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Zytogenetische Diagnostik

Chromosomenanalyse und Array-CGH



Chromosomen sind die Trager der Erbanlagen (Gene). Sie befinden sich im
Kern einer jeden Korperzelle. Jeder Mensch hat 46 Chromosomen, die zu

23 Chromosomenpaaren angeordnet werden konnen. Jeweils 22 der
Chromosomenpaare werden als Autosomen und ein Paar als Gonosomen
(Geschlechtschromosomen) bezeichnet. Die beiden Geschlechtschromoso-
men einer Frau werden X-Chromosomen genannt. Manner haben ein X- und
ein Y-Chromosom. Die Umschreibung fir den gesamten Chromosomensatz
einer Frau lautet 46,XX. Der gesamte Chromosomensatz eines Mannes wird
als 46,XY beschrieben.

Abweichungen von der normalen Anzahl der Chromosomen oder deren Struk-
tur (sog. Chromosomenanomalien) konnen fir die Betroffenen unterschied-
liche Konsequenzen haben. Fehlt Chromosomenmaterial oder ist zusatzliches
Chromosomenmaterial vorhanden, spricht man von einem unbalancierten
Chromosomensatz. Ein unbalancierter Chromosomensatz fiihrt in der Regel
zu Stérungen der korperlichen und geistigen Entwicklung. Die haufigste
Veranderung ist das Down Syndrom. Bei Menschen mit Down Syndrom ist das
Chromosom 21 dreimal anstatt zweimal vorhanden (Synonym: Trisomie 21).

Untersuchung der Chromosomen

Konventionelle Chromosomenanalyse

Bei der konventionellen Chromosomenanalyse werden durch den Einsatz
spezieller Techniken die Chromosomen aus Korperzellen prapariert, ange-
farbt und unter dem Lichtmikroskop dargestellt. So kdnnen zahlenmafige
(numerische) Veranderungen der Chromosomen sowie Anomalien von deren
Struktur (strukturelle Chromosomenanomalien) diagnostiziert werden.

Eine Voraussetzung fiir den Nachweis struktureller Veranderungen ist jedoch,
dass die betroffenen Chromosomenbereiche mehr als 5 - 10 Millionen Basen-
paare (Mb) umfassen. Kleinere Veranderungen kénnen nicht dargestellt
werden. Die Limitierung der diagnostischen Aussagekraft dieser Methode

ist durch das Auflésungsvermogen des Lichtmikroskops oder die Bandenauf-
l6sung der Chromosomenpraparation bedingt.

Man kennt eine Vielzahl von Erkrankungen, deren Ursache in kleinsten (sub-
mikroskopischen) Veranderungen der Chromosomenstruktur liegt, welche



mit einem Verlust chromosomalen Materials (sog. Mikrodeletionen) oder
zusatzlichem Chromosomenmaterial (sog. Mikroduplikationen) einhergehen.
Daher kann bei einem unauffalligen Chromosomenbefund und entsprechen-
dem klinischem Verdacht eine Methode mit hoherem Auflésungsvermdgen in
Erwagung gezogen werden:

die Array-CGH (comparative genomic hybridization)!-3.

Array-CGH

Technik

Bei der Array-CGH werden sowohl die DNA eines Patienten sowie die einer

gesunden Kontrolle (Referenz-DNA) mit jeweils unterschiedlichen Fluores-

zenzfarbstoffen markiert und gleichzeitig auf einen Glastrager mit definier-

ten DNA-Sequenzen (Array/DNA-Chip) aufgebracht (Abb. 1a). Die jeweils

.passenden” (komplementdren) DNA-Abschnitte der zugegebenen Patienten-

und Kontroll-DNA gehen eine Bindung mit der auf dem Chip fixierten DNA

ein (Hybridisierung) (Abb. 1b). Ein Vergleich der Farbintensitaten erlaubt eine

Aussage Uber Veranderungen der Kopienzahl ganzer Chromosomen, aber

auch kleinster Chromosomenabschnitte beim Patienten:

» Uberwiegen der Farbe der Patienten-DNA spricht fiir eine Kopienzahler-
héhung, (z.B. Duplikation, Abb. 1c) eines chromosomalen Abschnitts, ein

» Uberwiegen der Farbe der Referenz-DNA deutet auf eine Kopienzahlver-
minderung (z.B. Deletion, Abb. 1c) hin.

Mit der Array-CGH konnen bis zu 100-fach kleinere Chromosomenveran-
derungen dargestellt werden als mit der konventionellen Chromosomen-
analyse.

