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1. Einleitung

1.1 Definition und genetische Grundlage

Ursachlich liegt dem Turner — Syndrom, beziehungsweise im deutschsprachigen
Raum auch Ullrich — Turner Syndrom (TS/ UTS) ein komplettes oder partielles Fehlen,
beziehungsweise eine strukturelle Auffalligkeit eines X Chromosoms bei Frauen
zugrunde.! Es betrifft 25 — 50 von 100000 Frauen, oder 1:1700 — 2000 der
neugeborenen Madchen.'-3 Das TS ist die einzige lebensfahige Monosomie.* Benannt
wurde das Syndrom nach dem amerikanischen Endokrinologen Henry H. Turner der
1938 das Turner Syndrome beschrieb.® Wahrscheinlich beschrieb schon 1768
Giovanni Battista Morgagni und 1925 der sowjetische Endokrinologe Nikolai
Shereshevski das Turner Syndrom.® Ebenfalls fast zeitgleich mit Turner beschrieb
1938 der deutsche Kinderarzt Otto Ullrich das Turner Syndrom.” Die chromosomale
Grundlage des fehlenden X Chromosoms wurde erstmals von Ford et al. beschrieben.®
Madchen und Frauen mit TS sind haufig betroffen von Kleinwuchs, hypergonadotropen
Hypogonadismus, Infertilitdt, Ovariendysgenesie, kardiovaskularen, sowie
endokrinologischen und metabolischen Erkrankungen. Zudem zeigen die Madchen

und Frauen gehauft Autoimmunerkrankungen.'-®

Verschiedene Karyotypen kénnen zum Phanotyp des TS fuhren. Der Phanotyp ist
nicht immer durch den Genotyp vorhersehbar. Zu den Karyotypen, die zu einem Turner
Syndrom fiuhren, gehéren die Monosomie X, aber auch Mosaikformen, 45,X/46,XX,
oder 45,X/47 XXX, oder strukturelle Auffalligkeiten des X Chromosoms wie Ring X
Chromosom, Isochromosom oder seltene unbalancierte Translokationen mit einem

Autosom.® 10

Bei Fehlen von X chromosomalem Material spricht man von einer Deletion. Dabei fehlt
entweder der kurze oder lange Arm des zweiten X, beschrieben mit 46, XX del (Xp),
beziehungsweis 46, XX del (Xq). Aber auch, wenn nur Teile eines Arms fehlen, spricht
man von einer Deletion. Bei Inversion eines Armes am Zentromer mit Duplikation des
kurzen oder langen Arms spricht man von einem Isochromosom. Beschrieben wird ein

Isochromosom mit 46, X i(X) (q), beziehungsweise 46, X i(X) (p). In einigen Fallen



kommt es zu einem sogenannten Ringchromosom 46, X r(X).° Die Ringchromosomen
sind in der Grol3e sehr variabel. Die Ringe entstehen dabei wahrscheinlich nach einem
Bruch auf Xq und einem Bruch auf Xp. Einzig das Ringchromosom zeigt eine erhdhte
Inzidenz einer mentalen Retardierung Ansonsten haben Turner Patientinnen in der
Regel einen normalen IQ. ' In seltenen Fallen ist auch der Nachweis von Anteilen
eines Y Chromosoms moglich, 45,X/ 46, XY.°

Auch die beschriebenen Formen wie Isochromosomen, Ringchromosomen und

Anteile von Y Material kénnen als Mosaikform vorliegen.®

Fur die verschiedenen Karyotypen wird folgende prozentuale Verteilung angebeben.'?
(Tabelle 1)

Tabelle 1: Verteilung der unterschiedlichen Karyotypen

Karyotyp Beschreibung Gravholt et al, 202412

_ Monosomie X 40 — 50%
X/ 46, XX Mosaik 15 - 25%
Y

45,
Mosaik mit , Tripple 3%

X/ 46, XX/ 47, XXX |9,€

10-12%
Proximale Deletion selten
Ring X Chromosom  selten

46, X, i(Xq); 46, X Isochromosom Xq, 15%
idic (Xp isodizentrisches Xp

X autosome selten
Translokation,
unbalanciert

Die pranatale Inzidenz des TS ist deutlich hoher als die postnatale.’® Ein Grofteil der
Schwangerschaften mit Feten mit Turner-Karyotyp enden in einer Fehlgeburt. Zeitlich

liegen diese Ereignisse meist im ersten Schwangerschaftstrimester.4

In ca. 15% aller spontanen Fehlgeburten liegt ein Turner-Karyotyp vor, womit dies eine

der haufigsten monokausalen Ursachen fiir eine Fehlgeburt darstellt.’3

Nur 1% der Feten mit TS Uberleben bis zur Geburt. Eine Theorie, wie ein Embryo die
Schwangerschaft Gberlebt, ist die Rescue Line Hypothese. Diese nimmt an, dass zum
Uberleben eines Embryos eine sogenannte Rescue Line mit 46,XX Zellen notwendig
ist. Als Rescue Line wird eine Zelllinie mit 46,XX,oder 47, XXX, oder aber auch 46,XY
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wahrend der kritischen Phase der Schwangerschaft in einem kritischen Gewebe

bezeichnet. Die Rescue Line Hypothese vermutet diese Rescue Line in der Plazenta.*

Bei Frauen mit 46,XX wird zufallig eines der beiden X Chromosomen inaktiviert. Bei
Turner Patientinnen mit einem strukturell fehlerhaftem X wird in der Regel das

fehlerhafte X Chromosom inaktiviert.'"

Die Korrelation zwischen Genotyp und Phanotyp ist sehr variabel. Das stellt in der
pranatalen Beratung ein zentrales Problem dar. Er reicht von einem aufRerlich
unauffalligen weiblichen Phanotyp bis hin zu Frauen mit den typischen korperlichen
Stigmata des TS. Gerade der Phanotyp von Patientinnen mit Mosaik ist sehr variabel

und oft weniger schwerwiegend. 4

Bisher ist ein Gen, das flr bestimmte Merkmale des Turner Syndroms verantwortlich
ist, bekannt. Das SHOX Gen (encoding short stature homeobox protein) ist fur den
Kleinwuchs verantwortlich. Es liegt in der pseudoautosomalen Region (PAR) 1 auf
dem X und dem Y Chromosom. Auf dem X Chromosom liegt das SHOX Gen bei 0.51
- 0.53 Mb. Das SHOX Gen entgeht der X Inaktivierung und die verringerte
Genexpression erklart den Kleinwuchs. Weitere Auffalligkeiten, die mit einer
Haploidinsuffizienz fir das SHOX Gen einhergehen sind: eine Skoliose, Micrognathie
(ein zu kleiner Ober- oder Unterkiefer), ein hoch gewodlbter Gaumen, Madelung
Deformitat und eine geringere Beinlange.® Im Gegensatz dazu ist eine erhohte
Genexpression des SHOX, wie bei Klinefelter (47,XXY), oder Jacob Syndrom

(47, XYY) mit einer héheren EndgroRe verbunden.'®

Eine weitere Erklarung fur den Phanotyp kdnnte ein verandertes Methylierungsmuster
bei Turner Syndrom sein. Es wird eine genomweite Hypomethylierung beschrieben,

die die Expression verschiedener Gene verandert. 16-18



1.2 Begleiterkrankungen und deren Pravalenzen

Frauen mit TS koénnen an unterschiedlichen korperlichen Stigmata und
Begleiterkrankungen leiden. Diese Erkrankungen betreffen verschiedene
Fachdisziplinen und machen eine interdisziplindre Betreuung der Patientinnen

notwendig.® 1

Die Morbiditat und Mortalitat sind erhdht. Dies ist vor allem durch angeborene und
erworbene kardiovaskulare Erkrankungen und metabolische Erkrankungen bedingt.
Im Vergleich zur Allgemeinbevodlkerung haben Turner Patientinnen eine um ca. 13 —
15 Jahren verkirzte Lebenserwartung.'® Die Mortalitat ist bei Turner Patientinnen bis
zu 3 fach hoher im Vergleich zur Allgemeinbevodlkerung. Das Risiko ist am hochsten

bei Turner Patientinnen mit 45,X .1°

1.2.1 Kardiovaskulare Erkrankungen

Sowohl angeborene als auch erworbene kardiovaskulare Erkrankungen sind bei
Frauen mit TS haufig.’® 2° Bei den angeborenen kardiologischen Auffalligkeiten
handelt es sich meist um Anomalien des linksventrikularen Ausflusstraktes. Das
Spektrum reicht von der bikuspiden Aortenklappe, bei 14 — 34%, die meist erst
postnatal diagnostiziert wird, bis hin zum hypoplastischen Linksherzsyndrom.® Bei 7 —
14% liegt eine Aortenisthmusstenose vor, also eine Verengung der Aorta
ublicherweise an der Einmundung des Ductus arteriosus. Aber auch eine abnormale
Mindung der Pulmonalvenen ist bei Turner Patientinnen zu finden. Anomalien der

Koronararterien kénnen ebenfalls vorliegen.?’

Deshalb wird auch empfohlen bei Diagnosestellung und im Erwachsenenalter alle 5 —
10 Jahre eine kardiologische Untersuchung durchzufihren, inklusive einer

Echokardiografie und gegebenfalls ein gezieltes Kardio MRT."

50% aller Turner Patientinnen haben, beziehungsweise entwickeln friher als in der
Allgemeinbevdlkerung einen arteriellen Bluthochdruck. Schon vor der Pubertat ist die

Aorta steifer als in der Allgemeinbevdlkerung.® 22

3 — 42 % der Turner Patientinnen entwickeln eine Aortendilatation, beziehungsweise

ein Aortenaneurysma. Turner Syndrom Patientinnen mit einer Aortendilatation und
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weiteren Risikofaktoren sollten jahrlich zur kardiologischen Evaluation vorstellig

werden.' 923

Das Risiko im Erwachsenenalter an einer kardiovaskularen Erkrankung wie
Hypertension, Herzinsuffizienz, koronarer Herzkrankheit oder Aortendissektion zu

leiden ist im Vergleich zur Allgemeinbevolkerung 100 fach hoher. °

Bei intrauterinem Verdacht auf ein Turner Syndrom soll eine fetale Echokardiographie,
zusammen mit einer kinderkardiologischen Beratung erfolgen. Nach der Geburt sollte

vor Entlassung eine Echokardiographie durchgefiihrt werden. '

Bei spaterer Diagnose muss immer eine transthorakale Echokardiographie erfolgen.
Die Abstande zwischen den Kontrollechokardiographien hangen vom initialen Befund

ab.!

1.2.2 Autoimmunerkrankungen

Generell sind Autoimmunerkrankungen bei Frauen haufiger und bei Turner
Patientinnen ist das Risiko doppelt so hoch wie bei gesunden Frauen. Zu den bei
Turner auftretenden Autoimmunerkrankungen gehodren Schilddrisenerkrankungen,
Diabetes mellitus Typ 1, chronisch entzindliche Darmerkrankung, Zodliakie,

rheumatoide Arthritis, Psoriasis, Vitiligo und Alopecia areata.?* 25

Eine Autoimmunthyreoiditis zeigen 38,6 %2¢. Autoimmunerkrankungen findet man bei

alle Karyotypen, allerdings bei Patientinnen mit Isochromosomen haufiger. 2

1.2.3 Wachstum und Knochengesundheit

Eine der haufigsten Auffalligkeiten bei TS ist der Kleinwuchs. 95 — 100% der
Patientinnen haben Wachstumsprobleme und erreichen eine verminderte Endgroie.®
Im Schnitt sind Turner Patientinnen 20 cm kleiner als ihre durch die Elterngrofie
errechnete ZielgroRe. Mit einer frihzeitigen Behandlung kénnen Turner Patientinnen
bis zu 15 cm zu ihrer zu erwartenden EndgroRRe hinzugewinnen.?2-3° Viele Patientinnen
haben ein erhohtes Taillen — Hiifte — Verhaltnis und einen erhohten BMI.3" 32 Wie
oben schon geschrieben zeigen Turner Patientinnen mit Y Anteil den geringsten

GroRenverlust.33



Bedingt durch den hypergonadotropen Hypogonadismus bei gonadaler Dysgenesie
und dem daraus resultierenden Ostrogenmangel zeigen TS Patientinnen eine
verringerte Knochendichte bis hin zur Osteoporose. TS Patientinnen haben ein bis zu

25% hdheres Frakturrisiko.3*

1.2.4 Pubertat, Fertilitat und Schwangerschaft

Durch die gonadale Dysgenesie kommt es zum Erléschen der ovariellen Funktion,
meist bereits intrauterin. Es liegt haufig ein hypergonadotroper Hypogonadismus vor.
Bei den meisten Patientinnen kommt es zu einer primaren, beziehungsweise
sekundaren Amenorrhoe. Einen spontanen Pubertatsbeginn und beginnende
Brustentwicklung haben nur 21 — 50% der Patientinnen. Eine spontane Menarche

haben nur 15 — 30%. 3537

Nur 5 — 7% der Patientinnen werden spontan schwanger.34° Die Rate an
Fehlgeburten ist bei Patientinnen mit Turner Syndrom erhoht. Die erhdhte Rate an
Fehlgeburten scheint auch daran zu liegen, dass die Embryos selbst eine erhohte Rate
an Aneuploidien, vor allem TS und Trisomie 21 aufweisen.'* Weitere Faktoren, die die
erhohte Rate an Fehlgeburten erklaren konnten, sind ein verminderter uteriner
Blutfluss, ein hypoplastischer Uterus*' und fehlende epitheliale tight junctions im

Endometrium.42

Um trotzdem eine Schwangerschaft zu ermdglichen, kann eine Eizellenspende nach
ausfuhrlicher Aufklarung und unter bestimmten gesundheitlichen Gegebenheiten in
Betracht gezogen werden." Dies st in Deutschland nach dem
Embryonenschutzgesetzt nicht erlaubt.*® Keinesfalls sollte eine Frau mit TS ohne
grundliche medizinische Evaluation schwanger werden, oder sich ohne vorherige
interdisziplindre Untersuchung einer IVF unterziehen.® Es wird empfohlen Frauen mit
Turner vor einer gewunschten Schwangerschaft und auch in der Schwangerschaft

kardiologisch zu untersuchen.’

Neuerdings wird eine Kryokonservierung von ovariellem Gewebe diskutiert.® In
Deutschland bietet zum Beispiel FertiProtekt, ein Netzwerk fur fertilitatsprotektive
MalRnahmen, unter bestimmten Voraussetzungen den Fertilitatserhalt fur Madchen mit
TS an.%
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1.2.5 Internistische Erkrankungen

15 — 50% der Patientinnen haben eine gestdrte Glucosetoleranz und weitere 10%

einen Diabetes mellitus Typ 2.9 4547

10% der Patientinnen haben eine Hufeisenniere ohne funktionelle Einschrankung, eine

renale Aplasie haben 3%." 9 20

50 — 80 % der Patientinnen haben erhdhte Leberenzyme, also Transaminasen und
alkalische Phosphatase. Diese sinken aber mit der Hormonersatztherapie mit
Ostrogen. Das Bilirubin ist in der Regel normal.*8-50 Eine Zéliakie haben 8% und die
Inzidenz ist damit unter Turner Patientinnen 11 mal hdher als in der

Allgemeinbevodlkerung. °

2 — 3% der Patientinnen leiden an einer chronisch entziindlichen Darmerkrankung.
Dies entspricht einem relativen Risiko von 2,25 verglichen zu Frauen ohne TS. Turner
Patientinnen entwickeln friher chronisch entzindliche Darmerkrankungen und diese

verlaufen haufiger schwerer, mit mehr Komplikationen. 2425, 50

1.2.6 Skeletale Auffalligkeiten

Skeletale Auffalligkeiten mit hoherer Haufigkeit bei Turner Patientinnen sind der
Schildthorax, der Cubitus valgus, das Genu valgum, die angeborene Huftluxation, die

Skoliose, die Madelung Deformitét, die Micrognathie und der hohe Gaumen. °

1.2.7 Neurokognitive Einschrankungen

Turner Patientinnen haben in der Regel einen normalen 1Q. 50% der Patientinnen
haben einen weiterflihrenden Schulabschluss oder hoheren Abschluss.!” Nur bei
Turner Patientinnen mit Ringchromosom zeigt sich eine hohere Inzidenz an mentaler

Retardierung.

Viele TS Patientinnen zeigen ein typisches kognitives Profil mit Schwachen in der
visuell-raumlichen Verarbeitung, dafiir aber Starken im verbalen Bereich.®! Es liegt ein
erhohtes Risiko fur neuropsychologische Symptome wie Aufmerksamkeitsdefizite oder

Hyperaktivitat vor. Dies kann zu Schulproblemen fiihren.>? Vielen TS Patientinnen fallt
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es schwer Sozialkontakte oder enge Freundschaften zu knupfen. Viele Madchen
zeigen eine soziale Unreife und suchen sich eher jungere Kinder als Spielkameraden.
53 Neben den Beziehungen zu Gleichaltrigen fallt vielen TS Madchen aber auch die
Emanzipation vom Elternhaus sehr schwer.®* TS Frauen leben seltener in
Beziehungen und haben seltener sexuelle Kontakte.®3 Beziiglich Lebensqualitat und
Berufsleben gibt es widersprichliche Hinweise, von guter Lebensqualitat und
zufriedenstellendem Berufsleben zu depressiven Episoden und wenig beruflichem
Erfolg.55 56

Eine Fruherkennung von sozialen oder kognitiven Einschrankungen, sowie

rechtzeitige Foérdermalinahmen erhdhen die Lebensqualitat von Patientinnen mit TS.

1.2.8 Hals-Nasen-Ohren Erkrankungen

60% der Patientinnen zeigen gehauft Mittelohrentziindungen und 30% haben eine
Hérminderung. Grund fir die gehauften Mittelohrentziindungen sind eine maogliche
Hypoplasie und Dysfunktion des weichen Gaumens, sowie der Eustachischen Rdohre
und einer verklrzten Schadelbasis . ' 57 % Die gehauften Mittelohrentziindungen
sollten konsequent mit Antibiotika und gegebenenfalls Paukenréhrchen behandelt
werden. Neben der Horminderungen aufgrund der gehauften Mittelohrentziindungen
kann es bei TS auch zu einem frihzeitigen sensorischen Hoérverlust kommen. Um
einen eventuellen vorzeitigen Horverlust frlhzeitig zu entdecken, sollten Turner

Patientinnen regelmafig zur Audiometrie."

1.2.9 Korperliche Stigmata

Weitere Auffalligkeiten, die bei Turner Patientinnen beobachtet werden kdénnen, sind
ein tieferer hinterer und teilweise inverser Haaransatz und ein Flugelfell, ein

sogenanntes Pterygium colli..®

25% der Patientinnen zeigen bei Geburt Lymphddeme an Handen und FiRen.®
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1.3 Multidisziplinare Behandlung und potenzieller Benefit einer
frihzeitigen Behandlung

Ein wichtiger Schritt in der Behandlung ist die gelungene Diagnoseubermittlung.
Positiv fur die Integration des TS sind Empathie, Ehrlichkeit, sowie ein moglichst friher
Diagnosezeitpunkt. Versuche der Eltern das TS =zu tabuisieren oder eine
Geheimhaltung der Diagnose hat langfristig negative Folgen auf die Lebensqualitat
und das Selbstwertgefliinl der Madchen und Frauen. Die Diagnose sollte je nach
Entwicklungsstand der Patientinnen immer wieder neu besprochen und der
Krankheitsbearbeitungsprozess gut begleitet werden. Beratung der Eltern ist wichtig,
auch um eventuelle Schuldgefihle abzubauen sowie Anpassungsschwierigkeiten der

Familien zu erkennen und zu Uberwinden.5*

Die Behandlung des TS sollte immer interdisziplinar erfolgen.® " Um die
interdisziplinar Betreuung der Turner Patientinnen zu verbessern, grindeten die
Deutsche Gesellschaft flr Kinderendokrinologie und -diabetologie (DGKED), die
Deutsche Gesellschaft fir Endokrinologie (DGE) und die Turner-Syndrom-Vereinigung
Deutschland im Marz 2019 spezielle Turner Behandlungszentren. Ziel ist es, eine
umfassende, leitliniengerechte, interdisziplindre Behandlung zu ermdglichen.%®
Studien haben gezeigt, dass es zwar international anerkannte Leitlinien' fur die
Behandlung von Turner Patientinnen gibt, allerdings die empfohlenen
Untersuchungen, wie zum Beispiel Blutdruckmessung, Blutzuckermessungen,
Bestimmung von Blutfetten und Leberwerten, Herz-Ultraschall, HNO- und
augenarztliche Untersuchung bei nur wenigen Patientinnen tatsachlich durchgeftihrt

werden.%®

Die Behandlung von Turner Patientinnen ist abhangig vom Alter. Neben den taglichen
Injektionen von Wachstumshormonen im Kindes - und Jugendalter gehort die
Hormonersatztherapie zur Pubertatsinduktion und Osteoporoseprophylaxe zur
Behandlung bei TS. '-°

Die Behandlung mit Wachstumshormonen, in manchen Fallen in Kombination mit
Oxandralon, im Kindes- und Jugendalter, kann einen Gréf3engewinn bis zu 15 cm zur
EndgroRe haben. Der mogliche GroRengewinn hangt von vielen Faktoren ab.9 28-30

Unter anderem spielt das Alter bei Diagnose und Therapiebeginn eine entscheidende
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Rolle. Durch eine fruhzeitige Therapie mit Wachstumshormon kann eine hdhere
EndgroRe erreicht werden.® 60-63 Die Wachstumshormonbehandlung sollte im Alter
von 4 — 6 Jahren beginnen, spatestens mit 12 — 13 Jahren, beziehungsweise bei

nachlassender Wachstumsgeschwindigkeit.

