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1 Einfuhrung

1 EinfUhrung

1.1 Aneuploidie und aktuelle pranataldiagnostische Methoden

Der menschliche Chromosomensatz besteht aus insgesamt 46 Chromosomen, die aus
22 Autosomenpaaren (1-22) und einem Gonosomenpaar (XX oder XY)
zusammengesetzt sind. Ist die Chromosomenanzahl korrekt, spricht man von
Euploidie. Als Aneuploidie wird eine Abweichung vom physiologischen
Chromosomensatz bezeichnet, die durch Zugewinn oder Verlust von Chromosomen
charakterisiert ist (humerische Chromosomenaberration) [1]. Davon abzugrenzen ist
die strukturelle Chromosomenaberration, bei der ein veranderter Chromosomenaufbau

vorliegt, die Chromosomenanzahl jedoch normal sein kann [2].

Ursachlich  fir  Aneuploidien sind zumeist Non-Disjunction-Prozesse, also
Chromosomen-Fehlsegregationen wahrend der Meiose. Bei Verlust eines
Chromosoms kommt es zur Monosomie, wahrend es bei Zugewinn eines Chromosoms
zur Trisomie kommt. Dabei kdnnen sowohl die Autosomen, als auch die Gonosomen
betroffen sein. Bekannte Beispiele sind die Trisomie 21, bei der das Chromosom 21 —
ein Autosom — in dreifacher Ausfiihrung vorliegt und die klinisch dem Down-Syndrom
entspricht, oder die Monosomie X, mit dem phénotypischen Korrelat des Ullrich-Turner-
Syndroms, bei der das X-Chromosom — ein Gonosom — nur einfach vorhanden ist. Die
meisten Aneuploidien flhren jedoch zu nicht lebensfahigen Individuen und stellen

oftmals die Ursache flir Spontanaborte in der Friihschwangerschaft dar [3].

Das Risiko fur Aneuploidien, beispielsweise ein Kind mit Down-Syndrom zu tragen,
korreliert stark mit dem Alter der Mutter. Dabei zeigt sich bis zum etwa 30. Lebensjahr
zunachst ein linearer und anschliel3end bis zum Alter von 45 Jahren ein exponentieller
Anstieg dieses Risikos. Heutzutage wird daher mit den meisten werdenden Muittern,
insbesondere Frauen (Uber 35 mit erhdhtem Risiko fur Schwangerschaften mit
chromosomalen Fehlverteilungen sowie bei rezidivierenden Spontanaborten, eine
pranatale Diagnostik besprochen [4-6]. Zu den Methoden der Pranataldiagnostik (PND)
werden nicht-invasive und invasive Verfahren gezéahlt. Im Folgenden sollen diese

naher erlautert werden.



1 Einfuhrung

1.1.1 Invasive pranataldiagnostische Methoden

Zu den invasiven pranataldiagnostischen Methoden gehodren die Amniozentese, die
Chorionzottenbiopsie (CVS) und die Cordozentese. Dabei wird jeweils Gewebe mit
kindlicher Erbinformation durch transabdominelle Punktion gewonnen und steht damit
einer direkten Untersuchung zur Verfigung oder wird fir eine Anreicherung der Zellen
kultiviert. Die invasiv gewonnene DNA des Fetus kann einer umfangreichen Diagnostik
zur Verfugung gestellt werden, allerdings bergen die invasiven Verfahren ein
eingriffsassoziiertes Risiko fir eine Fehlgeburt von bis zu 3,5% [7]. Sie stehen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten der Schwangerschaft zur Verfuigung.

Die Amniozentese ist die Fruchtwasserpunktion zur Gewinnung von kindlichen Zellen
in Form von Amniozyten (Zellen der inneren Eihiille) und beispielsweise Hautzellen, die
sich im Fruchtwasser befinden. Sie steht circa ab der 16. Schwangerschaftswoche
(SSW) zur Verfigung. Es besteht hier ein Risiko fir eine Fehlgeburt durch Infektion,
Blutung oder Fruchtwasserabgang von 0,5%. Wird die Amniozentese friher
durchgefuhrt (Frihamniozentese, 11.-14. Woche), ist das Risiko hoher [7]. Die
Amniozentese erlaubt nach Langzeitkultur der Zellen durch Beurteilung von Struktur
und Anzahl der Chromosomen eine Bestimmung des Karyotyps [8]. In einem
schnelleren Verfahren konnen unkultivierte Zellen einer Untersuchung mittels
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung unterzogen werden, bei der einige Chromosomen
auf ihre Zahl hin untersucht werden, zum Beispiel zur Abklarung der Trisomien 21
(Down-Syndrom), 18 (Edwards-Syndrom) und 13 (Patau-Syndrom) [7, 9].

Die Chorionzottenbiopsie (CVS) entspricht der Entnahme von plazentaren Zellen, die
sich an den Plazentazotten befinden und kindliches Erbgut enthalten. Sie steht bereits
ab der 11.-12. Schwangerschaftswoche und damit friher als die Amniozentese zur
Verfigung. Das eingriffsassoziierte Fehlgeburtenrisiko liegt hier mit sehr
unterschiedlichen Angaben von 0,5%-3,5% insgesamt Uber dem bei der Amniozentese
[7, 10]. Bei der CVS erfolgt die Diagnostik zweizeitig. In einem schnellen
Untersuchungsverfahren bietet die Kurzzeit-Zellkultur nach ein bis zwei Tagen die
Moglichkeit einer mikroskopischen Untersuchung der Chromosomen
(Direktpraparation). Die Langzeitkultur tber 14 Tage erlaubt dann eine sichere

Diagnostik beztglich der chromosomalen Struktur [7].

Die Cordozentese ist die Nabelschnurpunktion. Sie wird erst ab der 19.

Schwangerschaftswoche und damit spéater als die zuvor genannten Verfahren

9



1 Einfuhrung

eingesetzt. Dabei wird fetales Blut durch Punktion der Vena umbilicalis gewonnen.
Dies steht anschliel3end diversen Untersuchungen zur Verfigung. Zum einen kénnen
unklare Befunde, die zuvor in Amniozentese oder Chorionzottenbiopsie erstellt wurden,
bestétigt oder verworfen werden. Zum anderen dient das Blut fir
Laboruntersuchungen, z. B. zur Anamiediagnostik. Des Weiteren kann der Zugang fur
Transfusionen oder die Verabreichung von Medikamenten genutzt werden. Das Risiko
fur eine Fehlgeburt betragt hier zwischen 0,5% und 2,5% und ist héher, je friher die
Untersuchung durchgefuhrt wird [7].

1.1.2 Nicht-invasive pranataldiagnostische Methoden

Die nicht-invasiven préanataldiagnostischen Methoden sind in den letzten Jahren
weiterentwickelt worden und beinhalten zunachst die Ultraschalluntersuchung mit
Messung der kindlichen Nackenfalte, die Bestimmung einiger Hormone im mutterlichen
Blut sowie die Kombination beider im Rahmen des Ersttrimester-Screenings. Sie
dienen allerdings im Allgemeinen nur der Erstellung eines individuellen Risikoprofils.

Es kann keine eindeutige Diagnose von Aneuploidien gestellt werden [9, 11].

Seit einigen Jahren steht ein weiteres nicht-invasives Verfahren, die Untersuchung
zellfreier fetaler DNA (cffDNA) im mutterlichen Blut, zur Verfigung (z. B. PraenaTest®)
[12]. Der Arbeitsgruppe von Lo et al. gelang es 1997 erstmals fetale DNA von
menschlichen Feten aus Blut von Schwangeren zu extrahieren [13]. Die DNA liegt
dabei frei, also nicht innerhalb einer Zelle vor. Hierbei kénnen bestimmte Aneuploidien
festgestellt werden. Die Methode erlaubt allerdings aufgrund nur sehr geringer DNA-
Mengen bisher nur die Untersuchung von einigen wenigen Chromosomen. Dazu

gehoren die Chromosomen 21, 18, 13 und die Geschlechtschromosomen [12].

1.2 Plazentare Trophoblasten

Vor einigen Jahren ist nachgewiesen worden, dass Zellen mit fetaler Erbinformation in
Form von plazentaren Trophoblasten hauptsachlich im ersten Schwangerschafts-
trimenon (ab SSW 5) geringfiigig im Zervixkanal bzw. Zervixschleim des Uterus zu
finden sind [14-19]. Ihre Verwendung fur weitere Untersuchungen wurde im Rahmen

verschiedener Studien getestet (s. Kapitel 1.2.2).
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1 Einfuhrung

1.2.1 Embryonale Entwicklung der Trophoblasten

Nach der Befruchtung der Eizelle und Teilung der Zellen entwickeln sich die
Blastomere und anschlieRend die Blastozyste. In dem Stadium, in dem durch
Zellteilung die Zellzahl auf ca. 50 gestiegen ist, entwickelt sich eine Blastozystenhgdhle.
Dabei bildet sich eine innere Zellmasse, der Embryoblast, an die sich eine auf3ere
Schicht aus Trophoblasten anlagert. Nachdem sich die Blastozyste an die Uteruswand
angelegt hat, dringen die Trophoblasten in die Schleimhaut (Endometrium) ein und
fuhren so zur Implantation des Embryos. Das Endometrium ist zweischichtig aufgebaut
und lasst sich in ein Stratum functionale (lumenwarts) und ein Stratum basale einteilen.
Das Stratum functionale besteht wiederum aus einer Zona compacta (lumenwaérts) und
einer Zona spongiosa, in der sich viele Drusen befinden und die an das Stratum basale
grenzt. Die Trophoblasten dringen bis zur Zona compacta aktiv in das Endometrium ein
und lysieren dabei die Deziduazellen, um an Proteine, Zucker und Fette zu gelangen.
Dabei phagozytieren sie Zellreste und zerstdren Drisengénge. Nach der Einnistung in
das Endometrium treten die Trophoblasten mit mutterlichen Kapillargefaf3en in Kontakt.
Es bilden sich Lakunen, in die das mutterliche Blut Gber Arteriolen hinein- und Utber
Venolen wieder abfliet. Somit ist die Grundlage der uteroplazentaren Zirkulation

geschaffen.

