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1 Einleitung

Unter Prénataldiagnostik versteht man die diagnostischen MaBnahmen wéhrend der
Schwangerschaft, durch die morphologische, strukturelle, funktionelle, chromosomale und
molekulare Storungen vor der Geburt des Kindes erkannt oder ausgeschlossen werden
konnen. Dadurch werden Schwangerschaftsrisiken, bedingt durch eine mégliche Schiadigung
oder Erkrankung des ungeborenen Kindes verringert bzw. vermieden. Zu den
Untersuchungsmethoden gehdren sowohl bildgebende Verfahren wie Sonografie (Ultraschall)
und Dopplersonografie, als auch die Fruchtwasseruntersuchung (Amniozentese) und die
Chorionzottenbiopsie. Die rasante Entwicklung der prianatalen Diagnostik in liber 25 Jahren
war, neben der stindigen Verbesserung der Ultraschalldiagnostik, vor allem einer steten
Erweiterung der genetischen Diagnosemdglichkeiten zu verdanken. Im Jahre 1966
verdffentlichten Steele und Breck den ersten Bericht iiber eine erfolgreiche vorgeburtliche
Chromosomenuntersuchung an Zellen aus dem Fruchtwasser. Im Jahre 1973 und 1974 wurde
die Chorionzottenbiopsie von Hahnemann erfolgreich eingefiihrt. Diese beiden Methoden
werden bis heute in der Routinediagnostik eingesetzt. Uber die prinatale Diagnostik nach
einer Amniozentese oder einer Chorionzottenbiopsie konnen Chromosomenanomalien schon
vor der Geburt erkannt bzw. ausgeschlossen werden, wie z. B. Trisomie 21, die in ihrer
Wabhrscheinlichkeit des Auftretens mit dem zunehmenden Alter der Mutter korreliert. Dariiber
hinaus kann man bei der prénatalen Diagnostik liber 100 Stoffwechselerkrankungen und
einige hundert weitere schwere und unheilbare Erbkrankheiten nachweisen. Mit Hilfe
neuester technischer Diagnosemdglichkeiten (z. B. Dopplersonographie) und einer Palette
laborchemischer Untersuchungsmethoden konnen vorgeburtliche Stérungen vorzeitig
ausgeschlossen und friihzeitig erkannte Anomalien differenziert werden. Dabei handelt es
sich  um ganz unterschiedliche Anomalien, die erstmalig bei allgemeinen
Schwangerschaftsvorsorgeuntersuchungen vermutet werden oder mit denen sich die Familie
schon vor Schwangerschaftsbeginn belastet fiihlt. Untersuchungen dazu erfolgen meist im 1.
und 2. Trimenon der Schwangerschaft, konnen aber auch erst zu einem spéteren Zeitpunkt der
Schwangerschaft erforderlich werden. Zur Durchfithrung einer prénatalen Diagnostik mit
zytogenetischen bzw. molekulargenetischen Untersuchungen bendtigt man kindliche Zellen.
Diese werden bislang durch die invasiven Techniken gewonnen und sind mit einer
eingriffsbedingen Wahrscheinlichkeit zum Abort von zusammengefasst ca. 1% belastet.
Durch die routinemifBige Etablierung einer nicht-invasiven Prénataldiagnostik mit der

Gewinnung fetaler Zellen aus dem peripheren Blut der Mutter tendiert diese
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Wabhrscheinlichkeit gegen 0%. So wiirden die gingigen Techniken der invasiven prédnatalen

Diagnostik tiberfliissig werden.
1.1 Invasive Pranataldiagnostik

1.1.1 Pranataldiagnostik — konventionelle Routineuntersuchung

Der konventionellen zytogenetischen Pranataldiagnostik geht in der Regel ein invasiver
Eingriff voraus, bei dem der Schwangeren {iber Amniozentese oder mittels
Chorionzottenbiopsie fetale Zellen entnommen werden, die im Anschlul an eine
Kultivierungsphase zytogenetisch untersucht werden. Inzwischen ist auch die sogenannte
Friihamniozentese, eine  Fruchtwasserentnahme  zwischen der 12. und 15.
Schwangerschaftswoche, mit ausreichender Sicherheit beim FEingriff und in der
Labordiagnostik moglich (Rousseau et al. 1995). Grundsitzlich bestehen bei der
Fruchtwasserentnahme, wie bei jedem invasiven Eingriff, Risiken fiir die Schwangere und ihr
ungeborenes Kind. Komplikationen mit Abortfolgen kommen bei ca. 1% aller Eingriffe vor.
Dabei liegt die Abortrate bei der Amniozentese mit 0,5% um einiges niedriger als bei der
Chorionzottenbiopsie  (ca. 2%). Diese Abortraten wurden durch internationale
Sammelstatistiken ermittelt, wobei die Ergebnisse verschiedener Zentren zusammengefal3t
wurden (McNay et al. 1984). Fiir die Bundesrepublik Deutschland bedeutet das bei rund
85000 Untersuchungen den eingriffsbedingten Abort von ca. 850 Feten im Jahr. Die nicht-
invasive Pridnanataldiagnostik an fetalen Zellen aus dem peripheren Blut der Mutter, konnte
die gingigen Techniken der invasiven préinatalen Diagnostik tiberfliissig machen und damit

die Wahrscheinlichkeit eines Abortes verhindern.

1.2 Nicht-invasive Prianataldiagnostik

Unter nicht-invasiven Verfahren versteht man alle Methoden zur Fritherkennung
vorgeburtlicher Schidden, die nicht mit einem untersuchungsbedingten Wahrscheinlichkeit
einer Fehlgeburt einhergehen. Das geschieht entweder {iber optische Methoden, wie z. B. der
Ultraschalldiagnostik, die als Vorsorgeuntersuchung wéahrend der Schwangerschaft
routineméfig eingesetzt wird, oder liber das periphere Blut der Mutter mittels Triple Test
(Wagner et al. 1994). Treten hier Auffilligkeiten auf, wird meist eine invasive
Prinataldiagnostik in Erwdgung gezogen. Eine neue wissenschaftliche Herausforderung stellt
in diesem Zusammenhang die Diagnostik an fetalen Einzelzellen und an fetaler DNA aus dem

Blut der Mutter dar, die erst in den letzten zehn Jahren zunehmend an Interesse gewonnen hat.
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1.2.1 Etablierte Methoden der nicht-invasiven Pranataldiagnostik

Die klassischen Vorsorgeuntersuchungen fiir Schwangere sind Messung des Blutdruckes, der
Gewichtsentwicklung, Untersuchungen des Urins und die Bestimmung des Blutbildes. Die
Blutuntersuchung schlieft den Triple-Test mit ein, der zwischen der 15. und 20.
Schwangerschaftswoche durchgefiihrt wird. Dieser beinhaltet die Bestimmung von drei
Hormonen im Blut der Mutter: Das alpha-Fetoprotein (AFP), das freie Estriol (E3) und das
beta-Choriongonadotropin (beta-HCG). Aus den gemessenen Werten kann bei genauer
Kenntnis des Schwangerschaftsalters errechnet werden, ob eine erhohte Wahrscheinlichkeit
besteht, dafl das ungeborene Kind z. B. an einem Down-Syndrom (Trisomie 21) oder an einer
Spina bifida erkrankt ist. Heutzutage sind auch Ultraschalluntersuchungen nicht mehr
wegzudenken. Diese optische Methode wurde in den letzten Jahren zunehmend
weiterentwickelt. Die sogenannte Ultraschallfeindiagnostik und deren immer hohere
Auflosung dient der noch differenzierteren Fritherkennung von Schidden oder Fehlbildungen
des Feten. In den letzten Jahren haben internationale Studien zeigen konnen, daBl das sog.
Ersttrimester-Screening eine hohe, bisher nicht erreichte Entdeckungsrate von
Schwangerschaften mit Down Syndrom aufweist. Wahrend der Triple- (Double-) Test in der
15./16. SSW lediglich Erkennungsraten von 60 - 65% aufweist, flihrt die Kombination der
Serumparameter PAPP-A und freies 3-hCG mit dem miitterlichen Alter (Basisrisiko) und der
Messung der sog. Nackentransparenz (NT) zu einer Erkennungsrate von ca. 90% bei einer

Screen-positiv-Rate von 5% (zwei-zeitiges Konzept nach Wald et al. 2000).

1.2.2 Fetale Zellen im miitterlichen Blut — ihre Bedeutung fiir eine nicht-invasive
prinatale Diagnostik

Im Jahre 1893 berichtete der Pathologe Schmorl erstmals iiber das Auftreten von fetalen
Zellen in der miitterlichen Zirkulation. Er entdeckte Trophoblasten in den Lungen von
Patientinnen, die an einer Eklampsie verstorben waren. Die Existenz von fetalen Zellen im
Blut von normalen Schwangeren war jedoch zunichst noch sehr umstritten. Erst mit Hilfe
neuer molekularbiologischer Nachweismethoden war es moglich, die Existenz von fetalen
Zellen im Blut von Schwangeren nachzuweisen. 1972 zeigten Schroder et al., da3 fetale
Zellen wéhrend der Schwangerschaft in den miitterlichen Kreislauf {ibertreten kdnnen. Nach
jahrzehntelangen intensiven Bemiihungen erkannte man, da eine nicht-invasive
Prinataldiagnostik aus miitterlichem Blut nur dann gelingt, wenn sich die wenigen fetalen

Zellen, die sich in der miitterlichen Zirkulation befinden, anreichern lassen. Grundsétzlich
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kommen drei verschiedene fetale Zelltypen aus miitterlichem Blut fiir die Pranataldiagnostik
in Frage. Dabei handelt es sich um kernhaltige Erythrozyten, Leukozyten und
Trophoblastzellen (Bianchi er al. 1990). Von diesen Zelltypen eignen sich die nukleierten
Erythrozyten besonders gut, weil sie im peripheren Blut der Mutter in einer geringeren
Anzahl vorkommen, als die anderen Zelltypen. Hier ist also das Mengenverhéltnis zugunsten
der fetalen Erythrozyten verschoben (Simpson und Elias, 1995). Da auflerdem die
Lebensdauer der Erythrozyten nur maximal 120 Tage betrdgt, ist hier eine Kontamination
durch fetale Zellen einer vorangegangenen Schwangerschaft ausgeschlossen (Bianchi et al.

1996).

1.2.2.1 Isolierung von fetalen Zellen

Im Prinzip konnen fetale Zellen aus dem peripheren Blut der Mutter isoliert, angereichert und
zur Diagnostik genutzt werden (Génshirt et al. 1993; Bianchi et al. 1993; Simpson und Elias
1994). Trophoblasten erwiesen sich realtiv friih als problematischer Zelltyp fiir diesen Zweck,
da sie deutliche Nachteile aufweisen. Durch ihre enorme Gréfe werden sie rasch aus der
Lunge der Schwangeren herausfiltriert (Attwood und Park, 1960), so daB sie in der Peripherie
besonders selten vorkommen. Da Trophoblastzellen meistens mehrkernig sind und die
Plazenta gerade in der Frithschwangerschaft Mosaikzustidnde aufweisen kann, eignen sie sich
schlecht fiir eine Diagnose mittels FISH (Henderson et al. 1996; Goldberg und Wohlferd
1997). Dennoch gelang es 1994 Hawes et al., Trophoblastzellen erfolgreich fiir die prénatale
Diagnose von Hémoglobinopathien einzusetzen. Fetale Leukozyten sind zwar leichter
anzureichern (Herzenberg et al. 1979) und lassen sich kultivieren (Walknoska et al. 1969),
konnen aber sehr langlebig sein. Es konnte also sein, dal} isolierten fetale Leukozyten von
einer fritheren Schwangerschaft stammen. In manchen Fillen waren diese noch mehrere Jahre
nach der Geburt nachweisbar (Schroder ef al. 1974; Bianchi et al. 1996). Inzwischen ist es
klar, da8 nur kurzlebige fetale Zellen fiir die prénatale Diagnostik in Frage kommen. Eine
Zelle, die diesen Anforderungen gerecht wird, ist der fetale Erythroblast, der sowohl eine
kurze Lebensdauer als auch einen Zellkern besitzt, wodurch eine genetische Untersuchung
durchgefiihrt werden kann. Das Vorkommen von kernhaltigen Erythrozyten im maternalen
Kreislauf ist ein seltenes Ereignis. Zahlenangaben schwanken dabei zwischen 1 : 50000 und 1
: 1000000 (Hamada et al. 1993). Es wurden spezielle Strategien entwickelt, um die fetalen
Zellen isolieren zu konnen. Bestimmte Aufreinigungsmethoden wie z. B. die
Dreifachdichtegradienten-Zentrifugation in Kombination mit FACS (fluoresence activated

cell sorter; Bianchi et al. 1990) bzw. MACS (magnetic cell sorter; Génshirt et al. 1992)
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wurden dabei erfolgreich angewendet und dienen der Anreicherung von fetalen Zellen. Mit
diesen Methoden 146t sich das Verhiltnis der kernhaltigen Erythrozyten zu anderen
Blutbestandteilen erheblich verbessern. Sortierungsmethoden wie FACS und MACS bedienen
sich der selektiven Markierung der Zellen. Dabei sind eine Reihe von monoklonalen
Antikorpern in Gebrauch, wie z. B. Anti-CD71, der Antikorper gegen den Transferrinrezeptor
(Bianchi et al. 1990; Géanshirt et al. 1992), einem Oberflichenmolekiil, dal besonders stark
auf Erythroblasten exprimiert wird, der Antikérper CD36 gegen den Thrombospondin-
Rezeptor (Bianchi et al. 1993) bzw. Glycophorin A (Price et al. 1991). Auch diese
Oberflachenmolekiile werden vermehrt auf der Zelloberfliche von erythroiden Zellen
exprimiert. Dabei wird vermutet, dal ihre Dichte in Abhéngigkeit von der jeweiligen
Schwangerschaftswoche (Zheng et al. 1997) variiert. Mit den bestehenden kombinierten
Aufreinigungsmethoden (z. B. Triple density gradient und MACS; Génshirt ef al. 1994b) 1463t
sich das Verhiltnis der kernhaltigen Erythrozyten zu den anderen Blutbestandteilen zwar
verbessern, jedoch mit der Einschrinkung, dal dadurch auch viele fetale Zellen verloren
gehen. Die Unterscheidung zwischen fetalen und miitterlichen kernhaltigen Erythrozyten
bereitet dabei unerwartete Schwierigkeiten. Dieses Problem kann weder durch den Einsatz
von Fluoreszenz in-situ Hybridisierung (FISH; z. B. Elias et al. 1992), noch durch die
Antikorper eindeutig gelost werden (Zheng et al. 1993). Eine zusitzliche vielversprechende
Moglichkeit einer Markierung und Identifizierung von fetalen Zellen bietet die
immunochemische Farbung von y- und e-Hamoglobin (Mesker ef al. 1998). Diese Methode
1aBt sich jedoch nur an fixierten Zellen anwenden, die dann fiir eine weitere
molekulargenetische Diagnostik nur noch bedingt zur Verfiigung stehen. Eine 100%ige
Differenzierung la6t sich bisher nur an Einzelzellen erzielen, die mikromanipulatorisch
gesammelt wurden (Takabayashi et al. 1995; von Eggeling et al. 1997). Der diagnostische
Weg iiber Einzelzellen fiihrt aber zum nédchsten Problem. Aufgrund des geringen DNA-
Gehaltes von Einzelzellen ist meist nur eine PCR-Testung verldfllich mdglich. Hier mul3 dann
tiber eine unspezifische PEP- oder DOP-PCR eine generelle Amplifikation durchgefiihrt
werden, die dann bei der spezifischen Amplifikation von Polymorphismen zu allelic drop

outs fuhren kann.

1.2.2.2 Kultivierung von fetalen Zellen aus miitterlichem Blut
Eine Alternative, um ausreichend fetale Zellen zu erhalten, stellt die Kultivierung von
erythroiden fetalen Vorlduferzellen dar. Die im peripheren Blut der Mutter bestehende

Mischung aus fetalen und miitterlichen Vorlduferzellen erschwert bisher eine effektive
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Kultivierung, da eine Abtrennung der fetalen Stammzellen aus einem Gemisch von
unterschiedlichen Zelltypen nahezu unmdglich ist. Eine Anziichtung ausschlieBlich fetaler
erythroider Vorlduferzellen ist bisher nicht beschrieben worden, da die speziellen
Wachstumsbedingungen fiir fetale Vorlduferzellen in vitro noch konkretisiert werden miissen

(Alter 1994; Valerio et al. 1996; Valerio et al. 1997; Chen et al. 1998; Han et al. 2001).

1.2.2.3 Isolierung von fetaler DNA aus Blutplasma und Serum

Im Jahre 1998 wurde von Lo et al. das erste Mal das Vorkommen von freier fetaler DNA
nachgewiesen, die im miitterlichem Plasma bzw. Serum zirkuliert. Mit Hilfe einer Echtzeit-
qPCR kann die Konzentration dieser freien fetalen DNA ermittelt werden. Wie bei den
Einzelzellen kann daran molekulargenetische Diagnotik durchgefiihrt werden. Auch diese
Technologie befindet sich in der Entwicklungsphase. In letzter Zeit wurden auf diesem Gebiet
vielversprechende Fortschritte erzielt (Amicucci et al. 2000; Samura et al. 2000; Zhong et al.

2001; Chen et al. 2001).

1.2.3 Die zukiinftige Bedeutung der nicht-invasiven Prinataldiagnostik in der
Gesellschaft

Die prinatale Diagnostik an fetalen Zellen bzw. fetaler DNA aus miitterlichem Blut stellt im
Gegensatz zu den konventionellen Methoden der Prénataldiagnostik eine nahezu risikofreie
Alternative dar. So konnten in der BRD jdhrlich bis zu 850 eingriffsbedingte Aborte
verhindert werden.

Die Indikationen fiir eine Prdnataldiagnostik sind mittlerweile sehr umfangreich. Wichtige
Indikatoren sind z. B. Anomalien, die in der Ultraschalldiagnostik diagnostiziert werden. Bei
der Altersindikation wird den Schwangeren ab einem Alter von 35 Jahren eine Amniozentese
bzw. Chorionzottenbiopsie angeboten. Die  Wahrscheinlichkeit ~ fiir  eine
Chromosomenanomalie beim Kind ist hier hoher einzuschétzen als das Punktionsrisiko, das
im Wesentlichen als Abortrisiko von Bedeutung ist. Auerdem werden sozialen Indikationen
als zunehmend hoher eingestuft. Bei einer nicht-invasiven Prédnataldiagnostik an fetalen
Zellen aus dem peripheren Blut der Mutter, ohne die Wahrscheinlichkeit eines Abortes,
konnten derartige Indikationen ganz wegfallen. Die nicht-invasive Prinataldiagnostik an
fetalen Einzelzellen wiirde fiir jede Schwangere fast risikolos zuginglich sein, weil die
Wabhrscheinlichkeit fiir einen Abort nicht mehr gegeben wére. Mit der Einflihrung ihrer
routineméfigen Anwendung wiirde auch der personliche oder gesellschaftliche Druck zur

Inanspruchnahme dieser Diagnostik bei den Schwangeren steigen.
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Ein Screening ohne Indikation wire bei allen Schwangerschaften moglich, was unter ethisch
moralischen Gesichtspunkten eine kritische Entwicklung mit sich ziehen konnte. Deswegen
ist in diesem Zusammenhang eine gesellschaftliche und politische Diskussion und Kldrung

von immenser Wichtigkeit.
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2 Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit ist es, der Etablierung einer verldBlichen nicht-invasiven
Préanataldiagnostik an fetalen Zellen, nach deren Isolierung aus dem peripheren Blut der
Mutter, ndher zu kommen. Durch die Nutzung der Moglichkeiten der Molekularbiologie, der
molekularen Zytogenetik und den Erfahrungen aus der Reproduktionsmedizin
(mikromanipulative Techniken) ist dies in Ansdtzen schon gelungen, wie die erfolgreiche

Entdeckung von Aneuploidien und auch Einzelgen-Erkrankungen zeigen (s. 1.2.2.1).

