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1. Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Definition des Aborts

Eine Schwangerschaft, welche vor Erreichen der Lebensfahigkeit des Kindes
zum Ende kommt, wird als Fehlgeburt bezeichnet.

Die WHO-Definition von 1977 dazu lautet: ,The expulsion or extraction from its
mother of an embryo or fetus weighing 500 g or less* (WHO 1977). Diese
Gewichtsdefinition entspricht in etwa der 20. — 22. Woche und war als absolute
Grenze zur Lebensfahigkeit angesehen worden. Durch die Fortschritte in der
Intensivbehandlung von Fruhgeborenen gibt es zur Zeit bereits einzelne
extreme Fruhgeborene, die mit einem Geburtsgewicht von 350 g oder einem

Gestationsalter von 23 Schwangerschaftswochen tberlebt haben.

Hinsichtlich der Abortursache und eventueller prophylaktischer MalRnahmen gibt
es noch eine Unterscheidung in Frih- und Spataborte. Die Grenze zwischen
Frih- und Spataborten liegt im Bereich der 16. SSW. Innerhalb der Gruppe der
Frihaborte werden in neuerer Zeit noch Fruhestaborte unterschieden, welche

nur biochemisch nachweisbar sind (Hinney, 2001).
1.2 Verlaufsformen der Fehlgeburt

Die Klinik der Fehlgeburt ist klassischerweise durch das Auftreten von
Blutungen und, oder Unterleibsschmerzen, bei fortgeschrittenem
Gestationsalter auch durch den Abgang von Fruchtwasser oder Geweben
charakterisiert.

Als Verlaufsformen der Fehlgeburt sind zu unterscheiden:

e Abortus imminens: Die drohende Fehlgeburt bei intakter Graviditat. Bei
sonografisch nachgewiesenen Vitalitatszeichen wird meist mit Bettruhe,
gegebenenfalls mit Gestagenen, von der 10. - 12. Woche an tokolytisch
behandelt. Bei unzureichendem Zervixverschlul3 kann eine Cerclage

(operative Zervixumschlingung) notwendig werden.



=

. Einleitung 2

e Abortus incipiens: Der beginnende Abort ist durch das Fehlen von
Vitalitdtsmerkmalen vom Abortus imminens abzugrenzen. Da hier keine
Aussicht auf Erhalt der Schwangerschaft besteht, wird der Uterus operativ
entleert. Der Abortkirettage wird dann abhangig vom Schwangerschaftsalter

eine Behandlung durch intrazervikale Prostaglandingabe vorgeschaltet.

e Verhaltener Abort (missed abortion): Hier ist es zum Absterben der Frucht
und Retention derselben im Uterus gekommen, ohne daf} (zunachst)
Symptome der Fehlgeburt auftreten. Auch hier ist umgehend mit der

Abortkilrettage zu beginnen.

e Abortus incompletus: Unvollstdndig ausgestoRene Anteile des
Schwangerschaftsproduktes konnen AnlaR zu starken Blutungen sein; die
Behandlung besteht wiederum in der sofortigen Kirettage.

e Abortus completus: Auch bei anzunehmender kompletter AusstoRung der

Frucht ist die Nachkulrettage angezeigt.

e Abortus febrilis: Ist es durch Keimaszension zur Infektion des
Abortgewebes gekommen, so wird der Uterus druckempfindlich, es finden
sich laborchemische Infektionszeichen (Leukozytose, CRP-Anstieg), die
rektale Temperatur ist erhoht. Die Abortkirettage ist unter intravendser

Antibiotikagabe vorzunehmen (nach Martius 1996).

1.3 Allgemeine Abortursachen und Haufigkeit von Spontanaborten

Die menschliche Reproduktion ist erstaunlich ineffektiv: Mindestens 70% der
Konzeptionen, so vermutet man, enden letal, die meisten unbemerkt in den
ersten vier Wochen nach der Befruchtung.

Roberts and Lowe postulierten bereits 1975 eine Verlustrate von 78%. Miller et
al. (1980), Edmonds et al. (1982) und Wilcox et al. (1988) fanden in kleinen
prospektiven Studien durch Bestimmung des R-hCGs bei Frauen in der
Lutealphase, dass 31-(43)-62% der Schwangerschaften vorzeitig endeten. 22-
(33)-57% der nachgewiesenen Konzeptionen gingen in der
Postimplantationsphase klinisch unerkannt zugrunde. Da allerdings bei diesen
Untersuchungen der R-hCG-Test erst ab dem 28. Tag p. m. zuverlassig positiv
war, konnten Aborte in den ersten 14 Tagen p. c. nicht erfasst werden. Da auf
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diese Weise die Praimplantationsphase nicht beurteilt werden konnte, liegt die
Verlustrate vermutlich noch hdher. Neueste Beobachtungen aus Studien mit
assestierenden Reproduktionsverfahren deuten auf eine Implantationsrate von
unter 20% hin (Munné et al. 2003). Es ist jedoch anzunehmen, dass die
Implantationsrate nach extrakorporaler Befruchtung niedriger liegt, als bei
spontan eingetretener Schwangerschatt.

Unter klinisch beobachteten Fehlgeburten gibt es Ubereinstimmend eine
Konzentration auf das erste Schwangerschaftsdrittel. Mehr als die Halfte der
Spontanaborte werden in den ersten 8 Wochen diagnostiziert, etwa 80% der
spontanen Aborte finden in den ersten 12 Wochen der Schwangerschaft statt
(Fantel und Shepard 1980, Hinney 2001).

Es gibt zahlreiche Abortursachen (s. Tab. 1.1a und b); im Einzelfall kann es

unmaglich sein, das Entstehen zweifelsfrei zu klaren.

Tab. 1.1a  Abortursachen (Martius et al. 1994)

Maternale Abortursachen

Genitale Anomalien:

e Baustérungen (uterine Doppelbildung, intrauterine Synechien)

e Uterustumoren (Myome)

e Zervixinsuffizenz (Trauma, Bindegewebsschwéche)

e Endometriuminsuffizenz (endokrine Stérung, Schaden nach Abrasionen)

e Infektionen (Zervizitis, Endometritis)

o Hypermotilitét (Fieber, psychovegetative Stérung)

Extragenitale Anomlien:

e Endokrine Stérung (Diabetes mellitus, Hyperthyreose, Tetanie)

o |Infektionen (infektidse bzw. toxische Fruchtschaden, fieberbedingte Hypermotilitat des
Uterus)

e Anamie

e Trauma

¢ Konsumierende Erkrankungen
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Tab. 1.1b  Abortursachen (Martius et al. 1994)

Fetoplazentare Abortursachen:

e Chromosomenaberrationen

e Trophoblastanomalien (Hypo- oder Hyperplasien, GefaBmangel)
¢ Nidationsanomalien (Plazenta praevia)

e Funktionelle Trophoblaststérung (endokrine Insuffizienz)

e Gestorte Immuntoleranz

o Gesteigerte Thromophilie (Lupusantikoagulanz)
Spermatogener Abort:

e Genetische Defekte

e Spermaanomalien (numerische Anomalien, Teratospermie, Enzymstorung)
e Chromosomenanomalien

latrogene und artifizielle Aborte:

¢ lonisierende Strahlen

e Kurzwellen

¢ Medikamente

e Impfungen

e Abruptio

Es gibt jedoch einige Faktoren, deren Auswirkungen auf die Entstehung und die
H&aufigkeit von Spontanaborten durch Studien gut belegt sind:

Eine positive Korrelation zwischen der Spontanabortrate und mutterlichem
Alter ist schon seit mehreren Jahrzehnten bekannt (Boué et al. 1969, Kline and
Stein 1987), wobei die zugrundeliegende Ursache bisher ungekléart blieb. In
einer prospektiven Studie untersuchten Nybo Andersen und Mitarbeiter (2000)
die Abhangigkeit der Spontanabortrate vom miutterlichen Alter Gber einen
Zeitraum von 14 Jahren. Sie konnten eindeutig zeigen, dass das maternale
Alter ein unabhangiger und starker Risikofaktor fur das Auftreten einer
Fehlgeburt ist. Nybo Andersen et al. (2000) ermittelten ein durchschnittliches
Abortrisiko von 10,9%. Frauen zwischen 20 und 24 Jahren hatten ein etwas
niedrigeres Risiko als der Durchschnitt mit 8,9%. Das Abortrisiko nimmt dann
kontinuierlich zu, und steigt fir Frauen ab 35 Jahren exponentiell an: Frauen
zwischen 35 und 39 Jahren hatten eine Abortrate von knapp 20%. Bei 40
jahrigen Frauen hatte sich die Abortrate verdoppelt (41%), bei Uber 45 jahrigen



1. Einleitung 5

Frauen stieg die Abortinzidenz auf 75% der beobachteten Schwangerschatften,

(Abb. 1.1).

Abb. 1.1 Wahrscheinlichkeit eines Spontanaborts in Abhangigkeit vom
mutterlichem Alter zum Zeitpunkt der Konzeption (nach Nybo
Andersen, 2000).
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Die gestrichelte Linie entspricht den unkorrigierten Werten, die durchge-

zogene Linie den Werten nach Bertcksichtigung geplanter Abruptiones.

Die Wabhrscheinlichkeit eines Aborts steigt auch mit der Anzahl
vorausgegangener Fehlgeburten an. In diesem Zusammenhang spricht man bei
drei oder mehr Spontanaborten in Folge von habituellen Aborten. Bei einer
angenommenen Abortwahrscheinlichkeit von 15% ist das rechnerische Risiko
fir das zufallige Auftreten von zwei aufeinanderfolgenden Aborten 0,15 2 =
2,25%, fur drei Aborte in Folge 0,15 ® = 0,34%. Die tatsachlich beobachtete
Rate ist jedoch wesentlich hdher (Tab. 1.2) 1-3% aller Frauen mit Kinderwunsch
leiden unter habituellen Aborten (Wieacker, 2002). Die Ergebnisse einer

Auswertung von 10 Studien zur Abhangigkeit der Abortrate von der Zahl
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vorausgegangener Aborte wurden von Stirrat (1990) zusammengestellt

(Tab.1.2).

Tabelle 1.2 Wahrscheinlichkeit eines Aborts in Abhangigkeit von der Zahl

vorausgegangener Fehlgeburten (Auswertung von 10 Studien

n. Stirrat, 1990)

Wahrscheinlichkeit eines Aborts in Prozent

Retrospektive Studien Kohortenstudien Prospektive Studien
Aborte (n=4) (n=2) (n=4)
0 12.8 (11.0-15.2) 10,7 (10,4; 10,9)
1 21,3 (16,8-26,2) 20,0 (18,0; 22,1) 13,5 (13,2-13,8)
2 29,0 (19,2-35,3) 27,4 24,4 (17,4-31,3)
>3 31,1 (26,2-37,0) 33,1 (24,9-45,7)

Nach diesen Daten liegt die Wahrscheinlichkeit eines positiven

Schwangerschaftsverlaufs trotz dreier vorausgegangener Fehlgeburten noch

Uber 65%.

1.4 Genetische Ursachen fir Fehlgeburten

Chromosomenaberrationen stellen eine Hauptursache fur Spontanaborte dar.

Sie werden in 60% aller Spontanaborte des ersten Schwangerschaftsdrittels

nachgewiesen (Abb 1.2).
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Abb. 1.2 Aberrationsraten unter frihen Spontanaborten
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Die hohe Rate an chromosomalen Imbalancen in Spontanaborten wird als
naturliche Selektion verstanden (Gardo 1993): Nach Wells und Delhanty (2000)
betragt die Rate an Chromosomenaberrationen bei Praimplantationsembryonen
ca. 45%, sofern diese normal entwickelt erscheinen. Ausgehend von einer
durchschnittlichen Aneuploidierate von 0,6% bei Neugeborenen kann man
davon ausgehen, dass uber 98% aller aneuploiden Embryonen bzw. Feten

intrauterin absterben (Wieacker, 2002).

1.4.1 Chromosomale Aberrationen in Abhangigkeit des

Gestationsalters

Die Wahrscheinlichkeit eines chromosomal bedingten Aborts ist dabei um so
hoher, je friher der Abort eintritt. Im weiteren Schwangerschaftsverlauf nehmen
sowohl die Abortrate als auch die Haufigkeit der Aborte mit chromosomalen
Veréanderungen ab (Abb. 1.2, Tab. 1.5)
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1.4.2 Art der Chromosomenaberration unter Spontanaborten

Die gepoolten Daten von mehr als 20 000 Spontanaborten ergaben, dass
autosomale Trisomien mit ca. 58% aller Chromosomenaberrationen die
haufigsten Chromosomenanomalien darstellen, gefolgt von Monosomie X-
Karyotypen und Triploidien mit jeweils 15%. Tetraploidien machen 4,8% und
strukturelle Aberrationen 5,1% aller pathologischen Karyotypen aus (s. Tab.
1.3a und b).

Tab. 1.3a  Aberrationsraten und Chromosomenanomalien unter

Spontanaborten, Studientbersicht

Aberrations-  Autosom. Tri- Tetra- Strukt.
Autoren . : X0 I k ' Andere
rate gesamt  Trisomien ploidien  ploidien Anomalie
Sto :|e 1975 61,5% 53,7% 15,2% 19,9% 6,2% 3,8% 1,2%
ectriflslyws 30.5% 52,6% 24,0% 13,2% 4,2% 3,5% 2.4%
ké‘%‘se“ 54,9% 46,4% 28,6% 10,0% 8,6% 2,9% 3,6%
Zfl ;?hlagr% 47,0% 59,6% 12,8% 20,2% 2,1% 4,3% 1,1%
0,
g'taasfi'ggo 46,3% 49,2% 242%  151% 7.1% 4,3% 0,7%
Efg: 1980 53,9% 60,6% 18,2% 12,0% 3,3% 5,1% 1,2%
giﬁbiggg 32,3% 47,8% 154%  15,7% 4.5% 2.9% 12,5%
Ze; lelnng;SEK 61,7% 54,0% 24,0% 12,0% 2,0% - 8,0%
eAtnglrefg " 18,8% 48,3% 27.6%  10,3% 3,4% 3,4% 6.9%
ge;lelr%? 39,2% 60,0% 20,0% 13,8% - 6,2% .
St”aelmgé7 76,7% 69,0% 9,0% 9,0% 2,1% 8,3% 6,9%
Eiben 0 0 0 0 o o 0
et al. 1990 50,7% 60,3% 10,5% 12,1% 4,2% 4,7% 8,1%
Ohno 0 o 0 . \
etal. 1991 69,4% 64% 7% - - 6% 14%
Eteglniggz 46,0% 47,4% 18,3% 17,8% 8,0% 4,5% 4.0%
Sta;f’olggz 51,3% 53,9% 157%  16,5% 7.0% 5,206 1,7%
St";’lmlggz 83,2% 77.2% 11,3% 6.3% 3.8% 1.3% .
cowehock 45,2% 63,2% 18,4% 10,5% - 7.9% .

et al. 1993
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Tab. 1.3b Aberrationsraten und Chromosomenanomalien unter

Spontanaborten, Studientbersicht

Autoren Aberrations-  Autosom. X0 Tri- Tetra- Strukt. Andere
rate gesamt  Trisomien ploidien  ploidien Anomalie
oS 62,8% 541%  131%  206%  3,1% 9,1% -
e 3 53,5% 497%  158%  184%  7.3% 4,7% -
Eto ;? 1996 46.5% 51,9% 12,6%  14,5% 5,206 8.9% 7.0%
Eteal 1997 63,7% 61,6% 10,6% 16,0% 4,4% 4,9% 2,6%
Brajenovic-
Milic et al. 37,8% 42,2% 4,4% 28,9% 6,7% 4,4% 13,3%
1998
Sanchez 62,4% 62,3% 75%  264%  1,.9% 1,9% .
g;?gr:elggg 71.0% 58,8% 15,3% 9,3% 4,8% 11,5% 0,4%
21"‘33‘32‘ o 56,5% 61,2% 12,2% 13,8% 2,6% 6,6% 3,6%
21623826‘ o 57,2% 71,7% 9,9% 11,2% 2,4% 4,2% 0,6%
%Zﬂﬁe“e 50.9% 54,0% 15,4% 15,7% 5,0% 5,6% 2,7%

Aneuploidien stellen also die gréf3te Gruppe der Chromosomenaberrationen
dar, die als ursachlich fir eine friihe Fehlgeburt gelten kénnen. Aneuploidien
sind numerische Chromosomenaberrationen. Sie sind durch das Fehlen
(Monosomie) oder das Vorliegen eines uberzahligen Chromosoms (Trisomie)
charakterisiert. Monosomien der Autosomen werden unter Aborten nur sehr
selten gefunden. Daten aus Praimplantationsstudien zeigen jedoch, dass in
Oozyten Trisomien und Monosomien in gleichem Verhéltnis entstehen. Der
Verlust an genetischem Material scheint so gravierend zu sein, dass die Frucht
schon sehr frih abstirbt und wohl auch nicht implantiert wird.

Unter frihen Spontanaborten ist die Trisomie 16 mit Abstand die haufigste (28-
30%), sie wird unter Lebendgeborenen jedoch nicht gefunden. Es folgen mit ca.
20% und 8% die Trisomien 22, 21 sowie 15. Mit ca. 5% sind Trisomie 13 und 18
etwa gleich haufig. Mittlerweile sind Trisomien aller Chromosomen beschrieben
worden, inklusive zwei Falle der Trisomie 1 (Sanford Hanna et al. 1997, Dunn et
al. 2001).
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Gonosomale Trisomien werden bei Aborten nur selten beobachtet. Aufgrund
der Lyon-Hypothese wirken Hyperploidien des X-Chromosoms weniger
schadigend als die der Autosomen. Polysomien des Y-Chromosoms bedingen
durch die weitgehende genetische Leere des Chromosoms ebenfalls nur
geringe Normabweichungen (nach Horn et al. 1990).

40% der frihen Fehlgeburten lassen sich zur Zeit nicht auf eine
Chromosomenanomalie zurtickfuhren. Andere endogene oder exogene
Faktoren wie Infektionen, Alkohol- oder Nikotinabusus, Exposition zu
Narkotikagasen oder Rontgenstrahlen sind zum Teil nur in Ansatzen erforscht
und kdonnen nur einen kleinen Anteil der Fruhaborte hinreichend erklaren
(Muntefering 1988, Simpson et al. 1985).

1.4.3 Aneuploidierate in den verschiedenen Schwanger-

schaftsstadien

Chromosomenaberrationen in Oozyten sind durch die IVF-Technik (in vitro-
Fertilisation) erforschbar geworden. In diesem Zusammenhang mussten
Abstriche in der Qualitat auswertbarer Metaphasen gemacht werden. Nur bei 50
Prozent der zur Verfigung stehenden Oozyten war eine zytogenetische
Beurteilung Uberhaupt moglich. Bei der Interpretation der Ergebnisse ist auch
zu bertcksichtigen, dass die Eizellen (berwiegend von alteren Frauen
stammten und nach Hyperstimulationsbehandling gewonnen wurden.
AuBBerdem sind nur die nicht befruchteten Eizellen Grundlage dieser Studien
geworden. Wahrscheinlich liegt die Aberrationsrate aber hoher als die
beschriebene von ca. 25%, da Eizellen in der zweiten meiotischen Teilung
arretiert sind und somit nur Fehler der 1. meiotischen Teilung erfasst werden
konnen.

Nach Durchsicht der Daten uber mehr als 3000 Oozyten wird die mittlere
Aneuploidierate zusammenfassend mit 22,8% angegeben, kalkuliert aus der
zweifachen Rate der hyperhaploiden Eizellen (nach Van Blerkom 1996). In nur
1,6% wurden strukturelle Aberrationen festgestellt.

Es zeigt sich, dal3 Aneuploidien alle Chromosomengruppen betreffen, allerdings

in unterschiedlicher Haufigkeit. Signifikant hohere Aneuploidieraten zeigen
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Chromosomen der Gruppen A, C, D und G, mit deutlichem Uberwiegen der
Chromosomen der G-Gruppe (21,22), (Pellestor 1991). Das deutliche
Uberwiegen der Trisomie 16 unter den bei Spontanaborten beschriebenen
Trisomien scheint nicht schon auf Keimzellebene vorzuliegen, sondern erst
durch spatere Selektion zu entstehen.

Die Kenntnisse Uber die Entstehungsmechanismen und atiologischen Faktoren,
die die Fehlverteilung der Chromosomen in Meiose | bzw. der
Schwesterchromatiden in Meiose Il beeinflussen sind vergleichsweise gering.
Die ungewohnlich hohe Zahl an Zygoten mit chromosomalen Inbalancen lasst
darauf schliel3en, dass die Meiose in Oozyten ein sehr fehleranfalliger Prozel3

ist.

Spermien sind der Untersuchung wesentlich einfacher zuganglich und in
ausreichender Menge analysierbar. Erste Ergebnisse stammen aus Studien, die
sich der ,humster“-Technik (Befruchtung von Hamster-Oozyten durch humane
Spermien, nach Rudak et al. 1978) bedient haben. Es konnte eine
Aneuploidierate von 1-2% ermittelt werden (Jacobs 1992). Mittels Fluoreszenz-
in-situ-Hybridisierung (FISH) konnte spater eine groRe Anzahl von Spermien
direkt untersucht werden. Auch durch die FISH-Technik wird eine
Aneuploidierate von ca. 2% postuliert, sie ist somit deutlich niedriger als die in
1. Oozyten. Spriggs und Mitarbeiter (1996) untersuchten mindestens 50000
Spermien pro Chromosom und fanden, in Ubereinstimmung mit den
Untersuchungen  mittels ,humster“-Technik, daf} alle untersuchten
Chromosomen ,anfallig® fir Nondisjunction sind; eine signifikant erho6hte
Disomierate wurde jedoch fir die Geschlechtschromosomen und fir das
Chromosom 21 beschrieben. Pellestor et al. (1996) werteten mindestens 10000
Spermien pro Chromosom in PRINS-(primed in situ)-Technik aus und
ermittelten eine hohere, jedoch annahernd gleiche Aneuploidierate unter allen
Autosomen (s. Tab. 1.4).
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Tab. 1.4 Disomiehaufigkeit fur verschiedene Chromosomen in Spermien

Studien Disomieraten in Prozent
1 2 4 5 8 9 12 13 15 16 18 20 21 X/Y

Pellestor

0,33 0,31 0,27 0,28 0,33
et al. 1996 ’ ’ ’ ’ ’
Pellestor

0,31 0,28 0,28 0,26 0,32
et al. 1996 ’ ’ ’ ’ ’
Spriggs 0,09 0,08 0,11 0,14 0,16 011 0,11 0,11 0,12 0,29 0,43
et al. 1996

Eine direkte Korrelation der Keimzellaneuploidien mit der beobachteten
H&aufigkeit chromosomaler Aberrationen unter Spontanaborten ist daher nicht
gegeben. Der Beitrag zur Aneuploidie-Rate der Konzeptionen scheint also bei
Mann und Frau hdchst unterschiedlich zu sein.

Die Verhdltnisse in der frihen Schwangerschaft haben Untersuchungen an
Praimplantationsembryonen im Rahmen von IVF-(in-vitro-Fertilisation)-
Programmen versucht zu kléaren. Insgesamt ist eine Aneuploidierate von ca.
20% ermittelt worden ( Angell et al. 1986, Jamieson et al. 1994). Wie erwartet
sind Uberwiegend Trisomien, insbesondere der Chromosomen 16 und der
akrozetrischen, gefunden worden. Allerdings waren die Metaphasen bezuglich
Quantitdt und Qualitdt nur eingeschréankt beurteilbar. Diesen Nachteil hat die
Anwendung von Multi-Colour-FISH an Interphasenuklei umgehen kénnen
(Griffin et al. 1991, 1992, Munné et al. 1994). Aus methodischen Grinden sind
allerdings dadurch zur Zeit nur Erkenntnisse tber die Chromosomen 13, 14, 15,
16, 18, 21, 22, X und Y verfugbar. Munné und Mitarbeiter (1995) ermittelten in
188 sich normal entwickelnden Embryonen im 5-12-Zellstadium eine
Aneuploidierate von 23,8% allein flr die Chromosomen 13, 18, 21, X und Y, in
einer weiteren Studie (1998) eine Anomalierate von 58% bzw. eine
Aneuploidiehaufigkeit von 22,6% der 247 untersuchten Blastomeren fir die
Chromosomen 13, 14, 15, 16, 18, 21, 22, X und Y. Die genetischen Imbalancen
werden insgesamt am haufigsten durch Mosaike, gefolgt von Ploidie-Haploidie
Mutationen und Aneuploidien verursacht, wobei in dieser frihen
Entwicklungsstufe Monosomien und Trisomien noch annahernd in gleichem

Verhéltnis anzutreffen sind. In etwa 10% liegen vollig aberrante (,chaotic®)
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Karyotypen mit einer Vielzahl von Chromosomenkonstitutionen vor (Delhanty
1997, 2000, Delhanty und Harper 2000). Untersuchungen an
Praimplantationsembryonen sind aufgrund der kinstlichen Bedingungen nur
unter Vorbehalt zu werten. Zum einen hat das hohe maternale Alter einen
wahrscheinlichen Einflul3 auf die Aneuploidierate der Oozyten, die zudem nach
Uberstimulationbehandlung der Ovarien gewonnen wurden. Nicht wenige der
untersuchten Embryos waren von schlechterer Qualitat und aus diesem Grund
vom Transfer in den Uterus ausgeschlossen worden. Nach Munné et al. (1995)
weisen 60% der wachstumsarretierten Embryonen und etwa 45% der normal
entwickelten Embryonen chromosomale Anomalien auf.

In das zweite Trimenon fallen nur ca. 10% der Aborte. Exogene Faktoren wie
mutterliche Infektionen nehmen in diesem Zeitraum erheblichen Einflu3 auf die
Fetalentwicklung. Laborinterne Daten von 140 karyotypisierten Aborten der 13.
— 24. SSW ergaben in etwa 1/3 der Féalle auffallige Karyotypen (Tab. 1.5). In
diesem Zeitfenster Uberwiegen eindeutig die Aneuploidien; Polyploidien sind

kaum noch zu finden.

Tab. 1.5 Laborinterne  Daten zur Haufigkeit der verschiedenen
Chromosomenaberrationen bei Frih- und Spataborten, 1994-2001
(Angaben in %)

% [¢] ()

‘é)) © 2 2 ?’ L o

S : = S 5% & .

£ x 3 s g 5 B g

n & 2 £ = e B B =

Frihaborte
<12. SSW 379 71,0 15,3 58,8 9,3 4,8 11,5 0,4 11,6
13.-16. SSW 72 14,7 26,7 46,7 13,3 - 13,3 - 13,3
Spataborte
17.-24. SSW 58 24,1 26,8 35,4 14,3 - 21,4 - 14,3
> 25. SSW 10 - - - - - - - -

Gesamt 519 60,3 16,9 56,4 9,9 4,1 12,1 0,6 10,2
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Die Untersuchung von Gaillard und Mitarbeiter (1993) konnte jedoch zeigen,
dass eine Korrelation der Inzidenz chromosomaler Stérungen mit der Dauer der
Fruchtretention besteht. Mazerierte Feten wiesen in ca. 17% einen
pathologischen Karyotyp auf, gut erhaltene dagegen nur in 4%.

Relativ wenig Informationen liegen Uber die chromosomalen Konstitutionen von
Totgeburten vor. Der Anteil von Chromosomenaberrationen liegt bei ca. 6% und
ist damit eine GroRRenordnung niedriger als bei den Spontanaborten (Tab. 1.6).
Das Spektrum an Chromosomenaberrationen ist &hnlich dem unter
Lebendgeborenen. Es ist aber anzunehmen, dass innerhalb dieses Kollektivs
die Frequenz chromosomaler Aberrationen unterschatzt wird, da in nur maximal
70% eine Chromosomenanalyse erfolgreich durchgefiihrt werden kann (Ellis

und Bain, 1984, Angell 1984).