Die Trophoblasten, die mit der Schleimhaut in Kontakt stehen, fusionieren zu
mehrkernigen Riesenzellen, wahrend jene Zellen ohne Kontakt zur Schleimhaut ihre
epitheliale Morphologie beibehalten. Die Riesenzellen sind zunachst unregelmafig
verteilt und bilden schlussendlich eine kontinuierliche Zellschicht zur Schleimhaut hin.
Man nennt sie hun Synzytiotrophoblasten [20]. Diese Differenzierung bringt nicht nur
morphologische, sondern auch biochemische Veranderungen mit sich, und zwar v. a.
die Hormonproduktion von HCG (Humanes Choriongonadotropin) und HPL (Humanes
Plazentares Laktogen) [21]. Die embryowérts gelegenen Trophoblasten dagegen
werden Zytotrophoblasten genannt. Sie allein sind in der Lage Zellteilung zu betreiben
und werden durch Fusion der Zellmembranen in das Synzytium aufgenommen. Das
Synzytium breitet sich stetig weiter aus und es bilden sich Lakunen darin [20]. Die
essenzielle Funktion der Synzytiotrophoblasten wird dadurch deutlich, dass ihre
Dysfunktion mit Schwangerschaftskomplikationen verbunden ist, beispielsweise der
Praeklampsie und der fetalen Wachstumsretardierung [21]. Abbildung 1 zeigt die

Differenzierung der Trophoblasten.
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1 Einfuhrung

Epiblast
Innere Zellmasse
Hypoblast
Blastozyste
Zytotrophoblast
Trophoblast
Synzytiotrophoblast

Abbildung 1 Zelldifferenzierung in embryonales und extraembryonales Gewebe

Aus der Blastozyste entwickelt sich eine innere Zellmasse (u. a. embryonales Gewebe), und eine aulere
Zellmasse aus Trophoblasten (extraembryonales Gewebe; grinlich hinterlegt). Der Epiblast bildet den
Embryo (embryonales Gewebe; rosa hinterlegt), wahrend der Hypoblast den Dottersack bildet, der zum
extraembryonalen Gewebe z&hlt. Die Trophoblasten differenzieren sich zu Zytotrophoblasten, wovon ein
Teil wiederum zu Synzytiotrophoblasten fusioniert [20, 22, 23].

Es wird angenommen, dass die im Zervixschleim bzw. im Zervixkanal vorhandenen
Trophoblasten, von sich zurickbildenden Chorionzotten in den unteren Pol der
Gebarmutter ausgeschwemmt werden. Stimmt diese Annahme, dann ereignet sich
dies vermutlich vor der Verschmelzung von Dezidua basalis und parietalis zwischen
der 7. und 13. Schwangerschaftswoche. Die abgeschilferten Trophoblasten sammeln

sich zunachst vor dem Zervixschleim und wandern dann dort ein [15, 16, 24-26].

Im Folgenden wird flr plazentare Trophoblasten die Bezeichnung ,fetale Zellen®
verwendet, obgleich sie nicht direkt fetaler Herkunft sind, sondern sich fir die
plazentare Versorgung des Embryoblasten differenziert haben. Allerdings kann von
derselben DNA ausgegangen werden, sofern keine Verdnderung dieser nach der
Differenzierung zu Trophoblasten stattgefunden hat (postzygotische Veranderung)
sowie keine Mosaikzellreihen vorliegen. Die Untersuchung von plazentarem Material
(z. B. Chorionzotten) anstelle von echt fetaler DNA wird allerdings auch bei den bereits

etablierten invasiven pranataldiagnostischen Verfahren praktiziert (s. Kapitel 1.1.1).

1.2.2 Transzervikale Gewinnung und ldentifizierung von

Trophoblasten in Studien

1971 gelang es Shettles et al. fetale Zellen im Zervixschleim durch Darstellung des Y-
Chromosoms nachzuweisen [14]. Durch verschiedene Methoden (Blrstenabstrich,
Aspiration, Lavage; s. u.) konnten diese Zellen im Rahmen diverser Studien seither

geringfugig isoliert und identifiziert werden [27-29]. Allerdings zeigte sich dabei, dass

12



1 Einfuhrung

die Ausbeute dieser Zellen abhéngig von der Zellenthahmemethode und der Studie
stark variiert. Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht Uber die in der Literatur aufgefiihrten

Zellentnahmemethoden und ihre Ausbeute an Trophoblasten.

Arbeitsgruppe Jahr | Methode Ausbeute

. Lavage (IUL) 4/11 (36,4%)
Kingdom et al. [28] | 1995 Burstenabstrich 1/11 (9,1%)

. Lavage (IUL) 31% (morphologisch) bzw. 68% (1ZC)
Miller et al. {30] 1999 Aspiration 28% (morphologisch) bzw. 50% (1ZC)

Lavage (IUL) 12/13 (92,3%)

Erginetal. [31] 2001 1| avage (E2L) 10/12 (83,3%)

I Birstenabstrich
Cioni et al. [29] 2005 Lavage (IUL) k. A
Katz-Jaffe et al. [17] | 2005 | Aspiration 50%
Imudia et al. [32] 2009 | Burstenabstrich 35/37 (94,6%)
Mantzaris et al. [27] | 2014 | Aspiration 116/207 (56%)

Biirstenabstrich k.A. (56 Proben; durchschnittliche
Bolnick et al. [19] 2014 (ThinPrep®-Pap-Test) Trophoblastenzahl pro Probe:
pe-rap 1275+/-137)

. Birstenabstrich k.A. (224 Proben, durchschnittliche
F l. 201 . ’

fitz et al. [33] 015 (ThinPrep®-Pap-Test) | Trophoblastenzahl pro Probe: 675)

' Biirstenabstrich k.A. (Proben-Anzahl nicht
Bolnick et al. [34] 2016 (ThinPrep®-Pap-Test) angegeben.
P P Insgesamt 1400 Trophoblasten)

Tabelle 1 Ubersicht tiber transzervikale Zellentnahmemethoden in der Literatur

Die Trophoblasten-Ausbeute beruht auf der Anzahl der Proben, bei der durch die aufgeflihrte
Zellentnahmemethode Trophoblasten nachgewiesen wurden, geteilt durch die Gesamtprobenanzahl (bzw.
die Angaben in Prozent). IUL: intrauterine Lavage; 1ZC: immunzytochemisch; EZL: endozervikale Lavage;
k. A.: keine Angabe.

Einige Arbeitsgruppen testeten eine rein morphologische Erkennung von

Trophoblasten im Zervix-Abstrich. Synzytiotrophoblasten sind grof3ere Zellen mit
hyperchromatischen, unregelmafigen Kernmustern und gelegentlich
Zellkerneinschlissen. Verglichen mit differentialdiagnostisch in Frage kommenden
multinuklearen Histiozyten weisen sie vermehrt Kernatypien und Pyknose auf. Im
bei

Synzytiotrophoblasten nicht deren milchglasartiges Aussehen.

Vergleich mit Herpes simplex-Infektion vorkommenden Zellen haben
Zytotrophoblasten
entspringen einer reiferen Plazenta und koénnen unterschiedliche GréRen und
Morphologien aufweisen. Obwohl sie meist als Einzelzellen zu finden sind, kommen sie
zum Teil in lockeren Zellverbanden vor. Die Zellen sind rund und haben eine gut
abgrenzbare Zellgrenze sowie einen hyperchromatischen unregelméBigen Zellkern.
Das zumeist basophile Zytoplasma weist eine unregelméaRige Dichte und perinukleare

Kondensationen auf. Zytotrophoblasten koénnen schwierig von anderen Zellen im
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Zervixabstrich, beispielsweise Endometrium- oder Deziduazellen, aber auch abnormen
oder dysplastischen Zellen, abzugrenzen sein [35]. Tabelle 2 (modifiziert nach [35, 36])
zeigt die Differentialdiagnose multinuklearer Zellen, die von den Synzytiotrophoblasten

unterschieden werden mussen.