2.1 Spezifische Anreicherung der fetalen Zellen tiber
Antikorpermarkierung

Der diagnostische Weg tiber die kindlichen Einzelzellen kann nur dann erfolgversprechend
realisiert werden, wenn auch geniigend dieser Zellen detektiert werden kénnen. Dabei stellt
die an MACS gekoppelte Aufreinigung einen wichtigen Arbeitsschritt dar und sollte
deswegen ndher analysiert werden. Dazu sollte zunédchst die Effektivitit des Verfahrens
untersucht werden, um herauszufinden, wie hoch die Anzahl der markierten Zellen in der
MACS-positiven Fraktion ist. Die Analyse kann mit Hilfe des monoklonalen Antikérper
CD71 durchgefiihrt werden, der mit dem Farbstoff Cy3 Fluoreszenzmarkiert werden sollte (s.
4.2). Zusitzlich kann dadurch eine Quantifizierung seiner Oberflichenantigene
(Transferrinrezeptoren) erfolgen. Unterschiede in der Dichteverteilung auf der Zelloberfldche
konnten als zusétzlicher Parameter dazu dienen, um zwischen miitterlichen und kindlichen
Zellen eindeutiger differenzieren zu konnen, um damit die Detektionsrate fiir fetale Zellen zu
erh6hen.

Die Spezifitit der bis dato verwendeten Antikorper, inklusive CD71, ist so variabel, daf3
immer noch mit sehr hohen Verlusten an fetalen Zellen zu rechnen ist. Deshalb sollten zudem
monoklonale Antikoérper mit hoherer Spezifitidt gegen fetale Zellen gesucht und ausgetestet
werden. Die Suche nach Antikorpern ist insbesondere von den Oberflichenantigenen der
fetalen nukleierten Erythrozyten abhingig. Entsprechend ihrer Eigenschaften kamen vier
Antikorper (2G5, Flk1, EPO-R und 3F9) in die engere Auswahl (s. 4.3.1) welche auf ihre
Spezifitit hin untersucht wurden. Bei hoher Spezifitit gegen fetale Zellen wire auch eine
direkte Markierung ohne vorherige Dichtegradienten-Zentrifugation, die wiederum mit
fetalem Zellverlust einhergeht, moglich.

Mit einer effizienteren Markierung der fetalen Zellen wire auch eine computerunterstiitzte
Scanninganalyse durchfiihrbar. Die nukleierten Erythrozyten kdnnten so mit geringerem

Zeitaufwand detektiert und gesammelt werden. Im Anschlul daran kann dann
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molekularbiologisch tiiber Einzelzell-PCR bzw. molekularzytogenetisch auf spezifische

Erbkrankheiten hin untersucht werden.

2.2 Optimierung der Kulturbedingungen von fetalen Zellen

Eine Alternative, um ausreichend viele fetale Zellen zu erhalten, ist die Kultivierung von
erythroiden kindlichen Vorlduferzellen (s. 4.4). Eine selektive Stimulation konnte ihre
geringe Anzahl in vitro vergroflern und die damit verbundenen technischen Schwierigkeiten
ithrer Isolation verringern. Um den spezifischen Anspriichen der kindlichen Vorlduferzellen
gerecht zu werden, sollte ein spezifisch abgestimmter "Wachstumscocktail" fiir
Kulturbasismedien entwickelt werden. Es sollten aber auch fertig konfektionierte
Kulturmedien auf ihre Spezifitit und Effektivitit hin untersucht werden. Da die fetalen Zellen
ausschliefllich aus dem peripheren Blut von Schwangerschaften mit ménnlichem Fotus
stammt, sollte ein schneller Vorabtest der unterschiedlichen Kulturmedien durchgefiihrt
werden. Mit Hilfe der Etablierung des Nachweises einer Y-chromosomalen Sequenz iiber
SRY-Nachweis mit realtime qPCR iiber den LightCyler (s. 3.2.10) sollte es gelingen,
schneller Klarheit iiber den Kultivierungserfolg fetaler Zellen zu bekommen, als das bei einer
herkommlichen qPCR (s. 4.4.2.4) moglich ist. Erst bei erfolgversprechenden Ergebnissen
sollten die entsprechenden Medien einer umfangreicheren Studie unterzogen werden. Nach
den Vorabanalysen kamen fiinf Medien in die engere Auswahl, die fiir die Kultivierung
fetaler erythroider Vorlduferzellen geeignet erschienen (s. 4.4.2). Eine erfolgreiche
Kultivierung fetaler Zellen aus miitterlichem Blut wiirde die gleichen diagnostischen
Moglichkeiten bieten, wie die konventionelle Kultivierung von invasiv gewonnenen

Fruchtwasserzellen.

2.3 Immortalisierung

Es wurde festgestellt, daB3 vor der Kultivierung, nach Aufreinigung iiber Dichtegradient mit
oder ohne magnetische Anreicherung mit CD71, mittels PCR, Y — spezifische Sequenzen
fetaler Zellen nachweisbar waren. Nach der Kultivierung waren diese aber nicht mehr
vorhanden. Hier bietet der Versuch einer Immortalisierung fetaler Zellen einen
vielversprechenden Ansatz. Er beruht auf der Transfektion der aktiven katalytischen
Untereinheit (W'TRT) der Telomerase.

Das hTRT-Insert sollte zundchst in einen Vektor mit green fluorescent protein (GFP)
umkloniert werden, um so eine erfolgreiche Transformation humaner Zellen mit Hilfe von

Fluoreszenzmikroskopie nachweisen  zu konnen. Mit diesem Vektor sollten zuerst
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Lymphozyten, danach Nabelschnurblut und Zellen aus miitterlichem Blut mit hTRT

transformiert werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

In diesem Abschnitt sind die Medien und Ldsungen sowie das verwendete biologische
Material und die verwendeten Proben aufgefiihrt, die im Abschnitt Methoden Verwendung

finden.

3.1.1 Technische Ausriistung

Gerite Hersteller

Rollmischer RM5 Assistent Karl Hecht GmbH & Co.KG

DNA Sequenzer Model 4000s LI-COR (Lincoln, USA)

LightCycler Roche (Mannheim)

Sicherheitswerkbank Klasse 2 Kendro Laboratory Products GmbH (Heraeus)

,,AERAsafe HS 12

Sterilwerkbank Laminar Flow Box Kendro Laboratory Products GmbH (Heraeus)

CO,-Begasungsbrutschrank 6000 Kendro Laboratory Products GmbH (Heraeus,
Hanau)

Megafuge 1.0 Kendro Laboratory Products GmbH (Heraeus
Sepatech)

Peltier Thermal Cycler PTC-200 MJ Research, Watertown (USA)

Uvikon 930 Spektrophotometer Kontron Instruments

Laborzentrifuge 3K 10 Sigma

Zentrifuge 5415C Eppendorf

Biofuge 28RS Kendro Laboratory Products GmbH (Heraeus
Sepatech)

Mikrozentrifuge MC13 Amicon Bioseparations

Mikrowelle Bosch

Fluoreszenzmikroskop Axioplan 2 Zeiss

Mikroskop Axiovert 35 Zeiss

Pufferkammer Serva Feinbiochemie GmbH & Co

3.1.2 Chemikalien

Bezeichnung der Chemikalien (Hersteller) |Zusammensetzung/Konzentration

Agarose LE; SEA KEM®LE (FMC Bioprodukts)

dATP, dCTP, dGTP, dTTP (Perkin Elmer, Roche |10 mM
Diagnostics; Mannheim)

MgCl,-Losung (Perkin Elmer, Roche Diagnostics; |25 mM
Mannheim)

Molekular Weight Marker I; XV (Roche
Diagnostics; Mannheim)

NaCl (Roth)

Natriumcitrat Dihydrat (Merck)
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Bezeichnung der Chemikalien (Hersteller)

Zusammensetzung/Konzentration

Paraformaldehyd

2,0 g in 100 pl PBS

Polymerase: Stoffel Fragment (Perkin Elmer,
Roche Diagnostics; Mannheim)

1000 Units(10 Units/ul)

Spectrum Orange-dUTP, Fluoreszenzfarbstoff
gebunden an dUTP; (Vysis)

50 nmol, lyophilisiert,in 50ul H,O 16sen 2°-
deoxyuridine-5 ‘triphosphate

Spectrum Green-dUTP (Fluoreszenzfarbstoff
gebunden an dUTP) (Vysis)

50 nmol, lyophilisiert, in 50ul H,O I6sen; 2°-
deoxyuridine-5 ‘triphosphate

Vetren"200 (Byk Gulden)

Heparin-Natrium

3.1.3 Puffer und Losungen

Bezeichnung (Hersteller)

Zusammensetzung

DAPI-Lésung
(Vector Laboratories)

4 ul 50 mg/ml Stocklésung
1 ml Vectashield®Mounting Medium Lagerung
bei 4°C

Fixativ

75% Methanol
25% Essigsédure
(immer frisch ansetzen)

50% Formamid (FA) / 2x SSC

250 ml 99,5% Formamid

50 ml 20x SSC
200 ml H,O, pH 7
Formamid deionisiert
(Merck) Es werden Konzentrationen von 50% und 70%

benotigt und mit 4x SSC hergestellt. Wichtig ist
die Einstellung des pH-Wertes auf 7,0 mit 1 M
HCI.

Gel load Mix (Blue) fiir Agarosegele 0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol
30% Glycerin
Aufbewahrung bei 4°C
Natriumacetat-Losung 3M (bezogen auf Acetat)

(Sigma)

24,6 g wasserfreies Natriumacetat in 100 ml H,O
16sen und
pH 4,8 - 5,2 mit Essigsdure (Merck) einstellen

1x PBS (Biochrom KG)

9,55 g werden in 1 1 Wasser geldst

10 x PCR-Buffer 11
(Perkin Elmer, Roche Diagnostics; Mannheim)

10 mM Tris-HCI, ph 8,3,
10 mM KCl

Pepsin

1 g auf 50 ml H,O kurz vortexen und zu je 500 pl
aliquotieren

Phosphatpuffer

0,89 g Na,HPO, in 10 ml H,O 16sen (=0,5 M)
0,69 g NaH,PO,in 10 ml H,O l8sen (=0,5 M)

Postfix (fiir Pepsinverdau)

2,5ml 1 M MgCl,
22,5 ml 1x PBS
25 ml Paraformaldehyd

Sephadex-Suspension
(Pharmacia Biotech)

8 g Sephadex”™ G50
100 ml TE, Ansatz iiber Nacht quellen lassen
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Bezeichnung (Hersteller) Zusammensetzung

Sequagel XR ,,;ready to use* Acrylamid Methylen, Bisacrylamid
(National Diagnostics) (1000 ml)

Sequagel complete 50% (250 ml)

(National Diagnostics)

SSCTM Blocking Reagenz
(Marvel)

0,5 g fettfreie Trockenmilch in

5 ml 4x SSCT l6sen, 5 min bei 1500 Upm
zentrifugieren, obere Schicht verwerfen (enthélt
nicht geldste Milchpartikel)

2x SSC

50 ml 20x SSC
450 ml H,O

20x SSC

3 M NaCl (Roth)
0,3 M Natriumcitrat-Dihydrat (Merck)
pH 7,0 mit 1 M HCI einstellen

4x SSCT

100 ml 20x SSC

400 ml H,O

250 ul 0,05% Tween20 (Sigma)
pH 7,0

10x TBE

107,8 g Tris (0,89 M)
55 g Borat (0,89 M)
7,4 g EDTA-Na,x2H,0 (20 mM)

Tris/HCI ph7,5

1 M Tris mit HCl auf pH 7,5 einstellen

1x TE 10 mM Tris/HCI pH 7.5
1 mM EDTA

3.1.4 Kits und Reagenziensitze

Bezeichnung Hersteller

LightCycler — FastStart DNA Master SYBR Roche (Mannheim)

Green |

Effectene-Transfektions Reagents Kit Qiagen (Hilden)

QIAamp DNA Blood Kit Qiagen (Hilden)

QIAprep Miniprep Qiagen (Hilden)

3.1.5 Oligonukleotide

In HPSF gereinigter Form (MWG-Biotech AG)

3.1.5.1 PCR-Primer

Bezeichnung Oligonucleotid-Sequenz

Amelo A 5¢-CCC TGG GCT CTG TAA AGA ATA
GTG-3¢

Amelo B* 5¢-ATC AGA GCT TAA ACT GGG AAG
CTG -3¢

SRY1 5¢-TGG CGA TTA AGT CAA ATT CGC-3¢

SRY2* 5¢-CCC CCT AGT ACC CTG ACA ATG

TAT T-3°

*Mit Fluoreszenz-Farbstoff IRD 800
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Bezeichnung

Hersteller

CEP Y, Satelliten IIl DNA-Sonde fiir Yq12
markiert in Spectrum Green

Vysis, IL., USA

CEP X, alpha Satelliten-Sonde fiir Xp11.1-q11.1
labeled in Spectrum Orange

Vysis, IL., USA

3.1.7 Kulturmedien

Bezeichnung Hersteller
Amnio-max C 100 Gibco, Life Technologies
Chang C Gibco, Life Technologies

C-Plus Medium select

Fordert das rasche Wachstum fetaler Zellen in
allen Primérkulturen von Zellen aus fetaler
Abstammung

Celina Ruhmann (Ober-Moérlen)

Methocult H4431

Komplettes Methylcellulose-Medium mit 10%
Agar-LCM); enthélt 1% Erythropoetin, 1%
Bovine Serum Albumin, 2nM L-glutamin, 30%
fetales Kélberserum

CellSystems (Katharinen)

StemSPan SF Expansions Medium (serumfrei)
Es wurde fiir die in vitro Kultivierung und
Expansion von hdmatopoetischen Zellen
entwickelt

CellSystems (Katharinen)

StemallE

Eignet sich fiir das Wachstum humaner
erythroider Vorlauferzellen (CFU-E, BFU-E) aus
aufgereinigtem peripheren Blut

TEBU (Frankfurt/Main)

3.1.8 LB-Medium

1% (w/v) NaCl, 1% (w/v) Bacto-Trypton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 0,2% (w/v) Maltose, der

pH wurde mit 10 N NaOH auf 7,0 eingestellt und die Losung autoklaviert. Das

Fliissigmedium eignet sich insbesondere fiir die Anzucht von E. coli-Bakterienstimmen.

3.1.9 Einfrieren von Bakterienkulturen

Von einer Ubernachtkultur mit einer ODsgo = 1,0 — 1,5 werden 850 pl in ein Eppendorfgefi

Uberfiihrt, mit 150 pl 87%igem Glycerin vermischt und bei — 20°C gelagert. So behandelt

kann die Bakterienkultur mindestens ein Jahr gelagert werden.
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3.2 Methoden

Medien und Puffer wurden mit bidestilliertem H20 angesetzt und — soweit notwendig - autoklaviert
oder sterilfiltriert.

3.2.1 10 - 20 ml peripheres
Schwangerenblut

A
Plasma
Leukozyten, mononukleér
Interlayer
Nukleierte Erythrozyten
,diffuse Schicht
Erythrozyten
3.2.2 Dreifachdichtegradient 3.2.3 MACS
B
S fﬁ
D)
=R
f/“j
I\'\;_‘/
3.2.14 Kultivierung 3.2.5 Sammeln von 3.2.8 Proteinase K-Verdau
Einzelzellen

Cc

3.2.12 Interphase FISH 3.2.9 PCR

Abbildung 1: Methode der Aufbereitung von peripherem Schwangerenblut:

In der ersten Phase A wird das Blut mit Dichtegradient und/oder MACS aufgereinigt. In einer zweiten
Phase B erfolgt das Sammeln der Einzelzellen direkt oder nach Kultivierung. In Phase C erfolgt die
Analyse der Zellen tiber PCR und/oder FISH.
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3.2.1 Schwangerenblut

Die Untersuchungen wurden durch die Ethikkommission genehmigt. Die Blutentnahme
wurde nach Aufklidrung und mit Einverstdndnis der Schwangeren durchgefiihrt. 10 — 20 ml
peripheres Blut wurde den Schwangeren mit ménnlichem Fotus mit einer 20 ml
Einmalspritze, die mit 2 ml Vetren 200 bestiickt wurde, oder mit 10 ml Na-Heparin
Monovetten (Sarstedt) abgenommen. Nach der Abnahme wurde das Blut sofort verarbeitet

bzw. iiber Nacht gerollt und anschlieBend weiterverarbeitet.

3.2.2 Dichtegradienten-Zentrifugation

Bei diesem Verfahren handelt es sich um ein Trennverfahren, um die unterschiedlichen
Zelltypen der Dichte nach aufzutrennen. Die hier verwendete Dichtelosung Histopaque ist
eine Losung aus Polysaccharose und Natriumdiatrizoat mit einer Dichte von 1,077 g/l bzw.
1,119 g/l. Histopaque mit der Dichte von 1,110 g/l wird aus einer Mischung der beiden
fertigen Losungen angesetzt. Nukleierte Eythrozyten und andere mononukledre Zellen
verbleiben in der Interphase. Erythrozyten und Granulozyten werden aggregiert und rasch

sedimitiert.

3.2.2.1 Protokoll zur Einfachdichtegradienten-Zentrifugation

e Peripheres Schwangerenblut mit PBS 1:1 verdiinnen

e Mit der dquivalenten Menge Histopaque —1077 unterschichten

e Bei 800 g fiir 30 min zentrifugieren

e mononukledre Zellen mit einer Spritze abziehen (destinkte helle Bande)

e Zellen mit PBS waschen (3 mal)

3.2.2.2 Protokoll zur Dreifachdichtegradienten-Zentrifugation

e Peripheres Schwangerenblut mit PBS-Puffer 1:2 verdiinnen

e 6 ml verdiinntes Blut in Zentrifugenrohrchen geben

e Je 2 ml Histopaque -1077, -1110, -1119 unterschichten

e Bei 560 g fiir 30 min zentrifugieren (ohne Bremse)

¢ Entstandene einzelne Schichten abziehen

e Weille Bande und den Bereich zwischen weifler Bande und Erythrozytenpellet poolen
e Restbanden verwerfen

e Gepoolte Zellen mit PBS-Puffer 3 mal waschen
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Dreifachdichtegradient

Plasma

mononukledre Zellen

verd. Vollblut

560 g, 30min Histopaque
Zentrifugieren

Histopaque Dichte 1,077
Histopaque Dichte 1,110

nukleierte Eryfraktion
Histopaque Dichte 1,119 U ' Erypellet
Abbildung 2: Dreifachdichtegradienten-Zentrifugation:

Nach der Zentrifugation haben sich Zellfraktionen in einzelne voneinander getrennten Banden
entsprechend ihrer spezifischen Dichte aufgeteilt.
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3.2.3 Magnetische Zellsortierung (magnetic activated cell sorting, MACS)

Die Zellen werden L
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MicroBeads markiert

Die Mischung aus
markierten und nicht
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Feld des MACS
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Abbildung 3: MACS (modifiziert nach Miltenyi):
Die Anreicherung erfolgt mit Hilfe von spezifischen Antikdrpern, die an magnetische Beads gekoppelt
sind.

3.2.4 OncoQuick®

OncoQuick®™ dient zur Anreicherung disseminierter, zirkulierender Tumorzellen aus Vollblut
und wurde fiir 15 ml bis 25 ml antikoaguliertes Vollblut optimiert. Es besteht aus einem
klaren, sterilen 50 ml Zentrifugenrohrchen, das durch eine pordse Trennscheibe in zwei
Kompartimente unterteilt ist. Das untere Kompartiment enthélt das blaue Trennmedium und
im oberen konnen bis zu 25 ml der zu untersuchenden Blutprobe eingefiillt werden. Wahrend

des 20-miniitigen Zentrifugationsschrittes werden die im Blut befindlichen Zellen
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entsprechend ihrer spezifischen Dichte getrennt. Aufgrund der besonderen Eigenschaften des

Separationsmediums werden Blutzellen wie Erythrozyten und Leukozyten in das untere

Kompartiment sedimentiert und verdringen dabei das Trennmedium in das obere

Kompartiment. Die Zellfraktion mit der geringeren Dichte, die die Tumorzellen enthélt, wird

in der Interphase im oberen Kompartiment zwischen Plasma und Trennmedium angereichert

und kann von dort entnommen werden.

h 4

Zentrifugation

¢ Tumarzellen

Blut — o Leukozyten
+ Thrombozyten ]  Tumorzellen und
» Erythrozyten Thrombozyten
Filterscheibe —
Trennmedium — & — Leukozyten
! — Enythrozyten

Abbildung 4: OncoQuick®:
Die Rohrchen werden mit Vollblut gefiillt. Dargestellt sind die 3 Phasen, vor, wihrend und nach der
Zentrifugation.