Tab. 1.6 Haufigkeit der verschiedenen Chromosomenaberrationen bei
Spontanaborten, Totgeburten und Neugeborenen (nach Jacobs

1990, Angaben in %)

@ o

© 2 2 T o o L

= © —_ < (@] (O]
£ 5 = 2 E 2 =
X @ = 5 S o = E 2
Population Q = = e h < A » 3
Spontanaborte 8,6 26,8 7,3 2,5 2,0 0,7 47,9
Totgeburten 0,25 3,8 0,6 - 0,4 0,6 5,65
Neugeborene <0,01 0,30 - - 0,25 0,02 0,57
Klinisch 1,30 4,31 11 0,38 0,76 0,15 8,0

diagnostizierte SS

Uberlebenswahr-
scheinlichkeit bis zur 0,3 5,8 0 0 27 11,5 6
Geburt (%)

Unter Lebendgeburten, einer leicht zuganglichen Population, wird die
Aneuploidierate mit ca. 0,6% angegeben (Tab. 1.6, Jacobs 1990).
Die Trisomie 21 ist dabei die h&aufigste Aberration, die in ca. 1 auf 700

Neugeborenen gefunden wird. Seltener sind die Trisomien 13 und 18 mit einer
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Haufigkeit von 1:5000 bzw. 1:3000 und einem schweren Krankheitsbild,
welches dazu fuhrt, dafl Kinder mit Patau- bzw. Edwards-Syndrom meist
innerhalb des ersten Lebensjahres versterben. Aneuploidien der Heterosomen
rufen milde Krankheitsbilder hervor; Trisomien der Geschlechtschromosomen
(XXX, XXY, XYY) finden sich zusammengenommen in 1 auf 650 Geburten; das
Turner-Syndrom (Monosomie X) hat eine Inzidenz von 1 auf 2500 weibliche
Neugeborene.

Zusammenfassend kann man sagen, dass unter den Spontanaborten die
Haufigkeit chromosomaler Imbalancen etwa 100-fach, unter den Totgeburten
ca. 10-fach so hoch ist wie unter Lebendgeburten (Hassold et al. 1996). Wie
aus Tab. 1.6 hervorgeht, ist jedoch das Muster der Chromosomenaberrationen

in den verschiedenen Schwangerschaftsstadien unterschiedlich.

1.4.4 Mechanismen und Ursachen der Aneuploidie in

Spontanaborten

Die Kenntnisse uber die Entstehungsmechanismen und atiologischen Faktoren,
die die Fehlverteilung der Chromosomen in Meiose | bzw. der
Schwesterchromatiden in  Meiose Il beeinflussen sind vergleichsweise gering.
Die allgemein etablierte Vorstellung ging davon aus, dass im Diktyotanstadium
arretierte primare Oozyten jahrzehntelang potentiell schadlichen Einflissen
ausgesetzt sind. Es sind zahlreiche zytoplasmatische Faktoren untersucht
worden (pH-Wert, Sauerstoff- und ATP-Gehalt), welche sich in der alternden
Oozyte verandern, und die die Effektivitat zellularer Reparaturmechanismen
beeintrachtigen sollen (Van Blerkom, 1996).

Eine neuere Hypothese besagt jedoch, dass aberrante Oozyten bereits
embryonal angelegt sind und erst im spateren Alter gehauft ovuliert werden
(Akande et al. 2002).

Andere  Autoren vermuten eine altersbedingte = Degradation von
Kohasionsproteinen im Zentromerbereich der Chromosomen, die diese
destabilisiert und zu einer unregelmafigen Segregation der Chromosomen bzw.
Chromatiden fuhren kann (Wolstenholme und Angell 2000, 2001). Die
Fehlverteilung der Chromosomen soll Folge der instabilen Spindelformation
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sein und schlief3lich abhangig von der Grof3e und Form der Chromosomen bzw.
von der Anzahl und Lage der Chiasmata. Die Unterscheidung in Meiose | bzw.
Meiose Il — Fehler scheint somit inkorrekt. Nach Ansicht der Autoren kénnte
dieser  Kohasionsverlust auch  verantwortlich sein  fur paternale
Chromosomenfehlverteilungen.

Mittlerweile sind vorwiegend aus Untersuchungen an Hefen eine Vielzahl von
Genen identifiziert, die flr oben postulierte Kohasionsproteine kodieren
(Ubersicht in Nasmyth 2001). Van Heemst und Heyting (2000) beschreiben
einen sogenannten Cohesin-Proteinkomplex, bestehend aus vier Komponenten
(Mcd1/Sccl, Scc3, Smcl und Smc3), der in Hefen fur eine korrekte
Chromosomensegregation notwendig ist. Unklar ist jedoch, in wie weit diese

Ergebnisse auf hbhere Eukaryonten und den Menschen ubertragbar sind.

1.4.5 Einfluld des miutterlichen Alters auf die Entstehung von

Trisomien

Insbesondere ab dem 35. Lebensjahr erhoht sich fur die Frau das Risiko fur
eine trisome Konzeption. Der Effekt des mutterlichen Alters auf die spatletale
Trisomie 21 ist lange bekannt und scheint auch fur die Mehrzahl der anderen
autosomalen Trisomien zu gelten (Griffin 1996). Fir die frihletale Trisomie 16
steigt das Risiko eher linear mit dem Alter der Mutter an, wahrend es bei den
anderen Trisomien vergleichbar ist mit dem der Trisomie 21, (siehe
exponentieller Kurvenverlauf in Abb. 1.3). Die Inzidenz der Trisomie 16 scheint
also in volliger Abhangigkeit vom maternalen Alter zuzunehmen, wéahrend bei
der Trisomie 21 noch andere Faktoren beteiligt sein miussten (Hassold et al.
1995).

Eine positive Korrelation des miutterlichen Alters mit der Haufigkeit von
trisomen Aborten findet sich praktisch in jeder Studie, die eine Karyotypisierung

von Spontanaborten zum Inhalt hatte (s. Tab 1.7 Studientbersicht).
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Abb. 1.3

Tab. 1.7

Einfluss des miitterlichen Alters auf die Entstehung einer Trisomie
16 und Trisomie 21 (nach Griffin 1996)

N w ~
| | |

klinisch verifizierte Schwangerschaften (%)
1

Trisomie 16

Trisomie 21

<20 20-25 25-29 30-34 35-39 =40
Mutterliches Alter (Jahre)

Maternales Alter (in Lebensjahren) in Korrelation zur

Chromosomenaberration unter Spontanaborten, Studienibersicht

Autoren der Studie Karyogramme
Unaufféllig Trisomie

Boué 1975 27,5 31,3
Creasy 1975 26,4 30,0
Lauritsen 1976 27,1 28,7
Takahara 1977 28,7 29,3
Hassold 1980 27,0 29,8
Kajii 1980 28,9 31,9
Geisler 1987 29,1 31,7
Eiben 1990 28,8 33,5
Ohno 1991 29,3 324
Dejmek 1992 26,4 27,7
Strom 1992 36,0 38,4
Ford 1996 28,8 31,9
Bé 1997 31,3 35,5
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Andere Chromosomenanomalien zeigen hingegen eine negative Korrelation mit
dem madatterlichen Alter. Spontanaborte mit Monosomie-X-Karyotypen bzw.
Polyploidien fanden sich haufiger bei jingeren Frauen (Neuber et al. 1993,
Eiben et al. 1990).

1.4.6 Parentale Herkunft von autosomalen Trisomien unter

Spontanaborten

Dal3 die autosomalen Trisomien Uberwiegend auf Segregationsfehler in der
maternalen Gametogenese beruhen, konnte schon vor mehr als 20 Jahren
durch vergleichende Analysen mit den elterlichen Chromosomen belegt werden.
Die meisten Informationen (dber die elterliche Herkunft Uberzahliger
Chromosomen hat man aus Familienuntersuchungen mit Lebendgeborenen mit
den haufig auftretenden Trisomien 13, 18 und 21.

Mit der Etablierung der PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion) Ende der 80er
Jahre konnte der Herkunftsnachweis aberranter Chromosomen vereinfacht und
prazisiert werden: Diese molekulargenetische Technik analysiert Chromosomen
mittels polymorpher DNA-Marker. Je nach Lange der Repititionssequenz
werden sie als Minisatellit (typische Repeatlange 15-50 Basen) oder
Mikrosatellit (STR=Short Tandem Repeats, typische Lange des einzelnen
repetivien Motivs 2-5 Basen) bezeichnet. Die Allele unterscheiden sich durch
die Anzahl der Wiederholungen der einzelnen Motive. Voraussetzung fur eine
parentale Zuordnung von Chromosomenstérungen ist einer Heterozygotie der
zu untersuchenden Loci. Auf diese Weise kann man auch die Verteilung von
crossing-over Ereignissen erfassen, und so Rickschlisse auf den Zeitpunkt
anstellen, wo sich eine Nondisjunction ereignet hat (Meiose | oder Il, bzw.
Mitose-Zeilteilungen).

Uber den elterlichen Ursprung der verschiedenen Aneuploidien in
Spontanaborten ist bisher relativ wenig bekannt, da die Fallzahlen in den
einzelnen Studien sehr gering sind (Tab. 1.8). Zusammenfassend kann man
aber sagen, dass maternale Nondisjunction bei den meisten autosomalen

Trisomien, die in Spontanaborten gefunden werden, verantwortlich ist. Es
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ergeben sich somit keine wesentlichen Unterschiede zwischen den Ergebnissen
bei Lebendgeborenen und Spontanaborten.

Darlber, ob die parentale Herkunft des Uberzédhligen Chromosoms eine
Auswirkung auf das Abortgeschehen oder die Wabhrscheinlichkeit eines
erneuten Aborts hat, lasst sich zur Zeit nur spekulieren. Aus kleinen Studien
von Zaragoza und Mitarbeitern (1998) lie3 sich die vorsichtige Tendenz
ableiten, dass Aborte mit Trisomien paternaler Herkunft frihzeitiger zum Ende

der Schwangerschaft fuhren kdnnten.

Tab. 1.8 Parentale Herkunft der Non-disjunction von Aneuploidien in
Aborten und Lebendgeburten (Nur informative Falle nach

molekulargenetischer Analyse).

Anomalie Fallzahl Spontanaborte Fallzahl Lebendgeburten
maternal  Paternal maternal  paternal

Trisomie 2 128 75% 25%

Trisomie 7 9° 77,8% 22,2%

Trisomie 13 6' 66,7% 33,3%

10° 80% 20% 52 80% 20%

Trisomie 14 11° 81,8% 18,2%

Trisomie 15 20° 85% 15%

Trisomie 16 16° 100%

Trisomie 18 8* 87,5% 12,5% 10* 90% 10%
20° 95% 5%

Trisomie 21 6° 100% 193’ 95,3% 4,7%
77° 93,5% 6,5%

Trisomie 22 228 95,4% 4,5%

'Hassold et al. 1987, *Zaragoza et al. 1994, *Hassold et al. 1991, *Fisher et al. 1993, *Kupke et
al. 1989, °Shermann et al. 1991, ‘Antonarakis et al. 1991, ®Zaragoza et al. 1998
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1.4.7 Wiederholungsrisiko flr Spontanaborte in Abhangigkeit

vom chromosomalen Befund

Ob das Risiko fur eine Chromosomenaberration in der Folgeschwangerschaft
nach einem chromosomal auffalligen Abort erhoht ist, ist bisher nicht eindeutig
geklart. Einige Untersucher vermuten ein erhdhtes Wiederholungsrisiko
(Alberman et al. 1975, Mikkelsen und Stene 1981). Andere Studien ergaben
kein wesentlich erhdhtes Risiko flir eine erneute Chromomenaberration (Morton
er al. 1987, Warburton et al. 1987). Die deutliche Altersabh&ngigkeit der
Trisomien und das hohe a priori Risiko fir eine Chromosomenanomalie im
Abort erschweren eine Beantwortung der Frage nach dem individuellen
Wiederholungsrisiko. In der Literatur findet sich fur Trisomien, die mit einer
Entwicklung bis zur Geburt vereinbar sind, ein erhdhtes Wiederholungsrisko in
einer nachfolgenden Schwangerschaft: Das Wiederholungsrisiko fur ein Down
Syndrom beispielsweise wird mit Gber 1% angegeben, wenn bereits ein Kind mit
einer freien Trisomie 21 geboren wurde (Mikkelsen u. Steene, 1981). Dem
erhéhten Wiederholungsrisiko soll zumindest in einigen Familien ein
sogenanntes Gonadenmosaik zugrunde liegen, welches mit der Ublichen
Chromosomenanalyse nicht nachweisbar ist (Sachs et al. 1990). Als ein
weiterer Faktor wird eine genetische Pradisposition fur eine Nondisjunction
diskutiert. Munné und Mitarbeiter (2004) arbeiteten in einer Studie Uber
Praimplantationsembryonen eine Gruppe von Frauen junger als 35 Jahre
heraus, die ein vermutlich genetisch bedingtes, erhdhtes Risiko fur eine erneute
aneuploide Konzeptionen hatte. Auch Paare mit wiederholten Aborten und
jungere Miutter von Kindern mit Down-Syndrom kdnnen eine erhohte
Nondisjunction-Frequenz aufweisen (Hecht et al. 1984, Juberg et al. 1985, Ford
et al. 1984). Dieses Phdnomen kodnnte durch eine Dysregulation Meiose-
spezifischer Gene hervorgerufen sein, welche die Zellzyklus-Kontrolle steuern.
Amiel et al. (2000) beschreiben in diesem Zusammenhang eine mdgliche
Relation zwischen Verlust der Replikationskontrolle, Dysfunktion des
Zentromers und einer Pradisposition zur Nondisjunction (s. Kap. 1.4.4).

Da das Risiko fur eine erneute trisome Konzeption unabhéngig vom betroffenen
Chromosom erhoht zu sein scheint, wird daher nach einem Abort mit
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nachgewiesener Trisomie bzw. einer Geburt eines Kindes mit Trisomie 13, 18
oder 21 eine Pranataldiagnostik in Folgeschwangerschaften angeboten.

Eine strukturelle Chromosomenaberration im Abortmaterial kann sowohl de
novo entstanden als auch in unbalancierter Form vererbt worden sein. In jedem
Fall ist eine Chromosomenanalyse bei den Eltern angeraten, um diese

Unterscheidung treffen zu kénnen.

1.4.8 Chromosomale Befunde bei habituellen Aborten

Im Vergleich zu den Daten aus sporadischen Aborten, wird die Haufigkeit von
Chromosomenaberrationen bei habituellen Aborten meist als etwas erniedrigt
angegeben (Heyat et al. 1991, Tab. 1.9). Der Anteil der untersuchten
Abortmaterialien mit aberranten Chromosomensatzen scheint auf3erdem
abzunehmen, je mehr Aborte in Folge aufgetreten waren. Jedoch finden sich im
Vergleich zu sporadischen Fehlgeburten haufiger strukturelle Aberrationen, v. a.

Translokationen.

Tab. 1.9 Haufigkeit und Anteil der Chromosomenanomalien in Aborten bei
Frauen mit 1. (n = 153) bzw. 2. und 3. Abort (n = 148)
(nach Heyat et al. 1991)

1. Abort 2.und 3. Abort
Chromosomenaberrationen gesamt 58% 47,3%
Anteil an Aberrationen in %
Trisomie 56,2% 67,1%
Polyploidie 28,1% 14,3%
Monosomie-X 11,2% 10,0%
Strukturelle Aberration 4,5% 8,6%

Die Haufigkeit, mit der Chromosomenaberrationen bei einem Elternteil
diagnostiziert werden, hangt aber entscheidend von den Selektionskriterien ab.
Gadow et al. (1991) teilte die untersuchten Paare in drei Gruppen ein. In der

ersten Gruppe fasste er Paare mit zwei oder mehr Aborten mit unauffalliger
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Familienanamnese zusammen. Es fand sich in 2,8% eine balancierte
Translokation bei einem Elternteil. Die zweite Gruppe setzte sich aus Paaren
zusammen, die dartber hinaus noch eine Totgeburt oder ein Kind mit
Fehlbildungen hatten. Bei diesen Paaren betrug der Prozentsatz 5,4% fir eine
balancierte Translokation. In der dritten Gruppe waren ebenfalls Paare mit einer
oder mehreren Fehlgeburten, die aber zusatzlich ein Geschwister hatten,
welches selbst ein fehlgebildetes Kind oder wiederkehrende Aborte hatte. In
dieser Gruppe erhohte sich die Rate an balancierten Translokationen auf 10%
bei einem der Partner. Diese Ergebnisse unterstreichen die Notwendigkeit einer
sorgféltigen Anamnese mit Stammbaumanalyse und genetischen Beratung
betroffener Paare. In diesem Zusammenhang sei darauf hingewiesen, dass bei
der zytogenetischen Diagnose eines euploiden Abortes kleinere (strukturelle)
Chromosomenveranderungen unentdeckt geblieben sein konnen, da das
Bandenniveau der Chromosomen aus Abortmaterial meist geringer ist als bei
der Chromosomenanalyse aus Lymphozyten. Bei wiederholten Aborten mit
unauffalligem Karyotyp sollte deshalb auch eine Chromosomenanalyse der
Eltern durchgeftihrt werden.

In mehreren Studien wurden die fir wiederholte Aborte als ursachlich
angesehenen Befunde ermittelt. In der Arbeit von Li (1998) sind die Ergebnisse
von drei Studien zusammengestellt (Tab. 1.10). Es wird empfohlen, bei
euploiden Aborten gezielt nach dort genannten Ursachen zu suchen.



1. Einleitung 23

Tab. 1.10  Ursachen habitueller Aborte. Vergleich der Daten (in %) dreier
Studien (nach Hinney, 2001)

Clifford (1994) Stephenson (1996) Li (1998)

(n = 500) (n = 197) (n = 160)
Path. Elterlicher Karyotyp 3,6 35 2,5
Antiphospholipid-AK 14,0 17,0 13,0
Corpus-luteum-Insuffizienz keine Angabe 17,0 28,0
Hoher LH-Spiegel 57,0 keine Angabe 9,7
Hypothyreose keine Angabe 3,0 0,6
Uterusanomalien 1,8 14,0 9,0
Zervixinsuffizienz keine Angabe 2,0 3,8
Ungeklart keine Angabe 43,0 45,0

Aus diesen Daten lasst sich ableiten, dass im Falle von Aborten mit
unauffalligem Karyotyp ein nicht-chromosomaler Grund existieren musste, der
auch einen Groldteil weiterer Schwangerschaften negativ beeinfludt. Bei
habituellen Aborten scheint es sich in vielen Féallen um ein eigenstandiges, aber
keineswegs einheitliches Krankheitsbild zu handeln.

Zur Frage, ob bei Frauen mit habituellen Aborten eine vorausgegangene
Lebendgeburt die Abortwahrscheinlichkeit glnstig beeinflult, gibt es
unterschiedliche Ergebnisse. Aus den Daten von Alberman (1988) lasst sich
eine  deutlich bessere  Wahrscheinlichkeit  fir  einen positiven
Schwangerschaftsverlauf ableiten, wé&hrend Clifford et al. (1997) keinen
Unterschied gegeniber primér abortierenden Frauen feststellten.

In gut 40% der Falle wird die Abortursache ungeklart bleiben. Clifford und
Mitarbeiter (1997) haben Frauen mit ungeklarter habitueller Abortneigung in
einer prospektiven Studie untersucht. Oben genannte Ursachen waren zuvor
ausgeschlossen worden. Die Paare wurden in einer entsprechend
ausgerichteten Klinik mit geschultem Personal engmaschig betreut. Es kam in
der folgenden Schwangerschaft zu einer ermutigenden Geburtenrate von 74%,
im Vergleich zu 49% fur Frauen ohne derartige Anbindung. Fir diese Betreuung

hat sich der Begriff ,tender loving care” durchgesetzt.
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Frauen mit habituellen Aborten leiden vielfach unter massiven Schuldgefihlen.
Eine erneute Schwangerschaft wird angstvoll erlebt. Aus diesem Grund sollte
eine psychotherapeutische Beratung angeboten werden. Nach Eintritt einer
Schwangerschaft sollte die Patientin aus oben genannten Grinden besonders

intensiv betreut werden.

1.5 Comparative Genomhybridisierung (CGH)

Wie bereits ausgefihrt, sind ca. 50-60% der spontanen Frihaborte auf
Chromosomenstdrungen zurtickzufihren (Tab. 1.3). Zuséatzlich haben 25-30%
der Spataborte und ca. 6% der Totgeburten pathologische Chromosomensatze
(Tab. 1.5, 1.6). Diese Angaben beruhen auf der zytogenetischen Analyse von
Abortmaterial. Die Grundvoraussetzung fur die Darstellung von Chromosomen
ist jedoch der Zugang zu proliferierenden Zellen. In Abhangigkeit vom
Gestationsalter und auch von der Art des Abortes gelingt es in mindestens 10-
15% der Féalle nicht, eine ausreichende Anzahl an Metaphasen zu erhalten
(Tab. 4.1). Chromosomale Veranderungen bleiben in diesen Kollektiven somit
unentdeckt.

Die vergleichende genomische Hybridisierung (Comparative Genomic
Hybridization, CGH) ist eine neue molekularzytogenetische Methode zum
Nachweis genetischer Veranderungen bei Spontanaborten. Sie erméglicht eine
umfassende Analyse von unbalancierten Chromosomenaberrationen in einem
Genom.

Entwickelt wurde die CGH unabhangig von zwei Arbeitsgruppen zur Erfassung
komplexer Chromosomenarrangements in der Tumorgenetik (Kallioniemi et al.
1992, du Manoir et al. 1993). Sie basiert auf einem molekularen Verfahren, d. h.
sie ist unabhangig von der mitotischen Aktivitdt des zu untersuchenden
Materials und umgeht damit die technischen Probleme der Zellkultur
(Kontamination, selektives Wachstum, Kulturartefakte, Kulturversagen).
Gleichzeitig nutzt die CGH die Vorteile der Zytogenetik, nadmlich die Mdglichkeit
zur Darstellung des gesamten Chromosomensatzes in einem Uberblick. Sie
macht eine Beurteilung von unbalancierten genomischen Veranderungen auf

chromosomaler Ebene moglich.
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Die Methodik basiert auf einer interstitiellen Markierung von DNA eines
gesunden Spenders und der zu analysierenden DNA mit verschiedenfarbigen
Fluorochromen und der kompetitiven Hybridisierung auf Metaphasen eines
gesunden Spenders. Die CGH ist somit ein ,reverses Chromosome-Painting-
Verfahren*.

Die Test-DNA kann beispielsweise mit grin fluoreszierendem Anti-Digoxogenin,
die Referenz-DNA mit rot fluoreszierendem Avidin sichtbar gemacht werden.
Teile des Testgenoms, die in hoherer oder niedriger Kopienanzahl als im
balancierten Karyotyp der Kontroll-DNA vorkommen, fihren im entsprechenden
Chromosom(enabschnitt) zu  einer  starkeren  oder  schwacheren

Fluoreszenzintensitat.

Eine akkurate Auswertung ist aber auf eine sensitive Kamera und eine
computergestitzte Bildanalyse angewiesen (Speicher et al. 1993, Lottspeich
und Zobras 1998): Die Fluoreszenzen werden separat fur Test- und Kontroll-
DNA entlang jedes Chromosoms mit bildanalytischen Verfahren quantitativ
erfasst und zu einem Fluoreszenzratioprofil verrechnet. Bei gleichen Werten fir
beide Fluorochrome ergibt sich eine Ratio von 1,0. Abweichende
Fluoreszenzverhdltnisse zeigen Gewinne oder Verluste des genomischen
Materials an, und es kommt zu einem Abweichen des Fluoreszenzratioprofils
von der Mittellinie. Ein einfacher Zugewinn, entsprechend einer Trisomie,
aullert sich in einer Fluoreszenzratio von 3:2 und ein einfacher Verlust
(Monosomie) in der Fluoreszenzratio von 1:2. Mehrfache Zugewinne oder
Verluste ergeben entsprechend hohere Werte. Die Auspragung der
Fluoreszenzunterschiede héngt dabei von der GroRe des verdnderten
Chromosomenabschnitts, sowie von dem Anteil der veranderten Zellen in der
Probe ab, aus der die Test-DNA gewonnen wurde. Ausgepragte genomische
Imbalancen bewirken Veranderungen der Fluoreszenzintensitaten, die im
Mikroskop mit blo3em Auge erkennbar sind, wie am Beispiel einer Trisomie 21
gezeigt (Abb. 1.4). Kleinere Verschiebungen der Fluoreszenzaktivitat dagegen
kobnnen nur mit Hilfe einer rechnergestlitzten digitalen Bildanalyse der

Farbzusammensetzung aufgedeckt werden.
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Abb. 1.4 Das Prinzip der Comparativen Genomhybridisierung (CGH)
(nach Lottspeich und Zorbas, 1998)
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Cohybridisierung auf Chromosomen eines gesunden Spenders

Detektion mittels Fluorochrom-
markierter Antikérper

CGH-Analyse von DNA aus einem weiblichen Spontanabort der
12. SSW (MR-95) mit Trisomie 21. Dargestellt ist eine
Metaphase nach Hybridisierung. Die Chromosomen 21 fallen
durch eine intensive Griun-Fluoreszenz auf. Da sowohl
Metaphase-Chromosomen als auch die Referenz-DNA von
einem mannlichen Spender stammen, kommen X- bzw. Y-
Chromosom mit intensiver Grin- bzw. Rot-Fluoreszenz zur

Darstellung.
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Abb. 1.5 CGH-Profil eines weiblichen Aborts mit Trisomie 21

i

I

|
Sl
1

4-14 513

1%

|
|

#17

1115 12,16

g
~ 2
B8 amas 8 e

1914 2018 Z1-18 22/13 X-18 [TE]

Die Fluoreszenzintensitat der Fluorochrome FITC und TR wurden getrennt in p-
und g-Arm Uber die Lange der einzelnen Chromosomen erfal3t und zueinander
ins Verhaltnis gesetzt. Zur Ermittlung von Uber- bzw. Unterreprasentationen
wurde der Schwellenwert auf die 3fache Standardabweichung festgesetzt.
Mindestens 10 Chromosomen eines jeden Typs wurden fur die CGH analysiert.
Die genaue Anzahl ist rechts neben der Chromosomenbezeichnung gelistet.
Die Ergebnisse wurden fir jedes Chromosom getrennt in Bezug auf das
jeweilige Chromosomenideogramm grafisch dargestellt. Regionen mit
chromosomalen Imbalancen wurden mittels Balken verdeutlicht, dabei wurde

rot fir Unter- und gruin fiir Uberreprasentation gewahilt.

15.1 Sensitivitat und Validitat der CGH

Ein groRer Vorteil der CGH liegt darin, daf sie die Untersuchung kompletter
Genome in nur einem Versuchsansatz ohne Anlegen einer Zellkultur auf
verschiedene genetische Veranderungen hin ermdéglicht (Storkel et al. 1996).
Diese Methode umgeht somit Probleme, die bei der Zellkultivierung und
anschlieBenden Auswertung entstehen konnen. Als problematisch bei der

zytogenetischen Untersuchung von abortiven Chorionzotten gelten in erster
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Linie eine mdgliche Kontamination der Ausgangsgewebe, eine Kontamination
der Kultur mit mutterlichen Zellen sowie Mosaikbefunde.

Im Gegensatz zu anderen modernen molekular(zyto)genetischen Methoden wie
die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) oder die PCR-Analytik, welche nur
gezielt zur Untersuchung von Teilen des Genoms sinnvoll eingesetzt werden
koénnen, eignet sich die CGH hervorragend als Screeningverfahren, da sie das
Gesamtgenom erfasst.

