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Das Fragile-X Syndrom (OMIM 300624%),
u. a. auch bekannt als Martin-Bell Syn-
drom und Marker-X Syndrom, ist eine
neuronale Entwicklungsstorung. Die syn-
dromale X-chromosomale geistige Be-
hinderung tritt auf bei einem unter 4000
Knaben und einem unter 6ooo Mid-
chen. Fragiles-X assoziiertes Tremor/Ata-
xie Syndrom (FXTAS, OMIM 300623) ist
eine neurodegenerative Erkrankung. Beide
Syndrome werden verursacht durch Ver-
anderungen in dem Gen FMRI (OMIM
309550), haben aber fundamental ver-
schiedene pathophysiologische Ursa-
chen.

Einleitung und Definitionen

Die Bezeichnung ,,Fragiles-X“ leitet sich
ab von einer spezifischen chromosoma-
len fragilen Stelle (FRAXA), an der das X-
Chromosom zu mikroskopisch erkenn-
baren Chromatidverinderungen neigt,
wenn Zellen von Betroffenen ex vivo un-
ter geeigneten Bedingungen vermehrt
werden. Die zugrundeliegende molekulare
Veranderung betrifft das X-chromosomale
Gen FMRI (fragile X mental retardation 1).
Dieses enthdlt in der nichttranslatierten
Region des ersten Exons einen variablen
repetitiven Abschnitt mit tandemartig wie-
derholten CGG-Tripletts, der als CGG-Re-

T wwws3.ncbi.nlm.nih.gov/omim/

276 | Medizinische Genetik 2 - 2009

Deutsche Gesellschaft fiir Humangenetik e.V.
Berufsverband Deutscher Humangenetiker e.V.

Leitlinien zur molekulargene-
tischen Diagnostik: Fragiles-X
und Fragiles-X assoziiertes
Tremor/Ataxie Syndrom

peat bezeichnet wird>. Normale FMRI-Al-
lele enthalten in unserer Population meis-
tens 29 oder 30 Tripletts. Die Abfolge reiner
CGGs ist typischerweise an etwa jeder 10.
Position durch ein AGG unterbrochen.

Fragiles-X Syndrom

Die charakteristischen Symptome sind in-
tellektuelle Defizite sowie somatische Auf-
falligkeiten (Grofie Ohren, langes schma-
les Gesicht, vorspringende Stirn, vor-
springendes eckiges Kinn, hoher Gau-
men, Makroorchidie, Mitralklappenpro-
laps, Sehstérungen) ferner syndromspe-
zifische Entwicklungs- und Verhaltens-
merkmale (verzogerte Sprachentwick-
lung, Impulsivitit, Hyperaktivitit, sozi-
ale Scheu, autistoide Zeichen, Krampfan-
fille, Hypersensitivitit, schnelles repeti-
tives Sprechen, Perseveration, Schlafsto-
rungen). Die Bandbreite des intellektu-
ellen Entwicklungsriickstandes reicht von
leichten Lernschwierigkeiten bei norma-
lem IQ bis zu schwergradiger geistiger Be-
hinderung. Knaben sind generell stirker
beeintrachtigt als Mddchen, unter denen
eine Minderheit ohne erkennbare Abwei-
chungen bleibt.

Die bei weitem hiufigste genetische
Ursache des Fragilen-X Syndroms ist
ein inaktiviertes, aberrant methyliertes
EMRI1-Gen, dessen CGG-Repeat mindes-

2 “Repeat”bedeutet Wiederholungssequenz.
In der englischen Literatur steht,Repeat” auch
fiir die einzelne Wiederholungseinheit

tens 220 — meistens 300 bis 600 — Tripletts
lang ist (,Vollmutation®). Die Repeatex-
pansion allein fithrt nicht zum Fragilen-X
Syndrom. Jedoch wird das aufgrund sei-
ner Linge aberrant gefaltete CGG-Repeat
in der Regel methyliert. Hierbei handelt
es sich um eine aberrante, von der Repea-
texpansion provozierte DNA-Modifikati-
on. Die Methylierung erstreckt sich iiber
einen grofSen Abschnitt des X-Chromo-
soms und ist mit einer Umstrukturie-
rung des Chromatins verbunden. In die-
sem aberranten epigenetischen Zustand ist
die Transkription des FMRI-Gens mehr
oder weniger komplett inhibiert. Repeat-
expansion (Mutation) und Hypermethy-
lierung (epigenetische Modifikation) sind
raumlich und zeitlich voneinander ge-
trennte Ereignisse (s. u.). Die pathophy-
siologische Ursache des Fragilen-X Syn-
droms ist ein Verlust des funktionellen
Genproduktes (FMR1-Protein, FMRP).
Dieser kann auch durch andere FMRI-
Mutationen verursacht sein. FMRP regu-
liert die Translation postsynaptischer Pro-
teine in Nervenzellen mit Glutamatrezep-
toren, verhindert die bei ungeregelt hoher
synaptischer Aktivitit auftretende nach-
haltige Internalisation ionotroper Rezep-
toren (Langzeitdepression) und fordert
den Aufbau stabiler neuronaler Netz-
werke (Gedichtnis).

Das vollmutierte FMRI-Gen kommt
bei betroffenen mannlichen Proban-
den und bei einem Anteil der weiblichen
Ubertrager vor (B Tab. 1). Es wurde stets
von der Mutter ererbt. Diese kann selbst



Tragerin eines vollmutierten FMRI-Gens
sein. Meistens trigt sie jedoch ein Allel,
dessen CGG-Repeat nur 59 bis 200 Tri-
pletts aufweist. Eine Repeatverlangerung
dieser Gréflenordnung nennt man Pri-
mutation. Der Begriff bezeichnet eine
Veranderung des CGG-Repeats, die kei-
ne Auswirkung auf die neuronale Ent-
wicklung des Tréagers hat. FMRI-Alle-
le ab 55 Tripletts und insbesondere pra-
mutierte Allele werden transkriptional
tiberexprimiert. Sie kénnen zu neurode-
generativen Verdnderungen fithren und
ein FXTAS hervorrufen (s. unten). Frau-
en mit pramutiertem FMRI-Allel haben
etwa 20 mal hiufiger als andere Frauen
eine primére Ovarialinsuffizienz (POI),
die normalerweise nur bei etwa 1 % al-
ler Frauen auftritt. Primutierte CGG-Re-
peats konnen eine Vorstufe der Vollmu-
tation sein, die zum Fragilen-X Syndrom
fuhrt (@ Tab. 2).

