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Abbildung 1: Normaler mannlicher Chromosomensatz. Die Buchstaben zeigen, welche
Chromosomen welcher Gruppe zugeordnet sind (Zentrum fur Humangenetik, Marburg).
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Abbildung 4: Normaler ménnlicher Chromosomensatz nach M-FISH.
Jedem Chromosom wird eine spezifische Falschfarbe zugeordnet (Eils
et al., 1998).
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Abbildung 5: Veranschaulichung
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Chromosom 14.
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verschiedenen Chromosomen 14
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geschnitten”, wie hier durch die
20 horizontalen Balken gezeigt
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Bereich bei der Hybridisierung
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(aus Liehr et al., Int J Mol Med,
2002).
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DOP-PCR primer
Y

lag Fol Template DNA Abbildung 6: Schema des DOP-
1 | PCR-Ablaufs.

Die wenig stringenten PCR-
Bedingungen  erlauben eine
teilweise Anlagerung des
Primers, wéahrend unter
______ stringenten Amplifikations-
DOP-PCR primer G bedingungen eine  komplette
-3 Anlagerung erfolgt (PCR
Application Manual, Boehringer
Mannheim, 1999).

Tag Pol 3-

l low stringency cycles
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Abbildung 7: Markierungsschema
einer konventionell hergestellten
MBAND-Sonde fur das
Chromosom 2.

Die Sonde setzt sich aus acht
RPCPs zusammen, von denen
funf einzeln und drei doppelt
markiert  sind (MetaSystems
GmbH, 2003).
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Tabelle 2: Vorbereitung und Denaturierung der Chromosomenpraparate.
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Tabelle 3: Posthybridisierungsschritte und Gegenfarbung fur chromosom-spezifische Kits mit
nur direkt (a) und teils indirekt (b) markierten DNA-Sonden (optionale Schritte grau hinterlegt).
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Abbildung 8: Veranschaulichung der Optionen der ISIS-Software |.

A. In den funf Fenstern rechts neben der DAPI-Farbung ist der fir jedes
Fluorochrom typisch markierte Bereich bei einem normalen Chromosom 12
(Hybridisierung wurde zu Testzwecken durchgefihrt) zu erkennen. Ganz
rechts ist der Verlauf der Fluoreszenzintensitaten entlang des Chromosoms
dargestellt.

B. Markierungsschema fir das Chromosom 12 zeigt, wie sich die funf
verschieden markierten Segmente der Sonde bei einem nicht aberranten
Chromosom anlagern sollten.




Material und Methoden - 36 -
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A

Abbildung 9: Veranschaulichung der Optionen der ISIS-Software I

A. Falschfarben-Klassifikator, der an einem Chromosom 12 angelegt wurde. Man erkennt, dass jeder
Falschfarbe eine spezifische Fluoreszenzintensitatskombination zugeordnet wurde.

B. Zwei identische nicht aberrante Chromosomen 12, auf die der Falschfarben-Klassifikator
angewendet wurde. Man erkennt, dass die Software nicht jedem generierten Bereich (1-14) einen
Bereich auf den Chromosomen zuordnen konnte. So fehlen die Bereiche 2, 5 und 8. Die
Beurteilbarkeit ist dadurch allerdings nicht herabgesetzt.
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Abbildung 10: Saulendiagramm zur Veranschaulichung der Qualitat der Hybridisierungen

mit mBAND-Sonden.
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Abbildung  11: Partielles  Karyo-
gramm mit GTG gebéndertem Chro-
mosomenpaar 7. Pfeil deutet auf
strukturell veranderten kurzen Arm.
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Abbildung 12: mBAND mit Chromosom 7 spezifischer Sonde zur
Strukturabklarung der Deletion 7p (genauere Beschreibungen s.
Text).
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A. Normales Chromosom 7
B. Aberrantes Chromosom 7

C. Markierungsschema des Chromosoms 7 (Bereich der Deletion mit
Balken markiert)
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Abbildung 13: Partielles
Karyogramm der Patientin
mit deletiertem Chromo-
som 15 (Pfeil).
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Abbildung 14: C-Farbung. Das aberrante Chromosom 15 (mit M1 markiert) zeigt keine Anfarbung im
Zentromerbereich. Eine deutliche Anfarbung ist bei allen anderen Chromosomen zu vermerken. 13,
14 und 15 markieren die weiteren akrozentrischen Chromosomen.
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Abbildung 15: FISH mit LSI-Sonden

A. SNRPN (rot); Kontrollen: D1571 (griin) und
PML (rot).

Bei dem aberranten Chromosom 15 (Pfeil) sind
Signale nur im Bereich der PML Region (15922)
nachweisbar. Die Markierung der spezifischen
SNRPN- und der Kontrollregion im Zentromer
fehlen.

