Humangenetik fur Molekulare Medizin
Wintersemester 2010/2011

Zytogenetik
Dr. rer. nat. Michael Leipoldt
Institut ftr Humangenetik, Univ.Klinikum Freiburg

1. Uberblick

2. Down — Syndrom

3. Molekularzytogenetische Diagnostik
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Humanzytogenetik
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Wellcome Trust Sanger Inst.

Deletion 5p (Cri-du-chat — Syndrom)
In-situ — Hybridisierung

Q — Banden

G — Banden

R — Banden

ISCN

High — resolution banding
Mikrodeletions - Syndrome
FISH / Biotin

FISH / CISS
Chromosomen - CGH
Multicolour — FISH

Array - CGH

DECIPHER (Datenbank)



Table 1. Changes in Cytogenetic Technology over Decades.*

Category 1960s 1970s

Technology Prebanding cytoge- Banding techniques
netics

Resolution 10-20 Mb 5-10 Mb

Known phenotype ~ Down’s syndrome
found to havea  Klinefelter's syndrome

specific geno- Turner's syndrome
typic basis

Known genotype Trisomy 18 WAGR syndrome
found to have a Trisomy 13 Jacobsen's syndrome
specific pheno- S5p-
typic manifesta- 4p-
tion

1980s
High-resolution band-
ing
3-5Mb
Prader-Willi syndrome

Miller-Dieker syndrome
DiGeorge syndrome

Smith—-Magenis syn-
drome

1990s
FISH

100 kb

Williams' syndrome

1p36
22q13

2000s

Cytogenetic arrays

50-500 kb

17213

* FISH denotes fluorescence in situ hybridization, and WAGR Wilms’ tumor, aniridia, genitourinary abnormalities, and mental retardation.
7 In clinical cytogenetics, FISH has a resolution of approximately 100 kb but is limited to a targeted approach involving individual genomic
clones, as compared with the genomewide assessment achievable through cytogenetic arrays (equivalent to thousands of FISH probes).

Ledbetter, NEJM 359, 1728 (2008)
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Chromosomenbanderung
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International System for Cytogenetic Nomenclature (ISCN)

‘w

p-Telomer
pl4

p-Arm p13

pl2

), 011
Zentromer KRR (p10,910)

gl2.1
ql2.2
ql2.3

g21

16 T 13




Chromosom 12 des Menschen
ISCN, geringe (400 Banden) und hohe (850 Banden) Auflésung
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Fluoreszenz — in — situ Hybridisierung (FISH)

<

Chromosomenspezifisch

(Sub-)Telomer - Sonden

Zentromer - Sonden

Locusspezifisch

Single-copy - Sonden

Durchschnittliche Sondengrof3e: 50-200kb |
MindestgrolRe der Zielsequenz: > 10 kb

Painting



Interphase - FISH

Locus —spezifisch, Chromosomen — spezifisch (nicht Painting)

Choolani et al. (2007) HumMolReprod 7, 355

A,G: XY

B: XX

C:. 2x21

D: 3x18

E: 3x13, 2x21
F,H: 2x13, 2x21
I: del22q11.2
J: 3x18

K: 3x21

L: XO

M: XXX

N: XXY

A-E: Amnionzellen
F,L: Trophoblastzellen
G,H: Blutausstrich

I: Lymphozyten

J: Fetalblut

K,M,N: Blutausstrich



Chromosomenveranderungen

Numerisch
Autosomen
Gonosomen

Strukturell
Balanziert
Translokation
Inversion
Unbalanziert
Duplikation
Deletion



Numerische Gonosomenveranderungen

Ausgangssituation:

)
; Al T2 u
P ‘.‘- H
.!‘ l He K
o T i
1 2 3

i :
il ¥ A
1 2 3

g . o , 1 . | |

Al N TR T I Y B § g TEEERY
g i | i Ha it il n i i ¢ i i -
d i b il Al Bil d na i ) i i
6 7 8 9 10 11 12 6 7 8 9 10 11 12