Viele Trdgerinnen eines pramutierten
FMRI-Allels ererbten dieses nicht von
der Mutter, sondern von ihrem Vater. Ein
minnlicher Ubertréger vererbt sein (pra-
mutiertes) FMRI-Gen nie an einen Sohn
— weil das FMRI-Gen auf dem X-Chro-
mosom liegt — aber an jede Tochter. An-
ders als bei den Kindern von Ubertrige-
rinnen tritt die Vollmutation bei den Toch-
tern minnlicher Ubertriger nicht auf. So-
gar die Tochter von Méannern mit vollmu-
tiertem FMRI-Gen ererben nur ein pra-
mutiertes Allel. Die Expansion zum voll-
mutierten Krankheitsallel geschieht bei
der mitotischen Proliferation der diplo-
iden prameiotischen Oogonien im Ovar
von Ubertrigerinnen, aber niemals bei
der Spermatogonien-Vermehrung in den
Testes mannlicher Ubertrager. Die aber-
rante epigenetische Modifikation und die
Inaktivierung des vollmutierten FMRI-
Gens erfolgt erst nach dessen Weiterga-
be an die nichste Generation, und zwar
in den ersten embryonalen Entwicklungs-
wochen (1. Trimenon). Ein maternal oder
paternal ererbtes pramutiertes Allel kann
aufgrund der mitotischen Instabilitét hin-
reichend langer unmethylierter CGG-Re-
peats auch postzygotisch bis in den Voll-
mutationsbereich expandieren. Allerdings
kommt es dann offensichtlich nicht mehr
zu einer aberranten Methylierung.

Die Bezeichnung ,,Pramutation” besagt
nicht, dass das verlangerte Repeat zu ir-

Tab.1 Genotyp-Phanotyp-Beziehungen

Normale mannliche und weibliche Ubertréger des Fragilen-X
Syndroms. Médnnliche und weibliche FXTAS-Patienten.
Etwa 10 % aller Frauen mit primarer Ovarialinsuffizienz

Mannliche und weibliche Patienten mit Fragilem-X Syndrom™
Weibliche und mannliche Ubertrager des Fragilen-X Syn-

™ Alle Manner und etwa 60 % aller Frauen mit aberrant methyliertem inaktiviertem FMR1-Gen

™ Alle Frauen mit voll expandiertem, aber nur auf dem inaktiven X Chromosom methylierten FMR1-Gen
(normale Methylierung). Etwa 40 % aller Frauen mit voll expandiertem und aberrant methyliertem FMR1-Gen
(Methylierung auf dem aktiven X-Chromosom). Alle Manner mit voll expandiertem aber unmethyliertem FMR1-

Genotyp” Bezeichnung Phénotyp

5bis 49  Normalbereich Normalpersonen
50bis 58  Grauzone Normalpersonen
59bis200  Pramutationsbereich
ab 220 Vollmutationsbereich

droms™

“Triplettzahl
Gen

Tab. 2 Risiko einer Vollmutation bei Kindern von Ubertrégerinnen

(Daten aus Nolin et al. 2003 [2])

Lange des maternalen Repeats Risiko (%)
5969 6
70-79 31
80-89 58
90-99 80
100 - 200 99

Kinder mit Vollmutation/alle Kinder
7/115
28/90
81/140
89/111
194/197

" Das kleinste pramutierte Allel, das zur Vollmutation expandierte, hatte 59 reine CGG-Wiederholungen.

gendeinem zukiinftigen Zeitpunkt weiter
expandieren wird. Ob ein bestimmtes Al-
lel aus dem Pramutationsbereich zur Voll-
mutation expandieren kann, lasst sich erst
dann sicher sagen, wenn es bereits an ei-
nen betroffenen Nachkommen weiterge-
geben wurde. Fiir die Genetische Bera-
tung relevant ist, ob ein vollmutiertes Allel
bereits bei Sohn oder Tochter einer Pra-
mutations-Tragerin auftreten kann. Das
kiirzeste in tiber 25 Jahren molekularge-
netischer Diagnostik beobachtete Pramu-
tationsallel, das bei der Weitergabe an ein
Kind vollstindig mutierte, hatte 59 CGGs,
deren Folge nicht von einem AGG unter-
brochen war. Die Wahrscheinlichkeit, ob
eine Ubertrigerin ein pramutiertes Al-
lel als Vollmutation weitergibt, hdngt ab
von der Linge des pramutierten Repeats
(B Tab. 2). Auch bei einer miitterlichen
Triplettzahl zwischen 100 und 200 - und
selbst bei Ubertriigerinnen mit vollmu-
tiertem FMRI-Allel - kann ein Kind aus-
nahmsweise entgegen der Erwartung kein
vollmutiertes sondern ein primutiertes
Allel ererben und frei von Symptomen
des fragilen-X Syndroms bleiben.
CGG-Repeats mit 50 bis 58 Tripletts
werden als Grauzonenallel (oder ,,inter-
medidres Allel) bezeichnet (8 Tab. 1).

Bei einem Grauzonenallel ist eine Expan-
sion zur Vollmutation in der unmittelbar
folgenden Generation noch nie beobach-
tet worden und demzufolge sehr unwahr-
scheinlich. Die mitotische Stabilitét eines
CGG-Repeats wird auch durch die An-
zahl und Position von AGG-Unterbre-
chungen bestimmt, die beim Gentest er-
mittelt werden kann, um das potentielle
Verhalten eines Grauzonenallels besser
prognostizieren zu konnen.