Auch die Entwicklung des kraniofazialen Skeletts ist bei einem verspateten Beginn mit

einer Wachstumshormontherapie beeintrachtigt.®*

Wie schon erwahnt, ist haufig die Therapie mit Ostrogen notwendig, um die Pubertét
zu induzieren, die Feminisierung im Erwachsenenalter aufrecht zu halten und einer
Osteoporose vorzubeugen. Die Hormontherapie hat neben der
Osteoporoseprophylaxe und der Entwicklung des Uterus weitere positive
Eigenschaften. Sie senkt den Blutdruck, verbessert das Lipidprofil, senkt die
Leberenzyme und normalisiert die Gerinnung. Aul3erdem verbessert sie die viszerale

Adipositas, die physische Fitness und verbessert das Muskel — Fett - Verhaltnis.®

Auf Grund der erhéhten Neigung zur Entartung und Entwicklung eines Keimzelltumors
wird bei Turner Patientinnen mit Y Anteil eine prophylaktische Gonadektomie
empfohlen. '-° Das richtige Alter ist hier noch unklar. %596 Wichtig ist ein individuelles
Abwagen des Risikos der Entwicklung eines malignen Tumors gegen den Erhalt der
Ovarien und eines mdglichen Fertilitatserhaltes. Diese Entscheidung sollte immer

individuell und im Konsens mit der Familie getroffen werden. 6768

1.4 Diagnosestellung

Trotz der verschiedenen, teils charakteristischen Auffalligkeiten ist ein grol3es Problem
noch immer die spate Diagnosestellung. Dies fuhrt zum Verlust therapeutischer
Optionen und haufig diagnostischer Odysseen, die maldgeblich zur Einschrankung der
Lebensqualitat der betroffenen Frauen beitragt. Das mittlere Alter bei der
Diagnosestellung ist 15 Jahre, allerdings werden viele Frauen auch erst im
Erwachsenenalter diagnostiziert.> '° Patientinnen mit 45,X werden durchschnittlich
etwas friher diagnostiziert als Patientinnen mit anderen Karyotypen. Das

Hauptsymptom bei einer verspéateten Diagnosestellung ist die primare Amenorrhoe.5°
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Es gibt eine Tendenz, dass Turner Patientinnen mit 45X haufiger pranatal

diagnostiziert werden.'3

1.4.1 Pranatales Screening

Eine Mdglichkeit zur frihen Detektion einer Aneuploidie ist das Screening im ersten
Schwangerschaftstrimester. Seit den 90er Jahren 70 gibt es das kombinierte
Erstsemesterscreening, dass in der 11+0 - 13+6 SSW angeboten wird.”! Es ist eine
Kombination aus Ultraschall, der Bestimmung des humanen Choriongonadotropin
(hCG) und des schwangerschaftsassoziierten Plasmaprotein A (PAPP — A) im
matterlichen Serum. Im Ultraschall werden die Nackentransparenz und verschiedene
sonographische Marker zur Risikoberechnung gemessen.’® 7! Auffalligkeiten im
pranatalen Ultraschall bei Turner Syndrom konnen sein eine erhohte Nackenfalte, ein
zystisches Hygrom, ein Hydrops fetalis, kardiale Fehlbildungen, hauptsachlich den
linken Ausflusstrakt betreffend, sowie Auffalligkeiten der Nieren, Pleuraerglsse,
Brachyzephalie und eine intrauterine Wachstumsretardierung.”? Bei einem erhOhten
Risiko sollte eine weitere invasivdiagnostische Abklarung angeboten werden.”® Dieses
kombinierte Erstsemesterscreening ist prinzipiell ein Screening auf die haufigen
autosomalen Trisomien 13, 18 und 21, zur Suche nach Feten mit TS wurde es nicht
entwickelt und evaluiert. In Studien konnte jedoch gezeigt werden, dass bestimmte
Auffalligkeiten im Erstsemesterscreening auch auf Feten mit TS hinweisen kdnnen und
dass die Detektionsrate von Feten mit TS in Landern mit standardisiertem

Erstsemesterscreening hoher ist.”

1.4.1.1 Nichtinvasiver Pranataltest (NIPT)

NIPT ist das erste pranatale Screening, in dem gezielt auch nach dem TS und weiteren
SCA gesucht wird. Flr den nichtinvasiven Pranataltest wird zellfreie plazentare DNA
im mudatterlichen Blut genutzt. Seit 2011 wird der NIPT in der klinischen Praxis
angeboten und ist seit 2022 Teil der Mutterschaftsvorsorge.” In Deutschland wird der
NIPT von den Kassen bezahlt, wenn die Schwangere in einer ,case by case”

Entscheidung nach Aufklarung tUberzeugt ist, dass es in der personlichen Situation der
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Schwangeren notwendig ist. Eine Sexchromsomanalyse wird weiterhin nicht von der

Krankenkasse Ubernommen.’®

Die zellfreie DNA stammt aus apoptotischen Zellmaterial des Trophoblasten, also nicht
direkt vom Foten selbst. Diese fetale Fraktion macht ca. 10 — 20% der im Blut der
Mutter zirkulierenden cfDNA aus.”” Es gibt einige Faktoren, die die fetale Fraktion
beeinflussen kdnnen, so ist zum Beispiel bei Ubergewichtigen Mittern, bei Frauen mit
Autoimmunerkrankungen, oder bei jingerem Gestationsalter die fetale Fraktion
erniedrigt.”! 7375 Die Halbwertszeit dieser zellfreien DNA ist sehr kurz und somit ist sie
kurz nach der Geburt nicht mehr nachweisbar.”® Zunachst wurde es fir die Suche nach
den haufigsten autosomalen Aneuploidien, also Trisomie 21 (Down-Syndrom),
Trisomie 13 (Patau Syndrom) und Trisomie 18 (Edwards Syndrom) eingesetzt. Seit
2014 wird die Suche nach SCA mittels NIPT in Deutschland angeboten. Zu den
Geschlechtschromosomalen Abberationen gehoéren das Turner Syndrom (45,X) ,
47 XXX (Triple X), 47, XXY (Klinefelter Syndrom) und 47,XYY (Jacobs Syndrom).”” Im
Gegensatz zur Trisomie 21 ist die Performance der NIPT, vor allem fir das TS deutlich
eingeschrankt, der PPV liegt bei 9-40%. Grunde hierfur sind unter anderem eine hohe
Rate an Mosaiken der Plazenta (confined placental mosaicism, CPM), co-twin demise

eines Zwillings mit TS, und eine, bis dato unbekannte, mitterliche SCA.78 7®

Ein NIPT sollte stets mit einem qualifizierten Ultraschall durchgefiihrt werden. Bei
Auffalligkeiten im Ultraschall ist eine NIPT nicht indiziert, hier besteht die Indikation zur

invasiven Diagnostik, z.B. Chorionzottenbiopsie oder Amniocentese..8°

Man nutzt den NIPT als Screening. Er ist demnach kein Test zu Diagnosesicherung.?’
Deshalb wird empfohlen ein positives Ergebnis pra- oder postnatal zu bestatigen oder

auszuschlieRen.82

1.4.1.2 Diagnostik durch Chorionzottenbiopsie

Die Chorionzottenbiopsie ist die einzige mogliche Diagnostik im ersten Trimester.

Durchflhrbar ist die Chorionzottenbiopsie in der 11. - 14. Gestationswoche. 77 8
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1.4.1.3 Diagnostik durch Amniozentese

Die Amniozentese gilt als Goldstandard in der pranatalen Diagnostik von

Aneuploidien.”! Die Amniozentese ist ab der 15. Schwangerschaftswochen madglich.
77

1.4.2 Postnatal

Von allen postnatalen Diagnosen werden 46% innerhalb der ersten 5 Lebensjahre
gestellt. Innerhalb der ersten 10 Lebensjahre werden 60% aller Diagnosen gestellt. Bis

zum 15. Lebensjahr werden 90% aller Diagnosen gestellt."®

1.4.2.1 Diagnostisches Vorgehen bei Verdacht auf Turner Syndrom

In Deutschland ist der Goldstandard der Diagnostik das Karyogramm. Um Mosaike
auszuschliel3en, sollte bei Verdacht auf TS mindestens 30 Metaphasen untersucht
werden. Wenn das Karyogramm aus peripherem Blut unauffallig ist und weiterhin der
Verdacht besteht, kann ein zweites Gewebe untersucht werden. Dazu za&hlen
Hautfibroblasten, Mundschleimhaut, beziehungsweise Urothel.! Die FISH Analyse ist
eine Erganzung zum Karyogramm um ein Mosaik, vor allem mit Y Anteilen zu

diagnostizieren.83

Ein Karyogramm sollte postnatal wiederholt werden, wenn das Madchen pranatal
diagnostiziert wurde. Auch wenn die Diagnose nur durch einen
Mundschleimhautabstrich gestellt wurde, sollte ein Karyogramm aus peripherem Blut

zur Bestatigung gemacht werden.’
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1.5 Screening

1.5.1 Screeningkriterien

1968 veroffentlichten Wilson und Jungner ihre Screeningkriterien.®* Flr sie war

Screening ein wichtiger Baustein im Kampf gegen Erkrankungen. Ein Screening

musse sich aber im Spannungsfeld bewegen zwischen der Moglichkeit vorher nicht

erkannte Erkrankten einer Behandlung zuzufihren und andererseits Gesunden nicht

unnoétig Schaden zuzufigen. Sie formulierten deshalb 10 Kriterien:

1.

2.

Die Erkrankung soll ein bedeutsames Gesundheitsproblem darstellen.
Es sollte eine akzeptierte Behandlung fur die erkannte Erkrankung geben.

Die Ressourcen fur das Screening und die Behandlung sollen vorhanden sein.

. Die Erkrankung sollte eine latente Phase und eine fruhe symptomatische Phase

haben.
Es muss einen geeigneten Test oder Untersuchung geben.

Der Test soll fur die Bevolkerung annehmbar sein.

. Der Grund fur die Erkrankung und auch die Entwicklung von der latenten Phase

bis zur erkennbaren Erkrankung sollte verstanden sein.
Es sollte klar sein, wer als Patient behandelt werden soll.

Die Kosten fur Screening und Behandlung im Fall einer Friherkennung sollte in
einem Okonomischen Gleichgewicht zu den Gesamtkosten flr eine

medizinische Versorgung stehen.

10.Das Screening sollte ein kontinuierlicher Prozess sein, sollte also regelmalig

uberpruft und gegebenenfalls angepasst werden

Auch fur die Evaluation eines neuen Screenings stellten Wilson und Jungner Kriterien

auf. Diese sind:

1.

Validitat/ Effektivitat

2. Reliabilitat

3. Anzahl an neugefundenen Fallen
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4. Kosten
5. Akzeptanz
6. Follow Up

Unter Validitat versteht man, wie gut ein Test erkrankte Personen von gesunden
Personen unterscheiden kann. Angewendet auf die Allgemeinbevdlkerung entstehen
dadurch vier Gruppen. Erkrankte Personen kénnen entweder als erkrankt oder gesund
erkannt werden. Genauso kdnnen gesunde Personen als erkrankt oder gesund
erkannt werden. Im besten Fall werden alle erkrankten Personen als erkrankt erkannt

und alle gesunden Personen als gesund. Tabelle 2 zeigt nochmal die vier Gruppen.
84

Tabelle 2: mégliche Screeningergebnisse
Testergebnis positiv. . Richtig positv Falsch positv

Falsch negativ Richtig negativ

Die Validitat eines Screenings wird auch mit den Begriffen Sensitivitat und Spezifitat
angegeben. Die Sensitivitat ist dabei das Verhaltnis der richtig als erkrankt erkannten
Personen zu allen Erkrankten. Die Spezifitat ist das Verhaltnis aller richtig als gesund

erkannten Personen zu allen als gesunden Personen. 8

Wilson und Jungner definierten drei Arten von Screening:
1. das Massenscreening, bei dem die ganze Bevolkerung untersucht wird
2. das selektive Screening, bei dem eine Hochrisikogruppe untersucht wird

3. das kombinierte oder Multiphasenscreening, bei dem eine Kombination aus

zwei oder mehr Test auf die gesamte Bevdlkerung angewendet wird®

Mit der Weiterentwicklung der genetischen Diagnostik wurden die Kriterien

uberarbeitet und neu formuliert.
Ein Screeningprogramm sollte auf eine erkannte Notwendigkeit reagieren.
Das Ziel des Screenings sollte von Anfang an festgelegt werden.

Es sollte eine genaue Zielgruppe definiert werden.
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Die Effektivitat des Screenings sollte wissenschaftlich belegt sein.

Das Screeningprogramm sollte Weiterbildung, Test, klinischer Service und

Programmmanagement beinhalten.

Das Programm sollte eine informierte Wahl, Vertraulichkeit und Autonomie

sicherstellen.

Das Programm sollte fur die gesamte Zielgruppe den gleichen Zugang und die gleiche

Behandlung gewabhrleisten.
Von Beginn an sollte eine Evaluation des Programms geplant werden.

Der Gewinn durch das Screening sollte den Schaden iberwiegen.8®

1.5.2 Aktuelles Neugeborenen Screening in Deutschland

Das flachendeckende Neugeborenen — Screening gibt es in Westdeutschland seit den
60er Jahren. Die erste Erkrankung, auf die gescreent wurde, war Phenylketonurie. Seit
2004 gibt es das ,erweiterte Neugeborenen Screening” (ENS). Das ENS beinhaltet 10
mit Tandem — Massenspektrometrie detektierbare Stoffwechselerkrankungen, sowie
Biotinidasemangel, Galaktosemie und zwei endokrinologische Erkrankungen. 2016
wurde das ENS um Mukoviszidose erweitert, im Marz 2018 um Tyrosinamie Typ 1 und
im August 2019 um schwere kombinierte Immundefekte (SCID). Alle Erkrankungen
gelten als seltene Erkrankungen. Von einer seltenen Erkrankung wird in der
Europaischen Union dann gesprochen, wenn nicht mehr als 5 von 10.000 Einwohnern
diese Erkrankung haben.® Die Zielerkrankungen des ENS haben eine Pravalenz
zwischen 1:3000 fur Hypothyreose und 1:600.000 fur Carnitinzyklusdefekte.

Insgesamt haben alle Zielerkrankung zusammen eine Préavalenz 1:1000.87- 8

Ziel des ENS ist eine mdglichst friihe Diagnosestellung und daraus folgend ein
moglichst  fruher Behandlungsbeginn. Dadurch konnen lebensbedrohliche
Stoffwechsel — oder Elektrolytkrisen verhindert werden, bevor sie Uberhaupt klinisch

relevant werden.8”

Das ENS sollte mit 36 bis 48 (max. mit 72) Lebensstunden erfolgen. Dabei wird aus

der Ferse oder der Vene Blut entnommen und auf eine Karte mit Filterpapier getropft.
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Ungeeignet ist Nabelschnur- oder EDTA Blut, aber auch Blut aus vendsen Zugangen.
87

Viele der Zielerkrankungen im ENS sind genetisch bedingt. Somit unterliegt das ENS
als genetische Reihenuntersuchung dem Gendiagnostikgesetzt. Daher erfordert das

ENS eine vorherige arztliche Aufklarung der Eltern.87 88

Dank verbesserter diagnostischer Maoglichkeiten und neuer
Behandlungsmdglichkeiten werden zunehmend von Politikern, Arzten und
Patientinnenvertretern populationsbasierte Screenings fur weitere genetisch bedingte

Erkrankungen gefordert.8”: &

Dabei muss immer das Fur und Wider genau abgewogen werden. Dem madglichen
Nutzen fir Betroffene stehen Schaden fir Gesunde und Betroffenen gegeniber. Es
sollte auch immer bedacht werden, dass es sich um seltene Erkrankungen handelt,

somit richtet sich ein Screeningprogramm an eine mehrheitlich gesunde Gruppe.?’

Bei Gesunden mit falsch positivem Ergebnis werden die Familien in der vulnerablen

Zeit des Wochenbetts beunruhigt.8”

Betroffene mit mildem Phanotyp oder spatmanifestierenden Formen wirden unter
Umstanden nie, oder sehr spat diagnostiziert. Eine fruihe Diagnose kann sich zum

Beispiel negativ auf Versicherungsabschlisse auswirken.8’

Grundsatzlich muss fur eine genetische Reihenuntersuchung eine schriftliche
Stellungnahme der Gendiagnostik — Kommission vorliegen. Die Kriterien fur die
Bewertung stehen in den Richtlinien fir die Anforderung an die Durchfihrung
genetischer Reihenuntersuchung gemafl §23 Abs.2 Nr.6 des Gendiagnostikgesetztes.
Grundlage fur diese Richtlinien bilden das Gendiagnostikgesetz und die von Wilson

und Jungner 1968 veroffentlichten Screeningkriterien.8”

1.5.3 Mdglichkeiten eines Neugeborenen Screening auf Turner — Syndrom

Ein groRes Problem bezuglich des TS ist die spate Diagnose, beziehungsweise die
Nichtdiagnose. Wenn die Madchen nicht mit Lymphddemen oder anderen korperlichen
Merkmalen nach Geburt auffallen, werden sie haufig erst sehr spat diagnostiziert. Zum

Zeitpunkt der Diagnose ist haufig wenig, bis gar kein Wachstumspotential mehr
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vorhanden. Der potentielle GroRengewinn ist je groBer je friher mit der

Wachstumshormonbehandlung begonnen wird'3 19. 90

Eine frihe Diagnose wirde eine friihe Anbindung an spezialisierte Zentren und somit
Screenings und frGhe Behandlungen von moglichen Begleiterkrankungen, wie
Strabismus, Horverlust, Hypothyreoidismus, kardiovaskularen Erkrankungen, Zdliakie
und Lernschwierigkeiten ermoglichen. Dies kann die Lebensqualitat, Morbiditat und

Mortalitat der Turner — Syndrom Patientinnen verbessern.’

Ein groRes Problem und Einschréankung der Lebensqualitat 34 sowonhl fiir Eltern, als
auch fur die Patientinnen ist die Infertilitat. Ein Screening und frihe Diagnose konnte
unter bestimmten Voraussetzungen den Patientinnen die Moglichkeit der
Kryokonservierung von Ovariengewebe geben, bevor keine Follikel mehr vorhanden

sind, falls noch vitales Eierstockgewebe vorhanden ist."

Der bisherige Goldstandard des Karyogramms ist als Screeningmoglichkeit zu
zeitintensiv, teuer, bendtigt besonders geschultes Personal und ist daher nicht
geeignet.®' Daher muss fiir ein mogliches Screening ein anderes Verfahren gefunden

werden.

1.5.4 Neue Screening Mdglichkeiten fur das TS

Bisher gibt es kein offizielles postnatales Screening auf TS. Verschiedene Ansatze

werden jedoch im wissenschaftlichen Kontext evaluiert.

Rivkees et al. entwickelten einen Assay zur quantitativen Bestimmung der relativen
Allelstarke (RAS) auf Basis von 18 single-nucleotide polymorphisms (SNP) Markern
auf dem X Chromosom und einem auf dem Y Chromosom. Eine Probe wurde als
positiv gewertet, wenn alle 18 Marker homozygot waren oder zumindest ein Wert
aulRerhalb der festgelegten Grenzen liegt. Festgelegt wurden die Grenzen anhand von
496 Mannern und Frauen. Getestet wurde DNA aus Blut von 132 gesunden und an 74
TS Patientinnen fur die auch Karyogramme vorlagen. Zusatzlich wurde DNA aus
Mundschleimhaut von 19 gesunden Frauen und 69 Patientinnen mit TS getestet. Fur
die DNA aus Blut ergab sich eine Sensitivitat von 96% und eine Spezifitat 97%. Bei
der DNA aus Mundschleimhaut ergab sich eine Sensitivitdt von 97,1% und eine
Spezifitat 84,2%.%1
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Campos-Acevedo et al. untersuchten ein real-time gPCR zur Bestimmung der
Gendosierung von SHOX, vesicle-associated membrane protein 7 (VAMP7) und SRY
aus einem getrocknetem Blutstropfen auf Filterpapier. Diese Form wurde gewahlt, um
es potenziell in das bereits existierende Neugeborenenscrenning zu integrieren. Es
wurde nicht nur auf TS gescreent, sondern auch auf andere
Sexchromsomaberrationen, wie das Klinefelter-Syndrom. Ausgewertet wurden 32
Proben von gesunden Probanden, die positive Kontrollgruppe bestand aus Patienten
mit Sexchromosomaberrationen. Angewendet wurde der Test an 1000 Neugeborenen.
Als auffallig gewertet wurden Proben mit einer Abweichung von mehr als 3
Standardabweichung. Gesunde Manner und Frauen unterscheiden sich in der
Gendosis fur SRY. TS Patientinnen zeigen einen Wert von Uber 3
Standardabweichungen fur SHOX und VAMP7. Von den getesteten Neugeborenen
waren 2 auffallig und wurden mittels Karyotypisierung als Patientinnen mit Turner-

Syndrom, beziehungsweise 47 XYY bestatigt.%?