Als nachteilig ist zu werten, dal3 die CGH ausschlie3lich chromosomale Netto-
Gewinne oder -Verluste, und daher keine balancierten
Chromosomenaberrationen wie z. B. Translokationen oder Inversionen erfalf3t,
weil diese keine Verschiebung des Fluoreszenzratioprofils bewirken (Kallioniemi
et al. 1994).

Etabliert wurde die CGH als Screeningverfahren in der Tumorzytogenetik zur
Detektion genetischer Imbalancen. Da gerade die genetischen Imbalancen in
der Tumorgenetik eine grol3e Rolle spielen, hat diese Methode schnell grof3en
Einfluld auf die genetische Analyse von Tumoren gewonnen. Die CGH wird zur
Klassifikation und Malignitatsbeurteilung insbesondere von soliden Tumoren
eingesetzt (Storkel et al. 1996, Forozan et al. 1997). In Zukunft kdnnte die CGH
Frihdiagnostik von Tumoren ermoglichen (Hemminki et al. 1997) und
Bedeutung fir Prognoseabschatzung und Therapieplanung anhand
molekulargenetischer Risikofaktoren erlangen (Visakorpi et al. 1995, Storkel et
al. 1996).

Von besonderem Interesse ist, dass die CGH auch an langjahrig archiviertem
Material durchgefuhrt werden kann, wobei auch sehr kleine Gewebeproben
ausreichend sind. Im Bedarfsfall kann die DNA universell amplifiziert werden, so
dass letztlich fur eine Analyse die DNA einiger Zellen ausreichend ist, um
Imbalancen gesichert zu erfassen (Speicher 1993, Aviram-Goldring et al. 2000,
Fritz et al. 2000). Neueste Studien zeigen, dass mittels CGH Aneuploidien auch
auf Einzelzellniveau nachgewiesen werden konnen (Voullaire et al. 2000, Wells
et al. 2002).

In jungster Zeit findet die CGH Anwendung bei Fragestellungen in der
Reproduktions-, Pra- und Perinatalmedizin. Aneuploidien unter Feten und
Neonaten  konnten zweifelsfrei nachgewiesen werden (Yu et al. 1997,
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Christiaens et al. 2000, Benzacken et al. 1998, Erdel et al. 1997). Somit
ermoglicht die CGH-Analyse die atiologische Einordnung von Fehlbildungen,
wenn eine herkdmmliche zytogenetische Analyse durch Autolyse oder Fixierung
des Materials erfolglos war. Im Rahmen der Pranatal- und Abortdiagnostik kann
die CGH an Amnionzellen und Chorionzotten ergdnzend zur Zytogenetik oder
stellvertretend bei Kulturversagen zur Detektion der haufigen numerischen
Aberrationen eingesetzt werden (Wang et al. 1995, Daniely et al. 1998, 1999,
Lomax et al. 2000). Auch zur retrospektiven Charakterisierung unbalancierter
struktureller Chromosomenanomalien im Rahmen der Fetalpathologie hat sich
die CGH als geeignet herausgestellt (Daniely et al 1998). Sie konnte Beitrag
leisten, de novo Aberrationen, familiare sowie kryptische Translokationen
aufzuklaren (Levy et al. 1997, Aviram-Goldring et al. 2000, Fritz et al. 2000). Fur
die betroffenen Familien sind die Ergebnisse von grol3er Bedeutung, da sie

Grundlage zur Abschéatzung des Wiederholungsrisikos sind.

1.6 Ziele der vorliegenden Arbeit

Spontanaborten des 1. Schwangerschaftsdrittels liegen in 50-60%
Chromosomenanomalien zugrunde. Die hdchsten Aberrationsraten werden in
Studien mit hohen Erfolgsquoten in der Zellkultur gefunden (s. Tab.1.3a, b; Tab.
4.1). Dennoch bleiben bisher mindestens 10% des Abortkollektivs
zytogenetisch nicht erfasst.

Das Ziel dieser Arbeit ist es, von dieser zytogenetisch bisher nicht zuganglichen
Gruppe friher Spontanaborte den chromosomalen Status mittels Comparativer
Genombhybridisierung (CGH) retrospektiv zu erheben. Die Karyotypisierung von
Spontanabortmaterial ist eine wesentliche Voraussetzung fur die Aufklarung der
Abortursache und stellt die Basis fur eine genetische Beratung betroffener
Paare dar. Es ergeben sich daraus Indikationsstellung fur weiterfihrende
Diagnostik, und sie hat daher auch prognostische Bedeutung fur nachfolgende
Schwangerschaften.

Wir stellen die Hypothese auf, dass in dem Abortkollektiv, welches in vitro kein
Zellwachstum aufwies (Kulturversager) und sich somit einer zytogenetischen
Charakterisierung entzog, eine hohe Frequenz chromosomaler Aberrationen
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aufzufinden ist. Wir nehmen an, dass insbesondere bei sehr frihen Aborten mit

Regressionszeichen schwere chromosomale Imbalancen aufzudecken sind, die

sich in Art und Verteilungsmuster von Aborten, die mittels konventioneller

Zytogenetik charakterisierbar waren, unterscheiden.

Hierzu sollen in dieser Studie 60 Spontanaborte des ersten Trimenons, welche

aus unabhéangigen Stichproben aus Mainz und Marburg stammen, mittels CGH

auf chromosomale Imbalancen untersucht werden. Als Ausgangsmaterial dient
genomische DNA, welche aus nativ eingefrorenen Abortgeweben isoliert wurde.

Folgenden Fragestellungen soll nachgegangen werden:

e Welche Chromosomenaberrationsrate lasst sich ermitteln? Welche
Chromosomen sind vorwiegend betroffen und bedingen die Frihletalitat der
Fruchtanlage? Ergeben sich Unterschiede zu Aborten, die unter
Kulturbedingungen gewachsen sind?

e Kaorreliert das histologische Zottenbild der Plazenta mit dem chromosomalen
Status?

e Kaorreliert der chromosomale Status mit dem fetalpathologischen Befund?

e Hat die parentale Herkunft der Chromosomenstérung EinfluR auf den
Schweregrad der Wachstums- und  Differenzierungsstérung  der
Plazentazotten? Diesbezlglich sind bisher noch keine Untersuchungen
durchgefuhrt worden.

Die Ergebnisse der CGH-Studie sollen mit Daten aus einer Kontrollgruppe

verglichen werden. Zur Kontrollgruppe wurden 4693 Spontanaborte des 1.

Trimenons zusammengefallt, die im gleichen Zeitraum (1993-1999) in dem

hiesigen Labor fiur Zytogenetik sowie in Kooperation mit dem Labor fur

Zytogenetik der Abteilung fir Kinderpathologie der Universitatsklinik Mainz

erfolgreich untersucht worden waren. Die Korrelation der CGH-Ergebnisse mit

anamnestischen und histologischen Angaben soll klaren, ob ein

Zusammenhang zwischen Kulturversagen und ermittelten

Chromosomenaberrationen, Manifestationszeitpunkt der Aborte, maternalem

Alter oder Schweregrad der plazentaren Funktionsstérungen anzunehmen ist.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

211 Chemikalien

Acrylamid 30 % in Rotiphorese Gel A
Agarose

Albumin Bovine (BSA)
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Anti-Digoxigenin-Fluorescein-Fab-
Fragment

Aqua ad iniectabilia
Bisacrylamidlésung 2 %
Rotiphorese Gel B

Borsaure (H3BO3)
Bromphenolblau

BSA, DNAse Free (fur PCR)

DAPI (4,6-Diamidino-2-phenylindol)
Dextransulfat

Dimethylsulfoxid 99,7 % (DMSO)
EDTA-Dinatriumsalz

Essigsaure 100 % (Eisessig)
Ethanol absolut

Ethidiumbromid ( 10 mg/ml)
Fluorescein Avidin

Formaldehyd

Formamid deion.

Glycerin

Human COT-1 DNA (1mg/ml)

Isopropanol

Roth, Karlsruhe
GIBCO BRL, USA
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Boehringer, Mannheim

Braun, Melsungen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Pharmacia Biotech
Sigma, Deisenhofen
Pharmacia, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Riedel-de Haen, Seelze
Serva, Heidelberg
Vector, Kanada

Roth, Karlsruhe

Riedel de Haen, Seelze
Roth, Karlsruhe
GIBCO BRL, USA

Merck, Darmstadt
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Kaliumdihydrogenphosphat

Marabu Fixogum Rubber Cement
Natriumcarbonat

Pronase E (aus Streptomyces Griseus)
Salpetersaure

SDS (Sodiumdodecylsulfat)

Silbernitrat

Streptavidin-TEXAS-RED
Tetramethylethylene-diamine (TEMED)
Tris-(hydroxylmethyl)-aminomethan
Triton X-100

Tween 20

Vectashield Mounting Medium

Xylencyanol

Merck, Darmstadt

Erich Feucht GmbH, Tamm
J. T. Baker, Deventer, Niederlande
Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Boehringer, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Vector Laboratories, Kanada
Roth, Karlsruhe

Alle weiteren handelsiblichen Chemikalien (pro analysi) wurden von Merck

(Darmstadt), Serva (Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen) bezogen.

2.1.2

Sofern nicht gesondert angegeben, wurden alle Ldsungen,

Ldsungen, Puffer und Medien

Puffer und

Nahrmedien mit entmineralisiertem Wasser angesetzt und autoklaviert oder

sterilfiltriert. Der pH-Wert wurde mit Salzsdure oder Natronlauge eingestellit.

2121

Antibiotikum/Antimykotikum-L6sung:
Penicillin/Streptomycin (10 000 units/ml)
Amphotericin (25 pg/ml)

Fetales Kalberserum

Mc Coy's 5A-Medium

Natriumbicarbonat 7,5 %

Losungen, Puffer und Medien fur die Zellkultur

GIBCO BRL, USA

GIBCO BRL, USA
GIBCO BRL, USA
GIBCO BRL, USA



2. Material und Methoden

33

Colcemid-L6sung (10pg/ml) Boehringer Mannheim
Phytohaemagglutinin (PHA) Welcome Diagnostics, England
Trypsin-EDTA-L6sung (1x) Biochrom, Berlin

(Trypsin 0,5%, EDTA 0,2 %)

Hypotone LOsungen:

PBS-Puffer:

Fixativ-LOosung:

75 mM Kaliumchlorid-Lésung
1 % Natriumcitrat/75 mM Kaliumchlorid (1:1, vol:vol)

8 g Natriumchlorid, 0,2 g Kaliumchlorid, 0,2 g
Kaliumhydrogenphosphat, 1,15 g Dinatrium-
hydrogenphosphat ad 1000 ml Aqua bidest., pH 7,2

Ethanol/Eisessig (3:1, vol:vol)

2.1.2.2 Ldsungen fur die DNA-Extraktion und -Fallung

Red cell lysis buffer:
(RCLB)

TE-Puffer:

Zellkern-Lysis Puffer:
(SE-Puffer)

10%ige SDS-LOsung:

5M NaCl-Losung:

Pronase:

Ethanol

Mastermix:

1,21 g Tris, 1,01 g MgCl, 0,58 g NaCl ad 1000 ml A.
bidest

1,21 g Tris, 0,372 g Na -EDTA ad 1000 ml A. bidest

75 mM NaCl, 1 mM Na -EDTA ad 1000 ml A. bidest

10 g Sodiumdodecylsulfat ad 100 ml A. bidest., wegen
Toxizitat der Substanz sind Mundschutz und

Handschuhe zu tragen, Lésung sterilfiltrieren
292,2 g NaCl ad 1000 ml A. bidest

100 mg Pronase (von Streptomyces griseus) ad 10 ml
A. bidest; Aliquots a 1 ml einfrieren

70% und 100%

Formamid 50%, Dextransulfat 10%, 2 x SSC
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2.1.2.3 Reagenzien fur die Nick-Translation

Biotin-16-UTP: 1 mM

Boehringer Mannheim

Digoxigenin-11-dUTP: 1 mM Boehringer Mannheim

Nick Translation Kit:

Nick Translation Enzyme

Abbott Laboratories, IL, USA

10 X Nick Translation Buffer
dATP, dCTP, dGTP, dTTP, (0,3 mM)

Nuclease-free Water

2.1.2.4 Reagenzien fur die Comparative Genom Hybridisierung

und FISH-Analysen mit zentromerspezifischen Sonden

20 x SSC:

4 x SSC:
2 X SSC:
1 x SSC:
0,1 x SSC:

4 x SSC/Triton:

2 X SSC/Triton:

2 X SSC/Tween

4 x SSC/3 % BSA:
(Blockungslésung)
4 x SSC/Tween/
3% BSA

350,4 g NaCl + 176,4 g Natriumcitrat
ad 2000 ml Aqua bidest., pH 7,0

20 ml 20 x SSC + 80 ml Aqua bidest.
100 ml 20 x SSC + 900 ml Aqua bidest.
50 ml 20 x SSC + 950 ml Aqua bidest.
5 ml 20 x SSC + 995 ml Aqua bidest.

200 ml 20 x SSC + 800 ml Aqua bidest.
+ 1 ml Triton X-100

100 ml 20 x SSC + 900 ml Aqua bidest.
+ 1 ml Triton X-100

100 ml 20 x SSC + 900 ml Aqua bidest.

+ 1,8 ml Tween 20

20 ml 4 x SSC + 0,6 g bovines Serumalbumin,
aliquotieren a 1 ml und lagern bei — 20 °C
20 ml 4 x SSC + 0,2 ml Tween 20 + 0,6 g BSA
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4 x SSC/1 % BSA:

Inkubationspuffer

far Antikorper

Mastermix:

Formamid :

Anti-Avidin, Biotin

konjugiert:

Anti-Digoxigenin-
Rhodamin-Fab-

Fragment:

DAPI:

2.1.2.5

Enzym: AmpliTaq DNA-Polymerase

dNTP-Stammlésung:

20 ml 4 x SSC + 0,2 g bovines Serumalbumin,

aliquotieren a 1 ml und lagern bei — 20 °C

11 ml Formamid deion. + 2 g Dextransulfat + 1 ml 20 x
SSC, vortexen und Iésen bei 70°C, pH 7,0 ad 14 ml mit

Aqua dest. auffillen

Deionisiert mit lonenausstaucher Dowex, pH 7,0,

sterilfiltriert, aliquotiert und bei 4°C gelagert

Stocklésung 1 1:200
verdiunnt mit 4 x SSC/Tween 20/1 % BSA (vol:vol:vol),
Endkonzentration 5 pug/ml

mg/ml, Gebrauchslésung

Stocklosung 200 pg Lyophilisat/ml  A. bidest.,
Gebrauchslosung 1:10 verdunnt mit 4 x SSC/Tween

20/1 % BSA (vol:vol:vol), Endkonzentration 20 pg/mi

70 ml 4 x SSC/Tween 20 + 84 pl DAPI Stocklosung
(200 pg/ml)

PCR-Zuséatze und Primer

PerkinElmer, USA

Amersham Pharmacia Biotech,

DNA Polymerisation Mix (dATP, dTTP, dGTP, Wien, Osterreich

dCTP)
10 x PCR-Puffer

Primer: Map pairs Weber

PerkinElmer, USA
Research Genetics, USA

Screening Set Version 6a
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2.1.2.6 Ldsungen fur Gelelektrophoresen

Natives Polyacrylamidgel (PAA-Gel), 8 %:
Acrylamidlésung 30 % (Gel A, Roth): 19,4 ml
Bisacrylamidlésung (Gel B, Roth): 9,9 ml
1 x TBE-Puffer: 45,7 ml (55.02 g Borsaure, 107.8 g Tris(-base), 7,44 g EDTA
ad 1000 ml Aqua bidest, pH 8,0)
Ammoniumpersulfat 10% (APS): 750 pl (0,45 g APS ad 4,5 ml A. dest.)
Tetraethylendiamin (TEMED): 50 pl

2%iges Agarosegel
2 g Agarose auf 100 ml 1xTBE Puffer, 5 pl Ethidiumbromid (1%)

Gelladepuffer
0,25 % Xylencyanol, 0,25 % Bromphenolblau, 30 % Glycerin

Langenstandard Marker VIII.
35 ul Marker VIl (0,25 pg/ml), 35 pl 10 x TBE, 180 pl H,O, 100 ul
Bromphenolblau (20 mg/ml)

Langenstandard Marker 100 bp:
5 pl Marker 100 bp (1 pg/ml, GIBCO BRL), 25 ul 10 x TBE-Puffer, 220 ul
H,O, 50 ul Bromphenolblau (20 mg/ml)

2.1.2.7 Reagenzien zur Silberfarbung

Essigsaure 10%

Farbeldsung: 2%ige Silbernitratlosung
(800 mg ad 400 ml Aqua dest.)

Entwicklungslosung: 3%ige Natriumcarbonatlésung, 1/800 vol 37%iges

Formaldehyd



2. Material und Methoden

37

Stopp-LOsung:

Gelfixierlésung:

2.1.3 Geréate und Zubehor

Autoklav
CO3-Brutschrank
Gelelekrophoresekammer
horizontal
vertikal
Gelelekrophoreseschlitten
Gelfarbegerat
(Hoefer Automated Gel Stainer)

Gelkdmme

Agarosegelkdmme (1 mm und 2 mm)

PAA-Gelkamme
(0,2 mm und 0,8 mm)
Gewebeeinbettautomat, Citadel 2000
Magnetriihrer lkamag RO
Mikrowelle Typ M742
pH-Meter
Photometer UV-160
Pipetten
Eppendorf-Pipetten
Multipette
Pipettenspitzen
(Biosphere Quality Tips)
Reaktionsgefalie
Falcon tubes (50 ml)
Micro-Test-Tubes (0,5 ml, 1,5 ml)
Kulturréhrchen (12 ml)

10%ige Essigsaure

10 ml Glycerin (2%) + 280 ml Ethanol 100 %
ad 1000 ml H,O

Gossner, Hamburg

Heraeus, Hanau

Gibco BRL, USA
Gibco BRL, USA
AGS, Heidelberg
Pharmacia Biotech, USA

AGS, Heidelberg
Gibco BRL, USA

Fa. Shandon, Frankfurt
Ika-Werk, Staufen
Philips, Schweden
WTW, Weilheim

Shimadzu, Japan

Eppendorf Geratebau, Hamburg
Eppendorf Geratebau, Hamburg

Sarstedt, NUmbrecht

Falcon, USA

Eppendorf Geratebau, Hamburg

Falcon, USA
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Schittelwasserbad (GFL 1083)

Spannungsgeber

Steril-Werkbank Lamin Air

(Typ HB 2448)

Thermocycler

(OmniGene Thermal Cycler)

Tischzentrifugen
Mikrozentrifuge (Biofuge 13)
Biofuge 28 RS
Eppendorf-Zentrifuge

Waagen
Préazisionswaage
Feinwaage

Warmeplatte

Warmeschrank

Wasserbad (RM 6)

GFL, Munster
Biometra, USA

Heraeus, Hanau

HYBAID limited, UK

Heraeus Instruments, Hanau
Heraeus Instruments, Hanau

Eppendorf Geratebau, Hamburg

Sartorius, Gottingen
Sartorius, Géttingen
Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau

Lauda, Lauda-Konigshofen

2.1.4 Untersuchungsmaterial

Im Rahmen einer Studie zur Abklarung der Inzidenz uniparentaler Disomien
unter frihen Spontanaborten wurden in der Abteilung fir Klinische Genetik in
Marburg und in der Abteilung fiur Kinderpathologie in Mainz Gewebe
plazentaren und falls vorhanden embryonalen Ursprungs asserviert. Fur die
meisten Falle aus Marburg konnte aul3erdem 10 ml EDTA-Blut der Eltern
kryokonserviert werden.

Fur diese Arbeit wurden 32 frilhe Spontanaborte aus Mainz und 28 aus
Marburg ausgewahlt, bei denen keine zytogenetische Diagnose erhoben
werden konnte, da die Zellen unter in vitro Bedingungen nicht proliferierten. Bei
diesen insgesamt 60 Aborten handelt es sich um Spontanaborte des 1.
Trimenons aus den Jahren 1993-1998. Die Erhebung anamnestischer Daten
und die Ermittlung des Gestationsalters durch Ultraschall erfolgte in den
kooperierenden Abteilungen fir Gynékologie und Geburtshilfe in Mainz und

Marburg.
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Fur die Comparative Genomhybridisierung wurde DNA aus den asservierten
Abortgeweben gewonnen, sowie DNA einer mannlichen Kontrollperson als
Referenz-DNA. Die Zielchromosomen zur Hybridisierung stammten ebenfalls

von einem mannlichen, klinisch und zytogenetisch unauffalligen Probanden.

2.2 Methoden

2.2.1 Untersuchung der Plazentae und Embryos

22.11 Makroskopische Begutachtung der Plazentae, Fixation

und Paraffineinbettung

Nach Eingang des Abortmaterials wurde dieses auf Vollstandigkeit, Art und
Struktur der Gewebebestandteile hin untersucht und Proben fur die
zytogenetische und histologische Untersuchung entnommen. Von jedem Fall
wurden zusatzlich jeweils 50-200 mg Chorionzottenmaterial enthommen und
bei -80 °C nativ tiefgefroren, um die spatere DNA-Extraktion zu ermdglichen.
Anschlielend wurde das restliche Material fur mindestens 12 Stunden in
4%igem Formalin fixiert. Fur die histologische Begutachtung wurden dann bis
zu funf Proben pro Fall enthommen und in Paraffin eingebettet. Nach
Aushartung der Paraffinblockchen wurden Schnitte mit einem Mikrotom

angefertigt und auf entfettete Objekttrager aufgezogen.

2.2.1.2 Histologische Farbungen

Routinemé&nRig kamen zwei Farbungen zur Anwendung:

e Die Hamatoxylin-Eosin-(HE)-Farbung, die Zellkerne und Kalk blau,
Zytoplasma und Kollagenfasern rot anfarbt.

¢ Die van Gieson-Farbung, bei der sich Zellkerne schwarz, Bindegewebsfasern

rot, Muskulatur und Zytoplasma gelb anfarben.
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2.2.1.3 Histologische Beurteilung der Plazentae

Die morphologischen Veranderungen der Chorionzotten wurden der CGH-
Analyse zeitlich vorgeschaltet und somit in Unkenntnis der durch die CGH
erzielten Diagnose beschrieben. Die Einordnung der Zottenalterationen erfolgte
entweder als primare Unterwertigkeit der Gewebe (PGU) mit schwerwiegenden
Veranderungen wie Chorionzottenhydrops, atypische Kontur und Grol3e der
Zotten, Zottenstromafibrose, Trophoblastinklusionen sowie mangelhafte
Vaskularisation. Unspezifische und regressive Plazentaveranderungen mit
Zottenfibrose, Trophoblastatrophie, -eosinophilie und Gefal3kollaps wurden der

PGU-Gruppe gegenubergestellt.

2.2.1.4 Makroskopische Beurteilung der Embryos

In den Fallen mit vorliegenden Embryos bzw. -fragmenten wurden diese in
Formalin konserviert, und soweit moglich unter einem Invertoskop seziert, um

organische Veranderungen zu erfassen.

2.2.2 Lymphozytenkultur

Zur Lymphozytenkultivierung wurde heparinisiertes Blut verwendet. Die
Kultivierung der Lymphozyten erfolgte in 10 ml Mc Coy's Medium,
supplementiert mit 10 % fetalem Kalberserum, 100 pl Antibiotikum-
Antimykotikum-Lésung zur Vermeidung von Kontamination durch Bakterien
oder Pilze, 120 pl Bikarbonatlosung 7,5 % zur Pufferung im physiologischen
Bereich und 200 pl PHA (Phytohaemagglutinin) zur Wachstumsstimulierung.
Nach Kultivierung bei 37 °C Uber 72 Stunden wurden durch Zugabe von 0,1 ml
Colcemid-Losung (10 pg/ml) die Zellteilungen unterbrochen und die Kultur far

weitere 2 Stunden fortgesetzt.
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2.2.3 Chromosomenpraparation

Nach Umfullen der Zellsuspension in 10 ml Zentrifugenrbhrchen, Zentrifugation
bei 1000 rpm fur 10 Minuten und Verwerfen des Uberstandes wurde 6 ml 0,075
M Kaliumchlorid (37 °C) als hypotone Losung hinzugegeben. Die Behandlung
mit einer hypotonen Losung dient der besseren Spreitung und somit der
Darstellbarkeit der Chromosomen. Durch osmotische Flussigkeitsaufnahme in
die Zellen wird eine Zellschwellung herbeigefuhrt. Auf diese Weise werden die
Erythrozyten zerstért und konnten nach 20 minttiger Inkubation bei 37 °C durch
Zentrifugation bei 1000 rpm fiir 10 Minuten und Abpipettieren des Uberstandes
entfernt werden. AnschlieBend wurde 6,0 ml eisgeklhlte Fixierlésung
(Ethanol/Eisessig 1:3; v:v) hinzugegeben, vorsichtig durchmischt und erneut
bei 1000 rpm fur 10 Minuten abzentrifugiert. Dieser Arbeitsschritt wurde
insgesamt viermal durchgefuhrt. Schlie3lich wurden zum verbliebenen Zellpellet
0,5 ml Eisessig zugegeben und vorsichtig resuspendiert, um eine vollstandige
Fixierung der Zellen zu erhalten.

Die Zellsuspension wurde dann auf entfettete, kaltfeuchte Objekttrager
aufgetropft und mittels eines Phasenkontrastmikroskops (Fa. Zeiss) hinsichtlich
Dichte und Spreitung der Chromosomen beurteilt. Die Objekttrager wurden
anschlieend fir 24 h bei Raumtemperatur gelagert und dann der weiteren
Bearbeitung zwecks FISH und CGH zugeflhrt (s. Kap. 2.2.7; 2.2.8).

2.2.4 DNA-Isolierung

Die in dieser Arbeit verwendete DNA stammt zum einen aus Abortgeweben

(Chorionzotten, Eihaut), zum anderen aus peripherem Blut.

2.2.4.1 DNA-Isolierung aus Blut

Genomische DNA laRt sich aus Leukozyten menschlichen Blutes gewinnen.
Dazu entfernt man die kernlosen Erythrozyten und lysiert schlie3lich die
Leukozyten. Die freiwerdenden Proteine werden enzymatisch abgebaut und
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ausgesalzen. Zuletzt wird die DNA durch Ethanolgabe ausgeféllt und isoliert
(nach Miller et al. 1988).