B

18

iy 1]
[LA\) “An nu

19 20 21 22

]

13 14 15

L 4]
(L] gili] i

16

17

19 20 21

22

46,XY (mannlich)

46,XX (weiblich)




Numerische Gonosomenveranderungen bei mannlichem

Talter than
average height

Reduced tacial hair ——————#=

Reducad body hair

Breast devaloprment
[gynagcomastia)

Osteoporosis

Feminine fat
distribution

Small tastas
{testicular atrophy)

Phanotyp
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Prazygotisch
(meiot. Nondisjunction)

47 ,XXY

Klinefelter — Syndrom



Numerische Gonosomenveranderungen bei mannlichem Phanotyp

47, XXY
jg iiéi > Klinefelter — S. und Klinefelter — ,Varianten®
49, XXXXY )
47 XXY | 46, XY )
47 XXY [ 46,XX _
47 .XXY [ 46.XY | 46 XX  Mosaike
47 XXY [ 46,XY [ 45,X = ,
requent ~ PRare
u.a. S exchanges | exchange
XY H x Y X Y
i< |
SEY SRY N SBEY
47, XYY xf .
46, XX mannlich ??




Numerische Gonosomenveranderungen bei weiblichem

Phanotyp

' I
Short stature . n 4 - . . I
- - "h ’ ~ L
. Characteristic h {J’ B £ ¥ Y
. iy facial features 9 ) u‘n ' 8 ? )
Low hairline )
Fold of skin 2 3 4 5
Constriction
Shield-shaped of aorta
thorax Poor breast
Widely spaced development "
nipples ] Yo . ° 1) 2 0
\ Elbow | o qu G 4 ;“_‘j 1 [\
Shortened deformity 4} o0 A 4 “ li
metacarpal IV —_ 7 8 9 10 11 12
Small Rudimentary
fingernails ovaries
Gonadal streak
(underdeveloped . & g =i o &
gonadal $ 84 8k an L
Brown spots (nevi) $iuetures] 4 15 16 17 18
No menstruation
:
" Ad 1 }
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<ch " 45 X
Postzygotisc v -
" Monosomie X

(Verlust von X oder Y
I. d. frithen Embr.entw.)

(Ulrich-) Turner - Syndrom




Numerische Gonosomenveranderungen bei weiblichem Phanotyp

45, X Turner - Syndrom
47, XXX Triplo — X
48, XXXX Tetra— X

49, XXXXX Penta — X

Androgen-Rezeptor
-Defizienz
(Testikulare Feminisierung)
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Gonosomenveranderungen beim Turner — Syndrom

45 X Monosomie X

45,X 1 46,XX
45X 1 46,XX [ 47 XXX > Mosaike
45,X [ 47, XXX
u. a.

46,X,i(Xq)
46,X,idic(X) . Strukturveranderung

46,X,del(Xq) an einem X-Chromosom
46,X,r(X) y

[ 1 = Isochromosom, idic = isodizentrisch, del = Deletion, r = Ring ]



Chromosomenveranderungen beim Ulrich-Turner-Syndrom
Strukturaberration an einem X, z.B.:

Monosomie X
45 X 46,X,idic(X) 46,X,i(X) 46,X,r(X)
Relative
\ Haufigkeit: lir.f' N, 4 ;
i na ' @ i\
” | 55% . L ¥ L
A P
45% . . .
Haufig in ’
Mosaikform!



Phanotyp bei Veranderungen der Gonosomen

Korpergrol3e
Gonadenfunktion
Fertilitat

Sekundare Geschlechtsmerkmale

(evtl. weitere Auffalligkeiten und Fehlbildungen)



Chromosomenveranderungen (Haufigkeit unter Ngb.)