Ebenfalls fur SHOX, VAMP7, SYR, entschieden sich auch Ibarra-Ramirez et al. 2015.
Zusatzlich wahlten sich noch XIST, UBA1. Analysiert wurde die Gendosis mittels real
time qPCR. Es gab 20 Proben gesunder Manner und Frauen und 27 Proben von TS
Patientinnen. Die gréften Unterschiede in den Gendosen zwischen gesunden
Probanden und TS gab es fur SHOX und VAMP7. Insgesamt lag die Spezifitat Gber

alle Unterformen zusammen bei 63%, Bei Mosaikformen lag diese bei 83%. %

2020 erweiterten Ibarra-Ramirez et al. das qPCR als Screening nicht nur auf Turner
Syndrom, sondern auf Sexchromosomaberrationen. Genutzt wurden wieder SHOX
VAMP7 und SYR. Insgesamt wurden 10033 Proben gesammelt in Form von
getrockneten Blutstropfen auf Filterpapier, entsprechend dem aktuellen
Neugeborenenscreening. Die Inzidenz von Sexchromosomaberrationen lag bei 1:500
Neugeborenen. Es wurden 6 Falle von TS, 3 Falle von Tripple X, 7 Falle von Klinefelter
und 4 Falle von XYY gefunden. Das ergibt eine Sensitivitat von 95,42% einer Spezifitat
von 97,56%, der PPV liegt bei 90.91% und der NPV bei 98.77%.%

Ahnlich stellten Correa et al. ein real-time qPCR als Screening vor. Sie wahlten als
Gene ARSE and MAGEH1 gegen ein Normalisierungsgen. Es wurden 996
Neugeborene gescreent, mittels getrocknetem Blutstropfen. Es wurden zusatzlich 20
TS Patientinnen getestet. Bewertet wird der Quotient aus ARSE, beziehungsweise

MAGEH1 und dem Normalisierungsgen. Der Grenzwert wurde bei der oberen und
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unteren 5. Perzentile festgelegt. 6 der 996 getesteten Neugeborenen zeigten
Auffalligkeiten. Die Analyse der 20 TS Patienten ergab 2 falsch negative Ergebnisse.

Dies war ergibt eine Spezifitat von 95%.%°

Murdock et al. untersuchten die Moglichkeit des Whole Exome Sequencing als
Screening auf TS. 27 TS Patientinnen wurden karyotypisiert. Zusatzlich wurde ein
chromosomales Microarray, sowie das Whole Exome Sequencing durchgefuhrt. Als
Kontrollgruppe wurden 37 gesunde Frauen und 27 gesunde Manner untersucht. Alle
27 TS Proben wurden als TS erkannt, darunter auch ein Fall von Mosaik und ein Fall
mit bis dahin nicht erkanntem Y Anteil. Bei keinem falsch positiven Ergebniss liegt
Sensitivitat und Spezifitat bei 100%.%

Die hier vorgestellte Arbeit evaluiert die Moglichkeit eines auf STR- und SD- basierte
QF PCR Kit als postnatales Screeningtool. Der verwendete Assay besteht dabei aus
6 STR Markern und 3 SD Markern. Als Testmaterial werden dabei
Mundschleimhautabstriche, Blut (EDTA) und Blutstanzen von Filterpapierkarten
verglichen. Damit ist dies eine weitere Methode, die in einem Neugeborenenscreening

potenziell eingesetzt werden konnte.
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2. Ziel der Arbeit

Aktuell ist die Suche nach Turner — Syndrom in kein Neugeborenen Screening
integriert. Der aktuelle Goldstandard in der Diagnostik ist das Karyogramm. Dies ist
aber als Screeningtool zu kosten-, zeit- und personalintensiv.! Daher missen fir ein
mdgliches postnatales Screening auf Turner Syndrom andere Techniken gefunden
werden. Diese mussen schnell, prazise, wenig personal- und materialintensiv und
automatisierbar sein. Idealerweise sollte keine zusatzliche Blutentnahme des Kindes

notwendig sein.

Mit dieser Arbeit soll die Mdglichkeit eines auf STR- und SD- basiertes QF PCR Kit als
postnatales Screeningtool evaluiert werden. Der verwendete Assay besteht dabei aus
6 STR Markern und 3 SD Markern. Als Testmaterial werden dabei
Mundschleimhautabstriche, Blut (EDTA) und Blutstanzen von Filterpapierkarten

verglichen.

Fir eine mogliche Verwendung als Screening muss gezeigt werden, dass mit dem
getesteten Marker Mix zuverlassig Patientinnen mit dem TS mit verschiedenen
Karyotypen detektiert und von gesunden Frauen und Mannern unterschieden werden

konnen.

Ein weiteres Ziel der Arbeit ist es zu evaluieren, ob die Methode vom Zeit-, Kosten-,

Personal- und Materialeinsatz als Screening geeignet ist.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

Die Studie wurde unter der Nummer AZ 49/20 von der Ethikkommission des

Fachbereichs Medizin der Universitat GielRen genehmigt.

3.1.1 Probenmaterial

20 Studienteilnehmerinnen wurden aus den Mitgliedern der Turner-Syndrom-
Vereinigung Deutschland e.V., Patientinnen des Institut fir Humangenetik und der
Abteilung flr Gynakologie des Klinikums der Justus-Liebig-Universitat Gielden
rekrutiert. Alle Studienteilnehmerinnen waren Uber 18 Jahre alt. Das Durchschnittsalter
lag bei 32 Jahren (24 — 46 Jahren). Fur alle Studienteilnehmerinnen war die Diagnose
eines Turner Syndroms bereits bekannt. Bei allen Teilnehmerinnen wurde der
Karyotyp aus Blut und Mundschleimhaut bestimmt und die Proben pseudonymisiert
versendet. Alle Teilnehmerinnen wurden Uber Art und Ziel der Studie informiert und
unterzeichneten eine Einverstandniserklarung und eine Datenschutzerklarung.

Zeitraum der Probensammlung war von August bis Oktober 2020.

Als Referenz wurden 30 Proben gesunder Frauen und 30 Proben gesunder Manner
verwendet. Diese stammen aus einem Pool an nicht verwandten Referenz-DNAs aus
Mundschleimhautabstrichen der Eluthia GmbH (Giel3en).
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3.1.2 Gerate

Tabelle 3: Gerite

Pipetten Nichiryu (Japan)
8-Kanal-Pipette Eppendorf
Thermomixer Comfort Eppendorf
Vortex Mixer NeolLab
Biophotometer Eppendorf
Microfuge 16 Centrifuge Beckman Coulter
MicPCR BioZym

T100 Thermal Cycler BIO-RAD

CEQ - 8000 Genetic Analysis Beckman Coulter

Der CEQ 8000 Genetic Analysis von der Firma Beckman Coulter ist ein 8-Kapillar
Sequenzsystem. Mit diesem konnen DNA-Fragmente fluoreszenzbasiert mittels
Kapillarelektrophorese  analysiert werden.  Mittels Laser werden die
fluoreszenzmarkierten Primer angeregt und detektiert. Die von jeder Kapillare

erfassten Rohdaten werden in Form von Peaks dargestellt.

Zur Analyse werden die Proben zusammen mit SLS und STD 600 in eine 96-Well-

Mikrotiterplatte gegeben und die Platte in den CEQ 8000 eingesetzt.

Die Kapillaren werden vom Gerat mit einem linearen Polyacrylamidgel geflllt, die
Proben werden denaturiert und in die Kapillaren geladen. Anschliellend wird an die
Kapillare die elektrische Spannung zur Auftrennung der DNA angelegt. Die

einzelstrangige DNA wird dadurch der Grofke nach aufgetrennt. %7
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3.1.3 Oligonukleotide

Der verwendete Assay besteht aus 6 STR Markern und 3 SD Markern.

3.1.3.1 Qualitative Typisierung mittels STR-Marker

STRs sind seit den 90er Jahren bekannt. STR steht flr short tandem repeat. Dies sind
repetitive (sich wiederholende) Gensequenzen, die innerhalb der Bevolkerung sehr
polymorph sind, aber in der Regel stabil vererbt werden. Es gibt trimere und tetramere
STRs. Trimere STRs sind Sequenzen, die sich alle drei Nukleotide wiederholen, bei
tetrameren STRs wiederholen sich die Sequenzen alle vier Nukleotide. Wahrend diese
repetitiven Abschnitte sehr variabel in der Anzahl der Wiederholungen sind, sind die
angrenzenden genomischen Sequenzen in der Regel spezifisch und konstant. Diese
konstanten Abschnitte dienen spater als Bindungsstellen fur die spezifischen PCR
Primer. Strukturelle und sequenzspezifische Eigenschaften von genomischen
Sequenzen, die ein Chromosom betreffen, nennt man Allel. Eine
chromosomenspezifische Anzahl von Repeats innerhalb eines STR zahlt ebenfalls

dazu.%8 9

Von Homozygotie spricht man bei STR Markern, wenn beide Allele die gleiche Lange
haben. Wenn man zwei STR Produkte mit unterschiedlichen Langen hat, spricht man

von Heterozygotie.%®

STRs werden unter anderem genutzt zur Personenidentifikation in der Forensik und

zu Vaterschaftsanalysen.%-100

STRs kénnen mittels der Polymerasekettenreaktion (PCR) leicht amplifiziert, also
vervielfaltigt werden. Inzwischen ist es auch moglich, dass nicht nur jeweils ein STR in
einem PCR Ansatz vervielfaltigt wird, sondern dass man mit einer sogenannten
Multiplex PCR mehrere STRs zeitgleich aus einer Probe amplifizieren kann. Es kdnnen
derzeit bis zu zehn STRs gleichzeitig amplifiziert werden.®®: % Vor der PCR Analyse
muss die DNA aus der Probe extrahiert werden (template DNA) und die DNA
quantifiziert werden. Die PCR erfolgt dann in drei Schritten, die in der Regel 20 bis 30
malwiederholt werden. Zuerst wird die Doppelstrang template DNA denaturiert, so

dass die beiden Einzelstrange vorliegen. Es folgt die Bindung des Primers am 3‘ Ende
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jedes Einzelstrangs. Diesen Schritt nennt man Annealing. Es wird flr beide
Einzelstrange jeweils ein anderer Primer bendtigt. Da die DNA Strange als Vorwarts-
und Ruckwartsstrang bezeichnet werden, werden die jeweils dazugehdrigen Primer

analog als forward und revers primer bezeichnet.

Im letzten Schritt wird das synthetisierte PCR Produkt, ausgehend vom Primer in
Richtung des 5° Endes des Originalstrangs verlangert. Um am Ende geniugend PCR
Produkt fir die Analyse zu haben, reichen mittlerweile wenige Kopien der
urspriinglichen DNA.%8 Das PCR Produkt wird mit Hilfe fluoreszenzmarkierter Primer
sichtbar gemacht und durch Kapillargelelektrophorese der GroRe nach aufgetrennt

und analysiert."%

Als Ausgangsmaterial fur eine PCR Analyse eignet sich DNA aus Blut, Speichel, Urin,
Haaren, Samenzellen, Knochen, oder anderen Geweben, sowie Biopsiematerial, zum
Beispiel aus Muskel oder Lebergewebe.?® In dieser Arbeit wurde Speichel, Blut und

getrocknetes Blut auf Filterpapier analysiert.

Nach gelelektrophoretischer Auftrennung der Proben werden die Rohdaten
elektronisch analysiert. Die Rohdaten werden neben dem Grofienstandard als Peaks
dargestellt. Bei kleineren Peaks direkt vor groReren handelt es sich in manchen Fallen
um sogenannte Stotterbanden. Nach dem Ausschluss der Stotterbanden, werden die
Peaks mit Locus, Allel und der GréRe in Nukleotiden beschriftet. Zum Teil lauft das

automatisch.

Wenn man nun die Peaks der beiden Allele eines Locus betrachtet, gibt es drei
mogliche Konstellationen (siehe Abbildung 1). Auf der X Achse ist die unterschiedliche
Fragmentgrolie (unterschiedliche Repeat Anzahl) dargestellt und auf der Y Achse ist
die Fluoreszenzintensitat aufgetragen, diese Kkorreliert mit der Anzahl an
Templatekopien. Deshalb kann man bei Heterozygotie die beiden Peaks in ihrer Hohe

vergleichen.
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Abbildung 1: Peakmoglichkeiten STR Marker 1. Homozygotie, 2. Heterozygotie 1:1 3.
Heterozygotie 1:2

Sind von einem Allel mehr Kopien vorhanden im Vergleich zu dem anderen, sind die
Peakhdhen nicht gleich. Wenn von einem Allel nur in 50% der Kopien des anderen

Allels vorhanden sind, ist das Verhaltnis der beiden Peakhdhen 2:1.101

3.1.3.2 Quantitative Typisierung mittels SD-Marker

SD steht flir segmentale Duplikation. Damit sind lange DNA Sequenzen gemeint,
langer als 1 bis hin zu 200 Kilobasenpaare, die zu 90 — 100 % identisch mit einer
anderen Sequenz sind. Diese duplizierten Sequenzen konnen auf dem selben (inter-)
aber auch auf zwei unterschiedlichen Chromosomen (intrachromosomal) vorliegen.
Die segmentale Duplikation kommt zustande durch kopierende Transposition von
kleinen Anteilen von chromosomalen Material und finden sich meistens in

perizentromeren und subtelomeren Regionen."%?

Auch diese SD Marker konnen mittels PCR analysiert werden. Da hier auch wieder die
Peakhohe der Fluoreszenzintensitat entspricht und damit der Anzahl an
Templatekopien, kann man die beiden zusammengehdrigen Peaks in der HoOhe

vergleichen. %!
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Tabelle 4: Multiplex PCR: Marker und jeweils eingesetzte Primer

MB Marker Primersequenz (5 — 3°)

15 DXS 9902 f: tggagtctctgggtgaagag
r: gttcttcaggagtatgggatcaccag
fl: tggagtctctgggtgaagag
44 SD_16X f: gtttctgttcttcagactgtagctccac
r: gtttctaggcactgtggttc
fl: gtttctgttcticagactgtagctccac
47 DXS 6807 f: gagcaatgatctcatttgca
r: gttcttaagtaaacatgtataggaaaaagct
fl:gagcaatgatctcatttgca
64 DXS 7132 f: agcccattticataataaatcc
r: gttcttaatcagtgctttctgtactattgg
fl: agcccattttcataataaatcc
77 SD_3X f: gtttctggttttgcctaggtccagtg
r: tgacaggtagttttgggtcag
fl: gtttctggttttgcctaggtccagtg
91 SD-XY2 f: aggcgagtagctgtctatga
r: gttcttctttictaccactgaaacagagt
fl: aggcgagtagctgtctatga
92 G09742 f: agtcatttcctctaacaagtctcc
r: gttctticcagagagtcagaatcagtagg
fl: agtcatttcctctaacaagtctce
101 DXS101 f: cacattttactctaaatcagtccaaatatctc
r: gttcttggcaaatcactccatggcacatgtat

fl: cacattttactctaaatcagtccaaatatctc

140 GATA31E08 f: gatagatgatagagatagatgatag
r: gttctttgctcacttttatgtgtgtatgtatc
fl: gatagatgatagagatagatgatag

Marker Typ

STR Marker (Tetranukleotid)

SD Marker

STR Marker (Tetranukleotid)

STR Marker (Tetranukleotid)

SD Marker

SD Marker

STR Marker (Tetranukleotid)

STR Marker (Trinukleotid)

STR Marker (Tetranukleotid)

Mit f sind die Forward Primer markiert und mit r die Revers Primer. Mit fl sind die mit

D4 wellred fluoreszenzmarkierten Forward Primer bezeichnet (Spalte 3).
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MB bezeichnet das Megabasenpaar auf dem X — Chromosom nach GRCH 37/AG19.
Bei den SD Markern beziehen sich die Megabasenpaare auf die Position des Markers

auf dem X Chromosom (Spalte 1).

Alle STR Marker mit Ausnahme von DXS101 sind Tetranukleotid Repeat Marker
(wiederholte Sequenz besteht aus 4 Nukleotiden). DXS101 ist ein Trinukleotid Repeat

Marker.
PARWOE;;? B - Abbildung 1 zeigt die Lage der verwendeten Marker
:il auf dem X Chromosom. Die Marker DXS9902,
. “ SD_16X und DXS6807 DXS7132, liegen auf dem
ﬁ: - kurzen Arm des X Chromosoms (Xp).
M Die Marker SD_3X, SD_XY2, G09742, DXS101,
xSt 13 7 GATA31E08 liegen auf dem langen Arm des X
Chromosoms (Xq).

Somit liegen zwei STR Marker und ein SD Marker auf
o Xp und vier STR Marker und zwei SD auf Xq.

q22

q23

q25

Die SD Marker detektieren nicht nur Loci auf dem X

q26

q27

o
~
s

Chromosom, sondern auch homologe Loci auf dem
Chromosom 3 (SD-X3), Chromosom 16 (SD-16X),
beziehungsweise wenn vorhanden auf dem Y
Abbildung 2: Verteilung der
verwendeten Marker auf dem X ~ Chromosom (SD-XY2).
Chromosom

Die Markerzusammenstellung stammt von Herrn
Doktor Becker — Follmann. Die SD Marker wurden zusammengestellt nach Lou et
al.’ und Sun et al.'%* Die STR Marker wurden ausgewahlt nach Broman et al.'%. Es
sollte das gesamte X Chromosom abgedeckt sein. Um einen +A Peak bei allen PCR-
Fragmenten zu erzwingen, wurde eine unspezifische Sequenz am 5' Ende der Primer

angehangen.

Die Primersequenzen wurden mit SNPcheck V3.0 auf Single Nucleotide
Polymorphismen (SNPs) hin kontrolliert.
(https://genetools.org/SNPCheck/snpcheck.htm)'®.  Fir die PCR wurden die
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AmplicongroRe und die genaue Position auf dem X und auf dem Y Chromoson
kontrolliert mit dem UCSC In-SilicoPCR."%"

Zusatzlich wurden zwei DMR Marker genutzt. DMR steht fur differentially methylated
regions. Dies sind Regionen die in der DNA aus verschiedenen biologischen Geweben
unterschiedlich methyliert sind.'®® In diesem Fall wurden die Marker bendtigt zum
Nachweis von DNA im PCR Ansatz.

Tabelle 5: verwendete DMR Marker

Primer Primersequenz (5°‘ — 3°

DMR 4 agcctcccctttcctgtct
ggtgcgtgttttctgtgatt

DMR 5 gaaggaaaggagcttaggcg
gtttctaggcactgtggttc

Alle Primer wurden von der Firma Biomers, Ulm synthetisiert.

3.1.4 Hilfsmittel

Tabelle 6: Hilfsmittel
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Material Firma ‘

Wattestabchen FLOQS Swabs hDNA free Copan

Sterile DNAse, RNAase-freie Plastik Klvetten Eppendorf
QlAamp DNA Mini Kit (250) Qiagen

Ethanol 98% Carl Roth
Pipettenspitzen mit Filter NerbePlus
micPCR Tubes Biozym

8er Streifen NerbePlus

5x HOTFire Pool Eva-Green (5x) Solis Biodyne

5x HOTFire Multiplex Solis Biodyne
Sample Loading Solution Beckman Coulter
Gréfenstandard bis 600 nt Sciex
Probenplatte fiir CEQ 8000 Beckman Coulter
Sampleplatte fiir CEQ 8000 Beckman Coulter
Run Buffer Beckman Coulter
Mineral Oil Beckman Coulter

3.2 Methoden

3.2.1 DNA Praparation aus Mundschleimhaut

3.2.1.1 Probennahme

Es wurden von jeder Studienteilnehmerin 2 Mundschleimhautabstriche mit Hilfe von
hDNA free Wattestdbchen genommen. Die Probennahme folgte nach
Herstelleranleitung.'®® Die Studienteilnehmerinnen sollten eine halbe Stunde vor dem

Mundschleimhautabstrich nichts mehr essen oder trinken und auch nicht rauchen.

Zudem wurde von allen Studienteilnehmerinnen Blut abgenommen fur das
Karyogramm und die PCR Analysen aus Blut direkt und nach Aufbringen auf

Filterpapier und Entnahme einer Blutstanze.

3.2.1.2 DNA-Praparation aus Mundschleimhaut

Der ganze Ablauf, von der DNA — Praparation aus Mundschleimhaut bis hin zu der

Erstellung der Elektropherogramme wurde von mir durchgefuhrt. Die DNA
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Mundschleimhautabstriche wurden nach dem Protokoll ,DNA Purification from Buccal
Swabs (Spin Protocol)* ' gereinigt, fiir ein zuverlassiges Ergebnis bei der PCR und
der Multiplex - Gel — Analyse. Es wurden 400 pl Lysepuffer (AL) und 400 pl Ethanol
auf die Wattestabchen gegeben. Dies reichte, um die Wattestabchen im Tube
vollkommen zu bedecken. Es ergaben sich folgende Abweichung zum vorgegebenen
Protokoll: Da die Wattestabchen aus Nylon waren, wurde auf die Zugabe von 600 pl
PBS zu Beginn verzichtet. Nach der ersten Elution mit 60 ul Eluationspuffer (AE Puffer)
und Zentrifugation wurde eine zweite Elution ebenfalls mit 60 pl AE Puffer
durchgefuhrt.