FXTAS

ist eine spatmanifestierende neurodege-
nerative Storung bei Tragern eines pramu-
tierten FMRI-Gens. Bei FMRI-Allelen mit
55 bis 200 Tripletts ist die Transkriptions-
rate zwei- bis achtfach erhoht. Die patho-
physiologische Ursache des neuronalen
Zelluntergangs ist hochstwahrschein-
lich eine Toxizitat der iiberexprimierten
FMRI-mRNA. Die zellulire RNA-Menge
steigt mit zunehmender Lange des pramu-
tierten Repeats. Wenn Allele mit voll ex-
pandiertem CGG-Repeat (> 220 Tripletts)
ausnahmsweise unmethyliert und transk-
riptionsaktiv bleiben, ist die Transkrip-
tionsrate meistens nicht hoch genug um
neurotoxisch zu wirken.
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Etwa 80 % aller Betroffenen haben
einen Intensionstremor und/oder eine
Gangataxie, meistens beide Symptome.
Weitere mogliche Krankheitsmerkmale
sind vorzeitige Demenz, psychiatrische
Storungen, periphere Neuropathie, Par-
kinsonismus und Dysautonomie (Impo-
tenz, Inkontinenz). Keines der genann-
ten Merkmale ist syndromspezifisch. Das
FXTAS tberschneidet sich signifikant
mit dem cerebelldren Subtyp der Multi-
plen Systematrophie (MSA-C) und mit
den spitmanifestierenden Kleinhirnata-
xien. Das alleinige obligate Merkmal des
FXTAS ist ein unmethyliertes, transkrip-
tionsaktives FMR1-Gen mit verlangertem
CGG-Repeat.

Die Pravalenz bei tiber 50 Jahre alten
Minnern liegt vermutlich zwischen 1 auf
3000 und 1 auf 6000. Bei Frauen tritt ein
FXTAS viel seltener auf. Unter allen Pri-
mutations-Ménnern erkranken vermut-
lich 15 % zwischen dem s50. und 60., 30 %
zwischen dem 60. und 70., 50 % zwischen
dem 7o0. und 8o. sowie 75 % nach dem 8o.
Lebensjahr. Uber das FXTAS-Risiko von
Pramutations-Frauen gibt es keine ver-
lasslichen Angaben. Im Vergleich zu Méan-
nern mit normalem CGG-Repeat bekom-
men etwa doppelt so viele Pramutations-
trager einen Intensionstremor und/oder
eine Gangataxie, wobei der Tremor typi-
scherweise vor der Ataxie auftritt. Wenn
letztere bei FXTAS-Patienten einsetzt, ist
das etwa 10 Jahre friiher als bei anderen
Minnern. Demenz kann das fritheste FX-
TAS-Merkmal sein. Wir wissen aber nicht,
wo hoch der Anteil aller FXTAS-Patienten
ist, die eine Demenz bekommen.

Indikationen

Molekulargenetische Untersuchungen des
FMRI-Gens werden veranlasst zur Diffe-
rentialdiagnostik, Anlagetragerdiagnostik
und zur Prénataldiagnostik des Fragilen-X
Syndroms sowie zur Differentialdiagnos-
tik bei klinischem Verdacht auf FXTAS.
Gezielte Anfragen zur Feststellung einer
FXTAS-Pradisposition sind bislang sel-
ten. Die Anlagetrdgerdiagnostik in Fami-
lien mit Fragilem-X Syndrom beinhaltet
unvermeidbar einen pradiktiven FXTAS-
Gentest. Dieser unterliegt in Deutschland
den ,Richtlinien zur pradiktiven gene-
tischen Diagnostik der Bundesarztekam-
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mer* (Deutsches Arzteblatt 100/19 vom 9.
Mai).

Beim Fragilen-X Syndrom besteht ei-
ne Indikation zur Absicherung der kli-
nischen Verdachtsdiagnose (Differential-
diagnostik) in der Regel bei allen Graden
einer intellektuellen Leistungsschwi-
che unbekannter Ursache, unabhén-
gig davon, ob die Familienvorgeschich-
te des (mannlichen oder weiblichen) Pa-
tienten auf eine X-chromosomale Verer-
bung der Beeintrichtigung hinweist. Die
Untersuchung ist auch begriindet, wenn
keine der weiteren, beim Fragilen-X Syn-
drom haufigen Merkmale offensichtlich
sind. Eine Indikation zur Anlagetréiger-
diagnostik ist bei allen potentiellen und
vielen obligaten Ubertrigerinnen gege-
ben. Der frithzeitige Nachweis eines Voll-
mutationsallels bietet Mddchen die Chan-
ce einer rechtzeitigen Therapie zur Forde-
rung ihrer intellektuellen Leistungsfihig-
keit. Solche Hilfen sind bei den meisten
Midchen notwendig, die ein vollmutier-
tes FMR1-Gen ererbten (B Tab. 1). Die
Kldrung, ob bei der Mutter eines betrof-
fenen Kindes ein vollmutiertes oder pra-
mutiertes FMRI-Gen oder bei der Toch-
ter eines minnlichen Ubertrégers ein pri-
mutiertes Allel mit weniger oder mehr als
100 Tripletts vorliegt, ist von Bedeutung
fiir die Einschétzung der Wahrscheinlich-
keit, mit der das Fragile-X Syndrom bei
einem (weiteren) Kind auftritt (8 Tab. 2).
Bei gesunden Knaben und Méinnern hat
ein Gentest zur Kldrung der Anlagetré-
gerschaft fiir das Fragile-X Syndrom kei-
ne Relevanz im Hinblick auf die Familien-
planung. Die prénatale Diagnostik ist in
der Regel nur bei Schwangeren angezeigt,
die aus einer Familie mit fragilem X stam-
men und deren Ubertrigerschaft (Voll-
mutation oder Pramutation) nachgewie-
sen ist. Bei den Tragerinnen eines Grauzo-
nenallels ist eine vorgeburtliche Diagnos-
tik nicht mehr ohne weiteres indiziert.