Numerisch
Autosomen
Gonosomen 1:650
z.B. Monosomie X (Turner-Syndrom 1 :2 500 (weibl.)
47,XXY (Klinefelter-Syndrom) 1:1 000 (méannl.)
Strukturell
Balanziert
Translokation
Inversion
Unbalanziert
Duplikation

Deletion



Phanotyp bei Veranderungen der Autosomen

Wachstumsverzogerung bzw. — rtickstand (oft bereits intrau terin)
Dysmorphien (z.B. fazial)

Angeborene (multiple) Fehlbildungen

Verzogerung der motorischen und geistigen Entwicklung

Intelligenzdefekt, mentale Retardierung



Numerische autosomale Veranderungen

Trisomien und Mosaik - Trisomien

&
-5
:! [

16 17 21

Edwards — Syndrom Down — Syndrom Mosaik —
Trisomie 8




Fallbeispiel: Pranatale Diagnostik nach auffalligem Ultraschallbefund

Geminischwangerschaft nach ICSI
Alter der Mutter: 43 Jahre
Schwangerschaftsverlauf: unauffallig

Ultraschall in der 24. SSW (bei Zwilling 1):
Verdacht auf Lippen-Kiefer-Gaumen-Spalte
Hexadaktylie

Hypotelorismus

Singulare Nabelschnurarterie

Verdacht auf Chromosomenaberration (autosomale Trisomie? )

(Zwilling II: unauffallig)

FISH und Chromosomenanalyse an Fruchtwasserzellen >>



Lippen-Kiefer-Spalte

Hypotelorismus
ORBITS Hexadaktylie

Lyndon M. Hill, 2007 www.iame.com/




Fallbeispiel: Interphase-FISH bei Zwilling |

Locus-spezifisch D21S341 (21921.22)
Locus-spezifisch Rb1 (13g14)

Alpha-Sat DXZ1
Alpha-Sat DYZ3




Congenital anomalies associated with trisomy 13 (Patau — syndrome)

Central Nervous System

Extremities

Holoprosencephaly
Cerebellar hypoplasia
Microcephaly
ventriculomegaly
Choroid plexus cyst
Meural tube defect

> Polydactyly
Clenched hands

Chort fernur/hurnerus in 2nd trimester

Clubbed feet

2-Vessel Umbilical Cord

Face

Cardiac

:tcleﬂ: lipfpalate
Hypotelarism

Cyclopia
Cystic hygroma
Muchal edemna

Gastrointestinal

omphalocele

Echogenic small bowel Genitourinay
Enlarged echogenic kidneys
Pyelocaliectasis

Atrial septal defect

Yentricular septal defect

Hypoplastic left heart

Echiogenic intracardiac focus

Tetralogy of Fallot

Pulmonary atresia

valvular dysplasia with or without
regurgitation and stenosis

Abhnormal heart axisfdextrocardia

Double outlet right ventricle

Hydrops



Fallbeispiel: Chromosomenanalyse Zwilling |
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Karyotyp: 47,XY,+13

1 3 freie Trisomie 13,
Klinisch: Patau — Syndrom




Fallbeispiel: Obduktion des totgeborenen Zwilling |
nach Sectio in der 37.SSW

Holoprosenzephalie
bei Trisomie 13
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Robertsonsche Translokation (rob)

Chromosomen 13, 14, 15, 21, 22

Karyotyp: 46,XY,rob(13;14)(q10;910),+13
[ rob = Robertsonsche Translokation ]
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Chromosomenveranderungen (Haufigkeit unter Ngb.)

Numerisch
Autosomen

z.B. Trisomie 13 (Patau-Syndrom)

Trisomie 18 (Edwards-Syndrom)
Trisomie 21 (Down-Syndrom)
Gonosomen

z.B. Monosomie X (Turner-Syndrom
47,XXY (Klinefelter-Syndrom)

Strukturell
Balanziert

Translokation
Inversion
Unbalanziert
Duplikation
Deletion

1

1
1

: 6 000
: 2 500
600

: 2 500 (weibl.)
: 1 000 (mannl.)