3.2.1.3 Quali- und Quantifizierung der DNA

Nach der Aufbereitung lasst sich die DNA photometrisch quali- und quantifizieren. Das
Peakmaximum der UV — Absorptionseigenschaften der DNA liegt bei einer
Wellenlange von 260 nm. Eine Messung bei 260 nm ergibt eine Aussage uber die
Konzentration der DNA, allerdings nicht Uber die Reinheit. Fur eine Aussage Uber die
Reinheit der Probe sind zusatzliche Messungen bei 230 nm fur Salze, 280 nm fiur
Proteine und 320 nm flr organische Substanzen (zum Beispiel Phenole) nétig. Aus
diesen Messungen werden dann Quotienten (OD Wert) gebildet. Eine Probe sollte
folgende Werte haben, um als rein zu gelten und dass genltigend DNA vorhanden ist.
Besonders aussagekraftig ist der Quotient der Messungen bei 260/280. Dieser sollte
zwischen 1,6 — 1,8 liegen. Bei den 20 Turnerproben lagen die Werte zwischen 1,44 —
2,31

Die vollstandige Tabelle der OD Werte findet sich im Anhang. Von den folgenden
Studienteilnehmerinnen wurde neben dem ersten auch das zweite Stabchen
analysiert: S6A4, Z2H5, C2R5, E4A6. Fur die Auswertung wurden nur die Werte des

zweiten Stabchens berucksichtigt. Da die OD Werte beim 1 Stabchen zu hoch waren.

Die RealTime PCR ist neben der photometrischen Bestimmung eine weitere
Méglichkeit zur Uberpriifung der praparierten Mundschleimhaut DNA. Es wird gepriift,
ob die DNA amplifizierbar ist. Dabei sollte der CT (cycle threshold) Wert, wie bei allen
20 Turner Proben, unter 30 Wiederholungen liegen. Der CT Wert ist die Anzahl an

Wiederholung bei dem ein erstes Messignal der amplifizierbaren DNA messbar ist.
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Pipettierplan PCR Ansatz

Tabelle 7: Pipettierplan PCR Ansatz

Volumen (20 pl)

5x HOTFire Pol Eva-Green Plus (5x) 4,0 ul
DMRA4/5 F/R- Primer (2 uM, 10 fach) 2 ul
gDNA 2yl
Summe 8,0 ul
Wasser 12,0 ul

Fur den DMR 4/5 F/R Primer Mix wurden von den vier 100 um Primern jeweils 1 pl,

also insgesamt 4 pl plus 46 yl Wasser gemischt.

Temperatur — Zeit — Profil PCR

Tabelle 8: Temperatur - Zeit - Profil PCR

Schritt (40 Zyklen) Temperatur Zeit

Hot Start (1x zu Beginn) 95°C 15 Minuten

Denaturierung 95°C 10 Sekunden

Annealing 60°C 10 Sekunden

Extension 72°C 10 Sekunden
Multiplex PCR

Die Multiplex PCR erfolgte im T100 Thermal Cycler von BIO RAD.

Pipettierplane

Primer
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Tabelle 9: Primer Mix Multiplex PCR

Primer Volumen

Forward Primer (100 uM) 2yl Fir jeden Marker 1 Primer ->
9x2 pl =18 pl

Revers Primer (100 uM) 2yl 9x2 pl =18 pl

Markierter Forward Marker Mix = 2 pl 2 ul

(10 pM) D4 markiert nach
Beckman Coulter

Summe 38 ul
Wasser ad 100 pl 62 pl

Fir den Mix der markierten Forward Primer wurde von den 9 Primern (fur jeden Marker

1 Primer) 1ul mit 1yl Wasser gemischt, insgesamt also 10ul.

Somit sind im Primermix zu 10 % floureszenzmarkierte Primer und zu 90 % normale

Forwardprimer.

Ansatz
Tabelle 10: Ansatz Multiplex PCR

Volumen

5x HOTFire Multiplex (5x) 4 ul
Primermix (10fach, 2uM) 2 ul
Genomische DNA 2 ul
Wasser 12 ul
Summe 20ul

Temperatur — Zeit — Profil

Tabelle 11: Temperatur - Zeit - Profil Multiplex PCR

37



Schritt (35 Zyklen Temperatur Zeit ‘

Hot Start 95°C 12 Minuten
Denaturierung 95°C 20 Sekunden
Annealing 60°C 90 Sekunden
Extension 72°C 20 Sekunden
Final Extension 60°C 60 Minuten

3.2.2.1 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese erfolgte im CEQ — 8000 Genetic Analysis System. In der
Gelelektrophorese entspricht der Kanal D1 Wellred dem Grolienstandard bis 600
Nukleotide und D4 Wellred ist das Produkt der Multiplex PCR.

Laufparameter fur die, wie oben beschriebene, Gelelektrophorese sind:
Kapillartemperatur 50°C

Denaturieren bei 90°C fur 120 s

Injektion mit 20 kV fir 20 s

Geltrennung bei 60 kV fir 90 min

3.2.2.1 Auswertung

Auch die Auswertung der Rohdaten erfolgte mit CEQ 8000 Genetic Analysis System.

4. Ergebnisse

4.1 Karyogramme

Die Karyogramme wurden von Frau Dr. rer. nat Katrin Frobius und Herrn PD Dr. med
Axel Weber, Institut fir Humangenetik am Universitatsklinikum Gie3en und Marburg/
Standort: Gielden erstellt.

Ausgewertet wurden jeweils 30 Mitosen, GTG-gefarbt mit 550 Bandern. Die
Nomenklatur erfolge nach ISCN, 2016. '
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Tabelle 12: Studienteilnehmerinnen mit klassischen Turner 45,X (10/20)

Patientinnen ID Karyotyp
B4N4 45X
C2R5 45,X, 9ph
H1N2 45X
N3C3 45X
T6L3 45X
U4B3 45X
Z2H5 45X
T3A2 45X
12U2 45X
E4A6 45X

Tabelle 13: Studienteilnehmerin mit Mosaik mit 46,XX mos 45,X/ 46,XX (1/20)

Patientinnen ID Karyotyp
N4T6 45,X[29]/46,XX[2]

Mit den eckigen Klammern wird die Anzahl der gezahlten Mitosen angegeben

Tabelle 14: Studienteilnehmerin mit Isochromosom 46,X i(X) (1/20)

Patientinnen ID Karyotyp
HOE3 46,X,i(X)(q10)

In der zweiten runden Klammer (g10) wird der Bruchpunkt fir das Isochromosom an

Xq angegeben.

Tabelle 15: Studienteilnehmerinnen mit Mosaik mit Isochromosom mos 45,X/ 46,X i(X) (4/20)

Patientinnen ID Karyotyp

E204 mos  46,X,i(X)(q10)[111/45,X[8]/47,X, i(X)(q10),
i(X) (q10) [1]

N1H6 mos 46,X,i(X)(q10), 9ph[28]/45,X, 9ph[3]

S6A4 mos 46,X, i(X)(q10)[25)/45,X[5]



U4R5 mos 45,X[20)/47,X,i(X)(q10),
i(X)(q10)[6]/46,X,i(X)(q10)[4]

Tabelle 16: Studienteilnehmerin mit Mosaik mit Deletion 45,X/ 46, X del(X) (1/20)

Patientinnen ID Karyotyp

S4T1 mos 46,X,del(X)(p11.2)[26]/45,X[4]

Tabelle 17: Studienteilnehmerinnen mit Y Anteil (2/20)

Patientinnen ID Karyotyp

B3R4 mos 45,X[20]/46,X,der(Y) [8]
H4T4 mos 45,X [16]/46,X, dic(Y)[14]

Tabelle 18: Studienteilnehmerin mit Tripel X Anteil (1/20)

Patientinnen ID Karyotyp

N4S1 45 X [16)/47 XXX [1]/46,XX [13]

4.2 Fingerprints aus DNA aus Blut

4.2.1 Ausgewahlte Fingerprints

Die DNA-Praparation aus Blut erfolgte durch Dr. rer. nat. Johannes Becker — Follmann,
Eluthia GmbH (Giel3en).



4.2.1.1 Mannliche Kontrolle
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Abbildung 3: Fingerprint/ Elektropherogramm DNA aus Blut maéannliche Person In allen
Fingerprints entsprechen die roten Peaks dem GréRenstandard. Die blauen Peaks sind die Peaks der
Probe. Oberhalb der Peaks stehen der Locus, also der Marker, das Allel (ganze Zahl) und die Grofe in
Nukleotiden. Die Hohe der Peaks entspricht der Fluoreszenzintensitét und somit der Anzahl an Kopien

Auf der X - Achse ist die Grof3e in Nukleotiden aufgetragen, auf der Y - Achse die Fluoreszenzintensitat

Tabelle 19: Allele DNA aus Blut mannliche Kontrolle

80/84 104 147 154/ 158 184 209/ 233 260 300
220

Das abgebildete Elektropherogramm (Abb. 3) ist der Fingerprint einer mannlichen
Person. Es ist in allen STR Markern homozygot und zeigt bei 209 Nukleotiden (nt)
einen Y Peak. Das Verhaltnis von Y Peak zu X Peak bei 220 nt ist ungefahr 1:1. Das
Verhaltnis der beiden anderen SD Marker liegt bei ca. 1:2, was darauf zurtckzufuhren
ist, dass es doppelt so viele Kopien der Chromosomen 3 und 16 gibt, wie Kopien X

Chromosoms.

4.2 1.2 Weibliche Kontrolle
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Abbildung 4: Fingerprint/ Elektropherogramm DNA aus Blut weibliche Kontrolle
Erklarung siehe Abb. 3

Tabelle 20: Allele DNA aus Blut weibliche Kontrolle

- 80/84 96/116 143/ 147 153/ 180/ 220 217 /| 260/ 296/
157 184 230 272 312

Das abgebildete Elektropherogramm (Abb. 4) ist der Fingerprint einer weiblichen
Person. Es ist in allen STR Markern heterozygot und zeigt bei 209 nt keinen Y Peak.
Bei den anderen SD Markern ist das Verhaltnis 1:1. Es gibt also sowohl von den
Chromosomen 3 und 16, als auch vom X Chromosom jeweils zwei Kopien. Bei den
heterozygoten STR Marker ist das Gro3enverhaltnis der der Peaks ca. 1:1, was einer
Allelverteilung von jeweils 50% entspricht.

4.2.1.3 Probandin 45,X
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Abbildung 5: Fingerprint/ Elektropherogramm DNA aus Blut Beispiel fiir 45,X
Erklarung siehe Abb. 3

Tabelle 21: Allele DNA aus Blut Beispiel 45,X

- 80/84 112 143 153/ 180 220 227 260 304
157

Das abgebildete Elektropherogramm (Abb. 5) st der Fingerprint einer
Studienteilnehmerin mit dem Karyotyp 45,X . Es ist in allen STR Markern homozygot,
zeigt aber bei 209 nt keinen Y Peak. Die weiteren SD Ratios zeigen ein
Grolenverhaltnis von 1:2. Es gibt also zwei Kopien der Chromosomen 3 und 16 und
nur eine Kopie des X Chromosoms.

4.2.1.4 Probandin mit mos 45,X/ 46,XX (unter Nachweisgrenze des Tests)
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Abbildung 6: Fingerprint/ Elektropherogramm DNA aus Blut Beispiel mos 45,X/ 46,XX
Erklarung siehe Abb. 3

Tabelle 22: Allele DNA aus Blut Beispiel 45,X/ 46,XX

- 80/84 108 143 153/ 180 220 208 260 292
157

Das abgebildete Elektropherogramm (Abb. 6) ist der Fingerprint einer
Studienteilnehmerin mit dem Karyotyp mos 45,X/ 46XX. Es ist in allen STR Markern
homozygot, zeigt aber bei 209 nt keinen Y Peak. Die SD Ratios zeigen ein Verhaltnis
von 2:1. Es gibt also 2 Kopien der Chromosomen 3 und 16 und 1 Kopie des X
Chromosoms. Es ist kein Unterschied zum Elektropherogramm mit dem Karyotyp
45,X. Schaut man sich den Karyotyp genau an, sieht man, dass nur zwei Mitosen mit
46,XX gezahlt wurden. Dieses 5%ige Mosaik liegt offenbar unterhalb der
Nachweisgrenze und ist mit dem hier verwendeten Testverfahren zwar als Verdacht

auf Turner, aber nicht als Mosaik zu detektieren.

4.2.1.5 46, X i(Xq)

44



200000
157,36
X 22009
240 SD-3x X
112 153.27
31E08

175000

SD-3X

150000
2977 prar]
& oxce0r
13835 DXS101
G09742
13415 2217

135
costaz 8 DXS101
DXS9902

15

125000

100000 —

75000 ~

789
8333 DXS7132

50000 ~
25000 —

ﬂm TMJUL‘1ZD JUW Y 19 200 j L\ 260 280 mﬂﬂ
0y oalip Ay b~ il i e U i.J\./\.i\..JN\..

1]
75 100 125 150 175

TET T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T rrTTrT

200
Size (nt)

Abbildung 7: Fingerprint/ Elektropherogramm DNA aus Blut Beispiel 46, X i(Xq)
Erklarung siehe Abb. 3

Tabelle 23: Allele DNA aus Blut Beispiel 46, X i(Xq)

80/84 96/112 135/139 153/ 180 220 230/ 272 304/
157 242 308

Das abgebildete Elektropherogramm (Abb. 7) st der Fingerprint einer
Studienteilnehmerin mit dem Karyotyp 46, X i(Xq). Es ist in den STR Markern 31E08,
G09742, DXS 101 und DXS 7132 heterozygot. Alle Marker liegen auf Xq. Es fehlt bei
209 nt ein Y Peak. Die SD Ratios zeigen ein Verhaltnis von 1:1. Sieht man sich
allerdings die Verhaltnisse der Peaks der heterozygoten STR Marker an, so sind die

Verhaltnisse nicht 1:1.

4.2.1.6 mos 45,X/ 46,X del(X)
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Abbildung 8: Fingerprint/ Elektropherogramm DNA aus Blut Beispiel 45,X/ 46,X del(X)
Erklarung siehe Abb. 3

Tabelle 24: Allele DNA aus Blut Beispiel 45,X/ 46,X del(X)

- 80/84 96 143/ 147 153/ 180 220 233 260 300
157

Das abgebildete Elektropherogramm (Abb. 8) st der Fingerprint einer
Studienteilnehmerin mit dem Karyotyp 45,X/ 46,X del(X). Es ist in dem STR Marker
G09742 heterozygot. Der Marker liegt auf Xq. Es fehlt bei 209 nt ein Y Peak. Bei den
SD Marker ist das Verhaltnis X zu 3 1:1, was einer gesunden Frau entsprechen wirde.
Das Verhaltnis X zu 16 ist allerdings 1:2, was der Deletion an Xp entspricht. Das
Verhaltnis der beiden Peaks des heterozygoten STR Marker ist 1:1. Dies entspricht

jeweils einer Kopie des Allels auf Xq.

4.2.1.7 mos 45,X/ 46,X i(X)
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Abbildung 9: Fingerprint/ Elektropherogramm DNA aus Blut Beispiel mos 45,X/ 46, X
i(X) Erklarung siehe Abb.3

0

Tabelle 25: Allele DNA aus Blut Beispiel mos 45,X/ 46,X i(X)

80/ 84 104/ 139 153/ 188 236/ 233 268 292/
108 157 239 304

Das abgebildete Elektropherogramm (Abb. 9) st der Fingerprint einer
Studienteilnehmerin mit dem Karyotyp mos 45,X/ 46,Xi(X). Es ist auf den STR Markern
31E08 und DXS 7132 heterozygot. Beide Marker liegen auf Xq. Es fehlt bei 209 nt ein
Y Peak. Die Verhaltnisse der SD Marker ist nicht 1:1, aber auch nicht 1:2. Auch das
Verhaltnis der heterozygoten Marker ist nicht 1:1.
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4.2.1.8. 45 X Mosaik mit Y Anteil
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Abbildung 10: Fingerprint/ Elektropherogramm DNA aus Blut Beispiel mit Y Anteil
Erklarung siehe Abb.3

Tabelle 26: Allele DNA aus Blut Beispiel mit Y Anteil

80/84 96 135 153/ 180 209/ 233 260 300
157 220

Das abgebildete Elektropherogramm (Abb. 10) ist der Fingerprint einer
Studienteilnehmerin mit Turner mit Y Anteil. Es ist auf allen STR Markern homozygot.
Bei 209 nt sieht man einen Y Peak. Das Verhaltnis von Y zu X Peak ist aber nicht 1:1.
Die SD Ratios sind ungefahr 2.
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4.3 Fingerprints aus Mundschleimhaut

4.3.1 Ausgewahlte Fingerprints

Die Erstellung der Elektropherogramme der DNA aus Mundschleimhaut erfolgte durch

mich.

4.3.1.1 Mannliche Kontrolle
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Abbildung 11: Fingerprint/ Elektropherogramm DNA aus Mundschleimhaut ménnliche
Kontrolle Erklarung siehe Abb.3

Tabelle 27: Allele DNA aus Mundschleimhaut mannliche Kontrolle

80/84 104 147 153/ 184 209/ 233 260 300
157 220

Das abgebildete Elektropherogramm (Abb. 11) ist der Fingerprint einer mannlichen
Person. Es ist in allen STR Markern homozygot und zeigt bei 209 Nukleotiden (nt)
einen Y Peak. Das Verhaltnis von Y Peak zu X Peak bei 220 nt ist ungefahr 1:1. Das
Verhaltnis der beiden anderen SD Marker liegt bei ca. 1:2, was darauf zurtckzufuhren
ist, dass es doppelt so viele Kopien der Chromosomen 3 und 16 gibt, wie Kopien X

Chromosoms.
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4.3.1.2 Weibliche Kontrolle
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Abbildung 12: Fingerprint/ Elektropherogramm DNA aus Mundschleimhaut weibliche
Kontrolle Erklarung siehe Abb.3

Tabelle 28: Allele DNA aus Mundschleimhaut weibliche Kontrolle

80/84 112/116 139 153/ 180/ 220 215/ 260 300/
157 186 236 304

Das abgebildete Elektropherogramm (Abb. 12) ist der Fingerprint einer weiblichen
Person. Es ist in allen STR Markern heterozygot und zeigt bei 209 nt keinen Y Peak.
Bei den anderen SD Markern ist das Verhaltnis 1:1. Es gibt also sowohl von den
Chromosomen 3 und 16, als auch vom X Chromosom jeweils zwei Kopien. Bei den
heterozygoten STR Marker ist das GrolRenverhaltnis der der Peaks ca. 1:1, was einer

Allelverteilung von jeweils 50% entspricht.
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4.3.1.3 Probandin 45,X
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Abbildung 13: Fingerprint/ Elektropherogramm DNA aus Mundschleimhaut Beispiel
45,X Erklarung siehe Abb.3

Tabelle 29: Allele DNA aus Mundschleimhaut Beispiel 45,X

- 80/84 112 143 153/ 180 220 227 260 304
157

Das abgebildete Elektropherogramm (Abb. 13) st der Fingerprint einer
Studienteilnehmerin mit dem Karyotyp 45,X . Es ist in allen STR Markern homozygot,
zeigt aber bei 209 nt keinen Y Peak. Die weiteren SD Ratios zeigen ein
GrolRenverhaltnis von 1:2. Es gibt also zwei Kopien der Chromosomen 3 und 16 und

nur eine Kopie des X Chromosoms.
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4.3.1.4 Probandin mit mos 45,X/ 46,XX (unter Nachweisgrenze des Tests)
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Abbildung 24: Fingerprint/ Elektropherogramm DNA aus Mundschleimhaut Beispiel
mos 45,X/ 46,XX Erklarung siehe Abb.3

Tabelle 30: Allele DNA aus Mundschleimhaut Beispiel mos 45,X/ 46,XX

- 80/84 108 143 153/ 180 220 206 260 292
157

Das abgebildete Elektropherogramm (Abb. 14) st der Fingerprint einer
Studienteilnehmerin mit dem Karyotyp mos 45,X/ 46XX. Es ist in allen STR Markern
homozygot, zeigt aber bei 209 nt keinen Y Peak. Die SD Ratios zeigen ein Verhaltnis
von 2:1. Es gibt also 2 Kopien der Chromosomen 3 und 16 und 1 Kopie des X
Chromosoms. Es ist kein Unterschied zum Elektropherogramm mit dem Karyotyp
45,X. Schaut man sich den Karyotyp genau an, sieht man, dass nur zwei Mitosen mit
46,XX gezahlt wurden. Dieses 5%ige Mosaik liegt offenbar unterhalb der
Nachweisgrenze und ist mit dem hier verwendeten Testverfahren zwar als Verdacht

auf Turner, aber nicht als Mosaik zu detektieren.
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4.3.1.5 46, X i(Xq)
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Abbildung 35: Fingerprint/ Elektropherogramm DNA aus Mundschleimhaut Beispiel
46,X i(Xq) Erklarung siehe Abb.3