B. UBE3A (rot); Kontrollregion in 15qter (grun).
Bei dem aberranten Chromosom 15 (Pfeil) war
nur das Signal der Kontrollregion vorhanden.

C. Alpha-Satelliten-DNA, D15Z1 (grin);
Classical-Satelliten-DNA, D15Z3 (rot).

Keine Signale am aberranten Chromosom 15
(Pfeil).
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Abbildung 16: mBAND mit Chromosom 15 spezifischer Sonde zur
Strukturabklarung der Deletion (genauere Beschreibungen s. Text).
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[ peac | Spectrum Orange™
A. Normales Chromosom 15

B. Aberrantes Chromosom 15

C. Markierungsschema des Chromosoms 15 (Pfeil markiert den C
Bruchpunkt der Deletion)
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Abbildung 17: Partielles
Karyogramm mit dem
Chromosomenpaar 2 des
Patienten. Der Pfeil markiert
den auffélligen kurzen Arm.
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Abbildung 18:  Ausschnitt
aus der CGH Auswertung mit
Fluoreszenz-Ratioprofil des
betroffenen Chromosoms 2.
Zu sehen ist eine
Uberreprasentation im
Bereich 2p13 p22 (griner
Balken).
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Abbildung 19: mBAND mit Chromosom 2 spezifischer Sonde zur
Strukturabklarung der interstitiellen Duplikation 2p (genauere
Beschreibungen s. Text).

O rire ] Cy5™ | Spectrum Orange™
[ beac M Texas Red®

A. Normales Chromosom 2
B. Aberrantes Chromosom 2

C. Markierungsschema des Chromosoms 2 (Bereich der Duplikation
mit Balken markiert)
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Abbildung 20: Schema
des aberranten Chromo-
soms 2 mit direkter
Duplikation. Der dupli-
zierte Bereich ist blau
eingefarbt.
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Abbildung 21: Partielles
7 8! M1 9 ( Karyogramm mit dem
strukturell  veranderten

I 1 1 9 Chromosom 4 (Pfeil).
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Abbildung 22: mBAND mit Chromosom 4 spezifischer Sonde zur
Strukturabklarung der Duplikation 4 (genauere Beschreibungen s.
Text).

O rire [lcysm [l beac
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A. Normales Chromosom 4
B. Aberrantes Chromosom 4

C. Markierungsschema des Chromosoms 4
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5-C< "8598" "9 Bereich ist blau eingefarbt.
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Abbildung 24: Partielles
Karyogramm mit dem strukturell
veranderten Chromosom 8 des
Falles 08-03. Der kurze Arm des
aberranten Chromosoms 8
erscheint verlangert (Pfeil).
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Abbildung 25: Partielles
Karyogramm mit dem strukturell
veranderten Chromosom 8 des
Falles 08-02. Der kurze Arm des
aberranten Chromosoms 8
erscheint verlangert (Pfeil).
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Abbildung 26: Dual-FISH mit

WCP 8 (grin) und D8S596
(rot).

Es zeigte sich eine komplette
Markierung beider Chromo-
somen mit der WCP-8-Sonde.
Das aberrante Chromosom 8
(Pfeil) wies eine leichte Signal-
verstarkung des p-Subtelomer
Signals auf.
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Abbildung 27: mBAND mit Chromosom 8 spezifischer Sonde zur
Strukturabklarung der interstitiellen Duplikation 8p (genauere
Beschreibungen s. Text).
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A. Normales Chromosom 8

B. Aberrantes Chromosom 8

C. Markierungsschema des Chromosoms 8 (moglicher Bereich der
Duplikation mit Balken markiert)
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Abbildung 28: Partielles
Karyogramm mit struk-
turell verandertem Chro-
mosom 17 (rechts).
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Abbildung 29: mBAND mit Chromosom 17 spezifischer Sonde zur
Strukturabklarung der interstitiellen Duplikation 17p (genauere
Beschreibungen s. Text).

