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RESUMO

| S — SOSE—

Este projeto teve como objetivos especificos , em uma amostra selecionada: (1)
identificar alteragbes cromossdmicas que envolvem a regido dos teldmeros; (2)
Determinar a freqliéncia de alteragdes cromossémicas que envolvem a regido dos
teldmeros; (3) Investigar a contribuicéo de alteracdes cromossdmicas envolvendo a regifo
dos telémeros para sindromes de maiformacdes congénitas multiplas e retardo mental de
gtiologia desconhecida e, (4) Caracterizar do ponto de vista molecular as regides

envolvidas em alteracbes cromossdmicas subteloméricas.

A selegdo da amostra foi feita primeiramente através de um levantamento das
fichas clinicas (com dados genéticos e de dismorfologia) de pacientes com um padréo de
anomalias maiores e menores e atraso de desenvolvimento, que apresentavam um
caridtipo de bandas com resultado normal. Foram excluidos da amostra aqueles
pacientes que possuiam cariotipo com resultado alterado. Todos os pacientes ja haviam
sido submetidos a um exame clinico. Os critérios utilizados para incluir os pacientes na
amostra foram atraso de desenvolvimento de grau leve a moderado e um padrdo de pelo
menos 5 caracteristicas dismorficas distintas. Além disto, a maioria dos pacientes
apresentava um retardo de crescimento pré efou pés-natal, e muitos apresentavam
malformacbes maiores de Orgdos. Entretanto, a presenca de um ou ambos destes

critérios nao foi requerido como um achado obrigatério. Finalmente, foram incluidos neste

estudo 102 pacientes.

O estudo a que se propds este projeto foi complementar as investigacbes

citogenéticas normalmente realizadas em pacientes com quadro clinico indicativo de



cromossomopatias. Todas as informacgdes referentes a qualquer fipo de abordagem

citogenética foram esclarecidas previamente.

O material neéessério para as investigacbes citogenéticas foi obtido a partir de 5
ml de puncdo venosa de sangue periférico com seringa heparinizada e 5 mi de pungéo
venosa de sangue periférico com EDTA para extracdo e analise de DNA. As culturas de
linfocitos foram realizadas segundo modificacdo da técnica de Moorhead et al. (1960).
Apds a obtengio de cromossomos metafdsicos utilizamos © metodo de hibridizacéo in
sity por fluorescéncia (FISH) com 41 sondas de DNA especificas para as regides

subteloméricas.

Encontramos 5 alteragfes cromossOmicas, sendo que duas destas foram
consideradas variantes familiares sem influéncia no fendtipo. As alteragbes significantes
incluem 1 delec&o de novo (1p) e 2 duplicagbes de novo (8p e 9p). Concluimos que,
dependendo do critério de selecdo, a investigacdo de pacientes com retardo mental n&o
explicado e um padrdo de anomalias menores mostra rearranjos submicroscopicos
desbalanceados que explicariam 3-8% do fendtipo, que a porcentagem de alteragtes
cromossdmicas sera maior se investigarmos familias com mais de um membro afetado;e,
que o exame pelo método de FISH é mais adequado do que a analise molecular por

marcadores devido a sua capacidade de detectar duplicacdes e delegbes.

Os beneficios envolvidos na participacdo dos pacientes neste estudo estao
relacionados com a possibilidade de um aconselhamento genético pelo qual os pacientes
efou familiares com uma alterag&o cromossdmica serdo informados das conseqgliéncias
desta alteragdo. O aconselhamento genético, baseado no diagnéstico citogenético,
procurara auxiliar os individuos afetados ou individuos em risco a entenderem a natureza
da doenca genética, sua transmiss@o e as opgles possiveis para eles no manejo da

doenca e no planejamento familiar.



INTRODUGAO E REVISAO DA LITERATURA

a) Citogenética Molecular

Na ultima década, o desenvolvimento da citogenética molecular tem aumentado a
capacidade de diagnéstico pré-natal e poés-natal em relagdo a deteccdo e melhor
caracterizaggo de alteracbes cromossdmicas em humanos (Lichter et al., 1991 Trask

1991).

A aplicacao de técnicas citogenéticas utilizando instrumentos da biologia molecular
tém permitido: 1) a identificacdo de aberracbes cromossdmicas previamente descritas,
particularmente cromossomos extras e duplicacdes de novo, as quais, com 0s métodos
de bandeamento de citogenética convencionais, ndo poderiam ser caracterizadas (Callen
et al., 1992, Carter et al., 1992; Daniel et al., 1994, Ohashi et al., 1994) 2) a deteccéo de
microdelegdes e duplicagbes em nivel de resolugdo génica (Lupski et al., 1991; Ledbetter,
1992; Ewart et al., 1993; Estabrooks et al., 1994; Flint et al., 1995; Ghaffari et al., 1998;
Horsley et al., 1998) 3) a contribui¢do para o mapeamento de genes em combinac¢do com
varias alteracbes citogenéticas (Griffin et al., 1998), como por ex., identificagdo de
microdele¢bes e translocagdes balanceadas ou inversdes com disrupgdo de um ou mais
genes (Dauwerse et al., 1990; Altherr et al., 1991; Kuwano et al., 1291; Breuning et al.,
1993; Chevillard et al., 1993; Ewart et al., 1993; Fukushima et al., 1993; Brook-Carter et
al., 1994; Girardeau et al., 1997) , e o 4) estabelecimento de testes rapidos e de screening
citogenéticos, como por ex., em testes de pré-natal e materiais de aborto (Cremer et al.,
1986; Cremer et al., 1988; Deville et al.,, 1988; Ohashi et al., 1993; Ward et al., 1993,

Knight et al., 1997; Eiben et al., 1998; Eiben et al., 1999).



AlteragOes cromossomicas submicroscopicas tém sido freqlientemente associadas
a sindromes de retardo mental de eticlogia desconhecida e multiplas malformactes
congénitas. Através do uso de sondas de DNA pelo metodo de hybridizagéo in sifu por
fluorescéncia (FISH) é possivel se determinar um consideravel namero de aberragdes

cromossomicas ndo identificaveis através dos métodos de citogenética convencionais.

b) Estrutura dos teiémeros

Teldbmeros sdo complexos especializados de proteinas de DNA situados nas
extremidades dos cromossomos de eucariontes. Como estruturas  dindmicas,
aparentemente os teldmeros sao necessarios para a replicagdo cromossdmica normal e
estabilidade dos cromossomos, protegendo suas extremidades da degradacéo (Biackburn

, 1990).

Os teldbmeros dos cromossomos humanos consistem em sequéncias de DNA
repetitivas (TTAGGG) de 3 a 20 Kb dispostas em fandem, as quais s&o altamente
conservadas entre os vertebrados (Moyzis et al, 1988, Meyne et al, 1989). As
seqliéncias de TTAGGG repetitivas correspondem ao DNA telomérico que pode variar
em comprimento em humanos de acordo com a idade do individuo e também em

pacientes com cancer (Counter 1996, Holt et al., 1996; Landsdorp et al., 1996).

Em humanos, as sequéncias teloméricas diminuem em comprimernto com o
aumento da idade, com uma taxa de perda de 40 - 60 bp por ano, nos tecidos com altas
taxas de proliferacdo. Parece ndo ocorrer uma perda de sequéncias essenciais durante
toda a vida do individuo. Entretanto, esta perda de sequéncias tem sido relacionada a um

aumento de rearranjos cromossomicos terminais de acordo com ¢ aumento da idade. A



10

perda de sequéncias de telomeros associada com quebras cromossdmicas, resulta de
mutacdes esponténeas. As quebras terminais sdo estabilizadas por um processo no qual
a telomerase, enzima ribonucleica que sintetiza as sequéncias teloméricas, adiciona
diretamente sequéncias teloméricas repetitivas ao DNA n&o telomérico (Wilkie et al,,

1990; Lamb et al., 1993).

Tambem tem sido proposto uma relacdo entre o tamanho das seqUéncias
teloméricas e o desenvolvimento de determinados tumores. As células que desencadeiam
o processo tumoral, apresentam perdas consideraveis de seqténcias teloméricas
normais (Hastie et al., 1990). Supbem-se que a telomerase & inativa nos tecidos
somaticos e que o tamanho destas segiiéncias € um indicador do numero de divisdes
celulares que formam um tecido em particular (Hastie et al., 1990; Counter 1996). A perda
gradual do DNA telomérico levaria a uma instabilidade cromossdmica, contribuindo desta

maneira no processo de senescencia celular.

Imediatamente adjacente a estas seqléncias simples de DNA repetitivo
(teldmeros) , existe um complexo de elementos subteloméricos repetitivos, com diferente
periodicidade e variavel numero de copias, dos quais alguns parecem ser unicos no
genoma (Hing et al., 1993). Proximal a regido subtelomérica existe uma sequéncia de
DNA unica para cada teldmero, que contém genes especificos, e que se localiza cerca de
100-300 Kb da extremidade de cada cromossomo (National Institutes of Health NiH,
1996). Portanto, esta sequéncia unica de DNA € a que contém genes para cada

extremidade dos cromossomos.

Quantidades variaveis de sequéncias de DNA repetitivo subtelomerico

provavelmente influenciam a expressdo de genes localizados dentro destas regides.
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Portanto, € provavel que rearranjos subteloméricos submicroscopicos resultantes de
eventos de quebra e reparo representem uma importante causa de determinadas doencas

geneticas.

Além da natureza Unica da regido repetitiva subtelomérica, existem ainda outros
aspectos da estrutura dos teldmeros que estéo relacionados ao papel gue estes possuem
nos mecanismos de rearranjos cromossdmicos e desequilibrio de dosagem de genes. A
primeira evidéncia &€ que as regibes de sequéncia Unica dos telomeros em humanos
contém altas concentracdes de genes estruturais (Bickmore & Bird, 1992), maiores do que
qualquer outra regido cromossdémica no genoma (Saccone et al., 1992), e possuem uma
alta atividade de transcricdo e recombinag8@o (Holmquist, 1992). Estas observacdes
baseiam-se na identificaciéo de elementos ricos em Citosina-Guanina (CG) com uma alta
frequéncia de ilhas CpG em bandas Teloméricas nos teldmeros humanos (Saccone et al,,
1992; Craig & Bickmore, 1994), e no sequenciamento de DNA de varios teldomeros (Flint

et al., 1997a; Flint et al ., 1997b; Rosenberg et al., 1997).

Estas observacbes sugerem também que dele¢bes submicroscdpicas ou
duplicacdes envolvendo os teldbmeros devem ter uma influéncia clinica maior do que
rearranjos desbalanceados em outras regides cromossdmicas. Um exemplo disto & a
recente caracterizacdo de uma delecdo subtelomérica em 22g. Embora esta delegéo
tivesse menos do que 130 Kb, estava associada com retardo mental e atraso de

desenvolvimento neuropsicomotor (Wong et al., 1997)

Como citamos anteriormente, uma consideravel quantidade variavel de seqiéncias
de DNA teldbmerc-adjacentes, as quais estdo presentes em algumas regides

subtelomericas (ljdo et al., 1992) , tém influéncia na expressdo de genes localizados



dentro destas regides (Brown et al, 1990). Provavelmente estas segléncias devem
mediar o pareamento de cromossomos ndc homoélogos e eventos Unicos de crossing

over, 0s quais poderiam levar a um desequilibrio na dosagem de genes.

Uma segunda evidéncia da influéncia dos teldomeros nos mecanismos de
rearranjos cromossdmicos e desequilibrio de dosagem de genes, & que os teldbmeros
humanos tem um aumento nas taxas de recombinacéo genética quando comparados com
outras regides do genoma. Tem sido observado que existe um aumento nas taxas de

recombinacaoc nas regides teloméricas em ambos o sexos em humanos.

Embora as taxas de recombinagédo em mulheres sejam geralmente mais altas do
gue em homens para a maioria das regides do genoma, este modelo ndo é o mesmo para
as regides teloméricas. A taxa de recombinacdo telomérica em homens e
significativamente maior do que em mulheres (Blouin et al., 1995; Donis-Keller et al,,
1987; Rouyer et al., 1990). A Unica excec¢do conhecida ocorre nas regides cromossodmicas
14qg, nas quais as taxas de recombinagédo em ambos 0s sexos sdo aumentadas, mas a
recombinacéo telomerica em mulheres é ainda maior do que em homens (Wintie et al,,

1997).

Esta alta taxa de recombinacgéo dos teldbmeros poderia ter influéncia nas taxas de
frocas cromossémicas, como tem sido observado em ambas as regides PAR dos
cromossomos X e Y. Recombinag¢des uUnicas da regido PART (Xp;Yp) acontecem em 80%
dos homens XX (1/20000 homens nascidos), devido a translocag¢ao do gene SRY para Xp
(Rouyer et al., 1987; Weil et al., 1994). O mesmo é observado em mulheres XY, onde o

gene SRY esta deletado. Mais recentemente , eventos similares de troca unica afetando a
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regido PAR2(Xq;Yqg) tém sido observados. Estes eventos levam a uma sindrome de

retardo mental grave em homens com cariotipos Yg- (Lahn et al., 1994).

Um terceiro fator unico dos teldbmeros humanos é © papel destes no pareamento
cromossomico meiodtico. Estudos de citogenética classica sugerem que os teldbmeros séo
parte integral do pareamento cromossémico de homélogos na meiose e que talvez sejam
as primeiras regides dos cromossomos a se parearem. O mecanismo preciso que medeia
este processo de procura pelo homédlogo permanece relativamente obscuro. Entretanto,
estudos recentes com FISH em uma variedade de especies tém demonstrado fatores
altamente conservados do comportamento dos teldbmeros na profase meidtica (Lese &

Ledbetter, 1998).

Estudos em humanos e ratos mostram que os teldmeros se movem para o
envelope nuclear e se agregam em uma formacao de bouquet ( Scherthan et al., 1996,
Bass et al., 1997). Este evento precoce coincide com o primeiro evento de pareamento
cromossomico, consistente com a idéia de que a procura da homologia e o pareamento
devemn iniciar pelos teldomeros. Seria interessante especular que este agrupamento de
todos os teldmeros permitem uma oportunidade para que pareamentos teloméricos entre
cromossomos nao homélogos ocorram, os quais poderiam levar a eventos de trocas (ex.,

translocacdes) ( Lese & Ledbetter, 1998).

Um outro fator a ser observado, é a evidéncia de polimorfismos nas sequéncias
telomeéricas dentro da populagdo humana (Brown et al., 1990; Wilkie et al., 1991). Wilkie et
al (1991) foram os primeiros a descrever trés diferentes alelos para o cromossomo 16p
com um polimorfismo de comprimento de mais de 260 Kb. Ndo apenas os trés alelos

diferiam em comprimento, como um deles tinha uma diferenga da sequéncia
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subtelomérica. Isto fazia com que estes alelos fossem ndo homoélogos entre si, mas

nomologos com o cromossomo Xq e outras extremidades cromossoémicas,

Teoricamente, esta diferenga entre os alelos também aumentaria a possibilidade
de que individuos heterozigotos para dois alelos teloméricos diferentes (16p) tivessem um
risco aumentado, tanto para taxas de ndo-disjun¢do para o cromossomo 16, como para
translocagbes desbalanceadas envolvendo estas extremidades cromossdmicas

(Ledbetter, 1992; Wilkie et al., 1991).