Zelltyp Charakteristika

Multiple, haufig geklumpte, hyperchromatische, gefaltete
Kerne und prominente Kernmembranen

Leicht vergréRerte polygonale oder ovale Zellen mit 1-3
grofRen Kernen und teils prominenten Nukleoli

Grof3e Zellen mit vielen, kleinen, gleich grof3en, tber das
Zytoplasma verteilten Kernen

Hypertrophe Zellen mit reaktionsfreudigem Chromatin
und basalen Kernen

Leicht vergroRerte multinukledre Zellen mit
HSV-Infektion milchglasartigen charakteristisch geformten Kernen; teils
Kerneinschlisse

Leicht vergréRerte multinukleére Zellen mit grofRen,
HPV-Infektion hyperchromatischen, rosinenartigen Kernen; keine
Nukleoli

Grol3e Zelle mit viel Zytoplasma und zahlreichen Nukleoli,
die eine polare Verteilung aufweisen

Synzytiotrophoblast*

Deziduazellen

Multinukle&re Histiozyten

Multinukleare Endozervixzellen

Fremdkdorperriesenzelle

Tabelle 2 Differentialdiagnose multinuklearer Zellen in der Zervix

Die Tabelle zeigt die verschiedenen Zelltypen, die differentialdiagnostisch bei einer rein morphologischen
Identifizierung von Synzytiotrophoblasten in Frage kommen und die jeweiligen morphologischen
Charakteristika.* Eine Darstellung eines Synzytiotrophoblasten liefert Abbildung 9, S. 52).

Unter den Methoden fir die Identifizierung der Trophoblasten findet sich neben dem
morphologischen Ansatz hauptsachlich der Nachweis durch immunzytochemische
Verfahren bzw. Immunzytofluoreszenz. Antikérper gegen verschiedene Antigene auf
Zyto- bzw. Synzytiotrophoblasten wurden von unterschiedlichen Arbeitsgruppen
getestet. Am vielversprechendsten war darunter der Antikbrper gegen das Humane
Leukozyten-Antigen G (HLA-G). In Tabelle 3 sind die verschiedenen getesteten

Antikdrper aufgelistet.
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Antikorper Arbeitsgruppe (Jahr)
Anti-HLA-G * Eglln;)e,rlze;t:légzatl).()é)birg)udia et al. (2009), Bolnick et al. (2012/ 2014/
Anti-Zytokeratin 7 | Bulmer et al. (1995), Miller et al. (1999), Katz-Jaffe et al. (2005)
FT141.1 Kingdom et al. (1995), Miller et al. (1999), Katz-Jaffe et al. (2005)
H315 Kingdom et al. (1995)
103 Kingdom et al. (1995)
Anti-HCG Fiorella et al. (1993), Kobayashi et al. (2000), Bolnick et al. (2016)
Anti-HPL Fiorella et al. (1993)
NCL-PLAP Miller et al. (1999)
NDOG-1 Miller et al. (1999), Mantzaris et al. (2015)
NDOG-5 Miller et al. (1999)
340 Miller et al. (1999)

Tabelle 3 Ubersicht tiber die Antikérper fiir den Trophoblasten-Nachweis in Studien

Die Tabelle zeigt die Antikorper, die bisher von den verschiedenen oben aufgeflihrten Arbeitsgruppen
getestet wurden. * Dieser Antikorper (Anti-HLA-G-AK) wurde in dieser Arbeit verwendet.

Das Humane Leukozyten-Antigen G gehért zu den HLA Klasse I-Molekilen und wird

auf der Oberflache von Trophoblasten exprimiert [37]. HLA-G tragt zur Invasion der

Trophoblasten, zur Differenzierung von Deziduazellen und durch immunmodulatorische

Aktivitat zur Aufrechterhaltung eines lokalen immunsuppressiven Zustands bei [38-41].

Dadurch verhindert es die AbstoBung des Embryos durch das mitterliche

Immunsystem mittels Inhibition der mdatterlichen natlrlichen Killerzellen [42]. Die

immunmodulierende Funktion wird auch von Tumorzellen genutzt, denn HLA-G wird

von einigen Tumoren exprimiert [43].
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1.3 Einzell-DNA-Analyse mittels Array-CGH im Rahmen der

Praimplantationsdiagnostik

Seit einigen Jahren gibt es die Moglichkeit, alle Chromosomen auf Aneuploidien bzw.
unbalancierte Translokationen mit Hilfe der Array-basierten vergleichenden
Genomhybridisierung (Array-based Comparative Genomic Hybridization (Array-CGH))
zu untersuchen. Damit kann selbst die DNA von Einzelzellen analysiert werden [44].
Dieses Verfahren wird zum Beispiel im Rahmen der Praimplantationsdiagnostik (PID)
mit Untersuchung von Trophektodermzellen, bzw. der Préfertilisationsdiagnostik mit
Untersuchung von Polkdrpern (Polkorperdiagnostik (PKD) angewendet [45]. Beide
Verfahren setzen allerdings eine reproduktionsmedizinische Behandlung voraus. Im
Rahmen eines kurzen gynékologisch-operativen Eingriffs werden Eizellen entnommen.
Bei der PKD werden vor der Befruchtung die Polkdrper untersucht. Bei der PID werden
die Eizellen befruchtet, kultiviert und anschlieBend Trophektodermzellen im
Blastozystenstadium des Embryos (40-80-Zellstadium) enthommen. Die Zellen werden
lysiert und ihre DNA mittels Gesamtgenomamplifikation (Whole Genome Amplification
(WGA)) vervielfaltigt. Somit steht ausreichend Ausgangsmaterial fir die

Chromosomenanalyse mittels Array-CGH zur Verfligung.

Die Array-CGH ist ein Verfahren, bei dem eine zu testende DNA (Probe) mit einer
gesunden Referenz-DNA quantitativ verglichen wird. Dies wird farblich dargestellt und
computergestiitzt ausgewertet [46]. Die Array-CGH wird bereits routinemaRig im
Zentrum flr Reproduktionsgenetik Gyn-Gen-Lehel MVZ in Miinchen angeboten, in dem
diese Arbeit groRtenteils durchgefuhrt wurde. Die genaue Funktionsweise der WGA

und der Array-CGH werden in den Kapiteln 3.6 und 3.7 erklart.
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1.4 Problemstellung

Die derzeit zur Verfugung stehenden invasiven Methoden der pranatalen Diagnostik
bieten zwar die Moglichkeit einer umfangreichen Diagnostik, bergen dabei allerdings
das Risiko fir eine Fehlgeburt von bis zu 3,5%. Deshalb muss nach Methoden gesucht
werden, die genauso verldsslich und aussagekraftig sind, wie die aktuell
angewendeten, dabei aber ein vernachlassigbares Risiko mit sich bringen.

Des Weiteren stehen die aktuellen Methoden mit der Chorionzottenbiopsie und der
Amniozentese erst ab der 12. bzw. 17. Schwangerschaftswoche, mit der Untersuchung
von zellfreier fetaler DNA aus dem mditterlichen Blut frihestens ab der 9.
Schwangerschaftswoche zur Verfligung. Methoden fiir pranatale Diagnostik zu einem

friheren Zeitpunkt waren winschenswert.

AuBerdem sind die analytischen Aussagen der friiher verfligbaren nicht-invasiven
pranataldiagnostischen Verfahren, wie oben beschrieben, begrenzt. Winschenswert
ware hingegen die Mdglichkeit einer umfassenden chromosomalen und genetischen

Analyse zu einem frihen Zeitpunkt.

Die Kenntnis des frihen Vorkommens von transzervikalen Trophoblasten ab der 5.
Schwangerschaftswoche und ihre nicht-invasive Gewinnung sind im Hinblick auf eine
potenzielle Verwendung fir die Pranataldiagnostik vielversprechend. AulRerdem
kénnen mit Hilfe der Array-CGH selbst bei Einzelzellen alle Chromosomen untersucht
werden, sodass eine umfassendere DNA-Analyse als bei der préanatalen Diagnostik

aus mutterlichem Blut ermdglicht wird.

Aus der Kombination der Heranziehung plazentarer Trophoblasten und der
Anwendung moderner molekularbiologischer Methoden auf diese ergeben sich

folgende potentielle Vorteile fur die Pranataldiagnostik:

* Nicht-invasive Pranataldiagnostik (Entnahme durch Blrstenabstrich)
» Sehr frihe Aneuploidie-Diagnostik (ab SSW 5)
 Umfassende Aneuploidie-Diagnostik (Array-CGH-Analyse); keine Beschrankung

auf bestimmte Chromosomen
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2 Fragestellung

* Welche Methode zur Identifikation von Trophoblasten aus dem Zervixkanal
lasst sich zu unterschiedlichen Zeitpunkten in der Schwangerschaft
reproduzierbar anwenden?

+ La&sst sich die DNA der gewonnenen Zellen per Gesamtgenomamplifikation
(WGA) vervielfaltigen?

+ La&sst sich die durch WGA amplifizierte DNA zum Einsatz fur die Array-CGH
verwenden und werden zuverlassige Ergebnisse erzielt?

