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Abkiirzungsverzeichnis

Array-CGH: Array comparative genomic hybridization
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SNP: Single nucleotide polymorphism
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1. Einleitung

Weltweit sind 1-3 % der Bevolkerung von einer Intelligenzminderung (engl. intellectual
disability (ID)) betroffen. Auf Grund der eingeschrankten therapeutischen Moglichkeiten
und der lebenslangen Beeintrachtigung der Betroffenen stellt die ID ein bedeutsames
Gesundheitsproblem dar (Leonard und Wen 2002). 8 % der gesamten Gesundheitskosten
werden durch Intelligenzminderung verursacht (Ropers und Hamel 2005). Die Ursachen

der Erkrankungen sind in bis zu 60 % aller Félle unbekannt (Rauch et al. 2006).

1.1 Intelligenzminderung: Definition, Klassifikation und Pravalenz

Intelligenzminderung, frither auch als mentale Retardierung bezeichnet (Salvador-Carulla
und Bertelli 2008), wird als Zustand von verzdgerter oder unvollstandiger Entwicklung
der geistigen Fahigkeiten definiert (Deutsches Institut fiir Medizinische Dokumentation
und Information 2012). GemaR der Definition der American Psychiatric Association mis-

sen drei Kriterien fiir die Diagnose erfiillt sein (American Psychiatric Association 2000):

- ein Intelligenzquotient (1Q) von < 70;
- Manifestation der Symptomatik in der Kindheit, dies entspricht 18 Jahren oder jiinger;
- Einschrankungen der Fahigkeiten des taglichen Lebens, wie beispielsweise Kommuni-

kation oder Selbstversorgung.

Die Intelligenzminderung ldsst sich nach der International Classification of Diseases, Ver-
sion 10 (ICD-10) mit Hilfe des Intelligenzquotienten in verschiedene Schweregrade eintei-
len. Man unterscheidet milde Formen mit einem 1Q von 50 - 69, mittelgradige Auspragun-
gen (1Q 35 - 49), schwere Intelligenzminderung bei Werten von 20 - 34 sowie die schwers-
te Intelligenzminderung mit einem 1Q kleiner 20 (Leonard und Wen 2002). Der Intelli-
genzquotient wird durch standardisierte, altersspezifische Tests, wie beispielsweise den
Hamburg-Wechsler-Intelligenztest fiir Kinder, ermittelt (Ropers 2008). Bei Sauglingen
und Kleinkindern, die altersbedingt noch nicht einem solchen standardisierten Test unter-
zogen wurden, aber deutliche Verzégerungen der Entwicklung aufweisen, wird von Ent-

wicklungsstérungen gesprochen.



Entwicklungsstérung und Intelligenzminderungen kénnen isoliert, d.h. ohne weitere spe-
zifische Symptome, oder im Rahmen von syndromalen Erkrankungen auftreten. Bei
Letztgenannten treten neben der Intelligenzminderung Dysmorphien (z.B. Hyperteloris-
mus), neurologische Symptome (z.B. Abduzensparese) oder Fehlbildungen (z.B. Herzfeh-
ler) auf. Daher ist es oft leichter, syndromale Formen zu diagnostizieren und einer be-

stimmten Ursache zuzuordnen (Basel-Vanagaite 2008).

Milde Formen der Intelligenzminderung treten in den westlichen Industrielandern mit
einer Haufigkeit von etwa 2% auf. Tiefgreifende Formen, also Erkrankungen mit
Q- Werten kleiner 50, gehen mit einer Pravalenz von 0,3 -0,5% einher. ID ist somit eine
durchaus haufig auftretende Erkrankung (Rauch 2010). In Entwicklungsldndern scheint
die Erkrankung noch haufiger aufzutreten (Durkin 2002, Durkin et al. 1998, Durkin et al.
2000, Costeff et al. 1972), was sich durch vorherrschende Mangelversorgung und unzu-
reichende Gesundheitsversorgung erkldren ldsst. Des Weiteren spielt hierbei auch ein
hdufigeres Auftreten von Konsanguinitdt der Eltern eine Rolle (Ropers 2008). Mdnner
sind Ofter von ID betroffen als Frauen (1.4 —1.6:1). Dies ldsst sich unter anderem damit
erkldren, dass Mdnner im Rahmen X-chromosomal bedingter Erkrankungen haufiger be-

troffen sind (Croen et al. 2001, Curry et al. 1997).

1.2 Ursachen von Entwicklungsstérungen und Intelligenzminderung

Die Ursachen einer Intelligenzminderung (Abbildung 1) sind sehr vielfdltig. Nur in cir-
ca 50% aller Faélle von tiefgreifender bis mittelgradiger ID l3sst sich eine definitive Ursa-
che ermitteln, bei leichten Féllen ist dies seltener der Fall (Chelly et al. 2006). Man unter-
scheidet zwischen nicht-genetischen (exogenen) und genetischen Faktoren. Zu den
nicht-genetischen bzw. exogenen Ursachen zdhlen unter anderem pre-, peri- und postna-
tale Ursachen wie Infektionen, Asphyxie, Friihgeburten oder Geburtskomplikationen
(Chelly et al. 2006). Bei den genetischen Ursachen wird zwischen groen chromosomalen
Veranderungen, die mit Hilfe konventioneller Chromosomenanaly-
sen sichtbar sind, submikroskopischen Chromosomenaberratio-nen, die sich auf Grund
ihre GroRRe von < 5 Megabasen (Mb) nicht mit klassischen Untersuchungstechniken dar-

stellen lassen, monogenen Stérungen, Fehlregulationen imprinteter Gene sowie multifak-
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toriellen Stérungen, einer Mischung aus genetischen Faktoren und umweltbedingten No-
xen, unterschieden (Basel-Vanagaite 2008, Rauch 2010). In etwa 40 % der Félle lasst sich
eine eindeutige genetische Ursache der ID ermitteln. Dies bedeutet im Riickschluss, dass
in etwa 60% der Félle keine eindeutige Ursache gefunden werden kann (Rauch et al.

2006).

Durch den Einsatz neuer Untersuchungsmethoden wird sich die Anzahl dieser Fille je-
doch in Zukunft verringern. Der Nachweis von Punktmutation, die mittels Array-CGH nicht
nachweisbar sind, wird beispielsweise durch die Verwendung von Hochdurchsatzverfah-
ren erheblich erleichtert. (Deutsche Gesellschaft fiir Kinder- und Jugendpsychiatrie, Psy-

chosomatik und Psychotherapie 2014).