3.2.4.1 Protokoll

OncoQuick®-Rohrchen und Blutproben 10 - 15 min auf Eis inkubieren

Das gekiihlte Vollblut (15 - 25 ml) vorsichtig und ohne Aufwirbelung des unter der
pordsen Trennwand befindlichen Trennmediums in das obere Kompartiment fiillen

Das befiillte OncoQuick®-Réhrchen bei 1600 x g und 4°C fir 20 min in einem
Ausschwingrotor mit geringer Beschleunigung und ohne Bremse zentrifugieren

Mit einer 10 ml serologischen Einweg-Pipette nun vorsichtig die Interphase-Zellschicht
entnehmen und in ein frisches 50 ml Zentrifugenréhrchen iiberfithren

1 x Waschpuffer bis zu einem Endvolumen von 50 ml zugeben, R6hrchen verschlieen
und den Inhalt unter 5-maligem Uber-Kopf-Drehen des Réhrchens vorsichtig mischen
Zellen 10 min bei 200 x g pelletieren

Vorsichtig und ohne das Zellpellet aufzuwirbeln etwa 45 ml des Uberstandes abnehmen
und das Pellet in den restlichen 5 ml Waschpuffer belassen. Zellen durch vorsichtiges
Vortexen oder Klopfen mit dem Finger an das Rohrchen resuspendieren

1 x Waschpuffer bis zu einem Endvolumen von 50 ml zugeben, Rohrchen verschlieBen

Inhalt unter 5-maligem Uber-Kopf-Drehen des Réhrchens vorsichtig mischen
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e Zellen 10 min bei 200 x g pelletieren
e So viel Uberstand abnehmen, wie es ohne Aufwirbelung des Zellpellets moglich ist.

Zellpellet in dem fiir das anschlieBende Verfahren gewiinschtem Medium resuspendieren

3.2.5 Sammeln von Einzelzellen

Die Zellsuspension wird in einer Petrischale verdiinnt, bis ein monolayer entstanden ist. Die
Zellen werden nun nach morphologischen Gesichtspunkten lichtmikroskopisch klassifiziert.
Nach ihrer Klassifizierung werden die einzelnen Zellen mit Hilfe einer ausgezogenen
Pasteurpipette und eines Mikromanipulators entnommen. Zur weiteren PCR Analyse werden
die so gesammelten Einzelzellen aus der Pasteurpipette in 0,5 ml Eppendorfgefdlie

transferiert, die mit jeweils 5 pl aqua dest. befiillt wurden.

3.2.6 DNA-Isolation aus Blut und Fruchtwasser

Die Isolation wurde mit dem QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen®) durchgefiihrt. Die
Aufreinigung der DNA funktioniert nach folgendem Prinzip: Optimierte Puffer lysieren die
Probe, stabilisieren die Nukleinsduren und verstirken die selektive Adsorption an die
QIAamp-Membran. Danach wird Alkohol hinzugefiigt. Mit diesem vorbereiteten Gemisch
wird die QIAamp-Sédule beladen. Waschpuffer beseitigen die Verunreinigungen.

AnschlieBend wird die DNA in Wasser oder Puffer mit niedrigem Salzgehalt eluiert.
3.2.6.1 Protokoll (nach Qiagen)

3.2.6.1.1 Lyse der DNA

e 20 ul Qiagen Protease in ein 1,5 ml Mikrozentrifugenréhrchen geben

e 200 pl Probe (Blut, Fruchtwasser) hinzugeben

e 200 pl Buffer AL hinzugeben

e Mischen durch 15 sec vortexen

e Bei 56°C fiir 10 min inkubieren

e Kurz abzentrifugieren, um die Tropfen am Rand des Mikrozentrifugenrohrchens zu
beseitigen

e 200 pl Ethanol (96% - 100%) hinzugeben

e Fiir 15 sec vortexen

e Das Lysat in ein QIAamp-Zentrifugenréhren iiberfiihren

e Inein 2 ml QlAamp-Sammelrdhren setzen
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e Fiir 1 min bei 6000 x g abzentrifugieren

e Die DNA waschen

e 500 pl Buffer AW1 in das QIAamp-Zentrifugenréhrchen geben
e bei 6000 x g fiir 1 min abzentrifugieren

e 500 pl Buffer AW2 in das QIAamp-Zentrifugenrohrchen geben
e Bei 20000 x g fiir 3 min abzentrifugieren

e Bei 20000 x g fiir 1 min nochmals abzentrifugieren

3.2.6.1.2 Elution der DNA

e QIAamp-Zentrifugenréhrchen in ein 1,5 ml Mikrozentrifugenrdhrchen setzen
e 200 pl Buffer AE hinzugeben

¢ 1 min bei Raumtemperatur inkubieren

e Bei 6000 x g fiir | min abzentrifugieren
Die DNA befindet sich nun in der AE-L6sung.

3.2.7 DNA-Konzentrationsbestimmung durch UV-Spektrometrie

Die Bestimmung der Konzentration von Nukleinsduren ist einerseits durch photometrische
Analyse andererseits durch eine Ethidiumbromid-Fluoreszenzabschitzung moglich. Eine
photometrische Analyse erfolgt im Spektralphotometer mit Hilfe einer Quarzkiivette. Zu jeder
Messung wird zunichst ein Referenzwert ermittelt. Die Messung wird bei einer Wellenldnge
von 260 nm durchgefiihrt, weil das Absorptionsspektrum der Nukleotide AMP und UMP ein
Maximum bei 260 nm besitzt. Bei allen Proben wird zusétzlich die Extinktion bei einer
Wellenldnge von 280 nm gemessen, dem Absorptionsmaximum der Aminoséure Tryptophan.
Uber den Quotienten aus beiden Extinktionwerten (260 nm/280 nm) kann die Verunreinigung
der Nukleinsduren durch Proteine ermittelt werden. Im optimalen Fall sollte der Quotient

zwischen 1,8 und 2,0 liegen (Maniatis, 1985).

3.2.8 Proteinase K—Verdau von Einzelzellen zum AufschlieBen der DNA

e FEinzelzelle in 0,5 ml Eppendorfgefdl mit 5 pul HO mittels ausgezogener Pasteurpipette
am Mikromanipulator iiberfiithren

e 0,3 ul Proteinase K, 1 ul PCR-Buffer, 4 pul HO hinzugeben

e 2 hbei 60°C inkubieren

e Proteinase K fiir 2 min bei 94°C inaktivieren
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Eine Einzelzell-PCR des 10 pl Lysats kann jetzt in dem gleichen Gefal3 durchgefiihrt werden.
So werden DNA-Verluste minimiert (Mullis und Faloona, 1987; Saiki ef al., 1988).

3.2.9 Polymerase Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction; PCR) ist eine schnelle Methode,
um in vitro ein bestimmtes DNA-Fragment enzymatisch zu vervielfdltigen. Die PCR wurde
1983 von Kary B. Mullis erfunden und 1985 erstmals veroffentlicht (Saiki et al., 1985). 1993
wurde diese Technik mit dem Nobelpreis fiir Medizin ausgezeichnet.

Der Reaktionsansatz setzt sich aus der zu vervielfdltigenden DNA, zwei einzelstrangigen
Oligonukleotid-Primern (sense und antisense), sowie einer entsprechenden Menge
Desoxyribonukleosid-Triphosphaten (dNTPs) zusammen. Weiterhin wird ein Enzym, die
thermostabile DNA-Polymerase aus dem Mikroorganismus Thermus aquaticus (Tag-DNA-
Polymerase), zur DNA-Synthese benétigt. Die Primer-Konzentration ist um ein Vielfaches
hoher als die Konzentration der zu amplifizierenden DNA. Der Amplifikationsprozef3
unterliegt  drei  aufeinanderfolgenden = Temperaturschritten, welche fiir  jeden
Amplifikationsprozel optimiert werden miissen und in einem programmierbaren
Thermocycler ablaufen. Der erste Schritt dient der Denaturierung der doppelstrangigen DNA.
Das Prinzip der PCR-Reaktion besteht aus einer Anlagerung (annealing) und Verlingerung
(elongation) der beiden Primer, die gegenldufig an die komplementdren DNA-Stringe binden
und den zu amplifizierenden DNA-Abschnitt flankieren. Ein PCR-Zyklus beginnt mit der
Denaturierung der doppelstrangigen DNA bei 94°C. Nach einem Absenken der Temperatur
auf die Annealingtemperatur, die von den verwendeten Primern abhéngig ist, hybridisieren
die Primer an die komplementiren Sequenzabschnitte. In der Elongationsphase verldngert die
DNA-Polymerase bei ca. 72°C die Primerkomplemeritit zur Matrize. Es entstehen zwei
doppelstringige Produkte, die exakt der Lange der Primer und der elterlichen DNA zwischen
thnen entsprechen. Jeder Strang ist erneut komplementir zu einem der beiden Primer. Beim
Eintritt in den nédchsten Zyklus werden Matrize und neu synthetisierter Strang durch
Hitzedenaturierung voneinander getrennt und beide dienen wiederum als Matrize. Durch
aufeinanderfolgende PCR-Zyklen kann die target-DNA, flankiert durch die beiden
Oligonukleotidprimer so exponentiell amplifiziert werden. Da fiir die PCR hitzestabile DNA-
Polymerasen wie z. B. die Taqg-Polymerase aus Thermus aquaticus Verwendung finden,
konnen die DNA-Doppelstringe bei 94°C denaturiert werden, ohne eine irreversible
Schéddigung der Polymerase zu verursachen. Eine ideale Polymerase-Kettenreaktion zeichnet

sich durch hohe Spezifitit, Ausbeute und Genauigkeit aus. Jeder dieser drei Parameter wird
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durch zahlreiche Einzelkomponenten der PCR beeinfluflt. In diesem Zusammenhang fallen
besonders die Pufferbestandteile, die Amplifikationsbedingungen (insbesondere die
Annealingtemperatur, die wiederum abhingig von der Schmelztemperatur (Tm) der
jeweiligen Primer ist) und die Qualitdt der Polymerase (Cha und Tilly, 1993) ins Gewicht.
Eine Identifizierung der Lange der generierten Fragmente ist gelelektrophoretisch moglich.
Die PCR besitzt weite Anwendungsfelder in der Molekularbiologie, molekularen Evolution,
medizinischen ~ Genetik,  Populationsgenetik, forensischen = Biologie, sowie in
Genomkartierungs- und Sequenzierungsprojekten (Seyffert, 1998).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des PCR-Zyklus (modifiziert nach M. Manske):

(1) Schmelzen bei 96°C. (2) Anlagerung bei 68°C. (3) Verldngerung bei 72°C (P=Polymerase). (4)
Der erste Zyklus ist komplett. Die beiden erzeugten DNA-Stringe werden zum Ausgangsmaterial fiir
den nichsten Zyklus, wodurch sich die Menge an DNA bei jedem Zyklus verdoppelt.

3.2.9.1 Komponenten der Einzelzell-PCR

| Komponenten | Volumen [ul] | Endkonzentration
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H,0 6,5

DNA 10 3.3 pg /ul
10 x PCR-Buffer 11 1,85

MgCl, 3 2,5 mM
dNTP’s 1,25 100 uM
Amelogenin-Primer (up) 1 0,4 uM
Amelogenin-Primer (down) |1 0,4 uM
Taq-Polymerase 0,4 SU/ul
(Stoffel-Fragment)

Gesamtvolumen 25 ul

3.2.9.2 PCR-Protokoll
Die PCR wird mit einer Zyklenzahl von 29 bis 31 Zyklen durchgefiihrt. Jeder Zyklus besteht

aus den folgenden Schritten:

PCR-Schritte Temperatur [°C | Zeit [sec]
Denaturierung 95 45
Primer-Annealing 60 45
Primer-Extension 72 45

3.2.10 Quantitative realtime PCR

Der LightCycler eroffnet die Moglichkeit, im Gegensatz zu einer konventionellen PCR-
Reaktion im Thermocycler, eine PCR-Reaktion in Echtzeit zu verfolgen und das in einer viel
schnelleren Reaktionszeit. Dabei kann die amplifizierte DNA online quantifiziert werden. Es
existieren zwei Methoden der Online-Detektion und Evaluierung der fluorometrischen PCR
Reaktion in Glaskapillaren. Die Detektion der DNA erfolgt zum einen iiber einen
Fluoreszenzfarbstoff, der sequenzunabhingig an doppelstringige DNA bindet, oder zum
anderen mit Hilfe von Hybridisierungsproben, die sequenzspezifisch bestimmte PCR-
Produkte detektieren. Der hier verwendete Farbstoff SYBR® Green 1 lagert sich
sequenzunabhingig an der kleinen Furche (Minor Groove) von doppelstringiger DNA ein.
Durch diese Bindung wird die emittierte Fluoreszenz bei gleicher Anregungsintensitit um ein
Vielfaches verstdrkt und man erhilt ein Signal, dessen Intensitdt direkt proportional zu der
Zahl der vorhandenen Doppelstringe ist. Die Fluoreszenzemission besitzt eine Wellenldnge
von 521 nm. Im LightCycler wird diese emittierte Fluoreszenz nach jedem Zyklus
(Verdoppelung der Menge an doppelstrangiger DNA) gemessen. Nach einer bestimmten Zahl
von Zyklen (abhingig von der Zahl der Ausgangskopien) wird die Fluoreszenz schlief3lich
meBbar. Dieses Signal ist direkt proportional zur Menge an gebildeter DNA und steigt wie
auch die Menge an DNA exponentiell bis zum Erreichen eines Maximums an. Korreliert man
nun den logarithmischen Anstieg mit dem entsprechenden Zyklus und legt einen Standard

zugrunde, erhélt man eine direkte quantitative Aussage. Die ungebundenen SYBR® Green I —
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Molekiile fluoreszieren nur schwach. Diese Fluoreszenz wird iiber eine nachfolgende
Computeranalyse substrahiert und verrechnet. Mit Hilfe der Schmelzkurve kann der

Schmelzpunkt des Reaktionsproduktes ermittelt werden. So ist eine weitere Analyse und

Differenzierung der Reaktionqualitidt moglich.

Abbildung 6: Realtime PCR mit SYBR"™ Green I:

Schematischer Ablauf einer PCR Reaktion mit dem DNA-interkalierenden Farbstoff SYBR® Green 1.
Bild A zeigt die Denaturierung, Bild B die Primeranlagerung (Annealing), Bild C die
Kettenverldngerung (Elongation) und Bild D das Ende des jeweiligen Zyklus.

3.2.10.1 Zusammensetzung der qPCR fiir SYBR Green I

Komponenten Volumen [ul] Endkonzentration
H,0 11,6

MgCl, 2,4 4 mM

SRY-Primer (up) 1 0,5 mM
SRY-Primer (down) 1 0,5 mM

LightCycler — FastStart DNA Master SYBR Green [ |2 1 x

Probe (DNA) 2

Gesamtvolumen 20
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3.2.10.2 Protokoll

3.2.10.2.1 Aktivierung der Polymerase (Hot Start)

Zieltemperatur [°C] 95
Inkubationszeit [min] 10
Temperatur Transitionsrate [°C/s] 20
Zyklenzahl 1

3.2.10.2.2 Amplifikation

Zieltemperatur [°C] |Inkubationszeit Temperatur
[sec] Transitionsrate [°C/s]
Denaturierung 95 15 20
Annealing 55 5 20
Elongation 72 10 20
Zyklenzahl 42

3.2.10.2.3 Schmelzkurve

Zieltemperatur [°C] |Inkubationszeit Temperatur
[sec] Transitionsrate [°C/s]
Denaturierung 95 0 20
Ausgangspunkt 60 15 0
Endpunkt 95 0 0,1

3.2.11 Elektrophoretische Auftrennng von DNA — Fragmenten

3.2.11.1 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Die nicht-denaturierende native Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) wurde zur Analyse
der PCR-Produkte eingesetzt. Die Auftrennung dieser DNA-Fragmente erfolgte mit 1 x TBE
als Laufpuffer. Die Herstellung des PAA-Gels erfolgt nach folgendem Protokoll:

e GieBen eines 6% Sequagels XR in einer 25 cm Apparatur am LI-COR zwischen zwei mit
Silan behandelten Glasplatten. Die Dicke des Gels betragt 0,4 mm.

e 20 ml Sequagel XR und 5 ml Sequagel Puffer in einem Glaszylinder mischen

e 210 pl frisches 10% APS werden hinzugegeben

e Das fliissige Gel in den 4 mm Hohlraum gielen, der von den Glasplatten mittels Spacer
gebildet wird

e Den Kamm fiir die Geltaschen einsetzen

e Gel ca. 1 h aushérten lassen und in den LI-COR 4000 einhéngen

e Puffertanks mit 1 x TBE Puffer befiillen

e Das Elektrophoreseprogramm am LI-COR starten



Material und Methoden 32

3.2.11.2 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gel-Elektrophorese kann zur Langen- und Reinheitsbestimmung von PCR-
Produkten verwendet werden. Die Proben wandern im Gel durch das Anlegen eines
elektrischen Feldes von der Kathode zur Anode. Die Wanderungsgeschwindigkeit und die
Auftrennung der DNA-Fragmente hingen in erster Linie von der Linge und Konformation
der DNA, vom pH-Wert und der Zusammensetzung des Gelpuffers, sowie von der
elektrischen Spannung und von der Konzentration der Agarose im Gel ab. Der Logarithmus
der elektrophoretischen Beweglichkeit der DNA-Molekiile ist proportional zur
Agarosekonzentration im Gel. Diese Beziehung gilt jedoch nicht fiir DNA-Fragmente die
grofer sind als 50 kb. Sie wandern im Gel mit anndhernd gleicher Geschwindigkeit (Seyffert
et al. 1998).

Das im Elektrophorese-Puffer enthaltene Ethidiumbromid interkaliert wéhrend der
Elektrophorese in die DNA. Dadurch kann die DNA durch Anregung mit UV-Licht sichtbar
gemacht werden. DNA-Mengen von etwa 2 ng konnen im Gel gerade noch nachgewiesen
werden. Durch Fotografieren des Gels konnen die Ergebnisse dokumentiert werden. Um die
GroBBe der Banden genau analysieren zu konnen, 1a6t man einen Langenstandard im Gel

mitlaufen. Die Herstellung des Agarosegels erfolgt nach folgendem Protokoll:

e Agarose LE in mit Ethidiumbromid versetztem 1x TBE losen

e mehrfach in der Mikrowelle aufgekochen

e abkiihlen lassen und vor der Polymerisation in horizontale Geltriger gieBen

e Kunststoftkamm fiir die Geltaschen einsetzen

e Die DNA-Proben mit entsprechender Menge ,,Gel Load Mix“ oder ,,Orange G* versetzten

und in die Geltaschen fiillen
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3.2.12 Fluoreszenz in-situ Hybridisierung (FISH)

Im Jahre 1969 wurde die in situ Hybridisierung durch Gall und Pardue entwickelt. Die
raumliche Lokalisation von DNA oder RNA in Geweben, in Zellen oder auf Chromosomen
wurde durch radioaktive Markierung mdglich. Dieses Verfahren erlaubt die Lokalisation
einzelner Gene auf definierten chromosomalen Regionen und den Nachweis chromosomaler
Translokationen und Aberrationen. Aufgrund der Radioaktivitdt ist diese Methode jedoch mit
Risiken verbunden und zudem sehr aufwendig in ihrer Durchfiihrung.

