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ZUSAMMENFASSUNG

Vorgeburtliche genetische Untersuchungen zur Erkennung chromosomaler und anderer
genetischer Storungen benétigen bislang die Gewinnung fetalen Materials durch einen
invasiven Eingriff. Jedoch trégt die dafur haufig eingesetzte Punktion der Amnionhéhle zur
Gewinnung von Fruchtwasserzellen zum Beispiel ein etwa einprozentiges Risiko flr eine
Storung bis hin zum Verlust der Schwangerschaft. Die in jungster Zeit moglich gewordene
Praimplantationsdiagnostik —eine Alternative zur Gewinnung embryonaler Zellen fur eine
genetische Diagnostik- erfordert eine Befruchtung der Einzelle aullerhalb des Korpers (in-
vitro-Fertilisation) und eine Embryobiopsie in einem der fruhesten Stadien der Entwicklung

noch vor der Riickgabe in die mutterliche Gebarmutter.

Indirekte Hinweise wie zum Beispiel die Immunisierung von rhesus-D-negativen
Schwangeren durch einen Rhesus-D-positiven Feten haben seit langem vermuten lassen, dal
fetale Zellen die "Plazentaschranke™ iberwinden und im miitterlichen Blut nachweisbar sein
kdnnten. Durch Untersuchungen der letzten Jahre gelang der Nachweis fetalen genetischen

Materials (in der Regel) aus fetalen zellularen Bestandteilen im peripheren mitterlichen Blut.

Die vorliegende Arbeit befaf3t sich mit verschiedenen Aspekten neuer, nicht-invasiver bzw.
minimal-invasiver Techniken. Der erste Teil beschreibt die Detektion fetaler DNS im
mutterlichen Venenblut durch Amplifikation mittels einer sensitiven Polymerase-Ketten-
reaktion (PCR) sowie die Etablierung eines Modells zur Anreicherung von
Trophoblastzellen aus dem Blut. Durch Einsatz einer besonders sensitiven Technik gelang
der Nachweis fetaler DNS bereits in der sechsten Woche nach der letzten Periodenblutung,
also etwa in der vierten Woche nach der Befruchtung. Bei allen Patientinnen, deren Feten das
untersuchte genetische Merkmal trugen, nicht aber bei solchen ohne dieses Merkmal konnte
fetales genetisches Material spatestens in der siebten Schwangerschaftswoche gefunden
werden. Es war im Verlauf der gesamten Schwangerschaft bis vier Wochen nach der
Entbindung, nicht aber weitere vier Wochen spater nachweisbar. Die Anreicherung der
frihesten im maternalen Blut vermuteten Zellen, der fetalen Trophoblastzellen, gelang in
einem Modellsystem. Fir den Nachweis fetaler Zellen aus dem midtterlichen Blut mittels
Zellsortierung mit Antikorpern gegen ein Epitop von Trophoblastzellen, gefolgt von
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) der Chromosomen X und Y zur Detektion fetaler

mannlicher Zellen, waren diese Zellen dort aber zu stark verdinnt.
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Im zweiten Teil wurden als alternatives Material trophoblastare Zellen aus dem Schleim im
Zervikalkanal schwangerer Frauen untersucht. Durch den Gebarmutterhalskanal besteht
eine Verbindung von der Scheide in die Gebarmutterh6hle zur fetoplazentaren Einheit. Deren
aullere Schicht, die Zottenhaut (Chorion), tragt in der Regel denselben Chromosomensatz wie
der eigentliche Fetus. Die vom Chorion abgeschilferten und in den Zervixschleim gelangten
Zellen wurden z.T. durch Mikromanipulation aus den Proben isoliert und mit
molekulargenetischen Techniken (PCR, Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung) untersucht. Bei
etwa jeder dritten Schwangeren konnten durch eine einmalige Probenentnahme wahrend der
ersten 15 Schwangerschaftswochen fetale Zellen nachgewiesen werden. Dabei wurde auch
eine chromosomaler Anomalie diagnostiziert. Im Zuge dieser Untersuchung wurden PCR-
Methoden zum Nachweis monogenetischer Veranderungen am Beispiel der Sichelzellandmie
und der zystischen Fibrose an geringsten Mengen von Untersuchungsmaterial bis hin zur
Einzelzelle entwickelt.

Um das Problem der geringen Zahl fetaler (Blut-) Zellen im peripheren mutterlichen Blut zu
I6sen, wurde schliellich eine Methode zur ex-vivo-Expansion fetaler Blutzellen entwickelt.
Aus peripherem mutterlichem Venenblut wurden durch die Verwendung von selektiven
Wachstumsfaktoren und halbfesten Nahrmedien -neben den (iberwiegenden maternalen- auch
fetale Zellen in Kolonien angezichtet. Diese Kolonien wurden individuell durch PCR auf ihr
genetisches Profil anhand von sogenannten Mikrosatellitenmarkern untersucht. Unter einer
groRen Anzahl von Kolonien wurden bei einigen Schwangeren fetale Kolonien gefunden.
Diese konnten durch ihren hohen Gehalt an fetalen Zellen weiterfihrende genetische

Untersuchungen ermaglichen.
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EINLEITUNG

Préanatale genetische Beratung und Diagnostik

Eine vorgeburtliche genetische Beratung und Diagnostik muf? neben den Bedirfnissen und
Wiinschen der Ratsuchenden die zu erwartenden Stérungen, das Alter der Schwangerschatft,
mogliche Konsequenzen und das gewiinschte und sinnvolle Mal an Sicherheit der Aussage
abwégen. Klinisch relevante angeborene Stérungen finden sich bei drei bis funf Prozent aller
Neugeborenen (McKusick 1990).

Es kann fur die vorgeburtliche Beratung und Untersuchung zwischen verschiedenen Gruppen

von Storungen und klinischen Situationen unterschieden werden (siehe Tab. 1).

Typ der Moglicher AnlaB zur

Ursache Erkrankung (Bsp.)

Stérung Untersuchung

. . Auffalligkeiten in der
meist bei der Routinediagnostik Trisomien

Gametogenese Oder | jjyraschall, Blutprobe)
Entwicklung der - - -
Zygote entstanden erhoéhtes mitterliches

Aneuploidien Alter Trisomien
bekannte balanzierte
selten ererbt Translokation/ Translokation
wiederholte Aborte
monogenetisch betroﬁengnlﬁ:gd in der Mukoviszidose
Gepetische multifaktoriell oder Auffalligkeit in
Storungen ohne erkennbare Routinediagnostik Herzfehler;
Ursache (Ultraschall); bekannte Neuralrohrdefekte
familidre Belastung
typische mtterliche . .
infektios Erkrankung oder Roteln Embry_opath!e,
Toxoplasmoseinfektion
Exogene Anamnese

typische mutterliche
Erkrankung oder
Anamnese; Auffalligkeit

Alkohol- und diabetische
Fetopathie; Neuralrohr-

Stérungen  toxisch; spezifischer
Mangel; spezifische

Medikation in Routinediagnostik defekte; Struma

Entwicklungs- Auffalligkeiten in der Amnionbénder;
bedingte Routinediagnostik Deformationen durch
Stérungen (Ultraschall) Fruchtwassermangel

Tab. 1 Beispiele fiir Indikationen zur Pranataldiagnostik
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Datierung und Embryologie

Die Befruchtung der Eizelle féllt bei einem 28-tdgigen Zyklus in der Regel auf den 14. Tag
nach Beginn der Periodenblutung. Zur Datierung einer Schwangerschaft wird daher
gynakologisch-geburtshilflich Bezug genommen auf den ersten Tag der letzten
Menstruationsblutung  (letzte Regelblutung, L.R.), da dieser fir die meisten
Schwangerschaften bekannt ist. Man spricht daher vom post-menstruellen Gestationsalter. In
der embryologischen Literatur hingegen werden die Stadien der Entwicklung meist mit dem
Schwangerschaftsalter nach Konzeption (postkonzeptionelles Gestationsalter) korreliert. Dies
ist theoretisch die ideale Datierung. Es entspricht z.B. die embryologische Angabe von 12
postkonzeptionellen ~ Wochen einem  postmenstruellen  Gestationsalter von 14
Schwangerschaftswochen” (SSW). Allerdings ist in den meisten Schwangerschaften der
Termin der Konzeption nicht bekannt, so dal in der gynékologisch-geburtshilflichen Praxis
die Datierung nach L.R. zur Anwendung kommt.

Sollte auch das Datum der L.R. in einer Schwangerschaft unklar oder unsicher sein, ein
unregelmaRiger Zyklus vor der Konzeption vorgelegen haben oder die Schwangerschaft kurz
nach Geburt, Abstillen oder Absetzen einer hormonalen Behandlung eingetreten sein, kann
die L.R. zur Datierung unsicher sein. In diesem Fall kann aus der Messung der so genannten
embryonalen Scheitel-Steil3-Lange (“crown-rump length CRL™) mit hoher Genauigkeit

(+ zwei Tage) auf das wahre Gestationsalter zurlickgerechnet werden.

In der vorliegenden Arbeit wird zur Angabe des Schwangerschaftsalters das postmenstruelle
Gestationsalter verwendet, moglichst bestatigt oder korrigiert nach sonographisch bestimmter
Scheitel-SteiR-Lange. Die Angabe des Schwangerschaftsalters erfolgt in abgeschlossenen
SSW plus 0 bis 6 Tage bezogen auf den ersten Tag der letzten Periodenblutung vor Eintreten
der Schwangerschaft. Es entspricht somit z.B. 10 Wochen plus 3 Tage (kurz: 10+3 SSW) der
Mitte der 11. Schwangerschaftswoche. In der Literatur wird zwischen der Embryonalperiode,
entsprechend meist den ersten zwolf Wochen der Schwangerschaft, und danach der
Fetalperiode unterschieden. Embryologisch entspricht dieser zeitliche Ubergang nach einer
gangigen Definition dem Auftreten des blutbildenden Knochenmarks in den langen
Rohrenknochen. In der englischsprachigen gynékologisch-geburtshilflichen Literatur wird
"embryonal” und "fetal” oft nicht streng diesen Zeitrdumen zugeordnet, so dal3 haufig fur das
Ungeborene, egal welchen Gestationsalters, der Begriff "Fetus” verwendet wird. Man teilt im

praktischen Sprachgebrauch die Dauer einer Schwangerschaft, im Mittel 280 Tage, in drei
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gleiche Teile von je drei Monaten ein, die so genannten Trimester. Das erste Trimester (auch:

Trimenon) wird im Sprachgebrauch haufig mit der Embryonalperiode gleichgesetzt.

Nach dem Eisprung wird die befruchtungsfahige amotile Eizelle vom Trichter der Tuba
uterina (Eileiter) aufgefangen und vom Tubenepithel in Richtung Gebarmutterhohle
(Uteruscavum) transportiert. Die Befruchtung findet innerhalb 24 Stunden in der Regel im
Eileiter statt. Bereits vor Erreichen des Uteruscavums hat sich aus der Zygote durch mehrere
mitotische Teilungen Uber das Stadium der Morula die Blastozyste, gekennzeichnet durch
einen flussigkeitsgefullten Hohlraum, einen &ulleren Zellmantel und eine innere Zellmasse,
gebildet. In diesem Stadium ist bei der Ultraschalluntersuchung einer Schwangeren lediglich
die durch die Eierstockhormone hochaufgebaute und transformierte Uterusschleimhaut zu
sehen. Aus der inneren Zellmasse entwickelt sich im folgenden der Embryoblast, der das
Embryo samt Amnionhaut, aus den restlichen Zellen der Trophoblast, der das Chorion

hervorbringen wird.

Die Blastozyste nistet sich im hoch aufgebauten Endometrium ein (Nidation). Von dem
Trophoblasten wachsen Zytotrophoblastzellen invasiv in die mitterliche Schleimhaut
(Dezidua) und die Muskulatur der Gebarmuter (Myometrium) ein. Durch Arrosion der
vaskularen Muskulatur der mdtterlichen Blutgefale (Spiralarterien) und durch die lokale
Bildung von Stickoxid sorgen diese extravilldsen Zytotrophoblastzellen fir eine Aufhebung
der aulerhalb der Schwangerschaft physiologischen Autoregulation dieser GefaRe, um eine

Drosselung der Blutzufuhr in den intervillésen Raum zu verhindern (Nanaev 1995).

Trophoblastzellen tberziehen zundchst die gesamte Oberflache der Anlage, polarisieren sich
aber an der Stelle der Nidation, wo sich das Chorion frondosum (Zottenhaut) ausbildet (siehe
Abb. 2). An der restlichen Oberflache degenerieren die Chorionzotten, und es bildet sich dort
das Chorion laeve (glattes Chorion) aus. Das Chorion frondosum stellt ein fein verésteltes,
spater von fetalen Kapillaren durchzogenes Gewebe dar, von dem verankernde Zotten in das
mitterliche Gewebe einwachsen. Darliber hinaus verlassen einige trophoblastédre Zellen
(invasiver Zytotrophoblast) sogar den Gewebeverbund des Chorions und arrodieren die
maternalen Spiralarterien im Myometrium. Die von fetalen Zellen bedeckte Oberflache der
Plazenta erreicht bis zum Ende der Schwangerschaft eine Fldche von 11-13 Quadratmetern
(Benirschke 1990).

Ausgehend vom Embryoblast entwickelt sich der Ductus omphaloentericus mit dem

Dottersack. Der Dottersack ist bei seriellen Ultraschalluntersuchungen sogar die erste weitere
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Struktur, die sich nach dem Auftreten des Chorions ("Fruchtsack™) in der Chorionhdhle
darstellen 1aBt. Erst danach wird sonographisch die embryonale Platte sichtbar. Zu diesem
Zeitpunkt ist der Dottersack etwa 5mm im Durchmesser gro und die Embryonalplatte 1,5-
3mm lang. Von der Zellmasse tberwiegt jetzt noch bei weitem das Chorion.

Ab Ende der 6. SSW kann per Ultraschall die fetale Herzaktion nachgewiesen werden.
Allerdings sind zu diesem Zeitpunkt die Chorionzotten noch nicht vollstdndig vaskularisiert.
Pfropfen aus extravillésem Zytotrophoblastzellen verschlieBen den Zufluf miutterlichen

Blutes zum intervilldsen Raum.

Im ersten Trimester werden die Organe angelegt. Die Stammzellen wandern in die
Zielregionen, so etwa die ha@matopoetischen Stammzellen aus dem Dottersack und der
aortogonadalen Region zunéchst in die Leber und Milz, spater in das Knochenmark. Mit
Erreichen der 12. SSW sind alle fetalen Organe und die Gestalt angelegt und theoretisch auch
sonographisch darstellbar (siehe Abb. 1 und 2). Etwa zu diesem Zeitpunkt sind sowohl von
kindlicher Seite das Chorion perfundiert als auch auf der midtterlicher Seite die
Trophoblastpfropfen gelést, so dal die Chorionzotten von mdtterlichem Blut umflossen
werden (Burton 2001).

Der Dottersack liegt zwischen der Aulenseite der sich entwickelnden Amnionhaut und der
Innenseite des Chorions in dem sogenannten extraembryonalen Zélom. Der Dottersack ist ein
Ort der Stammzellbildung, und in dem ihn umgebenden extraembryonalen Zélom lassen sich
diese Zellen nachweisen. Dieser Raum wird mit dem Wachstum der Amnionhohle immer

enger und obliteriert in der Regel nach 14 Schwangerschaftswochen.
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CRL= Z9.80mm MAa=1aKWAD

Abb. 1 Embryo am Ende des ersten Trimesters. Das Embryo mif3t in diesem Alter vom Scheitel bis zum Steil}
3-6¢cm (Scheitel-SteiB-L&nge, “crown-rump length CRL"). Die Zottenhaut (das Chorion, Ch) als duBerste
embryonale Lage polarisiert sich zur Plazenta. In der Chorionhdéhle ist der fast klare Raum der Fruchthéhle
(Amnionhohle, A) mit dem Embryo und der Nabelschnur (Ns) samt Gefalen zu erkennen. In Projektion vor dem
Embryo stellt sich der Dottersack (Ds) dar, der im extraembryonalen Zélom (zwischen Chorion und Amnion)
liegt. Links: transvaginale Ultraschallaufnahme, medianer Sagittalschnitt; rechts: Nativansicht eines abortierten
Feten im entsprechenden Gestationsalter (modifiziert nach L. Nilsson).

Nieren

Zerebellum

Magen

Falx cerebri
Plexus chor.
Seitenventrikel

Nabelbruch

Extremitaten

4 Ventrikel
Neuralrohr
Hirnblaschen
Herzaktion
Embryo
Dottersack

Chorion

SSwW

Abb. 2 Morphologische Ausbildung (schraffiert) und sonographische Nachweismdglichkeit (ausgefiillte Bal-
ken) der normalen embryonalen Strukturen in Abhdngigkeit von dem Gestationsalter (Schwangerschaftswochen
nach der letzten Regelblutung) (modifiziert nach Takeuchi 1992)
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Screening-Untersuchungen zur Identifikation gestorter Schwangerschaften

Bei den vorgeburtlichen Untersuchungen werden hédufig Suchtests ("Screeningtest™)
eingesetzt, die in den meisten Fallen das Vorliegen einer normal verlaufenden
Schwangerschaft bestatigen, andererseits fir einige Schwangere ein erhohtes Risiko fur eine
Storung beim Ungeborenen erkennen lassen. Solche Tests kénnen einer groRen Population
angeboten werden, um die Falle zu identifizieren, die keine sonstigen klinischen oder
anamnestischen Auffalligkeiten zeigen. Suchtests erkennen nicht alle Betroffenen, und nicht
alle in einem Suchtest Auffélligen haben auch tatsdchlich die gesuchte Stérung. Die
Merkmale eines Suchtests sind durch die gesuchte Stérung und die Parameter des Tests
definiert: Die gesuchte Stérung muf} "ausreichend selten”, prinzipiell erkennbar und bei
fruhzeitiger Erkennung behebbar oder in ihren relevanten negativen Folgen signifikant
abminderbar sein. Der Suchtest muf3 einfach durchfihrbar, der Gesamtpopulation ohne
Risiken oder hohe Kosten anzubieten und sensitiv und ausreichend spezifisch sein. Ein
auffalliges Ergebnis des Suchtests bedeutet, dal das Risiko fur das Vorliegen der Stérung
erhoht ist, nicht aber, dafl die Stérung auch tatsachlich vorliegt. Zur definitiven Abklarung
mul} ein weiterer, sogenannter diagnostischer Test, der eine definitive Aussage Uber das
Vorliegen der Storung zulaf3t, verfiugbar sein. Dieser diagnostische Test erfordert meist einen
héheren Aufwand, mul aber nur dem durch das Screening reduzierten Kollektiv angeboten

werden.

Zum Vergleich von Risikountersuchungen fir fetale chromosomale Stérungen kénnen zwei
rechnerische Parameter herangezogen werden. Die Detektionsrate beschreibt den Anteil der
im Test Erkannten unter den tatsdchlich Betroffenen. Die falsch-positiv-Rate entspricht dem
Anteil der im Screening auffalligen, aber tatséachlich nicht betroffenen Individuen. Die falsch-
positiv-Rate ist oft groRer als die richtig-positiv-Rate. Bei seltenen Storungen wie fetalen
Aneuploidien stellt die falsch-positiv-Rate in der Regel den Hauptteil der auffalligen

Screening-Ergebnisse (siehe Abb. 3).

Unter Lebendgeborenen ist die Trisomie 21 eine der haufigsten Chromosomenstérungen. Da
das Auftreten fetaler Trisomien mit dem mitterlichen Alter Kkorreliert, kann als
vorgeburtlicher Suchtest das "Altersscreening” angewendet werden: Frauen, die bei Geburt
des Kindes 35 Jahre oder alter sind (Screening), wird eine Fruchtwasseruntersuchung (dia-
gnostischer Test) angeboten. Wenn man den diagnostischen Test strikt nur auf alle
Schwangeren Uber 34 Jahren begrenzte, wirde allerdings nur ein kleiner Teil der
Schwangerschaften (etwa 20-30%) mit Trisomie 21 erkannt (geringe Detektionsrate).

11
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Aulerdem waren bei der (berwiegenden Mehrzahl der Schwangeren Uber 34 Jahre
chromosomal unauffallige Feten zu erwarten (z.B. nur bei 0,3% bzw. 1% der Schwangeren im
Alter von 35 bzw. 40 Jahren), die aber dem Risiko einer invasiven Testung unterzogen
worden waéren (geringe Spezifitat). Durch die Anwendung eines diagnostischen Tests (z.B.
Amniozentese, die eine Rate von testbedingten Fehlgeburten von etwa 1% hat), kénnen je
nach Kollektiv sogar mehr Schwangerschaften verloren gehen, als tatsédchlich betroffene

durch den Test erkannt werden.

a. GroRenverhéltnisse der Populationen: b. nach Durchfiihrung eines Screeningtests: Screening-
Gesamtpopulation (griin),Betroffene (rot) Positive (braun)

Abb. 3 Prinzip eines Suchtests. Den Testpositiven miifte ein diagnostischer Test angeboten werden.

Ein Ansatz zum vorgeburtlichen Screening hat sich aus der Beobachtung entwickelt, dal}
gestorte Schwangerschaften diskrete, aber typische Abweichungen der Serumkonzentrationen
bestimmter Analyten aufweisen. Am langsten wird klinisch die Messung des alpha-
Fetoproteins (AFP) im mudtterlichen Venenblut in der klinischen Routine eingesetzt, das bei
Neuralrohrdefekten und anderen Spaltbildungen erhoht (Brock 1972), bei Trisomie 21 aber
erniedrigt ist (Merkatz 1984). Durch die Beriicksichtigung verschiedener Marker in
Kombination (z.B. AFP, humanes Choriongonadotropin, unkonjugiertes Estriol) kann dieses
Serumscreening eine Risikogruppe erkennen, die bis zu 2/3 bis 3/4 der Trisomien enthalt
(Wald 1988). In den letzten Jahren wird auch vermehrt nach Méglichkeiten gesucht, bereits
im ersten Trimester Serummarker zu identifizieren, die auf eine Chromosomenstérung
hinweisen (Wald 1995). Sehr vielversprechend, da mit einer hohen Detektionssrate (bis 80%)
verbunden, ist ebenfalls der Suchtest flir Chromosomenstérungen durch Ultraschall-Messung
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der Nackentransparenzdicke oder "nuchal translucency” (NT), die zwischen 11+0 und 14+0
SSW bestimmt wird (Nicolaides 1994).

Viele relevante Chromosomenstorungen sind mit strukturellen Anomalien assoziiert, die
pranatal sonographisch prinzipiell darstellbar sind. In spezialisierten Zentren kdnnen bei fast
allen Fallen mit Trisomie 13, bei 77-100% mit Trisomie 18 und bei 33-50% der Feten mit
Trisomie 21 im zweiten Trimester sonographische Auffalligkeiten erkannt werden
(Benacerraf 1999). Allerdings lassen sich manche strukturelle Hinweiszeichen fiir

Aneuploidien erst relativ spét, z.B. nach 20 SSW, sicher darstellen.

Viele strukturelle Anomalien, von denen manche auf Chromosomenstérungen hinweisen
kdnnen, die aber auch bei karyotypisch normalen Feten auftreten, konnen durch
entsprechende  Ultraschalluntersuchungen erkannt werden. Dabei schwanken die
Entdeckungsraten zwischen untersuchten Korperregionen, erreichen aber auBer bei
schwersten Storungen (z.B. Anenzephalie) nicht 100%. Die vorgeburtlichen Ultraschallunter-
suchungen, mit deren Hilfe man also nicht in allen Fallen eine definitive Diagnose stellen

kann, werden daher auch haufig als Screening-Untersuchungen betrachtet.

Invasive pranatale Untersuchungstechniken

Als invasive diagnostische Tests werden in der klinischen Routine die Fruchtwasserpunktion
(Amniozentese, AZ), die Chorionzottenbiopsie (Plazentabiopsie; "chorion villus sampling”,
CVS) und die fetale Blutentnahme (“fetal blood sampling”, FBS) eingesetzt. Durch ihre
invasive Natur tragen sie alle ein Eingriffsrisiko und damit die Notwendigkeit zur besonders
sorgfaltigen Indikationsstellung. Das Risiko der Auslésung einer Stérung durch den
diagnostischen Eingriff betragt selbst bei dem ungeféahrlichsten Verfahren, der Amniozentese,

etwa ein Prozent.

Amniozentese
Die Amniozentese (AZ) ist der am haufigsten angewendete invasive pranatale diagnostische

Eingriff. Sie wird typischerweise im zweiten, gelegentlich auch im dritten Trimester
angewendet. Durch transabdominale Punktion der Amnionhthle mit einer diinnen Nadel
(etwa 0,7mm Aulendurchmesser) wird Fruchtwasser (ab der 15. SSW mehrheitlich fetaler
Urin) mit den darin enthaltenen fetalen Zellen gewonnen. 1953 wurde die AZ zur
Untersuchung von fetalen Blutfarbstoffabbauprodukten bei der fetalen Rhesuserkrankung
benutzt (Bevis 1953), wofur sie auch heute noch gelegentlich eingesetzt wird. Ihre heutige
Bedeutung erhielt die AZ, als Techniken zur genetischen Untersuchung einzelner Zellen
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verfiigbar wurden. Durch die Anfarbung des Geschlechtschromatins mit Quinakrin-
Fluoreszenz (Pearson 1970) konnte eine -wenn auch nur auf die Geschlechtsselektion-
eingeschrankte pranatale Diagnose X-chromosomaler Stérungen wie Hamophilie und
Muskeldystrophie durchgefuhrt werden (Riis 1960; Serr 1964). Auch Stoffwechselstérungen
kdnnen im Fruchtwasser diagnostiziert werden (Jeffcoate 1965; Nadler 1968; Dancis 1968).
Der grote Fortschritt und die weiteste Verbreitung der AZ erfolgte mit der Moglichkeit zur
Anziichtung der Zellen aus dem Fruchtwasser und der Darstellung der Chromosomen (Steele

1966), was zu der ersten pranatalen Diagnose des Down-Syndroms (Valenti 1968) fuhrte.

Die AZ ist als sicheres Verfahren akzeptiert und weit gebréuchlich. Die maternalen Risiken
sind gering und umfassen die Infektion der Amnionhohle (Amnion-Infektionssyndrom) durch
vom Stichkanal eingetragene Erreger (Risiko etwa 1:8.000; Crane 1983) oder durch
akzidentelle Punktion einer zwischen Bauchwand und Gebarmutter liegenden Darmschlinge.
Ein weiteres Risiko ist die bei allen invasiven Prozeduren mdogliche Immunisierung der
Mutter durch bei der Punktion in ihre Blutbahn eingeschleppte kindliche Zellen. Die fetalen
Risiken umfassen dartiber hinaus den Verlust von Fruchtwasser zum Beispiel durch einen
vorzeitigen Blasensprung und die direkte fetale Verletzung mit der Punktionsnadel. Das
Punktionsrisiko ist, wie bei allen invasiven Prozeduren, von verschiedenen Faktoren
(mutterliche  Konstitution, kindliche und Plazentalage, Sichtbedingungen bei der

Ultraschalluntersuchung, Erfahrung des Durchfiihrenden) abhédngig.