Als besonders wertvoll haben sich Array-CGH-Analysen bei Patienten mit
verzdgerter geistiger und korperlicher Entwicklung, einer autistischen
Erkrankung oder angeborenen Fehlbildungen erwiesen (Abb. 2). Wahrend
mittels konventioneller Chromosomenanalyse nur bei ca. 3% der Patienten
Chromosomenanomalien detektiert werden, kann mittels Array-CGH bei
15-20 % der Patienten eine chromosomale Ursache identifiziert werden
(Falle mit einer Trisomie 21 nicht eingerechnet)®.

Die konventionelle Chromosomenanalyse hat auch weiterhin eine wichtige
Stellung in der Diagnostik, da sie den Nachweis folgender Veranderungen
erlaubt:



« Das gleichzeitige Vorkommen von Zellen mit unauffalligem Chromoso-
mensatz neben Zellen mit einer Abweichung hiervon bezeichnet man als
,Mosaik“. Mosaike mit einem geringen Prozentsatz an veranderten Zellen,
sog. niederfrequente Mosaike, konnen mittels Array-CGH nicht nachgewie-
sen werden.

 Balancierte Translokationen konnen mittels Array-CGH nicht nachgewiesen
werden. Bei einer Translokation haben Umlagerungen von Chromosomen-
bruchstiicken an ein anderes Chromosom stattgefunden. Bleibt die Menge
des genetischen Materials bei solchen Umlagerungen gleich, so spricht
man von einer balancierten Translokation.
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Abb.1: Schematische Darstellung einer Array-CGH
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Weist man Chromosomenveranderungen in der Array-CGH nach, so werden
zur Abschatzung ihrer Konsequenzen vergleichbare, in der Literatur und in
den Datenbanken beschriebene Falle herangezogen. Die Interpretation er-
folgt unter Berticksichtigung der Standards des American College of Medical
Genetics and Genomics (ACMG) und der Clinical Genome Resource (ClinGen)*.
Die Kenntnis der klinischen Daten eines Patienten ist besonders wichtig. Wir
bitten daher um entsprechende Angaben bei der Anforderung einer solchen
Untersuchung.

Indikation fur Array-CGH
Die Array-CGH erfordert einen besonderen Untersuchungsaufwand. Fir eine
moglichst rationale Diagnostik ist daher eine sorgfaltige Indikationsstellung
notwendig. Postnatale Indikationen sind laut aktuellem EBM:
« Isolierte Intelligenzminderung bei einem Kind >3 Jahren (IQ Test <70)
« Geistige Behinderung mit Dysmorphiezeichen in mind. zwei Systemen
« Tiefgreifende Entwicklungsstorung des Autismus-Formenkreises
« Fehlbildungen/schwere Funktionsstorung des Gehirns
unbekannter Ursache
« Multiple angeborene Fehlbildungen
« Multiple dysmorphologische Merkmale bei unauffalligem Karyotyp

Im Pranatalbereich stellt die Array-CGH derzeit keine Regelleistung der GKV

dar. Um in begriindeten Einzelfdllen eine Kostentbernahme durch die jewei-

lige Krankenkasse zu klaren, lassen wir lhnen gerne einen Kostenvoranschlag

zukommen. Indikationen fir eine pranatale Array-CGH sind:

 Eindeutige Ultraschallauffalligkeiten

« Verdacht auf einen unbalancierten Karyotyp nach unauffdlliger pranataler
Chromosomenanalyse
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Hinweise zu Anforderung und Probenmaterial

Eine genetische Diagnostik darf nur mit unterschriebener Einwilligungser-
klarung des Patienten oder seines gesetzlichen Vertreters durchgefiihrt wer-
den. Diese Einwilligungserklarung finden Sie auf allen diagnosticum Zentrum
fir Humangenetik Anforderungsscheinen.

Auftragsformular und Versandmaterial

Das Auftragsformular ,Postnatale Diagnostik” und das erforderliche Versand-
material sind bei diagnosticum Zentrum fir Humangenetik erhaltlich.
Anforderung Uber die Servicenummer 069 5308437 -0 oder uUber
genetik.diagnosticum.eu

Probenmaterial
Postnatale Chromosomenuntersuchungen:
3 -5 ml Heparinblut

Da es sich um Material fir Zellkulturen handelt, darf das Probenmaterial
nicht eingefroren werden.

Array-CGH:
3 -5ml EDTA-Blut

Versand
Fahrdienst oder Postweg
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