In der konventionellen Chromosomenanalyse sichtbare chromosomale Stérungen liegen
in etwa 15 % aller Falle vor (Ropers 2008). Dabei ist das Down-Syndrom, die Trisomie 21,
die haufigste Einzelursache fir ID mit einer Haufigkeit von circa 9 % (Collins et al. 2008,
Nazer und Cifuentes 2006, Rauch 2010). Mikroaberrationen sind bei 15 % der Patienten als
Ursache fiir die mentale Retardierung anzusehen. Monogene Ursachen gehen mit einer
Haufigkeit von etwa 9 % einher. Dieser Anteil ist jedoch wahrscheinlich héher (Neveling
und Hoischen 2012). Aktuell sind iber 400 Genmutationen bekannt, die zu Intelligenz-
minderung fiihren kénnen. Es ist allerdings zu erwarten, dass sich diese Anzahl deutlich
vervielfachen wird (Van Bokhoven 2011). Seit der Verwendung von Exomsequenzierun-
gen konnten vermehrt De-novo-Mutationen detektiert werden. (Neveling und Hoischen
2012). Diese spielen eine bedeutende ursachliche Rolle in der Entstehung von Intelligenz-
minderung und Entwicklungsverzégerung. (Vissers et al. 2010). Von besonderem Interes-
se ist hierbei das X-Chromosom, da mittlerweile bereits iber 80 Gendefekte gefunden
wurden, die eine X-linked intellectual disability (XLID), zuvor als X-linked mental retardation

(XLMR) bezeichnet, verursachen (Rauch 2010, Ropers 2008).
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Abbildung 1: Prozentuale Haufigkeiten verschiedener Ursachen von Intelligenz-
minderung. (Abgewandelt nach Rauch et al. 2006, S. 2071)

1.3 Copy number variations

Kopienzahlverdnderungen (engl. copy number variations, CNVs) umfassen Duplikationen
(Chromosomenstiickverdopplungen) und Deletionen (Chromosomenstiickverluste) eines
Abschnitts Desoxyribonukleinsdure (DNA) in Bezug auf eine Vergleichsprobe des mensch-
lichen Genoms. CNVs kénnen von unterschiedlicher Gré8e sein und reichen von einigen
Kilobasen (Kb) bis hin zu mehreren Megabasen oder umfassen sogar ganze Chromoso-
men (Mefford et al. 2012). Es wurde nachgewiesen, dass CNVs an unterschiedlichen Posi-
tionen des Genoms unterschiedlich hdufig vorkommen. Pradisponierend fiir das Auftre-
ten von c ist die Flankierung durch low copy repeats (LCRs), die Deletionen (Del) und Dup-
likationen (Dup) durch mitotische Fehlanlagerung der Chromosomen auslésen kénnen.
Einige CNVs haben keinen Krankheitswert (Lafrate et al. 2004, Itsara et al. 2009, Locke et
al. 2006, Redon et al. 2006, Sebat et al. 2004). Sogar in genkodierenden Regionen sind
CNVs beschrieben, die mit keiner klinischen Manifestation einhergehen. Diese Polymor-
phismen treten mit einer Frequenz von >1% in der Bevélkerung auf (Gillesen-Kaesbach

und Siebert 2012). Viele CNVs sind jedoch verantwortlich fir Intelligenzminderungen,
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Entwicklungsverzégerungen oder andere Erkrankungen (Mefford et al. 2012). CNVs lassen
sich daher in verschiedene Kategorien unterteilen. Eine Kopienzahlverdanderung, die ein
bereits bekanntes Mikrodeletions- oder Mikroduplikationssyndrom verursacht, bereits in
der Literatur beschrieben ist oder die sich bei mindestens zwei Patienten mit dquivalen-
tem Phanotyp in Datenbanken finden ldsst, bezeichnet man als pathogen. Als nicht pa-
thogen hingegen bezeichnet man CNVs, die als hdaufige Normalvariante in der Bevélke-
rung auftreten. Es gibt aber auch detektierte Verdnderungen unklarer Signifikanz. Diese
versucht man dann in eher pathogen und eher nicht pathogen zu differenzieren. Dabei
kann die molekulare Karyotypisierung der Eltern weiterhelfen. Eine Kopienzahlverande-
rung, die von einem gesunden Elternteil vererbt wurde, gilt beispielsweise als eher nicht
pathogen. Allerdings sollte dabei das Vorliegen von verminderter Penetranz oder variab-
ler Expressivitdt nicht aul3er Acht gelassen werden. Die klinische Interpretation von CNVs
unklarer Signifikanz gestaltet sich daher haufig problematisch (Spengler et al. 2013). Da-
tenbanken zum Abgleich der detektierten CNVs sind dabei ein wichtiges Hilfsmittel

(Oneda und Rauch 2012).

1.4 Diagnostisches Vorgehen

Bei allen Kindern mit Verdacht auf Entwicklungsstérungen oder Intelligenzminderung
sollten - wie in Abbildung 2 ersichtlich - zundchst die Sicherung der Diagnose durch stan-
dardisierte Intelligenz- und Entwicklungstest sowie eine umfassende klinische und neuro-
logische Untersuchung erfolgen (Miclea et al. 2015). Dabei wird z.B. nach Dysmorphien
oder neurologischen Auffalligkeiten gesucht, die hinweisend auf bestimmte Syndrome
sein kénnen (Basel-Vanagaite 2008). Das Vorliegen bestimmter Dysmorphien fiihrt ge-
hduft zur Ursachenklarung (Van Karnebeek et al. 2005). Parameter wie etwa der Kopfum-
fang, die KérpergrofRe oder der Muskeltonus kénnen wichtige Hinweise auf eine moégliche
Ursache liefern. Kleinwuchs kann beispielsweise in Kombination mit spezifischen fazialen
Auffalligkeiten und einer Mikrozephalie hinweisend auf eine fetale Alkoholembryopathie
sein, Hochwuchs kommt vermehrt beim Fragilen X- Syndrom vor (Miclea et al. 2015).
Gleichzeitig sollten sowohl eine umfassende Eigen- als auch Familienanamnese erhoben
werden, um mogliche weitere Falle von Entwicklungsverzégerungen und Intelligenzmin-

derung in der Familie zu erfassen und somit die Ursachensuche iber das Vorliegen be-
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stimmter Erbgénge zu erleichtern (Basel-Vanagaite 2008).
Ergibt sich schlielich der Verdacht auf das Vorliegen eines monogenetischen Syndroms,
dann kann eine gezielte genetische Untersuchung auf eben diese Erkrankung erfolgen.
Lassen der vorliegende Phanotyp sowie der erhobene Untersuchungsbefund keine Ver-
dachtsdiagnose zu, kommen ungezielte genetische Screeningverfahren - wie z.B,
der Array-CGH - zum Einsatz. Auf diese Weise versucht man, eine genetische Mutation
oder Chromosomenstdrung zu finden, die in einen kausalen Zusammenhang zur vorlie-
genden Entwicklungsstérung bzw. Intelligenzminderung gebracht werden kann. Diese

Vorgehensweise wird als reverse Genetik bezeichnet (Zirn 2012, Willemsen und Kleefstra

2014).

Verdacht auf Intelligenzminderung/ Entwicklungsstorung

Standartisierte Tests, Anamnese, Korperliche Untersuchung

Verdachtsdiagnose?

Gezielte genetische
Diagnostik

keine Mutationen | |
detektiert Bestatigung der

CNV detektiert

Kein Ergebnis

Verdachtsdiagnose

Humangenetische RemiRige
Beratung Reevaluierung Array CGH

Abbildung 2: Diagnostisches Vorgehen bei Patienten mit dem Verdacht auf ID (Willemsen
und Kleefstra 2014, O‘ Byrne et al. 2016, Miclea et al. 2015).