+ Lasst sich das Verfahren in den Routineablauf fur Risikoschwangere
integrieren, in Bezug auf den Zeitpunkt der Entnahme, Nebeneffekte und
Menge der Zellen?
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3 Material und Methoden

3 Material und Methoden

3.1 Studiendesign

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine Machbarkeitsnachweisstudie
(proof of principle study). In Anlehnung an die Literatur wurden Methoden gesucht und
untersucht, um die im ersten Schwangerschaftstrimenon im Zervixabstrich
vorkommenden fetalen Zellen zu gewinnen, sie zu identifizieren und zu isolieren und
sie  anschliel3end einer  Gesamtgenomamplifikation mit  vergleichender
Genomhybridisierung zu unterziehen. AuRerdem wurde die Durchfihrbarkeit einer
Verkettung dieser Teilschritte im Rahmen einer gynakologischen Praxistéatigkeit
geprift, wobei die  Gesamtgenomamplifikation und die  vergleichende
Genomhybridisierung bereits routinemafig im Rahmen der Préafertilisationsdiagnostik
(und Praimplantationsdiagnostik) im Labor fir Reproduktionsgenetik (s. u.)
angewendet werden. Vor Beginn der Studie wurde die Zustimmung der
Ethikkommission der medizinischen Fakultdt der Ludwig-Maximilians-Universitat

Munchen eingeholt.

3.2 Patientinnenkollektiv und Probenbenennung

In der vorliegenden Studie wurden 33 Patientinnen im Alter von 20 bis 78 Jahren
herangezogen, die sich im medizinischen Versorgungszentrum (MVZ) Gyn-Gen-Lehel
und der gynékologischen Praxis Dr. med. Elisabeth Maier in Minchen zwischen Juni
2014 und Mai 2015 vorgestellt hatten. Dabei waren 16 schwangere Patientinnen (Alter
20-46 Jahre) zwischen der Schwangerschaftswoche 5+1 und 39+2, 15 nicht-
schwangere Patientinnen (Alter 35-78 Jahre) sowie 2 Patientinnen mit frischem
Spontanabort (Alter 36-39 Jahre) eingeschlossen. Unter den Patientinnen waren
sowohl erstmals, als auch mehrmals Schwangere von Einlingen. Tabelle 4 gibt einen

Uberblick tiber das Patientinnenkollektiv.
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Nr. | Alter Schwangerschaft | SSW Funktion

1 36 ja 22+0 Probe

;Z 38 ja Eii Probe

3 30 ja 8+3 Probe

4 36 ja 7+3 Probe

5 28 ja 5+1 Probe

6 37 ja 8+1 Probe

7 40 ja 6+0 Probe

8 38 ja 7+0 Probe

9 29 ja 14+0 Probe

10 | 27 ja 11+6 Probe

11 | 39 ja 6+3 Probe

12 | 46 ja 11+2 Probe

13 | 32 ja 6+1 Probe

14 | 20 ja 9+0 Probe

15 | 29 ja 3142 Probe

16 | 37 ja 39+2 Probe

17 | 36 Abort - Positivkontrolle

18 | 39 Abort - Positivkontrolle

19 |41 nein - Negativkontrolle

20 | 78 nein - Negativkontrolle

21 |54 nein - Negativkontrolle

22 | 68 nein - Negativkontrolle

23 | 78 nein - Negativkontrolle

24 | 57 nein - Negativkontrolle

25 |73 nein - Negativkontrolle

26 |61 nein - Negativkontrolle

27 |53 nein - Negativkontrolle

28 | 56 nein - Negativkontrolle

29 | 49 nein - Negativkontrolle

30 |59 nein - Negativkontrolle

31 | 47 nein - Negativkontrolle

32 |59 nein - Negativkontrolle

33 |35 nein - Negativkontrolle
Tabelle 4 Ubersicht Giber das Patientinnenkollektiv

Die Abstriche der 16 schwangeren Patientinnen dienten als Untersuchungsproben fur die
Immunzytofluoreszenz. 15 Abstriche von nicht-Schwangeren wurden fiir Negativkontrollen und die 2
Abortmaterialien als Positivkontrollen genutzt. Jede Patientin wird Uber die gesamte Arbeit mit der
Nummer in dieser Tabelle bezeichnet. Eine Besonderheit bei der Nummernvergabe ist Patientin 2, von der
zwei Abstriche zu verschiedenen Zeitpunkten in der Schwangerschaft entnommen wurden. Dabei bezieht
sich die Nummer 2a auf die SSW 11+4 und die Nummer 2b auf die SSW 13+4.
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Von der Studie ausgeschlossen wurden Schwangere mit Mehrlingen, Patientinnen mit
am Untersuchungstermin bestehender vaginaler Blutung oder Kolpitis, bekannter HPV -
Infektion der Zervix, Zervixzytologie ab PAP 1l oder sonstiger Zervixpathologien.

Um die einzelnen Zellen zweifelsfrei zuordnen zu kénnen, wurde eine flinfstellige
Proben-ldentifikationsnummer (Proben-ID) erstellt, die sich aus den verschiedenen
Anordnungen bei den Experimenten ableiten lasst. Die erste Ziffer bezieht sich auf die
oben aufgefiihrte Patientenliste (Tabelle 4; Ziffer 1-33). Die zweite Ziffer bezieht sich
auf die untersuchte Zelle (jeweils Zelle 1-x). Die dritte Ziffer beruht auf der Liste der
durchgefuhrten Lasermikrodissektionen (Tabelle 25, S. 59; Ziffer 1-15). Die vierte Ziffer
bezieht sich auf die Liste der WGA (Tabelle 26, S. 63; Ziffer 1-11). Die fiinfte Ziffer
lasst sich aus den durchgefiihrten Array-CGH-Analysen ableiten (Tabelle 30, S. 69;
Ziffer 1-6). Beispielsweise bedeutet die Proben-ID ,11.1.11.7.5“ Patientin Nr. 11, Zelle
1, Lasermikrodissektion Nr. 11., WGA Nr. 7 und Array-CGH Nr. 5. Die Ziffer ,,0“ gibt an,
dass die jeweilige Methode nicht durchgefiihrt wurde. Beispielsweise bedeutet die
Proben-ID ,2b.1.3.2.0% dass keine Array-CGH-Analyse durchgefihrt wurde.

3.3 Zellgewinnung

Die Zellgewinnung erfolgte durch die Gynakologinnen des Gyn-Gen-Lehel MVZs und
der gynakologischen Praxis Dr. med. E. Maier. Zellmaterial wurde mit Hilfe eines
Burstenabstrichs im Rahmen des routinemafig durchgefiihrten Krebsvorsorgeabstrichs
von der Zervix uteri entnommen [47]. Dazu wurden mit Hilfe des , ThinPrep®-Pap-Test"
die Zellen an der Portio durch mehrmaliges Drehen des Biirstchens gewonnen und
anschlieBend in einen Plastikbehalter mit einem alkoholhaltigen Zellwasch- und
Transportpuffer (Fa. Hologic [48]) gespllt. In dieser Form konnten die Zellen fur einige
Wochen konserviert und in das zytologische Labor von Frau Dr. med. E. Maier in
Munchen zur weiteren Zellverarbeitung transportiert werden. Mit Hilfe des ThinPrep®-
Prozessors wurde dort in einem automatisierten Programm die Zellsuspension bis zur
vollstdndigen Benetzung einer etwa minzgroBen Membran durch einen Filter
angesaugt und die der Membran aufliegenden Zellen auf einen Glas-Objekttrager (OT)
(ThinPrep®) gestempelt. Auf diese Weise wurden Schleim, Zelldebris (unvollstandig)
und Kkleinere Zellen durch die Membran gefiltert und verworfen, wahrend die gro3eren
Zervixzellen und Trophoblasten auf der Membran haften blieben und eine

Dunnschichtzytologie zulieRen. Anschlielend wurde der Objekttrager fur etwa eine
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Minute in Ethanol fixiert und daraufhin fir den Transport in das Labor des Zentrums fir
Reproduktionsgenetik im Gyn-Gen-Lehel MVZ in Minchen fir etwa 30 Minuten
luftgetrocknet.

1. Dispersion 2. Cell Collection 3. Cell Transfer

- ,F

/

Abbildung 2 ThinPrep®-Pap-Test-System

Links: ThinPrep®-Zellwasch- und Transportpuffer und Entnahmebirstchen [49]. Rechts: Automatisierter
Saug- und Stempelvorgang [50]. Die Zellsuspension wird aufgewirbelt (1) und angesaugt (2). Die Zellen,
die die Filtermembran nicht passieren und ihr anhaften, werden auf einen Objekttrager aufgestempelt (3).

