For hey sensitivitet kan paradok-
salt nok bli det sterste problemet i fremtiden.
Mye tyder pé at det humane genom er tem-
melig ustabilt. For man far samlet nok erfa-
ring, vil tolkingen av resultatene vere vans-
kelig fordi man ikke kjenner hvilke omréder
som har naturlig foreckommende polymorfis-
me for delesjoner, duplikasjoner og amplifi-
kasjoner (30).

Konklusjon

Kryptiske og vanligvis tilfeldig oppstatte
kromosomavvik er en meget hyppig fore-
kommende &rsak til medfedte utviklingsfor-
styrrelser med mental retardasjon. Geno-
misk ubalanse forarsaket av slike avvik kan
detekteres med komparativ genomisk hybri-
disering dersom delesjonen eller duplikasjo-
nen er over 3—4 Mb. Den store fordelen med
CGH er at alle deler av kromosomene blir
undersgkt og at man kun trenger DNA fra
pasienten til slik analyse. Nar man i fremti-
den kan anvende mer sensitiv matrise-CGH
for & lete etter slike avvik, forventes det at
var evne til & finne arsaken til medfedte ut-
viklingsavvik forbundet med mental retar-
dasjon vil bli betydelig forbedret.
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