Als genetische Screening-Verfahren stehen die konventionelle Chromosomenanalyse so-
wie seit einigen Jahren die array comparative genomic hybridization (Array-CGH) zur Ver-
flgung. Seit 2010 wird die Array-CGH als primdres genetisches Screening-Verfahren zur
Abklarung von Entwicklungsstérungen und Intelligenzminderung empfohlen (Miller et al.

2010).

1.5 Fragestellung

Die vorliegende Arbeit verfolgt zwei Ziele:

1. das Spektrum phdnotypischer Auffdlligkeiten, die mit klinischen relevanten Ko-
pienzahlvarianten in Verbindung stehen, zu erweitern;

2. klinische Kriterien zu definieren, die in Zukunft dabei helfen kénnen, Patienten mit
klinisch relevanten CNVs von denen ohne pathologische Aberrationen zu unter-

scheiden.



2. Patienten und Methoden

2.1 Patienten

In einem Zeitraum von dreieinhalb Jahren (01.01.2007 bis 01.03.2011) wurden 342 Kinder,
die mit Entwicklungsstérungen und Intelligenzminderungen im Sozialpdadiatrischen Zent-
rum (SPZ) der Universitdtsmedizin Gottingen zur Ursachenabkldrung vorgestellt wurden,
mittels Array-CGH untersucht. Die Array-CGH-Untersuchungen wurden im hiesigen Institut
fir Humangenetik in Kooperation mit Herrn Dr. med. Moneef Shoukier durchgefiihrt. Im
Rahmen einer retrospektiven Studie wurden sowohl die genetischen Untersuchungser-
gebnisse als auch alle verfiigbaren klinischen Daten der Kinder zusammengestellt. Es
handelte sich um 227 Jungen und 115 Madchen. Die Eltern wurden ausfihrlich vor der Un-

tersuchung aufgeklart und haben schriftlich in die Untersuchungen eingewilligt.

2.2 Auswertung der klinischen Daten

Alle klinischen Daten und die Kérpermalle bei Geburt sowie im Verlauf wurden mit Hilfe
eines standardisierten Protokolls (Excel-Tabelle) erfasst und ausgewertet. Beziiglich der
klinischen Daten wurden folgende Parameter erfasst: Geschlecht, Alter, Fehlbildungen,
Epilepsie, Herzfehler, Schwangerschaftsdauer, APGAR-Werte, primdre und sekundare
Mikrozephalie, primdre und sekunddre Makrozephalie, primdrer und sekunddrer Minder-
und Hochwuchs, Uber- und Untergewicht bei Geburt und im Verlauf, Knochenalter, erst-
gradige Verwandte mit Entwicklungs-stérung oder Intelligenzminde-
rung, Befunde cranialer Magnetresonanztomographie (cMRT), stattgefundene Chromo-

somenanalysen und genetische Untersuchungen auf spezielle Syndrome.

Alle statistischen Analysen wurden mit Hilfe der Software Statistica 9.1 (Stat-Soft Inc.,
Tulsa, OK) angefertigt. Die klinischen Befunde der Kinder mit copy number variations und
Translokationen eindeutiger klinischer Relevanz wurden mit Hilfe des Chi-Quadrat Tests
mit denen der Kinder mit unauffalligem Array-CGH-Befund verglichen. War die erwartete
Anzahl kleiner 5, wurde der Chi- Quadrat- Test mit Yates- Korrektur angewendet. Des Wei-
teren wurde die Bonferroni- Methode verwendet, um das Signifikanzniveau zu beurteilen

(Shoukier et al. 2013).



2.3 Die Array-CGH

Wahrend der letzten Jahre hat die Etablierung der Array-CGH die Diagnostik von Intelli-
genzminderungen und Entwicklungsstérungen unklarer Genese revolutioniert und wurde
zu einer Untersuchung erster Wahl (Manning und Hudgins 2010, Miller et al. 2010). Mit
Hilfe dieses Verfahrens kénnen eine im Vergleich zur konventionellen Karyotypisierung
100fach grollere Auflésung erreicht und somit auch submikroskopische Chromosome-
naberrationen aufgedeckt werden (Miller et al. 2010). Wahrend mit den klassischen Me-
thoden nur Veranderungen zwischen 5 - 10 Megabasen erkannt werden, kénnen mit Hilfe
der Array-CGH sogar noch Mutationen im Bereich von 100 - 200 Kb erfasst werden (Basel-

Vanagaite 2008).

Zur Durchfiihrung der Array CGH wird genomische DNA des Patienten extrahiert und mit
einem Fluoreszenzfarbstoff (gebrduchlich ist Cy3) markiert. Diese gekennzeichnete Probe
wird in gleichem Verhdltnis mit einer Kontrollprobe, die mit einem anderen Farbstoff
(Cys) markiert ist, auf einen Chip aufgetragen. Auf dem Chip sind auRerdem eine definier-
te Anordnung tausender immobilisierter DNA- Sonden aufgetragen und hybridisiert. Als
Sonden eignen sich beispielsweise bacterial artificial chromosome (BAC) - Klone, Oligonuk-
leotide oder polymerase chain reaction (PCR) -Fragmente.
Jede dieser Sonden enthilt etwa 70 -180 Kilobasen des menschlichen Genoms. Die Se-
quenz und Lage dieser DNA- Fragmente im menschlichen Genom ist bekannt. Nach abge-
schlossener Hybridisierung wird nicht gebundenes Material durch verschiedene Wasch-
schritte entfernt und der Chip mit einem Laserscanner untersucht. Die Intensitat der Fluo-
reszenz der Farbstoffe wird mit einer speziellen Software ausgewertet: Sind Patienten-
material und Referenzprobe an einem Spot gleichermallen vorhanden, erscheint diese
Stelle in einer bestimmten Farbe, wie in Abbildung 3 ersichtlich.
Herrscht ein Uberschuss an Patienten-DNA, im Falle einer Duplikation einer bestimmten
Sequenz, so verschiebt sich das Signal in Richtung Patientenfarbstoff und stellt sich z.B.
rot dar. Sollte ein Uberschuss der Referenzprobe vorhanden sein, wie im Falle einer Dele-
tion beim Patienten, tGberwiegt das Signal der Kontrollprobe und der Spot erscheint in
Griin. Mit Hilfe der speziellen Software ist eine Lokalisation der deletierten bzw. duplizier-
ten Bereiche im Genom mdglich (de Ravel et al. 2007, Feuk et al. 2006, Klein und Rost

2012).
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Abbildung 3: Schematischer Ablauf einer Array-CGH.