Das tiefgefrorene EDTA-Blut wurde zunadchst bei Raumtemperatur aufgetaut
und in Falconréhrchen Uberfuhrt. Mit 4 °C kaltem RCLB (Red Cell Lysis Buffer)
auf ca. 40 ml Volumen aufgefillt und unter intermittierendem Schwenken fur 15
Minuten auf Eis gelagert, erfolgte die selektive Lyse der Erythrozyten. Durch
anschlielende Zentrifugation bei 4 °C, 3000 rpm fur 10 Minuten wurden die
Erythrozyten-Trimmer mit dem Uberstand verworfen. Dieser Arbeitsschritt
wurde mit 15 ml RCLB wiederholt; dabei war darauf zu achten, dal} das Pellet
durch Schutteln vollstandig resuspendiert war. Nach erneuter Zentrifugation
wurde das Pellet in 5 ml SE-Puffer, 50 ul Pronase und 500 pl SDS 10 % gel6st
und bei 37 °C uUber Nacht im Schuittelwasserbad belassen. Auf diese Weise
erfolgte die Proteolyse der Zellmembranen und die Freisetzung der DNA aus
den Zellkernen. Gleichzeitig wurden auch die Nukleasen irreversibel inaktiviert
und so die DNA vor Verdauung durch DNAsen geschutzt. Um eine moglichst
vollstandige Lyse der Leukozyten zu erzielen, wurden dem Ansatz nochmals 5
ml SE-Puffer zugesetzt und fir weitere 5 Minuten bei 55 °C inkubiert. Durch
Zugabe von 2,5 ml 5 M NaCl-Lésung und sofortigem Mischen wurden die
proteinogenen Zelltrimmer ausgeféllt. Sie lieRen sich durch Zentrifugation bei
Raumtemperatur (15 Minuten, 3000 rpm) von der DNA abtrennen. Die DNA aus
dem Uberstand wurde durch Zugabe von 30 ml eiskaltem 96-%igem Ethanol
gefallt. Die Menge des zugesetzten Ethanols richtet sich nach dem Volumen
der DNA-LOsung und sollte das 2,5-3fache betragen. Das mitgefallte Salz
wurde durch anschlieRendes Waschen in 70-%igem Ethanol grol3tenteils
entfernt. Je nach geschatzter Menge DNA wurde die DNA in 300-600 pl TE-
Puffer geldst. Aus 10 ml EDTA-BIut lie3en sich im Mittel zwischen 400 und 600
ug hochmolekulare DNA gewinnen. Die DNA-Konzentration wurde durch

photometrische Messungen ermittelt (Kapitel 2.2.4.).
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2.2.4.2 DNA-Isolierung aus Abortgewebe

Analog zur DNA-Gewinnung aus Leukozyten wurde zur DNA-Isolierung aus
Abortgewebe die Aussalzmethode (nach Miller et al. 1988) angewendet. Die bei
-80 °C gelagerten Proben wurden unter flissigem Stickstoff in einem Maorser
pulverisiert, um einen moglichst optimalen Zellaufschlu3 zu gewahrleisten.
Durch Zugabe von wenigen ml PBS-Puffer wurde das Gemisch in ein Falcon-
Tube Uberfuhrt und bei 3000 rpm fur 5 Minuten abzentrifugiert. Pro Rohrchen
wurden nun 2 ml Lysispuffer (SE-Puffer), 200 ul SDS und 3 pl Pronase
hinzugefigt und wie in Kapitel 2.2.4.1. fortgefahren: Zelllyse bei 37 °C uUber
Nacht, Aussalzen der Proteine mit 5 M NaCl-Losung, Féllung der sich im
Uberstand befindenen DNA mittels Ethanol, Lésung der DNA in TE-Puffer,

photometrische Ermittlung der DNA-Konzentration, siehe Kapitel 2.2.5.

2.25 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung von DNA basiert auf dem Absorptionsmaximum
der Nukleinsauren bei 260 nm Wellenlange. Fur die photometrische Messung
wurden Quarzkivetten (mit 1 cm Schichtdicke) benutzt, weil diese UV-Licht
nicht absorbieren. Unter diesen Voraussetzungen hat eine Losung mit einer
DNA-Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA einen Absorptionswert
von 1 (sogenannte Optische Dichte, OD, Maniatis et al. 1989). Proben der
DNA-Isolate wurden nun im Verhéltnis von 1:50 mit Aqua dest. verdinnt und
gegen einen Probenleerwert (H,O) gemessen.

Das Absorptionsmaximum fir Proteine liegt bei 280 nm. Durch Bildung des
Quotienten aus ODggo zu ODogp lafdt sich die Reinheit der Nukleinsaurelésung
abschatzen. Eine reine DNA-LOsung besitzt den OD,60/OD2go-Wert von 1,8.
Werte grolRer 2 weisen auf Kontamination durch RNA hin, Werte kleiner 1,7
lassen auf Verunreinigung durch Proteine schlieRen. Die Werte der aus Blut
extrahierten DNA lagen zwischen 1,6-1,9, die der DNA aus Abortgewebe
zwischen 1,5-1,8.
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2.2.6 Nick-Translation

Die Nick-Translation dient zur enzymatischen Markierung von DNA mittels
chemisch veranderten Nukleotiden. Nukleotide kdnnen nicht radioaktiv mit
Molektlen wie Digoxigenin oder Biotin modifiziert werden, wie zum Beispiel als
Biotin-16-dUTP und Digoxigenin-11-dUTP. Bei der Nick-Translation werden
pankreatische DNAse | und die E. coli DNA-Polymerase eingesetzt. Die DNAse
katalysiert zunachst die Bildung von Einzelstrangbriichen (nicks). Auf diese
Weise entstehen freie 3" Hydroxyl- und 5 'Phosphatenden. Dabei wird die DNA
in Fragmente von 500-1500 bp geschnitten. Die exponierte Bruchstelle dient
dann als Ausgangspunkt fur eine weitere Reaktion, bei der tUber die DNA-
Polymerase-Aktivitat der DNA-Polymerase | von E. coli am 3 -Hydroxylende
des Bruchs neue Nukleotide angefiigt werden. Hierzu werden
fluoreszenzmarkierte Nukleotide im Reaktionsgemisch angeboten. Gleichzeitig
baut die 5 -3 -Exonuklease-Aktivitat desselben Enzyms auf der anderen Seite
des Bruchs weitere Nukleotide ab. Dadurch wird die Bruchstelle langsam im 5°-
3'-Richtung verschoben (nick translation). Fur eine effektive Markierung der
DNA ist ein ausgewogenes Verhaltnis der Reaktion von DNAse und

Polymerase notwendig.

2.2.6.1 Vorbereitung der Nukleotide

Mischung unmarkierter Nukleotide herstellen, z. B.:

8 ul dATP, 8 ul dGTP, 8 pl dCTP (0,3 mM) mischen, reicht fur 2 Ansatze.
1:10 Verdlinnung von Digoxigenin-11-dUTP (1mM) mit Aqua dest. (0,1mM)
1:3 Verdunnung von dTTP (0,3mM) mit Aqua dest. (0,1mM)

2.2.6.2 Markierung der genomischen DNA

Im Reaktionsgemisch fur die Nicktranslation befand sich die zu markierende
DNA (Test-DNA bzw. Referenz-DNA), Puffergemisch, Wasser, Nukleotide,

Biotin- bzw. Digoxigenin-markierte Nukleotide und das Enzymgemisch. In der
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Tabelle 2.1 ist der Reaktionsansatz dargestellt. In die Nicktranslation wurden

schlielich 10 pl des Reaktionsansatzes eingesetzt.

Tab. 2.1 Nicktranslation: Reaktionsanséatze
Reaktionsansatz zur Reaktionsansatz zur
Markierung der Test-DNA Markierung der Referenz-DNA

((jdl\}\TTZ,M dDC(STP, dgctpy 10 10

Nicktranslationspuffer 5l 5ul

dTTP 7 pl Tul

Digoxigenin-11-dUTP 3ul -

Biotin-16-dUTP - 1l

1 pg DNA X ul Test-DNA X ul Referenz-DNA

Aqua bidest. X ulad 40 ul X ulad 40 ul

1 ug der Test- bzw. Referenz-DNA wurden unter Zugabe der mitgelieferten
Enzymmischung fir 2 Stunden bei 15 °C inkubiert. AnschlieRend wurde die
Reaktion durch Erhitzen auf 70 °C fur 10 Minuten gestoppt.

2.2.6.3 Herstellung der Hybridisierungsmischung

Ca. 400 ng markierte Referenz- und Test-DNA wurden in gleichen
Verhaltnissen gemischt und mit 25 pl COT-1-DNA (1mg/ml, Fa. Invitrogen)
versetzt. Restliche Referenz- bzw. Test-DNA wurde bei -20°C asserviert. Die
DNA wurde durch Zugabe von 6,5 pl 4 N LiCl mit eisgekuhltem 100% EtOH
(200ul) bei —80 °C prazipitiert. Nach Auswaschung des LiCls mit eisgekihltem
70% EtOH wurde das Pellet in 7,5 pl Formamid 100% aufgenommen und bei 37
°C Uber Nacht geldst. AnschlieRend wurden 7,5 pl Mastermix (4 x SSC + 20%
Dextransulfat) zur Hybridisierungsmischung dazugegeben. Diese Mischung
wurde dann bei 75 °C im Wasserbad fur 10 Minuten denaturiert und zur
Reduktion der Hybridisierung unspezifischer repetitiver Sequenzen bei 37 °C fur

30 Minuten im Wasserbad inkubiert.
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2.2.7 Comparative Genom Hybridisierung

2.2.7.1 Vorbereitung der Chromosomenpraparate

Die Vorbereitung der Chromosomen erfolgte anhand der Protokolle von Fritz
und Mitarbeitern (1998). Die einzelnen Schritte sind der Tab. 2.2 zu entnehmen.

Die Inkubationen fanden in Kiivetten statt.

Tab. 2.2 Vorbereitung der Chromosomenpraparate — Arbeitsschritte
Loésung Zeit (Minuten) Temperatur Funktion
Alkoholreihe , .
(100%, 70%, 50%, 30%) je2 RT Rehydrierung
0,1 x SSC 1 RT Rehydrierung
2xSSC 10 RT Rehydrierung

o Verbesserung der
2xSSC 30 70(-80) °C Chromosomenstruktur

Abkuhlen der OT in der
Kuvette auf ca. 30 °C

0,1 x SSC 1 RT Aquilibrieren

Denaturierung der

2 x SSC ca. 30 RT

0,07 N NaOH 1 RT Chromosomen-DNA
0,1 x SSC 1 4°C Stoppen und Waschen
2x SSC 1 4°C Waschen

Alkoholreihe ;

(30%, 50%, 70%, 100%) 1 RT Dehydrierung
Objekttrager 10 RT Lufttrocknen der OT

Nach dem  Lufttrocken der Chromosomenpraparate wurde die
Hybridisierungsmischung aufgetragen, der Objekttrager mit einem 22 x 22 mm
grol3em Deckglas luftblasenfrei bedeckt und mit Fixogum an den Randern des
Deckglases versiegelt. Die Hybridisierung erfolgte fir bei 37 °C in einer

feuchten Kammer fir drei Tage.
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2.2.7.2 Fluoreszenz-Detektion und Waschung

Nach Entfernen des Fixogums wurden die Deckglaser in 2 x SSC
abgeschwemmt und die ungebundene DNA durch stringente Waschungen mit
SSC-Puffer entfernt.

Die Biotin-markierte Referenz-DNA wurde durch die Bindung von Flourochrom-
markiertem Streptavidin (Texas Red) nachgewiesen. Zur Detektion der
Digoxigenin-markierten Test-DNA wurden Fluorochrom-gekoppelte
monoklonale Antikdrper eingesetzt. Um unspezifische Proteinbindungsstellen
abzusattigen, wurde der Objekttrager zuvor mit Rinderserumalbumin (BSA, 3%)
inkubiert. 50 pl Antikorperldsung wurde kurz zentrifugiert, auf den Objekttrager
aufgetragen und fur eine Stunde in einer feuchten Kammer im Warmeschrank
bei 37°C inkubiert. Ungebundene Antikérper wurden anschlieBend durch
Waschschritte entfernt und die Chromosomen mit DAPI gegengefarbt. Bei allen
Arbeitsschritten mit Fluorochromen sollte ein direkter Lichteinfall vermieden
werden. Schliel3lich wurden die Praparate in ein oxidationshemmendes Medium
(Antifade, Vectashield) eingebettet, um ein schnelles Ausbleichen der
Fluorochrome zu verhindern. Die einzelnen Arbeitsschritte sind Tabelle 2.3 zu

entnehmen.
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Tab. 2.3 Waschung der hybridisierten Objekttrdger und Fluoreszenz-

Detektion — Arbeitsschritte

Loésung Zeit (Minuten) Temperatur Funktion
2xSSC ca.5 RT Entfernen der Deckglaser
Waschung zur Entfernung
1xSSC 5 75 °C ungebundener Sonden-
DNA
2 x SSC/0,1%Triton 5 RT Waschung
Blockungslésung 15 RT Absattigung unspezifischer
200 pl 4 x SSC/ 3% BSA Proteinbindungsstellen
4 x SSC/0,1% Triton kurz eintauchen RT Waschung
Antikdrper- 60 37 °C Detektion der markierten
Inkubationslésung Sonden-DNA
4 x SSCI0,1% Triton 2x5 45 °C Entfernung nicht
gebundener Antikdrper
DAPI 5 RT Gegenfarbung der
Chromosomen
Aqua dest. kurz eintauchen RT Abspilen
37°C Lufttrocknen der OT
Vectashield RT Eindecken mit 24 x 60 mm

Deckglasern

2.2.7.3 Auswertung der CGH mittels digitaler Bildanalyse

Die Auswertung erfolgte mit einem Zeiss-Epifluoreszenzmikroskop (Axiophot,
Zeiss, Oberkochem), ausgestattet mit der Filterkombination Nr. 1 nach Prof.
Dan Pinkel (AHF Analysentechnik, Tubingen), einer CCD-(charge-coupled-
device)-Kamera (Fa. IMAC) und digitaler Bildanalyse (ISIS digital image
analysis system, MetaSystems, Altussheim, Germany und Cytovision CGH
program, Applied Imaging Cooperations). Geeignete Metaphasen wurden unter
dem Mikroskop aufgesucht. Die mittels DAPI gefarbten
Metaphasechromosomen sowie die Fluoreszenzen der mit Texas Red und FITC
markierten Referenz- bzw. Test-DNA wurden mit den entsprechenden Filtern
und mittels einer mit hochempfindlichem Photochip ausgestatteten Kamera als
Grauwerte separiert. So lagen von jeder Metaphase drei monochrome Bilder
vor. Das DAPI-Bild diente der Chromosomenidentifizierung, das FITC-Bild
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reprasentierte die Test-DNA und das Texas-Red-Bild stellte die Referenz-DNA
dar. Die Invertierung des DAPI-Fluoreszenzmusters ermoglichte eine
semiautomatische Karyotypisierung. Rot-zu-griin Fluoreszenzprofile wurden
getrennt in kurzen (p-) und langen (g-) Arm fur jedes Chromosom ermittelt und
als Histogramm angegeben. Anschlielend erfolgte eine Normalisierung der
Profile fur jeden Chromosomentyp einer Metaphase. Nach Bearbeitung von 10-
15 Metaphasen wurden deren Mittelwerte und Standardabweichungen
errechnet und wiederum als Profil Gber die Lange des jeweiligen Chromosoms
dargestellt. Zur Ermittlung von Uber- und Unterreprasentationen wurde der
Schwellenwert auf die dreifache Standardabweichung festgesetzt, einem
Konfidenzintervall von etwa 95% entsprechend. War das Verhdltnis von
Referenz-zu-Test-DNA  (rot-zu-grin  Fluoreszenzprofil) ausgeglichen, so
errechntete sich eine Ratio von 1.0. Ein Verlust an genetischem Material auf
Seiten der Test-DNA zeigte eine Ratio kleiner 0,80, ein Zugewinn an DNA eine
Ratio groRRer 1,20 an (du Manoir et al., 1995). Mit diesen Grenzwerten sind
auch Mosaike bis zu 50% erfassbar. Chromosomale Imbalancen in der Test-
DNA wurden mittels Balken verdeutlicht. Dabei wurden gemal internationaler
Ubereinkunft rot fiir Unter- und griin fiir Uberreprasentation gewahlt (s. a. Abb.
1.4, 1.5). Aberrante Befunde wurden nach dem internationalen System fir die
Nomenklatur zytogenetischer Befunde beschrieben (ISCN 1995).

2.2.8 Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH)

Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung ist eine zytogenetische Technik, mit der
Nukleinséduren in Préaparaten von Geweben, einzelnen Zellen, Zellkernen oder
Metaphasechromosomen visualisiert werden konnen. Das Prinzip ist eine
Hybridisierung einzelstrangiger Nukleinsduren mit einem Genom, wie von Gall
und Pardue schon 1969 beschrieben. Es hat sich die nicht-radioaktive in-situ-
Hybridisierung durchgesetzt, d. h. die DNA-Sonden sind Uber sogenannte
Reportergruppen markiert, welche entweder selbst fluoreszieren oder mittels

Fluorochrom-gekoppelter Antikdrper detektiert werden.
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In den Fallen, in denen die CGH ein balanciertes Fluoreszenzprofil ergeben
hatte, wurde eine FISH-Analyse zum Ausschlul® bzw. Nachweis einer Ploidie-
Bestimmung eingesetzt. Da fir GC-reiche Regionen wie 1p32 pter, 16p,
Chromosomen 19 und 22 CGH-Ergebnisse nur unter Vorbehalt zu werten sind,
wurden auflerdem Nachuntersuchungen mittels FISH durchgefuhrt, wenn
Abweichungen im Fluoreszenzprofil fir diese Chromosomen(abschnitte) in der
CGH aufgedeckt wurden, um numerische Veranderungen sicher zu erfassen.
Interphase-FISH-Untersuchungen erfolgten mit zentromerspezifischen Sonden
an Ausstrichpraparaten von Plazentazotten. Tabelle 2.4 gibt eine Ubersicht

Uber die verwendeten Sonden und die jeweilige Fragestellung.

Tab. 2.4 FISH mit zentromerspezifischen Sonden

(Alle Sonden waren Digoxigenin-markiert, Firma Qbiogen, Heidelberg)

Sonden Fragestellung Fall-Nummer
D771 Trisomie-7-Mosaik MzZ-637
Ploidie-Bestimmung MZ-1438
D9Z1 Ploidie-Bestimmung MZ-531, MZ-1566, MZ-1593, MZ-2903
D15Z Ploidie-Bestimmung MZ-570, MZ-1832
D1671 Trisomie 16 MZ-1832, MZ-2025
Ploidie-Bestimmung MZ-531, MZ-1566, MZ-1593,
D1871 MZ-2011, MZ-2903, MZ-4077
Trisomie 18 Mosaik, Triploidie MZ-2557
Klinefelter-Syndrom MZ-526
DXZ1 Triploidie MZ-1438, MZ-2025
Turner-Syndrom MZ-3572
DYZ3 Klinefelter-Syndrom MZ-526
Triploidie MZ-1438, MZ-2025

2.2.8.1 Vorbereitung der Sonden und Hybridisierung

Ein Hybridisierungsansatz bestand aus 8 ul Mastermix, 1 ul Herrings-Sperm-
DNA und 1 pl zentromerspezifischer DNA-Sonde. Die Sonden wurden durch
Hitze denaturiert (5 Minuten bei 70-80 °C), anschlieRend kurz anzentrifugiert
und auf Eis gestellt. Die Chromosomen wurden entsprechend Kapitel 2.2.7.1

vorbereitet. Die Sonden wurden auf die denaturierten Chromosomen
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aufgetragen, mit einem 22 x 22 mm grof3en Deckglas luftblasenfrei abgedeckt
und mit Fixogum versiegelt. Die Hybridisierung erfolgte wie unter Kap. 2.2.7.1
beschrieben Uber Nacht in einer feuchten Kammer bei 37 °C.

Die Detektion der indirekt markierten Sonden erfolgte in gleicher Weise wie in
Kapitel 2.2.7.2 beschrieben. Pro Hybridisierung wurden anschlieRend
mindestens 50 Zellkerne mittels Zeiss-Epifluoreszenzmikroskop — mit

entsprechender Filterkombination analysiert.

2.2.9 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist im Jahre 1983 von Kary B. Mullis
entwickelt worden. Mit der PCR ist es moglich geworden, winzige Mengen DNA
selektiv zu amplifizieren und so messbar zu machen. Theoretisch ist sie in der
Lage, aus einem einzigen Nukleinsaureabschnitt innerhalb von wenigen
Stunden bis zu 10'? Kopien herzustellen. Voraussetzung dafiir sind ein DNA-
Doppelstrang, eine thermoresistente DNA-Polymerase, eine ausreichende
Menge an Nukleotiden (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) und sogenannte Primer;
das sind zwei gegenlaufige, synthetische DNA-Fragmente aus ca. 20
Nukleotiden. Zunachst wird die DNA durch Temperaturerh6hung auf 94-96°C
denaturiert, d. h. in Einzelstrdnge getrennt. Nach Abkuhlung auf 55-65°C
kénnen sich die Primer an die DNA binden. Dieser Vorgang wird als Annealing
bezeichnet. Dazu bindet ein Primer am sense-Strang, der andere am
Gegenstrang, dem antisense-Strang. Die Primer kénnen nun bei 72 °C von der
Polymerase in 5°-3'-Richtung verlangert werden. Nach Wiederholung des
Zyklus sind nun DNA-Abschnitte entstanden, deren Lange exakt dem Abstand
zwischen den Primern entspricht und die im nachsten Zyklus wiederum als
Matrize dienen konnen. Der Zyklus Denaturierung-Annealing-Extension wird
insgesamt 25-35 mal wiederholt und so eine exponentielle Amplifikation des
erwinschten DNA-Abschnitts erreicht. Mullis erkannte auf3erdem, dal’3 eine
temperaturstabile DNA-Polymerase, wie sie in thermophilen Bakterien
(Thermus aquaticus) vorkommt, es moglich macht, die Reaktion ohne
Unterbrechung ablaufen zu lassen.
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2.2.9.1 Primer und PCR-Standardbedingungen

Die Uberpriifung der CGH-Ergebnisse erfolgte mit den von Jim Weber
(Mansfield) zusammengestellten Markersets (Fa. Research Genetics). Die
eingesetzten Primer begrenzen hochpolymorphe Loci in der Gro3e von 100-350
bp, die sehr haufig im menschlichen Genom vorkommen und die als
Mikrosatelliten bezeichnet werden. Die Anzahl der sich wiederholenden
Einheiten ist von Allel zu Allel unterschiedlich, so dal3 man davon ausgehen
kann, durch die PCR ein allelspezifisches PCR-Produkt zu erhalten.
Mikrosatelliten eignen sich hervorragend als genetische Marker unter der
Voraussetzung, dal3 die Lage auf dem Chromosom, der Abstand in cM zum
nachsten Markerpunkt und seine Heterozygositat in der Bevolkerung bekannt
sind.

Samtliche Reaktionsansatze sind nach folgendem Schema (Tab. 2.5) pipettiert
worden, wobei die Tag-Polymerase zur Vermeidung eines frihzeitigen Starts
der PCR zuletzt hinzugefugt wurde. Um die Aktivitdt des Enzyms zu erhalten,
wurde die Tag-Polymerase nicht wie die anderen PCR-Zusatze aufgetaut,

sondern konsequent bei -20 °C gelagert.

Tab. 2.5 Reaktionsansatz fur PCR mit Mikrosatelliten
10 x Puffer 2,5 ul
dNTPs (20 mM) 0,25 pl
Primer vorwarts (20 puM) 0,5 pl
Primer riickwarts (20 uM) 0,5 pl
Tag-Polymerase (0,25 U) 0,5 ml
DNA (50 ng/pl) 1.0u
H,O variabel ad 25 pl

Die Reaktionsansatze wurden in einem Thermocycler mit beheizbarem Deckel
amplifiziert. Fur die Amplifikation von Mikrosatelliten hat sich ein “touch down'-
Protokoll als vorteilhaft erwiesen: Um eine mdoglichst spezifische

Primeranlagerung zu erzielen, ist in den ersten Zyklen die Annealing-



2. Material und Methoden 53

Temperatur fur die Primer zu erh6hen. Danach wurde sie wieder schrittweise
gesenkt, um eine mdoglichst hohe Ausbeute an spezifischen PCR-Produkten zu
erhalten. Die abschlielende Elongation Uuber funf Minuten sollte eine
vollstandige Polymerisation der DNA-Fragmente sicherstellen (Tab 2.6).

Tab. 2.6 Standardzyklen-Bedingungen fir eine PCR mit Mikrosatelliten
(‘touch down"Protokoll)

Denaturierung Annealing Elongation Anzahl
Temp. Dauer Temp. Dauer Temp. Dauer (n)

Initiale Denaturierung 94 °C 5 min

Zyklus 1 96 °C 15sec 61°C 40sec 72°C 40 sec
Zyklus 2 96 °C 15sec 59°C 40sec 72°C 40 sec
Zyklus 3 96 °C 15sec 57°C 40sec 72°C 40 sec
Zyklus 4 96 °C 15sec 55°C 40sec 72°C 40 sec 30
Zyklus 5 72 °C 5 min 1

Zur Uberprifung des PCR-Erfolgs wurden die PCR-Produkte anschlieBend auf
einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt (Kapitel 2.2.10) und mit
Ethidiumbromid gefarbt. Das PCR-Produkt stellt sich dann als scharfe Bande in
der zu erwartenden GroRe dar. Zusatzliche Banden sind ein Hinweis auf
unspezifische Primer-Anlagerung oder ungleiche Primermengen. Die
Agarosegele dienten gleichzeitig zur Abschatzung der einzusetzenden Menge
an PCR-Produkten in der sich anschlieRenden Polyacrylamidgelelekrophorese.
Fir weitere Analysen wurden die PCR-Produkte bei -20 °C gelagert.

2.2.10 Gelelektrophoretische Auftrennung von Nukleinsauren

Nukleinsduren sind bei neutralem pH-Wert stets negativ geladen.
Verantwortlich daflr sind die negativ geladenen Phosphatgruppen, so dal3
DNA-Molekule im elektrischen Feld zur Anode wandern. Zur Elektrophorese der

Nukleinsduren eignen sich als Tragermaterialien Agarose und Polyacrylamid.
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Die Wanderungsgeschwindigkeit der Nukleinsauren ist dabei abhangig von der
Ladung, der Molekulgrée, der Molekulstruktur, der Porengréf3e des Gels und
der angelegten Spannung. Die DNA wird zusammen mit Gelladepuffer
aufgetragen, der die Dichte in den DNA-Proben erhdht und so das Absinken der
DNA-LOsung in die Geltaschen erleichtern soll. Der Gelladepuffer enthalt
zusatzlich Bromphenolblau und Xylencyanol als Farbstoffe, die zusammen mit
der DNA zur Anode wandern und so die Abschéatzung des Gellaufs erleichtern.
Bromphenolblau wandert im Agarosegel ungeféahr wie ein DNA-Fragment mit
300 bp (Sambrook et al. 1989). Ein weiteres Hilfsmittel sind die
Langenstandards (Marker), gebrauchlich ist z. B. ein 100 bp-Marker, der DNA-
Fragmente enthélt, die sich jeweils um 100 bp unterscheiden. Auf diese Weise
kann die GrofRenbestimmung der DNA-Fragmente im Vergleich zum
Langenstandard erfolgen. Dazu werden vergleichbare Mengen von Marker und

DNA im gleichen Puffer geltst und auf dasselbe Gel aufgetragen.

2.2.10.1 Agarosegelelektrophorese

Die PCR-Produkte wurden zum Nachweis und zur Quantifizierung in 2 %igen
Agarosegelen aufgetrennt, die mit Ethidiumbromid versehen waren. Bei der
Agarose handelt es sich um ein Polymer, das aus Galaktoseeinheiten besteht.
Die Agarosekonzentration wird abhangig von der erwarteten DNA-
FragmentgroRe eingestellt (Sambrook et al 1989). Hierzu wurde Agarose in 1x
TBE-(Tris-Borat)Puffer durch Aufkochen gelost und nach Abkihlung mit
Ethidiumbromid, einem DNA-interkalierenem Farbstoff, versetzt (5 pl auf 200 ml
Agarosegel). Anschliel3end wurde das Gel in einen waagerechten Gelschlitten
gegossen und die Ladetaschen durch einen Kamm (1 mm) ausgespart. Nach
vollstandiger Auspolymerisation wurde das Gel in eine Elektrophoresekammer
eingesetzt und mit TBE-Laufpuffer bedeckt. Nach Entfernen des Kammes
wurden die DNA-Proben, versetzt mit einem Drittel Volumen Gelladepuffer, und
der Langenstandard (Marker VIII, Fa. Boehringer-Mannheim) in die Taschen

pipettiert. Nach Beendigung der Elektrophorese konnte die aufgetrennte DNA
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als Bande auf einem UV-Transluminator bei 312 nm Wellenlange sichtbar

gemacht werden.