Anfang der 80er Jahre wurde die nichtradioaktive Markierung von DNA entwickelt (Langer
et al., 1981; Pinkel et al., 1986). Sie fiihrt schneller zum Ergebnis und zeigt bessere Signale
mit weniger Hintergrund. Die Nachweisgrenze dieser Technik liegt jedoch mit etwa 1 kb
(Cherif et al., 1989) unter der radioaktiven Technik mit etwa 0,5 kb. Anstatt die DNA- oder
RNA-Proben mit Tritium zu markieren, werden Haptene, Biotin, Digoxygenin oder andere an
Nukleotide gekoppelte Substanzen verwendet. Dabei kann die DNA indirekt oder direkt
markiert werden. Bei der indirekten Methode werden z. B. biotinylierte Nukleotide in die
Proben DNA integriert. Die Visualisierung der Sonde wird durch hochspezifische
Wechselwirkungen zwischen Biotin und Avidin erreicht (s. oben). Dabei ist an Avidin ein
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt. Es kann auBerdem eine Verstirkung der Signale durch das
Sandwich-System mittels biotinyliertem Antiavidin erreicht werden. Bei der direkten
Markierung werden die fluorochrommarkierten dUTPs in das template eingebaut. Es ist dann
keine Detektion mehr notwendig. Die Signale konnen jedoch nicht verstirkt werden. Die mit
einem  Fluoreszenzfarbstoff =~ markierten =~ DNA-Sonden @ werden  durch  die
Fluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht.

An menschlichen Chromosomen wurde die FISH erstmals 1986 von Pinkel ef al. beschrieben.
Um festzustellen, ob eine Deletion von bestimmten chromosomalen Regionen vorliegt, ist die
FISH-Analyse eine sehr einfache und vorteilhafte Methode. Die Fluoreszenz in-situ
Hybridisierung wird in der Forschung zur Kartierung von Genen, sowie zum Nachweis von
Chromosomenaberrationen wie z. B. Translokationen, Deletionen, Inversionen und
Duplikationen und in der prinatalen und der postnatalen Diagnostik, sowie in der
Tumordiagnostik zur exakten Beschreibung von Chromosomenaberrationen eingesetzt. Die
FISH ist eine Technik, mit der es moglich ist, DNA-Banken auf Metaphase- oder
Interphasepréparaten zu hybridisieren und diese dann im Fluoreszenzmikroskop an den
Stellen der DNA nachzuweisen, die fiir diese Sonden komplementér sind. Folgende DNA-

Sonden kdnnen fiir die Hybridisierung verwendet werden:
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Zentromer-spezifische Sonden, die fiir alle Chromosomen erhéltlich sind und
hauptséchlich in der Interphasekern-Diagnostik Anwendung finden (Blennow, 1994)
Chromosomenspezifische Banken, mit denen ganze Chromosomen nachgewiesen werden
konnen (,,whole chromosome painting®, wcp) und die sowohl iiber DurchfluBzytometrie
(,,flow sorting*), wie auch iiber Mikrosezierung gewonnen werden kdnnen
Chromosomenarm-spezifische Banken, mit denen jeweils der kurze (p) oder der lange (q)
Arm der Chromosomen nachgewiesen werden kann (,,partial chromosome painting®, pcp).
Diese Banken werden in der Regel iiber Mikrosezierung hergestellt.

Single copy Sonden enthalten einzelne Sequenzen in verschiedenen Grofen

MCB (Multi color banding) In einem Hybridisierungsschritt kdnnen mehrere, jeweils
unterschiedlich markierte Sonden eingesetzt werden. Das ermoglicht prizisere Aussagen

gerade bei komplexen Verdnderungen.

3.2.13 Priaparation von Blutzellen fiir die FISH-Analyse

Die Zellen miissen fiir die FISH Analyse fixiert werden. lhre Zelloberfliche muf3

vorbehandelt werden, damit die FISH-Sonden die DNA im Zellkern erreichen.

3.2.13.1 Protokoll zur Gewinnung der Zellen

MACS-positive Pellets bei 1500 U/min zentrifugieren
5 ml KCl bei 37°C vorwirmen

5 ml Fix bei -20°C kaltstellen

Uberstand absaugen

Die Zellen im restlichen Tropfen resuspendieren
5 ml hypotone Losung hinzugeben

20 min bei 37°C inkubieren

Langsames Zutropfen von 2 ml kaltem Fix

5 min bei 1500 U/min zentrifugieren

Uberstand absaugen

Im restlichen Tropfen resuspendieren

3 ml kaltes Fix hinzugeben

5 min bei -20°C inkubieren

5 min bei 1500 U/min zentrifugieren

Bis auf 100 pl absaugen
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e Zellpellet im verbleibenden Tropfen resuspendieren
e Die Zellen auf Super-Frost OT auftropfen (nahe an der Oberflache auf die gleiche Stelle)
e Die Zellen lufttrocknen lassen

¢ Durch die aufsteigende Ethanolreihe (70%, 95%, 100%) ziehen; je 2 min

3.2.13.1.1 Pepsinverdau

¢ 5 min in einer Kiivette bei 37°C

Inhalt der Kiivette: 100 ml H,0, 1ml HCI (1M), 100 ul Pepsin
e 5 min in 1xPBS inkubieren

e 100 pl Postfix 10 min auf OT inkubieren

e S5 minin 1 x PBS inkubieren

e Durch Alkoholreihe ziehen, je 3 min bei 70%, 95% und 100%

3.2.13.1.2 Denaturierung

e OT auf Heizplatte bei 72°C (ca. 5 min) vorwirmen

e 100 ul 70% Formamid auf Deckglas geben und damit OT abdecken
e OT fiir 3 min auf der Heizplatte denaturieren

e Deckglas entfernen

e OT in 70% Ethanol (-20°C) fiir 3 min dehydrieren

e OT bei RT fiir je 3 min in 95% und 100% Ethanol dehydrieren

e Lufttrocknen

3.2.13.1.3 Direktmarkierte Zentromerproben

e Proben (cep X, cep Y; Vysis) werden nicht denaturiert, sondern nur bei RT angewérmt
e 10ul Probe auf OT geben und mit 24x24mm Deckglas abdecken

e Luftdichtes Abschlieen mit Fixogum

e OT iiber Nacht bei 37°C in feuchter Kammer hybridisieren
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3.2.13.1.4 Detektion

Rapid wash:

0,4x SSC im Wasserbad auf 70°C vorwirmen

OT bei 70°C fiir 2 min waschen

OT bei RT fiir 1 min in 4x SSC/Tw waschen

In 1x PBS kurz waschen

Je 3 min in aufsteigender Ethanolreihe dehydrieren

OT im Dunkeln lufttrocknen

Mit 20 pl DAPI-Losung auf OT gegenféirben; mit Deckglas abdecken
OT im Dunkeln bei 2 - 5°C lagern

3.2.13.2 Alternative Fixierung der Zellen

Pellet und 200 pl 1% Formalinldsung (bzw. 2% Paraformaldehyd) fiir 15 min bei RT
inkubieren

Mit 200 ul PBS waschen und abzentrifugieren

150 pl des Uberstandes abziehen

Pellet resuspendieren

auf OT tropfen

Uber Nacht trocknen lassen

20 min in 1% Formalinlésung (bzw. 2% Paraformaldehyd) inkubieren

durch 1 x PBS und Aqua dest. ziehen, trocknen lassen

3.2.13.3 Préparation der kultivierten Zellen fiir FISH

Bei Y-positivem PCR-Ergebnis wurden die verbleibenden 150 pl der Zellsuspension einer

FISH-Analyse unterzogen

Die Zellen auf einen Objekttrager auftropfen, der in eine Quadripermplatte liegt, die mit
7,5 ml hypotoner Losung (0.4 % KCl, 0.4 % Na-citrate; 1:1) gefiillt ist

Nach 12 min erfolgt die Vorfixation mit Methanol/Eisessig (3 : 1)

Nach 5 min kleben die Zellen auf dem Objekttrager

3 Waschschritte mit Fixativ durchfiihren

Die Zellen auf dem Objekttrager bei RT trocknen lassen

In einer Alkohloreihe (70%, 95%, 100%) dehydrieren

FISH
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3.2.14 Kultivierung von nukleierten Vorliuferzellen der roten Reihe

Fiir die Zellkultivierung von fetalen Zellen wurden verschiedene Kulturmedien getestet.

Dabei wurde ein Standardverfahren angewendet, welches bei allen Medien durchgefiihrt

wurde. Damit war ein direkter Vergleich der Kulturmedien untereinander méglich.

e FEinfach- bzw. Dreifachdichtegradienten-Zentrifugation durchfiihren

e Die Zellzahl in der Neubauer-Zihlkammer ermitteln

e Zwischen 10° und 10° Zellen pro ml in eine Petrischale mit 2 ml Kulturmedium einsien

e Bei 37°C im begasten CO, Brutschrank in einem Zeitraum von 10 bis 14 Tagen
kultivieren

e Die jeweiligen Einzelkolonien mit Hilfe einer ausgezogenen Pasteurpipette und eines
Mikromanipulators unter dem Mikroskop sammeln

e Die Kolonien in eine 96 Well-Mikrotiterplatte tiberfithren

e Den Ursprung der Kolonie (miitterlich oder fetal) mittels Amelogenin-PCR analysieren

3.2.15 Nachweis von DNA durch Restriktionsfragmentanalyse

Mit Hilfe der Restriktionsendonukleasen konnen DNA-Fragmente auf dem Agarosegel
nachgewiesen werden. Sie binden sequenzspezifisch und hydrolysieren dsDNA an der
Bindungstelle. Sie erkennen in der Regel eine palindromische Sequenz von vier bis acht
Basenpaaren. Die Hydrolyse der Phosphorsdurediesterbindung kann symmetrisch (es
entstehen glatte Enden - blunt ends), oder um mehrere Nukleotide versetzt (es entstehen
tiberhdngende Enden - sticky ends) erfolgen. Es sind heute mehr als 250 Restriktionsenzyme
bekannt, die in 3 Klassen eingeteilt sind. Fiir die Molekulargenetik sind nur Enzyme der

Klasse II interessant, die sequenzspezifisch spalten.

3.2.15.1 Spaltung mit Hilfe des Restriktionsenzyms Eco R1

Eco R1 ist ein Restriktionsenzym vom Typ II. Es hat eine spezifische Erkennungssequenz
G*"AATTC-CTTAA”G und spaltet doppelstrangige DNA in definierter Weise an dieser
Stelle. Dabei entstehen Einzelstrangiiberhdnge, sog. ,sticky ends“ in Form von 5°-

Uberhiingen.

3.2.15.1.1 Protokoll

e ca. 1,5 ug DNA in H,O gelost in ein steriles Eppendorfgefall geben
e 2 ul 10x TAM-Puffer zugeben

e Zugabe des Restriktionsenzyms (1-5 U/ ng DNA)
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e steriles demin. H,O bis zu einem Gesamtvolumen von 20 pul zufiigen

e den Ansatz fiir eine Stunde bei der fiir das Enzym optimalen Temperatur inkubieren

Zusammensetzung Volumenanteil
DNA 1 ul (20 - 50ng)
EcoR1 1 pl
Restriktionspuffer 1l

H,O 7 ul
Gesamtvolumen: 10 pl

38
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3.2.16 Klonierung

Euk. Zelle E. coli Zelle
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Abbildung 7: Die Einzelschritte der Klonierung:

Zunichst werden die Plasmide in E. coli vermehrt. AnschlieBend wird die Plasmid-DNA isoliert. Uber
eine Restriktionsspaltung werden die Plasmide und das zu klonierende Fragment gespalten und blunt
end bzw. sticky-end ligiert. Im Anschlul daran erfolgt die Transformation in E. coli und deren
Vermehrung in Kultur.
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3.2.16.1 Isolierung von DNA (genomisch oder cDNA) und Plasmid-DNA

3.2.16.1.1 QlAprep Spin Miniprep Kit Protokoll

Die pelletierten Zellen in 250 pl Buffer P1 resupendieren
Mikrozentrifugengefal3 transferieren

250 pl von Buffer P2 hinzugeben und 4 - 6 mal invertieren

350 pl von Buffer N3 hinzugeben und wiederum 4 - 6 mal invertieren
Fiir 10 min bei 5000 rpm zentrifugieren

Den Uberstand verwerfen und in die QIAprep Siule pipettieren

30 — 60 sec zentrifugieren und den Durchflufl verwerfen

und

in

40

ein

Die QIAprep Sédule mit 5,5 ml Buffer PB waschen und 30 - 60 sec bei 4000 rpm

abzentrifugieren
Die QIAprep Sadule mit Buffer PE waschen und nochmals 30 - 60 sec bei
4000 rpm abzentrifugieren

Den Durchflu3 verwerfen und nochmals 1 min bei 4000 rpm abzentrifugieren

Die QIAprep Séule in ein 1,5 ml Zentrifugenrohrchen geben

50 ul von Buffer EB hinzugeben, 1 min inkubieren, anschlieBend 1 min bei 10000 rpm

zentrifugieren

3.2.16.2 Restriktionsspaltung der DNA und des Plasmids

Ein typischer Eco-R I- Restriktionsansatz mit einem Volumen von 10 pl sieht

folgendermallen aus:

3.2.16.2.1 Protokoll

8 ul DNA-Losung (in TBE-Puffer oder Wasser)
1 ul 10x Reaktions-Puffer

0,8 pul Eco RI (5 U/ul)

3,2 - 0,2 pl steriles bidest. Wasser

3.2.16.3 Ligation von DNA-Fragmenten mit der Plasmid-DNA

Die T4-DNA-Ligase ist fiir die Ligation von DNA-Fragmenten besonders geeignet, da sowohl

komplementére als auch "blunt ends" ligiert werden kdnnen. Bei der Ligation eines Vektors

mit einer Insert-DNA sollte das molare Verhéltnis 1 : 3 betragen. Die Ligation erfolgte iiN bei

4°C oder fiir mindestens 4 Stunden bei Raumtemperatur. Um eine optimale Temperatur fiir

die Ligation der jeweiligen DNA-Fragmente zu erreichen, erfolgte die Inkubation z. T. auch
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iiN in einer mit 30°C warmen Wasser gefiillten Thermoskanne im Kiihlschrank (4°C). Hierbei
kommt es zu einem langsamen Temperaturabfall von der Ausgangs- zur

Umgebungstemperatur im Kiihlschrank.

3.2.16.3.1 Protokoll

Bei der Restriktionsspaltung mittels Eco RI entstehen Uberhiinge, sogenannte ,,sticky-ends*.

Deswegen wird anschlieend eine ,,sticky end“-Ligation durchgefiihrt.

e Inaktivieren der Restriktionsenzyme der einzusetzenden Spaltungsansitze bei 65°C fiir 20
min

e 1 pg gespaltene Vektor-DNA und circa 7 pg Insert-DNA in ein Eppendorfgefal3
pipettieren (je nach Experiment kann das Verhéltnis Vektor- :Insert-DNA zwischen 1:2
und 1:10 schwanken)

e Zugeben von 2 pul 10 x Ligase-Puffer

e Zugeben von 2 pl 10 mM rATP (pH 7,5)

e Zugeben von 2 Weil} Units T4-DNA-Ligase

e den Ansatz mit sterilem H,O auf ein Gesamtvolumen von 20 pl auffiillen

e Ansatz fiir 3 h bei Raumtemperatur inkubieren

3.2.16.4 Transformation von Plasmiden in humane Zellen
Das folgende Protokoll ist fiir die Transfektion von Blutzellen in Suspension in 60 mm
Petrischalen gedacht. Man verwendet als Ausgangskonzentration 1pug DNA pro 60 mm

Petrischalen.

3.2.16.4.1 Protokoll

e Die Zellen am Tag vor der Transfektion splitten

e Abzentrifugieren der Zellen

e Das Medium entfernen und mit PBS in einem 10 ml R6hrchen waschen.

e Iug DNA in TE Puffer 16sen, geloste DNA in Buffer EC auf ein absolutes Volumen von
150 pl verdiinnen

e 8 ul Enhancer hinzugeben und vortexen

e 2 -5minbei RT (5 - 15°C) inkubieren und kurz abzentrifugieren

e 25 pl Effectene Reagenz hinzufiigen und 10 sec vortexen

e 2 -5 min bei Raumtemperatur inkubieren, um die Transfektions-Komplex-Formation
zuzulassen

e 1 ml Wachtumsmedium hinzufligen
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e Tropfenweise auf die 60 mm Petrischalen geben
e Unter normalen Wachstumsbedingungen ( 37°C und 5% CO;) 6 - 18 h im Brutschrank

begasen

Effectene Transfections Kit

[; — DHA in Buffer EC

= f{h;ncer dazugehen

- 1
1 min vortexen

2 -5 min bei Raumtemperatur
inkubieren

R

10 min 'iurtexen

Effectene Transfections Reagents
hinzugehen

5-10 min hei BT inkubieren

l Medium dazugehen

[? resuspendieren

den verdiinnten Komplex auf die Zellen
geben

inkuhieren

Abbildung 8: Die Transfektion von humanen Zellen:
Vorgehensweise bei der Transfektion von humanen Zellen mit Hilfe des Transfektions Kits Effectene
(nach Qiagen modifiziert).
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3.2.16.5 Plasmidisolierung aus einem Bakterienklon

Die Plasmidisolierung wurde mit Hilfe des QIAprep Spin Miniprep Kits der Firma Qiagen
durchgefiihrt. Das hier aufgefiihrte Protokoll eignet sich besonders fiir die Isolierung und
Reinigung von High-copy Plasmiden einer 1 - 5 ml Ubernachtkultur von E. coli in LB-

Medium.

3.2.16.5.1 Protokoll

e Abzentrifugieren der Bakterienkultur bei 1000 g

o Zellpellet in 250 pl Puffer P1 resuspendieren und in ein Mikrozentrifugen-Réhrchen
iberfithren

e 250 ul Puffer P2 hinzugeben und vorsichtig 4 — 6 mal invertieren

e 350 pl Puffer N3 hinzugeben und abermals 4 — 6 mal vorsichtig invertieren

¢ 10 min abzentrifugieren bei 10000 g

e Den Uberstand in eine QIAprep Siule pipettieren

e 30-—60sec bei 3000 g zentrifugieren und den Durchflul verwerfen

e Waschen der QIAprep Sdule mit 0,5 ml Puffer PB

e 30— 60 sec bei 3000 g zentrifugieren

e Waschen der QIAprep Séule mit 0,75 ml Puffer PE

e 30 -60 sec bei 3000 g zentrifugieren

e Den DurchfluB verwerfen und abermals 1 min zentrifugieren, um den Restpuffer zu
entfernen

e QIAprep Séule in ein sauberes 1,5 ml Mikrozentrifugenréhrchen setzen

¢ Die Plasmid-DNA mit 50 pl Puffer eluieren

¢ 1 min bei Raumtemperatur inkubieren

e Abzentrifugieren bei 3000 g

3.2.17 Mikroskopische Auswertung der Zellen

3.2.17.1 Lichtmikroskopie

Die Lichtmikroskopische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Mikroskops Axiovert 135 der
Firma Zeiss. Die Aufnahmen und die Auswertung der Bilder erfolgte iliber die Software KS
400 Version 3.0 der Firma Kontron.
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3.2.17.2 Fluoreszenzmikroskopie

Fiir die Auswertung der Préparate stand ein Fluoreszenzmikroskop Axioplan 2 von Zeiss, das
mit einer CCD-Kamera und der ISIS-Software von Metasystems ausgeriistet war, zur
Verfligung. Die bendtigten Filtersdtze fiir DAPI und Spectrum Green-Fluoreszenz, sowie der
anderen Fluoreszenzfarbstoffe standen zur Auswertung zur Verfiigung.