1:450

1:650



Anzahl kartierter Gene auf den Chromosomen 21, 18 und 13

Chromosom Lange Anzahl Protein-kodierender Gene
(Basenpaare) erwartet gefunden
21 48 Mio 371 278
[ 22 49 Mio 410 508 ]
18 76 Mio 810 289
[ 17 78 Mio 877 1263 ]
13 114 Mio 934 356

[ 14 106 Mio 886 1047 ]
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Strukturelle Veranderungen der Autosomen

Del(3)(p14pl2)

inv(16)(p13q22)

Del(5)(pter® p14)

| I'4
15p11.2 iy ot
DELETION
Dup(15)(g22qg24)
e a8 4
& - ¥ N
"q - - - :
ﬁ? - Aw “1
£l L m 11 1¥
dup2g32.1 ¥ B 4
TRANSLOKATION @ B
INVERSION T v L it
R Del(7)(g11.23g11.23) 19:22)(q34.1:q11.2)
16

(Philadelphiachromosom)




DECIPHER (http://decipher.sanger.ac.uk/) :

Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans Using Ensembl Resources



Fallbeispiel: Postnatale Diagnostik bei auffalligem klinischem Befund

2 Monate alter
weiblicher Saugling

Wachstums-
Retardierung

Mikrozephalie
Herzfehler

Faziale Dysmorphien

Syndrom?

Alkohol-
embryopathie?

Chromosomen-
aberration?




Fallbeispiel: Chromosomenanalyse

Karyotyp:
46,XX, add(22)(q13.3)
[ add = additional ]

~—




Chromosomenanalyse der Eltern
(Vater: 46,XY)

Mutter:







rd

\

Karyotyp der Mutter:
46,XX,1(1;22)(g31;913.3)

[ t = reziproke Translokation ]
balanziert, aber mit Auswirkungen auf die Nachkomme

n




Charakterisierung der Translokation 1;22 durch FISH

E)

NSR1
ARSA

Bruchpunkt 22

Efwdiy

N25

ARSA

L



Entstehung einer reziproken Translokation

- 2 Bruchereignisse in nicht — homologen Chromosomen
- Stuckaustausch und Religation

Bruch in
1931

Stuckaustausch

der(1) der(22)

t(1;22)(g31;q13)

[l

Bruch in
22013



Fallbeispiel: Postnatale Diagnostik bei auffalligem klinischem Befund

2 Monate — alter weiblicher
Saugling

Wachstums — Retardierung
Mikrozephalie

Herzfehler

Faziale Dysmorphien

Karyotyp: 46,XX,der(22)t(1;22)(q31;913.3)mat
[der = derivativ, mat = maternaler Herkunft]

unbalanziert: Partialtrisomie 1g ( ), Partialmonosomie 22q ( )



Pigozzi et al. (2005) Biocell 29, 195

www.med.nyu.edu/




Chromosomenveranderungen (Haufigkeit unter Ngb.)

Numerisch
Autosomen 1:450
z.B. Trisomie 13 (Patau-Syndrom) 1:6000
Trisomie 18 (Edwards-Syndrom) 1:2 500
Trisomie 21 (Down-Syndrom) 1: 600
Gonosomen 1:650
z.B. Monosomie X (Turner-Syndrom 1 : 2 500 (weibl.)
47,XXY (Klinefelter-Syndrom) 1:1 000 (mannl.)
Strukturell
Balanziert
Translokation 1:300
z.B. Robertsonsche Tr. 1: 600
Inversion
Unbalanziert
Duplikation / Deletion * 1:2500
z.B. 5p-Deletion

1:50 000
* Bislang bekannte Dup. & Del.



Fallbeispiel: Chromosomenanalyse bei mannlicher Infer tilitat

40 Jahre — alter
gesunder Mann

unerfillter
Kinderwunsch seit
vielen Jahren

Oligozoospermie

Vas deferens
Obstruktion?
Aplasie?