Um importante polimorfismo de 55 Kb também tem sido identificado no
cromossomo 2q (Macina et al., 1994). Adicionalmente, um segmento de DNA duplicade
contendo duas ilhas CpG presentes no braco longo do cromossomo 2 tem homologia com
0 brago curto do cromossomo 8. Estes achados sugerem a hipotese de pareamento e
translocacéo entre os cromossomos 2 e 8, ou aumento das taxas de ndo-disjuncao para

ambos 08 Cromossomos,

Todos estes aspectos unicos da estrutura dos teldmeros e polimorfismos, sugerem
gue as sequéncias teloméricas devem mediar o pareamento cromossdémico entre nao
homologos e éventos unicos de crossing over, o que levaria a um desequilibrio de
dosagem génica. Investigacdes continuadas da integridade dos teldmeros permitirdo uma

correlacédo genétipo-fendtipo, contribuindo para a defini¢cdo de diagnoésticos clinicos.
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c) Alteragbes cromossomicas e sindromes de mdltiplas malformag6es congénitas e

retardo mental de etiologia desconhecida

O fendtipo de aberragbes cromossdmicas autossomicas (ACA) &
caracterizado por 4 critérios maiores, em ordem de importancia: (1) deficiéncia mental; (2)
um padrao menor de sinais dismorficos; (3) retardo de crescimento e (4) malformagdes
maiores. Para o reconhecimento clinico, o padrdo de anomalias menores e,
ocasionaimente de malformacbes muito consistentes, € o mais importante. As
malformagbes congénitas mais frequentemente encontradas em  aberragbes
cromossbmicas autossbmicas séo relativamente comuns, incluindo defeitos cardiacos,
malformacdes uro-genitais, fendas faciais, pé torto e sindactilias menores (Schinzel,
1988). Malformacdes que s&o raramente associadas com ACA estdo frequentemente
relacionadas a uma delec&o ou duplicacéo particular. Nestes casos, e especialmente para
delecdes e para malformacdes unicas, & possivel muitas vezes mapear o gene associado

com uma malformacao particular.

O retardo mental (RM) de etiologia desconhecida € um motivo freqlente de
consuitas de aconselhamento genetico. Apesar dos recentes avancos no entendimento
dos mecanismos moleculares da doenca, em pelo menos 50% dos casos a etiologia
permanece inexplicavel, o que dificulta a estimativa dos riscos de recorréncia (Schinzel
1984; Schinzel 1994). Nos casos em que a causa do RM € identificada, cerca de 60%
sdo devidos a disturbios genéticos. O mapeamento e o delineamento de sindromes de
genes contiglios, sugerem gque 0s rearranjos cromossémicos submicroscopicos, em
conjunto com outros disturbios genéticos, contribuem substancialmente na patogénese do
retardo mental (Schinzel 1988; Robinson et al, 1993; Schinzel et al., 1997a, 1997b,

1997¢) .
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Considerando uma correlagdo caridtipo-fendtipo, a delegdo de um segmento
cromossdmico afeta o desenvolvimento normal mais gravemente do que uma duplicacéo
do mesmo segmento. Dele¢bes submicroscopicas ou duplicacbes cromossdmicas
envolvendo os teldmeros podem ter, proporcionalmente, maiores consequéncias clinicas
do gue rearranjos cromossdmicos similares que ndo envolvam estas regibes. Das 20
sindromes de genes contiguos caracterizadas até o momento, pelo menos sete
sindromes (Wolf-Hirschhom, Cri-du-Chat, Beckwith-Wiedemann, Miller-Dieker,
Rubinstein-Taybi, Hemoglobina H/(o- talassemia e Kallmann) enconiram-se mapeadas

nas regides teloméricas.

Lamb et al. (1989) descreveram um dos primeiros casos de translocagéo criptica
ou telomérica em um paciente jovem com a- talassemia, dismorfias e retardo mental.
Embora o caridtipo de alta resolucdo do paciente fosse normal, através de uma
combinacdo de analise de DNA e hibridizagdo in situ foi revelado que o paciente era
portador de uma translocagdo telomeérica desbalanceada. A importancia da identificacdo
das translocagbes cripticas foi melhor caracterizada pela descoberta de vérias

translocacgdes envolvidas na sindrome de Miller-Dieker (17p13) (Ledbetter 1992).

Evidéncias adicionais de que delecbes subteloméricas submicroscopicas devem
ser muito mais freqientes do que se reconhece atualmente, foram fornecidas pela
observacdo de autossomos em anel em pacientes com retardo mental e/ou dismorfias
(Pezzolo et al., 1993). Os pontos de quebra de delecdes subtelomeéricas simples sdo to
terminais que na maioria das vezes nac sdo detectadas pelas técnicas de citogenética
convencionais, mas um cromossomo em anel ndo escaparia a deteccéo. O mecanismo de
formacgéo de cromossomos em anel envolve quebras nas extremidades cromossdmicas e

posterior rearranjo, de maneira que as extremidades livres se unam. Portanto, € plausivel
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supor que exista ainda um consideravel numero de alteragbes ndo identificadas

envolvendo as regides subtelomeéricas .

Existem poucas condi¢des importantes tdo comuns como o retardo mental cuja
patogénese seja tdo pouco entendida. Embora o RM afete cerca de 3% da populacao
(Rutter et al.,, 1970; Birch et al., 1970), o diagnostico é obtido em apenas um terco dos
casos. As causas do RM variam com a gravidade da condiggo: RM moderado a grave
(definido como um QI escore menor do que 50) parece ser muito mais devido a causas
patolégicas unicas (genéticas ou ambientais) do que o RM leve (definido como um Qi
escore entre 50 e 70), o qual é frequentemente de origem multifatorial (Knight et al,,

1999).

Doencas genéticas e cromossOmicas sdo encontradas em 30-40% do RM
moderado a grave. Influéncias ambientais explicam cerca de 10-30% e a causa e
desconhecida em cerca de 40% dos casos (Drillien et al.,, 1966; Laxova et al., 1867,
McDonald 1973; Gustavson et al., 1977; Elwood & Darragh 1981;). Causas genéticas e
ambientais explicam cerca de 30% do RM leve e em 70% dos casos o diagnostico
etiologico permanece desconhecido (Blomquist et al., 1981; Hagberg et al., 1981; Einfeld,
1984; Broman et al., 1987; Lamont & Dennis 1988; Bundey et al., 1989; Lamb et al.,

1989).

Existem algumas evidéncias de que rearranjos cromossomicos pequenos
envolvendo as bandas terminais dos cromossomos (regides subteloméricas) sdo uma
causa importante e ndo reconhecida do RM. Flint et al. (1995) relataram o primeiro
estudo em uma série de pacientes com retardo mental, que apresentavam cariotipo

normal. Os pacientes foram investigados para delecbes subteloméricas através da analise
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de marcadores microsatélites e foram detectados 3 casos com anormalidades envolvendo
a regiao dos teldmeros. Dois pacientes apresentavam delecdo 22qter, e um dos pacientes

delecéo 13qter.

Girardeau et al. (1997), em uma série de pacientes com retardo mental
investigados primeiramente por polimorfismos hipervaridveis de DNA (HVPs) e

posteriormente pela técnica de FISH, relataram um paciente com delecéo 1p36.3.

Knight et al (1999), investigaram a prevaléncia de rearranjos cromossdmicos
submicroscopicos em 466 criangas com retardo mental de origem desconhecida e
dismorfias. Os resultados relatados mostram que 7,45% das criancas com RM moderado
a severo e 0,5% das criangas com RM leve s&o portadoras de aberracbes cromossémicas
submicroscopicas, ndo detectadas pelas técnicas de citogenética convencionais. Foi
proposto  recentemente que a investigacdo de rearranjos  cromossdmicos
submicroscopicos se extenda ao genoma inteiro, utilizando-se 400 microsatélites em
casos em que alteragdes subteloméricas ndo foram encontradas. Rosenberg et al (2000)

relataram 2 alteragdes encontradas em uma série de 11 criancas polimalformadas.

Os resultados obtidos com este tipo de screening concordam a hipétese de que
rearranjos cromossdémicos afetam mais freqlientemente as regides subteloméricas do que
outras partes do genoma, e que apresentam uma incidéncia significativa nos casos de
retardo mental de origem desconhecida. Desde que varias transiocagbes e rearranjos
teloméricos nao sdo detectados pelos meétodos citogenéticos convencionais, o
aprimoramento de testes moleculares com sondas de DNA especificas para estas regides

se faz necessario.
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d) A utilizagdo de metodos citogenéticos em diagnésticos clinicos

Desde a descri¢do, em 1956, das preparagfes citogenéticas utilizando-se pré-
tratamentos hipotdnicos, as técnicas utilizadas em citogenética tém permitido acuracia e
precisdo crescente da capacidade de investigacdo cromossdmica. Este progresso tem
levado a deteccdo de um numero quase ilimitado de alteragbes cromossdmicas em

humanos.

Até 1970, através de coloracdes utilizadas em citogenética convencional , cerca de
20 alteracdes cromossdmicas podiam ser determinadas. A introducdo de técnicas de
bandeamento G (Scheres et al., 1972) permitiu a deteccéo de um numero cada vez maior
de alteracdes cromossdmicas, e as técnicas para obtencdo de cromossomos mais
longos (prometafase) aumentaram ainda consideraveimente a capacidade de deteccdo

dessas alteracdes.

Durante este periodo, apenas um pequeno numero de microdelecbes especificas
(sindrome de genes contiguos) foram detectadas em pacientes com um fendtipo clinico
bem definido. Como na maioria dos pacientes afetados com estas sindromes as
microdele¢cdes ndo podiam ser detectadas, varios pesquisadores centraram seus
trabalhos no desenvolvimento de técnicas de citogenética molecular para investigar
alteracbes cromossdmicas especificas (ex., RFLP, analise de microsatélites, FISH).
Exemplos de sindromes candidatas para investiga¢bes de microdele¢bes incluiram a
sindrome de Miller-Dieker e Lisencefalia tipo | (17p13), sindromes de Prader-Willi e
Angelman (15g11.2-g12), sindrome de Williams (7q11), sindrome de DiGeorge (22q11.22)
e para microduplicacdes, a doenca de Carchot-Marie-Tooth tipo | (17p11.2) (Kuwano et
al., 1991; Driscoll et al., 1992; Breuning et al. 1993; Dobyns et al., 1993, Lidecke et al,,
1995).
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Com a técnica de hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH) |, passa-se agora a
capacidade de determinar ndo apenas as microdelecdes, mas a origem de gqualquer
duplicacdo, tanto na forma de segmentos cromossémicos, quanto na forma de

cromossomos extras ou anéis cromossomicos.

FISH € um procedimento citoquimico o qual permite visualizar e detectar a
morfologia de sequéncias de acidos nucléicos especificos em células metafasicas e
interfasicas (Pinkel et al., 1986; Lichter et al., 1988). A técnica & baseada na formacéo
hibrida entre sequéncias ou regides especificas presente nas células ou cromossomos
de preparacdes citolégicas , e sondas marcadas de DNA ou RNA. O hibrido formado
pode ser detectado diretamente ao microscépio, ou apds uma detecgdo imunocitoquimica

com fluorocromos de anticorpos especificos (Pinkel et al., 1986).

A sensibilidade da técnica de FISH, ou seja, a visualizacdo do sinal que indica que
houve hibridizagdo ou ndo, é basicamente determinada pelo tamanho da area alvo
delineada pela sonda. Sequéncias menores que 1 Kb podem ser detectadas (Wiegant et
al., 1991) e os quatro grupos de sondas de DNA disponiveis para FISH s8o: segiiéncias
de DNA repetitivas, bibliotecas de DNA (WCP), cépia unica ou locus especificas e mais

recentemente sondas subteloméricas.

As sondas de sequéncias repetitivas sdo adjacentes aos centrdmeros dos
cromossomos humanos e sdo uteis no diagnéstico de aneuploidias importantes (Kuo et
al., 1991; Callen et al., 1992; Bischoff et al., 1994; Daniel et al., 1994) e na determinacéo
do numero de cdpias de um cromossomo especifico ou identificacdo da origem de
cromossomos marcadores. Entretanto, com excegdo da identificagdo de cromossomos

dicéntricos, as sondas centroméricas ndo sdo Uteis na identificacdo de anormalidades



21

cromossomicas estruturais. Para este proposito, foram desenvolvidas técnicas de in situ
suppression hybridization (ISSH) e whole chromosome painting (WCPs), que utilizam

clones com sequéncias homologas ao longo de todo o cromossomo (Lichter et al., 1988).

A maioria das sondas disponiveis s&o originadas de clones de bibliotecas de DNA
(Pinkel et al., 1988; Telenius et al., 1992), ou de amplificacbes de sequéncias de hibridos
humanos-roedores por PCR (Lengauer et al, 1990; Lichter et al., 1990) e, séo
freqlientemente utilizadas na caracterizacdo de translocagbes. FISH Multicolor com
sondas de bibliotecas de DNA permitem a detecgdo de mais de um rearranjo
cromossdmico na mesma célula metafasica ou interfasica. Neste método a hibridizacdo é
feita com varias sondas marcadas com diferentes fluorocromos. Entretanto, o potencial
da maioria das sondas WCPs é limitado. Para muitas aplicagbes citogenéticas, como a
caracterizacdo de rearranjos cromossoOmicos complexos ou de novo ou para a
determinacao de pontos de quebra cromossdmicos, as sondas de copia unica podem ser

mais informativas.

Sondas locus especificas ou de copia Unica identificam pequenas regides do
genoma e aumentam a probabiiidade de deteccdo e analise de pontos de quebra
especificos (Jones et al,, 1994; Flint et al., 1995). Estas sondas sdo essenciais para a
determinacgao de varias sindromes de microdele¢des e genes contiguos (Altherr et al.,
1991; Kuwano et al., 1991; Driscoll et al., 1992; Breuning et al., 1993; Ewart et al., 1993,
Ligon et al., 1997), translocac¢des cripticas e inversées (Ledbetter, 1992; Fukushima et
al., 1993) e transloca¢des e inversdes em doencas hematologicas (Tkachuck et al., 1990;
Dauwerse et al., 1993). Entretanto, 0 numero de sondas disponiveis para uma série de
doencas ainda é muito limitado e cobre apenas uma pequena parte das regides

especificas do genoma humano.
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Recentemente foram desenvolvidas um numero de sondas subteloméricas que
cobrem as extremidades de cada um dos cromossomos humanos, com exceg¢do do braco
curto dos cromossomos acrocéntricos, os quais ndo contém genes codificantes (Flint et
al.,, 1995; NIH 1996; Kingsley et al.,, 1997). Knight et al. (1997) desenvolveram uma
técnica que permite a analise simultanea de regides subteloméricas de todos os
cromossomos e a identificagdo de dele¢bes, triplicacbes e rearranjos cromossomicos
envolvendo esta regibes. Apesar do ainda pegqueno numero de publicacdes descrevendo
rearranjos subteloméricos e utilizagdo de sondas subteloméricas (Flint et al., 1995;
Giraudeau et al., 1997; Knight et al.,, 1999) , esta clara a capacidade de deteccéo de

aberracbes cromossdmicas por este método.