Tabelle 1: Anregungs- und Emissionswellenléngen der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe

Fluorochrome Excitation Emission Fluoreszenzfarbe
DAPI 360 nm 460 nm Blau

Spectrum Aqua 433 nm 480 nm Blau

FITC 490 nm 525 nm Griin

Spectrum Green 497 nm 524 nm Griin

Spectrum Orange 559 nm 588 nm Orange-Rot
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4 Ergebnisse

4.1 Isolierung von Einzelzellen mit CD71 und ihre Charakterisierung iiber
Einzelzell-PCR

In einer ersten Studie wurde zunidchst 20 ml Blut von jeweils 10 Schwangeren mit
mannlichem Fetus untersucht. Nach einer 1 : 1 Verdiinnung mit PBS wurde eine
Einfachdichtegradienten-Zentrifugation durchgefiihrt. Die so aufgereinigten Zellen wurden
mit dem Antikérper CD71 markiert, der direkt an einen MACS-Antikorper gekoppelt ist.
Nach der Aufreinigung der markierten Zellen iiber eine MACS-Sédule wurden sie in eine
Petrischale gegeben und mit PBS zu einem Monolayer verdiinnt. Die nukleierten
Erythrozyten (Abbildung 9) wurden nach morphologischen Kriterien detektiert und
anschlieend mit Hilfe eines Mikromanipulators und einer ausgezogenen Pasteurpipette unter
mikroskopischer Beobachtung in je ein 0,5 ml Eppendorfgefdl {iberfithrt, das mit 5 pl
sterilem Aqua dest. befillt war. Im Anschlul daran wurden die gesammelten Einzelzellen
iiber Einzelzell-PCR im Cap analysiert, um zu ermitteln, ob sie miitterlichen oder fetalen

Ursprungs waren.

¢
!

Abbildung 9: Nukleierte Erythrozyten unter dem Lichtmikroskop (400-fache VergoBerung):

In einem Monolayer wurden die nukleierten Erythrozyten unter dem Lichtmikroskop aufgrund ihrer
morphologischen Eigenschaften visuell detektiert (rote Pfeile) und anschlieBend {iiber eine
ausgezogene Pasteurpipette einzeln abgesaugt.

Die Studie von von Eggeling et al. (1997) konnte in dieser Arbeit bestétigt werden. Nach
threr Methode wurden 26% nukleierte Erythrozyten gefunden, die fetalen Ursprungs waren.
In der hier beschriebenen Studie konnte gezeigt werden, dall ein Anteil von ca. 22% der
gesammelten Zellen fetalen Ursprungs waren. Die PCR wurde an Einzelzellen nach
Proteinase K — Verdau mit Hilfe des Amelogeninsystems durchgefiihrt. Ein PCR-Produkt mit

einer Basenpaarldnge von 106 bp weist auf weibliche DNA hin. Entstehen zwei Produkte mit
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106 bp und 112 bp ist die aufgeschlossenen DNA ménnlichen und somit fetalen Ursprungs
(Abbildung 10). In jeder PCR-Reaktion wurden Positiv- und Negativ-Kontrollen mitgefiihrt.
1 2 3 4 5 6 7 N P

— - - —112]11]
- e - G = - = —106bp

Abbildung 10: Amelogenin Einzelzell-PCR:

Das Gelbild zeigt den untersuchten Fall E 9 (Tabelle 2). 2 von 7 untersuchten Einzelzellen waren
fetalen Ursprungs (jeweils 2 Banden bei 106 bp und 112 bp). Spur N zeigt die Negativkontrolle, Spur
P die Positivkontrolle.

Die Banden wurden auf dem Gel des LI-COR Sequenzierers sichtbar gemacht. Im Blut einer
jeden Probandin konnten fetale Zellen gefunden werden. Die nukleierten Erythrozyten lieBen
sich zundchst morphologisch unter dem Lichtmikroskop vorselektionieren. Nach der PCR-
Analyse zeigte sich, dal die gesammelten Zellen mit einem Prozentsatz von ca. 22%, also
jeder 4. — 5. Erythrozyt, fetalen Ursprungs waren (sieche Tabelle 2). Die Studie aus der

Veroffentlichung lieB sich also erfolgreich reproduzieren.

Tabelle 2: 20 ml peripheres Blut von ingesamt 10 Probandinnen wurde untersucht. In allen 10 Fallen
konnten fetale Zellen detektiert werden. Ingesamt waren 22,04% der gesammelten nukleierten
Erythrozyten fetalen Ursprungs.

Blutprobe |Schwangerschafts- Anzahl der mit PCR Amelogenin positive
wochen untersuchten Zellen Zellen

E1l 17 +2 11 2

E2 16 +4 13 2

E 3 17+3 13 1

E 4 16+ 5 12 3

ES5 18 +2 14 1

E6 17+2 12 1

E7 20+2 10 2

E 8 18+3 11 2

E9 17+4 7 2

E 10 19+1 13 3

Gesamt 116 19 (22,04%)
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4.2 CD71-MACS selektierte Zellen und ihre Evaluierung mit einem
fluoreszenzmarkierten Antikorper

Die fetalen Zellen im maternalen Blut kdnnten iiber einen hoch spezifischen Antikdrper so
markiert werden, dal im Anschluf} daran eine computerunterstiitzte Scanninganalyse die
fetalen Zellen automatisch detektieren wiirde. In diesem Zusammenhang wurde zunichst
getestet, ob sich die mit Hilfe von anti CD71 markierten Zellen (Isotyp: Maus IgG2a) fiir eine
Computerauswertung eignen. Zu diesem Zweck wurden die magnetischen Beads des
Antikorpers iiber eine Sekundidrmarkierung sichtbar gemacht. Der sekunddre Antikorper
(Isotyp: Ziege anti mouse; 1gG2a) ist an den fluoreszierenden Farbstoff Cy3 gekoppelt.
Unterschiede zwischen der Markierungsintensitéit von fetalen und maternalen Zellen konnten
so zur Identifikation der Zellen unterschiedlichen Ursprungs herangezogen werden. Die
Dichte der Transferrinrezeptoren, die durch den CD71 Antikorper detektiert werden, konnte
auf der Zelloberflache der Mutter und des Fotus unterschiedlich sein. Dieser Parameter wire
somit ein spezifischer Marker fiir fetale Zellen. Eine quantitative Auswertung der markierten
Zellen wire in diesem Fall moglich. Zudem kann iiber dieses Verfahren evaluiert werden,
wieviele der aufgereinigten Zellen auch wirklich markiert worden sind, um parallel dazu die
Effektivitit von MACS zu analysieren: Sind auch wirklich alle Zellen nach MACS markiert,
oder befinden sich auch unmarkierte und damit unspezifische Zellen in der aufgereinigten

Phase. In einer Testreihe wurden in 10 Fillen jeweils iiber 1000 Zellen analysiert (Tabelle 3).

Tabelle 3: 20 ml peripheres Blut von ingesamt 10 Probandinnen wurde mittels Cy3-Fluoreszenz-
markierung nach Aufreinigung mit MACS analysiert. Insgesamt waren 89,78% der 10000

gesammelten Zellen Cy3 positiv.

Blutprobe Schwangerschafts- | Cy3 positiv fluoreszenzmarkierte
wochen (SSW) Zellen unter 1000 Zellen

Al 21+3 916

A2 21+0 892

A3 20+ 3 845

A4 21 +1 923

AS 19+6 870

A6 19 +4 907

A7 21+3 820

A8 16 +6 940

A9 17+4 921

A 10 19+3 944

Gesamt 8978 (89,78%)

Nach einer Einfachdichtegradienten-Zentrifugation wurden die Zellen in 1 ml PBS, das mit

1% FCS versehen wurde, resuspendiert. Anschlieend erfolgte eine 15 miniitige Inkubation
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mit dem CD71-MACS — Antikdrper bei 4°C. Das MACS-positive Zellpellet wurde mit dem
an Cy3 gekoppelten Antikorper fiir 15 min bei 4°C inkubiert. Nach einer Fixierung der Zellen
mit KCI und Fixativ (Methanol : Eisessig) wurden die Zellen auf einen Objektriger getropft
und in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert. Der Ursprung der Zellen wurde tiber
FISH analysiert. Dabei wurden direkt fluoreszenzmarkierte XY-spezifische Zentromer-
Proben verwendet (Spectrum CEP Y green; Aqua CEP X orange directly-labeled probes,
Vysis). Die Gegenfirbung der Interphasekerne erfolgte mit DAPI. Bis zu 90% der Zellen
wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy3 markiert (Tabelle 3). Das deutet auf eine hohe

Effektivitit der Aufreinigung mittels MACS hin.

Abbildung 11: Interphase-FISH von zwei Zellkernen mit fetalem und maternalem Ursprung (1000-
fache VergroBerung):

Es wurden direktmarkierte X/Y-Zentromerproben verwendet. Das X-Chromosom wurde mit dem
Fluoreszens-Farbstoff Blue Aqua (blau) gelabelt, das Y-Chromosom mit dem Fluoreszenz-Farbstoff
Spectrum Green (griin). Der Antikdper gegen die Microbeads wurde mit dem Fluoreszenz-Farbstoff
CY 3 (rot) angeférbt. Ein signifikanter Unterschied in der Farbematrix der Zellkerne verschiedenen
Ursprungs war nicht zu erkennen, auch nicht in der gemessenen Intensitit.

Mit Hilfe der Doppelmarkierung der Antikdrper CD71 + Ziege anti-mouse Cy3 konnten nun
indirekt die CD71 Rezeptoren nachgewiesen werden. 50% der so aufgereinigten Zellen
zeigten starke Fluoreszenzsignale iiber die gesamte Zelloberfldche verteilt. Bei der anderen
Hélfte der Zellen wurde jeweils nur eine distinkte Oberflichenregion markiert. Um
festzustellen, ob es sich bei den untersuchten Zellen um fetale oder maternale Zellen handelt,
wurde nachfolgend eine FISH-Analyse durchgefiihrt. Mit Hilfe von Zentromer-Proben fiir das
Chromosom X und Y konnte der Ursprung der Zellen ermittelt werden. Es zeigte sich, da3
eine Differenzierung zwischen den maternalen und fetalen Zellen nicht moglich war
(Abbildung 11), denn es war kein signifikanter Unterschied zwischen den
Fluoreszenzintensititen der Zellen unterschiedlichen Ursprungs vorhanden. Das
Markierungsmuster war ebenfalls nicht signifikant unterschiedlich. Ein computergestiitztes

Screening mit Hilfe dieser beschriebenen Parameter ist also nicht mdglich.
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4.3 Verschiedene Antikorper fiir die spezifische Markierung von fetalen
Zellen

In einer weiteren Studie wurden Antikorper analysiert, die bis dahin noch nicht an fetalen
Erythrozyten getestet wurden (Hohmann ef al, 2001). Bei den vier monoklonalen Antikérpern

handelte es sich um folgende: 2G5, 3F9, EPO-R und Flk1.

4.3.1 Charakterisierung der Antikorper

4.3.1.1 2G5 und 3F9

Bei 2G5 und 3F9 handelt es sich um monoklonale Antikorper, die zwischen fetalen und
adulten nukleierten Erythrozyten beim Huhn differenzieren konnen (Isotyp: Mouse anti-
chicken 1gG1). 2G5 soll dabei neben fetalen Erythrozyten auch fetale Lymphozyten und
Myelozyten detektieren. 3F9 markiert spezifisch adulte Erythrozyten (Informationen von T.
Graf, EMBL Heidelberg).

4.3.1.2 Flkl

Bei dem humanen Antikorper mit der Bezeichnung Flk1 (PharMingen, Europe) handelt es
sich um einen monoklonalen Antikorper (Isotyp: Mouse anti-human 1gG2a). Er reagiert
spezifisch mit der fetalen Leberkinase 1 (Flk1) beim Menschen. Dieses Rezeptorprotein ist
auch bekannt unter dem Namen VEGF-R2 (vascular endothelial growth factor-receptor-2;
Hanahan et al. 1997). Es handelt sich um einen Rezeptor, der bei der endothelialen
Gefidllentwicklung des Fotus eine wichtige Rolle spielt und ebenfalls auf der Oberfliche der
hédmatopoetischen Zellreihe vermehrt vorkommt (Nishikawa et al. 1998). In vivo und in vitro
Studien zeigen, dafl Flkl involviert ist in die Entwicklung der GefiBBendothelzellen des
Embryos (Kataoka et al. 1997; Millauer ef al. 1993; Quinn et al. 1993).

4.3.1.3 Epo-R

Epo-R (MCA1636, Serotec Ltd., GroBbritannien) ist ein humaner monoklonaler Antikdrper
gegen den Erythropoetin-Rezeptor (Isotyp: Mouse anti-human 1gG2a+b). Erythropoetin regt
im Blut die Proliferation, Differenzierung und Ausreifung der erythroiden Vorlduferzellen an
(Jones et al. 1990) und steigert die Bildung von Erythrozyten, indem es den genetisch
vorprogrammierten Zelltod (Apoptose) erythroider Stammzellen verzogert (Longmore et al.

1994).
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4.3.2 Vergleich der Effektivitit der untersuchten Antikorper mit dem CD71-
Antikorper

20 ml peripheres Blut von ingesamt 40 Frauen mit midnnlichem Fetus wurden untersucht.
Zunichst wurde das Blut 1:1 mit PBS verdiinnt. Nach einer Einfachdichtegradienten-
Zentrifugation mit einer Dichte von 1,077 g/ml wurden die Zellen mit einem der vier
Antikorper markiert. Dazu wurden die Zellen nach dem Waschen zusammen mit den
entsprechenden Antikdrpern in 1 ml PBS mit einem Zusatz von 1% PBS-FCS fiir eine Dauer
von 60 min unter gleichbleibender Rotation bei 4°C inkubiert. Nach einer 10-miniitigen
Zentrifugation bei 600 g wurde die sekundire Markierung durchgefiihrt. Uber einen
sekunddren Antikorper wurden die magnetischen Beads an den jeweiligen primédren
Antikorper gekoppelt. Dabei wurde zunidchst der entsprechende Sekundirantikorper
zusammen mit den primédr markierten Zellen 15 Minuten bei 4°C inkubiert. Fiir Flk1 wurde
als sekundérer Antikorper Ziege anti-mouse 1gG1 verwendet, bei EPO-R war es der Ratte
anti-mouse 1gG2a+b Antikorper. 2G5 und 3F9 wurden mit dem Ratte anti-mouse Antikdrper
IgG1l (Miltenyi Biotec GmbH) markiert. Nach dieser Sekunddrmarkierung erfolgte die
Aufreinigung liber MACS. Dazu wurden die isolierten, mononukleierten Zellen auf einen
Objekttrager getropft und nach der Fixierung im Rahmen einer Fluoreszenz in situ
Hybridisierung (FISH) mit Hilfe von X und Y-Zentromerproben fluoreszenzmarkiert. Bei der
Analyse wurden pro Fall 500 Interphasekerne ausgezéhlt. Die Ergebnisse wurden mit dem
direkt microbead-markierten Referenzantikdrper CD71 verglichen.

Uber den Antikdrper 3F9 wurde nur eine fetale Zelle von 2500 ausgezihlten Zellen markiert.

Aufgrund dieser geringen Ausbeute wurden hier nur 5 Fille ausgewertet (Tabelle 4).

Tabelle 4: Der Antikorper 3F9 wurde an 5 Blutproben getestet. Es wurden in 5 untersuchten Féllen
durchschnittlich 0,2 fetale Zellen innerhalb der 500 analysierten Zellen detektiert.

Mit 3F9 untersuchte |Schwangerschafts- XY - positive Zellen nach FISH-
Blutproben woche (SSW) Analyse (500 ausgezihlte Zelle)
1 19 0

2 19 0

3 18 0

4 21 1

5 20 0

Durchschnittswerte 19 0,2

Der Antikorper 2G5 markierte im Durchschnitt 1,2 miénnliche und somit fetale
Interphasekerne. Fiir diese Testreihe wurde das Blut von 11 Probandinnen analysiert (Tabelle
5).
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Tabelle 5: Der Antikorper 2G5 wurde an 11 Blutproben getestet. Fiir diese Testreihe wurden
durchschnittlich 1,2 fetale Zellen innerhalb der 500 analysierten Zellen detektiert.

Mit 2G5 untersuchte
Blutproben

Schwangerschafts-
woche (SSW)

XY-positive Zellen nach FISH-
Analyse (500 ausgezihlte Zellen)

19

19

18

21

20

20

21

21

No} lecl RN No ) I, REN OS ) I (O N N

22

—_
=

19

11

16

Durchnittswerte

19,6

el el IS Rl B2 B=2 B2 Bl Bl =0 [ \O N

2

Uber die Antikdérper EPO-R und Flkl wurden die meisten minnlichen Zellen detektiert

(Tabelle 6, Tabelle 7). Die Analyse erfolgte hier an dem peripheren Blut von 10

beziehungsweise 8 Probandinnen.

Tabelle 6: Der Antikdrper EPO-R wurde an 10 Blutproben getestet. Fiir diese Testreihe wurden
durchschnittlich 1,6 fetale Zellen innerhalb der 500 analysierten Zellen detektiert.

Mit EPO-R Schangerschafts- XY — positive Zellen nach FISH —
untersuchte woche (SSW) Analyse (500 ausgezahlte Zellen)
Blutproben

1 28 3

2 21 2

3 24 0

4 18 1

5 17 1

6 20 3

7 20 2

8 21 1

9 23 3

10 21 0

Durchschnittswerte 21,3 1,6

EPO-R lag mit durchschnittlich 1,6 XY-positiven Zellen knapp unter der Effektivitit von

Flk1. Hier konnten im Durchschnitt 1,8 Zellen markiert werden.
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Tabelle 7: Der Antikérper Flkl wurde an 8 Blutproben getestet. In dieser Testreihe wurden
durchschnittlich 1,8 fetale Zellen innerhalb der 500 analysierten Zellen detektiert.

Mit Flk1 untersuchte |Schwangerschaftswoche XY - positive Zellen nach

Blutproben (SSW) FISH — Analyse (500
ausgezihlte Zellen)

1 20 1

2 25 0

3 17 2

4 17 1

5 17 2

6 18 3

7 20 3

8 18 2

Durchschnittswerte 19 1,8

Im Vergleich mit dem am héufigsten verwendeten Antikorper CD71 waren alle in dieser

Arbeit getesteten Antikorper in Bezug auf fetale Zellen etwas spezifischer. Denn mit CD71

als Referenzantikorper konnten keine minnlichen Zellen innerhalb der jeweils 500

analysierten Zellen gefunden werden. Aufgrund der geringen Spezifitat von CD71 reicht hier

die Menge an untersuchten Interphasekernen nicht aus, um fetale Zellen zu detektieren

(Tabelle 8).

Tabelle 8: Die Spezifitit des Referenz-Antikdrpers CD71 wurde {iber eine Probenzahl von 6 ermittelt.
Innerhalb der 500 untersuchten Zellen wurden keine fetalen Zellen detektiert.

Mit CD71 untersuchte |Schangerschaftswoche XY - positive Zellen nach
Blutproben (SSW) FISH — Analyse (500
ausgezahlte Zellen)

1 21 0

2 21 0

3 20 0

4 22 0

5 20 0

6 21 0

Durchschnittswerte 20,8 0

Die Studie ist grafisch in der Abbildung 12 nochmals zusammengefalit. Die grafische

Darstellung veranschaulicht die Spezifitit der getesteten Antikérper im Vergleich zu CD71.
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Abbildung 12: Die Spezifitit der Antikdrper 2G5, 3F9, EPO-R und Flk1:
Dargestellt ist die Anzahl der XY-positiven Zellen, die jeder Antikdper detektiert hat, im direkten
Vergleich zu Anti-CD71 (inklusive Standardabweichung).

Anhand der Grafik wird veranschaulicht, wie grof3 die Spezifitit der Antikorper 2GS, 3F9,
EPO-R und FIkl im Vergleich zu CD71 ist. Das kann iiber die Anzahl der mittels FISH
detektierten kindlichen Zellen gezeigt werden. Bei der grafischen Auswertung wurde die

Standardabweichung s = mit einberechnet.
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4.4 Verschiedene Kulturmedien fiir eine spezifische Anzucht von fetalen
Zellen

Fetale Vorlduferzellen befinden sich, sobald sie in das miitterliche Blut iibertreten in einer
»feindlichen* Umgebung, die nicht spezifisch auf sie abgestimmt ist. Es ist deswegen
anzunehmen, dal} ihr Proliferationspotential im Blut der Mutter auf ein Minimum reduziert
wird. Die in der Hdmatologie verwendeten Kultivierungsmethoden sind an die Bediirfnisse
von Stammzellen aus dem Knochenmark bzw. an die Bediirfnisse von nicht fetalen
Stammzellen im peripheren Blut angepalit. Fetale Vorlduferzellen, die aus dem miitterlichen
Blut isoliert werden, stellen einen Sonderfall im Bezug auf ihre Kultivierbarkeit dar. Um
ihren spezifischen Anspriichen gerecht zu werden, wurden unterschiedliche Kulturmedien auf
ihre Effektivitit und Spezifitit hin untersucht.

