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1 Einleitung

11 Definition des Abortes

Eine Fehlgeburt (Abort) bedeutet das Absterben eines Embryos oder die frihzeitige
Geburt eines Kindes vor Erreichen der Uberlebensfahigkeit und stellt die haufigste
Schwangerschaftskomplikation dar. Wenn ein Kind ein Geburtsgewicht von > 5009
erreicht, dann wird bereits von einer Frihgeburt gesprochen, da der heutige Stand der
Kinderheilkunde theoretisch ein Uberleben ermdglicht.
Die Ursachen eines Abortes sind vielféltig und im Einzelfal oft nicht eruierbar. Sie
umfassen sowohl chromosomale, als auch endokrinologische, anatomische,
immunologische, hdmostasiologische und exogene Ursachen. Im Hinblick auf den
klinischen Verlauf und die Atiologie erscheint eine Klassifizierung der Spontanaborte
nach Gestationsalter sinnvoll (Martius et a. 1996):

Soontanabort:  Schwangerschaftsverlust vor Lebensfahigkeit des Kindes mit einem

Geburtsgewicht unter 500g

Frihestabort:  innerhalb der ersten 5 Schwangerschaftswochen (SSW, p.m.)

Frihabort: Verlust zwischen 6. - 12. SSW (p.m.)

Soatabort: Fruchtabgang nach 13. SSW (p.m.)

Von habituellen Aborten spricht man definitionsgeméa nach dre erlittenen
Fehlgeburten in ununterbrochener Reihenfolge (Definition der WHO =
Weltgesundheitsorganisation). Habituelle Aborte kommen mit einer Haufigkeit von 0,4-
18% dler Schwangerschaften vor und betreffen etwa 2% der Paare im
reproduktionsfahigen Alter. Bel Paaren mit habitueller Abortneigung, fur die keine
gynakologische oder exogene Ursache bekannt ist, findet man in 6-12% der Félle bel
einem Partner strukturelle Chromosomenveranderungen (vor allem Translokationen).
Die Haufigkeit, mit der Chromosomenaberrationen bel solchen Paaren gefunden
werden, ist 5-6-fach héher as in der Allgemeinbevolkerung und etwa 2-fach hoher as

bei Paaren mit einem sporadischen Abort (Heyat et al. 1991).

Als ,missed abortions® wird ein verhatener Abort bis zur 9. Embryonawoche
bezeichnet, bei dem der Embryo keine Herzaktivitdt zeigt und die Fruchtausstoung
ausgeblieben ist (Philipp & Kaousek 2002b). Einigen Untersuchungen zufolge besteht
eine direkte Korrelation zwischen Phanotyp und chromosomaler Auffaligkeit des
Frihabortes (Kalousek 1987, Philipp et a. 2003).



1.2  Haufigkeit, Atiologie und Wieder holungsrisiko von Spontanaborten

Spontanaborte sind ein haufiges Ereignis in der menschlichen Fortpflanzung. 10-15%
aller Schwangerschaften enden vorzeitig, meist al's Friihaborte vor Beendigung der 12.
Schwangerschaftswoche (Boué et al. 1975). Je junger die Schwangerschaft ist, desto
hoher ist die Rate des Embryonenverlustes. Eine hohe Abortrate von 15-18% ist in der
6.-8.SSW zu verzeichnen, wahrend die Abortrate von der 14.-17. SSW unter 5% liegt
(Shapiro et a. 1971, Koller 1983). Diese Zahl gilt nur fdr klinisch erkannte
Schwangerschaften, die mittels Ultraschall oder hCG-Bestimmung festgestellt werden
konnten. Neuere Studien zeigen, dass bis zu 70% aller Konzeptionen schon vor dem
Zeitpunkt der Regelblutung unerkannt absterben (Beck et al. 1998). Beobachtungen aus
in vitro Fertilisations-Studien deuten sogar auf eine noch geringere Implantationsquote
von unter 30% hin (Munné et a. 1995). Weitere 30% gehen in der frihen Post-
Implantationsperiode verloren. Etwa 30-40% der frihen Fehlgeburten lassen sich nicht
auf eine Chromosomenstérung oder eine exogene Ursache zurtickfiihren und bleiben
somit &tiologisch ungeklart.

In das 2. Schwangerschaftstrimenon fallen nur ca. 10% der Aborte, ca. 1/3 davon
weisen einen auffaligen Karyotyp auf (Tab. 1). Relativ wenig Information liegt Gber die
chromosomale  Konstitution von  Totgeburten vor. Der Antell von
Chromosomenaberrationen betrdgt hier weniger als 6% und ist somit wesentlich
geringer asbel Spontanaborten.

Die Wahrscheinlichkeit eines Abortes steigt mit der Zahl der vorangegangenen Aborte.
Frauen mit drei und mehr vorausgegangenen Fehlgeburten haben unabhangig vom Alter
ein 3-fach erhdhtes Risko fiur ene eneute Fehigeburt in der folgenden
Schwangerschaft im Vergleich zu Erstgebdrenden. Auch wenn es sich moglicherweise
um eine rein zufdllige Aneinanderreithung von Aborten unterschiedlicher Genese
handelt, kann dennoch ein gemeinsamer pathophysiologischer Faktor wirksam sein,
welcher zu wiederholten Aborten fuhren kann. Erste prospektive Studien beschreiben
ein Wiederholungsrisko von rund 20% flir Frauen nach Erstabort mit oder ohne
L ebendgeburten in der Anamnese (Poland et al. 1977). Das entspricht dem allgemeinen
Abortrisko und ist somit nicht erhoht (siehe Kap. 1.3.2). Nach Auswertung von 10
Studien zur Abhangigkeit der Abortrate bezogen auf die Anzahl vorangegangener
Aborte liegt die Wahrscheinlichkeit eines erfolgreichen Schwangerschaftsverlaufs noch
Uber 65% (Stirrat 1990).

Differenziert man zudem zwischen chromosomal aberranten Erstaborten und
Erstaborten mit unauffélligem Karyotyp, so scheint das Risiko fir einen Abort in einer
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nachfolgenden Schwangerschaft erhéht, wenn ein normaler Karyotyp im Abortmaterial
gefunden wurde (16-17% versus 23%) (Boué et a. 1975, Geisler & Kleinbrecht 1978,
Morton et al. 1987, Ogasawara et a. 2000). Fiur die Trisomien 13, und 18 sowie
Aneuploidien der Geschlechtschromosomen ist das Wiederholungsrisiko in der
nachfolgenden Schwangerschaft nicht wesentlich erhoht. In der Literatur wird das
Wiederholungsrisiko fur ein Down-Syndrom mit rund 0,62% fir eine 20 Jahrige und
mit 0,85% fur eine Frau unter 30 Jahren angegeben, wenn bereits ein Kind mit einer
Trisomie 21 geboren wurde. Somit ist das Risiko fur Frauen unter 30 Jahren 6mal hoher
as bei anderen Frauen ohne vorangegangene Schwangerschaft mit einem Down-
Syndrom. FiUr diese nichtaltersabhangigen Risiken werden versteckte Mosaike oder
kleine strukturelle Defekte eines Elternteils diskutiert (Morris et a. 2005). Dem
erhohten Wiederholungsrisiko liegt zumindest fir einen Teil der Familien en

Gonadenmosaik bei einem Elternteil zugrunde (Bruyeére et al. 2000).

1.3 Ursachen von Aborten
1.3.1 Einflussdes mitterlichen Alters

Eine positive Korrelation zwischen Spontanabortrate und midtterlichem Alter ist schon
seit mehreren Jahrzehnten bekannt. Das ermittelte durchschnittliche Abortrisiko liegt
bei 13,5% (Kiely et al. 1986, Kline & Stein 1987, Fretts et a. 1992). Dies konnte durch
eine neuere Studie, in der mehr as 1,2 Millionen Schwangerschaften in einem
Untersuchungszeitraum von 14 Jahren erfasst wurden, bestétigt werden. Als einzig
signifikanter Risikofaktor kristalisierte sich ein erhdhtes mutterliches Alter heraus
(Nybo Andersen et a. 2000). Geringen Einfluss hatte dagegen die Anzahl
vorausgegangener Aborte, Geburten bzw. der Konzeptionstermin. Danach haben Frauen
unter 20 Jahren Abortraten um 10%, bei 40-jdhrigen steigt die Abortinzidenz auf tber
35%, be 45-jdhrigen betrdgt die Rate sogar ca. 75% (vgl. Abb. 1). Zwe- und
Dreifachtrisomien werden am haufigsten bei Schwangeren Uber 37 Jahre gefunden.
Wird die Abortrate auch nach Gestationswochen anaysiert, so liegt diese in der
Altersgruppe der 25-29 Jahrigen in fast allen Schwangerschaftswochen am niedrigsten
(Wulf & Schmidt-Matthiesen 1985).

Das Risiko fur Totgeburten und ektopische Schwangerschaften ist ebenfalls abhangig
vom mutterlichen Alter. Bel der Besprechung von Abortursachen in einer genetischen

Beratung sollte diese Altersabhéngigkeit stets berticksichtigt werden.
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1.3.2 Genetische Faktoren von Spontanaborten

Chromosomale Aberrationen sind eine wesentliche Ursache fur die frihe Eliminierung
einer Schwangerschaft. Die Rate der Chromosomenanomalien variiert in Abhangigkeit
des Schwangerschaftsalters. Sie betrégt unter Frihaborten im Durchschnitt 50-60% (u.
a. Boué et a. 1975, Eiben et al. 1990, Demjek et al. 1992, Gaillard et a. 1993). Der
Anteill von Chromosomenaberrationen bei Aborten im 2. Trimenon betragt 4-20%,
wobel eine Abhangigkeit der Inzidenz chromosomaler Stérungen von der Dauer der
Fruchtretention nachzuweisen war. Mazerierte Feten wiesen in 17% einen
pathologischen Karyotyp auf, gut erhaltene Feten hingegen nur in 4% (Gaillard et al.
1993).

Gesammelte Daten von fast 20000 Kkaryotypisierten Spontanaborten zeigen, dass
autosomale Trisomien mit ca. 58% die haufigste Anomalie sind, gefolgt von
Monosomie X und Triploidien mit jeweils 15%, Tetraploidien mit 4,8% und
strukturellen Aberrationen mit insgesamt 5,1%. Autosomale Monosomien wurden
bisher nur sehr selten beobachtet. Nach gegenwértigem Kenntnisstand werden
monosomale Konzeptionen nicht implantiert. Zum Zeitpunkt der Konzeption jedoch
kommen ebenso viele Monosomien wie Trisomien vor, da es sich bei der Entstehung
um einen reziproken Entstehungsmechanismus handelt. Die haufigste Trisomie der
Autosomen ist die Trisomie 16 mit ca. 32%, gefolgt von der Trisomie 22 und 21 mit
jeweils ca. 20% (Ubersicht in Fritz 2002).

Die cytogenetische Abkldrung von Aborten ist damit aus klinischen, therapeutischen

und prognostischen Grinden indiziert. Es ist anzunehmen, dass innerhalb dieses



Kollektivs die Frequenz von chromosomalen Aberrationen unterschatzt wird, da nur in

maximal 70% der Féle ene konventionelle Chromosomenanalyse erfolgreich
durchgefiihrt werden kann (Tab. 1).

Tabelle 1:

Haufigkeit von Chromosomenaberrationen in Abhangigkeit des Gestationsalters. Auswertung von
631 Spontanaborten (Fritz 2002)

Schwanger schafts- Anzahl karyo- Anzahl chromosomal cytogenetisch nicht
wochen (p.m.) typisierter Aborte auffalliger Aborte analysierte Aborte
<12 379 269 (71%) 12,5%
13-16 72 30 (41,7%) 17,2%
17-24 58 14 (24,1%) 31,8%
>25 10 -
Lediglich die Trisomien 13, 18 und 21 sowie Aneuploidien der

Geschlechtschromosomen sind mit einer Entwicklung bis zur Geburt vereinbar. Fir ale

anderen numerischen Anomalien ist eine nahezu vollsténdige intrauterine Selektion bis

zur Geburt gegeben.

Infolgedessen nimmt die Haufigkeit von chromosomalen

Veranderungen in Aborten mit zunehmendem Gestationsalter ab (Tab. 2, Jacobs 1990):

Als weiterer Faktor wird eine genetische Pradispostion fur ein Non-digunction

diskutiert. Untersuchungen zum Replikationsverhalten der Chromosomen bei Miittern

nach Geburt eines Kindes mit Trisomie 21 weisen auf eine solche Pradispostion hin. Es

scheint demnach eine Relation zwischen Verlust der Replikationskontrolle, Dysfunktion

des Centromers sowie eine Pradispostion zur Non-disunction zu bestehen (Amiel et al.

2000).
Tabelle 2:

Haufigkeit der verschiedenen chromosomalen Veranderungen bel Spontanaborten, Totgeburten
und Neugeborenen (Jacobs 1990)

Anomalien (%)

Population 45X | Trisomie| Triploidie | Tetraploidie | Strukurelle | Sonstiges| Summe
Anomalien abnor mal
Spontanaborte 8,6 26,8 7,3 2,5 2 0,7 47,9
Totgeburten 0,25 3.8 0,6 - 04 0,6 5,65
Neugeborene <0,05 0,3 - - 0,25 0,02 0,57
Klinisch
erkannte SS 13 4,31 11 0,38 0,76 0,15 0,8
Uberlebenswahr-
scheinlichkeit bis
zur Geburt (%) 0,3 58 0 0 27 11,5 6

Im Vergleich zu Lebendgeburten sind Fehlgeburten mit einem hohen Antell an

Fehlbildungen

bel astet,

insbesondere

Neuralrohrdefekten,

Lippen-Kiefer-

Gaumenspalten, Polydaktylien und Zyklopien. Mehr als die Hélfte aller Aborte gehen
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mit einem aberranten Karyotyp einher (Hassold et al. 1980), wobei diese ebenfalls eine
hohe Rate an phéanotypischen Anomalien aufweisen (Kalousek et a. 1987, 1993,
Philipp et a. 2003). In mehreren Studien Uber ,missed abortions® wurden insgesamt
262 Embryonen mittels Embryoskopie untersucht (Philipp & Kaousek 2002a, 2002b;
Philipp et a. 2003). Die haufigsten beschriebenen Fehlbildungen sind Mikrocephalie,
Extremitétenfehlbildungen, facide Dysmorphien, Holoprosencephalie,
Neurarohrdefekte (insbesondere Anencephalie, Encephalocelen, Spina bifida),
Gaumenspalten und algemeine Wachstumsdisorganisation der  Embryonen.
Cytogenetische Untersuchungen ergaben am haufigsten Trisomien (59%), Monosomie
X (23%), Polyploidien (13%) und in 5% Strukturanomalien. In Tabelle 3 wird der
Zusammenhang zwischen morphologisch auffélligen Embryonen und aberranten

cytogeneti schen Ergebnissen dargestellt.

Tabelle 3:
Korrelation zwischen M orphologie und Karyotyp in ,, missed abortions’

Philipp & Kalousek | Philipp & Kalousek Philipp et al. 2003

2002a 2002b
Embryonen gesamt 19 10+ 233
Cytogenetik 15 8 221
aberranter Karyotyp total 9 (60%) 8 (100%) 165 (75%)
normaler Karyotyp total 6 (40%) 0 56 (25%)

Chromosomenanomalie in
morphologisch normalen
Embryos

20% - 15/31 (48%)

Chromosomenanomalie in
Embryonen mit isolierten
Defekten

6/10 (60%)

Chromosomenanomaliein
Embryonen mit kombinierten
Defekten

70% 100% 98/114 (86%)

Chromosomenanomalie in
Embryonen mit Wachstums-
disorganisation

46/66 (70%)

* ausschliefflich Embryonen mit Neuralrohdefekten (Anencephalus, Encephalocele, Spina bifida)

1.3.3 Entstehungsmechanismen von Aneuploidien / Polyploidien

Fehlverteilungen homologer Chromosomen geschehen héufig wahrend der
Keimzdlreifung in Meiose | bzw. Il. Aufgrund der grof3en Zahl von Zygoten mit
chromosomalen Imbalancen lésst sich schlieffen, dass die Meose ein sehr
fehleranfaliger Prozess ist. Mogliche exogene Ursachen fur ene erhohte
Aneuploidierate  konnen  beispielsweise  ionisierende  Strahlen,  Rauchen,
Alkoholkonsum, virale Infektionen und auch saisonale endokrinologische

Schwankungen sein (Sperling 1998). Es konnte gezeigt werden, dass die sensitivste



Phase der Oocyte gegeniiber ionisierenden Strahlen der Zeitpunkt der Konzeption bzw.
die Meiose Il ist (Sperling et a. 1991, 1994, Mailhes & Marchetti 1994). Der
offensichtlichste Faktor fur ein gehduftes Auftreten einer Non-digunction sowohl in
Meiose | und Il ist ein erhthtes mutterliches Alter. Insbesondere ab dem 35. Lebengjahr
erhoht sich das Risiko fur das Auftreten einer Trisomie. Hier zeigen die meisten
cytogenetischen Studien eine klare Korrelation zwischen dem matterlichen Alter und
der Haufigkeit von Trisomien einschliefdlich der Trisomien fir die Gonosomen. Im
Gegensatz hierzu tritt die Monosomie X unabhangig vom mutterlichen Alter auf.
Aufgrund der Tatsache, dass Aneuploidien maternaler Herkunft vorherrschen und dem
Fehlen des Verstandnisses der menschlichen Meose, wurden menschliche, nicht
befruchtete Eizellen verstarkt cytogenetisch untersucht. Dabei lagen in 22,1% der
untersuchten Eizellen chromosomale Aberrationen vor, wobei 10,8% aneuploide, 5,4%
diploide und 2,1% strukturelle Aberrationen vorkamen (Tab. 4). Als Pathomechanismen
zur Entstehung von Aneuploidien gilt en Non-digunction sowohl ganzer
Chromosomen al's auch einzelner Chromatiden (Pellestor et al. 2002).

analysierte Eizellen 1397 Eizellen gesamt (100%) Tabelle 4:
normaler Karyotyp 23,X 1088 (77,9%) Haufigkeit ~ chromosomaler
abnormaler Karyotyp 309 (22,1%) LTtbe?I;rl%etnenm cytogeEr;gtel”sZL\
hypohaploid 75 (Pellestor et al. 2002)
hyperhaploid 57
komplex aneuploid 12
extrem aneuploid 7
aneuploid 151 (10,8%)

diploid 75 (5,4%)

tetraploid 1 (0,07%)

strukturell abnorm 29 (2,1%)

Eizellen-spezifische Gene spielen eine bedeutende Rolle bel der Regulierung der

Eizellenentwicklung, und deren  Wachstum, Fertilisation und  frihe
Embryonalentwicklung. Inzwischen sind eine Vielzahl von Genen identifiziert, die fir
eine korrekte Chromosomensegregation und fir die Reparatur von DNA-Mismatches
verantwortlich sind, u.a §ol1l, Msh5 und MIhl (Acevedo & Smith 2005). Ebenso
spielen Centromerproteine bel der Segregation homologer Chromatiden in der Meiose
eine wichtige Rolle. Mutationen in der Shugoshin-Proteinfamilie bewirken enen
vorzeitigen Verlust der Bindung der Chromatiden am Centromer (Hamant et al. 2005).

Die Entstehung einer Triploidie kann durch Diandrie oder Dispermie mit zwei
Chromosomensétzen véterlicherseits und einem miitterlichen Chromosomensatz erklart

werden. Der sehr selten vorkommende 69,XYY-Karyotyp spricht fir einen frihen
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Entwicklungsstillstand, so dass der Abort eintritt, bevor die Schwangerschaft gesichert
werden konnte. Gynoide Triploidien dagegen sind charakterisiert durch zwei
mUtterliche und einen véterlichen haploiden Chromosomensatz.

Etwa 65% daler Tetraploidien weisen den Karyotyp 92, XXXX auf. Da die meisten
Aborte mit einer Tetraploidie eine Gonosomenkonstellation X XXX oder XXXY zeigen,
liegt ein Fehler wadhrend der ersten meiotischen Teilung der Eizelle vor (Wulf &
Schmidt-Matthiesen 1985).

14  Parentale Herkunft chromosomaler Aberrationen - moglicher

phénotypischer Effekt

Analysen mittels hochpolymorpher, chromosomenspezifischer Mikrosatelliten
ermoglichen die Bestimmung der parentalen Herkunft chromosomaler Aberrationen.
Diese zeigen, dass autosomale Trisomien Uberwiegend miitterlichen Ursprungs sind,
wobei es aber beziiglich der einzelnen Chromosomen grof3e Unterschiede gibt. So sind
90-95% der Trisomie 18-Félle und nahezu 100% der Trisomie 16 miitterlichen
Ursprungs (Kupke und Muller 1989, Nicolaides & Petersen 1998). Lediglich 8,5% der
Trisomie 21-, 11,9% der Trisomie 13- und 11,8% der Trisomie 15-Fdlle sind véterlichen
Ursprungs (Nicolaides & Petersen 1998). In 50% der Trisomie 2-Fale und 33,3% der
Fale mit einer Trisomie 8 konnte ebenfalls ein véterlicher Ursprung ermittelt werden
(Hassold et al. 1996, Nicolaides & Petersen 1998) (vgl. Tab. 5). Fur die Inzidenz
paternaler Trisomien scheint ein Zusammenhang zu der Grofe der involvierten

Chromosomen zu bestehen.

Trisomie Ursprung Anzahl Félle (%) Tabelle5:
mater nal paternal Ear?ntaler Ursplrugg cti)er
aufigsten  Aneuploidien el
8 10 (66.7) 5(33.3) Lebendgeborenen und Spontan-
13 37(88,1) 5(11,9) aborten (Hassold et al. 1996,
15 15 (88,2) 2(11,8) Nicolaides & Petersen 1998)
16 62 (100) -
18 161 (91,5) 15 (8,5)
21 805 (91,5) 75 (8,5)
22 53 (96) 2(4)

Dass véterliche und mitterliche Genome funktionell nicht identisch sind,
dokumentieren fetale Triploidien. Bel Vorliegen zwe véterlicher und einem
mUtterlichen haploiden Chromosomensatz (Diandrie), ist die Plazenta grof3 und weist
zystische Verdnderungen auf (Partialmole). Der Fetus selbst ist macrocephal und zeigt

eine schwere intrauterine Wachstumsretardierung. Gynoide Triploidien sind
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charakterisiert durch eine kleine Plazenta ohne zystische Verdnderungen und einem
hypertrophen Fetus.

Der pathogene Effekt beruht auf einer unterschiedlichen Aktivitét paternaler und
maternaler Gene, ein Mechanismus der as genomisches Imprinting (Préagung)
bezeichnet wird. Die parentale Herkunft einer Genom- bzw. Chromosomenmutation
kann daher Einfluss auf die Penetranz und Expression und damit auf die phanotypische
Manifestation eines genetischen Krankheitsbildes nehmen. Die mesten Gene
unterliegen nicht einer eterlichen Prégung. Dies ist nur bei einer begrenzten Zahl
einzelner Gene in definierten chromosomalen Bereichen von Bedeutung. Zwei wichtige
Cluster mit geprégten Genen sind: @) 11p15.5 mit einer Gréfde von IMb mit Umfassung
der Region fur das Beckwith-Wiedemann-Syndrom (Maher & Reik 2000) und b)
15911-g13 Uber eine Lénge von 2,2Mb mit den Bereichen fir das Prader-Willi- und
Angelman-Syndrom (Meguro et al. 2001). Mehrere Untersuchungen belegen, dass nach
assistierter Reproduktion (ICSl=Intracytoplasmatische Spermainjektion) eine hohere
Rate von maternalen Imprinting-Defekten auftreten. Dies gilt beispielsweise fur das
Angelman-Syndrom und das Beckwith-Wiedemann-Syndrom (Cox et a. 2002, Gicquel
et al. 2003, Ludwig et a. 2005).

Ebenso wird nach ICSI eine erhthte Zahl chromosomaler de novo-Aberrationen und
groRerer angeborener Fehlbildungen beschrieben (Devroey & Van Steirteghem 2004).
In einer Studie Uber 1586 Feten nach ICSI fanden sich in 3% (47 Feten) abnorme
Karyotypen, wobel 1,6% (25) der Aberrationen neu entstanden waren. Von 22 vererbten
strukturellen Anomalien wurden 17 vom Vater vererbt. In einem Fall mit einem
47 XXY-Karyotyp stammte das zuséizliche X-Chromosom ebenfalls vom Vater
(Bonduelle et a. 2002).

15 Methoden zur Abklarung chromosomaler Ursachen in der Abortpathologie

151 Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH)

Mit der molekularcytogenetischen Methode der Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung
(FISH) ist die Detektion spezifischer DNA-Sequenzen mit Hilfe von markierten DNA-
Sonden an Metaphasechromosomen oder Interphasekernen moglich. Die FISH hat die
diagnostischen Méglichkeiten in der pr& und postnatalen Chromosomendiagnostik
sowie auf dem Gebiet der Cytogenetik entscheidend verbessert. Dies gilt inshesondere
fir Chromosomenstérungen, die mit konventionellen cytogenetischen Methoden nicht

oder nur schwer identifizierbar sind, wie z.B. die Identifizierung des genetischen



Ursprungs von Markerchromosomen und komplexen Translokationen. FISH st
grundsétzlich sensitiver as die konventionelle Cytogenetik beim Nachweis von
Mikrodel etionssyndromen. Das sind klinische Syndrome, die auf submikroskopischen
(< 3kb) Deletionen beruhen.

Chemisch gesehen ist die DNA ein linearer Polyester aus Desoxyribose und
Phosphorsaure mit heterozyklischen Stickstoffbasen in der Seitenkette. Zwel solche
DNA-Einzelstrange kénnen durch Wasserstoffbriickenbindungen eine  DNA-
Doppelhelix ausbilden. Verglichen mit einer kovalenten Elektronenpaarbindung sind
diese Wasserstoffbriicken schwache Bindungen, so dass durch Erwd&rmung auf
Temperaturen um 70°C oder durch Zugabe organischer Losungsmittel wie Formamid
die Doppelhelix in zwei Einzelstrange getrennt werden kann. Dieser Vorgang wird
Denaturierung genannt. Die Temperatur, bei der diese Separation des Doppel stranges
stattfindet, wird al's Schmel ztemperatur bezeichnet.

Zwel DNA-Einzelstrénge konnen nach einer Denaturierung wieder spezifisch zum
Doppelstrang rekombinieren, wenn die Basensequenz der Einzelstrange zueinander
komplementédr ist. Diese spezifische Rekombination von DNA-Einzelstrangen
verschiedener Herkunft zu einem Doppelstrang wird as Hybridisierung bezeichnet.
Eine Hybridisierungsstelle kann dadurch nachgewiesen werden, dass man ein DNA-
Molekil mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert (siehe Abb. 2) und diesen nach
erfolgter Hybridisierung durch eine geeignete Lichtquelle zur Fluoreszenz anregt. Setzt
man as Ziel-DNA ein biologisches Praparat ein, so kann man durch diese spezifische
Rekombination eine ganz bestimmte DNA-Sequenz, z.B. ein Chromosom oder einen
Zellkern, nachweisen. Diese spezielle Hybridisierungvariante wird Fluoreszenz-in situ-
Hybridisierung genannt.

Die FISH-Technik begriindete Ende der 80iger Jahre die molekulare Cytogenetik.
Durch neue Fluoreszenzfarbstoffe und sensitive Fluoreszenzmikroskopie konnten bald

auch multiple Nukleinsequenzen direkt und prézise lokalisiert werden.
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Fluoresence In Situ Hybridization Abbildung 2:

Schematische
Darstellung einer
Fluor eszenz-in situ-

Labeling with o : Hybridisierung
fluorescent dye :

AN
AN

N
£,y Denature

Eine Vielzahl kommerziell erhdltlicher Sonden fir die cytogenetische Diagnostik steht
heutzutage zur Verfigung (Abb. 3). Im Wesentlichen unterscheidet man 3 Typen von
DNA-Sonden:

1. Centromerspezifische Sonden (CEP): Centromerspezifische Sonden binden sich
an chromosomenspezifische hochrepetitive  Satelliten-DNA.  CEP-Sonden
ermoglichen die Identifizierung von Markerchromosomen in
Metaphasechromosomen oder den Nachweis numerischer Aberrationen im
Interphasekern.

2. Chromosome Painting Sonden: Die Hybridisierung komplexer DNA durch
Suppression repetitiver Elemente erlaubt es, individuelle Chromosomen oder
Chromosomenabschnitte selektiv mit chromosomenspezifischen DNA-Pools (DNA-
Bibliotheken) anzuféarben. Chromosomenspezifische Sonden werden einzeln oder in
24-Farben-FI SH-Experimenten (Multicolor-FISH) eingesetzt. Uber M-FISH ist eine
einffache und schnelle Identifizierung von chromosomalen Verédnderungen
insbesondere auch der Zuordnung des chromosomalen Ursprungs von
Markerchromosomen in einem Versuchsansatz moglich.

Noch gspezifischere Aussagen Uber strukturelle Aberrationen enzelner
Chromosomen erlaubt die mBand-FISH, eine Methode, bei der jedes Chromosom in
einem eigenen Bandenmuster erscheint. Dabel werden regionenspezifische Bereiche
eines Chromosoms auf dem Level der konventionellen Chromosomenbanden

unterschieden. Diese Technik basiet auf dem Gebrauch unterschiedlicher
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Uberlappender  fluoreszenzmarkierter  Mikrodissektiosbibliotheken, sogenannter
»region specific partial paints* (rpcp).

3. Locus spezific identifier (LSI-Sonden): Mit Hilfe von locusspezifischen DNA-
Sonden konnen subtile chromosomale Veranderungen durch Markierung einzelner
Genorte aufgedeckt werden, die unterhalb des Auflosungsvermogens der
konventionellen Cytogenetik liegen (< 5-10Mb). Die Sensitivitét ist im Vergleich
zur konventionellen Cytogenetik um das ca. 10fache erhoht. Locusspezifische
Sonden werden gezielt fur die genomische Lokalisation eines Gens, fur die
Detektion von Mikrodeletionen oder fir den Nachweis chromosomaler

Translokationen in Interphasezel Ikernen eingesetzt.

Subtelomer-Sonden sind spezifisch fir den terminalen Abschnitt eines bestimmten
Chromosomenarms (p/g) und dienen dem Nachweis von kryptischen terminalen
Deletionen (Subtelomer-FISH) (vgl. Abb. 3).

Abbildung 3:

Verschiedene DNA-Sonden zum Nachweis numerischer und struktureller
Chromosomenver &nderungen mittels FISH-Technik: Centromer-Sonden zur Bindung an repetitive
Satelliten-DNA eines Chromosoms; Chromosomen- oder Chromosomenar m-spezifische Sonden
(Chromosome Painting) zur Anférbung eines bestimmten Chromosoms oder Chromosomenar ms
Uber die gesamte Lange; mBand zur Darstellung regionenspezifischer Bereiche; locusspezifische
Sonden zur Markierung einzelner Genorte; Subtelomer-Sonden fur die distalen Abschnitte
einzelner Chromosomenar me
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l.._. l"'. ._,-’ \‘ l_..- \', ‘ p \. I.__. \'-I
| \ | { \ | 1 | 1
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v, © v W
Centromer- Chromosome  Chromosomen-  mBand (rcps) Locus- Subtelomer-
sonde Painting-Sonde arm spezifische  region specific ~ spezifische sonde
Sonde partial paints Sonde

Die Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung ist eine spezifische und hoch sensitive Methode
und bietet ein breites Spektrum an Einsatzmdglichkeiten fir Diagnostik und Forschung.
Der Nachweis kann sowohl an M etaphasechromosomen aus kultivierten Zellen als auch
ohne Kultivierung direkt an Interphasezellkernen durchgefiihrt werden. Dabel kann die
FISH-Methode auch solche Verdnderungen aufdecken, die in der klassischen
Cytogenetik nicht sichtbar sind. Da die LSI-Sonden in der Regel nur maximal wenige
hundert Kilobasen und damit nur einen Bruchteil eines Chromosoms Uberspannen,
ergeben sie vergleichsweise schwache Fluoreszenzsignale. Demzufolge werden hohe
Anforderungen an die Sensitivitét der FISH Mikroskopie gestellt (hohe Transmission,
gutes Signal-Rausch-Verhdltnis, hohe Auflésung und Farbtrennung).
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15.2 Comparative Genomhybridisierung (CGH)

Wahrend die Anwendung der FISH sowohl an Metaphasechromosomen als auch an
Interphasekernen Kenntnis Uber die zu untersuchende Region voraussetzt, ermdglicht
die in jungster Zeit entwickelte Technik der Comparativen Genomischen
Hybridisierung (CGH) komplette Genome auf chromosomale Veranderungen zu
untersuchen. Die CGH wurde unabhangig von zwei Arbeitsgruppen entwickelt
(Kalioniemi et a. 1992, du Manoir et a. 1993) und verbindet die Vorteille des
molekularen Ansatzes, d.h. die Unabhangigkeit von der mitotischen Aktivitat des zu
untersuchenden Gewebes, mit den Vortellen der Cytogenetik, ndmlich der Darstellung
des gesamten Chromosomenkompartiments. Somit bietet die CGH als
Screeningmethode einen generellen Uberblick Uber alle unbalancierten genetischen
Veradnderungen der zu untersuchenden DNA und ermdglicht eine Beurtellung der
genomischen Veranderungen auf chromosomaler Ebene. Von besonderem Interesse ist,
dass eine CGH auch an langjahrig archiviertem Material durchgefihrt werden kann,
wobei auch sehr kleine Gewebeproben ausreichend sind. Im Bedarfsfall kann die DNA
Uber eine PCR mit degenerierten Primern (DOP-PCR) universell vermehrt werden (vgl.
Kap. 3.3.2.2), so dass fur eine Analyse die DNA einiger Zellen ausreichend ist, um
chromosomal e Imbal ancen gesichert zu erfassen (Lichter et al. 1996).

Anfanglich wurde die CGH ausschliefdlich als Screeningverfahren zur Aufdeckung von
genetischen Imbalancen, bei der Suche nach involvierten Genen bel der Entstehung,
Versténdnis der Pathogenese und Progresson von Tumoren und damit zur
Klassifikation und Malignitatsbeurteilung in der Tumorcytogenetik eingesetzt (Bentz et
al. 1995, Kallioniemi et al. 1995).

Im Laufe der letzten Jahre erfuhr die CGH allerdings auch in anderen diagnostischen
Zusammenhadngen, wie z. B. der Prdimplantationsdiagnostik, der forensischen
Wissenschaft, der Pranataldiagnostik oder der Fetalpathologie bel Fragestellungen aus
der Reproduktionsmedizin, zunehmend an Bedeutung (Bryndorf et a. 1995, Hummel et
al. 1999, Bartsch et al. 2001, Fritz et al. 2001, Delhanty 2005). Ebenso findet die CGH
Anwendung in der Diagnostik von Patienten mit mentaler Retardierung und
Dysmorphiezeichen mit normalem Karyotyp zur Aufdeckung submikroskopischer
chromosomaler Rearrangements (Joly et a. 2001).

Im Rahmen der Fetalpathologie nimmt die Diagnostik und die &tiologische Zuordnung
von Fehlbildungen eine zentrale Rolle ein, die bei nachfolgender genetischer Beratung
Grundlage zur Abschétzung des Wiederholungsrisikos ist. Dem Verdacht auf eine
chromosomale Aberration kann jedoch oftmals nicht nachgegangen werden, da eine
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Autolyse oder eine vorangegangene Fixierung des fetalen Gewebes die Abklérung nicht
zulésst (Dietze et a. 2004). Die Arbeitsgruppe von Bryndorf (1995) konnte erstmals
nachweisen, dass mittels CGH numerische Chromosomenaberrationen in kultiviertem
bzw. unfixiertem Placentagewebe sicher zu diagnostizieren sind. In der eigenen
Arbeitsgruppe gelang retrospektiv der Nachweis einer Duplikation 2p bei zwei
dystrophen Feten und einer Duplikation 1q bei einem makrocephalen Feten (Aviram-
Goldring et a. 2000, Bartsch et a. 2001).

1521  Methodischer Hintergrund der CGH

Die Methode der CGH basiert auf ener Markierung mit unterschiedlichen
Fluorochromen von Test-DNA und Referenz-DNA. Definitionsgemald wird die zu
testende DNA mit einem grinen Fluoreszenzfarbstoff (FITC) und die Referenz-DNA
mit einem roten Fluoreszenzfarbstoff (Texas Red) markiert. Bel den mit Fluorescein
markierten Nukleotiden ist die emittierte Farbe abhéngig von der genomischen Sequenz.
G/C reiche Sequenzen erscheinen demnach mehr gelb as A/G reiche Sequenzen. Die
Farbe der mit Texas-Red markierten Nukleotide wird jedoch gleichmaliig als blau/rot
beschrieben. Jedes einzelne fluorochrommarkierte Nukleotid hat dabel sein eigenes
Anregungsspektrum und seine spezifische Emission (Abb. 5).

Zum Nachweis genetischer Imbalancen wird die zu testende DNA im Verhdltnis 1:1 mit
einer Referenz-DNA eines normalen mannlichen Spenders gemischt. Diese DNA-
Mischung wird an Metaphasechromosomen von gesunden maéannlichen Spendern
hybridisiert. Das Vorgehen wird als reverse in situ-Hybridisierung bezeichnet, da bei
diesem Verfahren nicht direkt die Chromosomen des zu untersuchenden Materials
analysiert werden.

Bel der Anlagerung der DNA-Mischung an die korrespondierenden DNA-Abschnitte
der Metaphasechromosomen kompetitieren die Anteile aus der Test- und Referenz-
DNA um Bindung. Liegen ale Chromosomenabschnitte der Test- und Referenz-DNA
im gleichen Verhdltnis vor, so kommt es zu einer homogenen Mischanfarbung der
Chromosomen. Sind jedoch in der Test-DNA im Vergleich zur Referenz-DNA einzelne
Chromosomenabschnitte Uberreprasentiert, so farbt sich der betreffende Abschnitt des
Metaphasechromosoms vermehrt in der Farbe der Test-DNA an. Fehlen in der Test-
DNA Segmente, so Uberwiegt an der betreffenden Stelle die Farbung der Referenz-
DNA. Die Huoreszenzvertellung und -intensitdt an den hybridisierten
M etaphasechromosomen wird mittels eines Bildanalysesystems fir jedes Fluorochrom

separat erfasst und in einem Fluoreszenzratioprofil verrechnet (siehe Abb. 4). Die
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Auspragung der Fluoreszenzunterschiede hangt dabei von der Grofe des verdnderten
Chromosomenabschnitts sowie dem Antell der verénderten Zellen in der Probe ab, aus
der die Test-DNA gewonnen wurde. Die detektierbaren Verénderungen werden

entweder als DNA-Gewinn oder —Verlust klassifiziert.

Abbildung 4

Schematische Dar stellung der vergleichenden Comparativen Genom-Hybridisierung (CGH): Test-
und Referenz-DNA werden in enem Mischungsverhaltnis von 1:1 auf normale
M etaphasechromosomen hybridisiert. Beide Proben konkurrieren um ihre spezifischen
Bindungsstellen. Mittels digitaler Bildanalyse wird die Fluoreszenzverteilung und —intensitat fir
jedes Fluorochrom separat erfasst und zu einem Fluoreszenzratio-Profil verrechnet. Bei gleichen
Verhaltnissen ergibt sich ein Profilwert von 1. Im Falle einer Uber- bzw. Unterreprasentation
kommt es zu einem Abweichen des Fluoreszenzratioprofils von der Mittellinie. Ein einfacher
Zugewinn (Trisomie) entspricht der Fluoreszenzratio von 3:2 (entsprechend 1.5:1) und ein
einfacher Verlust (Monosomie) der Fluoreszenzratio von 1:2 (0.5:1). Mehrfache Zugewinne und
Verlust ergeben entsprechend héhere oder niedrigere Ratiowerte (Rieder 1998).
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Ausgeprégte genomische  Imbalancen  bewirken  Verdnderungen in  den
Fluoreszenzintensitéten, die am Mikroskop mit blofRem Auge erkennbar sind. Dagegen
kénnen kleinere Verschiebungen der Fluoreszenzfarbungen nur mit Hilfe einer
rechnergestiitzten digitalen Bildanalyse der Farbzusammensetzung aufgedeckt werden
(Forozan et a. 1997; Knuutila et a. 1998).
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Abbildung 5:
Emissionss und Exititionsmaxima der entsprechenden fluorochrommarkierten Nukleotide
(Technical Data, Fa. NEN™ Life Science Products)

FITC-dATP FITC-dCTP
F ] P ) - " o
Wellenlange: Exitition 496nm Wellenlange: Exitition 494nm
(Maxima) Emission 517nm (Maxima) Emission 517nm
TR-dATP : TR-dCTP
Wellenlange: Exitition 593nm Wellenlange: Exitition 593nm
(Maxima) Emission 612nm (Maxima)  Emission 612nm

1522  Sengtivitat und Validitat der CGH

Uber CGH werden genetische Veranderungen auf chromosomaler Ebene lediglich as
DNA-Zugewinne oder —Verluste im unbalanciertem Zustand erfasst. Sie lasst keine
Aussagen zu baancierten Chromosomenveranderungen zu, die jedoch im
Abortgeschehen eher eine untergeordnete Rolle spielen.

Repetetive Sequenzen sind in hoher Zahl in alen Centromeren, Telomeren und einigen
chromosomspezifischen Regionen wie 1p, 16p sowie den Chromosomen 19 und 22
vorhanden. Da die Lange dieser Regionen zwischen verschiedenen Individuen
hochvariabel ist, kbnnen Abweichungen in der DNA der Test- und Referenzperson die
CGH-Analyse storen (Weiss et al. 1999). Demzufolge werden die centromerischen und
pericentromerischen Regionen sowie die kurzen (p-) Arme der akrocentrischen
Chromosomen von einer CGH-Analyse ausgegrenzt (Kirchhoff et al. 1999). Des
Weiteren sind Abweichungen der Fluoreszenzintensitét (FI) in den Telomerbereichen
der Chromosomen mit Vorsicht zu werten, da die FI graduell zu den Telomeren hin
abnimmt (Kallioniemi et al. 1994). Bei der Detektion von Ringchromosomen und der
Abklarung der genauen Bruchpunkte kann es hierbei zu Fehlinterpretationen kommen.

Haufig treten auch falsch positive DNA-Zugewinne an den Chromosomenregionen
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1p32®pter und 12q, sowie der Chromosomen16, 19 und 22 auf. Da die Trisomie 16
eine der haufigsten Abortursachen ist, kann ein methodisch bedingter Zugewinn am
Chromosom 16 ein falsch positives Ergebnis ergeben. Diese sind auf differente
Hybridisierungseigenschaften der unterschiedlich markierten DNAs in GC-reichen
Regionen zurtickzufihren. Dieses methodische Problem, welches die CGH-Auswertung
erschwert, kann durch eine reverse CGH, bel der die Test-DNA rot und die Referenz-
DNA grin markiert ist, umgangen werden (Kallioniemi et a. 1994, Bryndorf et al.
1995, du Manoir et a. 1995).

Da die CGH-Anayse nur Anderungen der Anzahl eines DNA-Abschnitts in Relation
zur durchschnittlichen Kopienzahl der Test-DNA erfasst, kénnen Ploidie-Anderungen
(zahlenméldige Verdnderungen enes haploiden  Chromosomensatzes) nicht
nachgewiesen werden. Triploidien bzw. Tetraploidien erzeugen keine Verschiebung im
Fluoreszenz-Ratioprofil der einzelnen Chromosomen. Hinweise auf eine Ploidie-
Mutation kénnen allenfalls aus der relativen Ratio von griner und roter Fluoreszenz
erhalten werden, die Uber nachfolgende Untersuchungen (FISH mit locusspezifischen
Sonden, Mikrosatellitentypisierung) zu bestétigen waren.

1.5.3 Mikrodissektion

Eine signifikante Limitierung der konventionellen cytogenetischen
Banderungstechniken ist, dass nicht alle cytogenetisch erkannten Aberrationen, wie z.B.
Markerchromosomen oder unbalancierte Rekombinationen genau zu charakterisieren
sind, insbesondere dann nicht, wenn das zu identifizierende Chromosomensegment
keine charakteristischen Béanderungsstrukturen enthdt. Im Rahmen der pr& und
postnatalen cytogenetischen Diagnostik sowie in der Tumorcytogenetik nimmt die
maoglichst exakte Charakterisierung chromosomaler Aberrationen aber eine zentrae
Rolle sowohl bei der &tiologischen Zuordnung von Fehlbildungen und Tumorentitéten
as auch be der genetischen Beratung als Grundlage zur Abschétzung enes
Wiederholungsrisikos ein (z. B. Eggermann et al. 1996, Friedrich et a. 2001, Fritz et al.
2001).

Die Chromosomenmikrodissektion ist eine Methode, die es erméglicht, von definierten
Chromosomenregionen DNA zu erhalten. Sie stellt somit einen speziellen Aspekt der
Zéllchirurgie dar (Hagag & Viola 1993). Das bel der Dissektion isolierte Material bildet
die Grundlage fur vielfaltige weitere Analysen, wie z.B. die Generierung spezifischer
DNA-Sonden fir die Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung zur Abklarung chromosomaler
Aberrationen. So befassen sich beispielsweise zahlreiche Publikationen mit der
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erfolgreichen Charakterisierung von de novo Markerchromosomen in der pranatalen
cytogenetischen Diagnostik (u.a. Meltzer et a. 1992; MUller-Naviaet al. 1995, Hu et al.
2004). Die Isolierung spezifischer Zellpopulationen ermoglicht auch die retrospektive
Analyse histologischer Prgparationen, oder dient as Ausgangsmateria fir
Genexpressionsstudien sowie gentechnologisch orientierte  Forschungsvorhaben,
beispielswiese fur die Positionsklonierung zur Eingrenzung von Kandidatengenen
(LUdecke et al. 1989, Walch et al. 2000, Burgess & Hazelton 2000).

Die ersten Mikromanipulationsinstrumente wie bei spiel sweise Mikronadeln wurden von
DeFonbrune bereits 1949 entwickelt. Edstrom und Mitarbeiter (1964) nutzten diese
Technik zur Isolierung subzellulérer Strukturen. Die Arbeitsgruppen von Scalenghe
(1981) und Henning (1983) berichteten zu Beginn der 80er Jahre Uber die Anwendung
der Methode der chromosomalen Mikrodissektion an Drosophila-Riesenchromosomen.
1986 erfolgte erstmals die Mikrodissektion eines menschlichen Chromosoms (Bates et
al. 1986).

Eine Weiterentwicklung dieser mechanisch, manuell orientierten Mikrodissektion, die
in hohem Mal3e von der Geschicklichkeit des Operators abhéngig ist, ist die , Laser
Capture Microdissection* (LCM). Bel dieser Methode werden die ausgewéhlten Zellen
mit Hilfe eines Lasers an einen Polymerfilm gebunden. Ein grof3er Vorteil ist, dass bei
diesem Prozess das Gewebe nicht zerstort wird und die Morphologie der selektionierten
Zellen erhalten bleibt. Die Prazision dieses Vorganges der LCM ist abhangig von dem
optischen Auflésungsvermogen zur Identifikation der Targets. Zellstrukturen mit einer
GrofRe von 3-5um koénnen isoliert werden. Die Entwicklung der LCM ermoglicht
beispielsweise Untersuchungen von spezifischen Genexpressionsmustern von
unterschiedlichen Geweben eines Patienten (Simone et al. 1998).

Methodische Voraussetzung und Ablauf einer Mikrodissektion

Grundvoraussetzungen sind:

e ein Invertoskop mit hoher Auflésung zur genauen Identifizierung der
Chromosomen bzw. der Chromosomenbande.

e ein (manueller oder e ektronisch gesteuerter) Mikromanipulator
Der Mikromanipulator steuert den Nadelhalter in der X-, Y- und Z-Achse. Die
Dreiachsbewegung wird benétigt, um mdoglichst grofRe Préazisionsbewegungen
wahrend des Dissektionsvorganges zu erreichen. Eine Hydraulikvorrichtung gestattet

eine glatte und vibrationsfreie Bewegung.
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e eine Apparatur fur das Ausziehen der Mikronadeln (,, Pipettenpuller)
Die Dissektionsnadeln werden mit Hilfe eines Pullers gezogen. Die Spitze muss eine
Dicke von weniger als 0,5um aufweisen und dennoch flexibel genug sein, um Druck
auszuiiben ohne zu brechen. Erreicht wird die Qualitdt optimalerweise durch eine
Doppel-Pull-Methode, bei der die Nadeln in zwei Heizschritten gezogen werden.

Der methodische Ablauf l&sst sich in die folgenden Schritte unterteilen (Abb. 6).

A: Praparation und Farbung geeigneter M etaphasechromosomen
Die Praparation, Fabung und Behandlung der Chromosomen fur die
Mikrodissektion hat Einfluss auf den gesamten Schneidevorgang. ,Harte"
Chromosomen lassen sich préziser mikrodissezieren als ,weiche® Chromosomen.
Dies ist besonders vorteilhaft, wenn definierte Banden isoliert werden sollen
(Senger et a. 1990). Die Harte der Chromosomen nimmt mit der Alterung in
Ethanol und dem Trocknungsvorgang vor der GTG-Banderung zu.

B: Dissektion der zu anaysierenden Chromosomen/Chromosomensegmente mittels
Mikronadeln Uber einen Mikromanipulator (B).

C. Sammeln der isolierten Fragmente in einem Reaktionsgefald (C) zur weiteren

Verwendung wie z.B. fur die Generierung von DNA-Sonden.

Abbildung 6:

Schematische Dar stellung der chromosomalen Mikr odissektion.

A: ldentifizierung der gebénderten Chromosomen im Lichtmikroskop und Positionierung der
Mikronadel; B: Herausschneiden der zu untersuchenden chromosomalen Region mit Hilfe der
Mikronadel; C: Sammeln der chromosomalen Fragmente in einem Reaktionsgefa fir

Wi Reverse Painting
—.| CGH- Analysen

Positionsklonierung

anschliel3ende Unter suchungen
B

Die Mikrodissektion der zu untersuchenden Chromosomenregionen ermdglicht eine
aullerst préazise cytogenetische Analyse aler Rearrangements (Markerchromosomen,
balancierte bzw. unbaancierte Translokationen, Duplikationen, Deletionen und
Insertionen) (Fritz et al. 2001, Sanchez-Garcia et a. 2001, Dietze et al. 2003).
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Die Identifizierung unbekannter chromosomaler Rearrangements erfol gt dabei tber eine
FISH an Metaphasechromosomen eines gesunden Spenders. Der Begriff des Reverse
Chromosome Painting wurde zuerst von Carter et a. (1992) geprégt. Hierfur wird die
durch Mikrodissektion gewonnene DNA zuné&chst universell amplifiziert, in einer 2.
PCR mit einem Fuorochrom markiert, mittels eines Tragerreagenz gefédlt und as
Sonde auf normale mannliche Metaphasechromosomen fir eine Fluoreszenz-in situ-
Hybridiserung (FISH) eingesetzt. Die zugehdrigen detektierten Signalpositionen
erlauben die exakte Identifizierung von Chromosomenregionen, die in die

Strukturveranderung involviert sind (MUller-Naviaet a. 1996).