Zur Beurteilung der durch die AZ bedingte WVerlustrate mul die natlrliche
Schwangerschaftsverlustrate, also das so genannte Hintergrundsrisiko, beachtet werden. Die
spontane nattirliche Schwangerschaftsverlustrate sinkt mit zunehmendem Gestationsalter. Ein
groer Anteil aller eingetretenen Schwangerschaften abortiert spontan, und zwar mehrheitlich
im ersten Trimester (Simpson 1987; Boue 1985). Die spontane Verlustrate von in der 12,
SSW intakten Schwangerschaften bis zur 16. SSW liegt zwischen einem und neun Prozent
(Lippman, 1984). In gerade diesem Zeitfenster werden haufig invasive Pranataldiagnostik-
Eingriffe durchgefuhrt. Je friher in der Schwangerschaft daher ein invasiver Eingriff
durchgefuhrt wirde, desto hoher ware die zu beriicksichtigende spontane Verlustrate. Das
Risiko eines Schwangerschaftsverlustes durch Mitt-Trimester-AZ wird in der Regel mit
einem Prozent Ober der natirlichen Verlustrate in diesem Gestationsalter angegeben. Die
Kenntnis dieser Risikozahlen und ihrer zeitlichen Abhangigkeit ist essentiell fiir die Beratung,

Planung und Durchfiihrung von diagnostischen MalRnahmen.
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Die Fruh-Amniozentese zwischen 10 und 14 SSW soll den diagnostischen Nutzen der Mitt-
Trimester-AZ mit der frihen Durchfiihrung im ersten Trimester verbinden (Hanson 1987).
Allerdings sind z.B. die biochemischen Untersuchungen aus Fruchtwasser vor 14 SSW
aufgrund der Organunreife limitiert (Crandall 1995). Vor 9 SSW enthélt die
Amnionflussigkeit weniger Zellen, und die Anziichtung dauert langer (Evans 1989; Hackett
1991). Zusétzlich erschweren die geringeren GroRenverhaltnisse und die in der Regel erst mit
14 SSW erfolgte Verschmelzung von Amnion und Chorion (laeve) das Eingehen mit der
Nadel. Weiterhin wird erst im zweiten Trimester der Grofteil der Amnionflussigkeit durch
fetalen Urin gestellt, der in der Regel die entnommene Flissigkeitsmenge innerhalb von
Stunden wieder ersetzen kann. Aspiration von 20ml Amnionfllssigkeit in der 16. SSW
entsprechen etwa 5% des Gesamtvolumens, Aspiration von nur 10ml mit 12 SSW jedoch
bereits 35% der Amnionflissigkeit (Silverman 1992). Dies wird mit den beobachteten
erhohten Raten an Lungendysplasie und Extremitdten-Fehlstellungen nach Frih-

Amniozentese in Verbindung gebracht.

Chorionzottenbiopsie
Um friher als durch Amniozentese, ndmlich bereits im ersten Trimester, eine pranatale

genetische Diagnose zu erzielen, kann Material aus dem Chorion villosum entnommen
werden. Die Entnahme von Chorionzotten zur pranatalen genetischen Untersuchung wird
"chorion villus sampling"” (CVS) oder Chorionzottenbiopsie genannt. 1983 wurde die
transzervikale Chorionzottenbiopsie bereits zur Diagnose verschiedener Stoffwechsel- oder
Muskelerkrankungen oder Hamoglobinopathien eingesetzt (Silverman 1992). Heute wird von
den meisten Zentren die Ultraschall-kontrollierte Nadelpunktion des Chorions durch die
mutterliche Bauchdecken analog der Amniozentese (Smidt-Jensen 1993) angewendet.
Gegenuber der Amniozentese hat sie den Vorteil, dal mit den Zytotrophoblastzellen sehr
teilungsaktive Zellen zu Verfiigung stehen, aus denen durch Direktpraparation unter
optimalen Bedingungen bereits am Tag der Punktion eine numerische Aussage Uber den

Chromosomensatz moglich ist.

Verschiedene Studien verglichen die Risiken von Chorionzottenbiopsie und Amniozentese.
Das ,,Medical Research Council“ in England fand das Risiko einer Chorionzottenbiopsie im
ersten Trimester 0,5 bis 4,6% (ber dem einer Amniozentese im zweiten Trimester (MRC
1991). Eine andere Studie fand hingegen nur eine Risikoerhtéhung um 0,8% (Rhoads 1989).
Bei Vergleich der Risiken mul3 aber berlcksichtigt werden, dafll aufgrund des jingeren

Gestationsalters auch ein hoheres Hintergrundrisiko einkalkuliert werden mubB.
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1991 wurde das vermehrte Auftreten von Extremitatendefekten bei chromosomal gesunden
Kindern berichtet, die intrauterin vor 9 abgeschlossenen SSW durch Chorionzottenbiopsie
untersucht worden waren (Firth 1991, 1994). Eine Ubersicht von knapp 140.000 Chorion-
zottenbiopsie-Schwangerschaften mit Informationen (iber den Ausgang konnte keine erhthte
Inzidenz an Reduktionsfehlbildungen in der Chorionzottenbiopsie-Gruppe zeigen (Froster
1994). Die meisten Félle in diesem Register hatten eine Chorionzottenbiopsie nach 10
abgeschlossenen SSW (im Mittel 71,5 Tage); das Fehlen eines oder mehrerer Extremitéten in
vier Fallen betraf Schwangerschaften mit sehr frih durchgefiihrter Chorionzottenbiopsie
zwischen dem 53. und dem 63. Tag nach der letzten Periodenblutung. Daher werden
Chorionzottenbiopsien heute meist erst nach dem 70. Tage nach der letzten Periodenblutung

durchgefiihrt.

Andere invasive Techniken
Fetalblut kann etwa ab der 18. SSW durch transabdominale, ultraschallgesteuerte Punktion

mit einer feinen Nadel aus der Nabelschnurvene entnommen werden. Die ersten
Anwendungen umfal3ten Diagnosen von fetalen Thalassdmien und Toxoplasmose. Der direkte
Zugang zu fetalem Blut erlaubt aber die Untersuchung des vollen Spektrums der
hamatologischen sowie vieler Stoffwechsel- und infektiser Stérungen. Weiterhin wird
Fetalblut auch nach einer Karyotypisierung aus fetalen Zellen anderer Keimblatter, d.h. nach
Amniozentese oder Chorionzottenbiopsie, entnommen, um unklare Befunde oder Mosaike zu
klaren. Die Karyotypisierung aus Fetalblut wird (mit seltenen Ausnahmen) als
Referenzmethode zur Chromosomenbestimmung angesehen. Ein weiterer Vorteil ist die
schnelle Verfligbarkeit der Chromosomenuntersuchung aus stimulierten fetalen Blut-
Lymphozyten, so dal3 die Fetalblutentnahme oft gerade in dringlichen Féllen eingesetzt wird.
Diesen Vorteilen steht die im Vergleich zur Mitt-Trimester-Amniozentese hohere
eingriffsbedingte fetale Verlustrate (2% Uber dem natlrlichen Verlustrisiko) gegeniber
(Daffos 1985, Shulman 1990), weswegen die Fetalblutentnahme oft fiir die dringliche
Karyotypisierung, zur Infektionsabklarung oder fur andere Indikationen, die nicht durch
Techniken mit geringerem Risiko abgeklart werden kdnnen, vorbehalten bleibt.

Die Biopsie der fetalen Haut oder von fetalen Organen ist ein immer seltener benutztes
Verfahren zur Diagnose bestimmter (erblicher) Stérungen, die gegenwaértig noch nicht durch
genetische Untersuchungen, sondern nur histologisch erkannt werden konnen. Prinzipiell

konnen fetale Zellen aus Punktionen aller Organe oder Korperhéhlen (Harnblase, Nieren,
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Ureter, Aszites, Pleuraergul) gewonnen werden. Die enthaltenen Zellen koénnen auch

angezuchtet werden.

Bei der bisher nur im Rahmen von Studien angewendeten Zo6lozentese wird ultraschall-
gesteuert das extraembryonale Zo6lom punktiert (Jauniaux 1991). Durch Anwendung
molekularer Methoden (FISH und PCR) konnte erfolgreich das fetale Geschlecht diagnostiziert
werden, so dal in der Methode eine mogliche Alternative zur genetischen Diagnostik bereits im
ersten Trimenon gesehen wurde (Jurkovic 1993). Die Zblozentese wird gegenwartig aber als
experimentelles Verfahren angesehen. Da das Risiko einer Punktion eingegangen wird, aber an
den gewonnenen Zellen nicht alle Untersuchungen durchfiihrbar sind (z.B. vollstandige

Karyotypisierung) wie bei der vergleichbaren CVS, hat sie keine breite Anwendung gefunden.

An durch in-vitro-Fertilisation (IVF) entstandenen Embryonen kénnen vor dem Einsetzen in
den Uterus eine oder mehrere Zellen ohne offensichtliche nachteilige Folgen fir die
Entwicklung biopsiert und genetisch untersucht werden. Dadurch kann bereits vor der
Nidation eine genetische Diagnose gestellt und als betroffen erkannte Embryonen kdénnten
dann nicht transferiert werden. Der Vorteil dieser Methode besteht darin, dal Paare mit
bekanntem Risiko z.B. flr eine autosomal rezessive Stérung nicht eine "Schwangerschaft auf
Probe" auf sich nehmen mifiten, bis durch eine invasive Prénataldiagnostik diese z.B. durch
Chorionzottenbiopsie nach 11 Wochen untersucht werden kann. Diese sogenannte
Praimplantationsdiagnostik (PID) wird im Ausland bei belasteter Anamnese bereits
angewendet, wenn zum Beispiel die Anlagen einer schwerwiegenden Erkrankung in einer
Familie, z.B. durch Manifestation bei einer vorangegangener Schwangerschaft, bekannt und
genetisch untersuchbar sind (Handyside 1990; Harper 1994; Handyside 1997). In

Deutschland ist diese Untersuchung aber gegenwaértig rechtlich nicht zulassig.

Schwangerschaftsabbruch

Die jahrlich Zahl der in Deutschland ohne medizinischen Grund durchgefiihrten
Schwangerschaftsabbriiche belduft sich auf knapp 130.000 bei etwa 771.000 Geburten in
demselben Zeitraum (Statistisches Bundesamt, 1999). Diese Datenerhebung aller
Schwangerschaftsabbriiche zeigt auch, dal pro Jahr zwischen 400 und 500 Abbriiche nach
Préanataldiagnostik und infolge erkannter fetaler Fehlbildungen durchgefihrt werden. Diese
Zahl hat sich auch durch die Verbreitung der Pranataldiagnostik Gber die vergangenen Jahre
nicht erhoht.
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Nach der aktuellen Rechtssprechung stellt das Vorliegen einer Stérung allein oder ihre
Schwere per se keine Indikation zu einem Schwangerschaftsabbruch dar. In jedem Einzelfall
mul} die Schwere der drohenden gesundheitlichen Stérung der Mutter kdrperlich wie seelisch
beurteilt werden. Nur dies I&R3t eine Entscheidung zu, ob der Abbruch der Schwangerschaft
tatsachlich die einzig zumutbare MalRnahme zur Abwendung einer mutterlichen Schéadigung

ist.

Die Ublichen MaRnahmen fiir einen Schwangerschaftsabbruch nach Pranataldiagnostik sind
die durch eine Operation durchgefuhrte Entfernung des Schwangerschaftsprodukts, was bis
nach etwa 14 Schwangerschaftswochen nach der letzten Periodenblutung mdglich ist. Im
weiter fortgeschrittenen Gestationsalter wird die Einleitung einer Fehlgeburt (Abortinduktion)
durch lokale oder systemische Gabe von Medikamenten mit der Intention des friihzeitigen
Versterbens des Feten bei Einsetzen der Geburtswehen durchgefihrt. Das Risiko eines
Abbruchs fur die Schwangere ist auch vom Gestationsalter abhangig. Das physische und
seelische Trauma ist umso groRer, je weiter die Schwangerschaft fortschreitet, was eine

frihestmdgliche Pranataldiagnostik wiinschenswert macht.

Da bei der Abortinduktion ab einem Gestationsalter von etwa 24 Schwangerschaftswochen in
einem kleinen Teil der Falle mit der Geburt eines Kindes mit Lebenszeichen gerechnet
werden muf3, wird sie in Deutschland nach 24 Schwangerschaftswochen in der Regel nicht

mehr durchgefuhrt.

Weitere wichtige Fragen zur Durchfiihrung bleiben gegenwartig noch offen. Der Begriff
"Fetozid" bezeichnet die unmittelbare Totung des Feten in der Geb&rmutter durch
Medikamentengabe, z.B. im Rahmen einer (spaten) Abortinduktion. Dieser wird von vielen
im Vergleich zur ausschliellichen Abortinduktion als eine zu aktive oder direkte Intervention
gesehen. Allerdings ist die Intention, also die Verhinderung eines Lebens mit einer
schwersten Storung, mit und ohne Fetozid gleich.

Madgliche fetale Zellarten fur eine nicht-invasive Diagnostik

Fetale Trophoblastzellen im mutterlichen Blut

In der menschlichen Plazenta kommen der fetale Trophoblastzellen durch das Fehlen maternaler
Zell-Lagen in direkten Kontakt mit dem mutterlichen Blut. Fetale Zellen kdnnen einerseits durch
Abschilferung von Trophoblastzellen, aber auch bei Eréffnung von Zottenkapillaren durch
Mikrotransfusion fetaler Blutzellen in die mdtterliche Zirkulation kommen. Damit wéren diese

Zellen prinzipiell fir eine genetische Untersuchung zugénglich.
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Der erste Bericht ber fetale Trophoblastzellen in der mtterliche Zirkulation stammt von dem
deutschen Pathologen Schmorl (1893). Er fand bei 14 von 17 untersuchten Frauen, die an
Eklampsie verstorbenen waren, in den Lungenkapillaren vielkernige Synzytiotrophoblastzellen,
nicht aber bei vier weiteren Schwangeren, die aus anderen Griinden verstorben waren. Attwood
und Park (1961) untersuchten histopathologische Lungenschnitte von 220 Frauen, die wéhrend
der Schwangerschaft, Geburt oder im Wochenbett verstorben waren und fanden
Synzytiotrophoblastzellen in 44% der Falle, bei Pra-Eklampsie oder Eklampsie sogar in 81%.
Fruchtwasserembolien mit Verschleppung ganzer Chorionzotten wurde in nur 2 Féllen
beobachtet. Diese Ergebnisse unterstltzen die Schmorl'sche Vorstellung, dal Trophoblastzellen
in normalen Schwangerschaften, vermehrt aber bei (Prd-) Eklampsie in den mutterlichen

Kreislauf eingeschwemmt werden.

Experimentell wurden diese Daten durch die Untersuchungen von Douglas (1959) untermauert,
der bei Schnittentbindungen Blut aus den uterinen Venen, aus der Vena cava inferior sowie
peripher entnahm. Synzytien wurden bei 8 von 13 (62%) Proben aus den uterinen Venen, aber
nur bei 3 von 33 (9%) aus der V. cava. inferior gewonnen. In keiner der 80 peripheren

Blutproben konnte Synzytiotrophoblastzellen gefunden werden.

Iklé (1961, 1964) entnahm bei einer Schwangeren in der 8. SSW Blut aus der Vena uterina und
fand synzytiale Fragmente. Er berechnete die Einschwemmungsrate von Synzytiotrophoblast-
fragmenten auf 100.000-150.000 pro Tag. Auch Jaadmeri (1965) untersuchte gezielt das
Phanomen der Trophoblasteinschwemmung bei Pra-Eklampsie. Zum Zeitpunkt der
Schnittentbindung wurde von 10 gesunden und 10 préeklamptischen Frauen uterines Venenblut
gewonnen. Bei neun der zehn Frauen mit Préeklampsie und bei sieben der zehn gesunden
Schwangeren wurden Trophoblastzellen gefunden, im Mittel drei Trophoblastzellen pro
Milliliter bei den préeklamptischen, aber nur 0,15/ml bei den gesunden Probandinnen. Wagner
(1968) untersuchte Blut aus einem Katheter in der Vena cava inferior von Schwangeren und
zeigte, daB uterine Manipulationen (Palpation, Ausschabung) die Trophoblastausschwemmung
erhdhen. In keiner der drei ebenfalls untersuchten Eileiterschwangerschaften konnten
Trophoblastzellen gefunden werden. Lee (1986) untersuchte Blutproben aus Pulmonalarterien-
kathetern von 14 Schwangeren mit schwerer Praeklampsie in der Er6ffnungsphase der Geburt,
unmittelbar nach Geburt der Plazenta sowie vier Stunden post partum. Plattenepithel- oder
Trophoblastzellen fand er bei 3 von 14 (21%) Proben.

Chua (1991) verwendete Uber die morphologische Untersuchung hinaus eine Farbung mit einem
Antikorper gegen Zytokeratin, das epitheliale (z.B. Synzytiotrophoblast), nicht aber maternale
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Blutzellen kennzeichnet. Wiederum wurde uterines Venenblut von 10 Frauen mit und von 10
Frauen ohne Praeklampsie bei der Schnittentbindung gewonnen. Bei Praeklampsie fanden sich
bei allen Frauen Trophoblastzellen (im Mittel 11 Zellen/ml), bei den Kontrollen nur in 2 Fallen
(0,1 Zellen/ml). Einkernige Trophoblastzellen im peripheren Blut konnten nur bei einer pré-
eklamptischen Frau gefunden werden. Daraus wurde gefolgert, dal3 die groReren synzytialen
Zellen zwar in den vendsen Blutstrom eintreten, aber im pulmonalen Kapillarbett gefangen

wirden.

Mueller (1987, 1990) hatte mit neu erzeugten trophoblastspezifischen monoklonalen
Antikorpern tber eine erfolgreiche Anreicherung von Trophoblastzellen aus der mutterlichen
Zirkulation berichtet. Allerdings wurden die Antikdrper anderen Gruppen nicht zu Verfligung

gestellt, so daB diese Ergebnisse nicht bestatigt werden konnten.

Zur genetischen Untersuchung missen fetale Zellen aus dem mutterlichen Blut angereichert
werden. Fur diese Anreicherung mussen hinreichend spezifische "Marker", also z.B. durch
Antikorper markierbare Oberflacheneigenschaften der Zielzellen, verwendet werden. Der
"epidermal growth factor receptor” (EGF-R) ist ein zytoplasmamembranstandiges Molekil
mit intrazelluldrer, transmembranarer und extrazelluldrer Doméne, das auf vielen epithelialen
Geweben vorhanden ist, auf Blutzellen aber in der Regel fehlt. EGF-R wird auch von
Trophoblastzellen exprimiert. Plazenta kann als ein Referenzgewebe fir die Bindung von
EGF-R-Antikorper verwendet werden. Der EGF-R kommt auf proliferierenden Geweben vor.
Trophoblastzellen teilen sich aktiv und rasch Gewebe und sind reich an Rezeptoren fir

Wachstumsfaktoren.

Trophoblastzellen im Zervikalkanal schwangerer Frauen

In 1971 untersuchte Shettles Ausstriche von zerikalem Schleim von 30 schwangeren Frauen
aus allen drei Trimestern und konnte nach Quinakrin-Farbung des Y-Chromosoms bei 10
Schwangerschaften (4 mit weiblichen und 6 mit ménnlichen Kindern) das Geschlecht korrekt
voraussagen. Bobrow und Lewis (1971) konnten diese Ergebnisse mit derselben Methode
aber nicht bestatigen; bei Vorliegen mannlicher Feten waren nicht mehr Zellen "positiv" als
bei weiblichen. Weitere widerspriichliche Berichte existieren von Warren (1972), Tsuji
(1973) und Goldstein (1973).

Rhine (1975) farbte ebenfalls mit Quinakrin die Zellen im Zervixschleim, den er vom &uReren
Muttermund aspiriert hatte. Er konnte in der Mehrzahl das fetale Geschlecht korrekt

identifizieren. Dabei betrug der Anteil "Y-Chromosom-haltiger" Zellen 4% bis 22,7% (im
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Mittel 8,9%) bei mannlichen, 0% bis 3% bei weiblichen Feten (0,8%). 1977 berichtete Rhine
uber die Mdglichkeit der Probengewinnung vom inneren Muttermund durch Lavage des
Uteruscavum mit 5ml steriler Losung. Durch Anziichtung konnten Hinweise fur vermutlich
fetale Zellen mit Y-Chromosomen gefunden werden, wenn auch die Qualitat der Metaphasen
fiir eine sichere Beurteilung zu schlecht war. Bis acht Tagen nach Probenentnahme konnten
keine Stérungen der so untersuchten Schwangerschaften festgestellt werden. Rhine (1979)
berichtete Uber eine weitere Untersuchung an 53 Schwangeren im ersten Trimester, von denen
zervikale Schleimproben vor Schwangerschaftsabbriichen untersucht wurden. In 37 Féallen
(70%) gelang eine Anziichtung, und fetale Chromosomen konnten aus 26 Proben (49%)

nachgewiesen werden.

Goldberg (1980) entnahm endozervikale Lavagen bei 30 Schwangeren unmittelbar vor
Schwangerschaftsabbriichen zwischen 8 und 13 SSW und versuchte eine Anzlichtung der
gewonnenen Zellen. 12 Schwangere trugen ménnliche Feten. In neun Proben wuchsen Zellen
an, jedoch zeigten allen Metaphasen einen weiblichen Karyotyp. Coleman (1982) konnte nach

intrauteriner Lavage und Anziichtung ebenfalls nur weibliche Karyotypen finden.

Die Untersuchung der Zellen im Zervixschleim erhielt neuen Auftrieb durch die Einflihrung der
Polymerasekettenreaktion (“'polymerase chain reaction”, PCR). Griffith-Jones (1992) nutzte die
PCR zum Nachweis Y-spezifischer Sequenzen bei Proben von Ektozervix, Zervikalkanal und
intrauteriner Lavage bei 33 Schwangeren vor Abbrichen (9 bis 13 SSW). Durch Y-
Chromosom-Nachweis konnte bei 25 der 26 Schwangeren das fetale Geschlecht aus den
intrauterinen  Proben nachgewiesen werden. Morris (1992) fand mit derselben
Nachweismethode allerdings viel weniger richtig-Positive (d.h. korrekt erkannte mannliche
Feten) und daneben auch falsch-Positive (Nachweis scheinbar maéannlicher Zellen bei

Schwangerschaften mit weiblichem Fetus).

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) wurde von Adinolfi (1993) an einer intrauterinen
Lavage bei einer Patientin in der 12. SSW angewendet. Acht Tage nach Durchfiihrung einer
Chorionzottenbiopsie, die eine Trisomie 18 gezeigt hatte, ergab die intrauterine Lavage 25%
Trisomie-18-Zellen. Allerdings konnte nicht ausgeschlossen werden, dal3 die Chorionzotten-

biopsie zuvor zu vermehrt gewinnbaren Zellen gefiihrt hatte.

Fetale Blutzellen und fetale genetische Marker im mutterlichen Blut
Durch die Anwendung einer sehr sensitiven PCR konnte Lo 1989 erstmals an Blutproben von

19 Schwangeren, von denen 12 einen mannlichen Fetus trugen, das Geschlecht in allen Fallen
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korrekt identifizieren. Dabei konnte das Testsystem eine mannliche unter 10° kernhaltigen

Zellen erkennen.

Aus unangereichertem Blut konnen auch andere paternal geerbte Mutationen oder
Polymorphismen nachgewiesen werden. Camaschella (1990) untersuchte bei drei
schwangeren Frauen, deren Partner die Anlage fir ein abnormes beta-Globin-Gen,
verantwortlich fir das Haemoglobin-Leporegoson, trugen, Blut auf diese Anlage. In zwei
Fallen wurde die fetale Anlage korrekt erkannt, im dritten korrekt ausgeschlossen. Sowohl Lo
(1993) als auch Greifman-Holtzman (1994) untersuchten Blut rhesus-D-negativer
Schwangerer und fanden bei Rhesus-D-positiven Feten diese Merkmale per PCR im

mdatterlichen Venenblut.

Die bisher genannten Verfahren beruhen alle auf dem Nachweis paternal ererbter genetischer
Marker, die bei der Mutter nicht vorliegen. Sie sind daher nicht geeignet, um auch bei der
Mutter vorkommende Marker bei Feten zu untersuchen. Daflir sind fir bestimmte Zellarten
spezifische Anreicherungs- oder Isolationsverfahren sowie eine positive ldentifikation der
fetalen Zellen unerlaBlich. Als Zelltypen kommen neben den Trophoblastzellen insbesondere

die kernhaltigen Zellen der fetalen Bluts in Betracht.

Walknowska (1969) ziichtete aus Venenblut von Schwangeren mit mannlichem Fetus Zellen
an. Die Anwesenheit von flnf akrozentrischen Chromosomen wurde als Beweis fir einen
mannlichen Chromosomensatz bewertet. Zwischen 0,1 und 1,5% aller untersuchten Zellen
wurden als fetal gedeutet. Bei einem geschatzten maternalen Blutvolumen von 4,5 Liter
wirde ein einprozentiger Anteil fetaler Zellen bedeuten, dal 45ml Fetalblut im miitterlichen
Blut zirkulierten. Diese Ansicht wurde initial von weiteren Arbeiten gestitzt (De Grouchy
1971; Schindler 1972; Takahara 1972), wobei aber vermeintlich Y-Chromosom-haltige Zellen
auch bei Schwangeren gefunden wurden, die ein Madchen zur Welt brachten. Zilliacus (1975)
schlieBlich untersuchte insgesamt 112.000 Zellen in Mitose aus 10 Blutproben von
Schwangeren und konnte keine fetalen (mannlichen) Zellen finden. Dieser Befund wurde von
Schroder (1977) bestétigt.

Herzenberg (1979) und Iverson (1981) setzen Gradientenzentrifugation, gefolgt von
Fluoreszenz-DurchfluRzytometrie ("fluorescence activated cell sorting”, FACS) ein, um fetale
Lymphozyten von HLA-A2-negativen Miuttern, deren Partner HLA-A2-positiv war, zu
isolieren. Bei 12 Schwangeren war nach Amniozentese ein mannlicher Fet bekannt. Von

ihnen wurden Blutproben angereichert und die Zellkerne fir das Y-Chromosom angefarbt.
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Funf Proben zeigten nach Sortierung und Farbung in wenigen Zellen (0,3-1,5%) ein Y-Signal,
was allerdings in der GroRenordnung der falsch-positiven Ergebnisse dieser Methode liegt
(Thomsen 1986). In einer zweiten Untersuchung an 30 Frauen mit ménnlichem Fetus hatte
wiederum nur ein minimaler Teil der HLA-2A-positiven Zellen ein Y-Signal. Keine der
sortierten Zellen konnte zur Teilung stimuliert und karyotypisch untersucht werden. Mit
derselben Sortierungstechnik zeigte Tharapel (1989, 1993) an allen "positiven” Zellen einen
weiblichen (muditterlichen) Karyotyp. Ebenfalls auf der Basis von paternalen HLA-Antigenen
reicherte Covone (1984) durch FACS Lymphozyten an, konnte aber keine fetalen Zellen

nachweisen.

Yeoh verwendete molekulare Methoden, nachdem per FACS mit einem HLA-2A-Antikdrper
Blut einer HLA-2A-negativen Schwangeren sortiert worden war. Die paternal geerbte
Eigenschaft wurde in der Fraktion der sortierten Zellen, nicht aber am unsortierten Blut per
PCR und Southern Blot nachgewiesen. Dieses Systems konnte eine DR4-positive in 10° DR4-
negativen Zellen detektieren. Daher schlo? man auf eine Verdinnung der fetalen Zellen im
miitterlichen Blut von mindestens 1:10°, entsprechend etwa 50pl Fetalblut in der gesamten
mtterlichen Zirkulation (Yeoh 1990).

Bianchi (1990) wies als erste kernhaltige rote Blutzellen ("nucleated red blood cells", NRBC)
im peripheren Schwangerenblut nach. Eine Anreicherung mittels DurchfluRzytometrie
("fluorescence activated cell sorting”, FACS) mit Antikdrpern gegen den Transferrinrezeptor
(CD71), der auf frihen Stufen der roten Blutzellreihe, aber auch auf Monozyten und
aktivierten Lymphozyten vorhanden ist. Die anschliefende PCR fur Sequenzen auf dem Y-
Chromosom war bei sechs Schwangeren mit mannlichen, aber auch bei zwei mit weiblichen

Feten positiv.