Eine Indikation zur differentialdia-
gnostischen Untersuchung des FMRI-
Gens zum Nachweis oder Ausschluss
eines pramutierten CGG-Repeats besteht
auch bei allen Ménnern und Frauen mit
klinischen Zeichen eines FXTAS wie In-
tensionstremor, Parkinsonismus und/
oder Gangataxie, insbesondere wenn bei
deren Enkeln, Nichten oder Neffen eine
Lernbehinderung, autistisches Verhalten,

geistige Behinderung oder das Fragile-
X Syndrom aufgetreten sind. Ein FMRI-
Pramutationstest ist ferner angezeigt bei
Frauen mit vorzeitiger Ovarialinsuffizi-
enz (POI) und positiver Familienana-
mnese einer POL

Anforderungen

Die grundlegenden Anforderungen, die
bei jeder molekulargenetischen Unter-
suchung im Bereich der Humangene-
tik zu erfiillen sind, regeln die Richtlinie
der Bundesirztekammer vom 23. Now.
2007, die Akkreditierungsnorm DIN EN
1SO 15189 sowie nationale Gentechnik-
Gesetze. Zu den spezifischen fachkund-
lichen Voraussetzungen zur Durch-
fithrung molekulargenetischer Unter-
suchungen des FMRI1-Gens gehort die
Kenntnis aller echten und artefiziellen Re-
sultate, die bei der Untersuchung norma-
ler und betroffener mannlicher und weib-
licher Individuen auftreten konnen. Der
(fachlich qualifizierte) Laborleiter muss
mit dem Phidnomen der X-Inaktivierung,
der damit verbundenen Methylierung
des FMRI-Promotors vertraut sein und
die Methylierungsmuster kennen, die in
untersuchten Zellen (Leukozyten, Chori-
onzellen, Fruchtwasserzellen) im Normal-
fall vorliegen. Er muss zwischen der nor-
malen FMRI-Methylierung auf inaktiven
X-Chromosomen und der aberranten
Methylierung vollmutierter Allele unter-
scheiden und ihm miissen die bei Trége-
rinnen eines pramutierten oder vollmu-
tierten FMRI-Gens zu beobachteten Ab-
weichungen von einer zufilligen X-Inak-
tivierung vertraut sein.

Methoden zum Nachweis
normaler und expandierter
FMR1-Allele

Um die Untersuchung des FMRI-Gens
in dem der jeweiligen Fragestellung voll
angemessenen Umfang durchfithren zu
koénnen, muss das Labor technisch in der
Lage sein, alle diagnostisch relevanten Ex-
pansionen des CGG-Repeats-Gen direkt
nachzuweisen oder auszuschliessen. Das
zuverldssigste Verfahren zum direkten
Nachweis und zur Charakterisierung ex-
pandierter CGG-Repeats als ,,normal®,
»pramutiert” oder ,vollmutiert® ist der



genomische Southernblot. Dieser ist un-
verzichtbar, wenn das Labor von sich be-
ansprucht, eine vollstandige molekularge-
netische Diagnostik des Fragilen-X Syn-
droms durchfithren zu kénnen. Weltweit
viel hdufiger angewendet werden PCR-
basierte Nachweisverfahren, allerdings
in der Regel als Vortest. Ein genomischer
Southernblot erfolgt lediglich dann, wenn
bei einem minnlichen Probanden kein
PCR-Produkt oder bei einem weiblichen
Individuum ein PCR-Signal erhalten wur-
de, das von nur einem oder von zwei gleich
langen normalen CGG-Repeats stammen
kann. Bei dieser Vorgehensweise werden
unter den Patienten mit vollmutiertem
FMRI1-Allel bis zu 1 % falsch negative Re-
sultate erwartet, und zwar deshalb, weil in
der Regel ein somatisches Mosaik aus Zel-
len mit unterschiedlich stark expandierten
oder kontrahierten CGG-Repeats besteht.
Darin kénnen auch Zellen mit einem nor-
mal grofSen Repeat enthalten sein, wobei
dieses dann bevorzugt oder ausschlieflich
amplifiziert wird. Auch bei Kontaminati-
on der DNA-Probe eines Patienten mit
expandiertem CGG-Repeat kann nur ein
normales Allel dargestellt werden.

Genomischer Southernblot

Die fiir den Southernblot benétigte Men-
ge und Qualitit an genomischer DNA wird
im allgemeinen aus 2 bis 5 ml EDTA-Blut
gewonnen, meistens mit der 1988 von Mil-
ler et al. [1] eingefithrten NaCl-Methode.
Qualitativ und quantitativ ungeeignet sind
in aller Regel sdulenextrahierte DNA-Pro-
ben. Der Southernblot erméglicht den zu-
verldssigen Nachweis aller pramutierten
und vollmutierten CGG-Repeats sowie
eine Bestimmung der Methylierung des
FMRI-Promotors. Das seit 1990 zur di-
rekten Genotypdiagnostik beim Fragilen-
X Syndrom eingesetzte und vielfach vali-
dierte Verfahren stellt weiterhin den ,,gol-
denen Standard“ dar. Zum Nachweis oder
Ausschluss einer Expansion des CGG-Re-
peats werden pro Test etwa 10 pg intakte
(kaum degradierte) genomische DNA
komplett mit Restriktionsenzym gespal-
ten, wobei Einzelspaltungen mit EcoRI,
Hind III oder PstI und Doppelspaltungen
mit EcoRI oder HindIII plus einem methy-
lierungssensitivem Enzym (Eagl, BssHII)
in vielen Labors routineméflig durchge-

fithrt werden. Die Auftrennung der Frag-
mente erfolgt im 0,8 bis 1,2 %igen Agaro-
segelen in 1 x TBE-Puffer tiber ca. 18 Stun-
den bei ca. 3 Volt/cm, und zwar in Abwe-
senheit von Ethidiumbromid. Die Restrik-
tionsfragmente des FMR1-Gens mit dem
CGG-Repeat werden durch Hybridisie-
rung mit StB12.3% oder dquivalenter Sonde,
bzw. Ox0.55* (Pstl-Fragmente) oder dqui-
valenter Sonde detektiert. Die EcoRI- und
HindIII-Fragmente des normalen FMRI-
Gens sind etwa 5.2 kb grof3, die normalen
PstI-Fragmente aber nur etwa 1 kb. Bei den
o. g. Doppelspaltungen mit Eagl oder Bs-
sHII als methylierungssensitives Enzym
ist das von der Sonde detektierte norma-
le FMRI-Fragment des inaktiven X-Chro-
mosoms ca. 5.2 kb grofy wihrend das ent-
sprechende Fragment vom aktiven X nur
ca. 2.7 kb lang ist. Werden bei einer weib-
lichen Person beide Normalfragmente dar-
gestellt, beweist das keineswegs, dass zwei
verschiedene Normalallele vorliegen und
kein expandiertes Allel, sondern lediglich,
dass zumindest ein normales Allel in me-
thylierter (inaktiver) und unmethylierter
(aktiver) Form vorkommt. Bei Repeatex-
pansion in den Pré- oder Vollmutations-
bereich sind die jeweiligen Genfragmente
um mindestens 180 bp, intermediére Alle-
le mindestens 150 bp grofler. Pramutierte
und intermediére Allele werden am besten
nach PstI-Einzelspaltung detektiert, weil
hier die Auflosung hier besser ist als 30
bp entsprechend 10 Tripletts). Im Zweifel
(grofies Normalallel, Grauzonenallel oder
pramutiertes Allel) muss eine Abkldrung
durch PCR erfolgen. Vollmutierte FMRI-
Allele sind mindestens 500 bp grofier und
meistens nicht als Einzelbande, sondern
als ein Muster mehrerer Banden (soma-
tisches Mosaik) dargestellt und fast im-
mer methyliert. Die Methylierung betrifft
alle oder nur einen Anteil der Fragmente
(Methylierungsmosaik). Manchmal be-
steht ein Genotypmeosaik mit pramutier-
tem und vollmutiertem FMRI-Allel. Unter
der Voraussetzung, dass die Elektrophore-
se in Abwesenheit interkalierender Ethidi-
umbromid-Molekiile erfolgte, kennzeich-
net ein diffuser mehr oder weniger breiter