154 Mikrosatellitenanalyse zur Abklarung der parentalen Herkunft von

Chromosomenaberrationen

Menschliche Satelliten-DNA besteht aus sehr langen Folgen tandemférmiger
Wiederholungen von DNA-Sequenzen. Sequenzen dieser Art liegen im Allgemeinen
zwischen den Genen oder innerhab von Introns, werden nicht transkribiert und sind far
die meisten heterochromatischen Bereiche im Genom verantwortlich (Strachan & Read
2005). Es gibt mehrere Hauptklassen direkter repetitiver Sequenzen (Tab. 6). Unter
Mikrosatelliten-DNA versteht man eine kurze Folge tandemartiger Wiederholungen
sehr einfacher Sequenzen von 1-12bp, die insgesamt meist kirzer as 0,1kb sind. Bei
repetetiven Einheiten bestehend aus 2 Nukleotiden findet man haufig Folgen von CA
(bzw. TG auf dem komplementéren Strang). Diese nehmen 0,5% des Genoms ein und
sind hochpolymorph. CT/AG- Wiederholungen erscheinen alle 50kb und haben einen
Anteil von 0,2% im Genom. Repetitive Einheiten aus Tri- und Tetranukleotiden sind
dagegen relativ selten, oft aber sehr polymorph und eher selten in codierenden
Gensequenzen zu finden. Kommt es zur pathologischen Ausdehnung solcher
Trinukleotid-Einheiten in codierenden Bereichen, konnen diese fur Krankheitsbilder
verantwortlich sein (z.B. Chorea Huntington, fragiles X-Syndrom).

Minisatelliten-DNA dagegen wird als mittellange Reihe (etwas 0,1-20kb) von kurzen
sich direkt wiederholenden DNA-Sequenzen bezeichnet. Sie sind Uber gréR3ere Bereiche
des Kerngenoms verteilt. Der grofite Teil des Heterochromatins am Centromer besteht
aus aphoider DNA mit einer Wiederholungseinheit von 171bp.
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Tabelle 6:

Hauptklassen direkter repetitiver DNA- Sequenzen in der menschlichen DNA (nach Strachan &

Read 2005)
Klasse GroReder Wieder- Hauptsachliche L okalisation auf den
holungseinheit (bp) Chromosomen
Satelliten-DNA 5-171 besonders an Centromeren
100kb bis mehrere
Megabasen lang
Satelliten 2und 3 5 die meisten, moglicherweise alle Chromosomen
Satellit 1 (AT-reich) 25-48 Centromeren-Heterochromatin der meisten
Chromosomen und andere Heterochromatin-
Bereiche
o (alphoide DNA) 171 Centromeren-Heterochromatin aller Chromosomen
B 68 Centromeren-Heterochromatin der Chromosomen
1,9,13,14,15,21,22, Y
Minisatelliten (0,1-20kb) | 9-64
Hypervariable Familie 9-64 alle Chromosomen, oft in Telomernghe
Telomer- Familie 6 ale Telomere
Mikrosatelliten 12 verstreut auf allen Chromosomen, einige sehr

kleine Bereiche mit sehr einfachen Sequenzen

Die Variabilitdt im menschlichen Genom ist weiterhin durch polymorphe DNA-Marker
wie Restriktions-Fragment-L angen-Polymorphismen (RFLPs), VNTR (variable number
of tandem repeats)-Polymorphismen (mittellange Minisatelliten-DNA von 5-64bp
Lange), LINE (long intersperced nuclear element) und STR's (short tandem repeats 8-
25 Wiederholungen) charakterisiert. SNPs (single nucleotid polymorphisms) dagegen
sind genetische Variationen in der Bevdlkerung, die durch den Austausch einzelner
Basen im Laufe der Evolution enstanden sind. Diese Marker finden hauptséchlich in der
forensischen DNA-Analyse, bei der Kopplungsanalyse Abstammungsbegutachtung und
Pharmakogenetik Anwendung. Bel der Pharmakogenetik werden zum einen neue
Medikamente mit besserem Nutzen entwickelt und zum anderen geprift, inwieweit die

genetischen Anlagen den Erfolg einer Medikamententherapie beei nflussen.

Anwendung der Mikrosatellitenanalyse zur Feststellung der parentalen Herkunft
chromosomaler Aberrationen

Die zunehmende Entdeckung von hochinformativen Tri- und Tetranukleotidmarkern
fihrte zu einer genomdeckenden Verteilung amplifizierbarer Loci. Dieser Schritt
eroffnete die Mdoglichkeit der Erforschung phénotypischer Effekte chromosomaler
Aberrationen in Abhéngigkeit der parentalen Herkunft.

Aber auch beziglich der Aufdeckung verschiedener Entstehungsmechanismen
chromosomaler Aberrationen erweist sich die parentale Herkunftsbestimmung als

hilfreich, da sich auf diese Weise der Elternteil festlegen lasst, bei dem die
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Fehlvertellung stattgefunden haben muss. Davon ausgehend konnen urséchliche
Faktoren wie z.B. im Falle der Trisomien ein erhohtes mutterliches Alter untersucht
werden.

Die meisten Informationen Uber die elterliche Herkunft von Chromosomenstérungen hat
man aus Familienuntersuchungen von lebendgeborenen Probanden mit den héaufig
auftretenden Trisomien 13, 18 und 21 gewonnen. Uber den eterlichen Ursprung der
verschiedenen Aneuploidien in Spontanaborten ist relativ wenig bekannt und die
Fallzahlen sind vergleichsweise gering. Generell zeigte sich, dass autosomale Trisomien
Uberwiegend auf einen Segregationsfehler in der mitterlichen Gametogenese beruhen
(Tab. 7).

Die Analyse von hochpolymorphen chromosomenspezifischen Mikrosatel liten erlaubte
neben der Feststellung der parentalen Herkunft der Chromosomenaberration auch
Aussagen Uber die Vertellung von crossing-over Ereignissen, die Ruckschlisse
zulassen, in welchem Stadium sich das Non-disjunction ereignet haben muss.

Tabelle7:

Parentaler Ursprung von einigen ausgewahlten Aneuploidien in Spontanaborten (L orda-Sanchez et
al. 1992, Hassold et al. 1992, 1995, Fisher et al. 1993, 1995, Robinson et al. 1999).

Trisomie n Atiologie des tiber zahligen bzw. fehlenden Chromosoms
mater nal paternal
13 10 8 (80%) 2 (20%)
15 59 51 (86%) 8 (14%)
16 62 62 (100%)
20 3 3 (100%)
21 22 22 (100%)
22 55 53 (96%) 2 (4%)
45X 52 43 (83%) 9 (17%)

Wegen der geringen GrofRenunterschiede ist zur Analyse der Mikrosatelliten eine
gelelektrophoretische Auftrennung in ener hochauflésenden Polyacrylamidmatrix
notwendig. Voraussetzung fur parentale Zuordnung ist eine Heterozygotie der zu
untersuchenden Loci. Bei einer Trisomie sind im fetalen Gewebe entsprechend den
dreifach vorhandenen Chromosomen drei Allelbanden nachzuweisen. Bei Vorliegen
von homozygoten Markern kann eine Auswertung auch anhand eines Dosis-Effekts
erfolgen (vgl. auch Abb. 27).
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16  Ziel der vorliegenden Dissertation

Das Ziel dieser Dissertation ist die retrospektive, moglichst genaue
molekularcytogenetische Charakterisierung von bisher nicht exakt zuzuordnenden
Chromosomenstérungen von é&tiologisch ungeklarten Aborten mit morphologisch
auffalligen Feten. Mit diesem Projekt soll einerseits auf Phanotypebene, andererseits auf
molekularcytogenetischer Ebene en Beitrag zur Ursachenforschung von
Entwicklungsstérungen wéahrend der Embryogenese geleistet werden. Denn erst die
Kenntnis der genauen Herkunft Oberzdhliger oder verloren gegangener
Chromosomensegmente und die Bestimmung ihrer Bruchpunkte erlaubt eine
Stellungnahme zur Frage der phanotypischen Manifestation und Prognose einer
Chromosomenanomalie und ist im Rahmen ener Pranatadiagnostik haufig
entscheidend fur Fortfuhrung oder Abbruch einer Schwangerschaft. Uber die
Korrelation mit den erhobenen klinischen Daten soll daher eine Aufstellung von
prognostischen Kriterien angestrebt werden, die bel der genetischen Beratung
Betroffener und ihrer Familien hilfreich sein kénnen.

Insgesamt sollen 55 Abortfélle bearbeitet werden, deren jeweilige fetale Fehlbildungen
einen begrindeten Verdacht auf ene chromosomale Stérung geben. Die
Untersuchungen sollen an verschiedenen asservierten fetalen oder placentaren
Gewebeproben erfolgen.

Ein wesentlicher Teil der Arbeit soll in der Evauierung und Optimierung von
Methoden zur DNA-Isolierung aus Formalin fixiertem und in Paraffin eingebettetem
Gewebe as grundlegende  Voraussetzung fur  die  waelterfUhrenden
molekularcytogenetischen und molekulargenetischen Methoden liegen. Es sollen
einflussnehmende Parameter auf die Qualitdt der DNA evaluiert werden. Des Weiteren
soll insbesondere die komplexe Methode der CGH-Analyse mit DNA aus archiviertem
Abortgewebe optimiert werden, um retrospektiv. den  Nachweis von
Chromosomenaberrationen  zu  ermdglichen. Anhand  der  ausgewéhlten
fetalpathologischen Félle sollen die Moglichkeiten, Probleme und Grenzen bei der
Evaluierung von chromosomalen Aberrationen an Formalin fixiertem und in Paraffin
eingebettetem Material ermittelt werden.

Die Ergebnisse sollen moglichst mit weiteren  molekularcytogenetischen  und
molekulargenetischen Methoden Uberprift werden. Wenn maoglich, soll zudem die
Abklarung der parentalen Herkunft der jeweiligen Chromosomenstorung erfolgen, um
zu prufen, ob die parentale Herkunft Einfluss auf den Manifestationszeitpunkt, Typ und

Schweregrad sowie auf den Ausgang der Schwangerschaft nehmen kann.
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2 M aterial

2.1 Chemikalien

Alle Chemikalien fur die Puffer und Lésungen wurden in p.A.-Qualitét bezogen. Alle

nicht naher bezeichneten Chemikalien stammen ausschliefdlich von den folgenden

Firmen:

Gibco BRL (USA), Merck (Darmstadt), Riedel-de Haen (Seelze), Roth (Karlsruhe).

Agarose
Albumin Bovine (BSA)

Ammoniumpersulfat

Anti-Digoxigenin-Fluorescein Fab-Fragments

Aquaad iniectabilia
Bariumhydroxid
Biotin-11-dUTP
Biotinylated Anti-Avidin D
Borsdure (H3BOs)
Bromphenolblau

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

DNA 100 base pair Ladder
DNA Marker VIII
EDTA-Dinatriumsalz
Eisessig 100%

Ethanol

Ethidiumbromid (10mg/ml)
Eupara

Fluorescein Avidin DCS (Cell Sorter Grade)

Formaldehyd

Gelatine

Gellosung A

Gellosung B

Giemsa-L 6sung

Glycerin

Hering Sperm DNA (10mg/ml)
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Gibco BRL, USA
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Boehringer, Mannheim
Braun, Melsungen
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Vektor, USA

Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Pharmacia, Wien
ROCHE, Mannheim
ROCHE, Mannheim
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Schmid, Kéngen
Vektor, USA

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Promega, USA



Human COT 1-DNA
Kaliumchlorid
Kalium-di-hydrogenphosphat
Lithiumchlorid

Marabu Fixogum Rubber Cement
Natriumacetat

Natriumcarbonat

Natriumchlorid

Natriumcitrat
Natrium-di-hydrogenphosphat
Natriumhydroxid

NP-40

Nuclei Lysis Solution
Polyoxyethylensorbitan Monolaurate (Tween20)
Protein Precipitation Solution

Sal petersaure 65%

Salzsaure

Silbernitrat

Sodium Dodecyl Sulfate
Stickstoff (flussig)

TEMED

Texas Red Avidin DCS
Tris-(hydroxymethyl)aminomethan
Tris-HCI

Trypsin

Vectashield Mounting Medium
Xylencyanol

Xylol
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Invitrogen, Berlin
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Erich Feucht GmbH, Tamm
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Riedel-de Haen, Seelze
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Promega, USA

Sigma, Deisenhofen
Promega, USA

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
BRL, USA

Messer Griesheim, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Vektor, USA

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
DIFCO, USA

Vektor, USA

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe



2.2 L dsungen, Puffer und Medien

Alle Losungen, Puffer und Nahrmedien werden, wenn nicht anders angegeben, mit
entmineralisiertem Wasser angesetzt, autoklaviert oder sterilfiltriert. Der pH-Wert wird

mit Salzsdure oder Natronlauge eingestellt.

2.2.1 Medien, Puffer und Losungen fir die Zellkultur

Antibiotikum / Antimycotikum-Ldsung: Gibco BRL, USA
Amphotericin (25pug/ml)
Penicillin/Streptomycin (10.00 units/ml)
Chang-Medium A, Supplement B Laboserv, Giefsen
Colcemid-L6sung (10pg/ml) Boehringer, Mannheim
fetales Kéberserum Gibco BRL, USA
L-Glutamin 200M (100x) Gibco BRL, USA
Mc Coy‘s 5-Medium Gibco BRL, USA
Natriumbicarbonat 7,5% Gibco BRL, USA
Trypsin-EDTA-L6sung (1x):
(Trypsin 0,5%; EDTA 0,2%) Biochrom, Berlin

Hypotone Ldsung adhaerente Zellen: 0,5% NaCitrat / 75mM KCI (1:1, vol: vol)
Suspensionskulturen: 75mM KCI

PBS-Puffer: 8g NaCl; 0,29 Na,HPO,; 0,2g KCI; 1,15g KH,PO,; ad 1000ml A. bidest;
pH 7,2

Fixativ-L6sung: Ethanol/Eisessig (3:1, vol:vol)

2.2.2 Puffer und Lésungen fur die Chromosomen-Banderung

GTG-Banderung fur die cytogenetische Diagnostik

Sorensen-Puffer: 38,8ml KH,PO, -Ldsung; 61,2ml Na,HPO,-Ldsung
Natrium-di-hydrogenphosphat-L 6sung: 11,8g Na,HPO, ad 1000ml A. bidest.
Kalium-di-hydrogenphosphat-L 6sung: 9,1g KH,PO, ad 1000ml A. bidest.

Giemsa-L 6sung: 8% in Sorensen-Puffer

Trypsin: Lyophilisat resubstituieren mit 5ml A. dest., aiquotieren zu je 0,5ml und bei
—20°C lagern

Versen-Stamml6sung: 0,2g EDTA ad 1000ml PBS-Puffer

Versen-Trypsin-Gebrauchs 6sung: 30ml Versen-Stammlsg.; 0,5ml Trypsin
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GTG-Banderung fur die Mikrodissektion

Ethanol: 70%

Giemsa-L6sung: 30,6ml Na,HPO, + 19,4ml KH,PO, gut durchmischen und davon 4ml
entnehmen + 4ml Giemsa zugeben

PBS-Puffer

V ersen-Stamml 6sung

Versen-Trypsin-Gebrauchsl sung: 50ml Versen-Stammisg. + 833ul Trypsin (aliquotiert
und bei —20°C gelagert)

2.2.3 Puffer, Losungen, Sonden und Antikorper fir diein situ-Hybridisierung

20xSSC: 350,4g NaCl + 176,49 Na-Citrat ad 2| A. dest.; pH 7,4
4xSSC: 20ml 20xSSC + 80ml A. dest.
2xSSC: 100ml 20xSSC + 900ml A. dest.
1xSSC: 50ml 20xSSC + 950ml A. dest.
0,1xSSC: 5 ml 20xSSC + 995ml A. dest.
Blockungsldsung: 4xSSC/Tween/3%BSA: 20ml 4xSSC + 0,5ml Tween20 + 0,6g BSA,
aliquotieren a 1ml und bei —20°C lagern
2xSSC/Tween: 10ml 20xSSC + 900ml A. dest. + 1,8ml Tween20
Natronlauge: 93ml A. dest. + 7ml NaOH 1 N
Mastermix: 11ml Formamid deion. + 2g Dextransulfat + 1ml 20xSSC vortexen
Anti-Avidin-FITC, Biotin konjugiert: Stocklsg. Img/ml A. bidest.; Gebrauchslsg. 1:200
verdunnt mit 4xSSC/Tween20/1% BSA (vol:vol:val), Endkonz. Spug/ml
Anti-Digoxigenin-Rhodamin-Fab-Fragment: Stocklsg. 200ug Lyophilisat/ml A. bidest.;
Gebrauchslsg. 1:10 verdunnt; 1ml 4xSSC/Tween20 + 1%BSA (vol:vol:vol) Endkonz.
20pg/mi
Antikorper fur Verstdrkungsreaktion: Antidigoxigenin-FITC/-Rhodamin
DAPI: 70ml 4xSSC/Tween20 + 84ul DAPI-Stocklsg. (200ug/ml)
far M-FISH
24 Xcyte: 24 color probe mix (2x60pl)
Antikorper-Detektionsmix (B-tect): Blockungsldsung (2x1000ul)
Detektion 1+3 (2x10pl)
Detektion 2 (2x5ul)
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fur CGH
Nicktranglationskit (Abbott Laboratories):
unmarkierte Nukleotide (dATP; dGTP; dCTP; dTTP; 0,3mM)
Nicktranglationspuffer (500 mM Tris-HCI, pH 7,2, 100 mM MgSO,), 1 mM DDT
Nicktranglationsenzym-Mix: DNA Pol 1, DNAse 1 in 50% Glycerol
Markierte Nukleotide: FITC-dATP, FITC-dCTP, Texas Red-dATP, Texas Red-dCTP
(1mM, Fa. NEN)
Human COT 1-DNA (1pg/ml)
Natriumacetat: 3M; pH 7,0
Formamid: 100% deionisiert mit lonenaustauscher Dowex, pH 7,0, filtriert, aliquotiert
und bel 4°C gelagert
Mastermix I: 4xSSC (10ml) / 20% Dextransulfat (29)
Mastermix I1: 11ml Formamid deion., 2g Dextransulfat, 1ml 20 x SSC; gevortext und
gel6st bei 70°C; pH 7,0
mannliche gesunde Referenz-DNA mit definierter Konzentration (1ug/ml)
Test-DNA

DNA-Sonden zur Verifizierung und weiteren Abklérung der Ergebnisse
Tabelle 8:

Sonden zur Abklarung und Verifizierung der ermittelten Karyotypen (bio = Biotin; dig =
Digoxigenin; SG = Spektrum Green; SO = Spektrum Orange)

Sonden-Typ Markierung ‘Firma ‘Fall- Nr.
Whole Chromosome Painting- Sonden

WCP X direkt markiert (SG) | Vysis V-2351/02
WCP 6 direkt markiert (SO) | Vysis V-2309/01
WCP 8 direkt markiert (SG) | Vysis 118/02
Centromer spezifische Sonden

D471 direkt markiert (SG) Vysis 0-1910/01
D871 direkt markiert (SO) Vysis 118/02
D1471/D2271 bio Oncor V-1771/95
D1271 direkt markiert (SG) Vysis V-1771/95
DXZ1 direkt markiert (SG) Vysis V-2351/02
L ocus-spezifische Sonden

WHSCR (4p16.3)) direkt markiert (SG) Vysis 0-1910/01
D4S96 dig Oncor 0-1910/01
D4S3359 (4ptel) direkt markiert (SG) Vysis 0-1910/01
GLI (12q13) dig Oncor V-1771/95
D8S504 (8ptel) direkt markiert (SG) Vysis 118/02, V-2309/01
8qtel direkt markiert (SO) Vysis 11802
LSI21 direkt markiert (SO) Vysis 0-2017/02
Telomer-spezifische Sonden

All Human Telomeres dig ‘ Oncor 0-1919/01
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2.2.4 PCR-Zusitze und Primer

Enzyme: AmpliTagO DNA-Polymerase GeneAmpO + 10xPCR-Puffer + 50mM
MgCl,, Perkin Elmer AmpliTag Golda DNA-Polymerase GeneAmpO + 10xPuffer
(enthadlt MgCl,), Perkin EImer

dNTP-Stamml6sung: DNA-Polymerisation-Mix (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), Perkin
Elmer

DOP- Primer: DopMueNa 5 -CCG-ACT-GCA-GNN-NNN-NAT-GTG-G- 3
Bio-11-dUTP: 50nmol, 1mM

BSA acetyliert: 10mg/ 2ml A. dest. gel 6st Stamml6sung, Endkonz. Sng/ul
Sammelpuffer: 1M MgCl, Stammlsg., Endkonz. 2,5mmol/l; 1M KCI Stammilsg.,
Endkonz. 50mmol/l; 1M TrissHCl Stammlsg., 10mmol/l; Brj 0,1%; Gelatine 2%,
Endkonz. 0,1 mg/ml

Replithermpuffer: 1 M TrissHCl Stammlsg., Endkonz. 200mM; 2M KCI Stammisg.,
Endkonz. 1M; Tween Stammlsg., Endkonz. 0,1%; NP-40 Stammlsg., Endkonz. 1%
DOP PCR Master (ROCHE): DOP PCR Primer; steriles A. bidest.; DOP PCR
Mastermix: 20mM Tris-HCI; 100mM KCI; 3mM MgCl, ; 0,01% Brij 35; je 0,4mM
dATP+ dCTP+ dTTP+ dGTP und 25U Tag-Polymerase

CombiPol DNA Polymerase (Invitek):10xOptiPerform-Puffer ohne Mg* ; 50mM
MgCl5; 5xOptiZyme Enhancer; CombiPol Polymerase (4U/pl)

2.2.5 Losungen und Reagenzien fir die DNA-Isolierung
Kitsysteme:
All tissue DNA Kit (Fa. GEN-IAL, Troisdorf): Xylol; 100% / 70% Ethanol
Isopropanol

Invisorb Spin Tissue Mini Kit (Fa. Invitek, Berlin): Xylol; RNAse (20mg/ml)
nach Proteinausféllung:  Xylol

100% / 70% Ethanol

Nuclel Lysis Solution (Promega)

Proteinase K (10mg/ml)

RNAse (20mg/ml)

Protein Precipitation Solution (Promega)

3M Natriumacetat

Lineares Polyacrylamid (Sigma) 5mg/ml
QIAamp DNA Blood Maxi Kit
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Puffer und L 6sungen fur die DNA-Isolierung aus gefrorenem Gewebe
SE-Puffer: 75mM NaCl + 1ImM Na-EDTA; pH 8,0

SDS: 10%iges Sodium Dodecyl Sulfate

NaCl (5M): 146,1g ad 500ml A. dest.

100% / 70% Ethanol eiskalt

2.2.6 Losungen und Reagenzien fur die DNA-Fallung

Ethanol: 70% / 100%

Mastermix: 50% Formamid/ 10% Dextransulfat/ 2xSSC
flussiger Stickstoff

Natriumacetat: 3M; pH 7,0

Lineares Polyacrylamid (Sigma) 5mg/ml

2.2.7 Losungen und Reagenzien fur die Agarosegel ektrophorese

1%iges Agar osegel

Agarose: 1g ad 100ml IXxTBE + 1ul Ethidiumbromid (1%)

Gel-/Laufpuffer: 10xTBE: 1,34M Tris-Base + 750mM Borsaure + 25mM EDTA,
81,179 Tris+ 23,199 Borsdure + 4,659 EDTA ad 1I; pH 8,8

Gelladepuffer

0,25% Xylencyanol

0,25% Bromphenolblau

30% Glycerin

Molecular Weight Marker VIl

35ul Marker VIII (0,25png/ul)

35ul 10xTBE

180pl A. dest.

100ul Bromphenolblau (20mg/ml)

2.2.8 Losungen und Reagenzien fir die Polyacrylamidgel ektrophorese

Zusammensetzung eines 8% igen Polyacrylamidgels (Gesamtvolumen 75ml)
Acrylamidldsung 30% (Gel A, Roth): 19,4ml

Bisacrylamidlésung (Gel B, Roth): 9,9ml

IXTBE-Puffer: 45,7ml (55,02 g/l Borat (Borsaure), 107,8g/l Tris (-base), 7,449/l EDTA
ad 1000ml A. bidest, pH 8,0)

10% Ammoniumpersulfat: 750ul (0,459 APS + 4,5ml A. dest.)

TEMED (Tetramethylendiamin): 50ul
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Reagenzien zur Silberféarbung

10% Essigsaure

Féarbel 6sung: 0,2% SilbernitratlGsung (800mg in 400ml A. dest.)

Entwicklungslésung: 100ml 30%ige Natriumcarbonatlosung + 485ul  37%iges
Formaldehyd

Gelfixierlésung: 20ml Glycerin (2%) + 280ml 96% Ethanol + 700ml A.dest.

100bp L adder

5ul Marker 100bp (1uQ)

251l 10xPCR-Puffer

220ul A. dest. + 50ul (Bromphenolblau/Xylencyanol 20mg/ml)

2.3 Geréte und Zubehor

Nicht aufgefthrt sind Werkzeuge und Geréte der Laborgrundausstattung.

2.3.1 Gerate und Zubehor fur die Mikrodissektion

Axiovert S100 Zeiss, Jena

Deckgléser (26x76mm/Dicke 1mm) Menzel, Braunschweig
Glasstébe (Immx15cm) Sarasota, England
Mikromanipulator 5171 Eppendorf, Hamburg
Monitor (Trinitron) Sony, Japan

Puller (Typ P10) Narishige Group

2.3.2 Sonstige Geréate und Zubehor

Autoklav Gossner, Hamburg
Automated Gel Stainer Pharmacia Biotech
CO,-Brutschrank Heraeus, Hanau
Filtriereinheiten (steril)

Sartolab V115 Sartorius, Gottingen

Sartolab V500 Sartorius, Goéttingen
Fluorometer (TKO) Hoefer, USA
Gelel ektrophoresekammer horizontal Gibco BRL, USA
Gelel ektrophoresekammer vertikal Model SA Gibco BRL, USA
Gelel ektrophoreseschlitten AGS, Heidelberg
Gelkdmme fur Agarosegele AGS, Heidelberg
Large Cellophane Novex, USA
Magnetrihrer Ikamag RO Ika-Werk, Staufen
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Mikroskope
Fluoreszenzmikroskop Axiophot

Axioskop MC 100, Axioplan 2
Phasenkontrastmikroskop
Mikrowelle Typ MWD 2920
Omni Gene-Apparat
pH-Meter
Photometer UV-160
Pipetten

Pipettenspitzen
Wertheim

Power Supply
High Voltage P30

E442

Reaktionsgefalie
Fal contubes (50ml)

Kryordhrchen (1,5ml)
Micro-Test-Tubes (1,5ml; 0,5ml)
Schittel wasserbad

Software
Ikarus

Isis
Spannungsgeber
Steril-Werkbank Laminar Air (Typ HB 2448)
Thermocycler

Tischzentrifugen
Mikrozentrifuge (Biofuge 13)

Eppendorf-Zentrifuge

Biofuge 28RS
Vakuumzentrifuge
Vakuumpumpe + Klhlaggregat

Waagen
Feinwaage

Prézisionswaage
Warmeplatte
Wérmeschrank
Wasserbad
Zdlkultureinweg-Material (steril)
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Zeiss, Jena

Zeiss, Jena

Zeiss, Jena

Bauknecht, Schorndorf
HPW Diagnostics, Rabenau
WTW, Weilheim
Shimadzu, Japan
Eppendorf, Hamburg
Micro-Bio-Tec Brand,

Biometra

Biotechnol ogie-Systeme,
Heldelberg

Falcon, USA

Nunc, Wiesbaden
Eppendorf, Hamburg
GFL, MUnster

Metasystems, Altlulzheim
Metasystems, Altlul3heim
Biometra, USA

Heraeus, Hanau

MWG, Ebersbach

Heraeus, Hanau
Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Hanau
Bachhofer, Reutlingen
Bachhofer, Reutlingen

Sartorius, Gottingen
Sartorius, Gottingen
Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau
Kottermann

Falcon, USA



3 M ethoden

3.1  Untersuchungsgut

Das Ingtitut fur Klinische Genetik verfigt Uber eine Sammlung von mehr as 2000
fetalpathologischen Falen und mehr als 2700 Frihaborten. Unter diesen wurden 55
Fale ausgewahlt, bei denen das fetale Fehlbildungs- bzw. Dysmorphiemuster eine
chromosomale Storung vermuten lief3, bei denen die konventionell durchgefiihrte
Chromosomenanalyse jedoch unzureichende Befunde ergeben hatte.
Bel dem Untersuchungsgut handelte es sich ausschliefdlich um zur Routinediagnostik
eingesandtes Material. Bel der Bearbeitung patientenbezogener Daten wurde
entsprechend den Richtlinien des Datenschutzes verfahren. Jede Probe wurde mit einer
Kenn-Nummer versehen und nur unter dieser Etikettierung bearbeitet.
Die Aborte wurden nach folgenden Kriterien ausgewahlt:

@ Aus der autoptischen Beurteilung des Fetus ergab sich ein Verdacht auf eine

chromosomale Aberration.

@ Konventionelle cytogenetische Diagnose hatte unzureichende Beurteilung

hinsichtlich der diagnostizierten genetischen Imbalancen ergeben.

@ Priméar sollten zunédchst Aborte mit unbalancierten Translokationen und nicht
identifizierten Markerchromosomen analysiert werden.

@ Es lag eine unbekannte Chromosomenstorung bei auffélliger Placentahistologie
bzw. phénotypisch auffélliger Feten vor. Es konnte jedoch kein Zellwachstum
des bei der Obduktion/Untersuchung des Abradats entnommenen Materias

erzielt werden.

In 6 Fadlen handelte es sich um Frihaborte der 6. - 12. SSW, in 39 Falen um
Spétaborte/intrauteriner Fruchttod zwischen der 14. — 38. SSW. In 9 Féllen lagen keine
Informationen beztglich der Schwangerschaftswoche vor. In einem Fall handelte es
sich um ein Neugeborenes.

Die Untersuchung wurde an DNA aus Placentazotten, Amnion- oder fetalem Gewebe
bzw. asservierten Chromosomensuspensionen und in einem Fall an EDTA-Blut
durchgefuhrt. Der Einsatz der jeweiligen molekularcytogenetischen Techniken zur
Abklarung der chromosomalen Stérung war abhdngig von der Art des asservierten
Materials. Sie umfassten die Erhebung des chromosomalen Status mittels CGH (Kap.
3.3.2) einschlieRlich  der  Uberprifung der  CGH-Ergebnisse  mittels
Mikrosatellitenanalyse (vgl. Kap. 3.4.6.1), bzw. die prazise Abkléarung von
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rearrangierten Chromosomen mittels Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (Kapitel 3.3.1)
und chromosomaler Mikrodissektion (vgl. Kapitel 3.3.3). Wenn moglich, sollte Uber
eine molekulargenetische  Markertypisierung die parentale Herkunft  der
Chromosomenstorung eruiert werden.

42 Félle, von denen ausschliefdlich Formalin fixiertes und in Paraffin eingebettetes
Gewebe zur Verfigung stand, wurden Uber eine CGH/Mikrosatelliten-Analyse
bearbeitet. In 11 Falen stand natives Gewebe zur Verfigung. 2 Féle, von denen eine
Fibroblastenkultur bzw. eine Chromosomensuspension asserviert wurde, sollen Uber
Mikrodissektion analysiert werden. Genaue Angaben zu den Félen, Indikationen,
Fehlbildungen und Art der Untersuchungen sind aus den Tabellen A-C im Anhang zu
entnehmen.

3.2  Cytogenetische Methoden
3.2.1 Zdlkultivierung
3211  Langzeitkultur aus Amnionzellen und Abortgewebe

Zellen aus Fruchtwasser bzw. von Aborten wurden als Monolayer Kulturen in 50ml
Gewebekulturflaschen (Fa. Falcon) in Chang Medium bei 37°C in einem 5% CO;
Luftgemisch und bei annéghernd 100% Luftfeuchtigkeit Uber 14 — 18 Tage kultiviert.
Abortgewebe wurde vor Ansatz der Kultur zweima in Phosphatpuffer (PBS)
gewaschen, anschlief3end mit einem Skalpell zerteilt und in eine Gewebekulturflasche
Uberfuhrt. Fruchtwasser wurde abzentrifugiert und die Zellen in Kulturflaschen
Uberfuhrt. Als Nahrmedium wurden 5ml Chang Medium pro Ansatz verwendet.
Routinemal3ig wurde das Kulturmedium zweimal pro Woche durch frisches ersetzt, bis
sich eine ausreichende Anzahl von Zellklonen gebildet hatte. Die Zellklone wurden
dann durch Zugabe einer 0,05%igen Trypsinldsung vom Flaschenboden abgelost,
vorsichtig zur Separation der Zellen suspendiert und auf zwei Flaschen vertellt (Split
1:1). In der Regel lagen nach 1-2 Tagen weiterer Kultur gentigend teilungsbereite Zellen
vor, deren Zellzyklus durch Zugabe des Mitosegiftes Colcemid (0,1pug/ml Medium) in
der Metaphase unterbrochen wurde.

Colcemid (Desactethymethylcolchizin), ein Derivat des Colchizins, dem Gift der
Herbstzeitlosen, hemmt in den sich teilenden Zellen die Ausbildung des
Spindelapparates, so dass der Vorgang der Mitose blockiert wird. Die Chromosomen
liegen in ener stark kontrahierten und spirdisierten Form vor, die be der

nachfolgenden Banderung ihre Identifizierung ermdglicht.
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Die adhdrenten Zellen wurden anschlieiend durch Zugabe einer 0,05%igen
Trypsinldsung vom Flaschenboden abgelést. Der gesamte Inhalt wurde nach Zugabe
von einigen Millilitern Kulturmedium in ein Zentrifugenréhrchen Uberfuhrt und for
10min bei 1000rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und das Sediment
wurde in 5ml einer hypotonen Losung (1% Na-Citrat-Losung / 0.075M KCI-Lésung
1:1; v:v) resuspendiert und 20min bel 37°C inkubiert.

3.21.2  Lymphocytenkultur

Fur die Kultivierung von Lymphocyten wurde vendses Blut verwendet, das durch
Zusatz von Heparin an der Gerinnung gehindert wurde. Die Kultivierung der
Lymphocyten erfolgte in 10ml McCoy's 5A-Medium, supplementiert mit 10% fetalem
Kélberserum. Zur Pufferung im physiologischen Bereich wurden 0,2ml ener 7,5%
Bicarbonatlosung und zur Vermeidung bakterieller Kontaminationen des weiteren
routinemallig O0,Iml einer Antibiotika-Losung (Penicillin/Streptomycin)  dem
Kulturmedium zugesetzt. Um eine ausreichende Anzahl von Metaphasen zu gewinnen,
wurden die Lymphocyten mit PHA (Phytohamagglutinin) stimuliert, einem pflanzlichen
Lektin, das aus Phaseolus vulgaris isoliert wird. Unter dieser Stimulation werden
vorwiegend die T-Lymphocyten zum Wachstum angeregt. Die Kultivierung erfolgte fur
3 Tage bel 37°C. Nach 72h wird der Zellzyklus durch Zugabe von 0,1ul Colcemid-
Ldsung (10pg/ml) in der Mitose unterbrochen und die Kultur fur weitere 2h bei 37°C
inkubiert.

Die Behandlung der Zellen mit einer hypotonen Losung dient der verbesserten
Spreizung und somit der Darstellbarkeit der Chromosomen. Durch die osmotische
Flissigkeitsaufnahme werden eine Zellschwellung und eine Dehnung der Zellwand

erreicht.

3.2.2 Chromosomenpraparation

Im Anschluf3 an die hypotone Behandlung wurden die Zellsuspensionen abzentrifugiert
(10min/800rpm) und durch Zugabe einer eisgekihlten Fixierlosung (Ethanol/Eisessig
1:3; v:v) fixiert und erneut fir 10min bei 1000rpm abzentrifugiert. Dieser Fixiervorgang
wurde dreimal wiederholt, wobel vor der letzten Zentrifugation die Zellen fir 30min bel
—20°C ruhten, um eine vollstandige Fixierung zu gewéhrleisten. Die Zellsuspension
wurde dann auf entfettete, kaltfeuchte Objekttrager aufgetropft. Die Qualitat der
Préparate hinsichtlich der Zelldichte und Spreizung der Chromosomen wurde in einem
Phasenkontrastmikroskop (Fa. Zeiss) Uberprift. Die Objekttrager wurden anschlief3end
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24h bel 60°C inkubiert und konnten nach entsprechender Farbung fir die

cytogenetische Diagnostik verwendet werden.

3.2.3 Giemsa-Trypsin-Banderung (GTG-Banderung)

Zu Beginn wurden die Prdparate fir wenige Sekunden in ener gepufferten
Bactotrypsinlosung bei 37°C inkubiert, anschlief3end kurz in Ethanol und in eiskaltem
PBS-Puffer gewaschen, um die Enzymreaktion zu stoppen. Die Farbung erfolgte fir
15min in einer 8%igen Giemsa-Ldsung bei Raumtemperatur. Nach der Farbung wurde
Uberschiissige Giemsa-Losung unter Leitungswasser abgespilt und die Objekttréger
luftgetrocknet (Tab. 9). Fur die mikroskopische Auswertung wurden die Préparate mit
Euparal, enem Kunstharz, engedeckt. Die bei der Erstellung der
Chromosomenpraparate anfallenden Ethanol/Eisessig fixierten Zellsuspensionen
wurden bei -20°C gelagert und standen fir weitere cytogenetische oder

mol ekul argenetische Untersuchungen zur Verfligung.

Tabelle 9:
Ablauf der Giemsa-Trypsin-Banderung (GTG)
L dsung Zeit Temperatur Funktion
Trypsin-Versen-Losung |4 —6s 37°C Abbau von chromosomalen Proteinen
70 % Ethanol 10— 20s RT Abstoppen der Trypsin-Reaktion
PBS-Puffer ca. 30s 4°C Waschen
Giemsa-L 6sung (8%) 5min RT Farbung
H,O ca. 10s RT Waschen
Uber Nacht | RT Trocknen

Mittels hochaufldsender Durchlicht-Mikroskope (Fa. Zeiss) wurden die geférbten
Préparate systematisch nach Metaphasen durchgemustert und ausgewahlte Metaphasen
bei einer 1000-fachen Vergréf3erung analysiert. Um eine gesicherte Aussage Uber den
Karyotyp machen zu kdnnen, wurden pro Gewebe mindestens 10 Giemsa-Trypsin
(GTG) gebanderte Metaphasen gezéhlt und weitere 5 mit Hilfe eines Auswertcomputers
karyotypisiert und dokumentiert. Die Formel fir die schriftliche Niederlegung der
Chromosomenbefunde richtet sich nach der internationalen Standardnomenklatur (ISCN
2005). Die Chromosomen-Pr8parationen, die Auswertung und Befundung wurden vom

Labor fur postnatale Cytogenetik des Institutes fur klinische Genetik Ubernommen.
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3.3  Molekularcytogenetische M ethoden

3.3.1 Fluoreszenz- in situ- Hybridisierung (FI SH)

Die FISH mit kommerziell erhdltlichen Sonden wurde zur Nachuntersuchung von
strukturellen Chromosomenanalysen eingesetzt. Untersucht wurden
M etaphasechromosomen aus Kkultiviertem Abortgewebe und Amnionzellen. Die zur
FISH vorgesehenen Chromosomenpraparate wurden wie unter Punkt 3.3.2.3 (Tab. 19)
beschrieben fir die Hybridisierung vorbereitet.

3.3.1.1  Vorbereitung der Sonden und Hybridisierung

Die Vorbereitung der DNA-Sonden richtete sich nach der Art der Sonde sowie dem
Hersteller (Tab. 10). Alle Sonden (10ml pro Ansatz) wurden durch Hitze denaturiert und
anschlief3end auf die zuvor denaturierten Chromosomen aufgetragen, mit einem 22x22
mm? Deckglas luftblasenfrei eingedeckt und mit Fixogum versiegelt. Die

Hybridisierung erfolgte Gber Nacht in einer feuchten Kammer bei 37°C im Brutschrank.

Tabelle 10:
Vorbereitung der Sonden fiir die Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung
Sondenart Firma | Ansatz Vorbereiten Auftrag
CEP Oncor | 8ml Mastermix denaturieren fur 5 min bei bei 37°C auf
centromer- 1ml Heringssperm-DNA | 70-80°C, Warmeplatte
spezifische DNA- 1ml DNA-Sonde anzen.tnf_ugleren,
Sonden auf Eis bis zum Auftrag
inkubieren
Telomer sonden Oncor | 10ul aufgetaute Sonde | genaturieren fiir 10min bei bei 37°C auf
entnehmen, Ansatz 72°C, Warmepl atte
anzentrifugieren danach sofort auf Eis stellen
LS Oncor | 10pl aufgetaute Sonde vorwadrmen bei 37°C fur 5min, | bei 37°C auf
locusspezifische entnehmen, Ansatz denaturieren fur 10min bei Wérmeplatte
DNA-Sonden anzentrifugieren 72°C,
danach sofort auf Eis stellen
WCP-, LSI-, CEP-, |Vysis | 7ul Puffer + 1ul A. dest + | denaturieren fir 5min bei bei 37°C auf
Subtelomer - 1l Sonde 73°C, Wérmeplatte
Sonden auf Heizplatte bei 37°C bis

zum Auftrag lagern
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3.3.1.2  Fluoreszenz-Detektion und Waschung von indirekt markierten Sonden

Die Biotin markierten Sonden mussten durch die Bindung von Fluorochrom markiertem
Avidin (Avidin-FITC bzw. Texas-Red) nachgewiesen werden. Die Detektion der
Digoxigenin markierten Sonden erfolgte Uber Fluorochrom gekoppelte monoklonale
Antikorper. Die Waschung erfolgte wie unter 3.3.2.4. beschrieben. Zur Vermeidung
unspezifischer Proteinbindungen der Detektionsreagenzien wurden unspezifische
Bindungsstellen mit Rinderserumalbumin (BSA, 3%) geséttigt; anschlief3end erfolgte
die eigentliche Detektion durch Auftrag mit 50ml Antikdrperlésung und Inkubation fur
60min bei 37°C in einer feuchten Kammer.

Ungebundene Antikérper wurden durch wiederholte Waschschritte mit 2xSSC-
Puffer/Tween20 bei RT entfernt. Die Chromosomen wurden mittels 4,6-Diamidino-2-
Phenylindol (DAPI-LOsung) fir 5min bei RT gegengeférbt und mit Antifade
(Vectashield) eingedeckt, um ein Ausbleichen der Fluoreszenzfarbstoffe zu vermeiden.
Eine Ubersicht Uber die einzelnen Arbeitsschritte bietet Tabelle 11. Die hybridisierten
Meta- und Interphasen wurden an einem Zeiss-Epifluoreszenzmikroskop mit
entsprechenden Filterkombinationen analysiert und ausgewertet.

Tabelle 11:

Detektion und Waschung nach Hybridisierung indirekt markierter Sonden — Arbeitsschritte

L dsung Zeit Temperatur | Funktion

2Xx SSC 2x5min RT Entfernung der Deckglaser

1x SSC 5min 72-74°C stringente Waschung zur Entfernung

ungebundener Sonden-DNA

3% BSA-L6sung 5min RT Blockung unspezifischer Bindungsstellen
Avidin-FITC 60min 37°C Fluorochrom markierter Priméarantikorper fur
Avidin-Texas-Red Biotin markierte DNA-Sonden
Anti-Digoxigenin-FITC 60min 37°C Fluorochrom markierter Priméarantikorper fur
Anti-Digoxigenin-Rhodamin Digoxigenin markierte DNA-Sonden

2x SSC/ Tween 2x5min 37°C Waschen

DAPI 5min RT Gegenfarbung der Chromosomen

A. dest. ca. lmin |RT Waschen

15min 37°C L ufttrocknen der Objekttrager
Vectashield RT Eindecken mit 24x60mm Deckgléschen

In Fallen mit zu schwachem Fluoreszenzsignal, insbesondere nach Verwendung der All
Human Telomeres-Sonde, konnte dies Uber einen Brickenantikorper verstarkt werden
(Tab. 12).
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Tabelle 12:
FISH: Signalver stérkung mit Sekundérantikor pern - Arbeitsschritte

Ldsung Zeit Temperatur Funktion / Bemerkungen
4AxSSC/Tween/3% BSA 5min RT Blockung
Rabbit-Anti-Sheep 30min | 37°Cin Brickenantikdrper fur Digoxigenin markierte
(Kreuzreaktivitat mit feuchter Sonden
Antikorper der Ziege) Kammer
2xSSC/Tween 2x5min | 37°C Waschen
AxSSC/Tween/ 5min RT Blockung
3% BSA
Goat-Anti-Rabbit-FITC | 30min | 37°C Fluorochrom markierter Antikorper fir
Digoxigenin markierte Sonden

2xSSC/Tween 2x5min | 37°C Waschen
DAPI 5min RT Gegenférbung der Chromosomen
A. dest. 1min RT Abspilen der Objekttrager

15min | 37°C L ufttrocknen der Objekttréger
Vectashield RT Eindecken mit 24x60mm Deckgléschen

3.3.1.3  Multicolor-FISH (M-FISH)

Die 24-Farben-FISH erméglicht die simultane Darstellung der 22 Autosomen und der
Geschlechtschromosomen des menschlichen Genoms in jeweils unterschiedlichen
Farben. Diese 24 Farben-FISH-Paints erlauben die Untersuchung des gesamten
Chromosomensatzes und sind insbesondere fur Zellen mit komplexen Umbauten, die
mit klassischen Banderungsverfahren nicht vollstandig aufgeschliisselt werden kénnen,
geeignet.

Um 24 unterschiedliche Farben zu erhaten, wurden die Uber Flow-sorting oder
Mikrodissektion hergestellten chromosomenspezifischen Painting-Sonden Uber ein Set
von 5 verschiedenen Fluorochromen (Alexa 228—griin, Spektrum orange, Texas Red,
Cy5—gelb und DEAC —blau) kombinatorisch markiert. Jedes Chromosom weist durch
die einzigartige Fluorochromkombination en hochcharakteristisches
Emissionsspektrum auf, das eine genaue Zuordnung der Chromosomen ermdglicht. Fir
die Versuche wurde der M-FISH-Kit der Firma Metasystems verwendet.

Die Vorbehandlung der Objekttrager und deren Denaturierung erfolgten wie in Kapitel
3.3.2.3 beschrieben. 12ul des Probengemisches pro Spot wurden fir 5min bel 75°C
denaturiert, 30min bei 37°C inkubiert und anschliefend auf die denaturierten
M etaphasechromosomen aufgetragen und fur 2-4 Tage hybridisiert.

Mit Ausnahme von Fluorochrom Cy5 waren alle Nukleotide direkt mit dem jeweiligen

Fluorochrom gekoppelt. Cy5 wurde tber Avidin-Cy5 mit Signalverstarkung visualisiert.
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(Arbeitsschritte siehe Tab. 13). Die Chromosomen wurden mit DAPI gegengefarbt,
luftgetrocknet und mit Vectashield eingedeckt. Die Préparate wurden am Computer
Uber ein spezielles Programm (ISISMFISH der Firma Metasystems, Altlussheim)

ausgewertet.

Tabelle 13:

M-FISH: Detektion der Biotin-markierten Sonden - Arbeitsschritte
L ésungen / Menge Zeit Temperatur | Funktion
Blockungsreagenz 15min 37°C Blockung
4xSSC/Tween 1min RT Waschen
Mix aus 50pl, Blockungsreagenz und 1pl | 30min 37°C Detektion zur
Detektion 1+3 Signalverstérkung von Cy5
4xSSC/Tween 2x3min RT Waschen
Mix aus 50pl, Blockungsreagenz und 1pl | 30min 37°C Signalamplifikation
Detektion 2
4xSSC/Tween 2x3min RT Waschen
Mix aus 50pl, Blockungsreagenz und 1pl | 30min 37°C Detektion
Detektion 1+3
4xSSC/Tween 2x3min RT Waschen
DAPI 5min RT Gegenfarbung

3.3.2 Comparative Genomhybridisierung (CGH)
3.3.21  Markierung der genomischen DNA Uber Nicktranslation

Fur eine CGH-Anayse wurde die genomische DNA mittels Nicktranglation markiert
(Rigby et a. 1977). Hierzu wurde ein eigens fur diese Anwendung optimierter
vorgefertigter Reagentiensatz verwendet (Nicktrandation Kit, Fa. Vysis). In dem
Reaktionsgemisch fur die Nicktrandation befand sich zum einen die zu markierende
Ausgangs-DNA und zum anderen das fur die Reaktion notwendige Puffersystem,
Wasser, Nukleotide und das Enzymgemisch. Die Fluorochrom markierten Nukleotide
(Fa. NEN) wurden wie in Tabelle 14 beschrieben dem Reaktionsgemisch zugesetzt.

Bel der Nicktrandation fuhrt man in einen DNA-Strang Briiche (nicks) mit Hilfe einer
geeigneten Endonuclease wie die Desoxyribonuclease |, isoliert aus dem Pankreas der
Kuh, ein. Auf diese Weise entstehen freie 3"-Hydroxyl- und 5 -Phosphatenden. Dabei
wird die DNA in Fragmente von 500-1500bp geschnitten. Die exponierte Bruchstelle
dient dann as Ausgangspunkt fir eine weitere Reaktion, bel der Uber die DNA-
Polymerase-Aktivitdt der DNA-Polymerase | von E. coli an 3'-Hydroxylende des

Bruchs neue Nukleotide eingefihrt werden. Hierzu werden fluoreszenzmarkierte

Nukleotide im Reaktionsgemisch angeboten. Gleichzeitig baut die 5" a3’ -Exonuclease-
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Aktivitét desselben Enzyms auf der anderen Seite des Bruchs weitere Nukleotide ab.
Auf diese Weise wird die Bruchstelle langsam in 5" a3 -Richtung auf der DNA entlang
verschoben (,trandloziert*). Fir ene effektive Markierung der DNA ist ein
ausgewogenes Verhdtnis der Reaktion von DNAse und Polymerase notwendig. Wird
die Reaktion bei einer relativ niedrigen Temperatur von etwa 15°C durchgefihrt, so
schreitet die Reaktion nur soweit fort, bis die alte Nukleotidsequenz vollkommen
erneuert ist. Obwohl also bei diesen Temperaturen keine Nettosynthese erfolgt, kann
man so Uber die beschriebene Reaktion die unmarkierten Nukleotide durch markierte
ersetzen.

In der Tabelle 14 ist die Zusammensetzung der Nukleotid-Mixe der jeweiligen
Markierungsart dargestellt. Pro zu markierende DNA wurden 10ul desdNTP-Mix in die
Reaktion eingesetzt.

Tabelle 14:
Nicktrandation zur Markierung gesamtgenomischer DNA (Nicktrandation Kit Fa. Vysis;
mar kierte Nukleotide Fa. NEN)

FITC- dNTP- Mix fur TEXASRED- dNTP- Mix fur

Test- DNA Referenz- DNA
dATP 2,7ul 2,7ul
FITC-dATP 0,4ul -
TEXASRED-dATP - 0,4ul
dCTP 2,7ul 2,7ul
FITC-dCTP 0,4ul -
TEXASRED-dCTP - 0,4ul
dTTP 4ul 4l
dGTP 4ul 4ul
Gesamt 14,2p 14.2ul
Einsatz in die Reaktion 10,0l 10,0ul

1ug der jewelligen DNA in ener Losung wurden unter Zugabe der mitgelieferten
Mischung aus DNAse und DNA-Polymerase | fir 2 h bei 15°C inkubiert. Die Reaktion
wurde durch Erhitzen auf 70°C fir 10min gestoppt.

Die Abbildung 7 zeigt die Molekile der einzelnen Fluorochrom markierten Nukleotide

und ihre chemische Formel.
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Abbildung 7:

Molekulstruktur der Fluorochrom markierten Nukleotide (aus Technisches Datenblatt, Fa.