Tab. 2.7 Agarosegelelektrophorese

Agarosekonzentration 2%

Gelgrolie 14cmx1lcm

Gelvolumen 100 ml

Gelpuffer 1xTBE

Gelladepuffer Xylencyanol, Bromphenolblau, Glycerin
Probenvolumen 6 pl (4 pl PCR-Produkt und 2 ul Gelladepuffer)
Langenstandard Marker VIII 6 ul

Spannung ca. 200 V

Laufzeit ca. 30 min

2.2.10.2 Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

Polyacrylamidgele besitzen im Vergleich zu Agarosegelen ein hoheres
Auftrennungsvermégen. Sie werden analog zu den Agarosegelen mit Tris-
Borat-Puffer angesetzt und konnen nach der Elektrophorese mit
Ethidiumbromid oder Silbernitrat gefarbt werden. Ein Gel setzt sich aus
insgesamt  vier Komponenten  zusammen: 30%  Acrylamidldsung,
Bisacrylamidl6ésung, 1 x TBE-Puffer, 10% Ammoniumpersulfat und TEMED (vgl.
Kap. 2.2.10.1).

Zur Herstellung und beim Giel3en des Gels sollten wegen der Giftigkeit des
Gemisches Handschuhe und Schutzbrille getragen werden. Zunachst wurden
zwei Glasscheiben und zwei 0,8 mm dicke Spacer mit Wasser, anschlie3end
mit Ethanol 70% gereinigt und entfettet. Die Glasplatten wurden aufeinander
gelegt, getrennt durch die beiden Spacer an den Langsseiten, und der untere
Rand sorgféaltig mit Klebeband abgedichtet. Klammern an den L&angsseiten
dichteten die Glasplatten zusatzlich ab. Schliel3lich konnte die Gellésung

zwischen die leicht schrdg gehaltenen Glasplatten luftblasenfrei eingegossen
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und ein Kamm (0,8 mm) mit 20 Taschen am oberen Ende eingeschoben
werden. Zur vollstandigen Auspolymerisation erfolgte die horizontale Lagerung
des Gels fur mindestens eine halbe Stunde. Danach wurden Klammern und
Klebeband entfernt, die Glasplatten von auf3en nochmals mit Wasser gereinigt
und in die vertikale Gelkammer eingespannt. Die obere und untere Kammer
wurden mit ca. 200 ml 1xXTBE aufgefillt, der Kamm entfernt und die Taschen
mittels einer dinnen Glaspipette durchgespult und so von Gelresten, die den
Probenlauf stéren konnten, gereinigt. Es empfiehlt sich ein Vorlauf von etwa 20
Minuten bei 35 Watt, damit das Gel eine Temperatur von 50 °C angenommen
hat. In der Zwischenzeit wurden die PCR-Produkte vorbereitet. Dazu wurde die
zuvor in der Agarosegelelektrophorese abgeschatzt Menge des PCR-Produkts
mit Aqua dest. auf 5 pl aufgefillt. Zu diesem Probenansatz wurden 2 pl
Ladepuffer, bestehend aus 0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylencyanol und
30% Glycerin, hinzugegeben. Das Pipettieren in die Geltaschen erfolgte stets in
der Reihenfolge Vater-Abort-Mutter und wurde durch Auftrag des 100 bp
Langenstandards in die aufleren Geltaschen vervollstandigt. Zur besseren
Auftrennung der Proben wurde zunachst 10 Watt fir 10 Minuten, und dann die
Leistung auf 35 Watt fur die restliche Laufzeit eingestellt. Die Abschatzung des
Probenlauf wurde durch die beigemischten Farbstoffe erleichtert; Xylencyanol
wandert ungefahr wie ein 100 bp-Fragment. Erfahrungsgemald wird fir die
Auftrennung von PCR-Produkten mit einer GrofRe zwischen 120-170 bp eine
Laufzeit von zwei Stunden, bei grol3eren Fragmenten von 200-350 bp eine
Laufzeit von etwa drei Stunden erwartet. Bei zu kurz gewahlter Laufzeit ist die
Auftrennung der Allele oft unzureichend, bei zu langer Laufstrecke resultieren

unscharfe Banden.

2.2.10.3 Silberfarbung

Ein Vorteil der Silberfarbung liegt in der hohen Sensitivitat (bis zu 0,03 ng/mm?
Nukleinsduren koénnen noch dargestellt werden) und darin, dal3 keine
mutagenen oder radioaktiven Substanzen eingesetzt werden mussen.

Nukleinsduren veradndern das Redoxpotential und katalysieren dadurch die
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Reduktion von Silbernitrat zu Silber, welches sich dann an den Nukleinsauren
ablagert. Silberfarbungen kénnen nur mit Polyacrylamidgelen durchgefihrt
werden, da Agarosegele eine zu hohe Hintergrundfarbung aufweisen. Nach
Beendigung der Elektrophorese entfernte man das Gel aus der Gelkammer,
hob vorsichtig die obere Glasplatte und I6ste den Spacer ab, so dass das Gel
auf der unteren Glasplatte liegen blieb. Vor der Farbung war es sinnvoll, das
Gel auf eine handliche Grof3e zu kiirzen und nur den Bereich, in dem sich die
Proben befanden, weiter zu verwenden. Das Gel wurde vorsichtig in die
Farbewanne uUberfihrt. Der genaue Ablauf der Farbung ist Tab. 2.8 zu

entnehmen.

Tab. 2.8 Farbeprotokoll zur Silberfarbung von PAGE

Loésung Zeit Funktion

Ethanol 10% 5 Minuten Waschung

Salpetersaure 1% 2 x 3 Minuten Denaturieren

Silbernitrat 0,2% 20 Minuten Farben

Aqua bidest. 3x 1 Minute ﬁgggiﬁgzzi%gﬁssnbernitrats
Natriumbicarbonat 3% 3 x 20 Sekunden Entwickeln

Essigsaure 10% 3 Minuten Stoppen

Aqua bidest. 5 Minuten Waschen

Gelfixierlésung 20 Minuten Fixierung des Gels

Die Silbernitratldsung sollte vor jedem Féarbevorgang frisch angesetzt werden,
wahrend die Ammoniumpersulfatidosung maximal eine Woche bei 4 °C haltbar
war. Die Entwicklerlosung (30% Natriumcarbonat) wurde als Stammlosung
angesetzt und auf eine 3%ige Losung vor jedem Farbevorgang frisch verdinnt.
Die Stopp- und Fixierldsung konnte zur Vereinfachung der Methode in gréf3eren
Mengen angesetzt und bei Raumtemperatur aufbewahrt werden. Nach Zugabe
der Entwicklerlosung musste das Gel genau beobachtet werden, um den
erwinschten Farbton der Banden abzupassen. Anschlieend wurde das Gel
zwischen zwei Blattern Celophanfolie in einen Rahmen eingespannt, getrocknet

und haltbar gemacht.
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Uber den Vergleich mit dem 100 bp-Langenstandard wurde die GroRe der
PCR-Produkte Uberprift. Bei Vorliegen einer Heterozygotie fir den
entsprechenden Locus ergaben sich zwei unterschiedlich grof3e Banden pro
Elternteil (dialleles System), so dass sich die Allelverteilung im Abort exakt
ermitteln lieR (Abb. 3.10b, Kap. 3.2). Im ungunstigsten Falle liegen beide
elterlichen Banden auf einer Hohe. Aufgrund der Homozygotie war dann eine

Auswertung beztglich der parentalen Herkunft nicht mdglich.
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3. Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der CGH

Chorionzottenmaterial von insgesamt 60 Spontanaborten des 1.
Schwangerschaftsdrittels, welches in der Zellkultur kein ausreichendes
Wachstum  gezeigt hatte, ist mittels CGH auf unbalancierte
Chromosomenaberrationen hin nachuntersucht worden. In 57 Fallen (95%) war
die CGH-Analyse erfolgreich durchfuhrbar, in 3 Fallen (5%) konnte die
Auswertung wegen inhomogener Hybridisierungen nicht erfolgen. Hinsichtlich
der verschiedenen Untersuchungskollektive aus Marburg und Mainz ergaben
sich keine signifikanten Unterschiede, so dass im folgenden die Ergebnisse
immer gemeinsam betrachtet wurden. Einen Uberblick tber alle Ergebnisse
bietet Tab. 3.1a-c.

Tab.3.1a CGH-Ergebnisse und Interpretationen

Nummer | COHErgebnis {8 e Herkunt) Alter - ater
MZ-383 rev ish XY M 46,XY 29 9+1
Mz-2011 rev ish XY F 46,XY 30 9
MR-40 rev ish XY M 46,XY 28 10
MR-198 rev ish XY M 46,XY 28 8
MR-259 rev ish XY M 46,XY 33 9
MR-531 rev ish XY F 46,XY 33 10+2
MR-599 rev ish XY M 46,XY 33 1. Trim.
MZ-531 rev ish XX M 46,XX 31 10+4
MZ-637 rev ish XX F 46,XX 29 7
MZ-1593 rev ish XX F 46,XX 21 10+2
MZ-2826 rev ish XX M 46,XX 33 8
MZ-4077 rev ish XX F 46,XX 38 8-9
MR-59 rev ish XX M 46,XX 28 7-8
MR-72 rev ish XX M 46,XX 33 1. Trim.
MR-92 rev ish XX M 46,XX 24 8
MR-118 rev ish XX M 46,XX 28 11




3. Ergebnisse 60
Tab.3.1b CGH-Ergebnisse und Interpretationen
Identifikations- . Bestatigung Karyotyp Maternales  Gestations-
Nummer CGH-Ergebnis der CGH (parentale Herkunft) Alter alter
Komplette Blasenmole
MR-112 rev ish XX M 46,XX 30 8-9
Triploidie
MZ-1566 rev ish XX M/F 69,XXX 37 9
MZ-2557 rev ish XX M/F 69,XXX 39 1. Trim.
MR-172 rev ish XX M 69,XXX (pat) 42 11+4
MZ-526 revish XX andY M 69,XXY 34 12+6
MZ-1438 revish XX andY M/F 69,XXY 31 6
MR-81 revish enh(Y) M 69,XYY (pat) 35 9
MR-216 rev ish enh (Y) M 69,XYY (pat) 24 9
Trisomie (I)
rev ish XY, 46,XY/
Mz-1682 enh(2) M 47 XY +2 30 !
MZ-2816 rev ish XY, * 47 XY ,+4 28 9
enh(4)
MR-380 rev ish XX, M 47 XX, +4 33 9
enh(4)
MZ-570 rev ish XX, F 47 XX, +7 33 1. Trim.
enh(7)
rev ish XX,
MR-120 enh(?) M 47 XX, +7(mat) 33 8
rev ish XY,
MR-137 enh(?) M 47,XY ,+7(pat) 38 11
MR-138 rev ish XX, M 47,XX,+8 30 11
enh(8)
rev ish XX, .
MZ-4618 enh(10) 47 XX,+10 38 9-10
rev ish XX, . .
MZ-2070 enh(13) 47 XX,+13 39 1. Trim.
rev ish XY,
MR-67 enh(13) M 47,XY,+13(mat) 35 10
rev ish XY, . .
MZ-4348 enh(15) 47,XY,+15 37 1. Trim.
rev ish XY, .
MR-60 enh(15) 47 XY,+15 33 7
rev ish XX,
MZ-1832 enh(16) F 47 XX,+16 31 10
MZ-2025 rev ish XY, M/F 47 XY,+16 31 10
enh(16)
rev ish XX, .
MZ-2992 enh(16) 47 XX,+16 29 11
MZ-3586 rev ish XY, M 47 XX, +16 34 11

enh(16)
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Tab.3.1c CGH-Ergebnisse und Interpretationen

Identifikations- i . Bestatigung Karyotyp Maternales  Gestations-
Nummer CGH-Ergebnis der CGH (parentale Herkunft) Alter alter
Trisomie (Il)
rev ish XX, .
MZ-4440 enh(16) 47 XX,+16 30 5
rev ish XY,
MR-106 enh(16) M 47 ,XY,+16(mat) 28 9
rev ish XY,
MR-159 enh(16) M 47,XY,+16(mat) 30 11
rev ish XY, *
MR-258 enh(16) 47 ,XY,+16 23 9
rev ish XX,
MR-291 enh(16) M 47, XX,+16(mat) 19 14
rev ish XX, .
MZ-4616 enh(18) 47 XX,+18 32 10
MR-162 revish XY, M 46,XY/ 47, XY,+19 21 10
enh(19)
rev ish XX,
MZ-2600 enh(21) M 47 XX,+21 39 11
rev ish XX,
MR-95 enh(21) M 47 XX,+21 35 12
rev ish XY, .
MZ-3943 enh(22) 47 XY ,+22 35 10
MZ-4677 revish XY, M 46,XY] 47,XY,+22 33 8-9
enh(22)
rev ish XY,
MR-41 enh(22) M 47,XY,+22(mat) 38 10
Monosomie X
MZ-3572 revish X * 45,X 29 12
MR-45 rev ish X M 45,X(pat) 38 10
MZ-1768 revish X * 45,X 29 9-10
MR-62 rev ish X M 45,X(pat) 29 11
Strukturelle Aberration
rev ish XX,
MZ-1520 dim(s) * ?61’2)(58'(5)
(pl4ter) pLep

M = Mikrosatelliten-Analyse, F = FISH, * = kein ausreichendes Untersuchungsmaterial,

mat = maternal, pat = paternal.

Die CGH-Ergebnisse sind nach ISCN (1995) erstellt. Chromosomen(regionen) mit einer
Mehrbelegung an Fluoreszenzintensitat werden als ,enhanced = enh” bezeichnet, solche mit
einem Fluoreszenzverlust im Vergleich zum euploiden Status als ,diminished = dim".
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In 20 Fallen ergaben sich bei der CGH keine Auffalligkeiten im CGH-Profil: Da
die verwendeten Metaphasechromosomen als auch die Kontroll-DNA von
einem méannlichen Probanden stammten, muf3te sich bei einer XY-Konstellation
der Test-DNA auch fir die Gonosomen eine Ratio von 1,0 ergeben. Dieses
wurde in 7 Hybridisierungen beobachtet. In 13 Fallen zeigte die CGH fir das X-
Chromosom eine einheitliche Mehrbelegung, fir das Y-Chromosom einen
relativen Verlust von Genmaterial an, eine Konstellation, die auf einen XX-
Genotyp des Aborts hinweist.

Alle 20 Falle mit offensichtlich balanciertem Karyotyp wurden zum Ausschlul
einer Ploidie-Veranderung nachuntersucht. In 16 Fallen wurde eine
Mikrosatelliten-Analyse  von  verschiedenen Loci durchgefihrt.  (Drei
aussagekraftige Primer wurden als ausreichend angesehen.) 4 Félle wurden
uber eine Interphase-FISH-Analyse mit zentromerspezifischer Sonde Uberpruft.
In 3 Fallen (MR-172, MZ-1566, MZ-2557) wurde eine Triploidie verifiziert, s.
Abb. 3.1b. Im Fall MR-112 fand sich in der CGH-Analyse keine Abweichung der
Ratioprofile, die Fluoreszenzintensitaten fir die Geschlechtschromosomen
entsprachen einem weiblichen Karyotyp. Die Mikrosatellitentypisierung belegte
jedoch ausschlieRlich paternale Allele im Abort (Abb.3.2b).
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Abb. 3.1 (MR-172)  Missed abortion der 11+4. SSW,
histologisch Partialmole

a. Das CGH-Profil entsprach einem unauffalligen weiblichen Karyotyp.
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b. PAGE mit hochpolymorphen Mikrosatelliten: Fir die Loci D1S1609 und
D12S1064 waren drei Allele nachweisbar. Sie belegten eine Triploidie
vaterlicher Herkunft. Die entsprechenden Allele sind im Arbeitseinheiten
(a-d) dargestelit.
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D151609 d— ey DXS6810
D12S1064
C. Fragment des embryonalen Kopfes von 0,7 cm Durchmesser mit

auffalligem Hypotelorismus.
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Abb. 3.2 (MR-112)  Missed abortion der 8.-9. SSW,
histologisch Blasenmole.

a. CGH-Profil hinweisend auf einen unauffalligen weiblichen Karyotyp.

2016 T Zio18 22/18 R 7E]

b. Die Mikrosatelliten-Analyse zeigte ausschlie3liche Homozygotie fur ein
paternales Allel, da sich keine Ubereinstimmung mit den mdtterlichen
Allelen ergab. Exemplarisch sind die Loci D1S1665, D12S391
dargestellt. Dieser Befund ist typisch fur eine komplette Blasenmole.
Paternale DNA war nicht verfugbar.
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Es gab 8 Aborte mit Imbalancen bzgl. der gonosomalen Fluoreszenzverteilung:
Zwei Falle (MZ-526, MZ-1438) fielen durch ein balanciertes Profil fur das Y-
Chromosom (Yp) und eine Ratio > 1,20 fur das X-Chromosom auf, hinweisend
auf XXY-Karyotypen (Abb. 3.3a). In zwei weiteren Fallen (MR-81, MR-216)
ergaben Abweichungen der Y-Chromosomen-Profile im Sinne eines Zugewinns
an genetischem Material bei ansonsten ausgeglichener Fluoreszenzratio den
Verdacht auf eine XYY-Gonosomenkonstellationn (Abb. 3.4a). Jeweils zwei
Falle mit Triploidien (69, XXY bzw. 69, XYY-Karyotyp) konnten durch
molekulargenetische Untersuchungen bewiesen, und  somit  die
Verdachtsdiagnosen durch CGH bestatigt werden, Abb. 3.3b bzw. 3.4b.

Der Verlust eines X-Chromosoms stellte sich in der CGH bei einer
Hybridisierung auf Metaphasen eines mannlichen Spenders durch ein rot-zu-
grun-Fluoreszenzprofil von 1,0 fur das X-Chromosom bei gleichzeitigem
Uberwiegen des roten Fluorochroms fiir das Y-Chromosom dar. Dieses war in 4
Fallen zu beobachten (Abb 3.5a), so dass in diesen Fallen ein 45, X-Karyotyp

erhoben wurde.

Abweichende Fluoreszenzprofile der Autosomen im Sinne eines Zugewinns
chromosomalen Materials wurden in 28 Fallen detektiert. Trisomien der
Chromosomen 4, 7, 8, 10, 13, 15, 16, 18, 21 und 22 sind durch FR-Profile > 1,2
fur die entsprechenden Chromosomen erkannt worden (Abb. 3.6a, Abb. 3.10a,
Abb. 3.11a, Abb. 3.12a). In der Mehrzahl der Falle (18/28) konnte Uber die
Analyse von DNA-Polymorphismen oder FISH-Untersuchungen die
entsprechenden Trisomien bestatigt werden (Bspl. Abb. 3.6b, Abb. 3.10b, Abb
3.11b, Abb. 3.12Db). In drei Féllen lagen die FR-Profile zwischen 1,0 und 1,2 fur
die Chromosomen 2, 19 bzw. 22 (MZ-1682, MR-162, MZ-4677). Die
Nachuntersuchung mittels spezifischer Mikrosatelliten fur die jeweiligen
Chromosomen erbrachte den Nachweis von Trisomien. Allerdings zeigte sich
eine unterschiedliche Intensitat der Banden. Diese Ergebnissen belegen das
Vorliegen von Mosaik-Karyotypen (Abb. 3.7a, b).
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Abb. 3.3 (MZ 1438) Missed abortion der 6. SSW,
histologisch herdférmige frihembryonale
Entwicklungsstoérung, tUberlagernd regressive
Veranderungen der Chorionzotten .

a. Das CGH-Profil zeigte einen unauffalligen Befund fir die Autosomen und
eine auffallige Ratio zwischen 1 und 1,2 fur das X-Chromosom bei
vorhandenem Y-Chromosomenmaterial (p-Arm), hinweisend auf eine XXY-
Konstellation mdglicherweise im Rahmen einer Triploidie.
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b. Die FISH-Untersuchungen an Interphasekernen aus Abortzotten mit
zentromerspezifischer Sonde fur das Chromosom 7 belegten das
Vorhandensein von drei Chromosomen 7 (Bild Nr. 1). Die FISH mit Sonden
fur die Chromosomen X und Y untermauerten den Befund einer 69, XXY-
Triploidie: Zu erkennen waren 2 Signale flir das X- und ein spezifisches
Signal fur das Y-Chromosom (Bild Nr. 2).
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Abb. 3.4

a.

(MR-216)

Abort der 9. SSW, histologisch Partialmole.

Das CGH-Profil zeigte ausgeglichene Verhéaltnisse fur die Autosomen und
das X-Chromosom und eine Abweichung des Y-Chromosomen-Profils im
Sinne eines Zugewinns an genetischem Material.
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Die Mikrosatelliten-Analyse wies eine eine Triplodie paternaler Herkunft
(69, XYY) nach: Es stellten sich drei Allele (D1S1609) bzw. ein Dosiseffekt
dar (D12S1064). Es war nur ein maternales X-Chromosom nachweisbar

(DXS7132, N/A).
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Abb. 3.5 (MR-45) Missed abortion der 8+5. SSW,
histologisch Partialmole

a. Das CGH-Profil zeigte unauffallige Verhaltnisse fur die Autosomen und
das X-Chromosom. Es fehlte Y-Chromosom-Material, typisch fir eine
Monosomie X.
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b. Die Mikrosatelliten-Analyse bestatigte das Vorliegen eines singuléren,
maternalen X-Chromosoms (N/A (X), DXS6797).
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Abb. 3.6 (MR-258)  Missed abortion der 9. SSW,

histologisch herdférmige Vaskularisationsstérungen
und Zottenhydrops.

a. Das CGH-Profil zeigte einen mannlichen Karyotyp und einen Zugewinn
von Chromosom 16 mit einer Fluoreszenzratio > 1,2.
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b. In der PAGE stellten sich fiir den Locus D16S2624 drei Allele, bzw. ein
deutlicher Dosiseffekt fur den Locus D16S2619 dar. Die Allelverteilung
belegte somit eine Trisomie 16 maternaler Herkuntft.
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Abb. 3.7 (MR-162)  Abort der 10. SSW,
histologisch Vaskulatisations- und Ramifikations-

storung.

a. Die Auswertung des CGH-Profils ergab eine Fluoreszenzratio fur das
Chromosom 19 von 1,2. Die Fluoreszenzverschiebungen im Bereich von
Zentromer- und Telomerregionen zahlreicher anderer Autosomen waren
als artifiziell zu werten.
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b. In der Mikrosatellitenanalyse stellten sich fur unterschiedliche Loci des
Chromosoms 19 (D19S246, D19S254, D19S714) eine zusatzliche
schwache Bande dar. Aufgrund der unterschiedlichen Allelintensitét ist
dieser Befund als Mosaik-Trisomie 19 zu werten.

o o\ )

e

B N
i D19S714
e D195254

D19S246

a—
b—



3. Ergebnisse 71

Abb. 3.8 (MZ 1520) Missed abortion der 10. SSW.

a.

Das CGH-Profil zeigte einen weiblichen Karyotyp mit Verlust von Material
des kurzen Arms von Chromosoms 5 (5p).
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Das histologische Bild zeigte hydatiforme Chorionzotten mit
Trophoblasthyperplasien (HE-Farbung). Dieser Befund spricht fur eine
primare Anlagestorung der Konzeption.
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Durch die CGH ist in einem Fall (MZ-1520) eine segmentale Aneuploidie
aufgedeckt worden. In den distalen Regionen der kurzen (p-) Arme von
Chromosom 5 fiel im Gegensatz zu den Ubrigen Autosomen ein deutliches
Uberwiegen der roten Fluoreszenz auf, so dass in diesem Fall eine Monosomie
5p diagnostiziert werden konnte. Die zytogenetische Untersuchung der Eltern
ergab Normalbefunde. Die Strukturaberration im Abort ist demzufolge neu (de

novo) entstanden.

Insgesamt fand sich unter den 57 erfolgreich mittels CGH analysierten
Spontanaborten eine Aberrationsrate von 70,2% (n = 40). Unter
Bertcksichtigung der kompletten Blasenmole erhoht sich die Rate auf 72,0%.

Eine Zusammenfassung der ermittelten Ergebnisse bietet Tabelle 3.2.

Tab. 3.2 Haufigkeit und Art von Chromosomenanomalien unter 60
Spontanaborten ohne erfolgreiche in vitro Kultur (,Kulturversager®)

Spontanaborte des Anzahl der Mittleres mater- Gemitt_eltes Gesglhle_chter-
1. Trimenons Fille qales Alter Qestatlonsalter verhaltnis
(in Jahren) (in Wochen) m:f
Gesamt 60
Erfolgreiche CGH 57 95,0%
Unauffallige 16 28,0% 29,9 +3,9 95+1,4 7:9 (0,78)
Aberrante® 41 72,0% 32,4+5,0 10,0+ 1,7 19:18% (1,06)
Autosomale Trisomie 28 68,3% 32,0+5,0 99+1,6
Monosomie X 4 9,8% 31,3+3,9 10,8+0,8
Triploidie® 7 171% 346+54 9,7+20
Tetraploidie
Strukturelle Aberration 1  2,4% 38 10
Andere 1 2,4% 30 9
Mosaike 3 7,3% 28,0+5,0 8,7+1,2

! Inklusive einer kompletten Blasenmole
> Monosomien X ausgeschlossen
3 Triploidien 3 XXX : 2 XXY : 2 XYY
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Abb. 3.9 Chromosomenaberrationen unter Spontanaborten der CGH Studie

2% 2%

O Autosomale Trisomien
17% Triploidien
W Monosomien X

O Strukturelle Aberrationen

El Andere

Die grol3te Gruppe unter den Anomalien stellten die autosomalen Trisomien dar
mit 68,3% (n = 28), gefolgt von den Triploidien mit 17,1% (n = 7) und den
Karyotypen mit Monosomie X mit 9,8% (n = 4). Eine strukturelle Aberration und
eine komplette Blasenmole konnten in jeweils einem Fall ermittelt werden,
entsprechend jeweils 2,4%. Einen zusammenfassenden Uberblick bietet Tab.
3.2 und Abb. 3.9.

Unter den autosomalen Trisomien fanden sich gehéauft die Trisomie 16 (32,1%),
Trisomien 7 und 22 (jeweils 10,7%), und die Trisomien 4, 13, 15 und 21 mit
jeweils 7,2%. 10,7% der Trisomien waren Mosaike, entsprechend 7,3% der

Chromosomenaberrationen insgesamt.

3.2 Parentale Herkunft der Chromosomenaberrationen

Untersuchungen zur parentalen Herkunft der Chromosomenaberrationen waren
ausschlieflich bei den Fallen aus dem hiesigen Labor fur Zytogenetik moglich,
da gleichzeitig im Rahmen einer Studie mit dem Abortmaterial elterliches Blut
asserviert wurde.

Von insgesamt 28 Spontanaborten aus Marburg konnten in 19 Féllen (67,9%)
chromosomale Imbalancen mittels CGH diagnostiziert werden. In 16 Fallen

stand elterliche DNA fur die Untersuchung zur parentalen Herkunft der
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Chromosomenaberration zur Verfugung. Die Abklarung erfolgte durch
Auswertung von DNA-Polymorphismen nach PCR von hochpolymorphen
Mikrosatelliten. Fir eine eindeutige Zuordnung waren mindestens 2
heterozygote Marker notwendig. Unter diesen Kriterien konnten in 14 von 16
Fallen eine eindeutige Zuordnung der Chromosomenaberration erfolgen
(exemplarische Darstellung Abb. 3.6b).

Insgesamt wurden 8 Falle mit Trisomie, 3 Triploidien sowie 2 Aborte mit
Monosomie X untersucht (Tab. 3.3). Von den 8 autosomalen Trisomien waren 7
(87,5%) maternalen Ursprungs, eine paternale Trisomie 7 konnte ermittelt
werden (Abb. 3.10b). Bei den drei Triploidien erwies sich der Uberzahlige
Chromosomensatz als paternal (Abb. 3.1b, 3.4b). Bei beiden Fallen mit
Monosomie X konnte das vorhandene X-Chromosom als maternal bestimmt
werden, das paternale Geschlechtschromosom war folglich verloren gegangen
(Abb. 3.5b).