3 0x1.9, 0x0.55 und 0x0.48 sind dquivalent
zu StB12.3 bei EcoRl und Hindlll-Spaltung.

4 0x0.48 ist dquivalent zu 0x0.55 bei Pstl-
Spaltung

»Schmier® ein mitotisch instabiles unme-
thyliertes (pra- oder vollmutiertes) Allel.
Bei manchen phénotypisch unauffilligen
minnlichen Ubertrégern finden sich iiber-
wiegend oder ausschliellich unmethylierte
vollmutierte FMRI-Genfragmente, deren
Hybridierungssignal als breiter Schmier
ausgepragt ist, sich manchmal tiber den ge-
samten Bereich der Repeatlangen ausdehnt
und bei erhohtem Hybridisierungshinter-
grund nur schwer erkannt wird. Bei bis zu
1% aller ménnlichen Patienten detektieren
die diagnostischen Sonden kein Restriktio-
nsfragment, weil dem FMRI-Gen der ent-
sprechende Abschnitt fehlt. Gelegentlich
findet sich bei Vollmutation zusétzlich ein
unmethyliertes, Fragment, das infolge De-
letion kiirzer ist als ein Normalfragment. In
weniger als 5 % der somatischen Mosaike
findet sich neben mehreren expandierten
Fragmenten auch ein Fragment norma-
ler Grof3e. Bei inkompletter Spaltung, die
unbedingt zu vermeiden ist, treten meis-
tens sogenannte Geisterbanden auf, deren
Muster im Gegensatz zu den Banden ex-
pandierter CGG-Repeats typisch ist fiir das
jeweilige Restriktionsenzym.

PCR durch das CGG-Repeat mit
flankierenden Primern (CGG-PCR)

Eine zuverlassige Amplifikation des CGG-
Repeats aus genomischer DNA erfordert
eine leistungsfdhige DNA-Polymerase und
ein PCR-Protokoll, das die duflerst CG-
reichen DNA-Molekiile zuverldssig dena-
turieren und in allen Zyklen einzelstran-
gig halten kann. Mehrere CGG-PCR-Pro-
tokolle sind allgemein verfiigbar. Mit die-
sen gelingt unter Umstédnden die Ampli-
fikation von Genfragmenten mit mehr als
100 CGG-Wiederholungen und ihre Dar-
stellung durch Sequenzgelelektrophore-
se, unter Verwendung radioaktiv- oder
fluoreszenzmarkierter Primer. Aufgrund
der Ergebnisse von Ringversuchen kann
die Repeatldnge nicht immer auf ein Tri-
plett genau bestimmt werden. Die Ergeb-
nisse verschiedener Laboratorien weichen
etwa 4 % vom Referenzwert ab. Es wer-
den kommerzielle PCR-Kits angeboten,
mit denen auch vollmutierte CGG-Re-
peats amplifiziert werden kénnen. Ring-
versuche haben in den vergangenen Jah-
ren jedoch aufgezeigt, dass dieser Vorteil
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moglicherweise mit dem Nachteil falsch-
positiver Tests erkauft wurde.

Die elektrophoretische Mobilitit von
DNA-Fragmenten mit einer CGG-Wie-
derholungssequenz unterscheidet sich si-
gnifikant von der herkommlicher ,,size
standards® gleicher Lange. Deshalb sol-
len bei der CGG-PCR zusitzlich zur Test-
DNA in erster Linie FMRI-Allele mit
exakt bekannter Triplettzahl (z.B. 30, 40
und 50 CGGs) koamplifiziert und mit auf-
getrennt werden.

PCR durch das CGG-Repeat
mit drei Primern (tPCR)

Bereits 1996 wurde von Warner et al. [4]
eine Triple-PCR (tPCR) Methode be-
schrieben, mit deren Hilfe expandierte
CAG-Repeat Sequenzen detektiert werden
koénnen, die fiir eine herkommliche PCR-
Amplifikation zu lang sind. Modifikati-
onen der tPCR werden auch bei der Un-
tersuchung des FMRI-Gens angewandt,
insbesondere wenn ein Blot zu aufwen-
digist, z.B. beim Populationsscreening [3]
oder in Situationen, in denen nur eine mi-
nimale DNA-Menge zur Verfiigung steht.
Die tPCR kann zwar die Existenz eines
expandierten, mit flankierenden Primern
nicht ampifizierbaren CGG-Repeats auf-
zeigen, eine Klassifizierung nach der Re-
peatlange (Pramutation oder Vollmutati-
on) ist aber nicht méglich.