Es ist bekannt, daf3 fetale und adulte erythroide Vorlduferzellen unterschiedlich auf bestimmte
Wachstumsfaktoren reagieren (z. B. Epo; Alter et al. 1994; Migliaccio et al. 1988). Ein
spezifisch abgestimmter "Wachstumscocktail" gekoppelt mit den Erfahrungen bei der
Kultivierung anderer fetaler Zellen (z. B. Fruchtwasserzellen oder Fibroblasten) konnte dazu
beitragen, die Wachstumsbedingungen fiir fetale erythroide Vorlduferzellen zu optimieren,
mit dem Ziel, eine selektive Anzucht fast ausschlieBlich fetaler Zellen zu erhalten, oder ihnen

zumindestens einen Wachstumsvorteil gegeniiber den maternalen Zellen zu verschaffen.

4.4.1 Modifikation des Basiskulturmediums Chang C

Dem Basiskulturmedium Chang C wurden diverse Vitamine zugesetzt, die die fetalen Zellen
in threm Wachstum stimulieren sollten. Das Medium wurde mit Vitaminen versetzt, deren

Konzentrationen denen im fetalen Blut entsprechen.

Tabelle 9: Vitaminzusétze filir das Kulturmedium Chang C

Vitaminbezeichnung Konzentration [ng/ml]
B1 54

B2 800

B6 40

B 12 1

C 20

Zusitzlich wurde Chang C noch mit dem Wachstumsfaktor FIt3 — ligand [50 ng/ml] und den
Interleukinen IL 6 und IL 3 versetzt [10 ng/ml]. Die Zellen aus 20 ml Blut von 2
Schwangeren wurden nach der Aufreinigung mittels Einfachdichtegradienten-Zentrifugation
jeweils in 6 Petrischalen mit einer Zelldichte von ca. 6 x 10° Zellen /ml eingesit. Nach einer

14-tdgigen Kultivierung wurden die entstandenen Kolonien analysiert. Aufgrund der
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Morphologie der Zellkolonien handelte es sich tiberwiegend um Fibroblastenkulturen. Zellen
aus der roten Reihe waren nur minimal gewachsen. Die anschlieBende Analyse von jeweils 10
Einzelkolonien mittels Amelogenin-PCR zeigte, dal es sich bei den gesammelten Kolonien

um ausschlieflich weibliche Kolonien handelte.

Abbildung 13: Zellkolonien unter dem Lichtmikroskop (100-fache Vergréferung):

Bei den hier abgebildetetn Kolonien handelt es sich um BFU-Es und CFU-Es. Sie wurden fiir die
PCR-Analyse mikromanipulatorisch gesammelt. Es waren ausschlieBlich weibliche Kolonien zu
finden.

4.4.2 Austestung von weiteren Kulturmedien

Es wurden weitere Kulturmedien auf ihre Effektivitdt hin getestet. Im Material - und
Methodenteil (3.1.6) werden die untersuchten Kulturmedien aufgefiihrt, die an fetalen
Vorlduferzellen getestet wurden. Dabei wurde analysiert, ob die kindlichen Zellen einen
Wachstumsvorteil in Medien mit unterschiedlicher Zusammensetzung gegentiber den Zellen
miitterlicher Herkunft haben. Es wurden verschiedene Medien mit und ohne entsprechende

Wachstumsfaktoren eingesetzt. Im Folgenden sind die Medien und ihre Wirkung auf das

spezifische Zellwachtum beschrieben.

4.4.2.1 STem.callE

Das Kulturmedium der Firma Tebu zeigte in zwei Vorversuchen mit Nabelschnurblut
innerhalb von zwei Wochen ein sehr schnelles Wachstum und Ausreifen der erythroiden
Vorléduferzellen. Die Morphologie der Kolonien lieB auf einen hohen Anteil an CFU-Es mit
einigen wenigen BFU-Es schlieBen. Im Anschlu8 daran wurde das Medium am peripheren
Blut von Schwangeren mit ménnlichen Fotus getestet. Nach Dreifachdichtegradienten-
Zentrifugation wurden die gewonnenen Zellen mit einer Zelldichte von ca. 5 x 10* Zellen / ml
in das Medium eingesit. Innerhalb von drei untersuchten Proben wurden die Ery-Klone aus

jeweils einer Petrischale gesammelt und gepoolt. Nach der DNA-Isolierung und deren
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molekulargenetischer Analyse mit Hilfe einer SRY-qPCR am LightCycler konnten keine

fetalen Zellen nachgewiesen werden.

4.4.2.2 C-Plus Medium select

Das Kulturmedium soll laut Hersteller (Celina Ruhmann) das rasche Wachstum fetaler Zellen
in Primirkulturen und von Zellen aus fetaler Abstammung fordern, wie zum Beispiel
Amnionzellen und Chorionzotten, Embryonal - oder Fetalgewebe aus Aborten und fetalen
Tumoren. Zudem soll es eine positive Selektion fetaler Zellen in Kulturen bewirken, die mit
nicht fetalen Zellen kontaminiert sind. Dabei beruht die Selektion im wesentlichen in der
Forderung des fetalen Wachstums. Das C-Plus Medium select wurde in dieser Arbeit an drei
Féllen mit je 20 ml Schwangerenblut getestet. Nach deren Aufreinigung mittels
Dreifachdichtegradienten-Zentrifugation wurden 10° Zellen/ml in das Medium eingesit. Nach
ca. 14 Tagen waren jedoch nur wenige Zellklone gewachsen. Auch hier konnten
molekulargenetisch, nach der Isolierung der Gesamt-DNA der gepoolten Klone iiber eine

gPCR am LightCycler keine fetalen Zellen nachgewiesen werden.

4.4.2.3 StemSpan SF Expansions Medium

Das Kulturmedium wurde urspriinglich fiir die in vitro und in vivo Kultivierung und
Expansion von hidmatopoetischen Zellen entwickelt. Das serumfreie Medium wurde an 5
Patientenproben mit jeweils 20 ml Schwangerenblut getestet. Vor der eigentlichen
Kultivierung wurde das Medium noch zusétzlich mit einem Cocktail an Cytokinen versehen.
Dieser Cocktail trigt die Bezeichnung StemSpan CC 100. Es verbessert selektiv die
Kultivierung und Expansion der himatopoetischen Vorlduferzellen. Zu den darin enthaltenen
Cytokinen gehdren Interleukin 3 und 6, sowie der Stammzellfaktor (SCF) und der FLT3 —
Ligand. Die Konzentrationen der Cytokine, die dem Medium zugefiigt wurden, waren den
Herstellerangaben entnommen. Zunédchst wurde eine Dreifachdichtegradienten-Zentrifugation
durchgefiihrt. Die beiden Banden, die sowohl die mononukledren Zellen als auch die
nukleierten Erythrocyten enthalten, wurden abgezogen. Im Anschlul daran wurde eine
Zellzahl von 3 - 5 x 10° Zellen/ ml in je eine Petrischale mit 2 ml Medium eingesit. Nach 14-
tagiger Expansion wurden die Petrischalen mit den darin enthaltenen Zellkolonien gepoolt
und nach DNA — Isolation iiber qPCR am LightCycler analysiert, um im Vorfeld abzukliren,
ob sich das Medium auch eignet. Die Ergebnisse zeigt die Tabelle 10.
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Tabelle 10: Zellkultivierung mit Hilfe des Expansionsmediums Stem Span SFEM. Innerhalb von 3
untersuchten konnten SRY-gPCR positive Kolonien gefunden werden.

Blutprobe |Schwangerschafts- Anzahl der mit PCR SRY-qPCR positive
wochen untersuchten DNA- Kolonien (gepoolt)
Proben
E 190 16 +1 Alle 6 Petrischalen gepoolt |0
E 191 15+4 2 x 3 Petrischalen gepoolt [0
E 192 16 +6 3 x 3 Petrischalen gepoolt |2
E 193 17+5 3 x 3 Petrischalen gepoolt |2
E 194 16 + 6 Alle 6 Petrischalen gepoolt |1

Nach der Kultivierung in Petrischalen (jeweils 6 Stiick oder mehr) befanden sich zum Teil
positive und damit fetale Zellen innerhalb des Expansionsmediums. Jedoch erwies es sich als
schwierig, Einzelklone fiir die Analyse zu sammeln, da es sich bei StemSpan SFEM um
Fliissigmedium handelt. Zudem war der Anteil an fetalen Zellen sehr gering. Mittels qPCR
wurde am LightCycler eine Menge von ca. 10 minnlichen DNA-Anteilen evaluiert, was auf

eine nur geringe Vermehrung der fetalen Zellen hinweist.

4.4.2.4 Vorversuche mit dem Komplettmedium Methocult 4431

Vier Blutproben (10 ml Vollblut) von Schwangeren mit minnlichem Fétus wurden mit PBS
1 : 1 verdinnt. Nach ihrer Aufreinigung tiber Dreifachdichtegradienten-Zentrifugation
wurden die Zellen mit dem Komplettmedium Methocult 4431 in 2 ml Petrischalen kultiviert.
Fiir eine Vorabanalyse wurden die gewachsenen Kolonien, nach vierzehntigiger
Kultivierung, aus je 3 einzelnen Petrischalen gepoolt. Im Anschlul daran erfolgte die

Isolierung der Gesamt-DNA und deren molekulargenetische Untersuchung.

Tabelle 11: Vorversuche mit dem Komplettmedium H4431. In allen 4 untersuchten Blutproben waren
auch SRY-qPCR positve Kolonien enthalten.

Blutprobe |Schwangerschafts- Anzahl der mit PCR SRY-qPCR positive
woche untersuchten DNA- Kolonien (gepoolt)
Proben
E164 19+5 4 3
E167 20 13 3
E 170 18 9 3
E 171 33 13 4

Fiir die Analyse eignete sich auch hier eine qPCR am LightCycler mit dem SRY-System, da
siec im Vergleich zu einer herkémmliche PCR zu schnelleren und quantifizierbaren
Ergebnissen fiihrt. Die Auswertung erfolgte iiber die Software LightCycler Version 3.51.

Nach Einstellung der entsprechenden qPCR-Parameter, konnte iiber die Schmelzpunktanalyse
ermittelt werden, ob sich in dem zu untersuchenden Zellpool fetale Zellen befanden

(Abbildung 14). Das SRY-Produkt der PCR, das fiir minnliche und damit fetale Zellen steht,
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hat einen Schmelzpunkt von ca. 83,3 °C. Im Kurvenverlauf ist dieser Wert als Peak zu
erkennen. In dem abgebildeten Probenausschnitt wurden fiinf der neun ausgewerteten DNA-

Proben fetal positiv getestet.
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Abbildung 14: Schmelzpunktanalyse am LightCycler:

Mit der Software LightCycler Version 3.51 kann der Schmelzpunkt des Produktes bei der realtime
PCR ermittelt werden. Der Graph zeigt den Schmelzpunkt des Amplifikates. Er liegt nach SRY-PCR
bei einem Peak von ca. 83,3 °C (blaue Linie). Die Positivkontrolle (verdiinnte, miannliche DNA;
schwarze Linie) zeigt dabei den hochsten Peak. Der Peak bei 78,45 °C (griine Linie) zeigt den
Schmelzpunkt der Primer-Dimere. Bei der Negativ-Kontrolle wurde H,O anstatt DNA verwendet (rote
Linie). Sie zeigt keinen Peak.

Im Anschluf3 an die Schmelzpunktanalyse wurde eine Quantifizierung durchgefiihrt, um die
Menge an fetalem Zellmaterial zu ermitteln. Als Referenzwert diente dabei eine
Verdiinnungsreihe mit bekannter DNA-Konzentration. So konnte indirekt der Gehalt an
ménnlicher DNA und somit der ungefdhre Anteil an ménnlichen Zellen quantitativ ermittelt

werden.
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Abbildung 15: Quantifizierung am LightCycler:

Sie erfolgte mit Hilfe eines mitgefiihrten Standards, einer Verdiinnungsreihe aus mannlicher DNA. In
der Verdiinnungsreihe wurden 100 pg, 1 ng, 10 ng und 100 ng DNA/ml eingesetzt. Uber eine lineare
Regression aus 3 Werten der Verdiinnungsreihe wurde die Kopienzahl der ménnlichen DNA ermittelt.
Die Probe Nr. 12 zeigte z. B. die Hilfte der Konzentration an ménnlicher DNA des Standards Nr.4,
also ca. 50 pg. Das entspricht einer DNA-Kopienzahl von umgerechnet ca. 9 fetalen Zellen.

Zieht man die Verdiinnungsreihe (100 pg, 1 ng, 10 ng und 100 ng DNA/ml) einer bekannten
DNA Konzentration als Vergleichswert heran, so lagen die Einheiten der detektierten fetalen
DNA bei maximal 50 pg. Das entspricht umgerechnet der DNA von ca. 9 fetalen Zellen,
wenn der Gesamt-DNA einer Zelle 6 pg zugrunde gelegt werden. Der Anteil an ménnlicher
DNA wird zusétzlich durch die weibliche DNA verfilscht, so dal3 die eigentliche absolute
Zellzahl nach oben korrigiert werden mufB. Eine Quantifizierung mit Hilfe der
Verdiinnungsreihe ist somit mdglich. Die qPCR kann so AufschluB} {iber die Qualitit der
Kultivierung geben. Dieses Verfahren eignet sich gut fiir einen schnellen Vorabtest von

Kulturmedien in Bezug auf die Prisenz fetaler Zellen.

4.4.2.5 Ergebnisse der Kultivierungsversuche mit Methocult 4431 in einer ausgedehnten
Studie

Nach vielversprechenden Vorversuchen wurden in einer groBeren Studie 22 Blutproben

(jeweils 10 ml) von Schwangeren mit méannlicher Schwangerschaft untersucht. Nach der
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Anreicherung der Zellen iiber eine Dreifachdichtegradienten-Zentrifugation wurden die
mononukledren Zellen in dem semisoliden Kulturmedium Methocult 4431 kultiviert. Nach
einer Kultivierungsdauer von 10 Tagen zeigten alle Blutproben mehrere hundert erythroide
und myeloide Zellkolonien pro Petrischale (CFU-GEMM, BFU-E, CFU-E, CFU-GM). Der
Ursprung der Zellen einer einzelnen Zellkolonie wurde sowohl molekulargenetisch mittels
PCR, als auch molekularzytogenetisch mit Hilfe von FISH untersucht. Fiir die Untersuchung
wurden zunichst ausschlielich rote Kolonien iiber einen Mikromanipulator mit ausgezogener

Pasteurpipette gesammelt.

Abbildung 16: Sammeln einer Einzelkolonie (100-fache VergréBerung):
Die Vorlduferzellen der roten Reihe, werden mittels ausgezogener Pasteurpipette gesammelt. Sie
haben, bedingt durch das Himoglobin, eine rétliche Farbung.

Abbildung 17: Unterschiedliche Klone der roten Reihe (100-fache VergroBerung):

Bild A zeigt einen roten Klon, der morphologisch als BFU-E definiert ist. Bild B zeigt einen roten
Klon, der morphologisch als CFU-E bezeichnet wird. Beide Klonkategorien wurden gesammelt und
anschlieBend analysiert.

Auf diese Weise konnten insgesamt 845 rote Einzelkolonien untersucht werden. Zur
molekulargenetischen Analyse wurden 2 PCR Methoden verwendet; zum einen die SRY-PCR
und zum anderen die Amelogenin PCR. Die zunichst verwendete SRY-PCR war aufgrund

ithrer hohen Sensivitit fiir die Analyse weniger geeignet, da sie eine Zelle unter mehr als 1000
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miitterlichen Zellen nachweisen kann. Das haben Untersuchungen an Testpopulationen in
vitro gezeigt. Das weniger sensitiv eingestellte Amelogenin-System kann eine fetale Zelle nur
unter bis zu 200 miitterlichen Zellen nachweisen und schien deshalb fiir den Zweck der

Kolonieanalyse besser geeignet (Abbildung 18).

M2bpP_ . -

- ~—— 105 bp
106 bp----== & & =

Abbildung 18: Sensitivitdtsvergleich der PCR mit SRY- und mit Amelogenin-Primern:

Es wurden im direkten Vergleich jeweils 4 Proben von gesammelten Einzelkolonien mit SRY-PCR
(Spur 1 - 4) und parallel dazu mit Amelogenin-PCR (Spur 5 - 8) untersucht. Die Spuren 7 und 8 sind
bei der SRY-PCR noch als Y-positiv eingestuft (Banden bei 137 bp). Bei der PCR mit dem
Amelogeninsystem sind sie bereits negativ (Spur 2 und 3), also weiblich eingestuft, denn es sind keine
»~ménnlichen* Banden (112 bp) vorhanden.

Ingesamt wurden 72 (8,52%) Kolonien mit Hilfe der beiden PCR-Systeme Y-positiv getestet.
In sieben Féllen konnten keine positiven Kolonien gefunden werden. Zunichst wurden 3 Félle
wie folgt charakterisiert, ein Teil (50%) der gesammelten Einzelklone wurde zur DNA
Isolierung verwendet und zunichst molekulargenetisch mittels SRY PCR untersucht (Tabelle

12).
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Tabelle 12: Ergebnisse von SRY-PCR mit nachfolgender FISH-Analyse aus Blutproben von 3
schwangeren Frauen nach einer Kultivierungsdauer von 10 - 14 Tagen in semisolidem Kulturmedium.
(Zeichenerkldrung: * inklusive einer Metaphase; ** inklusive 3 Metaphasen, *** keine FISH-Analyse,
**+% nicht geniligend Zellen fiir FISH)

Blutprobe |Schwanger- |Anzahl der SRY- FISH Kindliche Zellen
schafts- unter- positive | XY-positive | pro Kolonie
wochen suchten Kolonien |Kolonien (FISH)

(SSW) Kolonien
(SRY-PCR)
S1 20 +5 212 27 ok -
S2 29 97 6 3 18*/125 (14.4%)
41**/130 (31.5%)
16/254 (6.3%)

S3 28 70 7 1 1/400 (0.25%);

sesksksk

Gesamt- 379 40 4 76/969 (7.84%)

anzahl

Auf diese Weise konnten 379 Kolonien charakterisiert werden. Eine Anzahl von 40 (10,5%)
Kolonien wurde dabei Y-positiv getestet.