NENT™)

a) FITC-dATP: C41H41N6019P3
Fluorescein-12-dATP

NEL-465

C) TR-dATP: C45H51N7018PSSZ

Texas Red®-5-dATP
NEL-471

NH, |l
NZ | \
k\
o 0 O N
i
ou o bu 0
H H
OH H

b) FITC-dCTP: CgH4oN5O20P5

Fluorescein-12-dCTP
NEL-424

d) TR-dCTP: Cy4H5oN60;9P;S,

Texas Red®-5-dCTP
NEL-426
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3.3.22  Markierung der genomischen DNA Uber DOP-PCR

Die DOP-PCR dient der universellen Amplifikation gesamtgenomischer DNA (siehe
auch Kap. 3.4.6.3). Diese Art der Vor-Amplifikation ist Grundlage fir die
weiterfihrende Markierungsreaktion mit Fluoreszenzmarkern und nachfolgenden
Hybridis erungsexperimenten.

Der hierfir verwendete DOP PCR Master (Fa. ROCHE) enthélt die Reagenzien fur die
Durchfihrung einer PCR in Form enes vorgemischten, doppelt-konzentrierten
Mastermixes (siehe Kap. 2.2.4) und den degenerierten Oligonukleotid-Primern mit der
Sequenz

5-OH CCG ACT CGA GNN NNN NAT GTG G OH- 3.

Fur eine vergleichende Genomhybridisierung waren 2 PCR-Reaktionen, zum einen die
universelle Amplifikation und zum anderen die Markierungsreaktion der zu testenden
DNA, notwendig. Fur die erste Amplifizierungsreaktion gesamtgenomischer DNA
wurden je nach Konzentration und Degradationsgrad der Ausgangs-DNA zwischen 1
und 10l (50-100ng/ul) als Template eingesetzt (Tab. 15). Die Reaktionsbedingungen
sind fUr die Verwendung mit genomischer DNA optimiert worden. Der PCR-Ansatz

wurde auf Eis pipettiert, gut durchmischt und nach den Bedingungen in Tabelle 16

amplifiziert.
DOP PCR Mastermix 25 Tabelle 15: ,
A d 21501 DOP-PCR: Reaktionsansatz fur 1.
. gest. ~H PCR mit degenerierten Primern
Primer (4umol/l) 2,5ul (Protokoll von ROCHE)
Template-DNA 1,0ul
Tabelle 16:

Thermozyklus-Bedingungen fur 1. DOP PCR unter wenig stringenten Bedingungen (nach
Protokoll von ROCHE)

Denaturierung Annealing Elongation Anzahl

Temp. |Zeit Temp. |Zeit Temp. |Zeit (n)
Zyklus 1 95°C 5min 1
Zyklus 2 94°C Imin 30°C 1,5min 72°C 3min 5
Zyklus 3 94°C Imin 62°C Imin 72°C 2min 35
Zyklus 4 72°C 7min 1

Ein Aliquot des PCR generierten DNA-Pools wurde einer erneuten PCR unterworfen
und mittels Fluoreszenz markierter Nukleotide (FAUTP-Spectrum Green, Fa. Vysis)
markiert. Das Reaktionsgemisch entsprach Tabelle 17, die Zyklusbedingungen sind
Tabelle 18 zu entnehmen.

43



Tabelle 17:

DOP PCR Mastermix 2om DOP-PCR: Reaktionsansatz fir
A. dest. 20,5ul Markierungs-PCR (2. PCR) mit
DOP-Primer (4pumol/l) 2,50 Fluorescein markiertem Nukleotid
EJUTP 1mM 1,04l (nach Protokoll von ROCHE)
Template-DNA 1,0ul
Tabelle 18:
Zyklus-Bedingungen fir die Markierungs-PCR nach dem Protokoll von ROCHE
Denaturierung Annealing Elongation Anzahl
Temp. |Zeit Temp. |Zeit Temp. |Zeit (n)
Zyklus 1 95°C 5min 1
Zyklus 2 94°C 30sec 62°C 30sec 72°C 1,5min 35
Zyklus 4 72°C 7min 1

Das Ergebnis der DOP-PCR wurde mittels Agarosegelelektrophorese Uberpriift (Kap.
3.4.7.1). Im Idealfal war eéin homogener ,, DNA-Schmier* im Bereich von 300-800bp zu
sehen (vgl. auch Abb. 14 Kap. 4.2.1).

3.3.23 Herstelung der Hybridisierungsmischung und Hybridisierung

Ca. 400ng Uber Nicktranglation bzw. DOP-PCR markierte Test- und Referenz-DNA
wurden in gleichen Verhdtnissen gemischt, mit 15ug COT 1-DNA (Fa. Invitrogen)
versetzt und nach Zugabe von 1/10 Volumen 3M Natriumacetatl 6sung mit eisgekihltem
100% Ethanol prazipitiert.

Nach Auswaschen des Natriumacetats mit eisgekihltem 70%igem Ethanol wurde das
Pellet in 10pul 100% deionisierten Formamid bei 37°C Uber Nacht auf einem
Schuttelblock gel6st und anschlief3end in 10ul Mastermix (4xSSC + 20% Dextransulfat)
aufgenommen. Diese Hybridisierungsmischung wurde dann bel 75°C im Wasserbad fir
10min denaturiert und zur Reduktion der Hybridisierung unspezifischer, repetitiver
DNA-Sequenzen bei 37°C fur 30min im Wasserbad inkubiert (Préannealing).

Diese DNA-Mischung wurde dann auf Objekttréger aufgetragen, auf denen sich
denaturierte Metaphasechromosomen PHA-stimulierter Lymphocyten eines gesunden
mannlichen Spenders befanden. Die Denaturierung der Chromosomen erfolgte nach
dem Protokoll von Fritz und Mitarbeitern (Fritz et a. 1998). Die einzelnen Schritte sind
in Tabelle 19 zusammengefasst. Alle Inkubationen fanden in Klvetten statt.



Tabelle 19:

Denaturierung der Chromosomenpr épar ate - Arbeitsschritte

Ldsung Zeit Temperatur Funktion
Alkoholreihe (100%, 70%, 50%, 30%) je2min RT Rehydrierung
0,1xSSC 2min RT Rehydrierung
2xSSC 2min RT Rehydrierung
2xSSC 30min 70-80°C Verbesserung der
Chromosomenstruktur

0,1xSSC 1min RT Aquilibrieren
0,07N NaOH 1min RT Denaturierung
0,1xSSC 1min 4°C Stoppen und Waschen
2xSSC 1min 4°C Waschen
Alkoholreihe (30%, 50%, 70%,100%) 2min RT Dehydrierung

10min RT L ufttrocknen

Nach dem Abdecken mit einem Deckglas und Iuftdichter Versiegelung der
Chromosomenprgparate mittels Gummilésung (Fixogum, Marabu) wurden die

Objekttrager bei 37°C fiir 3-5 Tage in einer feuchten Kammer inkubiert.

3.3.24  Waschung der hybridisierten Objekttrager

Nach Entfernen der Deckglaser in 2xSSC wurde die Uberschiissige Sonden-DNA durch
stringente Waschungen (1xSSC-Puffer bei 75°C fur 5min) entfernt. Die Chromosomen
wurden anschlief3end mit DAPI (700ng/ml 4’ -6’-Diamino-2-Phenylindol) fir 5min bei
Raumtemperatur gegengefarbt. Abschlief3end wurden die Objekttrager nach Trocknung
mit Eindeckmedium (Vectashield®, Fa. Vector-Laboratories) eingedeckt (siehe Tab.

20).

Tabelle 20:

Waschung der hybridisierten Objekttrager - Arbeitsschritte

L dsung Zeit Temperatur | Funktion / Bemer kungen
2x SSC 2x5min | RT Entfernung der Deckglaser
1xSSC 5min 72-74°C stringente Waschung zur Entfernung ungebundener
Sonden-DNA
DAPI 5min RT Gegenférbung der Chromosomen
A. dest. ca Imin |RT Waschen
15min 37°C Trocknen der Objekttréger
Vectashield RT Eindecken mit 24x60mm Deckgléschen
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3.325  Auswertung der CGH mit digitaler Bildanalyse

Die Auswertung erfolgte an einem Epifluoreszenz-Mikroskop (Axiophot, Zeiss,
Oberkochem) mit Hilfe eines computergestiitzten digitalen Bildanaysesystems (ISIS,
Fa MetaSystems). Das Mikroskop war mit einem 100W Quecksilberdampfbrenner und
der Filterkombination Nr. 1 nach Prof. Dan Pinkel (AHF Analysentechnik, Tubingen,
Germany) ausgestattet. Bel dieser Filterkombination waren die Anregungsfilter von
Strahlenteiler und Sperrfilter unabhangig wahlbar. Dadurch konnten die fur die
jewelligen Fluorochrome bendtigten Anregungswellenldngen gewechselt werden,
wahrend Strahlenteiler und Sperrfilter in Position blieben. Auf diese Weise kam es nicht
zu dem Bildversatz, wie er bei dem Wechsel von kompletten Filtersets zu beobachten
war. Die Filterkombination erlaubte die selektive Darstellung von DAPI-, FITC- und
Texas Red-Fluoreszenzen sowie mittels eines Doppelbandfilters die zweifarbige
Darstellung von FITC und Texas Red und mittels eines Triplebandpassfilters die
dreifarbige Ansicht von DAPI, FITC und Texas Red.

Die mittels DAPI in Q-Bandendarstellung gefarbten M etaphasechromosomen, sowie die
Fluoreszenzen der mit Texas Red und FITC markierten Referenz- bzw. Test-DNA,
wurden mit einer mit einem hochempfindlichen Photochip ausgestatteten el ektronischen
Kamera (charged-coupled device-, CCD-Kamera, Fa. IMAC) as Grauwerte separat
aufgenommen. VVon jeder Metaphase wurden 3 monochrome Bilder aufgenommen, ein
Bild pro Fluoreszenzkanal. Jedes Bild hat einen spezifischen Informationsgehalt. Das
DAPI-Bild dient der Chromosomenidentifizierung, das FITC-Bild repréasentiert die
Test-DNA und das TRITC-Bild stellt die Referenz-DNA dar (Roth et al. 1996). Anhand
der DAPI-geférbten Metaphasechromosomen wurden die Chromosomengrenzen
manuell festgelegt. Die Chromosomen einer Metaphase wurden anschlief3end in einem
Karyogramm geordnet. Die Fluoreszenzintensitéten (FI) der Fluorochrome FITC und
Texas Red wurden getrennt in kurzen (p-) und langen (g-) Arm Uber die Léange der
einzelnen Chromosomen ermittelt. Die Fluoreszenzen Griin zu Rot wurden zueinander
ins Verhdltnis gesetzt. Daraus ergab sich Uber die Lange des jeweiligen Chromosoms
ein Profil der Verhdtnisse der Fluoreszenzintensitdten (VFI). Anschlief3end wurde fir
jede Metaphase ein Histogramm der Werte der Verhéltnisse der Fluoreszenzintensitdten
erstellt.

Auf der Basis dieses Histogramms erfolgte fur jeden Chromosomentyp einer M etaphase
eine Normalisierung der Profile der VFI (NVFI). Anschlief?end wurde fir jeden
Chromosomentyp der Mittelwert der NV FI aus mehreren Metaphasen einschlief3dich der
Standardabweichungen ermittelt und as Profil Uber die Lange des jewelligen
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Chromosoms dargestellt (vgl. Abb. 4 in Kap. 1.5.2.1). Zur Ermittlung von Uber- und
Unterreprasentationen wurde der Schwellenwert auf die dreifache Standardabweichung
festgesetzt. Dies entspricht einem Konfidenzintervall von etwa 99%. In einigen Fallen
war es notwendig, mit definierten theoretischen Grenzwerten fir eine Uber- bzw.
Unterreprasentation auszuwerten. Unter der Annahme von einem 50%igen Normalantell
in der Testprobe wurde die Fluoreszenzratio von 0,75 as Monosomie und 1,25 as
Trisomie definiert. Dementsprechend stellen sich Tetrasomien durch eine Ratio von 1,5
bzw. Pentasomien durch eine Ratio von 1,75 da. Dies entspricht enem
Konfidenzintervall von etwa 95%.

Mindestens 10, in der Regel jedoch 20 Chromosomen eines Typs wurden fir die CGH
analysiert. Die Ergebnisse wurden fir jedes Chromosom in Bezug auf das jeweilige
Chromosomen-ldeogramm grafisch dargestellt. Die Regionen der chromosomalen
Imbalancen in der Test-DNA wurden mittels Balken verdeutlicht. Dabei wurde gemal3
internationaler Ubereinkunft Rot fur Unter- und Griin fir Uberreprasentation gewahit.
Alle Berechnungen und grafischen Aufbereitungen der Ergebnisse erfolgten
computergestitzt mit einem Software-Paket fur Farbkaryotypisierung (I1SIS-CGH, Fa
MetaSystems).

Aberrante Befunde wurden nach dem internationalen System fur die Nomenklatur
cytogenetischer Befunde beschrieben (ISCN 2005).

3.3.3 Mikrodissektion

Die fur die chromosomale Mikrodissektion notwendigen Arbeitsmittel wie Petrischale,
Nadelhalter und Nadeln wurden vor Gebrauch unter UV-Licht sterilisiert. Soweit
maoglich erfolgten alle Arbeitschritte unter einer Sterilbank. Alle Lésungen wurden
autoklaviert bzw. steril filtriert, um Kontamination mit Fremd-DNA zu vermeiden.

Im Gegensatz zu herkdbmmlichen  Chromosomenpréparaten  wurde die
Chromosomensuspension auf Deckglaschen aufgetropft. Die Deckgléschen wurden
zuvor 24h zur Entfettung in 25%iger HCI aufbewahrt, mit A. dest. abgesplilt, in
100%igem Ethanol fur 10min Uberfuhrt, erneut mehrmals mit A. dest. gespiilt und bis
zum Auftropfen der Chromosomensuspension bei 4°C gelagert. Je nach Menge der
asservierten Chromosomensuspension wurden pro Fall 2-4 Deckgléser prépariert. Die
Qualitdt der Metaphasechromosomen beziglich der GrofRe, Spreitung der
Chromosomen sowie Anzahl der Metaphaseplatten wurde unter enem
Phasenkontrastmikroskop gepruft. Die GTG-Banderung der Chromosomenpréparate
erfolgte wie unter Kapitel 3.2.3 beschrieben.
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Die Dissektion wurde mit einem Inverse-Mikroskops (Axiovert S100) durchgefuhrt.
Die umgekehrte Anordnung der Objektive und des Kondensors erméglichten den
groltmoglichen Arbeitsabstand, so dass die geschnittenen Fragmente von oben
aufgenommen werden konnten. Die Hydraulikvorrichtung fur die Steuerung der Nadel
war rechtsseitig oberhalb des Drehtisches angebracht und mit einem Joystick
verbunden, der die Nadelbewegung in alen drei Ebenen zulief3. Das Schneiden wurde
bei 1000facher VergrofRerung mittels einer V orwéartsbewegung der Nadel vollzogen. Die
Fragmentaufnahme geschah Uber elne Rickwérts-Hochbewegung der Nadel, so dass das
dissezierte Fragment an der Nadelspitze héngen blieb. Nun wurde die Nadel aus dem
Nadelhalter ausgespannt und das Fragment in das Eppendorf- Tube, in dem sich 20pl
Sammelpuffer befanden, Uberfihrt. Diese Prozedur wurde je nach Qualitdt und
Quantitét der vorhandenen M etaphasen mehrmals wiederholt.

Die im Sammelpuffer gesammelte chromosomale DNA wurde einer universellen
Amplifikation unterzogen (vgl. Kap. 3.4.6.3) und Uber eine 2. PCR-Reaktion mit Biotin-
11dUTP markiert, welches mit dTTP um den Einbau in die DNA konkurriert. Um den
Einbau von Biotin-markierten Nukleotiden zu erleichtern, wird dies im Uberschuss
zugegeben. Mit diesem Einbau wird eine spezifische Detektion der amplifizierten DNA
bei der Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (vgl. Kap. 3.3.1.2) ermdglicht.

In der Regel wurden 6pl des Uber DOP-PCR generierten DNA-Pools in eine
Markierungs-PCR zur weiteren Amplifizierung und Markierung eingesetzt (Tab. 21).
Die Zyklusbedingungen sind Tabelle 22 zu entnehmen. S&mtliche Reaktionsansédtze
wurden auf Eis pipettiert, um einen vorzeitigen Start der PCR zu vermeiden. Der
Nachweis der amplifizierten PCR-Produkte und ihre Quantifizierung erfolgten tber eine

Agarosegel elektrophorese.
Replitherm-Puffer 0,75 ml Tabel I.e 21: )
dATP, dGTP, dCTP (200umol/) |je3ul sfr'ﬁi';”ufgfgzcéur
dTTP ( 100pmol/l) 0,15l (*DOP-Primer nach

Primer DopMueNa* (2umol/l) 0,3 Mduller- Navia et al.

Bio-11dUTP ( 100umol/l) 1,50l 1995)
Tag-Polymerase 0,5pl
DNA 6ul
H,O 7,9ul
MgCl, (2,5umol) 1,5ul
Tabelle 22:
DOP-PCR: Zyklusbedingungen fur M arkierungs-PCR
Denaturierung Annealing Elongation Anzahl
(Temp.) (Zeit) (Temp.) (Zeit) (Temp.) (Zeit) (n)
Zyklus 1 94°C 1min 56°C 1min 72°C 2min 20

48




Die amplifizierte DNA wurde durch Zugabe von 1ul einer Trégerreagenz (Lineares
Polyacrylamid, GenElute LPA, Sigma) geféllt (siehe auch Kap. 3.3.2.3), in Mastermix
aufgenommen und as DNA-Sonde fir ene Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung
eingesetzt.

Die Vorgehensweise entspricht der wie in Kapitel 3.3.1 beschrieben. Die
Biotinmarkierte Sonden-DNA wurde mittels an einem Antikorper gebundenen griinen
Fluoreszenzfarbstoff FITC detektiert (vgl. Kap. 3.3.1.2) Die Auswertung mit Hilfe eines
Fluoreszenzmikroskop erlaubte eine entsprechende Zuordnung der chromosomalen
Aberration und ermdglichte die Bestimmung unbekannter Strukturaberrationen oder die

Herkunft von Markerchromosomen.

34  Molekulargenetische M ethoden

3.4.1 DNA-Isolierung aus Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten
Gewebe

Die Gewinnung moglichst hochmolekularer DNA aus Formalin fixierten, paraffiniertem
Gewebe bildet den Grundstein und somit den kritischsten Parameter fur alle sich
anschlief3enden molekul arcytogeneti schen Untersuchungen.

Zunédchst wurden histologische Gewebeschnitte unterschiedlicher Gewebe eines
Obduktionsfalles in der Standard-HE-Férbung unter einem Lichtmikroskop auf ihre
Zelldichte sowie den Autolysegrad hin Gberprift, um das am besten geeignete Gewebe
fur die folgende DNA -Extraktion auszuwahlen.

Von diesen wurden 5-10 Gewebeschnitte mit einer Schnittdicke von je 5um mittels
eines Schlittenmikrotoms von einem Paraffingewebeblock abgehobelt und in ein steriles
Eppendorfcup (1,5ml) Gberfuhrt. Bei diesem Arbeitsschritt musste sehr sorgfdtig und
sauber gearbeitet werden (Schutzkittel, Handschuhe), um eine Kontamination der DNA
zu vermeiden. Fur jeden neuen Fall wurde die Mikrotomklinge erneuert und der
Arbeitsplatz mit Alkohol gereinigt.

Die DNA wurde nach 3 unterschiedlichen Methoden extrahiert, um die Effizienz

hinsichtlich DNA-Menge- und Qualitét zu vergleichen.

3411 DNA-Isolierung aus Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten

Gewebe nach Proteinausféallung

Die Paraffingewebeschnitte wurden unter Zugabe von 1ml Xylol zur Entparaffinierung

fir 30min bei Raumtemperatur stehengelassen und alle 5min fur ca. 30s gevortext.
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Nach Zentrifugation (5min/13000rpm/RT) wurde das Xylol vom Gewebe abpipettiert.
Dieser Schritt wurde einmal wiederholt. Zum Auswaschen des Xylols wurde das
Gewebepellet in 1ml 100% unvergdllten Ethanol fir 5min bel Raumtemperatur stehen
gelassen und abzentrifugiert (5min/13000rpm/RT). Der Alkohol wurde entfernt und
dieser Waschschritt wiederholt. Im Anschluss daran wurde das Pellet in 200ul ,, Nuclei
Lysis Solution* (Fa. Promega) aufgenommen. Die noch vorhandenen Proteine wurden
durch Zugabe von 50ul Proteinase K (10mg/ml) und 50ul RNAse (20mg/ml) in einer
anschliefienden 12-stiindigen Inkubation auf einem Warmeschittelblock bei 65°C
verdaut. Die Proteine wurden durch Zugabe von 70ul ,, Protein Precipitation Solution®
(Fa. Promega), 20sec vortexen und 5min bel 4°C préazipitiert. Nach Zentrifugation
(5min/13000rpm/RT) wurde die im Uberstand befindliche DNA gefallt. Hierfur wurden
10pl Natriumacetat (3M; pH 7,0), Iml 100% reinstes Ethanol, und 1ul LPA (Lineares
Polyacrylamid, Konzentration 5 mg/ml, Fa. Sigma) dazugegeben und anschlief3end bel
—80°C fur 30-60min inkubiert. LPA, ein so genanntes Transportpolymer, wurde zur
besseren F&8llung von kleinen DNA-Mengen hinzugefigt.
(30min/13000rpm/4°C) wurde das DNA-Pelet 2x mit 70% vergdltem Ethanol
gewaschen und getrocknet. Abschliefiend wurde die gewonnene DNA in 50ul

Nach Zentrifugation

hochgereinigtem Wasser gel6st. Eine Zusammenstellung der einzelnen Arbeitsschritte
bietet Tabelle 23.

Tabelle 23:
DNA-I solierung aus Formalin fixiertem und par affiniertem Gewebe nach Proteinausféallung

Schritt / Funktion L dsungen / Menge Zeit Temperatur | Anzahl der Schritte/
Bemer kungen
Entpar affinierung Xylol 1000ul 30min | RT 2X
Waschung 100% Ethanol 1000yl 5min  |RT 2X
Proteinverdau Nuclel Lysis Solution 200pl | G.N. 65°C 1x; Schiittelblock
Proteinase K 50pl
RNAse 50ul
Proteinprazipitation Protein Precipitation Solution | 5min | 4°C 1x; auf Eis
70pl
Zentrifugation zur 5min |RT DNA im Uberstand
Proteinfdllung
DNA-Fallung Natriumacetat 1/10 Vol. 1h -80°C 1x
100% Ethanol 2,5 Vol.
LPA 1l
Zentrifugation zur 30min |4°C 1x; Kuhlzentrifuge
DNA-Fallung
DNA waschen 70% Ethanol 2min  |RT
DNA lésen A. dest. 50ul U.N. 4°C
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34.1.2 DNA-Isolierung aus Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten
Gewebe mittels All-tissue DNA-Kit (Fa. GEN-1AL)

Das in Paraffin eingebettete Gewebe wurde zundchst mit 100%igem Ethanol
entparaffiniert und dann in 2 Volumen Lyse 1-L6sung, /10 Volumen Lyse 2-Ldsung
und 2/100 Volumen Proteinase K (10mg/ml) bei 65°C lysiert. Das Lysat wurde mit 75%
(v/v) Lyse 3-Losung versetzt, gemischt und zur Unterstiitzung der Proteinpréazipitation
kurz bei —20°C gekihit. Bel der anschlief3enden Zentrifugation wurden Zellreste,
Proteine, Kohlenhydrate u.d pelletiert. Der Uberstand wurde in en neues
Reaktionsgefal3 tberfuhrt und die darin befindliche DNA mit 0,8 Volumen Isopropanol
bei Raumtemperatur geféllt. Nach der Zentrifugation (10min/13000rpm) wurde das
DNA-Pellet mit 70%igem Ethanol von Salzen gereinigt. Das Ethanol wurde vollstandig
entfernt, die DNA getrocknet und in sterilem A. dest. gel6st (Tab. 24).

Zur Entfernung von RNA konnte im Anschluss ein RNAse A-Verdau durchgefihrt
werden. Dazu wurde die DNA-L6sung mit 1/100Volumen RNAse A fur 30min bei
37°C inkubiert und die enzymatische Reaktion durch Temperaturerhdhung (65°C/5min)
gestoppt. Danach wurde die DNA erneut gefallt.

Tabelle 24:
DNA-I solierung aus Formalin fixiertem und par affiniertem Gewebe mittels All-tissue DNA-Kit (Fa.
GEN-IAL)

Schritt / Funktion Ldsungen / Menge Zeit Temperatur | Anzahl der Schritte/
Bemer kungen
Entpar affinierung 100% Ethanol 1000ul 10min | 65°C 1x
Waschung 100% Ethanol 1000pl 5min RT 2X
Proteinverdau Lyse 1 500ul 0.N. 37°C 1x
Lyse 2 50pl
Proteinase K 20pl
RNAse 50ul
Proteinprazipitation Lyse 3 375ul 20s RT Vortexen
5min -20°C Verbesserung der
Proteinprézipitation
Zentrifugation zur 20min  |RT 13000rpm; DNA im
Proteinfallung Uberstand
DNA-Fallung Isopropanol 0,8 Val. 15min | RT 13000rpm; Pelletierung
der DNA
DNA waschen 70% Ethanol 300ul 2min 4°C
DNA lésen A. dest. 50ul U.N. 4°C
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34.1.3 DNA-Isolierung aus Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten
Gewebe mittels Invisorb Spin Tissue Mini Kit (Fa. Invitek)

Die in Paraffin eingebetteten Gewebeschnitte wurden zunachst mit Ethanol (100%)

entparaffiniert und mittels Lysis-Puffer G lysiert und dem Enzym Proteinase K
(10mg/ml) verdaut (3h bei 52°C). Anschlief?end wurden 200ul Binding-Puffer-T

zugegeben und ales gevortext. Das Gemisch wurde auf eine Sdule pipettiert und

zentrifugiert, um die DNA an die Matrix zu binden. Proteine und RNA wurden durch

die nachfolgenden Waschschritte mit dem Waschpuffer von der Saule geldst. Die so

gereinigte DNA wurde nun mit einem Puffer hoherer lonenstérke von der Saule eluiert
(Uberblick tiber die durchgefiihrten Schrittein Abb. 8 und Tab. 25).

Abbildung 8:

Darstellung der Arbeitsschritte der DNA-Extraktion aus Formalin fixierten und in Paraffin
eingebetteten Gewebe mittels Invisorb Spin Tissue Mini Kit (nach Fa. I nvitek)

Lyse des Gewebes bei
52°Cineinem

Thermomixer

Realisierung
optimaler
Bindungs-
bedingungen

@yp

Laden der Saule bei

anschlieffender

DNA-Bindung

Waschung der an der Saule
gebundenen DNA

Eluierung der gesamt-

genomischen D

NA von der

Saule und Sammeln in eéinem

Reaktionsgefal
Tabelle 25:
DNA-Isolierung aus Formalin fixierten und paraffiniertem Gewebe mittels I nvisorb Spin Tissue
Mini Kit
Schritt / Funktion | Lésungen / Menge Zeit Temperatur | Anzahl der Schritte /
Bemer kungen
Entpar affinierung | Xylol 1000l 30min |RT 2X
Waschung 100% Ethanol 1000yl 5min | RT 2X
Proteinverdau Lyse-Puffer G 400pl; 3h 52°C 1x; DNA im Uberstand
Proteinase K 40pl
RNAse-Verdau RNAse A (20mg/ml) 20ul 5min | RT
DNA-Bindung Binde-Puffer T 200pl 10s RT Vortexen; Gemisch auf
Séule Ubertragen
Waschung Waschpuffer 400ul; 300ul; 200ul | Imin | RT 3x
Eluierung der DNA | Eluierungspuffer D 50pl 3min | 52°C Zentrifugation; Sammeln
der eluierten DNA
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3.4.2 DNA-Isolierung aus gefrorenem Gewebe

Der Zdllaufschluss des nativen Gewebes erfolgte durch Zerkleinern mit dem Morser
unter flissigem Stickstoff, bis eine pulverartige Konsistenz erreicht wurde. Das
zerkleinerte Gewebe wurde in  PBS-Puffer aufgenommen und in ein
Zentrifugenrohrchen tberfihrt. Nach dem Abzentrifugieren (5min/3000rpm/RT) wurde
der Uberstand dekantiert und das Gewebepellet in einem Gemisch aus 5ml SE-Puffer
(zur Lyse der Zellkerne), 10ul des eiweil3spaltenden Enzyms Proteinase K (10mg/ml)
und 500l SDS resuspendiert. Dieser Schritt diente dem Verdau der Zellmembranen
und der Freisetzung der DNA aus dem Zellkern. Die Proteolyse erfolgte bei 37°C im
Schiittelbad Uber Nacht. Hierbei wurden auch die Nukleasen irreversibel inaktiviert.
Dies ist von essentieller Bedeutung, damit die aus dem Zellkern stammenden DNAsen
nicht die freigesetzte DNA verdauen.

Nach Inkubation Uber Nacht wurden die Proben mit weiteren 5ml SE-Puffer versetzt
und far 10min bel 55°C im Wasserbad inkubiert. Dann wurden 2ml einer 5M NaCl-
Losung zugegeben und sofort die Lésungen durch Vortexen fur 15sec vermischt. Die
proteinogenen Zelltrimmer wurden durch Zugabe hoher Salzkonzentrationen ausgefallt
und von der DNA durch Abzentrifugation getrennt (15min/3000rpm/RT). Der
Uberstand mit der darin enthaltenen DNA wurde in ein neues Zentrifugierréhrchen
Uberfuhrt. Die DNA wurde mit 30ml auf -20°C gekiihltem 96% Ethanol geféllt. Durch
vorsichtiges Schwenken des Zentrifugierrohrchens bildete sich im optimalen Fall eine
genligend grofRe Menge zusammenhangender DNA-F&den, die mit Hilfe einer Gber
einer Bunsenbrennerflamme gebogenen Pipettenspitze “geangelt® und in en
Eppendorfcup Uberfuhrt wurde. Dort erfolgte ein zweimaliges Auswaschen mit
70%igem Ethanol.

Anhand der ausgefdlten DNA-Menge wurde die zuzugebende Menge an A. dest.
(zwischen 300-600pl) abgeschétzt. Das vollstéandige Lésen der DNA erfolgte durch
Inkubation Uber Nacht bei 4°C (Tab. 26).
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Tabelle 26:
DNA-I solierung aus nativ eingefrorenem Gewebe Uber Aussalzmethode (laborinter nes Protokoll)

Schritt / Funktion L dsungen / Menge Zeit Temperatur |Anzahl der Schritte /
Bemerkungen

Gewebezerkleinerung flissiger Stickstoff 1min -198°C
Waschung 1xPBS 50ul 2min RT 1x
Zentrifugation 10min |RT 1x; Uberstand dekantieren
Proteinverdau SE-Puffer 5ml 0.N. 37°C Schiittelwasserbad

10% SDS 500ul

Proteinase K 50pl
Proteinprazipitation SE-Puffer 5ml 10min | 55°C

5M NaCl 2,5ml 15sec RT 1x; vortexen
Zentrifugation zur 15min | RT DNA im Uberstand
Proteinfallung
DNA-Fallung 100% Ethanol 30ml 5min 4°C
DNA waschen 70% Ethanol 200ul 2min RT
DNA Idsen A. dest. 300-600pl 0.N. 4°C

3.4.3 DNA-Isolierung aus Blut

Genomische DNA l&sst sich aus den kernhaltigen Leukocyten menschlichen Blutes
extrahieren. Zur DNA-Préparation aus ventsem Vollblut wurde der QIAamp DNA
Blood Maxi Kit der Firma Qiagen verwendet.

In ein 50ml Zentrifugationsrohrchen wurden 500ul Protease pipettiert und 10ml
Vollblut dazugegeben. Danach erfolgte die Zugabe von 12ml AL-Puffer zur selektiven
Lyse der Erythrocyten. Durch gutes Mischen wird eine homogene Ldsung erzielt. Das
Gemisch wurde anschlief3end fir 10min bei 70°C zum Proteinverdau inkubiert. Durch
Zugabe von 10ml 100%igem Ethanol und vortexen der Ldsung wurde die Effektivitét
der spédteren Bindung der DNA an die Saulenmatrix verbessert. Je eine Hélfte des
Gesamtgemisches wurde nun nacheinander in ein ,Maxi Spin Column* — Rdhrchen
Uberfihrt und zentrifugiert (3min/3000rpm). Dabel bindet die DNA as negativ
geladenes Molekll an der as Anionenaustauscher funktionierenden Saulenmatrix. Die
weniger negativ geladenen Proteine und RNA dagegen wurden durch die nachfol genden
Waschschritte mit den Puffern AW1 und AW2 von der Saule gel6st. Die so gereinigte
DNA wurde nun mit einem Puffer (AE) hdherer lonenstarke von der Séule eluiert. Die
Tabelle 27 gibt einen Uberblick tiber die durchgefiihrten Schritte,



Tabelle 27:
DNA-Gewinnung aus Vollblut mit QI Aamp Blood Maxi Kit (Fa. Qiagen)

Schritt / Funktion Ldsungen / Menge Zeit Temperatur / Drehzahl

Zelllyse Protease 500pl 3x5sec | RT
AL-Puffer 12 ml

Proteinverdau 10min | 70°C

Erhéhung der DNA- 100% Ethanol 10ml RT

Bindungseffizienz

Bindung der DNA an Anionen- 3min RT; 3000rpm

austauscher durch Zentrifugation

Waschung + Proteineluierung durch | AW1-Puffer 5ml Imin RT; 5000rpm

Zentrifugation AW2 — Puffer 5ml 15min | RT; 5000rpm

DNA-Eluierung AE-Puffer 1ml 5min RT; 5000rpm

3.4.4 DNA-Isolierung ausfixierter Chromosomensuspension

DNA aus asservierten Chromosomensuspensionen wurde mit der Methode nach Li et al.
(1995) gewonnen. Hierzu wurde das Z€llpellet mit Carnoy’s Fixativ im Verhdtnis 1:1
bis 1.5 verdinnt. Cirka 100ul der verdinnten Zellsuspension wurde in en
Eppendorfgeféa Uberfihrt und anschlieffend abzentrifugiert (5min/13000rpm/4°C).
Nach Verwerfen des Uberstandes wurden die Zellen mit 200ul 70%igem Ethanol
gewaschen und erneut zentrifugiert (5min/13000rpm/RT). Nach diesem Waschschritt
wurde das Pellet [uftgetrocknet, in 20ul hochgereinigtem A. dest. aufgenommen und fir
30min bei Raumtemperatur gelost. 2-3ul dieser Losung wurden dann direkt als
Template-DNA fir PCR-Reaktionen eingesetzt.

3.45 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration der extrahierten DNA wurde photometrisch bei  dem
Absorptionsmaximum der DNA von 260nm bestimmt. Bei dieser Wellenlange und
einer Schichtdicke einer Klvette von 1cm entspricht eine Absorption (OD) von 1,0
einer DNA-Doppel strangkonzentration von 50ug/ml (Sambrook et a. 1989). Eine Probe
der zu bestimmenden DNA-L6sung wurde im Verhdltnis 1:50 mit A. dest. verdinnt.
Nach Kalibrierung des Nullwertes mit H,O wurde die Differenzabsorption der Probe
gegen H,O gemessen. Um Aufschluss Uber den Grad der Verunreinigung mit Proteinen
oder RNA zu erhaten, wurde auch die OD bei 280nm bestimmt. Bei proteinfreien
DNA-Proben liegt das Verhdltnis von OD 260 zu OD 280 zwischen 1,8-2,0. Werte
grofer as 2,0 weisen auf RNA-RiUckstdnde, Werte kleiner ds 1,7 auf

Proteinverunreinigung hin.
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3.4.6 DNA-Amplifikation
34.6.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Fur die sequenzielle in vitro Amplifikation von DNA werden Reaktionszusétze in Form
von Nukleotiden (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), zwei gegenlaufige Primer bekannter
Sequenz, ein Puffersystem, Wasser und eine DNA-Polymerase zum komplementéren
Strangaufbau bendtigt. Die fur eine PCR angepassten Reaktionsbedingungen, speziell
die Annealingtemperatur der Primer (Tab. 28 und 29), sorgen fur Qualitét und Quantitét
der PCR-Ausbeute.

Samtliche Resktionsansdtze wurden auf Eis pipettiert. Insbesondere fir die
Amplifikation von Mikrosatelliten hat sich ein “touch-down" Protokoll als vorteilhaft
erwiesen. Um eine moglichst spezifische Primeranlagerung zu erzielen, ist in den ersten
Zyklen die Anneding-Temperatur fur die Primer zu erhéhen. Die Anneding-
Temperatur wurde in den nachfolgenden Zyklen schrittweise gesenkt, um eine
maoglichst hohe Ausbeute an Amplifikaten zu erhaten (Tab. 29). Der Nachweis der
Amplifikate und ihre Quantifizierung erfolgte Uber eine Agarosegel elektrophorese
(Kap. 3.4.7.1). Alle PCR-Produkte wurden fir spétere Analysen bel -20°C aufbewahrt.

10x Puffer 2,5ml
dNTPs (100umol/l) 0,25ul Tabelle 28:
Primer (100pmol/ul) vorwérts 0,5u Reaktionsansatz fur PCR
riickwarts 0,54 mit spezifischen Primern
Amplitag Tag-Polymerase 0,5ul
DNA (50ng/ul) 1,0ul
H,0 (variabel) 19,75pl
Gesamt 25,0ul
Tabelle 29:
Standard der Zyklus-Bedingungen fir PCR mit spezifischen Primern (touch-down Protokoll)
Denaturierung Annealing Elongation Anzahl
Temp. |Zeit Temp. | Zeit Temp. Zeit (n)
Zyklus 1 94°C 5min 1
Zyklus2 | 96°C 15sec 61°C 40sec 72°C 40sec 3
Zyklus3 | 96°C 15sec 59°C 40sec 72°C 40sec 3
Zyklus4 | 96°C 15sec 57°C 40sec 72°C 40sec 3
Zyklus5 |96°C 15sec 55°C 40sec 72°C 40sec 30
Zyklus 6 72°C 2min 1
Zyklus 7 35°C 30min |1
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Tabelle 30:

Auflistung der Falle mit durchgefihrter Mikrosatellitenanalyse unter Angabe der Fragestellung,
des verwendeten Gewebes und den jeweils unter suchten Chromosomen

Fall Gewebe Chromosom(en) Fragestellung
0-1893/01 Chromosomensuspension/ 2 Ausschluss einer Uniparentalen Disomie
Blut der Eltern fur Chromosom 2
0-1910/01 Gefrorener Muskel/ 4 Bruchpunktbestimmung;
Blut der Eltern parentale Herkunft des deletierten
Chromosoms
0-1919/01 Gefrorener Muskel/ 2 Bruchpunktbestimmung;
Chromosomensuspension der Ausschluss einer Uniparentalen Disomie
Eltern fir die Chromosomen 2;
parentale Herkunft des
Markerchromosoms
0-2065/03 Gefrorener Muskel 1,7,11,12,13 | Nachweiseiner Triploidig;
Blut der Eltern parentale Herkunft des Uberzahligen
hapl oiden Chromosomensatzes
118/02 Chromosomensuspension 8 Bruchpunktbestimmung;
Blut der Eltern parentale Herkunft des aberranten
Chromosoms
S-41/02 Formalin fixierte Lunge 18 parentale Herkunft der Trisomie 18
Blut der Eltern
V-2309/01 Gefrorene Abortzotten/ 6,8 Ausschluss einer Uniparentalen Disomie
Blut der Eltern fur die Chromosomen 6 und 8;
parentale Herkunft der Trand okation
V-2317/01 | Formalin fixierte Abortzotten/ | 1, 2,5, 13, 16, 18 | Nachweis einer Triploidieg;
Blut der Eltern parentale Herkunft des Uberzahligen
hapl oiden Chromosomensatzes
V-2370/02 Gefrorene Abortzotten/ 8,13 parentale Herkunft der Trisomie 13;
Blut der Eltern Nachweis einer Chromosomen-
aberration an Chromosom 8
34.6.2 PCRmit spezifischen Primern mittels CombiPol DNA Polymerase Kit von

Invitek

Zur Verbesserung der Amplifikationsergebnisse von DNA, die nach dem Protokoll fir

die Standard-PCR entweder eine nur geringe oder keine Amplifikation zeigte, wurde
zusétzlich der CombiPol DNA Polymerase Kit (Fa. Invitek) angewandt. Das im Kit

enthaltene Enzymgemisch beinhaltet einen Cocktail aus rekombinanter Taq DNA-

Polymerase mit

thermostabiler  Korrekturl ese-Eigenschaft

und anorganischer

Pyrophosphatase von Thermus thermophilus. Weiterhin sind in dem Kit optimierter

Reaktionspuffer, MgCl, sowie ein PCR-Verstdrkungszusatz (Enhancer) enthalten. Mit

diesem so genannten Enhancer soll eine hohe Prozessivitdt, Geschwindigkeit und
Extensionsstabilitdt der Enzyme wahrend der PCR-Reaktion erreicht werden (Tab. 31).
Die Zyklusbedingungen sind in Tabelle 29 aufgelistet.
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10x Puffer 2,5l Tabelle 31:

dNTPs (100umol/l) 0,5l Reaktionsansatz fur PCR

Primer (100pmol/ul) vorwarts 0,5ul mit  spezifischen  Primern
Gckwart 0.5l mittels CombiPol DNA
ruckwarts H Polymerase Kit

MgCl, 1,25ul

Enhancer 5,0ul

CombiPol DNA Polymerase 0,4ul

DNA (50ng/pl) 1,0pl

H,O (variabel) 13,35ul

Gesamt 25,0l

3.4.6.3  Degenerate oligonukleotide primed-PCR (DOP-PCR) fir die
Mikrodissektion

Eine Modifikation der urspringlichen PCR-Amplifikation von singuldren Sequenzen
der Target-DNA stellt die DOP-PCR (,degenerate oligonucteotide primed PCR') dar,
bei der mit Hilfe von sogenannten degenerierten Primern eine statistische und
reprasentative Amplifikation von unbekannten DNA-Templates erfolgt (Telenius et al.
1992, Tab. 32). Daher kann sie zur Amplifikation von mikrodissezierten Chromosomen
oder zur vergleichenden Genomhybridisierung bei wenig Ausgangsmaterial verwendet
werden. Fur Hybridisierungsexperimente kénnen DOP-PCR amplifizierte DNA-
Fragmente nichtradioaktiv beispiel sweise mit Fluoreszenzmarkern markiert werden. Die
DOP-Primer besitzen definierte Enden am 5" und 3" Ende. In der Mitte liegt eine
Random—Hexamer-Sequenz, die alle mdglichen Kombinationen der Nukleotide A, C, G
und T abdeckt.

Die Sequenz des Primers lautet:

5-CCG-ACT-GCA-GNN-NNN-NAT-GTG-G- 3.

Die 6 degenerierten Positionen erméglichen einen Pool von 4°-Primer verschiedener
Sequenz. Der Reaktionsansatz fir eine DOP-PCR ist in Tabelle 32 zu finden. Als
Template-DNA dienen die im Sammelpuffer befindlichen dissezierten DNA-Fragmente
(val. Kap. 3.3.3).

Im Gegensatz zur PCR zur Amplifikation spezifischer DNA-Sequenzen laufen die
ersten Zyklen der DOP-PCR unter wenig stringenten Temperaturbedingungen ab.

Nach initialer Denaturierung bei 93°C folgten 8 Zyklen bei 94°C fur 1min, 30°C fir
1,5min mit einer 4 mindtigen Transition von 30°C & 72°C und Elongation bei 72°C fir
3min. Die folgenden 28 Zyklen liefen unter stringenten Bedingungen ab (Denaturierung
bei 94°C 1min, Annealing bei 56°C 1min, Elongation bei 72°C 3min). Das Ergebnis der
DOP-PCR wurde mit einer Agarosegel elektrophorese Uberpruft (vgl. Kapitel 3.4.7.1).

58



Im Idedfall ist ein homogener , Schmier im Bereich von 300bp bis 2000bp zu sehen.
Die PCR-Produkte wurden bis zur spateren Verwendung bel —20°C aufbewahrt. Tabelle
33 gibt einen Uberblick tber die PCR-Bedingungen.

10x Pufer 3,0m Tabelle 32:
dNTPs (100pmol/l) 2,4 Reaktionsansatz fiir PCR mit
Primer* (4pmol/l) 1,2ul degkene(;iseien PE imern nach

: Mikrodissktion (* DOP-Primer
BSA acetyliert (5ng) 104! nach Miiller-Navia et al. 1995)
Tag-Polymerase 0,5l
DNA (gesamter Préamplifikations-Ansatz) 20pl
H,O 18,9ul
MgCl, (2,5mmol/l) 3,0ul

Denaturierung | Annealing Elongation Zyklen | Tabelle33:

Temp. |Zeit |Temp. |zeit |Temp. |zeit |Anzahl | ZYklusbedingungen

() fur DOP-PCR nach
) Mikrodissektion
Zyklusl |93°C 3min 1
Zyklus2 |94°C Imin |30°C Imin |72°C 3min |8
45°C Imin

Zyklus3 |94°C Imin |56°C Imin |72°C 3min |28
Zyklus 4 72°C 10min |1

3.4.6.4  DNA-Amplifikation mittels GenomiPhi Amplification Kit

Mit dem GenomiPhi DNA Amplification Kit (Fa. Amersham Biosciences) kdnnen,
ausgehend von kleinen bis kleinsten DNA-Mengen, gesamte Genome universell Gber
einen "Rolling Circle -Mechanismus amplifiziert werden. Die bel dieser Methode
verwendete Phi29 DNA-Polymerase amplifiziert die Template-DNA exponentiell
mittels Strangverschiebung. Dabei werden am 3° OH-Ende der Ausgangs-DNA
Nukleotide ansynthetisiert. Der komplementéare Strang wird kontinuierlich verlangert
und kann nun langer werden als der Ausgangs-Strang (Abb. 9). Die Korrekturlese-
Eigenschaft dieser speziellen DNA-Polymerase bewahrt die originale genetische
Sequenz.

Als Template-DNA wurde 1pul (10ng) gesamtgenomische DNA eingesetzt und mit 9ul
GenomiPhi Sample Buffer gemischt. Das Gemisch wurde 3min bei 95°C denaturiert
und danach sofort auf 4°C abgekuhlt. Anschlief?end wurden 9ul Reaktions-Puffer und
1ul GenomiPhi Enzym-Mix zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde nun 16-18h bel
30°C inkubiert. Die Amplifikation wurde bel 65°C fir 10min gestoppt und die Proben
auf Eis gestellt.
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Zur Uberprifung des Amplifikationsergebnisses wurden 5ul auf ein 1%iges Agarosegel
aufgetragen. In der Regel war ein DNA-Schmier >1100bp zu finden (vgl. auch Abb. 17
inKap. 4.2.2).

Abbildung 9:

Amplifikation genomischer DNA mittels Phi29 Polymerase iber “Rolling Circle’-M echanismus
(GenomiPhi, Amersham Biosciences)

jy \—>—> 5¢ —_———————p 5

Verlangerung Synthese des K ontinuierliche Strangverlangerung.
des 3'Endes der komplementéren Amplifizierte DNA hat GrofRe bis ca. 10kb.
Ausgangs-DNA Stranges

3.4.7 Geédektrophoretische Auftrennung von Nukleinsauren
3.4.7.1  Agarosegeleektrophorese

Agarose-Gelsysteme sind die Standardmethode fur die Trennung und Identifizierung
von linearen DNA-Fragmenten. Agarosegel e werden verwendet, wenn man grof3e Poren
fur die Analyse von Molekilen Uber 10nm Durchmesser benttigt. Gele mit
Porengréfien von 150nm werden durch 1% und bis 500nm durch 0,16% Agarose erzielt.
Tabelle 34 gibt eine Ubersicht Uber die Trennbereiche und die entsprechenden
Agarosekonzentrationen (Gassen & Schrimpf 1999).

Agarose wurde durch Aufkochen in einer Pufferldsung geldst und durch Abkihlung
geliert. Dabei bilden sich aus dem Polysaccharid-Sol Doppelhelices aus, die sich in
Gruppen seitlich zu relativ dicken Féden zusammenlagern.

Agar osekonzentration [% (w/v)] | Kettenlange [kb] Tabelle 34:

0,3 5-60 Trennbereiche fur lineare DNA-
06 1-20 Fragmente in Agarosegelen (nach
: Gassen & Schrimpf 1999)

0,9 0,5-7

1,2 0,4-6

15 0,2-3

2,0 0,1-2

Um den Zustand der DNA aus den verschiedenen asservierten Geweben, d.h. ihren
Degradationsgrad beurteilen zu kdnnen, wurden 5ul DNA-LGsung auf ein 2%iges
Agarosegel aufgetragen. Hierzu wurde Agarose (4g in 200ml 1XTBE-Puffer) durch
Kochen geldst und nach Abkthlung mit 2ul Ethidiumbromid (10pg/ml) versetzt. Durch
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diesen in die DNA interkalierenden Farbstoff I&sst sich doppelstréngige DNA bis etwa
20ng bel einem Auftrag von 4ul nachweisen (Datenblatt DNA-Langenstandard X1V,
ROCHE 2001). Anschlief?end wurde das Gel in einen vorbereiteten waagerechten
Gelschlitten gegossen. Ein in den Schlitten eingehéngter Kamm (1mm) sparte dabel die
Ladetaschen aus. Nach ca. 20min war das Gel vollstandig auspolymerisiert und konnte
in die mit Laufpuffer gefillte Elektrophoresekammer eingesetzt werden. Nach
Entfernung des Kammes wurden die mit Ladepuffer versehenen DNA-Proben und der
Langenstandard (Marker V1Il, Fa. Boehringer-Mannheim) in die Taschen pipettiert. Bei
einer Spannung von 90V und einer Laufzeit von ca. 45min erfolgte die Auftrennung der
negativ geladenen DNA von der Kathodenseite auf die Anodenseite bis zur
gewlnschten Laufstrecke. Nach der Elektrophorese wurde die aufgetrennte DNA auf
einem UV-Transilluminator bel 312nm sichtbar gemacht und fotografisch dokumentiert.
Neben der GrofRenidentifizierung der Produkte durch den Vergleich mit dem
L angenstandard ermdglichte das Gelbild anhand der Bandenintensitét eine Abschétzung
der Produktmenge.

Der Nachweis der DNA aus in Paraffin  eingebettetem Gewebe, der
Nicktrandationsprodukte sowie der amplifizieten PCR-Produkte und ihre
Quantifizierung erfolgte Uber ein Agarosegel in verschiedenen Konzentrationen (1%;
1,2%; 2%).

3.4.7.2  Polyacrylamidgel el ektrophorese (PAGE)

Die Polyacrylamidgelelektrophorese wird fur die Auftrennung von DNA-Fragmenten
<1000bp verwendet. Durch Variation der Acrylamidkonzentration kann der
Trennbereich fur unterschiedliche Fragmentlangen optimiert werden (Tab. 35). Zur
Trennung doppelstrangiger DNA-Molekile werden native Gelsysteme verwendet. Da
sich die GrofRe zweier Allele um nur zwel Basenpaare unterscheiden kann, ist ihre
Auftrennung in einer hochauflésenden Acryl-Matrix zur genauen Auswertung
notwendig. Nach der PCR wurden die Produkte gelelektrophoretisch auf einem 8%igen,
nicht denaturierenden Polyacrylamidgel getrennt.
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Tabelle 35:

Trennbereich fiir DNA-Fragmente in nativen Polyacrylamidgelen (nach Sambrook et al. 1989) 'Die
Zahlen geben in etwa die GroRe (in bp) der Fragmente doppelstrangiger DNA an, deren
Wanderungsver halten dem des Far bstoffs entspricht.