Fur die Zellsortierung von NRBC mittels FACS wurden zusétzliche Marker wie Glykophorin-
A, einem Sialoglykoprotein der Erythrozytenzellmembran, das den Leukozyten fehlt (Price
1991), sowie die ZellgrofRe und -granularitdt (Wachtel 1993; Simpson 1993) verwendet.
Wachtel (1993) erkannte mit diesen Methoden alle 12 ménnlichen und 5 von 6 weiblichen
Feten (d.h. ein falsch-positives Ergebnis). Neben der technisch aufwendigen FACS wurde
auch erfolgreich die magnetische Zellsortierung (MACS; Miltenyi 1990) verwendet
(Holzgreve 1992).

Bei der Suche nach NRBC wurde auch die Entfernung unerwinschter Zellen, also negative

Selektion, angewendet. Diese negative Selektion durch MACS wird oft von einer Reinigung
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(positive Selektion) durch FACS gefolgt. Andere Antikorper, aber auch Lysetechniken fiir
reife Zellen der roten Reihe wurden versucht (Simpson 1995; Zheng 1993).

Jedoch sind auch nach erfolgreicher Depletion (z.B. mit anti-CD45) und Selektion (z.B. mit
CD71 und GPA) die fetalen NRBC neben den mit-"isolierten™ mdtterlichen NRBC noch in
der Minderzahl (Simpson 1994), was die anschlieRende spezifische Identifizierung erfordert.
Ein moglicher Marker ist das fetale Hamoglobin (HbF), das aus zwei alpha- und zwei
gamma-Globinketten (im Gegensatz zum reifen HbA mit zwei alpha- und zwei beta-
Globinketten) besteht. Zheng (1993) flihrte zundchst eine Depletion (MACS, anti-CD45 und
anti-CD32) und dann eine simultane Farbung fur HbF (mit dem Antikdrper UCH gamma) und
fir die Chromosomen X und Y (mit FISH) durch und konnte mannliche, damit also fetale

NRBC nachweisen.

Mit der Mikromanipulation zur Isolierung fetaler Zellen in Reinform wendete erstmals
Takabayashi (1995) eine neue Methode an, die die Entfernung einzelner Zellen, z.B. von
einem Objekttrager mit einer angereicherten und gefarbten Fraktion, erlaubt. Diese Technik
wurde auch zur Isolierung einzelner NRBC (nach Dreifachgradient und anti-CD71 mit
MACS) verwendet, die anschlieBend mittels polymorpher DNS-Marker, sogenannter “short
tandem repeats” (STR), und am Amelogenin-Locus (Amelogenin-Gen auf dem X- und
Pseudogen mit internen Deletionen auf dem Y-Chromosom) untersucht wurden. 30% der

sortierten und isolierten NRBC waren fetalen Ursprungs (Eggeling 1997).

Fetale Hamatopoese

Man geht davon aus, dal alle Blutzelltypen von einem gemeinsamen Zelltyp, der
pluripotenten hdmatopoetischen Stammzelle, ausgehen. Aus diesen Stammzellen entwickeln
sich auf bestimmte Reize die determinierten hdmatopoetischen Vorldauferzellen (lymphoide
und myeloide Vorl&ufer) und aus ihnen schlieBlich die reifen, funktionellen Zellen. Diese
Zelltypen sind in der Tabelle 2 aufgelistet.

Die frihen, zur Bildung verschiedener Reihen beféahigten Zellen reagieren auf
Wachstumsfaktoren, die eine Differenzierung zu Vorlauferzellen bewirken kdénnen. Diese
Faktoren umfassen Erythropoetin (Epo), Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor (G-
CSF), Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor (M-CSF), Granulozyten- Makrophagen-
Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF), Interleukin 3 (IL3) und Thrombopoietin. Dabei
stimulieren einige Faktoren die Bildung mehrerer Zellinien (GM-CSF), wahrend andere (z.B.

Epo) die Bildung einer Reihe fordern.
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\VEgN | Blut Gewebe
Megakaryoblast Blutplattchen
Erythroblast Erythrozyt
Mastzellenvorlaufer Mastzelle Schleimhaut- und
Bindegewebemastzelle
Myeloblast Basophile, eosinophile und Entziundungsherde
neutrophile Granulozyten
Monoblast Monozyt Makrophagen; Kupffer-Zellen;
Osteoklasten
Vorlduferzellen dendritische Zellen dendritische Gewebezellen
Vorlauferzellen "natural Killer cells”, NK-Zellen Lymphgewebe,
Entzlindungsherde
Pro-B-Zellen B-Lymphozyten Lymphgewebe
T-Zell-Vorlaufer T-Zellen Blut, Lymphgewebe,
Entzindungsherde

Tab. 2 Zelltypen der Hamatopoese

Als MaR flr die Expansion, ausgehend von einer stimulierbaren Zelle, wird experimentell die
Bildung von Kolonien in entsprechenden Medien genutzt. Aus einer Zelle entwickelt sich
eine Kolonie. Diese Kolonien sind durch ihre Form und bei der schlieflich zu den
Erythrozyten fihrenden roten Reihe durch ihre Hamoglobinisierung charakterisiert. In der
roten Reihe finden sich zwei Kolonieformen: die unreiferen sogenannten "burst forming unit-
erythroid" (BFU-E) und die "colony-forming unit-eryththroid (CFU-E).

In ihrer Differenzierung gewinnen oder verlieren die Zellinien Fahigkeiten oder
Eigenschaften. Eine wichtige Funktion in den Zellen der roten Reihe ist die Bildung von
Hamoglobin. Hdmoglobine sind Tetramere aus je zwei identischen Globinmolekdilen. Adultes
H&moglobin "HbA" enthdlt zwei alpha-Ketten und zwei beta-Ketten (op2). Fetales
H&moglobin "HbF" enthdlt zwei alpha-Ketten sowie zwei gamma-Ketten (oy2). Daneben
werden in der Embryonalperiode noch anderer Hdmoglobine gebildet (Hbg, Hbe). HbF ist
typisch, aber nicht spezifisch fir fetale Blutzellen. In bestimmten Situationen kann die adulte
H&matopoese auf die nicht-HbA-Formen ausweichen, so zum Beispiel bei der 3-Thalassamie,
bei der ein Synthesedefekt der pB-Ketten eine Andmie und regelmaRig auch eine
kompensatorische HbF-Bildung bewirkt. In den roten Blutzellen konnen parallel verschiedene
Formen des Hamoglobins gebildet werden. Durch Anlagerung spezifischer Antikorper
kdnnen rote Blutzellen unterschieden werden, die entweder nur fetales Hamoglobin (F+A-),
nur adultes Hamoglobin (F-A+) oder beides enthalten (F+A+).
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Das fetale blutbildende System entwickelt sich in Stadien: zuerst im Dottersack, dann in der
Leber und zuletzt, ab 20 SSW, vorwiegend im Knochenmark (Tavassoli 1992). Fetales Blut
zeigt unterschiedliche Entwicklungsstufen und enthalt im Vergleich zu adultem hohe Spiegel
von kernhaltigen erythroiden und granulozytdr-monozytaren Vorléuferzellen (Linch 1982;
Migliaccio 1996; Peéault 1996). Von besonderer Bedeutung fir die hier beschriebenen
Untersuchungen sind die Zellen der "roten Reihe", in der sich durch angemessene Stimuli die
Vorlauferzellen, dann die kernhaltigen Erythroblasten ("nucleated red blood cells”, NRBC)

und schliel’lich die kernlosen reifen Erythrozyten bilden.

Der hohe Anteil an Vorlduferzellen im peripheren fetalen Blut ist auch durch die
physiologische extramedulldare Hamatopoese erklarlich, zu der der Fetus zu jedem Zeitpunkt
in der Schwangerschaft befahigt ist. Im fetalen Blut findet man selbst am Ende der
Schwangerschaft noch einen hohen Gehalt an hamatopoetischen Vorlduferzellen, so daf}
Nabelschnurrestblut z.B. fiir therapeutische Zwecke genutzt werden kann (Knochenmarks-

rekonstitution aus Nabelschnurrestblut) (Broxmeyer 1989; Kogler 1996).

Aus Untersuchungen an Fetalblut von Schwangerschaften mit antikorper-vermittelter fetaler
Andmie, fetaler Wachstumsretardierung oder chromosomalen Stérungen ist bekannt, daR die
spontane Teilungsrate fetaler kernhaltiger Blutzellen in vielen dieser Falle erhoht ist
(Thilaganathan 1994).

In Situationen mit vermehrter Erythropoese, wie z.B. in der Schwangerschaft, kénnen auch
bei Erwachsenen physiologisch HbF-Zellen gefunden werden. Slunga-Tallberg (1995)
untersuchte kernhaltige rote Blutzellen (NRBC) aus 20ml-Blutproben von 40 Schwangeren
mit mannlichen Feten und von 10 Frauen, die nie schwanger gewesen waren. Durch
Depletion der weilRen Blutzellen (magnetische Sortierung mit CD45-Antikorper), gefolgt von
Antikorper-Detektion von Glycophorin A, einem Marker der roten Reihe, wurden NRBC
angereichert und identifiziert. Mittels XY-FISH wurde dann die Herkunft der Zellen
bestimmt: Bei fetalen Zellen ware je ein X- und ein Y-Signal zu erwarten. Bei fast allen
Schwangeren (37 von 40) wurden (zwischen einer und 230) NRBC gefunden, allerdings auch
eine bis drei NRBC bei sechs der 10 Kontrollpersonen. Keine der so angereicherten NRBC
waren nachweislich fetal. Schwangerschaft fiihrt also zu einer maternalen Mehrproduktion
von NRBC.
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Anzichtung fetaler Zellen aus dem mdtterlichen Blut

Hassan (1979) zichteten Zellen aus der fetalen Leber, einem Ort der fetalen Hamatopoese,
zwischen 13 und 22 SSW und aus Nabelschnurblut in einem Modellsystem aus geronnenem
Plasma (je 0,1ml). Sie verglichen sie mit Zellen aus peripherem adulten Blut. Aus jeweils 10°
eingesetzten Zellen wuchsen ohne Zugabe von Erythropoietin keine Kolonien an. Aus dem
adulten Blut wuchsen nach 7 Tagen keine und nach 14 Tage bis zu 100 Kolonien je 0,1ml-
Ansatz. Nabelschnurblut zeigte nach 7 Tagen bereits 200 und nach 14 Tagen 125 Kolonien.
Die Zellen aus der fetalen Leber hingegen zeigten die meisten Kolonien nach 7 Tagen

(>1.500) und eine Abnahme bei weiterer Anziichtung.

Fetale rote Blutzellen produzieren in Kultur zunédchst nur HbF. Erst nach Erreichen hoher
intrazellularer HbF-Spiegel (nach 7-10 Tagen in Kultur) bilden sie auch HbA. In einer Co-
Kultur haben adulte rote Blutzellen dann aber bereits hohe HbA-Spiegel, so dal} adulte und
fetale Zellen z.B. bei einer durchfluBzytometrischen Zellsortierung mit dem
Unterscheidungsmerkmal HbF+/HbA- effektiv getrennt werden koénnen. Der Grad der
Anreicherung hangt auch von der Kulturdauer und dem Serumgehalt des Mediums ab
(Bohmer 1998).

Lo (1994) beschrieb als erster die Moglichkeiten der absoluten Vermehrung der Zahl fetaler
Blutzellen durch Anziichtung in einem fllssigen Kulturmedium mit Wachstumsfaktoren, um
sie flr eine nicht-invasive genetische Diagnostik nutzbar zu machen. Valerio (1996)
untersuchte aus Schwangerenblut angeztichtete Zellen der roten Reihe (“colony forming units,
erythroid”, CFU-E, und "burst forming unit-erythroid”, BFU-E) auf ihr Potential fiir die nicht-
invasive pranatale genetische Diagnostik. lhre Lebenszeit ist ausreichend kurz, um z.B.
Kontaminationen aus vorangegangenen Schwangerschaften zu vermeiden. Andererseits
erlaubt ihr Wachstumspotential die (klonale) Vermehrung auf ber 1000 Zellen aus einer
einzigen fetalen Zelle. Zundchst wurden aus Blutproben von Schwangeren fetale Zellen
antikorpervermittelt Gber den Erythopoetinrezeptor angereicht und anschlieBend in Kultur
gebracht. In den Kulturen aus acht Schwangerschaften wurden mittels PCR fir das Y-
Chromosom, Immunzytochemie mit HbF und FISH 18% fetale Zellen gefunden. In zwei
(retrospektiv untersuchten) Schwangerschaften mit Trisomie 21 wurden mit demselben
Ansatz mittels FISH sogar noch mehr aneuploide fetale Zellen gefunden (40 bzw. 70% der
angereicherten Zellen). Dies wurde als moglicher Hinweis auf einen vermehrten Ubertritt

fetaler Zellen in chromosomal gestdrten Schwangerschaften gedeutet.
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Aufbauend auf dieser Idee, nahm Valerio (1997) sieben Schwangeren, bei denen nach
invasiven Eingriffen aneuploide Feten bekannt waren, Blut ab. Durch Anreicherung Uber die
Transferrinrezeptoren wurden die Zellen in Kultur gebracht und eine absolute VVermehrung
erzielt. Die Zellen wurden dann allerdings insgesamt untersucht, d.h. die gewonnenen
Kolonien wurden wieder in Suspension gebracht. Es konnten an dieser Suspension durch
FISH die aus der Amniozentese bekannten Aneuploidien bestétigt werden. Es wurden jedoch
keine einzelnen Zellen oder einzelne Kolonien untersucht. Dieselbe Gruppe diagnostizierte
eine fetale Trisomie 18 aus einer maternalen Blutprobe, die durch Gradientenzentrifugation,
Kurzkultur (drei Tage) und Sortierung mittels Antikdrper gegen den Erythropoetinrezeptor
angereichert und dann mittels FISH untersucht wurde. Aus einer 7ml-Blutprobe der Mutter

konnten unter 5640 untersuchten Zellen 84 fetale gefunden werden (Valerio 2000).

Die mit der Methode von Valerio 1997 gefundenen Ergebnisse konnten jedoch von Chen
(1998) nicht bestatigt werden, wobei allerdings nur eine geringe Zahl der in Kultur gebrachten
Zellen auf eine mogliche fetale Herkunft untersucht wurde. Huber (2000) untersuchte
Suspensions-Zellkulturen mittels XY-FISH an einem Modellsystem aus Neugeborenen-
Nabelschnurblut sowie aus miitterlichen peripheren Blutproben. Mittels einer
Chromatographie wurden H&dmoglobin-F-haltige Zellen angereichert. Kernhaltige Zellen aus
je peripherem Blut von 13 Schwangeren mit ménnlichen Feten wurden tber 14 Tage in mit
Wachstumsfaktoren angereichertem Medium angeziichtet. Die Anwesenheit fetaler Zellen

wurde mittels XY-FISH untersucht. In keinem Fall wurden fetale Zellen gefunden.

Coata (2001) wiederum gelang die Darstellung fetaler Zellen im mutterlichen Blut, indem
CD34-positive Stammzellen aus dem peripheren Blut durch Antik6rper-gestiitzte Sortierung

angereichert und anschlieRend angezichtet wurden.

Insgesamt kann die Situation der fetalen genetischen Untersuchung durch nicht-invasiv
gewonnene fetalen Zellen so zusammengefal3t werden: Verschiedene Gruppen konnten fetale
Zellen im matterlichen Blut oder auch aus dem Zervixschleim nachweisen und fetale
Chromosomenstérungen und genetische Eingenschaften nachweisen. Uber die Dynamik des
Auftretens fetaler Zellen im muditterlichen Blut lagen bisher keine Daten vor, und ihre Analyse
war durch die geringe Zellzahl und die Kontamination mit mutterlichen Zellen erschwert.
Weiterhin sind die notwendigen Anreicherungsverfahren sowie die auf kleinste Zellmengen
anzuwendenden Untersuchungstechniken bislang so aufwendig, dal3 eine klinische Routine

mit diesen Methoden nicht moglich erscheint.
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Ziele der vorgelegten Arbeit
Die hier vorgelegten Untersuchungen betrachten drei unterschiedliche Aspekte der nicht-

invasiven oder minimal-invasiven genetischen Diagnostik.

1. Es wurde untersucht, wann im Verlauf normaler Schwangerschaften im peripheren
mutterlichen Blut fetales Material durch PCR nachweisbar ist. Ein Modell fur die

Zellsortierung moglicher Zielzellen und ihre Untersuchung sollte etabliert werden.

2. In einem minimal-invasiven Verfahren wurde Zervixschleim schwangerer Frauen auf
fetale Zellen untersucht. Fetale Zellen oder Zellklumpen wurden isoliert und durch
FISH und PCR, die ggf. auf die zu erwartenden minimalen Menge angepaf3t werden

multen, genetisch analysiert.

3. Eine absolute Vermehrung und Reindarstellung fetaler Zellen aus dem mutterlichen
Blut sollte durch ex-vivo-Expansion und Untersuchung durch fluoreszente Multiplex-
PCR erfolgen.
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MATERIAL UND METHODEN

Verwendete Reagenzien

Enzyme
Alle Enzyme wurden aliquotiert und bei -20°C aufbewahrt:

Proteinase K, Sigma

Tagq DNA Polymerase, Promega
Hinf I, Promega
Trypsin/EDTA, Gibco BRL

Nukleotide und Nukleinsauren

Oligonukleotid-Primer fiir die PCR (HPLC-gereinigt); auRer Y1.5/1.6 und Y 1.7/1.8
(X06325, Locus HSYCHR; nach Arnemann et al., 1987) Fluoreszenz-markiert (5’-
Ende-Fluoreszein-Label); Standard-Arbeitsverdinnung 10pM/ul; Oswel DNA-Service
oder Genosys (Primersequenzen siehe Tab. 3)

dNTPs fur die PCR (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), Promega
DNS GroRenstandards (100bp-Leiter, 1Kb-Leiter), Gibco BRL

Primersequenz Chromosom,
Locus

Y15 5-CTAGACCGCAGAGGCGCCAT HSYCHR (nested, 239
Y1.6 5-TAGTACCCACGCCTGCTCCGG &uBeres Paar)
YL1.7 5-CATCAGAGCGTCCCTGGCTT HSYCHR (nested, 198
Y1.8 5 -CTTTCCACAGCCACATTTGTC inneres Paar)
D21S11 (F) 5-TAT-GTG-AGT-CAA-TTC-CCC-AAG-TGA-3’ 21922.3 0.93 172-
D21S11 (R) 5-GTT-GTA-TTA-GTC-AAT-GTT-CTC-CAG-3’ 264bp
D21S1414 (F) 5-AAA-TTA-GTG-TCT-GGC-ACC-CAG-TA-3’ 21921 0.88 330-
D21S1414 (R) 5’-CAA-TTC-CCC-AAG-TGA-ATT-GCC-TTC-3’ 380bp
D18S535 (F)  5’-TCA-TGT-GAC-AAA-AGC-CAC-AC-3’ 18g12.2-12.3 0.92 >138hp
D18S535 (R) 5-AGA-CAG-AAA-TAT-AGA-TGA-GAA-TGC-A-3’
AMXY (F) 5'-CTG-ATG-GTT-GGC-CTC-AAG-CCT-3’ AmelogeninXY Y 252bp
AMXY (R) 5’-CAA-TTC-CCC-AAG-TGA-ATT-GCC-TTC-3’ X 432bp

Tab. 3 Verwendete PCR-Primer

Lésungen und Puffer
Alle Lésungen und Puffer wurden mit doppelt destilliertem, deionisiertem Wasser hergestellt,

teils durch Autoklavieren (121°C, 30min) sterilisiert und bei Raumtemperatur oder 4°C

verschlossen aufbewahrt:

Blut-Lyse-Puffer: 0.32M Saccharose, 10mM Tris-CL pH7,5, 5mM MgCl,, 1% v/v
Triton X-100, Aufbewahrung bei 4°C

Hybridisierungs-Mischung: 50% deionisiertes Formamid; 20% w/v Dextransulfat; 2X
SSC; 0,1mM EDTA, pH 8; 0,2mM Tris-HCI, pH 7,6
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Ladepuffer (fir Agarosegel; 10X Stammldsung): 40% Agarose; 0.025% w/v
Bromophenolblau; 0.025% w/v Xylenzyanol

Ladepuffer (fir ALF): 10% Dextranblau; 90% Formamid

MACS-Puffer: PBS mit 1% BSA; bei Inkubation mit Antikérpern zusatzlich mit
1mg/ml Sandoglobin®, Sandoz

Paraformaldehydpuffer: 1% Paraformaldehyd, Fluka; 1% w/v MgCl,
PBS: 2,7mM KCI, 137mM NaCl, pH7

Polyacrylamid (6%; 8M Harnstoff): 210g Harnstoff, 75ml 40% Acrylamid,
deionisiert, ddH20 ad 500ml

Proteinase-K-Puffer: 20mM Tris-HCI, pH 7,5; 2mM Kalziumchlorid (CaCl,)
SSC (20X): 75.3g NaCl, 88.2g Natriumzitrat, ddH20 ad 1I, pH 7
T 0.1E: 100mM Tris-HCI, ImM EDTA in sterilem ddH,0, pH 7

Taq Polymerase-Puffer (Stammlésung 10X): 16,6mM (NHg), SO4; 67mM Tris-HCI,
pH 8,3; 1,5mM MgCl;; 10mM Beta-Mercaptoethanol und 170 pM bovines
Serumalbumin (BSA)

TBE (Stammldsung): 90mM Tris-HCI, pH 8; 90mM Borsdure; 2mM EDTA
TE: 10mM Tris-HCI, pH 8; 0.1M EDTA

Antikorper, FISH-Reagenzien

Avidin-FITC, Sigma

Avidin-Texas-Red, Cambio

EGF-R mab 29.1, Sigma

EGF-R mab 425-Antikorper, E. Merck

EGF-R-1-Antikorper, ICRF (zu Verfligung gestellt von Dr. Bill Gullick)
Immunohistochemie Detektionskit VECTAstain, Vector Labs
Kaninchen-anti-FITC, Cambio

Kaninchen-anti-Maus—FITC, Sigma

OKT3, Maus-l1gG-anti-CD3, Dako

Propidiumjodid (PI) und Diamidinophenylindol (DAPI) zur unspezifischen nukleéren
Gegenfarbung, Sigma

Sandoglobulin®, Sandoz

superparamagnetische Mikrobeads, beschichtet mit anti-Maus-1gG, Miltenyi Biotech
Vectashield Antifade-Medium mit 0,1 ug/ml DAPI, Vector Laboratories
Ziege-anti-Kaninchen-1gG-FITC, Sigma

Ziege-anti-Maus-1gG-FITC, Dako

Sonstige Materialien und Geréate

24-Loch-Kulturplatten, Costar
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3M Filterpapier, Whatman

50ml and 200ml-Kulturflaschen, Nunclon, Gibco

ACC zur parenteralen Injektion, 200mg/ml, Evan

Accugel 40, National Diagnostics

AEC, Sigma

Agarose (Standard-Reinheit), Sigma

Ammoniumpersulfat (AMPS), NNN’N’tetramethylenediamide (TEMED), Biorad
Antibiotikamischung fiir Zellkultur (Penicillin und Streptomycin), Gibco
APS, Sigma

Bromophenolblau, Sigma

bovines Serumalbumin (BSA), Sigma

Objekttrager und Deckglaser (verschiedene GroRen), Gibco
DMEM, Gibco

DMSO, Sigma

EDTA, Sigma

Ethidiumbromid, Sigma

Fetales Kéalberserum (FCS), Globepharm

Ficoll-Paque, Pharmacia

Formamid, International Biotechnologies Inc.

getrocknetes Milchpulver, Premier Beverages

Glutamin, Gibco

H,0O>, Sigma

Harris Haematoxylin, Sigma

HMP Agarose, Gibco

Iscove' s modified DMEM-Medium, Sigma
Kalziumchlorid, Sigma

Natriumazid, Sigma

nicht-essentielle Aminosauren, Gibco

Paraformaldehyd, Fluka

Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS), Sigma

Polaroid 667 film, Polaroid, U.K.

QlAamp Blood Midi Kit und QlAamp Gewebe-DNS-Extraktions-Kit, Qiagen
RPMI 1640-Medium, Gibco

Sodiumdodekylsulfat (SDS), Sigma
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e Penicillin und Streptomyzin (Stamml6sung) fir Zellkultur
e TEMED, Sigma

e Tween-20, Sigma

e UltraPure Sequigel, Histopaque; National Diagnostics

e Zytospin-Objekttrager und -Tischzentrifuge, Shandon

Medien
Aufbewahrung jeweils bei 4°C:

e Medium HC5100: gebrauchsfertig, halbfest; Granulocyte-Erythroid-Macrophage-
Megakaryocyte Colony-Forming Unit (CFU-GEMM) Medium mit 0,3%
Methylcellulose, 5U/ml hu-IL-3, 30U/ml hu-1L-6, 10U/ml hu-G-CSF, 3U/ml hu-Epo
und 15ng/ml hu-SCF; StemBio Research

e Methocult H4330: gebrauchsfertig, halbfest; 0,3% fetales Kaélberserum, 1%
Rinderserumalbumin (BSA), 2% rekombinantes humanes Erythropoietin, 0,1M
Mercaptoethanol, 1,3% Methylcellulose, 7% Iscove-MDM, 200 mM L-Glutamin und
3 U/ml Erythropoietin

e RPMI-Medium: fir 100ml 76ml steriles ddH20O; 9ml 10X RPMI; 10ml FCS; 1ml
Stammldsung aus Penicillin und Streptomyzin; 1ml Stammldsung nicht-essentielle
Aminosduren; 3ml 5,3% NaHCOj3; 0.5-1.5ml NaOH zu Einstellung des pH

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Zur Untersuchung der Anzahl spezifischer Chromosomen an Zellen in Interphase wurde die
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) angewendet. FISH beruht auf der komplementéren
Bindung von DNS-Strangen. Nach chemischer und physikalischer Denaturierung der DNS im
Zellkern des zu untersuchenden Materials wird eine ebenfalls denaturierte, markierte DNS-
Sequenz, die sogenannte Sonde, die spezifisch an eine Region eines Chromosoms bindet,
hinzugegeben. Diese Sonde lagert sich der komplementédren DNS im Untersuchungsmaterial
an (Hybridisierung), der UberschuR wird abgewaschen, und das Farbsignal kann

mikroskopisch ausgewertet werden.

DNS-Sonden kénnen mit verschiedenen Detektions- oder Farbmolekilen markiert werden.
Man unterscheidet direkt Fluoreszenz-markierte Sonden von solchen, die mit anderen
Molekiilen (z.B. Biotin) markiert sind und einen weiteren Detektionsschritt (mit Avidin)
sowie eine Farbverstarkung erfordern. In den hier beschriebenen Untersuchungen wurden mit
Fluoreszein (grine Emission) oder Rhodamin (rote Emission) markierte Sonden verwendet,
so dalR mit einem entsprechenden Filter am Mikroskop gleichzeitig zwei Chromosomen, z.B.

die Chromosomen X und Y, in den Kernen sichtbar gemacht werden konnten.
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FISH wurden in zwei unterschiedlichen Ansatzen angewendet: bei den Arbeiten zur
Trophoblastsortierung aus mutterlichem Blut und bei den fetalen Zellen aus dem
Zervikalkanal. Es wurden Sonden der Firmen Oncor und Vysis fir den Nachweis von
Sequenzen auf den Chromosomen X und Y verwendet, daneben in einem einzelnen Fall auch

auf Chromosom 1.