Die genomische DNA wurde aus Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) - Blutproben der
Patienten mit Hilfe von Standardtechniken extrahiert. Ein genomweiter copy number -
Scan erfolgte unter Verwendung des Agilent 244K-Arrays oder des Agilent SurePrint G3
Human-CGH-Microarray Kit 4x 180K (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA). Dabei
wurden die Anweisungen der Hersteller befolgt. Die Array CGH-Daten wurden mit der
Agilent DNA Analytics 4.0 Software ausgewertet. Die Ergebnisse wurden dann mit be-
kannten copy number variations der Database of Genomic Variants (DGV,
http://projects.tcag.ca/variation), der International Standard Cytogenomic Array Consor-
tium Database (https://isca.genetics.emory.edu) sowie der Database of Chromosomal
Imbalance and Phenotype in Human using Ensembl Resources (DECIPHER,
https://decipher.sanger.ac.uk/application/) verglichen. Pathologische und potentiell pa-
thologische CNVs wurden nochmals iberprift mit Hilfe von multiplex ligation-dependent
probe amplification (MLPA, MRC-Holland, Amsterdam, Niederlande), falls das entspre-
chende Kit verfligbar war. Alternativ wurden die pathologischen Auffalligkeiten mit Hilfe

von quantitative polymerase chain reaction (qPCR) Giberpriift.
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3. Ergebnisse

3.1 Genetische Daten

Bei 72 von 342 (21,1%) Kindern mit Entwicklungsstérungen oder Intelligenzminderung
wurden Kopiezahlvarianten (CNVs) mittels Array-CGH ermittelt. Davon waren 49 Patien-
ten mannlichen Geschlechts, 23 waren weiblich. Es liegen Daten von Kindern und Jugend-

lichen im Alter von 3 Monaten bis 20 Jahren vor.

Die festgestellten Kopiezahlveranderungen verteilen sich, wie in Abbildung 4 ersichtlich,
auf die verschiedenen Chromosomen. Die meisten CNVs finden sich dabei auf dem X-
Chromosom. Dort wurden drei Deletionen und vier Duplikationen detektiert. Auf Chro-
mosom 18 wurden keine Kopiezahlvarianten festgestellt. Die meisten Deletionen zeigen
sich auf Chromosom 4 (6 Stiick). Die grofSte Anzahl von Duplikationen wurde auf dem X-

Chromosom gefunden (4 Sttick).

7 rl B

1 2 3 4567 8 910111213141516171819202122 X Y

M Deletionen W Duplikationen HTranslokationen

Abbildung 4: Verteilung der CNVs auf den Chromsomen.

Die CNVs lassen sich des Weiteren in verschiedene Gruppen unterteilen (Abbildung 5):

Mikrodeletionen und -duplikationen eindeutiger klinischer Relevanz (Gruppe 1) fanden
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sich bei 42 Kindern (58 %). Unbalancierte Translokationen waren bei 3 Kindern (4 %)
nachweisbar (Gruppe 2). In Gruppe 3 sind 22 Kinder (31%) mit Kopiezahlveranderungen
unklarer klinischer Bedeutung zusammengefasst. Diese Befunde waren unklar, weil sie
entweder bislang nicht in der Literatur beschrieben oder von einem gesunden Elternteil
vererbt wurden. Die Befunde der Gruppen 4 und 5 haben keine kausale Bedeutung fiir die
schwere Entwicklungsstorung oder Intelligenzminderung der Kinder. Gruppe 4 enthalt 2
Jungen (3 %) mit Klinefelter-Syndrom (47, XXY-Karyotyp) oder 47, XYY-Karyotyp. In Grup-
pe 5 sind 3 Kinder (4 %) mit Polymophismen zusammengefasst. Dies sind Kopiezahlveran-
derungen, die zuvor auch bei Gesunden beschrieben wurden und daher mit groer Wahr-
scheinlichkeit keine Bedeutung haben. Die klinischen und genetischen Daten der 72 Kin-
der mit CNVs sind in Tabelle 1a - j zusammengefasst. Insgesamt wurden 44 Deletionen, 25

Duplikationen und 3 Translokationen festgestellt, wie Abbildung 6 zeigt.

Gruppe 2 Gruppe 3
unbalancierte chromosomale
Translokationen Verdnderungen
4% unklarer klinischer

Bedeutung/nicht
beschriebene
Veranderungen

31%

Gruppe 4

numerische

chromosomale
Veranderungen

Gruppe 1 Gruppe 5 3%

Mikrodeletionen/ Polymorphismen
Mikroduplikationen 4%
klarer klinischer
Relevanz
58 %

Abbildung 5: Einteilung der 72 Patienten mit auffalligem Array-CGH- Ergebnis in
verschiedene Gruppen genetischer Aberrationen.
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Bei strukturellen chromosomalen Veranderungen, die nur ein Chromosomensegment
betreffen, treten Deletionen (67 %) hdufiger auf als Duplikationen (33 %). Noch haufiger
treten Deletionen mit 79 % (33/42) in der Gruppe der bekannten Mikrodeletionssyndrome
auf, wohingegen in Gruppe 3, den CNVs unklarer klinischer Relevanz, Duplikationen bei 13
von 22 Patienten und somit in 59 % der Patienten zu finden waren. Der grof3te Teil der
strukturellen Aberrationen war interstitiell, nur in 5% der Fille waren die Telomer-
Regionen beteiligt. Allerdings waren die Telomer-Regionen bei allen der drei unbalancier-

ten Translokationen betroffen.
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Die detektierten chromosomalen Veranderungen haben Ausdehnungen zwischen 0,065
und 78,33 Mb. Die meisten CNVs haben dabei eine Grélie von 1-5 Mb, was 42 % ent-
spricht. 37 % aller strukturellen festgestellten Auffalligkeiten sind kleiner als 1 Mb, und 13 %
der Befunde befinden sich groRenmaflig zwischen 5 - 10 Mb. Ebenfalls bei 13 % waren die

CNVs grol3er 10 Mb.

M Translokationen  H Deletionen u Duplikationen

Abbildung 6: Haufigkeiten der aufgetretenen Duplikationen, Dele-
tionen und Translokationen.

Bei den Patienten, die vor der Array-CGH bereits eine konventionelle Chromosomenanaly-
se erhalten haben, sind die beiden groRten strukturellen Verdnderungen, die trotzdem
unentdeckt blieben, eine 10,8 Mb groRRe Deletion (Patient 48) sowie eine unbalancierte
Translokation (t5;9), die eine Deletion von 12,2 Mb und eine Duplikation einer Grée von

10,8 Mb beinhaltet (Patient 45).

Die konventionelle Karyotypisierung hatte bei diesen Kindern mit einem Bandenlevel von
450-500 Mb bereits im Vorfeld stattgefunden. Bei den strukturellen Chromosomensto-
rungen (Gruppe 1-3) lassen sich in 72 % der Félle Aussagen tiber die Vererbung treffen, da
bei 48 der 67 Patienten ebenfalls Untersuchungen bei Eltern und Geschwistern durchge-

fihrt wurden. Bei 25 Kindern konnte die chromosomale Veranderung bei den Eltern nicht
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festgestellt werden und so als de-novo eingestuft werden. Bei 23 Kindern wiederum
konnte dieselbe Verdnderung ebenfalls bei einem Elternteil gefunden werden. Der Grof3-
teil der Eltern, bei denen ebenfalls Mutationen gefunden werden konnten, war jedoch
gesund, nur bei den Patienten 15, 49 und 54 war der betroffene Elternteil ebenfalls von
einer Intelligenzminderung betroffen. Maternale Vererbung trat mit 70 % (16/23) der Félle
weitaus haufiger auf als paternale Vererbung (30 %, 7/23). Zu bemerken ist auRerdem,
dass alle neun Félle von vererbten CNVs klarer klinischer Relevanz miitterlichen Ursprungs
waren, wohingegen paternale Vererbung hauptsachlich bei den Fallen unklarer Genese zu

finden war.