Y B Texas Red® Erirc
A. Normales Chromosom 17

B. Aberrantes Chromosom 17

C. Markierungsschema des Chromosoms 17 (mdglicher Bereich der C
Duplikation mit Balken markiert)
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Aus diesen Ergebnissen ergab sich eine Duplikatioes Bereichs des langen Arms ohne

eine genaue Bruchpunktbestimmung.
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Abbildung 30: Partielles
Karyogramm des Fetus.
Chromosomenpaar 18
mit aberrantem Chromo-
som rechts.
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Abbildung 31: mBAND
Strukturabklarung der
Beschreibungen s. Text).

mit Chromosom 18 spezifischer Sonde zur
interstitiellen Duplikation 18q (genauere
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| Spectrum Orange™

[ bEAC

A. Normales Chromosom 18

B. Aberrantes Chromosom 18

C. Markierungsschema des Chromosoms 18 (mdglicher Bereich der

Duplikation mit Balken markiert)
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Abbildung 32: Partielles
Karyogramm des Fetus.
8 Links im Bild das
aberrante Chromosom
48 ; 19 mit verlangertem
05 kurzen Arm.
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Abbildung 33: FISH mit Sonde
fur die Zentromerregionen der
Chromosomen 1, 5 und 19
(D1Z1/D522/D19Z3, Oncor).

Das aberrante Chromosom 19
(Pfeil) zeigt im Vergleich zum
normalen Chromosom 19 (mit
19 markiert) ein vergrol3ertes
Zentromersignal, das in den
verlangerten kurzen Arm hinein
reicht. Ebenfalls im Ausschnitt
Zu sehen, ist das
Zentromersignal far ein
Chromosom 1 (mit 1 markiert).
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Abbildung 34: mBAND mit Chromosom 19 spezifischer Sonde zur
Strukturabklarung der Duplikation 19 (genauere Beschreibungen s.

Text).

| Spectrum Orange™ B Texas Red®
[ beac EHritc

A. Normales Chromosom 19 des Fetus

B. Aberrantes Chromosom 19 des Fetus

C. Markierungsschema des Chromosoms 19 (Bereich der inversen

Duplikation mit Balken markiert)
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Abbildung 35: Schema
der Fluoreszenzabfolge am
aberranten Chromosom 19.
Der invers duplizierte
Bereich ist blau eingefarbt.
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Abbildung  36: Karyogramm der Patientin  mit kleinem (berzahligen
Markerchromosom unbekannter Herkunft (Pfeil).
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Abbildung 37:

A. + B. FISH nach Mikrodissektion des Ringchromosoms (griin).

Reverses Painting auf Metaphasechromosomen eines gesunden mannlichen Spenders (A) wies eine
spezifische Hybridisierung im Bereich 9p12 q11.1 und 9913 der Chromosomen 9 (mit 9 markiert)
auf. Bei der Ruckhybridisierung auf Chromosomen der betroffenen Patientin (B) zeigte sich ebenfalls
eine Markierung dieser Bereiche (mit 9 markiert) sowie die vollstandige Markierung des SMCs (Pfeil).
C. Dual FISH mit WCP-9- (rot) und CEP-9-Sonde (grin).

Am Marker (Pfeil) war nur ein Signal fir den Zentromerbereich zu erkennen. Die normalen
Chromosomen 9 zeigten regelrechte Markierungen.

D. Dual FISH mit Sonden fir die alpha- (CEP 9, griin) und die classical-Satelliten-DNA (D921, rot).
Auf dem Marker war lediglich das griine fir die alpha-Satelliten-DNA spezifische Signal vorhanden.
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Abbildung 38: mBAND mit Chromosom 9 spezifischer Sonde zur
Strukturabklarung des SMC (genauere Beschreibungen s. Text).

O rire [lcysm [l beac
| Spectrum Orange™ B Texas Red®

A. Normale Chromsomen 9
B. Markerchromosom

C. Markierungsschema des Chromosoms 9
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Abbildung 40: Dual FISH
mit WCP-8-Sonde (grin)
und Subtelomer-Sonde fir
den kurzen Arm, D8S596

(rot).
Es zeigte sich eine
komplette Markierung

beider Chromosomen mit
der WCP-8-Sonde. Das
aberrante Chromosom
(Pfeil) wies den Verlust der
Subtelomerregion auf.
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Abbildung 41: mBAND mit Chromosom 8 spezifischer Sonde zur
Strukturabklarung des komplexen Rearrangments (genauere
Beschreibungen s. Text).

Hrirc [cysm [ peac
| Spectrum Orange™ B Texas Red®

A. Normales Chromsom 8

B. Aberrantes Chromosom 8

C. Markierungsschema des Chromosoms 8 (Bereich der Duplikation C
mit Balken markiert)
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Abbildung 42: Partielles
Karyogramm von Fall 02-01
(Sohn) mit dem aberranten
Chromosom 2 (rechts).

Abbildung 43: Partielles
Karyogramm von Fall 02-02
(Mutter) mit dem aberranten
Chromosom 2 (rechts).
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Abbildung 44: FISH mit
WCP 2 (gruin).