Nach dem Standardprotokoll fiir Interphase-FISH werden die zu untersuchenden Zellen auf
Obijekttragern fixiert und dehydriert. Unmittelbar vor Zugabe der FISH-Sonde werden die
Zellen in 70% Formamid, 2XSSC, 40mM/I NaH,POy, tiber 2,5min bei 65°C denaturiert. Die
Sonden werden auf die empfohlene Arbeitsverdinnung in einer Formamidldsung eingestellt
und im Wasserbad ebenfalls bei 65°C denaturiert. Dann werden die Sonden aufgetragen, mit
einem Deckglas versiegelt und Uber 2 Stunden oder ber Nacht inkubiert. Alternativ kénnen
auch die Sonden bereits auf die Deckglaser gegeben und gemeinsame mit dem Material auf
einem Objekttrager auf einer Heizplatte denaturiert werden. Nach der Hybridisierung wird der
Objekttrager vorsichtig in 2XSSC gel6st und die im UberschuR hinzugegebene Sondenldsung
abgewaschen: Inkubation in 50% Formamide, 0,2X SSC bei 37°C lber 40min, gefolgt von

zwei Waschgéngen in 2XSSC fir je 5min bei Raumtemperatur.

Bei den direkt Fluoreszenz-markierten Sonden muf} keine Signaldetektion oder Verstarkung
mehr erfolgen, so dal die Objekttrager unmittelbar weiterverarbeitet werden koénnen. Sie
werden anschlieBend in einer aufsteigenden Alkoholreihe bei 4°C (70%, 90%, 100%, je 5min)
entwéssert, luftgetrocknet und mit einer dem Ausbleichen der Fluoreszenzfarbstoffe
entgegenwirkenden Losung (“antifade™) sowie einer nukledren Gegenfarbung (DAPI)

versiegelt und entweder sofort untersucht oder bei 4°C im Dunkeln aufbewahrt.

Die Objekttrager wurden an zwei dhnlich ausgestatteten Fluoreszenzmikroskopen untersucht.
Dabei konnten fiir die unterschiedlichen Fluorochrome spezifische Wellenlangen durch
Filterwahl eingestellt werden, wobei insbesondere die Mdoglichkeit zur gleichzeitigen
Beurteilung der roten (Rhodamin) und grinen (Fluorezein) Fluoreszenz durch einen
Doppelband-Filter gegeben war: Nikon Optiphot mit Omega dual-band-pass-Filter sowie ein
Zeiss Axioskop-Mikroskop mit einer digitalen Kamera (Kaf 1400 cooled Charge Couple
Device, CCD) mit der Smartcapture-Software (Vysis).

Bei jedem FISH-Ansatz wurden Kontrollobjekttréger mit normalen Metaphasen und
Interphasenkernen (aus weiblichen und mannlichen Lymphozytenkulturen) mit untersucht.

Bei der Beurteilung des Kerngeschlechts wurden moglichst alle auf dem Objekttréager
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angeférbten Kerne auf das VVorhandensein roter (Y-Chromosom) und griiner (X-Chromosom)
Signale ausgewertet. Dabei wurden die Zellen mit eindeutig einem roten und einem griinen
Signal als ménnlich gewertet. Diese Auswertung wurde ebenso auf den Kontrollobjekttragern
durchgefhrt.

Polymerase-Ketten-Reaktion (*'polymerase chain reaction', PCR)

Durch die PCR koénnen selbst kleinste Mengen gesuchter DNS spezifisch vervielfaltigt und
nachweisbar gemacht werden. Das Prinzip der PCR beruht auf der wiederholten
Denaturierung der DNS, Anlagerung von im Uberschuf® zugegebener spezifischer und die
Zielsequenz flankierender Oligonukleotide (Primer) und Verldngerung der Primer unter
Generierung identischer Kopien der gesuchten Sequenz. Der Nachweis der Reaktionsprodukte
erfolgt durch elektrophoretische Auftrennung in Gelen und Identifizierung der Produkte tber
ihre Lange. Die L&nge der Amplifikationsprodukte wird von der Position der verwendeten
Primer bestimmt. Die Produkte kdnnen im Gel durch Anlagerung von interkalierenden DNS-
Farbstoffen oder durch Bindung von Fluoreszenzmolekiilen an die Primer sichtbar gemacht

werden.

Die PCRs wurden auf einem dedizierten Arbeitsplatz mit sterilen Filter-Pipetten durchgefthrt.
Die Zubereitung der Reaktionsldsungen zur PCR flr Einzelzellen oder Zellklumpen wurde
zur Dekontamination in einer laminaren LuftfluBhaube mit separaten Pipetten und
Verbrauchsmaterial durchgefiihrt. Es wurde stets auf eine radumliche Trennung besonders aller

Schritte und Materialien vor und nach Amplifikation geachtet.

PCR mit fluoreszenzmarkierten Primern

Die PCR mit fluoreszenzmarkierten Primern wurde fur einzelne Zellen und Zellklumpen aus
dem Zervixschleim und fur die angezlchteten Zellkolonien aus dem mutterlichen Blut
verwendet. Die Zyklenzahl richtete sich nach der in der Probe erwarteten Menge an DNS: 19
Zyklen fur 400ng extrahierte DNS (Kontrollen); 30 fur Zellklumpen mit 10-50 Zellen bzw.
Zellkolonien; 35 fir einzelne Zellen. Ein PCR Mastermix mit je nach Reaktion
unterschiedlichen Primern (siehe Tabelle 3) wurde vorab zubereitet und auf Kontamination
uberprift. Der typische 25ul-Standardansatz enthielt je 0,2mM jedes 2’-Deoxynucleoside 5’-
Triphosphats (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) und 2,5ul 10X Enzym Reaktionspuffer (16,6mM
(NHz)2 SO4; 67mM Tris-HCI, pH8,3; 1,5mM MgCl,; 10mM Mercaptoethanol und 170uM
BSA). Die Reaktionen erfolgten in 0,5ml PCR-Reaktionsgefalien mit einem Endvolumen von

25ul (20 plus 5ul DNA oder Einzelzellsuspension). Vor Start der PCR wurden die Gefale
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tber 5min auf 94°C erhitzt ("hot start PCR"), bevor die Reaktion durch Zugabe von 5ul T0,1E
mit je 1,5E Taq begonnen wurde. Das Programm der PCR war wie folgt: 94°C, 15min (Hot
start); 19 bis 35 Zyklen von 93°C*48sec/60°C*48sec/72°C*1min; 72°C*5min. Bei den
Einzelzellproben wurde eine Aliquot des Reaktionsprodukts nach 35 Zyklen analysiert und,
falls keine spezifischen Produkte gesehen wurden, wurden finf weitere Zyklen angehangt.
Die PCR wurden in Thermocyclern der Firmen Perkin-Elmer-Cetus und Hybaid durchgefihrt.
Die Untersuchung der fluoreszenten PCR-Produkte erfolge auf einem automatisiertem Laser-
Fluoreszenz-Sequenzer (ALF, Pharmacia), wobei mittels der spezifischen Software (Fragment
Manager Version 1.1 oder Prototype P0.2, Pharmacia) und durch kommerziell erhéltliche
GroRenmarker (100 und 300bp, Pharmacia) die Fragmentlangen und die Flachen unter den

Peaks als Mal3 fir die Menge des spezifischen PCR-Produkts bestimmt wurden.
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Untersuchung fetaler Marker aus maternalem Blut durch PCR und FISH

Die Arbeiten zur PCR und Trophoblastsortierung wurden 1993 und 1994 gemeinsam mit Frau
Dr. Margot Thomas am St. Mary's Hospital, Department of Biochemistry (Direktor: Prof. Bob
Williamson), London, durchgefihrt.

Population und Material

Die Ethikkommission des University College Hospitals London hatte dieser Studie
zugestimmt. Patientinnen aus einem Infertilitats-Programm willigten nach ausfihrlicher
Aufklarung vor Beginn der Behandlung schriftlich zur Teilnahme an der Studie ein. Letztlich
wurden 30 Schwangerschaften eingeschlossen, bei denen sich im Verlauf per Ultraschall eine
intakte Embryonalanlage gezeigt hatte, darunter sechs mit Mehrlingen und eine Schwangere,
bei der nach 17 Schwangerschaftswochen ein intrauteriner Fruchttod festgestellt werden
mulite. Vor Embryotransfer, nach zwei und drei Wochen und im weiteren Verlauf alle vier
Wochen bis acht Wochen nach Entbindung wurden alle Probandinnen jeweils 10ml
peripheres Venenblut ohne Gerinnungsstoffe entnommen. Bei jeder Blutentnahme wurden die
Schwangeren klinisch untersucht. Aufer einem intrauterinen Fruchttod gab es im Verlauf der

Schwangerschaften keine Besonderheiten. Alle Kinder waren bei Geburt klinisch unauffallig.

Fur die Extraktion der DNS aus dem miditterlichen Blut zur PCR fiir den Nachweis von
Sequenzen des Y-Chromosoms wurden besondere DekontaminationsmalRnahmen angewen-
det. Es wurde ein DNS-Extraktionskit (Scotlab) verwendet. Alle Extraktionsschritte wurden
in einer laminaren Luftfluhaube in einem Labor durchgefiihrt, das vom PCR-Labor rdumlich

getrennt war.

Geschachtelte (*'nested™) PCR aus dem mutterlichen Blut

Der Nachweis der fetalen Y-Chromosom-DNS erfolgte durch eine geschachtelte PCR, die bei
hoher Spezifitdt den Nachweis geringster Mengen an Minoritats-DNS erlaubt. Es wird bei
einem mannlichen Feten der Nachweis von spezifischen Sequenzen des Y-Chromosoms als
Nachweis fetalen Materials gewertet. Es wurde die Methode nach Lo (1990) angewendet,
wobei die Primer eine Sequenz auf dem Y-Chromosom, die aus einer cosmid-Library
identifiziert wurde (HSYCHR; Arnemann 1987), amplifizieren. In zwei sequentiellen

Reaktionen wird eine innerhalb der ersten Primer (Y1.5 und Y1.6, Produkt 239 Basenpaare
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lang) liegende Sequenz durch ein zweites Primerpaar amplifiziert (Y1.7 und Y1.8, 198bp).
Ein 5ul-Aliquot der ersten, "&ulleren™ PCR wird als Ausgangsmaterial in die zweite, "innere"
PCR eingesetzt. Fir diese "geschachtelte” PCR am Y-Chromosom gelten folgende Reaktions-

bedingungen:
e duBeres Primerpaar Y1.5/Y1.6: 950C*1 min / 579C*1 min / 720C*1 min 30 Zyklen.
Dekontamination durch Prdinkubation des PCR-Cocktail mit 30 U/100 pl Hinf I Gber

eine Std., dann Denaturierung bei 95°C (iber 10min vor Zugabe der genomischen DNS
und Tag.

e inneres Primerpaar Y1.7/Y1.8: 950C*1 min / 60°C*1 min / 720C*1 min 30 Zyklen;
sonst wie oben.

Vermeidung von Kontamination

Eine Kontamination einer PCR kann im Prinzip bei jedem Teilschritt auftreten und aus jedem
zugefligten Reagens stammen, am h&ufigsten jedoch aus Produkten vorausgegangener
Reaktionen derselben PCR, da diese Fragmente in hochster Menge und optimaler Spezifitat
erzeugt werden und nach kurzer Zeit im UberfluR im Labor vorliegen konnen. Diese
sogenannte "carry-over"-Kontamination kann zu einem schwerwiegenden Problem werden

(Kwok 1989).

Zur Kontaminationsprophylaxe wurde folgende VVorgehensweise beachtet:

e Préparation aller Losungen fiir die PCR in einer laminaren LuftfluBhaube, die sonst
nur fur Zellkultur, nicht aber fir PCR-Ansatze verwendet wurde.

e sterile Handschuhe und Einmalkittel

e Batchzubereitung, Aliquotierung und Batch-Austestung, dann Aufbewahrung bei
-20°C bis zur Benutzung

e DNS-Extraktion mittels dedizierter kommerzieller Kits

e Inkubation der PCR-Batch-Lésungen mit einer Restriktionsendonuklease, die ein
verschlepptes Reaktionsprodukt flr die Amplifikation unbrauchbar macht.

o strikte raumliche Trennung der pré- und post-PCR-Arbeiten
Elektrophoretische Darstellung der amplifizierten Fragmente
Die amplifizierten PCR-Produkte wurden in horizontalen Agarosegelen (2% oder 4%, 0,5-
1cm dick) elektrophoretisch aufgetrennt. 5-10ul PCR-Produkt wurden mit 1ul Ladepuffer

aufgetragen. Nach der Elektrophorese wurden die Gele 15min in Puffer mit 5ul/200ml

Ethidiumbromid (10ug/ml) angeféarbt und die Fragmente durch UV-Licht visualisiert. Die
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FragmentgroRe wurde Uber eine 1kB-Leiter kontrolliert. Die Dokumentation erfolgte durch

Polaroidaufnahmen.

Eigenschaften der Trophoblastzellen in Hinblick auf eine Anreicherung mittels
Antikorpern

Die Bindung von EGF-R- und Kontroll-Antikérpern an Ersttrimesterplazenta-Gefrier-
schnitten, von auf Objekttragern fixierten vereinzelten Trophoblastzellen und von Tropho-

blastzellen und Blutzellen in der DurchfluRzytometrie (FACS) wurden untersucht.

Drei murine 1gG-Antikorper gegen verschiedene Epitope der extrazellularen Domane des
EGF-R wurden als mogliche Antikdrper fir eine Sortierung von Trophoblastzellen aus dem
Blut verwendet: 29-1 EGF-R-Antikorper (Sigma), EGF-R-425-Antikorper (E. Merck) und
EGFR-1-Antikdrper (ICRF, London).

Mechanische Herstellung einer Trophoblast-Zellsuspension
Zur Erstellung einer Trophoblastzellsuspension wurde in Vorversuchen zunéchst die
enzymatische Dissoziation nach Kliman (1986) angewendet, im weiteren Verlauf fur alle

Untersuchungen aber eine mechanische Dissoziation der Ersttrimesterplazenten verwendet.

Ersttrimester-Chorion aus nicht medizinisch indizierten Schwangerschaftsabbriichen wurde in
PBS durch vorsichtige Praparation mit zwei Metallkanilen unter dem Mikroskop von
maternalen Gewebeteilen (Decidua graviditatis) und Blutklumpen befreit und anschlieRend
durch zweifach Passage in frischem PBS gewaschen. Mit einer feinen Schere wurde dann das
grob gereinigte Chorion in feine Stlicke zerschnitten, mehrmals durch eine 10ml-Spritze
(ohne Kanule) aufgezogen und wieder in die Petrischale zurtickgespritzt. SchlieBlich wurde
diese mechanisch erzeugte Suspension durch zwei Lagen feiner Gaze gefiltert, um
Gewebefragmente zu entfernen. Nach Aufschwemmung in 20ml PBS und Absetzen der

Gewebefragmente Giber 3min wurde der Uberstand aufgenommen.

Zytospin-Zentrifugation und Giemsa-Farbung der Trophoblast-Suspension

Zur Beurteilung und Féarbung der Trophoblast-Suspension und der Mischungen mit anderen
Zellen wurden sie mittels der Zytospin-Zentrifugation auf Objekttrager gebracht. Dabei
werden in einer speziellen Tischzentrifuge (Zytospin, Shandon) 500ul einer Suspension durch
einen Trichter auf eine definierte Flache eines mit Ethanol gereinigten Objekttragers
aufgebracht. Die Zellen werden nach 10min Lufttrocknung in 100% Ethanol fir 5min
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entwéssert und erneut luftgetrocknet. Kontrollobjekttrager wurden mit Giemsa geféarbt und

lichtmikroskopisch beurteilt.

Antikdrperbindung an Ersttrimester-Trophoblastzellen an Gewebsschnitten und
Zytospin-Praparationen

Fur die Austestung der Konzentrationen der EGF-R-Antikdrper und den Nachweis der
Spezifitdit wurden Gefrierschnitte aus Ersttrimesterplazenten verwendet. Ersttrimester-
Plazenten aus nicht medizinisch indizierten Abbriichen wurden durch Saugkirettagen
gewonnen. Die Zustimmung wurde von den Patientinnen nach erfolgter Aufkl&rung eingeholt.
Der Untersuchung war von der Ethikkommission des University College Hospital London,

zugestimmt worden.

Das Plazentagewebe wurde in Pufferlosung (PBS) sorgféltig von miitterlichem
Deziduagewebe, Blut und anderem Gewebe getrennt und nach Standardverfahren entweder zu
histologischen Gefrierschnitten oder zur Herstellung von Zellsuspensionen frisch verarbeitet.
Gefrierschnitte und Zytospin-Praparationen wurden mit den EGF-R-Antikorpern gefarbt. In
Verdinnungsreihen wurden die optimalen Konzentrationen der priméren Antikorper ermittelt.
Zur Detektion der Antikorperbindung wurde das Vectastain-Kit verwendet, das ein Biotin-

Avidin-System und Meerrettich-Peroxidase beinhaltet.

Blutzellreinigung durch Gradientenzentrifugation

Zur Reinigung von Lymphozyten aus Vollblut wird das Blut mit demselben Volumen PBS
verdinnt und auf Ficoll geschichtet. Nach Zentrifugation (2000rpm tber 20min bei 4°C)
werden an der Grenzschicht zum Ficoll die Lymphozyten, Monozyten und wenige
Granulozyten angereichert. Erythrozyten sedimentieren durch das Ficoll zum Boden des

Rohrchens.

Gradientenzentrifugation der Trophoblast-Suspension
Eine weitere Reinigung der mechanisch erzeugten Trophoblast-Suspension erfolgte durch
Gradientenzentrifugation analog der Reinigung von mononukleédren Blutzellen im Ficoll-

Gradienten. Die Trophoblast-Suspension wurde auf 25ml mit PBS aufgefillt und tUber einem

25ml-Ficollkissen in einem 50ml-Réhrchen bei 2000rpm Gber 20min bei 4°C zentrifugiert.

Die Schichten des Gradienten wurden vorsichtig einzeln aufgenommen, dreimal in PBS

gewaschen und die Anzahl der vitalen Zellen durch Férbung eines Aliquots und Mikroskopie
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in einer Neubauer-Kammer beurteilt. Die Zellen wurden gekihlt und flr alle weiteren

Experimente am selben Tag eingesetzt.

FACS-Untersuchung von Leukozyten mit unspezifischen, mit Leukozyten-
spezifischen und mit EGF-R-Antikorpern

Fur alle durchfluBzytometrischen Untersuchungen (FACS) wurden die zu untersuchenden
Zellen (Trophoblastzellen, Leukozyten, artifizielle Mischungen) nach Reinigung und
antikorpervermittelter Farbung im FACS (Epics, Coulter) nach GroRe, Granularitat und
spezifischer Farbung untersucht. Die Auswertung erfolgte mit dem integrierten Programm
EPICS Profile Analyzer (Coulter).

Fur die Untersuchung der Farbeeigenschaften von Leukozyten wurden aus 10ml peripherem
Vollblut Gber einen Ficoll-Gradienten mononukledre Zellen gewonnen. Die Zellen wurden
zweimal in PBS gewaschen und in einem Volumen von 2ml PBS resuspendiert. Die

Konzentration wurde in einer Zahlkammer mikroskopisch ausgezéhit.

Je Ansatz wurden 10° Zellen in Aliquots von 500ul in PBS mit 5% BSA eingesetzt. In
Parallelansdtzen ohne Primdrantikdrper, mit einem Lymphozyten-spezifischen Antikorper
(OKTS3, anti-CD3), mit einem unspezifischem Maus-IgG oder mit einem EGF-R-Antikdrper
wurden diese Zellen geféarbt, nach Waschschritten mit 4% Formalin in PBS fixiert und
anschlieBend per FACS untersucht. Alle verwendeten Detektionsantikbrper waren mit
Fluoreszein (FITC) markiert. Der leukozytenspezifische Antikorper anti-CD3 war direkt mit

FITC markiert. Daher wurden bei diesen Farbungen keine Detektionsantikorper verwendet.

Reduktion unspezifischer Antikérper-Bindungen

Zur Reduktion der unspezifischen EGF-R-Bindung wurde menschliches Immunglobulin
(Sandoglobin®, Sandoz) in verschiedenen Konzentrationen zugesetzt. Die Zellen wurden
anschlieBend zweimal gewaschen und mit den EGF-R-Antikorpern inkubiert (auf Eis, fur je
20min). Anschlielend erfolgte die Detektion mit anti-Maus-1gG-FITC-Konjugat. Die
ReaktionsgefalRe wurden mit 4% gepuffertem Formalin aufgeftllt und 20min auf Eis fixiert.

Nach erneutem Waschen und Pelletieren wurden die Proben im FACS ausgewertet.

Modellsystem: Mischung aus Blutzellen und Trophoblastzellen
Durch Zentrifugation im Ficoll-Gradienten gereinigte Blutzellen von einer gesunden, nicht
schwangeren Probandin und Zellen aus der Trophoblast-Suspension wurden in verschiedenen

Verhaltnissen gemischt. Aus Trophoblastzellen (Zielzelle) wurden Verdinnungen in
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absteigender Reihe mit Leukozyten hergestellt. Dazu wurden auf je 200.000 Leukozyten
200.000, 20.000, oder 2.000 Zielzellen eingesetzt. AnschlieBend wurden die Suspensionen
mit den EGF-R-Antikorpern (Maus-1gG) inkubiert. Nach dem Waschen wurden mit anti-
Maus-1gG-Antikorper  beschichtete magnetischen Mikropartikel des MACS-Systems
(Verdinnung der Mikropartikel 1:40) zugegeben und inkubiert. Nach erneutem Waschen
wurden die Zellen durch eine Mini-MACS-Saule gereinigt. Die Negativfraktion (Eluat bei
anliegendem Magnetfeld) und die Spullésungen sowie die Positivfraktion (Eluat nach
Entfernen des Magnetfeldes) wurden getrennt untersucht. Nach der Sortierung wurden die
Zellen gezéhlt, auf Objekttrager zentrifugiert (Zytospin), Giemsa-gefarbt und auf den

Objekttragern mikroskopisch auf Blutzellen und Zielzellen ausgezéhit.

Modellsystem: Mischung aus Blutzellen und einer EGF-R-positiven Zellinie

Es wurden zunéchst drei Zellinien mit bekannter EGF-R-Expression auf ihre
Féarbeeigenschaften fir die EGF-R-Antikorper untersucht. Die Chorionkarzinom-Zellinien
JEG, die plazentare Chorionkarzinom-Zellinien JAG und die Vulva-Karzinom-Zellinie A431
(ATCC, 1992) wurden in RPMI mit Zusatz von 10% FCS bis zur Konfluenz geziichtet und
dann mit Trypsin vereinzelt. Zur Bestimmung des Anteils der EGF-R-positiven Zellen
wurden Zytospinpraparate angefertigt und immunzytochemisch mit den EGF-R-Antikdrpern

gefarbt.

Analog dem Modell der Trophoblast-Suspension wurden aus Einzelzell-Suspensionen der
ausgewahlten Zellinie Verdinnungen in absteigender Reihe mit Ficoll-gereinigten
Leukozyten hergestellt. Dazu wurden je 200.000 Blutzellen mit 200.000, 20.000 oder 2.000
Zielzellen gemischt und in die magnetische Sortierung eingesetzt. Nach Durchfiihrung der
Antikorperbindungs- und Waschschritte (“"pra-MACS™) sowie nach der magnetischen
Zellsortierung wurden zur Ermittlung der Zellkonzentrationen und zur Auszaéhlung der
Verhdltnisse zwischen Leukozyten und Zielzellen Zytospinpréparate von den gepoolten
Negativ- und Waschfraktionen und der Positivfraktion mikroskopisch auf Leukozyten und

Zielzellen ausgezahlt.

Magnetische Zellsortierung aus dem peripheren Blut schwangerer Frauen
Das etablierte Testsystem der EGF-R-Antikérper zur Anreicherung von Trophoblastzellen aus
Vollblut wurde am Blut von 23 schwangeren Frauen angewendet, die sich zur

Chorionzottenbiopsie in der Fetal Medicine Unit am University College Hospital, London,
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vorstellten. Nach entsprechende Aufklarung wurde vor jeglicher invasiver Diagnostik aus
einer peripheren Vene 10ml Blut in Zitratrohrchen gewonnen, bei 4°C gekihlt und binnen 6

Stunden verarbeitet.

Materialgewinnung, Sortierung und Untersuchung durch FISH

Das Blut in Zitratrohrchen wurde mit demselben Volumen PBS verdinnt. Nach
Zentrifugation uber Ficoll wurde die Grenzschicht vom Uberstand zum Ficoll aufgenommen,
gewaschen und pelletiert und die Detektion von Trophoblastzellen mit EGF-R-Antikorper,

gefolgt von der Reinigung uber MACS, vorgenommen.

SchlielRlich wurden die Zellen der Positivfraktion pelletiert und entweder in PBS mit 4%
Formalin oder in Methanol-Eisessig fixiert und tropfenweise auf einen Objekttrager
aufgebracht. Fir FISH wurden die Objekttrager luftgetrocknet, in einer Ethanolserie
dehydriert und Uber Nacht bei 42°C getrocknet. AnschlieRend wurden die Zellen bzw.
Zellkerne der Positivfraktion durch FISH auf das Vorhandensein von X- und Y-
Chromosomen-Signalen untersucht. Zum Zeitpunkt der mikroskopischen FISH-Untersuchung

war das Geschlecht der Feten nicht bekannt.
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Fetale Zellen aus dem Zervixschleim schwangerer Frauen
Die Arbeiten wurden 1994 und 1995 am Galton Laboratory, University College London,
gemeinsam mit Dr. Jon Sherlock, Dr. A. Halder und Prof. M. Adinolfi im Department of

Obstetrics and Gynaecology (Direktor: Prof. C.H. Rodeck) durchgefihrt.

Populationen

Zervixschleim wurde von verschiedenen Gruppen von Patientinnen gewonnen. Alle in die
Untersuchungen eingeschlossenen Schwangeren wurden vor der Entnahme Uber die
wissenschaftliche Natur der Untersuchung aufgeklart und hatten ihre Zustimmung zur
Probenentnahme einschlielich Blutentnahme gegeben. Die Ethikkomission des University

College Hospitals London hatte diesem Vorgehen zugestimmt.

Es wurden drei Kollektive untersucht: Fir die Nachverfolgung zur Untersuchung der
Sicherheit der Probenentnahmetechnik wurden 130 Schwangere, die sich in der Fetal
Medicine Unit des UCH zur Durchfiihrung einer transzervikalen Chorionzottenbiopsie
vorstellten, rekrutiert. Der Schwangerschaftsausgang dieser Gruppe wurde entweder durch die
Rickmeldungen an die Fetal Medicine Unit oder, wo diese nicht erfolgt waren, durch
Aussendung eines Fragenbogens an die iiberweisenden Arzte erhoben. Analog wurden Daten
von weiteren 145 Schwangeren, die in demselben Zeitraum und durch dieselben Untersucher
ebenfalls eine Chorionzottenbiopsie (ohne vorherige Entnahme von Zervixschleim) erhalten

hatten, als Vergleichskollektiv mit erhoben.

Das zweite und dritte Kollektiv bestand aus Frauen, die aus nicht-medizinischer Indikation
einen Abbruch in den ersten 14 Wochen der Schwangerschaft wiinschten und bei denen
Zervixschleim unmittelbar vor Durchfuhrung eine Saugkurettage gewonnen wurde. Diese
Frauen hatten der Untersuchung nach schriftlicher Aufklarung zugestimmt. Aus diesem
Kollektiv wurden Frauen mit auffalligem Schwangerschaftsverlauf (z.B. Blutungen) oder
solche, die zur Zervixreifung Prostaglandine erhalten hatten, ausgeschlossen.