3.2 Klinische Daten

Bei der Auswertung der klinischen Daten wurden zwei Gruppen miteinander verglichen:

Vergleichsgruppe 1: Patienten mit chromosomalen Mikrodeletions- und duplikationssyn-

dromen und Translokationen klarer klinischer Relevanz (Gruppe 1 und 2, n=45 Kinder)
Vergleichsgruppe 2: Kinder mit unauffélligen Array-CGH-Befund (n=270).

Die Auswertung der klinischen Daten der beiden Gruppen ergab Folgendes (Abb. 7a, b):
Bei 46,7 % der Kinder mit phanotypisch kausalen CNVs wurden kongenitale Anomalien
gefunden, in der Gruppe ohne Auffalligkeiten war dies bei 27 % der Kinder der Fall. Es zeigt
sich, dass kongenitale Anomalien bei Kindern mit klinisch relevanten CNVs signifikant hdu-
figer auftreten (p-Wert 0,003). Herzfehler (z.B. Ventrikelseptumdefekt, Atriumseptumde-
fekt) waren die hdufigsten aufgetretenen Fehlbildungen, 22,2 % der Kinder aus den Grup-
pen 1und 2 und 8,9 % aus der Vergleichsgruppe waren davon betroffen. Somit traten auch
Herzfehler signifikant haufiger bei Kindern mit klinisch relevanten CNVs auf im Vergleich
zu Kindern mit normaler Array-CGH (p-Wert 0,008). Eine symptomatische Epilepsie wurde
bei 28,9 % der Kinder mit auffdlligem Array-Befund und bei 35,9 % mit negativem Befund

diagnostiziert.
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Frihgeburtlichkeit mit einem Geburtstermin vor der 38. SSW war bei 17,1% aus Ver-
gleichsgruppe 1 und 26,1 % aus Vergleichsgruppe 2 der Fall, wohingegen eine Friihgeburt
noch vor Ende der 33. SSW) in Vergleichsgruppe 1 nur bei 5,7 % und in Vergleichsgruppe 2
bei 5,6 % auftrat.

APGAR-Werte kleiner neun wurden bei 26 % der Kinder mit klinisch relevanten CNVs und
20,4 % der Patienten mit negativem Array-CGH- Befund erhoben. APGAR- Werte kleiner
fanf traten mit 3,7% in Vergleichsgruppe 1 und 4,6 % in Vergleichsgruppe 2 deut-
lich seltener auf. Wahrend bei 40 % beider Vergleichsgruppen ein retardiertes Knochenal-
ter festgestellt werden konnte, trat ein akzeleriertes Knochenalter nur bei Vergleichs-
gruppe 2 auf (22,5 %). Beziiglich der KérpermafRe bei der Geburt sowie der aktuell vorlie-
genden Malle treten primdre Mikrozephalie mit 16,7 % (Vergleichsgruppe 2: 5,2 %), Klein-
wuchs zum Zeitpunkt der letzten Kontrolle mit 26,6 % (Vergleichsgruppe 2: 16,2 %) als auch
Untergewicht bei der letzten Kontrolluntersuchung mit 24,4 % bei Gruppe 1+2 (Ver-
gleichsgruppe 2: 13,8 %) im Vergleich zur Gruppe mit negativem Array-CGH-Befund haufi-
ger auf. Diese Unterschiede erreichen jedoch mit einem p-Wert von 0,07 fiir primdre Mik-
rozephalie, einem p-Wert von 0,09 fiir Kleinwuchs zum letzten dokumentierten Zeitpunkt
sowie einem p-Wert von 0,07 fiir Untergewicht bei der letzten Untersuchung kein statis-
tisch signifikantes Niveau. Eine primdre Makrozephalie hingegen lag bei keinem der Kin-
der aus Vergleichsgruppe 1 und nur bei 6,1 % aus Vergleichsgruppe 2 vor. Primarer Klein-
wuchs hatte in Gruppe 1+ 2 eine Prdvalenz von 6,3 % und im Vergleich dazu in der Ver-
gleichsgruppe 2 ein Vorkommen von 7,4 %. Epilepsie, primare Makrozephalie und Hoch-
wuchs bei der letzten Kontrolle traten also durchaus haufiger in der Gruppe der Patienten
mit negativem Array-CGH-Befund auf; diese Unterschiede sind jedoch nicht von statisti-

scher Signifikanz.

Die fazialen Dysmorphien einiger Patienten mit durch Array-CGH festgestellten copy num-

ber variations sowohl klarer als auch unklarer Relevanz sind in Abbildung 8 dargestellt.
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4. Diskussion

In unserer Studie wurden 342 Kinder mit Entwicklungsstérung oder Intelligenzminderung
mittels Array-CGH untersucht. Bei 72 von 342 Kindern (21,1 %) wurden chromosomale Ko-
piezahlvarianten (copy number variations) gefunden. Mikrodeletionen, Mikroduplikatio-
nen sowie unbalancierte Translokationen eindeutiger klinischer Relevanz wurden in na-
hezu zwei Dritteln der auffdlligen Befunde (45/72) festgestellt (Gruppen 1 und 2, Abbil-
dung 5). Somit war bei 45 von 342 Patienten (13,2 %) eine Ursachenkldrung der Entwick-
lungsverzégerung bzw. Intelligenzminderung moglich. Hingegen wurden bei 6,4 % der
Kinder (Gruppe 3, Abbildung 5), also 22 von insgesamt 342, CNVs bisher unklarer klinischer
Relevanz ermittelt. Es handelte sich um 13 Duplikationen sowie 9 Deletionen, die entwe-
der bisher nicht in der Literatur beschrieben sind oder von einem gesunden Elternteil ver-

erbt wurden.

Dieser Anteil von 13,2 % Kklinisch relevanter CNVs ist vergleichbar mit der Array-CGH-
Detektionsrate zweier grofler Studien, bei denen dieselbe Array-CGH-Technologie ver-
wendet wurde. In der Studie von Cooper et al. (2011) wurden 15.767 Kinder mittels Array-
CGH untersucht und bei 14,2 % konnten pathologische copy number variations festgestellt
werden.

In einer anderen Studie konnten bei 14,7 % der untersuchten Kinder signifikante CNVs er-
mittelt werden (Kaminsky et al. 2011). Auch in weiteren Studien wurden immer wieder

dhnliche Detektionsraten nachgewiesen (D Arrigo et al. 2015, Coutton et al. 2015).