Além da capacidade de detecc¢ao de rearranjos cromossomicos submicroscopicos
em criangas com retardo mental e dismorfias, o aumento da sensibilidade de detecgdo de
translocagdes teloméricas tera uma importante implicagdo na genética de cancer. Varias
translocacdes observadas de forma consistente e n&o casual em leucemias, tais como
12p;21qg em leucemia linfoblastica aguda, séo dificeis de serem detectadas através dos
metodos de citogenética convencionais (Romana et al., 1995). Nestes casos, a utilizagdo

de FISH com sondas subteloméricas, permite a definicdo do diagnostico.

A técnica de FISH também tem sido utilizada como um método rapido de
rastreamento para alteragbes cromossdmicas numeéricas e estruturais especificas em
células interfasicas, principalmente em casos de diagnéstico pré-natal (Eiben et al., 1998;

Eiben et al., 1999).
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( OBJETIVOS

Objetivo geral:

Identificar altera¢bes cromossomicas subteloméricas em uma amostra de pacientes com

malformacdes congénitas multiplas e retardo mental de eticlogia desconhecida.

Objetivos especificos:

(1) ldentificar altera¢bes cromossdmicas que envolvem a regido dos teldmeros

{2) Determinar a frequéncia de alteracbes cromossdmicas que envolvem a regido dos

teldmeros em uma amostra de pacientes com malformacdes multiplas e retardo mental de

etiologia desconhecida.

(3) Investigar a contribuicdo de alteragbes cromossdmicas envolvendo a regido dos

teldbmeros para sindromes de malformacbes congénitas multiplas e retardo mental de

etiologia desconhecida.

(4) Caracterizar do ponto de vista molecular as regides envolvidas em alteracbes

cromossoémicas subteloméricas.
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We report on a 4 year-old girl with a 1p36.3-
pwier deletion. Clinical findings included mi-
nor anomalies of face and distal limbs, pat-
ent ductus arteriosus, the Ebstein heart
anomaly, and brain atrophy with seizures.
Conventional GTG-banded chromosome
analysis revealed a normal (46,XX) result.
Subseguent analysis by fluorescent in situ
hybridization (FISH) using distal probes
demonstrated a deletion of 1p36.6-pter. Mo-
lecular investigations with microsatellite
markers showed hemizygosity at three loci
at 1p36.3 with loss of the paternsal allele. The
deletion of 1p36.3 is difficult to identify by
banding alone; indeed, our patient repre-
sents the third reported case with a
del{1){(p36.3) that was detected only after
more detailed analysis. In all three cases the
deletion was detected through screening of
patients with multiple congenital anoma-
lies/mental retardation syndromes sugges-
tive of autosomal chromosome aberrations
for subtelomeric submicroscopic deletions
by means of FISH or microsatellite marker
analysis. On the basis of these observations
we highly recommend that FISH with a sub-
telomeric 1p probe be routinely performed
in patients with similar facial phenotype,
severe mental retardation and seizures, and
a heart malformation, particularly the Eb-
stein anomaly. Am. J. Med., Genet. 82:249-
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INTRODUCTION

Terminal deletion of 1p, especially of the segment
1p36.3-1pter, is difficult to detect from banded karyo-
types. The first reports of 1p36 deletion, where no sub-
band determination was performed, concerned patients
in whom the aberrations were detected because of an
unbalanced translocation [Gray et al., 1972; Hain et
al., 1980; Steele et al., 1984; Yunis et al., 1981], mostly
with acrocentrics leading to a chromosome complement
with 45 chromosomes. Further cases involving break-
points at 1p36.3 were detected through a more complex
rearrangement [Reish et al., 1995] or through satellites
on 1p [Blennow et al., 1996]. A recent study reported 14
cases of deletion of 1p36.6-1pter who were detected
through prometaphase or metaphase chromosome ex-
amination [Shapira et al., 1997]. On the other hand,
two further such aberrations were detected only
through molecular marker screening for distal dele-
tions in a series of patients with multiple congenital
anomalies/mental retardation (MCA/MR) syndromes
[Giraudeau et al., 1997; Kearney et al., 1998]. We re-
port a similar observation, a terminal deletion of 1p
detected through screening metaphases of patients
with unclassified MCA/MR syndromes and normal re-
sults of banded chromosome examinations.

CLINICAL REPORT

The proposita, a 4 year-old girl, was the product of
the fourth pregnancy of a 38 year-old healthy mother
and her 37 year-old partner. The pedigree is unremark-
able, consanguinity is unlikely. The durations of preg-
nancies and sexes and birth weights of the products of
the other pregnancies were as follows; first 42 weeks,
female, 2,700 g; second 41 3/7 weeks, male, 3,000 g;
fifth term, male, 3,500 g. The third pregnancy termi-
nated in a spontaneous abortion. The pregnancy with
the proposita was marked by respiratory tract infec-
tions at weeks 3, 6, and 8. Fetal movements were noted
from about 16 weeks onward and characterized as
vivid. The mother worked as a housewife during ges-
tation. No prenatal chromosome examination (for ad-
vanced maternal age) was carried out. Spontaneous
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vertex delivery occurred at 41 weeks. The placenta was
described as normal as was the amniotic fluid.

Birthweight was 2,650 g (=3 SD), and length was 48
cm (10th—25th centile). Muscular hypotonia and de-
layed motor and mental development were noted from
the beginning. The first grand mal seizure was ob-
served at age 2 months, and antiepileptic treatment
was initiated after repeated seizures; thereafter, no
grand mal seizures occurred under therapy; however,
petit mal epilepsy continued to oceur at frequent inter-
vals. Cardiac examination disclosed Ebstein anomaly
and patent ductus arteriosus (PDA), and cardiac sur-
gery for the latter was performed at age 2 weeks.

At age 3 years 9 months, the following measure-
ments were obtained: weight 15 kg (10th-25th centile),
length 98 em (10th centile), head circumference 47 cm
(2.1 SD), total hand length 10 cm (-2.8 SD), middle
finger length 4.0 cm (~2.8 SD), total foot length 13.0 cm
(~2.4 SD), ear length 4.8 cm; inner (2.7 cm) and outer
(7.5ecm) canthal distance were within percentiles.

At examination at age 4 years 1 month (Fig.1a, b),
the following findings were observed. The skull was
brachycephalic, reminiscent of a “breech skull” al-
though delivery was not from a breech position. Fur-
ther abnormal findings: asymmetric face, prominent

ward slanting palpebral fissures, inner epicanthi
folds, broad and short nose with upturned nares; lon
and flat philtrum, narrow vermilion of the lips, sma
mouth with downturned corners, prominent later
palatine ridges, right ear larger than the left and pos-
teriorly rotated, neither ear misshapen; asymmetry of
the thorax with the left side smaller than the right,
scar from cardiovascular surgery, distinct thoracic ky-
phosis due to muscular hypotonia, normal female geni-
talia; small hands with transient transverse palmar

crease on the right side, camptodactyly of both fifth

fingers with shortness of the middle phalanx and only
one flexion crease on the right side; small feet with

short metatarsals of the second toes with broad termi-

nal phalanges and nails. The proposita had no speech

and was fully dependent on diapers.

Complementary Investigations

Magnetic resonance imaging of the brain disclosed
brain atrophy with enlarged ventricles and subarach-
noidal spaces, but no other abnormalities. Radiographs
of lumbar and sacral vertebral column and pelvis were
normal. Hand films revealed normal bones but severe

Fig. 1.
corners of the mouth.

Head of the proposita af age 4 years (a, b). Note prominent forehead, synophrys, epicanthic folds, flat, broad and short nose, and downturned
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delay in carpal (9 months) and phalangeal (12 months)
hone ages at a chronological age of 24 months.

METHODS AND RESULTS
Cytogenetic and FISH Investigations

A GTG-banded lymphocyte chromosome examina-
tion (performed at another laboratory) at a 400-600
band level, indicated no numerical or structural aber-
ration. This result was confirmed by us from the in-
spection of three metaphases.

Since the proposita had a pattern of findings common
to autosomal chromosome aberrations, particularly the
combination of microcephaly, seizures, severe mental
retardation, heart defect, and minor anomalies of facies
and distal limbs, it was decided to include her in a
fluorescent in situ hybridization (FISH) study aimed at
the detection of submicroscopic structural chromosome
aberrations. The screening was carried out using telo-
merie and subtelomeric probes from all autosomal telo-
meres except for the short arms of acrocentrics, thus a
total of 41 probes. The cosmids, P1 and PAC telomere-
specific clones, were obtained from MRC (Medical Re-
search Council, Oxford, UK) and ATTC (Rockville,
Md.). Purified DNA from clones was labeled with either
biotin-16-dUTP (Boehringer, Mannheim, Germany) or
digoxigenin-11-dUTP (Boehringer, Mannheim) by nick
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translation. The Oncor probes were applied according
to standard protocols (Oncor® Inc.,Gaithersburg, Md.).
FITC avidin and rhodamine antidigoxigenin were used
to detect biotin and digoxigenin labeled probes, respec-
tively. Analysis was performed using a Zeiss Axioplan
epifluorescence microscope, and images were recorded
by Photometrics CCD KAF1400 camera (Photometrics,
Tucson, Ariz.), controlled with Smart Capture imaging
software (Vysis, Inc., Downers Grove, 111.).

Metaphase FISH examination with the midisatellite
probe D1Z2, which maps to 1p36 (Oncor), disclosed
only one signal on one of the two chromosomes 1 (Fig.
2). The finding was confirmed also in interphases,
where only one signal could be detected. Metaphase
FISH examinations were not possible in the parents
due to poor conditions of the samples.

Unfortunately, it was not possible to obtain a second
blood sample either from the proposita or from her par-
ents. Thus, the investigation of a possible unbalanced
translocation, familial or de novo, leading to a duplica-
tion-deletion was carried out by examining all telo-
meres and subtelomeric regions for a signal from an-
other telomere on 1p. FISH probes from subtelomeric
regions of all other chromosome arms (except for the
short arms of acrocentrics) revealed two signals on the
two homologous chromosomes at the appropriate posi-
tions. Hybridization with the “All Human Telomeres”

Fig. 2. FISH with the midisatellite probe D1Z2 mapping to 1p36.3 (Oncor) and probe Tellq mapping to lg44-gter (Oncor) of a metaphase of the
proposita. Both homologues show the lgter signal (red) while the 1p36.3 signal (green) is present on only one (the undeleted) homologue.
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probe (Omncor) disclosed signals on the telomeres of both
homologues of all chromosomes including signals on
both ends of the chromosomes 1 in the proposita. Thus,
we concluded that a de novo deletion had presumably
occurred in the proposita and was responsible for her
abnormal phenotype.

Qwing to the abnormal FISH result, we reexamined
three GTG-banded metaphases and were still unable to
detect the 1p deletion. Further spreads were prepared
from cells stored in fixative, and the chromosomes 1
were checked blindly from six banded metaphases,
with an equal number of controls. The investigator cor-
rectly distinguished between case and control chromo-
somes in all but one instance: he correctly identified 5/6
partial karyotypes of the patient and 6/6 from controls
and missed the deletion in 1/6 karyotypes from the pa-
tient. However, this was done with the knowledge of a
deletion in distal 1p, and it is far from clear that the
deletion would have been picked up without specific
attention to this chromosome arm.

Molecular Investigations

DNA samples from the proposita and both of her par-
ents were investigated with microsatellite markers
mapping to Ipter-1p36.

Methods. Genomic DNA was extracted from pe-
ripheral blood cells by standard methods. Microsatel-
lite markers mapping to the deletion region were
tested. All primers were obtained from Research Ge-
netics. Between 200 and 500 ng of DNA was amplified
in a total volume of 25 pl. Polymerase chain reaction
was performed with 35 cycles of 30 sec at 94°C, 45 sec
at 55 to 60°C for primer annealing, and 1 min 20 sec at
72°C for the extension. The reaction product was mixed
with an equal volume of urea loading buffer (42% urea,
0.1% xylene cyanol, 0.1% bromphenol blue, 6.1% 0.5M
EDTA) and loaded onto a 0.4-mm thick 6% polyacryl-
amide/50% urea gel. Visualisation was done by silver
staining.

The results of microsatellite marker analysis are pre-
sented in Table I and in Fig. 3. The informative mark-
ers D1S243, D18468, and D152145 showed absence of
the paternal allele, indicating a deletion in the pater-

TABLE I. Results of Microsatellite Examination for
Chromosome 1p36.1-1pter in the Proposita and Her Parents™

Appr. distance

Locus (cM) Alleles Location
D1S243 1pter d,ad,be

D15468 6.2 e,be,ad 1p36.3
D182145 12.9 b,be,ac

D1S214 13.7 c?,ac,be 1p36.3
D15548 18.4 a?,aa,aa

D18508 18.4 ab,be,ab

D151615 22.9 ac,ab,ac

D1S160 23.0 ab,bc,aa

D18450 24.0 be,ab,ce 1p36.3-p36.1
D182749 56.8 aa,ab,ab

D1s211 73.2 cd,ac,bd

FGR ab,bb,aa 1p36.2-p36.1

*The alleles are given in the order: patient, mother, father. The markers
showing paternal deletion are given in bold. Allele designations (a to d) are
arbifrary.

Pig. 3. Results of microsatellite marker analysis for D1S468 in the
proposita and her parents showing absence of a paternal allele.

nal homologue; markers D15214 and D15548 were not
informative for a deletion, and marker D1S508 was
informative for biparental inheritance. Thus, the dele-
tion of 1p36.3-1pter was confirmed and shown to have
involved the paternal homologue. The breakpoint could
be determined within a 5.5-cM interval between mark-
ers D152145 and D1S508.

DISCUSSION

Flint et al. [1995] reported the first study in which a
series of patients with normal or near-normal pheno-
type but mental retardation and normal banded karyo-
type was investigated for submicroscopic subtelomeric
deletions using microsatellite markers in the vicinity of
the telomeres. In a total of 99 patients three deletions
were detected, two of which concerned 22qgter and one
13qter. In another report Giraudeau et al. [1997] pre-
sented a patient, with a 1p36.3 deletion primanly in-
vestigated with hypervariable polymorphic probes and
secondarily confirmed with ¥ISH, within a series of
patients with idiopathic mental retardation. A further
patient was mentioned in an abstract [Kearney et al.,
1998]. While the other aberrations found in these se-
ries were mostly deletions of different chromosomes,
the patient presented in our report is already the third
with a 1p36.3 deletion. This 18 not teo surprising in
that the 1p36.3 deletion is very difficult to detect, at
least from GTG-banded metaphases, because of the
mostly light (interband) GTG staining property of the
distal 1p. This is why the first reported patients with
distal 1p deletions all had more complex and thus more
easily detectable aberrations [Blennow et al., 1996;
Gray et al., 1972; Hain et al., 1980; Reish et al., 1995;
Steele et al., 1984; Yunis et al., 1981]. Only recently
was a series of patients with simple de novo deletions
described who were detected through good quality
chromosome preparations in the routine cytogenetic
laboratory [Shapira et al., 1997]. The deletions were
molecularly defined, and about half of them were, on
the molecular level, even smaller than that in the
proposita of this report. A recent molecular study on 19
patients found a correlation between size of the dele-
tion and severity of the phenotypic alteration and al-
lowed for critical regions to be defined [Shapira et al.,
1998].