Acrylamidkonzentration [%] | Kettenlange [bp] Bromphenolblau1 Xylencyanol1
50 80-500 260 65
8,0 60-400 160 45
12,0 40-200 70 20
20,0 6-100 45 12

Giefden der Gele und Probenauftrag

Ein Gel setzt sich aus insgesamt 4 Komponenten zusammen: Gel-Ldsungen A und B
(Fa Roth), IxTBE-Puffer, 10%iges Ammoniumpersulfat und TEMED.

Zur Vorbereitung gehorte die Reinigung der beiden Glasplatten und des 0,8mm dicken
Spacers mit Wasser und anschlief?end 96%igem Ethanol. Die Glasplatten mit den am
Rand aufgesetzten Spacern, welche die Geldicke vorgeben, wurden aufeinander gelegt
und der untere Rand zum Auslaufschutz mit Klebeband abgeklebt. Die Léngsseiten der
Glasplatten wurden durch Klammern zusétzlich abgedichtet. Die Gel-L6sung wurde in
den Spalt zwischen den schrdg gehdtenen Glasplatten mdglichst luftblasenfrel
eingegossen. Am oberen Ende wurde ein 20 z&hniger Plastikkamm zur Formung der
Geltaschen eingelegt. Das Gel lagerte bis zur vollstéandigen Auspolymerisierung in der
Horizontalen fir mindestens 1-1Y2 Stunden.

Nach Auspolymerisation wurden die seitlichen Klammern und das Klebeband entfernt.
Das Gel wurden in die horizontale Gelkammer eingespannt. In die obere sowie untere
Kammer kamen als Laufpuffer etwa 200ml 1IXTBE. Der Kamm wurde nun entfernt und
die Taschen sofort mit Hilfe einer Spitze durchgespilt, um nichtpolymerisierte
Acrylamidreste und Luftblasen, die den Lauf stéren koénnten, aus den Geltaschen zu
entfernen. Um eine moglichst gleichméidige Temperatur auf der Geloberfléche von ca
50°C zu erhalten, erfolgte ein Vorlauf der Elektrophorese bei 35 Watt fir ca. 20
Minuten. Zur Probenvorbereitung wurde die zuvor anhand des Agarosegel ergebnisses
bestimmte Menge des PCR-Produkts (in der Regel zwischen 0,5-5ul) entnommen und
mit A. dest. auf 6l aufgeflllt. Zu diesem Probenansatz wurden 2ul Ladepuffer,
bestehend aus 0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylencyanol und 30% Glycerol pro
Probenansatz hinzugegeben.

Zur Abklérung der Produktgréf3en wurde in den beiden aul3ersten Taschen ein 100bp
DNA-Ladder aufgetragen. Zur besseren Auftrennung lief? man die Proben mit 10 Watt
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aus den Taschen ins Gel hineinlaufen und steigerte nach 10 Minuten fur die restliche
Laufzeit die Leistung auf 35 Waitt.

Uber die den Proben beigemischte Farbkomponente konnte die Auftrennung der
Produkte verfolgt werden. Bromphenolblau wanderte in einem 8%igen PAGE eine
Hohe von 45bp, wahrend Xylencyanol as Farbmarker ungeféhr die Laufstrecke der
160bp Fragmente anzeigte (siehe Tab. 35). Erfahrungswerte zeigten, dass fur eine
genaue Auftrennung der PCR-Produkte von einer Lange von 120-170bp eine Laufzeit
von etwa 2 Stunden und bei Produkten mit 200-350bp ca. 3 Stunden erforderlich waren.
Es war wichtig, fur die einzelnen Produkte die optimale Laufzeit zu ermitteln, dabel zu
langer Laufzeit unscharfe Banden resultierten und bei zu kurzer die Auftrennung der
einzelnen Allele nicht ausreichend war.

Silberfarbung

Um die Nachteile einer radioaktiven Laborarbeit zu umgehen (Strukturbelastung, hohe
Kosten fir die Entsorgung der Abfalle), wurde zum sensiblen Nachweis der
aufgetrennten Allele die Silberférbung angewandt. Diese bietet gegentiber anderen
Nachweismethoden die zusédtzlichen Vorteille einer kostengiinstigen und relativ
einfachen Handhabung. Zudem entspricht die Sensitivitdt in etwa derjenigen einer
radioaktiven Markierung (Bassam et al. 1991).

Die Silberlésung musste immer frisch vor jedem Farbevorgang angesetzt werden,
wahrend die Ammoniumpersulfatlésung maximal eine Woche bei 4°C haltbar ist. Die
Entwicklerlosung (30%iges Natriumcarbonat) wurde als Stammlésung angesetzt und
auf eine 3%ige Losung vor jedem Farbegang frisch verdinnt. Die Stopp- und
Fixierlésungen konnten zur Vereinfachung der Methode in grof3eren Mengen angesetzt

und bel Raumtemperatur aufbewahrt werden.

Farbeschritte

Das Gel wurde nach einer Laufzeit von 2-3 Stunden vorsichtig in die Farbewanne
Uberfhrt. Mittels Tropfchentest wurden die Farbelésungen auf ihre richtige
Funktionsweise getestet. Dazu wurden auf einem Objekttrager jeweils einen Tropfen
Silbernitrat- und Natriumcarbonatlésung gemischt. Innerhalb weniger Sekunden zeigte
sich eine Schwarzfarbung. Blieb diese aus oder bendtigte mehr as 10 Sekunden, musste
die Qualitdt der Chemikalien und des Aqua bidest sowie die Reinheit der Gefalle
Uberpruft werden.

Die weiteren Schritte wurden in einer vollautomatischen Farbeeinheit (Fa. Pharmacia

Biotech) durchgefiihrt. Nach Entfernen des 10%igen Ethanols wurde das Gel zweimal
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far 3min mit A. dest. gespiilt. Danach erfolgte die Zugabe der Silbernitratlésung. Nach
20min Farben wurde diese nach mehrmaligem Spllen mit A. dest. durch die
Entwicklerlésung ersetzt. Dabei musste das Gel genau beobachtet werden, um den
richtigen Farbton der Banden abzupassen. Danach wurden die Stopp-, Essig- und
Fixierlosungen in beschriebener Reihenfolge und Zeitdauer ausgetauscht (Tab. 36) Die

Gesamtdauer eines Farbevorgangs betrug ungefahr 90 Minuten.

Losung Zeit Schritt Tabelle 36:

10% Ethanol Ix5min | Waschung Farbeprotokoll  zur

1% HNO, 2x3min Vorbereitung fur Farbung Slberfarbun.g von
) . ) Polyacrylamidgelen

0,2% AgNO; 1x20min | Aufnahme des Silbernitrats

A. dest. 3x1min Auswaschung tiberschiissiges Silbernitrat

3% NaCO; + 3x1min Farbung der Banden; 3. Schritt individuell

Formaldehyd nach Farbedauer

10% CH;COOH Ix3min Waschung

A. dest. 1x5min

Gel-Fix-Losung 1x20min | Stabilisierung und Fixierung des Gels

Nach sichtbar werden der Banden wurde das Gel auf eine optimale Grofde
zugeschnitten. Dann wurden zwei Bléter Celophanfolie in der Fixierlésung
eingeweicht, zwischen die das Gel moglichst ohne Luftblasen gelegt und zum Trocknen
in einen Plastikrahmen fir mindestens 24 Stunden bei Raumtemperatur eingespannt
wurde. Danach war das Gel gut zu handhaben und konnte mit Edding-Stift beschriftet

und ausgewertet werden.

Auswertung eines Polyacrylamidgels

Uber den Vergleich mit dem Langenstandard wurde die GroRe der
Amplifikationsprodukte Uberprift. Beim Vorliegen einer Heterozygotie (dialeles
System) fir den entsprechenden Lokus ergaben sich zwei unterschiedlich grof3e Banden
pro Elternteil, so dass sich die Allelverteilung im zu untersuchenden fetalen Gewebe
exakt ermitteln lief3 (siehe Fallbeschreibung Kap. 4.4.1.3, Abb. 27). Im unglnstigsten
Falle lagen beide elterlichen Banden auf einer Hohe. Aufgrund der Homozygotie war

dann ene Auswertung bezlglich der parentalen Herkunft nicht moglich.



4 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurden 55 Félle, die einer konventionellen cytogenetischen
Analyse nicht bzw. nur unzureichend zuganglich waren, mit molekularcytogenetischen
und molekulargenetischen Methoden untersucht. Einen Uberblick Uiber die Falle bietet
die Tabelle C im Anhang. Die Untersuchungen wurden an DNA aus Placentazotten,
Amnion, verschiedenen fetalen Geweben, Blut oder asservierter
Chromosomensuspension durchgefihrt. Sie umfasste die Erhebung des chromosomalen
Status mittels CGH in 51 Félen, die prazise Abkld&rung von rearrangierten
Chromosomen mittels Mikrodissektion in 2 Féllen sowie die Durchfiihrung von FISH-
und Mikrosatelliten-Analysen in insgesamt 11 Fallen. Anhand der in 10 Fdlen
durchgefuhrten Markertypisierung konnte in allen Féllen die Chromosomenstérung und
in 8 Fallen deren parental e Herkunft eruiert werden.

In 51/55 Féllen wurde eine CGH-Analyse zur Abkl&rung der Abortursache bzw.
Fehlbildungen von Feten durchgefuihrt. In 42/51 der Félle (82,4%) konnte ein Ergebnis
Uber CGH erzielt werden, wahrend in 9 Falen (17,6%) kein Ergebnis mittels CGH zu
erreichen war.

In 10/51 Fallen wurden zusédtzlich zur CGH molekularcytogenetische und
molekulargenetische Methoden angewendet, um das bereits vorhandene Ergebnis zu
verifizieren und zu prézisieren.

4/55 Fdle wurden nicht mit der Comparativen Genomhybridisierung, sondern
ausschliefdlich mittels FISH und/oder Mikrosatellitenanalyse bzw. Mikrodissektion auf
ihre chromosomale Aberration hin untersucht.

Im Allgemeinen war der Einsatz der jeweiligen molekularcytogenetischen Techniken
zur Abklérung der Chromosomenstérung abhangig von der Art des asservierten
Materials. Félle, bel denen ausschliefdlich Formalin fixiertes und in Paraffin
eingebettetes Gewebe zur Verfligung stand, wurden tber CGH, wohingegen Félle, in
denen eine Fibroblastenkultur bzw. Chromosomensuspension asserviert wurde, Uber
Mikrodissektion sowie FISH anaysiert.
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4.1  DNA-Isolierung aus asserviertem Fetal- oder Abortgewebe

Die Grundvoraussetzung fur das Gelingen molekularcytogenetischer Analyseverfahren
ist eine gut erhaltene und in ausreichender Menge vorhandene genomische DNA. In
Tabelle E im Anhang sind ale Féle mit Lagerungszeit in Formalin, Autolysegrad des
Gewebes und DNA-Fragmentlénge aufgelistet. Insgesamt wurden 6 verschiedene
Methoden zur Isolierung von DNA aus asserviertem Abortgewebe angewendet (Tab.
37).

Tabelle 37:
Ubersicht der verwendeten M ethoden zur DNA-Isolier ung an ver schieden asservierten Geweben
Gewebe Methode Anzahl
bearbeiteter Félle
Formalin fixiertesund in - nach Proteinausfallung (vgl. 3.4.1.1) 42
Paraffin eingebettetes Gewebe | . A||-tissue DNA-Kit (vgl. 3.4.1.2) 6
- Invisorb Spin Tissue Mini Kit (vgl. 3.4.1.3) 6
Gesamt: 51
nativ eingefrorenes Gewebe - Aussalzmethode (vgl. 3.4.2) 10
Blut - QlAamp DNA Blood Maxi Kit (vgl. 3.4.3) 1
fixierte Chromosomen- -nach Li et al. 1995 (vgl. 3.4.4) 2

suspension

4.1.1 DNA-Isolierung aus Formalin fixierten und in Par affin eingebetteten
Gewebe

Als Untersuchungsgut dienten Formalin fixierte und in Paraffin eingebettete
Gewebebl 6ckchen unterschiedlichen Alters. Fir eine CGH-Anayse war es erforderlich,
doppelstréngige DNA zu isolieren.

Zum Vergleich der Effizienz wurde DNA nach 3 unterschiedlichen Methoden (All-
tissue DNA-Kit, Invisorb Spin Tissue Mini Kit, Proteinausfallung) in 6 Fallen parallel
isoliert. Hierbei wurden von den einzelnen Fédlen vorrangig Gewebe mit hoher
Zelldichte und minimaler Autolyse gewahit.

Beim Vergleich der drei Methoden zeigte sich, dass Uber die Proteinausfallung die
grofite DNA-Menge mit gutem Reinheitsgrad gewonnen werden konnte. Die sowohl mit
dem All-tissue DNA-Kit als auch Invisorb Spin Tissue Mini Kit behandelten Gewebe
wiesen im Verhdtnis zur Methode der Proteinausféllung eine insgesamt zu niedrigere
DNA-Konzentration sowie Reinheit auf (Tab. 38). Nach Auftrennung der DNA-Isolate
auf ein Agarosegel zeigte sich in alen Féllen ein Bandenschmier von maximal 100bp-
500bp.
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Die Ratiowerte von 0,2-4,9 deuteten auf Verunreinigung mit Proteinen und RNA hin,
welche auf den vorgegebenen, fir Formalin fixierte Gewebe vermutlich zu kurzen
Enzymverdau zurlickgefuhrt werden dirfte. Die DNAS, die mittels All tissue Kit und
Invisorb Spin Tissue Mini Kit isoliert wurden, eigneten sich daher nicht zum direkten
Einsatz fur die CGH Uber Nicktranslation, sondern mussten zuvor gereinigt und wegen
der geringen Ausbeute universell amplifiziert werden (siehe Kap. 3.4.6.3 oder Kap.
3.4.6.4). Wie die spéteren Ergebnisse zeigten, erschwerten die hohen Verunreinigungen
mit Proteinen und RNA die fur eine CGH notwendigen Markierungsverfahren. Daher
wurde fur die weiteren Untersuchungen DNA aus formalinfixiertem Gewebe vorrangig
durch Proteinausfallung isoliert. Insgesamt wurde in 42 Fallen DNA Uber die Methode
der Proteinausfallung gewonnen. Die Qualitét und Quantitét der DNA wurde anhand
der photometrischen Konzentrationsbestimmung sowie der Fragmentgrof3e im
Agarosegel ermittelt (Tab. 38, Abb. 10).

Tabelle 38:
Methodenvergleich zur DNA-Extraktion aus Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten
Gewebeproben: Angaben zur DNA-K onzentration und Reinheit

Fall Gewebe DNA-Konzentration (ng/pl) Ratio A260:A280
nach All-tissue | Invisorb Spin| nach Protein- | All-tissue | Invisorb
Protein- DNA-Kjt | TissueMini | ausfélung | pNA-Kit Spin
ausfélung Kit Tissue
Mini Kit
o- Lunge 1203,2 0 325 1,60 1,06 1,00
535/88 | | eber 3205,0 6,8 42,2 1,53 0,45 1,23
o- Haut 77,7 12,7 27,4 1,50 0,68 1,35
944/91 | Gehirn 227,0 10,5 16,4 1,43 0,50 0,98
o- Lunge 11201 0 52,2 1,62 0,72 1,10
1173/93 | | eper 2585,3 38,9 63,9 1,60 1,921 1,19
o- Lunge 1521,3 10,9 30,5 1,58 4,24 1,18
1362/95 | Njere 131,3 26,8 75,2 1,58 2,01 1,12
o- Lunge 1499,8 3,0 48,7 1,57 0,21 1,20
1485/96
o- Lunge 303,2 26,2 46,8 1,46 2,28 1,60
1488/9%6 |  Haut 914,7 40,2 239 1,56 4,86 1,38

Anhand der Untersuchungsergebnisse konnte eine Klassifizierung der DNA beziiglich
ihrer Fragmentgrofie vorgenommen werden. Ausgehend von einer erfolgreichen CGH-
Anayse kristallisierten sich 3 Stufen beziglich der DNA-Qualitdt heraus (vgl. auch
Tab. D im Anhang):

@ DNA-Langen-Optimum: 200bp-1000bp und mehr

@ DNA leicht degradiert: 200bp-700bp

@ DNA stark degradiert: 100bp-500bp und weniger
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In insgesamt 26/42 Fallen (61,9%) konnte aus Formalin fixierten und in Paraffin
eingebetteten Geweben DNA gewonnen werden, die ein DNA-Optimum aufzeigten,
wahrend 10 Falle (23,8%) leicht degradierte DNA aufwiesen. In 6 Fallen (14,3%)
konnten keine fir eine CGH-Analyse ausreichend grof3en DNA-Fragmente isoliert
werden. Die fortgeschrittene Degradierung der DNA nach einer Fixierung von ca. 2
Jahren im Vergleich zur DNA mit einer Fixierungsdauer von ca. 1,5 Monaten ist
Abbildung 10 zu entnehmen.

Abbildung 10:

DNA aus Formalin fixierten und in Par affin eingebetteten Geweben

Fall 114/85: Spatabort mit fortgeschrittener Mazeration der Haut sowie Autolyse der inneren
Organe; 2 Jahre Lagerungszeit in Formalin; DNA in der GréRenordnung von 150-250bp; O-
633/88: 3 Monate Lagerungszeit in Formalin; DNA in der GroéRenordnung 150-800bp; Lu=Lunge;
Le=Leber; Nie=Niere)

Marker O-114/85 0-633/88

VIl Lu Le Lu Nie

DNA leicht bis
stark degradiert

4.1.2 DNA-Isolierung ausfrischem und nativ eingefrorenem Gewebe

In insgesamt 10 Fdlen wurde DNA aus nativ eingefrorenem Gewebe nach
Gewebeaufschluss unter Stickstoff (vgl. Kapitel 3.4.2) isoliert. In alen 10 Falen wurde
DNA in ausreichender Menge mit sehr guter Qualitét und einer DNA-Lénge im Bereich
von 300bp bis >1500bp gewonnen (Tab. 39, Abb. 11).

Marker 0-1910/01 Muskelgewebe Abbildung 11:

VIl LI - 0-1910/01: tiberwiegend hoch-molekulare DNA
' (>1100bp) mit  Anzeichen von  DNA-

Degradierung aus nativ eingefrorenem M uskel-

gewebe in zwei ver schiedenen Ansétzen (1+1)

1114bp

Anzeichen fir DNA-

501bp Degradierung
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Tabelle 39:
DNA-Konzentration und Reinheit nach DNA-Extraktion aus verschiedenen nativ eingefrorenen
Geweben (I1+I1 entsprechen ver schiedenen Extraktionsansitzen)

Fall Gewebe DNA-Konzentration ng/pl Ratio A260:A280
0-1842/00 Zunge 7329 1,50
0-1896/01 Zotten | 471,6 1,59

Muskel | 512,9 1,56

0-1910/01 Muskel 11 524,2 1,76
0-1919/01 Zotten | 363,8 1,57
0-1946/02 Zungell 966,8 1,53
Zotten 11 1440,6 1,54

0-2051/03 Muskel 11 7449 1,54
0-2065/03 Zunge 757,5 1,51
FBK137 Zotten | 12015 1,68
V-2309/02 Zaotten | 398,7 1,69
V-2370/02 Zaotten | 370,1 1,51

4.1.3 DNA-Isolierung aus EDTA-Blut

In einem Fall wurde aus EDTA-BIut eines Neugeborenen DNA fir eine CGH-Analyse
isoliert. In 4 weiteren Falen wurde DNA aus EDTA-Blut von Eltern fur ene
vergleichende Mikrosatellitentypisierung mittels QlAamp Maxi Kit gewonnen. In alen
Féllen konnte hochmolekulare DNA mit einer Lange von 300bp bis ca. 2kb gewonnen
und problemlos in PCR-Reaktionen eingesetzt werden werden. Die Ratiowerte lagen im
Bereich von 1,5-1,8 (Abb. 12).

Marker V-2370/02 Abbildung 12:

VIl Vater Mutter V-2370/02: hochmolekulare DNA (>1kb)
aus EDTA-Blut ohne Hinweis auf DNA-
Degradierung

1114bp

501bp
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4.1.4 DNA-Isolierung ausfixierter Chromosomensuspension

In 3 Fallen wurde DNA aus asservierter Chromosomensuspension isoliert. In diesen
Falen sollte ene  molekulargenetische  Diagnostik  Aufschluss  Uber
Entstehungsmechanismen, Herkunft von Markerchromosomen oder Prézisierung
cytogenetischer Befunde erbringen. Die Uber diese Methode isolierte DNA war in

Quantitét gut geeignet fir eine Mikrosatel litentypisierung.

4.15 Vergleich der verschiedenen Methoden zur DNA-Isolierung

Grundsétzlich liefd sich mit allen angewandten Methoden DNA gewinnen. Im Gegensatz
zu DNA aus Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten Geweben erzielte die DNA
aus Blut oder frischem bzw. nativ gefrorenem Gewebe in den nachfolgenden
molekularcytogeneti schen Untersuchungen klare und reproduzierbare Ergebnisse.

Im Falle Formain fixierter Gewebe konnte gezeigt werden, dass ein direkter
Zusammenhang zwischen Formalinfixierungsdauer und der DNA-Fragmentgrofde
besteht. Abbildung 13 zeigt gesamtgenomische DNA isoliert aus formalinfixiertem und
in Paraffin eingebettetem Gewebe im Vergleich zu DNA, die aus nativem Gewebe
gewonnen wurde. Die DNA aus frischem Zotten- und Muskelgewebe hat eine Lange
von >1100bp. DNA nach dreiwtchiger Formalinfixierung ist bereits hochgradig
degradiert (DNA-,Schmier” mit einer Gesamt-Fragmentl&nge zwischen 100-1100bp).
Der grofdte Teil der DNA zeigt jedoch eine Lange zwischen 100-300bp.

Abbildung 13:

0-1896/01: 2%iges Agarosegel; Spur 1-4 hohermolekulare DNA aus nativem Gewebe mit
Fragmentlangen von >1100bp (Zotten und Muskel in je 2 Ansadtzen). Spur 6+7 degradierte DNA
aus Formalin fixierten und in Paraffin eingebettetem Lungen- und Nieren Gewebe mit
Fragmentlangen von 100-300bp

) Formalin fixiertes
Marker frisches Gewebe Gewebe

il Zotten Muskel Lunge Niere
= \

1114bp

501bp

110bp
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4.2  DNA-Amplifikation
4.2.1 Universelle DNA-Amplifikation mit DOP-PCR von ROCHE

Far die universelle Amplifikation gesamtgenomischer DNA wurde ein Kit-System der
der Firma ROCHE (DOP Master) getestet. Zur Etablierung dieses Verfahrens wurde aus
EDTA-Blut isolierte DNA in verschiedenen Konzentrationen (900, 450, 90, 45ng/ul)
eingesetzt. Hierzu wurden 2 unterschiedliche methodische Vorgehensweisen
durchgefuihrt, um die Effizienz der Schritte miteinander zu vergleichen und die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu erhdhen.

Im ersten Versuchsteil wurde die aus nativem Blut gewonnene Test-DNA entsprechend
den Reaktions- und Zyklusbedingungen der Amplifikation nach Mikrodissektion
universell amplifiziert (siehe Kapitel 3.4.6.3, Tab. 32). Anschlief3end wurden jewells
1ul PCR-Produkt in eine weitere DOP-PCR eingesetzt, welche nach den Reaktions- und
Zyklusbedingungen des ROCHE-Protokolls durchgeftihrt wurde (siehe Kap. 3.3.2.2,
Tab. 15). 1ul dieses PCR-Produktes wurde nun in eine Markierungs-PCR eingesetzt
(sehe Kap. 3322, Tab. 17). Alle dree PCR-Reaktionen wurden mittels
Agarosegel elektrophorese Uberprift (Abb. 14). Dazu wurden jeweils 5ul PCR-Produkt
auf ein 1,2%iges Agarosegel aufgetragen und mittels Ethidiumbromidférbung sichtbar

gemacht.

Abbildung 14:

1,2%iges Agarosegel mit PCR-Produkten einer Test-DNA in verschiedenen Konzentrationen
(900ng/ul, 450ng/ul, 90ng/ul und 45ng/ul) nach 1. DOP-PCR (Spuren 1-4) und 2. DOP-PCR
(Spuren 5-8) und anschlief3ender M arkierungs-PCR (Spuren 9-12)

1. DOP-PCR 2. DOP-PCR Markierungs-PCR
Marker 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Vil 900 450 90 45 900 450 90 45 900 450 90 45ng/£l_
m— g r——— —r—.l"-ml—’.,

1114bp

501bp
242bp

<— nicht eingebautes
FAUTP
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Es konnte in alen Ansdtzen eine Amplifikation nachgewiesen werden. Mit jeder
weiteren PCR-Resktion zeigte sich jedoch eine kontinuierliche Abnahme der
Fragmentgrofie. Nach der 1. DOP-PCR betrug die Fragmentgrofe ca. 100-1100bp mit
einem Hauptantell zwischen 100bp und 400bp. Nach der 2. DOP-PCR nahm die
Fragmentgrofe deutlich ab (100-800bp) mit einem Hauptanteil bei 100-300bp. Nach der
Markierung der DNA mit FAUTP in der 3. PCR lag die Gréfle der DNA-Fragmente
Uberwiegend zwischen 100-300bp (Abb. 14).

Im zweiten Versuchstell wurde dieselbe genomische Test-DNA direkt in der 2. DOP-
PCR amplifiziert und in einer Markierungs-PCR mit FAUTP markiert (Tab. 17; Kap.
3.3.2.2). Damit sollte eine Abnahme der Fragmentgrél3e verhindert werden. In alen
Ansdtzen lief3 sich eine Amplifikation nachweisen, wobel die Fragmentgroi3e der
amplifizierten DNA im Bereich von 300 bis >1500bp lag. Nach der Markierungs-PCR
waren Fragmentgrofden im Bereich von 300-1000bp zu verzeichnen (Abb. 15), so dass
sich diese Vorgehensweise as gunstiger erwies und daher fur die Amplifikation von
DNA aus Formalin fixiertem und in Paraffin eingebettetem Gewebe herangezogen

wurde.

Abbildung 15:

1,2%iges Agarosegel mit PCR-Produkten einer normal weiblichen Test-DNA in verschiedenen
Konzentrationen (900ng/pl, 450ng/pl, 90ng/ul und 45ng/ul) nach 2. DOP-PCR (Spuren 1-4) und
anschliel3ender M arkierungs-PCR (Spuren 5-8)

2. DOP-PCR Markierungs-PCR
Maker 1 2 3 4 5 6 7 8
450 90 45

900 450 90  45ng/pl

-

VIl 900

1114bp

501bp "

110bp nicht eingebautes

FAUTP
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Im Fall V-2309/01 wurde dieses Verfahren an DNA aus Formalin fixiertem Gewebe mit
drei verschiedenen DNA-Konzentrationen (50, 100 und 250ng/ul) angewendet. Um zu
prifen, welche DNA-Menge am geeignetsten zur Erhéhung der Amplifikationsrate war,
wurden jewells 10ul und 20ul aus der 2. DOP-PCR in die Markierungs-PCR eingesetzt.
Unabhéngig von der eingesetzten DNA-Menge war die Ausbeute insgesamt geringer als
bei DNA aus nativem Blut. Die Gréle der PCR-Produkte lag im Bereich von ca
1000bp. Nach Markierungs-PCR trat eine deutliche Verkirzung der Fragmente auf
(Bereich 200-500bp). Tendenziell war eine stdrkere Amplifikation bei den Proben mit
20ul zu beobachten (Abb. 16).

In 5 Féllen (O-101/85; O-574/88; 0-955/91; O-1173/93; O-1485/96) war entweder die
Ausbeute nach DNA-Isolierung gering oder die Markierung der DNA  Uber
Nicktranslation erbrachte ein negatives Ergebnis, so dass vor dem eigentlichen
Markierungsverfahren eine Préaamplifikation vorgeschaltet werden musste.

Abbildung 16:

V-2309/01: 1,2%iges Agarosegel mit PCR-Produkten verschiedener Konzentrationen (50ng/ul,
100ng/pl, 250ng/ul) nach 2. DOP-PCR (Spuren 1-3) und anschlieRender Markierungs-PCR mit je
10pl und 20ul eingesetztem Amplifikat aus der 2. DOP-PCR (Spuren 1a=10ul und 1b=20ul; Spuren
2a=10pl und 2b=20pl; 3a=10ul); Pfeile markieren Fragmentgr 6i3e der PCR-Produkte

2. DOP-PCR Markierungs-PCR
Marker 1 2 3 Maker 1a 1b 2a 2b 3a
vl 50 100 250 ng/ul VIl 10pl 20pl 10pl 20pl 10u

1114bp
1114bp . 501bp |

501bp

4.2.2 Universele DNA-Amplifikation mit GenomiPhi DNA Amplification Kit

Die Polymerase des Bacteriophagen Phi29 leitet die Reproduktion der DNA gleichzeitig
an mehreren Stellen auf der denaturierten linearen DNA ein. Wahrend der Synthese
wird durch eine Strangverlagerung neu synthetisierte einzelstréngige DNA erzeugt.
Weitere Primer binden an den verlagerten DNA-Strangen und erzeugen Doppel strang-
DNA. Erzielt werden damit Fragmente mit grof3er Lange. Angewendet wurde dieses
Verfahren an 7 Féllen, bel denen die Ausgangskonzentration zu niedrig fir eine direkte
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CGH-Anayse war. In alen Féllen konnte eine Amplifikation erreicht werden. Die
Bestimmung der DNA-Konzentration und Reinheit erfolgte photometrisch. Die
Beurtellung der DNA-Fragmentldnge wurde Uber ein 1%iges Agarosegel erreicht (Abb.
17). In dlen Féllen konnte hochmolekulare DNA >1500bp nachgewiesen werden (Tab.
40).

Tabelle 40:
Universelle DNA-Amplifikation mit GenomiPhi: Vergleich der DNA-Ausgangskonzentration und
Fragmentlange mit der DNA-K onzentration, Reinheit und Fragmentlange nach Amplifikation

Fall Gewebe | DNA- Fragment- | DNA- Ratio-Werte | Fragment-
Ausgangs- lange vor Konzen- OD260: lange nach
konzentration | Ampli- tration nach |©OD280nach | Ampli-
(ng/pl) fikation Ampli- Ampli- fikation

fikation fikation
0-515/88 Niere 20,0 100-1100bp 11442 1,47 >1500bp
Trachea 190,0 100-1100bp 1059,2 1,45 >1500bp
0-643/88 Niere 200,0 200-1200bp 895,2 1,58 >1500bp
0-944/91 | Lunge 320,0 100-600bp 1170,9 1,40 >1500bp
O- Niere 130,0 200-700bp 1172,8 1,43 >1500bp
1362/95
306/03 Blut 100,0 >1500bp 1062,4 1,45 >1500bp
V- fetales 6,1 200-700bp 906,9 1,27 >1500bp
1738/94 | Gewebe
V- Zotten 11 762,0 >1500bp 987,6 1,33 >1500bp
2307/01
Marker Spur
VIl 1 2
i & T o
] Abbildung 17:
' 0-515/88: 2%iges Agarosegel mit DNA nach universeller
Amplifikation mittels ,, GenomiPhi DNA Amplification
Kit" von Amersham Biosciences. In die
Amplifikationsreaktion wurden jeweils 10ng Template-
DNA aus Formalin fixierten und in Paraffin
eingebetteten Gewebeproben eingesetzt. Spur 1 Niere;
Spur 2 Trachea.
1114bp
501bp @0

Beim Vergleich der beiden Methoden zur universellen DNA-Vermehrung nach DOP-
PCR (Fa ROCHE) bzw. GenomiPhi (Fa. Amersham Biosciences) erwies sich die
Amplifikation der DNA mittels GenomiPhi-Methode bezilglich Quantitét und Qualitat
als effektiver. Bel der DOP-PCR wurde die DNA mit jeder weiteren PCR zunehmend
fragmentiert und lag letztlich im Bereich von 100-300bp. Fur eine homogene
Hybridisierung bei einer CGH-Anayse sind jedoch Fragmentldngen ab 300bp bis
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mindestens 800bp erforderlich. Die Fragmentldnge der DNA nach GenomiPhi betrug
jedoch in alen Versuchen Gber 1500bp.

4.2.3 Mikrosatellitentypisierung

An insgesamt 10 Fdlen wurde ene Mikrosatellitentypiserung — mit
chromosomenspezifischen Primern  durchgefiihrt (siehe Kapitel 3.4.6.1). Die
Amplifikation erfolgte mittels AmpliTag® Polymerase (Applied Biosystems). Die
Erfolgsrate mit diesem System lag bei ca. 90%. Die PCR-Produkte wurden hinsichtlich
ihrer Grolen und Quantitdt Uber ein 2%iges Agarosegel Uberprift. Sichtbar wurden
hierbel Fragmente definierter Grof3e. In Abbildung 18 wird dies exemplarisch fir den
Fall 118/01 veranschaulicht.

Abbildung 18:
Fall 118/01: 2%iges Agarosegel mit PCR-Produkten von Chromosom 8-spezifischen Primern
D8S1145 und D8S1110 (V=Vater; K=Kind; M=M utter)

Marker D8S1145 D8S1110
VI \ K M \Y K M

1114bp

501bp

In 10% der Félle konnte keine DNA mit der AmpliTag® Polymerase amplifiziert
werden. Ursachlich hierfir durfte degradierte und zum Teil hochvernetzte Template-
DNA sein. Demzufolge wurde die DNA in en optimiertes und mit einem Enhancer
ausgestattetem PCR-System (CombiPol DNA-Polymerase, Fa. Invitek) eingesetzt. In
Variation mit Veranderungen der eingesetzten DNA-Menge und léngeren Annealing-
und Extensionszeiten (siehe Kapitel 3.4.6.2) wahrend der PCR-Zyklen konnten
Verbesserungen erreicht werden. In Abbildung 19 ist die Amplifikation des Primers
D8S1099 von Fal 118/02 mit den PCR-Systemen AmpliTag® und CombiPol DNA
Polymerase gegentibergestel|t.
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Abbildung 19:

Fall 118/02: 2%iges Agar osegel mit PCR-Produkten fur den Locus D8S1099

a) AmpliTag®-Polymerase: spezifische Amplifikation bei Kind und Mutter; keine Amplifikation
beim Vater.

b) CombiPol DNA Polymerase: Amplifikation nach Wiederholung der PCR mit véterlicher DNA

a) Marker D8S1099 b) Marker
Vil \ KM ) Vi \Y%

331bp 331bp

242bp

242bp

.' M I )
I:'MHM!MMMI I

Der Vergleich der beiden Methoden zur spezifischen DNA-Vermehrung zeigte, dass
aufgrund des im Kit enthatenen Enhancers und verbesserter DNA-Polymerase-
Aktivitaét Amplifikationen auch bei unzureichender DNA-Qualitét zu verzeichnen

waren.

4.3  Korreation zwischen Formalinfixierung und DNA-Qualitat

Wie die Ergebnisse der CGH-Analysen zeigten, ist die Grundvoraussetzung fur eine
CGH-Analyse zur Abklarung chromosomaler Imbalancen eine DNA mit einer
Mindestgrofie von mindestens 200 bis >1200bp. Nach Markierung der DNA Uber
Nicktrandation kann in diesen Félen en homogenes, nicht granuldres
Hybridisierungsmuster erzielt werden (Abb. 20).

In insgesamt 42 Fallen konnte ein Ergebnis Uber CGH erzielt werden. In 9/42 Féllen
(21,4%) lag frisches bzw. nativ eingefrorenes Gewebe vor. In alen Féllen konnte DNA
mit im Optimum liegender Qualitdt (300->1200bp) isoliert werden.

In 33 der 42 Féle (78,6%) lag DNA aus Formalin fixierten und in Paraffin
eingebetteten Geweben vor.

In 26/33 Félen (78,8%) konnte DNA im Optimum (200->1200bp) isoliert werden. In
7/33 Falen (21,2%) war die DNA mit Fragmentlangen von 200-700bp leicht degradiert.
In 9/33 Fallen (17,6%) konnte kein aussagekréftiges Ergebnis tUber CGH erzielt werden.
3 der 9 Félle (33,3%) wiesen leicht degradierte DNA (200-700bp) und 6 Félle (66,7%)
stark degradierte DNA (150-500bp) auf. Einen Uberblick tiber die Korrelation zwischen
DNA-Fragmentgrofe und CGH-Erfolg aler analysierten Félle gibt die Abbildung 21.
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Abbildung 21:

Anzahl der Féalle

Abbildung 20:

0-684/89: Metaphase nach CGH; DNA-
Fragmentléange nach Nicktrandation betrug

150-1100bp;

Hybridisierung

zeigt

homogenes Muster; Kennzeichnung der
Geschlechtschromosomen.

Korrelation zwischen erfolgreicher CGH-Analyse und Grof3e der isolierten DNA-Fragmente

251

20+

15+

10T

ST
Falle mit erfolg- Falle ohne erfolgreiche
reicher CGH- CGH-Analyse
Analyse

DNA-Qualitat:

formalinfixiertes Gewebe

300-1500bp

nativ eingefrorenes
Gewebe
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Des Weiteren wurde der Zusammenhang zwischen Formalinfixierungsdauer und der
DNA-Fragmentgrof3e in Kombination mit vorangegangener Mazeration / Autolyse des
zu testenden Gewebes untersucht. Der Autolysegrad wurde in folgende 4 Klassen
unterteilt:

@ |: Mazeration der Haut

§ la: beginnende M azeration der Haut
§ Ib: fortgeschrittene Mazeration der Haut
@ 11: Autolyse der inneren Organe
§ Ila beginnende Autolyse der inneren Organe
8 I1b: fortgeschrittene Autolyse der inneren Organe

Es konnte eine stark positive Korrelation zwischen Dauer der Formalinfixierung und der
Degradierung der DNA nachgewiesen werden. Vorangegangene autol ytische Prozesse
der Feten bzw. des Abortmaterials zeigten jedoch keine direkte Korrelation zur Qualitat
einer CGH-Analyse (vgl. Abb. 22).

So zeigten insgesamt 5 Félle ohne beschriebene Autolyse und qualitativ guter
Ausgangs-DNA diskrepante CGH-Ergebnisse zu den cytogenetischen Vorbefunden (O-
317/87, O-542/88, O-633/88, O-684/89, O-875/90). Andererseits konnte in 4 Fallen mit
beschriebener beginnender und fortgeschrittener Autolyse der inneren Organe
hochwertige DNA gewonnen werden, so dass ein eindeutiges CGH-Ergebnis erzielt
werden konnte (0O-1154/93, 0-1949/02, 0-2017/02, S$S-41/02). Eine endeutige
Korrelation zwischen Autolyse des Feten und DNA-Zustand lag nur in insgesamt 4
Féllen vor (O-114/85, 0O-1362/95, O-1475/96, O-1485/96).
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Abbildung 22:
Korrelation zwischen For malinfixierungsdauer und DNA-Fragmentgr 6f3e und M azeration /
Autolyse fetalen Gewebes

Mazeration/

Autolyse
2 Jahre ==
1 Jahr=—
o}
T 6 Monate=
3
(@)
c
S
E—z 3 Monate =
= 1
= -
g 2 Monate =t b
o] N —+na
LL i
1 Monat == T'°
T T'
1 ——Keine Autolyse
L L I‘ HEERN
Félle mit positivem Falle mit negativem
CGH-Ergebnis CGH-Ergebnis

DNA -Qualitét des Formalin fixierten Gewebes

300-1500bp | | 200-700bp -
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Dagegen schien die Lagerungsdauer der Gewebe in Paraffin (,, Blockchenalter”) keinen
entscheidenden Einfluss auf die Struktur der DNA-Molekile und somit auf die Qualitét
der nachfolgenden Untersuchungen zu haben (Abb. 23).

Abbildung 23:
Korrelation zwischen Lagerungsdauer des Gewebes in Paraffin (Paraffinbléckchen) und DNA-
Qualitét. Die Kreise geben die einzelnen Félle entsprechend ihrer DNA-Fragmentgr 63e wieder .
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4.4  Comparative Genomhybridisierung (CGH)

An insgesamt 51 Fallen wurde eine CGH-Anadyse nach Markierung Uber
Nicktrandation durchgefihrt (siehe Kapitel 3.3.2.1). Die Qualitét der Nicktranslations-
Produkte wurde mittels Agarosegel el ektrophorese bestimmt. Es konnte gezeigt werden,
dass nach Nicktrandation eine Verkirzung der DNA-Fragmente um durchschnittlich
400bp dtattfand. Zudem bestand eine Korrelation der FragmentgroRen nach
Nicktrandation mit der Degradierung der Ausgangs-DNA (Tab. 41).

In Abbildung 24 ist DNA aus Formalin fixierten und in Paraffin eingebettetem Gewebe
und DNA aus gefrorenem Gewebe nach Nicktranglation dargestellt. Die Spuren 1, 2 und
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4 zeigen eine hochgradig degradierte DNA mit Fragmentléngen von 50-500bp, wahrend
die Spur 3 weniger stark degradierte Fragmentlangen im Bereich von 50-1000bp
aufwies. Die Spuren 5 und 6 aus nativ gefrorenem Gewebe hingegen zeigen eine
homogenen ,, DNA-Schmier® von 50->1000bp. Ein vergleichbares Bild ergibt sich fir
die Texas-Red markierte Referenz-DNA, die aus Vollblut gewonnen wurde (Spuren 7-
9). Die DNA-Fragmente lagen in einem Grofenbereich von 200- >1100bp.

Tabelle 41:
Fragmentgr6i3e der DNA nach Nicktranslation (DNA aus Formalin fixiertem Gewebe  ; DNA aus
gefrorenem Gewebell])

Fall Gewebe |FragmentgrolReder Ausgangs-| Fragmentgrofie der DNA nach
DNA in bp Nicktrandation in bp
0-212/86 Niere 200-800 100-500
0-236/86 Niere 100-1000 100-400
0-542/88 Lunge 200-1500 100-900
0-1154/93 Lunge 300-1200 100-500
Abbildung 24:

DNA-FragmentgrofRe nach Nicktrandation: Spuren 1-4: DNA aus Formalin fixierten und in
Paraffin eingebettetem Gewebe; Spuren 5 und 6: DNA aus gefrorenem Gewebe; Spuren 7-9:
Referenz-DNA aus Vollblut.

Nativ
Formalinfix-iertes  eingefror-
und in Paraffin enes
einge-bettetes Gewebe
 Gewebe (Lunge) | (Muskel) , EDTA-Blut

mgg‘sqssggﬂ‘

1114bp

501bp

190bp Texas Red-dNTPs

FITC-dNTPs
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In 33 der mit CGH analysierten 51 Félle lag DNA aus Formalin fixiertem und in
Paraffin eingebettetem Gewebe vor. In insgesamt 9 Félen (17,6%) konnte kein
Ergebnis Uber CGH erzielt werden. Der Prozess der Formainfixierung konnte as
Ursache fur bereits degradierte DNA festgestellt werden. Zudem wurde die DNA
aufgrund der methodisch in der Nicktrandation bedingten Strangbriiche weiter
fragmentiert.

In 42 Félen (82,4%) konnte, sowohl an DNA aus Formalin fixiertem und in Paraffin
eingebettetem Gewebe as auch an nativem/gefrorenem Gewebe, mittels CGH Uber
Nicktrandlation ein Ergebnis erzielt werden. In 29 dieser Félle lagen cytogenetische
Vorbefunde entweder nach Pranataldiagnostik vor oder an Abortmaterial erhoben. In
11/29 Félen (38%) konnte der cytogenetische Vorbefund bestétigt und in 6/29 Fallen
(20,7%) prézisiert werden. In 3 Fallen (10,3%) ergaben sich nach CGH abweichende
Bruchpunkte. In 9 Féllen (31%) konnte der cytogenetische Vorbefund allerdings nicht
bestétigt werden (vgl. Kap. 4.4.1).

In 13 Félen lag kein cytogenetischer Befund vor. In 5 Félen (38,5%) konnte ein
pathologisches Ergebnis und in 8 Féllen (61,5%) ein unauffélliger Befund ermittelt
werden.

In insgesamt 10 der mit CGH positiv getesteten Félle wurden Zusatzuntersuchungen
wie Mikrosatellitenanalyse und FISH mit diversen Sonden zur Befundbestétigung- und
prézisiecung durchgefihrt. Dabei konnte in 2 Félen nach pathologischem
Histologiebefund des Abortmaterials und normalem CGH-Befund eine Triploidie as
Abortursache gesichert werden.

In insgesamt 5 Féalen wurde eine CGH-Analyse nach Amplifikation und Markierung
der DNA Uber DOP-PCR durchgefihrt. In 3/5 Féllen ergab die CGH-Analyse einen
unauffélligen Befund (60%). In 2/5 Falen (40%) erbrachte die CGH-Anayse kein
auswertbares Ergebnis.

In insgesamt 7 Falen wurde die DNA mittels GenomiPhi-Vermehrung universell
amplifiziert und anschlief3end Uber Nicktransation markiert. In 4/7 Falen (57,2%)
konnte ein Ergebnis mittels CGH erzielt werden (43%). In 3/7 Falen (42,8%) konnte
die genomische DNA zwar amplifiziert werden, das Hybridisierungsmuster nach
Nicktranslation zeigte jedoch inhomogene Signale, so dass eine Auswertung mittels
digitaler Bildanalyse nicht moglich war. Tabelle 42 gibt die Zusammenstellung der

einzelnen Ergebnisse wieder.
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Tabelle 42:
Auflistung aller Falle mit CGH-Analyse nach Nicktrandation, DOP-PCR und GenomiPhi
Amplifikation.

Anzahl CGH normaler auffalliger kein CGH-
Falle (n) erfolgreich | Befund Befund Ergebnis
CGH nach 52 42 22 20 9
Nicktrandation
CGH nach DOP-PCR 5 3 3 . 2
CGH nach GenomiPhi 7 4 1 3 3

44.1 Falemitunauffalligem CGH-Ergebnis

In 22 von 42 Félen (52,4%) mit einem Ergebnis nach CGH ergab die Analyse einen
unauffaligen Befund (Tab. 43, Tabelle A im Anhang). Alle 8 Félle ohne cytogenetische
Vorbefunde (34,8%) wiesen einen Phanotyp auf, der auf eine chromosomale
Grunderkrankung schliessen lief3 (siehe z.B. Fallbeschreibungen O-1980/02 Kap.
4411 und O-2017/02 Kap. 4.4.1.2). In 2 weiteren Fallen konnte durch
Mikrosatellitenanalyse eine Triploidie nachgewiesen werden, die durch eine CGH
unerkannt blieb (Fall O-2065/03, Fall V-2317/01 in Kap. 4.4.1.3). In insgesamt 14 von
22 Félen (63,6%) lag ein cytogenetischer Vorbefund vor. In 5 Félen ergab die
Chromosomenanalyse einen unauffélligen Karyotyp. Die fetalpathologische
Untersuchung zeigte jedoch  klinische  Auffdligkeiten auf, die eine
Chromosomenaberration als Ursache nahe legte. In diesen Fallen konnte jedoch tber die
retrospektive CGH-Analyse keine chromosomale Veranderung nachgewiesen werden,
so dass der cytogenetische Vorbefund, der prénatal an Amnionzellen bzw.
Chorionzotten erhoben wurde, bestétigt werden konnte.

Weitere 3 Félle wiesen einen Karyotyp mit einem zusétzlichen Markerchromosom auf,
wobei in 2/3 Falen das Markerchromosom in Mosaikform auftrat. Nahere Angaben
Uber die Grof3e oder das Mosaiklevel der Uberzahligen Markerchromosomen lagen nicht
vor.

In 3 weiteren Falen lag eine Chromosomenaberration in Form eines Ringchromosoms
vor. In einem Fall wies das Ringchromosom einen Mosaikstatus auf. In 2 der 3 Félle
waren Bruchpunkte angegeben, wobel diese in einem Fall (O-633/88) termina an den
Chromosomenenden lagen. Im zweiten Fall (O-1485/96) lag dagegen der Bruchpunkt
im p-Arm in Centromerndhe, wéahrend der Bruch distal im langen Arm des
Chromosoms erfolgt war. In allen 6 Féllen ergab die CGH ein unauffalliges Ergebnis,
so dass die vordiagnostizierten Chromosomenaberrationen nicht bestétigt werden

konnten.
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In 3 weiteren Fallen lagen unterschiedliche chromosomale Aberrationen vor. In zwel
Falen (O-665/89, V-1738/94) lag eine unbalancierte Translokation vor. Im Fal O-
1896/01 war in der Chorionzotten-Kurzzeitkultur ein zusétzliches Chromosom in der
Grole eines D-Gruppenchromosoms in 36% der anaysierten Mitosen gefunden
worden, wahrend der Karyotyp nach Langzeitkultur unaufféllig war. In allen 3 Falen
ergab die CGH-Analyse ein unauffélliges Ergebnis (siehe auch Kap. 5.3.1 und Tab. B
im Anhang).

Die Rate fur fasch negative Ergebnisse in 9 von 14 Félen mit strukturellen
Auffélligkeiten lag nach CGH bei 64,3%. Dies liefd sich durch die hohe Anzahl von
Marker- und Ringchromosomen begriinden (vgl. Kap. 5.3).

Tabelle 43:
Unauffalliges CGH-Ergebnis. Tabellarische Ubersicht Uber die Falle (AB=cytogenetischer
Vorbefund an Abortmaterial erstellt; KZ=Kurzzeitkultur; L Z=Langzeitkultur)

Anzahl |ohneVor- |mit Unauffélliger | Marker- Ringchromo- | Strukturelle und
(n) diagnostik |Vor- Vorbefund chromosomen somen andere
diag- Aberrationen
nostik
22 8 14 5 3 3 3
0-518/88 0-943/91: 0-101/85: 0-542/88: 0-665/89: 46,XX,-
0-574/88 46,XX 47 XX, +mar 46,XX/46,XX, | 21,+t(13;21)(pter
0-1980/02 0-1842/00: 0-317/8T7: r(19) ->13::21.2->qter)
0-2022/03 46,XX 46,XY[47, XY + | 0-633/88: 0-1896/01:
0-1949/02: mar 46,XY ,r(14) 46,XY[9]/47 XY .+
$-145/03 0-2017/02- | 46.XX/147 XX+ |0-148596: | (L2)
V-2317/01 46,XX (AB) mar 46,XY,r(18) V-1738/94:
V-2381/03 ) . (p11q23)/ 46,XX ,der(7)
X;;ﬁlégzé) A5XY-18  |(7:714) (AB)

Um die hohe Quote der falsch negativen Ergebnisse zu erklaren, sowie Moglichkeiten
und Grenzen der CGH-Analyse darzustellen, werden in den folgenden Kapiteln einzelne
Falbeispiele dargestellt. In adlen bearbeiteten Falen wurde dieselbe ménnliche
Referenz-DNA Uber Nicktrandation mit Texas-Red markiert nach Mischung (1:1) mit
einer Fluorescein-markierten Test-DNA auf Metaphasen eines gesunden mannlichen
Spenders hybridisiert (3-5 Tage).



4411  Bestatigung eines Normalbefundes (O-1980/02)

Bel diesem Fet wurde ein intrauteriner Fruchttod in der rechnerisch 21.SSW festgestel|t.
Nach Aborteinleitung wurde der Fet fetalpathologisch untersucht. Der Fet wies bereits
starke Mazerationserscheinungen auf. Bei der Obduktion wurden neben facialen
Dysmorphien (tief sitzende Ohren, weit ausladender Hinterkopf), starke
Wachstumsretardierung  sowie zahlreiche Fehlbildungen wie Hydrocephalus,
rechtsseitige Nierenagenesie und komplexe Herzgefd¥fehlbildung festgestellt. Der
Herzfehler konnte ndher als Ebstein’sche Anomalie charakterisiert werden. Es lag kein
cytogenetischer Vorbefund vor.