Tab 3.3 Parentale Herkunft der Chromosomenaberrationen, Abklarung
Uber Typisierung von hochpolymorphen Mikrosatelliten
(14 Spontanaborte, Untersuchungskollektiv Marburg)

Chromosomen- Anzahl Parentale Herkunft der Aberrationen
Aberrationen maternal paternal
Autosomale Trisomien 8 7 1

Triploidien 3 3
Monosomien X 2 2

Komplette Blasenmole 1 1

Im Falle der kompletten Blasenmole stand paternale DNA nicht zur Verfigung.
Fur die Untersuchung wurden drei hochpolymorphe Marker unterschiedlicher
Chromsomen (1, 12, X) verwendet. Im Falle informativer Marker sollte bei
homozygoter Blasenmole stets ein Allel, bei heterozygoter Blasenmole zwei
Allele unterschiedlich zu den mutterlichen Allelen sein. Das Ergebnis bestétigte
das Vorliegen einer homozygoten Blasenmole. Es konnten fur unterschiedliche

Loci beim Abort jeweils nur ein Allel nachgewiesen werden (Abb. 3.2Db).
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Abb. 3.10 (MR-137)  Abortus incompletus der 11. SSW,
histologisch deutlich ramifikations- und regressiv
veranderte Plazenta.

a. Das CGH-Profil zeigte einen weiblichen Karyotyp mit deutlichem Zugewinn
an genetischem Material fur das Chromosom 7, entsprechend einem 47,
XX + 7 Karyotyp.
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b. Die Mikrosatelliten-Analyse belegte die Trisomie 7 (D7S1830). Zwei der
drei Allele waren paternaler Herkunft (N/A (7)).
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3.3 Zottenhistologie der Spontanaborte

In 54/57 Fallen war nach Eingang des Abortmaterials die Plazentamorphologie
beurteilt worden. Schwerwiegende Alterationen der Plazenta wurden als
priméare Gewebe beschrieben. Dazu

Unterwertigkeit  der gehdren

Verdnderungen wie Hydrops der Chorionzotten, Zottenstromafibrose,
Trophoblastinklusionen, fehlende oder mangelhafte Vaskularisation, atypische
Kontur und Gro6Re der Zotten. Dieser Gruppe gegenibergestellt wurden
leichtere morphologische Verénderungen der Plazenta, zusammengefalit als
unspezifische regressive Alterationen: Zottenfibrose, Trophoblastatrophie, -
eosinophilie, Gefal3kollaps und Kalkablagerungen. Die retrospektiv durch die
CGH-Analyse ermittelten Chromosomenbefunde wurden mit den vorliegenden

Aussagen Uber die Zottenhistologie korreliert (Tab. 3.4).

Tab. 3.4 Korrelation von Plazentamorphologie mit Ergebnissen der CGH-

Analyse

CGH-Ergebnisse Primére Unterwertigkeit der Unspezifische, regressive

Gewebe Veranderungen
Normaler Karyotyp 11 3
Chromosomenanomalie 32 8
Triploidie 6 1
Monosomie X 1
Strukt. Aberration
Komplette Blasenmole 1
Autosomale Trisomie 21 6
Trisomie 4
Trisomie 7 (3X)
Trisomie 8 . : .
Trisomie 13 (2x) Tr!som!e 2 (Mosaik)
. . Trisomie 10
Trisomie 15 . .
. . Trisomie 15
Trisomie 16 (9x) : .
. . Trisomie 21 (2x)
Trisomie 18 Trisomie 22
Trisomie 19 (Mosaik)
Trisomie 22
Trisomie 22 (Mosaik)
Gesamt 43 11

Schwerwiegende Schadigungsmuster der Chorionzotten lagen in 79,6% (43/54)

der mittels CGH

untersuchten

Falle vor.

In 74,4% der

Falle mit
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schwerwiegenden Veranderungen waren Chromosomenaberrationen ermittelt
worden. Darunter eine komplette (klassische) Blasenmole, die sich durch
hydropische Degeneration aller plazentaren Villi, Hyper- oder Anaplasie des
Trophoblasten sowie fehlende oder stark gestorte Zottenvaskularisation
auszeichnete.

In der Gruppe der Triploidien waren 86% (6/7) schwere Zottenalterationen
beschrieben. Plazentamorphologien im Sinne von Partialmolen fanden sich
jedoch nur in zwei Fallen: Das Plazentagewebe zeigte fokal grol3e, hydropische
und avaskulare Zotten mit Zisternenbildung.

In der Gruppe der autosomalen Trisomien fanden sich 77,8% (21/27) mit
schweren Zottenalterationen. Ein einheitliches histologisches Bild mit
herdformiger Entwicklungsstorung zeigte sich in allen Fallen mit Trisomie 16: In
gro3raumigen Arealen waren die Zotten als 6dematds, mangelhaft ramifiziert
und avaskuléar beschrieben worden. Auch bei beiden Spontanaborten mit
nachgewiesener Trisomie 13 waren die histologischen Befunde vergleichbar mit
einer ramifikationsgestorten, hypovaskularen und regressiv veranderten
Plazenta.

Einheitliche Schadigungsmuster der Chorionzotten lie3en sich weder bei den
drei Fallen mit Trisomie 7 bzw. Trisomie 22 nachweisen. Alle Ubrigen
autosomalen Trisomien hatten ebenso divergierende Schwergrade der
beschriebenen Chorionzottenverdnderungen.

Die vier Aborte mit Monosomie X waren bezuglich der Zottenhistologie weit
gefachert: Auf der einen Seite fand sich das Bild einer Partialmole, andererseits
auch ein Fall mit uncharakteristischen, regressiven Entwicklungsstérungen der
Chorionzotten. In zwei der vier Falle mit Monosomie X waren die Befunde einer
ramifikationsgestorten Plazenta mit fokal hypovaskularen, 6dematds bis
hydropisch aufgelockerten Zotten und Uberlagernd regressiven Veranderungen
einheitlich.

Bemerkenswerterweise zeigten 78,6%% (11/14) der Spontanaborte mit
unauffalligen Karyogrammen ebenfalls deutliche Zottenalterationen, darunter
zwei Falle mit herdférmig angelegten groRen plumpen Zotten und gefal3losem
Stroma, im Sinne einer schweren friihembryonalen Entwicklungsstérung. Den

ubrigen acht Aborten mit normalem Karyotyp waren Plazentamorphologien mit
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herdformiger =~ Ramifikationsstorung,  avaskularem und  6dematdsem
Zottenstroma und auch regressiven Veranderungen zugeordnet worden.

Ein uneinheitliches Bild ergab sich auch bei den weniger stark ausgepragten
Plazentaverdnderungen. Zwei Aborte mit normalem Karyotyp, Trisomien
(Mosaiktrisomie 2, Trisomie 10, Trisomie 15, Trisomie 22 und zwei Falle mit
Trisomie 21), als auch eine Triploidie (69, XXX) und ein Fall mit Monosomie X
zeigten unspezifische, regressive Veranderungen der Chorionzotten. Insgesamt
ist diese Gruppe aus praktisch gleichen Anteile aus Aborten mit unauffalligem
bzw. auffalligem Karyotyp von 27,2% und 72,7% (3 und 8 Falle) im Vergleich
zur Gruppe mit schweren Zottenalterationen mit 25,6% und 74,4% (11 und 32

Falle, inklusive der kompletten Blasenmole) zusammengesetzt.

3.4 Fetalpathologische Untersuchungen

In funf Fallen (5/60) lagen Embryonen bzw. -fragmente vor, die makroskopisch
und in einem Fall histologisch untersucht worden waren. In drei Fallen wurden
aufgrund der vorliegenden Fehlbildungen chromosomale Krankheitsbilder
vermutet.

MR-95: Im Abradat war ein |ladierter Embryo von 4,1 cm Scheitel-Steil3lange
und 4,5 cm Scheitel-Fersenlange vorhanden (Abb. 3.11c). Er zeigte eine
artefizielle Querlasion des Gesichts mit Vorhandensein des rechten Auges
sowie artefizieller Bauchlasion mit Organventeration. Die Nabelschnur war
abgerissen. Das Restgewicht betrug 2,373 g. Die Embryonallange entsprach
etwa 10 Schwangerschaftswochen. Trotz Gesichtslasion war eine deutliche
craniofaciale Dysmorphie mit kleinen, tief sitzenden und mangelhaft
modellierten Ohrmuscheln, rechtsseitiger Lippen-Kiefer-Gaumenspalte mit
partieller Pierre-Robin-Sequenz, Makrostomie, Makroglossie und Mikrogenie zu
erkennen. Die reichliche Nackenhaut deutete auf eine kollabierte Nackenblase
hin. Die Hande hatten im Verhdaltnis zur Nagelentwicklung (die etwa der 11.
Schwangerschaftswoche entsprach) sehr kurze und plumpe Finger und eine
angedeutete Vierfingerfurche rechts. Eine Sandalenfurche war angedeutet
zwischen 1. und 2. Zehe beider Ful3e. Caudal der artefiziellen Bauchlasion war
eine primare Bauchlasion zu sehen, die einem erweiterten Nabelring entsprach.

Das Herz zeigte einen sogenannten gemeinsamen atrioventrikularen Kanal
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(AV-Kanal) mit einem grolen Defekt des Atriumseptums und des
membrandsen  Ventrikelseptums mit gemeinsamem  Segelklappenring.
Pulmonal- und Aortaostien hatten drei normale Semilunarklappen. Im tbrigen
normale Form und Lage der inneren Organe. Altersentsprechendes weibliches
inneres und aul3eres Genitale (aus Befundbericht Frau Prof. Dr. Rehder.)

Abb. 3.11(I) (MR-95) Missed abortion der rechnerisch 12. SSW,
histologisch ramifikationsgestorte, regressiv
veranderte Plazenta mit Mikroinfarkten.

a. Das CGH-Profil zeigte einen weiblichen Karyotyp mit einer
Fluoreszenzratio >1,2 fur das Chromosom 21.
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b. Die Mikrosatellitenanalyse bestatigte das Vorliegen einer Trisomie 21. Es
stellten sich in der PAGE drei Allele (D21S1432) bzw. ein Dosiseffekt dar

(D21S1446).
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Abb. 3.11(1l) (MR-95) Missed abortion der rechnerisch 12. SSW,
histologisch ramifikationsgestorte, regressiv
veranderte Plazenta mit Mikroinfarkten.

c. Die Fotos zeigten einen entwicklungsverzogerten weiblichen Embryo (Nr.
1) (etwa 10. SSW) mit Lippen-Kiefer-Gaumenspalte, Makrostomie und
Makroglossie (Nr. 2), Brachydaktylie, angedeuteter Vierfingerfurche rechts
(Nr. 3), Sandalenfurche der Fuf3e (Nr. 4) sowie einem sogenannten AV-
Kanal des Herzens (Nr. 5). Aus der autoptischen Beurteilung ergab sich
bereits der Verdacht einer Trisomie 21. Da mit den angewandten
Methoden nicht zwischen einer freien Trisomie 21 oder einer
Translokations-Trisomie  unterschieden werden kann, sollte zum
Ausschluss  einer  familiar  vorliegenden Translokation eine
Chromosomenanalyse der Eltern erfolgen.
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Abb. 3.12 (MR-159) Intrauteriner Fruchttod in der rechnerisch 11. SSW,
histologisch partielle hydropische Degeneration der
Plazentazotten.

a. Das CGH-Profil zeigte einen mannlichen Karyotyp mit einem
Fluoreszenzratioprofil > 1,2 fir das Chromosom 16.

114 2/16 318

I l I [ m
] | | { J |
‘ | | ‘ |
H 1 H i ]
6,19 7/20 817 9,20 10017
- 1 -—
! | T : R
é E “ T W
| { i | | i |
1 | | | i | H
| |- Lot L L
13,21 14,18 1516 16,21
S0 B &0
| FE | } | i | I | |
1917 20,21 21,19 22,16 Y10

b. Die Mikrosatelliten-Analyse der Loci D16S753 und D16S2624 bestatigte das
Vorliegen eine Trisomie 16, wahrscheinlich maternaler Herkunft. Paternale
DNA lag zu vergleichenden Untersuchungen nicht vor.

IOIO

g =
D16S753 , E

D16S2624

=

[

c. Der disorganisierte Embryo mit einem Missverhaltnis zwischen Kopfgrof3e
und Rumpfregion.
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MR-159: Als ursachlich fur den Frihabort in der 11./12. SSW war die durch
CGH nachgewiesene Trisomie 16 anzusehen (Abb 3.12a). Bei der
makroskopischen Beurteilung des Schwangerschaftsprodukts war eine
geschlossene Fruchthdhle von knapp 3 cm Durchmesser mit einem 5 mm
langen Embryo in der Lichtung beschrieben worden. Aus dem Befundbericht
ging hervor, dalR der Embryo autolytisch und disorganisiert war mit einem
MiRBverhaltnis zwischen KopfgréRe und Rumpfregion (Abb. 3.12c).

MR-172: Mittels CGH war eine Triploidie (69, XXX) paternaler Herkunft
diagnostiziert worden (Abb. 3.1a). Das Abortmaterial bestand neben
Plazentasticken aus einem embryonalen Kopffragment von 0,7 c¢m
Durchmesser mit auffalligem Hypotelorismus (Abb. 3.1c). Die Mikrosatelliten-
Analyse belegte eine Triploidie paternaler Herkunft (Abb. 3.1b).

MR-62: In der CGH wurde eine Monosomie X nachgewiesen. Im Abradat war
ein 3 mm langes, disorganisiertes Embryofragment mit einer 1,0 cm langen
Nabelschnur enthalten. In der Fruchthdhle erkannte man einen Dottersack von
1 x 2 cm Durchmesser.

MZ-1566: Der CGH-Befund war hinweisend auf eine Triploidie, welche in der
FISH-Untersuchung bestatigt wurde (Abb. 3.13a, b). Im Abradat befand sich

eine geschlossene Fruchthdhle von 2 cm mit darin enthaltenem Embryo.
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Abb. 3.13  (MZ-1566) Abortus incompletus der 9. SSW,
histologisch regressive  Ver&nderungen  der
Chorionzotten. Eine geschlossene Fruchthdhle von 2
cm mit darin enthaltenem Embryo.

a. CGH-Profil mit unauffalligen Verhaltnissen fur die Autosomen und einem
auffalligen Fluoreszenzratioprofil fir das X-Chromosom zwischen 1 und
1,2. Y-Chromosommaterial schien vorhanden, zumindest im Bereich des
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b. Die FISH-Untersuchung an Interphasekernen (Chorionzotten) zeigten drei
Signale fir das Chromosom 18. Zusammenfassend schien damit das
Vorliegen einer Triploidie 69, XXY wahrscheinlich.
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3.5 Vergleich der Ergebnisse mit denen der Kontrollgruppen

Aborte, die unter in vitro Bedingungen kein Wachstum zeigten und mittels CGH
retrospektiv analysiert worden waren, wurden Kontrollgruppen gegenuber
gestellt. Die Kontrollgruppen bestanden aus 433 (MR) bzw. 6198 (MZ)
unselektierten frihen Spontanaborten (6.-12. SSW), die im gleichen Zeitraum
(1993-1999) im hiesigen Labor fur Zytogenetik sowie in Kooperation mit dem
Labor fur Zytogenetik der Abteilung fir Kinderpathologie der Universitat Mainz
untersucht worden waren. Die beiden Gruppen zeigten Inhomogenitaten
bezuglich der Kulturerfolge: 87,5% (MR) bzw. 69,6% (MZ) der Spontanaborte
konnten erfolgreich karyotypisiert werden. Die Aberrationsraten von 71,0% und
64,2% korrelierten dabei positiv mit den Kulturerfolgen. Weiterhin fand sich
unter den 110 Aborten aus Marburg mit unauffalligem Karyotyp eine Sex-Ratio
von exakt 1,0; in der Mainzer-Gruppe dagegen ein deutliches Uberwiegen der
weiblichen Karyotypen (Geschlechterverhaltnis m:f = 533:990 = 0,6). Beztglich
der Haufigkeit und Verteilung der verschiedenen Aberrationen liegt weitgehende
Ubereinstimmung vor. Bei insgesamt 64,8% pathologischen Karyotypen sind im
Mittel 53,9% autosomale Trisomien, 11,2% Monosomien X, 15,6% Triploidien,
11,3% Tetraploidien und 9,0% unbalancierte strukturelle
Chromosomenanomalien gefunden worden. Weder das mittlere maternale Alter
noch das mittlere Gestationsalter zum Zeitpunkt des Aborts differierte signifikant
zwischen den beiden Kontrollgruppen, mit 29,4/30,3 Jahren und 9,6/9,8
Wochen fir die karyotypisch unauffalligen Aborte und mit 31,5/31,4 Jahren und
9,6/9,9 Wochen fur die chromosomal aberranten Aborte (Tab. 3.5 und 3.6).
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Tab. 3.5 Kontrollgruppe Marburg: 379 karyotypisierte Spontanaborte des
1. Trimenons

Spontanaborte des  Anzaider Dl SER T SEORETE e verhaltns

’ (in Jahren) (in Wochen) m:f
Gesamt 433
Erhf?clfr]r:?)isc:rienanalyse 379 87.5%
Unauffallige 110 29,0% 29,4+ 4,9 9,6+1,8 55:55 (1,0
Aberrante 269 71,0% 31,5+5,3 96+1,5 126:1022 (1,24)
Autosomale Trisomie® 158 58,8% 32,6+5,3 9,6+1,5 84:74 (1,14)
Monosomie X 41 153% 29,2+6,2 10,2+£15
Triploidie® 25 9,3%  30,0+3,9 9,3+1,5 14:11 (1,27)
Tetraploidie 13 4,8% 29,6 +4,4 89+1,6 7:6 (1,17)
Strukturelle Aberration 31 115% 30,7+4,4 9,3+1,6 20:11 (1,82)
Andere 1 0,4% 30,2 11,0 -—-
Mosaike gesamt 26 11,6% 30,7+6,7 92+14 13:13 (1,0)
® Triploidien: 11 XXX : 14 XXY
Tab. 3.6 Kontrollgruppe Mainz: 4314 karyotypisierte Spontanaborte des

1. Trimenons

Spontanaborte des  Anzaider LI SRR SEOCETE o vermaltnis

’ (in Jahren) (in Wochen) m:f
Gesamt 6198
Eﬁ?;%:?s?ggenanalyse 4314 69.6%
Unauffallige 1543 35,8% 30,3+ 4,4 9,8 +1,6 553:990  (0,56)
Aberrationen 2771 642% 31,4+ 4,6 99 +£14 1181:1262 (0,94)
Autosomale Trisomie 1480 53,4% 32,8+ 4,6 9,8 £1,3 700:780 (0,90)
Monosomie X 314 11,3% 29,8+ 4,0 10,6 + 1,3
Triploidie® 434  157% 29,6+ 3,9 100+ 1,5 265:169  (1,57)
Tetraploidie 331 11,9% 299+ 4,3 9,6 +1,4 137:194  (0,71)
Strukturelle Aberration 244 8,8% 30,8+ 4,6 95 +14 92:140 (0,66)
Mosaike 431 15,6% 30,7+ 4,5 96 +14 150:271 (0,55)

*Triploidien: 168 XXX : 252 XXY : 14 XYY
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3.5.1 Gestationsalter zum Zeitpunkt des Aborts

Sowohl fur die CGH-Studie als auch fir die Kontrollgruppe sind ausschlief3lich
Spontanaborte des 1. Schwangerschaftsdrittels (bis zur 14. SSW p. m.)
eingeschlossen worden. Das Gestationsalter errechnete sich fur die Aborte mit
nachgewiesener Chromosomenaberration in der CGH-Analyse mit
durchschnittlich 10,0 Wochen und 9,5 Wochen fir die unauffalligen Falle. Die
Kontrollgruppe unterschied sich davon nur unwesentlich mit gemittelten 9,9
Wochen fiur die zytogenetisch aberranten Félle und 9,8 Wochen fur die
zytogenetisch unauffalligen. Vergleicht man den Abortzeitpunkt aufgeschlisselt
fur die verschiedenen Chromosomenaberrationen, so zeigte sich auch hier eine

hohe Ubereinstimmung zwischen den beiden Gruppen (Abb 3.14).

Abb. 3.14 Korrelation von Chromosomenaberration und Gestationsalter

Gestationsalter zum Zeitpunkt des Aborts

W Aborte ohne in vitro Wachstum, n = 57
0O Aborte mit in vitro Wachstum, n = 4693

12

10

Gestationsalter in Wochen (p. m.)
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3.5.2 Maternales Alter

Hinsichtlich des maternalen Alters zum Zeitpunkt des Aborts ergab sich in
beiden Kollektiven ein einheitliches Bild. Bei den retrospektiv untersuchten
Aborten (CGH-Studie) umfal3te das Alter der Frauen zum Abortzeitpunkt 19 bis
42 Jahre. Das durchschnittliche Alter der Frauen mit chromosomal aberranten
Spontanaborten lag bei 32,4 Jahren und damit héher als unter den Frauen mit
chromosomal unauffalligen Aborten mit gemittelten 29,9 Jahren. Sehr ahnliche
Verhaltnisse lagen auch in den Kontrollgruppen vor. Durchschnittlich betrug das
Alter der Frauen mit aberranten Aborten 31,4 Jahre bzw. 30,3 Jahre fir die
Frauen mit zytogenetisch unauffalligen Aborten. In beiden Gruppen lag das
Alter der Frauen mit trisomer Abortanlage tendenziell hoher als unter den
Aborten mit Monosomien X und Polyploidien (zumindest in der Kontrollgruppe).
Ein deutlich erhohtes mittleres Alter der Frauen mit 34,6 Jahren errechnete sich
fur die Triploidien der CGH-Studie (n = 7). FUr eine statistische Aussage ist die
Fallzahl jedoch zu gering (Abb. 3.15).

Abb. 3.15 Maternales Alter zum Zeitpunkt des Aborts
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3.5.3 Aberrationsrate und Aberrationstyp

Unter den durch die Comparative Genomhybridisierung retrospektiv
untersuchten Spontanaborten fanden sich chromosomale Imbalancen in 72,0%
der Falle. Damit liegt die ermittelte Aberrationsrate deutlich Uber der der
Kontrollgruppe mit 64,8%. Aufféallig ist allerdings die Inhomogenitat innerhalb
der Kontrollgruppe. Chromosomale Anomalien traten in 71,0% in der Marburger
Referenzgruppe bzw. in 64,2% in dem Mainzer Kollektiv auf.

Das Verteilungsmuster fur die einzelnen Gruppen von Chromsomenanomalien
entspricht sich weitgehend und auch im Vergleich mit den Literaturdaten ergibt
sich ein einheitliches Bild (Abb. 3.16). Lediglich der Anteil an Trisomien mit
68,3% war deutlich hoher als in der Kontrollgruppe mit 53,9%. Fir die
Triploidien ergab sich ein Wert von 17,1% vs. 15,1%, Karyotypen mit
Monosomie X wurden in 9,8% bzw. 11,7% der Spontanaborte gefunden.
GroRRere Unterschiede ergaben sich fur den Anteil der Aborte mit strukturellen
Aberrationen (2,4% vs. 9,0%) sowie bei Mosaikkaryotypen (7,3% vs. 15%).
Aufgrund der geringen Fallzahl sind diese Zahlen jedoch als nicht

aussagekraftig genug zu werten.

Abb. 3.16  Vergleich der chromosomalen Aberrationen in unterschiedlichen

Abortkollektiven

Verteilung der Chromosomenanomalien, verschiedene Kollektive
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Die prozentuale Aufteilung der autosomalen Trisomien auf die beteiligten
Chromosomen |aRt sich aus dem Diagramm 3.17 ablesen. Auffallig ist der hohe
Anteil an Trisomien 7 und die ansonsten nur selten diagnostizierte Trisomie 19
unter den durch CGH untersuchten Spontanaborten im Vergleich zur
Kontrollgruppe und zu anderen Studien.

Abb. 3.17 Autosomale Trisomien unter Spontanaborten, Vergleich

verschiedender Abortkollektive

Trisomien
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3.5.3.1 Gonosomenkonstellation bei triploiden Abort-Karyotypen

Das Geschlechterverhaltnis der Triploidien mit 1,5 XXX : 1 XXY : 1 XYY in der
CGH-Studie (n = 7) und 1 XXX : 1,5 XXY : 0,08 XYY in der Kontrollgruppe (n =

459) unterscheidet sich auffallend in der XYY- Konstellation.
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354 Sex-Ratio

Unter den 57 Spontanaborten der CGH-Studie fand sich ein ausgeglichenes
Geschlechterverhéltnis von exakt 1,0. Die als chromosomal unauffallig
befundeten Falle hatten eine Ratio von 0,78 (m:w), die chromosomal
aberranten eine von 0,86 (m:w). Bei der Kontrollgruppe war das Uberwiegen
der weiblichen Karyotypen unter den chromosomal normalen Fallen besonders
deutlich mit einer Sex-Ratio von 0,58. Unter denen mit aberranten
Karyogrammen war das Verhaltnis mit 0,93 ausgeglichener. Betrachtet man die
Marburger Referenzgruppe getrennt, so fallt ein Geschlechterverhaltnis von 1,0
unter den zytogenetisch unauffalligen Fehlgeburten auf. Im Gegensatz dazu
steht das Verhaltnis von 0,56 (m:w) in der Mainzer Kontrollgruppe (Tab. 3.6).

3.55 Zottenhistologie

In 43 von 57 Spontanaborten der CGH-Studie wurden Plazentaveranderungen
beschrieben, die fir eine primar gewebliche Unterwertigkeit (PGU) der
Fruchtanlage sprechen und somit eine Chromosomenanomalie als
Abortursache unterstellen. In 74,4%% der Falle mit diagnostizierter PGU
konnten wir durch die CGH-Analyse auch eine Chromosomenaberration
nachweisen. Ein hoher Anteil an schwerwiegenden Plazentaveranderungen im
Sinne einer PGU ergab sich auch fir die euploiden Aborte mit 78,6%.

Aus organisatorischen Griinden waren uns nur die Plazentahistologien der
Marburger Kontrollgruppe (n = 379) zuganglich, so dal3 ein direkter Vergleich
zwischen der CGH-Gruppe und dem gesamten Kontrollkollektiv an dieser Stelle
nicht moglich war. Aus dem Diagramm (Abb. 3.18) laf3t sich ablesen, dal3 der
Anteil schwerwiegender Plazentaverdnderungen bei den Aborten ohne in vitro
Wachstum sowohl unter den als unauffallig befundeten (78,6%) als auch unter
den Spontanaborten mit nachgewiesener Chromosomenaberration (74,4%)
deutlich hoher lag als in der Marburger Kontrollgruppe (42,0% bzw. 54,9%).
Diese  Beobachtung trifft —auch  hinsichtlich  der  verschiedenen
Chromosomenaberrationen zu, allerdings sind die z. T sehr kleinen Fallzahlen
zu berticksichtigen (Abb. 3.19).
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Abb 3.18 Anteil der schwerwiegenden Chorionzottenveranderungen

in

unterschiedlichen Abortkollektiven, aufgeschlisselt nach Art der
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4. Diskussion

41 CGH

4.1.1 Effizienz der CGH im Vergleich zur Effizienz der
Aussage nach Zellkultur

In einer Zusammenarbeit zwischen der Universitat Mainz (Abteilung fur
Kinderpathologie) und der Universitat Marburg (Abteilung fir Klinische Genetik)
wurde die CGH zur Analyse von frihen Spontanaborten angewandt mit dem
Ziel, von einem zytogenetisch bisher nicht zuganglichen Kollektiv friher
Spontanaborte den chromsomalen Status zu erheben. Unter Zugrundelegung
der  dargestellten Haufigkeit  von Chromosomenaberrationen bei
Spontanaborten, insbesondere aber auch der neuen Erkenntnisse aus der
Praimplantationsdiagnostik mit ihren hohen Inzidenzzahlen fir chromosomale
Aberrationen auch unter normal entwickelten Embryonen (Kap. 1.4.3), stellten
wir die Hypothese auf, dass in dem oben genannten Abortkollektiv mit
ungenidgendem in vitro Zellwachstum eine hohe Frequenz chromosomaler
Anomalien aufzufinden ist. Insbesondere unter sehr frihen Aborten mit
Autolysezeichen sollten unserer Meinung nach schwere chromosomale
Imbalancen zu finden sein.