Im Anschlufl daran wurde die andere Hailfte der 40 positiv getesteten Zellkolonien tiber direkt
markierte X/Y-Sonden mittels FISH einer Analyse unterzogen. Innerhalb der durch SRY-
PCR positiv getesteten Kolonien zeigten im Schnitt 7,84% der Zellen auch Y-positive
Hybridisierungssignale (Tabelle 12). 19 weitere Proben wurden mit Hilfe einer Amelogenin-
PCR getestet. Dabei wurde die DNA von 522 Einzelklonen untersucht. Hier zeigten sich 32
(6,1%) Kolonien als Y-positiv (Tabelle 13:). Die mit dem Amelogenin-System analysierten
positiven Kolonien waren nur zu 0,015% nach der FISH-Analyse X/Y-positiv (Tabelle 13:).
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Tabelle 13: Ergebnisse der Amelogenin-PCR und nachfolgender FISH-Analyse aus 19 Blutproben
von Schwangeren nach einer 14-tdgigen Kultivierung im semisoliden Kulturmedium Methocult 4430.
(Zeichenerkldrung: * eine fetale Metaphase, ** nicht geniigend Zellen fiir FISH, # FISH war negativ, -

negative PCR, daher kein FISH)

Blut- Schwanger- Anzahl der XY- FISH Fetale Zellen pro
probe schaftswoche | mit Amelo- XY- Kolonie (FISH)
(SSW) Amelogenin- | genin positive
PCR positive Kolonien
untersuchten |Kolonien
Kolonien
Al 30 20 2 0 0/700; 0/610
A2 20+1 20 5 1* 1/463; 0/200;
0/200; 0/700; **
A3 18+3 20 0 -
A4 17+2 19 0 -
A5 17+5 40 4 hok
A6 17 40 2 ok ok
A7 22+6 40 4 0 0/1000; 0/85; **
A8 20+5 33 3 # ok
A9 18 40 3 hok
A10 19+2 20 0 -
All 16 40 0 -
Al2 2142 40 3 0 0/800; 0/800; 0/750
Al3 16+2 19 1 0 hok
Al4 16 20 0 -
AlS5 20 20 1 0 0/200
Al6 18 60 0
Al7 18 20 0 -
Al8 22+4 11 1 0 0/221
Al9 17 20 3 #
Gesamt- 522 32 1 1/6719 (0.015%)
anzahl

Die Ergebnisse der XX- und XY-spezifischen Produkte im Amelogenin-System konnen im

Gegensatz zu der SRY-PCR quantitativ evaluiert werden (Abbildung 19). Die PCR Produkte

des Amelogenin-Systems wurden iliber die Bandenintensititen der entsprechenden Y und X-

Produkte auf dem Gel untersucht. Das PCR-Amplifikat mit einer spezifischen Sequenz des

Chromosom X hat eine Liange von 106 bp, die spezifische Sequenz von Chromosom Y hat

eine Lidnge von 112 bp. Die quantitative Analyse erfolgte liber das Bildanalyseverfahren

RFLPscan (Scanalytics In., VA; USA).
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Abbildung 19: Amelogenin-PCR an Einzelkolonien:

In diesen Versuch wurden 16 Kolonien analysiert. Spur 3 zeigt einen Zellklon mit fetalem Zellanteil. P
ist die Positivkontrolle mit den Banden bei 112 bp (X-Chromosom) und 106 bp (Y-Chromosom) und
N die Negativkontrolle. M zeigt den Langenmarker.

Die PCR-Methode mit Amelogenin hat eine Nachweisgrenze, die zwischen einer fetalen
Zelle unter 10 bis 200 miitterlichen Zellen liegt. Geringere Raten wurden als negativ
klassifiziert. Im Vergleich dazu wurden 115 weille Kolonien aus 3 Fillen gesammelt, gepoolt
und analysiert. Hier befanden sich nach der PCR-Analyse keine fetalen Zellen in den
Kolonien. Dieses Ergebnis zeigt ziemlich eindeutig, daB3 iiber die Farbe der Kolonie eine
Vorselektion getroffen werden kann. Nur rote Kolonien wurden Y-positiv getestet. Als
Negativkontrolle wurden 3 Blutproben von Probandinnen mit einer weiblichen
Schwangerschaft untersucht. Keine der 140 analysierten Zellkolonien war Y-positiv. In 3

Féllen gelang es zudem analysierbare, fetale Metaphasen zu preparieren. Das war eine der

ersten fetalen Metaphasen, die auf diese Weise erhalten wurde, neben der Veroffentlichung

von Valerio ef al. (1997).

Abbildung 20: Fetale Metaphase:

Die Metaphase wurde mit FISH analysiert. Das Chromosom X wurde mit Hilfe von spectrum orange
(rotes Fluoreszenz-Signal) und das Chromosom Y wurde mittels spectrum green (griines
Fluoreszenzsignal) detektiert. Dabei wurden direktmarkierte Zentromer-spezifische Proben (cep X,
cep Y; Vysis) verwendet.
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Die Morphologie der XY-positiven Zellen, die nach der Hybridisierung auf den Objektriagern
detektiert wurden, unterscheidet sich deutlich von den kompakten und kleinen Zellkernen der
miitterlichen Zellen. Die Mehrzahl der fetalen Zellkerne ist bis zu zehnmal grofler und zeigt

eine lockere und wolkige Struktur.

Abbildung 21: Zweifarben-FISH:

Das Fluoreszenzsignal fiir das Chromosom X ist rot (cep X spectrum red, Vysis), das fiir das
Chromosom Y griin (cep X spectrum green, Vysis). Auf dem linken Bild siecht man einen Zellkern
einer weiblichen Zelle mit zwei roten Fluoreszenzsignalen, auf der rechten Seite sieht man den
Zellkern einer fetalen Zelle, mit rotem und griinem Fluoreszenzsignal. Beide Zellen sind mit derselben
VergroBerung aufgenommen (1000-fach). Im Vergleich zu der maternalen Zelle ist die fetale Zelle
deutlich groBer. Ihre Zellkernstruktur sieht aufgelockert und wolkig aus.

4.5 Immortalisierung

Vorversuche haben gezeigt, dal in der Zellsuspension, die nach Dichtegradienten-
Zentrifugation oder mittels MACS CD71-Aufreinigung gewonnen wurde, Y-spezifische
Sequenzen nachweisbar waren. Nach der Kultivierung waren diese Y-positiven Sequenzen
dagegen nicht mehr detektierbar. Einen vielversprechenden Ansatz, um diesem Phdnomen auf
den Grund zu gehen, bietet die Immortalisierung der Zellen. Auf diese Weise kann in den
fetalen Zellen keine frithzeitige Apoptose eingeleitet werden (Yu et al. 2001).

Die Immortalisierung beruht auf der Transfektion des Gens, das die aktive katalytische
Proteinkomponente (hTRT) der Telomerase transkribiert (Meyerson et al. 1997). Zunéchst
wurde eine aufgereinigte Fraktion der Zellen aus Schwangerenblut mit dem Gen der
katalytischen Subeinheit (hTRT) der Telomerase transfiziert. Ein Plasmid mit dem Gen der
hTRT-Untereinheit wurde fiir diesen Forschungszweck von der Geron Corporation zur
Verfligung gestellt. Fiir die Klonierung, in diesem Fall die Umklonierung, wurde der Vektor,
der die hTRT-Untereinheit enthdlt (Geron, USA), einer Restriktionsanalyse unterzogen.
Dabei wurde das Enzym Eco R1 verwendet, um das hTRT-Fragment herauszuschneiden.
Parallel dazu wurde der Expressionsvektor pIRES EGFP (Firma Clontech) ebenfalls einer

Restriktionsanalyse unterzogen. Das hTRT-Insert wurde so aus dem mitgelieferten Vektor
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herausgeschnitten und iiber Ligation in den Vektor pIRES-EGFP der Firma Clontech

hineinkloniert.
T ‘MCS e “MCS
(/,«" = _(591-666) - ,,/]_ . /(591566
s CMV IE ¢ ~pUc CMV IE
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Abbildung 22: Der Vektor pIRES2-EGFP:

In den Vektor wurde die hTRT-Untereinheit der Telomerase hineinkloniert (rot markiert). Bei EGFP
handelt es sich um das unter dem Fluoreszenzmikroskop griin emittierende enhanced green
Sfluorescence protein.

Der Vektor pIRES-EGFP exprimiert in menschlichen Zellen {iber eine bicistronische mRNA
sowohl die hTRT-Einheit als auch das GFP, so daB3 der Erfolg der Transformation der Zellen
mittels Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen werden kann. Dies geschieht durch die
Anregung mit Licht der Wellenlédnge von 488 nm. In Vorversuchen konnte die Transfektion
an der etablierten Zellinie cos — 7 erfolgreich durchgefiihrt werden mit Hilfe des
Transfektionkits Effectene der Firma Qiagen.

Visuell wurde die erfolgreiche Transfektion durch das GFP unter dem Fluoreszenzmikroskop
nachgewiesen. Anschlieend wurde der Vektor aus der DNA der Zellsuspension isoliert und

iiber eine anschlieBende Restriktionsanalyse auf dem Agarosegel nachgewiesen.

23130 bp-
3475 bp-
B557 bp-
4361 bp-

oIRES + hTERT

_pIRES-hTERT
2322 bp-
2027 bp”

Abbildung 23: Nachweis der hTRT-Untereinheit auf dem Elektrophoresegel:

Auf dem einprozentigen Gel zeigt Spur 1 und 2 den geschnittenen Vektor mit der hTRT-Untereinheit.
Spur M zeigt den DNA Molekulargewichtsmarker II (Roche). Spur 3 zeigt den ungeschnittenen
Vektor.
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Die Transfektion wurde anschlieBend 4 mal an Schwangerenblut nach Dichtegradienten-
Zentrifugation durchgefiihrt. Jedoch war in jedem versuch der Vektor nach einer ca.
vierzehntigigen Kultivierung nicht mehr nachweisbar. Die Transfektion war nur transient.

Der Vektor wurde immer wieder nur voriibergehend in die kultivierten Zellen aufgenommen.
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4.6 Analyse der Zellen aus maternalem Blut nach OncoQuick®-
Aufreinigung

Um eine effektivere Aufreinigung der nukleierten Erythrozyten als Alternative zu der
Dichtegradienten-Zentrifugation zu erreichen, wurde in einer Testreihe das Blut von 10
Probandinnen mit PBS 1:2 verdiinnt und iiber Sdulen der Firma OncoQuick® aufgereinigt.
Nach der Aufreinigungsprozedur wurden die Zellen gewaschen und anschlieend unter dem
Lichtmikroskop auf ihre Morphologie hin untersucht. Die nukleierten Zellen wurden mittels
Mikromanipulator und ausgezogener Pasteurpipette gesammelt und iiber Amelogenin PCR

analysiert. In der Tabelle 14 sind die Ergebnisse der Untersuchung zusammengestellt.

Tabelle 14: Untersuchungen an Zellen nach OncoQuick® Aufreinigung: In den ersten 5 Versuchen
konnten ingesamt 8 méannliche Zellen (22,8%) gefunden werden. Die restlichen 5 Versuche waren
negativ.

Blutprobe |Schwangerschafts- Anzahl der mit PCR Amelogenin positive
wochen untersuchten Zellen Zellen

S1 17 +1 9 3

S 2 17+5 11 4

S3 21 0 -

S 4 18+ 1 10 1

S5 16 +5 5 0

S 6 20+ 3 0 -

S7 18 0 -

S 8 18+ 1 0 -

S9 17 + 4 0 -

S 10 19+ 1 0 -

Gesamt 35 8 (22,8%)

Diese Methode stellt einen interessanten Ansatz dar, aber nach einer anfinglichen
vielversprechenden Ausbeute von fetalen Zellen mit 22,8% konnte mit einer zweiten Charge
der OncoQuick®-Séiulen, ab dem Versuch Nummer 4, nur noch eine fetale Zelle detektiert
werden, weil sonst keine nukleierten Erythrozyten mehr unter dem Lichtmikroskop gefunden

werden konnten.
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5 Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war es, einer verldBlichen, nicht-invasiven prénatalen Diagnostik an
fetalen Zellen aus miitterlichem Blut ndher zu kommen. Dies sollte iiber eine spezifische
Markierung der fetalen Zellen mit geeigneten Markern, oder einer Zellkultivierung mit eigens
fiir die fetalen Zellen abgestimmten Kulturmedien erreicht werden. Dieses gelang in
Ansitzen. Die Antikorper, die fiir die Markierung von fetalen Zellen getestet wurden, waren
jedoch sehr variabel in ihrer Spezifitit. Der Verlust an diagnostisch verwertbaren fetalen
Zellen, der damit einhergeht, ist aufgrund dieser Tatsache immer noch hoch. Bei der geringen
Anzahl an fetalen Zellen im maternalen Blut ist deren Ausbeute zu gering, um eine
routineméfige Diagnostik zu etablieren. Ein &hnliches Phédnomen zeigte sich bei der
Kultivierung von fetalen Zellen. Auch hier war die Anzahl an fetalen Zellkolonien nur sehr
gering. Somit ist auch hier eine Diagnostik nur in Ansitzen moglich. Das Hauptproblem stellt
also nach wie vor die geringe Anzahl an fetalen Zellen im miitterlichem Blutkreislauf dar,
deren Anreicherung zwar stark verbessert wurde, aber fiir eine routinemifBige Diagnostik
noch keineswegs ausreichend ist. Eine Automatisierung der Prozedur wiirde eine
Erleichterung mit sich bringen. Jedoch fehlen dazu noch die geeigneten Marker, um an den
computergescannten Zellen Diagnostik machen zu kénnen. Aus diesen Griinden sind noch
weiterfilhrende Forschungsmafnahmen zu unternehmen, um diese Probleme zu 16sen, damit
der Weg zu einer durchfiihrbaren routinemifligen Diagnostik an fetalen Zellen frei gemacht
werden kann. Im folgenden sollen die unterschiedlichen Ansédtze nochmals detaillierter

diskutiert werden.

5.1 Microbeadmarkierung fiir das computerunterstiitzte Scannen von
fetalen Zellen

Eine Beschleunigung der Detektion von fetalen Zellen wiirde ein computerunterstiitztes
Scanningsystem bewirken. Damit konnten die wenigen fetalen Zellen aus der Vielzahl der
miitterlichen Zellen einfacher identifiziert, lokalisiert und gesammelt werden. FEine
Moglichkeit die fetalen Zellen zu markieren, ist die Aufreinigung der Zellen durch an
Microbeads gekoppelte Antikorper, wie z. B. an den Antikdrper CD71. Seine Detektion kann
durch Fluoreszenzmarkierung erfolgen, in diesem Fall durch den Farbstoff Cy3, der
spezifisch an die Microbeads bindet und diese detektiert. Es zeigte sich jedoch, daB sich diese
Methode bei diesem Antikorper nicht eignet, weil sich die fetalen Zellen nach der Markierung

nicht signifikant von den miitterlichen Zellen unterscheiden. Das gilt sowohl fiir das
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Farbemuster, als auch fiir die Intensitit der Fluoreszenz. Eine Entwicklung einer
computergestiitzen Scanningmethode kommt unter diesen Umstdnden nicht in Frage. Bis dato
gibt es keinen Marker, der spezifisch genug ist, um diese Moglichkeit des Screenings via
Computer effektiv nutzen zu konnen. Ansédtze in diese Richtung, z. B. iiber eine
intracytoplasmatische Farbung des e-Hadmoglobin der fetalen Zellen (Choolani et al. 2001)
konnten bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht in ein fiir die Routinediagnostik eingesetztes
Computerscreening umgesetzt werden. Die Erkennung und Erfassung fetaler Zellen ist ein
arbeitsintensiver und zeitaufwendiger Vorgang. Eine automatische Erkennung wiirde den
erheblichen Arbeits- und Zeitaufwand beim fetalen Zellscreening erleichtern und zugleich
verkiirzen. Solche computergesteuerte und automatische Detektionssysteme werden
entwickelt und beruhen meistens auf zwei Methoden: Die rechnerunterstiitze digitale
Mikroskopie (Netten et al. 1997; Tanke et al. 1996) oder das Scannen der Objekttriger mit
einem Laser (Oosterwijk et al. 1998; Mignon-Godefroy et al. 1997). Sie befinden sich aber

nach wie vor nicht im diagnostischem Einsatz.

5.2 Spezifische Antikorper fiir die Markierung von nukleierten
Erythrozyten

Man findet im miitterlichem Vollblut einen Anteil von fetalen Zellen, der zwischen 1 : 50000
und 1 : 1000000 liegt (Hamada et al. 1993; Sohda et al. 1997). Dieses seltene Vorkommen
von fetalen Zellen im maternalen Kreislauf ist ein Ausgangspunkt fiir die Schwierigkeiten, die
die nicht-invasive Pridnataldiagnostik in sich birgt. Die Detektion der fetalen Zellen iiber
immunochemische Methoden erweist sich als sehr schwierig. Denn auf der Oberfliche der
fetalen Zellen sind zur Zeit keine Antigene bekannt, die nur von diesen Zellen exprimiert
werden. Bis zu diesem Zeitpunkt ist der Antikérper CD71 gegen den Transferrin-Rezeptor am
hiufigsten in Gebrauch. Seine Spezifitdt ist jedoch nicht hoch genug, um einen geniigend
groBBen Teil der vorhandenen fetalen Zellen zu detektieren. Aus diesem Grund wurden in
dieser Arbeit vier weitere Antikorper einer Testreihe unterzogen, um einen Antikdrper mit
einer hoheren Spezifitdt fiir fetalen Zellen zu finden. Es kamen zunichst zwei Antikorper in
die engere Auswahl. Sie sind spezifisch fiir die Erythrozyten von Hiithnern. Da die
Erythrozyten von Hiithnern kernhaltig sind, genau wie die humanen Erythrozyten in ihrer
frithen Entwicklungsphase, konnten sich diese Antikdrper auch iibergreifend bei den humanen
kernhaltigen Erythrozyten einsetzen lassen, frei nach der Hypothese von Hickel: Die
Ontogenese rekapituliert die Phylogenese. Bei der humanen Entwicklung von der

Vorlduferzelle zum ausgereiften Erythrozyten konnte diese These dann ebenfalls moglich
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sein. Die Erythrozyten der Vogel sind immer kernhaltig. Ein Vergleich mit den humanen
kernhaltigen Vorlduferzellen liegt auf der Hand. Der kernhaltige Erythrozyt (Erythroblast)
konnte bei Hithnerzellen eine konservierte Zwischenstufe in der Entwicklung des humanen
kernhaltigen Erythrozyten darstellen und somit dhnliche Oberflicheneigenschaften besitzen.
Aus diesem Grund wurden die Antikdrper mit der Bezeichnung 2G5 und 3F9 einer Testreihe
unterzogen. Der Antikorper 3F9, von dem bekannt ist, da er adulte Hiihnererythrozyten
markiert und besonders erythrozytenspezifisch ist, war weniger spezifisch. Er konnte im
Durchschnitt nur 0,2 fetale Zellen innerhalb der 500 untersuchten Interphasekerne
detektieren. Das Antigen dieses Antikorpers auf der Oberfliche der Hithnererythrozyten ist
also morphologisch nicht auf die der humanen nukleierten Erythrozyten iibertragbar und
somit anscheinend nicht phylogenetisch konserviert. Im Gegensatz dazu besitzt der
Antikorper 2GS, der beim Huhn Erythrozyten, Lymphozyten und Myelozyten markiert und
detektiert, auch eine Spezifitit gegeniiber humanen Erythrozyten. Unter jeweils 500
ausgezihlten Interphasekernen befanden sich im Durchschnitt 1,2 Zellen fetalen Ursprungs.
Der im Anschlul daran getestete humane monoklonale Antikorper EPO-R markierte
durchschnittlich 1,6 von jeweils 500 untersuchten Interphasekernen Er war also beziiglich
seiner Spezifitdit hoher als 2G5 und 3F9. Im Gegensatz zu Valerio et al. (1997), die
rekominantes, biotinyliertes Erythropoetin verwendet hatten, ist EPO-R hier direkt gegen den
Rezeptor gerichtet. Der Erythropoetin-Rezeptor ist ein Antigen, das auf der Oberfliche von
erythroiden Vorlduferzellen vermehrt exprimiert wird.

Bei dem vierten getesteten AntikOper mit der Bezeichnung Flk1 handelt es sich um eine fetale
Kinase, genauer gesagt ist die Thyrosin Kinase ein Rezeptorprotein, welches von seiner
Morphologie her mit dem Antigen CD117 und CD140a in Beziehung gesetzt werden kann.
Flk1 wurde als Antikorper verwendet, weil der dazugehdrige Rezeptor in die Differenzierung
der hdmatopoetischen Zellen involviert ist (Kabrun et al. 1997; Kataoka et al. 1997). Die
Ergebnisse zeigten, dal} sich die Antikdrper Flk1 und EPO-R als spezifischer erwiesen, als der
hiufig verwendete Antikdrper CD71 und deshalb fiir die Anreicherung von fetalen Zellen
besser geeignet erscheinen. Mit einer Detektionsrate von durchschnittlich 1,8 Zellen bei Flk1
und einer Rate von durchschnittlich 1,6 bei den Zellen, die mit EPO-R markiert worden sind,
erwies sich ihre Spezifitit als immer noch sehr gering. Um diese Ergebnisse noch zu
verifizieren, sollen die Untersuchungen an einer groBBeren Population erfolgen.