Es zeigte sich  eine
komplette Markierung beider
Chromosomen mit  der

WCP-2-Sonde. Das
aberrante Chromosom
(Pfeil) zeigte eine

Veranderung bezlglich der
Relation zwischen kurzem
und langem Arm. Es wirkte
nahezu metazentrisch.
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Die Auswertung der Hybridisierung an den mittedich Chromosomen ergab ein

entsprechendes Ergebnis.

Abbildung 45: mBAND mit Chromosom 2 spezifischer Sonde zur
Strukturabklarung der perizentrischen Inversion 2 (genauere
Beschreibungen s. Text).

O rire [lcysm [l beac
[ | Spectrum Orange™ B Texas Red®

A. Normales Chromosom 2

B. Aberrantes Chromosom 2

C. Markierungsschema des Chromosoms 2 (moglicher Bereich der
Inversion mit Balken markiert) C
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1 I 3406 3G33 der  Fluorochromabfolge
beim aberranten Chromo-
8 8# 5:C< 898" 4A 9 som mit perizentrischer
Inversion. Der invertierte
8 8# " 5:CC 898"4A 9 Bereich ist blau
eingefarbt.
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Abbildung 47: Partielles
1 8 - ! " Karyogramm des Fetus
1 3 mit dem  aberranten
Chromosom 2. Es fallt
A ) % A 3#33 #3< 6 ein strukturell veranderter
kurzer Arm auf (Pfeil).
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Abbildung 48: mBAND mit Chromosom 2 spezifischer Sonde zur
Strukturabklarung der parazentrischen Inversion 2p (genauere
Beschreibungen s. Text).

O rire B Spectrum Orange™ ] Cy5™
[ beac B Texas Red®

A. Normales Chromosom 2

B. Aberrantes Chromosom 2

C. Markierungsschema des Chromosoms 2 (Bereich der Inversion C
durch Balken begrenzt)
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Abbildung 49: Partielles
Karyogramm von Fall 17-02
(Kind) mit strukturell
verdndertem  Chromosom
17 (rechts).

Abbildung 50: Partielles
Karyogramm von Fall 17-03
(Mutter)  mit  strukturell
verdndertem  Chromosom
17 (rechts).

) 8 1 0? # M1 ( :M1 0?48 ; !
7 ! " % " ! 1 0?
A " ! ! 8! 0 ( ("1+
(" ; 0?#003 :07?(3<2 Ly #<6 0?7#06 0
:CA) ;7 "1+ 7 0?7#06 6 :0?(6?5' /
( 0?0/ ; ( Il <0;

A B

Abbildung 51: Dual-FISH mit LSI-Sonden an Fall 17-03.
A. MDCR (griin) und SMCR (rot); Kontrollregion D17Z1 (griin).

Es zeigten sich an beiden Chromosomen 17 regelrechte Signale fur die jeweiligen spezifischen

Regionen.
B. SMCR (rot) und p53 (griin); Kontrollregion D17Z1 (gruin).

An beiden Chromosomen lagen fiir alle untersuchten Loci regelrechte Signale vor.
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Abbildung 52: FISH-Analysen bei Fall 17-02.

A. WCP 17 (rot).
Durchgangige Markierung der Chromosomen 17.

B. FISH mit Subtelomersonde 17p :grin+rot).
Beide Chromosomen 17 (Pfeile) zeigten
regelrechte Signale fur die Subtelomerregion.

C. Dual FISH mit LSI-Sonden fir SMCR (rot) und
MDCR (gruin); Kontrollregion D17Z1 (grun).

Das aberrante Chromosom 17 (Pfeil) wies
regelrechte Signale der distal im p-Arm
gelegenen MDCR und des Zentromerbereichs
auf. Das rote Signal spezifisch fur die SMCR
erschien vergleichsweise schwach und distal in
den p-Arm verschoben.
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Abbildung 53: mBAND mit Chromosom 17 spezifischer Sonde zur
Strukturabklarung des verdnderten kurzen Arms (genauere
Beschreibungen s. Text).

[ beac B Texas Red® Hrre

A. Im mBAND normal erscheinende Chromosomen 17 der Mutter

B. Im mBAND normal erscheinende Chromosomen 17 des Kindes

C
C. Markierungsschema des Chromosoms 17
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+ 7 # ( Abbildung 54: Partielles
Karyogramm mit Ring-
D)(. + ' " chromosom X  (rechts)
7 LN << TAS o | neben einem unaufféalligen

Chromosom X.
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Abbildung 55: FISH mit LSI-Sonden

A. XIST-Region in Xg13.2 (grin).

Am Ringchromosom lief3 sich das Signal fur die XIST-Region darstellen (Pfeil).
B. DMD Region in Xp21.1-21.3 (grin).