3.4 Identifizierung der Trophoblasten

3.4.1 Morphologische Identifizierung

Zunachst wurde versucht, die Trophoblasten anhand ihrer Morphologie zu erkennen.
Dazu wurden zundchst im Rahmen eines Vorversuchs Plazentazotten aus
Abortmaterial, im Hinblick auf konzentrierteres Vorkommen der Trophoblasten,
untersucht. Dieses Material befand sich zur zytogenetischen Diagnostik im Labor des
Instituts  fur Humangenetik der Technischen Universitdt Minchen. Das
Plazentazottenmaterial wurde mit einem Skalpell zerhackt und in einen Behalter mit
ThinPrep®-Zellwasch- und Transportpuffer geldst. AnschlieRend erfolgte der oben
beschriebene Transfer auf Glas-Objekttrager im zytologischen Labor von Frau Dr.
med. E. Maier. Die Zellen wurden mit einem automatisierten Objekttrager-
Farbeautomat (Shandon Varistain™ 24-4, Fa. Thermo Fisher Scientific™) einer

Papanicolaou-Farbung [51] unterzogen (s. Tabelle 5).
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Schritt | Losung Dauer
1 Isopropanol 96% (Fa. Honeywell) 30 sec
2 Isopropanol 80% (Fa. Honeywell) 30 sec
3 Isopropanol 70% (Fa. Honeywell) 30 sec
4 Isopropanol 50% (Fa. Honeywell) 30 sec
5 Aqua bidest. (Fa. ISG Intermed Service) 30 sec
6 Hamatoxylin (Fa. Merck) 5 sec
7 Leitungswasser 1 min
8 Leitungswasser 15 sec
9 Isopropanol 70% (Fa. Honeywell) 30 sec
10 Isopropanol 80% (Fa. Honeywell) 30 sec
11 Isopropanol 96% (Fa. Honeywell) 60 sec
12 Polychromlésung EA 50 (Fa. Merck) 1 min
13 Isopropanol 96% (Fa. Honeywell) 2 min
14 Isopropanol 96% (Fa. Honeywell)/ NeoClear® (Fa. Merck) | 1,5 min
15 NeoClear® (Fa. Merck) 4 min
Tabelle 5 Protokoll fur die Papanicolao-Farbung

AnschlieRend wurden die Zellen unter einem Lichtmikroskop (Axiostar plus, Fa. Zeiss)
betrachtet und mit einer an das Mikroskop angeschlossenen Fotokamera (DFC290, Fa.
Leica) fotografiert. Nachdem die Morphologie der gesuchten Zellen durch den
Vorversuch ersichtlich war, wurde versucht, Trophoblasten (also sowohl Synzytio- als
auch  Zytotrophoblasten) im  Zervixabstrich von Patientinnen im  ersten
Schwangerschaftstrimenon zu finden. Dazu wurden die Zellen wie oben beschrieben
mit Hilfe des ThinPrep®-Systems auf Objekttrager gestempelt und nach Papanicolaou-

Farbung unter dem Mikroskop betrachtet.

3.4.2 ldentifizierung durch Immunzytofluoreszenz

Die Immunfluoreszenzfarbung ist eine gangige labortechnische Methode, die sowohl in
der Forschung, als auch in der klinischen Diagnostik von hoher Relevanz ist. Dabei
kénnen Zellen in Losung, kultivierte Zellen, Gewebe oder Mikroarrays auf die Prasenz
bestimmter Proteine getestet werden. Mit Fluoreszenzfarbstoffen (Fluorophore)
konjugierte Antikérper binden direkt oder indirekt an das Antigen von Interesse,
wodurch Zellen auf dessen Vorhandensein getestet werden kénnen. Die Fluoreszenz
kann anschlieBend mit Hilfe von Durchflusszytometrie, Array-Scannern,

automatisierten  Bildsystemen, oder durch einfache Fluoreszenzmikroskopie
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quantifiziert werden. Es wird zwischen der direkten und der indirekten
Immunfluoreszenzfarbung unterschieden (s. Abbildung 3), wobei die direkte Methode
seltener verwendet wird. Dabei ist der Fluorophor direkt an den Antikérper gekoppelt,
der gegen das Antigen gerichtet ist. Bei der indirekten Methode ist der gegen das
Antigen gerichtete Antikbrper (primarer Antikdrper) ungekoppelt, wahrend der
sekundare Antikorper, der gegen den priméren Antikdrper gerichtet ist, an einen
Fluorophor gekoppelt ist. Vorteile der indirekten Methode sind geringere Kosten und
bessere Verfligbarkeit der spezifischen priméren und der vielseitig einsetzbaren
sekundaren Antikdrpern, sowie eine hohere Sensitivitat. Letztere kommt dadurch
zustande, dass mehrere fluoreszierende sekundare Antikdrper an einen priméren
Antikérper binden kénnen und somit die Leuchtintensitat potenziert wird [52]. Aus
diesem Grund wurde in dieser Arbeit bei geringer zu erwartender
Trophoblastenzelldichte die indirekte Immunzytofluoreszenz angewendet. Fir die
Identifizierung der Trophoblasten wurde ein primarer Antikérper, der spezifisch gegen
ein Antigen auf den gesuchten Zellen gerichtet ist, ausgewahlt. Gegen diesen primaren
Antikorper, der von einer bestimmten Spezies stammt, wurde ein sekundarer
Antikdrper gegen Spezies-Antigene gesucht, der an einen fluoreszierenden Farbstoff

gekoppelt ist.

Indirekt Direkt
=4 . A Antigene
% T ,JL\ Primdrantikorper
4

,JL\ Sekundarantikorper

Fluorophor

Abbildung 3 Schema der Immunfluoreszenzfarbung

Der Priméarantikérper bindet an das von der Zelle exprimierte Antigen. Bei der direkten
Immunfluoreszenzmethode (rechts) ist an den Primarantikérper ein Fluorophor gekoppelt. Bei der
indirekten Methode (links) binden mehrere Fluorophor-gekoppelte Sekundarantikbrper an den
Priméarantikdrper. Dadurch kann das Signal potenziert werden.

In der vorliegenden Arbeit sind zwei spezifisch gegen das Antigen HLA-G gerichtete
Antikdrper getestet worden; ein primarer Maus-Antikdrper G233 (Fa. Exbio) [32] sowie
ein ebenfalls an HLA-G bindender Kaninchen-Antikorper (Fa. Abgent). Als sekundare
Antikoérper dienten ein mit dem Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor 594 gekoppelter Anti-
Maus-Antikdrper (Fa. Jackson Immuno Research) und ein an Texas Red gekoppelter

Anti-Kaninchen-Antikérper (Fa. Vector Laboratories), die beide in roter Farbe
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fluoreszieren. Die nachfolgende Tabelle 6 gibt einen Uberblick tber die verwendeten

Antikorper.
Antigen Antikdrper Firma Eigenschaft Verdinnung*
HLA-G Anti-HLA-G G233 Exbio, Tsch. monoklonal 150
aus Maus Republik
Maus- Anti-Maus-1gG Jackson rot
Antigen Alexa Fluor 594 Immuno Amax 591nm 1:800
9 aus Kaninchen Research, USA | Emax 614nm
Anti-HLA-G )
HLA-G aus Kaninchen Abgent, USA polyklonal 1:40
Kaninchen Anti-Kaninchen-1gG Vector rot
Anticen Texas Red Laboratories, Amax 595nm 1:100
9 aus Ziege USA Emax 615nm
Tabelle 6 Ubersicht tiber die verwendeten Antikérper und deren Eigenschaften

Es wurden zwei Anti-HLA-G-Antikdrper aus Maus (Fa. Exbio) und Kaninchen (Fa. Abgent) verwendet. Als
Sekundarantikérper fungierten ein Anti-Maus-Antikérper (Alexa Fluor 594, Fa. Jackson Immuno Research)
aus Kaninchen und ein Anti-Kaninchen-Antikérper (Texas Red, Fa. Vector Laboratories) aus Ziege. * Die
Verdlinnungsangaben beziehen sich auf die zuletzt angewendeten Verdinnungen (s. Kapitel 3.4.2.2).

3.4.2.1 Etablieren der Immunfarbung

Es wurden zunachst unterschiedliche Primarantikorper- sowie Sekundarantikdrper-
Konzentrationen getestet. Zusétzlich wurden unterschiedliche Wasch- und
Blockinglosungen getestet, um die optimale Bindungsaffinitit des jeweiligen
Antikorpers auszuschopfen. Um unspezifische Bindungen zwischen Primarantikdrper
und Nicht-Zielzellen zu verringern, wurde eine Blockinglésung verwendet. Die
Blockinglosung dient dazu, die Hintergrundsignale zu reduzieren. Bei der Wahl der
Blockinglosung ausschlaggebend war die Vorgabe des WGA-Kits, dass kein BSA
(Bovines Serumalbumin) enthalten sein darf, welches die Reaktionen der WGA
erheblich stéren kann [64]. Daher wurde in dieser Arbeit hauptséchlich mit 1%-iger
Gelatine und 5%-iger Magermilch gearbeitet sowie vergleichsweise auf wenigen
Proben auch mit dem in der Regel haufiger verwendeten 1%-igen BSA, um
herauszufinden, ob dieses als Blockinglésung sichtbar bessere Erfolge erzielt. Tabelle
7 liefert einen Uberblick tiber die verschiedenen Immunzytofluoreszenz-Protokolle, die
getestet wurden. Nachfolgend wird in Kapitel 3.4.2.2 das sich letztlich etablierte