Die Sensitivitat der CGH in der Identifikation von Aneuploidien und
unbalancierten strukturellen Chromosomenaberrationen liegt im Bereich der
konventionell zytogenetischen Chromosomenanalyse. Dabei umgeht die CGH
die Limitationen der Zellkultur wie Kulturversagen, Kontamination oder
Kulturartefakte. In der vorliegenden Studie konnte in 95% der Falle (57/60)
mittels CGH in Verbindung mit molekularzytogenetischen oder molekularen
Methoden ein eindeutiges Ergebnis erzielt werden. Diese hohe Effizienz bei der
Analyse von Abortmaterial wird durch eine andere Arbeitsgruppe bestatigt
(Lomax et al. 2000).

Die Erfolgsrate einer zytogenetischen Analyse nach in vitro Kultivierung der
Gewebe hat sich in den letzten drei Jahrzehnten standig verbessert (von
durchschnittlich ca. 60% in den 70er und 80er Jahren auf 80% in den 90er
Jahren, Tab. 4.1a und b).
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Tab.4.1a  Erfolgsraten von zytogenetischen Studien in Abhéngigkeit der

Kulturbedingungen (Zeichenerklarung siehe Tab. 4.1b)

Autor Untersuchungs-  Kultur- Aberrations- Kultur- CS:SCthB
material Dauer  rate Erfolg  Aportmat.
gtrZ?ng?e EM" LTC®  30,5% 53,3% 32,2%
Lauritsen 1976 EM* LTC®  54,9% 88,5% 37,4%
;a I;?rg% EM* LTC®  47,0% 64,7% 23,5%
Staz:lscilgso EM* LTC®  46,3% 89,3%  46,8%
5? g: 1980 EM' LTC®  53,9% 70,0%  45,9%
\e{-\t/aaﬁbliggg EM' LTC®  32,2% 59,1% k. A.*
g/lte;l 'elnngSEK EM* LTC®  61,7% 62,3% 15.0%
étnglrefgasw EM" LTC®  18,8% 49,8% 31,3%
Stejlelr%? EM" LTC®  39,2% 53,2% 51,4%
Etegril;gz EM’ LTC®  46,0% 61,4% 21,1%
Cowchock ) A . . .
et al. 1993 bevorzugt CVS CA. 45,2% 84,0% 0%
g'tag,sTg‘gg cvs? direkt  50,0% 82.4% 0%
Stujrrgé7 cvs? 24-481h 76,7% 93.6% 0%
Eiben 2 . . .
et al. 1990 Cvs 24h  50,7% 76,3% 0%
eotha::01991 cvs? 24h  69,4% 92,3% 0%
Garbé 5 tber . . .
etal. 1992 cvs Nacht >13% 90,3% 0%
Bé et al. 1997 CcVSs? k.A*  63,7% 952% 0%
5{2‘*’1%33 cvs’® LTC®  38,8% 82,1% 0%
Kontrollgruppe Mainz, cvs? LTC? 64.2% 69.6% 0%

1999
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Tab. 4.1b  Erfolgsraten von zytogenetischen Studien in Abhéngigkeit der

Kulturbedingungen

Autor Untersuchungs-  Kultur- Aberrations- Kultur- é(l)J:SCNUB
material Dauer rate erfolg Abortmat.

Sona . RRSS, cvs? LTC®  71,0% 87,5% 0%

Nagaishi et al. 2 3

2004 CVS LTC 56,5% 85,3% 0%

Menasha et al. 2 3 o o o

2005 (1990-1997) CVS LTC 42,8% 79,1% 6,2%

Menasha et al. 2005 2 3 0 0 0

(1998-2002) CVS LTC 71,9% 945% 0,7%

Strom Chorionzotten- 4 0 0 0

etal. 1992 biopsie K-A. 83,2% 99.0% 0%

Sanchez Chorionzotten- 4 0 0 0

etal. 1999 biopsie KA. 62,4% 91.4% 0%

Appleman Chorionzotten- 4 0 o o

etal. 1991 biopsie K-A. 41,7% 100% 0%

Sorokin Chorionzotten- Uber o o 0

etal. 1991 biopsie Nacht 100% 100% 0%

'EM embryonales (fetales) Gewebe und Membranen, keine Chorionzotten
CVS Chorionic villus sample = Chorionzotten

LTC long term culture = Langzeitkultur

“k. A. keine Angaben

In der Vergangenheit war die Vorgehensweise in hohem Mal3e unterschiedlich.
Vielfach wurden nur solche Abortmaterialien zur Zellkultur zugelassen, die
makroskopisch embryonale bzw. fetale Strukturen erkennen lie3en (Boué 1975,
Creasy 1975, Lauritsen 1976, Geisler 1978, Hassold 1980, Kajii 1980, Andrews
1984 u. a.), spater wurde zunehmend mehr die Kultur von Chorionzotten
versucht (Cowchock 1993, Kalousek 1993 u.a.) So erkléart sich, dafld je nach
Studie bis zu 50% der Ausgangsmaterialen aus unterschiedlichen Grinden von
der Zellkultur ausgeschlossen worden sind, wenn nach Ansicht der Autoren
keine Aussicht auf Kulturerfolg bestand (Tab. 4.1). Neben verbesserten
Kulturbedingungen, insbesondere durch Medien, die mit Wachstumshormonen
supplementiert sind, ist jedoch die rasche Aufbereitung des Materials
wesentlich fir eine erfolgreiche Kultivierung von Abortmaterial. Kurze

Transportwege und gute Logistik sind dafir entscheidend.
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Da bei Aborten haufig die Frucht bereits intrauterin abstirbt, bevor es zu
klinischen Symptomen kommt, ist das Material haufig autolytisch und bakteriell
kontaminiert. Durch den routinemafigen Einsatz von Ultraschall-Diagnosik
schon in der Frihschwangerschaft lassen sich Zeichen des Aborts wie fehlende
Fruchtanlage, fehlende Herzaktionen oder Wachstumsstillstand schon vor
Einsetzen von Symptomen erkennen. Beeindruckend sind in diesem
Zusammenhang die Ergebnisse von Strom (1992) und Sanchez (1999), die
durch Chorionzottenbiopsie vor Abortkirettage in 99,9% bzw. 91,4% ein
Ergebnis erzielen konnten. Die Chorionzottenbiopsie wurde bei sonographisch
diagnostiziertem Abort vor Einsetzen jeglicher Symptome durchgefiihrt. Die
direkte Praparation der Chorionzotten hat ebenfalls Uberzeugende Ergebnisse
erbracht. Bei Guerneri und Mitarbeitern (1987) konnte in 94%, bei Ohno et al.
(1991) in 92,3%, bei Garbd et al. (1992) in 90% der fetale Karyotyp erhoben
werden. Auch hier erfolgte die Abortkirettage vor Einsetzen von Symptomen. In
neueren Studien werden auch mit der herkdmmlichen Langzeitkultur von
Abortzotten gute Ergebnisse erzielt. So liegt der Kulturerfolg bei Brajenovic-
Milic et al. (1998) bei 82,1%, 87,5% im eigenen Labor (1999) und sogar 94,5%
bei Menasha et al. (2005). Neueste Studien erreichen somit eine Effizienz, die
vergleichbar ist mit der der CGH-Analyse.

Chorionzotten scheinen sich als Ausgangsmaterial deshalb gut zu eignen, weil
sie nach Absterben des Embryos durch die direkte Ankoppelung an die
maternale Blutperfusion noch langer vital bleiben (Appleman et al. 1991). Eine
Chorionzottenbiopsie einer ohnehin notwendigen instrumentellen Entleerung
des Uterus vorzuschalten, um eine mdoglichst sichere Aussage uber
zugrundeliegende Chromosomenstorungen treffen zu kdnnen, hat sich jedoch
in der klinischen Routine nicht durchsetzen kdnnen.

Insgesamt laRt sich eine positive Korrelation zwischen Kaulturerfolg und

ermittelter Anzahl an Anomalien feststellen (Tab. 4.1a und b).
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4.1.2 Wertigkeit der CGH im Rahmen der Aufdeckung

chromosomaler Imbalancen bei Frihaborten

In 72% des Untersuchungskollektivs konnten mittels CGH in Kombination mit
ergdnzenden Techniken, wie Interphase-FISH und Mikrosatellitenanalyse,
chromosomale Fehlverteilungen nachgewiesen werden. Dagegen konnte eine
Korrelation zum Autolysegrad nicht erhoben werden.

Die Ergebnisse zeigen weiterhin, dass die Verteilung bezlglich der
unterschiedlichen  Gruppen von Chromosomenanomalien  weitgehend
vergleichbar den Daten ist, die nach konventioneller zytogenetischer Analyse
erhoben wurden. Unter den mittels CGH analysierten aberranten Féllen
dominierten die Trisomien mit 68,3%, gefolgt von Triploidien (17,1%),
Monosomie-X-Karyotypen (9,8%) und strukturellen Chromosomenaberrationen
(2,4%). Autosomale Monosomien wurden nicht beobachtet. Bei Vorliegen einer
Trisomie im Abort waren die Chromosomen 16 (mit mehr als 32% der trisomen
Karyotypen) und 22 (mit ca. 11% der trisomen Karyotypen) tberdurchschnittlich
haufig beteiligt. Unterschiede ergaben sich jedoch fur die Haufigkeit der
Trisomie 7, die mit 10,7% wesentlich haufiger war als in den herkémmlich
untersuchten Aborten (3,2% in der Kontrollgruppe und durchschnittlich 3,8% in
anderen Studien (Tab. 4.2). Die Trisomie 7 nimmt auch atiologisch eine
Sonderstellung ein. Wéahrend bei der Uberwiegenden Anzahl der Trisomien 15,
16, 18, 21 und 22 eine Nondisjunction in der maternalen Meiose | urséchlich ist,
haben Zaragoza et al. (1998) in Uber 50% der molekulargenetisch untersuchten
Falle von Trisomien 7 mitotische Nondisjunction gefunden. Weiterhin ist der
Mechanismus des ,Genomic Imprintings* auch fur das Chromosom 7 bekannt.
Da das Chromosom 7 fur mehrere Wachstumsfaktoren, Zytokine und
Rezeptoren kodiert, konnte moéglicherweise ein Imprintig-Effekt Einflul3 auf das
Zellwachstum in der Kultur haben (Kotzot et al. 2000).

Andererseits werden Trisomien 7 in Chorionzottenbiopsien haufig bei confined
placental mosaicisms (CPM) gesehen und eine Auswirkung auf das intrauterine
Wachstum des Embryos scheint nicht gegeben (Kalousek et al. 1996). Unter
CPM versteht man das Vorliegen einer Chromosomenaberration ausschlief3lich
im plazentaren Gewebe und nicht in Zellen des Embryos. Ursachlich hierfir

wird ein sogenannter ,trisomic rescue“ angenommen: Eine trisome Anlage im
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Blastomerenstadium wird durch Verlust eines der drei Chromosomen in eine
euploide Zelllinie Uberfihrt, welche die Vorlauferzellen fir den Embryo
darstellen. Die Blastomeren mit Trisomie waren die Anlagen fiur die Plazenta.
Scheinbar sind die euploiden Zellen in der Lage, einen mdglichen
Wachstumsnachteil ~der trisomen  Zellen auszugleichen. In die
aulBergewohnliche Gruppe der Aborte mit Trisomie 7 paldt auch die
Beobachtung, daR3 die einzige Trisomie paternaler Herkunft in der CGH-Gruppe
eine Trisomie 7 war (Kap. 3.1, Abb 3.10).

Eine Trisomie 19 wird unter Spontanaborten nur sporadisch gefunden. In der
vorliegenden Studie konnte ein Abort mit einer Mosaiktrisomie 19 diagnostiziert
werden. Mdglicherweise wird ihre Inzidenz aufgrund von Mosaikbefunden
unterschatzt. In den grof3en Abortstudien wird nur vereinzelt von einer Trisomie
19 berichtet (Tab. 4.2, Literatur ebendort). Interessanterweise konnte eine
Trisomie 19 in einer Chorionzottenbiopsie durch Strom und Mitarbeitern (1992)
nachgewiesen werden. Strom et al. untersuchten Abortzotten bei
sonographisch diagnostiziertem Abortgeschehen zeitlich vor dem Einsetzen von
Symptomen. Damit erfolgte die zytogenetische Analyse an relativ vitalem
Plazentagewebe und der Abortkirettage vorgeschaltet. In Zusammenhang mit
unserem Ergebnis konnte dieses besondere Studiendesign als ein Hinweis auf
eine durch die Trisomie 19 bedingte Kulturschwierigkeit gewertet werden.
Zudem sind auf dem Chromosom 19 lokalisierte Gene bekannt
(Transkriptionsfaktoren USF1 und USF2), die die Differenzierung des
Trophoblasten beeinflussen (Jiang und Mendelson, 2003). Ihr Einflu3 tber die
frihen Schwangerschaftswochen hinaus unterbindet die notwendige Reifung
der Chorionzotten. Eine hohere Aktivitat dieser Transkriptionsfaktoren wére
maoglicherweise auch durch eine hohere Gendosis bei trisomer Fruchtanlage
denkbar.
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Die Inzidenz der Triploidien in der CGH-Studie (17,1%) liegt nur wenig Uber der
der Kontrollgruppe mit 15,6%. Nach Warburton et al. (1980) stammt der
Uberzahlige haploide Chromosomensatz in circa 75% vom Vater. Dies
bestatigten auch die eigenen Ergebnisse zur Klarung der parentalen Herkunft
des Uberzahligen Chromosomensatzes. In drei von sieben Féllen liel3 sich die
Herkunft ermitteln. In allen drei Fallen war der Uberzéhlige Chromosomensatz
paternalen Ursprungs (Kap. 3.1, Tab. 3.3). In den meisten der paternal
erblichen Falle ist die Triploidie durch Dispermie entstanden (Zaragoza et al.
2000), mit einem erwarteten Geschlechterverhaltnis von 1XXX : 2XXY : 1XYY.

Tab. 4.3 Gonosomenkonstellation bei triploiden Abort-Karyptypen

Autoren XXX XXY XYY
Creasy et al. 1975 18 18 1
Lauritsen 1976 9 5 -
Takahara et al.1977 8 11 -
Hassold et al. 1980 16 53 1
Kajii et al.1980 8 13 -
Warburton et al. 1980 23 25 1
Meulenbroek et al. 1982 2 4 -
Andrews et al. 1984 6 5 1
Geisler et al. 1987 -
Eiben et al. 1990 15 28 3
Dejmek et al. 1992 a7 28 1
Strom et al. 1992 2 2 1
Neuber et al. 1993 26 36 1
Bé et al. 1997 21 39 2
Brajenovic-Milic et al. 1998 3 10 -
Gesamt 209 284 12
1 1,4 0,06)
Kontrollgruppe MR + MZ 179 266 14
1 1,5 0,08)
CGH-Studie 3 2 2
(1,5 1 1)

(Das relative Geschlechterverhéltnis ist in Klammern mit Fettdruck angegeben)
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Ist die Triploidie maternalen Ursprungs, so spricht man von Digynie, mit einem
postulierten Geschlechterverhaltnis von 1XXX : 1XXY. Tatsachlich wird aber ein
Uberwiegen der 69, XXY- Konstellation in vielen Studien beobachtet (Tab. 4.3,
Literatur ebendort). Triploidien mit einer XYY-Gonosomen-Konstellation
machen nur einen kleinen Anteil der untersuchten Triploidien aus (2-3%). Um
so erstaunlicher die Tatsache, dal3 in der CGH-Studie in 2/7 triploiden Aborten
ein 69, XYY-Karyotyp ermittelt werden konnte. In dieser Gruppe der triploiden
Aborte fand sich insgesamt eine Relation im Geschlechterverhdltnis von 1,5
XXX 11 XXY : 1 XYY, in der Kontrollgruppe (n=458 Triploidien) wurde ein
Verhaltnis von 1 XXX : 1,5 XXY : 0,08 XYY ermittelt. Die unterschiedliche
Anzahl an triploiden Aborten mit XYY-Gonotyp ist hoch auffallig. Wie schon
Boué und Boué (1985) vermuteten, konnte das geringe Vorkommen dadurch
erklart werden, daf3 die XYY-Konstellation mdglicherweise zu einem sehr friihen
Absterben der Frucht und als Folge zu schlechtem Zellwachstum in der Kultur
fuhrt. Interessanterweise findet man bei Eiben und Mitarbeitern (1990) ebenfalls
einen auffallig groRen Anteil an Triploidien mit XYY-Konstellation (3/46) (Tab.
4.3). Die zytogenetischen Analysen wurden durch eine direkte Praparation des
Chorionzottenmaterials durchgefiihrt, so dass eine Zellkultur umgangen werden
konnte. Strom und Mitarbeiter (1992) haben nach Chorionzottenbiopsie und
direkter Praparation (99%ige Ergebnissicherheit) unter 1/5 triploiden Aborten
ebenfalls eine anteilsméalRig nicht zu erwartende XYY-Gonosomen-
Konstellation ermitteln kdonnen. Diese Beobachtungen stiitzen die Theorie, dal3
triploide Aborte mit XYY-Gonosomenkonstellation schwieriger zu Kkultivieren
sind und deshalb dem zytogenetischen Nachweis (unter Kultivierung des
plazentaren/embryonalen Gewebes) entgehen kbénnen.

4.1.3 Plazentamorphologie, Korrelation mit den chromo-
somalen Befunden der CGH-Analyse und mit der

parentalen Herkunft der Chromosomenaberrationen

Die histopathologischen Veranderungen der Plazenta bei
Chromosomenaberrationen wurden in zahlreichen Studien beschrieben (Genest
et al. 1995, Rehder et al. 1989, Minguillion et al. 1989, Gocke et al. 1985). Die

Fehlbildungen der Chorionzotten entstehen durch die unterschiedliche
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Kombination relativ weniger Einzelkomponenten. Diese sind: Mangelhafte
Ramifikation und Vaskularisation, wandernde Trophoblastzellen im Stroma,
Atrophie des Trophoblasten, hydropische Alteration des Stromas. Diese
schwerwiegenden Verdnderungen der Chorionzotten werden im allgemeinen
mit frihletalen Chromosomenaberrationen als Abortursache in Verbindung
gebracht. Dieser Zusammenhang war in unserer CGH-Studie in 74,4% (43/54)
der Falle gegeben, zum Vergleich in 73% bei Minguillon und Mitarbeitern
(1989).

Trotz unterschiedlicher Ergebnisse zeigen verschiedende Studien, dass sich
lediglich die Triploidie vaterlicher Herkunft mit grofRer Sicherheit von der
Histologie ableiten lasst (Muntefering et al. 1987, Rehder et al. 1989).
Typischerweise ist dabei eine zu Kkleine, nicht zystische Plazenta bei
digynischen Triploidien; eine riesige, molenartige Plazenta bei diandrischen
Triploidien aufzufinden. Histologisch findet sich bei diandrischen Triploidien in
vielen Féllen eine in verschiedenen Schweregraden ausgepragte Partialmole,
eine abgeschwachte Form der kompletten Blasenmole. Histologisch ist die
klassische Blasenmole durch eine frih eintretende hydropische Degeneration
der plazentaren Villi und eine Trophoblasthypertrophie gekennzeichnet.
Komplette (klassische) Blasenmolen sind diploid mit zwei véaterlich erblichen
Chromosomensatzen. Diese Konstellation konnte durch die eigenen
Untersuchungen (im Fall MR 112, Abb. 3.2a, b) verifiziert werden. Bei der
Partialmole ist der Zottenhydrops nur fokal zu finden. Der pathogene Effekt
beruht auf der unterschiedlichen Aktivitat paternaler und maternaler Gene, ein
Effekt, der als genomisches Imprinting bezeichnet wird. In bis zu 75% liegen
unter Abort-Triploidien Gberzahlige paternale Chromosomenkompartimente vor,
welche in den meisten Féllen auf einer Dispermie beruhen (Zaragoza et al.
2000, Muntefering et al. 1987). Zwar waren in der Gruppe der Triploidien
mehrheitlich schwere Zottenalterationen beschrieben (6 von 7), den
histologischen Kriterien der Partialmole entsprachen jedoch nur zwei Félle
(29%). Die erwartete paternale Herkunft des tberzahligen Chromosomensatzes
konnte in diesen Fallen belegt werden (Kap. 3.1, Tab. 3.3).

Bei einer der sieben Triploidien (69, XXX) ergab das histologische Bild eher
leichte morphologische Veradnderungen der Abortzotten. Dies legte eine

maternale Herkunft des Uberzéhligen Chromosomensatzes nahe.
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Relativ einheitliche morphologische Verdnderungen der Abortzotten waren fur
Spontanaborte mit Trisomie 16 gefunden worden. Mit dieser bereits intrauterin
letalen Trisomie ist eine ausgepragte plazentare Dysfunktion verbunden, wie sie
charakteristisch fur frihletale Chromosomenaberrationen ist (Sobotta, 1998). In
der Literatur waren nahezu alle untersuchten Falle mit einer Trisomie 16
maternaler Herkunft (Kap. 1.4.6, Tab.1.8), so auch in unserem Kollektiv (Kap.
3.1, Tab. 3.3). Nach Scheer (1996) bleibt die plazentare
Wachstumsretardierung jedoch unbeeinflusst durch die parentale Herkunft der
Chromosomenaberration. Das  Schadigungsmuster ist jedoch nicht
pathognomonisch, das heif3t, auch andere Chromosomenanomalien und auch
nicht-chromosomal begriindbare Aborte in unserer Studie hatten vergleichbare
Plazentamorphologien gezeigt.

In beiden Fallen mit nachgewiesener Trisomie 21 ergaben die Beurteilungen
der Zottenmorphologie weniger ausgepragte Veranderungen. Nach Rehder et
al. (1989) werden bei Trisomien, welche auch im fortgeschrittenen
Gestationsalter und unter Lebendgeborenen beobachtet werden, leichtere
Alterationen der Chorionzotten erwartet. Zumindest fur die Trisomie 21 trifft das
in unserer Studiengruppe zu. Der Trisomie 13 wirden dieser Hypothese folgend
vergleichbar milde Entwicklungsstorungen der Plazenta entsprechen. Die
beiden Falle aus unserem Kollektiv zeigten histologisch jedoch eindeutige
Hinweise auf eine frihembryonale Entwicklungsstérung. Fir einen der beiden
Falle lie3 sich das zusatzliche Chromosom als maternal identifizieren. Da die
Trisomie 13 in den Uberwiegenden Fallen auf eine maternale
Chromosomenfehlverteilung zurtckzufuhren ist (Kap. 1.4.6, Tab. 1.8), scheint
es trotz einheitlicher parentaler Herkunft des UuUberzahligen Chromosoms
unterschiedliche Manifestationszeitpunkte der plazentaren Funktionsstérung zu
geben.

Fur alle anderen Trisomien ergab sich kein einheitliches Bild. Der Giberwiegende
Anteil ging mit schweren Verédnderungen der Plazenta einher, aber auch einige
frGhletale Trisomien (Trisomie 2, 10, 15, 22) waren mit unspezifischen und
regressiven Alterationen beschrieben. Damit ist ausgehend vom histologischen
Bild nur eine unsichere Aussage Uber autosomale Trisomien als Abortursache
moglich. Eine Ubereinstimmung von pathologischer Zottenmorphologie und

zugrunde liegender Trisomie lag in unserer Studie bei 77,8% vor. Andere
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Untersuchungen gaben 65,5% Ubereinstimmungen in dieser Untergruppe an
(Minguillon et al. 1989).

Bei X-Monosomie ist die Plazenta vor allem durch fokale Veranderungen mit
Verbanden avaskularer hydropischer Stammzotten und kleinen
hypovaskularen, fibrotischen Zottenaufzweigungen, sowie fokaler
Trophoblastatrophie charakterisiert (Gécke et al. 1985, Réckelein et al. 1989).
Diese Merkmalskonstellation wurde bei 2/4 Aborten mit Monosomie X
gefunden. In einem Fall ist das Bild einer Partialmole, im 4. Fall Gberwiegend
regressive Veranderungen beschrieben, so dass der Plazenta-Phénotyp bei
Monosomie X weit gefachert erscheint. In der Literatur gibt es mehrfach
Angaben zur schwierigen Abgrenzung eines XO-Status anhand der
begleitenden Plazentamorphologie (Minguillon et al. 1989, Réckelein et al.
1989, Bartho et al. 1992). Méglicherweise ist die Vielfalt der Zottenalterationen
durch die unterschiedliche Expression und Aktivitdit des maternalen bzw.
paternalen X-Chromosoms bedingt (Monk 1988). In unserem Untersuchungsgut
konnten wir in zwei Fallen die maternale Herkunft des X-Chromosoms belegen.
Damit war das paternale Geschlechtschromosom verloren gegangen.
Histologisch waren die Befunde jedoch uneinheitlich, einerseits mit dem
Vorliegen einer Partialmole als Ausdruck einer frihen Entwicklungsstérung der
Plazenta, andererseits mit den eher typischen Zottenveranderungen korreliert.
Moglicherweise zeigen Aborte mit 45, X Karyotyp mit maternalem X-
Chromosom eine gravierendere plazentare Wachstumsstérung als solche mit
vaterlich erblichem X-Chromosom (Scheer, 1996).

Nicht chromosomal begrindbare Aborte lassen sich laut Mintefering et al.
(1987) mit groRer Wahrscheinlichkeit von der Plazentahistologie ableiten. Diese
Beobachtung war in unserer Untersuchung nicht zu treffen, da 78,6% der
Aborte mit normalem Karyotyp schwere Alterationen der Chorionzotten hatten.
Eine Kontamination des Materials mit maternalen Zellen, welche die Diagnose
in Frage stellen kénnte, ist bei der CGH-Technik nicht gegeben. Folglich
scheinen Chorionzotten in ahnlicher Weise auf ein Spektrum von
chromosomalen, aber auch auf exogene Noxen zu reagieren. Die
Plazentaentwicklung soll in erster Linie vom Entstehungszeitpunkt der
Schédigung und ihrer Schwere abhangig sein (Rehder et al. 1989). So finden
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sich z. B. herdférmige Zottenreifungsstorungen auch bei bestimmten
Virusinfektionen (z. B. CMV) oder bei maternalen Grunderkrankungen.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die Morphologie der Plazentazotten
kaum Ruckschlisse auf den zytogenetischen Befund zuldsst. Im eigenen
Untersuchungskollektiv lag die histologische Fehleinschatzung bei 35%.
Vergleichbare Werte von 33% wurden von Mintefering et al. (1988) nach
histologischer und zytogenetischer Untersuchung von 501 Aborten gefunden.
Ausnahmen bilden Ubereinstimmend nur die Gruppe der Polyploidien und
Aborte mit Trisomie 16. Rechnet man diese beiden Gruppen aus den
Ergebnissen heraus, so lasst sich bei den restlichen Fallen nur noch mit
53%iger Sicherheit eine Chromosomenanomalie als Abortursache anhand der
Plazentamorphologie diagnostizieren. Dieses ist bei einer a priori —
Wahrscheinlichkeit von mindestens 50-60% fur eine Chromosomenstdrung im

Abortmaterial keine gute Entscheidungsgrundlage.