CGH-Analyse

Es wurde DNA mit Fragmentldngen von 200-800bp aus fetalem Lungengewebe isoliert.
Die Auswertung der CGH-Anayse erfolgte an 10 Metaphasen. Die Ratioprofile aller
Autosomen lagen innerhalb der Grenzwerte mit Ausnahme von Abweichungen der
pericentrischen Regionen von Chromosom 9 und 16. ES ergab sich eine weibliche
Gonosomenkonstellation. Es wurde jedoch ein Verlust von X-chromosomalen Material
im Bereich q13-g22 detektiert (Abb. 25a). Dies konnte auf eine Deletion in diesem
Bereich hindeuten. Wahrscheinlicher erschien jedoch ein Hybridisierungsartefakt
bedingt durch inhomogene Hybridisierung.

Eine Kontrollhybridisierung mit weiblicher Referenz-DNA ergab unaufféllige
Ratioprofile fur die Gonosomen (Abb. 25b). Die Ratioprofile der Autosomen lagen
innerhalb der Grenzwerte. Es ergab sich somit kein Hinweis fir eine numerische oder
strukturelle Chromosomenaberration als Ursache fir die beschriebenen Fehlbildungen.
Die abschlieffende Karyotypformel lautet: rev ish XX.

Abbildung 25 Fall O-1980/02:

Partielles CGH-Profil: Darstellung der Fluoreszenz-Ratioprofile der Gonosomen. a) weibliche
Gonosomenkonstellation mit Unterrepréasentation fetaler DNA im Bereich der Chromosomenbande
Xql3-g22. b) Kontrollhybridisierung: unaufféllige welbliche Gonosomenkonstellation bei
Hybridisierung weiblicher Referenz-DNA gegen weibliche Test-DNA.

a) b)

f

~8 | Liar B [
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4412  Bestatigung eines Normalbefundes (O-2017/02)

In diesem Fall handelte es sich um einen Abort aus der 15.SSW, bel dem ene
fetalpathologische Untersuchung aufgrund des syndromalen Erscheinungsbildes des
Feten veranlasst wurde. Der weibliche Fetus wies bereits beginnende
Mazerationserscheinungen der Haut und beginnende Autolyse der inneren Organe
insbesondere von Leber und Gehirn auf. Dies spricht fir einen bereits intrauterin
stattgefundenen Fruchttod. Neben facialen Dysmorphien (Brachycephalie, Protrusio
bulbi beidseits, leichte Retrognathie, kleine tiefsitzende Ohrmuscheln) zeigte der Fet
Vierfingerfurchen beider Hande, Sandalenfurchen beider FifRe, Hypoplasie einer
Nabelarterie sowie einen komplexen Herzfehler in Form eines persistierenden
gemeinsamen AV-Kanals.

Cytogenetischer Befund

Zur Abkladrung der Abortursache wurden zunéchst fetale Zotten kultiviert. Die
anschlief3ende Chromosomenanalyse ergab einen unauffélligen weiblichen Karyotyp.
Bel Kultivierung von Abortzotten kann jedoch bei einem weiblichen fetalen Karyotyp
eine Kontamination mit mitterlichen Zellen nicht vollstandig ausgeschlossen werden.
Da sich aus dem Obduktionsbefund ein starker Verdacht auf ein fetales Down-Syndrom
ergab, wurde zum Ausschluss eines kryptischen Rearrangements mit Beteiligung der
,Down critical region’, die auf dem langen Arm von Chromosom 21 in 21922.13-¢22.2
lokalisiert, eine FISH-Anayse durchgefuhrt. Als DNA-Sonden wurden die Loci
D21S259, D21S341 und D21S342 (LSl 21-Sonde, Fa. Vysis) verwendet. In allen 20
analysierten Metaphasen und in 50 Interphasekernen lief3en sich stets 2 regelrechte
Signale nachweisen [46,X X. ish 21 (D21S259/D21S341/D21S342x2)], (Abb. 26a).
CGH-Analyse

Zur Erhartung des unauffdligen cytogenetischen Befundes an fetalen Abortzotten
wurde eine CGH mit DNA aus fetalem Lungen- und Nierengewebe durchgefiihrt. Die
DNA wies eine Fragmentange zwischen 200-1000bp auf.

Es wurden insgesamt 13 Metaphasen in die Analyse enbezogen. Im
heterochromatischen Bereich von Chromosom 16 wurde ein leichter Zugewinn
detektiert, welcher jedoch als methodisch bedingter Artefakt interpretiert wurde (vgl.
Kap. 5.2.2). Die Ratioprofile aler anderen Autosomen lagen innerhalb der Grenzwerte.
Die Gonosomenkonstellation war XX (Abb. 26b).

Die Karyotypformel nach ISCN lautet demnach: rev ish XX.
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Zusammenfassung

Es konnte keine Chromosomenaberration mittels CGH des zu untersuchenden Gewebes
nachgewiesen werden. Molekularcytogenetisch gab es keinen Hinweis flr eine Trisomie
21. Somit konnte der post mortem an Abortzotten erhobene unaufféllige weibliche
Karyotyp bestatigt werden.

Abbildung 26 Fall O-2017/02:

a) FISH mit L SI-Sonde firr die Down-kritische Region (Loci D21S259, D21S341 und D21S342; rote
Markierung); 2 regelrechte Signale auf den beiden homologen Chromosomen 21. b) CGH-Pr ofil
mit weiblicher Gonosomenkonstellation ohne Hinweis auf eine Trisomie 21; Ratioprofile aller
Autosomen innerhalb der Grenzwerte
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4.4.1.3  Falsch negativer Befund bel Vorliegen einer Triploidie (V-2317/01)

CGH-Analyse
Es wurde DNA (200-1200bp) in zwei Ansdtzen aus Formalin fixierten, in Paraffin

eingebetteten Abortzotten isoliert. Die CGH-Analyse ergab keinen Hinweis auf eine
unbalancierte Chromosomenaberration. Fur ale Autosomen lagen die Fluoreszenz-
Ratioprofile innerhalb der Grenzwerte. Das Fuoreszenzmuster fur die
Geschlechtschromosomen war typisch fir einen weiblichen Karyotyp (rev ish XX).
Mikrosatellitenanalyse

Da histologisch der Vedacht auf eine Triploidie bestand, wurde ene
Mikrosatellitentypisierung mittels PCR an DNA des Abortes und der Eltern
durchgefihrt. Es wurden insgesamt 12 hochpolymorphe Marker der Chromosomen 1, 2,
5, 13, 16 sowie 18 untersucht. Von diesen waren 8 Loci informativ und belegten einen
triploiden Chromosomensatz im Abort (Tab. 44, Abb. 27). Mit 3 der getesteten
informativen Marker (D1S518, D23436, D13S317) konnte eine mutterliche Herkunft
des Uberzahligen Chromosomensatzes nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse belegten
eine Triploidie mutterlichen Ursprungs, die wahrend der mitterlichen Keimzellreifung

in Meiose | entstanden ist.

Tabelle 44 Fall V-2317/01:
Mikrosatellitenanalyse bestétigt Triploidie maternalen Ur sprungs.

Marker/L okalisation Vater Abort Mutter I nterpretation
D1S534 / 1p13-12 ac ab,c b,c 3Allele

D1S518/ 1g24 ab b,c,d c,d 3 Allele, maternal
D1S1660/ 131 aa a,ab ab Dosiseffekt
D2S1360/ 2p24 ac ab,c b,c 3Allele

D2$436 / 2p11.2-12 b,b a,ab aa Dosiseffekt; maternal
D5SNA /5p15.3 ac b,c,c b,c Dosiseffekt
D13S317 /13921 b,c a,a,c aa Dosiseffekt; maternal
D16S539 / 16024 aa a,ab ab Dosiseffekt
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Abbildung 27 Fall V-2317/01:
Mikrosatellitenanalyse: Exemplarisch ist die Allelsegregation zweier Repeat-Polymorphismen
dargestellt. D25436 belegt mutterliche Herkunft des Uberzéhligen Chromosomensatzes im Abort.
D2S1360 zeigt 3 Allele und weist auf die Entstehung der Triploidie wahrend der maternalen M eiose
| hin (a,b,c stellen Arbeitseinheiten dar).
D2S436 D2S1360
Vater  Abort  Mutter Vater  Abort Mutter

::H b -

4.4.2 Falle mit pathologischem CGH-Profil

In 20 von 42 Félen (47,6%) konnte ein pathologisches CGH-Profil erstellt werden
(Tab. 45). In insgesamt 5/20 Féllen (25,0%) lag kein cytogenetischer Befund vor. In
einem Fall konnte eine Deletion detektiert werden [O-506/88 del(13)(g22->qter)]. In 4
Falen wurden numerische Chromosomenaberrationen nachgewiesen. In einem Fall lag
gonosomale Aberration mit einem fetalen Turner-Syndrom vor. In 3 Falen wurden
autosomale Trisomien nachgewiesen (jewells eine Trisomie fur die Chromosomen 3, 13
und 18).

In insgesamt 15/20 Féllen (75,0%) mit einem auffélligen cytogenetischen Vorbefund
konnte dieser mit einer CGH-Analyse charakterisiert werden. In 6/15 Féllen (40,0%)
konnten die erstellten Vorbefunde bestétigt werden (1xTrisomie 3, 1xTrisomie 21,
2xKlinefelter-Syndrom, eineinterstitielle Deletion 9p und eine Duplikation 2p).

In 6/15 Félen (40,0%) konnte der Vorbefund prézisiert werden. In zwel Fallen mit je
einer terminalen und interdtitiellen Deletion ergaben sich nach CGH andere
Bruchpunkte, so dass die Deletion kleiner erschien als cytogenetisch vordiagnostiziert
(siehe Beispiele O-643/88 Kap. 4.4.2.2 und 5.5.2 sowie 0O-212/86 Kap. 4.4.2.5 und
55.3). Im Fal 0-1919/01 konnten die Bruchpunkte eines zusdtzlichen
Markerchromosoms durch eine CGH-Analyse exakt charakterisiert werden (Kap.
4.4.2.6). In einem Fall konnte eine in Placentazotten gefundene partielle Deletion eines
X-Chromosoms nicht, jedoch ein 45,X-Karyotyp in kultivierten Amnionzellen bestétigt
werden (O-750/89). Im Fall V-1771/95 konnte anhand der CGH-Analyse der
Entstehungsmechanismus der vorliegenden Chromosomenstérung néher bestimmt
werden (Kap. 4.4.2.4 und 5.5.4).

Aufgrund von divergierenden Bruchpunkten konnten in 3/15 Félen (20,0%) die
cytogenetischen Vorbefunde nicht néher charakterisiert werden. Im Falle eines
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Ringchromosoms 18 (O-162/85) zeigte die CGH-Analyse lediglich eine Deletion im
langen Arm. Zur Ringbildung musste jedoch auch ein Bruch im kurzen Arm erfolgt
sein. Ein Verlust von Material des kurzen Arms war jedoch nicht nachzuweisen. Im Fall
0-236/86 lag eine unbalancierte Translokation mit einer partiellen Trisomie S5p13->pter
und partiellen Monosomie 22q vor, wobei nach CGH-Anayse nur ein Zugewinn von
5pl15.1->pter detektiert werden konnte. Der Verlust von 22g13->gter konnte nicht
nachgewiesen werden. Im Fall O-684/89 lag eine partielle Duplikation fur 13g922->qter
aufgrund einer maternalen paracentrischen Inversion vor. Die CGH-Analyse ergab

jedoch einen Zugewinn im Bereich 13g32->qter.

Tabelle 45:
Tabellarische Ubersicht tiber die Falle mit auffalligem CGH-Ergebnis
(PZ=Placentazotten; AZ=Amnionzellen; AB=cytogenetischer Befund an Abortmaterial erstellt)

Anzahl |ohneVordiagnostik mit \Vor- bestatigt prézisiert divergente
(n) diagnostik Bruchpunkte
20 5 15 6 6 3
struktu- numerisch
rell
gono- auto-
somal | somal
1 1 3
O- O- S41/02 0-1035/92: 0-212/86: 0-162/85:
506/88 | 1154/93 V- 46,XY ,del(9) 46,XY,del(3) 46,XX,r(18)/
2307/01 (p22p23)[80%) (pl1pl4) 45XX,-18
V- 146 XY 0-515/88: 0-236/86:
2370/02 0-1946/02: 46,XX,r(13)(p12 | 46,XY ,t(5;22)
47XXY (AB) |d13/14(AB) (p13;q13)pat
0-2039/03: 0-643/88: 0-684/89:
47 XXY (AB) 46,XY ,del (4) 46,XY,dUp(l3)
0-2051/03: (931.3->qter) (g22->qter)
47 XX, +21 O-750/89:
306/03: 46,X X ,del (XQ?) in
46,XY ,dup(2) PZ; 45X inAZ
(p13p22) 0-1919/01:
FBK 137 46, XX/47,X X,
47 XX,+3 (AB) | t1(2)
V-1771/95:
46,XY ,add(22)
(AB)
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442.1 Terminale Deletion 13q— Prazisierung eines cytogenetischen Vorbefundes
(O-515/88)

Bel diesem Fal wurde eine Interruptio in der 29.SSW durchgefiihrt. Zu algemeiner
Hypotrophie wies der Fet multiple Fehlbildungen auf. Neben facialen Dysmorphien
(Mikro-Brachycephalie, Epikanthus beidseits, Protrusio bulbi, Makro-Retrogenie,
ungewohnlich grofRe Ohrmuscheln) zeigte er Gelenkkontrakturen, Klumpfuf3stellung
beidseits, lobdre Holoprosencephalie, Aplasie von Gallenblase und Pankreas, ano-
rektale Atresie sowie hypoplastische und mikrozystische Nieren. Die cytogenetische
Chromosomenanalyse aus einer Fibroblastenkultur aus kultiviertem Hautgewebe ergab
einen weiblichen Karyotyp mit einem Ringchromosom 13 mit partieller Monosomie
13g13/14->qter, wobei der Bruchpunkt im langen Arm nicht vollstandig geklart wurde,
so dass der Karyotyp mit [46,XX,r(13)(p12913/14)] angegeben wurde.

CGH-Analyse

Es wurde DNA (200-1500bp) aus fetalem Nierengewebe isoliert. Das
Fluoreszenzmuster fir die Geschlechtschromosomen ergab einen weiblichen Karyotyp.
Die Auswertung der Fluoreszenz-Ratioprofile der Autosomen fir das Chromosom 13
zeigte einen Verlust im Bereich g21->gter. Der Verlust am langen Arm von
Chromosom 13 wurde bereits in den Metaphasen sichtbar (vgl. Abb. 28a, b). Fur ale
anderen Autosomen lagen die Fluoreszenz-Ratioprofile innerhalb der Grenzwerte.

Die Karyotypformel nach ISCN lautet: rev ish XX, dim(13g21qter).

Der Befund multipler schwerer Fehlbildungen des Feten entspricht dem
Deletionssyndrom 13g. Die Detektion der Deletion des kurzen Arms bei einem
Ringchromosom ist aufgrund der Methodik (Abblockung der repetitiven Sequenzen mit
COT1-DNA) nicht moglich. Der an Fibroblasten erhobene Karyotyp konnte jedoch
mittels CGH préazisiert und mit 46,XX, del(13)(g21->qter) beschrieben werden.
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Abbildung 28 Fall O-515/88:

a) Metaphase nach CGH: Es zeigt sich eine deutliche Unterreprésentation (rot) des Chromosoms
13. Gekennzeichnet sind die Gonosomen X und Y sowie das aufféllige Chromosom 13.

b) partielles CGH-Profil: Verlust im Bereich 13g21->qter bei weiblicher Gonosomenkonstellation.

a)

| :Eljm g . Lk

13 (28 (30) X

] | il[”sl)'

4422 Terminale Deletion 4q — Prazisierung eines cytogenetischen Vorbefundes
(0-643/88)

Die Préanatadiagnostik erfolgte in der 18.SSW aus Altersindikation. Dabel fiel
sonografisch eine ausgeprégte Retrognathie und eine mediane Gaumenspalte auf. Die
Chromosomenanalyse kultivierter Amnionzellen zeigte eine terminale Deletion am
langen Arm von Chromosom 4 [46,XY ,del(4q). Die feta pathologische Untersuchung
ergab einen leicht hypotrophen, macrocephalen mannlichen Fetus mit facialen
Dysmorphien (Mikro-Retrogenie, langes prominentes Philtrum, sattelformig
eingesunkene breite Nasenwurzel, hintere Gaumenspalte mit gespaltener Uvula), Cutis
laxa im Halsbereich, Gelenkkontrakturen, Wiegenkufenfifl3e beidseits, Makropenis
sowie eine beidseitige inkompl ette Lungenl appung.

Die cytogenetische Chromosomenanalyse aus einer Fibroblastenkultur bestétigte den
pranatal erhobenen Karyotyp mit einer Deletion am langen Arm von Chromosom 4
[46,XY ,del(4)(g31.3->qter)].
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CGH-Analyse
Es konnte qualitativ gute DNA mit Fragmentlangen im Bereich von 200-1200bp aus

Lungen- und Nierengewebe isoliert werden. In beiden untersuchten Geweben ergab das
Fluoreszenzmuster fur die Geschlechtschromosomen einen mannlichen Karyotyp. Die
Auswertung der Fluoreszenz-Ratioprofile der Autosomen fir das Chromosom 4 zeigte
einen Verlust im Bereich g32->qter. Die Fluoreszenz-Ratioprofile der anderen
Autosomen lagen innerhalb der Grenzwerte (Abb. 29).

Die Karyotypformel nach ISCN lautet: rev ish XY, dim(4)(q32qter).

Abbildung 29 Fall 643/88:
Partielles CGH-Profil der Chromosomen 4 und 5 bei weiblicher Gonosomenkonstellation. Pfeile
mar kieren Ausmal der terminalen Deletion 4932->qter

Y

= f"j } i hhﬁl
4 (14 (23] A9 Y111)

Die beschriebenen Dysmorphien sind mit einem chromosomalen Krankheitsbild
vereinbar, wie es pranatal as Deletion 4q diagnostiziert worden war. Der an
Fibroblasten erhobene Karyotyp konnte jedoch mittels CGH prazisiert und mit 46,XY,
del(4)(g32->qgter) beschrieben werden.

4.4.2.3 Nachweseiner Trisomie 18 (S-41/02)

In dieser Schwangerschaft kam es in der rechnerisch 24.SSW zu einem Abort. Die
fetalpathologische Untersuchung ergab enen stark hypotrophen (Korpermale
entsprechend der 18.SSW) mannlichen Fetus mit deutlichen Mazerationserscheinungen
der Haut und Autolyse der inneren Organe, insbesondere des Gehirns. An inneren
Fehlbildungen war eine Osophagusatresie mit  Gsophagotrachedler  Fistel
charakteristisch. Die Placenta wies eine ausgepragte Zottenfibrose auf, was dem Bild
einer abgelaufenen Placentitis entsprach. Diese Placentainsuffizienz schien ursachlich
fur den intrauterinen Fruchttod. Eine Chromosomenanalyse war nicht erfolgt. Aufgrund
der beschriebenen Fehlbildungen wurde jedoch eine Chromosomenstérung vermutet.
CGH-Analyse

Es wurde qualitativ gute DNA mit einer Fragmentlange im Bereich von 200-2000bp aus
fetalem Lungen- und Placentagewebe isoliert. Die CGH-Analyse ergab eine mannliche
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Gonosomenkonstel lation. Fir das Chromosom 18 konnte ein Zugewinn flr das gesamte
Chromosom nachgewiesen werden (Abb. 30a). Fir alle anderen Autosomen lagen die
Fluoreszenz-Ratioprofile innerhalb der Grenzwerte. Somit lag bei dem Feten eine
Trisomie 18 vor, die phanotypisch dem Edwards-Syndrom entspricht. Die Trisomie 18
kann als Ursache fir die in der feta pathologischen Untersuchung erhobenen Befunde
(Wachstumsretardierung, Osophagusatresie, 6sophagotracheale Fistel) angesehen
werden. Diese Zuordnung wurde durch die CGH-Analyse ermdglicht.

Die Karyotypformel nach CGH lautet: rev ish XY, enh(18).

Mikrosatellitenanalyse

Die Mikrosatellitentypisierung mittels PCR mit spezifischen Primern wurde an DNA
des Feten und der Eltern durchgefiihrt. Es wurden insgesamt 12 hochpolymorphe
Marker von Chromosom 18 getestet. Von diesen belegten 8 Loci eine Trisomie 18 Uber
einen Dosiseffekt (Tab. 46). Mit einem der getesteten Marker (D18S862) konnte eine
mutterliche Herkunft des Uberzéhligen Chromosoms nachgewiesen werden (Abb. 30b).
Das Vorhandensein von 3 Allelen spricht zudem fir die Entstehung wéhrend der

mutterlichen Meiose .

Abbildung 30 Fall S-41/03:

a) Partielles CGH-Profil: Darstellung der Fluoreszenz-Ratioprofile der Chromosomen 3, 17 und 18
mit Zugewinn am Chromosom 18 be mannlicher Gonosomenkonstellation
b) Mikrosatellitenanalyse zur Bestatigung einer Trisomie 18 mitterlicher Herkunft. Exemplarisch
ist die Allelsegregation eines Repeatpolymor phismus (D18S862) dargestellt. In der fetalen DNA
waren 3 Allele nachzuweisbar (a,b,c stellen Arbeitseinheiten dar).

a)
:
g h E h I E '_,Jk‘] Ml
3(15) 17 (18] 18 (18] K12 Y (18)
b) D18S862
Vater Fetus Mutter
a (N—

_w

c ~ v
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Tabelle 46 Fall S-41/02:
Mikrosatellitenanalyse bestatigt Trisomie 18 mater nalen Ursprungs.

Marker/Lokalisation Vater Abort Mutter | Interpretation

D18S62 / 18p11.32-31 ab a,a,c ac Dosiseffekt
D18S71/18p11.22 ab ab,b b,b Dosiseffekt
D18S843/18p11-11.2 ab aab ab Dosiseffekt

D18S535/ 18912 b,c ab,b aa Dosiseffekt
D18S877/18g12.1 ac aab ab Dosiseffekt

D18S858 / 18921.2 aa a,ab ab Dosiseffekt

D8S862 / 18g21.2 b,b ab,c ac 3 Allele, maternale Herkunft
D18S878/ 18921.3 b,c a,b,c ab 3Allele

4424  Nachweseiner Trisomie 12 (V-1771/95)

Bei diesem Fall handelte es sich um einen Frihabort aus der rechnerisch 11+1 SSW.
Die cytogenetische Analyse aus Abortzotten ergab ene unbalancierte
Chromosomenstdrung mit einem Derivativchromosom 22 bei mannlichen Karyotyp.
Die Herkunft des zusétzlichen Materials konnte nicht ndher bestimmt werden.
Chromosomenanal ysen beider Eltern lagen nicht vor.

CGH-Analyse

Eswurde DNA aus Formalin fixiertem, in Paraffin elngebettetem Zottengewebe isoliert.
Die CGH-Anayse ergab einen ménnlichen Karyotyp. Die Auswertung der Fluoreszenz-
Ratioprofile fir die Autosomen zeigte einen Zugewinn fir Chromosom 12, der bereits
in der Metaphase durch eine intensive Grinfluoreszenz der homologen Chromosomen
12 auffiel (Abb. 31a). Die statistische Auswertung der Fluoreszenzintensitéten sprach
fir einen Zugewinn fur das gesamte Chromosom 12 (Abb. 31b). Fur ale anderen
Autosomen lagen die Fluoreszenz-Ratioprofile innerhalb der Grenzwerte. Die
Karyotypformel nach CGH lautet: rev ish XY, enh(12).
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Abbildung 31 Fall V-1771/95:

a) Metaphase nach Hybridisierung auf
Metaphasen eines mannlichen Spenders. Es
zeigt sich eine deutliche Uberreprasentation
(griin) des Chromosoms 12.

b) partielles CGH-Profil mit Darstellung der
Fluoreszenz-Ratioprofile der Chromosomen
10, 11 und 12 sowie der Gonosomen mit
Zugewinn von Chromosom 12 bei
mannlichem Karyotyp.

b)

LB v
12 (21) X (9

) Y (12)

10(21.) | 11 (22)

Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung

Zur Uberprifung und Prézisierung der CGH-Ergebnisse wurde eine FISH-Diagnostik
an asservierter Chromosomensuspension angeschlossen. Allerdings waren nur wenige
Metaphasechromosomen vorhanden, so dass zur Auswertung Uberwiegend
Interphasenuclei herangezogen werden mussten. Zunéchst wurde eine Centromersonde
spezifisch fur die a-Satelliten DNA von Chromosom 12 (D12Z1) verwendet, um die
Herkunft des zusétzlichen Materials auf dem Derivativchromosom 22 zu bestétigen. In
5 analysierten Metaphasen konnten 3 Signale nachgewiesen werden, jeweils en
regelrechtes Signal auf den beiden normalen homologen Chromosomen 12 und ein
Signal auf dem Derivativchromosom 22 (Abb. 32a). Die Auswertung von 119
Interphasenkernen ergab in 84% drei Chromosom 12-spezifische Signale. Dies spricht
for enen Mosakstatus entsprechend der getesteten Region. Be  der
Interphasediagnostik blieb es alerdings ungeklart, ob es sich bei dem Uberzéhligem
Signal um das dicentrische Derivat, wie es in der cytogenetischen Anayse
nachgewiesen wurde, oder um ein Uberzdhliges Chromosom 12, das Uber CGH
detektiert wurde, handelte. Daher wurde ene weitere FISH mit ener
digoxigeninmarkierten DNA-Sonde, die auf dem langen Arm von Chromosom 12
lokalisiert ist (GLI-Gen in 12913) durchgefihrt (Abb. 32c). In 57% der anaysierten

Zellkerne waren zwei und in 43% drel spezifische Signale vorhanden. Dieser Befund
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deutet darauf hin, dass zumindest in einem Tell der Zellen eine komplette Trisomie 12
vorlag. Des Weiteren wurde eine FISH-Analyse mit Centromersonden spezifisch fur die
Centromere der Chromosomen 14/22 durchfihrt. In 5 analysierten Metaphasen und 35
Interphasekernen konnten jeweils 4 Signale nachgewiesen werden (Abb. 32b).

Unter Verwendung der cytogenetischen und molekularcytogenetischen Analysen lésst
sich der Karyotyp wie folgt beschreiben:

46,XY ,dic(12;22)(12pter->120911::22p11.1->22qter). rev ish enh(12). ish der(22)
(D14z21/D2271+,D12Z1+).nuc ish D12Z1x2,GL13x3,GL13x2)

Abbildung 32 Fall V-1771/95:
Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung: a) Centromer-Sonde fur das Chromosom 12 (D12Z1 grin).
Sowohl beide normalen homologen Chromosomen 12 als auch das Derivativchromosom 22 (Pfeil)
zeigten ein centromer spezifisches gr tines Signal. b) Centromer-Sonden fur die Chromosomen 14/22
(D14z1/D2271 rot). der(22) zeigte eine deutliche Hybridisierung in der Centromerregion als
Hinweis fur ein dicentrisches Chromosom. ¢) LSl Sonde 12913 (GLI 3 grin). Interphasekern mit
drei spezifischen Signalen

b)

a)

der(22)

Mikrosatellitenana yse

Die Mikrosatellitentypisierung mittels PCR mit spezifischen Primern wurde an DNA
des Abortes (Zotten) und der Mutter (Dezidua) durchgefiihrt. Dazu wurde das
Schnittpréparat des Abortes zur Trennung der kindlichen und midtterlichen Arede
histologisch bewertet. Anschlief3end wurden mittels einem Skalpell die entsprechenden
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Gewebeproben separat voneinander aus dem Paraffinbldckchen herausgeschnitten und
getrennt zur DNA-Isolierung Uberflhrt. Es wurden insgesamt 17 hochpolymorphe
Marker von Chromosom 12 getestet. Von diesen waren 5 Loci semiinformativ mit
Hinweis auf eine Trisomie 12 maternaler Herkunft (Tab. 47, Abb. 33).

Tabelle 47 Fall V-1771/95:
Mikrosatellitenanalyse bestétigt Trisomie fur Chromosom 12.

Marker/L okalisation Distanzin cM von 12ptel Abort Mutter I nterpretation
D12S372/ 12p13.33 6 ab,b ab Dosiseffekt
D12S374/ 12p13.31 keine Angaben abb ab Dosiseffekt
D12S373/ 12p12.3 36 aab ab Dosiseffekt
D12S1042/ 12p12.1 49 abb ab Dosiseffekt
D12S375/ 12g21.1 72 aab aa Dosiseffekt

Kind Mutter Abbildung 33 Fall V-1771/95:
Mikrosatellitenanalyse deutet auf mutterliche Herkunft
; des Uberzahligen Chromosoms 12. Der hochpolymorphe
a F] g polymorp

Repeatmarker D12S372 zeigte Dosiseffekt fur das

maternale Allel b (aund b stellen Arbeitseinheiten dar).
=

4425 Nachweseiner interstitiellen Deletion 3p (O-212/86)

Wegen fortgeschrittenen mutterlichen Alters erfolgte in der 16.SSW ene
Pranataldiagnostik. Die Chromosomenanalyse kultivierter Amnionzellen zeigte eine
interstitielle Deletion des kurzen Arms von Chromosom 3 [46,XY ,del(3)(p11pl14)]. Die
fetal pathol ogische Untersuchung ergab einen leicht hypotrophen mannlichen Fetus mit
facialen Dysmorphien (hoher schmaler Schadel mit kleinem Gesicht, Hypertel orismus,
Epikanthus beidselts, langes Philtrum), Balkenagenesie des Gehirns sowie leichte
subvalvuléare  hypertrophische  Aortenstenose  bei  ansonsten  regelhaften
Skelettverhd tnissen und ohne weiteren Fehlbildungen.

CGH-Analyse

Es wurde DNA mit einer Fragmentlange im Bereich von 200-800bp aus fetalem
Nierengewebe isoliert. Das Fluoreszenzmuster fur die Geschlechtschromosomen
entsprach einem mannlichen Karyotyp. Die Auswertung der Fluoreszenz-Ratioprofile
fur die Autosomen zeigte fur das Chromosom 3 einen Verlust im Bereich pl2-pl4
(Abb. 34). Die Fluoreszenz-Ratioprofile der anderen Autosomen lagen innerhalb der
Grenzwerte.

Die Karyotypformel nach ISCN lautet: rev ish XY, dim(3p12p14).
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f Abbildung 34 Fall 0-212/86:
Partielles CGH-Profil mit den

Fluor eszenz-Ratioprofilen der
> Chromosomen 1, 2 und 3 bei
—m! mannlicher Gonosomenkonstellation:

Dargestellt ist die Unterreprasentation
[ fetaler DNA am Chromosom 3 im

P ——

Bereich p12p14 (Pfeile).

Der prénata erhobene Karyotyp konnte mittels CGH prazisiet und mit 46,XY,
del(3)(p12p14) beschrieben werden. Allerdings scheint nach CGH die Deletion etwas
kleiner als cytogenetisch vordiagnostiziert.

4426  Charakterisierung eines tiberzahligen Markerchromosoms
(0-1919/01)

Aus Altersindikation erfolgte in der 16.SSW eine Pranataldiagnostik. Der Ultraschall
war unauffdlig. Die cytogenetische Analyse kultivierter Amnionzellen ergab einen
numerisch auffalligen Befund mit einem Uberzahligen Markerchromosom in 53% der
untersuchten Zellen (47,XX,+mar/46,XX). Die zusétzlich durchgefiihrte NOR-Férbung
zeigte keine spezifische Anférbung des Markerchromosoms, wahrend die C-Féarbung
positiv fur den Marker war. Uber eine M-FISH-Analyse konnte er als ein Derivat des
Chromosoms 2 identifiziert werden (Abb. 35a).

Aufgrund der infausten Prognose wurde eine Interruptio durchgefthrt. Die
anschlieffende fetalpathologische Untersuchung ergab einen weiblichen dystrophen
Fetus mit craniofacialen Dysmorphien (ausgepragter Hypertelorismus, breite Nase,
prominentes Philtrum, Makrostomie, Mikro-Retrognathie und tiefsitzende Ohren) sowie
ein verkirztes 4. Metacapae und ohne weitere inneren Fehlbildungen. Die
Chromosomenanalyse der Eltern ergab beim Vater einen unaufféligen Karyotyp
(46,XY), wahrend bei der Mutter ein Triple X- Karyotyp gefunden wurde (47,XXX).
Die genaue Identifizierung der genetischen Zusammensetzung des M arkerchromosoms
sollte retrospektiv Uber eine CGH-Analyse erfolgen.

CGH-Analyse

Es wurde qualitativ gute DNA mit Fragmentlangen im Bereich von 300-1500bp aus
nativ gefrorenem Muskelgewebe isoliert. Das Fluoreszenzmuster fir die
Geschlechtschromosomen zeigte einen weiblichen Karyotyp. Die Auswertung der

Fluoreszenz-Ratioprofile ergab einen pathol ogischen Befund fur das Chromosom 2. Im
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centromernahen Bereich des Chromosoms 2 fiel bereits eine intensive Grunfluoreszenz
auf. Abbildung 35b zeigt das Ergebnis der CGH in Form eines Partialprofils fir das
Chromosom 2. Die statistische Auswertung der Fluoreszenzintensitéten sprach fur einen
Zugewinn der Chromosomenregion 2p13-q13.

Die Karyotypformel nach ISCN lautet demnach: rev ish XX,enh(2)(p13q13).

Somit diirfte das Markerchromosom beim Kind neu entstanden sein.

Abbildung 35 Fall 0-1919/01:

a) M-FISH-Analyse: Identifizierung des chromosomalen Ursprungs des Uberzahligen
Markerchromosoms als Derivat von Chromaosom 2. b) partielles CGH-Profil mit Darstellung der
Fluor eszenz-Ratioprofile der Chromosomen 2 und 3 mit Zugewinn am Chromosom 2 in p13-q13
bel weiblichem Karyotyp.

b) [

| A

=< |/]

2(26) 3 (24) X (15)

Mikrodissektion
Zur Uberprifung der mittels CGH identifizierten Bruchpunkte des uberzéhligen

Markerchromosoms wurde der Marker mikrodisseziert. Aus Metaphasen der
kultivierten Amnionzellen wurden 5 Markerchromosomen mit Hilfe der
Mikrodissektion disseziert und die DNA mittels DOP-PCR amplifiziert (Kap. 3.4.6.3).
In einer 2. PCR wurde die DNA mit Biotin markiert und als Sonde fur eine FISH
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verwendet (vgl. Kap. 3.3.1). Beim Reverse Painting (Abb. 36a) wurden die
centromernahen Regionen der homologen Chromosomen 2 im Bereich pl13-g13
vollstandig markiert. Bei Hybridisierung auf Metaphasen des Feten (Forward Painting)
zeigte sich eine vollstandige Markierung des Markerchromosoms sowie ebenfalls der
pericentromerischen Regionen der normalen Chromosomen 2 (Abb. 36b).

Da der Verdacht auf Bildung eines Ringchromosoms vorlag, wurde zudem eine FISH-
Anayse mit der ,All Human Telomeres*-Sonde durchgefiihrt (Abb. 36¢). Diese zeigte
auf alen Chromosomen regelrechte Signale mit Ausnahme des Markers. Somit konnte

ein Ringchromosom verifiziert werden.

Abbildung 36 Fall O-1919/01.:

Mikro-FISH- und FISH-Analysen: a) FISH auf normale mannliche Metaphasen (reverse
chromosome painting): Markierung der centromernahen Region der homologen Chromosomen 2.
b) Hybridiserung auf Metaphasen des Feten (forward painting): vollstandige Markierung des
M ar ker chromosoms sowie pericentromerischen Regionen der normalen Chromosomen 2. ¢) FISH
mit der Sonde ,, All Human Telomeres*: kein spezifisches Signal am M arker chromosom (Pfeil).

a)

Mikrosatellitenana yse

Zur Bestimmung der parentalen Herkunft des Markers sowie zum Ausschluss einer
uniparentalen Disomie der normalen homologen Chromosomen 2 wurde eine
Mikrosatellitentypisierung mittels PCR an DNA des Feten und der Eltern durchgefihrt.
Es wurden insgesamt 9 hochpolymorphe Marker der pericentromerischen Region und 5
Marker des langen Arms von Chromosom 2 eingesetzt. Zwei der pericentromerischen
Marker (D2S1790 in 2p11.2-12 und D2S1394 in 2p13) waren informativ und belegten
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eine paternale Herkunft des Markers. Zwel der getesteten Marker auf3erhalb der
pericentromerischen Region (D2S1326 in 2922 und D2$427 in 2937) ergaben eine
biparentale Vererbung der beiden homologen Chromosomen 2 (Abb. 37). Somit konnte

eine UPD fir das Chromosom 2 ausgeschlossen werden.

Abbildung 37:

Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) hochpolymorpher Mikrosatelliten. D2S1790 (a) und
D2S1394 (b) zeigten Dosiseffet fur paternale Herkunft des Markers. D25427 (c) dagegen zeigt
biparentale Vererbung der homologen Chromosomen 2.

2 D2S1790 ] D2S1394
Vater Abort Mutter ) Vater Abort Mutter
a—— H a—— j
— &
— —
D23427
Abort Mutter
b sl

Das prénatal diagnostizierte zusétzliche Markerchromosom konnte aufgrund des
Einsatzes unterschiedlicher molekularcytogenetischer Methoden (FISH, Multicolor-
FISH, Mikrodissektion) exakt charakterisiert und die Bruchpunkte nach CGH prézise

bestimmt werden.

4.4.3 Félle ohneErgebnisnach CGH

In 9/51 Félen (17,6%) konnte kein Ergebnis Uber CGH erzielt werden (siehe Anhang
Tab. A). In 6/9 Féllen (66,6%) wurde hochgradig degradierte DNA mit einer Lénge von
150 bis maximal 500bp Lé&nge isoliert. Die Fixierungsdauer der Gewebeproben in
Formalin betrug mehrere Wochen bis zu 2 Jahre. In 3/9 Féllen (33,3%) konnte leicht
degradierte DNA (200-700bp) gewonnen werden. Verantwortlich hierfir ist die
vorangegangene, langere Formalienfixierungsdauer von mehreren Wochen (Tab. D im
Tabellenanhang).
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Trotz mehrerer Versuche unter Einbeziehung unterschiedlicher Methoden (vgl. Kap.
3.3.2.1 und 3.3.2.2) gelang es nicht, die DNA in diesen Falen fur eine CGH

ausreichend zu markieren.

45  Molekularcytogenetische und molekulargenetische M ethoden zur

umfassenden Charakterisierung chromosomaler | mbalancen bei Aborten

In 3 Falen konnte Uber Mikrosatellitentypisierung und in einem Fall Uber
chromosomale Mikrodissektion die vordiagnostizierte Chromosomenstorung prazise
abgeklart werden. In alen vier Félen hatte die cytogenetische Diagnostik einen

auffaligen Karyotyp mit einem strukturell veranderten Chromosom ergeben.

45.1 Ausschlussener Uniparentalen Disomie 2 (O-1893/01)

In diesem Fall wurde in der 23.SSW eine Chorionzottenbiopsie aufgrund sonografischer
Auffélligkeiten (cerebrale Ventrikulomegaie, Oligohydramnion) durchgeftihrt. Die
cytogenetische Untersuchung der Chorionzotten nach Langzeitkultivierung erbrachte
den pathologischen Befund einer Mosaik-Trisomie 2 level 111 mit folgendem Karyotyp:
47,XX,+2[38]/46,XX[6]. Zur weiteren Befundabkléarung erfolgten eine Entnahme von
Fetalblut und Fruchtwasser. Die cytogenetische Untersuchung der fetalen Lymphocyten
und Amnionzellen ergaben in alen analysierten Metaphasen einen numerisch und
strukturell unaufféalligen weiblichen Karyotyp (46,XX). Die in den Chorionzotten
gefundene Mosaik-Trisomie 2 lief3 sich nicht mehr nachweisen.

Der Spontanabort aus der 26.SSW wurde nicht fetal pathol ogisch untersucht.

M ol ekul argenetische M ethoden

Zum Ausschluss einer uniparentalen Disomie fur das Chromosom 2 infolge eines
» 1risomie Rescues® wurde eine Mikrosatellitentypisierung Gber PCR durchgefihrt. Es
wurden insgesamt 17 hochpolymorphe fir das Chromosom 2 spezifische
Mikrosatellitenmarker elngesetzt, von denen 4 der getesteten Loci informativ waren und
eine biparentale Vererbung belegten (Tab. 48, Abb. 38). Somit konnte eine UPD fir das
Chromosom 2 a's Ursache der sonografisch ermittelten Auffalligkeiten ausgeschlossen
werden. Es bestand daher entweder die Mglichkeit, dass die Mosaik-Trisomie 2 auf die
Placenta beschréankt war, nicht den Feten betraf oder die Trisomie 2 betraf andere fetale

Gewebe, die jedoch nicht untersucht werden konnten.
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Tabelle 48 Fall O-1893/01:
Mikrosatellitenanalyse belegt biparentalen Vererbungsmodus fur die Chromosomen 2; Allele sind
in Arbeitseinheiten angegeben.

Marker/L okalisation * Vater Abort Mutter | Interpretation
D2S2232 / 2p10-g11.2 a a a b b, b biparental
D251897 / 2p10-gq11.2 C,C a.c ab biparental
D2S1384 / 2933 a,C a b b, b biparental
D251363 / 2936 ab a.c C,C biparental

(* nach cedar.genetics.soton.ac.uk)

D2S1897

Vater Kind Mutter Abbildung 38 Fall O-1893/01:
Mikrosatellitenanalyse. Ausschluss einer
UPD 2 als Ursache des Spontanabortes

und der beschriebenen Fehlbildungen
a—
b
c—1

452 Terminale Deletion 4p (Wolf-Hirschhorn-Syndrom) (O-1910/01)

In der rechnerisch 27.SSW wurde aufgrund eines auffélligen Ultraschallbefundes
(intrauterine Wachstumsretardierung, Klumpfii3e beidseits, flaches Profil, Abb. 39a)
eine Amniocentese durchgeftihrt. Die Chromosomenanalyse kultivierter Amnionzellen
ergab eine Deletion des kurzen Armes an einem Chromosom 4 (Abb. 39¢) mit dem
Karyotyp 46,XX,del(4)(p16.1). Die Deletion wurde mittels FISH mit einer DNA-Sonde
spezifisch fur das Wolf-Hirschhorn-Syndrom bestétigt. Die Eltern entschieden sich
aufgrund der infausten Prognose fir einen Schwangerschaftsabbruch. Die
fetalpathol ogische Untersuchung ergab einen stark hypotrophen welblichen Feten mit
Mal3en, die der 23.SSW entsprachen. Die facialen Dysmorphien waren typisch fur das
Wolf-Hirschhorn-Syndrom  ("Greek  warrior  helmet’-Facies.  Mikrocephalie,
Hypertelorismus, breiter Nasenriicken, kurzes prominentes Philtrum, Karpfenmund,
Mikro-Retrognathie, tiefsitzende Ohren, Abb. 39b). Weiterhin wies der Fet Klumpfife,
starke Lungen- und Nierenhypoplasie sowie einen Herzfehler in Form ener
Fenestrierung des Foramen ovale auf.

Die Chromosomenanalyse beider Eltern ergab einen normalen Befund.
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Abbildung 39 Fall O-1910/01:

a) Darstellung der KlumpfiiBe des Feten im Ultraschall der 27.SSW; b) Facialer Aspekt des Feten
mit Wolf-Hirschhorn-Syndrom: “Greek warrior helmet-Faciesmit Hypertelorismus, breitem
Nasenrucken, Karpfenmund, Mikro-Retrognathie und tiefsitzenden Ohren; c¢) Partielles
Karyogramm: links normales Chromosom 4, rechts deletiertes Chromosom 4. Im Ideogramm ist
das Ausmalfd der Deletion markiert.

Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung

Mittels FISH-Diagnostik unter Verwendung locusspezifischer Sonden (D4S96, Oncor,
Gaithersburg, MD, USA; WHSCR-Sonde und die Subtelomer-Probe D4S3359, Vysis
Inc, Downers Grove IL, USA) konnte die 4p-Deletion bestétigt werden. Die jeweiligen
Loci liefsen sich an dem deletierten Chromosom 4 nicht darstellen (Abb. 40).

Abbildung 40 Fall O-1910/01:

Zwei-Farben-FISH mit locusspezifischen Sonden. Die Pfeile markieren jeweils das deletierte
Chromosom 4. a) LSI WHSCR in 4p16.1 (rot): D4Z1 (grun); WHSCR ist nicht darstellbar b)
Subtelomer-Sondein 4p16.3: (D4S3359 grin); Telomer 4q (rot) - Verlust der Subtelomerregion 4p.

a) b)

105



Mikrosatellitenana yse

Um das Ausmal? der Deletion néher zu charakterisieren sowie die parentale Herkunft
des deletierten Chromosoms abzukldren, wurde ene Mikrosatellitenanalyse
durchgefuhrt. Dazu wurde fetale DNA aus gefrorenem Muskelgewebe isoliert. Die
elteriche DNA konnte aus der asservierten Chromosomensuspension gewonnen
werden. Insgesamt wurden 28 spezifische, hochpolymorphe Marker aus der kritischen
Region 4p15.3->pter getestet. Von diesen waren 7 Marker informativ und belegten das
Fehlen des véterlichen Allels (Marker D4S3023, D4S394 und D4S2366). Fur weiter
proximal gelegene Marker konnten beim Fet 2 Allele nachgwiesen werden (Abb. 41).
Demnach muss der Bruch zwischen den Markern D4S394 und D4S2928 erfolgt sein
(Tab. 49).

Tabelle 49 Fall O-1910/01:
Mikrosatellitenanalyse bestétigt Deletion des paternal vererbten Chromosoms; Allele sind in
Arbeitseinheiten angegeben.

Marker/ Distanzin cM Vater Abort Mutter | Interpretation

L okalisation * von 4ptel *

D4S3023/4p16.2 8.24 b,c a ad paternales Allel fehlt
D4S2366/4p16.1 12.93 b,c a ac paternales Allel fehlt
D4S394/4p16.1 16.01 b,b a ac paternales Allel fehlt
D4S2928/4p15.33 23.17 ac ab b,b 2 Allele; biparental

(* nach cedar.genetics.soton.ac.uk)

Abbildung 41 Fall O-1910/01:
Mikrosatellitenanalyse: Die hochpolymorphen Repeatmarker D4S3023 und DA4S2366 zeigten
Deletion des paternal vererbten Chromosoms.

D4S3023 D4S2366

Vater Fetus Mutter Vater Fetus Mutter

a— Nl o
i Eu“b

Die prénatal mittels konventioneller Chromosomenanalyse festgestellte Deletion des
kurzen Armes eines Chromosoms 4 konnte somit durch FISH unter Verwendung
spezifischer DNA-Sonden (D4S96 und LSI WHSCR) bestédtigt werden. Durch die
Mikrosatellitentypisierung konnte gezeigt werden, dass das deletierte Chromosom vom
Vater stammt. und die Ergebnisse zeigten zudem, dass die Deletion groR3er als die fir
das Wolf-Hirschhorn-Syndrom kritische Region ist.
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45.3 Inversonsduplikation 8p (118/02)

Die vorgeburtliche Chromosomenanalyse aus Amnionzellen in der 15.SSW
(Amniocentese erfolgte aus Altersindikation) ergab einen strukturell auffélligen
weiblichen Karyotyp mit einer Verlangerung des kurzen Armes eines Chromosoms 8
(Abb. 42). Da eine Inversionsduplikation 8p vermutet wurde, wurde das veranderte
Chromosom mit Hilfe der FISH-Technik ndher untersucht.

Das zusétzliche Materid am Chromosom 8 wurde mit einer WCP 8-Sonde als
Chromosom 8-Material identifiziert (Abb. 43a). Eine Beteligung weiterer
Chromosomen an dieser Strukturaberration konnte daher mit grof3er Wahrscheinlichkeit
ausgeschlossen werden. Nach Hybridisierung mit einer Subtelomersonde fiir 8p ergab
diese an dem aberranten Chromosom 8 kein Signal, so dass der Verlust der terminalen
Region 8p23.1->pter nachgewiesen werden konnte (vgl. Abb. 43b). FISH mit den
Sonden fur die Centromer- und Subtelomerregion 8q ergaben jeweils regelrechte
Signale.

Die Inversionsduplikation einhergehend mit einer Deletion der Subtelomerregion wurde
somit molekularcytogenetisch bestétigt. Im Zusammenhang mit dem G-Bandenmuster
wurde die Verldngerung als Inversionsduplikation der Banden 8pll.2->p23 bei
gleichzeitigem Verlust der terminalen Region 8p23.1->pter interpretiert. Die
Karyotypformel lautet demnach: 46,XX,inv dup del(8)(qgter->p23.1::p23.1->p11.2:). ish
inv dup del(8)(wcp8+,D8S505-,8qtel +,D8Z21+). Die Chromosomenanalyse beider Eltern
ergab einen unauffalligen Befund.

Aufgrund der infausten Prognose entschieden sich die Eltern zu enem
Schwangerschaftsabbruch. Die fetapathologische Untersuchung ergab enen
normotrophen weiblichen Fetus mit Mal3en entsprechend der 18.SSW. Auffdlig waren
diskrete faciadle Dysmorphiezeichen (Hypertelorismus, Mikrognathie, hoher Gaumen,
kleine Ohrmuscheln), Pes equinvarus beidseits, ein Herzfehler in Form eines
Vorhofseptumdefekts vom Sekundum-Typ und Hirnfehlbildungen wie Hydrocephalus

internus, fehlende Gyrierung der Grofzhirnhemisphéren und Corpus callosum-Agenesie.
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Abbildung 42 Fall 118/02:

Partielles Karyogramm nach GTG-Banderung: links normales Chromosom 8, rechts strukturell
ver@ndertes Chromosom 8. Das |deogramm zeigt das Ausmald der Duplikation. Pfeile markieren
involvierte Banden der Duplikation

s

Abbildung 43 Fall 118/02:

FISH mit Chromosom 8-spezifischen Sonden (Pfeil kennzeichnet das Derivativchromosom 8).

a) FISH mit WCP 8 (grin, Vysis): durchgangige Markierung des strukturell veranderten
Chromosoms 8; b) FISH mit Subtelomer-Sonden 8p (D8S505, griin) + Subtelomer 8q (rot) +
Centromer-Sonde fiir das Chromosom 8 (D821, rot): Deletion von 8p.

|

Mikrosatellitenana yse

Zur ndheren Charakterisierung des duplizierten bzw. deletierten Segmentes und zur

normales Inversionsduplikation 8p
Chromosom 8

Bestimmung der parentalen Herkunft des aberranten Chromosoms wurde ene
Mikrosatellitenanalyse  durchgefihrt. Es wurde DNA aus asservierter
Chromosomensuspension des Vaters und des Kindes sowie aus EDTA-Blut der Multter
isoliert. Insgesamt wurden 27 polymorphe Marker aus der chromosomalen Region
8pl1->8ptel sowie 3 Marker aus dem langen Arm von Chromosom 8 getestet (Tab. 50).
5 polymorphe Marker fir die Bereiche 8p23.2, 8p23.1, 8p21.2 und 8pll.1 bestétigten
eine Duplikation (vgl. Abb. 44). Anhand der Befunde der Mikrosatellitentypisierung ist
das duplizierte Segment grofRer, als cytogenetisch vermutet wurde. Die parentae

Herkunft des aberranten Chromosoms konnte jedoch nicht bestimmt werden.
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Der vollstdndige Karyotyp kann demnach folgendermal3en beschrieben werden:
46,XX,inv dup de(8)(qter->p23.3::p23.3->p11.1::p11.1:).ish inv dup del(8)(wcp8+,
D8S504-, 8qtel+, D8Z1+).

