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Berufspraktikum bei..
Prof. Dr. Elisabeth Gödde
Fachärztin für Humangenetik,  
Psychotherapie
Humangenetische Praxis
Castroper Str. 106
45711 Datteln 

ATCGene
Labor der Humangenetischen 
Praxis
für molekulare Diagnostik
Herr Dr. rer. nat. Frank Austrup
Castroper Str. 106
45711 Datteln



Berufspraktikum..
� .. im Bereich der humangenetischen Analyse

� Labor:        � Zytogenetik
� Molekulargenetik 

.. Untersuchung von Erkrankungen und Veranlagung an  
Hand prä- und postnatalen Probenmaterials

� Leistungen: � Chromosomenanalyse
� DNA und RNA Analyse
� FISH



Struktur
� Übersicht Praxisleistungen
� Patienten
� Humangenetische Beratung
� Zytogenetische Analysemethode

- Behandlung des Probematerials
- Aufarbeitung der Zellen
- Präparation der Zellsuspension auf Objektträger
- Färbemethoden im Überblick
- Erstellung des Karyogramms



Übersicht d. Praxisleistungen

Humangenetische 
Beratung

Diagnostik

Patient

Zytogenetische- und 
molekularbiologische Analyse

Beratung



Patienten
Gründe für pränatale Chromosomenanalysen:
� Erhöhtes mütterliches Alter (ab/über 35J)
� Auffällige Befunde bei der Ultraschalluntersuchung
� Chromosomale Erkrankung/Belastung in der Familie 
� Totgeburt, Fehlgeburt, geschädigtes Kind

Gründe für postnatale Chromosomenanalysen:
- Bei Kindern: - Bei Paaren:
� Entwicklungsverzögerungen      - unerfüllter Kinderwunsch

und Behinderungen - Risikoschwangerschaft

� Klein- oder Hochwuchs



Patienten
Mögliche genetische Ursachen für ungewollte Kinderlosigkeit:

- Bei Paaren: 
- Veränderung d. Chromosomenstruktur (Bsp.: Translokation)

- Bei Männern:

- Unfruchtbarkeit (Störungen in der Spermienbildung) 
- Y-Chromosomale Mikrodeletionen bei Azoospermie

-Bei Frauen:

- Mutatione der Gene von Gerinnungsfaktoren (Faktor-V, Faktor-II)



Humangenetische Beratung I
� 1. Klären des Beratungsanlasses und  Ziels (Indikationsstellung)

� 2. Informieren über gesundheitliche Vorgeschichte (Krankeheit o.  
Risikosituationen) der Patienten über 3 Generationen (=Anamnese)

� 3. Bewerten vorhandener ärztlicher Befundberichte

� 4. Ordnen der Daten & Beantworten konkreter Fragen der/des 
Ratsuchenden vor genetischer Diagnostik

� Untersuchungs- u. Behandlungsmöglichkeiten  
� Risikoabschätzung (für Patienten, das Umfeld)
� praktische Bedeutung der Erkrankung
� Konsequenzen eines auffälligen Befundes
� Alternativen zur Untersuchung



Humangenetische Beratung II
� 5. (ggf.) Analyse von Blut o. Gewebeproben des Patienten nach (!)

aktiver Entscheidung der Patienten

� 6. Medizinische Diagnose des Befundes

� 7. Informieren über Art des Befundes (Erkrankung/Behinderung)

� 8. Abklären und aufklären von genetischen Risiken

� 9. Beraten über die Bedeutung der Informationen
(Motto: „Hilfe zur Selbsthilfe“, ggf. für die Gesundheit, die Lebens-
und Familienplanung)

� gewählte Konsequenzen sind individuell u. persönlich
� Es gibt keine pauschal richtige oder falsche Entscheidung



Zytogenetische                           
Analysemethoden

Darstellung menschlicher Chromosomen:

� 1. Gewinnung von Zellen (Blut, Gewebe)
� 2. Ansetzen von Zellkulturen
� 3. Aufarbeiten der Zellen
� 4. Auftropfen der Zellsuspension auf Objektträger
� 5. Färbung der Chromosomenpräparate
� 6. Aufnahme der gefärbten Metaphaseplatten
� 7. Erstellen eines Karyogramms und Karyotyps



Gewinnung der Zellen..

.. aus prä- u. postnatalen Probenmaterial:

� pränatal:
- Chorionzottenmaterial  (ab 11.-12.SSW Biopsie)
- Fruchtwasserzellen (ab 14.SSW Aminocentese) 
- Fetalblut (22.SSW)

� postnatal: 
- Gewebeproben (Fibroblasten)
- Heparin-Blut (Lymphozyten)
- Knochenmark



2. Ansetzen der Zellkulturen
Kultivierungsbedingungen:

� Bsp.: - Kurzzeit-Lymphozytenkultur    - Langzeit-Fibroblastenkultur
- Amniozellkultur                       

� Medienkomponenten: - Nährsalze  - fetales Kälberserum               
- ggf. Phythämagglutinin      - Glucose     - Aminosäuren 
- Heparin                              - ggf. Antibiotika

� Kultivierungsdauer:
- Blut: 3 T                                        - Amnionzellen:  10-14T      
- Leukämieproben: 4h & 24h-5T    - Abort: 5 T- 4 Wochen