Retrospectively, it is unlikely that we would have
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detected this deletion from banded karyotypes per-
formed in our laboratory, and reexamination of banded
kraryotypes in the other two cases came to the same
conclusion [Giraudeau et al.,, 1997; Kearney et al.,
1998]. In general, this result and those from the two
previous studies [Flint et al., 1995; Giraudeau et al.,
1997, Knight et al., 1997] show that examination for
subtelomeric deletions is useful in patients with men-
tal retardation with or without associated malforma-
tion syndromes, and that the Ipter region would de-
serve priority in such investigations for two reasons:
firstly because of the difficulty in clearly determining
small Ipter deletions from GTG-banded karyotypes,
and secondly because of the relatively nonspecific as-
sociated pattern of phenotypic anomalies, which makes
it difficult to recognize such patients on clinical
grounds.

As mentioned above, the clinical pattern of deletion
of 1p36.3-pter is not highly specific. Shapira et al.
[1997] compared the findings in their 14 cases with
those from five previous observations. Features pre-
sent in at least 50% of these patients as well as four
further patients [Blennow et al., 1996; Faivre et al.,
1998; Giraudeau et al., 1997; Kearney et al., 1998] in-
clude growth and mental retardation, seizures, behav-
ioral disturbances, vision impairment, large anterior
fontanelle, asymmetric and low-set ears with thickened
helices, deep-set eyes, flat nasal bridge, pointed chin,
and fifth ray clinodactyly. Less frequent but more spe-
cific findings are cardiomyopathy and cleft lip/cleft pal-
ate. While the latter finding is rather frequent in au-
tosomal chromosome aberrations, the former is exceed-
ingly rare. Furthermore, the Ebstein heart anomaly,
which was present in our proposita but in general is a
very rare finding in chromosome aberrations, was ob-
served in a second case with 1p36.3 deletion, a prena-
tally detected fetus [Faivre et al., 1998]. Patients with
double segmental aneuploidy due to unbalanced segre-
gation of a familial translocation or to a de novo more
complex rearrangement were excluded because of the
mostly unknown impact of the concomitant autosomal
imbalance on the phenotype [Blennow et al., 1996; Gi-
raudeau et al., 1997; Shapira et al., 1997].

On the basis of the data presented, we recommend
that a specific search for 1p36.3 deletions, both from
banded karyotypes and by FISH with a subtelomeric
1p probe, should be considered in patients showing the
following combination of clinical findings (but not nec-
essarily the full pattern): growth retardation; micro-
cephaly; severe mental retardation with seizures; brain
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atrophy at neuroradiologic examinations; a mildly ab-
normal face, especially containing the minor anomalies
listed above; and, facultatively, although as especially
strong criteria, cleft lip and palate, the Ebstein heart
anomaly and cardiomyopathy.
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Versdo em portugués do artigo 1: "Terminal deletion, del(1)(p36.3), detected through

screening for terminal deletions in patients with unclassified malformation syndromes".
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Resumo

Descrevemos uma paciente de 4 anos de idade com uma delegdo 1p36.3-pter. Os
achados clinicos incluem anomalias menores de face e membros, persisténcia do ducto
arterioso, anomalia cardiaca de Ebstein e atrofia de cérebro com convulsdes. A analise
cromossomica pelo método de bandeamento GTG revelou um resultado (46,00 normal.
Subsequente analise pelo método de hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH)
utilizando-se sondas distais para o cromossomo 1, demonstrou a presenga de uma
dele¢do 1p36.3-pter. A investigacdo molecular com marcadores de DNA microsatelitados
demonstrou hemizigosidade de trés loci em 1p36.3 com perda do alelo paterno. A delecido
1p36.3 & dificil de se identificar apenas pelo método de bandas convencionais. Além disto,
nosso paciente € o terceiro caso relatado com uma del(1)(p36.3) que foi detectado
apenas apos uma analise citogenética mais detalhada. Em todos os trés casos a delecdo
fol detectada através de um screening de pacientes com sindromes de anomalias
congénitas multiplasf/retardo mental compativeis com aberracbes cromossdmicas
autossOmicas. Estas sindromes sugerem investigacdes para delecbes submicroscopicas
subteloméricas através de FISH e analise de DNA com marcadores microsatelitados.
Com base nestas observagdes recomendamos que o método de FISH utilizando sondas
teloméricas de 1p seja utilizado como teste de rotina em pacientes com similar fendtipo
facial, retardo mental severo e convulsdes, e uma malformacéo cardiaca, particularmente

a anomalia de Ebstein.

Palavras chaves: delecdo cromossémica 1p; hibridizacao in situ por fluorescéncia (FISH);

delecdo submicroscopica.
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Introducgéo

A delegao terminal do cromossomo 1p, especiaimente do segmento 1p36.3-1pter,
& de dificil detecgdo através do caridtipo por bandeamento. Os primeiros casos publicados
de delecéo 1p36, sem determinagdo de subbandas, referem pacientes nos quais as
aberracbes cromossbmicas foram detectadas devido a translocacdes desbalanceadas
[Gray et al., 1972; Hain et al, 1980; Steele et al.,, 1984; Yunis et al., 1981]. A maioria
destas envolvendo cromossomos acrocéntricos, levando a um complemento
cromossdmico com 45 cromossomos. Qutros casos envolvendo o ponto de quebra em
1p36.3 foram detectados através de rearranjos cromossodmicos mais complexos [Reish et
al., 1995] ou através de marcadores de 1p [Blennow et al., 1996]. Um estudo recente
relata 14 casos de delecdo 1p36.3-1pter que foram detectados através da analise de
cromossomos prometafasicos e metafasicos [Shapira et al., 1997]. Por outro lado, outras
duas delegbes foram detectadas apenas através de um screening molecular para
delecbes distais em uma série de pacientes com sindromes de anomalias congénitas
multiplas/retardo mental (MCA/MR) [Girardeau et al, 1997, Kearney et al., 1998]
Descrevemos uma observacgao similar. Uma delecdo terminal 1p detectada através de um
screening de pacientes com sindromes MCA/MR ndo classificadas, e exame de caribtipo

com bandas com resultado normal.
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Caso clinico

FM, 4 anos de idade, foi produto de quarta gestacdo de mae e pai saudaveis , com
38 anos e 37 anos, respectivamente. O pedigree da familia n&o apresenta consideracdes
importantes, sem relato de consanguinidade. A duragdo da gestacdo, sexo e peso ao
nascer do produto das outras gestacdes foram os seguintes: primeira com 42 semanas,
feminino, 2,700 g; segunda com 41 3/7 semanas, masculino, 3,000 g. A terceira gestacao
foi interrompida por um aborto expontaneo. A gestacdo da paciente foi marcada por
infecgdo no trato respiratério a 3,6 e 8 semanas. Movimentos fetais foram notados com
cerca de 16 semanas e caracterizados como ativo. A mée trabalhava como dona de casa
durante a gestacao. Nao foi realizado exame cromossdmico pré-natal (devido a idade
materna avancgada). Parto normal, apresentacéo cefdlica ocorreu a 41 semanas de

gestacdo. Placenta e liquido amnidtico foram descritos como normais.

Peso ao nascimento foi de 2,650 g (-3 DP), comprimento foi de 48 cm (10th-25th
centil). Hinotonia muscular, atraso de desenvolvimento motor e retardo mental foram
observados desde o inicio. O primeiro evento de convulséo foi observado aos 2 meses
de idade e um tratamento anti epilepsia foi iniciado apds repetidas convulsbes; depois
disso, nenhuma convulsdo ocorreu sob terapia; entretanto, pequenos eventos de epilepsia
continuaram a ocorrer a freqientes intervalos. O exame cardiaco mostrou anomalia de
Ebstein e persisténcia do ducto arterioso. Foi realizada cirurgia cardiaca aos 2 meses de

idade.

Aos 3 anos e 9 meses as seguintes medidas foram obtidas: peso de 15 kg (10th-
25th centil), altura de 98 cm (10th centil), perimetro cefdlico de 47 cm (-2.1 DP),

comprimento total da méo de 10 cm (-2.3 DP), comprimento do dedo médio de 4 cm (-2.8
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DP), comprimento total do pé de 13 cm ( -2.4 DP), comprimento da orelha de 4.8 cm;

distancia intercantal interna ou externa dos olhos (7.5¢cm) dentro dos percentis.

Aos 4 anos de idade e 1 més (Fig. 1a, b), os seguintes achados foram observados.
Cranio braquicéfalo, lembrando o formato usualmente observado quando o bebé nasce
em posicado pélvica, ainda que o parto ndo tenha se dado nessa posigdo. Outros achados
anormais: assimetria de face, fronte proeminente com alta linha do cabelo frontal, sinofre,
fissuras palpebrais para baixo, epicanto, nariz largo e curto com abas invertidas, filtro
longo e achatado, labios finos, boca pequena com cantos invertidos para baixo, processos
palatinos laterais proeminentes, orelha direita mais larga do que a esquerda com rotagao
posterior, assimetria do térax com lado esquerdo menor do que o direito, cicatriz de
cirurgia cardiovascular, sifose toracica devido a hipotonia muscular, genitalia feminina
normal, maos pequenas com prega palmar transversa de transicdo do lado direito,
campodactilia de ambos 5° dedos com encurtamento da falange mediana e apenas uma
flex&o da dobra do lado direito; pés pequenos com metatarsos curtos do segundo dedo
com falange terminal e unhas largas. A pacienie nao fala e foi completamente dependente

de fraldas.

Investigagbes complementares

A imagem de ressonancia magnética do cérebro mostrou atrofia cerebral com
alargamento dos ventriculos e espacos subaracnoidais, mas sem anormalidades.
Radiografia da coluna vertebral lombar e sacral, e pélvis foram normais. M&os com ossos
normais mas atraso severo de idade dssea de carpos (9 meses) e falanges (12 meses)

na idade cronoldgica de 24 meses.
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Métodos & resultados

Investigagdo citogenética e FISH

A analise cromossdmica de cultura de linfocitos através de bandeamento GTG
(realizada em outro laboratério; 400-600 nivel de resolucdo), ndo mostrou alteragdo
cromossdmica numérica ou estrutural. Este resultado foi confirmado em nosso laboratério

pela inspecao de trés metafases.

Devido ao padréo de dismorfias da paciente (particularmente a combinacdo de
microcefalia, convulsbes, retardo mental severo, defeito cardiaco e anomalias menores de
face e membros) , compativeis com uma aberracao cromossdmica autossdbmica, esta foi
incluida em um estudo utilizando-se o método de hibridizacdo in situ por fluorescéncia
(FISH). O objetivo do estudo foi a deteccdo de aberracSes cromossdmicas estruturais
submicroscépicas. O screening foi realizado utilizando-se sondas de DNA teloméricas e
subteloméricas para todos os cromossomos, com excegdo do braco curto dos
Cromossomos acrocéntricos, portanto, um total de 41 sondas de DNA. Os clones de DNA
especificos (teldmeros) de cosmideos, P1 e PAC, foram obtidos do MRC ( Medical
Research Council, Oxford, UK) e ATCC (Rockville, Md.). O DNA purificado dos clones foi
marcado com biotina 16-dUTP (Boehringer, Mannheim, Germany) ou digoxigenina-11-
dUTP (Boehringer, Mannheim) por nick translation. As sondas de DNA foram aplicadas
conforme protocolo padréo (Oncor Inc., Gaithersburg, Md.). Avidina FITC e rodamina
antidigoxigenina foram utilizados para detectar as sondas marcadas com biotina e
digoxigenina, respectivamente. A analise de FISH foi realizada em um microscépio de
fluorescéncia Zeiss Axioplan. As imagens foram capturadas por uma camera CCD
KAF 1400 (Photometrics, Tucson, Ariz., U.S.A.), controlada com um soffware de imagem

Smart Capture (Vysis, Inc., Downers Grove, Ill.).
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A investigacdo das metéfases pelo método de FISH com a sonda D172, que
mapeia a regido 1p36, mostrou apenas um sinal em um dos cromossomos 1 da paciente
(Fig. 2). Este achado fqi também confirmado pela realizacdo de FISH em interfases, onde
apenas um sinal pode ser detectado em cada interfase. A analise por FISH no foi

realizada nos pais devido a pobre qualidade das amostras.

Infelizmente, néo foi possivel obter-se uma segunda amostra de sangue da
paciente e dos seus pais. Sendo assim, a investigacéo de uma possivel translocacéo
desbalanceada, familiar ou de novo, levando a uma duplicac@o-delecéo, foi realizada
examinado-se todas as regifes teloméricas e subteloméricas dos outros cromossomos.
Sondas de DNA da regido subtelomeérica de todos os outros cromossomos (com excecdo
do brago curto dos cromossomos acrocéntricos) mostraram dois sinais normais nos dois
cromossomos homologos na posicéo apropriada. A hibridizac&o com sonda de DNA de
"todos os teldmeros humanos" (Oncor) mostrou sinais nos teldmeros de ambos
homoélogos em todos os cromossomos, incluindo sinais em ambos os cromossomos 1 da
paciente. Desta maneira, concluimos que uma delecdo de novo tinha presumivelmente

ocorrido nos cromossomos da paciente e que fol responsavel pelo seu fendtipo anormal.

Considerando o resultado anormal do FISH, analisamos novamente 3 metafases
coradas pelo método GTG e mesmo assim ndo detectamos a delecdo 1p. Laminas
adicionais de células estocadas em fixador foram preparadas. Os cromossomos 1 de 6
metafases foram analisados em teste cego, com um igual niumero de metéfases controles.
O investigador corretamente distinguiu entre os cromossomos dos casos e controles: 5/6
caribtipos parciais do paciente e 6/6 do controle, e falhou na detec¢éo da delecéo de 1/6
caridtipos do paciente. Entretanto, esta identificac&o foi feita com o conhecimento prévio

da existéncia da delegéo distal 1p, e muito provavelmente a dele¢do nao teria sido
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detectada sem a atencgdo especifica dada ao cromossomo 1 durante a re-investigacdo

das bandas GTG.

Investigagdo molecular

Amostras de DNA da paciente e de seus pais foram investigadas com marcadores
microsatelitados mapeando a regido 1pter-1p36.
Meétodos: O DNA gendmico foi extraido de células de sangue periférico utilizando-se
técnica padréo para extracdo de DNA. Marcadores microsatelitados especificos para a
regido deletada foram testados. Todos os primers foram obtidos de Research Genetics,
Huntsville, AL, U.S.A. Entre 200 e 500 ng de DNA foram amplificados em um volume tfotal
de 25 ul. A Reacdo em cadeia da polimerase foi realizada com 35 ciclos de 30 segundos
a 94°C, 45 segundos a 55° -60°C para anelamento dos primers, e 1 min durante 20
segundos a 72°C para extensdo. Os produtos das reacdes foram misturados em igual
volume de tampao de uréia (42% uréia, 0,1% xileno cianol, 0,1% azul de bromfenol, 0,1%
0,5M EDTA) e separados em gel 0.4 mm, 6% poliacrilamida/50% uréia. A visualizagdo foi

feita por coloracéo de prata.