Protokoll beschrieben.
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Prot. | Blocken Waschen* Prim. AK Sek. AK =
i G233 (Exbio) | AF 594
0, o
POl irf) (gil)atme’ 37C | axsmin®T) | 1:100 1:400 ]
1h (37°C) 1h (RT)
1% Gelatine, 37°C G233 (Exbio) AF 594
P02 | 0,1% Tween 20 3x 5 min (RT) 1:100 1:800 i
th(RT) d. N. (4°C) 30 min (37°C)
i G233 (Exbio) AF 594
0, o
P03 irf) (gil)atme’ 7 ax10min (RT) | 1:100 1:800 ja
1h (37°C) 30 min (37°C)
1% Gelatine, 37°C | 3x 10 min G233 (Exbio) | AF 594
PO4 |1 RT) (37°C) 1:50 1:800 ;
1h (837°C) 30 min (37°C)
1% Gelatine, 37°C | 3x 10 min Fa. Exbio AF 594 |
"% | 1n rT) (37°C) 1:50 1:800 ja
1h (87°C) 30 min (37°C)
1% Gelatine, RT | 1x kurz Fa. Exbio AF 594 |
7% | 1n rT) 1x 10 min (RT) | 22 1:800 ja
d. N. (4°C) 1h (RT)
5% Magermilch, RT | 1x kurz Fa. Exbio AF 594 |
A ETICH) 1x 10 min (RT) | >0 1:800 ja
0. N. (4°C) 1h (RT)
5% Magermilch, RT | 1x kurz Fa. Abgent TR |
P98 | 1h R 1x 10 min (RT) | =39 1:100 ja
U. N. (4°C) 1h (RT)
: 1x kurz Fa. Exbio AF 594
0,
P 09 ;f’(gi')a“”e' RT | 1x 10 min 1:50 1:800 ia
(37°C) 0. N. (4°C) 1h (RT)
1% Gelatine, RT 1x kurz Fa. Abgent TR |
N ETIC 1x 10 min (RT) | =30 1:100 ja
U. N. (4°C) 1h (RT)
1% Gelatine, RT 1x kurz Fa. Abgent TR |
P h R 1x 10 min (RT) | H49 1:100 ja
U. N. (4°C) 1h (RT)
5% Magermilch, RT | 1x kurz Fa. Abgent TR |
"2 hwn 2x 10 min (RT) | -4 1:100 ja
ii. N.(4°C) 1h (RT)
1% BSA, RT 1x kurz Fa. Abgent | TR
ST (RT) 2x 10 min (RT) 1:40 1:100 -
u. N.(4°C) 1h (RT)
1% Gelatine, RT 1x kurz Ff‘- Abgent T.R
" (RT) 2x 10 min (RT) 1:40 1:100 -
ii. N.(4°C) 1h (RT)
5% Magermilch, RT | 1x kurz Fa. Abgent TR
" nwn 2x 10 min (RT) L:40 1:100 -
u. N.(4°C) 1h (RT)
Tabelle 7 Uberblick tber die Entwicklung des Immunfluoreszenz-Protokolls

Es wurden 15 verschiedene Versionen des Immunfluoreszenz-Protokolls getestet (P01-15). Dabei kamen
jeweils verschiedene Blockinglésungen, Temperaturen und Inkubationszeiten sowie Antikérper-Paare zum

Einsatz. Eine Kernfarbung mit DAPI wurde ebenso getestet. * Der Waschvorgang erfolgte mit 1xPBS.
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3.4.2.2 Endgultiges Protokoll fur die Immunzytofluoreszenz-Farbung

wurde

Zundchst  wurden unspezifische  Bindungstellen  geblockt. Dazu
Magermilchpulver (Fa. Heirler) mit 1xPBS (Phosphat-gepufferte Salzldsung) bei
Raumtemperatur (RT) zu 5%-iger Magermilchldsung angemischt (Blockinglésung). Die
Objekttrager wurden in Objekttragerwaschkammern (quadriPERM®) gegeben und mit
je 4 ml Blockingldsung eine Stunde bei RT inkubiert. Es folgte ein Waschvorgang. Fur
die Waschlosung wurde 10xPBS (RT) auf 1xPBS mit destilliertem Wasser (RT)
verdinnt. Die Objekttragerwaschkammern wurden einmal mit 5 ml 1xPBS kurz
geschwenkt und die Losung abgegossen. Dann wurde zweimal je 10 min mit 3 ml
1xPBS gewaschen und anschlieRend die Losung abgegossen. Der primare Antikdrper
wurde mit Blockinglésung bei RT 40-fach verdinnt (1:40) und 50 ul davon auf jeden
Objekttrager gegeben. Ein Deckglas wurde luftfrei darauf gesetzt. Die Objekttrager
wurden in eine Feuchtkammer gelegt und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Im Anschluss
wurde das Deckglas entfernt. Die Objekttrager wurden in Objekttragerwaschkammern
gegeben und wie oben beschrieben gewaschen. Der sekundéare Antikdérper wurde mit
Blockinglosung bei RT und unter Lichtschutz 100-fach (1:100) verdiinnt und davon je
50 pl auf die Objekttrager gegeben. Das Deckglas wurde luftfrei darauf gesetzt. Die
Objekttrager wurden in eine Feuchtkammer gelegt und eine Stunde bei RT im Dunkeln
inkubiert. Danach wurde das Deckglas entfernt. Es folgte ein weiterer Waschvorgang
(wie oben beschrieben). Zuletzt wurden die Objekttrager entweder mit 5 pyl DAPI in
Antifade-Lésung (dient zur blauen Hintergrundfarbung aller Zellkerne) gegengefarbt
und Deckglaser darauf gesetzt oder an der Luft getrocknet. Die Lagerung erfolgte
waagrecht im Kuihlschrank bis zur Mikroskopie. Tabelle 8 zeigt das vereinfachte

Schema des Immunzytofluoreszenz-Protokolls.

Schritt | Vorgang Temperatur Dauer
1 Blocken unspezifischer Bindungen RT 1h
2 Waschen RT 20 min
3 Inkubation mit 1. Antikérper 4°C Uber Nacht
4 Waschen RT 20 min
5 Inkubation mit 2. Antikorper RT 1lh
6 Waschen RT 20 min
7 DAPI-Farbung/ Trocknung RT
8 Lagern 4°C
Tabelle 8 Protokoll der Immunfluoreszenz-Farbung

Die Tabelle zeigt den schematischen Ablauf des Immunzytofluoreszenz-Protokolls. Schritt 7 (Kernfarbung
mit DAPI) wurde im Verlauf nicht mehr durchgefiihrt, da eine negative Auswirkung auf die WGA befirchtet

wurde.
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3.4.2.3 Fluoreszenz-Mikroskopie

Im Anschluss an den Farbevorgang wurden die Objekttrager lichtgeschitzt in das
zytogenetische Labor im Institut fir Humangenetik an der Technischen Universitat
Minchen transportiert. Dort wurden die Zellen mit einem Fluoreszenzmikroskop
(Axioplan 2 Imaging, Fa. Zeiss) betrachtet. Beurteilt wurden Zellintegritat (Ganzheit der
Zelle, inklusive Zellmembran und  Zellkern), Fluoreszenz der Zellen,
Hintergrundfluoreszenz und, da es sich um Zellen eines vaginalen Abstrichs handelte,
auch die Fluoreszenz von Schmutzpartikeln und Zelldebris. Die Belichtung wurde so
eingestellt, dass die intensiver leuchtenden Zellen gerade noch leuchteten, um eine
Hintergrundfluoreszenz zu minimieren. Es wurden verschiedene Fluoreszenzfilter
verwendet, u. a. DAPI-Filter bei DAPI-Kernfarbung und Texas Red-Filter fur die
gesuchten Zellen. Um zu vermeiden, dass die Fluoreszenzkraft der Zellen rasch
nachlasst, wurde auf eine Lichtmikroskopie weitgehend verzichtet. Um dennoch einen
Uberblick uber die Zellverteilung auf dem Objekttrager zu erhalten, wurde mit einem
Aqua-Filter mikroskopiert. Hier war trotz Abwesenheit eines Aqua-fluoreszierenden
Agens eine Beurteilung der Zellgesamtheit mdglich. Eine mdgliche Erklarung dafir ist
eine Autofluoreszenz der Zellen bei Anregung durch kurzwelliges Licht, welches auch
dem Anregungsbereich von Agua-Fluorophoren nahe kommt und somit durch o. g.
Filter sichtbar wird [53, 54].

Mogliche Zellen fir die nachfolgende Lasermikrodissektion wurden bei intensiver

Fluoreszenz im Texas Red-Filter ausgewahilt.
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3.5 Gewinnung von Einzelzellen durch Lasermikrodissektion

Die Lasermikrodissektion ist eine laserunterstiitzte Methode zur gezielten und
kontaminationsfreien Gewinnung von Einzelzellen oder Gewebearealen. Mit ihr kbnnen
Zellen von einem Objekttrager abgehoben und direkt in den Deckel eines
Mikroreaktionsgefal3es transferiert (katapultiert) werden. Die Zellen stehen
anschlieBend fur weitere Untersuchungen, wie beispielsweise DNA-, RNA- oder
Proteinanalysen zur Verfligung [55]. In dieser Arbeit wurde der PALM MicroBeam der

Firma Zeiss verwendet.