Tabelle 50 Fall 118/02:
Mikrosatellitenanalyse bestatigt Duplikation 8p; Allele sind in Arbeitseinheiten angegeben.

Marker/L okalisation * DistanzincM von | Vater Abort Mutter | Interpretation
8ptel *
D8S1469 / 8p23.2 16.19 ab ab,c b,c 3 Allele
D8S1109/ 8p23.1 k.A. ab b,b,c b,c Dosiseffekt
D8S1107 / 8p23.1 k.A. b,b ab,b ab Dosiseffekt
D8S1989 / 8p21.2 50.5 ab aab ab Dosiseffekt
D8S1104 /8pl11.1 64.6 a,c ab,c b,c 3Allele
D8S1110/ 8p10 67.27 ab b,c a,c biparental
D8S1132/8g23.1 k.A. b,c b,d ad biparental
D8S1128/ 8qg24 139.53 aa ac b,c biparental

(*www.cedar.genetics.soton.ac.uk).

Abbildung 44 Fall 118/02:
Mikrosatellitenanalyse: die hochpolymorphen Marker D8S1104 in 8p11.1 und D8S1989 in 8p21.2
zeigten Duplikation fir 8p
D8S1104
V ater Kind Muitter

D8S1989
Vater Kind Mutter

a ' - |
b

4.5.4 Derivativehromosom 8 (V-2309/01)

a —
b —

Die Schwangerschaft kam nach einer 1VF-Behandlung aufgrund eines OAT-Syndroms
des Vaters zustande. Eine Chromosomenanalyse der Eltern war vorab nicht erfolgt.
Nach eingetretener Schwangerschaft zeigte der hCG-Verlauf einen inadédquaten Anstieg
mit sonografischem Verdacht auf ein Windel. Es kam in der rechnerisch 8.SSW
(sonografisch 5.SSW) zu einem Friihabort. Die cytogenetische Anayse an Metaphasen
aus kultivierten Abortzotten ergab einen mannlichen Karyotyp mit einem strukturell
veranderten Chromosom 8. Das aberrante Chromosom 8 wies proximal am kurzen Arm
zusétzliches Chromosomenmaterial unbekannter Herkunft auf (vgl. Abb. 45). Der
Karyotyp konnte cytogenetisch wie fol gt beschrieben werden: 46,XY ,add(8)(p23).
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der(8) Abbildung 45 Fall V-2309/01:
Partielles  Karyogramm nach GTG-
- N Banderung: links das normale Chromosom 8,
™ rechts das strukturell verénderte Chromosom

T

#Jr 8 mit zusitzlichem Material unbekannter
- h Her kunft.
k]

Die FISH-Analyse mit Chromosom 8-spezifischen Sonden bestétigten die unbalancierte

Tranglokation mit einer partiellen Monosomie 8p23->pter und einer partiellen Trisomie
unbekannter Herkunft (siehe Abb. 46a).

Zur Bestimmung der Herkunft des zusétzlichen Chromosomenmaterials wurde das
gesamte Derivativchromosom mikrodisseziert. Aus Metaphasen der kultivierten
Abortzotten wurden 3 Markerchromosomen mit Hilfe der Mikrodissektion disseziert
und die DNA mittels DOP-PCR amplifiziert. In einer 2. PCR wurde die DNA mit
Biotin markiert, gefélt und as Sonde fir eine FISH verwendet (vgl. Kap. 3.3.1). Bei
der Hybridisierung auf Metaphasen eines nomalen mannlichen Spenders (Abb. 46b)
wurden die homologen Chromosomen 8 vollstdndig sowie die Chromosomen 6 im
Bereich 6022->qter markiert. Bei der Hybridiserung von Chromosom 8- und
Chromosom 6-spezifischen WCP-Sonden an Metaphasen des Patienten konnte bestétigt
werden, dass das zusétzliche Chromosomenmaterial von Chromosom 6 stammt (Abb.
46¢).

Mikrosatellitenanalyse

Zur néheren Charakterisierung der Bruchpunkte sowie zur Bestimmung der parentalen
Herkunft des duplizierten Segmentes 6q wurde eine Mikrosatellitenanayse
durchgefiihrt. Es wurde qualitativ gute DNA (>1500bp) aus tiefgefrorenem Zotten- und
Nabelschnurgewebe sowie DNA aus asservierter Chromosomensuspension der Eltern
isoliert. Insgesamt wurden 9 polymorphe Mikrosatellitenmarker von Chromosom 6
getestet (Tab. 51). 4 der 5 informativen Marker zeigten einen biparentalen
Vererbungsmodus. Der Marker D6S1003 in der chromosomalen Bande 6023 dagegen
belegte einen Dosiseffekt, eine Aussage zur parentalen Herkunft konnte jedoch nicht
getroffen werden (Abb. 47).
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Abbildung 46 Fall V-2309/01:

Mikro-FISH- und FISH-Analysen: a) Zwei-Farben-FISH mit WCP 8 (rot) und Subtelomer 8p
(D8S504, grun): Das normale Chromosom 8 zeigte durchgehende Markierung fir WCP 8 und ein
Signal fur 8ptel. Das Derivativchromosom 8 dagegen zeigte keine durchgéngige Markierung fur
WCP 8 sowie den Verlust von 8p. b) Reverse Chromosome Painting nach Mikrodissektion des
Derivativchromosoms ergab durchgéngige Markierung der homologen Chromosomen 8 sowie der
distalen langen Arme von Chromosom 6g22->qter; ¢) FISH mit WCP 8 (grtin) und WCP 6 (rot)
bestétigt die unbalancierte Translokation 6;8

0)

Tabelle 51 Fall V-2309/01:
Mikrosatellitenanalyse belegte Dosiseffekt des trisomen Materials von Chromosom 6. Allele sind in
Arbeitseinheiten angegeben.

Marker/L okalisation * Vater Abort Mutter I nterpretation
D6SA477/6p25 b,c ac aa 2 Allele; biparental
D6S1017/6p21 ab ab a,c 2 Allele
D6S1056/6016 ab ac b,c 2 Allele; biparental
D6S474/6021 b,c b,c ab 2 Allele
D6S1003/60g23 b,c a.c,c ad Dosiseffekt

*www.cedar.genetics.soton.ac.uk
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D6S1003
Abbildung 47 Fall V-2309/01:
Vater Abort Mutter Polyacrylamidgelelektr ophor ese mit
hochpolymorphen Markern: D6S1003
zeigt Dosiseffekt fir 6g23. Eine Aussage
zur parentalen Herkunft konnte nicht
getr offen wer den.

In diesem Fal konnte eine unbaancierte Chromosomenstérung mit Hilfe der
Mikrodissektion ngher charakterisiert werden. Die Herkunft des zusétzlichen
unbekannten Chromosomenmaterials am Chromosom 8 konnte als 6g-Material mit
Bruchpunkt in der Bande g22 identifiziert werden. Die durch FISH belegte terminale
Deletion von 8p23 konnte durch Mikrodissektion nicht bestétigt werden, da dieser
deletierte Bereich unterhalb der Nachweisgrenze lag. Mikrosatellitenanalyse bestétigte
die partielle Trisomie fir 6g23. Anhand der informativen Marker fir das Chromosom 6
konnte nachgewiesen werden, dass der Bruchpunkt proximal von 6923 liegen muss.

Der Karyotyp lésst sich abschlief?end wie folgt beschreiben: 46,XY ,add(8)(p23).ish
t(6;8) (wcpb+, wep8+, D8S504-). rev ish der(8) t(6;8)(8qter->8p23::6g22->6qter).

Die unbalancierte Translokation mit partieller Trisomie 6g und einhergehendem Verlust

der Subtelomerregion 8p ist als Ursache flr den erlittenen Frihabort anzusehen.
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5 Diskussion

5.1 Retrospektive Chromosomendiagnostik an Formalin fixiertem und in Paraffin
eingebettetem Gewebe

Mehr as 50% aller Spontanaborte sind auf chromosomale Imbalancen zurtickzufihren
(Boué et a. 1985, Pauer et a. 1999). Eine cytogenetische Abklarung der Aborte ist
sowohl  fur die Ursachenkl&rung as auch  Prognoseabschdtzung  fir
Folgeschwangerschaften indiziert. Hieraus ergibt sich die Notwendigkeit einer
intensiven cytogenetischen Untersuchung der Personen mit Aborten als auch der
abortierten Feten selbst. Diese kann jedoch oftmals nicht erfolgreich durchgefhrt
werden. Ursachen hierfir sind mikrobielle Kontaminationen bei der Gewinnung des
Untersuchungsmaterials, das Fehlen vitaer Zellen, vor alem in Falen mit missed
abortion, und damit das fehlende Zellwachstums bei der Kultivierung oder das
préferentielle Wachstum maternaler Zellen der Dezidua, da die Trennung fetaler und
maternaler Gewebeanteile aus diesem Materia oftmals erschwert ist. Haufig macht aber
auch eine vorangegangene Formalinfixierung des Abortmaterials eine cytogenetische
Abklarung unmoglich. Bei der histologischen Aufarbeitung des Abortabradates sowie
bei der autoptischen Beurtellung von Feten kann sich aber der Verdacht auf eine
Chromosomenaberration ergeben, so dass eine retrospektive Anayse des Materias zur
Verifikation der Verdachtsdiagnose wiinschenswert ist. Flr Retrospektivanalysen an
Abortmaterial stehen in der Regel asservierte Paraffinbldckchen mit Formalin fixierten
Geweben zur Verfigung. Mit den bisherigen cytogenetischen Methoden war es bisher
ausgeschlossen, an solch archiviertem Material Aussagen zum chromosomalen Status
vorzunehmen. Fur die neuere molekularcytogenetische Methode der Comparativen
Genomhybridisierung (CGH), die unabhangig voneinander von 2 Arbeitsgruppen
entwickelt wurde, wird kein vitales Zellmateria bendtigt (Kallionemi et a. 1992, du
Manoir et a. 1993).

Mittels CGH ist es mdglich, in nur einem Versuchsansatz ein unbekanntes Genom auf
chromosomale Aberrationen hin zu Uberprifen, ohne vorherige Informationen Uber
maogliche involvierte Chromosomen oder chromosomale Regionen (Bryndorf et al.
1995, Weimer et a. 2000, Bartsch et a. 2001). Somit bietet diese Methode einen
generellen Uberblick tber ale unbalancierten genetischen Verdnderungen der zu
untersuchenden DNA und ermdglicht eine Beurteilung der genomischen Veranderungen
auf chromosomaler Ebene. So konnen nachfolgend in der genetischen Beratung von

Paaren mit Aborten noch molekularcytogenetische Untersuchungen der bereits
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abortierten Feten durchgefihrt und wesentliche Angaben zur Art der
Chromosomenveranderung, der damit verbundenen phéanotypischen Auspragung sowie
das mdgliche Wiederholungsrisiko gemacht werden. Grundvoraussetzung fur alle
molekul arcytogenetischen und molekulargenetischen Untersuchungen ist jedoch die
Gewinnung von doppelstréangiger DNA in ausreichender Qualitét und Quantitét.
In der vorliegenden Arbeit sind daher folgende Fragestellungen untersucht worden:
(1) Eignet sich die DNA, welche aus Formalin fixierten und in Paraffin
eingebettetem Materia isoliert wurde, fur anschlief3ende
mol ekul arcytogeneti sche und mol ekul argeneti sche Untersuchungen?
(2) Ist die CGH eine effiziente Methode zur Abklérung von chromosomalen
Imbalancen in Frih- und Spéataborten?
(3) Sind chromosomale Verénderungen die Ursache fir die untersuchten Aborte und

Feten mit Fehlbildungssyndromen?

52  Methodische Aspekte
5.2.1 DNA-Isolierung aus Formalin fixierten, paraffiniertem Gewebe

Die molekularbiologische Analyse syndromrelevanter und krankheitsassoziierter DNA -
Veranderungen macht eine DNA-Extraktion sowohl aus frischem al's auch asserviertem
(kryokonserviert, fixiert, paraffiniert) Gewebe erforderlich. Die CGH kann mit isolierter
DNA sowohl aus frischem as auch Formalin fixierten Gewebe durchgefihrt werden
und stellt ein effektives Werkzeug bel der erweiterten Genomanalyse vor alem in der
Pathologie dar. In der Tumorbiologie diente DNA aus fixiertem Gewebe hauptséchlich
zu Retrospektivanalysen, wie beispielsweise der Detektion chromosomaler Imbalancen
bei Prostatakrebs oder Retinoblastomen (Verhagen et al. 2000, Grasemann et al. 2005).
In der Fetalpathologie ermoglichen retrospektive Untersuchungen fixierter Gewebe die
Abklarung von chromosomaen Veranderungen bel Aborten, vor alem bei Aborten
ohne Wachstum des Gewebes in Kultur, und dartber hinaus auch Einblicke in die
Entstehungsmechanismen von Chromosomenstorungen (Fritz et al. 2000, Benkhalifa et
al. 2005, Lorda-Sanchez et a. 2005).

In der fetalpathologischen Abteilung des Institutes fir Klinische Genetik der Philipps-
Universitét Marburg wurden alle zu untersuchenden Aborte einer Formalinfixierung in
4%igem ungepuffertem Formalin unterzogen, wobei die Dauer der Formalinfixierung
im Einzelfal sehr unterschiedlich war (2 Wochen bis 2 Jahre, siehe Kap. 4.1.1, Abb.

10). In der Regel jedoch lag sie unter 4 Wochen. Erschwerend kommt hinzu, dass vor
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adlem in der Abortpathologie haufig beginnende oder bereits fortgeschrittene
Faulnisveranderungen festzustellen sind, insbesondere bei missed abortions oder bei
intrauterinem Fruchttod. Hierbel hat eine DNA-Degradierung bereits im nativen
Zustand des Gewebes begonnen.

Im Anschluss an die Fixierung wurden die Proben verschiedenster Gewebearten in
Paraffinblockchen eingebettet. Der Vorteil einer Formalinfixierung ist, dass post
mortem  auftretende  Zerfallserscheinungen wie Faulnis und  organische
Zersetzungsprozesse  verhindert werden be  gleichzeitiger  Erhaltung  der
Gewebestruktur. Diese Form der Probenkonservierung ermoglicht eine tber Jahrzehnte
dauernde Asservierung der Gewebeproben und somit die Bearbeitung von
Fragestellungen mittels neu entwickelter Methoden und Techniken. Die Gewebefixation
sowie das Einbetten in Paraffin sind Maldnahmen, die grof3en Einfluss auf die
Molekularstruktur der DNA haben.

Die eigenen Untersuchungen zeigten, dass bei der Auswahl der Gewebe vorrangig eine
hohe Zelldichte von entscheidender Bedeutung ist. Bevorzugt wurden daher Blockchen
mit asservierten Lungen-, Nieren-, Leber- und/oder Hautgewebe. Be der
vergleichenden Testung dieser verschiedenen Gewebe konnten keine signifikanten
Unterschiede beztiglich der extrahierten DNA-Menge oder -Qualitét festgestellt werden
(Kap. 4.1.5, Abb. 12). Nach Wiegand und Mitarbeitern (1996) ist jedoch die DNA-
Degradierung in Weichtellgeweben zum Tell wesentlich héher as in Knochengewebe.
Sie fuhrten dies auf eine Pufferwirkung zurtick, die auf den hohen Apatitanteil der
Osteocyten beruht. Hierdurch wird die hydrolytische Spaltung der DNA reduziert.

Die DNA liegt in vivo as sehr langkettiges, gut bewegliches, an Histone und andere
Proteine gebundenes Molekil vor. Der Nachtell der Formalinfixierung besteht darin,
dass aufgrund von Oxidationsvorgangen von Formalin zu Formiat eine Senkung des ph-
Wertes erfolgt und dies eine Fragmentierung der DNA bewirkt (Sellner 1989). Die
DNA wird durch die Fixierung in mittlere bis kleine Bruchstiicke, die nicht lénger as
300-20000bp sind, fragmentiert (Weiss et al. 1999).

Formalin bewirkt ebenso eine starke Vernetzung (,Crooslinking*) zwischen den
Nukleinsduren und ihren Proteinen, insbesondere den Histonen, wodurch die DNA-
Molekule sehr starr und empfindlich fir mechanische Abscherung werden. Dadurch
kann die Funktion von Proteinasen, Polymerasen und Restriktionsenzymen behindert
werden (Weiss et a. 1999, Fang et a. 2002). Bel diesem Vorgang ist die Fixierungszeit
in Formalin von grof3er Bedeutung, wahrend die Lagerungsdauer in Paraffin (Alter der
Bldckchen) nur &ulRerst langsam zur Degradierung der DNA beitrégt (Goelz et a. 1985,
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Coombs et a. 1999, eigene Untersuchungen). Das Alter der untersuchten Blockchen
reichte von 1 bis 18 Jahren (1985-2003) und schien keinen messbaren Einfluss
beziiglich der Menge oder der DNA-Struktur zu haben (Kap. 4.3, Abb. 22).

Bel der Formalinfixierung kommt es dabei zu einem DNA-Abbau. Methodische
Untersuchungen zeigen, dass eine Fragmentierung der DNA proportiona zur
Formalinfixierungsdauer zunimmt (u.a. Ben-Ezra et al. 1991, O'Leary et a. 1994,
Coombs et al. 1999, Sato et a. 2001, Fang et a. 2002). Entscheidend ist auf3erdem der
pH-Wert des Formalins (Frank et al. 1996). Die Fragmentl&nge von DNA aus Gewebe,
welches in 10% gepuffertem Formalin fixiert wurde, betrug in einer Studie von Gal
und Mitarbeitern (1993) zwischen 700-1300bp.

Fur Markierungsverfahren wie die Nicktranslation oder die Markierung tber eine DOP-
PCR ist as Ausgangsmaterial hochmolekulare DNA erforderlich. Aus Frischgewebe
lasst sich im Durchschnitt 40x soviel DNA extrahieren wie aus Gewebe, das sofort nach
der Gewinnung fur 24 Stunden in 4% Formalin fixiert wurde. Wird die Fixierung bei
37°C andtatt bel Raumtemperatur vorgenommen, sind die Schaden an der DNA
geringer. Wird Gewebe alerdings Uber 12 Wochen in Formalin gelagert, nimmt die
DNA-Menge unabhéngig von der Lagerungstemperatur rapide und stetig ab (Jackson et
a. 1990).

Die durch die Formalinfixierung degradierte DNA muss zunéchst Uber geeignete DNA -
Extraktionsmethoden isoliert werden, wobei elne Fragmentlange von mindestens 200bp
bis 1000bp fur eine CGH-Analyse sichergestellt werden sollte (Kallioniemi et al. 1994,
eigene Untersuchungen). Im Laufe der letzten Jahre sind eine Reihe von
unterschiedlichen Verfahren entwickelt worden, die eine effektive DNA-Extraktion aus
Formalin fixierten und paraffiniertem Gewebe in der Routinediagnostik ermdglichen
(Coombs et a. 1999, Fang et a. 2002, Wu et a. 2002, eigenes Protokoll siehe Kapitel
3.4.1.1).

Die meisten Techniken zur DNA-Extraktion beinhalten 3 grundlegende Schritte:
Deparaffinierung, Verdau und Reinigung der DNA. Das Herausd0sen des Wachses
mittels Xylol und Ethanol wurde erstmals 1985 beschrieben (Goelz et al. 1985). Danach
wurden fur das Aufschmelzen des Wachses as Alternative zu organischen
Losungsmitteln Mikrowellen oder Thermalcycler verwendet (Coombs et al. 1999, Fang
et al. 2002). Eine ebenso grofie Bedeutung wie das Schmelzen des Paraffins kommt den
nachfolgenden Falungs- und Reinigungsschritten zu. Angewendet werden u.a
verschieden  prozentige  Ethanolrethen  zur  Dehydrierung des  Gewebes,
Phenol/Chloroform sowie die Chelexpréparation. Chelex ist ein Harz, welches die im
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Gewebe enthaltene genomische DNA in Form von Einzelstrdngen bindet und
entsprechend  extrahiert. Der  Vergleich  der  DNA-Extraktionsmethoden
(Proteinausfallung und Chelexpréparation) ergab hinsichtlich Quantitdt und Qualitét
keinen Unterschied. Die isolierte Doppelstrang-DNA nach Proteinausfallung hat jedoch
den Vorteil, dass sie direkt, also ohne vorherige Amplifikation, in eine Nicktranslations-
Reaktion mit markierten Nukleotiden eingesetzt werden kann, wahrend die
Einzelstrang-DNA nach Chelexprdparation vorher amplifiziert und anschlief3end in
einem zweiten Schritt markiert werden muss (Bartsch 2000). Fang und Mitarbeiter
(2002) konnten hochmolekulare DNA (>190kb) durch graduelle Dehydrierung des
Gewebes in Kombination mit der Trocknung des Gewebes an einem kritischen Punkt
(»critical point drying*) gewinnen.

Die meisten Arbeitsgruppen beschéaftigen sich mit der Effizienz der DNA-Amplifikation
nach DNA-Extraktion aus Formain fixierten Geweben. Fir retrospektive
molekulargenetische Untersuchungen ist die effizienteste Methode zur DNA-
Gewinnung die Aufreinigung mittels Chelex nach vorherigem Schmelzen des Wachses
im Thermalcycler (Coombs et a. 1999). Wiegand und Mitarbeiter (1996) gelang die
Amplifikation eines 531bp langen Fragments noch nach 70 Tagen Lagerungszeit in 8%
ungepuffertem Formalin. Fang und Kollegen (2002) entwickelten eine neue Methode
zur DNA-Isolierung und verglichen die Amplifikationsergebnisse mit isolierten DNAS
herkdmmlicher Methoden. Die mit der herkdmmlichen Methode extrahierte DNA aus
Formalin fixierten Gewebe zeigte keine Amplifikation nach PCR, weder eines 403bp
noch 1844bp langen Fragments. Die DNA, welche aus Formalin fixierten Gewebe nach
gradueller Dehydration und einem speziellen Trocknungsprozess isoliert wurde, zeigte
jedoch eine Amplifikation eines 1844bp langen Fragments. Diesist vergleichbar mit der
DNA-Amplifikation aus nativem Gewebe. Wu und Mitarbeiter (2002) fligten ebenfalls
einen Trocknungsschritt in das DNA-Extraktionsprotokoll ein und beobachteten eine 5-
10fach hohere Amplifikationseffizienz eines Fragments zwischen 90 und 386bp der
Exons 3 und 4 des p53-Gens.

In dieser Arbeit wurden insgesamt 3 verschiedene Methoden zur DNA-Isolierung aus
Formalin fixierten Gewebe angewendet (vgl. Kapitel 3.4.1.1, 3.4.1.2, 3.4.1.3). Der
Vergleich der drei Extraktionsmethoden ergab hinsichtlich Qualitét und Quantitét der
isolierten DNASs grofl3e Unterschiede (siehe Kapitel 4.1.5). Generell erwies sich die
Methode der DNA-Extraktion nach Protein-Ausfdlung as die bessere fir ene
anschlieffende CGH-Analyse. Insbesondere konnte mittels der kommerziell erhdtlichen
DNA-Isolationskits keine hdhermolekulare DNA gewonnen werden. Zudem war die
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Ausbeute geringer as nach DNA-Isolierung mit dem laborinternen Protokoll. Dies
koénnte zum einen darauf beruhen, dass a's Protokollvorgabe nur 3-4 Gewebeschnitte zu
je 5um eingesetzt werden sollten. Die zu stark abweichenden Ratiowerte (0,21 bis 4,86)
deuten allerdings auf eine persistente Verunreinigung mit Proteinen und RNA hin.
Demzufolge durfte der vorgeschriebene Verdau mit Proteinase K von 30min zu kurz
gewesen sein. Daher wurde die DNA von allen 51 in dieser Arbeit untersuchten Fallen
nach der Préazipitations-Methode (laborinternes Protokoll) isoliert. In 51% (26 Félle) lag
die mit dieser Methode extrahierte doppelstréngige DNA in der GrofRenordnung von
200bp bis 800-1500bp vor, die sich problemlos in einer Nicktranslation markieren und

fur eine CGH-Analyse verwenden lief3.

5.2.2 CGH-Analysen mit DNA aus Par affingewebe

Die Comparative Genomhybridisierung (CGH) ist ein molekularcytogenetisches
Verfahren, das die Vorteile des cytogenetischen Ansatzes, d.h. die Darstellung des
gesamten Chromosomensatzes, mit dem molekulargenetischen Ansatz, d.h. die
Unabhangikeit von der mitotischen Aktivitét des zu untersuchenden Gewebes verbindet.
Diese Methode ermoglicht somit die umfassende Analyse des gesamten Genoms auf
Uber- und Unterreprasentationen von DNA-Abschnitten. Um  quantitative und
reproduzierbare Aussagen Uber die genetischen Aberrationen treffen zu kdnnen, sind
leistungsfahige Bildanalysesysteme notwendig, die eine objektive Erfassung von Ort
und Art der Veranderungen erméglichen. Das Ergebnis wird in Form eines CGH-
Ratioprofils dargestellt, welches die chromosomale Lokalisation der Zugewinne bzw.
Verluste dokumentiert (z.B. Kap. 4.4.1.2, Abb. 25b). Der Vergleich von Test- und
Referenz-DNA lé&sst sich durch den Vergleich der Bildinhalte der FITC-Bilder (Test-
DNA mit denen der TRITC-Bilder (Referenz-DNA) ausdriicken. Wesentliche
Voraussetzung fiir diesen Vergleich ist dabei die Ubereinstimmung der geometrischen
Lage der Bilder und ihre Vergleichbarkeit in den Intensitdtsverhdtnissen (Roth et al.
1996). Die Auflésung der Methode entspricht der einer Chromosomen-Béanderung, d.h.
Zugewinne und Verluste sind erst ab einer Grole von mindestens 5 bis 10Mb
nachweisbar (Lapierre & Tachdjian 2005). Dies entspricht ca einer
Chromosomenbande in einem Karyotyp bei einer Banderungsaufldsung von etwa 400
Banden pro haploidem Chromosomensatz (ISCN 2005). Der Nachweis einer 3Mb-
Deletion gelang unter Verwendung eines festen Schwellenwertes von 0.75 im Vergleich
zum Standardreverenzintervall (Kirchhoff et al. 1999).
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Dabei ist die Aussagefdhigkeit einer CGH-Anayse abhéngig von der Qualitdt der
Hybridiserung, der Qualitdt der Fluoreszenzbilder und der Bildverarbeitung. Zur
Unterdriickung von Rauscheffekten und lokalen Artefakten sowie zum Erhalt statistisch
signifikanter Aussagen mussen mehrere Metaphasen eines Falles ermittelt werden. Zur
Erzielung abgesicherter Ergebnisse sind daher bei einer Hybridisierung in guter bis
mittlerer Qualitdt mindestens 10 Metaphasen eines Falles auszuwerten (Roth et al.
1996).

Bel der statistischen Auswertung einer CGH kann es methodisch bedingt zu
Fehlinterpretationen beziglich chromosomaler Zugewinne kommen. Abweichungen in
den pericentromerischen, heterochromatischen Regionen sowie in den telomernahen
Bereichen der einzelnen Chromosomen werden von der Auswertung ausgenommen, da
sie zu falsch positiven Ergebnissen im Sinne einer Uberreprasentation fiihren kénnen.
Des Weiteren gibt es sogenannte kritische Chromosomen bzw. Chromosomenbereiche
wie 1gh, 1p32->pter, 9gh, 16pq, 17pg, 19, 20q und 22 sowie den langen Arm vom Y -
Chromosom, die bei Abweichungen ebenfals von der Bewertung ausgenommen
werden (Bryndorf et a. 1995). Diese Bereiche enthalten relativ viele GC-reiche
Sequenzen und ergeben haufig falsch positive DNA-Zugewinne (Kallioniemi et a.
1994). Chromosomale Aberrationen, die diese Bereiche betreffen, missen folglich mit
einer anderen Methode gesichert werden (Yu et al. 1997, Kirchhoff et al. 1998).

Die Fragmentlange der zu untersuchenden DNA spielt fur die Hybridisierung eine
untergeordnete Rolle, solange die Mindestlange von 500bp gegeben ist (Holdsworth et
a. 1994). Die optimae Fragmentlange fir intensve und uniforme
Hybridisierungssignale liegt im Bereich von 600-2000bp. Optimalerweise sollten die
Fragmente gelabelter DNA von Test- und Referenz-DNA gleiche Langen aufweisen
(Kallioniemi et a. 1994). DNA-Produkte aus Formalin fixierten Material sind jedoch in
der Regel wesentlich kleiner (etwa 50-1000bp, siehe auch Tabelle D im Anhang). Das
bei der CGH verwendete Verfahren der Markierung der DNA Uber Nicktranslation
verstarkt den Effekt der DNA-Fragmentierung noch zusétzlich, da durch die methodisch
erwlnschten Briche (siehe Kap. 3.3.2.1) die DNA weiter zerkleinert wird. Durch
Formalinfixierung des Ausgangsgewebes sowie durch Nicktranslation der isolierten
DNA kommt es demzufolge zur Verkleinerung der Fragmente, die unter Umsténden zu
klein fir gut auswertbare CGH-Experimente sein konnen. Dies kann zu einer
inhomogenen Hybrididierung mit verminderter Signalqualitét fuhren (siehe Kap. 4.4.1,
Tab. 43).
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Die Qualitdt der CGH ist weiterhin in hohem Mal3e abhéngig von der Préparation der
M etaphasechromosomen. Die  Metaphasechromosomen  sollten  méglichst
Cytoplasmafrei sein, da zu vid Cytoplasma eine optimale Denaturation der
Chromosomen und Anlagerung der Sonden verhindert. Dartiberhinaus kann eine zu
starke Hintergrundfluoreszenz auftreten. Ebenso wichtig fir eine gute Auswertung sind
Chromosomen mit einem Bandenniveau von 400-500 und ein hoher Mitoseindex
(wenige Interphasenkerne / viele Mitosen) (Kirchhoff et al. 1999). Wenig Uberlappende
Chromosomen und Chromosomen mit noch nicht separaten Chromatiden sind von
Vortell, da diese von der Karyotypisierung und damit der Berechnung des CGH-Profils
ausgeschlossen werden missen (du Manoir et a. 1993, Weiss et al. 1999). Zur
Auswertung dirfen nur Metaphasen mit enheitlichen Hybridisierungssignalen,
geringem Fluoreszenz-Hintergrund und gut gespreiteten und DAPI-gebénderten
Chromosomen herangezogen werden (Nachevaet a. 1998, Kirchhoff et a. 1998).
Arnold und Mitarbeiter (2003) verglichen CGH-Ergebnisse aus Hybridisierungen mit
frischem und Formain fixietem und in Paraffin eingebettetem Gewebe
unterschiedlicher Fixierungsdauer. Sie konnten zeigen, dass CGH-Ergebnisse von
Geweben, welches langer als 4h fixiert wurde, mit Vorsicht zu interpretieren sind, da
die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu frischem Gewebe abnimmt (vgl. Kap. 4.1.5,
4.3). Einen Zusammenhang zwischen ,Crosslinked DNA® aufgrund der
Formalinfixierung und nachfolgender CGH beschreiben Weiss und Mitarbeiter (1999,
siehe Abb. 48). Dabel kommt es aufgrund vernetzter DNA zur Beeintr&chtigung der
Markierungsreaktion, so dass es zu einem inhomogenen Hybridisierungsmuster der
Test-DNA auf den M etaphasechromosomen kommit.

Abbildung 48:
Flussdiagramm zur Darstellung des Zusammenhangs zwischen , Crosslinked DNA" und CGH
(nach Weiss et al. 1999)

—— Vernetzung Beeintréchtigung der
Formalinfixiertes » der DNA mit »| Enzym-funktion von
Gewebe Proteinen Proteinase K, DNAse, Tag-

Polymerase, Endonucleasen
und Restriktionsenzymen

\ 4

Unte_rschie_d!'i che :;S?; ﬁ]rﬁélijnges Schwécherer Einbau
Fa(bl ntensitat ) Hybridisierungsmuster |, der fl.uoreszenz-
zwischen Test- und [* auf Metaphase- < marklert_en
Referenz-DNA chromosomen Nukleotide
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Die eigenen Untersuchungen zeigten, dass das Ergebnis der DNA-Extraktion aus in
Paraffin eingebettetem Gewebe meist schon eine Prognose hinsichtlich einer gut
auszuwertenden CGH-Analyse zulief3. In fast allen Falen, bel denen nur mittel bis stark
degradierte DNA isoliert werden konnte, erbrachte die CGH kein Ergebnis, wahrend in
alen untersuchten Fallen mit einem DNA-L&ngenoptimum ein Ergebnis Uber CGH
erzielt werden konnte. Dennoch fielen die Hybridisierungsergebnisse hinsichtlich ihrer
Qualitdt sehr unterschiedlich aus. Trotz langerer DNA-Fragmente im Bereich von 200-
700bp konnte in einigen Féllen keine Hybridisierung aufgrund vernetzter DNA wegen
langer Formalienfixierung erzielt werden (siehe Falle O-944/91, O-1362/95, O-1488/96
Tab. D im Anhang). Zusammenfassend |&sst sich jedoch sagen, dass die CGH trotz der
erschwerten Ausgangsbedingungen in den meisten untersuchten Fallen ein auswertbares
Ergebnis lieferte. Allerdings ist es wichtig, das Ergebnis im Zusammenhang mit den in

Kapitel 6 dargestellten Limitierungen der Methoden zu interpretieren.

5.2.3 CGH nach DOP-PCR

Fir eine CGH-Anayse sind 400-1000ug DNA erforderlich. Durch die Entwicklung
effizienter Amplifikationsverfahren ist es nunmehr maéglich, auch an kleinsten Mengen
der Ausgangs-DNA molekulargenetische Analysen vorzunehmen. Bel der DOP-PCR
werden Oligonukleotide mit partiell degenerierten Sequenzen zur universellen
Amplifikation des Gesamtgenoms eingesetzt (Telenius et a. 1992). Diese Methode
bietet die Mdglichkeit, minimale Mengen genomischer DNA zu amplifizieren, um sie
damit far weitere genetische Analysen in  der Molekularbiologie und
Molekularcytogenetik, wie z.B. der Mutationsanayse und DNA-Veranderungen
spezieller Gene und der CGH nutzbar zu machen (Huang et a. 2000, Hirose et al.
2001). Essentiell fur CGH mit DOP-PCR-Produkten ist, dass eine DOP-PCR dle
Sequenzen der Template-DNA gleichméldig amplifiziert. Eine ungleiche Amplifizierung
von DNA-Segmenten wirde zu Abweichungen im Grin/Rot-Ratioprofil fuhren
(Tsubosa et al. 2005). Zweifellos sollte unter den gewéhlten PCR-Bedingungen mit
niedrigen Annealing- und Primer-Extensions-Temperaturen eine Amplifikation aller
DNA-Segmente bei ausreichender Template-DNA efolgen. Die definierte
Basensequenz am 3‘-Ende des Primers (ATGTGG) ist etwa alle 400bp zu erwarten, so
dass die partielle Anlagerung des Primers unter den nicht stringenten Bedingungen zu
einer universellen Vermehrung der genomischen DNA fuhrt (Cheung & Nelson 1996).
Es ist daher anzunehmen, dass hoch repetitive DNA-Sequenzen durch den PCR-Prozess

Uberreprasentiert werden, wahrend weniger haufige Primer-Bindungsstellen zu einer
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Unterreprésentation dieser Fragmente bei der DOP-PCR fuhren. Dieses konnte dann
eine Verschiebung im Hybridisierungsmuster zur Folge haben. Untersuchungen mit
spezifischen Mikrosatelliten an DNA nach DOP-PCR zeigten, dass im Vergleich zur
genomischen DNA nur in ca 1/3 de Fdle ene anndhernd gleichwertige
Amplifikationsrate erzielt wurde. Als Ursache hiefir wurde zum einen das
unspezifische Anlagern der Primer und damit zur Bildung unspezifischer DNA
angegeben, als auch die Uberlappung von DNA-Fragmenten, so dass nur in einem
Drittel der Félle beide Primerstellen pro Mikrosatelliten enthalten sind (Cheung &
Nelson 1996).

DNA-Mengen von etwa 0,15ng und Fragmentlangen ab 500bp erbringen in
Untersuchungen mittels DOP-PCR immer noch sehr gute Amplifikationsergebnisse
(Sanchez-Cespedes et a. 1998). Mehrere Arbeitsgruppen geben an, dass bereits weniger
als 100 Zellen fur die Durchfuhrung einer aussagekréftigen PCR fur Mikrosatelliten
oder nachfolgender CGH-Anayse ausreichen (Moskaluk et al. 1997, Marchio et al.
2001, Kitoh et a. 2005). Ebenso konnen mittels DOP-PCR einzelne, durch
Mikrodissektion gewonnene Chromosomen oder Zellen universell amplifiziert werden.
Durch die Amplifikation einzelner Chromosomen kénnen so Chromosome Painting-
Sonden zur Abklarung chromosomaler Imbalancen gewonnen werden (Guan et a. 1994,
Dietze 2000).

Die Kombination von DOP-PCR und CGH wurde erstmals 1993 beschrieben (Speicher
et al. 1993). CGH-Analysen nach DOP-PCR einzelner Zellen kbnnen zum Aneuploidie-
Screening im Rahmen einer Praimplantationsdiagnostik eingesetzt werden (Wells et al.
1999).

Die Qualitét der CGH variiert in Abhéngigkeit der angewandten DOP-PCR Methode.
Kuukagérvi und Mitarbeiter (1997) berichten, dass sowohl die Effizienz as auch die
Gleichmaidigkeit der Amplifikation durch die Einfihrung einer sogenannten
Préamplifikation (1. PCR) wesentlich verbessert war. Die 2. PCR unter Verwendung
der Template-DNA aus der Praamplifikation zum Erhalt der uniformen Amplifikation
dient ausschlief3lich der Vermehrung der PCR-Produkte. Der zweite kritische Parameter
stellt die Markierung der DNA dar. Der Einbau Fluorochrom markierter Nukleotide in
die DNA wahrend der ersten PCR resultierte bereits in einer hoheren Signalintensitét
(Speicher et a. 1993, 1995, Guan et a. 1994).

Tsubosa und Mitarbeiter (2005) untersuchten den Effekt einer DOP-PCR bezliglich der
Sengitivitét und Spezifitdt der CGH und erhielten DNA mit Fragmentl&ngen zwischen
300 und mehreren tausend Basenpaaren. Die Methode basierte auf der Amplifikation
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von Sequenzen durch einen oder zwei nach Zufallskriterien ausgewahlten Primern, die
eine durchschnittliche Lange von 10 Nukleotiden aufweisen. Das Anlagern der Primer
ist an vielen Orten (Loci) der DNA moglich. Wenn diese Primingorte sich in einer
Entfernung von bis zu 5kb befinden, werden die dazwischenliegenden Sequenzen
amplifiziert. Beim Vergleich der Markierungstechniken Nicktransation und ,, Random
Priming” konnten sie zeigen, dass die Sensitivitét bezlglich der Zugewinne nach
Nicktrandation hoher und die Sensitivitdt im Hinblick auf Verlusten nach ,, Random
Priming“ hoher war. Falsch positive Verédnderungen konnten eher bel  der
Nicktrandation as beim ,, Random Priming“ beobachtet werden.

Methodisch hat sich gezeigt, dass die Effizienz einer DOP-PCR vor alem von der
Reinheit der Ausgangs-DNA, aber auch von der Konzentration und der Art der
verwendeten Polymerase (Enzym) sowie des verwendeten Primers abhangig ist. Die
Substitution der Standard-Tag-Polymerase durch die Tag-Plus-Polymerase erhohte
dabei die Grofl3e der PCR-Produkte (Kuukasérvi et al. 1997, eigene Untersuchungen).
Proben der vorliegenden Arbeit, die nicht mittels Nicktranslation markiert werden
konnten, wurden Uber eine DOP-PCR weniger effizient gelabelt. Eine mogliche
Erklarung dafir ist die grundsétzlich schlechtere Qualité der DNA aus
Paraffinblockchen nach vorangegangener Formainfixierung, da die verwendeten
Enzyme in der Effizienz der PCR-Reaktion gestort werden (vgl. Kap. 4.2.1, Abb. 16).
Basierend auf diesen und den eigenen Ergebnissen ist im Hinblick auf eine genaue
Lokalisation von chromosomalen Aberrationen eine Amplifikation der aus Formalin
fixierten Gewebe gewonnenen DNA moglichst zu umgehen. Falls sie jedoch in
Einzelfdllen notwendig werden sollte, muss man bedenken, dass nach DOP-PCR im
Fale einer strukturellen Chromosomenaberration eine Verschiebung der Bruchpunkte
von 6-10Mb auftreten kann (Kuukagjarvi et al. 1997, Fritz et a. 2000).

Eine CGH-Analyse nach DOP-PCR nach dem Protokoll von ROCHE und
anschlieffender Markierung der Test-DNA Uber PCR kam in den eigenen
Untersuchungen insgesamt 5 Ma zum Einsatz (vgl. Kap. 4.2.1). In nur einem Fall mit
einem kleinen Uberzahligen Markerchromosom (O-101/85) konnte ein auswertbares
Ergebnis nach CGH erzielt werden, die alerdings einen unauffélligen Befund ergab.
Hochstwahrscheinlich bestand das  Markerchromosom  dberwiegend — aus
Centromermaterial. Die centromerspezifischen repetitiven Sequenzen dirften im
Rahmen einer DOP-PCR vermehrt amplifiziert werden, wahrend weniger haufige
Primer-Bindungsstellen im centromernahen Euchromatin unterreprésentiert sind. Da
jedoch methodisch bedingt repetitive Sequenzen zusédtzlich durch Cotl-DNA
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abgeblockt werden, war es in diesem Fall nicht moglich, die Herkunft des Markers
mittels CGH zu bestimmen.

Eine relativ neue Methode zur universellen Amplifikation genomischer DNA ist die
Vermehrung mittels Phi29-Polymerase mit anschliefender Markierung  Uber
Nicktranslation (vgl. Kapitel 3.4.6.4 und 4.2.2). In 7 Falen, in denen nur eine geringe
Menge an Ausgangs-DNA (6,1-762ng DNA, siehe Tab. 40) zur Verfigung stand, wurde
vor der Markierung der DNA (ber Nicktransation eine Amplifikation durchgefihrt. In
2 Félen (28,6%) konnte ein pathologischer Befund nach CGH erhoben werden (siehe
Fallbeschreibung O-515/88 Kap. 4.4.2.1 und Fal 306/03 Tab. C im Anhang). In 5/7
Félen (71,4%) erbrachte die universelle Amplifikation mit anschlief}ender
vergleichender Genomhybridisierung nach Nicktrandation kein Ergebnis. Fir das
Nichtgelingen der CGH ist in allen Fallen jedoch eine mittel bis hochgradig degradierte

DNA verantwortlich zu machen.

53 Korréation der CGH-Ergebnisse mit cytogenetischen Befunden

Zur retrospektiven Abkldrung von Abortursachen fand die CGH in verschiedenen
Studien Anwendung und wird daher bel der Suche nach Aneuploidien und
Charakterisation struktureller Imbalancen eingesetzt. Einige dieser Studien untersuchen
die Korrelation cytogenetischer Befunde mit CGH-Ergebnissen an nativen und fixierten
Geweben. Generell lassen sich Aneuploidien mittels CGH gut nachweisen. So liegt die
Detektionsrate fur Aneuploidien zwischen 75% und 100% (Yu et a. 1997, Daniely et
al. 1999, Lomax et al. 2000, Ozcan et a. 2000, Bell et al. 2001, Fritz et al. 2001, eigene
Untersuchungen, vgl. Tab. 52).

Beim Nachweis struktureller Aberrationen sind jedoch gréf3ere Abweichungen zu den
cytogenetischen Vorbefunden zu beobachten. Hier liegt die Detektionsrate zwischen
50% und 100%, wobei die niedrigsten Werte bei Untersuchungen an Formalin fixierten
Geweben lagen (Yu et a. 1997, Ozcan et al. 2000, eigene Untersuchungen). Im eigenen
Untersuchungsgut wurden dabei 16 Fale mit Formalin fixierten Geweben untersucht.
Die Detektionsrate lag hier im Vergleich zu nativen Geweben bei 47% vs. 100% (Tab.
52).
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Tabelle 52:

CGH an Formalin fixierten und nativem Abortgewebe im Vergleich mit Cytogenetik (Yu et al.
1997, Daniely et al. 1999, Lomax et al. 2000, Ozcan et al. 2000, Bell et al. 2001, Fritz et al. 2001,
eigene Unter suchungser gebnisse)

Uber eingtimmung
CGH+ Cytogenetik
gesamt

100%

96%

93%

95%

formalinfixiertes Gewebe eigene Unter suchungen
Ozcanet al. Bell et a. Gesamt formalinfixiertes | natives
2000 2001 Gewebe Gewebe
Falle gesamt 18 9 51
CGH erfolgreich
gesamt 18 (100%) 9 (100%) 42 (82%) 33 9
CGH+Cytogenetik 22 9 29 22 7
nur CGH 13 11 2
10 10/10 12 12/12
normaler Karyotyp | (100%) -/- (100%) 4 4/4 (100%) |2 2/2(100%)
neu diagnostiziert 6 -[-
10 10/10 10 10/10
Aneuploidien (100%) 8 6/8(75%) |(100%) 2 2/2 (100%) |3 3/3(100%)
neu diagnostiziert 4 1
18 9/18 15 6/15
Strukturaberrationen |2 1/2 (50%) -/- (50%) (46,6%) 2 2/2 (100%)
neu diagnostiziert 1
Polyploidie -/- 1 01 2 02 1 01 1 01
Uber eingtimmung
CGH+ Cytogenetik
gesamt 95% 67% 74% 55% 100%
natives Gewebe/Zdlllinien
Yuetal.1997 |Danielyetal. |Lomaxetal. Fritz et a.
1999 2000 2001
Falle gesamt 11 50 301 60
CGH erfolgreich
gesamt 11 (100%) 50 (100%) 253 (84,1%) 57 (95%)
CGH+Cytogenetik 11 23/50 253
nur CGH 27/50 10 57
98 92/98 17 17/17
normaler Karyotyp -/- 24 (94%) (100%)
9 9/9(100%) |9 8/9(88,9%) |133131/133 32 32/32 (100%)
Aneuploidien (98,5%)
Strukturaberrationen | 2 2/2 (100%) -/- 7 6/7 (86%) |1 1/1(100%)
Polyploidie -/- -/- 25 0/25 7 417 (57,1%)

Im eigenen Untersuchungsgut lag in den 13 untersuchten Fallen ohne cytogenetische
Vordiagnostik die generelle Aberrationsrate bei 53,8%. In 4 Fallen (30,8%) fand sich
eine Aneuploidie und in einem Fal (7,7%) eine Strukturaberration. Weitere 6 Féle
(46,1%) zeigten ein unauffélliges CGH-Ergebnis, wobei in 2 Félen (15,4%) anhand
einer Mikrosatellitentypisierung eine Triploidie nachgewiesen werden konnte. Diese
Daten korrelieren weitestgehend mit den Angaben anderer Abortstudien (Hassold 1996,
Kaousek et al. 1993).
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Wertigkeit der CGH im Rahmen chromosomaler I mbalancen bei Aborten

Die Comparative Genomhybridiserung ist eine geeignete Methode zur Detektion
genetischer Imbalancen, wobei die Frage der Sensitivitdt noch nicht ausreichend geklart
ist (u.a. Ozcan et al 2000, Tonnies et al. 2001, Weiss et al. 2003). Das Detektionslimit
fur Deletionen liegt bel ca. 10Mb (Kallioniemi et a. 1994). Theoretische Berechnungen
gehen davon aus, dass DNA-Verluste in der Grofdenordnung von 2Mb auch unter
optimierten Bedingungen nicht zu detektieren sind (Piper et a. 1995). So konnte eine
Deletion von 5Mb Lange fur das Smith-Magenis-Syndrom nachgewiesen werden, eine
2Mb grof3e Deletion fur das Williams-Beuren-Syndrom jedoch nicht (Joly et a. 2001).
Die Anwendung dtatistischer Schwellenwerte (Grenzwerte) und Ersetzen der
Metaphasechromosomen durch definierte immobilisierte DNA-Sequenzen als Zid-
DNA erlaubte erst die Detektion kleinerer Imbalancen in einer Gréf3enordnung von 75 —
130kb (Solinas-Toldo et al. 1997).

Die Sensitivitét der CGH ist definiert durch die Abhangigkeit von Anteil und Grol3e der
Kopieverdnderung. Die kritische Grenze detektierbarer Genomverénderungen mittels
CGH wird derzeit auf 5-10Mb geschétzt. Dies entspricht ca. einer Bande in einem
Karyotyp mit einer Auflésung von ca. 400 Banden (gemdl? International System for
Human Cytogenetic Nomenclature ISCN 2005) (Kirchhoff et al. 1998, Bentz et al.
1998).

Die DNA-Struktur und die Chromosomen-Morphologie nach Denaturierung sind fir
diese Limitierung verantwortlich (Kallioniemi et a. 1994). Zudem ist die Sensitivitét
fur den Nachweis einer Deletion abhéngig von dem Ploidielevel der Test-DNA. Esist
schwieriger, den Verlust eines Chromosoms in einer tetraploiden Zéllinie
nachzuweisen as in diploiden Zellen. Der Ratiowert wirde sich im erstgenannten Fall
auf 0,25 verringern.

Im eigenen Untersuchungsgut mit unauffélligem CGH-Ergebnis lag in 15 Falen ein
Chromosomenbefund vor, der im Rahmen einer Pranataldiagnostik bzw. an Hand von
Abortmaterial erhoben wurde. In insgesamt 10/15 Féallen konnte der aberrante Karyotyp
mittels CGH an Formalin fixierten Geweben nicht bestétigt oder prézisiert werden
(siehe Tab. 43 Kap. 4.4.1 und Tab. C im Anhang). Die Rate von falsch negativen
Ergebnissen betrug demnach 67%. Nicht erkannt wurden vorrangig kleine
Markerchromosomen und Ringchromosomen mit endsténdigen Bruchpunkten, die zum
Tell in Mosaikform vorlagen. Ebenfalls konnte eine kleinere interstitielle Deletion in
Mosaikform sowie zwei unbaancierte Translokationen nicht detektiert werden. Die
fetalpathologische Untersuchung der Feten oder des Abortmaterials ergab jedoch
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aufféllige Phénotypen bzw. Histologiebefunde, so dass der Verdacht auf ene
chromosomale Aberration vorlag.

In zwel Fédlen mit einer CGH-Anadyse an nativem Gewebe konnte der
Chromosomenbefund dagegen bestétigt werden. Die Detektionsrate betrug hier 100%.

531 CGH-Analyse mit unauffalligem CGH-Profil

In etwa der Héfte der mit CGH untersuchten Félle (22/42) wurde ein unauffaliger
CGH-Befund erstellt.

5311 Feten mit Syndromverdacht

In 3 Fallen bestand nach der fetalpathologischen Untersuchung der Verdacht auf ein
genetisches Syndrom (Hydrops fetalis, V.a. Noonan-Syndrom, V.a. Thanatophore
Dysplasie). In diesen Féllen erbrachte die CGH-Anayse einen unauffélligen Befund. Es
ist jedoch nicht auszuschlief3en, dass in diesen Féllen genetische Imbalancen vorliegen,
die mit einer CGH-Anayse nicht erfasst werden konnen (vgl. Kap. 5.2.2). Beim
Verdacht eines Noonan-Syndroms kann auch eine Genmutation im PTPNN11-Gen und
bei der Thanatophoren Dysplasie ein Defekt im FGFR3-Gen vorliegen, die mittels CGH
jedoch nicht nachweisbar sind (Rousseau et a. 1996, Schiiter et a. 2003).