Tabelle 31: Allele DNA aus Mundschleimhaut Beispiel 46,X i(Xq)

80/84 96/112 135/139 153/ 180 220 230/ 272 304/
157 242 306

Das abgebildete Elektropherogramm (Abb. 15) st der Fingerprint einer
Studienteilnehmerin mit dem Karyotyp 46, X i(Xq). Es ist in den STR Markern 31E08,
G09742, DXS 101 und DXS 7132 heterozygot. Alle Marker liegen auf Xq. Es fehlt bei
209 nt ein Y Peak. Die SD Ratios zeigen ein Verhaltnis von 1:1. Sieht man sich
allerdings die Verhaltnisse der Peaks der heterozygoten STR Marker an, so sind die

Verhaltnisse nicht 1:1.
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4.3.1.6 mos 45X/ 46,X del(X)
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Abbildung 16: Fingerprint/ Elektropherogramm DNA aus Mundschleimhaut Beispiel
mos 45,X/ 46,X del(X) Erklarung siehe Abb.3

Tabelle 32: Allele DNA aus Mundschleimhaut Beispiel mos 45,X/ 46,X del(X)

- 80/84 96 143/ 147 153/ 180 220 233 260 300
157

Das abgebildet Elektropherogramm (Abb. 16) st der Fingerprint einer
Studienteilnehmerin mit dem Karyotyp 45,X/ 46,X del(X). Es ist in dem STR Marker
G09742 heterozygot. Der Marker liegt auf Xq. Es fehlt bei 209 nt ein Y Peak. Bei den
SD Marker ist das Verhaltnis 3:X 1:1, was einer gesunden Frau entsprechen wurde.
Das Verhaltnis X:16 ist allerdings 1:2, was der Deletion an Xp entspricht. Die beiden
Peaks bei dem heterozygoten STR Marker sind gleich hoch. Dies entspricht jeweils

einer Kopie des Allels auf Xq.
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4.3.1.7 mos 45,X/ 46,X i(X)
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Abbildung 47: Fingerprint/ Elektropherogramm DNA aus Mundschleimhaut Beispiel
mos 45,X/ 46,X i(X) Erklarung siehe Abb.3

Tabelle 33: Allele DNA aus Mundschleimhaut Beispiel mos 45,X/ 46,X i(X)

80/84 112 139 153/ 180/ 220 215/ 260 300/
157 186 236 304

Das abgebildete Elektropherogramm (Abb. 17) st der Fingerprint einer
Studienteilnehmerin mit dem Karyotyp mos 45,X/ 46,Xi(X). Es ist auf den STR Markern
31E08 und DXS 7132 heterozygot. Beide Marker liegen auf Xq. Es fehlt bei 209 nt ein
Y Peak. Die Verhaltnisse der SD Marker sind nicht 1:1, aber auch nicht 1:2. Auch das

Verhaltnis der heterozygoten Marker ist nicht 1:1.
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4.3.1.8 45,X Mosaik mit Y Anteil
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Abbildung 18: Fingerprint/ Elektropherogramm DNA aus Mundschleimhaut Beispiel
mit Y Anteil Erklarung siehe Abb.3

Tabelle 34: Allele DNA aus Mundschleimhaut mit Y Anteil

80/84 112 139 153/ 180 209/ 260 300
157 220

Das abgebildete Elektropherogramm (Abb. 18) st der Fingerprint einer
Studienteilnehmerin mit Turner mit Y Anteil. Es ist auf allen STR Markern homozygot.
Bei 209 nt sieht man einen Y Peak. Das Verhaltnis von Y zu X Peak ist aber nicht 1:1.
Die SD Ratios sind ungefahr 2.
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4.4 Fingerprints aus Blutstanze
4.4.1 Ausgewahlte Fingerprints

Die DNA Praparation aus der Blutstanze erfolgte durch Dr. rer nat Johannes Becker —
Follmann, Eluthia GmbH (Giel3en).

4.4.1.1 Mannliche Kontrolle
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Abbildung 19: Fingerprint/ Elektropherogramm DNA aus Blutstanze ménnliche
Kontrolle Erklarung siehe Abb. 3

Tabelle 35: Allele DNA aus Blutstanze mannliche Kontrolle

80/84 96/104 147 153/ 184 209/ 233 260 300
157 220

Das abgebildete Elektropherogramm (Abb. 19) ist der Fingerprint einer mannlichen
Person. Es ist in allen STR Markern homozygot und zeigt bei 209 Nukleotiden (nt)
einen Y Peak. Das Verhaltnis von Y Peak zu X Peak bei 220 nt ist ungefahr 1:1. Das
Verhaltnis der beiden anderen SD Marker liegt bei ca. 1:2, was darauf zurtickzufuhren
ist, dass es doppelt so viele Kopien der Chromosomen 3 und 16 gibt, wie Kopien X

Chromosoms.
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4.4 1.2 Weibliche Kontrolle
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Abbildung 20: Fingerprint/ Elektropherogramm DNA aus Blutstanze weibliche
Kontrolle Erklarung siehe Abb. 3

Tabelle 36: Allele DNA aus Blutstanze weibliche Kontrolle

80/84 104/108 139/143 153/ 184 220 230 260/ 300/
157 236 272 304

Das abgebildete Elektropherogramm (Abb. 20) ist der Fingerprint einer weiblichen
Person. Es ist in allen STR Markern heterozygot und zeigt bei 209 nt keinen Y Peak.
Bei den anderen SD Markern ist das Verhaltnis 1:1. Es gibt also sowohl von den
Chromosomen 3 und 16, als auch vom X Chromosom jeweils zwei Kopien. Bei den
heterozygoten STR Marker ist das GrolRenverhaltnis der der Peaks ca. 1:1, was einer

Allelverteilung von jeweils 50% entspricht.
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4.4.1.3 Probandin 45,X
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Abbildung 21: Fingerprint/ Elektropherogramm DNA aus Blutstanze Beispiel 45,X
Erklarung siehe Abb. 3

Tabelle 37: DNA aus Blutstanze Beispiel 45,X

- 80/84 112 143 153/ 180 220 227 304
157
Das abgebildete Elektropherogramm (Abb. 21) st der Fingerprint einer

Studienteilnehmerin mit dem Karyotyp 45,X . Es ist in allen STR Markern homozygot,
zeigt aber bei 209 nt keinen Y Peak. Die weiteren SD Ratios zeigen ein
GrolRenverhaltnis von 1:2. Es gibt also zwei Kopien der Chromosomen 3 und 16 und

nur eine Kopie des X Chromosoms.
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4.4.1.4 Probandin mit mos 45,X/ 46,XX (unterhalb der Nachweisgrenze)
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Abbildung 5: Fingerprint/ Elektropherogramm DNA aus Blutstanze Beispiel mos 45,X/
46,XX Erklarung siehe Abb.3

Tabelle 38: Allele DNA aus Blutstanze Beispiel mos 45,X/ 46,XX

- 80/84 108 143 153/ 180 220 206 260 292
157

Das abgebildete Elektropherogramm (Abb. 22) ist der Fingerprint einer
Studienteilnehmerin mit dem Karyotyp mos 45,X/ 46XX. Es ist in allen STR Markern
homozygot, zeigt aber bei 209 nt keinen Y Peak. Die SD Ratios zeigen ein Verhaltnis
von 2:1. Es gibt also 2 Kopien der Chromosomen 3 und 16 und 1 Kopie des X
Chromosoms. Es ist kein Unterschied zum Elektropherogramm mit dem Karyotyp
45,X. Schaut man sich den Karyotyp genau an, sieht man, dass nur zwei Mitosen mit
46,XX gezahlt wurden. Dieses 5%ige Mosaik liegt offenbar unterhalb der
Nachweisgrenze und ist mit dem hier verwendeten Testverfahren zwar als Verdacht

auf Turner, aber nicht als Mosaik zu detektieren.
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4.4.1.5 46, X i(Xq)
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Abbildung 63: Fingerprint/ Elektropherogramm DNA aus Blutstanze Beispiel 46,X i(Xq)
Erklarung siehe Abb.3

Tabelle 39: Allele DNA aus Blutstanze Beispiel 46,X i(Xq)

80/84 96/112 135/139 153/ 180 220 230/ 272 304/
157 242 308

Das abgebildete Elektropherogramm (Abb. 23) ist der Fingerprint einer
Studienteilnehmerin mit dem Karyotyp 46, X i(Xq). Es ist in den STR Markern 31E08,
G09742, DXS 101 und DXS 7132 heterozygot. Alle Marker liegen auf Xq. Es fehlt bei
209 nt ein Y Peak. Die SD Ratios zeigen ein Verhaltnis von 1:1. Sieht man sich
allerdings die Verhaltnisse der Peaks der heterozygoten STR Marker an, so sind die

Verhaltnisse nicht 1:1.
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4.4.1.6 Mos 45,X/ 46,X del(X)
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Abbildung 24: Fingerprint/ Elektropherogramm DNA aus Blutstanze Beispiel mos 45,X/
46,X del(X) Erklarung siehe Abb.3

Tabelle 40: Allele DNA aus Blutstanze Beispiel mos 45,X/ 46,X del(X)

- 80/84 96 143/ 147 153/ 180 220 224 300
157

Das abgebildet Elektropherogramm (Abb. 24) st der Fingerprint einer
Studienteilnehmerin mit dem Karyotyp 45,X/ 46,X del(X). Es ist in dem STR Marker
G09742 heterozygot. Der Marker liegt auf Xq. Es fehlt bei 209 nt ein Y Peak. Bei den
SD Marker ist das Verhaltnis 3 zu X 1:1, was einer gesunden Frau entsprechen wurde.
Das Verhaltnis 16 zu X ist allerdings 2:1, was der Deletion an Xp entspricht. Die beiden
Peaks bei dem heterozygoten STR Marker sind gleich hoch. Was jeweils einer Kopie

des Allels auf Xq entspricht.
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4.4.1.7 mos 45,X/ 46,X i(X)
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Abbildung 25: Fingerprint/ Elektropherogramm DNA aus Blutstanze Beispiel mos 45,X/
46,X i(X) Erklarung siehe Abb.3

Tabelle 41: Allele DNA aus Blutstanze Beispiel mos 45,X/ 46,X i(X)

80/84 104/108 139 153/ 188 220 236/ 268 292/
157 242 304

Das abgebildete Elektropherogramm (Abb. 25) ist der Fingerprint einer
Studienteilnehmerin mit dem Karyotyp mos 45,X/46,Xi(X). Es ist auf den STR Markern
31E08 und DXS 7132 heterozygot. Beide Marker liegen auf Xq. Es fehlt bei 209 nt ein
Y Peak. Die Verhaltnisse der SD Marker ist nicht 1:1, aber auch nicht 1:2. Auch das

Verhaltnis der heterozygoten Marker ist nicht 1:1.
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4.4.1.8 45 X Mosaik mit Y Anteil
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Abbildung 26: Fingerprint/ Elektropherogramm DNA aus Blutstanze Beispiel mit Y
Anteil Erklarung siehe Abb. 3

Tabelle 42: Allele DNA aus Blutstanze Beispiel mit Y Anteil

80/84 112 135 153/ 180 209/ 260 300
157 220

Das abgebildete Elektropherogramm (Abb. 26) ist der Fingerprint einer
Studienteilnehmerin mit Turner mit Y Anteil. Es ist auf allen STR Markern homozygot.
Bei 209 nt sieht man einen Y Peak. Das Verhaltnis von Y zu X Peak ist aber nicht 1:1.
Die SD Ratios sind ungefahr 2.
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4.5 Auswertung der STR Multiplex X 7.5

Von den 20 Turnerproben konnten alle ausgewertet werden. Von den 30 gesunden
Referenzfrauen konnte eine nicht mit in die Auswertung genommen werden, da die
Allelzuteilung bei den einzelnen Markern nicht vorhanden war. Bei den gesunden
Mannern mussten drei Manner ausgeschlossen werden, da dort das Allel fir den
Marker DXS101 direkt unter dem Primer fur das Y liegt und somit die beiden Peaks zu

einem Peak verschmolzen sind und es zu einem falsch hohen Y Peak kam.

4.5.1 Bestimmung der Homo- bzw. Heterozygotie

In allen 6 Markern homozygot sind folgende Studienteilnehmerinnen: B3R4, B4N4,
C2RS5, E4A6, H1N2, H4T4, 12U2, N3C3, N4T6, T3A2, T6L3, U4B3.

Um die Wahrscheinlichkeit, dass eine Frau zufallig in allen Markern homozygot ist zu
bestimmen, wurde zunachst bei der Gruppe gesunder, nicht verwandter Frauen die

relativen Haufigkeiten bestimmt. Es wurden 58 X — Chromosomen analysiert.

Tabelle 43: Allelfrequenzen

Allel absolute relative
Haufigkeit Haufigkeiten
96 7 0,12
100 6 0,1
104 14 0,24
108 11 0,19
112 13 0,22
116 7 0,12
135 3 0,06

R 045
D 16 0,34
B 015
176 012
160 14 027
B e 15 029
I 165 16 031
212

1 0,02

I 2 o 005
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PP 002
L P 002
L P 017
D 25 13 031
D P 0.19
s g 017
s o 005
%0 2 059
e o 005
L PR 0.18
D P 0.18
2% s 008
T T 026
B a0 20 033
B s v 028
B s o 003
I 52 002

Wahrscheinlichkeit
5,12E-12

2,49E-10
0,00000055
1,64E-10

6,85E-10
0,00000024

4,45E-9

3,06E-11
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B3R4 mos 45,X[20]/46,X,der(Y) [8] 0,00000048

H4T4 mos 45,X [16]/46,X, dic(Y)[14] 1,40E-13

N4T6 45,X[291/46,XX[2] 2,71E-10

nur im Swab U4R5 mos 45,X[20)/47,X,i(X)(q10), 3,0,E-12
i(X)(q10)[6]/46,X,i(X)(q10)[4]

nur in Blut und Blutstanze R:EP¢ 0,000032

Z2H5

nur in Blut und Blutstanze LD @ ol 1,03E-8

C2R5

4.6 Auswertung SD Marker

Die Ratio der SD Marker gibt das Verhaltnis des X Chromosoms zu Chromosom 3,
beziehungsweise des X Chromosoms zu Chromosom 16 an. SD sind lange DNA
Sequenzen, die identisch (90 — 100%) sind mit einer anderen Sequenz. In diesem Fall
liegen die identischen Sequenzen auf dem X Chromosom und dem Chromosom 3,
beziehungsweise 16. Das SD Ratio gibt also das Grolenverhaltnis zwischen dem

Peak des X Chromosoms und dem Peak des Chromosom 3 beziehungsweise 16 an.

Tabelle 45: SD Ratios gesunder Frauen

SD - Marker Mittelwert Standardabweichung
SD - 16/X 1,08 0,05
SD - 3/X 0,98 0,04

Die folgenden Tabellen zeigen die SD Ratios der Studienteilnehmerinnen.

Tabelle 46 SD Ratios Studienteilnehmerinnen mit 45,X

Patientinnen ID Marker Blut Mundschleimhaut Blutstanze
B4N4 SD-16-X 0,66 0,62 0,58
SD-3-X 0,60 0,52 0,53
C2R5 SD-16-X 0,63 0,65 0,60
SD-3-X 0,67 0,74 0,57
SD-16-X 0,65 0,73 0,64
SD-3-X 0,60 0,60 0,51
SD-16-X 0,66 0,64 0,74
SD-3-X 0,59 0,57 0,64
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SD-16-X 0,67 0,60 0,63
SD-3-X 0,66 0,54 0,55
SD-16-X 0,62 0,65 0,69
SD-3-X 0,59 0,47 0,49
SD-16-X 0,65 1,47 0,79
SD-3-X 0,67 1,26 0,58
SD-16-X 0,60 0,72 0,69
SD-3-X 0,60 0,60 0,48
SD-16-X 0,65 0,62 0,61
SD-3-X 0,59 0,55 0,57
SD-16-X 0,64 0,65 0,69
SD-3-X 0,53 0,56 0,57

Tabelle 47 SD Ratios Studienteilnehmerin mit Mosaik mit 46,XX
Patientinnen ID Marker Blut Mundschleimhaut Blutstanze
N4T6 SD-16-X 0,68 0,62 0,62
SD-3-X 0,59 0,55 0,55

Tabelle 48 SD Ratios Studienteilnehmerin mit Isochromosom

Patientinnen ID Marker Blut Mundschleimhaut Blutstanze
SD-16-X 1,1 1,16 1,10
SD-3-X 1,0 0,99 1.04

Tabelle 49 SD Ratios Studienteilnehmerinnen mit Mosaik mit Isochromosom

Patientinnen ID Marker Blut Mundschleimhaut Blutstanze
SD-16-X 0,65 0,67 0,61
SD-3-X 0,97 0,62 0,90
SD-16-X 0,65 0,69 0,52
SD-3-X 1,25 1,29 1,23
SD-16-X 0,58 0,65 0,65
SD-3-X 1,11 1,26 0,94
SD-16-X 0,64 0,63 0,57
SD-3-X 0,74 0,61 0,70




Tabelle 50 SD Ratios Studienteilnehmerinnen mit Mosaik mit Deletion

Patientinnen ID Marker Blut Mundschleimhaut Blutstanze
S4T1 SD-16-X 0,64 0,65 0,65
SD-3-X 0,93 0,87 0,87

Tabelle 51 SD Ratios Studienteilnehmerinnen mit Y Anteil

Patientinnen ID Blut Mundschleimhaut Blutstanze
B3R4 SD-16-X 0,64 0,67 0,59
SD-3-X 0,58 0,57 0,57
H4T4 SD-16-X 0,57 0,62 0,62
SD-3-X 0,58 0,55 0,55

Tabelle 52 SD Ratios Studienteilnehmerinnen mit Triple X

Patienten ID Marker Blut Mundschleimhaut Blutstanze

SD-16-X 0,64 0,63 0,57
SD-3-X 0,74 0,61 0,70
SD-16-X 0,65 0,67 0,61
SD-3-X 0,97 0,62 0,90
SD-16-X 0,72 0,77 0,72
SD-3-X 0,74 0,64 0,69

Verhaltnis der beiden Arme des X Chromosoms zueinander Xp/Xq

Mit dem Verhaltnis der SD Ratios von SD - 16 — X zu SD — 3 — X vergleicht man das
Verhaltnis von Xp (SD - 16 — X) zu Xqg (SD — 3 — X). Mit Xp ist der kurze mit Xq der
lange Arm des X Chromosoms gemeint. Dies sollte bei gesunden Mannern und Frauen

1 sein.

Tabelle 53: Xp/Xq gesunde Frauen und Manner

Gesunde Frauen Gesunde Manner

Mittelwert 1,1 1,23
Standardabweichung 0,08 0,09

Die folgenden Tabellen zeigen das Verhaltnis Xp/Xq der Studienteilnehmerinnen

sortiert nach Karyotyp.
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Tabelle 54 Verhaltnis Xp/Xq Studienteilnehmerinnen mit 45,X

Patientinnen ID Blut Mundschleimhaut Blutstanze
1,09 1,17 1,08
0,93 0,87 1,06
T o7 1,21 1,27
1,12 1,12 1,16
1,00 1,12 1,15
m 1,04 1,39 1,42
m 0,98 1,17 1,34
_ 1,00 1,21 1,41
m 1,09 1,12 1,08
m 1,20 1,17 1,22

Tabelle 55 Verhaltnis Xp/Xq Studienteilnehmerinnen mit Mosaik mit 46,XX

Patientinnen ID Blut Mundschleimhaut Blutstanze
N4T6 1,14 1,13 1,13

Tabelle 56 Verhaltnis Xp/Xq Studienteilnehmerinnen mit Isochromosom

Patientinnen ID Blut Mundschleimhaut Blutstanze
1,10 1,18 1,05

Tabelle 57 Verhaltnis Xp/Xq Studienteilnehmerinnen mit Mosaik mit Isochromosom

Patientinnen ID Blut Mundschleimhaut Blutstanze

m 0,66 1,07 0,68
IV o5 053 042
EYVER o 051 069
uars ¥ 1,03 061

Tabelle 58 Verhaltnis Xp/Xq Studienteilnehmerinnen mit Mosaik mit Deletion

Patientinnen ID Blut Mundschleimhaut Blutstanze
S4T1 0,68 0,75 0,75

Tabelle 59 Verhaltnis Xp/Xq Studienteilnehmerinnen mit Y Anteil

Patientinnen ID Blut Mundschleimhaut Blutstanze

B3R4 1,08 1,18 1,04
H4T4 0,99 1,14 1,14
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Tabelle 60 Verhaltnis Xp/Xq Studienteilnehmerinnen mit Triple X

Patientinnen ID Blut Mundschleimhaut Blutstanze
0,97 1,19 1,08

4.7 Falle mit Y Anteil

Tabelle 61 Y/X Verhaltnis gesunde Manner

Gesunde Manner
0,99
Standardabweichung 0,04

Folgende Studienteilnehmerinnen haben einen Karyotyp mit Y Anteil: B3R4, H4T4. Die
folgende Tabelle zeigt die Verhaltnisse Y:X

Tabelle 62: Y:X Verhaltnis Studienteilnehmerinnen

Patienteninnen ID Blut Mundschleimhaut Blutstanze
B3R4 0,14 0,34 0,19
H4T4 0,35 0,19 0,13

4.8 Falle mit Heterozygotie
4.8.1 Allelratios

Wie bei den SD Ratios, kann man bei Heterozygotie Allelratios berechnen. Bei

gesunden Frauen sollte dies 1 sein.