Bei dem zweiten Kollektiv von 25 Schwangeren bis 14+0 SSW wurde je zun&chst
Zervixschleim von der Ektozervix durch "Aspiration™ in einen sterilen Blasenkatheter
gewonnen. Dann wurde eine zweiten Probe aus dem oberen Zervikalkanal durch Spilung mit
3-5ml sterile isotone Kochsalzldsung gewonnen ("Lavage™). Die Proben wurden durch FISH
mit Sonden fir die Chromosomen X und Y (XY-FISH) auf das Vorhandensein diploider
mannlicher Zellen untersucht. Als Kontrollen wurde in jedem FISH-Ansatz je ein

Objekttrager mit weiblichen und ménnlichen Lymphozyten mitgefihrt.
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Vom dritten Kollektiv mit 21 Schwangeren bis 14+0 SSW wurden Proben durch
Schleimaspiration von der Ektozervix sowie nach chirurgischem Abbruch von der Plazenta
zur Bestimmung des Geschlechts gewonnen. Aus dem Zervixschleim wurden durch
Mikromanipulation einzelne Zellen oder Zellklumpen oder Gewebefragmente isoliert und
anschlieBend durch XY-FISH oder PCR mit Mikrosatelliten bzw. am Amelogenin-Locus

untersucht.

Methoden zur Gewinnung fetaler Zellen aus dem Zervikalkanal

Der Zervixschleim wurde immer unter kontinuierlicher abdominaler Ultraschalkontrolle
gewonnen, um so den korrekten Ort der Probenentnahme zu gewahrleisten. Dabei wurde
unmittelbar vor Probenentnahme die Intaktheit der Schwangerschaft gesichert, so daB nicht
durch einen drohenden oder in Gang befindlichen Abort oder durch aufféllige Pathologie eine

Veranderung der Zellzahl zu erwarten waren.

Die Patientinnen wurden gynakologisch gelagert, mit sterilen Spekula wurde die Zervix uteri
eingestellt, und vor jeglicher anderen Manipulation wurde Zervixschleim gewonnen. Dabei
kamen unterschiedliche Sammlungsmethoden zur Anwendung (siehe Rodeck, Tutschek et al.,
1995). In den Féllen der Untersuchung auf einzelne fetale Zellen oder Zellgruppen und fiir die
Gruppe der Patientinnen vor Chorionzottenbiopsie wurde Zervixschleim in einen dinnen,
flexiblen Blasenkatheter, der an eine 10ml-Spritze angesetzt wurde, direkt und ausschlieBlich
vom &auBeren Muttermund gewonnen (“Aspiration™). Die Zellsuspension wurden in Medium

gegeben und bis zur weiteren Verarbeitung am selben Tag bei 4°C aufbewahrt.

Materialverarbeitung, Mikromanipulation und Vorbereitung fir PCR und FISH
Alle Verarbeitungsschritte erfolgten unter einem Invert-Mikroskop (Olympus) in einer
Arbeitsbank mit laminarem LuftfluB. Die Zellsuspension wurde in PBS gewaschen, bei 180g
uber 5min zentrifugiert und erneut in 2 bis 5ml PBS aufgeldst. Bei Proben mit besonders
zahem Schleim erfolgten eine dreiminitige Inkubation mit 500ul Acetylzystein-Suspension

(1:10 verdinnt) bei Raumtemperatur und zwei weitere Waschschritte.

Das aus dem Zervikalkanal gewonnene Material wurde auf unterschiedliche Weisen
untersucht. Entweder wurden aus Aliquots eine Aufbereitung fur die PCR (DNS-Extraktion)
oder FISH (Zellvereinzelung, Fixierung) vorgenommen. Fir die Untersuchung einzelner
fetaler Zellen oder Zellgruppen wurde das Material zundchst unter einem Invertmikroskop in
einer laminaren LuftfluB-Haube durchgemustert, potentiell fetales Material identifiziert und

durch  Mikromanipulation und unter mehreren Waschschritten in einzelne PCR-
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ReaktionsgefélRe gebracht. Als Zielzellen der mikroskopischen Isolation durch Mikro-
manipulation am Nativmaterial wurden solche angesehen, die mikroskopisch morphologisch
nicht eindeutig matterlich erschienen (d.h. z.B. Ausschlul maternaler Plattenepithelzellen),
also fetalen Ursprung sein konnten.

Die Zielzellen wurden mit einer Mikropipette mit jeweils neuen sterilen Einmalplastikspitzen
in 2ul PBS aufgenommen und in mindestens zwei weiteren Tropfen frischer L&sung
gewaschen. Es wurde mikroskopisch kontrolliert, dafl nur die gewinschten Zielzellen

weitergetragen wurden. Diese wurde schlieBlich in ein PCR-Reaktionsgefall gegeben.

Fur die Untersuchung mit PCR wurden aus jeder Zervixschleimprobe ebenfalls
mikroskopisch maternal erscheinende Zellklumpen, in der Regel Plattenepithelzellen, isoliert.
Diese dienten zusammen mit dem mautterlichen Blut als Referenzmaterial (matterlicher
molekularer Genotyp). Als Kontrolle des fetalen Genotyps wurde bei allen Patientinnen mit
Schwangerschaftsabbruch Plazenta eingesetzt. Dazu wurde ein kleines Gewebestiick der
Plazenta zun&chst unter dem Mikroskop von miitterlicher Kontamination befreit. Durch
Bewegen in einer Pufferlésung wurden Chorionzotten abgespuilt und einzeln mit einer Pipette

aufgenommen. Diese gesauberten Zotten dienten als fetales Referenzmaterial.

Den einzelnen Zellen oder Zellklumpen in dem PCR-Reaktionsgefa wurden jeweils 1ul
17umol/l SDS, 2ul Proteinase K (125mg/ml fur einzelne Zellen, 400mg/ml fir Zellklumpen)
und einige Tropfen Paraffindl zugesetzt und eine Inkubation fir 30-60min bei 37°C, gefolgt
von einer Denaturierung bei 99°C tiber 15min, durchgefiihrt. Danach wurde die Losung direkt
in die PCR eingesetzt oder bei -20°C gelagert. Fur alle Experimente wurden zwei
Negativkontrollen (je 2ul zellfreies Medium und ddH;0) mitgefuhrt. Bei Auftreten von

spezifischen Signalen in den Negativkontrollen wurde der gesamte Ansatz verworfen.

Fur die FISH-Untersuchung wurden die isolierten Zellen oder Zellklumpen in dem
urspringlichen PCR-ReaktionsgefadR dreimal in Essigsdure-Ethanol fixiert und unter

mikroskopischer Kontrolle auf einen Objekttrager aufgebracht.

PCR mit Mikrosatelliten-Markern und Loci auf den Geschlechtschromosomen

Die molekularen Untersuchungen erfolgte mittels Mikrosatellitenmarker und am Amelogenin-
Locus. Ein Primer fir jeden Lokus war mit FITC endmarkiert. Es wurden polymorphe
Tetranukleotid-Repeatsequenzen (*'short tandem repeats”, STR) fir die Chromosom 21 und
18 oder das Amelogeningen auf dem X-Chromosom bzw. Amelogenenin-Pseudogen auf dem

Y-Chromosom verwendet. STRs sind hypervariable, nicht fiir Gene kodierende Regionen des

46



Dr. Boris Tutschek, 2002

Genoms, deren repetetive Einheiten eine Lange von wenigen Basenpaaren haben. Der
polymorphe Charakter resultiert aus den zwischen den verschiedenen Allelen variablen
Anzahlen der wiederholten Sequenzen. Je mehr Allele eines STR existieren und je
gleichméRiger diese in der untersuchten Population verteilt sind, desto hoher ist sein
Heterzygositats-Index. Je hoher dieser Index, desto wahrscheinlicher ist es flr den Zweck
dieser Untersuchung, dafl ein paternal geerbtes Allel von den mautterlichen Allelen
verschieden ist und daher zur Identifikation fetaler Zellen verwendet werden kann. Trégt das
Kind ein von der Mutter an diesem Locus unterscheidbares Allel, wird das Probenpaar
Mutter-Kind dafir als "informativ" bezeichnet.

Einzelzell-PCR

An einzelnen Mundschleimhautzellen wvon Probanden, die aus Abstrichen durch
Mikromanipulation vereinzelt und dem beschriebenen Protokoll der PCR unterworfen
wurden, sowie der Blut-DNS der Probanden wurden die Reaktionsbedingungen fiir eine PCR

an wenigen oder einzelnen Zellen etabliert.

47



Dr. Boris Tutschek, 2002

Anzichtung fetaler Zellen aus dem mutterlichen Blut

Die Arbeiten wurden 1998 und 1999 gemeinsam mit cand. med. J. Reinhard an der
Universitatsklinik Dusseldorf in der Frauenklinik (Direktor: Prof. H.G. Bender), mit Frau
Priv.-Doz. Dr. G. Kogler im Institut fir Transplantationsdiagnostik und Zelltherapeutika
(Direktor: Prof. P. Wernet) und im Molekulargenetischen Labor der Frauenklinik (Leiter: Dr.

rer. nat. D. Niederacher) durchgefiihrt.

Patientenkollektiv

Aus der Ultraschall-Sprechstunde wurden Patientinnen rekrutiert, die sich aufgrund ihres
Alters, wegen bekannter Risiken oder aus mutterlicher Sorge zur fetalen Chromosomen-
untersuchung per Amniozentese vorstellten. Nach der tblichen ausfihrlichen Aufklarung zur
Amniozentese wurden die Schwangeren vor jeglichen weiteren MaRnahmen (Ultraschall,
Amniozentese) uber die Studie informiert. Die Beratung und Einverstandnisnahme erfolgte
analog zu den im University College Hospital durchgefuhrten Untersuchungen.

In Kenntnis des Charakters der Studie, daB ihnen kein Ergebnis mitgeteilt werden konnte, dal
ein Aliquot des Fruchtwassers zu Studienzwecken verwendet und dall vor der Amniozentese
eine Blutentnahme durchgefuhrt wirde, willigten 14 Patientinnen zur Teilnahme an der
Studie ein. In einem Fall entschied sich die Patientin nach genetischer Beratung und
Aufklarung tber die Amniozentese gegen eine Fruchtwasserpunktion, wollte jedoch an der
Studie teilnehmen. In diesem Fall wurden maternales und paternales Blut, in allen anderen 13
Fallen nur maternales Blut gewonnen. Das Blut wurde durch periphere Venenpunktion in
Zitratrohrchen abgenommen und binnen 24 Stunden verarbeitet.

Reinigung und Anziichtung der mononukledren Zellen

Zwischen flnf und neun Milliliter peripheres Venenblut wurden in Zitratréhrchen entnommen
und binnen 24 Stunden weiter verarbeitet. VVon allen Blutproben wurde ein Blutbild
(Hamoglobin, Hamatokrit, Erythrozyten, Leukozyten) mittels eines Cell Dyn 3500 (Abott
Diagnosis GmbH, Wiesbaden) bestimmt. Aus einem kleinen Aliquot wurden von jeder
Blutprobe durch ein Extraktions-Kit (QlAamp Blood Midi Kit, Qiagen) nach Angaben des
Hersteller DNS gewonnen.

Das periphere mutterliche Venenblut wurde mit demselben VVolumen PBS verdinnt und mit
Ficoll unterlagert. Durch Zentrifugation bei 1800g Uber 20min bei Raumtemperatur wurden

die mononukledren Zellen ("mononuclear cells", MNC) an der Grenze zwischen Uberstand
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und Ficoll angereichert und anschlieend vorsichtig aufgenommen. Die MNC wurde zweimal
jeweils mit dem dreifachen VVolumen gewaschen und bei 1800g fiir 10min bei 10°C pelletiert.
Danach wurden die Zellen in einem kleinen Volumen PBS resuspendiert und erneut gezéhlt.
Zur Anzichtung der mononukledren Zellen wurden zwei unterschiedliche, mit

Wachstumsfaktoren angereicherte halbfeste Nahrmedien verwendet.

Nicht direkt weiterverarbeitete Aliquots wurden in 0,5ml 50% FCS und 0,5ml 22% DMSO
suspendiert und bei -20°C eingefroren. Zum Auftauen wurden die Zellen in einem Wasserbad
angewarmt und dann unmittelbar mit 1ml 50% FCS aufgefullt, pelletiert (1800g fir 10 min
bei 10°C) und mit PBS gewaschen. Die Zahl der lebenden Zellen wurde durch Zugabe von

Trypanblau und mikroskopische Auszéhlung in einer Neubauer-Kammer ermittelt.

Pro Ansatz wurden je 5x10° kernhaltiger Zellen in beide Medien in Kulturplatten ausgebracht.
Fur alle Patientinnen wurden mehrfach parallele Ansédtze angelegt. Die Kulturen wurden in
einer angefeuchteten 5%-CO,-Kammer 14 Tage inkubiert. Danach wurden die Kolonien

mikroskopisch gezahlt.

Auswertung und Verarbeitung der Kolonien

Kolonien mit mindestens 50 Zellen wurden nach etablierten Kriterien als Kolonien mit
Granulozyten-Makrophagen- (CFU-GM), friilhem erythroiden (BFU-E) oder multipotentem
(CFU-GEMM) Progenitorzellen-Charakter mikroskopisch identifiziert und gezahlt.
AnschlieRend wurden die Kolonien einzeln in einem Volumen von je 2ul mit einer Pipette
aufgenommen. Fir die ersten vier Patientinnen wurden zu jeder mikromanipulierten Kolonie
1ul 17umol/l Natriumdodecylsulfat (SDS), 2ul Proteinase K (400 ug/ml) und einige Tropfen
Paraffindl hinzugegeben, bei 37°C Uber 30min inkubiert und bei 95°C Gber 10min denaturiert.
Fur die Proben der né&chsten 10 Patientinnen wurden je Kolonie nur 8ul steriles ddH20
zugegeben und entweder die PCR direkt begonnen oder die Proben bei minus 20°C

eingefroren.

Zur ldentifikation der fetalen Kolonien wurden zunéachst die fetalen Muster der verwendeten
polymorphen DNS-Marker entweder aus DNS aus dem Fruchtwasser (Pat. zwei bis 14) oder

aus den Allelen der mditterlichen und vaterlichen Blut-DNS (Pat. 1) bestimmt.

DNS-Extraktion aus Fruchtwasser

Das Fruchtwasser wurde am Tag der Entnahme pelletiert und zweimal in PBS gewaschen.

Durch Inkubation des letzten Pellets mit 100ul Proteinase K (1mg/ml) mit SDS (5umol/l) bei
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55°C dber 2 Std. und Denaturierung bei 99°C (ber 10min wurde die DNS aus den Zellen
freigesetzt (Rebello, 1991). 5ul dieser Losung wurden in die PCR eingesetzt.

Fluoreszente Multiplex-PCR

50ng Referenz-DNS aus mitterlichem Blut und die Negativkontrollen wurden in gleicher
Weise wie die Untersuchungsproben der PCR unterzogen. Durch Fluoreszenzmarkierung
eines Primers pro Locus konnten die amplifizierten Sequenzen im Laser-Sequenzer detektiert
und die Produktmengen orientierend quantifiziert werden. Bei Kontaminationsverdacht, d.h.
bei Auftreten spezifischer Signale in einer Negativkontrolle wurde der Ansatz verworfen. Es
wurden je Reaktion zwei Primerpaare, fur wenige Proben auch drei Primerpaare fir
unterschiedliche Loci eingesetzt, die zuvor fur die gemeinsame Amplifikation optimiert
worden waren.
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ERGEBNISSE

PCR zum Nachweis fetaler Marker im peripheren mutterlichen Blut

Fetale DNS im peripheren mutterlichen Blut im Verlauf normaler
Schwangerschaften

Die sogenannte geschachtelte Amplifikation ("nested PCR") mit der sequentiellen
Anwendung von zwei Primerpaaren, Y1.5/Y1.6 und Y1.7/Y1.8, erlaubt bei strikter Beachtung
von MafRnahmen zur Kontaminationsvermeidung eine ausreichend hohe Anzahl an Zyklen
zum Erreichen der notwendigen Sensitivitat bei Erhalt der Spezifitat. In Vorversuchen war die
Sensitivitat der geschachtelten PCR bestimmt worden. Dazu wurden definierte geringe
Mengen ménnlicher DNS mit weiblicher DNS gemischt und amplifiziert. Bis minimal 10pg
mannlicher DNS pro Reaktion kdnnen auch unter Zugabe einer wesentlich grofieren Menge
weiblicher DNS (2ug) mit dieser Methode noch spezifisch nachgewiesen werden (Thomas
1994).

Mit dieser Methode wurden die Serumproben von 30 Schwangeren, die durch Teilnahme an
einem Infertilitdts-Programm schwanger geworden waren (in-vitro-Fertilisierung oder
intrauterine Insemination), untersucht. Von den 30 Patientinnen waren 13 zum ersten Mal
schwanger. Weitere finf hatten bereits einen Sohn und zwei eine Tochter zur Welt gebracht.
Die anderen 10 Frauen hatten vorher Schwangerschaften gehabt, die im ersten Trimester ohne
Moglichkeit zur Bestimmung des embryonalen Geschlechts geendet waren (Abort,

Extrauterinschwangerschaft oder Abbruch).

Neun der 30 Schwangerschaften waren Mehrlings-Schwangerschaften. Davon reduzierten
sich drei spontan auf Einlinge. In einer Einlingsschwangerschaft wurde nach 17 SSW ein
intrauteriner  Fruchttod festgestellt. Sonst verliefen alle Schwangerschaften ohne

Komplikationen.

17 Frauen brachten lebende S6hne zur Welt, davon sechs als Teil von Zwillingsanlagen (n=4)
oder Drillingsanlagen (n=2). In je einer Zwillings- und Drillingsschwangerschaft reduzierten
sich die Mehrlingsanlagen durch intrauterine Fruchttode in der Frihschwangerschaft bei
weiterlaufender Schwangerschaft spontan auf Einlinge, und in beiden Fallen wurden Jungen
geboren. 11 Frauen brachten ™"ausschlieBlich™ Madchen zur Welt, d.h. auch im Fall von

Mehrlingen keine S6hne.
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In allen Schwangerschaften, die zur Geburt eines mannlichen Kindes fiihrten, wurde per PCR
Y-Chromosom-spezifisches Material im peripheren matterlichen Blut nachgewiesen. In allen
Schwangerschaften, die ausschlielich weibliche Kinder hervorbrachten, war in keiner
peripheren Venenblutprobe aus der Schwangerschaft Y-Chromosom-spezifisches Material

mit der PCR nachweisbar.

Das friheste Auftreten von Y-Chromosom-spezifischer DNS im mudtterlichen Blut konnte
vier Wochen und flinf Tagen (bei zwei Patientinnen) nach dem ersten Tag der letzten
Periodenblutung (bei IVF analog) nachgewiesen werden. Nach spétestens sieben Wochen und
einem Tag war auch bei der letzten Schwangeren, die spéter einen Sohn zu Welt brachte und
in deren Blutproben aber zuvor noch keine fetalen Marker gefunden worden waren, der
Nachweis fetaler DNS aus dem miditterlichen Blut positiv. Im Mittel konnte bei Schwangeren,
die einen ménnlichen Feten trugen, aus dem peripheren mdtterlichen Blut 6 Wochen und 4

Tagen nach der letzten Periodenblutung mittels PCR fetale DNS nachgewiesen werden.

Der Nachweis fetalen Y-Chromosom-Materials per PCR war wéhrend jeder Schwangerschaft
positiv, die zu einem mannlichen Kind fuhrte, und zwar bis vier Wochen nach den
Entbindung (siehe Abb. 4). Aus keiner der 8 Wochen nach Entbindung entnommenen Proben
konnte Y-Material nachgewiesen werden. Tabelle 5 zeigt, sortiert nach Gestationsalter,
anhand der Untersuchungsergebnisse aller Proben von Schwangeren, die einen Sohn zur Welt
brachten, wann im Verlauf der Schwangerschaft fetale Zellen im miitterlichen Blut

nachweisbar wurden.
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1 2 3 4 56 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Abb. 4 Nachweis fetaler DNS vom Y-Chromosom im peripheren maternalen Blut im Verlauf einer
Schwangerschaft mit mannlichen Feten. Die weilRe Bande am unteren Rand des Gels (Bahnen 3 bis 12 und 16)
entspricht dem spezifischen PCR-Produkt von 198 Basenpaaren Lange. Bahn 1: GroéRenstandards; Bahn 2-13: 3
Wochen plus 3 Tage/ 6+3/ 10+3/ 11+3/ 15+3/ 19+3/ 23/ 27/ 32/ 36 SSW; 12 und 13: 4 und 8 Wochen post
partum; 14: leer; 15: PCR mit 2ug weiblicher DNS (Negativkontrolle); 16: PCR mit 2pg weiblicher und 10pg
mannlicher DNS (Positivkontrolle); 17: leer
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Tab. 4 PCR-Amplifikation méannlicher DNS (zeitlicher Verlauf) aus dem peripheren miitterlichen Blut von 18 Schwangeren, die nach intrauteriner Insemination* oder in-vitro-
Fertilisation ein mannliches Kind zur Welt brachten (Thomas, Tutschek et al. 1995 und Tutschek et al. 1995). Pat. 2: Intrauteriner Fruchttod mit 12 SSW. SSW: postmenstruelles
Gestationsalter in abgeschlossenen Wochen (plus Tage). 1/2 M.pp: ein/zwei Monate post partum. *=Schwangerschaften nach intrauteriner Insemination; §=intrauteriner
Fruchttod mit 12 SSW (die letzten beiden Proben wurden 4 und 8 Wochen nach Abortinduktion und Nachkirettage entnommen); #=mit 12 SSW wurde nurlml peripheres Blut
gewonnen und verarbeitet; &=Mehrlings-Schwangerschaften (Fall 3: Zwillinge méannlich/weiblich; 6: in Frilhschwangerschaft Zwillingsanlage, intrauteriner Fruchttod eines
Embryos mit 12 SSW; 7: Zwillinge mannlich/weiblich; 8: Drillinge, intrauteriner Fruchttod zweier Embryos mit 8 SSW; 13: Zwillinge, beide Feten mannlich; 16: Drillinge, einer
méannlich/zwei weiblich)
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Anreicherung von Trophoblastzellen mittels Antikdrpersortierung

EGF-R-Antikorper-Bindung an Ersttrimester-Plazenta

Zur Ermittlung eines fur Plazentagewebe spezifischen und fir eine magnetische oder
DurchfluBzytometrie-Sortierung (FACS) geeigneten Antikorpers wurden drei Antikorper, die
gegen die extrazellulare Doméne des EGF-Rezeptors gerichtet sind, mittels eines

Immunférbe-Kits an Gefrierschnitten von Plazentagewebe untersucht.

Nur EGF-R-1 und mab425 zeigten reproduzierbare und spezifische Bindung an Zyto- und
Synzytiotrophoblast-Zellen von Plazenta-Gefrierschnitten. Der EGF-R-Antikorper 29-1, der
kommerziell erhéltlich ist, wurde nach Katalogangaben des Vertreibers (Sigma) ausgewabhlt,
zeigte aber nur bei drei Plazenten eine Trophoblastfarbung. 29-1 wurde daher bei den

weiteren Untersuchungen nicht mehr verwendet.

Herstellung und Untersuchung einer Zell-Suspension aus Ersttrimesterplazenten
In einem Vorversuch wurden zundchst nach dem Protokoll nach Kliman (1986)
Synzytiotrophoblast- und Zytotrophoblastzellen enzymatisch vom mesenchymalen Zottenkern
getrennt und Einzelzellsuspensionen einkerniger Zytotrophoblastzellen hergestellt. Die
mikroskopische Untersuchung der Zytospinpraparate zeigte nur eine geringe Ausbeute an
Zytotrophoblastzellen. Aullerdem konnte nach den enzymatischen Vorgéngen zur Aufldsung
des Zellverbunds nicht davon ausgegangen werden, dal} die Epitope fir eine Antikorper-

gestutzte Sortierung noch im nativen Zustand waren.

Daher wurde eine rein mechanische Aufbereitung entwickelt, gefolgt von einer
Gradientenreinigung mit Ficoll, die eine ausreichende Zahl vitaler Zellen in Suspension
erbrachte. Dabei mufite in Kauf genommen werden, dafl auch nicht in der muditterlichen
Zirkulation zu erwartende fetale Zelltypen wie z.B. die mesenchymalen Zellen des

Zottenstromas sowie Zelltrummer und kleine Gewebefragmente enthalten waren.

Die mikroskopische Untersuchung der Ausstriche bzw. der Zytospinpréparate zeigte, daf die
mechanische Vereinzelung von Ersttrimesterplazenten eine Mischung aus Zellfragmenten,
intakten einzelnen Zellen (Mesenchym der Zottenkerne und Trophoblastzellen der
Oberflache) sowie Synzytien, die dem Synzytiotrophoblastzellen entsprechen, enthielt.
Daneben fanden sich in wechselndem Mal} trotz der Gaze-Filterung stets auch einzelne

Chorionzotten.

55



Dr. Boris Tutschek, 2002

Nach der Ficoll-Zentrifugation der mechanisch hergestellten Trophoblastzellsuspension
fanden sich vier Banden bzw. Fraktionen in dem 50ml-Réhrchen, die mikroskopisch wie folgt

beurteilt wurden:

(1) ein makroskopisch klarer Uberstand, mikroskopisch mit Zelltrimmern und wenigen

einzelnen Zellen,

(2) eine Bande auf dem Ficoll mit einzelnen Zellen, reichlich mehrkernigen Synzytiotropho-

blastzellen und wenigen kleinen Chorionzottenfragmenten,
(3) eine breite, zellarme Zwischenschicht im Ficoll und
(4) am Boden ein Pellet aus Zelltrimmern, ganzen Chorionzotten und Gewebefragmenten.

Mikroskopisch intakte Zellen aus der Fraktion 2 zeigten zu 45% eine Anfarbbarkeit mit EGF-
R-Antikorpern. Trophoblast-Einzelzell-Suspensionen kénnen mit der beschriebenen mecha-
nischen Dissoziation erzeugt werden und durch Ficoll gereinigt werden. Sollten also aus
mtterlichem Blut Trophoblastzellen gesucht werden, ware ein einfacher Ficollgradient ein
geeignetes Mittel fur einen ersten physikalischen Reinigungsschritt. Fir die weitere
Untersuchung von Plazentazellen wurden in den Experimenten aus Ersttrimesterplazenta-
Suspensionen daher jeweils die Zellen aus dieser Schicht (2) der Ficoll-gereinigten

Trophoblast-Zellsuspension verwendet.

Antikdérperbindung in der Durchflul3zytometrie (FACS)

Die Leukozyten, die aus der Grenzschicht des Ficollgradienten nach Zentrifugation von
peripherem Blut gewonnen werden, enthalten mehrheitlich Lymphozyten, daneben
Monozyten und einige Granulozyten. Die meisten Granulozyten finden sich nach Ficoll-

Reinigung auf oder in dem roten Pellet am Boden des Réhrchens.

Die Anfarbung der Leukozytenfraktion des Ficollgradienten mit einem EFG-R-Antikorper
(hier: mab425) zeigt, dal} nur wenige Leukozyten angefarbt werden (Beispiele in Abb. 5).