� Ort und Temperatur: - Brutschrank 37°C



Der Kulturraum: Clean Benches



� zum Kontrollieren                 
des Zellwachstums

� Überprüfung der  
Dichte der 

Zellsuspension auf                      
den Objektträgern

Das Phasen-
kontrast-
Mikroskop (Invers)



3. Aufarbeiten der Blutzellen
1. Stoppen der Mitose:

- Zusatz von Colchizin (Spindelgift) 
� � arretiert Chromosomen in der Metaphase 

2. Hypotone Behandlung mit KCL
� � bewirkt das Platzen kernloser Zellen (Erythrozyten)
� � Chromatin quillt auf (gut sichtbar)

3. Konservierung der Zellstruktur:
- Zusatz von Fixativ (Methanol-Essigsäure-Lösung)

� � Denaturierung verringert Aktivität von Nukleasen
� � Zellmembran wird elastisch fixiert
� � lysierende Wirkung auf Erythrozyten 



3. Zusatz von Lysepuffer

Farbum-
schlag von 
rot nach 
braun 
durch das 
denaturier-
te 
Hämoglo-
bin aus den 
Erythrozy-
ten



3. Weitere „Waschschritte“
mit Fixativ



4. Auftropfen der Zellsuspension
� punktuelles Auftropfen der

Zellsuspension

� Der Aufprall bewirkt 
das Aufplatzen der 
Zelle

� Fixativ u. feuchter 
Objektträger 
unterstützen Spreizung
der Chromosomen



5. Färbung der Mitosen

� Fluoreszenzfarbstoff visualisiert charakteristische Regionen 
der Chromosomen

� anschließende Kameraaufnahme (am Fluoreszenzmikroskop 
angeschlossen)  ermöglicht das Karyotypisieren der Chrom.

� Je Probe mind. 2 verschieden Färbungen:

Giemsa-Färbung: 
� (Azur-Eosin-Methylenblaulösung)
� Differentialfärbung für methanolfixierte Metaphaseplatten

� homogene Färbung der Chromosomen



Giemsa-Färbung



5. Färbung der Mitosen
Q-Banden-Färbung:
� Farbstoff Quinacrin färbt dunkle G-Banden
� � AT-reiche Regionen

R-Banden-Färbung:
� Reverse Banden durch Chromomycin und Methylenlösung
� � Gegenfärbung zu G- und Q-Banden
� � Zur Analyse der Telomerbereiche

C-Banden-Färbung: 
� (Constitutive heterochromatin, Farbstoff Distamycin und DAPI)
� Färbung der Heterochromatinregion um die Zentromere u. 

sekundären Einschnürungen der Chromosomen 1,9,16,Y-q-Arm



Q-Banden-Färbung



R-Banden-Färbung



FISH 
= Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
Prinzip allgemein:

� Markersonden (mit fl. Farbstoff) binden komplementär 
an zu untersuchende Chromosomen 

� Farbige Signale unterm Fluoreszenzmikroskop

� Visualisierung v. Deletionen, Mikrodeletionen,  
nummerische Abberationen, Translokationen

Bsp.: Wolf-Hirschhorn-Syndrom, CATCH-22, 
Trisomie 21



FISH-Aufnahmen

1

Sonde für 
X, Y, DAPI

Sonde für Chr. 17

Sonde für 
Chromosomen 
13 und 21



Das Fluoreszenzmikroskop



7. Erstellung eines 
Karyogramms

� die fotografierte Metaphaseaufnahme wird mit 
Hilfe eines Computerprogramms (Metasystem) 
bearbeitet

� die Auflösung, Schärfe und der Kontrast werden 
optimiert

� die Chromosomen werden nach bestimmten 
Kriterien in einem Karyogramm angeordnet



Zytogenetik: 
Chromosomenanalyse

� Karyogramm:
� geordnete Darstellung der in der Metaphase  

der Mitose befindlichen Chromosomen 
� nach Satteliten, sekundären Einschnürungen, Muster 

d. Bänderung, Größe, zu homologen Paaren..
� ermöglicht Aussage über Karyotyp

� Karyotyp:
� Gesamtheit aller zytologisch erkennbaren  

Chromosomeneigenschaften



Kriterien der 
Chromosomenanalyse:

� Morphologie
� meta-, submeta-, akrozentrisch, Größe

� Numerische Abberationen
� Bsp.: 45,X:Turner, 47XXY: Klinefelter

� Strukturelle Aberrationen
� balancierte Strukturabberationen
� unbalancierte Strukturabberationen



Zytogenetik III-Karyogramm





Anschließende Beurteilung

� erfolgt nach Abschluss aller in Frage kommenden zyto-
und molekulargenetischen Analyseverfahren 

� Basierend auf sämtlichen Karyogrammen wird der 
Karyotyp erstellt

� Humangenetische Beurteilung der Karyogramme erfolgt 
durch Frau Prof. Dr. Gödde



Quellen:
� http://www.aerzteblatt.de/v4/archiv/artikel.asp?id=3890, 04.09.08
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&task=view&id=28&Itemid=27, 04.09.08
� http://www.springer.com/cda/content/document/cda_downloaddocu

ment/9783540293743-c1.pdf?SGWID=0-0-45-291890-p173677704, 
04.09.08

� http://homepages.fh-
giessen.de/~hg10013/Lehre/MMS/WS0304_SS04/Zukowski/Image
s/dna_helix.jpg, 04.09.08

� Flyer der Humangentischen Praxis Datteln
� http://www.atcgene.de/, 04.09.08