Rubula-Infektion?

Varikozele?

47,XXY?

Y-Aberration?

Andere Chrom.aberr.?



N N

Painting 8

Inversion?




2 Bruchereignisse in einem Chromosom: Inversion, Deleti on, Ring




Subtel8p 8p23

8cen 8pll.1-gll.1

ETO 8¢22

LPL 8p22

8cen 8pll.1-gll.1

C-MYC 8924



Bruch

Drehung

Karyotyp: 46,XY,inv(8)(q11.1924.2) ]
[inv = Inversion]

balanziert, aber mit Auswirkungen auf die Gametogen  ese/Nachkommen



www.med.nyu.edu/




Chromosomenveranderungen (Haufigkeit unter Ngb.)

Numerisch
Autosomen

z.B. Trisomie 13 (Patau-Syndrom)

Trisomie 18 (Edwards-Syndrom)
Trisomie 21 (Down-Syndrom)

Gonosomen

z.B. Monosomie X (Turner-Syndrom
47,XXY (Klinefelter-Syndrom)

Strukturell
Balanziert

Translokation

z.B. Robertsonsche Tr.

Inversion

z.B. Inversion 9

Unbalanziert

Duplikation / Deletion *
z.B. 5p-Deletion

* Bislang bekannte Dup. & Del.

1:450
1:6000
1:2500
1: 600
1:650
1: 2500 (weibl.)
1:1 000 (mannl.)
1:300
1: 600
1: 75
1:100
1:2500
1:50 000



Chromosomenveranderungen (Haufigkeit unter Ngb.)
Numerisch (1 : 250)

Autosomen 1:450
z.B. Trisomie 13 (Patau-Syndrom) 1:6000
Trisomie 18 (Edwards-Syndrom) 1:2 500
Trisomie 21 (Down-Syndrom) 1: 600
Gonosomen 1:650
z.B. Monosomie X (Turner-Syndrom 1 :2 500 (weibl.)
47, XXY (Klinefelter-Syndrom) 1:1 000 (mannl.)
Strukturell (1 : 60)
Balanziert
Translokation 1:300
z.B. Robertsonsche Tr. 1: 600
Inversion 1: 75
z.B. Inversion 9 1:100
Unbalanziert
Duplikation / Deletion * 1:2500
z.B. 5p-Deletion

1:50 000
Insgesamt 1: 50
* Bislang bekannte Dup. & Del.




Zusammenfassung

Die Chromosomenanalyse gehdrt zu den wichtigsten ge netischen Labor —
untersuchungen. Sie erfolgt lichtmikroskopisch an ( kultivierten) kernhalti —
gen teilungsfahigen Zellen (Lymphozyten, Fibroblast en). FISH ist im Laufe
der letzten Jahre zu einem unverzichtbaren erganzen  den Bestandteil der
klinischen Zytogenetik geworden.

Veranderungen im Chromosomensatz werden formal unte rteilt in
numerische unbalanzierte Veranderungen, sog. Aneuplo idien (Trisomien,
Monosomien) und strukturelle Veranderungen, die bal anziert oder
unbalanziert vorliegen und als Umlagerung (Transloka  tion, Inversion),
Verlust (Deletion) oder Zugewinn (Duplikation) klas  sifiziert werden.

Gonosomale Chromosomenaberrationen wirken sich haupt sachlich auf die
Korpergrofie sowie die Gonadenstruktur und —funktion aus (Turner-S.,
Klinefelter-S. etc).

Autosomale Chromosomenaberrationen sind typischerwei se gekennzeichnet
durch Dysmorphien, Organ- und/oder Skelett-Fehlbildu ngen,
Entwicklungsretardierung, mentale Retardierung sowi e pra- und postnatalen

Wachstumsrickstand (Trisomie 13, Tris.18, Tris. 21, 5pminus-Syndrom etc).
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