Der lberwiegende Teil der in unserer Studie aufgefundenen Chromosomenaberrationen
war interstitiell, nur 5% der CNVs lieBen sich in telomeren Regionen finden. Ein Subtelo-
merscreening, das ausschlielllich subtelomere Chromosomenaberrationen detektiert,
wdre demnach in vielen Fallen ergebnislos geblieben. Die deutlich héhere Detektionsrate
der Array-CGH hat den Einsatz des Subtelomerscreenings in der Abklarung von Entwick-

lungsstorungen und Intelligenzminderungen daher obsolet gemacht.

42 % der chromosomalen Veranderungen hatten eine Gré3e von 1-5 Mb, 37 % der Aberra-
tionen waren sogar kleiner als 1 Mb. Solch kleine CNVs sind durch die konventionelle
Chromosomenanalyse kaum zu erkennen, da sich die Auflésung einer klassischen Chro-

mosomenanalyse zwischen 5 -10 Mb bewegt (Basel-Vanagaite 2008). Zusatzlich zur Auf-
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|6sung der verwendeten Array-CGH-Plattform scheint die Selektion der Patienten den
grofiten Einfluss auf die Detektionsrate fiir klinisch relevante Chromosomenstérungen zu
haben. Unsere Kohorte beinhaltet einen groRen Teil an Kindern, die bereits zahlreiche
diagnostische Verfahren zur Ursachenkldrung ihrer Intelligenzminderung durchlaufen
haben, so dass zuvor bereits viele andere, nicht genetische Ursachen ausgeschlossen
werden konnten.
Alle Kinder hatten Routineblutuntersuchungen, metabolische Screening-Tests, ebenso
wie Untersuchungen der Aminosduren im Blutplasma und organischer Sduren im Urin. Bei
80 % der Patienten wurde der Liquor cerebrospinalis untersucht und bei 70 % aller Kinder
wurde eine konventionelle Chromosomenanalyse, meist einschliel3-
lich Subtelomerscreening, durchgefihrt, bevor die Untersuchung mittels Array-CGH

durchgefiihrt wurde.

Die statistische Auswertung der klinischen Daten zeigt, dass kongenitale Anomalien, ins-
besondere Herzfehler, signifikant haufiger bei den Kindern auftraten, die klinisch relevan-
te CNVs, also chromosomale Mikrodeletionen oder -duplikationen sowie Translokationen
klarer klinischer Bedeutung hatten, im Vergleich zu Kindern mit unauffalligem Array-CGH-
Befund. Darliber hinaus sind klinische Kriterien wie primdre Mikrozephalie, Kleinwuchs
und Untergewicht bei der letzten dokumentierten Kontrolluntersuchung Indikatoren fiir
eine hohere Wahrscheinlichkeit einer klinisch relevanten Chromosomenaberration, ob-
wohl keine statistische Signifikanz erreicht werden konnte. Bei Kindern mit diesen phano-
typischen Auffalligkeiten ist demnach die Durchfiihrung einer Array-CGH besonders sinn-

voll und hat eine gute Erfolgsrate.

Das gehdufte Vorkommen von kongenitalen Anomalien bei Patienten mit klinisch signifi-
kanten Mutationen konnte bereits in verschiedenen Studien gezeigt werden (Baris et al.
2007, Cooper et al. 2011, Lu et al. 2008). Dennoch ist das Spektrum an verschiedenen Pha-
notypen sehr vielfdltig und auch bei Kindern mit nicht syndromaler, isolierter Intelligenz-
minderung oder Entwicklungsverzégerung konnten in der Array-CGH-Untersuchung ur-
sachliche chromosomale Aberrationen gefunden werden. Eine Array-CGH-Untersuchung
sollte daher nicht nur Kindern mit kongenitalen Anomalien oder phanotypischen Auffal-
ligkeiten vorbehalten sein, sondern wird mittlerweile bei allen Kindern mit unklarer Ent-

wicklungsstérung oder Intelligenzminderung empfohlen (Miller et al. 2010).
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Die klinische Relevanz von 31% der festgestellten CNVs (Gruppe 3) ist jedoch leider auch

beim derzeitigen Kenntnisstand unklar.
Hierfir gibt es folgende Griinde:

1. Die chromosomale Aberration ist bisher unbekannt, und es wurde noch nichts
dariliber veroffentlicht.

2. Die Mutation wurde von einem gesunden Elternteil vererbt, was eine Zuordnung
zu pathologischen CNVs auf Grund unvollstandiger Penetranz oder das eventuelle

Vorliegen eines familidaren Polymorphismus ausschlief3t.

Vermutlich wird sich die Relevanz solcher bislang unklarer CNVs in wenigen Jahren ein-
deutig zuordnen lassen. Voraussetzung hierfiir sind die Sammlung weiterer phanotypi-
scher und genetischer Daten der Array-CGH in Datenbanken sowie die Publikation dieser

Daten. Mit der vorliegenden Arbeit soll hierzu beigetragen werden.
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5. Ausblick

Auch nach Abschluss unserer Studie bleibt die Array-CGH von groRer Relevanz und gilt
nach wie vor als Basisdiagnostik in der genetischen Abkldrung von Kindern mit Dysmor-
phie- und Retardierungs-Syndromen unklarer Genese (O‘Byrne et al. 2016, Dan et al.

2014).

Mittlerweile gibt es aber auch eine Vielzahl neuer Verfahren zur DNA-Sequenzierung, die
unter dem Begriff next generation sequencing (NGS) zusammengefasst werden. Diese Un-
tersuchungsmethoden haben alle die Parallelisierung des Sequenzierungsprozesses in
sehr kleinen Volumina mit daraus resultierendem hohen Durchsatz gemeinsam (Bett-
ecken et al. 2014). Es kénnen sowohl das gesamte Genom (whole genome sequencing) als
auch nur die gencodierende Bereiche sequenziert werden (whole exome sequencing)
(Hempel et al. 2011). Auch die Untersuchung der DNA ausgewdhlter Gene, die spezifisch
fir einen bestimmten Phanotyp sind, ist méglich. Daflir werden sogenannte Gen-Panels
zusammengestellt, die etwa 20-200 krankheitsspezifische Gene enthalten, die parallel
sequenziert werden kdnnen (Zirn 2012, Hempel et al. 2011, Bettecken et al. 2014). Auch
CNVs werden bei diesen Untersuchungsmethoden miterfasst. Mittels next generation se-
quencing lasst sich eine Auflésungen von nur einem Basenpaar erzielen und somit

Punktmutationen erkennen.