Durch Eingrenzung der FACS-Analyse auf die Population der Lymphozyten wurde deren
Farbeintensitat mit nicht-spezifischem Primarantikdrper, mit Leukozyten-spezifischem und
mit EGF-R-Antikorper untersucht (siehe Abb. 6). Mit einem unspezifischen Primérantikdrper
(Maus-1gG), gefolgt von einem Detektionsantikorper (anti-Maus-1gG-FITC), werden
Lymphozyten nicht gefarbt (Abb. 6a), ebenso nicht bei Verwendung der EGF-R-Antikorpers
als Primarantikorper (Abb. 6c¢). Die Positivkontrolle (direkt Fluoreszein-markierter Lympho-

zytenantikorper anti-CD3; Abb. 6b) zeigt das erwartete Farbeverhalten der Lymphozyten.
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Bei Einsetzen groRerer Zellzahlen und Eingrenzung der FACS-Analyse auf die Population der
Monozyten stellte sich heraus, dal Monozyten unspezifisch EGF-R-Ak binden (Abb. 7).
Diese Bindung konnte durch eine Anlagerung der Antikorper an den Fc-Rezeptor der
Monozyten erklart werden. Um diese Bindung zu unterdriicken, wurden unspezifische
menschliche Immunglobuline (Sandoglobin®, Sandoz) in verschiedenen Konzentrationen
beigesetzt und die minimale notwendige Konzentration zur Unterdriickung der Bindung
ermittelt (Abb. 8). Diese Konzentration an unspezifischem Immunglobulin wurde in allen
weiteren Experimenten, in denen Blutzellen mit EGF-R-Antikdrpern mit angefarbt wurden,

mit eingesetzt.

Die mechanisch hergestellten Trophoblastzell-Suspensionen wurden mit unspezifischen
(Maus-1gG) und mit EGF-R-Antikdrpern gefarbt, die mit anti-Maus-1gG-FITC detektiert
wurden. Abbildungen 10 zeigt eine FACS-Untersuchung von Trophoblast-Zellsuspensionen,
die mit einem der EGF-R-Antikorper als Primarantikorper gefarbt wurden. Bei Anwendung
eines nicht-spezifischen Primarantikorpers fehlte eine klar geférbte Population, es lieR sich
keine deutliche spezifische Farbung nachweisen. Bei der Anwendung von EGF-R-
Antikdrpern findet sich eine deutliche Population unter den Trophoblastzellen, die EGF-R-
Antikorper bindet (Abb. 10).
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Abb. 5 Ficoll-gereinigte Leukozyten nach Anfarbung mit EGF-R-Ak mab425. Die Sub-Populationen werden
sichtbar (Panel links oben, von links nach rechts der Grof3e und Granularitit nach): Lymphozyten (zu Population
2, Auswertung Panel rechts oben) und Monozyten und Granulozyten (zu Population 1 zusammengefalit,
Auswertung Panel links unten). Nur wenige der Lymphozyten zeigen eine Anfarbung mit dem verwendeten

Primar-Antikorper gegen EGF-R (kein signifikanter zweiter Zellgipfel bei héherer Intensitit im Panel rechts
oben).
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Abb. 7 Unspezifische Bindung von EGF-R-Antikdrpern an Monozyten. Monozyten (Population 2 aus dem
linken oberen Panel) zeigt eine EGF-R-Bindung (linkes unteres Panel). Die mituntersuchten Granulozyten
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a. ohne Sandoglobin b. 0,1mg/ml Sandoglobin

c. Img/ml Sandoglobin d. 10mg/ml Sandoglobin

Abb. 8 Unterdriickung unspezifischer anti-EGF-R-Bindung an Monozyten. Die unspezifische Anlagerung von EGF-R-
Ak (hier: mab425) an Monozyten kann durch Zugabe von unspezifischem Immunglobulin (Sandoglobin®) unterdriickt

werden.
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Modell flr die magnetische Zellsortierung (MACS) von Trophoblastzellen aus
Blut

Zunadchst wurden Trophoblast-Einzelzellsuspensionen mit Ficoll-gereinigten Blutzellen
gemischt und mit dem EGF-R-Antikorper mab425 im MACS zellsortiert. Von den Fraktionen
(1. Ausgangsmischung vor MACS; 2. gepoolte Wasch- und Negativfraktion; 3. Positiv-

fraktion) wurden Zytospinpréaparate angefertigt, gefarbt und lichtmikroskopisch ausgewertet.

Bei der Verwendung der Trophoblast-Einzelzellsuspensionen war die Zellausbeute, gemessen
an der Summe aller auszahlbaren Zellen in den Negativ-, Wasch- und Positiv-Fraktionen der
magnetischen Zellsortierung, auBerordentlich gering. Es konnten nicht mehr als 10% der
eingesetzten Zellen wiedergewonnen werden. Auch war in den angefertigten Ausstrichen
bzw. Zytospinpraparaten keine sichere morphologische Zuordnung (Zielzelle versus
Blutzelle) moéglich. Dies wurde als Effekt der grob mechanisch hergestellten Trophoblast-
Suspension, die neben Zellfragmenten auch kleine Gewebefragmente enthielt, gedeutet. Diese
Gewebefragmente konnten die Passage intakter Zellen durch die Matrix in der magnetischen
Zellsortiersaule behindern und damit die geringe Ausbeute in den einzelnen Fraktionen

erklaren.

Aufgrund der geringen Zellausbeute bei Verwendung der mechanisch hergestellten
Trophoblast-Suspension wurden bekannt EGF-R-positive Zellinien in Hinblick auf ihre
Verwendung in einem Modellsystem (Mischung aus EGF-R-positiven Zellen mit Blutzellen)

untersucht.

Die immunzytochemische Anfarbung von Zytospinpraparaten von Einzelzellsuspensionen aus
den Zellkulturen aller drei untersuchter Zellinien (A431, JEG und JAR) zeigte in allen
Zellinien eine Expression von EGF-R. Die meisten EGF-R-positiven Zellen fanden sich in der
Vulvakarzinom-Zellinie A431 (>90% der Zellen EGF-R-positiv), gefolgt von JEG und JAR.
Fur die magnetische Zellsortierung wurde daher die Vulvakarzinom-Zellinie A431 verwendet.

In verschiedenen Verdinnungen (1:1 bis 1:1000) wurden A431-Zellen den Ficoll-gereinigten
Leukozyten beigemischt; diese Mischungen wurden antikdrpermarkiert und magnetisch
sortiert. Bei fallendem Titer der Zielzellen stieg dabei die relative Anreicherung
(Konzentration der Zielzellen in der Positivfraktion geteilt durch Konzentration der Zielzellen
im Ansatz). Bei hoher Anfangskonzentration der eingesetzten Zielzellen war die relative
Anreicherung also geringer. Die relative Anreicherung lag zwischen zweifach und 40-fach

(bei den niedrigsten Ausgangs-Konzentrationen 1:1000 der Zielzellen). Parallel dazu nahm
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auch der Anteil der wieder aufgefangenen Zielzellen in der letzten Positivfraktion (“retrieval™)
zu. Es wurden dabei zwischen 30% und (ber 90% der eingesetzten Zielzellen in der

Positivfraktion nachgewiesen.

Sowohl bei den Inkubationsschritten vor der Zellsortierung als auch bei der magnetischen
Sortierung einschliellich der jeweiligen Waschschritte waren deutliche Verluste der
Gesamtzahl der eingesetzten Zellen nachweisbar. Nach den Inkubations- und Waschschritten
mit dem spezifischen Erstantikdrper (EGF-R-Ak) und anschlieRend mit den an den
ZweitantikOrper gebundenen magnetischen Mikropartikel gingen ein Viertel bis ein Drittel
der urspriinglich eingesetzten Zellen verloren ("pra-MACS loss"). Bei der magnetischen
Zellsortierung selbst wurden nochmals (zwischen 40 und 60%) Zellen verloren (*"MACS-
loss™). Ein Beispiel fur die Zellsortierung am Modell der Beimischung von A431-Zellen zu

Leukozyten ist in Tabelle 5 gezeigt.
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Zielzellen

Ziel- Leuko- Verdiunng. pra-MACS Wasch- Positiv- in Positiv- Anreicherungs- %o retrieval
zellen zyten Zielzelle pra-MACS  loss % Negativ-Frk. Fraktion Fraktion # Faktor # Zielzellen #
200.000 200.000 1,000 300.000 25,0% 84.000 68.000 49,3% 59.500 1,8-fach 29,8%
20.000 200.000 0,100 180.000 18,2% 64.000 22.000 52,2% 14.667 7,3-fach 73,3%
2.000 200.000 0,010 140.000 30,7% 55.000 5.500 56,8% 1.414 26,0-fach 70.7%

200 200.000 0,001 135.000 32,6% 53.000 5.100 57,0% 192 37,8-fach 96,2%

Tab. 5 Magnetische Zellsortierung von Zielzellen und Leukozyten zur Anreicherung der Zielzellen mit EGF-R-Priméarantikdrper. Je 200.000 Leukozyten werden abnehmende
Mengen an Zielzellen zugesetzt. MACS=magnetische Zellsortierung; pra-MACS loss=durch Antikérperbindungs- und Waschschritte verlorene Zellen; Wasch-Negativ-
Frk.=gepoolte Waschldsungen und Negativ-Fraktionen jeweils eines MACS-Ansatzes: Positiv-Fraktion=Eluat der magnetischen Zellséule nach Entfernen des Magnetfeldes;
MACS loss=bei magnetischer Zellsortierung verlorene Zellen; #=berechnete Werte aus der Auszéhlung von ca. 100 Zellen auf einem geférbten Ausstrich; % retrieval
Zielzellen=berechneter Anteil der in der Positivfraktion wiedergefundenen an allen eingesetzten Zielzellen
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Magnetische Zellsortierung (MACS) mit EGF-R-Antikorpern aus dem
peripheren Blut von schwangeren Frauen und Untersuchung durch Interphase-
FISH

Die im Modellsystem beschriebene Methodik der Trophoblastsortierung mittels des EGF-R-
Antikdrper mab425 und magnetischer Sortierung durch MiniMACS wurde auf periphere
Blutproben von 23 Schwangeren angewendet. Aus 10ml peripherem Venenblut wurde nach
Ficoll-Reinigung die magnetische Sortierung mit dem EGF-R-Antikérper mab425
durchgefiihrt. Die Positivfraktion wurde anschlieBend entweder fir eine einfache
Giemsafarbung und zytomorphologische Untersuchung (n=5), Cytokeratinfarbung (n=3) oder

flr Interphase-FISH fiir die Chromosomen X und Y (n=15) auf einem Objekttrager fixiert.

Es wurden in allen Proben mindestens 500 Zellen bzw. Zellkerne untersucht. Bei der Gruppe,
die mittels FISH untersucht wurde, wurden nur Kerne mit zwei eindeutigen Hybridisierungs-
signalen von X- und Y-Chromosomen untersucht. Fiir FISH wurden Kontrollobjekttrager mit
mannlichen und mit weiblichen Lymphozyteninterphasen mitgefiihrt. Auf ihnen wurden
ebenfalls 500 Kerne ausgezédhlt, um die Haufigkeit der inkorrekten Hybridisierung, ins-
besondere das Auftreten von im FISH scheinbar méannlicher Zellen bei bekanntem weiblichen
Karyotyp, einschatzen zu kénnen. Zum Zeitpunkt der mikroskopischen Untersuchung war das

Geschlecht der jeweiligen Feten nicht bekannt.

Insgesamt konnten nur bei drei Patientinnen aus dem muitterlichen Blut Zellen mit Interphase-
Signalen fir je ein X- und ein Y-Chromosom gefunden werden, und die Inzidenz von XY-
Signalen (mannlichen Zellen) war gering (eine bis drei Zellen). In keinem Fall trat bei
Vorliegen eines weiblichen Feten eine Zelle mit XY-Signal auf. Allerdings wurden auf zwei
der finf Kontrollobjekttrager mit weiblichen Interphasenkernen (d.h. bei den
Negativkontrollen) eine bzw. zwei Zellen mit vermeintlich einem X- und einem Y-FISH-
Signal gefunden, die als unspezifische Signale betrachtet wurden. Die Ergebnisse sind in

Tabelle 6 zusammengefalit.

Bei magnetischer Zellsortierung mit EGF-R-Antikérpern konnte keine ausreichende
Anreicherung gezeigt werden, wenn mit XY-FISH die Anwesenheit mannlicher Zellen
gesucht wurde. Die Detektionsschwelle der verwendeten Methode (FISH fur die

Chromosomen X und Y) lag dabei bei ein bis zwei Zielzellen pro 500 ausgezéhlte Kerne.
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Patientin Gestationsalter Blutprobe Fetales Fetale Zellen
(SSW+Tage) (Volumen) Geschlecht

1 9+0 10ml unbekannt. morph.neg.
2 10+1 10ml unbekannt morph.neg.
3 21+3 10ml weiblich morph. fragl. pos. (n=1)
4 17+3 18ml weiblich morph.neg.
5 16+1 18ml weiblich morph.neg.
6 22+5 15ml weiblich(*2) CK neg.
7 17+1 18ml mannlich keine Frb.
8 18+2 12,5ml unbekannt CK neg.
9 19+2 10ml mannlich -
10 1145 10ml weiblich -
11 11+6 20ml maéannlich -
12 9+1 15ml weiblich -
13 18+2 15mi méannlich -
14 16+3 18ml maéannlich -
15 12+6 18ml mannlich -
16 15 22ml mannlich 1* XY
17 10+3 18ml mannlich 2* XY
18 10+4 18ml weiblich -
19 16+3 15ml mannlich -
20 10+5 18mi weiblich -
21 16+4 18mi mannlich 1* XY
22 11+4 18ml mannlich -
23 11+2 18ml weiblich -

Tab. 6 Magnetische Anreicherung auf fetale Zellen aus mitterlichem Blut Gber EGF-R-Antikdrper.
Untersuchung mittels XY-FISH (Pat. 9 bis 23), morphologisch (fraglich) Trophoblast-artigen Zellen (Giemsa-
Farbung; Pat. 3 mit einer Zelle) sowie Cytokeratin-positive Farbung (Pat. 6-8). morph.neg.=morphologisch kein
Hinweis auf Trophoblastzellen; keine Frb.=keine spezifische Farbung; CK neg.=keine Zelle mit Cytokeratin-
Féarbung
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Fetale Zellen aus dem Zervikalkanal

Schwangerschaftsausgang nach zervikaler Schleimaspiration

Bei 130 Patientinnen, die eine transzervikale Chorionzottenbiopsie erhielten, wurde
Zervixschleim von der Ektozervix durch Aspiration Uber einen Katheter in eine Spritze
entnommen. Die  Schwangerschaftsverlaufe  dieser  Patientinnen  sowie  eines
Vergleichskollektivs von 145 Patientinnen mit Chorionzottenbiopsie, aber ohne vorherige

Schleimaspiration wurden ausgewertet.

In der Gruppe der Patientinnen mit Chorionzottenbiopsie und Schleimaspiration konnten von
87% der Schwangerschaften Informationen tber den Ausgang der Schwangerschaft ermittelt

werden, von den Patientinnen, die nur eine Chorionzottenbiopsie erhalten hatten, von 83%.

Es wurden vergleichbare Haufigkeiten unglnstiger Schwangerschaftsausgédnge in beiden
Gruppen gefunden. In der Gruppe mit Schleimaspiration betrug die totale
Schwangerschaftsverlustrate (spontane plus induzierte Aborte plus Totgeburten) 21,2%
(24/113), in der Kontrollgruppe 19,8% (24/121). Diese relativ hohen Zahlen erklaren sich aus
den hohen Raten an induzierten Aborten in diesem in Bezug auf genetische Storungen
selektierten Kollektiv (Hochrisiko-Kollektiv): 16 der 20 induzierten Abbriiche in der
Studiengruppe und 14 von 17 in der Kontrollgruppe erfolgten aufgrund von beim Feten

festgestellten genetischen Stérungen bei belasteter Familienanamnese.

Soweit bei der Einschrankung der nicht vollstandigen Nachverfolgung eingeschrankt beurteilt
werden kann, konnte bei zusatzlicher Durchfiihrung einer Zervixschleim-Aspiration kein
groReres Risiko fur einen ungunstigen Schwangerschaftsausgang festgestellt werden, als
wenn nur eine Chorionzottenbiopsie durchgefiihrt wurde. Die Zusammenstellung der

Ergebnisse zeigt Tabelle 7.
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CVS mit Aspiration

zervikalen Schleims (n=130)

Kontrollgruppe: CVS
ohne Aspiration (n=145)

Vollstandiges Follow-up 113 (87%) 121 (83%)
Normale Schwangerschaften* 87 (77%) 97 (80%)
Fehlgeburten* 2 (1,7%) 7 (5,8%)
(18 und 27 SSW) (sechs bis 16 SSW, eine unbekannt)
Totgeburten* 2 (1,7%) keine
(27 und 40 SSW)
Induzierte Abbriiche* 20 (17,7%) 17 (14,0%)

(4 Chromosomenanomalien,
8 Hamoglobinopathien,
4 Stoffwechselstérungen, 4 andere)

(3 Chromosomenanomalien,
8 Hamoglobinopathien,
4 Stoffwechselstérungen, 2 andere)

Tab. 7 Schwangerschafts-Ausgang nach Chorionzottenbiopsie (CVS) mit und ohne vorherige Aspiration von Zervixschleim (aus: Rodeck, Tutschek et al. 1995).
*=Prozentangaben bezogen auf die Falle mit vollstdndigen Daten zum Schwangerschaftsausgang.
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Fetale Zellen im Zervixschleim der Ektozervix und vom inneren Muttermund

Bei 25 Schwangeren wurde Zervixschleim zum Vergleich der Methoden von der Ektozervix
(Gruppe "Aspiration™) und anschlieend durch transzervikale Splilung am inneren
Muttermund (Gruppe "Lavage") gewonnen. Die Ausbeute an fetalen Zellen wurde durch
Untersuchung mittels Interphase-FISH fiir die Chromosomen X und Y (XY-FISH) beurteilt.

Das fetale Geschlecht, bestimmt durch XY-FISH der Plazenta, zeigte 11 ménnliche und 14
weibliche Feten. Bei den 11 Frauen mit mannlichen Feten wurden im aspirierten
Zervixschleim bei 7 Frauen und in der Lavage bei 5 Frauen (mannliche und damit) fetale
Zellen gefunden. Bei keiner der 9 Frauen mit weiblichen Feten konnten im Zervixschleim
oder in der Lavage mannliche Zellen gefunden werden. Bei Schwangeren mit mannlichem
Feten waren zwischen 0 und 16,1% der Zellen im Schleim vom &uReren Muttermund
mannlich und zwischen 0 und 7,1% der Zellen in der Lavage vom inneren Muttermund
mannlich. Insgesamt (d.h. Aspirat oder Lavage positiv) konnten mannliche fetale Zellen damit
bei 9 von 11 mannlichen Feten nachgewiesen werden. Die Daten der einzelnen Patientinnen
sind in Tab. 9 aufgelistet. Bezogen auf das fetale Geschlecht waren damit 23 von 25 Fallen

korrekt und ohne "falsch-positive™" Falle diagnostiziert worden (siehe Tabelle 8).

In einem Fall wurden bei der Interphase-FISH-Untersuchung mit Sonden fir die
Chromosomen X und Y Zellen mit zwei X- und einem Y-Signal gefunden. Dieser Fall wurde
mittels Mikromanipulation von Zellklumpen und PCR sowie Mehrfarben-FISH eingehend

weiter untersucht (siehe weiter unten).

Probentyp Mannlich (n=11) * Weiblich (n=14)
Aspirat 7/11 (64%) 14/14
Lavage 5/11 (45%) 14/14

Aspirat oder Lavage 9/11 (82%) 14/14

Tab. 8 Geschlechtsbestimmung von 25 Feten mittels XY-FISH an aspiriertem Zervixschleim vom dueren
Muttermund und aus intrazervikaler Lavage. *=Ein weiterer korrekt als mannlich identifizierter Fetus mit XXY-
Triploidie wird extra aufgefiihrt (siehe unten: ,,Molekulare Diagnose einer fetalen Chromosomenstérung aus
dem Zervixschleim®).
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Nr. \ Fet Aspirat Lavage ‘

gezéhlte % % % |gezédhlte % % %

Zellkerne XY XO andere|Zellkerne XY XO0 andere
1 XX 71 0 14 14 211 0 28 19
2 XX| 280 0 14 18 162 0 19 19
3 XX| 457 0 07 09 73 0 27 O
4 XX| 203 0 10 05 43 0 23 23
5 XX| 507 0O 06 08 303 0 0,7 36
6 XX| 275 0 33 4 169 0 3 3
7 XX| 120 0 25 08 56 0 0 0
8 XX| 254 0O 08 08 121 0 o0 0
9 XX 268 0 41 07 74 0 14 14
10 XX 94 0 43 0 56 0 O 0
11 XX| 222 0 14 05 84 0 0 0
12 XX| 314 0 29 O 319 0 0 0
13 XX| 295 0 03 O 294 0 1 1
14 XX 71 0 14 O 90 0 0 0
15 XY| 104 0O 0 67 111 0 0 27
16 XY| 143 161 O 0 440 0,23 1,4 0,23
17 XY| 527 09 28 O 200 0 O 0
18 XY| 211 52 0 047 70 71 0 0
19 XY| 163 0 31 O 286 14 0 0
20 XY| 489 08 0 94 72 0O 0 14
21 XY 42 0 0 0 35 0 0 0
22 XY 437 05 18 27 579 0 3 11
23 XY| 261 08 23 0 96 42 0 0
24 XY| 757 0 09 O 155 32 52 0
25 XY| 519 02 02 O 96 0 21 1

Tab. 9 FISH fiir die Chromosomen X und Y an Zellen im Zervixschleim vom duBeren Muttermund (Aspirat)
und aus intrazervikaler Lavage
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Isolation einzelner fetaler Zellen durch Mikromanipulation

Das dritte Kollektiv zur Untersuchung fetaler Zellen aus dem Zervixschleim umfalite die
Proben, in denen eine Reindarstellung fetaler Zellen versucht werden sollte. Aus der
Zellsuspension wurden dabei durch Mikromanipulation auf fetale Herkunft verdachtige
Zellen oder Zellklumpen, d.h. solche, die nicht, wie z.B. Plattenepithelzellen der Vagina oder
Zervix, eindeutig mutterlicher Herkunft erschienen, isoliert und untersucht. Bei insgesamt 21
Patientinnen, die entweder eine Chorionzottenbiopsie oder einen Schwangerschaftsabbruch
(aus nicht-medizinischer Indikation) erhielten, wurde vor jeder anderen Malinahme
Zervixschleim der Ektozervix aspiriert und an dem Material eine Mikromanipulation und
anschlieBend teils Multiplex-PCR, teils XY-FISH der Zellklumpen ("Isolate™) durchgefiihrt.

Je Patientin wurden zwischen einem und dreizehn und insgesamt 90 mikromanipulierte
Isolate untersucht. Bei sieben Patientinnen wurden zwischen einem und vier Isolate mit rein
fetalem Muster der STR gefunden. Flnf Patientinnen zeigten in der PCR einzelner Isolate
Allele, die auf ein gemischtes Ausgangsmaterial von maternalen und fetalen Zellen
hindeuteten. 13 Isolate  zeigten keine spezifische PCR-Produkte (fehlerhafte

Mikromanipulation oder PCR). Die Ergebnisse sind in Tabelle 10 zusammengefalit.
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Pat.  Eingriff nach Gestations- Ergebnis der molekularen
Aspiration alter Untersuchung der Zellklumpen
1 Abbr. 6 SSW 1/6 maternal-fetal, 1/6 maternal, 4/6 fehl.
2 Abbr. 10 SSW 1/4 maternal-fetal, 1/4 maternal, 2/4 fehl.
3 CVS 10 SSW 1/5 fetal, 3/5 mat, 1/5 fehl.
4 CVS 12 SSW 2/3 maternal-fetal, 1/3 fehl.
5 CVsS 10 SSW 2/2 maternal/non-informativ
6 CVsS 10 SSW 1/3 fetal, 2/3 maternal
7 CVS 9 SSW 1/1 maternal
8 Abbr. 9 SSW 2/8 fetal, 2/8 maternal-fetal, 4/8 maternal,
9 Abbr. 11 SSW 6/6 maternal
10 CVS 11 SSW 1/1 maternal
11 Abbr. 12 SSW 3/3 maternal
12 CVsS 10 SSW 2/2 fetal
13 Abbr. 7 SSW 5/5 maternal
14 CVS 10 SSW 1/6 fetal, 3/6 maternal, 2/6 fehl.
15 Abbr. 8 SSW 2/2 non-informativ
16 Abbr. 11 SSW 7/7 maternal
17 Abbr. 10 SSW 1/1 maternal
18 Abbr. 11 SSW 4 maternal/non-informativ
19 Abbr. 9 SSW 2/13 fetal, 1/13 maternal-fetal,
6/13 maternal, 2/13 fehl.
20 Abbr. 9 SSW 3/4 maternal, 1/4 fehl.
21 Abbr. 7 SSW 4 fetal

Tab. 10 Molekulare Untersuchung fetaler Zellen mit dem polymorphen STR D21S11 nach Mikromanipulation.
CVS: Chorionzottenbiopsie; Abbr.: Schwangerschaftsabbruch; “fetal”: nur fetale PCR-Peaks; “maternal-fetal:
maternale und fetale STR-Peaks; “maternal”: nur maternal PCR-Peaks; “maternal/non-informativ”: STR-Peaks
wie maternal, kein fetales Referenzmaterial verfugbar; “non-informativ”: Plazenta und Mutter haben dieselben
Allele; “fehl.”: Fehlerhafte Mikromanipulation, DNS-Extraktion oder PCR.
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Molekulare Untersuchungen fetaler Zellen aus dem Zervixschleim

Die Sensitivitat der fluoreszenten Einzelzell-PCR wurde zundchst in einem Testsystem an
Einzelzellen mit dem STR D21S11 und Amelogenin getestet. In allen Experimenten wurden
Negativ- und  Positivkontrollen  mitgefuhrt und  berticksichtigt. Es  wurden
Mundschleimhautzellen von drei Probanden mit bekannten Mustern fir die verwendeten STR
verwendet, die durch Mikromanipulation vereinzelt aufgenommen und in der PCR untersucht

wurden.

Abbildung 11 zeigt die PCR von zwei negativen Kontrollen, drei einzelnen Zellen von
Proband A und je eine von Probandin B und Proband C. Obwohl die Spitzen der PCR-Signale
(Peaks) "abgeschnitten sind (d.h. mehr PCR-Produkt als bei den verwendeten
Geréteeinstellungen lesbar), sind trotzdem die Flachen unter den Peaks zwischen den beiden
Allelen gleichgrol? (Flachenrelationen unter den Peaks: fiir Proband A 0,99, 1,07 und 1,14; fur
Probandin B 0,87; fiir Proband C 1,04). Es wurde keine signifikante praferentielle Amplifika-

tion oder "allelic drop-out™ (vollstandiges Fehlen der Amplifikation eines Allels) gefunden.

Die Methodik wurde durch Hinzunahme anderer STR-Loci sowie des Amelogenins erweitert
und auch bei den durch Mikromanipulation gewonnenen Proben angewendet, wobei ein Fall

einer Triploidie ebenfalls per PCR bestatigt wurde (siehe weiter unten und Abb. 13).

Weiterhin wurden ebenfalls die Mdéglichkeit des Nachweises z.B. der die Sichelzellandmie
verursachenden Punktmutation HbS oder der héaufigsten Mutation fiir Mukoviszidose in die
Multiplexreaktion integriert. Allerdings kam letztere PCR nicht an Patientenmaterial der
vorliegenden Studie zum Einsatz (Sherlock 1998).
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Molekulare Diagnose einer fetalen Chromosomenstorung aus dem Zervixschleim
In einer der Proben aus der Gruppe der Mikromanipulation wurden Zellen mit einem Y- und
zwei X-Signalen gefunden, was am ehesten durch einen 47,XXY-Karyotyp oder durch eine
Triploidie zu erklaren gewesen ware. Daher wurden Trophoblastzellen aus der Plazenta dieses
Falles zuséatzlich per FISH mit einer Sonde fur Chromosom 1 untersucht, die dort drei Signale
zeigte. Damit wurde die Verdachtsdiagnose einer Triploidie mit den Geschlechtschromo-
somen XXY gestellt. FISH mit den Sonden fir Chromosomen X und Y zeigte im Aspirat
6,7% (7 von 104 Kernen) der untersuchten Kerne und in der Lavage 2,7% (3 von 111) mit der
fetalen XXY-Konstellation (siehe Abb. 12a).