MS-PCR

Im Gegensatz zur herkommlichen CGG-
PCR, bei der ein vollmutiertes CGG-Re-
peat in der Regel nicht detektiert wer-
den kann, wird bei der technisch deut-
lich schwierigeren methylierungssensi-
tiven PCR (MS-PCR) auch DNA-Methy-
lierung nachgewiesen. Ein relativ gut eta-
bliertes MS-PCR Protokoll [5] amplifiziert
genomische DNA, die mit Bisulfit deami-
niert wurde. Dabei werden unmethylier-
te Cytosinreste zu Uracil deaminiert und
bei der anschliefenden PCR in Thymin-
reste ,,umgewandelt“. Methylierte Cytosi-
ne bleiben unverandert. Die PCR der de-
aminierten DNA erfolgt mit Primern, die
so konstruiert sind, dass sie entweder nur
an der urspriinglich methylierten oder
nur an urspriinglich unmethlierter DNA
effektiv binden konnen, wobei drei ver-
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schiedene DNA-Abschnitte simultan ge-
testet werden, namlich (a) der Promo-
tor des FMR1-Gens, (b) das CGG-Repeat
des FMRI-Gens und (c) ein Kontrollfrag-
ment des XIST-Gens. XIST ist - umge-
kehrt wie der FMRI-Promotor — auf dem
inaktiven X-Chromosom methyliert und
auf dem aktiven X demethyiert. Die PCR
an bisulfitbehandelter DNA kann CGG-
Repeats mit bis zu etwa 160 Tripletts dar-
stellen und Methylierung im FMRI-Pro-
motor nachweisen. Bei ménnlichen Pa-
tienten mit methyliertem vollmutier-
ten FMRI-Gen wird das vollexpandierte
CGG-Repeat nicht dargestellt. Nach posi-
tivem Methylierungsnachweis der Promo-
tor-PCR (und nachgewiesener XIST-Me-
thylierung) wird bei differentialdiagnos-
tischer Fragestellung von vielen Untersu-
chern bereits ein Fragiles-X Syndrom be-
fundet. Bei weiblichen Patienten und po-
tentiellen Ubertréigerinnen bietet die MS-
PCR keine wesentlichen Vorteile, weil hier
immer bereits die normale Methylierung
des FMRI-Promotors auf dem inaktiven
X-Chromosom angezeigt wird. Die Raten
der falsch-negativen und falsch-positiven
Diagnosen nach MS-PCR sind noch nicht
genau bekannt. Den Autoren der Leitli-
nien ist nur ein Fall einer falsch-positiven
Diagnose bekannt.

Vorgehensweisen
bei der Differentialdiagnostik
des Fragilen-X Syndroms

Die differentialdiagnostische Fragestel-
lung impliziert den Auftrag zum Nachweis
oder Ausschluss der FMRI-Vollmutation
bei einem méannlichen oder weiblichen Pa-
tienten zur Uberpriifung einer klinischen
Verdachtsdiagnose. Alle hierfiir notwen-
digen Laborergebnisse konnen einem ge-
nomischen Southernblot entnommen wer-
den. Erforderlich ist zumindest eine Einzel-
spaltung mit HindIII oder EcoRI. Empfoh-
len wird jedoch eine Doppelspaltung mit
methylierungssensitivem Enzym (z.B. Eco-
RI plus Eagl) oder zwei Einzelspaltungen
(z.B. EcoRI oder HindIII und PstI). Bei
nur gering ausgepragter Symptomatik und
wenn die FMR1-Sonde Fragmente im un-
teren Vollmutationsbereich detektiert (un-
ter 300 CGGs), sollte getestet werden, ob
eine klinisch-relevante Methylierung des
FMRI-Promotors besteht.

Waurde bei einem betroffenen méinn-
lichen oder weiblichen Probanden eine
Vollmutation nachgewiesen, ist die Dia-
gnose eines Fragilen-X Syndroms defini-
tiv gesichert. Entsprechendes gilt, wenn
die Sonde bei einem Knaben kein FMRI-
Genfragment detektiert. Wurde bei einem
Knaben nur ein normal grofles Fragment
im Blot detektiert, ist nicht nur eine Voll-
mutation, sondern auch eine Deletion des
FMR1-Promotors ausgeschlossen, denn
alle diagnostischen FMRI-Gensonden
detektieren Fragmente, die auch den Pro-
motor und die Startstelle der Transkripti-
on enthalten. Eine solche Deletion ist die
genetische Ursache bei bis zu 1 % aller Fal-
le eines Fragilen-X Syndroms. Bei Frau-
en und Midchen kann eine Promotorde-
letion oft bei Doppelspaltung mit einem
methylierungssensitiven Enzym erkannt
werden, weil nur selten genau die Half-
te aller normalen X-Chromosomen in-
aktiviert ist. Ein mittels Southerblot erho-
benes normales Untersuchungsergebnis
schliefit ein Fragiles-X Chromosom nicht
aus, weil nicht alle ursdchlichen FMRI-
Genverdnderungen (weniger als 0,1 % al-
ler Fille) durch diese Methode entdeckt
werden. Wir gehen davon aus, dass in
hochwertigen Southernblots, die frei sind
von breit geschmierten Hintergrundsig-
nalen, alle diagnostisch relevanten Geno-
typmosaike entdeckt werden.

Eine andere Vorgehensweise beginnt
mit einem PCR-Screening. Das Resultat
wird als ,,normal® befundet, wenn (a) bei
einem ménnlichen Patienten ein norma-
les CGG-Repeat detektiert wurde und (b)
bei einer (auffalligen) weiblichen Patien-
tin zwei normale CGG-Repeats verschie-
dener Linge nachgewiesen wurden. Ein
Fragiles-X Syndrom ist aber nicht ausge-
schlossen, weil — wie auch beim Southern-
blot — nicht alle kausalen FMRI1-Genver-
anderungen detektiert werden. Ferner gibt
es (selten) diagnostisch relevante soma-
tische Mosaike, bei denen die PCR auch
dann genau ein normales Signal ergibt,
wenn insgesamt nur wenige Molekiile
eines normalen CGG-Repeats vorhanden
sind. Wurde mit einer PCR-Methode, bei
der vollmutierte Repeats im allgemeinen
nicht detektiert werden, bei einem betrof-
fenen Knaben kein Signal erhalten, darf
ein abschlieflender Befund erst dann er-
stellt werden, wenn das vermutete voll-



mutierte Allel oder dessen aberrante Me-
thylierung explizit nachgewiesen wurde.
Waurde bei einem Médchen nur ein PCR-
Signal erhalten, das von einem oder zwei
gleich langen Repeats stammen kann,
muss ebenfalls ein addquater Test zum
Nachweis oder Ausschluss eines vollmu-
tierten Allels erfolgen.