Bei der Untersuchung von 233 missed abortions fanden sich in 200 der Félle (86%)
wachstumsdisorganisierte Feten oder isolierte/multiple Defekte. In 221 der mittels
GTG-Banderung karyotypisierten Feten lag in 165 der Falle (75%) ein abnormer
Karyotyp vor. In 56 der Falle mit normalem Karyotyp wiesen dagegen 40 Feten (71%)
schwere, multiple/isolierte Defekte auf. Ursachlich hierfir kdnnen zum einen
Gendefekte zur Wachstums- und Entwicklungsregulation sein, die mittels Cytogenetik
und/oder CGH nicht nachweisbar sind. Zum anderen sollten auch nichtgenetische
Ursachen fur die beschriebenen Entwicklungsdefekte in Betracht gezogen werden
(Philipp et a. 2003).

5312 Verdacht auf chromosomale Aberration

Numerische Aberrationen wie autosomae Trisomien kommen in 50-60% und eine
Monosomie X in 10-15% in Spontanaborten und bel morphologisch auffélligen Feten
vor (Eiben e a. 1990, Pauer e a. 1999). Die Haufigkeit von
Chromosomenaberrationen  in  Spontanaborten  nimmt  mit  zunehmender

Schwangerschaftswoche ab. So betrégt die Haufigkeit von Chromosomenaberrationen
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in der 13. SSW noch ca. 45%, wahrend diese in der 23. SSW bel ca. 12 % liegt (Pauer
et al. 1999, Fritz 2002).

Aufgrund der methodisch-technischen Schwierigkeiten einiger kritischer Chromosomen
(sehe Kap. 522) snd die in der Fetapathologie sehr haufigen
Chromosomenaberrationen wie die Trisomie 16 oder 22 erschwerend nachzuweisen.
Hier missten die Ergebnisse durch weiterfihrende molekulargenetische Analysen, z.B.
Uber ene Untersuchung von chromosomenspezifischen hochpolymorphen
Mikrosatelliten, abgesichert werden. Die Trisomien fur die Chromosomen 16 und 22
kommen hauptséchlich in frihen Spontanaborten vor (Fritz 2002).

In 8 Féllen wurde nach der fetalpathologischen Untersuchung der Verdacht auf eine
Chromosomenstorung gedul3ert. In 3 Falen wurden eine Trisomie 21, einma eine
Trisomie 13, eéinmal ein Turner-Syndrom, zweimal eine Triploidie und einmal eine
allgemeine Chromosomenstérung in einem Frihabort vermutet. In diesen Félen ergab
die CGH-Analyse einen unauffélligen Befund.

Im Fall O-1896/01 wurde eine Chorionzottenbiopsie bei auffélligem Ultraschallbefund
durchgefihrt. Die Chromosomenanalyse aus der Kurzzeitkultur (KZ) ergab ein 30%iges
Mosaik fur ein tberzéhliges Chromosom aus der D-Gruppe, welches jedoch nicht ndher
spezifiziert werden konnte, wahrend die Langzeitkultur (LZ) einen numerisch
unauffalligen Karyotyp ergab. Die CGH-Analyse an fetdem Gewebe zeigte im
vorliegenden Fall einen unauffélligen Karyotyp. Demzufolge dirfte der Karyotyp aus
der LZ den fetalen Karyotyp représentierten, der durch die CGH bestétigt werden
konnte.

Diskrepante Chromosomenbefunde zwischen KZ und LZ von Chorionzotten sind
beschrieben. Fir eine KZ werden Zellen vom Cytotrophoblast mit seinem hohen
mitotischen Index und vieen spontanen Tellungen fir ene direkte
Chromosomenprdparation genutzt. Im Gegensatz dazu stammen die fur die LZ
gewonnenen Chromsomen aus Zellen der mesodermalen Scheibe. Cytogenetische
Unterschiede zwischen direkter Chromosomenpréparation und Chorionvilli-Kultur
konnen demnach durch den verschiedenen Ursprung dieser Gewebe und dem
Entstehungszeitpunkt  eines  postzygotischen  Non-disunction  wdahrend  der
Embryogenese erklart werden. In 13 untersuchten CVS fanden sich in 77% der KZ
aberrante Befunde, wahrend die LZ einen unaufféligen Karyotyp ergab (Crane &
Cheung 1988).

Im Fall O-2017/02 (vgl. Kap. 4.4.1.2) ergab die fetal pathol ogische Untersuchung einen
komplexen Herzfehler, der charakteristisch fir en Down-Syndrom ist. Die
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Chromosomenanalyse aus Abortzotten ergab einen weiblichen, numerisch unauffalligen
Karyotyp. Zum Ausschluss einer kryptischen Veranderung mit Involvierung der
»Down-kritische Region®* wurde eine Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung mit einer
locusspezifischen Sonde (Loci D21S259, D21S341 und D21S352) mit einer Lange von
ca 250K b durchgefihrt. Diese ergab in alen analysierten Metaphasen zwel regelrechte
Signale. Da bei Verwendung von Abortzotten eine Anzlichtung mitterlicher statt fetaler
Zellen bei weiblichem Karyotyp grundsétzlich nicht vollstandig auszuschlief3en ist,
sollte eine CGH-Analyse aus fetdem Gewebe das Ergebnis Uberprifen. Diese
Untersuchung zeigte ebenfalls ein unauffélliges weibliches CGH-Profil. Es ergab sich
somit kein Hinweis auf eine Trisomie 21. Die Nachweisbarkeit einer Trisomie 21
mittels CGH an DNA aus Formalin fixierten und Paraffin eingebettetem Gewebe konnte
an einem anderen Fall unter Beweis gestellt werden (vgl. Fall O-2051/03 Tab. C im
Anhang).

5.3.2 CGH-Analyse mit auffalligem CGH-Profil
5321 Nachwei s von autosomalen Trisomien

Die gepoolten Daten von nahezu 20000 karyotypisierten Spontanaborten zeigen, dass
autosomale Trisomien mit ca. 58% aler Chromosomenanomalien die haufigste
Aberration sind. Dabel kommen im 1. Trimester frihletale Trisomien vor (Trisomie 16
mit 32%, Trisomie 22 13%, Trisomie 21 8% und Trisomie 15 mit 7%). In der 13.-16.
SSW treten dagegen spétletde Trisomien auf, wéahrend in der 17.-24.SSW
ausschliefdlich Trisomien fur die Chromosomen 13 und 18 beobachtet wurden (Fritz
2002). Trisomien fur die Chromosomen 3 und 12 kommen in Frihaborten eher selten
vor (Philipp et a. 2003).

In der vorliegenden Arbeit lief3en sich in 6 Féllen autosomale Trisomien nachweisen
(zweimal eine Trisomie 3, je einmal eine Trisomie 12, 13, 18 und 21, siehe Tabelle C).
Dabei konnten eine pranatal an Amnionzellen diagostizierte Trisomie 21 und eine
Trisomie 3 an Abortzotten mit Hilfe der CGH bestétigt werden. Des Weiteren wurden 4
Aneuploidien in Aborten ohne cytogenetischer Vordiagnostik nachgewiesen. Trisomien
sind in der Rege mittels CGH gut nachweisbar. Dies bestdtigen mehrere
Untersuchungen sowohl an nativen as auch fixierten und in Paraffin eingebetteten
asservierten Geweben (vgl. Kap. 5.3, Tab. 52).
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5.3.2.2 Nachweis gonosomaler Chromosomenaberrationen

Eine Monosomie X kommt in 10-15% bei Spontanaborten vor (Pauer et al. 1999). Sie
stellt sich nach Hybridisierung auf mannliche Metaphasechromosomen durch eine
Unterreprasentation des X-und Y -Chromosoms dar.

Im eigenen Untersuchungsgut wurden in 4 Féllen gonosomale Aneuploidien detektiert.
In jeweils 2 Féllen lagen eine Monosomie X bzw. ein XXY -Karyotyp vor. In den Falen
mit einer Monosomie X (O-750/88, O-1154/93) erlaubte die CGH im Zusammenhang
mit den  morphologischen  Erscheinungen des Feten eine eindeutige
Karyotypbestimmung.

Im Fall O-750/89 wurde pranatal aufgrund eines im Ultraschall sichtbaren ausgeprégten
Hygroma colli sowohl eine Chorionzottenbiopsie als auch eine Amniocentese
durchgefuhrt. Die Chromosomenanalyse aus beiden Geweben ergab diskrepante
Ergebnisse [CVS: 46,X,?2del (X)(g23qter) vs. AC: 45,X], so dass retrospektiv eine CGH-
Anayse an drel fetalen Geweben (Lunge, Niere, Zotten) die Chromosomenaberration
prazisieren sollte. Die statistische Auswertung des Ratioprofils zeigte in allen drei
Hybridisierungen einen Verlust des kompletten X-Chromosoms bel gleichzeitigem
Nichtvorhandensein eines weiteren Geschlechtschromosoms. Da auch die mittels CGH
untersuchten Zotten eine Monosomie X ergaben, konnte die in der CVS gefundene
Deletion an einem X-Chromosom eine auf die Placenta beschrankte Zelllinie sein
(confined placenta mosaicism). Wéhrend der Fetus und die Placenta die gleiche
gewebliche Abstammung haben, reflektiert das CVS-Gewebe nicht immer den fetalen
Karyotyp (Crane & Cheung 1988). Cytogenetische Diskrepanzen zwischen
Chorionzotten und Amnionzellen oder fetalem Gewebe kommen mit einer Haufigkeit
von 1-2% vor (Verjaal et a. 1987, Ledbetter et a. 1992, PFittalis et a. 1994,
Wolstenholme 1994, Farraet a. 2000).

Zwei Feten (0O-1946/02, O-2039/03) wiesen im Ultraschall multiple Fehlbildungen auf,
so dass eine Interruptio durchgefiihrt wurde. Im Fall O-1946/02 lag eine POTTER-
Sequenz as Folge einer beidseitigen Nierenagenesie vor und im Fall O-2039/03 ein
hypotropher Fet mit fortgeschrittenem Hydrocephalus internus. An Abortzotten wurde
ein 47, XXY -Karyotyp diagnostiziert. In beiden Falen konnte der Chromosomenbefund
mittels CGH bestétigt werden. Das Klinefelter-Syndrom |&sst sich tiber einen Zugewinn
des X-Chromosoms bel Anwesenheit eines Y-Chromosoms in der statistischen
Auswertung der CGH nachweisen. Dies deutet auf eine XXY -Konstellation hin, wobei
alerdings ungeklért bleibt, ob es sich um einen 47,XXY -Karyotyp oder eine Triploidie
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(69,XXY) handelt. Die Chromosomenanaysen an Abortzotten bestétigten jedoch den
47, XXY -Karyotyp.

Bel den vorliegenden Féllen war die Kombination von 47,XXY -Karyotyp mit multiplen
Fehlbildungen ungewoéhnlich. Neurere Untersuchungen konnten jedoch zeigen, dass ein
relativ grof3er Anteill von Feten mit einem Klinefelter-Syndrom nicht bis zur Geburt
Uberlebt. In einer Studie von 259 karyotypisierten Aborten fand sich in 9 Falen (3,4%)
ein 47,XXY -Karyotyp. Fehlbildungen waren nicht beschrieben. Diese Rate liegt damit
40x hoher als die Inzidenz des Klinefelter-Syndroms unter Lebendgeborenen (Ljunger
et al. 2005).

5.3.2.3  Nachweisvon Deletionen / Sonderform Ringchromosomen

Im Rahmen einer klinischen Diagnostik zeigte sich die CGH als effiziente Methode zur
Abklarung von unbekanntem Chromosomenmaterial, auch in Fallen mit subtilen
Rearrangements (Levy et a. 1997, Wegner et a. 1996, Kirchhoff et al. 1998, Breen et
al. 1999). Da centromernahe Sequenzen von der Profilerstellung ausgeschlossen
werden, werden Verluste des p-Arms von acrozentrischen Chromosomen nicht
errechnet (vgl. Kap. 5.2.2). Aberrationen in Telomerndhe und am Chromosom 19 lassen
sich nur sehr schwer nachweisen, da sie repetitive Sequenzen in hoher Zahl enthalten.
Die Degradierung ater DNA (aDNA) ist auf die DNA der Telomerregionen
konzentriert, wahrend andere chromosomale Regionen besser geschitzt sind (Hummel
et al. 1999).

In 5 Féllen (0-212/86, O-643/88, 0-944/91, O-955/91, 0O-1035/92, siehe Tabelle C)
wurde prénatal an kultivierten Amnionzellen eine partielle Deletion diagnostiziert. In
zwel Fédlen ergab die cytogenetische Chromosomenanalyse je ene intertitielle
Deletion des Chromosomes 3 und 9. In 2 Féllen lag eine terminale Deletion des langen
Arms eines Chromosoms 4 und in einem Fall eine terminale Deletion 13q vor. In einem
Fall (O-1035/92) konnte der prénatale Befund einer interstitiellen Deletion in
Mosaikform bestétigt werden. In 2 Fallen (0-944/91, O-955/91) mit terminaler Deletion
konnte kein Ergebnis Uber CGH aufgrund mittel bis stark degradierter DNA erzielt
werden (vgl. Tab. D). In den anderen beiden Féllen (O-212/86, O-643/88) verifizierte
die CGH-Anayse die Deletion. Es ergaben sich hier andere Bruchpunkte als préanatal
vordiagnostiziert. Die deletierten Bereiche erschienen nach CGH kleiner als
cytogenetisch bestimmt [O-212/86: del(3)(p11lpl4) vs. dim(3)(pl2pld); O-643/88:
del(4)(g31.3->qgter) vs. dim(4)(g32-<qter)] (vgl. auch Kap. 5.5.2 und 5.5.3).
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In sieben in dieser Arbeit untersuchten Féllen (O-162/85, O-515/88, 0-542/88, O-
633/88, O-1362/95, O-1485/96, O-1488/96, vgl. Tab. A und B im Anhang) wurde
pranatal an kultivierten Amnionzellen ein Ringchromosom diagnostiziert. Involviert
waren die Homologen zu den Chromosomen 13 (1x), 14 (2x), 18 (3x) und 19 (1x),
wobel in einem Fall ein Mosaik beschrieben wurde. Die beschriebenen Stuckverluste
der Ringchromosomen an den Chromosomenenden waren sehr klein.

In 3/7 Fallen (42,8%) konnte kein Ergebnis erzielt werden. In einem Fall ergab die
CGH-Anayse ein unauffaliges Ergebnis.

In 2 Fdlen (0O-162/85, 0-542/88) waren keine Bruchpunkte im cytogenetischen
Vorbefund angegeben. Im Fall O-162/88 konnte durch die CGH-Analyse eine Deletion
im langen Arm von Chromosom 18 nachgewiesen und der Befund somit ndher
charakterisiert werden. Der Verlust im kurzen Arm des beteiligten Ringchromosoms
konnte nicht nachgewiesen werden, so dass anzunehmen ist, dass dieser sehr terminal
im p-Arm liegt. Im Fall O-515/88 konnte der Bruchpunkt prazisiert werden. Aufgrund
der CGH-Analyse wird dieser mehr distal angegeben als an Abortmaterial bestimmit.
Das deetierte Segment ist demzufolge kleiner as cytogenetisch angegeben
[del (13)(p12g13/14) vs. dim(13)(g21.1qter), vgl. Falbeschreibung 4.4.2.1].

Im Hinblick auf das limitierte Auflosungsvermdgen einer CGH sind kleinere
Rearrangements besonders im terminalen Bereich der Chromosomen schwierig zu
identifizieren (Fritz et a. 2000). Fur den Nachweis solcher subtiler Verdnderungen ist
die Qualitédt der Test-DNA ein entscheidendes Kriterium (Breen et a. 1999). Ebenso
wird das verhdtnisméldig geringe Auflosungsvermdgen wesentlich durch die
Hybridisierungsmatrix bestimmt. Zum einen stellen M etaphasechromosomen eine stark
kondensierte Form der DNA dar. Zum anderen bedingt die hybridisierte DNA eine
weitere Einschrankung, da die markierten DNA-Fragmente eine durchschnittliche
Lange zwischen 200 und 2000bp haben (Petersen et al. 1996)

5.3.24  Nachweisvon Duplikationen / Sonderform Uberzahlige Markerchromosomen

Intrachromosomale Duplikationen sind mittels CGH-Analyse sicher zu erfassen, wenn
sie ausreichend grof3 sind (Kirchhoff et a. 1998, Aviram-Goldring et al. 2000, Bartsch
et a. 2001). Im Rahmen einer klinischen Diagnostik zeigte sich die CGH dls effiziente
Methode zur Abklérung von unbekanntem Chromosomenmaterial, auch in Fallen mit
subtilen Rearrangements (Bryndorf et al. 1995, Levy et a. 1997, Breen et a. 1999).
Unter Verwendung eines restriktiven Schwellenwertes gelang es der Arbeitsgruppe von

Ghaffari (1998), sogar kryptische subtelomerische Rearrangements nachzuweisen.
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Dabel lief?en sich mit dieser modifizierten Technik partielle Trisomien leichter
nachweisen als Monosomien.

Im eigenen Untersuchungsgut war bei 2 Fallen eine Duplikation vordiagnostiziert. In je
einem Fall lag eine interstitielle 2p-Duplikation und eine terminale Duplikation 13q vor,
die auf dem Boden einer maternalen pericentrischen Inversion entstanden ist. Im Fall
der 2p-Duplikation (306/03) ergab die Auswertung des Ratio-Profils einen Zugewinn
far den Bereich 2p13p22 wund konnte somit den perinatal erstellten
Chromosomenbefund bestdtigen. Im Fall O-684/89 zeigte die CGH-Anayse eine
Duplikation fur 13932->qgter. Das duplizierte Segment weicht im Ratioprofil um zwei
cytogenetische Banden vom cytogenetischen Vorbefund ab und ist demzufolge kleiner
als beschrieben [dup(13)(g22->gter vs. enh(13)(g32qter)].

In fanf in dieser Arbeit untersuchten Fallen (O-101/85, O-317/87, O-875/90, O-895/90,
0-1919/01) wurde pranata an kultivierten Amnionzellen en Uberzahliges
Markerchromosom diagnostiziert. In nur einem Fall (O-1919/01 vgl. Kap. 4.4.2.6)
konnte die chromosomale Herkunft des Uberzdhligen Markerchromosoms mit einem
Mosakanteil von 54 % bestimmt und der Anteil der involvierten chromosomalen
Regionen verifiziert werden. Die CGH-Analyse wurde jedoch mit DNA aus nativem
asservierten Gewebe durchgefuihrt (Kap. 4.1.2). Die chromosomale Herkunft wurde
zunéchst mittels Multicolor-FISH Chromosom 2 zugeordnet. Die CGH-Auswertung des
Ratio-Profils ergab dann einen Zugewinn im Bereich 2p13->q13. Dieses Ergebnis
konnte durch Mikrodissektion des Markers und Reverser Hybridisierung bestétigt
werden. In den anderen Féllen lag das Markerchromosom in Mosaikform vor, z.T.
betrug der Anteil der markertragenden Zellen weniger as 50%. Chromosomale Mosaike
unter 50% sind im Allgemeinen mit CGH nur sehr schwer nachweisbar, da en
Verdiinnungseffekt des untersuchten Gewebes auftritt (du Manoir et al. 1993).

Generell kann die CGH jedoch zur Abklarung der Struktur und Herkunft zusétzlicher
Markerchromosomen beitragen. Bel sechs mit CGH untersuchten Markerchromosomen
konnten diese in 3 Fallen ndher charakterisiert werden, wahrend die anderen 3 Félle ein
normales CGH-Profil zeigten (Belloso et al. 2005). Diskutiert wurde dies mit
euchromatinfreien und nur aus repetitiven Sequenzen bestehenden Markern. In einem
weiteren Fall konnte ein auf 2Mb-Grol3e bestimmtes Markerchromosom der(22) mittels
CGH nicht dargestellt werden, da dieses unterhalb der Nachweisgrenze fur eine CGH
liegt (Mark et al. 2005).
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Die CGH ist daher nur unter bestimmten Bedingungen zum Nachweis Uberzahliger
M arkerchromosomen geeignet:
Der Mosaikstatus sollte > 50% sein.
Centromermarker oder Marker mit geringem Euchromatinanteil sind methodisch
bedingt nicht nachweisbar (siehe Kap. 5.2.2).
CGH mit DNA aus frischem Gewebe eignet sich besser als DNA aus Formalin
fixierten und in Paraffin eingebettetem Gewebe (siehe Kap. 4.1.5)

Anwendung von Zusatzuntersuchungen ist erforderlich.

Bel der Betrachtung der Ergebnisse bezlglich chromosomaler Duplikationen und
Deletionen kann festgestellt werden, dass diese mittels CGH-Analyse sicher erfasst
werden, wenn sie ausreichend grof3 sind (Bartsch et al. 2000, Goumy et al. 2005). Das
durch Array CGH gewonnene grofiere Auflésungsvermogen erméglicht die Detektion
kryptischer, auch terminaler chromosomaler Aberrationen bis hin zum Nachweis einer
Duplikation im Bereich von 0,4-0,8Mb (Sanger et a. 2005, Van Esch et a. 2005). Es
zeigt sich zwar im Allgemeinen eine Ubereinstimmung der CGH-Ergebnisse mit den
Uber konventionelle Cytogenetik ermittelten Bruchpunkten im Falle von DNA aus
nativem Material. High Resolution-CGH (HR-CGH) oder Array-CGH ermittelten
jedoch prézisere Bruchstellen der in die Aberrationen involvierten Chromosomen
(Kirchhoff et a. 2001, Hwang et a. 2005, Ren et al. 2005).

Mittels HR-CGH konnte bei 8 Patienten mit mentaler Retardierung und normalem
Karyotyp chromosomale Imbalancen detektiert werden. Bel 5 Patienten mit balanciert
erscheinendem Karyotyp konnten in alen Féallen zusétzliche strukturelle Aberrationen
nachgewiesen werden. In 9 Fallen mit auffélligem, aber unzureichend Uber G-
Banderung spezifizierten Aberrationen gelang mit HR-CGH die prazise
Charakterisierung der in die Strukturaberration involvierten Chromosomenstiicke. Das
Auflésungsvermogen fir eine HR-CGH betrug in dieser Studie 3Mb (Kirchhoff et al.
2001).

5325 Nachweis unbalancierter Trans okationen

Balancierte reziproke Translokationen mit einer Inzidenz von 1:625 sind die am
haufigsten vorkommenden Strukturaberrationen (Van Dyke et a. 1983). Die Rate
unbalancierter Translokationen preimplantierter Embryonen betragt ca. 80% (Lim et al.
2004). Die Rate bei Lebendgeborenen liegt dagegen nur bel 0,25% (Jacobs 1990).
Vermutlich findet eine sehr frihzeitige Eliminierung eines Grofdteils der unbalancierten
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Embryonen stett, die meisten bereits vor Erkennen einer Schwangerschaft (Lorda-
Sanchez et al. 2005).

Im eigenen Untersuchungsgut wurde in 7 Falen prénatal oder an Abortmaterial eine
unbalancierte Transokation diagnostiziert. In 2 Féllen (0-114/85, O-1475/96) ergab die
CGH-Analyse aufgrund starker DNA-Degradierung kein Ergebnis (vgl. Tab. C und D
im Anhang). In 2 Féallen (O-665/89, V-1738/94) konnte die bel den Feten zugrunde
liegende Strukturveranderung nicht erkannt werden. Die CGH ergab hier en
unauffaliges Ergebnis. Im Fall O-665/89 konnte lediglich degradierte DNA aufgrund
langer Formalinfixierungszeit isoliert werden (siehe Kap. 5.2.1, vgl. Tab. D). Im Fal
V-1738/94 ist eine Kontamination mit mutterlicher DNA aus Deciduagewebe sehr
wahrscheinlich, da die CGH ein unauffalliges weibliches Profil zeigte. Demnach liegt
ein Verdinnungseffekt vor, bel dem die mitterliche gegeniber der kindlichen DNA
Uberwiegt.

In einem weiteren Fall (O-506/88) lag kein Ergebnis einer Chromosomananal yse wegen
fehlendem Zellwachstum in Kultur vor, wobei beim Vater jedoch eine balancierte

Trandg okation bekannt war.

In 3/7 Félen (42,8%) mit unbaancierter Translokation (O-236/86, O-506/88, V-
1771/95) konnte diese mittels retrospektiver CGH-Anayse erfasst werden. Im Fall O-
236/86 ergab die cytogenetische Chromosomenanalyse des Feten ein
Derivativchromosom 22 bei bekannter paternadler reziproker Translokation
[46,XY ,1(5;22)(p13;913)]. Demzufolge lag beim Fet ene partielle Trisomie
5pl13->pter und partieller Monosomie 22g13->gter vor. Die CGH-Auswertung zeigte
lediglich eine Duplikation fir 5pl15.1->pter. Der Bruchpunkt wich damit um 2
chromosomale Banden im terminalen Bereich ab. Ebenso konnte der Verlust in 22913
nicht detektiert werden, da die Deletion wahrscheinlich unterhalb der Nachweisgrenze
der CGH liegt. Die Diskrepanz der Bruchpunkte dirfte auf die Degradierung der
Ausgangs-DNA des Feten zurtickzufiihren sein (vgl. Kap. 5.2.1).

Im Fall O-506/88 wurde Klinisch beim Fet ein Deletionssyndrom 13q diagnostiziert. Die
cytogenetische  Familienanadlyse  ergab  eine  balancierte  Translokation
t(13;20)(g21.3p13) beim Vater. Die CGH-Anayse an fetalem Gewebe zeigte einen
Verlust fur die Region 13g22->qgter an. Die partielle Monosomie fir 20p13 konnte nicht
detektiert werden, da der chromosomale Verlust zu klein und damit unterhalb der
Nachweisgrenze der CGH-Analyse liegt. Der Bruchpunkt fir 13q konnte jedoch mittels
CGH verifiziert und mit 46,XX, dim(13)(g22qter) beschrieben werden.
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Im Fal V-1771/95 zeigte die Chromosomenanalyse an Abortzotten ein
Derivativchromosom mit unbekanntem Chromosomenmaterial im kurzen Arm von
Chromosom 22 (siehe Fallbeschreibung Kap. 4.4.2.4). Die CGH-Analyse ergab jedoch
eine Trisomie 12, so dass anzunehmen ist, dass in der Placenta zwel verschiedene
Zdllinien vorhanden waren (vgl. auch Kap. 5.5.4).

Es ist anzumerken, dass die genauen Bruchpunktregionen mit Hilfe der CGH nicht
immer eindeutig anzugeben waren. Dies durfte auf die inhomogene Hybridisierung
durch degradierte Ausgangs-DNA bedingt sein, die zu Problemen bei der statistischen
Auswertung fuhrte. Auch wiederholte Hybridisierungen fuhrten zu keinem besseren
Ergebnis, so dass eine unterschiedliche Beschaffenheit der DNA angenommen werden
muss. In al diesen Fadlen mit divergenten Bruchpunkten konnte eine

Formalinfixierungszeit > 4 Wochen ermittelt werden (vgl. Tab. D im Anhang).

Komplexe Chromosomenaberrationen (vor alem Translokationen) sind aufgrund des
limitierten  Auflosungsvermdgens der GTG-Banderung meist  schwer  zu
charakterisieren. Haufig sind mehrere FISH-Analysen mit verschiedenen Sonden oder
Mikrodissektion notwendig, um die Aberration néher zu beschreiben (Blennow 1995,
Schrock et a. 1997). Die CGH dagegen kann die involvierten Chromosomen und
Regionen in nur einem Versuch detektieren.

Eine Verbesserung der Auflésung wurde durch Anwendung eines dynamischen
Standardreverenzintervalls erreicht (Kirchhoff et al. 1998, 1999). Dieses Verfahren der
High Resolution-CGH (HR-CGH) ermoglicht den Nachwes unbalancierter
Rearrangements bis zu einer Grofze von 3Mb und findet bei Patienten mit mentaler
Retardierung und dysmorphen Merkmalen Anwendung (Ness et a. 2002, Kirchhoff et
a. 2004, Shanske et a. 2004). Der Vortel der HR-CGH gegeniber des
Subtelomerscreenings bei diesen Patienten liegt in der Detektion intrachromosomaler
Aberrationen, welche mit einer Haufigkeit von 13% vs. 5% angegeben werden
(Biesecker et al. 2002).

In ener Studie mit drei Fallen mittels GTG-Banderung nur unzureichend
charakterisierten Translokationen konnte die CGH Aufschlu dber involvierte
Chromosomen und Segmente sowie Bruchpunkte geben. Ebenso konnte in 4 weiteren
Féllen mit einer chromosomalen Imbalance die Strukturaberration exakt bestimmt
werden (Tonnies et a. 2001). Das Auflosungsvermogen fur Deletionen betrug dabei ca
10Mb. In einer weiteren Studie wurden 2 Aborte bei bekannter paternaler

pericentrischen Inversion 8p23g24 mit CGH untersucht (Daniely et a. 1999). Im ersten
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Abort wurde ein Verlust 8g23->gter und im zweiten Abort ein Zugewinn 8g22.3->qter
detektiert. Hierbei waren die Bruchpunkte gegentiber dem paternalen Karyotyp jedoch
nach proximal verschoben. Der erwartete Zugewinn und Verlust fir die Region
8pter->p23 konnte nicht nachgewiesen werden. Diskutiert wurde dies zum einen mit der
geringen GrolRe der involvierten Chromosomenregion, die damit unter dem
Detektiondimit fir eine CGH liegt. Zum anderen nimmt die Fluoreszenzintensitét
graduell zu den Chromosomenenden ab (Kallioniemi et al. 1994).

Neben der Abklarung genetischer Imbalancen kann die CGH sowohl Aufschluld tber
den dterlichen Chromosomenstatus al's auch Hinweis auf den Entstehungsmechanismus
der Chromosomenaberration geben (Fritz et a. 2000, Lorda-Sanchez et a. 2005, eigene
Untersuchungen siehe auch Kap. 4.6.4 und 5.5.4).
Zusammenfassend kann man sagen, dass die CGH as molekularcytogenetische
Methode im Rahmen einer paidopathologischen Untersuchung aufféliger Feten bzw.
Aborte zur Abklarung von Chromosomenaberrationen zahlreiche Vorteile bietet:
Die Analyseist unabhéngig von der mitotischen Aktivitét des zu untersuchenden
Gewebes
Durchfiihrung auch an langjéhrig asserviertem Material moglich und daher
geeignet fUr retrospektive Analysen
Untersuchung des kompletten Genoms auf numerische chromosomale
Veranderungen in einem Versuchsansatz, sicherer Nachweis von Trisomien und
zahlenmaliigen Veranderungen der Geschlechtschromosomen
Erfassen von unbalancierten chromosomalen Aberrationen wie Deletionen,
Duplikationen und unbalancierten Translokationen ab einer chromosomalen
Fragmentgrof3e von ca. 8-10Mb
Erfassen von Chromosomenverdnderungen in Mosaikform, wenn mindestens
50% der Zellen die Aberration aufweisen
Die Nachteile einer CGH-Analyse sind:
Kein Nachweis balancierter genetischer Verénderungen wie Inversionen und
bal ancierten Transl okationen, da keine Anderung der DNA-Menge vorliegt
Kein Nachweis (methodisch bedingt) von Tri- und Tetraploidien, so dass im
Verdachtsfall zusétzliche Analysen notwendig sind
Kein Nachweis von Stuckverlusten- bzw. Zugewinnen kleinerer
Chromosomenfragmente, insbesondere nicht an den Chromosomenenden
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Kein Nachweis chromosomaler Mosaike, wenn weniger als 50% der Zellen
betroffen sind

Ausschluss heterochromatischer Chromosomenregionen aus der Berechnung des
Ratioprofils

5.4 Parentale Herkunft von Chromosomenaberrationen
54.1 Parentale Herkunft numerischer Chromosomenaberrationen

In dieser Arbeit wurden insgesamt zwe Triploidien und 10 Aneuploidien
nachgewiesen, wobei in 5 Féllen die parentale Herkunft der Chromosomenaberration
mittels Mikrosatellitenanalyse unter Verwendung hochpolymorpher Marker bestimmt

wurde (Tab. 53).

Tabelle 53:

Auflistung aller Félle mit nachgewiesener Poly- und Aneuploidie sowie die Bestimmung der
parentalen Herkunft (@d=Untersuchung nicht durchgefihrt; k.A.=keine Angaben; M I=Meiose
I;?=ungeklart)

Ploidie Fall mitterliches SSwW Herkunft Herkunft
Alter (Jahre) Abort maternal paternal
Triploidie 0-2065/03 21 20+3 +(M 1)
V-2317/01 32 KA. +(M1)
Trisomie 3 V-2307/01 38 KA. @ @
FBK 137 26 8 %) %]
12 V-1771/95 29 11+1 +(?)
13 V-2370/02 31 8 +(M1)
18 S-41/02 39 24 +(M1)
21 0-2051/03 40 18+2 %) %]
XXY 0-1946/02 23 2243 %) %]
0-2039/03 31 25 %) %)
Monosomie X 0750/89 32 21 ) @
0-1154/93 32 21 %) %)

Triploidien sind mit 15-20% eine der haufigsten Chromosomenanomalien bel
Spontanaborten (Rehder et al. 1989, Brajenovic-Milic et a. 1998, Baumer et a. 2000).
Dabel konnen zwel verschiedene Phanotypen auftreten. Bel Vorliegen eines doppelten
véterlichen und eines mitterlichen haploiden Chromosomensatzes (Diandrie), weist die
Plazenta eine typische molenartige Struktur als Zeichen der Trophoblastproliferation
und somit das Bild einer Partiadmole auf. Der Fetus selbst zeigt haufig schwere
Fehlbildungen vorwiegend des ZNS und des Urogenitalsystems. Gynoide Triploidien
(zwei mutterliche und ein véterlicher haploider Chromosomensatz) sind charakterisiert

durch eine extrem kleine Plazenta ohne molenartige Veranderungen und einen hypo-
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oder dystrophen Fetus ohne grobe Fehlbildungen, jedoch mit Ahydramnie und Potter-
Stigmata im Gefolge einer renalen Minderperfusion bel insgesamt verminderter,
zirkulierender Blutmenge. Die aufféllige Placentamorphologie bel Triploidie-Aborten
dokumentierte schon frih den funktionellen Unterschied des miitterlichen und
véterlichen Genoms. Diese deutlichen Unterschiede werden als Auswirkung des jeweils
zusétzlichen Chromosomensatzes in Abhangigkeit der parentalen Herkunft betrachtet.
Untersuchungen zur Herkunft des Uberzahligen Chromosomensatzes bel Triploidien
zeigten kontroverse Ergebnisse. In den 80er Jahren wurde eine Uberwiegend véterliche
Herkunft des zusétzlichen Chromosomensatzes dokumentiert, wadhrend in neueren
Studien mit molekulargenetischen Methoden Uberwiegend eine miitterliche Herkunft
festgestellt wurde (Jacobs et al. 1982, Uchida & Freeman 1985, Miny et al. 1995,
McFadden & Langlois 2000, Fritz 2002). Als Ursache fir die Entstehung von diploiden
Gameten gelten Segregationsfehler in Meiose | oder Il oder die Inkorporation des
Polkorperchen.

Zaragoza und Mitarbeiter (2000) konnten zeigen, dass eine enge Korrelation zwischen
parentaler Herkunft des Uberzdhligen Chromosomensatzes und dem Gestationsalter
besteht. Die meisten Triploidien véterlichen Ursprungs werden zwischen der 10.-
20.SSW abortiert. Dagegen kommen Triploidien mitterlichen Ursprungs entweder sehr
frih noch wahrend der Embryonal entwickling zum Abort oder sie tberleben mit einem
gut erhaltenen Feten bis in hohere Schwangerschaftswochen.

Als Erklarung fir die Relation zwischen Alter und parentaler Herkunft der Triploidien
werden bel Frauen im hoheren Alter eine erhohte Frequenz verléngerter Zyklen mit
gealterten Oozyten gefunden, die zu einer Beeintrachtigung der Spindelfunktion und
meiotischer Non-digunction disponieren. Der triploide Karyotyp mit zwel miditterlichen
Sétzen konnte entweder durch eine zu frih gesprungene, primére Oozyte oder eine
diploide, sekunddre Oozyte entstanden sein. Das Phdnomen der zu friih gesprungenen
Oozyten tritt gehauft nach In-vitro-Fertilisation auf, wahrend die Entstehung einer
diploiden Oozyte aufgrund eines Meiosefehlers zustande kommt, bei dem keine
Abtrennung des 1. Polkérperchens erfolgte (Neuber et al. 1993).

Von den in dieser Arbeit untersuchten 2 Aborten mit triploidem Karyotyp waren beide
mutterlicher Herkunft. Dies spricht fur vermehrt entstandene diploide Oozyten. Eine
Korrelation zu erhdhtem miditterlichen Alter liess sich jedoch nicht herstellen. In beiden
Fallen lag das Alter unter 35 Jahren (21 und 32 Jahre).
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Die Mehrzahl der autosomalen Trisomien sind auf ein Non-disjunction der maternalen
Meiose zurtckzufihren (vgl. Kap. 1.3.2). Fur die Trisomien 13 und 18 konnte fir den
Uberwiegenden Anteil der Félle eine maternale Herkunft des zusétzlichen Chromosoms
gefunden werden (Fisher et al. 1993, 1995, Zaragoza et a. 1994). Die Trisomie 18
maternaler Herkunft beruht vorwiegend auf einen Segregationsfehler in der 2.
meiotischen Teilung. Fir die Mehrheit der paternalen Féle liegt meist en
postzygotischer mitotischer Fehler zugrunde (Fisher et al. 1995, Eggermann et al.
1996).

Die Trisomie 12 gehort zu den seltenen Trisomien in Aborten. In einer Studie von 89
Spontanaborten wurden 3 Félle mit einer Trisomie 12 maternalen Ursprungs
beschrieben (Robinson et al. 1999).

Im eigenen Untersuchungsgut wurde in 2/6 Fallen mit autosomaler Trisomie ene
maternale Herkunft des trisomen Chromosoms festgestellt, wobei in beiden Féllen mit
einer Trisomie 13 und 18 ein Fehler wéhrend der Meiose | gesichert wurde. Die
Entstehung einer Trisomie korreliert offenkundig mit dem Alter der Mutter (vgl. auch
Kap. 1.3.1). In den 3 Fallen mit einer Trisomie der Autosomen war das Alter der M iitter
>35 Jahre, wéahrend in den anderen 3 Fallen das mutterliche Alter nicht wesentlich
erhoht war (31 Jahre und weniger).

95% der Schwangerschaften mit einer Monosomie X enden in einem Abort oder in
einer Totgeburt (Hassold et a. 1992). Mehrere Studien mit ca. 10000 karyotypisierten
Aborten zeigen im Durchschnitt in 17% der Falle eine Monosomie X (Menasha et al.
2005). Anhand mehrerer Studien wird postuliert, dass der Verlust des X-Chromosoms
in der Mitose wahrend der friihen Embryonalentwicklung (Zygote) stattfindet (Mathur
et a. 1991, Monroy et a. 2002, Uematsu et a. 2002). Das Auftreten einer Monosomie
X korreliert demnach nicht mit erhéhtem Alter der Mutter (Neuber et al. 1993). Bel
beiden in dieser Arbeit nachgewiesenen Monosomie X-Félle (O-750/89, O-1154/93) lag
das muitterliche Alter bei 32 Jahren und ist damit nicht erhéht (<35 Jahre).
Untersuchungen zur Herkunft des X-Chromosoms zeigen, dass sowohl bel Patientinnen
mit Turner-Syndrom als auch bei Spontanaborten mit 45,X-Karyotyp in 70-90% der
Féle das vorhandene X-Chromosom miitterlicher Herkunft ist (Jacobs et al. 1990,
Mathur et al. 1991, Hassold et al. 1992, Lorda-Sanchez et al. 1992, Monroy et a. 2002).
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5.4.2 Parentale Herkunft struktureler Chromosomenaberrationen

Unbalancierte Strukturaberrationen mit grofen genetischen Imbalancen werden
entweder nicht implantiert oder die Konzeption geht sehr frih wéahrend der
Embryonalentwicklung verloren. Kleinere Imbalancen koénnen je nach Grof3e und in
Abhéangigkeit des involvierten Chromosoms zu Fruhaborten oder intrauterinem
Fruchttod fuhren.

In einer Studie mit ca. 25000 cytogenetisch untersuchten Feten fanden sich in 0,53%
Strukturaberrationen, davon waren 0,17% unbalanciert und 0,36% balanciert. Die Rate
vererbter chromosomaler Imbalancen betrug 0,34% (Hook et al. 1984). Balancierte
Translokationen finden sich dagegen in 0,2% bei Neugeborenen, wéhrend die Rate bel
infertilen Paaren (0,6%) und Patienten mit wiederholten Aborten (9,2%) wesentlich
hoher ist (Stern et al. 1999, Munné 2002). Die Inzidenz von Nachkommen mit
unbalancierter Translokation steht in Relation zum Geschlecht des elterlichen Tragers
der Translokation (Boué & Gallano 1984). Untersuchungen bei 1597 Kindern mit
unbalancierten Translokationen zeigten, dass 68% auf einer maternalen Herkunft
beruhen. Vergleichbar hoch mit 61% ist die mutterliche Herkunft in Imbalancen nach
adjacent 1-Verteilung der Trangokationschromosomen, 70% nach adjacent 2-
Verteilung und 92% in Nachkommen nach einer 3:1 Segregation. Die hohe Rate nach
3:1 Segregation korreliert mit erhdhten mdtterlichen Alter, wahrend bei adjacent 1- und
adjacent 2-Verteilung keine Korrelation zum mutterlichen Alter zu beobachten ist
(Faraut et al. 2000, siehe auch Kap. 5.5.4).

In 4 Féllen mit unbalancierten Strukturaberrationen wurde in der vorliegenden Arbeit
eine Mikrosatellitenanalyse zur Bestimmung der parentalen Herkunft des veranderten
Chromosoms durchgefihrt. In 2 Féllen (0-1919/01 Kap. 4.4.2.6 und O-1910/01 Kap.
4.5.2) konnte eine véterliche Herkunft des strukturveranderten Chromosoms bzw.
Markerchromosoms nachgewiesen werden. In beiden Fdlen handelte es sich um
Neumutationen. In den Fallen 118/02 und V-2309/01 erbrachte die Markertypisierung
kein Ergebnis beziiglich der parentalen Herkunft (vgl. Kap. 4.5.3 und 4.5.4).

Fur spezifische Chromosomenanomalien kdnnen jedoch signifikante Unterschiede bel
der elterlichen Herkunft beobachtet werden. Dies gilt insbesondere fur terminae
Deletionen, welche Uberwiegend véterlichen Ursprung sind. So konnte in 29 von 34
untersuchten Kindern (85%) mit einer de novo entstandenen 18g-Deletion eine
paternale Herkunft des deletierten Chromosom 18 gesichert werden (Cody et a. 1997).

In zwel Studien wurde fur eine 5p-Deletion jeweils 80% bzw. 90% eine paternale
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Herkunft des deletierten Chromosoms 5 nachgewiesen (Overhauser et al. 1990,
Mainardi et al. 2001). In 40 Patienten mit einer de novo 4p-Deletion lag in 32 Falen
(75%) eine paternale und in 8 Fallen (25%) eine maternale Herkunft des deletierten
Chromosoms 4 vor (Dietze et a. 2004, siehe Fall O-1910/01 in Kap. 4.5.2).

Urséchlich fir den erhdhten véterlichen Anteil terminaler Deletionen wird eine grof3ere
Anzahl von Zellteilungen wahrend der mannlichen Meiose diskutiert (Chandley 1991).
Ebenso konnte die Ursache in einer wesentlich erhhten Rekombinationsrate in der
Subtelomerregion im mannlichen Geschlecht liegen. Es konnte gezeigt werden, dass
gerade die Subtelomerregion ein “hot spot™ fir meiotische Rekombination bel der
mannlichen Keimzellreifung darstellt (Badge et al. 2000).

Dagegen belegen molekulargenetische Untersuchungen in 16 Féllen mit einer de novo
Inversionsduplikation und Deletion 8p in alen Féllen eine maternale Herkunft des
Derivativchromosoms 8 (Floridia et al. 1996, Kotzot et a. 2000, Shimokawa et al.
2004).

5.5 Fallbeschreibungen

Anhand ausgewdhlter Fallbeispiele soll die Leistungsféhigkeit retrospektiver CGH-
Analysen im Rahmen der Abortdiagnostik dargestellt werden. Alle vorgestellten
Kasuistiken verdeutlichen die Wichtigkeit einer moglichst weitgehenden Abklarung der
Strukturaberration mit einer moéglichst genauen ldentifizierung der chromoosomalen

Bruchpunkte, um exakte Genotyp-Phanotyp-Korrelationen aufzustellen.

5.5.1 Nachweis von chromosomalen Zugewinnen - Charakteriserung eines
M arkerchromosoms durch die Kombination von M-FISH, chromosomaler
Mikrodissektion, CGH und molekulargenetischer Analyse (O-1919/01)

Uberzéhlige Markerchromsomen (SMCs=small supernumerary marker chromosomes)
kommen mit einer Haufigkeit von 0,05% beim Menschen vor. In ca. 30% der Tréger
eines SMCs, das nicht von einem der acrocentrischen Chromosomen abstammt, werden
klinische Manifestationen beobachtet. Die klinische Auswirkung ist schwierig
vorauszusagen, da sie in grof3em Male abhéangig vom Anteil des Euchromatins, dem
Mosaikstatus und dem Vorliegen einer UPD der Chromosomen, die in die Bildung des
Markers involviert sind, abhangig ist (Starke et al. 2003). Das klinische Spektrum ist
sehr heterogen und reicht von normalem Phéanotyp Uber Minoranomalien bis hin zu

facidlen Dysmorphien, Fertilitdtsstorungen, psychomotorische  Entwicklungs-
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verzogerung und geistiger Behinderung (Crolla 1998, Dietze 2000, Starke et a. 2003).
Es liegt eine Korrdation zwischen GrofRe des SMC und dem Schweregrad der
phanotypischen Aufféalligkeiten vor (Kosztolanyi 1987).

Im vorliegenden Fall konnte ein im Fruchtwasser gefundener SMC durch die
Kombination cytogenetischer, molekularcytogenetischer und molekulargenetischer
Methoden exakt charakterisiert werden (Fallbeschreibung Kap. 4.4.2.6). Uber M-FISH-
Anayse wurde der chromosomale Ursprung dem Chromosom 2 zugeordnet. Eine
prézise Aussage, welche Region von Chromosom 2 der Marker enthdlt, konnte jedoch
nicht gemacht werden. Erst die Mikrodissektion des Markers mit nachfolgender
Hybridisierung der DNA auf normale mannliche Metaphasechromosomen (reverse
chromosome painting) gab Aufschluss tber GroRe und DNA-Gehalt. Uber CGH
konnten die ermittelten Bruchpunkte exakt bestétigt werden.

Im vorliegenden Fall wies der Fetus facide Dysmorphien (ausgepragter
Hypertelorismus, breite Nase, prominentes Philtrum, prominentes Philtrum,
Makrostomie, Mikro-Retrognathie und tiefsitzende Ohren) und geringe aul3ere
Fehlbildungen (verkirztes 4. Metacarpale, Klinodaktylie), jedoch keine weiteren
inneren Fehlbildungen auf. Anatomische Auffélligkeiten am Gehirn wurden nicht
diagnostiziert, wobel jedoch keine Aussage zur mentalen Retardierung gemacht werden
kann.

Insgesamt sind bis jetzt 13 Markerchromsomen in der Literatur beschrieben, die von
Chromosom 2 aus der centromernahen Region abstammen. Tabelle 54 fasst ale Féle
mit relevanten klinischen Angaben zu den Uberzdhligen Markerchromosomen 2
zusammen. 2 der 14 Markerchromosomen waren cytogenetisch unzureichend
charakterisiert. 5/14 der beschriebenen Fédle zeigen keine klinischen Symptome, wobel
im Fall 10 ein balancierter Karyotyp vorlag. In den anderen 3 Féllen ohne klinischen
Phanotyp (Félle 6, 11, 13) lag eine partielle Trisomie fUr die pericentromerische Region
des langen Arms von Chromosom 2qg11.2 vor. Wohingegen in 2 Félen (5, 9) mit
phanotypischen Aufféalligkeiten die pericentromerische Region des kurzen Arms 2pl11.2
involviert ist. Partielle Trisomien, die proximaler zu den Regionen p11.2 und ql11.2
liegen und damit groflkere Anteile Euchromatin enthalten, verursachen schwerere
Fehlbildungen (Félle 1, 2, 3, 7, 8, eigener Fall).
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Tabelle 54:

Zusammenstellung der Félle mit Markerchromosomen aus dem proximalen Centromerbereich

2p13-q13
F | Studie Karyotyp Unter suchungs- M E Klinische UPD
methoden Merkmale
1 [(Wangand |+r(2)(pllgld) Chromosomenanalyse; | 65% ? Dysmorphiezeichen -
Hunter verschiedene MR; Entwicklungs-
1979 Banderungstechniken verzogerung
2 | Greven- 46, XX /47 XX, Chromosomenanalyse; k.A. | denovo | Zwerchfellhernie; -
goodeta. |+r(2)(pl3ql2) FISH mit alpha-Satellit faciae
1993 und WCP-Sonden Dysmorphien;
singulédre
Umbilicalaterie
3 |Plattneret | 46,XY/47,XY, Chromosomenanalyse; | 30% | denovo | Autismus; keine -
al. 1993 +r(2)(q10g12) FISH mit alpha-Satellit- Sprache; keine
(case 26) Sonden Dysmorphiezeichen;
auierlich unauffallig
4 | Daniel etd. | 47,XY ,+r(2) Chromosomenanalyse; - | familidr | keine -
1994 FISH mit alpha-Satellit-
(case 9) Sonden
5 | Ostrover- 46,XY /47, XY, Chromosomenanalyse; | 50% | de novo | Entwicklungsverzo- -
khovaeta. |+r(2)(pl1.2 FISH mit alpha-Satellit- gerung; muskulére
1999 g14.1) Sonden; chromosomale Hypotonie;
Mikrodissektion Hypogenitalismus,
Leistenhernie;
leichte Klinodactylie
6 |Villaetal. |47,XX,+r(2) Chromosomenanalyse; | 44% | denovo | keine keine
2001 (q10911.2) FISH mit alpha-Satellit-, UPD
WCP- und YAC-
Sonden;
Mikrosatellitenanalyse
7 | Giardino et | Proband: Chromosomenanalyse; | 80% | familiér | Dysmorphiezeichen | keine
al. 2002 47 XY +1(2) FISH mit alpha-Satellit milde MR; UPD
(q10g12)/46,XY | und Y AC- Sonden; Hyperaktivitét;
8 Mutter: Mikrosatellitenanalyse | 54% Minoranomalien
47 XX, +1(2)
(q10q12)/46,X X
9 |Weissetd. |+r(2)(pl1.2 Chromosomenanalyse; | 70% | denovo | BOR Syndrom- -
2002 g11.1) M-FISH-Analyse ahnliche Symptome
(case 11) (craniofaciale
Dysmorphien;
Nierendysplasie)
10 | LasanTrei¢ |47,XY,del(2) Chromosomenanal yse; - | denovo | keine -
etal. 2003 | (pll.1p12), FISH mit alpha-Satellit,
+mar(2) (p11.1 | WCPund YAC- Sonden
p12)
11 |Starkeetd. | 47,XY,+r(2) Chromosomenanalyse; | 52% | denovo | keine -
2003 (p11.1g11.2)/ subcenM-FISH-Analyse
(case 6) 46,XY
12 | Guancidi- |47,XX,+r(2)(q?) | Chromosomenanalyse; - kKA. |MR -
Franchi et M-FISH-Analyse
al. 2004
13 |Mrasek et | +r(2) Chromosomenanalyse; | 86% ? keine -
al. 2005 (p11.1g11.2) cenM-FISH-Analyse
14 | 0O-1919/01 |47,XX,+r(2) Chromosomenanalyse; | 53% | denovo | dystropher Fetus mit | keine
eigener Fall | (p13913) M-FISH-Analyse; CGH; craniofacialen UPD
chromosomale Dysmorphien;
Mikrodissektion; Hypertel orismus;
Mikrosatellitenanalyse Klinodakytlie

k.A.=keine Angaben; MR=mental retardation; UPD=uniparental disomy; F=Fall; M=Mosaik;
E=Entstehung, ?=fraglich
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In 13/14 Falen wurden neben der konventionellen Chromosomenanalyse zusétzliche
molekularcytogenetische Methoden zur Abkldrung der SMCs angewandt. Die am
haufigsten verwendete M ethode vor allem in jungerer Zeit ist die M-FISH-Analyse oder
davon abgeleiteter Methoden (cenM-FISH oder subcenM-FISH) in 5/14 Féllen (9, 11,
12, 13, eigener Fall). In 2 Fallen kam die Methode der chromosomalen Mikrodissektion

zur Anwendung (5, eigener Fall).