Per Multiplex-PCR wurden daraufhin extrahierte DNS sowohl aus der Plazenta als auch dem
Aspirat und der Lavage sowie aus einzelnen mikromanipulierten Zellklumpen aus dem
Zervixschleim untersucht. Weiterhin wurde an Zellklumpen aus dem Zervixschleim
Mehrfarben-FISH mit Sonden fir die Chromosomen X, Y und 1 durchgefiihrt. Die Ergebnisse
der PCR zeigten in der Plazenta eine mengenmalige Verschiebung der Produkt-Ratio der
PCR-Signale zugunsten des X-Chromosoms sowie des einen Allels des STRs D21S11 (siehe
Abb. 13). Auch die Dreifarben-FISH-Untersuchung an einzelnen Zellklumpen bestatigte die
Chromosomenanomalie (siehe Abb. 12b).

a. Zwei fetale Zellen mit Interphase-FISH fir b. Zwei fetale Zellen mit Interphase-FISH fur
die Chromosomen X und Y (griin-blau=X, rot=Y) die Chromosomen X, Y und 1(grun-blau=X,
rot=Y, gelb=1)

Abb. 12 Triploidie-Diagnose an fetalen Zellklumpen aus dem Zervixschleim der Ektozervix mittels Interphase-
FISH (Tutschek et al. 1995)
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Abb. 13 Quantitative fluoreszente PCR mit STR D21S11 und Amelogenin von der Plazenta und von einem
isolierten Zellklumpen in einer Schwangerschaft mit XXY-Triploidie (Tutschek 1995). VVon oben nach unten:
"male ctrl."=mdnnliche Kontroll-DNS mit folgenden PCR-Peaks (von links nach rechts): STR D21S11 um
250bp, Amelogenin Y, GroRenmarker mit 300bp und Amelogenin Y; "placenta”=triploide Plazenta mit di-
allelischem STR D21S11 mit verschobener Produktration zugunsten des kiirzeren Allels sowie zugunsten des
Amelogenin-X-Peaks; "maternal”"=DNS aus miitterlichem Blut; "whole aspirate/lavage"=Aliquot des aspirierten
Schleims bzw. der Lavageflissigkeit; "asp. isolate"=Amplifikationsprodukt eines fealen Zellklumpens aus dem
Zervixschleim mit demselben PCR-Muster wie in der Plazenta.
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Anzichtung fetaler Zellen aus dem mutterlichen Blut

Sensitivitat der verwendeten PCR

Zunachst wurde bestimmt, welcher Anteil mannlicher (und damit im Fall eines mannlichen
Feten fetale) DNS in einer Mischung mit weiblicher DNS mit der verwendeten PCR unter
Nutzung der Amelogenin-XY-Primer detektiert werden kénnte. Daflir wurden kleine Mengen

mannliche DNS weiblicher DNS beigemischt.

Es wurden zwei Verdunnungsreihen mit einem Verhaltnis von ménnlicher zur weiblicher
DNS von 1:1 bis 1:32.000 bzw. 1:1 bis 1:400 untersucht. Bei Beimischung von mannlicher
DNS in diesen Verdinnungen lag die Nachweisgrenze bei einem Verhaltnis von 1:20

mannliche zu weiblicher DNS bzw. 5% der Minoritats-DNS.

Modellsystem: Mannliches Nabelschnurblut in peripherem mutterlichen Blut

In einem Modellsystem wurde dem peripheren Blut einer nicht schwangeren Probandin
Nabelschnurblut eines mannlichen Neugeborenen beigemischt und die kernhaltigen Zellen
gereinigt. Es wurden dann aus jeweils 5x10° kernhaltigen Zellen Kolonien angeziichtet, diese
durch Mikromanipulation entfernt und einzeln per PCR mit dem Amelogenin-XY-Primern

untersucht.

Aus dem Ansatz ohne Nabelschnurblutzusatz konnte in keiner Kolonie ein Signal fir das
Amelogenin-Y-Produkt gefunden werden. Bei einer Beimischung entsprechend einer
mannlichen zu 100 bzw. 1.000 weiblichen kernhaltigen Zellen wurden aus beiden
verwendeten Wachstumsmedien unter 24 bzw. 29 amplifizierten Kolonien je insgesamt 2
mannliche gefunden (8,3 % bzw. 6,9%). Damit ergab sich bei Verwendung von
Nabelschnurblut von am Termin Geborenen eine maximale Expansion von 69-fach (siehe
Tabelle 11).

Schwangerschaftsverlaufe im untersuchten Kollektiv
Unter den 14 Schwangeren in der Studie, die sich zwischen 14+0 und 20+6 SSW zur
invasiven pranatalen Diagnostik vorstellten, waren drei erstmals schwanger. Die Indikationen

zur Amniozentese waren in der Halfte der Falle die "Altersindikationen™ (35 Jahre oder élter).

Es wurden peripher-vends zwischen 5 und 9ml Blut entnommen. Bei 13 Patientinnen wurde
eine Amniozentese durchgefuhrt, gefolgt von der Bestimmung des Karyotyps durch das
Humangenetische Institut der Heinrich-Heine-Universitat. In 12 Fallen ergab sich ein

insgesamt unauffalliger Chromosomensatz. In einem Fall (Pat. 11) wurde der Verdacht auf
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das mogliche Vorliegen eines Pallister-Killian-Syndroms geéduRert. Diese Pat. entschied sich
nach ausflhrlicher Beratung zum Austragen der Schwangerschaft, und der Verdacht bestétigte

sich im Verlauf nicht.

Es traten keine Komplikationen nach den Punktionen auf, und alle untersuchten
Schwangerschaften fuhrten zur Geburt eines gesunden Kindes. Die Charakteristika des

Kollektivs sind in Tabelle 12 zusammengefalt.
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Medium XY /XX Zellen| amplifiz. weibliche mannliche PCR-  rechnerische

vor Anztichtung| Kolonien Kolonien Kolonien Versager Expansion

4330 keine XY 15 14 0 0
4330 1 XY /100 XX 10 9 1 (10%) 0
5100 1 XY /100 XX 14 13 1 (7,1%) 0
4300
oder 5100 1 XY /100 XX 24 22 2 (8,3%) 0 8,3-fach
4330 1XY/1.000XX 15 13 1 (6,1%) 1
5100  1XY/1.000XX 14 13 1 (7,1%) 0
4300
oder 5100 1 XY /1.000XX 29 26 2 (6,9%) 1 69-fach

Tab. 11 Nachweis méannlicher Kolonien bei Anziichtung von Mischungen aus weiblichem Blut und
mannlichem Nabelschnurblut

Pat, Alter GP Gest.- Indikation zur Schwangerschaftsverlauf
Alter invasiven Diagnostik und -Ausgang

1 27 G6P5 14+0SSW 7,5 n.d. * normal

2 39 G5P3 15+4SSW 8,0 Altersindikation normal

3 37 G3P2 15+2SSW 9,0 Altersindikation normal

4 23 G3P2 15+0SSW 6,0 GM,-Gangliosidose normal

5 34 G2P1 15+4SSW 5,0 Altersindikation normal

6 33 G3Pl 14+6SSW 6,5 bekannte balanz. Trans- normal (balanzierte

lokation der Schwangeren Translokation geerbt)

7 39 G4P3 16+2SSW 7,5 Altersindikation normal

8 26 G2P1 16+1SSW 7,0 Z.n. Chemotherapie normal

9 28 Gl 17+0SSW 6,5 auffalliges Serumscreening normal

10 37 Gl 16+0SSW 75 Altersindikation normal

11 42 G6P5 20+6 SSW 6,0 Altersindikation normal, #

12 32 G2P0 19+2SSW 7,5 mitterliche Sorge normal

13 30 Gl 19+1SSW 7,0 mdutterliche Sorge normal

14 36 G2P1 14+4SSW 7,5 Altersindikation normal

Tab. 12 Patientencharakteristika und Schwangerschaftsausgang. Gn Pn=Anzahl aller Schwangerschaften (G)
und der vorigen Geburten (P); ml=Menge des entnommenen Blutes; *=keine Amniozentese durchgefiihrt,
maternales und paternales Blut als Referenz-DNS verfugbar; #=aus der Amniozentese Verdacht auf Pallister
Killian-Syndrom, der sich aber im Verlauf nicht bestétigte.
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Zellausbeute und Kolonietypen

Nach Entnahme des peripheren Venenblutes von schwangeren Frauen und Ficoll-Reinigung
der kernhaltigen Zellen wurden diese in Kultur gebracht. Es wurden fur jede Schwangere
mindestens zwei Ansdtze mit den beiden verwendeten Medien vorgenommen: In jedem
Medium wurden 5x10° kernhaltige Zellen angesetzt. Nach 14 Tagen wurden die Kolonien
gezéhlt und in Vorbereitung fur die Untersuchung mit PCR durch Mikromanipulation einzeln

in ReaktionsgeféalRe aufgenommen.

Pro Patientin wurden nach 14 Tagen Anziichtung aus mindestens zwei Ansitzen zu je 5x10°
eingesetzten kernhaltigen Zellen zwischen 150 und 807 Kolonien gezéhlt. Die iberwiegende
Mehrzahl der Kolonien entfiel auf Hamoglobin-haltige BFU-E. Insgesamt wurden 5.939
Kolonien gezéhlt, wovon 5.289 Kolonien durch Mikromanipulation einzeln aufgenommen

und 2.966 zuféllig ausgewahlte fur die PCR vorbereitet wurden.

Medium Kolonien isoliert amplifiziert

1 4330, 5100 807 381 381

2# 4330 181 194 0
5100 219 193 0

3 4330 256 218 99

5100 296 252 143

4 4330 104 113 113

5100 150 180 180

5 4330 205 166 166

5100 257 273 273

6 4330 351 299 299

5100 510 298 298

7 4330 173 203 76

5100 244 210 76

8 4330 81 59 38

5100 69 61 38

9 4330 217 179 122

5100 311 290 112

10 4330 225 241 144
5100 45 0

11# 4330 122 129 0
5100 217 188 0

12 4330 158 170 38
5100 183 175 76

13 4330 216 210 72
5100 164 224 72

14 4330 242 180 122
5100 206 158 28

Tab. 13 Angeziichtete Kolonien bei 14 Patientinnen. #=nicht-informative Proben, die von der weiteren
Untersuchung ausgenommen wurden. Kolonien= Anzahl der nach Anziichtung auszéahlbaren Kolonien.
Isoliert=Anzhal der mit einer Mikropipette einzeln aufgenommenen Kolonien. Amplifiziert= Anzahl der pro
Patientin einzeln mit PCR untersuchten Kolonien.
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Multiplex-Fluoreszenz-PCR-Analyse der aus dem Blut angeztichteten Kolonien

Fur jedes Probenpaar, bestehend aus DNS aus dem Blut der Schwangeren und DNS aus der
Amnionflussigkeit, wurde mit der PCR mit den verwendeten Mikrosatelliten die
Informativitat untersucht. Bei Patientin 1 wurden zur Bestimmung der (moglichen) fetalen
Allele maternales und paternales Blut untersucht. Informativitdt bestand bei allen
Probenpaaren fir mindestens einen Marker bis auf die Patientinnen 2 und 11, deren Kolonien

daher nicht mit PCR amplifiziert wurden. Insgesamt waren also 12 Patientinnen informativ.

Die durch Mikromanipulation isolierten Kolonien wurden durch Multiplex-PCR mit
polymorphen Mikrosatellitenmarkern sowie am Amelogenin-Locus untersucht. Aus den
mitterlichen Blutproben war stets jeweils der miitterliche Genotyp bezliglich der untersuchten
Loci und in 13 von 14 Féllen aus der Amnionflissigkeit auch der fetale Genotyp bekannt. In
einem Fall (Pat. 1) hatte sich die Schwangere nach Aufklarung tiber die Amniozentese gegen
die AZ, aber zur Teilnahem an der Studie samt Blutprobe entschieden. In diesem Fall wurde
nach entsprechender Aufklarung vom Vater des ungeborenen Kindes eine Blutprobe

genommen, um die moéglicherweise zu erwartenden fetalen Allele zu erkennen.

Die PCR-Muster (Peaks) aus den amplifizierten Kolonien wurden in die folgenden
Kategorien eingeteilt: "maternal”, wenn beide Allele mit den Allelen aus der miitterlichen
Kontroll-DNS (bereinstimmten; "fetal”, wenn beide Allele mit denen aus dem Fruchtwasser
oder (Pat. 1) mit je einem Allel beider Eltern Ubereinstimmten; "gemischt (fetal und
maternal)”, wenn neben den beiden maternalen ein weiterer Peak vorlag, der von der Lange
einem fetalen Allel entsprechen konnte, dessen PCR-Produktmenge (Flache unter dem Peak)
aber den anderen Peaks vergleichbar war; "ein maternales Allel”, wenn im PCR-Muster ein
Peak maternal erklérlich, der zweite aber weder in der maternalen DNS noch im Fruchtwasser

enthalten war.

Das Ergebnis der PCR einer Patientin (Pat. 1) mit dem Nachweis einer fetalen Kolonie ist in
der Abb. 14 dargestellt. Neben den beiden Bahnen mit Amplifikations-Produkten aus
mtterlichem (Bahn 33) und véterlichem Blut (Bahn 31) sind die PCR-Produkte von zwei
amplifizierten Kolonien aufgetragen. Davon wurde eine als "fetale” (Bahn 27), die zweite als
"gemischt fetal und maternal” (Bahn 8) bewertet.
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Abb. 14 PCR-Analyse von Zellkolonien aus dem peripheren mitterlichen Venenblut mit Referenzamplifikatio-
nen aus fetaler DNS (aus Fruchtwasserzellen) und miitterlichem und véterlichem Blut. Die spezifischen Produkte
sind AmgXY bei 432 und 252bp sowie D2151414 zwischen 340 und 260bp Fragmentlénge. Spur 33: PCR von
mutterlicher DNS, Spur 31: Vater, Spur 27: rein fetale Kolonie; Spur 8: gemischt fetale und maternale Kolonie
(Tutschek 2000).

Die Auswertung der PCR einer weiteren Patientin, bei der in einzelnen Kolonien Hinweise fir
eine Kontamination und fir praferentielle Amplifikation gefunden wurden, ist in Abb. 15
dargestellt. Die oberen vier Bahnen zeigen die Produkte einer PCR mit drei Mikrosatelliten-
Markern in einer Mulitplex-PCR (D18S535, D21S11 und D21S1414): in Bahn 1 maternale
DNS; in Bahn 3 DNS aus Fruchtwasserzellen (haplo-identischer Genotyp in allen drei
Markern); Bahnen 9 und 11: maternale Kolonien mit PCR-Versagern der D21S11 und
D18S535. Die Produkte in den Bahnen 25, 29, 27 und 33 stammen von derselben Patientin
aus einer PCR mit zwei Markern (D18S535 und D21S11). Die Bahnen 25, 29 und 33 wurden
als maternale Muster gewertet. Dabei zeigen die langeren Allele des D21S11 in den Bahnen
25 und 29 jeweils weniger Amplifikationsprodukt (Fluoreszenzeinheiten unter den Peaks: 208

versus 418 in Bahn 25; 1011 versus 3821 in Bahn 29), was als praferentielle Amplifikation
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gedeutet wurde. Das PCR-Produkt-Muster in Bahn 27 kann nicht durch eine maternale oder
fetale Kolonie oder eine akzidentelle Mischung erklart werden: Der Marker D18S535 zeigt

ein Allel, das weder bei der Mutter noch in der Amnionflussigkeit vorlag (Kontamination).

In neun der 12 untersuchten Probenpaare wurden 42 Kolonien (42 [1,2%] von 2966) identifi-
ziert, die mogliches fetales Material enthielten, und zwar bei vier Patientinnen zwischen zwei
und vier rein fetale Kolonien (10 [0,8%] von 1227), wovon drei Patientinnen auch gemischte
Kolonien hatten. Weitere finf Probenpaare hatten gemischte, aber keine rein fetalen

Kolonien.
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Abb. 15 PCR-Analyse angeziichteter Kolonien mit Anhalt fir Kontamination und praferentielle Amplifikation
(Erklarung siehe Text)

Drei Kolonien von zwei Patientinnen (Pat. 6 und 8) zeigte eine Kontamination (bei korrekter
Negativkontrolle des Ansatzes). Bei drei Patientinnen (Pat. 4, 6 und 11) fanden sich Kolonien
mit Anzeichen von praferentieller Amplifikation, also mit diallelischem Muster, wobei von
einem Allel deutlich mehr PCR-Produkt gemessen wurde als von dem zweiten (siehe Abb
16). Vier Patientinnen (Pat. 3, 5, 7 und 8) zeigten Kolonien mit einem maternalen und einem
weiteren Allel, das nicht in der Fruchtwasser-DNS nachweisbar war. Alle diese vier
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Patientinnen hatten vorangegangene Schwangerschaften gehabt. Tabelle 14 zeigt die Zusam-

menfassung der Auswertung der angeziichteten und amplifizierten Kolonien.

Pat. amplif. fetale gemischte ein mat. Kontami- prafer. kein PCR-

Kolonien | Kolonien Kolonien  Allel nation Amplif. Produkt
1 381  2(0,5%) 7 0 0 0  15(3,9%)
3 252 0 8 13 0 0 6 (2,4%)
4 293  2(0,7%) 8 0 0 8 12 (4,1%)
5 439 4 (0,9%) 9 33 0 0 9 (2,1%)
6 597 0 0 0 2 36 14 (2,3%)
7 152 0 1 1 0 0 6 (3,9%)
8 76 0 0 1 1 0 3(3,9%)
9 234 0 1 0 0 11 14 (6,0%)
10 144 0 0 0 0 0 6 (4,2%)
12 114 2 (1,7%) 0 0 0 0 3 (2,6%)
13 144 0 1 0 0 0 7 (4,9%)
14 150 0 1 0 0 0 4 (2,7%)

Tab. 14 Molekulare Untersuchung der aus dem miitterlichen Blut angeziichteten Kolonien. Pat. 2 und 11 hier
nicht aufgeflhrt, da nicht-informativ (identischer mitterlicher und fetaler Genotyp beziiglich der verwendeten
Marker).
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DISKUSSION

Der Begriff "Plazentaschranke™ beschreibt den grundsétzlichen Aufbau der menschlichen
Plazenta. Das maternale Blut umflie3t die fetalen Chorionzotten zum Austausch von geldsten
Stoffen, ohne dal} es daflir zu einer Vermischung fetalen und mdtterlichen Blutes kommt.
Allerdings ist diese Plazentaschranke beim Menschen auch fir Zellen nicht vollig

undurchlassig, was seit tber 100 Jahren bekannt ist (Schmorl 1893).

Fetale Zellen gelangen in normalen Schwangerschaften in geringer Zahl in den mitterlichen
Kreislauf und sind dort direkt oder (ber die durch sie ausgeloste Phédnomene indirekt
nachweisbar. Spatestens wenn der intervilloése Raum des Chorions von mutterlichem Blut
durchstromt ist, moglicherweise aber noch friher tritt das mutterliche Blut in engen Kontakt
mit fetalen Zellen. Die trennenden Lagen am Chorion frondosum bestehen, angrenzend an
den intervillosen Raum, aus den Schichten der Synzytiotrophoblast-Zellen, der
Zytotrophoblast-Zellen und der Basalmembran, der schlielich im Zotteninneren das
mesenchymale Stroma mit den fetalen Blutgefél3en folgt. Das Chorion laeve andererseits liegt

der Schleimhaut des Uteruscavums an.

Die "Plazentamembran™ als Austauschflache wird mit zunehmender Verzweigung des
Chorions im Verlauf der Schwangerschaft immer diinner, so dal} die terminalen Zotten
schlanker und der Anteil der fetalen Kapillaren gréfRer wird (Jackson 1992). Die dunne
Membran wird von den zu Schleifen aufgeworfenen fetalen Gefallen mit zunehmendem Blutfluf3
und -druck vorgewdlbt (Sutton 1990). Die Zellschicht an der zum maternalen Blut gewandten
Oberflache wird sehr dinn (Boyd 1966; Hamilton 1966), bleibt aber in der normalen
Schwangerschaft, zumindest soweit morphologisch nachweisbar, immer erhalten und verhindert
so eine direkte Vermischung grolRerer Mengen fetaler Zellen mit dem mitterlichen Blut.
Dennoch gelangen, mdglicherweise Uber Mikrotraumen, fetale Zellen in die mdtterliche

Zirkulation.

Es kommen verschiedene Zelltypen mit fetalem Genotyp, die intakt in die mdtterliche
Zirkulation gelangen konnten, flr eine prénatale genetische Untersuchung in Betracht. Dies
sind die Zellen von der Oberflache der Plazenta, die Trophoblastzellen der mehrkernigen
Synzytiotrophoblast-Lage sowie der einkernige Zytotrophoblast, insbesondere auch der
extravillose Zytotrophoblast, der die maternale Schleimhaut invadiert und zum Teil in

Klumpen in den maternalen Gefallumina zu finden ist. Fir Trophoblastzellen als mégliches
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Ziel spricht, dal sie als erste mit dem muditterlichen Blut in Kontakt treten und daB im Verlauf

der Schwangerschaft die Oberflache der Plazenta auf (iber 10m2 ansteigt (Benirschke 1990).

Mit dem Wachstum des Feten nimmt auch das fetoplazentare Blutvolumen zu. Im Mittel liegt
es in der 16. SSW bei 20ml und erreicht am Termin 300ml. Durch Abschilferung der
oberflachlichen Lagen des Chorion frondosum kdnnen akzidentell die fetalen BlutgefaRe im
Kern der Zotten eréffnet werden, so dal es zu einer fetomaternalen Blutung kommt. Damit
sind die im embryonalen und fetalen Blut zirkulierenden kernhaltigen Zellen die zweite

Gruppe moglicher Zielzellen.

Das urspriingliche Interesse am Zellverkehr an der Plazentaschranke galt hypothetischen
mtterlichen Zellen, die in den fetalen Kreislauf eindringen und dort Stérungen der
Schwangerschaft ausldsen kénnten sowie dem Phanomen der Immunisierung durch paternal
geerbte Eigenschaften des Feten. In Mausexperimenten zeigte Loewenstein (1971), dal3 zwar
bereits durch Inokulation mit nur 100 Leuka&miezellen die Erkrankung bei neugeborenen
Mausen ausgelost werden konnte. Wurden aber gesunde schwangere Mause mit

Leukamiezellen inokuliert, kam es nie zu Ubertragung auf den Feten.

Manche Frauen entwickeln wahrend der Schwangerschaft Antikdrper gegen Eigenschaften,
die der Fetus paternal geerbt hat. Rhesus-negative Frauen konnen Antikorper gegen die
Rhesus-D-Eigenschaft von fetalen roten Blutzellen bilden und damit eine schwere fetale
Erkrankung, die Erythroblastosis fetalis, auslésen. Dabei gehen maternale Antikdrper auf das
Ungeborene (ber und verursachen eine ausgepragte Andmie bis hin zur universellen
Odembildung und Tod (Levine 1941, Zipursky 1967). Die Existenz dieses Krankheitsbilds
stlitzt die These, dal? fetale Blutzellen in die mutterliche Zirkulation tbertreten. Aber nur 17%
der rhesus-D-negativen Frauen entwickeln durch ihrer ersten Schwangerschaft mit einem
Rhesus-D-positiven Feten detektierbare anti-D-Antikorper, wenn keine Prophylaxe durch
"passive Immunisierung” (prophylaktische Gabe von Rh-D-Immunglobulin) durchgefiihrt
wird (Mollison 1993). Dies gibt einen Anhalt Giber die Haufigkeit spontaner, immunologisch
relevanter feto-maternaler Transfusionen und spricht gegen einen regelhaften Ubertritt fetaler
Zellen in grolerer Zahl (Bowman und Pollock 1987; Mollison 1987).

Aufgrund dieser Uberlegungen wurden verschiedene Ansatze verfolgt, um fetale Zellen aus
der miutterlichen Zirkulation nachzuweisen bzw. zu isolieren. Der Nachweis des fetalen

Ursprungs an vermuteten fetalen Zellen kann mit unterschiedlichen Methoden erfolgen:
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e histomorphologisch: mehrkernige Synzytiotrophoblastzellen, Zytotrophoblastzellen

e DNS: vaterlich ererbte Allele (alle fetalen Zellen), z.B. polymorphe DNS-Marker, Y-
Chromosom-spezifisches Material bei maéannlichen Feten, Chromosom-spezifische
DNS-Sequenzen fiir in-situ-Hybridisierung (z.B. FISH), Aneuploidie

e RNS fiir fetales Haimoglobin (HbF) oder HLA-G (Trophoblastzellen)

e Protein: embryonales (e- oder -H&moglobinketten) oder fetales H&moglobin (y-Hb-
Ketten) (fetale Blutzellen); Oberflacheneigenschaften wie Glycophorin A oder CD 71
(Transferrinrezeptor; fetale Blutzellen)

Zum Nachweis fetaler genetischer Marker aus dem miitterlichen Blut sind Verfahren ohne
Anreicherung, mit relativer Anreicherung oder mit absoluter Anreicherung denkbar. Im ersten
Fall missen spezifische und besonders sensitive Verfahren angewendet werden, um eine
Minoritatspopulation (fetale Zellen) vor dem Hintergrund einer (berwiegenden, die
Diagnostik stdrenden Majoritatspopulation (maternale Zellen) zu identifizieren.

Fetale kernhaltige Zellen sind im mutterlichen Blut sehr stark verdunnt, kénnen aber aus der
mdtterlichen Zirkulation angereichert werden (Herzenberg 1979). Man geht davon aus, dass
in einem Milliliter maternalen Blutes eine fetale kernhaltigen Zelle enthalten ist, entsprechend
einer fetalen in 10° maternalen Zellen (Bianchi 1997). Fir die Anreicherung kernhaltiger
fetaler roter Blutzellen (NRBC) wurden verschiedene Antikdrper untersucht. Diese Ansétze
haben zu erfolgreichen Diagnosen des fetalen Geschlechts, von fetalen Aneuploidien und
auch Einzelgenstdrungen gefiihrt (Bianchi 1990, Elias 1992, Génshirt-Ahlert 1993, Sekizawa
1996, Cheung 1996). In chromosomal gestorten Schwangerschaften scheinen mehr fetale
Zellen in die mdtterliche Zirkulation zu gelangen, wie die Ergebnisse von Elias (1992: 74%
Trisomie-21-Zellen in der sortierten Fraktion) und Génshirt-Ahlert (1993), Bianchi (1997)
(bis 650 fetal NRBCs in 20ml Blut bei Trisomie 21, damit fast sechsmal mehr als bei

chromosomal normalen Feten) zeigen.

Fur die Suche nach fetalen Zellen aus dem miitterlichen Blut ist neben ihrer geringen Zahl
zusétzlich die Anwesenheit einer grolRer Zahl kontaminierender maternaler Zellen hinderlich.
Lo und Mitarbeiter (1989) konnten allerdings zeigen, dafl auch aus dem unangereicherten
peripherem Venenblut von Schwangeren DNS von fetalen Zellen (sog. Minoritéts-
Population), und zwar Sequenzen des fetalen Y-Chromosoms, amplifiziert werden konnten,
wenn die Schwangere einen mannlichen Feten trug. Der Nachweis des Y-Chromosoms bietet
sich zum Nachweis der Anwesenheit fetaler Zellen an. Dies darf naturlich nicht im Sinne

einer beabsichtigten Geschlechtsselektion oder so miRBverstanden werden, dal nur bei
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mannlichen Feten basierend auf fetalen Zellen aus dem mutterlichen Blut eine Diagnostik

durchgefiihrt werden konnte.