4.1.4 Sex-Ratio

Das Geschlechterverhaltnis von 0,77 (m:f = 7:9) unter den als unauffallig
befundeten Aborten in der CGH-Gruppe uberrascht deshalb, weil ein
Uberwiegen des weiblichen Karyotyps meist als Hinweis auf eine maternale
Zellkontamination unter in vitro Bedingungen gewertet wird. Tatsachlich ist
diese Beobachtung in vielen, vor allem auch alteren Studien zu machen (s. Tab.
4.4). Dennoch wird auch in Untersuchungen neueren Datums mit
differenziertem Vorgehen (Dissektionsmikroskop, direkte Praparation der
Chorionzotten) ein zum Teil deutlich zum weiblichen Geschlecht hin
verschobenes Verhéltnis (0,7-0,75) gefunden (Eiben 1990, Brajenovic-Milic
1998, Yusuf/Naeem 2004, Tab. 4.4). Eine Verféalschung des Ergebnisses durch
ein Anwachsen maternaler Zellen unter Kulturbedingungen ist allerdings bei der
CGH-Methodik nicht gegeben. Zudem ist die CGH-Analyse in dieser Studie
Uberwiegend bei frihen Aborten durchgefuhrt worden. Yusuf und Mitarbeiter
(2004) konnten in diesem Zusammenhang anhand einer umfangreichen Studie
zeigen, dass das Geschlechterverhaltnis unter Aborten mit unauffalligem
Karyotyp je nach Abortzeitpunkt variiert. In der Untergruppe der Aborte mit

einem Gestationsalter von 5 - 9 Wochen wurde eine Ratio von 0,36, bei Aborten
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der 10. — 13. SSW ein Verhéaltnis (m:f) von 0,67 ermittelt. Danach wurde das
Geschlechterverhéltnis als annahernd ausgeglichen angegeben mit leichter
Dominanz der mannlichen Karyotypen (Ratio von 1,11 bei Aborten >13 SSW),
ahnlich der Ratio unter Neugeborenen. In den meisten Studien mit ermitteltem
Geschlechterverhéltnis unter Spontanaborten mit unauffalligem Karyotyp gibt es

keine Unterteilung hinsichtlich des Gestationsalters.

Tab. 4.4 Geschlechterverhéltnis bei Spontanaborten mit unauffalligen
Karyotyp
Studien Ménnlich Weiblich Gestationsalter Verhéltnis
Lauritsen 1976 55 60 16. SSW 0,92
Takahara 1977 52 54 1.+ 2. Trimenon 0,96
Hassold 1980 230 307 1.+ 2. Trimenon 0,75
Warburton 1980 308 347 1.+ 2. Trimenon 0,89
Meulenbroek 1982 15 16 1. Trimenon 0,94
Geisler 1987 45 56 1.+ 2. Trimenon 0,80
Guerneri 1987 15 23 1. Trimenon 0,65
Eiben 1990 129 167 1.+ 2. Trimenon 0,77
Ohno 1991 20 24 16. SSW 0,83
Garb6 1992 59 74 1. Trimenon 0,79
Brajenovic-Milic 1998 31 43 16. SSW 0,72
Creasy 1975 330 267 1.+ 2. Trimenon 1,24
Kajii 1980 111 95 1.+ 2. Trimenon 1,17
Andrews 1984 69 56 1.+ 2. Trimenon 1,23
Dejmek 1992 286 214 1.+ 2. Trimenon 1,34
Sanchez 1999 17 15 1.+ 2. Trimenon 1,13
Yusuf, Naeem 2004 75 153 1. Trimenon 0,49
Yusuf, Naeem 2004 249 224 2. Trimenon 111
Laborinterne Daten 1999 55 55 1. Trimenon 1,0
CGH-Studie 7 9 1. Trimenon 0,77

Tab. 4.4 fasst einige Studienergebnisse zusammen. Studien, die sich auf
Aborte des ersten Trimenons beziehen, sind kenntlich gemacht. Die Sex-Ratio
liegt bei fruihen Aborten deutlich niedriger (0,65-0,79), vergleichbar mit dem
Geschlechterverhéltnis von 0,77 der CGH-Analyse. Studien, welche Aborte des

ersten und zweiten Schwangerschaftsdrittels zusammenfassen, ermitteln ein
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Geschlechterverhéltnis zwischen 0,75 und 1,34. Die Dominanz weiblicher
Genotypen unter unauffalligen Aborten in der CGH-Studie ist deshalb eher als

ein biologisches Phanomen zu werten.

Als biologische Ursache fiir ein Uberwiegen von weiblichen Embryonen unter
Spontanaborten wurden Fehler in der In- bzw. Reaktivierung des X-
Chromosoms diskutiert, die zu einer abnormen Funktion des X-Chromosoms
fuhren konnen (Bartels et al. 1990). Daraus wirde in den frihen
Gestationswochen ein  Entwicklungsnachteil fiur weibliche Embryonen
resultieren. Mannliche Embryonen zeigen in den frihen Entwicklungsstadien
eindeutig ein im Vergleich zu weiblichen Embryonen beschleunigtes Wachstum
und eine hohere metabolische Aktivitat (Mittwoch 1996). In diesem
Zusammenhang wird der EinfluR des SRY-Gens, welches auf dem Y-
Chromosom lokalisiert ist und bereits im 2-Zellstadium transkribiert wird,
vermutet (Zwingman et al. 1993). Das akzelerierte Zellwachstum kdnnte einen
Implantationsvorteil fur mannliche Embryonen bedeuten (Clarke u. Mittwoch
1995), und auf diese Weise das wechselnde Geschlechterverhaltnis unter

Spontanaborten erklaren.

415 Limitationen der CGH

In der vorliegenden Studie konnte in 95% der Falle (57/60) mittels CGH in
Verbindung mit molekularzytogenetischen bzw. molekularen Methoden ein
eindeutiges Ergebnis erzielt werden.

Es mul3 jedoch beriicksichtigt werden, dass die Aussage einer CGH-Analyse in
einigen Fallen limitiert ist, und die Ergebnisse durch zusatzliche Methoden
verifiziert werden mussen.

Die CGH detektiert ausschlief3lich chromosomale Nettogewinne oder -verluste,
nicht aber balancierte Chromosomenaberrationen wie Inversionen oder
balancierte Translokationen. Balancierte Chromosomenveranderungen spielen
jedoch im Abortgeschehen eine untergeordnete Rolle.

Da mittels CGH nur Anderungen der Anzahl eines DNA-Abschnitts in Relation
zur durchschnittichen Kopienzahl der Test-DNA erfasst werden, koénnen

Ploidie-Anderungen (zahlenméafige  Verédnderungen des  gesamten



4. Diskussion 107

Chromosomensatzes) nicht sicher nachgewiesen werden. Tetraploidien
erzeugen keine Verschiebung des Fluoreszenz-Ratioprofils, Triploidien kénnen
u. U. am Profil der Gonosomen vermutet werden. Bei Vorliegen eines 69, XXY
Genotyps z. B. verschiebt sich das Ratioprofil des X-Chromosoms im Vergleich
zu einem 46, XY Genotyp von 0,5 zu 0,66 (Lomax et al. 2000). Diese
Verschiebung des Ratioprofils war in unseren Triploidie-Fallen mit XXY-
Genotyp auch zu sehen (Kap. 3.1, Abb. 3.3). Differentialdiagnostisch konnte es
sich jedoch auch um einen 47, XXY-Karyotyp handeln, so dass in jedem Fall
eine abschlieRende Klarung durch Mikrosatelliten- oder FISH-Analyse
angeschlossen werden muf3. Schon leichte Inhomogenitaten der CGH-Profile
und mdgliche Kontaminationen bzw. Mosaike machen die Detektion von
Triploidien praktisch nicht moglich.

Kreuzhybridisierung repetitiver Sequenzen im Test- und Referenz-Genom
konnen das CGH-Ergebnis verfalschen. Zur Abblockung dieser repetitiven
Sequenzen wird COT-1-DNA, welche ausschlie8lich aus hochrepetitiven
Sequenzen genomischer DNA besteht, im Versuchsansatz dazugegeben.
Dadurch werden allerdings die zentromerischen und perizentromerischen
Regionen sowie die kurzen (p-) Arme der akrozentrischen Chromosomen (ca.
10% des Genoms) von der CGH-Analyse ausgegrenzt (Nacheva et al. 1998).
Desweiteren sind Abweichungen der Fluoreszenzintensitat in  den
Telomerbereichen der Chromosomen mit Vorsicht zu werten, da die
Fluoreszenzintensitéat zu den Telomeren hin graduell abnimmt (Kallioniemi et al.
1994). Es gibt Hinweise, dass die Subtelomerbereiche einiger Chromosomen
besonders haufig in meiotische Rekombinationsereignisse involviert sind, mit
geschlechtsspezifischen Unterschieden (Wintle et al. 1997). Einige der
Subtelomerbereiche sind reich an transkriptionsaktiven Sequenzen (Carlock et
al. 1992, Rommens et al. 1993). Ob ungleiches Crossing over zu Gen-
Duplikationen oder Genverlust fuhren und in der Pathogenese friher
Spontanaborte von Bedeutung sein kann, ist noch Gegenstand der Forschung.
Das systematische Screening der Subtelomerbereiche aller Chromosomen
mittels hochauflésender Matrix-CGH im Abgleich mit zytogenetischen Daten
erbrachte bei Schaeffer und Mitarbeitern (2004) keinen Hinweis auf derartige

Veranderungen bei frihen Spontanaborten.
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Gelegentlich werden falsch positive Zugewinne der Chromosomenregionen
1p32—pter, 14q, 16pq, 17pq, 19pq, 20q und 22q beschrieben. Erklart wird das
Phanomen durch unterschiedliches Hybridisierungsverhalten von Digoxigenin-
bzw. Biotin-markierter DNA in GC-reichen Regionen. Dieses Problem kann
durch eine inverse Hybridisierung, d. h. die Fluorochrommarkierung von Test-
und Referenz-DNA wird vertauscht, oder durch eine Markierung der DNA mit
direkten Fluorochromen umgangen werden (Kallioniemi et al. 1994, Isola et al.
1994). Aufgrund dieser methodisch bedingten Schwierigkeit sind die bei
Aborten haufigen Trisomien 16 und 22, die zusammengenommen bis zu 40%
der trisomen Falle ausmachen, erschwerend nachzuweisen. Aus unserer
Erfahrung heraus waren Aborte mit Trisomie 16 jedoch unproblematisch
nachzuweisen, eine Trisomie 22 war gelegenlich erst tber eine Untersuchung
von chromosomenspezifischen hochpolymorphen Mikrosatelliten zwelifelsfrei
darstellbar gewesen.

Eine weitere Limitation stellt die Prdsenz normaler Zellen in der zu
untersuchenden Zellpopulation dar. Mosaike kénnen nur dann sicher erkannt
werden, wenn (30-) 50 Prozent der Zellen von der Chromosomenanomalie
betroffen sind (Kallioniemi et al. 1994). Die CGH ist somit nicht zur
Untersuchung der klonalen Heterogenitat geeignet (Du Manoir et al. 1993).
Durch Trennverfahren wie Mikrodissektion gelingt es jedoch, Subpopulationen
von Zellen aus einer Probe zu isolieren (Zhuang et al. 1995). In diesen Fallen
liegt dann h&ufig so wenig Ausgangsmaterial vor, dafd zunachst eine universelle
Vermehrung der DNA U(Uber degenerierte PCR-Verfahren (DOP-PCR =
degenerate oligonucleotide primed-PCR) erforderlich ist. 100 pg DNA aus
formalinfixierten, paraffingebetteten Proben (entsprechend 2000 Zellen oder ca.
1 mm? Probe) und 50 pg DNA aus nativem Gewebe werden als ausreichend fiir
eine Amplifikation angesehen (Speicher et al. 1993).

Die  Sensitivitatt der CGH bezuglich der GroRe  detektierbarer
Chromosomenveranderungen ist noch nicht abschlielRend geklart (Daniely et al.
1999). Einfache Gewinne oder Verluste chromosomaler Regionen sind bisher
nur sicher diagnostiziert worden, wenn sie > 10 Mb betragen (Du Manoir et al.
1995, Bentz et al. 1998, Nacheva et al. 1998). Dies entspricht in etwa einer
Bande in einem Karyogramm bei einer Auflosung von ca. 400 Banden (gemaf

ISCN). Anhand eines Rechenmodells postulieren Piper und Mitarbeiter (1995),
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dald unter optimalen Bedingungen eine einfache Amplifikation bzw. Deletion von
2 Mb detektierbar sein muRte. Mikrodeletionssyndrome wie Prader-Willi-,
Angelman- oder DiGeorge-Syndrome sind aber in praxi der CGH-Analyse
bisher nicht zuganglich (Lapierre et al. 1998).

Zugewinne kleinerer Chromosomenregionen kénnen nur im Falle sogenannter
-high-level“-Amplifikationen nachgewiesen werden, wenn das Produkt aus
Kopienanzahl und GroRe des Amplikons > 2 Mb ist (Joos et al. 1993, Piper et
al. 1995). Unter experimentellen Bedingungen sind nur Amplifikationen von > 15
Mb gefunden worden (Parente et al. 1997).

Trotz der genannten Einschrankungen erweitert die Comparative
Genombhybridisierung das diagnostische Spektrum ganz erheblich. Wie sich
gezeigt hat, ist die CGH besonders dann hilfreich, wenn konventionelle
zytogenetische Methoden versagen. Mittels dieser Technik kann eine
umfassende retrospektive Analyse auch an asservierten Geweben durchgefuhrt
werden, die durch zytogenetische Untersuchungsmethoden nicht zugénglich
sind. Eine Potenzierung des Informationsgehalts ist mit der Kombination aus
konventioneller Chromosomenanalyse und FISH bzw. erganzenden
molekulargenetischen Methoden zu erzielen. Wesentlich ist jedoch, dass man
sich bei der Anwendung der verschiedenen Verfahren tber deren Vor- und
Nachteile und insbesondere Uber das jeweilige Auflésungsvermégen im klaren
Ist.

Die CGH-Analyse kann aufgrund der personellen und finanziellen
Notwendigkeiten die Zellkultur nicht ersetzen, wohl aber erganzend eingesetzt
werden: Sie erfordert den Einsatz von anspruchsvollen Methoden (DNA-
Extraktion, NICK-Translation und Hybridisation) und kostenintensiver
Datenverarbeitung. Laboratorien, welche die Fluoreszenz in situ Hybridisierung
routinemalRig einsetzen, verfigen schon (Uber die wesentlichen
Arbeitsmaterialien und -gerate. Zur Datenverarbeitung wird dann zusatzlich ein
.lImage Analysis System" bendtigt. Bis diese Methode routineméalf3ig eingesetzt
werden kann, werden unserer Erfahrung nach ungefahr sechs Monate benétigt.
Dann liegen Aufwand und Kosten in einem vertretbaren Rahmen vergleichbar
mit der FISH.

Basierend auf den Ergebnissen dieser Studie erscheint es wahrscheinlich, daf3
die Haufigkeit von Chromosomenaberrationen als Abortursache noch immer
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unterschatzt wird. Der Anteil an Anomalien unter frihen Spontanaborten wird
allgemein mit 50-60% angenommen, nicht bertcksichtigt bleiben allerdings die
Aborte, die als ,Kulturversager” einer zytogenetischen Analyse nicht zugénglich
sind (je nach Studie bis zu 60%). Ubertragt man die 72%ige Aberrationsrate in
unserer CGH-Studie auf die Gesamtanzahl der zytogenetisch nicht
beurteilbaren Aborte in den Kontrollgruppen, so mifdte man die Aberrationsrate
auf 71,1% (MR) und 66,6% (MZ) korrigieren. Nach unseren Untersuchungen
durfte deshalb die tatsachliche Aberrationsrate unter friilhen Spontanaborten
annahernd 70% betragen. Unter Beriicksichtigung einer nicht unerheblichen
Anzahl an falsch negativen Befunden in der Zellkultur aufgrund maternaler
Zellkontamination ist davon auszugehen, dal die wahre Aberrationsrate noch
weiter nach oben korrigiert werden muf3 (Lomax et al. 2000). Bell und
Mitarbeiter (1999) halten es sogar fur moglich, dal’ die Hélfte der als 46, XX
befundeten Spontanaborte in der Zytogenetik aus diesem Grund Fehldiagnosen
sein konnten.

Fur die genetische Beratung ist eine umfassende zytogenetische und
molekularzytogenetische Untersuchung essentiell. Die Ergebnisse sind
Grundlage einer gezielten genetischen Beratung betroffener Paare und Eltern
hinsichtlich der prognostischen Interpretation fir weitere Schwangerschaften
sowie zur prazisen Angabe zum Wiederholungsrisiko von Fehlgeburten. Die
Korrektur zu einer hoheren Chromosomenaberrationsrate unter frihen
Spontanaborten, wie in dieser Arbeit postuliert, stellt fir betroffene Paare ein
positives Ergebnis dar, denn fir Folgeschwangerschaften ergibt sich nur ein
geringfugig erhdhtes Wiederholungsrisiko. Ein aneuploider Abort jedoch wiirde
eine Indikation fur das Angebot zur prénatalen Diagnosik bei weiteren
Schwangerschaften bedeuten. Beim Ausschluf® einer Chromosomenanomalie
als Abortursache mul3 gezielt nach anderen Ursachen gesucht werden, um
madgliche Prophylaxemal3nahmen einleiten zu kénnen (Kap. 1.4.8, Tab. 1.10).
Eine routinemafllige Chromosomenanalyse aller Abortfalle scheint nicht
umsetzbar und auch Okonomisch nicht sinnvoll. Da das
Differenzierungspotential  histopathologischer  Plazentabefunde fur die
Ursachenabklarung friher Spontanaborte nicht zufriedenstellend ist, sollte die

Kryokonservierung unfixierter Gewebe in der Abortpathologie mehr Anwendung
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finden. Somit kann im Bedarfsfall von der wertvollen Madoglichkeit der

retrospektiven Analyse mittels CGH -Technik Gebrauch gemacht werden.

4.1.6 Zukunftige Entwicklungen

Eine entscheidende Erhdhung des Auflésungsvermdgens wird durch das neu
entwickelte Verfahren der Matrix-CGH (M-CGH) erreicht. Anstelle von
Metaphasechromosomen erfolgt die simultane Hybridisierung auf immobilisierte
DNA-Fragmente (Pinkel et al. 1998). Durch die Anzahl der Fragmente, welche
jeweils kleinen Sequenzen des Genoms entsprechen, kann das
Auflésungsvermogen beeinflusst werden. Einfache Gewinne oder Verluste
kénnen nun mit einer sehr viel hoheren Auflosung von 75-100 kb, ,high-level*-
Amplifikationen im Bereich > 40 kb nachgewiesen werden (Solinas-Toldo
1997). Die Detektion chromosomaler Imbalancen erfolgt dann nicht mehr
lichtmikroskopisch, sondern basierend auf Microchips durch eine
computergestitzte Bildanalyse. Erste orientierende Untersuchungen an 41
Spontanaborten ermdglichten in 10% der Falle den Nachweis subtiler
Imbalancen, welche in der konventionellen Chromosomenanalyse nicht
nachweisbar gewesen waren (Schaeffer et al. 2004): So konnte eine
Mosaiktrisomie 20, eine interstitielle Deletion 9p, eine terminale Duplikation 10q
sowie eine interstitielle Duplikation 15 nachgewiesen werden. Neueste
Untersuchungen mittels M-CGH an Spontanaborten mit ungenigender in vitro-
Zellproliferation deckten einen unerwartet hohen Anteil von 11,5% (3/26)
unbalancierter struktureller Aberrationen auf (Benkhalifa at al. 2005). In
Erganzung zu unserer Studie mittels konventioneller CGH-Technik sind durch
diese methodische Weiterentwicklung weitere Erkenntnisse Uber das Spektrum
angeborener Chromosomenveranderungen zu erwarten.

Die Comparative Genomhybridisierung mittels Microarrays zeichnet sich durch
eine einfachere Handhabung aus, ist weniger personalintensiv und hat ein
hohes Automatisierungspotential. Wenn es gelingt, die Prozedur weiter zu
verkirzen, wird sich die M-CGH in der Praimplantationsdiagnostik als ein
wertvolles Instrument durchsetzen. Die klassische CGH-Technik war zeitlich zu
aufwendig und deshalb bei engem Zeitfenster nicht routinemafig einsetzbar

gewesen. Man erhofft sich davon, Praimplantationsembryonen in einem
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Arbeitsgang auf jedwelche Form der Aneuploidie untersuchen zu kénnen, um
auf diese Weise die Erfolge der Praimplantationsdiagnostik weiter zu
verbessern. Microarray-CGH ist in diesem Zusammenhang bereits erfolgreich
an Blastomeren eingesetzt worden (Handyside et al. 2004).

Zur Zeit gibt es Microarrays fur verschiedene Fragestellungen (Mikrodeletionen,
Subtelomerbereiche). Es ist zu erwarten, dass sich das Einsatzgebiet in Zukunft

erheblich ausweiten wird.
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5. Zusammenfassung

Der hohe Anteil chromosomaler Imbalancen in der Frihschwangerschaft
impliziert die Notwendigkeit einer intensiven zytogenetischen Untersuchung
sowohl der Paare mit Aborten als auch der Aborte selbst.

Die konventionelle Chromosomenbandenanalyse erlaubt die Identifizierung von
numerischen wie auch strukturellen Chromosomenanomalien.
Grundvoraussetzung fur die Darstellung der Chromosomen ist der Zugang zu
proliferierenden (vitalen) Zellen. Bei der Kultivierung von Chorionzottenmaterial
aus Spontanaborten kommt es in einem nicht unerheblichen Anteil (ca. 20%)
zum Kulturmisserfolg. Die Ursache hierfur ist unklar. Diskutiert werden u. a.
chromosomale Aneuploidien, die ein Zellwachstum in Kultur nicht zulassen.

Die CGH ist eine molekularzytogenetische Methode, welche chromosomale
Imbalancen durch reverse Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung zuverlassig
aufdecken kann. Dadurch dass ausschlieBlich genomische DNA und keine
Metaphasen des zu untersuchenden Materials benétigt werden, umgeht die
CGH damit die Einschrankungen der konventionellen Chromosomenanalyse.

In dieser Studie wurde das diagnostische Potential der Comparativen
Genomhybridisierung (CGH) zur retrospektiven Abklarung genetischer
Imbalancen bei frihen Spontanaborten vorgestellt:

In einer Zusammenarbeit zwischen der Universitat Mainz (Abteilung fur
Kinderpathologie) und der Universitat Marburg (Abteilung fiir Klinische Genetik)
wurde die CGH zur Analyse von 60 frihen Spontanaborten angewandt, welche
aufgrund von ungenugender Zellproliferation in der Kultur ohne zytogenetischen
Befund geblieben waren. Die Kontrollgruppe bestand aus 433 (MR) bzw. 6198
(MZ) unselektierten frihen Spontanaborten (6.-12. SSW), die im gleichen
Zeitraum (1993-1999) in den Marburger bzw. Mainzer Labors zytogenetisch
untersucht worden waren.

In der vorliegenden Studie konnte in 95% der Félle (57/60) mittels CGH in
Verbindung mit Mikrosatelliten-Analysen oder FISH-Untersuchungen ein
eindeutiges Ergebnis erzielt werden. Bei 72% der Aborte (41/57) ohne in vitro
Wachstum wurde mittels CGH eine chromosomale Aberration nachgewiesen.
Die Verteilung bezlglich der unterschiedlichen Gruppen von Chromosomen-
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anomalien entsprach weitgehend den Daten, die nach konventioneller
zytogenetischer Analyse erhoben werden. Unter den aberranten Fallen
dominierten die Trisomien (68,3%), gefolgt von den Triploidien (17,1%), den
Monosomie-X-Karyotypen (9,8%) und strukturellen Chromosomenaberrationen
(2,4%). Bei Vorliegen einer Trisomie im Abort waren die Chromosomen 16 und
22 Uberdurchschnittlich haufig beteiligt (32,1% und 10,7%). Im Vergleich zu den
herkdbmmlich untersuchten Aborten ergaben sich Unterschiede beztiglich der
Haufigkeit der Trisomie 7 (10,7% versus 3,2%) und des Anteils von Triploidien
mit einer 69, XYY-Konstellation (28% versus 3,1%).

In 16 Fallen des Marburger Untersuchungskollektivs war gleichzeitig mit dem
Abortmaterial Blut der Eltern asserviert worden, so dass eine Klarung der
parentalen Herkunft der Chromosomenaberration durch Mikrosatelliten-
Analysen erfolgen konnte. Die Ergebnisse entsprachen den Angaben in der
Literatur: Von den 8 autosomalen Trisomien waren 7 (87,5%) maternalen
Ursprungs, eine paternale Trisomie 7 konnte ermittelt werden. Der Uberzahlige
Chromosomenensatz erwies sich bei den drei Triploidien als paternal. Bei
beiden Monosomien X konnte das vorhandene X-Chromosom als maternal
bestimmt werden.

Die Korrelation der mittels CGH erhobenen Befunde mit den
Plazentahistologien zeigte, dass Chromosomenaberrationen in 74% der Falle
mit schwerwiegenden Veranderungen der Chorionzotten einhergehen. Doch
auch in der Gruppe der Spontanaborte mit unauffalligem Karyotyp fand sich ein
hoher  Anteil (63%) an Plazentaveranderungen, die ublicherweise als
hinweisend auf eine Chromosomenstorung gewertet werden. Die
Schadigungsmuster der Plazenta sind somit als nicht pathognomonisch
anzusehen.

In 5/60 Fallen waren embryonale Fragmente im Abradat vorhanden. Auf Grund
der makroskopischen Inspektion und histologischen Untersuchung wurde eine
zugrundeliegende  Chromosomenstérung vermutet. Durch die CGH-
Untersuchung lieBen sich diese retrospektiv zwei Fallen mit Triploidien, einer
Trisomie 16 bzw. 21 und einer Monosomie X zuordnen.

Ausgehend von diesen Studienergebnissen scheint das Nicht-Wachsen unter in
vitro-Bedingungen nicht, wie urspriinglich angenommen, auf seltenen

Chromosomenaberrationen zu beruhen. Entgegen unserer Hypothese scheinen
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nur vereinzelte Chromosomenaberrationen wie z. B. eine paternale Trisomie zu
schlechtem in-vitro-Wachstum zu pradisponieren. Madglicherweise spielen
exogene Faktoren wie Art der Abortinduktion oder —durchfihrung und
Transportdauer eine entscheidendere Rolle.

Die Untersuchungen zeigen eine hohe Effizienz der CGH in Kombination mit
supplementierenden Techniken wie Interphase-FISH und Mikrosatelliten-
analysen bei der Abklarung genetischer Imbalancen an archiviertem
Abortmaterial, welches einer konventionellen Chromosomenanalyse nicht
zugéanglich war.

Die erhobenen Daten belegen, dass annahernd 70% der frihen
Schwangerschaftsverluste auf genetischen Imbalancen beruhen. Dieser Wert
ist deutlich hoher als die zur Zeit in der Literatur etablierten Angaben mit 50-
60%. Im Rahmen einer genetischen Beratung betroffener Paare stellt die
Korrektur zu einer hoéheren Chromosomenaberrationsrate ein positives
Ergebnis dar, denn fir Folgeschwangerschaften ergibt sich nur ein geringfligig
erhohtes Wiederholungsrisiko. Im Fall einer nachgewiesenen trisomen
Abortanlage wirde dieser Befund eine Indikation fur das Angebot zur
pranatalen Diagnostik bei weiteren Schwangerschaften bedeuten. Dagegen
mufl3 bei Ausschluf einer Chromosomenanomalie als Abortursache gezielt nach
anderen Faktoren sowie nach prophylaktischen Malinahmen zur Vermeidung
weiterer Schwangerschaftsverluste gesucht werden.
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