Die Moglichkeit einer kombinierten Aufreinigung iiber CD14 bzw. CD45 wurde nicht

untersucht, weil diese Jansen et al. (1999) bereits in ihrer Arbeit untersucht hatten und
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herausfanden, daf} die Kombination weniger Effektivitét besitzt als die alleinige Aufreinigung
mit dem Antikdrper CD71.

Eine verbesserte Dichtegradienten-Zentrifugation (Iverson et al. 1981; Sekizawa et al. 1999)
konnte die Ausbeute an fetalen Zellen ebenfalls steigern, da diese Methode mit einem
groBBeren fetalen Zellverlust verbunden ist. Smits et al. (2000) untersuchten z. B.
unterschiedliche Einfach- und Zweifach-Dichtegradienten an einem Modelsystem (Gemisch
aus Nabelschnurblut und normalem adulten Blut) mit dem Ergebnis, dafl die prozentuale
Ausbeute an Erythroblasten von 3% bis 68% zunahm, bei zunehmender Dichte des
Gradienten (1075 g/1 bis 1098 g/1).

Die sich daran anschlieBende MACS oder FACS Aufreinigung konnte nur unwesentlich
verbessert werden, weil die Spezifitit der bis dato zur Verfiigung stehenden fetalen
Antikorpern sehr variabel ist. Ohne diese relativ unspezifische Anreicherung sind insgesamt
jedoch zu viele Zellen mit vornehmlich miitterlichem Ursprung vorhanden. So ist es nur mit
einem erheblich groBen Zeitaufwand moglich, die fetalen Zellen unter den miitterlichen
Zellen zu lokalisieren. Im Idealfall sollte ein geeigneter Marker gefunden werden, um den
Verlust an fetalen Zellen in Grenzen zu halten, damit die DNA von geniigend kindliche
Zellen fiir eine molekulargenetisch Pranataldiagnostik zur Verfiigung steht zu.

Alternative Methoden fiir die Anreicherung von fetalen Zellen wie z. B. die
elektrophoretische Trennung (Wachtel et al. 1996) oder fetale Merkmale, wie eine erhdhte
Thymidinkinaseaktivitdt (Hengstschldger und Bernaschek 1997) sind mehr oder minder
erfolgreich gepriift worden. Hier miissen fiir eine endgiiltige Bewertung noch weitere Studien

erfolgen.

5.3 Kaultivierung von fetalen Zellen aus maternalem Blut

Einen ganz anderen Ansatzpunkt stellt die Kultivierung von fetalen nukleierten Zellen aus
miitterlichem Blut dar. Hier liegt ein ganz grofer Vorteil darin, daB3 nach der Kultivierung
eine konventionelle zytogenetische Untersuchung durchgefiihrt werden kann, wie sie in der
herkdmmlichen invasiven Prénataldiagnostik zur Anwendung kommt. Bei erfolgreicher
Kultivierung von fetalen nukleierten Zellen wire es moglich ihr schlechtes numerisches
Verhiltnis gegeniiber den Zellen miitterlichen Ursprungs zu verbessern. Die Kultivierung
wire so eine adidquate Alternative zur Amniozentese, denn weder bei Analyse von fetalen
Einzelzellen (von Eggeling et al. 1997; Hahn et al. 1998), noch bei der von freier fetaler DNA
(Lo et al. 1998) ist es moglich Metaphasen darzustellen, vergleichbar mit der herkdmmlichen

Zytogenetik nach Amniozentese. Der erste Versuch einer Kultivierung wurde von Lo et al.



Diskussion 73

(1994) durchgefiihrt. Dabei konnte seine Arbeitsgruppe zeigen, dall nach einer
Kokultivierung einer hdmatopoetischen Zellpopulation, die aus der fetalen Leber stammte,
eine selektive Vermehrung von erythroiden Zellen mit einem Reinheitsgrad von 0,01 bis
0,25% moglich ist. Die Zellpopulation war angereichert mit dem hundertfachen an
mononukledren Zellen aus dem peripheren Blut einer nichtschwangeren Frau. Der
Arbeitsgruppe um Valerio ef al. (1997) gelang es das erste Mal nach der Kultivierung von
Zellen aus dem peripheren Blut von Schwangeren fetale Kolonien zu identifizieren. Die
Identifikation erfolgte tiber PCR von gepoolten Einzelkolonien bzw. aus der Gesamtheit der
Kolonien einer Petrischale. Jedoch wurde diese Arbeit von Chen et al. (1998) angezweifelt,
denn die Moglichkeit eines falsch-positiven PCR-Ergebnis, beeinfluflt durch vereinzelte fetale
Zellen, die nicht an einer direkten Koloniebildung beteiligt sind, konnte bei dieser Arbeit
nicht ausgeschlossen werden. Dahingegen konnten Tutschek et al. (2000) aus einer Auswahl
von fast 3000 Einzelklonen 1,4% Kolonien fetalen Ursprungs nachweisen. Han et al. (2001)
konnte mit Hilfe einer sogenannten 2-Phasenfliissigkultivierung nach Einzelgradienten-
Zentrifugation fetale Zellen nachzuweisen. Dies erfolgte {iber eine immunochemische
Markierung von Hb F, PCR und der konventionellen Zytogenetik iiber die Farbung der G-
Banden. Sie konnten jedoch in ihrer keine fetalen Metaphasen, lediglich Valerio et al. (1997)
waren bisher in der Lage dazu.

Nach der Austestung verschiedener Kulturmedien, fand die erfolgreiche Kultivierung in
dieser Arbeit nach einer Dreifachdichtegradienten-Zentrifugation ohne einen zusitzlichen
Anreicherungsschritt statt, um einen zusétzlichen numerischen Verlust an fetalen Zellen zu
vermeiden. Fiir die eigentliche Kultivierung wurde ein Medium mit der Bezeichnung
Methocult 4431 der Firma Stemcell verwendet, das bis zu diesem Zeitpunkt in dem Bereich
der nicht-invasiven Prinataldiagnostik noch nicht eingesetzt wurde. Die einzelnen Kolonien
wurden iiber einen Mikromanipulator mit einer ausgezogenen Pasteurpipette aus der
kultivierten Petrischale gesammelt. Eine Hélfte der Kolonie wurde iiber PCR, die andere
Halfte, bei positivem PCR-Ergebnis, mit FISH weiter differenziert, um die PCR-Ergebnisse
zu verifizieren.

Bei der Analyse iiber das Amelogenin-System konnten 8,9% Y-positive Kolonien gefunden
werden, was einem Verhéltnis von ca. 1 : 12 und damit einer effektiven Verbesserung des in
vivo Verhéltnisses entspricht. Dabei fanden sich die fetalen Zellen ohne Ausnahme in den
roten Kolonien, entstanden aus erythroiden Vorlduferzellen. Alle analysierten weillen
Kolonien waren negativ. Auf diese Weise ist also eine Vorselektion der zu sammelnden

Kolonien iiber deren Farbe moglich. Durch die nachfolgende Analyse mittels FISH wurden
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die PCR-positiven Kolonien zusétzlich verifiziert. Dabei zeigte sich, dall keine der Kolonien
ausschlieflich aus fetalen Zellen bestand. Nur in einem geringen Prozentsatz von 25% (3/12)
der untersuchten Fille fanden sich auch fetale Zellen. Ihr prozentualer Anteil schwankte dabei
zwischen 0,22% und 31,5% pro Kolonie. Dieses Ergebnis zeigt, dal Untersuchungen von
Kolonien ausschlieBlich mit nicht quantitativer PCR (Han et al. 2001) nur mit Vorbehalt
gesehen werden konnen. So ergaben auch die eignen Studien mit SRY-PCR keinen Hinweis
darauf, dafl es sich um Mischkolonien handelte. Die sogenannten Mischkolonien kdnnen
jedoch tiber eine PCR mit dem Amelogenin-System erkannt werden, weil hier zwei Banden,
eine den ménnlichen und damit den fetalen Zellen und eine Bande den weiblichen Zellen
zuzuordnen ist. Uber die Intensitit der Banden kann man so iiber eine geeignete.
Bildanalysesoftware (RFLPscan der Firma Scanalytics In., VA; USA) auf das Verhéltnis von
fetalen zu miitterlichen Zellen schlieBen. Aus der Zusammensetzung der Kolonien, definiert
sowohl durch PCR, als auch durch die FISH-Analyse, konnen neuartige Theorien im Bezug
auf die Art der Koloniebildung aufgestellt werden. Denn nur maximal 30% der Zellen waren
nach FISH-Analyse fetalen Ursprungs. Vielleicht bendtigen die fetalen Zellen bestimmte
miitterliche Zellen als eine Art Co-Stimulator, wie es von den Arbeitsgruppen Cicuttini ef al.
(1993) und von Nanno et al. (1994) in ihren Arbeiten iiber Kultivierungen anderer Zelltypen
herausgefunden wurde. Bis zu diesem Zeitpunkt sind jedoch noch nicht geniigend biologische
Eigenschaften der fetalen erythroiden Vorlauferzellen bekannt.

Zudem wird wahrscheinlich ein groBer Anteil fetaler Zellen aufgrund ihrer andersartigen
Oberflachenstruktur durch die intensive Vorbehandlung vor der eigentlichen Hybridisierung
zerstort. Die andersartige Oberflichenstruktur geht mit der Beobachtung einher, daf} sich die
Morphologie der fetalen Zellen, hier der Zellkerne, deutlich von den kompakten und kleinen
Zellkernen der miitterlichen Zellen unterscheidet. Wie die Abbildung 21 zeigt, ist ein hoher
Anteil der detektierten fetalen Zellkerne bis zu zehnmal gréBer und hat eine lockere und
wolkige Struktur.

Diese Morphologie palit auf die Beschreibung von Megaloblasten (Galimi ef al. 1994; Antony
et al. 1991). Bei den Zellen konnte es sich aber auch um somatische Zellen handeln, wie z. B.
um Zytotrophoblasten (van-Wijk et al. 2001). AuBerdem kann die zytogenetische Priaparation
bei einer so geringen Zellzahl pro Kolonie zu technisch bedingten Verlusten fiithren. Die
geringe Anzahl an Zellen und die variabele Effizienz von FISH (4% - 21%; Liehr et al. 1994)
minimiert aulerdem die optimale Ausbeute fiir eine statistische Analyse.

Zudem konnte anhand der erfolgreichen Prasentation einer fetalen Metaphase gezeigt werden,

daf} im Prinzip eine Prédparation mit Hilfe der Standardmethode der prédnatalen Zytogenetik
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funktioniert, auch wenn die fetalen Zellen iiber das periphere Blut und somit iiber eine nicht-
invasive Technik zugdnglich gemacht werden. Unter der Beriicksichtigung des limitierenden
Faktors der geringen Anzahl der fetalen Zellen ist eine Verbesserung der Préparationstechnik
zu diesem Zweck zwingend notwendig. Besser adaptierte Kultivierungsbedingungen fiir die

fetalen Zellen konnten das Ergebnis erfolgreich verbessern.

5.4 Immortalisierung

Der Verlust von Telomeren wirkt als mitotische Uhr, die die Seneszenz der Zellen ankiindigt
und sie aus dem Zellzyklus herausfiihrt. Die Telomerase, ein Enzym, das die Telomere wieder
verldngern kann, wird bendtigt, um die sich bei jeder Zellteilung verkiirzenden Telomere zu
verldngern. Im Menschen wurde Telomeraseaktivitét bisher in Zellen mit einem unlimitierten
replikativen Potential gefunden. Dies konnen z. B. Zellinien von Ovarien und Hoden, aber
auch maligne Tumorzellen sein (Ubersicht: Dahse et al. 1997). Auch in himatopoetischen
Zellen ist die Telomerase auf einem teilweise sehr niedrigen Level aktiv, der eigentlich zu
schwach erscheint, um die Telomerldnge in kultivierten himatopoetischen Zellen aufrecht zu
erhalten (Chiu et al. 1996). Fiir primitive himatopoetische Zellen konnte nach einer Cytokin-
induzierten Proliferation eine FErhohung der Telomeraseaktivitit festgestellt werden,
wohingegen nach ca. 3 Wochen einer ex vivo Expansion die Aktivitit, einhergehend mit einer
abnehmenden Proliferation und einer stirkeren Expansion der reiferen Zellen, abnahm
(Engelhardt et al. 1997).

Nachdem die Geron Cooperation 1998 die Klonierung der ,human telomerase reverse
transcriptase subunit® (hTRT) und deren Anwendung zur Immortalisierung von Zellen
publizierte (Bodnar et al. 1998), besteht die Mdglichkeit, auch hdmatopoetische Zellen mit ihr
zu transfizieren. Im Gegensatz zu viral transformierten Zellen bleiben die chromosomale
Integritdt und der Phinotyp erhalten (Jiang et al 1999). Fiir die bessere Kultivierung von
kindlichen Zellen aus miitterlichen Blut konnte die Transfektion mit hTRT nicht genutzt
werden, da diese nur fiir einen Zeitraum von ca. 14 Tagen hTRT exprimierten. Die
Etablierung einer fetalen immortalisierten Zelline konnte als Modell fiir weitere

Kultivierungsversuche genutzt werden.
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6 Zusammenfassung

Kindliche Zellen treten wéhrend der Schwangerschaft in den miitterlichen Kreislauf iiber.
Diese Zellen konnen aus dem peripheren Blut der Mutter isoliert und anschlieBend analysiert
werden. Diese Tatsache eroffnet die Moglichkeit einer nicht-invasiven prinatalen Diagnostik
ohne eingriffsbedingte Wahrscheinlichkeit zum Abort. Bisherige Forschungsergebnisse
zeigten, dall eine ausreichende Anreicherung von fetalen Zellen fiir eine verldBliche
Diagnostik nur in Ansétzen erfolgreich ist.

In einer Studie wurden 10 Blutproben von Schwangeren mit ménnlichem Fotus iiber MACS
mit dem Antikérper CD71 aufgereinigt. In einem Monolayer wurden die nukleierten
Erythrozyten mittels ausgezogener Pasteurpipette iiber einen Mikromanipulator gesammelt.
AnschlieBend erfolgte die molekulargenetische Charakterisierung der gesammelten Zellen
iber Einzelzell-PCR. Es konnte gezeigt werden, da3 19 (22%) der ingesamt 116 gesammelten
Zellen fetalen Ursprungs waren.

Der Antikorper CD71 gegen den Transferrin-Rezeptor wird fiir eine Anreicherung fetaler
Zellen sehr haufig eingesetzt. Um seine Eigenschaften genauer zu charakterisieren; wurde die
Dichte der exprimierten Transferrin-Rezeptoren auf der Zelloberfliche von fetalen und
maternalen Zellen analysiert. Durch den Einsatz einer gegen die magnetischen Beads
gerichteten Cy3-Markierung konnte der Antikorpers CD71 auf der Zelloberfldche iiber
Fluoreszenzemission sichtbar gemacht werden. In 10 Blutproben von Schwangeren mit
ménnlichem Fetus wurden jeweils 1000 Zellen untersucht. Es fluoreszierten ca. 90% aller
MACS-positiven Zellen, was auf eine hohe Effiziens von MACS schlieBen 14Bt. Signifikante
Intensitdtsunterschiede in der Fluoreszenz zwischen den fetalen und den miitterlichen Zellen
konnten jedoch nicht nachgewiesen werden. Unterschiede in der Farbematrix waren ebenfalls
nicht vorhanden. Demnach kann die spezifische Verteilung des Transferrin-Rezeptors auf der
Zelloberflache nicht als Marker fetaler Zellen genutzt werden.

Auf der Suche nach einem besser geeigneten Markern fiir fetale Zellen wurden eine Reihe
von bis dahin noch nicht untersuchten Antikérpern analysiert und mit dem Antikérper CD71
verglichen. Dabei handelte es sich um die vier Antikérper mit der Bezeichnung 2G5, 3F9,
EPO-R und FIk1. Im direkten Vergleich zu CD71; der innerhalb der 500 Zellen keine fetale
Zelle detektierte, konnten bei 3F9 mit Interphase-FISH durchschnittlich 0,2 XY-positive
Zellen detektiert werden, bei 2G5 waren es durchschnittlich 1,2 fetale Zellen. Die Antikorper
EPO-R und Flk1 zeigten mit durchschnittlich 1,6 bzw. 1,8 detektierten fetalen Zellen die

hochste Spezifitit, waren also auch spezifischer als CD71. Jedoch reicht ihre Spezifitit noch
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nicht aus, um nach der Selektion eine geniigend grole Ausbeute an fetalen Zellen zu
bekommen, die dann fiir eine umfangreiche Diagnostik zur Verfiigung stehen wiirden. Eine
computerunterstiitzte Scanninganalyse mit geeigneten Markern wiirde zudem die technische
Voraussetzung dafiir schaffen, die geringe Anzahl an fetalen Zellen aus der Vielzahl der
Zellen miitterlichen Ursprungs mit geringerem Zeitaufwand zu lokalisieren und sie
anschlieend weiteren Analysen zu unterziehen.

Einen Alternativansatz stellt die selektive Kultivierung fetaler Zellen dar, die in der letzten
Zeit immer stirker in den Blickpunkt des Interesses geriickt ist. Aufgrund der weniger
geeigneten Kulturmedien konnte dies jedoch bis zu diesem Zeitpunkt nur in Ansétzen gezeigt
werden. In dieser Arbeit wurden deswegen unterschiedliche Stammzellmedien auf ihre
Effektivitit hin getestet. Dabei wurden die Basiskulturmedien mittels bestimmter
Wachstumsfaktoren und Vitamine modifiziert, um den fetalen Zellen einen Wachstumsvorteil
zu verschaffen. Zu den in dieser Arbeit verwendeten Wachtumsfaktoren zdhlten unter
anderem Cytokine und Interleukine, wie Interleukin IL6 und IL3, sowie der humane
Granulocyten-Makrophagen Stimulationsfaktor hGM-SCF, der Stammzellfaktor SCF,
Eythropoeitin (EPO) und fIt-3L. Diese Zusdtze bewirkten jedoch keinen Wachstumsvorteil
bei den fetalen Zellen gegeniiber maternalen Zellen.

Im Gegensatz dazu zeigte das semisolide Kulturmedium Methocult 4430 fetale
Mischkolonien. Uber PCR lieBen sich in 15 der 22 untersuchten Fille fetale Zellen
nachweisen, also in ca. 68% der untersuchten Proben. 7,9% (27/901) der gesammelten
Kolonien waren fetalen Ursprungs. Die ersten drei untersuchten Fillen wurde
molekulargentisch mit SRY-PCR untersucht. Hier konnten unter den 379 gesammelten
Kolonien 40 (10,5%) SRY-positiv getestet werden. Innerhalb der positiv getesteten Kolonien
waren nach anschlieBender FISH-Analyse durchschnittlich 7,84% der Zellen Y-positv, bis zu
31,5% einer Kolonie. In 19 weiteren Blutproben, die mittels Amelogenin-PCR analysiert
wurden, zeigten 32 (6,1%) der insgesamt 522 untersuchten Einzelklone Y-positive Banden.
0,015% dieser Kolonien waren auch nach FISH-Analyse X/Y-positiv. Dieser Ergebnisse
lassen neue Theorien zu, was die Koloniebildung fetaler Zellen angeht. Vielleicht brauchen
die fetalen Precursorzellen die maternalen Zellen als Kostimulator, um Kolonien ausbilden zu
konnen. Weitere Kultivierungsversuche konnten Klarheit dartiber schaffen.

Im Rahmen der Kultivierungsversuche wurde weiterhin versucht, fetale Zellen aus
Schwangerenblut zu immortalisieren, weil beobachtet wurde, dal nur vor Kultivierung,
mittels PCR Y-spezifische Sequenzen nachgewiesen werden konnten. In Vorversuchen war

die Immortalisierung an der etablierten Zellinie cos-7 iiber die Transfektion mit der



Zusammenfassung 78

katalytischen Subeinheit (hTRT) der Telomerase erfolgreich durchgefiihrt worden. Im
Anschlu daran wurden mehrer Versuche an Zellen von Schwangerenblut nach
Dichtegradienten-Zentrifugation durchgefiihrt. Jedoch war die Expression des Vektors nicht

langer als vierzehn Tage in der Kultur nachweisbar. Sie erwies sich als nicht stabil.
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