Es war kein spezifisches Signal am Ringchromosom (Pfeil) zu sehen.
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Abbildung 56: mBAND mit X-Chromosom spezifischer Sonde zur
Strukturabklarung des Ringchromosoms X (genauere
Beschreibungen s. Text).

| Spectrum Orange™ ] Cy5™ Ne
M Texas Red® Hrite

A. Normales X-Chromosom

B. X-chromosomales Ringchromosom (Pfeil markiert den Punkt des
Ringschlusses)

C. Markierungsschema des X-Chromosoms (Bereich der C
Ringbeteiligung mit Balken markiert)
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C

Abbildung 58:

A. Dual-FISH mit WCP-X-Sonde (griin) und LSI-Sonde fiir die XIST-Region (rot).

Das Ringchromosom (Pfeil) erschien nach der Hybridisierung mit der WCP-X-Sonde durchgangig
markiert. Der XIST-Locus liel3 sich regelrecht darstellen.

B. Dual-FISH mit LSI-Sonden fir die DMD Region (rot) und den Zentromerbereich (DXZ1, grun).

Das mit Pfeil markierte Ringchromosom zeigte keine Markierung der DMD Region, bei vorhandenem
Zentromersignal.

C. + D. FISH nach Mikrodissektion des Ringchromosoms (griin).

Reverses Painting auf Metaphasechromosomen eines gesunden mannlichen Spenders (C) wies eine
spezifische Hybridisierung um die Zentromerregion des X-Chromosoms (X) sowie im proximalen
Anteil des langen Arms auf, was den Banden Xp11.2 21 entsprach. Bei der Ruckhybridisierung auf
Chromosomen der betroffenen Patientin (D) erschien zudem das Ringchromosom (Pfeil) vollstéandig
markiert.
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Abbildung 59: mBAND mit X-Chromosom spezifischer Sonde zur
Strukturabklarung des Ringchromosoms X (genauere
Beschreibungen s. Text).

| Spectrum Orange™ ] Cy5™ [l beac
M Texas Red® Hrite

A. Normales Chromosom X
B. Ringchromosom X

C. Markierungsschema des Chromosoms X (Bereich der

Ringbeteiligung mit Balken markiert) C
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Abbildung 60: Hrire B Texas Red® [ peac ] Cy5™ | Spectrum Orange™

A. Normales Chromosom X (Pfeile markieren den Bereich der Falschfarbenbanden, die am Ring
beteiligt sind)

B. Doppelring des Chromosoms X
Es wurde ein anderer Falschfarbenklassifikator als in Abb. 59 verwendet.
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Abbildung 61: Karyogramm der Patientin mit kleinem Ringchromosom X
(Pfeil).
7 )( 8 1
7 ! 7 8! ( 1 G
! :D o / ; !
G ( I =3 A;
% + % 7 + 7 7 (
=3 ; 8! 0 ( D
) % :D)(.'/ ; DGO063 ! D # M1
( M1 D48 ; ' " D
" D)(. + : I =3 A;
7 ' + %
# 1 D " A A #00 3
7 : N=31T,; 4 - ! ! 8 8#

5& C1&JKF5:C 8C98".."A.4'91& JK

GO06 3



Ergebnisse -91-

X

C D

Abbildung 62:

A. Dual-FISH mit einer all human telomers Sonde (rot) und Zentromersonde (DXZ1, griin).

Das Ringchromosom (Pfeil) zeigte keine spezifischen Signale im Telomerbereich. Das Zentromer war
auf dem kleinen Ring darstellbar.

B. Dual-FISH mit WCP-X- (griin) und LSI-Sonde fir die XIST-Region (rot).

Der Ring (Pfeil) zeigte sich WCP X positiv. Ebenso war ein spezifisches Signal fur die XIST-Region in
Xg13.2 vorhanden.