Os resultados da analise de marcadores microsatelitados sdo apresentados na
Tabela | e na Fig. 3. Os marcadores informativos D15243, D18468 e D1S52145 mostraram
auséncia do alelo paterno, indicando uma delecéo do homélogo paterno; os marcadores
D18214 e D1S548 ndo foram informativos para a dele¢go, e o marcador D1S508 foi
informativo para heranga biparental. Sendo assim, a delecdo de 1p36.3-1pter foi
confirmada e mostrou o envolvimento do homologo paterno. O ponto de quebra foi

determinado dentro de um intervalo de 5.5-cM entre os marcadores D152145 e D15508.
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Discusséo

Flint et al. [1995] relataram o primeiro estudo no qual uma série de pacientes com
fendtipo normal ou quase normal mas com retardo mental foram investigados por
delecbes submicroscopicas subteloméricas. Os pacientes apresentavam um caridtipo de
bandas GTG normal, e foram investigados com marcadores de DNA da regido dos
telomeros. Em um total de 99 pacientes, trés delecbes foram detectadas, duas das quais

no cromossomo 22qter, e uma no cromossomo 13gter.

Giraudeau et al. [1997] ao investigarem uma série de pacientes com retardo
mental, relataram uma paciente com dele¢do 1p36.3. Primeiramente foi feita uma

investigacdo com sondas polimorficas hipervariaveis e em seguida analise por FISH.

O paciente relatado no presente trabalho € o terceiro com uma delegdo 1p36.3. A
delecédo 1p36.3 é muito dificil de ser detectada, pelo menos através do método de bandas
GTG. Isto se deve ao fato de que a delegdo envolve uma regido distal do cromossomo

que ndo & intensamente corada através de bandeamento GTG.

Qs primeiros pacientes relatados com uma delecdo distal 1p apresentavam
aberragbes mais complexas e por isso mais facil de serem detectéveis [Blennow et al.,
1996; Gray et al., 1972; Hain et al., 1980; Reisch et al., 1995; Steele et al., 1984; Yunis et
al.,, 1981]. Apenas recentemente foi relatado uma série de pacientes com delecges de
novo que foram detectadas em preparagdes cromossdmicas de boa quaiidade em um
laboratério de citogenética de rotina [Shapira et al., 1997]. As delegbes foram
molecularmente definidas, e cerca da metade, eram ainda menores do que a descrita no

presente trabalho. Um recente estudo molecular em 19 pacientes encontrou uma
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correlac&o entre o tamanho da delecdo e a severidade da alteracdo fenotipica, permitindo

a defini¢do de regides criticas [Shapira et al., 1998].

Retrospectivamente, provavelmente ndo teria sido possivel detectar a dele¢éo do
cromossomo 1p em nosso paciente através das bandas GTG. A re-analise de cariotipos
em outros dois casos relatados também levam a mesma conclusdo [Girardeau et al.,

1997; Kearney et al., 1998].

Os resultados da nossa investigacdo e de outros dois estudos prévios [Flint et al,,
1995, Girardeau et al., 1997; Knight et al., 1997) mostram que a investigacdo de delecdes
subtelomericas é importante em pacientes com retardo mental , com ou sem sindromes
de malformacdes associadas. E ainda, que a regido ‘pter deve ser investigada
prioritariamente por duas razdes: primeiramente devido a dificuldade em determinar-se
claramente delecdes 1pter pelo método de bandeamento GTG. Em seguida, devido ao
padrdo de anomalias relativamente ndo especificas associadas ao fendtipo dos casos

com dele¢bes 1p, as quais tornam dificil o reconhecimento destes pacientes clinicamente.

Como mencionamos anteriormente, a clinica da delecao 1p36.3-pter, ndo &
altamente especifica. Shapira et al [1997] compararam os achados clinicos de 14 casos
com observacgdes prévias de outros 5 casos. As caracteristicas presentes em pelo menos
50% destes pacientes, bem como em outros 4 pacientes relatados [ Blennow et al., 1996,
Faivre et al., 1998, Giraudeau et al., 1997; Kearney et al., 1998], incluem retardo mental e
de crescimento, convulsbes, disturbios de comportamento, visdo prejudicada, fontanela
anterior larga, orelhas com implantacdc baixa e assimeétricas, olhos profundos, ponte
nasal baixa, queixo pontudo e clinodactilia do quinto dedo. Achados menos freqlentes,

mas mais especificos, incluem cardiomiopatia e labio e palato fendidos. Estes ultimos séo
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mais frequentes em aberragbes cromossdmicas envolvendo autossomos, enquanto o0s
achados descritos previamente s8o mais raros. Além disso, a anomalia cardiaca de
Ebstein presente em nosso paciente mas em geral um achado muito raro, foi observado
em um segundo caso com delegdo 1p36.3, detectado pré-natalmente [Faivre et al., 1998].
Pacientes com duplo segmento aneupléide devido a segregacdo desbalanceada de uma
transiocacéo familiar ou devido a uma alterag8o cromossomica de novo mais complexa
foram excluidos. Isso devido ao fato de que na maioria se desconhecer o impacto de uma
alteracgdo autossOmica concomitante para o fendtipo [Blennow et al., 1996; Giraudeau et

al., 1997; Shapira et al., 1997].

Com base nos dados apresentados, recomendamos que uma investigacéo
especifica para delecdo 1p36.3 deva ser considerada em pacientes com os seguintes
achados clinicos (mas ndo necessariamente com padrdo completo). retardo de
crescimento, microcefalia, retardo mental severo com convulsdes, atrofia do cérebro no
exame neuroradioldgico; uma face moderadamente anormal; e, facultativamente, embora

como um forte critério, labios e palato fendidos, anomalia de Ebstein e cardiomiopatia.
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As Figuras e a Tabela fordo publicadas na versdo do artigo em inglés (paginas 41 a 45)

Fig.1 Paciente aos 4 anos de idade (a,b). Observa-se testa proeminente, sinofre,

epicanto, nariz curto, largo e achatado e cantos da boca para baixo. (pagina 42).

Fig.2 FISH com a sonda D122 da regido 1p36.3 e sonda tel1q da regi&o 1gd4-gter em
uma metafase da paciente. Ambos homoélogos mostram um sinal (vermelho) enquanto o
sinal de 1p36.3 (verde) esta presente apenas em um (cromossomo com a delecéo) dos

homodlogos. (pagina 43).

Fig. 3 Resultado da analise de DNA com marcadores microsatelitados na paciente e nos

seus pais. Marcador D15468 mostra auséncia do alelo paterno. (pagina 44).

Tabela | Resultado da investigacdo de DNA com marcadores para a regido do

cromossomo 1p36.1-1pter na paciente e nos seus pais. (pagina 44).



61

Artigo 2 “ Submicroscopic terminal deletions and duplications in patients with unclassified

malformation syndromes”. Para ser submetido no American Journal of Medical Genetics.
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Summary

It has recently been shown that unbalanced submicroscopic subtelomeric
chromosomal rearrangements may be a significant cause of unexplained moderate to
severe mental retardation with and without phenotypic abnormalities. For the purpose to
elucidate in which group of patients and with which technique such examinations would be
most beneficial, we investigated 102 patients with mental retardation combined with a
pattern of dysmorphic features with or without major malformations and growth retardation
in whom conventional GTG-banded chromosome analysis had shown a normal karyotype.
Using fluorescence in situ hybridisation (FISH) with probes mapping to 41 subtelomeric
regions, we found 2 aberrations which, following further family investigations, had to be
considered as variants with no influence on the phenotype. The significant aberrations
included 1 de novo deletion (1p) and 2 de novo duplications (8p, 9p). We conclude that:
depending on the selection criteria, investigation of patients with unexplained mental
retardation and a pattern of minor anomalies will show submicroscopic unbalanced
rearrangements which explain the phenotype in 3-8 percent, that the percentage of
aberrations will be much higher if there is more than one affected member in a family, and
that FISH examinations are superior to molecular marker analysis because they are able
to detect duplications as well as deletions and the combination of the latter. Such
examinations should be included into the diagnostic workup of patients with unexplained
mental retardation and physical abnormalities if a careful banded chromosome
examination yields a normal result and a through clinical examination does not lead to an

ethiologic genetic classification.
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Key words: terminal deletions,; terminal duplications, subtle/submicroscopic chromosome
abnormalities; fluorescence in situ hybridization (FISH);, unclassified malformations

syndromes

Introduction

Two types of observations gave some evidence that there might exist subterminal
submicroscopic deletions affecting the phenotype in a more or less specific way. One is
that patients with two classical patterns of minor and major anomalies and developmental
delay in some instances did not show the expected deletion: a 4p16.3 deletion in Pitt-
Rogers-Danks or Wolf-Hirschhorn syndrome (See e.g. Herens et al., 1997) and a 17p13.3
deletion in Miller-Dieker syndrome or lissencephaly and multiple minor anomalies. In these
cases with normal banded karyotypes, fluorescence in situ hybridisation (FISH) studies
usually allow to demonstrate a submicroscopic deletion. The other observation stems from
patients with variable patterns of mostly only minor anomalies and developmental delay
who carried an unbalanced chromosome rearrangement (mostly an unbalanced
translocation) with a tiny terminal deletion or duplication which was detected only because
it occurred in the context of a more complex. The most characteristic example for the latter
is terminal deletions of 1p which initially were detected almost exclusively in cases with

more complex aberrations (see Riegel et al. 1999).

Flint et al. (1995) were the first to examine a series of 99 patients with mental
retardation of unknown cause with a set of subtelomeric probes. Using microsatellite
markers mapping to 28 subtelomeric regions, the authors detected 3 aberrations; they
concluded an incidence of 6 % of submicroscopic aberrations, deletions and duplications,

familial and de novo if probes from 41 subtelomeric regions (all human chromosome arms
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except for the short arms of the acrocentrics) would be applied for such investigations.
indeed, two further studies, one (Slavotinek et al. 1999) using microsatellite markers, the
other (Knight et al. 1999) using FISH probes, found incidences of submicroscopic
subtelomeric rearrangements of 7.5 and 7.4/0.5 percent, respectively in 27 and
466(284/182) patients, respectively (the two numbers in the latter study refer to patients
with moderate to severe versus mild developmental delay). In the latter study, almost half
of the aberrations were due to a parental balanced rearrangement, and it has been shown
that the incidence of such hidden aberrations is higher if the studies are confined to
instances of two family members with developmental delay and a pattern of anomalies

compatible with an unbalanced chromosome aberration.

The high incidences of aberrations detected gives evidence that submicroscopic
unbaianced chromosome aberrations involving the chromosomes ends are a major cause
of malformation syndromes and unclassified and etiologically unclear syndromic or non-
syndromic mental handicap. More recently, sets of probes both for microsatellite
examinations (Flint et al, 1995; Rosenberg et al., 1997) and fluorescence in situ
hybridization (FISH) (NIH & IMMC, 1996; Knight et al., 1997) became available with the
purpose to test such patients who have the clinical phenotype of a chromosome
aberration, but their conventional banded karyotype is normal. it has been argued (Knight
et al. 1999) that it should become the standard of care {o test patients with unexplained

mental retardation with or without pattemn of anomalies with such molecular markers.

We here report the results of examinations with subtelomeric FISH probes in 102
probands with developmental delay and dysmorphic patterns performed with the purpose

to ascertain the rate and nature of aberrations found at such an examination.
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Methods
Clinical evaluation of the patients

Files from the genetic and dysmorphologic clinics were studied from patients with
unrecognized patterns of minor and major anomalies and developmental delay in whom
cytogenetic examination had revealed a normal banded karyotype. All patients had already
been dysmorphologically investigated. Criteria to include a patient into the study were
developmental delay of at least mild to moderate degree and a pattern of at least 5 distinct
dysmorphic features. Most patients in addition had pre- and/or posinatal growth
retardation, and many had major organ malformations; however, presence of one or both
of these two criteria was not required/ as a mandatory finding. The families of these
patients were invited to a consultation during which a further clinical examination was
performed with the purpose to rule out a recognizable syndrome, and the study was
explained to the parents If the family consented to the examination, heparinized and EDTA
blood was obtained from the proband and both parents.

105 probands were included into the study, but three were excluded thereafter.
Cytogenetic and FISH investigations

Metaphase chromosome spreads were obtained from PHA stimulated lymphocyte
cultures from the patient and both parents by standard methods. GTG banded
chromosome preparations were examined. A FISH protocol using a complete set of
probes, most at known distance of 100-300 Kb from the end of each chromosome arm,
was applied. This permitted the evaluation of 41 telomeric regions, excluding the short

arms of the acrocentric chromosomes and, in male patients, the long arm of the Y. Purified
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DNA from clones (Medical Research Council, Oxford, UK) was labelled with either biotin-
16-dUTP (Bio Nick Labelling System; Gibco BRL, Life Technologies, Gaithersburg MD,
U.S.A) or digoxigenin-11-dUTP (Boehringer, Mannheim, Germany). Fluorescein
isothiocyanate conju’gated avidin and rhodamine conjugated antidigoxigenin (Vector
Laboratories, Burlingame CA, U.S.A.) were used to detect biotin and digoxigenin labelled
probes, respectively. Slides were mounted in an antifade solution (Vectashield, Vector

Laboratories, Burlingame CA) and counterstained with DAPL

All the probes from the subtelomeric-specific clones were tested in control samples
before they were used in the samples from the patients. At least 15 metaphase cells were
examined for each hybridization. The hybridised metaphases were examined with a Zeiss
Axioplan epifluorescence microscope. FISH images were recorded by a CCD camera
(Photometrics, Tucsen, AZ, U.S.A). Imaging software (Vysis, Inc, Downers Grove, IL.,
U.8.A) was also used to convert the DAPI image into G banded metaphases for the

identification of the chromosomes.

After having obtained an abnormal FISH result, we performed the FISH experiment
again with samples from the patient and her/his parents with the specific probes with which
the abnormal results were obtained. In all of these cases could the abnormal result in the
patient be confirmed, and it could be determined whether the aberration had resulted from

a familial rearrangement or it had occurred de novo.

Molecular analysis

White blood cell DNA was extracted by standard procedures from whole blood

samples of the probands and their parents. Analysis of parental origin of the



68

rearrangements was carried out using microsatellite primers purchased from Research
Genetics, Huntsville, AL, U.S.A. Between 200 and 500 ng of DNA were amplified in a total
volume of 25 ul. The microsatellite markers were used in polymerase chain reactions
(PCR) consisting of 35 cycles of: denaturation for 30 sec at 94°C, 45 sec at 55°C to 60°C
for primer annealing and primer extension at 72°C for 1 min. The PCR products were
mixed with an equal volume of urea loading buffer (42% urea, 0.1% xylene cyanol, 0.1%
bromphenol blue, 0.1% 0.5M EDTA) and separated on 6% polyacrylamide/50% urea gel.