Auch andere genetische Eigenschaften des Feten, die der Mutter fehlen, wie zum Beispiel die
Rhesus-D-Eigenschaft bei rhesus-negativen  Schwangeren, oder paternal geerbte
H&moglobinopathien sind mit diesem Ansatz nachgewiesen worden (Lo 1993, Camaschella
1990). Allerdings bleibt besonders bei einer Anwendung wie dem Rhesus-D-Nachweis, aus
dem auch Kklinische oder therapeutische Konsequenzen gezogen werden konnten, der
mdogliche Kritikpunkt, daR aus dem Fehlen des Nachweises der Eigenschaft auf ein Fehlen der

Eigenschaft geschlossen wird.

Mit einer sehr sensitiven PCR untersuchte Lo (1989) Blutproben von 19 Schwangeren, von
denen 12 einen méannlichen Fetus trugen, und konnte das Geschlecht in allen Fallen korrekt
identifizieren. Dabei konnte das Testsystem eine mannliche unter 10° kernhaltigen weiblichen
Zellen erkennen. Diese Methode bzw. das Kollektiv waren nicht geeignet, Aussagen Uber den

fetalen Zelltypen und ihr Auftreten im Verlauf der Schwangerschaft zu machen.

Wir untersuchten ein Kollektiv von genau datierten Schwangerschaften und entnahmen
wiederholt periphere Venenblutproben, deren zelluldren Bestandteilen wir auf die
Anwesenheit von Zellen mit Y-Chromosom-DNS analysierten. Bereits in der flinften Woche
nach der letzten Periodenblutung, also wenige Tage nach Ausbleiben der Regelblutung,
konnten wir im Blut Schwangerer, die spater einen Jungen zur Welt brachten, so fetale Zellen
nachweisen. Spatestens nach 7 SSW waren in allen Schwangerschaften mit dieser Methode
fetale Zellen nachweisbar. Der Nachweis erfolgte nur bei tatsdchlichem Vorliegen ménnlicher
Feten, es gab also keine falsch-positiven Félle. Alle "ménnlichen Schwangerschaften™ waren

bis kurz nach, nicht aber zwei Monate nach der Geburt damit diagnostizierbar.

Mit der dabei verwendeten Methode war es nicht moglich, die Menge fetalen Materials pro
Volumeneinheit mutterliches Blut abzuschétzen oder direkte Aussagen zum nachgewiesenen
Zelltyp zu machen. In der Frihschwangerschaft Gberwiegt zunachst die Masse des Chorions
die des eigentlichen Embryos. Durch die invasive Natur der Trophoblastzellen, die das
Chorion in der Dezidua verankern, aber auch in mutterliche GeféalRe einwachsen, kommen sie
als erste mit dem mdtterlichen Blut in Kontakt. Da die fetoplazentare Perfusion erst mit
Etablierung des fetalen Herzschlages, Ausbildung des GefaRsystems und der Vaskularisierung
der Chorionzotten fur eine zu postulierende fetomaternale Blutung die Voraussetzungen

schafft, erscheinen die Trophoblastzellen in diesem friihen Schwangerschaftsstadium als die
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wahrscheinliche Quelle des fetalen Materials. Mit dem fetalen Gréfenwachstum nimmt auch
das fetoplazentare Blutvolumen zu. Fetale Blutzellen kdnnten daher nach dem ersten

Trimester mehr zum fetalen genetischen Material in der mtterlichen Zirkulation beitragen.

Die Ergebnisse der PCR-Studie aus mutterlichem Blut konnen zum Verstdndnis der
Physiologie fetaler Zellen in der mditterlichen Zirkulation beitragen. Sie belegen die
Vermutung, dall auch in normalen Schwangerschaften und im gesamten Verlauf der
Schwangerschaft fetale Zellen im mutterlichen Blut zirkulieren und nach der Schwangerschaft

wieder geklart werden.

Die meisten Gruppen, die fetale Zellen aus dem muditterlichen Blut zur genetischen Diagnostik
suchen, konzentrieren sich auf fetale kernhaltige Blutzellen ("nucleated red blood cells”,
NRBC). Mit diesem Ansatz konnten erfolgreich fetale Chromosomenstérungen und paternale
Eigenschaften erkannt werden. Zur vollstdndigen Diagnostik, wie sie z.B. aus einer
Fruchtwasserpunktion maoglich ist, darf aber keine mitterliche Kontamination vorliegen.

Selbst wenn fetale Zellen aus dem mutterlichen Blut angereichert werden kénnen, muften sie
durch spezifische Marker identifiziert werden. Keiner der heute verfligbaren Marker wird
ausschlieBlich auf fetalen und niemals auf adulten Zellen gefunden. Bezlglich der nukleierten
roten Blutzellen kommt aber der Nachweis der frihesten, z.T. embryonalen
Hé&moglobinformen dem nahe. Wang (2000) reicherten Zellen aus dem miitterlichen Blut
durch FACS mittels Antikorper gegen die y- und {-Ketten des Globinmolekdils an. Sie fanden
in peripheren Blutproben einer Risikoschwangeren nach 7 SSW keine, nach 11 SSW eine (-
positive sowie nach 20 SSW 12 y-positive Zellen. Durch zwei konsekutive Anwendungen von
Zweifarben-FISH konnte eine unbalanzierte Translokation bei den so identifizierten fetalen

Zellen korrekt ausgeschlossen werden.

Aufgrund des frihen Auftretens fetaler Marker in der PCR-Untersuchung untersuchten wir
ein  mogliches  Anreicherungssystem fir  Trophoblastzellen mittels magnetischer
Zellsortierung mit  Antikdrpern gegen den EGF-Rezeptor. Nach Anpassung der
Reaktionsverhaltnisse flr die Verwendung an Blutleukozyten konnte mit diesem Ansatz zwar
im Modellsystem eine gewisse Anreicherung gezeigt werden. Es wurde dann in Blutproben
von gesunden schwangeren Frauen aus dem zweiten Trimester der Nachweis des Y-
Chromosoms in den angereicherten Zellen mittels FISH versucht, um damit die Anwesenheit
von méannlichen Zellen im Blut zu beweisen. Dabei konnten jedoch keine fetalen Zellen

gefunden werden. Die wahrscheinlichsten Ursachen dafir sind eine zu geringe Anreicherung
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und der relativ hohe Verlust bei der magnetische Zellsortierung. Weiterhin erlaubte die Rate
an unspezifischen FISH-Signalen, also das Auftreten scheinbar "fetaler" (mannlicher) Zellen
in den Negativkontrollen (weibliche Interphasenkerne) mit einer Haufigkeit von 01,-0,2%

keine Detektion von Ereignissen mit dieser oder geringerer Inzidenz.

Ein alternativer Ansatz ist die Untersuchung fetaler Zellen, die von der Oberflache des
Chorions zum Uteruscavum hin "abgeschilfert” werden. Bevor dieser Raum zwischen
Chorion laeve und Dezidua capsularis obliteriert, kénnen aus ihm Trophoblastzellen mit dem
von der miditterlichen Mucosa produzierten Schleim in den Zervikalkanal und bis in die
Scheide gelangen. Ihre Anwesenheit in der ersten Schwangerschaftshélfte ist wiederholt
nachgewiesen worden. An Proben aus dem zervikalen Schleim war schon einmal die
Diagnose einer Chromosomenstérung gestellt worden, allerdings nach einem

vorangegangenen invasiven Eingriff (Adinolfi 1993).

Wir untersuchten verschiedene Methoden der Gewinnung des zervikalen Schleims, die
Auswirkung der Probenentnahme auf den Fortgang der Schwangerschaften und insbesondere
die molekulare Detektierbarkeit fetaler Eigenschaften mittels PCR und FISH. Wir nutzten
zum Nachweis von fetalen Zellen Interphase-FISH mit Sonden fur das X- und das Y-
Chromosom bei ménnlichen Feten. Im Vergleich der Aspiration von Schleim vom &uReren
Muttermund mit der Lavage vom inneren Muttermund fanden wir &hnlich haufig fetale
Zellen. Die weniger invasive Methode der Schleimaspiration vom &ufleren Muttermund
scheint sich nicht negativ auf den Fortgang der Schwangerschaften bis zur Geburt
auszuwirken, wie die Nachuntersuchung von 275 Patientinnen zeigte, wenn auch nicht alle
Patientinnen nachverfolgt werden konnten. Mit der Ausnahme einer kurzzeitigen Nachbeob-
achtung von einer Woche nach Entnahme von Zervixschleim (Rhine 1977) fehlten bisher

prognostische Daten tber den Schwangerschaftsverlauf nach Probenentnahme.

Dartiber hinaus konnen aus dem Schleim vom &ufReren Muttermund mittels Mikromani-
pulation bei einer einmalig durchgefiihrten Aspiration in der Frihschwangerschaft etwa bei
jeder dritten Patientin einige wenige rein fetale Isolate gewonnen werden. Mit dieser Methode
fihrten wir die erste nicht-invasive Diagnostik einer in der Plazenta bestétigten fetalen
Chromosomenanomalie an fetalen Zellen aus dem Zervixschleim mittels FISH und PCR
durch.

Die geringe Konzentration fetaler Zellen in matterlichem Blut kann durch Anreicherungs-

verfahren erhéht werden. Dabei gehen jedoch auch fetale Zellen verloren, d.h. ihre absolute

89



Dr. Boris Tutschek, 2002

Anzahl geht =zurlick. Es erscheint unrealistisch, daB ein Antikdrper-gestltztes
Anreicherungsverfahren fetale Zellen so rein selektieren konnte, da eine mitterliche
Kontamination z.B. in Hinblick auf Einzelgendefekte ausgeschlossen wird. Dieses Problem
kann nur gel6st werden, wenn auf der Basis einzeln als fetal identifizierter Zellen an diesen
weitere Diagnostik moglich ist. Entweder kann gleichzeitig mit der Identifikation des fetalen
Ursprungs eine diagnostische Aussage getroffen werden (z.B. durch Multiplex-PCR-
Untersuchung oder durch Immunophéanotypisierung, also Farbung mit einem eindeutigen
fetalen Marker und gleichzeitige Untersuchung des Chromosomenkomplements mittels
FISH), oder dieselbe Zelle wird mehreren Tests hintereinander unterzogen (“cell recycling”,
z.B. sequentielle Untersuchung mit PCR und FISH).

Eine mogliche Alternative durch absolute Vermehrung der fetalen Zellen in Zellkolonien, in
denen die fetalen Zellen ausreichend rein enthalten sind, um z.B. molekular untersuchbar zu
sein, wurde im Ansatz der klonalen Anziichtung fetaler Blutzellen aus dem mdtterlichen Blut
realisiert. Die Idee, die Wachstumspotenz fetaler Blutzellen auszunitzen, um ihre absolute
Zahl in Hinblick auf eine Diagnostik zu erhéhen, wurde erstmals von Lo (1994) formuliert

und getestet.

Wir verwendeten einen modifizierten Ansatz, indem wir aus peripheren Blutproben von
gesunden schwangeren Frauen alle mit hamatopoetischen Wachstumsfaktoren stimulierbaren
Zellen anziichteten. In den verwendeten halbfesten Medien wuchsen Kolonien an, von denen
eine grolie Zahl einzeln aufgenommen und mit PCR untersucht wurde. Neben den bei weitem
uberwiegenden maternalen Kolonien konnten bei vier von zwolf Frauen auch rein fetale

Kolonien nachgewiesen werden.

Das Anwachsen von Kolonien, also von bis zu ca. 2000 erbgleichen Zellen, dreht die sonst
ubliche Situation "eine fetale Zelle in einem Meer miitterlicher Zellen™ praktisch um. Die
relativ hohe Anzahl fetaler Zellen ermdglicht theoretisch den Nachweis jeder genetischen
Eigenschaft, die in diesen Zellen vorhanden ist. Allerdings stellten sich auch verschiedene
mdogliche Probleme dar. Die verwendete Methode des "Herauspipettierens” einzelner
Kolonien stellt keine Mikromanipulation im engsten Sinn dar, und die untersuchten Kolonien
sind damit nicht strikt klonal. Darauf weisen die als "gemischt fetal-maternal™ bezeichneten
Kolonien hin. Mit noch groRerem Aufwand ware allerdings die Isolation und Untersuchung

einzelner Zellen aus den Kolonien mdéglich.
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Hé&matopoetische Stammzellen kdnnen Uber das Oberflachenantigen CD34 angereichert
werden, und CD34 wurde auch zur Anreicherung fetaler Zellen verwendet (Bianchi 1996;
Coata 2001). Dabei zeigte sich aber, daB offenbar aus vorausgegangenen Schwangerschaften
fetale Zellen Uber einen langen Zeitraum -in der Studie von Bianchi (1996) bis 27 Jahre-
persistieren. Daraus wurde die Hypothese abgeleitet, da dies nur durch Etablierung eines
oder mehrerer Klone des ehemaligen Feten in der Mutter erklarlich ware. Diesem Gedanken
entsprechen auch die Daten von Nelson (1998), die zeigen, daf3 in Sklerodermie-Ldsionen von
Frauen, die zuvor eine Jungen zur Welt gebracht hatten, ménnliche DNS und mittels FISH
sogar ganze mannliche Zellen in den Hautverdnderungen gefunden werden konnten. In einem
klrzlich erschienen Bericht werden histomorphologisch normale Schilddrisenfollikel einer an
Thyreoiditis erkranken Frau, die einen Sohn zur Welt gebracht hatte, beschrieben, die

vollstandig aus ménnlichen Zellen bestanden (D. Bianchi, pers. Mitteilung).

In unserer Studie wurden neben der geringen Rate an Kontamination und der Verunreinigung
einzelner fetaler Kolonien durch ein zweites mdtterliches Allel auch Muster gefunden, die mit
der Mutter haplo-identisch, aber vom fetalen Genotyp verschieden waren. Diese Muster
kdnnten einerseits als Kontamination mit zufélliger Konkordanz eines Allels mit dem
mutterlichen Genotyp erklart werden. Aber sie konnten auch auf persistierende Klone aus

vorangegangenen Schwangerschaften hindeuten.

Durch Anreicherung von CD34-positiven Stammzellen mittels magnetischer Zellsortierung
allein oder gefolgt von einer Anzlchtung in halbfesten Medien gelang Coata et al. (2001)
kirzlich die Diagnose von Aneuploidien an fetalen Stammzellen aus dem mudtterlichen Blut.
Auch sie fanden persistierende fetale Zellen nach Schwangerschaften (tber den Nachweis des
Y-Chromosoms), und zwar bei drei von 13 Frauen. Weiterhin wurde untersucht, ob in der
Mutter verbliebene Zellen einer vorangegangenen Schwangerschaft bei diesem Ansatz eine
korrekte Diagnose an fetalen Stammzellen der aktuellen Schwangerschaft erschweren oder
unmdoglich machen. Unter den angeziichteten Zellen waren diese mit PCR vor Anziichtung
detektierten persistierenden Zellen nicht mehr nachweisbar; die Anzichtung von CD34-
positiven Zellen schien fetale Zellen relativ zu selektieren. Diese Gruppe nutzte jedoch nicht
die Mdglichkeit der Untersuchung einzelner Kolonien.

Im Mausmodell wurden fetale Zellen auch nach Ende der Schwangerschaft tber die
Anwesenheit eines im Muttertier sonst fehlenden Markerchromosoms in der Milz und im
Knochenmark gefunden. In der Milz stellten fetale Zellen sogar 3-6% aller Zellen (Gaillard
1978). Auch beim Menschen ist in anderem Kontext ein Chimdrismus nach Zell- oder

91



Dr. Boris Tutschek, 2002

Organubertragung beschrieben, namlich nach Knochenmarkstransplantation, aber auch nach

Leber-Transplantation (Sakamoto 1997).

Gewisse fetale Zellen, moglicherweise fetale Stammzellen, scheinen tber die Dauer einer
Schwangerschaft hinaus im mitterlichen Organismus zu persistieren. Dabei scheinen sie ein
pathologisches, aber auch ein moglicherweise gunstiges Potential im Sinne der Induktion
einer Immuntoleranz, aber auch mdglicher "Kompensationseffekte™ zu haben. Alle vier
Schwangere in unserer Studie mit den oben genannten haplo-identischen Kolonien waren
zuvor ein oder mehrere Male schwanger gewesen. Weitere Untersuchungen uber die
moglichen Allele dieser Schwangerschaften konnten bei ihnen leider nicht durchgefiihrt

werden.

Die Abbildung 16 zeigt die hypothetisch mdglichen Wege fetaler Zellen und fetaler DNS im

mutterlichen Organismus.

lymphatis

FOD O L Nlerow - i v

i

*

fetale DN$ im mat. Blut

fetale ' rnat. Lirin

Abb. 16 Maégliche Wege fetaler Zellen und fetaler DNS im miitterlichen Organismus wéhrend und nach der
Schwangerschaft (Mikrophotographie: modifiziert nach L. Nilsson)

Sowohl aus dem Plasma als auch aus dem Serum, also dem zellfreien Uberstand aus
peripherem Blut von schwangeren Frauen kdnnen in Schwangerschaften mit ménnlichen oder

Rhesus-D-positiven Feten Sequenzen des Y-Chromosoms bzw. des Rh-D-Gens nachgewiesen
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werden (Lo 1997, Pertl 2000, Zhong 2000). Weiterhin erschien vor kurzem ein Bericht, der
den Nachweis von Fragmenten fetaler DNS sogar im mitterlichen Urin belegt (Botezatu
2000). Es wurde spekuliert, dal der Urin ein Weg fiir den Korper sein kann, um DNS von
zugrundegegangenen Zellen zu eliminieren (“catching DNA on the way out”, Lo 2000).
Welche Bedeutung diese Techniken ber den Nachweis paternal geerbter Eigenschaften fur

eine mogliche prénatale genetische Diagnostik haben, muf3 weiter untersucht werden.

Mit der Veranderung der Bevolkerungs- und Familienstruktur, aber auch den diagnostischen
Madglichkeiten &ndert sich der Anspruch an die vorgeburtliche Diagnostik und der Umfang
ihrer Inanspruchnahme. Im Mittel steigt das elterliche Alter bei Geburt des ersten und oft
einzigen Kindes, und gleichzeitig wird die Normalitidt dieses Kindes manchmal nahezu
eingefordert. Diesem Anspruch stehen die begrenzten therapeutischen Mdglichkeiten

gegenber.

Neben den miditterlichen Untersuchungen kann der Fetus auf nicht-invasive Weise am besten
durch Ultraschall untersucht werden. Allerdings ist der vorgeburtliche Ultraschall meist ein
Screeningtest, der fur viele Stérungen nicht diagnostisch ist. Fir die hdufigste angeborene
Chromosomenstérung, die zu geistiger Behinderung fuhrt, die Trisomie 21 (Hook 1983),
weisen das klassische Altersscreening, aber auch der Ultraschall nur eine begrenzte
Sensitivitat aus (Benacerraf 1999). Ein echter diagnostischer Test wie die
Fruchtwasseruntersuchung birgt allerdings das Risiko eines invasiven Eingriffs. Bei den
vorgeburtlichen Untersuchungen fir Chromosomenstorungen hat sich ein zweistufiges
Vorgehen etabliert. Bei Auffélligkeiten in einem Such- oder Screeningtest kann ein
diagnostischer Test erfolgen, der nur dieser Risikogruppe angeboten werden muf. Dies
bedeutet aber, daR die im Screeningtest unauffalligen Schwangeren mit einer gewissen
Wahrscheinlichkeit in die Gruppe der Falsch-negativen (also durch das Testergebnis zu
Unrecht Beruhigten) fallen. Andererseits kdnnen aber nicht alle Schwangeren z.B. eine
Fruchtwasseruntersuchung oder eine Chorionzottenbiopsie erhalten, da neben den
entstehenden Kosten durch die invasiven Eingriffe mehr Schwangerschaften verloren gingen,
als von der gesuchten Storung betroffen sind. Als beste Screeningtests fur fetale
chromosomale Aberrationen, in erster Linie fir die Trisomie 21, werden gegenwartig die
gezielte Ultraschalluntersuchung zur Messung der Nackentransparenz zwischen 11+0 und
14+0 SSW allein oder in Kombination mit einem frilhen Serumscreening (PAPP-A und freies
R-hCG) oder das Serumscreening im zweiten Trimester, nach 15 SSW (AFP, hCG,
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unkonjugierte Estriol und evtl. weitere Marker) in Betracht. Fir Detektionsraten von 60% bis
uber 80% erfordern diese Screeningtests, dal funf Prozent der untersuchten Population,
namlich die funf Prozent mit den auffélligsten Testwerten und damit dem hochsten Risiko fiir
Trisomie 21, einen diagnostischen Test erhalten.

Neue, nicht-invasive Untersuchungen fetaler genetischer Marker, z.B. an fetalen Zellen aus
dem mutterlichen Blut oder dem Zervixschleim, erscheinen durch die theoretisch zumindest
risikoarme Durchflihrung attraktiv. Jedoch mul} auch ihre Anwendbarkeit an einer grof3en
Population (alle Schwangeren) mdoglich sein. Dafir mussen der Angemessenheit der
Untersuchung (Kann die gesuchte Stérung mit der versprochenen Sicherheit/Detektionsrate
erfaBt werden?) und die Durchfiihrbarkeit in der Breite (Wie einfach ist der Test
anzuwenden?) bewiesen werden. Gegenwartig erflllt noch keine der nicht-invasiven oder
minimal-invasiven Techniken, wie sie in der vorliegenden Arbeit dargestellt wurden, diese

Anforderung.

Die theoretische ideale Zielzelle zur nicht-invasiven pranatalen genetischen Diagnostik wiirde
frih in der Schwangerschaft, mdglichst bereits im ersten Trimester, und dann im gesamten
Verlauf in ausreichender Zahl verfugbar sein. Sie wirde aus dem mudtterlichen Organismus
nach Ende der Schwangerschaft rasch entfernt werden und miRte bei Feten beiderlei
Geschlechts gleichermallen nutzbar sein. Sie mite sich mdglichst durch mehrere eindeutige
Merkmale, z.B. einzigartige Epitope, gegen die es spezifische Antikérper zur Anreicherung
z.B. aus dem mitterlichen Blut gabe, von den miitterlichen Zellen unterscheiden. Damit
konnte sie einerseits ausreichend konzentriert und andererseits nach Anreicherung positiv

identifiziert werden. Diese optimale Zeilzelle hat sich bisher jedoch nicht finden lassen.

Wahrend die PCR-Methodologie heute prinzipiell zur Routinediagnostik gehort und in vielen
Bereichen aufgrund ihrer einfachen Durchfiihrbarkeit und auch Automatisierbarkeit andere
Verfahren verdrangt hat, sind manche der in dieser Arbeit vorgelegten PCR-Anwendungen
fir die Routine zu arbeitsaufwendig und von einer manuellen Bearbeitung abhangig. Eine
Madglichkeit zur Umgehung des z.T. erheblichen personellen Aufwands fur die Auswahl der
zu untersuchenden Zellen und ihre genetische Analyse liegt in der Automation. Dabei sind
sowohl die Selektion einzelner fetaler Zellen aus der Menge maternaler Zellen z.B. durch
Verfahren der Durchflulzytometrie als auch eine automatisierte Mikromanipulation méglich.
Insbesondere die Analyseschritte sind durch Pipettier-Roboter und PCR-Automaten mit

einem hohen Probendurchsatz bereits realisiert. Fir die Isolation von wenigen fetalen Zellen,
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die auf einem Objekttréger fixiert, aber durch eine spezifische Farbung hervorgehoben sind,

ist eine automatisierte Bildanalyse vorstellbar.

Prinzipiell wird bei allen bisher angesprochenen Verfahren durch die Wahl z.B. der PCR-
oder der FISH-Technik vor der Untersuchung bereits festgelegt (oder eingegrenzt), welche
Storungen erkannt werden kénnen. So wird durch Interphase-FISH gezielt auf numerische
Aberrationen der Chromosomen 21, 18 und 13 oder durch PCR auf bestimmte Mutationen
oder auch anhand einzelner Loci auf numerische Chromosomenstérungen untersucht. Die
umfangreichen Aussagen der klassischen Zytogenetik werden nicht erreicht. Eine mdgliche
Losung dieses Problems bieten die aus dem mudtterlichen Blut angeziichteten Kolonien, von

denen eine klassische Metaphasendarstellung der Chromosomen zumindest vorstellbar ware.

Schliellich mu3 bedacht werden, welchen Stellenwert die Einfiihrung einer der in dieser
Arbeit beschriebenen Methoden fir die klinische Betreuung von Schwangeren und ihren
Familien haben konnte. Die PCR aus unangereichertem mutterlichen Blut wird wenige, aber
darunter durchaus sehr relevante Fragestellungen beantworten kdnnen. Als Beispiel ist in
dieser und vielen anderen Arbeiten der Nachweis Y-Chromosom-Material verwendet worden,
was sich als einfacher und diskriminierender Marker aus naheliegenden Griinde anbietet,
andererseits aber bei Laien oft den Verdacht auf die Absicht einer Geschlechtsselektion
erweckt. Besser noch ist der Nutzen der PCR sicher am Nachweis der fetalen Rhesus-D-

Eigenschaft aus dem Blut rhesus-D-negativer Schwangeren zu verdeutlichen.

Die Entnahme von zervikalem Schleim z.B. durch Aspiration vom &uf3eren Muttermund
erscheint im Vergleich zu einer maternalen Blutentnahme zundchst invasiver. Allerdings ist
z.B. die Palpation der Zervix in der Schwangerschaft durch den Gynakologen im Rahmen der
Schwangerenvorsorge ein ublicher und auch ungefahrlicher Untersuchungsschritt und ebenso
"nicht-invasiv" oder "minimal-invasiv" wie die Schleimaspiration. Allein korperliche
Bewegung der Schwangeren kann grofiere mechanische Verdnderungen hervorrufen: Das
Aufsetzen aus der liegenden Position verstarkt das Einschwemmen trophoblastérer Element in
die matterlichen Uterusvenen mefRbar. Andererseits kann die inkorrekte Anwendung der
Schleimaspiration im Sinne einer blinden transzervikalen Katheteraspiration zu Schadigungen
der Frucht fuhren (Chou 1997).

Die Anziichtung fetaler Zellen aus dem peripheren mitterlichen Venenblut hingegen kommt
der Vorstellung eines einfachen Bluttests entgegen, der schwangeren Frauen aus den ublichen

Routineuntersuchungen schon bekannt ist. Dabei wurden in dieser Arbeit neben der
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Vermehrung der absoluten Anzahl der fetalen Zellen diese auch als Kolonien von bis zu etwa
2000 erbgleicher Zellen angeziichtet und isoliert, was ihre molekulare Untersuchung im
Gegensatz zu einzelnen fetalen Zellen erleichtern kann. Einer klinischen Einfuhrung steht
gegenwartig der hohe manuelle Arbeitsaufwand und die lange Kulturdauer von 14 Tagen
zusatzlich zur Dauer der Verarbeitungsschritte entgegen sowie die Tatsache, dal bei einer
einmaligen Probenentnahme nur bei jeder dritten Schwangeren rein fetale Kolonien gefunden

wurden.

Die emotionalen und sozialen Herausforderungen, die fur Familien mit Kindern mit
angeborenen Stérungen entstehen konnen, haben die Entwicklung der vorgeburtlichen
diagnostischen Techniken vorangetrieben. Mit der vollstandigen Kartierung des menschlichen
Genoms steigt die Zahl der prénatal diagnostizierbaren Stérungen und damit das Verlangen
nach fetalem genetischen Material zur Testung auf genetische Stérungen stetig. Dabei werden
sich durch die Forschung in diesem Bereich nicht nur die diagnostischen Mdglichkeiten
erweitern, sondern auch das Verstandnis fiir Physiologie und Pathologie der Schwangerschaft

und der Fetalentwicklung.
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