C. + D. FISH nach Mikrodissektion des Ringchromosoms (griin).

Reverses Painting auf Metaphasechromosomen eines gesunden mannlichen Spenders (C) wies eine
spezifische Hybridisierung um die Zentromerregion des X-Chromosoms (Pfeil) sowie im proximalen
Anteil des langen Arms auf. Bei der Rickhybridisierung auf Chromosomen der betroffenen Patientin
(D) zur Kontrolle erschien zudem das Ringchromosom komplett markiert.
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Abbildung 63: mMBAND mit X-Chromosom spezifischer Sonde zur
Strukturabklarung des Ringchromosoms X (genauere
Beschreibungen s. Text).

| Spectrum Orange™ ] Cy5™ [l beac
M Texas Red® Hrite

A. Normales Chromosom X
B. Ringchromosom X

C. Markierungsschema des Chromosoms X (Bereich der
Ringbeteiligung mit Balken markiert) C
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Abbildung 64: Karyogramm der Patientin mit Verlust eines X-Chromosoms und
Markerchromosom unbekannter Herkunft (Pfeil).
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A

Abbildung 65:

A. Dual-FISH mit WCP X (griin) und Zentromersonde (DXZ1, rot).

Das Markerchromosom (Pfeil) war positiv fir WCP X und das Zentromersignal.

B. Dual-FISH mit Sonden fur die XIST-Region in Xq13.2 (rot) und den Zenromerbereich (DXZ1, grin).
Sowohl am normalen Chromosom X als auch dem Markerchromosom lagen fir beide Regionen
regelrechte Signale vor.
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Abbildung 66: mMBAND mit X-Chromosom spezifischer Sonde zur
Strukturabklarung des Markerchromosoms X (genauere
Beschreibungen s. Text).

| Spectrum Orange™ ] Cyo™ [ peac
B Texas Red® Hrrc

1.z
13-

21.2-

-1z

-21.1
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) -23 —
B. Markerchromosom X z: 25 —r
C. Markierungsschema des X-Chromosoms (mdglicher Bereich fiir C 28- = L
die Beteiligung am Markerchromosom mit Balken markiert)
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Abbildung 68: mMBAND mit X-Chromosom spezifischer Sonde zur
Verifizierung des Isochromosoms X (genauere Beschreibungen s.

Text).
] Spectrum Orange™ ] Cy5™ [l beac
M Texas Red® Errc

A. Normales Chromosom X
B. Aberrantes Chromosom X

C. Markierungsschema des Chromosoms X (im Isochromosom
doppelt vorliegender Bereich mit Balken markiert)
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Abbildung 70: Duale Fluoreszenz in situ Hybridisierungen mit LSI-Sonden.
A. DMD Sonde in Xp21.2-p21.3 (griin) und DXZ1 (rot).
B. KAL Sonde in Xp22.3 (griin) und DXZ1 (grin).

C. Sonde fur Subtelomerregionen in Xp und Yp (DXYS129, griin) und alpha-Satelliten (DXZ1, rot).
Bei der Hybridisierung mit jeder dieser drei Sonden, fehlte das jeweilige Signal am aberranten

Chromosom (Pfeil). Die Zentromersignale waren stets vorhanden.
D. XIST- (griin) und DXZ1-Sonde (rot).

Sowohl fur die XIST- als auch fur die Zentromerregion zeigte das aberrante Chromosom (Pfeil)

regelrechte Signale.
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Abbildung 71: mBAND mit X-Chromosom spezifischer Sonde zur
Strukturabklarung des komplexen Rearrangments (genauere
Beschreibungen s. Text).

Spectrum Orange™ Cy5™ DEAC
Texas Red” FITC

A. Normales Chromosom X

B. Aberrantes Chromosom X

C. Markierungsschema des Chromosoms X
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Abbildung 72: Schema
der Fluorochromabfolge
am aberranten Chromo-
som. Der invers
dupliziere Bereich ist
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Abbildung 73: Vermischung von Fluoreszenzsignalen “flaring” am Bruchpunkt einer
Translokation. Die beiden beteiligten Chromosomen sind mit den Fluorochromen A+B
bzw. A+C markiert. An der Grenze ergibt sich eine fehlerhafte Klassifikation von
genetischem Material als A+B+C markiert (aus Lee et al., 2001).

cen = Zentromer; f = Bereich des “flaring”; s = transloziertes Segment; ter = Ende des
Translokationschromosoms
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Abbildung 74: Effekt des “Flaring” beim Multicolour Banding.

Die “braune” und “blaugraue” Bande sind zwischen die “weif3e” und
‘orange-farbene” inseriert (weil3e Pfeile). Die Orientierung der
Insertion ist unklar, da durch das ‘“flaring” an beiden Enden der
Insertion eine “blaugraue” Falschfarbenbande entstand (graue Pfeile).
Erst eine speziellere Falschfarbenklassifikation zeigt die genaue
Orientierung der Insertion (rechte Bildhélfte) (aus Lemke et al., 2001).
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Tabelle 4: Ubersicht tiber die Sensitivitat des Multicolour Bandings an den 27 auswertbaren Fallen.