3.5.1 Funktionsprinzip

Ein an ein Mikroskop gekoppelter UV-A-Laserstrahl mit einem Durchmesser von unter
1 pm ist in der Lage biologisches Material zu durchtrennen, ohne das umliegende
Gewebe zu zerstoren [56]. Mit demselben Laser kénnen die ausgewahlten Zellen oder
Gewebeareale vom Objekttrdger abgehoben und in Mikroreaktionsgefalle, bzw.
bevorzugt deren Deckel (,Cap“ s. u.), katapultiert werden (Laser Pressure
Catapulting). Dieser Vorgang findet vollkommen berthrungslos statt, da nur der
fokussierte Laserstrahl fir die Katapultation verwendet wird. Da bei der Dissektion
keine Warme ins umliegende Gewebe Ubertragen wird (kalte Ablation), bleiben DNA
und RNA von isolierten Zellen intakt und stehen fir weitere Untersuchungen zur
Verfligung [56, 57].

3.5.2 Auswahl des Objekttragers

Fur die Lasermikrodissektion kdnnen sowohl herkdmmliche Glas-Objekttrager, als
auch Membran-beschichtete Objekttrdger verwendet werden. Die Membran auf
letzteren sorgt flir eine bessere Erhaltung der Zellmorphologie wéahrend des
Katapultationsvorgangs, insbesondere wenn ganze Zellverbdnde mikrodisseziert
werden sollen. Sie besteht aus Polyethylen-Naphthalen (PEN) oder Polyethylen-
Terephthalat (PET), wobei letzteres durch seine geringere Autofluoreszenz fiir die
Fluoreszenzfarbung im Speziellen besser geeignet ist [58]. In dieser Arbeit wurden

PET-beschichtete sowie ThinPrep®-Objekttrager aus Glas verwendet.
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3.5.3 Auswahl des Auffangbehalters (Cap)

Die Firma Zeiss empfiehlt fir die Katapultation der Zielzellen die Verwendung von
Mikroreaktionsgefal3en (Eppendorf-ReaktionsgefaRen (ERG)) mit sogenannten
,<AdhesiveCaps* als Auffangbehalter. Diese sind silikonbeschichtete Deckel, an denen
die Zellen irreversibel haften bleiben. Somit wird zwar das Risiko eines Verlustes der
Zielzelle wahrend der weiteren Verarbeitung verringert; eine Zentrifugation der Zelle in
das Mikroreaktionsgefal3 selbst wird jedoch unméglich gemacht. Die Firma Zeiss
empfiehlt daher den Zelllyse-Schritt, d. h. den ersten Teilschritt der anschlie3enden
WGA, im Deckel (,Cap“) des MikroreaktionsgefalRes. Nach laborinternem Protokoll —
an das sich in dieser Arbeit so gut wie mdglich gehalten werden sollte, um das Risiko
potenziellen Misslingens zu reduzieren — lauft der Zelllyse-Schritt jedoch im
Mikroreaktionsgefald selbst ab und dieses muss daflir senkrecht in einen Thermocycler
gestellt werden. Daher erwies sich die Katapultation der Zielzellen in den Deckel des
Mikroreaktionsgefaf3es und ihre dortige irreversible Anhaftung zunachst als Problem.
Daher wurde zusatzlich zum Einsatz der empfohlenen MikroreaktionsgefalRe mit
AdhesiveCaps auch eine Verwendung von MikroreaktionsgeféaRen mit gewdhnlichen
Deckeln in Betracht gezogen, um zwei verschiedene Varianten zu testen. Die
Verwendung letzterer stellte jedoch vor eine weitere Herausforderung. Damit der
Deckel des Mikroreaktionsgefal3es vollstandig mit Flussigkeit (PBS) benetzt ist, um die
hinein katapultierte Zelle in jedem Fall aufzufangen, wurde eine Flissigkeitsmenge von
10 pl gefordert. Allerdings erlaubte das WGA-Protokoll nur eine maximale
Flissigkeitsmenge fur die Einzelzellsuspension von 2,5 ul. Au3erdem bestand hier —
im Gegensatz zur Variante mit AdhesiveCaps — das Risiko, die Zelle bei der
Zentrifugation aus dem Deckel in das Gefal3 zu verlieren. Daher ergaben sich zwei zu
testende Varianten, mit dem Ziel, den geeigneteren Auffangbehdalter fir die

anschlieRende WGA zu finden.

(A):  Katapultation in AdhesiveCaps (von der Firma Zeiss empfohlen)

(B):  Katapultation in mit PBS versetzte Deckel (von gewohnlichen ERG)

Variante A, bei der die Zellen in AdhesiveCaps geschossen wurden, machte —
aufgrund der irreversiblen Anhaftung der Zelle im Deckel — die Durchfihrung des
Zelllyse-Schritts im auf dem Deckel stehenden Mikroreaktionsgefafld notwendig (s. o.).
Da die Mikroreaktionsgefal3e fir die Zelllyse normalerweise mit dem Deckel nach oben
im Thermocycler stehen missen und eine Verarbeitung tber Kopf im Thermocycler

nicht maoglich ist, musste ein alternatives Verfahren fir diesen Teilschritt gefunden
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werden. Die Mikroreaktionsgefalie wurden daftir in einer verschliel3baren Metallbox auf
den Deckel gestellt und diese in ein Wasserbad gesetzt.

Variante B, bei der die Zellen in mit PBS benetzte Deckel katapultiert wurden, machte
sowohl die Katapultation, als auch die Zentrifugation zu einem kritischen Schritt (s. 0.).
Die vom WGA-Protokoll geforderte Flissigkeitsmenge fiir die Einzelzellsuspension von
2,5 pl 1xPBS wurde erreicht, in dem zunéchst 10 pl 0,25xPBS in den Deckel gegeben
wurden. In einer anschlieRenden Vakuumkonzentration wurde durch Evaporation von

reinem Wasser das Volumen auf 2,5 ul und daraus resultierendem 1xPBS reduziert.

3.5.4 Auswahl der zu dissezierenden Zellen

Da sich die Immunfluoreszenz-Farbung des Zellmaterials als technisch-methodisch
schwierig und schwer reproduzierbar darstellte und eine sichere Identifizierung der
Trophoblasten in kirzerer Zeit nicht in Aussicht stand, wurde beschlossen, dennoch
die weiteren Schritte der geplanten Experimentenfolge auf ihre Durchfihrbarkeit zu
testen. Fur die Lasermikrodissektion wurden die Zellen wenn mdglich nach folgenden

Gesichtspunkten ausgewahlt:

+ Zellintegritat (Zelle intakt, kein Zelldebris)

* Fluoreszenzintensitéat (Zelle leuchtet) bei durchgefiihrter Immunzytofluoreszenz

Da auf3erdem zu testen war, ob die nachfolgende WGA durch die Immunfluoreszenz-
Farbung gestdrt wirde, wurden auch ungefarbte Zellen (von nicht-Schwangeren)

mikrodisseziert.

Ebenso war zu testen, ob die Lasermikrodissektion und die anschlieBenden Methoden
(WGA und Array-CGH) sowohl mit Zellen von ThinPrep®-OT als auch von Membran-

beschichteten-OT maéglich sind.

Des Weiteren galt es herauszufinden, mit welchem Auffangbehélter (Cap) die

Durchftihrung der Experimentenfolge moglich ist.

Um alle diese Variablen zu testen und auch aufgrund von Schwierigkeiten beziiglich
der sicheren Trophoblasten-ldentifikation, wurden neben Zellen von Schwangeren mit
mannlichen Feten (Zielobjekt) auch Zellen von Schwangeren mit weiblichen Feten, von

Schwangeren in weit fortgeschrittenen Schwangerschaftswochen sowie von nicht-

31



3 Material und Methoden

Schwangeren (s. 0.) fuir die Lasermikrodissektion herangezogen. Es entstanden durch
Testung aller 0. g. Variablen insgesamt acht Kombinationsmdglichkeiten, die auf ihre
Durchfiihrbarkeit gepruft wurden. Tabelle 9 zeigt eine Ubersicht tber diese

Kombinationen.

Kombination | Farbung Objekttrager Cap

1 ja ThinPrep® AdhesiveCap

2 ja ThinPrep® PBS-benetztes Cap
3 ja PET-Membran AdhesiveCap

4 ja PET-Membran PBS-benetztes Cap
5 nein ThinPrep® AdhesiveCap

6 nein ThinPrep® PBS-benetztes Cap
7 nein PET-Membran AdhesiveCap

8 nein PET-Membran PBS-benetztes Cap

Tabelle 9 Ubersicht iber die moglichen Kombinationen der zu testenden Variablen bei der

Lasermikrodissektion
Die Tabelle zeigt alle 8 mdglichen Kombinationen die fur das Outcome der WGA und Array-CGH relevant
sein konnten. Durch Veréanderung immer nur einer Variablen hatte im Fall des Misslingens der WGA oder
Array-CGH auf eine hindernde Variable geschlossen werden kdnnen.