Vorgehensweisen
bei der Anlagetragerdiagnostik
des Fragilen-X Syndroms

Die diagnostische Fragestellung enthélt den
Auftrag zum Nachweis oder Ausschluss
eines pramutierten (oder vollmutierten)
FMRI-Allels bei einer in der Regel nicht
minderjihrigen Ratsuchenden ohne kli-
nische Zeichen eines Fragilen-X Syndroms,
und zwar weil (a) in ihrer Familie ein Fra-
giles-X Syndrom definitiv oder moglicher-
weise aufgetreten ist oder (b) bei ihr und/
oder in ihrer Familie eine vorzeitige Ovari-
alinsuffizienz (POI) aufgetreten ist.

Die diagnostische Vorgehensweise ein-
schlieSlich der fiir die Ergebnisinterpre-
tation geltenden Einschridnkungen ent-
spricht der bei differentialdiagnostischen
Fragestellungen. Im Southernblot wird
ein pramutiertes Fragment nach EcoRI-
oder HindIII-Einzelspaltung jedoch nicht
hinreichend zuverldssig von einem Nor-
malfragment unterschieden und nach-
gewiesen. Empfohlen wird insbesondere
ein PstI-Blot. In jedem Fall sollte zur ge-
naueren Abschitzung der Lange des pr-
mutierten CGG-Repeats auch eine PCR
erfolgen, und zwar aus zwei Griinden.

1. Im Bereich zwischen 59 und 100 Tri-
pletts steigt mit zunehmender Re-
peatlange das Risiko einer Ratsuchen-
den, ein Kind mit vollmutiertem Allel
zu bekommen (B Tab. 2). Die meis-
ten Pramutationen liegen in diesem
Léangenintervall und sind durch gute
PCR-Techniken oft direkt nachweisbar.

2. Die Bestimmung der Repeatlidnge des
normalen Allels mittels PCR erlaubt
eine deutlich bessere Abschitzung der
Lénge eines im PstI-Blot detektierten
aber nicht PCR-amplifizierten Pra-
mutationsallels. Ohne einen solchen
individuellen Referenzwert wird die
Linge des pramutierten Fragmentes
(und damit das Risiko der Ratsuchen-
den) meistens tiberschatzt.

Pramutierte Allele mit mehr als 130 Tri-
pletts zeigen immer eine mehr oder we-
niger ausgepragte mitotische Instabilitat
und erzeugen postzygotisch ein soma-
tisches Mosaik mit sowohl grofieren Al-
lelen, deren Linge im Vollmutationsbe-
reich liegen kann, als auch kiirzeren Re-
peats, deren Lange im Normalbereich lie-
gen kann. Die postzygotisch in den Voll-
mutationsbereich expandierten Pramu-
tationsallele werden nach allen bisherigen
Beobachtungen nur auf dem inaktiven X-
Chromosom der Ubertrigerin methyliert.
Diese normale Methylierung des FMRI-
Gens muss von der durch expandierte
CGG-Repeats hervorgerufenen, zum Fra-
gilen-X Syndrom fithrenden aberranten
Methylierung unterschieden werden. Da-
zu muss im Methylierungsblot (z.B. Eco-
RI + Eagl Doppelspaltung) die Test-DNA
mit Kontroll-DNA normaler weiblicher
Individuen verglichen werden. Bei aber-
ranter Methylierung liegt der Anteil aller
methylierten FMRI-Allele tiber dem An-
teil aller unmethylierten Allele. Bei aus-
schliefllich normaler Methylierung (Kon-
trolle) entspricht der Anteil aller methy-
lierten FMR1-Allele dem aller unmethy-
lierten Allele, denn jede Zelle enthalt ge-
nau ein aktives und ein inaktives X-Chro-
mosom. Eine nur durch quantitative Blot-
analyse (z.B. mittels Phosphoimager) er-
kennbare Abweichung ist wahrschein-
lich ohne pradiktive Bedeutung. Postzy-
gotisch in den Normalbereich verkiirzte
primutierte Allele konnen bei der PCR
unter Umstidnden mit einem zweiten Nor-
malallel verwechselt werden. Im Zweifel
(ungewohnliche Peakhohen, ungew6hn-
liche Repeatldngen) muss ein kldrender
Southernblot erfolgen.

Der Befund eines pramutierten oder
vollmutierten Allels bei einer Ubertrige-
rin soll - falls aufgrund der individuellen
Situation der Ratsuchenden nicht unan-
gemessen — mit Informationen zur Pri-
nataldiagnostik des Fragilen-X Syndroms
erganzt werden.

Die Testung einer Anlagetragerschaft
fiir das Fragile-X Syndrom in betroffenen
Familien kann zu einer pradiktiven Dia-
gnostik beziiglich FXTAS fithren. Deshalb
sollte im Rahmen einer genetischen Bera-
tung vor der Testung auf eine Anlagetra-
gerschaft fiir das Fragile-X Syndrom auf
einen moglichen pradiktiven Charakter

beziiglich des Risikos fiir ein FXTAS hin-
gewiesen werden.

Vorgehensweise
bei FXTAS-Gendiagnostik

Das einzige in der iiberwiegend US-ame-
rikanischen Fachliteratur genannte obli-
gate Merkmal bei FXTAS-Patienten ist
ein FMR1-Gen mit 55 bis 200 CGG-Wie-
derholungen. Dieser Repeatlangenbereich
ist in amerikanischen Leitlinien - anders
als in Europa - der Pramutationsbereich
des Fragilen-X Syndroms. Die diagnos-
tische Fragestellung und die Vorgehens-
weise entspricht somit im Prinzip der ei-
ner Anlagetragerdiagnostik beim Fragi-
len-X Syndrom. Der Auftrag beeinhaltet
aber keinen Test auf ein (unmethyliertes)
CGG-Repeat mit der Lange eines vollmu-
tierten Allels. Die untersuchten Personen
sind fast ausschliefilich betroffene Man-
ner.

Wenn bei einem ménnlichen Proban-
den ein pramutiertes FMRI-Repeat ge-
funden wurde, gilt die klinische Diagno-
se eines FXTAS als gesichert. Uber diese
Feststellung hinaus muss bei der Ergeb-
nisinterpretation festgestellt werden, dass
der Patient ein Ubertriger des Fragilen-X
Syndroms ist, der ein pramutiertes CGG-
Repeat an alle seine Tochter weitergibt, die
somit obligate Ubertragerinnen des Fragi-
len-X Syndroms sind.