In vier der bearbeiteten Falle (griin) gelang es mit dem mBAND bis dahin unklare chromosomale
Anomalien aufzuklaren (15%). In elf Fallen (blau) konnten Bruchpunkte genauer bestimmt werden
(41%). In sechs Fallen (orange) lieBen sich die vorhandenen Karyotypen bestéatigen (22%). Keine
genaue Bruchpunktbestimmung war in drei Féallen (rot) moglich (11%) und in zwei Fallen (violett) war
keine Aberration in der Analyse mit mBAND zu erkennen, obwohl sie zytogenetisch und durch
klassische FISH sicher nachzuweisen war (7%). Eine Sonderstellung nimmt der Fall 08-01 (schwarz)
ein, da bei diesem eine vorhandenen Duplikation in ihrer Orientierung und den Bruchpunkten bestimmt
werden konnte, gleichzeitig aber bei dieser Analyse eine vorhandene Deletion nicht detektiert wurde.
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Tabelle 5: Ubersicht der Haufigkeit des Auftretens klinischer Zeichen > 50 %

nach Patel et al. (1995) bei Trisomie 4p. Fett markiert die vorhandenen
Auffélligkeiten bei dem in der vorliegenden Arbeit untersuchten Patienten.
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Abbildung 75: Ubersicht der Lokalisation von Neozentromeren bei 70 verschiedenen Fallen mit
Neozentromerformation an 17 der 22 Autosomen sowie der X- und Y-Chromosomen (aus Warburton,
2004). Bei Fallen ohne eingezeichnetes Neozentromer liegt nur eine qualitative und keine quantitative
Lokalisation fiir die Neozentromerbildung vor.

= Neozentromer = regulares alpha-Satelliten Zentromer
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Abbildung 77: Mechanismus der Entstehung des unbalancierten Karyotyps bei
der Patientin mit PWS-Symptomatik. Bruchpunkt in der Bande 1515 mit rotem
Balken markiert; Neozentromer, orange markiert, in der Bande 15¢26.
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Abbildung 78: Etablierte euchroma-
tische Varianten (EV).

Pfeil weist auf Position im Chromosom,
an dem EV aufgetreten sind. Blauer
Pfeil: phanotypisch komplett unauffallige
Familien; Pfeil mit der Farbe Violett:
Familien mit einem phéanotypisch
auffalligen Kind, Rest der Familie mit
gleichem Genotyp ist phanotypisch
nicht betroffen. Zahlen zeigen die
Haufigkeit in der unabhéangig
voneinander Uber Familien mit gleichem
Rearrangment berichtet wurde
(veréandert nach: Chromosome Anomaly
Collection, University Southampton).
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Tabelle 7: UBCA des Chromosoms 18 ohne phéanotypische