Tabelle 63: Allelratios gesunde Frauen

Marker G09742 31E08 DXS101 DXS6807 DXS7132 DXS9902
23/28 13/28 17/28 21/28 23/28

Anzahl heterozygoter [W[1/24e]
Frauen

mittetwert R 113 119 125 411 A
Standardabweichung 0,07 0,09 0,15 0,27 0,05 0,09
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Tabelle 64 Allelratios Studienteilnehmerinnen

Patientinnen ID Marker Blut Mundschleimhaut Blutstanze

DXS 101 homozygot 1,64 homozygot
DXS 7132 2,95
m 31E08 1,04 3,79 1,08
31E08 1,37 1,37 1,27
G09742 1,11 1,21 1,32
DXS 101 1,31 1,35 1,14
DXS7132 1,12 1,14 1,15
31E08 1,73 2,43 1,88
DXS 101 1,41 1,68 1,62
DXS 7132 1,76 2,15 2,11
31E08 2,25 3,65 2,47
G09742 3,21 5,85 3,25
DXS 6807 2,36 3,9 2,82
DXS 7132 2,25 4,73 3,2
_ G09742 1,06 1,07 1,07
m 31E08 1,24 1,58 1,04
DXS7132 1,15 1,58 1,09
31E08 2,79 homozygot 4,27
DXS 101 2,59 homozygot
DXS 7132 2,15
31E08 homozygot 1,39 homozygot
G09742 1,52
DXS 9902 1,59
DXS 101 1,27
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4.9 Unterschiede DNA aus Blut zu Mundschleimhaut

Bei den folgenden 3 Studienteilnehmerinnen gab es in der Analyse Unterschiede

zwischen der DNA Praparation aus Blut und der Praparation aus Mundschleimhaut:

C2RS5, U4R5, Z2H5

4.9.1 C2R5

Bei der Studienteilnehmerin C2R5 ist in der DNA aus Mundschleimhaut ein
zusatzliches Allel fur die Marker DXS101 und DXS7132

18853 303.88
xS 20263 304
304 DXS7132

DXS71\
307,

3
2190 XS7132
DXs101

280 300 ﬂ
ot L “I“/\—ﬁ\_l\/l /k‘l‘ 1ol [ N |
\ ssjg A s by Loy T T |
T

T
275 300
Slze{ntlzoo 25 2l 275 300

g
a3
)

Abbildung 27: Unterschied Blut und Swab C2R5 DXS101 (links) und DXS7132 (rechts)
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4.9.2 U4R5

Bei der Studienteilnehmerin U4R5 ist im Blut ein zusatzliches Allel fur die Marker
31E08, DXS 101 und DXS 7132-

21118 22002
DXS101
st
2054
31E08 0
353
T
18845
185
DXS%02
7938
X
sD16-X
18803
DXS9%02 e
Xs101
3% %66
5o i § o o
SD-16-X 31E08 DXs101
L N MJ\J b X AJ\A
L L g ALY\t
. p 15 t 225 M - hoaly
200 225
s 100 Size (nY) Size (nt)

Abbildung 28: Unterschied Blut und Swab U4R5 31E08 (links) und DXS101 (rechts)
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Abbildung 29: Unterschiede Blut und Swab U4R5 DXS7132
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4.9.3 Z2H5

Die Studienteilnehmerin Z2H5 hat in der Mundschleimhaut ein zuséatzliches Allel fir

die Marker 31E08, G09742, DXS9902 und DXS 101.

15363
SD-3X 9631
9%
13844 31E08
13365 4;
28 09742
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Abbildung 30: Unterschied Blut und Swab Z2H5 G09742 (links) und 31E08 (rechts)
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Abbildung 31: Unterschied Blut und Swab Z2H5 DXS101 (links) und DXS9902 (rechts)
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4.10 Flussdiagramm zur Entscheidungsfindung
4.10.1 Entwicklung

Das Kit und das entwickelte Flussdiagramm sollen die Frage beantworten, ob die
auszuwertende Probe XX oder nicht XX ist. Wenn die Probe nicht XX ist, muss die
Frage beantwortet werden, ob die Probe XY oder XO, beziehungsweise eine
Unterform wie Mosaik oder Isochromosom ist. Fir die Entscheidung, ob die SD
Marker, beziehungsweise die Allelratios und das Verhaltnis von Xp/Xq auffallig sind,
werden die ermittelten Mittelwerte der gesunden Frauen genommen (siehe Tabelle 46,
54 und 64). Als Grenzwerte fUr ein unauffalliges Ergebnis wurden die Mittelwerte +/- 4
SD festgelegt, damit sichergestellt ist, dass 99,5% aller gesunden Falle im Bereich

zwischen +/- 4SD liegen. Es ergeben sich somit folgende Grenzwerte.

Tabelle 65 Grenzwerte fiir SD Ratios, Allelratios, Xp/Xq Y/X

Mittelwert Standardabwei Oberer Grenzwert Unterer Grenzwert (-
gesunder chung (+4Standardabweich 4
Frauen ungen Standardabweichun

SD -16/X 1,08
SD - 3/X 0,98
G09742 1,1

sieos B

1,19
1,25
1,11
1,11
1.1
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Tabelle 66 Mittelwert und Standardabweichung gesunder Manner

Mittelwer Standardabweichu Oberer Grenzwert (+4 Unterer Grenzwert (-4

t ng Standardabweichungn Standardabweichungn

gesunde

Manner

S )@ 0,67
gesunde

Manner

SD
gesunde

Manner

Die folgenden Abbildungen zeigen die Box Plots der SD und STR Marker bei den
gesunden Personen. Mit rot eingezeichnet sind die Grenzen aus oben stehenden

Tabellen mit +/- 4 Standardabweichungen.

SD X/3 SD X/16
N=29 N=29
2 2
1,8 1,8
1,6 1,6
14 14
1,2 1,2
2 5 3
> o ;q-' L PN 1
2 1
< —— g ! ==
i &
0,8 0,8 —_—
0,6 0}5
0,4 04
0,2 0,2
0 0
1 1

Abbildung 32: Box Plot Ratios SD X/3 (links) und SD X/16 (rechts) gesunde Frauen,
rote Linien markieren +/- 4 Standardabweichungen
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Ratio Xp/Xq G09742
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Abbildung 7: Box Plot Ratios Xp/Xq (links) und G0972 (rechts) gesunde Frauen,
rote Linien markieren +/- 4 Standardabweichungen
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Abbildung 34: Box Plot Ratios 31E08 (links) und DXS101 (rechts) gesunde
Frauen, rote Linien markieren +/- 4 Standardabweichungen
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Abbildung 35: Box Plots Ratios DXS6807 (links) und DXS7132 (rechts) gesunde
Frauen, rote Linien markieren +/- 4 Standardabweichungen
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Abbildung 36: Ratios DXS9902 (links) gesunde Frauen und Y/X Ratios (rechts) gesunde
Manner, rote Linien markieren +/- 4 Standardabweichungen
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Abbildung 37: Box Plot Ratios SD X/16 (links) und X/3 (rechts) gesunde Manner,
rote Linie markieren +/- 4 Standardabweichungen

Die Entscheidungen ob XX oder nicht XX, beziehungsweise XY oder XO beruhen
somit auf 2 Systemen, den SD Ratios und den Allelratios durch die STR Marker. STR
Marker geben bei Heterozygotie das Verhaltnis der beiden X Chromosome an
Chromosom. Die SD Marker geben das Verhaltnis vom X Chromosom zu Chromosom
3, beziehungsweise 16 wieder, beziehungsweise das Verhaltnis von X zu Y

Chromosom bei Vorhandensein von einem Y.

Auffalligkeiten in einem System fuhren zu dem Verdacht auf Turner und es sollte ein
Karyogramm folgen. Das Karyogramm sollte folgen, da das Kit als Screening und nicht

als Diagnostik gedacht ist.
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4.10.2 Anwendung

Abbildungen 38 und 39 zeigen die von mir entwickelten Flussdiagramme jeweils flr

weiblichen und mannlichen Phanotyp.

ja

Allelratios
unauffallig auffallig

SD auffillig SD
Ratios? Ratios?

auffillig oder
unauffallig

‘ unauffallig

Verdacht auf
Mosaik,
Isochromosom oder
Deletion

Karyogramm

Heterozygctie

nein

ja nein

X/Y Verhéltnis

SD
Ratios?
unauffsllig| auffallig

=17?

unauffallig auffallig

SD
Ratios?

auffillig oder
unauffallig

V.a.nahe
Blutsverwandschaft
der Eltern

Uberpriifung

V.a. klassischen
Turner, 45 X0

Phanotyp

V.a. Turner
mit Y Anteil

Karyogramm

Abbildung 38: Flussdiagramm weiblicher Phanotyp
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Uberpriifung

b oty Heterozygotie
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V.a. Turner
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47, ,XXY

Uberpriifung
Phanotyp

Abbildung 39: Flussdiagramm mannlicher Phanotyp

4.10.3 Auswertung Proben

Tabelle 66 zeigt die Auswertung der Turnerproben und der Referenzproben nach dem
Flussdiagramm. Eine Turnerpatientin, HOE3, wird als gesunde Frau erkannt. Ein

Referenzmann wird als auffallig erkannt, da auffallig im SD X/3 Ratio.

Tabelle 67 Ergebnis der Auswertung nach dem Flussdiagramm
Testergebnisposit 19 :

Testergebnis negatv 1 55

Das ergibt eine Sensitivitat von 95%, eine Spezifitat von 98,2%.
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5. Diskussion

5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In der Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein PCR-Kit bestehend aus STR und SD
Markern eine reliable und valide Moglichkeit eines postnatalen Screenings auf TS ist.
Getestet wurde das Kit an 20 Proben von bekannten Turnerpatientinnen und an jeweils
30 Proben gesunder Frauen und Manner. Untersucht wurden periphere Blutproben,

getrocknete Blutstropfen auf Filterpapier und DNA aus Mundschleimhaut.

Nach dem entwickelten Flussdiagramm wurden 19 der 20 Probandinnen als Verdacht
auf TS erkannt und 55, der insgesamt 56 in die Analyse eingegangenen gesunden
Vergleichspersonen, als Gesunde erkannt. Somit zeigt der Test eine Sensitivitat von
95%, eine Spezifitat von 98,2%.

Neben den Proben von gesunden Mannern und Frauen hatten die Proben der TS
Patientinnen folgende Karyotypen: 45,X, Mosaik mit 46,XX, Isochromosom 46,X,
Mosaik mit Isochromosom, Mosaik mit Deletion, Turner mit Y Anteil, Turner mi Tripel
X Anteil (siehe Tabellen 12 — 18)

Von den Turnerproben konnten 19/20 mit dem Kit als Verdacht auf Turner detektiert
werden. Bei der nicht richtig detektierten Probe handelt es sich um den Karyotyp
46,X,i(X)(q10). Mit dem Referenzbereich von +/- 4 Standardabweichung liegt die Probe
nur knapp innerhalb des als unauffallig gewerteten Bereichs. Mit einer strengeren
Wertung von zum Beispiel +/- 2, oder 3 Standardabweichung, wirde diese Probe auch
als auffallig detektiert. Dies hatte dann allerdings zur Folge, dass auch Proben

gesunder Frauen als auffallig eingestuft werden.

Bei 3 Versuchsteilnehmerinnen (C2R5, U4R5, Z2H5) ergaben sich Unterschiede
zwischen den Elektropherogrammen aus Mundschleimhaut und aus Blut,
beziehungsweise getrocknetem Blutstropfen. Bei allen anderen TS Patienten stimmen
die Elektropherogramme aus Mundschleimhaut und aus Blut, beziehungsweise
getrocknetem Blutstropfen Uberein. Zum Vergleich liegen nur Karyogramme aus

peripherem Blut vor.

Alle Ratios der Proben von gesunden Frauen liegen innerhalb der gesetzten

Grenzwerte und sind somit unauffallig
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5.2 Interpretation der Ergebnisse

Proben von Studienteilnehmerinnen mit 45,X fallen durch eine Homozygotie auf,
einem fehlenden Y Peak und einem erniedrigten SD Ratio zwischen 0,48 und 0,74.
Dies ist deutlich niedriger als die SD Ratios gesunder Frauen mit einem Mittelwert von
0,98, beziehungsweise 1,08. Studienteilnehmerinnen mit Isochromosomen oder
Mosaik fallen auf durch ein Allelratio von # 1 bei Heterozygotie und ein SD Ratio von
>0,5 oder <1. Isochromosome fallen zusatzlich noch durch ein Xp/Xq Verhaltnis von
#1 auf. Bei einer Deletion sind die Allelratios nicht zwangslaufig auffallig. Eine Deletion

fallt durch auffallige SD Ratios und ein auffalliges Xp/Xq Verhaltnis auf.

Es werden sowohl STR, sowie SD Marker bendtigt. Ein System reicht nicht aus, da
sonst einige Probandinnen falschlicherweise als nicht auffallig eingestuft werden. SD
Marker treffen eine Aussage, ob ein oder zwei X Chromosome vorliegen. In Fallen von
TS mit zwei X Chromosomen (Isochromosom, Deletion, Mosaik), kann nur durch die
STR Ratios bei Heterozygotie festgestellt werden, ob zwei vollstandige oder nur ein

unvollstandiges zweites X Chromosom vorliegen.

Die Notwendigkeit fur SD Marker wird deutlich durch die Studienteilnehmerin S4T1.
Diese ist im Marker G09742 heterozygot mit einem Allelratio von 1,07. Dies ist
unauffallig. Auch das SD Ratio von X/3 ist unauffallig, aber das SD Ratio X/16 ist
auffallig. Dieses Verhalten in der Analyse ist durch den Karyotyp klar erklarbar. Bei der
Deletion an Xp bleibt das Verhaltnis und somit das SD Ratio fur X/3 und mogliche
Allelratios auf Xqg unbeeinflusst. Durch die Deletion geht aber die Bindungsstelle flr
SD X/16 auf dem X Chromosom verloren und das Verhaltnis ist # 1.

Der SD X/Y Marker wird bendtigt, um klar Proben von Mannern von denen von Turner
Patientinnen zu unterscheiden. Beziehungsweise um Patientinnen mit Y Anteil zu
identifizieren. Ohne den SD X/Y Marker wirden die Elektropherogramme von Turner
Frauen und gesunden Mannern gleich aussehen. Gesunde Manner zeichnen sich aus
durch Homozygotie, einem SD Ratio von 0,67, beziehungsweise 0,55. All dies passt
auch zu einem Elektropherogramm einer Turner Patientin mit 45,X. Unterschied ist der

Y Peak und einem Y/X Verhaltnis von 1 bei gesunden Mannern.

Bei den verwendeten Markern scheint der Marker DXS101 Marker nicht optimal

positioniert zu sein. Bei drei gesunden Versuchsmannern und bei einer
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Versuchsteilnehmerin mit Y Anteil liegt der Marker DXS101 genau unter dem fur SD
Y/X. Somit Uberlagern sich die Peaks von den beiden Markern und es kommt so zu

einem hdheren Peak fur das Y und es zeigt sich kein Peak fur DXS101.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass das Kit an allen drei Materialien,
Mundschleimhaut, Blut und getrocknetem Blutstropfen angewendet werden kann. Die
Unterschiede zwischen den Elektropherogrammen aus Mundschleimhaut und aus Blut
bei 3 Versuchsteilnehmerinnen kénnten fir ein Mosaik sprechen mit unterschiedlicher
Gewebeverteilung. Sichere Aussage zu einem Mosaik mit unterschiedlicher

Gewebeverteilung ist nicht moglich, da nur ein Karyogramm aus Lymphozyten vorliegt.

Konzipiert wurde der Test, um eine Aussage zu treffen, ob der Karyotyp 46,XX oder
eben nicht 46,XX vorliegt, um die Madchen dann gegebenenfalls einer weiteren
Diagnostik und frihzeitigen Versorgung zuzufihren. Mit dem Screeningtest kann
darUberhinaus gegebenenfalls auch eine Aussage zur Art des TS Karyotyps gemacht
werden. Sieht man sich die Elektropherogramme der Teilnehmerinnen mit einem
Mosaik von 6 — 17% als Karyogramm an (N4T6, N1HG, S6A4, S4T1), so zeigt sich
eine Nachweisgrenze flr Mosaike von 13%. Die Patientin S4T1 mit einem Mosaik von
13% zeigt im Karyogramm ein Mosaik und auch im Flussdiagramm einen Verdacht auf
Turner mit Mosaik. Die beiden Patienten N4T6 und N1H6 mit einem Mosaikanteil von
6% werden im Flussdiagramm als Verdacht auf klassischen Turner gewertet. Sie fallen
somit zwar als Verdacht auf Turner auf, werden aber vom Flussdiagramm nicht als
Verdacht auf Turner mit Mosaik erkannt. Dies ist ein wenig schlechter als die 10%
Mosaik Nachweisgrenze bei gezahlten 30 Mitosen beim klassischen Karyogramm.
Allerding ist bei der kleinen Stichprobe eine sichere Aussage zur
Mosaiknachweisgrenze nur eingeschrankt moglich. Zudem soll das Kit auch nur eine
Entscheidung treffen ob 46, XX oder nicht 46, XX vorliegt und keine Aussage treffen,

welcher Karyotyp vorliegt.

Geht man mogliche Ergebnisse des Kits theoretisch durch, so kénnte man dieses Kit
auch als Screening auf Klinefelter (47,XXY) ausweiten. Allerdings wurde in dieser

Studie nur gesunde Manner untersucht.
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5.3 Einschrankung der Studie

Die Stichprobe ist mit 20 Proben sehr klein und soll dem ,Proof of Principle® dienen.
Es sind auch nicht alle Formen von TS abgebildet, es fehlen Proben mit
Ringchromosom, beziehungsweise mit einem hohen Anteil an Tripple X. Allerdings
zeigt die Verteilung der Probandinnen eine ahnliche Verteilung, wie die bisher
beschriebenen Verteilung der unterschiedlichen Turner Formen. Schwierig kann es
auch bei Deletionen werden, bei Mosaiken und bei zu naher Blutsverwandtschaft der
Eltern. In ungunstiger Konstellation konnte sich im Elektropherogramm das Bild von
46,XX zeigen. Bei zu naher Blutsverwandtschaft kann trotz 46,XX eine Homozygotie
vorliegen. Bei einem Ringchromosom ist sein Verhalten durch die grof3e Variabilitat in
der GroRe'" schwer vorherzusagen. Bei einem hohen Anteil an Tripple X kénnten sich
die SD Marker wieder ausgleichen und somit unauffallig werden. Auch die STR Marker
waren bei einem Verhaltnis von 50:50 von 45,X zu Tripple X unauffallig. Eine Deletion
kann dann nicht erkannt werden, wenn die Deletion genau zwischen zwei Markern
liegt, beziehungsweise die Deletion distal des ersten Markers liegt. Auch bei einem
Mosaik konnte sich im richtigen Verhaltnis die SD und STR Marker wieder ausgleichen
und der Proband als unauffallig gescreent werden. Der gegenteilige Fall tritt ein, wenn
die Eltern blutsverwandt sind. In solch einem Fall wird die Wahrscheinlichkeit fur eine
Homozygotie Uberschatzt und ein homozygotes Madchen mit 46,XX durch die

Homozygotie als auffallig eingeschatzt.

Auch die gesunde Kontrollgruppe ist klein. Die Bestimmung der Grenzwerte musste
mit einer grolReren Gruppe wiederholt werden, um die Reliabilitdt zu erhdhen.
Aulerdem sollte dann mit einer unabhangigen gesunden Kontrollgruppe Uberpruft
werden, ob die gesunden Probanden, auch tatsachlich als gesund erkannt werden. Im
vorliegenden Fall wurden die gesunden Probanden anhand der Grenzwerte getestet,

die durch die Analyse der gleichen gesunden Probanden festgelegt wurden.
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5.4 Frihes Screening auf TS

Eine wichtige Frage ist, ob das Turner Syndrom die Kriterien fur Integration in ein

Screening erfullt.