Derzeit kénnen durch die neuen Hochdurchsatz-Sequenzierungs-Verfahren bei vielen
Kindern mit bislang unklaren Dysmorphie- und Retardierungssyndromen Diagnosen ge-
stellt werden. Allerdings ist auch die Rate an unklaren Befunden erhéht. Es wird aktuell an
internationalen Datenbanken zur Interpretation bislang unklarer Varianten gearbeitet
(Zirn 2012, Bettecken et al. 2014). AuBerdem entstehen durch die grole Menge anfallen-
der Daten dieser Verfahren auch neue ethische und rechtliche Konflikte. Es muss insbe-
sondere festgelegt werden, wie die erhobenen Daten sicher gespeichert und in welchem
Malie weitergegeben werden kénnen. Aullerdem stellt sich die Frage, wie mit Zufallsin-
formationen und Nebenbefunden umgegangen werden soll und wie und in welchem Ma-

Re die Patienten kiinftig aufgeklart werden miissen (Deutscher Ethikrat 2013).
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6. Zusammenfassung

In den letzten Jahren hat sich die Array-CGH als primdres genetisches Screening-
Verfahren in der Abkldarung von Entwicklungsstérungen und geistigen Behinderungen
durchgesetzt. In der vorliegenden Promotionsarbeit wurden zwei Ziele verfolgt: Zum ei-
nen sollte das phanotypische Spektrum klinisch relevanter chromosomaler Kopiezahlan-
derungen erweitert werden, zum anderen sollten klinische Kriterien erarbeitet werden,
die mit einer erhéhten Wahrscheinlichkeit fiir das Auffinden eines klinisch relevanten

CNVs einhergehen.

Es wurde eine retrospektive Analyse der klinischen Daten und der Array-CGH-Befunde von
342 Kindern mit Entwicklungsstérungen oder Intelligenzminderung durchgefiihrt. Die
klinischen Parameter der Kinder mit in der Array-CGH detektierten und klinisch relevanten
CNVs wurden dabei mit den Daten der Kinder mit unauffalligem Array-CGH-Befund vergli-

chen.

Bei 45 von 342 (13,2%) Kindern wurden klinisch relevante Kopiezahlanderungen (chromo-
somale Mikrodeletionen und Mikroduplikationen sowie unbalancierte Translokationen)
aufgefunden und eine Genotyp-Phanotyp-Korrelation durchgefiihrt. Bei der Auswertung
der klinischen Daten zeigten sich bei Kindern mit klinisch relevanten CNVs signifikant hau-
figer angeborene Fehlbildungen, insbesondere Herzfehler. Deutlich haufiger wiesen diese
Kinder zudem eine primdre Mikrozephalie, einen sekunddren Kleinwuchs und/oder eine
Dystrophie auf. Bei Kindern mit bislang unklarer Entwicklungsstérung oder geistiger Be-
hinderung, die diese klinischen Merkmale aufweisen, besteht demnach eine hdhere
Wahrscheinlichkeit fiir die Detektion einer klinisch relevanten Chromosomenstérung in

der Array-CGH.
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Die Daten der vorliegenden Promotionsarbeit wurden bereits publiziert (vgl. Anhang):

Shoukier M, Klein N, Auber B, Wickert J, Schréder J, Zoll B, Burfeind P, Bartels I, Alsat EA,
Lingen M, Grzmil P, Schulze S, Keyser J, Weise D, Borchers M, Hobbiebrunken E, R6bl M,
Gartner J, Brockmann K, Zirn B (2013):

Array CGH in patients with developmental delay or intellectual disability: are there phe-

notypic clues to pathogenic copy number variants? Clin Genet 83,53- 65

Ausgehend von diesen Daten ist ein Folgeprojekt im Rahmen einer weiteren Promoti-

on entstanden. Die entsprechende Promotion wurde ebenfalls bereits eingereicht.
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Array CGH in patients with developmental
delay or intellectual disability: are there
phenotypic clues to pathogenic copy number

variants?
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Array CGH in patients with developmental delay or intellectual disability:
are there phenotypic clues to pathogenic copy number variants?
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Array comparative genomic hybridization (array CGH) is now widely
adopted as a first-tier clinical diagnostic test in individuals with
unexplained developmental delay/intellectual disability (DD/ID) and
congenital anomalies. Our study aimed at enlarging the phenotypic
spectrum associated with clinically relevant copy number variants (CNVs)
as well as delineating clinical criteria, which may help separating patients
with pathogenic CNVs from those without pathogenic CN'Vs. We
performed a retrospective review of clinical and array CGH data of 342
children with unexplained DD/ID. The phenotypic features of patients with
clinically significant CNV were compared with those without pathogenic
CNVs. Array CGH detected pathogenic CNVs in 13.2% of the patients.
Congenital anomalies, especially heart defects, as well as primary
microcephaly, short stature and failure to thrive were clearly more frequent
in children with pathogenic CNVs compared with children with normal
array CGH results. Thus, we assume that in patients with unexplained
DD/ID, array CGH will more probably detect a significant CNV if any of
these features is part of the patient’s phenotype.
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a monogenic disorder or a numeric or structural change
in one or more chromosomes, e.g. a trisomy or an unbal-
anced translocation. In these patients, clinical genetic
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testing comprises mutation analyses of single genes or
chromosome analysis. For all patients without clini-
cal hallmark pointing to a specific genetic condition,
conventional karyotyping or subtelomeric analysis rep-
resented the first diagnostic step in the past. During the
last few years, array comparative genomic hybridization
(array CGH) has revolutionized the diagnostic approach
to children with unexplained DD/ID and congenital
malformations and has become the first-tier investiga-
tion in those patients (2, 3).

Array CGH technologies enable a 100-fold higher
resolution compared with conventional karyotyping.
Recent studies point to an average diagnostic yield
of chromosomal microarray analyses of 15-20% (3).
Thus, array CGH shows a much higher sensitivity in
detection of chromosomal aberrations than conventional
karyotyping, but it still fails to reveal any clinically rel-
evant CNV in the vast majority of patients tested. Array
CGH is expensive and labour-intensive, and clinical
criteria allowing for separation of patients with high
probability of significant CNV would be desirable. Our
study aimed at both enlarging the phenotype spectrum
associated with clinically relevant CNVs and delineat-
ing clinical criteria, which may help separating patients
with pathogenic CNV from those without pathogenic
CNV.

Patients and methods

In a retrospective review of data, we included all
patients (n = 342) who were tested using array CGH
as part of evaluation for unexplained DD/ID during
a 3.5-year period (September 2007—March 2011) in
our outpatients department of paediatric neurology in
a tertiary care university hospital. We selected patients
for array CGH on the basis of the following criteria:
(1) unexplained DD/ID with or without additional fea-
tures, (ii) parental request to elucidate the aetiology of
their child’s DD/ID, and (iii) parental willingness to
provide own blood samples for array CGH to determine
the inheritance in case a CNV was detected in their
child. These criteria were fulfilled by all 342 patients
(227 boys and 115 girls).

Total genomic DNA was prepared from ethylene-
diaminetetraacetic acid (EDTA) blood samples using
standard techniques. A genome-wide copy number scan
was performed using either the Agilent 244K Arrays
or the Agilent SurePrint G3 Human CGH Microar-
ray Kit 4 x 180K (Agilent Technologies, Inc., Santa
Clara, CA) according to the manufacturer’s instruc-
tions. Array data were analysed using the Agilent
DNA Analytics 4.0 software. We compared our find-
ings to known CNVs listed in the Database of Genomic
Variants (DGV, http://projects.tcag.ca/variation), in the
International Standard Cytogenomic Array Consortium
Databases (https://isca.genetics.emory.edu) as well as
in the Database of Chromosomal Imbalance and Pheno-
type in Humans using Ensembl Resources (DECIPHER,
https://decipher.sanger.ac.uk/application/). Pathogenic
or potentially pathogenic CNVs identified by array
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Fig. 1. Allocation of all 72 copy number variants to different groups
of genetic aberration.