In Fallen mit kleinen Ringchromosomen oder Uberzahligen Markerchromosomen wurde
das Vorliegen einer Uniparentalen Disomie hinsichtlich phanotypischer Auffaligkeiten
diskutiert (Danidl & Malafig 2003). Untersuchungen belegen, dass eine UPD bel
Markerchromosomen kein bedeutender Faktor fur die beschriebenen klinischen
Merkmaleist. In 3 von 14 Féallen wurden Untersuchungen auf das Vorliegen einer UPD
der homologen Chromosomen durchgefthrt. In keinem Fall konnte eine UPD
nachgewiesen werden (Félle 6, 7, eigener Fal). In einer Studie von 30 SMCs wurde in
nur einem Fall eine UPD fir die normalen homologen Chromosomen gefunden (Crolla
1998).

5.5.2 ChromosomaleVerluste— Terminale Deletion 4q (O-643/88)

Das Deletionssyndrom 4q ist mit einer Inzidenz von 1:100000 eine seltene
Chromosomenaberration und ist charakterisiert durch Entwicklungsverzogerung,
mentale Retardierung, facide Dysmorphien, LKG, Extremitétenfehlbildungen,
Herzfehler und Urogenitaldefekten. Es sind sowohl intertitielle as auch terminale
Deletionen verschiedenster Bruchpunkte beschrieben (Mitchell et al. 1981, Lin et al.
1988). Robertson und Mitarbeiter (1998) postulieren a's minimal kritische Region 4931,
die bel Verlust zur Auspragung des vollen 4g- Phanotyps beitrégt. Jedoch lag bel dem
von ihm beschriebenen Patienten keine Lippen-Kiefer Gaumenspalte vor. Keeling und
Mitarbeiter (2001) sehen dagegen as kritische Region die Bande 4933 an. Dabei treten
vor adlem Fehlbildungen wie die Pierre-Robin-Sequenz  (Mikrognathie,
Mittelgesichtsdefekte wie mediane Gaumenspalte und Glossoptosis), faciale
Dysmorphien, Entwicklungsverzogerung, Extremitétenfehlbildungen (insbesondere
Aplasie der Ulna) und variable Herzfehler auf (Tab. 56). Hinsichtlich faciaer
Dysmorphiezeichen kann kein spezielles Merkmal fir einen spezifischen Bruchpunkt in
4q benannt werden (Strehle & Bantogk 2003). Patienten mit terminalen Deletionen ab
der Bande 4g31/32 weisen einen dhnlichen Phéanotyp auf, wahrend Patienten mit
Deletionen in 4g33-34->qter einen insgesamt milderen Phanotyp zeigen (Lin et a.
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1988). Der einzige phanotypische Unterschied bel den Deletionen zwischen den Banden
4031 und 4932 besteht im Vorhandensein einer Pierre-Robin-Anomalie. In einer Studie
mit 18 Patienten mit einer terminalen Deletion 4g31->qter zeigten nur 4 (22,2%) eine
Pierre-Robin-Anomalie, wahrend alle 4 Patienten (100%) mit einer Deletion 4932->qter
diese Fehlbildung aufwiesen (Lin et al. 1988).

Tabelle 55:
Zusammenstellung der Félle mit einer reinen terminalen oder inter stitiellen Deletion 4q
Mikro-/ Retro- | Pierre-Robin-
Bruchpunkt Gs/Ls/Ks |gnathie Anomalie
Golbuset al. 1973 4g31.3->qter +-[- * +/- +
van Kempen et al. 1975 4g31->qter +/+/- +/- (+)
Back et al. 1977 4q31->qter +/+/+ +/- -
Serville & Broustet 1977 4924-932 -/-I- # -/- -
Yang et al. 1979 4g31->35 -/-I- -/- -
Shroff et al. 1981 4q31->qter +/-/- +/- -
Daviset al. 1981 4qg31->qter +/-/- +/+ +
Yu et al. 1981 4g31->qter +/+/- +/+ -
Mitchell et al. 1981
Patient 1 4g31.3->qter ++/- o +- (+)
Patient 2 4q931.3->qter +/+/- +/- -
Patient 3 4g31.3->qter -[-1- +/- -
Patient 4 4q31.3->qter +/-/- +/- -
Young et al. 1982 4q31->qter +/-/- +/- -
Lipson et al. 1982 4qg31->qter +/-/- +/- (+)
Sandig et al. 1982 44g31.3->qter +/-/- +/+ -
Chudley et al. 1982 44g31.3->qter +/+/- +/- +
de Michelena & Campos 1989 | 4g31->qter -/-1- +/+ -
Tejada et al. 1990 4q31.3->qter -/-I- +/+ -
Giuffreet al. 2004 4q31.3->qter +/-/- +/+ -
Sarda et al. 1992 4q31.22-q34.2
Robertson et al. 1998 4q931.3->g31.3 -/-I- +/+ -
Rethoréet al. 1979 4qg32.1->qter +/-/- +/+ +
Frynset al. 1981 4g32->qter +/-/- +/+ +
Linet al. 1988
Patient 2 4g32->qter +/-/- +/- +
Keeling et al. 2001 4q32-q34 +/-/- +/- -
Aladhami et al. 2000
Patient 1 4932933 mat -/-1- +/- -
Patient 2 4932433 -/-/- +/- -
0-643/88 eigener Fall 4q31.3/32->qter +/-[- * +/+ +

Gs=Gaumenspalte, Ls=Lippenspalte, Ks=Kieferspalte, * gespaltene Uvula, # hoher Gaumen;
e Fehlen des Gaumen, + Merkmal vorhanden, - Merkmal nicht vorhanden, (+) Merkmal leicht

ausgepragt
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Im vorliegenden Fall ergab die Chromosomenanalyse kultivierter Amnionzellen eine
Deletion des langen Arms von enem Chromosom 4 [46,XY,dd (4)
(g31.3->qter)] mit bereits sonografisch nachweisbarer Retrognathie und einer
Gaumenspalte. Die cytogenetische Auswertung aus fetalen Fibroblasten bestétigte den
pranatalen Befund. Die CGH-Anayse zeigte jedoch einen Verlust fur das Chromosom 4
im Bereich gq32->gter. Demnach weicht nach CGH der Bruch distal ab, so dass die
Deletion kleiner erscheint als cytogenetisch diagnostiziert. Anhand der klinischen
Merkmaleist im Vergleich mit den Literaturdaten ein Bruch in der Chromosomenregion
4932 wahrscheinlich, da bel dem betroffenen Feten eine vollstandige Pierre-Robin-
Sequenz mit Mikro- und Retrognathie und einer Gaumenspalte mit gespaltener Uvula
vorliegt, die verstérkt mit Deletionen 4g32->qter einhergeht (Tab. 55).

5.5.3 Chromosomale Verluste - Interstitielle Deletion 3p (O-212/86)

Interstitielle Deletionen im proximaen Abschnitt des kurzen Arms von Chromosom 3
sind selten vorkommende Chromosomenaberrationen, die bisher bel nur 9 Patienten
beschrieben wurden.

Es wurden bisher 4 Hauptmanifestationen fir das Deletions-Syndrom des proximalen
kurzen Arms von Chromosom 3 herausgearbeitet (Neri et al. 1984):

1. charakteristischer facialer Aspekt: niedrige Stirn, Epikanthus, Hypertelorismus,
breite Nasenbriicke, kurze Nase mit antevertierten NasenlOchern, kurzes
Philtrum, kleiner Mund, Mikrognathie und tiefsitzende dysplastische Ohren

2. Limitationen der Gelenkbewegungen

3. Deformitdten wie Ulnarabweichung der Hénde, Calcaneovalgus der Fif3e und
Camptodaktylie

4. psychomotorische Retardierung

Andere Fehlbildungen wie Herzfehler, Agenesie der Gallenblase und M eckel-Divertikel
sind eher unspezifisch und kommen auch bei anderen chromosomalen Rearrangements
vor (Wieczorek et a. 1997).

Im vorliegenden Fall (0-212/86) wurde nach konventioneller Analyse cytogenetisch
eine Deletion im Bereich 3pl14.2->p11 beschrieben. Die Ergebnisse nach CGH wiesen
jedoch auf eine Deletion des Abschnitts 3pl4.2->p12 hin, d.h. das Aussmal’ der
Deletion erschien nach CGH kleiner. Anhand vergleichender Literaturdaten soll eine

Genotyp-Phanotyp-Korrelation Aufschluss Uber den mdéglichen Bruchpunkt und damit
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die Grole der Deletion bringen. In der Tabelle 56 sind alle Fale mit proximaler
Deletion 3p und deren relevanten klinischen Angaben aufgelistet.

Tabelle 56:

Auflistung der Falle mit proximaler Deletion 3p

Facialer Aspekt

Defor mitaten

Psycho-
motorische
Retardierung

schmale Stirn/
Epikanthus/
Hypertel orismus

breiter Nasen-
ricken / kurze
Nase/
antevertierte
Nasenl 6cher

kurzes Philtrum /
kleiner Mund /
Mikrognathie /
tiefsitzende dys-
plastische Ohren

Ulnarab-
weichung
der Hande

Calcaneo-
valgus-
Deformitét
der FiRRe

Wyandt et al.
1980
p21.1->p13

-(hohe)/+/-

k.A.

k.A.

*)

Sichong et al.
1981
pl4.2->pll

-(hohe)/+/-

+/-I+

T

Mitter et al.
1984
p21->pl3

~(hohe)/+/-

+1--

-+

K.A.

K.A.

k.A.
Fetus 17.SSW

Neri et al.
1984
pl4.2->pl12

-[+/+

+1--

SH(+)/(+)

+

Short et al.
1986
p21->p13.2

K.A.

K.A.

KAJKAJ-(+)

K.A.

K.A.

k.A.
Fetus 18.SSW

Karimi-Nejad
et al. 1990
p21.1->13

k.A.

k.A.

k.AJKAJKA.I+

k.A.

+

Crispino et al.
1995
pl4.1->pll

-[+/+

+-I-

kAJKAJKAI(+)

k.A.

Wieczorek et
al. 1997
p21.2->p12

+/-I+

+/+/+

+/-I+

Petek et al.
2003
p13->pll

~(hohe)/--

-[+/-

kKAKAJKA. I+

K.A.

K.A.

Hertz et al.
1988
pl4.2->pll
dim pl14.2p12
eigener Fall

~(hohe)/+/+

+/+/+

-(lang)/-/-+

*)

k.A.
hypotropher
Fetus der
20.SswW

k.A.=keine  Angaben;

-=Merkmal nicht vorhanden;

+=Merkmal

vorhanden;

(+)=Merkmal

leichte  Ausprégung;

Aufgrund der geringen Anzahl und den teilweise klinisch wenig beschriebenen Féllen

ist eine Korrelation beztglich der Zuordnung von Merkmalen zu den entsprechenden

Bruchpunkten nicht eindeutig moglich. Lediglich die Ulnarabweichung der Hénde
scheint eher mit einer Deletion 3p11-p12 einherzugehen (Neri et al. 1984, Sichong et al.
1981, Crispino et a. 1995, Wieczorek et al. 1997). In 3 Féllen ist keine Aussage
moglich. Als Herzfehler wurde im vorliegenden Fall eine subvalvuldre Aortenstenose
diagnostiziert, welche ebenfals bei Sichong und Mitarbeitern (1981) mit demselben
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Bruchpunkt in 3pl1 beschrieben wurde. Aufgrund des Vergleichs aller Daten durfte im
eigenen Fall der centromernahe Bruch in 3pll erfolgt sein. Demnach erscheint nach
CGH der proximale Bruchpunkt nach distal verschoben, so dass die eigentliche
Deletion grof3er ist. Die Verschiebung der Bruchpunkte nach CGH-Analyse durfte im
vorliegenden Fall auf die Fragmentierung der DNA nach Formalinfixierung

zurtckzufUhren sein.

5.5.4 Nachweisvon Entstehungsmechanismen bei chromosomalen Aberrationen

Das Risiko fur chromosomal unbalancierte Nachkommen bei einer familidren
reziproken Translokation ist abhangig von den involvierten Chromosomen, der Gréle
der Chromsomensegmente und der Anzahl und Position der Chiasmata, den Punkten, an
denen ein crossing over zwischen homologen Chromosomen wahrend der meiotischen
Paarung stattfand (Ford & Clegg 1969, Lorda-Sanchez et al. 2005).

Um eine vollsténdige Paarung der homologen Chromosomensegmente zu erhalten,
bilden die Translokationschromosomen und ihre normalen Homologen in der Melose
ein Quadrivalent. Aufgrund unterschiedlicher Segregationsmdglichkeiten eines
Quadrivalents wahrend der Keimzellreifung kdnnen die Gameten normal, balanciert
oder unbalanciert sein. Bei der aternierenden Segregation enthdlt eine Gamete die
normalen und die andere, die an der Translokation beteiligten Chromosomen. In beiden
Falen entstehen balancierte Gameten. Bel der nicht alternierenden (adjacent)
Segregation gelangen benachbarte Chromosomen in eine Zelle. Als adjacent-1-
Segregation wird dies bezeichnet, wenn sich Chromosomen mit homologen
Centromeren trennen und Chromosomen mit unterschiedlichen Centromeren in die
gleiche Gamete gelangen. Bei einer adjacent-2-Segregation gelangen Chromosomen mit
gleichem Centromer in die gleiche Gamete. Das Ergebnis ist jeweils eine unbalancierte
Gamete mit partiellen Duplikationen und Deletionen. In seltenen Féllen kann bel
Auftrennung des Quadrivalents eine 3:1-Segregation stattfinden. Hierbe trennen sich
entweder die beiden normaen oder die beiden Trans okationschromosomen und
gelangen in die beiden Tochterzellen.

In der Folge gibt es acht verschiedene Kombinationsmdglichkeiten. Gelangen bel der
3:1-Segregation zwel normale Chromosomen des Quadrivalents zusammen mit einem
Translokationschromosom in eine Zelle, so wird dies as Terti&r-Trisomie bezeichnet.
Wandern die beiden Translokationschromosomen zusammen mit einem normalen
Chromosom in eine Keimzelle, so entsteht eine Interchange-Trisomie. Eine reziproke

Trandokation bei einem Elternteil kann zu insgesamt 32 Varianten be der
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Zygotenentstehung fuhren, wenn die Rekombinationsmdglichkeiten wahrend der
Meiose Il mitgerechnet werden.

Am haufigsten st jedoch die aternierende Segregation der
Transl okationschromosomen, wahrend die adjacent 1-Segregation die haufigste Ursache
fir unbalancierte Gameten ist, gefolgt von der adjacent 2- und 3:1-Segregation
(Guttenbach et al. 1997, Oliver-Bonet et al. 2002).

Im eigenen Fall ergab die cytogenetische Auswertung eines Frihabortes einen
strukturell auffaligen méannlichen Karyotyp mit einem Derivativchromosom 22 (siehe
Falbeschrelbung Kap. 4.424). Es lag demnach ene unbaancierte
Chromosomenstérung vor. Die Eltern konnten cytogenetisch nicht untersucht werden.
Die CGH-Analyse unter Verwendung von Zotten-DNA ergab eine Trisomie 12 fir das
gesamte Chromosom. FISH-Untersuchungen an asservierter Chromosomensuspension
mit centromerspezifischen Sonden fir die Chromosomen 12 sowie 14/22 zeigten, dass
das Derivativchromosom 22 dicentrisch ist, bestehend aus einem Centromer von
Chromosom 12 und einem Centromer von Chromosom 22. Eine Interphase-FISH mit
einer auf dem langen Arm von Chromosom 12 |okalisierten Sonde (GLI-Gen in 12g13)
ergab in 57% der analysierten Zellkerne 2 spezifische Signale, wahrend 43% Zellkerne
drel spezifische Signale aufwiesen. Eine Mikrosatellitenanalyse mit polymorphen
Markern spezifisch fur Chromosom 12 belegte die Trisomie mit Hinwels auf eine
mutterliche Herkunft des Uberzahligen Chromosoms 12.

In diesem Fall ist ein Mosak fur das dicentrische Derivativchromosom (22) und eine
komplette Trisomie 12 anzunehmen. Die Trisomie 12 dirfte aufgrund eines Non-
digunction wahrend der maternalen Meiose entstanden sein (1. Schritt). Ein postzygotes
illegitimes crossing over fihrte in einem 2. Schritt zur Entstehung des
Transl okationschromosoms (12;22). Bel der nachfolgenden Verteilung der Chromatiden
auf die Tochterzellen bildete sich eine Tochterzelle mit der Trisomie 12, wéhrend die
andere Tochterzelle zwel Chromosomen 12, das Translokationschromosoms (12;22)
und das acentrische 12g-Fragment erhielt. Das acentrische Fragment durfte wahrend der
nachfolgenden Zellteilungen verloren gegangen sein (siehe Abb. 49).

Die Zdllinie mit der Trisomie 12 proliferierte nicht unter den gewahlten
Kulturbedingungen und konnte somit nur im ruhenden Zellpool nachgewiesen werden
(FISH-Anaysen, CGH). Die Zédlllinie mit dem Derivativchromosom (12;22) war nach
Zellkultivierung sowohl cytogenetisch a's auch Gber FISH nachweisbar.

CGH hatte somit neben dem Nachweis einer chromosomalen Imbalance einen Beitrag
geleistet, den Entstehungsmechanismus der Chromosomenaberration abzukldren, wie

150



dies auch in Félen nach 3:1 Segregation von Translokationschromosomen bereits
beschrieben wurde (Fritz et al. 2000, Lorda-Sanchez et al. 2005)

Abbildung 49 :

Mdglicher Entstehungsmechanismus der Chromosomenstérung im Fall V-1771/95 (m=maternal;

p=paternal)

1. Schritt:
12 12 12

3—@

der Zellen und CGH

2. Schritt:

Trisomie 12 aufgrund
digunction wdhrend maternaler Meiose

eines Non-

22 22
T T Nachweis Uber Interphase-FISH in ca. 50%
m p

N postzygotes illegitimes crossing over

T—I— —I——I— fUhrt zur Mosaikbildung der Trisomie 12

und des

22

&

der(22) acentrisches
12g-Fragment
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dicentrischen  Derivativ-
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3. Schritt:
Vertellung der Chromatiden auf die
Tochterzellen

Dicentrisches Derivativchromosom (22)
nur in Kultur nachweisbar; acenztrisches
Fragment 12 geht in nachfolgenden
Zéellteilungen verloren

Zéellinie mit = Trisomie 12 hat
Teilungsnachteile, demnach nur im
ruhenden Zellpool nachweisbar (CGH an
asserviertem Gewebe)



6 Zusammenfassung

Der hohe Anteill chromosomaler Imbalancen in der Frihschwangerschaft imlipiziert die
Notwendigkeit einer intensiven cytogenetischen Untersuchung sowohl der Aborte as
auch der Paare mit Aborten. Die konventionelle Chromosomenanalyse erlaubt die
Identifizierung numerischer wie auch struktureller  Chromosomenanomalien.
Grundvoraussetzung fur die Darstellung von Chromosomen ist der Zugang zu
proliferierenden (vitalen) Zellen. Chromosomenanalysen aus Abortgewebe sind jedoch
haufig durch die geringe mitotische Aktivitét der Zellen und die geringe Bandenqualitét
der Chromosomen erschwert und damit ist insbesondere die Aussagekraft beziglich
struktureller Aberrationen eingeschrénkt. Welterhin ist eine Kontamination der
Abortkultur durch mitterliche Zellen zumindest bel unauffélligem weiblichen
Chromosomenbefund nicht auszuschlief3en.

Die Comparative Genomhybridisierung (CGH) ist eine molekul arcytogenetische
Methode, welche chromosomale Imbalancen durch reverse Fluoreszenz- in sSitu-
Hybridisierung zuverlassig aufdecken kann. Da ausschliefdlich genomische DNA und
keine Metaphasechromosomen des zu untersuchenden Gewebes bendtigt werden,
ungeht die CGH die oben genannten Einschrankungen der konventionellen
Chromosomenanalyse. Die CGH erwies sich daher as ein wertvolles Instrument zur
retrospektiven Aufdeckung genetischer Imbalancen an archiviertem Material.

Um zu prifen, inwieweit sich diese Methode fir chromosomale
Retrospektivanalysen in der Fetapathologie eignet, sollte in der vorliegenden Arbeit
untersucht werden, ob mit DNA, die aus routineméfdigen Formalin fixierten und in
Paraffin eingebetteten Geweben gewonnen werden kann, eine CGH durchzuftihren ist.
Um das diagnostische Potential der CGH zu evaluieren, wurden in der vorliegenden
Studie 51 Abortfélle retrospektiv untersucht. Vorrangig sollten Abortfélle bearbeitet
werden, deren jeweilige fetale Fehlbildungen einen begriindeten Verdacht auf einen
chromosomalen Defekt gaben. Insbesondere sollte die Sensitivitét der CGH anhand von
29 cytogenetisch bereits vordiagnostizierten Fallen ermittelt werden.

In insgesamt 12 Falen wurden neben der Comparativen Genomhybridisierung noch
weitere Techniken wie die chromosomae Mikrodissektion, Fluoreszenz-in situ-
Hybridiserung (FISH) mit spezifischen Sonden und die Mikrosatellitenanalyse zur
Abklarung der genomischen Imbalancen angewendet. Mittels dieser Techniken konnte
der Ursprung eines Markerchromosoms sowie einer neu entstandenen unbalancierten
Translokation identifiziert werden. Insbesondere erwies sich die chromosomale
Mikrodissektion als herausragende Technik zur auf3erst prazisen Abklérung von
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chromosomalen Rearrangements in Féllen, in denen eine ausreichende Menge an
M etaphasechromosomen asserviert wurde. Die Mikrosatellitenanalyse ermoglichte die
Bestimmung der parentalen Herkunft und Entstehungszeitpunkt von Trisomien sowie
den Ausschluss einer uniparentalen Disomie in insgesamt 10 Fallen.

Grundvoraussetzung fur eine CGH-Anayse ist die Gewinnung einer moglichst
hochmolekularen DNA. Zu diesem Zweck wurde zunéchst DNA aus nativem und
Formalin fixierten und paraffinierten Geweben in insgesamt 42 Abortféllen gewonnen.
Vergleichende Untersuchungen zur DNA-Isolierung aus fixiertem Gewebe ergab, dass
die qualitativ und quantitativ besten Ergebnisse mittels einem laborinternen Protokoll
nach Proteinausfallung erzielt wurden. Nach dieser Methode wurde daher DNA von 33
Abortféllen gewonnen. Anhand der Ergebnisse der CGH-Anaysen wurden
insbesondere folgende Parameter beurteilt: Alter der Gewebebldckchen, Dauer der
Formalinfixierung und Mazeration/Autolyse des Ausgangsgewebes. Das Alter der
asservierten Gewebebldckchen reichte von wenigen Wochen bis zu 18 Jahre. Anhand
der Untersuchungsergebnisse konnte festgestellt werden, dass die Lagerungsdauer in
Paraffin keinen oder einen nur geringen Einfluss auf die Qualitédt der DNA hatte.
Entscheidender Faktor dagegen war die vorangegangene Lagerungszeit der Gewebe im
Gewebefixativ Formalin. Es ergab sich eine endeutige Korrelation zwischen
Fixierungsdauer und DNA-Zustand. Je kirzer die Fixationsdauer des Gewebes in
Formalin war, umso eher liess sich eine qualitativ und quantitativ hochwertige DNA
gewinnen. Keine direkte Korrelation konnte dagegen zwischen DNA-Qualitét und dem
M azerationsgrad/Autol ysegrad des eingebetteten Gewebes festgestellt werden. Anhand
der Ergebnisse der CGH-Anayse wurde die DNA in 3 Kategorien unterteilt:

1. DNA-Fragmente mit einer Lange von 200-1500bp und mehr (optimale
Fragmentlange) ermdglichten ein CGH-Ergebnisin 100% der Félle.

2. Leicht degradierte DNA (Fragmentlange 200-700bp) fihrte zu einem CGH-
Ergebnisin 67% der Féle.

3. Stark degradierte DNA mit Fragmentlangen <500bp eignete sich nicht flr eine
CGH-Anayse.

Die Comparative Genomhybridisierung wurde zur Analyse von 51 Aborten
angewandt. In der vorliegenden Studie konnte in 42/51 Féllen (82,4%) mittels CGH in
Verbindung mit Mikrosatellitentypisierung und Fluoreszenz- in situ-Hybridisierung ein
Ergebnis erzielt werden. In 22/42 Féllen (52,4%) lag ein unauffélliges Ergebnis vor. In
5 Fdlen konnte ein normaler Chromosomensatz mittels CGH bestétigt werden. In 2
Féllen wurde Uber eine anschlief3ende Mikrosatellitenanalyse eine Triploidie gesichert.
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Diese Féle verdeutlichen, dass erst die Kombination verschiedener
molekularcytogenetischer und molekul argenetischer Methoden eine exakte Bestimmung
der Abortursache ermdglicht.

In 9/22 Féllen lag ein cytogenetischer Vorbefund mit einer Strukturaberration vor.
Hierbel handelte es sich um Markerchromosomen (3 Félle), Ringchromosomen (3 Félle)
und unbalancierte Translokationen (3 Falle). Bezogen auf strukturelle Verénderungen
war die Rate der falsch negativen Ergebnisse nach CGH mit 64,3% (9/14 Félle) hoch. In
4/9 Fdlen (44,4%) durfte der falsch negative Befund nach CGH auf eine hochgradig
degradierte DNA zurtck zufiihren sein. In 5/9 Fdlen (55,6%) konnte jedoch eine
qualitativ gute DNA gewonnen werden, so dass angenommen werden musste, dass
aufgrund der limitierten Auflésung der CGH die zugrunde liegenden Aberrationen,
insbesondere  kleine  Markerchromosomen und telomernahe  Chromosomen-
veranderungen, nicht oder nur unzureichend erfasst wurden.

In 20 Féllen (47,6%) wurde eine chromosomale Aberration nachgewiesen. Unter

den Fallen mit numerischer Aberration fanden sich 6 Trisomien (zweimal eine Trisomie
3 und jewells eine Trisomie 12, 13, 18, 21) und in 4 Falen gonosomae Aneuploidien
(je zwei Félle mit 45,X bzw. 47, XXY).
Bei 5 Féllen mit bekannter Strukturaberration konnten die Bruchpunkte prazisiert bzw.
verifiziert werden. In einem Fall mit partieller Duplikation 2p konnte Gber CGH eine
genaue ldentifizierung und Lokalisation des duplizierten Segmentes erfolgen und der
cytogenetische Befund bestétigt werden. In 4 Féllen konnte elne Deletion nachgewiesen
werden, wobei in 3 Féllen der Vorbefund prézisiert wurde. Hierbei handelte es sich in
einem Fall um eine interstitielle Deletion 3p und in 2 Féllen um eine terminale Deletion
4q und 13qg. Die jeweiligen fetalen Fehlbildungen lief3en sich auf die chromosomalen
Veranderungen zurtckfihren und Uber den Vergleich mit den Literaturdaten konnte der
entsprechende Phanotyp néher charakterisiert werden. In einem Fal gelang der
Nachweis einer terminalen Deletion 139 ohne cytogenetische Vordiagnostik. Die
beschriebenen fetalen Fehlbildungen konnten so einem gut beschriebenen syndromalen
Krankheitshild zugeordnet werden. In 3 Félen konnte die zugrunde liegende
Strukturaberration mittels CGH aufgrund telomernaher Bruchereignisse nur
unzureichend dargestellt werden.

In einem Fall gab die CGH-Analyse neben dem Nachwels einer chromosomalen
Imbalance (Trisomie 12) zusétzlich auch Hinwels auf den Entstehungsmechanismus der

Chromosomenaberration.
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Trotz der Einschrankung beim Nachweis struktureller Veranderungen, die jedoch
im Abortgeschehen eher eine untergeordnete Rolle spielen, belegen die erhobenen
Daten, dass die retrospektive CGH-Analyse an archiviertem Abortmaterial, eine potente
Methode zur Aufdeckung genetischer Imbalancen bei Aborten ist. Die aktuellen
Einsatzmdglichkeiten und Grenzen im Bereich der Fetalpathologie konnten in der
vorliegenden Arbeit ausfihrlich dargestellt werden. Sie ist bisher die einzige Methode,
die komplexe Retrospektivanalysen an Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten
Geweben ermdglicht.

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass die CGH in der Paido- und
Fetal pathologie sowohl zur Aufdeckung von de novo-Aberrationen in Nachkommen
von genetisch unauffélligen Eltern, as auch zur Bestéigung von unbalancierten
Situationen in Nachkommen von enem  Eltentel mit  reziproker
Chromosomenaberration sinnvoll angewendet werden kann.

Es konnte gezeigt werden, dass nur Uber die Kombination von verschiedenen
molekularcytogenetischen und molekulargenetischen Methoden eine Potenzierung des
Informationsgehaltes zu erzielen ist. Erst die Aufdeckung und Abklarung
chromosomaler Aberrationen as Ursache fur Aborte und fetde Fehlbildungen
ermdglicht eine detaillierte Phanotyp-Genotyp-Korrelation, eine préazise Abschdtzung
des Wiederholungsrisikos fur die Eltern sowie eine Verbesserung der
Beratungssituation hinsichtlich der prognostischen Interpretation fir eine bestehende

Schwangerschaft.
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7 Zukunftige Entwicklungen

Die Methode der Comparativen Genomhybridisierung (CGH) hat das diagnostische
Spektrum in der algemeinen Pathologie, Tumorgenetik, Fetalpathologie und
Cytogenetik erweitert. Da das Verfahren der CGH unabhéangig von der Kultivierung
von Zelpopulationen oder der Verflgbarkeit geeigneter DNA-Sonden ist, besteht
insbesondere im Bereich der Fetal- bzw. Paidopathologie ein weitreichendes
diagnostisches Anwendungsgebiet hinsichtlich retrospektiver Untersuchungen an
unterschiedlich archivierten Geweben. Essentiell ist jedoch, dass bei der Anwendung
einer molekularcytogenetischen Methode die Vor- und Nachteile und insbesondere das
jewellige Auflésungsvermogen verdeutlicht werden.

Mit den molekularcytogenetischen Methoden lassen sich Alterationen lediglich
auf chromosomaler oder subchromosomaler Ebene nachweisen. Das neu entwickelte
Verfahren der Array CGH, bel der die Chromosomen durch immobilisierte DNA-
Fragmente (Arrays) ersetzt werden, besitzt jedoch en wet hoheres
Auflésungsvermogen as die CGH an Metaphasechromosomen. DNA-Imbalancen
konnen so in einer GrofRenordnung von <100kb bzw. bis <50kb nachgewiesen werden
(Solinas-Toldo et a. 1997, Pinkel et al. 1998, Barrett et al. 2004). Zudem besteht das
Potential zur Automatisierung. Ein Chip mit DNA-Segmenten aus BAC-Klonen, die das
gesamte Genom in enem durchschnittlichen Abstand von weniger as 500kb
reprasentieren, ermoglicht nicht nur den Nachweis bekannter Mikrodel etionssyndrome
und kryptischer Rearrangements, sondern auch den Nachwels bisher unbekannter
Mikrodeletionen und —duplikationen (Zielinski et a. 2005). Neu entwickelte
Computerprogramme zur Darstellung der gesamten Array CGH-Daten in Bezug auf
Chromosomenlokalisation erleichtern die Analyse der Chromosomenprofile und die
Detektion genetischer Veranderungen (Chi et a. 2004).

Eine weitere Anwendungsmdglichkeit bietet die Array CGH bei der Analyse von
cytogenetisch nicht untersuchten Friihaborten zum Nachweis von Aneuploidien und
chromosomalen Imbalancen (Benkhalifa et al. 2005). Beim Vergleich cytogenetischer
Befunde mit Ergebnissen nach Array CGH konnte in 4 von 41 Fallen eine zusétzliche
Aberration identifiziert werden, die nicht mittels konventioneller Cytogenetik detektiert
wurden (Schaeffer et a. 2004). So konnte eine Mosaiktrisomie 20, eine interstitielle
Deletion 9p, eine terminale Duplikation 10g sowie eine interstitielle Duplikation 15q
der Prader-Willi/Angelman-Syndrom Region nachgewiesen werden. Die Array CGH

dient somit der Anayse zur schnellen, genomweiten und hochauflGsenden
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Untersuchung. Die Limitierung genomischer Mikroarrays sind falsch positive und
falsch negative Ergebnisse aufgrund von Kreuzungshybridisierungen zwischen Test-
DNA und den multiplen BAC-Klonen. Demzufolge ist es wichtig, Mikroarray-
Ergebnisse mit Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH) oder anderen unabhangigen
Methoden zu Uberprifen (Mao & Pevsner 2005). Zudem handelt es sich um ene
vergleichsweise teure Methodik, was deren Einsatz in der Routinediagnostik bislang
limitiert.

Die Kenntnis der Pathogenese von Aborten ist vergleichsweise noch gering. So
liegen beispielsweise wenige Informationen Uber die molekularen Mechanismen der
Implantation eines Embryos vor, die offensichtlich ein sehr kritisches Ereignis darstellt.
Mit zunehmender Sensitivitdt der Untersuchungsmethoden sind grundiegende
Erkenntnisse zu erwarten, die als Ausgangspunkt fur weitere diagnostische und
therapeutische Entscheidungen dienen kénnen. Die Abklérung der Frage nach den
zugrunde liegenden Ursachen angeborener Chromosomenstdrungen ist eine der

Herausforderungen der molekularen Medizin.
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8 Tabellenanhang

Tabelle A
Listefur Falle mit unauffalligem CGH-Ergebnis
Fall-Nr. SSW | Indikation fur | cytogene- Faciale |lInnere Gehirnfehl- | Skelettfehlbildung, untersuchtes CGH Sonstiges
PD tischer Dysmor- | Fehlbildungen/ | bildungen Gelenkkontrakturen, Material
Vorbefund phien Herzfehler Sandalenfurche
a b c NT [ DOP- | GenomiPhi
PCR Amplification
0-518/88 23 - - + -/ - - - Lu + IUFT, Oligohydramnion,
Ni Hydropsfetalis
0-574/88 k.A. - - k.A. k.A. k.A. k.A. Ni + +
Ge
0-1980/02 21 - - + -1+ k.A. k.A. Lu + IUFT, IUGR,
Hydrocephalus,
V.a. Noonan-S.
0-2017/02 15 - - + -1+ k.A. + Lu + V.a Trisomie 21,
Ni unaufféllig an
Abortzotten
0-2022/03 18 - - k.A. +/+ + + Lu + Ahydramnie, Hypoplasie
Ni aler Réhrenknochen,
Holoprosencephalie,
Nierenagnesie
0-2065/03 | k.A. - - + + [+ k.A. + Zu + IUGR,
V.a Triploidie
S-145/03 20 - - + -/ - - - Ni + Placentainfarkte,
Placental 6sung
V-1738/94 | k.A. - - k.A. k.A. k.A. k.A. Zo + + Friihabort, auffallig
an Abortzotten
V-2317/01 | kA. - - kKA. kA. kA. kA. Zo + Frithabort, V. .a.
Triploidie
V-2351/02 13 - - k.A. k.A. k.A. k.A. Zo + IUGR, placentares
Zottenddem, V.a
Turner-Syndrom
V-2381/03 9 - - k.A. k.A. k.A. k.A. Zo + unreifes 6dematdses
Zottengewebe, V.a.
Chromosomenstérung
0-943/91 NG | V.aPotter- unaufféllig + ++/+ - + Ge + V.a Trisomie 21
sequenz Ha
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Fall-Nr. SSW | Indikation cytogene- Faciale Innere Gehirnfehl- | Skelettfehlbildung, untersuchtes CGH Sonstiges
fur PD tischer Dysmor- | Fehlbildungen/ | bildungen Gelenkkontrakturen, Material
Vorbefund phien Her zfehler Sandalenfurche
a b c NT | DOP- | GenomiPhi
PCR Amplification
0-1842/02 23 | V.a Triploidie, | unauffalig k.A. k.A. k.A. k.A. Zu +
Oligo-
hydramnion
0-1949/02 17 | IUFT unaufféllig + +/+ k.A. + Lu + Nackentddem,
Pla Herzfehler, V.a
Trisomie 21
0-101/85 k.A. | Psyche zusétzliches + +/- k.A. + Lu + +
Marker- Le
chromosom
0-317/87 k.A. | Alter zusétzliches + -/ - - + Lu +
Marker- Gen
chromosom im
Mosaik
0-875/90 15 | Alter zusétzliches + +/- + + Lu +
Marker- Ni
chromosom im
Mosaik
0-542/88 17 | Alter Ringchromo- + +/- k.A. + Lu +
somim Ni
Mosaik
0-633/88 19 |Alter Ringchromo- + -/ - - + Lu +
somim Ni
Mosaik
0-1485/96 17 | k.A. Ringchromo- + -/ - ++ - Lu + +
som
0-665/89 22 | Psyche unbalancierte + +/- - + Lu +
Trangokation Ni
0-1896/01 18 | auffélliger +DinKZ, + +/- - + Mu + V.a. Trisomie 13
Tripletest, unauffélligin
Anhydramnie |LZ
Legende:  k.A. =keine Angaben; V.a. = Verdacht auf; PD = Prénataldiagnostik; NT = Nicktrandation; KZ = Kurzzeitkultur; LZ = Langzeitkultur; NG = Neugeborenes

IUGR = intrauterine growth retardation; IUFT = intrauteriner Fruchttod; + = Merkmal
vorhanden; - = Merkmal nicht vorhanden
a= Formalin fixiertes und paraffiniertes Gewebe; b = frisches oder nativ eingefrorenes Gewebe; ¢ = Blut; d = Chromosomensuspension
Ge = Gehirn; Gen = Genitale; Ha= Harnblase; Le = Leber; Lu = Lunge; Mu = Muskel; Ni = Niere; NN = Nebenniere; Pla= Placenta; Zo = Zotten; Zu = Zunge
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Listefur Falle mit auffalligem CGH-Ergebnis

TabelleB

Fall-Nr. SSW | Indikation cytogene- Faciale |lInnere Gehirnfehl- | Skelettfehlbildung, untersuchtes CGH Sonstiges
fur PD tischer Dysmor- | Fehlbildungen/ | bildungen Gelenkkontrakturen, Material
Vorbefund phien Her zfehler Sandalenfurche
a b c NT | DOP- | GenomiPhi
PCR Amplification
0-506/88 24 - - ++ ++ /- ++ ++ Ni + balancierte Transl okation
Haut (13;20) beim Vater
0-515/88 29 - - +/k.A. + Ni + auffélig an Fibroblasten
0-1154/93 | 21 - - +/- k.A. Lu Nackenhygrom
Ni
0-1946/02 | 23 - - + +/- - + Zu + V.a. Pottersequenz,
aufféllig an Abortzotten
0-2039/03 | 25 - - k.A. -/- + k.A. Lu + auffalig an Abortzotten
Ni
S41/02 24 - - k.A. +/- k.A. k.A. Lu + Wachstumsretar-dierung,
Pla Placentitis
V-1771/95 | 12 - - k.A. k.A. k.A. k.A. Zo + auffalig an Abortzotten,
ramifikationsgestorte
Placenta
V-2307/02 | k.A. - - k.A. k.A. k.A. k.A. Zo + + Eianlagestérung
V-2370/02 8 - - k.A. k.A. k.A. k.A. Zo Eianlagestérung,
Duplikation 8p beim
Vater
FBK 137 k.A. - - k.A. k.A. k.A. k.A. Zo auffalig an Abortzotten
0-2051/03 | 19 |Alter Trisomie 21 + -1+ k.A. + Zu Nackenddem
306/03 NG | - dup(2p) k.A. k.A. k.A. k.A. + unklares
+ Fehlbildungssyndrom
0-212/86 16 | Alter del(3p) -/- + - Ni
0-643/88 18 |Alter del(4q) +/+ - + Lu +
Ni
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Fall-Nr. SSW | Indikation cytogene- Faciale |Innere Gehirnfehl- | Skelettfehlbildung, untersuchtes CGH Sonstiges
fur PD tischer Dysmor- | Fehlbildungen/ | bildungen Gelenkkontrakturen, Material
Vorbefund phien Her zfehler Sandalenfurche
a b c NT | DOP- | GenomiPhi
PCR Amplification
0-1035/92 | 23 |Alter Deletionim + +- - + Lu +
Mosaik Ni
Haut
O-750/88 20 | Hygroma CVS: del(X0); + -1+ - + Lu +
colli AZ: 45X Ni
Zo
0-1919/01 | 16 |Alter zusétzliches + -/- - - Mu +
Marker-
chromosom
im Mosaik
0-162/85 17 | aufféliger Ringchromo- + -/ - - - Lu + Gaumenspalte
Tripletest somim Mosaik Ni
0-236/86 20 |baancierte | unbalancierte + +/+ + + Lu +
Transloka- Translokation Ni
tion (5;22) an Nabel-
beim Vater schnurblut
0-684/89 16 |Inversion bei |aufféligan + +/+ k.A. + Lu + Subcutanédem
Mutter CvVs Ni
Legende: k.A.=Kkeine Angaben; V.a = Verdacht auf; PD = Prénataldiagnostik; CVS = Chorion Villi Sample; AZ = Amnionzellen; NT = Nicktrandation; NG = Neugeborenes

a = Formalin fixiertes und paraffiniertes Gewebe; b = frisches oder nativ eingefrorenes Gewebe; ¢ = Blut; d = Chromosomensuspension
Lu = Lunge; Mu = Muskel; Ni = Niere; Pla= Placenta; Zo = Zotten; Zu = Zunge
+ = Merkmal vorhanden; - = Merkmal nicht vorhanden
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TabelleC
Auflistung aller bearbeiteten Falle hinsichtlich stattgefundener Préanataldiagnostik, CGH -Ergebnisse und anderer M ethoden

Fall-Nr. | Bemerkungen prénatal vordiagnostiziert Befund nach CGH Befund durch andere
M ethoden préazisiert
0-101/85 47 XX ,+mar rev ish XX nein
0-114/85 t(1;13) nein nein
0-162/85 46,XX,r(18)/45,X X ,-18 rev ish XX, dim(18g22.1qter) | nein
0-212/86 46,XY ,del(3)(p11pl4) rev ish XY, dim(3p12pl4) nein
0-236/86 t(5,22)(p13;q13)pat rev ish XY, enh(5)(p15.1pter) | nein
0-317/87 46,XY/47 XY ,+mar revish XY nein
0-506/88 nein rev ish XY, dim(13g22-gter) nein
0-515/88 | an Fibroblasten: 46,XX,r(13)(p12913/14) nein rev ish XX, dim(13g21.1qter) |nein
0-518/88 nein revish XY nein
0-542/88 46,XX/46,XX,r(19) rev ish XX nein
0-574/88 nein revish XX nein
0-633/88 46,XY,r(14)(p12932) revish XY nein
0-643/88 | an Fibroblasten: 46,XY ,del(4)(g31.3->qter) 46,XY ,del(49?) rev ish XY, dim(4g32aqter) nein
0-665/89 46,XX,-21,+t(13;21)(pter->g13::21.2->qter) pat rev ish XX nein
0-684/89 46,XY ,dup(13)(g22->qter) rev ish XY, enh(13g32qter) nein
O-750/89 46,XX,del(Xqg?) in Plac.; 45X in AZ revish X nein
0-875/90 46, XX/47 XX, +mar rev ish XX nein
0-895/90 46, XX/47 XX, +mar nein nein
0-943/91 46,XX rev ish XX nein
0-944/91 46,XX,130- nein nein
0-955/91 46,XX,del4q nein nein
0-1035/92 46,XY/46XY ,del (9)(p22p23)[80%] rev ish XY, dim(9p22p23) nein
0-1154/93 nein revish X nein
0-1173/93 nein nein nein
0-1242/94 nein nein nein
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Fall-Nr.

Bemerkungen

préanatal vordiagnostiziert

Befund nach CGH

Befund durch andere
M ethoden prézisiert

0-1362/95 45X X ,-14/46,X Xr(14)/46,X X ,der(14) nein nein
0-1475/96 47,XY ,+der(8)t(6;8)(q26->qter;pter->q12),mat nein nein
0-1485/96 46,XY,r(18)(p11923)/45,XY,-18 revish XY nein
0-1488/96 46,XX,r(18) nein nein
0-1842/00 46,XX rev ish XX nein
0-1893/01 | nur MSbei V.a. UPD 2 47, XX, +2[38]/46,XX[6] an CVS; 46,XX an AZ keine CGH Ausschlul3 UPD 2 durchMS
0-1896/01 46,XY[9]/46,XY ,+D-Gruppe KZK; 46,XY LZK revish XY nein
0-1910/01 | nur FISH+MS 46,X X ,del(4)(p16.3) keine CGH ja FISH+MS
0-1919/01 (46,XX [19]/47, XX ,+r(2)[21]) rev ish XX, enh (2p13qg13) ja M-FISH+MS+MD
0-1946/02 | an Abortzotten: 47, XXY nein revish XY, enh X nein
0-1949/02 46,XY an CVS rev ish XY nein
0-1980/02 nein rev ish XX nein
0-2017/02 | an Abortzotten: 46,XX; V.a. Down-Syndrom nein rev ish XX j& FISH mit LS| 21
0-2022/03 nein rev ish XY nein
0-2039/03 | an Abortzotten: 47, XXY nein revish XY, enh X nein
0-2051/03 47 XX, +21 rev ish XX, enh(21) nein
0-2065/03 | zusétzlich MS; V.a. Triploidie nein rev ish XX j&;Tripl. mat. bestétigt durch MS
118/02 | nur FISH+MS 46,XX,inv dup del(8)(qter->p23::p23->11.2) keine CGH prézisiert durch MS
306/03 | postnatal: 46,XY ,dup(2)(pl3p22) nein rev ish XY, enh 2p13p22) nein
S$41/02 | V.a chromosomale Aberration nein rev ish XY, enh (18),mat ja Maternitét Ts18 durch MS
S-145/03 | V.a chromosomale Aberration nein rev ish XX nein
FBK137 |an Abortzotten: 47,XX,+3 nein rev ish XX, enh(3) nein
V-1738/94 | an Abortzotten: 46,XX,der(7)t(7;?14) nein rev ish XX
V-1771/95 | an Abortzotten: 46,XY ,add(22)(p13p11.1) nein revish XY, enh(12) ja FISH; MS: Maternitdt+UPD12
V-2307/01 nein rev ish XX, enh(3)
V-2309/01 | an Abortzotten: 46,XY ,add(8)(p23); hur MD+MS | nein keine CGH MD:rev ish XY, enh(6g22) + FISH
V-2317/01 | zusétzlich MS; V.a. Triploidie nein rev ish XX j&Tripl. mat. bestétigt durch MS
V-2351/01 | an Abortzotten: 46,XX; V.a. Turner-Syndrom nein rev ish XX ja;, FISH mit WCP X an Abortz.
V-2370/02 | Vater mit dup(8p) nein rev ish XY, enh(13),mat ja Maternitét Ts13 durch MS
V-2381/03 nein rev ish XY nein

Legende: FISH = Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung; MD = Mikrodissektion; MS = Mikrosatellitenanalyse; UPD = uniparentale Disomie; Ts= Trisomie
Falle mit grauem Hintergrund: CGH ohne Ergebnis




TabelleD

Auflistung aller Falle, deren Lager zeit in Formalin, der Autolysegrad des Gewebes und DNA- Zustand

DNA-L énge Optimum: 300-1500bp

DNA-Isolierung aus gefrorenem Gewebe

DNA-Isolierung aus Chromosomensuspension

. |DNAasEDTA-BIut

I: Mazeration der Haut

la: beginnende Mazeration der Haut

Ib: fortgeschrittene Mazeration der Haut

I1: Autolyse der inneren Organe

Ila: beginnende Autolyse der inneren Organe

I1b: fortgeschrittene Autolyse der inneren Organe

/ = keine Autolyse

k.A.keine Angaben

Falle mit Ergeb- | Lagerungszeit | DNA-Fragmentlénge | Autolyse- | Falle mit Ergeb- | Lagerungszeit | DNA-Fragmentlénge | Autolyse- | Falle ohne Ergeb- | Lagerungszeit | DNA-Fragmentlénge | Autolyse-
nisnach CGH in Formain | nach Agarosegel grad nis nach CGH in Formain | nach Agarosegel grad nisnach CGH in Formain | nach Agarosegel grad
0-101/85 1,5 Jahre / 0-1910/01 >700bp Ib+lla 0-114/85 2 Jahre 1b+l1b
0-162/85 4 \Wochen 200-1500bp / 0-1919/02 300-1500bp / 0-895/90 4 Monate /
0-212/86 3 Waochen 200-800bp / 0-1946/02 >1500bp / 0-944/91 2,5 Monate /
0-236/86 3 Monate / 0-1949/02 3 Wochen 200-800bp 1b/1lb 0-955/91 3 Monate /
0-317/87 1 Woche 200-1000bp / 0-1980/02 1 Woche 200-1000bp Ib+lla 0-1173/93 4 \Wochen /
0-506/88 2 Wochen 200-1500bp / 0-2017/02 2 Wochen 200-1000bp latlla 0-1242/94 6 Wochen k.A.
0-515/88 5 Wochen 200-1500bp / 0-2022/03 2 Wochen 300- >1500bp latlla 0-1362/95 6 Wochen la
0-518/88 6 Monate 200-1200bp k.A. 0-2039/03 3 Wochen 200-1200bp / 0-1475/96 4 Wochen la
0-542/88 5 Wochen 200-1500bp / 0-2051/03 >1500bp latlla 0-1488/96 2,5 Monate /
0-574/88 4 \Wochen 200-1200bp / 0-2065/03 >1500bp la
0-633/88 4 Wochen 200-800bp / 118/02 / Ib+l1b
0-643/88 4 Wochen 200-1200bp k.A. 306/03 >1500bp /
0-665/89 2,5 Monate k.A. S-41/02 1 Woche 200-2000bp latlla
'§ 0-684/89 3 Wochen 200-1500bp / $-145/03 1 Woche 200-1200bp KA.
0O-750/89 4 Wochen 200-1200bp / FBK 137 >1500bp /
0-875/90 2 Wochen 200-1500bp / V-1738/94 2 Wochen /
0-943/91 2,5Monate / V-1771/95 2 Wochen 200-800bp /
0-1035/92 5,5 Monate k.A. V-2307/01 1 Woche >1500bp KA.
0-1154/93 3 Wochen Ib+ib |  V-2300/01 / /
0-1485/96 2,5 Monate la V-2317/01 2 Wochen 200-1200bp /
0-1842/00 300-1500bp la V-2351/02 2 Wochen >1500bp /
0-1893/01 / / V-2370/02 >1500bp /
0-1896/01 >700bp / V-2381/03 2 Wochen >1100bp /
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