Nach Wilson und Jungner soll die zu screenende Erkrankung ein ernsthaftes
Gesundheitsproblem sein. Dies ist durch den Kleinwuchs, Infertilitdt und maogliche
schwerwiegende Begleiterkrankung, vor allem aus dem kardiovaskularen
Formenkreis, gegeben. Durch eine frihe Diagnosestellung kann eine adaquate
Uberwachung und Pravention stattfinden, sowie eine zeitgerechte Behandlung
begonnen werden. Je friher die Therapie mit Wachstumshormonen beginnt, desto
héher der GroRengewinn. Durch regelmaBige kardiologische Uberwachung mittels
Echokardiografie plus gegebenenfalls MRT kénnten kardiologische Erkrankungen,
kardiale Fehlbildungen, friher Bluthochdruck fruhzeitig erkannt werde. Auch konnte
man regelmalig auf Krankheiten wie Diabetes oder Zdliakie hin untersuchen. Durch
regelmalige Audiometrien konnte frihzeitig ein Horverlust festgestellt und die
Patientinnen mit einem Horgerat versorgt werden. Eine friihzeitige Versorgung mit
Horgeraten bei Schwerhdrigkeit ist wichtig, da das Erlernen des neuen Horens mit der
Versorgung einfacher ist, je fruher die Versorgung erfolgt, beziehungsweise je junger
die Patientinnen sind. Eine langer bestehende Schwerhdrigkeit fihrt zu auditorischer
Deprivation und geringeren kognitiven Leistungen. Dies kann im Verlauf zu geringerem
seelischem Wohlbefinden und einer geringeren Lebensqualitat flUhren. Die adaquate
Substitution mit Ostrogen erhéht die Knochendichte und beugt einer Osteoporose vor.
Bei einer fruhzeitigen Diagnose kann bei Schulproblemen, beziehungsweise sozialen
Probleme unterstitzt werden. All dies wirde bei frihzeitiger Diagnose die

Lebensqualitat steigern. Zudem konnte die Morbiditat und Mortalitat gesenkt werden.

Eine frihzeitige Kryokonservierung von Eizellen oder, in Ausnahmefallen
Ovargewebe, wurde zumindest den Patientinnen mit erhaltener ovarieller Funktion die
Méglichkeit einer Schwangerschaft mit eigenen Eizellen ermdéglichen. Dies kann
jedoch nur nach ausfuhrlicher multidisziplinarer Beratung und Ausschluss bestimmter
Begleiterkrankungen in Betracht gezogen werden. Dies ist bisher jedoch, vor allem
bei Madchen in der hormonellen Ruhephase, experimentell und sollte nur im Rahmen
von Studienprotokollen angeboten werden. Eine Schwangerschaft nach

Reimplantation von Ovargewebe ist bisher nicht beschrieben worden.
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Mit der Wachstumshormon- und Hormonersatztherapie gibt es eine akzeptierte
Behandlung fir den Kleinwuchs wund zur Osteoporoseprophylaxe. Die

Wachstumshormonbehandlung hat einen besseren Effekt je friher man beginnt.

Mit dem Karyogramm, einer allerdings kosten-, zeit- und personalintensiven Diagnostik
gibt es einen Goldstandard zur Diagnostik, der sich aber nicht als Screening eignet.
Geht man davon aus, dass jeweils mehrere Screeningproben mit jeweils
unterschiedlichen Fluoreszenzfarben in einem Kanal laufen kdénnen, kommt man
insgesamt nach Berechnungen von Herrn Dr. Becker-Follmann auf derzeit ungefahr
1,5 € Materialkosten fir eine Probe. Fur das Austanzen und das Transferieren auf eine
Platte gibt es bereits Maschinen, wie das Automatic NS 496 Plus DBS von Labsystems
Diagnostic. Auch fur das pipettieren des PCR Ansatz gibt es Roboter. Dann muss es
noch in den Sequenzer gehen. Es gibt Sequenzer mit 7 Kanélen, in denen somit 6
Proben zeitgleich analysiert werden konnen. Auch die Auswertung konnte anhand des
Flussdriagramms nach Festlegung der Grenzwerte und nach sicherer, korrekter

Bezeichnung der Peaks automatisiert werden.

Die neueren Screeningkriterien in den Blick genommen stellt sich die Fragen nach der
Zielgruppe und dem gleichen Zugang aller aus der Zielgruppe. Fur das Turner
Syndrom kame als Zielgruppe alle Madchen in Frage. Um das Recht auf informierte
Wahl, Vertraulichkeit und Autonomie zu gewahrleisten und dem Gendiagnostikgesetz
Rechnung zu tragen, ware wie bei der Mukoviszidose eine separate Aufklarung und
Einwilligung der Eltern moglich. Eine Maoglichkeit ware die Integration in das
bestehende erweiterte Neugeborenen Screening, vor allem da nachgewiesen werden
konnte, dass das Kit auch an aus einer Blutstanze extrahierten DNA funktioniert. Ein
weiterer moglicher Screeningzeitpunkt konnte auch die U7a mit 3 Jahren, oder die U8
mit 4 Jahren sein, also zu dem Zeitpunkt, zu dem eine Therapie mit

Wachstumshormonen spatestens begonnen werden soll.

Ein postnatales Screening wirde viele Einschrankungen des pranatalen Screenings
nicht aufweisen, da das Probenmaterial direkt vom Kind abgenommen werden kann
und somit mutterliche und plazentare Faktoren keine Rolle spielen. Einzig, der genaue
Phanotyp kann nicht allein Uber den Genotyp vorausgesagt werden. Die pranatale
Diagnose eines Turner — Syndroms fiuhrt sehr haufig zum Abbruch der
Schwangerschaft. Neben der Sorge vor korperlichen Einschrankungen und Infertilitat

ist die eingeschrankte Pradiktion des spateren Phanotyps ein Grund, der zum Abbruch
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der Schwangerschaft fuhrt. Im April 2019 sprechen sich einige deutsche
Selbsthilfeorganisationen, darunter die Turner-Syndrom-Vereinigung Deutschland
e.V., gegen eine Zulassung des NIPTs als Kassenleistung zum Screening auf Trisomie
21 aus. Die gleichen Griinde lassen sich aber auch gegen ein pranatales Screening
auf Turner Syndrom anbringen. Mit einem pranatalen Screening sei keine pranatale
therapeutische Handlungsoption verbunden. Es kann nur festgestellt werden, ob die
Diagnose eines Turner- Syndroms vorliegt, die einzige Alternative zur Austragung der
Schwangerschaft ist die Abtreibung. Somit habe der NIPT als Screening ein hohes
Diskriminierungspotential. Aul3erdem konnen durch solch ein Screening die Botschaft
vermittelt werden, eine pranatale Suche sei sinnvoll und erwinscht und gleichzeitig

ein vermeidbares und sogar frihzeitig zu vermeidendes Risiko.

Wertet man das Turner Syndrom als screeningwtrdige Erkrankung, muss man das
hier vorgestellte Kit mit den bereits publizierten Methoden vergleichen. Das Kit kann
sowohl mit DNA aus Mundschleimhaut, peripherem Blut und getrocknetem
Blutstropfen auf Filterpapier angewendet werden und ist somit potenziell in das
Neugeborenenscreening integrierbar. Ebenso mit DNA aus getrocknetem Blut auf
Filterpapier funktioniert die Methode von Campos Acevedo et al., Ibarra-Ramirez et al.
2020 und Correa et al..

Das hier vorgestellte Kit wurde hier nur auf die Mdglichkeit hin getestet Turner
Patientinnen zuverlassig zu erkennen. Theoretisch konnte es aber auch zur Detektion
weiterer SCA angewendet werden. Hier sind weitere Studien erforderlich. Ebenfalls
nicht nur auf TS beschrankt sind die vorgestellten Methoden von Campos-Acevedo et

al. und Ibarra-Ramirez et al. 2020.

Das Kit hat fir das TS eine Sensitivitat von 95% und eine Spezifitdt von 98%. Bei
Rivkees et al. ergab sich bei der DNA aus Blut eine Sensitivitat von 96% und eine
Spezifitat 97%. Bei der DNA aus Mundschleimhaut ergab sich eine Sensitivitat von
97,1% und eine Spezifitat 84,2%. Bei Campos-Acevedo et al waren 2 von 1000
getesteten Neugeboren auffallig, welche sich in einer Karyotypisierung auch als
Patienten mit SCA bestatigten. Bei Ibarra-Ramirez und Kollegen lag die Sensitivitat
Uber alle Unterformen zusammen bei 63%, bei Mosaikformen lag diese bei 83%.% Bei
der auf SCA erweiterten Methode zeigten Ibarra und Kollegen eine Sensitivitat von
95,42%, einer Spezifitat von 97,56%, der PPV lag bei 90.91% und der NPV bei

98.77%. Correa et al. zeigte eine Spezifitat von 95%. Das Whole Exome Sequencing
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von Murdock et al. zeigte eine Sensitivitat von 100%. Somit zeigt das hier vorgestellte
Kit eine Sensitivitat und Spezifitat, mit den der bisher vorgeschlagenen Methoden

vergleichbar ist.

Untersucht zum Screening auf TS, beziehungsweise SCA wurden bisher ein Assay
auf SNP Basis, gPCR Assays zur Bestimmung der Gendosen und das Whole Exome
Sequencing. Ein qPCR Assay auf Basis von SD und STR Markern, wie die hier

vorgestellte Methode, zum Screening auf TS wurde bisher noch nicht evaluiert.

Aussagen zu Zeit und Kosten wurden in keiner Studie gemacht und sind daher nicht

vergleichbar.

5.5 weiterfUhrende Forschungsfragen

Fir eine EinfUhrung des hier vorgestellten Kits als Screening misste die Auswertung

anhand des Flussdiagramms automatisiert werden.

Mit dem vorliegenden Kit ergabe sich die Moglichkeit durch einfache Analyse und
Erkennung von Unterschieden, wie in dieser Studie in 3 Fallen, in unterschiedlichen

Geweben weitere Forschung zu Genotyp/ Phanotyp Korrelation zu betreiben.

In bis auf einem Fall (HOE3) sind alle Probandinnen in dieser Studie auffallig im System
der SD Marker und in bis auf 2 Fallen (HOE3 und S4T1) alle auffallig im System der
STR Marker. Im Kit wurden beide Systeme kombiniert, um die Sicherheit des Testes
zu vergrolern. Eine weitergehende Forschungsfrage ist, ob ein Kit mit reinen SD

Markern ausreichend Sicherheit bietet.

Wie schon oben erwahnt und in den Flussdiagrammen zu sehen, kdnnte das Kit auf
ein Screening auf weitere SCA ausgeweitet werden. Dazu musste das Kit auch an
Proben mit zum Beispiel Klinefelter getestet werden und gezeigt werden, dass das Kit

auch diese zuverlassig erkennt.
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6. Zusammenfassung

Ursachlich liegt dem TS ein komplettes oder partielles Fehlen, beziehungsweise eine

strukturelle Auffalligkeit eines X Chromosoms bei Frauen zugrunde.®

Eines der groRten Probleme bei der Behandlung ist die immer noch spate
Diagnosestellung und dies fihrt zum Verlust therapeutischer Optionen und haufig
diagnostischer Odysseen, die malRgeblich zur Einschrankung der Lebensqualitat der

betroffenen Frauen beitragt.®

Ziel dieser Arbeit ist die Evaluation eines PCR Kits bestehend aus STR und SD
Markern als Mdglichkeit eines postnatalen Screenings auf TS. Getestet wurde das Kit
an 20 Proben von bekannten Turnerpatientinnen und an jeweils 30 Proben gesunder
Frauen und Manner. Untersucht wurden periphere Blutproben, getrocknete

Blutstropfen auf Filterpapier und DNA aus Mundschleimhaut.

Nach dem entwickelten Flussdiagramm wurden 19 der 20 Probandinnen als Verdacht
auf TS erkannt und 55, der insgesamt 56 in die Analyse eingegangenen gesunden
Vergleichspersonen, als Gesunde erkannt. Somit zeigt der Test eine Sensitivitat von
95%, eine Spezifitat von 98,2%. Der Test ist somit reliabel und valide und funktioniert

mit allen drei Probenarten.
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ng/pl Proteine

45,8 1,75 0,53 0,023

23,6 1,62 0,63 0,027

1,77 1,02 0,023

1,61 1,01 0,066

1,73 1 0,019

1,44 0,71 0,045
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1,53 0,8 0,037

1,63 1,12 0,017

1,36 1,02 0,016

1,83 0,89 0,017

1,54 0,61 0,023

1,83 1,24 0,001
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pll.
qi;_l — | ‘ 75 100 125 150 e (nt)zon 225 250 275 300
e ‘;13 - Abbildung 39: Elektropherogramm mit DNA aus Mundschleimhaut
e Tabelle 70 Genotyp und Ratios
91: SD-XY2
a2t l 02: st Marker SD16-X 31E08 G09742 SD 3-X DXS9902 SD-XY2 DXS101 DXS6807 | DXS7132
2 80, 84 112 143 154,158 180 220 203 280 304
q23 101: DXS101
s - 0,62 0,52
q26
"
q28 140: GATC31E08
PAR2

Wahrscheinlichkeit fir Homozygotie: 5,12E-12
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Probanden ID: C2R5 Elektropherogramm

Diagnose: Verdacht auf Turner 225000
Alter: 35 200000 810
- 9 153.29 22())(43 25999
Karyotyp: 45,X, 9ph 175000 + e e oo
150000 _§
PAR1, SHOX 125000 —E ;;Z‘zi 18343 Dioé“iz
p22.3 15: DXS9902 E 8347 DXS9902
p22.2 - 11253
p22.1 - 100000 T 1910 31E08 23275
C X DXS101
n21 15000 £
. 44: SD-X16 50000 _g
p1l4 47: DX56807 E
:11;23 64: DX57132 25000 _570 920 100 120 N\'quu 160 I\LJ1 200 2 260 280
111 O:II IIA |r| : |||I |j|k|/\\;«——|-JJ EHA@/R{IIHA/MA
pq',,_; — o 75 100 125 150 175 , 200 250 275
ql12 - Size (nt)
Abbildung 40: Elektropherogramm mit DNA aus Blut
xist a13 77:5D-X3
" 91:5D-XY2 Tabelle 71 Genotyp und Ratios
q
l e Marker  SD16-X  31E08 GO09742 SD3-X  DXS9902 SD-XY2 DXS101 DXS6807 DXS7132
q22
3 - 101 D101 80, 84 112 139 154, 158 188 220 224 260 304
q24
” - 0,63 0,65
q26
"
q28 140: GATC31E08

Wahrscheinlichkeit fir Homozygotie: 1,03E-8

PAR2
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Probanden ID: C2R5 Elektropherogramm

Diagnose: Verdacht auf Turner F
175000 4 22061 200
Alter: 35 E ;zg'?":z DXS6807
150000 - 18853
Karyotyp: 45,X, 9ph u ox&bb02
125000 +
PAM'SHO;ZH 15; DX59902 100000 'E ;‘2&?2
p22.2 . C ross
p22.1 75000 —E %6 15355 ;):%:3213531 o
p21 r sn%ax
50000 + ;?:: [321%?;
44:5D-X16 r I
;:111: 47: DXS6807 25000 i
p11.2 64: DXS7132 r
E
P11l 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300
::1[;1 . ._ Qi7a In
ver aia - Abbildung 41: Elektropherogramm mit DNA aus Mundschleimhaut
77:5D-X3
Tabelle 72 Genotyp und Ratios
a1 91: 5D-XY2
l e Marker  SD16-X  31E08 G09742 SD3-X  DXS9902 SD-XY2 DXS101 DXS6807 DXS7132
q22
3 - 101 DXS101 80, 84 112 139 154, 158 188 220 212,233 260 304,308
q24
q25 - 0,65 0,74 1,64 2,95
q26
R
qz8 140: GATC31E08

o Wahrscheinlichkeit fir Homozygotie: keine, da heterozygot
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Probanden ID: E204

Diagnose: Verdacht auf Turner Elektropherogramm
Alter: 30 - R
125000 4 w30
Karyotyp: mos 46, i(X) (q10)[11]/45,X C ol
[81/47,X,i(X)(q10), i(X) (q10) [10] I 1533
100000 + SD-3X
75000 - coliex - 208
- 104.27 X DXS6807
B 156 SD-3X 14
PAR1, SHOX L DXS902 23302
p223 15: DXS9902 50000 4+ D2
P22 C s
p22.1 B xS
P21 . 25000 | 1000
44: 5D-X16 :
plla 47: DXS6807 0 _I 4\)\»’)(‘1\ 1 I\ 1 1 A 1 NJLA/L\AI//J L 1 | = A I\ A 1 4 | . 1 JJ)\ | JI\ IA A 1 1 TN 1 1 1 L 1 1 I g\ 1 1
;111123 B o 75 100 125 150 1 Sine (nt)zolo 225 250 275 300
p111 Abbildung 42: Elektropherogramm mit DNA aus Mundschleimhaut
q111 — ._
a2 - Tabelle 73 Genotyp und Ratios
xist a3 77:SD-X3
91:5D-xv2 Marker SD16-X 31E08 G09742 SD 3-X DXS9902 SD-XY2 DXS101 DXS6807 DXS7132
i l 92: G09742
a2 80, 84 100, 104 139 154,158 184 220 233 260 300
q23 - 101: DX5101
az 0,67 3,79 0,62
-
q26
q27
8 - 140: GATC31E08 Wahrscheinlichkeit fir Homozygotie: keine, da heterozygot
PAR2
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Probanden ID: E4A6 Elektropherogramm

Diagnose: Verdacht auf Turner 120000 F
Alter: 29 110000 _E s 633342 DXS6807
100000 £ i
Karyotyp: 45,X 90000 £ 295
PAR1, SHOX 80000 £
p22.3 15: DX59902 F 7937 188,51
p22.2 . 70000 4  spiex DXSb%02
p22.1 F 20162
60000 £ %
p21 E 15%55 DXS7132
50000 SD-3X
. 44:5D-X16 40000 £
p1L.4 47: DXS6807 = e i
30000 F 116.55 oD-3X DXS101
pllL2 20000 F
piii 10000 £
—gitl e
ql2 - . OZIT/J\JILIIVXIAJ\JLAHMMJ\II ||I |/IL|J_|hJ\I |A/Li|/\Ji\JJ\Aif\~AA Llf\l
xsT 13 - 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300
T Abbildung 43: Elektropherogramm mit DNA aus Mundschleimhaut
a1 81:50-Kv2 Tabelle 74 Genotyp und Ratios
l e Marker  SD16-X  31E08 G09742 SD3-X  DXS9902 SD-XY2 DXS101 DXS6807 DXS7132
22
. o 80, 84 116 139 154,158 188 220 227 260 292
q24
“ - 0,65 0,56
926
i
@8 B | Wabhrscheinlichkeit fiir Homozygotie: 2,49E-10

PAR2
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Probanden ID: HOE3 Elektropherogramm

Diagnose: Verdacht auf Turner

Alter: 29 5000 t
Karyotyp: 46,X, i(X) :
PAR1, SHOX 100000 F .
p22.3 15: DX59902 - SD-1.$€‘rX
p22.2 . T e 157.26
Pt 75000 L 7 R e
p21 C w2 SD-3X 18000
. 44:5D-X16 50000 - nzse Dfé£7
pll.4 47: DX56807 C oz S1E08 ors s
p1111 ; 64: DX57132 r 3108 0290 sa0e oxB0
- 25000 1 D o
¢ L | f\
glll [ ] L J\
qlz - 0 i I IP\ L4 } 1 L } 1 /ﬂl—\AiA A 1 A 1 /Il | A | 1 J)\ i/\ 1 1 b i 1 L 1 L i I 1 1 1 /\{\ 1 1
Xt a3 77:50X3 75 100 125 150 LCHR L 225 250 275 300
” 91: SD-XY2
q
l sz e Abbildung 8: Elektropherogramm mit DNA aus Mundschleimhaut
622 Tabelle 75 Genotyp und Ratios
= g e Marker SD16-X 31E08  G09742 SD3-X  DXS9902 SD-XY2 DXS101  DXS6807 DXS7132
q24
-
a6 80, 84 96, 112 135, 139 154, 158 180 220 230,242 272 304, 308
R
q28 140: GATCS1E08 1,16 1,43 1,21 0,99 1,35 1,14
PAR2

Wahrscheinlichkeit fiir Homozygotie: keine, da heterozygot
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Probanden ID: H1N2 Elektropherogramm

Diagnose: Verdacht auf Turner - oo
175000 I %
Alter: 30 -
150000 1 83.38 13813 153.19 250.86
Karyotyp: 45,X C 0 tex Gog742 soax 020
125000 F 2976
E 79)_(()2 ng?m
PARL, SHOX 100000 L 57X
p22.3 15: DXS9902 = 157,26 "2%804
222 - - 10827 SD-3X DXS9902
::22.1 75000 + o156
p2l E st:nsz
50000 -
44: SD-X16 : 1‘%327 2759
piL4 47: DX56807 25000 1 ooree o8
p11.3 [ ] C
p11.2 64: DXS7132 C j u
0 1 | I J\\[\ 1 A i —‘\—/\j | 1 1 | 1 /Il 1 1 1 A i 1 1 A 1 i I/\ A 1 1 Ij\ N J{\ 1 | 1 1
o111 75 125 150 175 200 225 250 275 300
it — .— Size (nt)
a1z - Abbildung 45: Elektropherogramm mit DNA aus Mundschleimhaut
XxisT 913
77:5D-X3
Tabelle 76 Genotyp und Ratios
a1 91: 5D-XY2
l e Marker SD16-X 31E08 GO09742 SD3-X  DXS9902 SD-XY2 DXS101 DXS6807 DXS7132
q22
- o 80,84 108 139 154,158 188 220 230 260 304
q24
s - 0,73 0,60
q26
"
a28 10 GATCIIEDE Wabhrscheinlichkeit fiir Homozygotie: 0,00000055

PAR2
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Probanden ID: H4T4 Elektropherogramm