Visualization was done by silver staining.

Resuits

General

Chromosome analysis from blood lymphocyte culture preparations from the 105
had revealed normal karyotypes by G-banding at least once prior 10 a re-examination at/or
referral to this study. In two of the patients in whom the initial interpretation of the
karyotype was normal, we found an de novo interstitial deletion at re-examination: one
del(7)(q34) and one del(8)(p11.2-p21). In a third patient a balanced 4q;13q translocation
transmitted from the healthy mother was newly detected. These 3 patients were excluded
from further investigations, and hence the final number of probands was 102. Two patients
could not be investigated with the complete set of probes because there was not enough
material available for examination. Submicroscopic terminal rearrangements were
identified in six of the individuals with unclassified malformation syndromes. Three of them
at subsequent parental examination turned out to be variants without phenotypic effect.
Three patients had de novo rearrangements including one deletion and two duplications

(Table 1).
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Specific
1. Aberrations with phenotypic effects
1.1. Deletions de novo

Case 1, deletion of 1p36.3: Data were already published (Riegel et al., 1999).

1.2. Duplications de novo

Case 2, duplication of 8p23.3: Girl born after 38 weeks gestation weighing 3.08kg,
length 49cm. Cardiac defect, developmental delay (sits at 15 months, walks at 4 years)
and behaviour disorder, especially autoaggressivity. At examinations at 7 months and 4
vears of age, length/height, weight and OFC were below the 3rd percentile. Clinical
features included narrow prominent forehead, deep-set eyes, upslanting palpebral
fissures, long nasal septum, delayed dentition, small and prominent ears, umbilical hemia,
sacral dimple, narrow fingers with hypoplastic terminal phalanges, small feet with broad
halluces and hypoplastic nails and epilepy controlled by treatment after repeated seizures.
FISH analysis with a subtelomeric 8p probe showed either a distinctly broader signal or
two separate signals in all analysed metaphases (Fig. 1) as well as, in all interphase
nuclei. FISH analysis in both parents revealed signals of usual sizes and intensities. The
results were confirmed in the patient in a fibroblast culture. Investigation of the family with
more than one dozen microsatellite markers mapping to 8p23 did not detect an informative
constellation to define parental origin. Thus, an interchromatid exchange resulting in a

small terminal duplication was assumed.

Case 3, duplication of 9p24.3: 4 year-old girl born at term of a normal pregnancy,
birthweight 3.2kg, length 45cm. Physical examination disclosed psychomotor retardation:

sits with 12 months, starts walking at 17 months of age. Hypertelorism, upslanting
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palpebral fissures, long eylashes, broad nasal bridge, divergent squint. FISH with the
subtelomeric 9p probe showed a distinctly broader signal or two separate signals in all 15
analysed metaphases (Fig. 2) and in interphase nuclei. Both parents showed normal
signals. It was not possible to obtain a skin biopsy to analyse fibroblasts. Investigation of
the family with more than 1 dozen microsatellite markers mapping to 8p24 failed to detect
a constellation of results informative of the parental origin. Thus, an interchromatid

exchange resulting in a small terminal duplication was assumed.

2. Familial duplications and deletions without phenotypic effect

Case 4, deletion of a segment of Xp22.33 in a 2 1/2 year-old girl. Uneveniful
pregnancy of 38 weeks, birthweight 3.2kg, length 48cm. Delayed development, muscular
hypotonia, but normal growth. High forehead, inner epicanthic folds, strabismus,
clinodactyly of little fingers; perimembranous ventricular septal defect. FISH examination
with the Xp subtelomeric probe disclosed a signal on one of the X chromosomes only. The
child's mother showed the same finding. These resulls were confirmed in interphase cells,
where only one signal could be detected. The absence of one signal probable is due to a
length polymorphism since the Xp/Yp clone used for the investigation of these patients

detects length polymorphisms.

Case 5 and her brother (case 6), duplication or triplication of a segment within
3g29. The proband is a 6 year-old girl, her brother aged 2 months at examination. Both
showed microcephaly, downslanting palpebral fissures, cleft palate and cleft lip, and
moderate MR. The girl also had a low and narrow forehead, prominent and dysmorphic
ears and tetralogy of Fallot. The boy, in addition, had a right inguinal hernia and right

cryptorchidism, a left dysplastic ear, right renal agenesis, hypoplastic finger and toenails
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and a convergent squint. The FISH examination of both sibs with the subterminal 3q probe
showed a distinctly broader signals on the long arm of the chromosome 3. The mother and
the healthy sister showed the same FISH pattern as in the 2 affected sibs. Interphase

FISH analysis confirmed the results.

Microsatellite markers mapping to the presumably terminal deleted or duplicated
regions were used in order to determine the parental origin of the affected chromosome in
cases 1,2,3 and to further investigated the subtelomeric polymorphisms (cases 4,5 and 6).
The results of microsatellite marker analysis from the case 1 [del(1)(p36.3-pter)] showed
hemizygosity at three loci at 1p36.3 with loss of the paternal allele. More than a dozen
microsatellite markers were tested to investigated the origin of the duplications in cases 2
(dup8pter) and 3 (dup9pter). The markers were not informative for duplication on both
cases. The subtelomeric polymorphisms of cases 4 [del(X)(pter)], 5 [dup(3)(g29)] and 6
[dup(3)(a29)] were not confirmed through the microsatellite marker analysis. No one of the

dozen markers used was informative.

Discussion

It was obvious since the introduction of chromosome banding that conventional
cytogenetics will miss many subtle chromosome aberrations, especially those localised
close to the telomeres. Evidence for this was, e.g., that with improvement of banding, e.g.
prometaphase banding, the number of small deletions and duplications increased
markedly. On the other hand, there were cases of clinically well-known malformation
syndromes due to autosomal deletions in whom banded chromosome examination failed
to detect the expected deletion, e.g. in 4p- (Wolf-Hirschhorn) syndrome. Furthermore,

terminal small deletions with a relatively non-specific phenotype were picked up through
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more complex aberrations, mostly translocations. A good example is the terminal p
deletion: the first half dozen cases were detected only through more complex
rearrangements (Blennow et al., 1996; Gray et al., 1972; Hain et al., 1980; Reisch et al,,
1995; Steele et al., 1984; Yunis et al., 1981). Only recently was a series of patients with
simple de novo deletions described who were detected through good quality chromosome
preparations in the routine cytogenetic laboratory (Shapira et al., 1997). Another example
is Miller-Dieker syndrome due to a 17p13.3 deletion: the first (familial) cases were
detected through unbalanced translocations. Only knowing the clinical phenotype, some
aberrations could be detected through specific attention to the 17p segment, but other

could not.

With the aim of {estmg the hypothesis that submicroscopic subterminal
rearrangements with unspecific phenotype, mostly mental retardation, should exist, Flint et
al. (1995) investigated a series of patients with unexplained mental retardation and normal
banded karyotypes for submicroscopic subtelomeric deletions using VNTR polymorphism
analysis. In a total of 99 patients, three deletions were detected, two of which involving
22qter and one 13qter. Since these authors tested only half of all telomeres, they
estimated that as much as 6% of unexplained mental retardation might be caused by

cryptic telomeric rearrangements.

After the investigation of Flint et al., two further series of patients investigated in a
similar way were reported. Slavotinek et al. (1999) examinated 27 patients with
microsatellite markers from 41 chromosome ends. They found 2 aberrations. Knight et al
(1999) reported the results of investigations in 466 children with unexplained mental
retardation using FISH with sub-telomeric probes. The authors found that subtle

chromosomal abnormalities occur with a frequency of 7.4% in children with moderate to
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severe mental retardation and 0.5% in children with mild retardation. The abnormalities
have an estimated population prevalence of 2.1 per 10,000 and were familial in almost half

of the cases.

Prompted by the findings by Flint et al. (1995) and the later series, recently several
single case reports of patients were reported whose karyotypes by conventional
cytogenetics were considered to be normal, but in whom testing for submicroscopic
subterminal rearrangements revealed a cryptic subtelomeric rearrangements which cause
their phenotypes (Ghaffari et al., 1998; Carclina e al., 1999; Elliot et al., 1999; Joyce et al,,
1999; Riegel et al., 1999). Furthermore, a number of families were reported in whom at
least 2 members were affected with a MCA/MR syndrome due to unbalanced transmission
of a submicroscopic familial reciprocal translocation which was detected through telomeric
FISH or microsatellite marker screening (see Kleefstra et al. 2000). Just recently it was
proposed o extent such a search to the entire genome using 400 microsatellites in
selected cases where no subtelomeric anomaly is found, and indeed a recent series found

2 aberrations among 11 polymalformed children (Rosenberg et al. 2000).

The aim of the present investigation was to find out the incidence of subterminal
submicroscopic rearrangements in patients with unexplained mental retardation who in
addition showed further findings characteristic for visible chromosome aberrations, namely

patterns of dysmorphic findings, malformations and growth retardation.

In a serie of initially 105 patients, 41 probes were applied. The patients who already
had a previous chromosome examination with a normal resuilt were all re-investigated. No
unbalanced terminal rearrangement was found at these examinations, but two small

interstitial deletions which had escaped the previous examinations were detected, and



these 2 patients were excluded from the series. In addition, one maternally inherited
balanced 4,13 translocation was newly detected. Therefore, this patient was excluded from
the series as well. Furthermore, patients with the clinical suspicion of a terminal deletion
which could not be found at conventional banded examinations were also excluded since
in them FISH only with the probes mapping to the segment in question would have been
applied. By this approach, at least 2 terminal deletions were found during the study period,

one involving 5p and the other 18q.

Noteworthy in our series are several points: one is that no familial rearrangement
was found. In fact, however, one family was selected for examination in whom at ieast 2
affected patients with the phenotype of a chromosome aberration showed normal banded
karyotypes. Unfortunately, the family refrained from participation at the point. One year
later, the spouse of the healthy brother of the 2 handicapped siblings gave birth to another
multimalformed newborn, and at this occasion, an investigation with FISH probes of all
telomeres disclosed a balanced 17;19 translocation in the brother and unbalanced
segregation with duplication of terminal 19q and deletion of terminal 17qg in the newborn as
well as, secondarily, in the 2 probands. Would the family have participated, the mother of

the affected newborn could have been offered prenatal diagnosis in this pregnancy.

The second interesting finding is that the series contained two instances of de novo
duplications (of 8pter and 9pter). The observations that in a high proportion of both
metaphase and interphase cells there were 2 signals clearly separated from each other by
a non-fluorescent segment, the confirmation by a second probe in both and in fibroblasts
in one case, and the de novo occurrence make it likely that the phenotype of the patients
is caused by the rearrangement and thus that we are not dealing with a fluoresceing

variant. It is surprising that no other such duplications were reported in the much larger
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series of Knight et al. (1999). The other duplication (of part of 3q29) obviously concerned a
familial variant without phenotypic effects since it was also present in the healthy mother
and sister of the 2 probands. The small total number of “positive” cases could be caused
by the decision of not including patients with suspicion of a specific terminal deletion even
if invisible at conventional banded examination. Since for later practical purposes it would
be superior in such cases to specifically test single telomeres rather than to screen them

all.

The conclusions from the series reported in this investigation can be seen as
follows:
1. Screening of patients with unexplained mental retardation with additional phenotypic
anomalies is an effective way to detect submicroscopic subterminal rearrangements. If the
results are compared to the resulis of other medical genetic tests, e.g. chromosome
examinations in patients with phenotype such as Down syndrome or Turner syndrome,
investigations in couples with repeated spontaneous abortions, testing for the fragile X
mutation etc., the yield of abnormal results, of about 5%, is not lower than in the latter. Itis
especially high in instances with more than one affected family member. For the purpose
of genetic counseling and prevention of recurrence, these familial cases are also by far the
most important group to be screened with subtelomeric probes. in fact, if the phenotype is
classical for a chromosome aberration and the result with subtelomeric probes is negative,
one could consider to extent the study to markers covering the entire genome within useful
distances (see Rosenberg et al, 2000). However, regarding the amount of work and
ressources for each case, strict selection wou!;i be required for such an approach unless

the study could be automatized in the future.
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2. An initial clinical examination of the patient by an experienced clinical geneticist would
save costs since the examination could be performed more specifically, e.g. only with the
probe for 4p16.3 if the patient’'s phenotype resembles Wolf-Hirschhorm or Pitt-Rogers-

Danks syndrome.

3. Application of FISH probes has the advantage over microsatellite markers as it detects
small duplications as well and the disadvantage that it cannot give information about the
parental origin in de novo rearrangements. Since the majority of small duplications arise
by interchromatid exchange, it is mostly the deletions whose origin can be demonstrated

by marker analysis, and the vast majority of most of them are patemal in origin.

4. An yet unanswered question is whether. testing of patients with unexplained mental
retardation with otherwise normal phenotype is as effective as if additional phenotypic
abnormalities and/or growth retardation are present as well. Further studies, using the

same selection criteria, are necessary to answer this question.

5. Finally, the matter arises which method (FISH probes, microsatellites markers or CGH)
is most effective with respect to cost versus vyield. Our series show that all deletions can be
detected by both aforementioned methods while the pure duplications (without reciprocal
deletion) cannot. CGH right now is not sensitive enough, but further technical
developments could potentially increase the sensitivity. If this could be achieved, CGH
would have the great advantage of covering the entire genome and not only the telomeres,

and it could become the method of choice,
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Table 1. Occurrence and origin of the rearrangements by the FISH assay with subtelomeric probes.

case age FISH analysis occurrence parental origin of the
| rearrangement

1 4y 46,XX,del(1)(p36.3)* d.n. paternal

2 4y 46, XX, dup(8){pter) d.n. ni

3 4y 46 XX, dup(9)(pter) d.n. ni

4 2 yBm 46 XX del()(pter) familial maternal

5 6y 46,XX,dup(3)(q29) familial maternal

8 2m 46, XY, dup(3)(g29) familial maternal

*previously reported (Riegel et al., 1999)
d.n. = de novo

ni= results of microsatellite markers were not informative
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Figure 1. FISH with subtelomeric probre 8p23.3 of case 2. The set indicates a distinctly

broader signal on one of the homologues of the patient.



Figure 2. FISH with the subtelomeric 9p (green) and 9q (red) probes of case 3. The set

indicates a distinctly broader signal on one of the chromosomes 9 of the patient.
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Palavras chaves: delegcbes terminais; duplicacbes terminais, anormalidades
cromossomicas submicroscopicas; hibridizagéo in situ por fluorecéncia (FISH); sindromes

de malformagbes ndo classificadas.