CGH were verified either by multiplex ligation-
dependent probe amplification (MLPA, MRC-Holland,
Amsterdam, The Netherlands), in case the appropri-
ate kit was available, or alternatively by quantitative
real-time polymerase chain reaction (qPCR). Primer
sequences and real-time qPCR conditions are available
upon request.

Clinical features and body measurements were
assessed using a standardized protocol (excel sheet) for
collection of data in all children. All statistical analy-
ses were performed with Statistica 9.1 software (Stat-
Soft Inc., Tulsa, OK). Clinical data of children with
CNVs and translocations of clear clinical significance
were compared to those with normal array CGH results
using the chi-squared test. If the expected number was
below 5, the chi-squared test with Yates correction was
applied. Bonferroni correction was applied to assess the
significance level.

This study received approval by the local institutional
review board. Written informed consent was obtained
from all families.

Results

Chromosomal imbalances (CNVs) were found in 72
of 342 children (21.1%) with DD/ID. Of these, 49
were males and 23 were females. The detected CNVs
were assigned to one of the following five groups
(Fig. 1): group 1: microdeletions and microduplications
of clear clinical relevance (42/72 = 58%); group 2:
unbalanced translocations (3/72 = 4%); group 3: chro-
mosomal imbalances of unclear relevance or previously
not described (22/72 = 31%); group 4: numerical chro-
mosome aberrations (2/72 = 3%); group 5: polymor-
phisms (3/72 = 4%). Table 1 summarizes clinical and
genetic features of all children with detected CNVs.
Comparison of children with chromosomal microde-
letion or microduplication syndromes and translocations
of clear clinical relevance (groups 1 and 2, n = 45) to
those without (n = 270) showed that congenital anoma-
lies were statistically more frequent in children with
pathogenic CNVs (p-value 0.003). Heart defects were
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Phenotypic clues to clinically relevant CNVs
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Fig. 2. Evaluation of clinical data in children with copy number variant (CNV) of clear clinical significance (groups 1 + 2) in comparison with
children with normal array comparative genomic hybridization (array CGH) analysis. Bold p-values with double asterisk (**) indicate statistically

significant differences.

the most frequent congenital anomaly and were sig-
nificantly more frequent in the group with clinically
relevant CNVs (p-value 0.008). With respect to body
measurements at birth as well as at most recent follow-
up, primary microcephaly (p-value 0.07), short stature
at most recent follow-up (p-value 0.09) as well as
low weight at most recent follow-up (p-value 0.07)
were more frequent in children with chromosomal aber-
rations, but these differences did not reach statisti-
cal significance. Of note, epilepsies, macrocephaly and
overgrowth were more frequent in children with normal
array CGH results, however, again without statistical
significance (Fig. 2). Figure 3 displays facial pheno-
types of several patients with CNVs of certain and
uncertain clinical significance detected by array CGH.

Inheritance of structural aberrations (groups 1-3)
was analysed in 72% (48/67) of patients. In 25
children, the chromosomal imbalance was not found in
the parents and therefore occurred de novo, whereas
23 children inherited their structural chromosomal
imbalance from one parent. Most parents carrying the
same chromosomal imbalance as their affected child
were healthy, whereas three parents were intellectually
disabled (parents of patients 15, 49 and 54).

Discussion

In our study, array CGH in 342 children with
DD/ID revealed chromosomal imbalances (CNVs) in
72 patients (21.1%). Of these, microdeletions and
microduplications as well as unbalanced translocations

were found in approximately two thirds (45/72), thus
enabling a clear aetiological diagnosis in 13.2% of
all analysed children (45/342, groups 1 + 2, Fig. 1,
Table 1). However, 6.4% of all children (22/342, group
3) had chromosomal imbalances of yet unclear clinical
relevance. Our diagnostic yield of pathogenic CNVs
is comparable to the yields obtained from two large
studies that used similar array platforms (14.2% and
14.7%; (4) and (5), respectively). In addition to array
resolution, patient selection seems to have the largest
influence on the diagnostic yield of array CGH. Our
cohort comprised a large proportion of children who
underwent previous diagnostic procedures that already
excluded a wide range of other causes of DD/ID. All
children had routine blood tests and metabolic screening
tests, such as amino acids in plasma and organic acids
in urine. Analysis of cerebrospinal fluid was performed
in 80% of children, and 70% had conventional kary-
otyping and subtelomere screening before array CGH
analysis.

Statistical evaluation of clinical data revealed that
congenital anomalies, especially heart defects, were sig-
nificantly more frequent in children with chromoso-
mal microdeletion or microduplication syndromes and
translocations of clear clinical relevance (groups 1 + 2)
compared to children with normal array CGH results
(Fig. 2). Further clinical criteria indicating a higher
probability of a chromosomal aberration causative for
DD/ID were primary microcephaly, short stature and
low weight at most recent follow-up, although statisti-
cal significance was not reached. This higher frequency

11
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patient 19 patient 23 patient 28

patient 49

patient 44 patient 51

patient 12

patient 31

patient 56 (7m)

patient 14 patient 15

patient 34 patient 36 patient 42

patient 67

patient 56 (3y)

Fig. 3. Facial phenotypes of children with copy number variants (CNVs) detected by array comparative genomic hybridization (array CGH). For
clinical and genetic details, see Table 1. Parental/guardian informed consent was obtained for publication of these photos.

of pathogenic CNVs in individuals with congenital
anomalies has also been observed in previous stud-
ies (4, 6, 7). However, the phenotypic spectrum in
chromosomal aberrations is very broad, and causative
chromosomal aberrations were also found in children
with pure DD/ID. Therefore, array CGH should not
be restricted to children with DD/ID and additional
congenital anomalies, but seems to be an important
diagnostic tool in every child with DD/ID independent
of additional features. The same loosening of recom-
mended selection criteria was previously experienced
with the de Vries criteria in subtelomere fluorescence
in situ hybridization (FISH) studies (8).

Summarizing the results in our cohort, approximately
two thirds of the detected CNVs correspond to pre-
viously known microdeletion or microduplication syn-
dromes or chromosomal translocations and therefore
permit a clear aetiological diagnosis of DD/ID in the
affected children (groups 1 4 2). The clinical relevance
of 31% of detected CNVs (group 3) remains uncer-
tain at present because of the following reasons: (i) the
CNV is previously unknown and has neither been found
and published in affected nor in healthy controls and
(i1) the CNV is inherited from a healthy parent, which
hampers its classification as pathogenic variant with
incomplete penetrance or familial polymorphism. How-
ever, several of these chromosome imbalances with
yet unclear clinical significance may represent emerg-
ing recurrent chromosomal microaberration syndromes.

12

Thus, it is important to collect and publish further data
on CNVs with the corresponding detailed clinical phe-
notype. Overlapping imbalances can result in new syn-
dromes by the ‘reverse phenotypics’ approach, in which
a similar genomic aberration precedes the definition of
a similar clinical presentation (9).
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