Diagnose: Verdacht auf Turner

120000 £
Alter: 46 110000 £ oo
. 100000 £ ol
Karyotyp: mos 45,X [16]/ 46,X, dic (Y) [14] E
90000 £
80000 -E oy A
PAR1, SHOX 70000 —E 175%
p223 15: DX59902 = 76 22005
P22 - 60000 £ 79.08 157.32 s x
p22.1 50000 _E so-%ex SD-3X
Pt 40000 £
44:5D-X16 30000 'E 262
piL4 47: DX56807 20000 £ 1o 280
p11.3 - E 20%77 26276§3 DXS7132
p11.2 64: DX57132 10000 _E J\J WU DXS6807 }\
o111 UE'i f\l{'\ |/iLJrJ I /i\f\lllfhlﬁ\l/i\l[\{mIIIAIiIﬁ\I/\IiAIII{\II
qu — - 75 100 125 150 e oy 200 225 250 275 300
xsT q13 - _ Abbildung 46: Elektropherogramm mit DNA aus Mundschleimhaut
77:5D-X3
- 91: 5D-XY2 Tabelle 77 Genotyp und Ratios
92: G09742
l Marker SD16-X 31E08 G09742 SD 3-X DXS9902 SD-XY2 DXS101 DXS6807 DXS7132
q22
23 - 101: DX5101 80, 84 112 147 154,158 176 208,220 224 268 296
q24
q25
- 0,62 0,55 0,19
q26
N
e e Wahrscheinlichkeit fiir Homozygotie: 1,40E-13
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Probanden ID: 12U2 Elektropherogramm

Diagnose: Verdacht auf Turner 200000 F
Alter: 24 5000 = e e
: iy o
Karyotyp: 45,X 0000 F Gosaz
125000
PAR1, SHOX r 17595 23902
p223 15: DXS9902 100000 £ - DXS6002 -
22— E oy fi5s o725
22.1 - SD-3X 30291
’ 75000 DX
p21 C
. 50000 F
44: SD-X16 r
piL4 47: DXS6807 C
p113 —— 25000 + k‘
p11.2 64: DXS7132 =
OTI f\IIK\/A IAiIIN/\‘M M/\—\IAHAIAI/IMMIJ\HIJ\‘ML‘[\/\AHI/\MIIi[\rxlllml\ll
pl:::l.i — o 75 100 125 150 175 Size(nt)zoo 225 250 275 300
q12
xsT q13 - _ Abbildung 47: Elektropherogramm mit DNA aus Mundschleimhaut
77:5D-X3
- 91:5D-XY2 Tabelle 78 Genotyp und Ratios
l e Marker ~SD16-X 31E08 G09742 SD3-X  DXS9902 SD-XY2 DXS101 DXS6807 DXS7132
q22
. - L1 D101 80, 84 108 151 154,158 176 220 239 260 304
q24
s - 0,62 0,55
q26
N
e 10 GATERIEDS Wahrscheinlichkeit fiir Homozygotie: 1,64E-10
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Probanden ID: N1H6 Elektropherogramm

Diagnose: Verdacht auf Turner

90000 _E 8324 138.20
A|tel’ 38 E SD-16-X G393?42
80000 -
Karyotyp: mos 46,X,i(X)(q10), 9ph[28]/45,X, 9ph[3] .. E b
50000 | soex o
PARL, SHOX 50000 £ i
p22.3 15: DXS9902 C
p22.2 . 40000
p22.1 F 104.30 267.86
30000 31E08 DXS6807
p21 E 188.05 N
20000 _E 108.27 DX158§902 ;}%2@?; Di%:i;
44:5D-X16 (0000 E 31E08 L J\A 29 s
pllé4 47: DXS6807 _E DXS10; DXS7132
p11.3 - . ZJL/LA IAIM\J\J A\A_Juhlllmm |/'\,l||J\JJ\|L_/\ |||A/\|Jk|ﬁ\|j\14\f\ll
p112 64: DXS7132 0 T T T T T T f f ] f
75 100 125 150 175 200 225 250 275 300
Size (nt)
"“;;1,_, | @ Abbildung 48: Elektropherogramm mit DNA aus Mundschleimhaut
q12
XsT At - 77:5D-X3
Tabelle 79 Genotyp und Ratios
a1 91: SD-XY2
l e Marker SD16-X 31E08  GO09742 SD3-X  DXS9902 SD-XY2 DXS101 DXS6807 DXS7132
q22
a3 - 101 DXS101 80, 84 104, 108 139 154, 158 188 220 236,239 268 290, 304
q24
e - 0,69 2,43 1,29 1,68 2,15
q26
"
q28 140: GATC31E08

Wahrscheinlichkeit fir Homozygotie: keine, da heterozygot

PAR2
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Probanden ID: N3C3 Elektropherogramm

Diagnose: Verdacht auf Turner

142.31 220,02

143
8342 Go9742

16
SD-16-X 271.93

175000 o
Alter: 24

272
153.16 DXs6807
SD-3X

150000

Karyotyp: 45,X

125000

79.05

SD-16-X|
£23.50

PARI, SHOX 232
XS101

p22.3 15; DX59902 100000
p22.2
p22.1

157.22 179.92
X

SD-3X DXS9902

104.32 298.88

75000 NN xS

p21

50000
44:5D-X16

plld )
p113 47. DXS6807 25000
pll2 64: DX57132 J

0 A o AT 0 Ay 1 I/k,d/ilflkll/l_AJ/i\I/\llAlilL,J}\iAll/l\IAll

piLl T 1 1 f
. 75 100 125 150 175 _ 200 225 250 275 300
alil .— Size (nt)

o Abbildung 49: Elektropherogramm mit DNA aus Mundschleimhaut

XisT  ql3

77:5D-X3

Tabelle 80 Genotyp und Ratios
- 91: SD-XY2
K 92: G09742

Marker SD16-X 31E08 G09742 SD 3-X DXS9902 SD-XY2 DX3S101 DXS6807 DXS7132

q22

101: DXS101 80, 84 104 143 154,158 180 220 224 272 300

q24

q25

0,64 0,57

q27

140: GATC31E08

a8 Wahrscheinlichkeit fir Homozygotie: 6,85E-10

PAR2
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Probanden ID: N4S1 Elektropherogramm

Diagnose: Verdacht auf Turner

Alter: 35 PO G - ke
40000 T G09742
Karyotyp: 45,X [16)/47,XXX [1)/46,XX [13] - .
35000 F %2 SD-3X 27592
30000 £
25000 —g 15720
PAR1, SHOX E oo 187.99
p22.3 15: DX59902 20000 2z ol 23278
p22.2 - E S1808 D)%g?m D?(Oas%zasz
p221 15000 £
44: SD-X16 5000 -g k\ sicho MJ AAL J
plld ) -
p1l1.3 [ ] Hribsesr 0 b N A ) Ay }\L ] o1 1 |/\A JAIN\LALAJ 1 S JJ\ kl\Alﬂljl\ 1
64: DX57132 | | | | I | I I | |
p112 75 100 125 150 75 e 225 250 275 300
pll.l
11.1 [ H . . .
:12 - o Abbildung 50: Elektropherogramm mit DNA aus Mundschleimhaut
xist ai3 77:SD-X3
o1 s Tabelle 81 Genotyp und Ratios
q21
l e Marker SD16-X 31E08 G09742 SD3-X  DXS9902 SD-XY2 DXS101 DXS6807 DXS7132
q22
- 80,84 108,112 139,143 154,158 188 220 233 272,276 294, 304
q24
e - 0,77 3,65 5,85 0,64 3,9 4,73
q26
"
140: GATC31
orz Wahrscheinlichkeit fir Homozygotie: keine, da heterozygot
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Probanden ID: N4T6 Elektropherogramm

Diagnose: Verdacht auf Turner oon0 F
Alter: 34 C 09742
60000
Karyotyp: 45,X[29]/46,XX[2] - 1032
50000 + o )
PAR1, SHOX 40000 _E
p22.3 15: DX59902 - 18001
p222 — e s oxStbo2
p22.1 30000 _E o1 SD-3x
p21 r
20000 2130
44:5D-X16 E et £ 0.75
s Y 10000 e 1l o
p112 64: DXS7132 C J A A
0 n f 1\ 1 IA(JL/ 1 ]I\‘ i A MG\I i jl\ 1 1 IlA A 1 A 1 ji\ 1 1 1 A i 1 1 ./I\ 1 i 1 1 1 i /4\ 1 1 ,{\ 1 1
mzj'lll;l — o 75 100 125 150 o (nt)zoo 225 250 275 300
xSt a3 - Abbildung 51: Elektropherogramm mit DNA aus Mundschleimhaut
77:5D-X3
Tabelle 82 Genotyp und Ratios
91: SD-XY2
q21
92:G09742
l Marker SD16-X 31E08 G09742 SD 3-X DXS9902 SD-XY2 DXS101 DXS6807 DXS7132
q22
a23 - 101: DX5101 80,84 108 143 154,158 180 220 206 260 290
q24
25
: - 0,62 0,55
q26
-
are o Wahrscheinlichkeit fiir Homozygotie: 2,71E-10
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Probanden ID: S4T1 Elektropherogramm

Diagnose: Verdacht auf Turner

120000 -E %3
Alter: 32 oo £ - siEos N
Karyotyp: mos 46,X,del(X)(p11.2)[26)/45,X[4] 00000 £ 7 L -
90000 £ okl | %"
30000 £ ol
PARI’SHO)ézz‘a 15: DX59902 70000 'E ot
p222 — 60000 £
Pt 50000 £ N
P 40000 £
44:5D-X16 30000 _E 23288 29884
pil4 47: DXS6807 20000 £ Dxe01 DX5Pia2
pll3 ] F 259,86
pll2 64: DX57132 10000 _g U UJ J\ szsef?éo7 j\[\
[] :I i M {\ 1 | A i . f \l’) u\ 1 1 IV\ A 1 A 1 jl}\ 1 1 1 J i A ; A 1 i 1 A 1 1 i A 1 1 A } 1 1
plll
gl — ‘_ 75 100 125 150 175 Size (nf 200 225 250 275 300
o :1; e Abbildung 52: Elektropherogramm mit DNA aus Mundschleimhaut
77:5D-X3
Tabelle 83 Genotyp und Ratios
- 91: 5D-XY2
¢ 92:G09742
Marker SD16-X 31E08 G09742 SD 3-X DXS9902 SD-XY2 DXS101 DXS6807 DXS7132
q22
q23 - 101: DX5101 80, 84 96 143,147 154,158 180 220 233 260 300
q24
25
* 0,65 107 087
926
N
oy o Wahrscheinlichkeit fiir Homozygotie: keine, da heterozygot
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Probanden ID: S6A4

Diagnose: Verdacht auf Turner

Alter: 38

Karyotyp: mos 46,X,i(X)(q10) [25]/45,X [5]

Elektropherogramm

PARI, SHOX
p22.3 15; DX59902
p222 .
p22.1
p21
. 44:5D-X16
piL4 47: DXS6807
pi13 .
p112 64: DXS7132
pll1
q111 —
=i
13
XSt 77:5D-X3
91: SD-XY2
q21
92: G09742
q22
q23 - 101: DX5101
q24
. -
q26
h -
28 140: GATC31E08
PAR2

175000 4
n 22090
L X
150000 L
= 147.10
125000 -+ adsre 2090
r DXS6807
- w
100000 4 DXS9902 23089
L 230
L 8390 DXS101
- 16
L SD-16-X
75000 <+
C 790 e
E solex 31E08 ;57'87 30026
B D-3X X
50000 0075 w5301 ox&Tra2
- 31E08 SD-3X 296.18
L 296
r DXST1
25000 +
U_I LI Jr i ||I I/\L\l{._ A\Il Ji\\LJIhAJ\lllzrgﬂll]\{\Jl
75 100 125 150 175 . 200 225 250 275 300
Size (nt)

Abbildung 53: Elektropherogramm mit DNA aus Mundschleimhaut

Tabelle 84 Genotyp und Ratios

Marker

SD16-X

31E08 G09742  SD 3-X DXS9902 SD-XY2 DXS101

DXS6807 DXS7132

80, 84

ﬁ :

108, 116 139 154, 158 188 220 230

5 1,58 1,26

Wahrscheinlichkeit fir Homozygotie: keine, da heterozygot
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Probanden ID: T3A2 Elektropherogramm

Diagnose: Verdacht auf Turner

60000 £ 2008
- X
Alter: 30 55000
Karyotyp: 45,X A 321
45000 £ solex —
40000 N
PAR1, SHOX 35000 £ %
p223 15: DX59902 £ SDeX
p22.2 [ 30000 15728
"z'l 25000 £ e . s 279 oo
p. 20000 _g DX1S%4902 DXS101 o
44:5D-X16 15000 —§ DXeTia
pll.4 . =
p113 47: DXS6807 10000 _E
pl1.2 64: DXS7132 5000 _g )L/ M J
p11.1 O_I J\LAJII\ J\lfkilt JI LIJT\I ]I\I/i\l/\Ll,‘\/dII/\L\»(i\/\liI/‘\llAi 4|/\|{\/\|/\|
4111 ——— o 75 100 125 150 175 ‘ 200 225 250 275 300
q12 - Size (nt)
13
. TR0 Abbildung 54: Elektropherogramm mit DNA aus Mundschleimhaut
91: SD-XY2
a1 92: 0970 Tabelle 85 Genotyp und Ratios
SD16-X 31E08 G09742  SD 3-X DXS9902 SD-XY2 DXS101 DXS6807 DXS7132
q22
az3 - 101: DX5101 80, 84 108 143 154,158 184 220 230 260 296
q24
>
a6 0,72 0,60
- n
e 2 o Wahrscheinlichkeit fiir Homozygotie: 0,00000024
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Probanden ID: T6L3 Elektropherogramm

Diagnose: Verdacht auf Turner

Alter: 26 125000

142,27 259.88
143 260
g;% ‘36 G09742 DXS6807
SD-16-X 18322
SD-3X

Karyotyp: 45,X
100000

PAR1, SHOX
p22.3 15; DX59902 75000 4

p22.2
p22.1

226,67
79.00 180.01

%801
180
SD-16-X 112.36 157.31 DXS9902

31E08 SD-3X

p21 50000

302.94
304
DXS7132

1 L1 N g IAILMJX)U /f\l/\l_i./\/l,]/'\l/lfl‘lIAIAIAIHIAAIIIkIIJN\ 1

p11.1 0 f

I I ] I ] I
PEER] ._ 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300
q12 Size (nt)

XSt a3 77:503 Abbildung 55: Elektropherogramm mit DNA aus Mundschleimhaut

44:5D-X16

plL4 47: DXS6807 25000 ~

p113
p11.2

64: DX57132

91:SD-XY2

Tabelle 86 Genotyp und Ratios
Marker SD16-X  31E08 G09742  SD 3-X DXS9902 SD-XY2 DXS101 DXS6807 DXS7132

q21
92: G09742

q22

ok i 80, 84 112 143 154,158 180 220 227 260 304

q23
q24
s 0,60 0,54

q26

q27

140: GATC31E08

az8 Wahrscheinlichkeit fir Homozygotie: 4,45E-9

PAR2
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Probanden ID: U4B3

Diagnose: Verdacht auf Turner

Alter: 28
Karyotyp: 45,X

PAR1, SHOX

p22.3 15: DX59902
p222 ||
p22.1
p21
. 44:5D-X16
p114 47: DX56807
pll3 .
p112 64: DX57132
pild
gt —
T I
13
HST 77:5D-X3
91: SD-XY2
q21
92: G09742
22
q23 - 101: DX5101
q24
qzs -
926
" IIIIII
28 140: GATC31E08
PAR2

Elektropherogramm

110000 82
SD-16-X
100000 -

90000

138.33 153.25 220.06
139
G09742 SD-3X

80000

78).(90
70000 £ so-tex
60000 -

50000
15733
40000 S SD-3x 188.08
116.36 DX89902
116
31E08

30000

20000

10000

259.91
DXS6807

303.00
304
DXS7132

] ]
75 100 125 150 175 ) 200 225
Size (nt)

Abbildung 56: Elektropherogramm mit DNA aus Mundschleimhaut

Tabelle 87 Genotyp und Ratios

Marker SD16-X 31E08 G09742  SD 3-X DXS9902 SD-XY2

a1

DXS101

DXS6807 DXS7132

80, 84 116 139 154, 158 188 220

0,65 0,47

Wahrscheinlichkeit fir Homozygotie: 3,06E-11
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Probanden ID: U4R5 Elektropherogramm

Diagnose: Verdacht auf Turner

12
163.24 XS101

Alter: 24

150000 1E08 08K
138.33

138
G09742

Karyotyp: mos 45,X[20]/47,X,i(X)(q10),
i(X)(q10)[6]/46,X,i(X)(q10)[4] 125000

259.92

15731 o
SD-3X

100000

PARI, SHOX
p22.3 15: DXS9902 75000

p22.2
p22.1

021 50000 -

44:5D-X16 25000
47: DXS6807

pl1l.4
p11.3
pl1.2

L= L U L L O

64: DX57132

pll.l
qll.l
ql2

XIST q13

‘_

Abbildung 57: Elektropherogramm mit DNA aus Blut

77:5D-%3
91: SD-XY2 Tabelle 88 Genotyp und Ratios

92:G09742

q21

Marker SD16-X  31E08 G09742  SD 3-X DXS9902 SD-XY2 DXS101 DXS6807 DXS7132

q22

101: DX5101 80, 84 96, 108 139 154, 158 188 220 212,215 268 290, 296

q24
q25
0,64 2,79 0,74 2,59 2,15

q26

q27

q28 140: GATC31

PAR2

Wahrscheinlichkeit fir Homozygotie: keine, da heterozygot
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Probanden ID: U4R5 Elektropherogramm

Diagnose: Verdacht auf Turner o _

Alter: 24 o000 £ oo o
E 05 DXS6807
Karyotyp: mos 45,X[20]/47,X,i(X)(q10), 100000 £ X
i(X)(q10)[6]/46,X,i(X)(q10)[4] 90000 £ m
80000 £ 1845
E xS0z
70000 £
60000 'g s;ia:x
PARI1, SHOX 50000 -§ 15348
p22.3 15: DX59902 E w6 SD-3X
Zzi o _E 319508 157,57
- 30000 t o
. 20000 £
44:5D-X16 E
pll4 47: DXS6807 10000 _g lJ
:111123 — 64: DX57132 0
, 200
p1L.1 Size (nt)
g11.1 I ‘
a12 | ] Abbildung 58: Elektropherogramm mit DNA aus Mundschleimhaut
XisT - a13 77:50-X3
91: 5012 Tabelle 89 Genotyp und Ratios
q21
92: G09742
. Marker SD16-X 31E08 G09742 SD 3-X DXS9902 SD-XY2 DXS101 DXS6807 DXS7132
q22
a2 B oo 80, 84 96 139 154,158 188 220 212 268 296
q24
-
26 0,63 0,61
|

140: GATC31E|
PAR2

Wahrscheinlichkeit fur Homozygotie: 3,0,E-12
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Probanden ID: Z2H5 Elektropherogramm

Diagnose: Verdacht auf Turner 175000 o1 s
Alter: 31 150000 r
E 5%
Karyotyp: 45,X 2000 £ -
: SD-'sx DXsS6807
100000 4
PAR1, SHOX -
p22.3 15: DXS9902 r 20880
p22.2 - 75000 T stso7°132
p22.1 C
p21 C
50000
. 44: 5D-X16 E
p11.4 47: DX56807 25000 + Mj{/\b
p1L3 . C Uh Z}‘
64; DX57132 lzo 120 1 60 240 280
P2 0_ AJI I L h.)\lJﬁl\LlL/\Alliz\AllAlll
i1t ° 125 V150 250 275 300
T
Xt a13 77:50%3 Abbildung 59: Elektropherogramm mit DNA aus Blut
a1 sLsp Tabelle 90 Genotyp und Ratios
92: G09742
l Marker SD16-X 31E08 G09742 SD 3-X DXS9902 SD-XY2 DXS101 DXS6807 DXS7132
22
23 - 101: DX5101 80, 84 96 139 154,158 180 220 224 260 300
q24
q25
] 065 T
q26
"
oz o Wahrscheinlichkeit fir Homozygotie: 0,000032
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Probanden ID: Z2H5

Diagnose: Verdacht auf Turner 200000
Alter: 31 500
PAR1, SHOX 150000
p22.3 15: DX59902
p222 .
p22.1 125000
P . 100000
44:5D-X16
75000
p1L4 47: DXS6807
pll3 I
pll2 64: DX57132 50000
pild
ql1l — 25000
=
XsT a3 77:50-%3 0
" 91: SD-XY2
! l 92: G09742 Karyotyp: 45,X
q22
923 - 101: DX5101
924
*
q26
R
428 140: GATC31E08
PAR2

Elektropherogramm

142.93
143
G09742
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Abbildung 60: Elektropherogram mit DNA aus Mundschleimhaut
Tabelle 91 Genotyp und Ratios

Marker SD16-X 31E08 G09742  SD 3-X DXS9902 SD-XY2

DXS101

DXS6807 DXS7132

“80,84 96, 112 139,143 154,158 180,188 220 224,233 260 300

ﬁ 1,47 1,39 1,52 1,26 1,59

Wahrscheinlichkeit fir Homozygotie: keine da heterozygot
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