Introducéo

Duas importantes observacdes levaram a evidéncia de que deveriam existir
delecdes submicroscopicas afetando o fendtipo de uma maneira mais ou menos
especifica. Uma delas é que pacientes com dois padrdes cléssicos de anomalias malores
e menores e atraso de desenvolvimento, em alguns casos, ndo mostravam a delecéo
esperada. E o caso da delecdo 4p16.3 nas sindromes de Pitt-Rogers-Danks ou Wolf-
Hirschhorn (Herens et al., 1997) e da delecdo 17p13.3 na sindrome de Miller-Dieker (ou
lissencefalia e multiplas anomalias menores). Nestes casos, em que o caridtipo com
bandas era normal, estudos com FISH geralmente demonstravam a existéncia de uma
dele¢do submicroscopica. A outra observacao baseava-se na existéncia de pacientes com
padrées variaveis de anomalias menores e atraso de desenvolvimento, que eram
portadores de alteragcbes cromossOmicas desbalanceadas. A maioria apresentava
translocacdes desbalanceadas com delecdo ou duplicacdo de um segmento muito
pequeno, as quais foram detectadas apenas porque eram decorrentes de um rearranjo
cromossdmico mais complexo. O exemplo mais caracteristico destes casos é a delecéo
terminal do cromossomo 1p, o qual inicialmente era detectada quase que exclusivamente

em casos com aberracdes mais complexas (Riegel et al., 1999).

Flint et al. (1995) foram os primeiros a investigar uma série de pacientes com

retardo mental de causa desconhecida com um conjunto de sondas subteloméricas. A
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utilizacdo de marcadores microsatelitados especificos para 28 regides subteloméricas,
permitiu a detecgdo de 3 alteragbes. Os autores concluiram que com a utililizacdo de 41
sondas subteloméricgs (para todas as extremidades cromossOmicas, com excessdo do
brago curto dos cromossomos acrocéntricos e do brago longo do cromossomos Y), a
incidéncia de alteracbes submicroscopicas, delegbes e duplicagBes (familiares ou de

novo) seria de 6%.

Dois outros estudos encontraram incidéncias de alteracdes subteloméricas de
7,5% (Slavotinek et al., 1999) e 7.4%/0.5% (Knight et al., 1999), em 27 e 466 (284/182)
pacientes, respectivamente. (os dois nameros do dltimo estudo referem-se a pacientes
com atraso de desenvolvimento moderado a severo versus atraso de desenvolvimento
leve). Knight et al (1999), relataram que aproximadamente metade das alterages
encontradas na amostra estudada, eram devido a rearranjos familiares balanceados.
Concluiram também que a proporggo de alteracbes seria maior se as investigacles
fossem limitadas a familias com dois membros afetados apresentando retardo de
desenvolvimento e um padrdo de anomalias compativeis com uma alteragdo

cromossdmica desbalanceada.

A alta incidéncia de alteragbes detectadas evidencia que as alteraccdes
cromossdmicas submicroscépicas envolvendo as extremidades cromossdmicas, sdo uma
causa importante de sindromes de malformacbes e retardo mental ndo classificadas
geneticamente e eticlogicamente nao esclarecidas. Recentemente , um grupo de sondas
de DNA foi desenvolvido para investigacbes em pacientes que apresentam um fenotipo
clinico sugestivo de uma alteracdo cromossbmica, mas que tém um caridtipo com
bandeamento convencional normal. Este grupo de sondas pode ser utilizado tanto pelo

método de analise de marcadores microsatelitados (Flint et al., 1995; Rosenberg et al.,
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1997), como por FISH (NIH & IMMC, 1996; Knight et al.,, 1997). Knight et al (1999)
propdem que seja padronizada a utilizacdo deses marcadores moleculares para a
investigacdo de pacientes com retardo mental de causa desconhecida com ou sem

anomalias menores.

Relatamos neste trabalho os resultados de exames realizados em 102 pacientes
com atraso de desenvolvimento e dismorfias, utilizando-se 0 método de FISH com sondas
subtelomeéricas. Objetivamos determinar a taxa e a origem de alteraces cromossomicas

encontradas neste grupo.
Métodos
Avaliacéo clinica dos pacientes

A selecdo da amostra foi feita primeiramente através de um levantamento das
fichas clinicas (com dados genéticos e de dismorfologia) de pacientes com um padrao de
anomalias maiores e menores e atraso de desenvolvimento, que apresentavam um
caridtipo com bandas com resultado normal. Foram excluidos da amostra aqueles
pacientes que possuiam caridtipo com resultado alterado. Todos os pacientes ja haviam
sido investigados do ponto de vista de malformacéao. Os critérios utilizados para incluir os
pacientes na amostra foram atraso de desenvolvimento de grau leve a moderado e
presenca de pelo menos 5 caracteristicas dismérficas distintas. Além disso, a maioria dos
pacientes apresentava um retardo de crescimento pré efou pés-natal, e muitos
apresentavam malformac¢Ses maiores de orgéos. Entretanto, nenhum destes dultimos
critérios foi considerado como um achado obrigatério. Os familiares destes pacientes

foram convidados para uma consulta durante a qual exames clinicos adicionais foram
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realizados com o intuito de descartar o reconhecimento de uma sindrome genética e a
proposta da investigacéo foi a familia. Se a familia consentisse em prosseguir com as
investigacdes, realizdvamos uma coleta de sangue periférico do paciente e de seus pais.

Foram incluidos neste estudo 105 pacientes, sendo 3 posteriormente excluidos.
Investigagdes citogenéticas e FISH

Cromossomos metafasicos do paciente e de ambos os pais foram obtidos por
cultura de linfocitos através de protocolo padrdo. Preparacbes cromossbmicas com
bandas GTG foram analisadas. O método de FISH foi aplicado utilizando-se um conjunto
de sondas, a maioria com distancias conhecidas entre 100-300 Kb da extremidade de
cada brago cromossomico, permitindo a avaliacao de 41 regides teloméricas. Excluindo-
se o braco curto dos cromossomos acrocéntricos e, em pacientes do sexo masculino, o
braco longo do cromossomo Y. O DNA purificado obtido dos clones (Medical Research
Council, Oxford, UK), foi marcado com biotina-16-dUTP (Bio Nick Labelling System; Gibco
BRL, Life Technologies, Gaithersburg MD, U.S.A) ou digoxigenina-11-dUTP (Boehringer,
Mannheim, Germany). Fluoresceina-avidina conjugado e rodamina-antidigoxigenina
conjugado (Vector Laboratories, Burlingame CA, U.S.A.) foram usados para a detecgao
de sondas marcadas com biotina e digoxigenina, respectivamente. As laminas foram
montadas em solucéo de antifade (Vectashield, Vector Laboratories, Burlingame CA) e

coradas com DAPI.

Todas as sondas subteloméricas-especificas obtidas dos clones foram testadas
em amostras controles antes de serem utilizadas nas amostras de pacientes. Pelo menos
15 células metéafasicas foram examinadas em cada hibridizagdo. As metéfases

hibridizadas foram examinadas em um microscopio de fluorescéncia Zeiss Axioplan. As
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imagens de FISH foram capturadas por uma camera CCD (Photometrics, Tucson, AZ,
U.S.Al). Um software de imagem (Vysis, Inc, Downers Grove, IL.., U.S.A)) foi utilizado para
converter a imagem obtida pela coloragdo com DAPI em bandas G para a identificacéo

dos cromossomaos.

Na obtencao de um resultado anormal por FISH, ou seja, na detecgio de uma
alteracdo cromossomica, realizamos ¢ experimento novamente nas amostras do paciente
e de seus pais. Utilizamos neste experimento a mesma sonda especifica com a qual os
resultados anormais tinham sido obtidos anteriormente. Em itodos estes casos, o
resultado anormal do exame do paciente foi confirmado, tendo sido possivel determinar

se a alteracdo cromossdmica foi resultado de um rearranjo familiar ou ocorreu de novo.
Anélise Molecular

O DNA gendmico foi extraido de células de sangue periférico dos pacientes e de
seus pais, utilizando-se técnica padréo para extracdo de DNA. A analise da origem
parental das alteragbes foi realizada com marcadores microsatelitados (Research
Genetics, Huntsville, AL, U.S.A)). Entre 200 e 500 ng de DNA foram amplificados em um
volume total de 25 ul. Os marcadores microsatelitados foram utilizados em reacdes em
cadeia da polimerase (PCR) com 35 ciclos de: denaturacdo por 30 segundos a 94°C, 45
segundos a 55° -60°C para anelamento dos primers, e 1 min a 72°C para a extensdo. Os
produtos das reacdes foram misturados em igual volume de tampdo (42% uréia, 0,1%
xileno cianol, 0,1% azul de bromfenol, 0,1% 0,5M EDTA) e separados em gel de 0.4 mm,

6% poliacrilamida/50% uréia). A visualizagdo foi feita por coloragdo com prata.
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Resultados

Gerais

A analise cronﬁossc’imica de preparacdes obtidas através de cultura de linfécitos de
105 pacientes, revelou um caridtipo de bandas G normal pelo menos uma vez antes da
reavaliacdo para este estudo. Em dois dos pacientes em que a interpretacdo inicial do
caridtipo havia sido normal, encontramos uma delecdo intersticial de novo (del(7)(g34) e
del(8)(p11.2-p21) quando realizamos o exame de cariétipo pela segunda vez. Em um
terceiro paciente detectamos uma translocacao balanceada (4q;13q) transmitida pela sua
mae. Estes trés pacientes foram excluidos do estudo. Consequentemente, investigamos
um total de 102 pacientes. Em dois destes pacientes ndo foi possivel uma investigacao
citogenética com todas as sondas porque ndo havia material celular suficiente para
analise. Alteracfes terminais submicroscépicas foram identificadas em 6 individuos com
sindromes de malformacéo néo classificadas. Trés destas, apss investigagdo citogenética
dos pais, foram classificadas como variantes sem efeito fenotipico. Trés pacientes tinham

alteracdes cromossdmicas de novo, incluindo uma delecéo e duas duplicagdes (Tabela 1).
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Especificos
1. Alteragdes com efeito fenotipico

Delecses de novo

Caso 1, delecdo do cromossomo 1p36.3: Dados ja publicados (Riegel et al., 1999)

Duplicagdes de novo

Caso 2, duplicacéo do cromossomo 8p23.3: Paciente do sexo feminino nascida apos 38
semanas de gestacdo. Peso 3.08 Kg, comprimento de 49 cm. Defeito cardiaco, atraso de
desenvolvimento (sentou aos 15 meses, andou aos 4 anos de idade) e disturbio de
comportamento, especialmente autoagressividade. Ao exame fisico aos 7 meses e aos 4
anos de idade, comprimento/altura, peso e perimetro cefalico abaixo do terceiro percentil.
Os achados clinicos incluem fronte estreita e proeminente, olhos fundos, fissuras
palpebrais inclinadas para baixo, orificio septo nasal longo, denticdo atrasada, orelhas
pequenas e proerminentes, hérnia umbilical, orificio sacral, dedos estreitos com falanges
terminais hipoplasticas, pes pequenos com halux largos e unhas hipoplasicas e epilepsia
controlada por tratamento apos repetidas convulsdes. A analise por FISH com uma sonda
subtelomérica de 8p mostrou sinais intensos de hibridizagdo ou dois sinais separados nas
cromatides de um dos cromossomos 8, em todas as metafases analisadas (Fig. 1), bem
como, em todos os nlcleos interfasicos. Andlise por FISH das células de seus pais
revelou um padrdo de sinais de tamanho e intensidade normais. Os resultados foram
confirmados em cultura de fibroblastos da paciente. A investigacdo da familia com uma
série de mais de doze marcadores microsatelitados (especificos para a regido 8p23), ndo

detectou uma constelagéo informativa para a origem parental da aiteragdo. Neste caso, a
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ocorréncia de uma troca intercromatidica resultando em uma pequena duplicacéo terminal

foi assumida.

Caso 3,duplicac@o do cromossomo 9p24.3: Paciente do sexo feminino, 4 anos de
idade, nascida a termo de uma gestac8io normal, pesando 3.200 g e medindo 45 cm.
Apresentava retardo psicomotor: tendo sentado aos 12 meses e comegado a caminhar
com 17 meses de idade. Ao exame foi detectado hipertelorismo, fissuras palpebrais
inclinadas para cima, cilios longos, ponte nasal larga e estrabismo. FISH com sonda
subtelomérica de 9p mostrou sinais intensos ou dois sinais separados nas cromatides em
todas as 15 metafases analisadas (Fig. 2) e nucleos interfasicos. Investigacdo por FISH
das células de ambos os pais mostrou sinais normais. N&o foi possivel obter uma bidpsia
de pele da paciente para realizar o exame em fibroblastos. A investigacdo da familia com
uma série de mais de doze marcadores microsatelitados (especificos para a regido 9p24),
nao permitiu destectar uma constelacdo de resultados informativa para a determinacéo da
origem parental da alteracao. Sendo assim, uma troca intercromatidica resultando em

uma pequena duplicacdo terminal foi assumida.

Delegtes e duplicagdes familiares sem efeito fenotipico

Caso 4: delecdo de um segmento de Xp22.33 em uma paciente do sexo feminino
com 2 anos e 6 meses de idade. Produto de gestacdo de 38 semanas, peso ao
nascimento de 3.200 g, comprimento de 48 cm. Afraso de desenvolvimento, hipotonia
muscular mas crescimento normal. Fronte alta, epicanto, estrabismo, clinodactilia dos
pequenos dedos, defeito de septo ventricular perimembranoso. A analise por FISH com a
sonda subelomérica do cromossomo Xp, evidenciou um sinal apenas em um dos

cromossomos X. A analise em células da mae da paciente mostrou 0 mesmo achado.
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Estes resultados foram confirmados em células interfasicas, onde apenas um sinal pode
ser detectado. A auséncia de um dos sinais provavelmente & devido a um polimorfismo de
comprimento nesta regido, ja que o clone Xp/Yp utilizado na investigacdo destes

pacientes detecta polimorfismos de comprimento.

Caso 5 e seu irmao (caso 6), duplicacdo ou triplicagdo de um segmento dentro da
regiao 3g29. Paciente do sexc feminino com 6 anos de idade e seu irm&o com 2 meses
de idade ao exame. Ambos mostravam microcefalia, fissuras palpebrais inclinadas para
baixo, palato e labios fendidos e retardo mental moderado. Além destes achados, o caso
5 também apresentava fronte baixa e estreita, orelhas dismodrficas e proeminentes e
Tetralogia de Fallot. O caso 6 apresentava hérnia inguinal e criptorquidismo a direita,
orelha esquerda dismoérfica, agenesia renal direita, dedos e unhas dos pés hipoplasticos e
estrabismo. A analise por FISH em ambos os irmfos com uma sonda subterminal da
regido 3q mostrou sinais intensos de hibridizacdo no brago longo do cromossomo 3. As
analises por FISH das metéfases da mé&e e da irma normal dos pacientes, mostraram os
mesmos padrbes de hibridizac&o evidenciados no exame dos afetados. FISH em células

interfasicas confirmou os resultados.

Marcadores microsatelitados especificos para a suposta regido deletada ou
duplicada foram utilizados com a finalidade de se determinar a origem parental do
cromossomo afetado (nos casos 1,2 e 3). E, nos casos 4,56 e 6, para adicionais
investigacbes dos polimorfismos subteloméricos. Os resultados destas analises no caso 1
[dei(1)(p36.3-pter)] mostraram hemizigosidade de trés locis em 1p36.3, com perda do
alelo paterno. Nos casos 2 [dup(8)(pter)] e 3 [dup(8)(pter)] os marcadores nao foram

informativos para a duplicacdo em ambos os casos. Os polimorfismos subteloméricos dos
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casos 4[del(X)(pter)], 5 [dup(3)(q29)] e 6 [dup(3)(q29)] ndo foram confirmados através da

analise de marcadores. Nenhum dos marcadoras utilizados foram informativos.