Abgesehen von der Anlagetragerdia-
gnostik in Familien mit Fragilem-X Syn-
drom sind FXTAS-Gentests bei gesunden
Personen sehr selten. Bei einem positiven
Untersuchungsresultat stehen zur Zeit nur
fiir Ménner préadiktive Informationen zur
Verfiigung.

Vorgehensweise
bei der Pranataldiagnostik
des Fragilen-X Syndroms

Die Vollmutation des Fragilen-X Syndroms
ist pranatal diagnostizierbar an DNA aus
Chorionzotten oder kultivierten Frucht-
wasserzellen bei ménnlichen und weib-
lichen Féten. Die Indikation ist gegeben,
wenn bei der Mutter ein FMRI-Allel mit
vollmutiertem oder pramutiertem CGG-
Repeat (mindestens 59 Tripletts) nachge-
wiesen wurde. Die prianatale Untersuchung
darf nur in Institutionen erfolgen, die nicht
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nur ein PCR-basiertes Vorscreening, son-
dern eine vollstandige Diagnostik des Fra-
gilen-X Syndroms durchfiihren.

Zur Beantwortung der diagnostischen
Fragestellung (Nachweis oder Ausschluss
eines vollmutierten FMRI-Gens in der f6-
talen DNA) sind zwei methodisch vonei-
nander unabhingige Nachweisverfahren
zu empfehlen und gegebenenfalls zusitz-
lich ein Test zum Ausschluss einer den
Befund verfilschenden maternalen Kon-
tamination der fétalen DNA-Probe. Der
Kontaminationstest ist mindestens dann
erforderlich, wenn der Fot einen weib-
lichen Chromosomensatz hat und bei-
de CGG-Repeats dem der beiden ma-
ternalen Allele groflenméflig entspre-
chen. Der erste Test ist in der Regel eine
direkte Untersuchung des CGG-Repeats
im Southernblot. In einem zweiten Test
sollte mittels CGG-PCR die Weitergabe
des normalen miitterlichen FMRI-Allels
an das erwartete Kind iiberpriift werden.
Bei weiblichen Foten ist auch die Untersu-
chung der DNA des Vaters sinnvoll, des-
sen CGG-Repeat die gleiche Lange haben
kann wie das normale maternale Allel.

Das von den meisten Labors zur mole-
kulargenetischen Prénataldiagnostik be-
vorzugte Gewebe sind frisch praparierte
Chorionzotten. Das gilt auch beim Fragi-
len-X Syndrom. Die fiir eine schnelle und
zuverldssige pranatale Diagnostik ben6tig-
te Menge an intakter, nicht denaturierter
fotaler DNA liegt bei etwa 25 pg und wird
nach Chorionbiopsie unmittelbar aus 25
bis 30 mg mikroskopisch praparierter und
von maternalem Gewebe befreiten Chori-
onzotten gewonnen. In der Plazenta weib-
licher Féten ist die X-Inaktivierung nor-
maler FMR1-Gene - anders als in Leu-
kozyten - nicht verkniipft mit einer Me-
thylierung des Promotors. Jede Methy-
lierung des FMRI-Gens in Chorionzot-
ten ist aberrant. Ein moglicher Nach-
teil von Chorionzotten ist aber der rela-
tiv spdte Zeitpunkt der aberranten Methy-
lierung eines vollmutierten FMRI-Gens.
Gleichwohl ist die Befundinterpretation
in dem nicht haufigen Fall eines unme-
thylierten vollmutierten FMRI-Gens, das
im Prinzip mit einer normalen intellektu-
ellen Entwicklung vereinbar ist, schwie-
rig und sollte nicht ohne eine Uberprii-
fung des Methylierungsstatus nach Amni-
ozentese erfolgen. Die prinatale Diagnos-
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tik des Fragilen-X Syndroms aus Frucht-
wasserzellen anstelle von Chorionzotten
bietet, abgesehen von der Moglichkeit
eines zuverldssigeren Methylierungstests,
iiberwiegend Nachteile. Um die fiir einen
Southernblot benétigte fétale DNA ge-
winnen zu konnen, miissen Fruchtwas-
serzellen iber Wochen kultiviert werden.
Die daraus gewonnene f6tale DNA ist auf-
grund des relativ hohen Anteils abgestor-
bener Amniozyten immer in hohem Ma-
e degradiert, so dass fiir den Blot pro
Spur mindestens 20 pg DNAS eingesetzt
werden miissen, um klare spezifische Hy-
bridisierungssignale zu erhalten.

Befund

Ein Befundbericht mit wissenschaftlich
fundierter humangenetischer Interpreta-
tion (Epikrise) ist wesentlicher Bestand-
teil der molekulargenetischen Diagnos-
tik. Der Bericht soll klar, zielgerichtet,
pragnant, akkurat und glaubhaft sein. Er
muss eine vollstindige Befundinterpreta-
tion enthalten, die an der diagnostischen
Fragestellung des Einzelfalles orientiert
ist. Beim Fragilen-X Syndrom und beim
FXTAS sind Hintergrundinformationen
notwendig. Sie miissen korrekt und aktu-
ell sein, sollen sich auf das zum Verstind-
nis des Berichtes erforderliche Mafd be-
schranken und nicht im Vordergrund des
Berichtes stehen. Die insgesamt erforder-
lichen Inhalte eines Befundberichts sind
in diversen Leitlinien und Richtlinien vor-
geschrieben: Best Practice Guidelines on
Reporting in Molecular Genetic Laborato-
ries in Switzerland (Swith Society of Me-
dical Genetics, www.ssgm.ch; Osterrei-
chisches Gentechnikgesetz; Leitlinie zur
molekulargenetischen Labordiagnostik
(Deutsche Gesellschaft fiir Humangenetik
und Berufsverband Deutscher Humange-
netiker 2007); Richtlinie der Bundesérzte-
kammer vom 23. Nov. 2007.

5 20 g entsprechen dem DNA-Gehalt von
etwa 4 Millionen diploiden Zellkernen
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