Auffélligkeiten.
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Tabelle 8: Ubersicht iber die Haufigkeit klinischer Symptome bei Patientinnen mit Ullrich-Turner-
Syndrom in Abh&ngigkeit der zugrundeliegenden Genotypen (aus: Sybert et al., 2004).
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Abbildung 79: Evolution des X-Chromosoms und Zusammenhange zur
Umgehung der X-Inaktivierung einzelner Gene.
(@) Schematisches X-Chromosom. (b) X conserved region (XCR, violett) wird
von der X added region (XAR, blau) unterschieden. An den terminalen Enden
liegen die pseudoautosomalen Region (PAR). (d) Gene der verschiedenen
Bereiche des X-Chromosoms, die der X-Inaktivierung entgehen (aus: Brown et
al., 2003).
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Abbildung 80: Mechanismen zur Entstehung einer funktionellen Disomie X-chromosomaler Gene
(FXD) bei UTS Patienten mit Ringchromosom X. Chromosomen in gelb = aktive X-Chromosomen;
Chromosomen in schwarz = inaktive X-Chromosomen; gelber Kreis = aktives XIST-Gen; ausgefullter
schwarzer Kreis = inaktives XIST-Gen. Das griine Dreieck zeigt das im “counting process” als aktiv
gewahlte Chromosom an (verandert nach: Kubota et al., 2002).
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0
20.
G 48 )
18[ $ 1
L +W ! ")
23( %
% 7 17 )
n + %
- + F
02-01 | WCP 2 Vysis komplettes direkt Spectrum green / griin
Chromosom
04-01 | WCP 4 Oncor komplettes Digoxigenin Rhodamine / rot
Chromosom
07-01 | WCP 7 Oncor komplettes Digoxigenin FITC / grin
Chromosom
08-01 | WCP 8 Vysis komplettes direkt Spectrum green / griin
Chromosom
D8S596 Oncor 8p Telomer Digoxigenin Rhodamine/r ot
LSI ELN Vysis 7911.23 direkt Spectrum orange / rot
08-03 | WCP 8 Vysis komplettes direkt Spectrum green / griin
Chromosom
D8S596 Oncor 8p Telomer Digoxigenin Rhodamine/r ot
09-04 | WCP 9 Oncor komplettes Digoxigenin Rhodamine / rot
Chromosom
CEP9 Vysis alpha- direkt Spectrum green / griin
Satelliten
D9z1 Vysis classical- Digoxigenin Rhodamine / rot
Satelliten
Mikrodissektion Biotin RITC /grin
15-03 | SNRPN Oncor PW/AM direkt Spectrum Orange / rot
Region
PML Oncor 15g22 Digoxigenin Rhodamine / rot
UBE3A Q PW/AM direkt Texas Red® / rot
BlOgene | Region
D1573 Oncor Classical Biotin Texas Red® / rot
Satelliten
D1571 Oncor Alpha Digoxigenin FITC / grin
Satelliten
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17-01 | WCP 17 AGS Komplettes Digoxigenin Rhodamine / rot
Chromosom
P53 Oncor 17p13.1 direkt FITC / griin
D17S379 Oncor 17p13.3 Digoxigenin FITC / grin
Miller-Dieker
17-02 | WCP 17 Vysis Komplettes direkt Spectrum orange / rot
Chromosom
D1771 Oncor Zentromer Digoxigenin FITC / grin
17
D17S258 Oncor 17p11.2 direkt Spectrum orange / rot
SMCR
D17S379 Oncor 17p13.3 Digoxigenin FITC / grin
Miller-Dieker
282M15 Vysis 17p Telomer [direkt Spectrum green / griin
Spectrum orange / rot
17-03 | WCP 17 Vysis Komplettes direkt Spectrum orange / rot
Chromosom
D17z1 Oncor Zentromer Digoxigenin FITC / grin
17
D17S258 Oncor 17p11.2 direkt Spectrum orange / rot
SMCR
D17S379 Oncor 17p13.3 Digoxigenin FITC / grin
Miller-Dieker
P53 Q 17p13.1 direkt FITC / grin
BlOgene
19-01 | D1z1/D5z2/ Oncor Zentromere Digoxigenin Rhodamine / rot
D1973 1,5und 19
X-01 XIST Oncor Xq13.2 Digoxigenin FITC / grin
DXZ71 Vysis Zentromer X  [direkt $pectrum orange /ro  t
LSI Kal Oncor Xp22.3 Digoxigenin FITC / grin
DMD Oncor Xp21.2-p21.3 | Digoxigenin FITC / grin
DXYS129 Vysis Xp tel & direkt Spectrum green / griin
Yp tel
WCP X Vysis Komplettes direkt Spectrum green / griin
Chromosom
WCP Y Vysis Komplettes direkt Spectrum orange / rot
Chromosom
X-02 DMD Oncor Xp21.2-p21.3 | Digoxigenin FITC / grin
XIST Oncor Xq13.2 Digoxigenin ~ITC / grin
X-03 PW/AM D15S10 | Vysis 15q11-q12 Digoxigenin Rhodamine /rot
PW/AM SNRPN | Vysis 15q11-q12 Digoxigenin FITC/gr Un
XIST Oncor Xq13.2 Digoxigenin Rhodamine / rot
DXZ1 Oncor Zentromer X Biotin FITC/ grin
DMD Oncor Xp21.2-p21.3 | Digoxigenin FITC / grin
WCP X Vysis Komplettes direkt Spectrum orange / rot
Chromosom
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X-04 All human Oncor Telomer- direkt Spectrum orange / rot
telomer Sequenzen
DXZ1 Oncor Zentromer X Biotin FITC/ grin
XIST Oncor Xq13.2 Digoxigenin Rhodamine / rot
WCP X Vysis Komplettes direkt Spectrum Green / griin
Chromosom
Mikrodissektion Biotin FITC / grin
X-05 WCP X Vysis Komplettes direkt Spectrum green / griin
Chromosom
XIST Oncor Xq13.2 Digoxigenin Rhodamine / rot
DXZ1 Vysis Zentromer X  [direkt $pectrum orange /ro  t
DXz1 Vysis Zentromer X  [direkt $Spectrum green / griin
X-06 WCP X Vysis Komplettes direkt Spectrum green / griin
Chromosom
XIST Oncor Xq13.2 Digoxigenin Rhodamine / rot
DXZ1 Vysis Zentromer X  [direkt Bpectrum green/gri  n
Mikrodissektion Biotin FITC / grin
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