Discusséo

Desde a introdug&o do bandeamento cromossomico, era evidente que os métodos
de citogenetica convencional ndo teriam capacidade para detectar vérias das alteraces
cromossbmicas, especialmente aguelas envolvendo a regido dos telomeros. Uma das
evidéncias foi o fato de que com o aperfeicoamento de métodos de bandeamento, por
exemplo, bandeamento em cromossomos prometafasicos, o numero de pequenas
delecdes e duplicagdes detectadas aumentou consideravelmente. Por outro lado, haviam
casos de sindromes de malformagbes bem conhecidas clinicamente nos quais o exame
cromossomico nao detectava a delecdo esperada (ex., Sindrome de Wolf-Hirschhorn, 4p).
Além disto, pequenas delecdes terminais com um fendtipo relativamente ndo especifico,
eram detectadas em um contexto de alteragbes mais complexas, em sua maioria
translocagdes. Um exemplo € a dele¢do terminal 1p. Os primeiros casos foram detectados
apenas atraves de alteracbes mais complexas, mais faceis de serem detectaveis
[Blennow et al., 1996; Gray et al., 1972; Hain et al., 1980; Reisch et al., 1995; Steele et al,,
1984; Yunis et al., 1981]. Apenas recentemente foi relatado uma série de pacientes com
dele¢bes de novo as quais foram detectadas em preparagbes cromossdmicas de boa
qualidade em um laboratério de citogenética de rotina [Shapira et al., 1997]. Um outro
exemplo & a sindrome de Miller-Dieker, devido a uma dele¢do na regido17p13.3. Os
primeiros casos (familiares) foram detectados através de translocactes desbalanceadas.
A partir do fenétipo clinico, algumas alteracbes puderam ser detectadas através da
investigagdo especifica do segmento em 17p. De outra maneira, estas alteragbes ndo

eram detectadas.
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Flint et al (1995) investigaram uma série de pacientes com retardc mental de
causa desconhecida e um caridtipo de bandas GTG normal, utilizande o método de
analise de polimorfismos por VNTR. Os autores testaram a hipdtese de que rearranjos
submicroscopicos subterminais levando a fendtipos n&o especificos, principalmente
retardo mental, deveriam existir. Em um f{otal de 99 pacientes, trés delecbes foram
detectadas, duas das quais no cromossomo 22qter, e uma no cromossomo 13qter. Desde
que este autores testaram apenas a metade de todos os teldmeros, estimaram que mais
de 6% dos casos de retardo mental de causa desconhecida deveriam ser causados por

alteracbes cromossomicas muito sutis.

Outras duas séries de pacientes foram investigados em publicacbes similares.
Slavotenik et al (1999), examinaram 27 pacientes com marcadores microsatelitados de 41
extremidades cromossbémicas. Encontraram 2 alteracdes. Knight et al (1999) relataram os
resultados de investigagbes em 466 criangas com retardo mental, utilizando o método de
FISH com sondas subteloméricas. Os autores detectaram que anormalidades
cromossomicas submicroscépicas ocorrem com uma frequéncia de 7,4% em criangas
com retardo mental moderado a severo, e em 0,5% daquelas com retardo mental leve. As
anormalidades tém uma prevaléncia estimada na populagao de 2.1 por 10.000, e foram

familiares em quase metade dos casos.

Apbds aos achados de Flint et al (1995) e dos estudos acima citados, varios relatos
de casos de pacientes com alteracbes subteloméricas foram publicados (Ghaffari et al.,
1998; Carolina e al., 1999, Elliot et al., 1999; Joyce et al., 1999, Riegel et al., 1998). O
caridtipo destes pacientes era normal, mas testes para detecgdo de rearranjos
subterminais subteloméricos, mostraram alteragées cromossdmicas subteloméricas que

explicavam o fenétipo destes pacientes. Além destes, um numero de familias foram
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relatadas, nas quais pelo menos 2 membros eram afetados com sindromes de MCA/MR
devido a transmissdo desbalanceada de translocagbes reciprocas submicroscopicas.
Estas foram detectadas através de um rastreamento em que o método de FISH com
sondas teloméricas e marcadores microsatelitados foram utilizados. Recentemente foi
proposto que estas investigagbes se estendam ao genoma inteiro, utilizando-se 400
microsatélites em casos nos quais alteragfes subteloméricas ndo tenham sido
encontradas. Rosenberg et al (2000) relataram 2 alieracdes encontradas em uma série de

11 criancas polimalformadas.

O objetivo do presente trabalho foi encontrar a incidéncia de rearranjos
submicroscopicos subterminais em pacientes com retardo mental de origem
desconhecida e que mostravam  achados caracteristicos indicativos de
cromossomopatias. Isto é, padrdo de achados dismorficos, malformacgbes e retardo de

crescimento.

Em uma série inicial de 105 pacientes, 41 sondas subteloméricas foram utilizadas
para investigacdo das regibes subteloméricas. Todos os pacientes que ja tinham realizado
0 exame de caribtipo, cujo resultado era normal, foram re-investigados. Nenhum rearranjo
terminal desbalanceado foi encontrado nestas investigagbes, mas duas delecbes
intersticiais que escaparam a detec¢do no exame anterior foram detectadas. Os dois
pacientes portadores destas aitera¢bes foram excluidos da série. Adicionalmente, uma
translocacédo balanceada de origem matemna envolvendo os cromossomos 4 e 13 foi
detectada, e este paciente também foi excluido do estudo. Além disto, pacientes com uma
suspeita clinica de dele¢es terminais, as quais ndo foram detectadas pelo método de
bandeamento convencional, ndo foram selecionados para o estudo, considerando-se que

nestes casos o método de FISH com sondas para os segmentos especificos poderiam ser
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utilizadas. Ulilizando-se esta estratégia, pelo menos duas delegdes terminais foram
encontradas durante o periodo de realizagao deste estudo. Uma envolvendo o braco curto

do cromossomo & e outra o braco longo do cromossomo 18.

Existem varios pontos a serem considerados em nosso estudo. Um deles € que
nao foram encontradas rearranjos familiares. De fato, uma familia na qual 2 pacientes
afetados com o fenodtipo indicativo de alteracdo cromossdmica e caritipo de bandas
normal, foi selecionada para as investigacdes. Entretanto, naquele periodo a familia ndo
concordou em participar do estudo. Um ano depois, a esposa de um irmao clinicamente
normal dos 2 irméos afetados, gerou um outro recém nascido malformado. Nesta ocasido,
uma investigacdo pelo método de FISH com sondas subteloméricas, detectou uma
translocacéo balanceada entre os cromossomos 17 e 19 no irm&o normal. No recém
nascido bem como nos dois irmdos afetados, foi detectada uma segregacgéo
desbalanceada com duplicagéo terminal 19q e delec@o terminal 17q. Se a familia tivesse
concordado antericrmente com as investigacdes, um diagnodstico prenatal poderia ter sido

oferecido.

O segundo achado interessante & gque encontramos nesta série de pacientes
investigados, duas duplicagdes de novo (8pter e 9pter). As observacbes de que uma alta
proporgéo de células metafasicas e interfasicas em ambos os casos mostraram 2 sinais
claramente separados por um segmento nado fluorescente, a confirmacéo do diagnostico
em fibroblastos em um dos casos, e a origem de novo das alteragbes, sugerem que o
fenétipo dos pacientes tenha sido causado pelo rearranjo cromossomico e que, portanto,
nédo estamos observando uma variacdo de fluorescéncia pela técnica empregada. E
surpreendente que nenhuma destas duplicagbes tenha sido relatada em uma série de

pacientes muito maior investigada por Knight et al. (1999). A outra duplicagéo envolvendo
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parte da regi&o 3929, demonstra claramente uma variante familiar sem efeito fenotipico,
uma vez que foi encontrada também na made e em uma irmé clinicamente normais dos

dois pacientes.

O pequeno numero total relativamente pequeno de casos ,positivos‘ que
encontramos, poderia explicar-se pela estratégia de ndo incluir pacientes com suspeita
de delegbes terminais, ainda que com caridtipo normal. Consideramos que nestes casos,
seria mais pratico e aconselhavel, aplicar testes Unicos com sondas subteloméricas do

que investigar todos os teldmeros.

As conclusbes obtidas atrravés da investigacéo desta série de pacientes relatados
foram:
1. O rastreamento de pacientes com retardo mental de origem desconhecida e anomalias
fenotipicas, € uma maneira eficaz de detectar rearranjos subterminais submicroscépicos.
Se os resultados forem comparados aos resultados de outros testes geneéticos, como por
exemplo, investigacdo cromossdmica em pacientes com sindromes de Down ou Turner,
investigacbes em casais com abortamentos de repeticdo, testes para Sitio Fragil e efc, os
cerca de 5% de resultados anormais, ndo estdo abaixo dos observados nesses casos,
sendo especiaimente alto nos casos em que ha mais de um membro afetado na familia.
Para o aconselhamento genético e prevencao de recorréncia, os casos familiares sdo o
grupo mais importante para rastreamento com sondas subteloméricas. De fato, se o
fendtipo é classico de uma alteracdo cromossomica e o resultado com sondas
subteloméricas for negativo, poderia-se considerar extender o estudo com marcadores do
genoma inteiro (Rosenberg et al., 2000). Eniretanto, considerando a quantidade de

trabalho e os custos para investigar cada caso, uma selecdo estrita deve ser requerida na
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utilizagdo desta estratégia, a menos que o estudo possa ser futuramenie automatizado.

2. Uma avaliagéo clinica inicial do paciente por um geneticista experiente poderia evitar
custos, ja que o exame poderia ser mais especifico. Por exemplo, incluir apenas com uma
sonda para a regido 4p16.3 se o fendtipo do paciente assemelha-se as sindromes de

Wolf-Hirschhorn ou Pitt-Rogers-Danks.

3. A utilizacao de sondas para FISH tém a vantagem sobre os marcadores satelitados, de
que detectam pequenas duplica¢bes, mas tem a desvantagem de nao fornecer

informacdes sobre a origem parental nas alteracdes de novo.

4. Uma questdo que ainda ndo foi respondida & se testar pacientes com retardo mental de
causa desconhecida e fendtipo normal é tdo eficaz guanto testar pacientes com retardo
mental e anormalidades fenoctipicas adicionais efou retardo de crescimento. Estudos
adicionais, utilizando os mesmos critérios de sele¢io, sdo necessarios para definir esta

questio.

5. Finalmente, a questdo se apresenta qual o método (FISH, marcadores VNTR ou
microsatelitados, ou CGH) é mais eficaz considerando os custos versus resultados. Nossa
investigacdo mostra que todas as delegbes podem ser detectadas pelos dois primeiros
métodos mencionados, engquanto que duplicacbes puras (sem delecdo reciproca) ndo
podem. No momento, CGH ndc é um método suficientemente sensivel, mas o
aperfeicoamento da técnica poderia potenciaimente aumentar a sensibilidade do teste.
Neste caso, CGH teria a grande vantagem de investigar o genoma inteiro e ndo apenas

as regides dos teldmeros, e poderia ser o método de escolha.
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Table 1. Ocorréncia e origem das alterages cromossdmicas pelo método de FISH com sondas

subteloméricas.

Caso idade FISH ocorréncig origem
{em anos)

1 4 46 XX, del(1){(p38.3)* d.n. patemna
2 4 46, XX, dup(8)(pter) d.n. ni

3 4 46 XX, dup(9)(pten d.n. ni

4 21/2 46, XX, del(X){pter) famitiar materna
5 & 48 XX, dup(3){q29) familiar materna
8 Zm 48,XY,dup(3)(g29) familiar matema

* publicado por Riegel et al., 1989

d.n. = de novo

ni= resultados da andlise dos marcadores microsatelitados ndo informativo
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Figura 1. FISH com sonda subtelomérica 8p23.3 do caso 2. A flecha indica o sinal intenso

de hibridizac&o em um dos homologos da paciente.
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Tel9p/9g

Figura 2. FISH com sondas subteloméricas 9p (verde) e 9qg(vermelho) do caso 3. A flecha
indica o sinal intenso de hibridizacdo em um dos cromossomos @ da paciente, indicando

duplicac@o da regido.



110

Anexo |

Consentimento Livre e Esclarecido

| - Justificativa e objetivos da pesquisa:

Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo que consiste em uma analise de
material genético de suas células (cromossomos). Esta andlise é capaz de detectar

anormalidades no material genético contido nos cromossomaos.

A partir desta avaliacdo o estudo tem como objetivo identificar alteracdes do material
genético de pacientes afetados por doencga genética, visando uma melhor compreenséo
desta doenca para uma definicdo mais precisa das estratégias de tratamento e para o

estabelecimento de um prognostico.

it - Procedimentos que serao utilizados:

Para a realizacdo desta andlise necessitaremos de uma amostra de sangue venoso (10
ml), cujo procedimento ndo acarretard em prejuizos ao senhor (a), podendo no maximo
ocorrer um pequeno hematoma no local da coleta. O material coletado sera utilizado anica

e exclusivamente para fins deste projeto de pesquisa.

Il - Beneficios que se podem obter e procedimentos alternativos que podem ser

vantajosos para os individuos estudados:
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Os resultados deste trabalho proporcionarao o desenvolvimento de um método rapido de
deteccado de alteracbes cromossdmicas. Os individuos participantes terdo ao seu dispor
um aconselhamento genético pelo qual os pacientes e familiares com alteracao do seu
material - genético serdo informados dos procedimentos a serem realizados apds os

resultados do exame.

Pelo presente Consentimento Informado, declaro que fui informado de forma clara
e detalhada, dos objetivos, da justificativa, dos procedimentos que serei submetido, dos
riscos, desconfortos e beneficios do presente Projeto de Pesquisa. Fui igualmente
informado:

- da garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a
qualquer davida a cerca dos procedimentos, riscos, beneficios e oufros assunios
relacionados com a pesquiss;

- da liberdade de retirar meu consentimento, a qualquer momento, e deixar
de participar do estudo, sem que isto traga prejuizo a continuag¢go do meu cuidado e
tratamento;

- da seguranca de que nado serei identificado e que se mantera o carater

confidencial das informac¢des que eu considerar privadas.

Os Pesquisadores Responsaveis por este Projeto de Pesquisa sdo a bidloga
Mariluce Riegel (fone: 316.8423) e Dr. Roberto Giugliani, tendo este documento sido
revisado e aprovado pelo Comité de Etica da (o) Hospital de Clinicas de Porto Alegre de
atencéo a saude

Data: ___ [/
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( ) concordo em participar do presente projeto e com o armazenamento de material
genetico (DNA) para posterior analise
( ) concordo - em participar do presente projeto e ndo concordo com ©

armazenamento de material genético (DNA) para posterior analise

Nome e assinatura do Paciente ou Voluntario:
Nome e assinatura do Responsavel Legal, guando for caso:

Assinatura do Pesquisador Responsavel:
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