3.5.5 Dissektionsvorgang

Der zu untersuchende Obijekttrager wurde auf dem Objekttragertisch des
Mikrodissektionssystems eingespannt, nach der gewtiinschten Zelle abgesucht und der
Fokus auf die ausgewahlte Zelle gesetzt. Es folgte die Markierung des
auszuschneidenden Bereiches (Dissektionslinie, s. Abbildung 5). Die weiteren Schritte

unterschieden sich in Abhangigkeit vom Objekttrager.

Bei Verwendung von Membran-beschichteten Objekttragern wurde durch ein
automatisiertes System ein Punkt auf der Dissektionslinie ausgewahlt, an dem die
Laserenergie fir den Katapultationsvorgang appliziert wurde. Die Zelle wurde
Morphologie-erhaltend in den Deckel (Cap) eines 200 pl-Mikroreaktionsgefaflies

geschossen.
Bei Verwendung von Glas-Objekttragern wurde der Laserfokus auf die Ebene des

Glases eingestellt und mehrere Katapultpunkte auf die gesuchte Zelle gesetzt. Somit

wurde die Zelle fragmentiert in den Deckel transferiert.
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Im Cap konnte die Zelle in beiden Fallen (intakt bzw. fragmentiert) mit der Kamera
aufgesucht werden. Das Mikroreaktionsgefal? wurde verschlossen und bis zur weiteren
Verarbeitung im Kiihischrank bei 4°C gelagert.

Abbildung 4 Ubersicht tiber die Lasermikrodissektion
Links: PALM Microbeam Lasermikrodissektionsgerat (Fa. Zeiss) [59]. Rechts: Schematische Darstellung
der lasergestutzten kontaminations- und kontaktfreien Katapultation des gewinschten Objekts vom
Objekttrager in den Deckel eines Mikroreaktionsgefales [55].

1.Imaging 2.Capture 3. Verification 4.Isolation

5.Downstream  «~
+ DNA analysis

+ RNA analysis
+ Protein analysis

Abbildung 5 Ablauf der Lasermikrodissektion

Links: Der Dissektionsvorgang umfasst die Mikroskopie der gesuchten Zelle (1), die Zellgewinnung durch
Laserkatapultation (2), die Mikroskopie der katapultierten Zelle im Auffangbehalter zur Uberpriifung der
Katapultation (3), die Extraktion (4) und Analyse von DNA, RNA oder Proteinen (5) [55]. Rechts:
Dissektionsvorgang (Links im Bild: Einzeichnen der Dissektionslinie um das gewiinschte Zellmaterial,
mittig im Bild: Setzen des Laserfokus auf die Dissektionslinie (bei Membran-beschichteten OT), rechts im
Bild: Katapultation des gewiinschten Zellmaterials und Verbleiben des Restgewebes) [59].
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3.6 Gesamtgenomamplifikation (WGA)

3.6.1 Funktionsprinzip

Die Gesamtgenomamplifikation (Whole Genome Amplification (WGA)) wurde 1992
entwickelt, um die Menge an nur limitiert vorhandener DNA zu erhdhen [60]. Eine
menschliche Zelle besitzt normalerweise etwa 6 pg DNA. Diese Menge reicht nicht fur
eine Analyse des Genoms aus. Dafir ist die hundert- bis tausendfache Vervielfaltigung
der DNA ein essenzieller Schritt [61, 62]. Die Technik wird vor allem in der Forensik
und Genetik angewendet und ist auch fur die Array-CGH-Analyse (s. Kapitel 3.7)
unabdingbar. Bei der WGA werden (Einzel-)Zellen lysiert und ihre DNA vervielfaltigt.
Dafiir wurden verschiedene WGA-Techniken entwickelt, auf die hier nicht im Detail
eingegangen werden soll. Die zwei Hauptprinzipien sind die Temperature Cycled
(PCR-basierte) WGA und die (isothermale) Multiple Displacement Amplification (MDA)
[63]. In dieser Arbeit wurde das PicoPlex®-WGA-Kit der Firma Rubicon Genomics
verwendet, das fur die Amplifizierung von Einzelzell-DNA dient und speziell bei
Blastomeren, Polkérpern, Trophoblasten und Amniozyten anwendbar ist [64]. Es
handelt sich dabei um ein PCR-basiertes Kit, welches einen vorgeschalteten MDA-Pre-
Amplifikationsschritt enthédlt - was die WGA gerade im Bereich hoher
Amplifikationsraten weniger stéranfallig macht — und es daher fur die Detektion von
Kopienzahlveranderungen besonders gut eignet [63]. Die DNA-Menge kann bis zu
einer Million-fach vervielfaltigt werden, um eine Endmenge von ca. 2-5 ug zu erhalten
[65]. Abbildung 6 zeigt die einzelnen Schritte der Methode.
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Abbildung 6 PicoPlex®-WGA-Kit-Technologie

Fir die WGA wird eine Einzelzelle lysiert und ihre DNA extrahiert (Step 1). Es folgt die Pra-Amplifikation in
12 Zyklen (Step 2) (Denaturierung der Proben-DNA, Primer-Anlagerung, Primer-Extension, Denaturierung
und neue Primer-Anlagerung, Wiederholung der Primer-Extension, Denaturierung usw.) sowie die
Kumulation von Haarnadelstruktur-bildenden DNA-Abschnitten. Zuletzt erfolgt die eigentliche
Amplifikationsreaktion (Step 3) [64].

I

3.6.2 Material und Vorbereitung

Kapitel | Vorgang
3.6.3.1 | Zelllyse

3.6.3.2 | Pra-Amplifikation
3.6.3.3 | Amplifikation

Tabelle 10 Schema fur die Durchfihrung der WGA

Die Reagenzien fir die EinzellzellWGA stammten aus dem PicoPlex®-WGA-Kit der

Firma Rubicon Genomics (s. Tabelle 11).
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Reagenzien (PicoPlex®-WGA-Kit, Fa. Rubicon Genomics)

Cell Extraction Buffer

Extraction Enzyme Dilution Buffer

Cell Extraction Enzyme

Pre-Amp Buffer

Pre-Amp Enzyme

Amplification Buffer

Amplification Enzyme

Nuclease-Free Water

Tabelle 11 Reagenzien fir die Gesamtgenomamplifikation

Fur die Gesamtgenomamplifikation (WGA) wurde stets auf Eis, sowie in einer
Sterilkammer gearbeitet, die dem Schutz der Proben vor Kontamination dient.
AuRerdem wurde darauf geachtet, die Reagenzien nicht direkt in die Losung zu geben,
sondern sie an die Innenwand des Mikroreaktionsgefal3es zu pipettieren. Je nach Art

der Zellasservierung wurde auf zwei unterschiedliche Arten vorgegangen.

Bei den Proben, bei welchen die Einzelzellen in AdhesiveCaps katapultiert worden
waren (A), wurden die Reagenzien in den Deckel pipettiert. Nach Ablauf des Zelllyse-
Schritts konnte das Zelllysat in das Gefal3 selbst abzentrifugiert werden und die Proben

richtig herum (Deckel nach oben) weiter verarbeitet werden.

Die Proben, welche in den mit 10 ul 0,25xPBS benetzten Deckel eines
Mikroreaktionsgefales katapultiert worden waren (B), wurden nach grindlichem
Abzentrifugieren der Einzelzellsuspension vom Deckel in das Mikroreaktionsgefal? mit
Hilfe eines Thermokonzentrators auf ein Volumen von 2,5 pl reduziert. Durch
Evaporation von Wasser entstand dadurch das vom WGA-Protokoll geforderte
Volumen von 2,5 pl 1xPBS. Diese Proben konnten daher noch vor Beginn des Zelllyse-

Schritts richtig herum (Deckel nach oben) verarbeitet werden.

Fur den Versuch wurden zusatzlich zu den Proben (Einzelzellen) eine Positivkontrolle
(méannliche Referenz-DNA) sowie eine Negativkontrolle mit angesetzt. In jedes Proben-
Reaktionsgefald der Variante A, sowie in das Reaktionsgefald fir die Negativkontrolle
wurden je 2,5 pl steriles 1xPBS gegeben. Somit ergab sich ein Ausgangsvolumen in
jedem Reaktionsgefald von 2,5 ul, da die Proben der Variante B bereits nach der
Einengung dieses Volumen enthielten. Im Folgenden wird fir das (Mikro-)

Reaktionsgefal? die Abkirzung ERG (Eppendorf-Reaktionsgefall) verwendet.
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3.6.3 Durchfihrung

3.6.3.1 Zelllyse

In jedes ERG wurden anschlieBend 2,5 pl Cell Extraction Buffer (CEB) pipettiert, mit
Ausnahme der Positivkontrolle, fir welche 4 pl CEB sowie 1 pl einer 30 pg/ul-
konzentrierten mannlichen Referenz-DNA in ein ERG gegeben wurden. Aus dem
Extraction Enzyme Dilution Buffer (4,8 ul pro Probe) und dem Cell Extraction Enzyme
(0,2 pl pro Probe) wurde ein Mastermix 1 (MM 1) hergestellt, von dem nach kurzem
Schnippen und Abzentrifugieren jeweils 5 pl zu jedem 200 pl-ERG gegeben wurden.
Somit ergab sich ein Gesamtvolumen pro ERG von 10 pl (s. Tabelle 12). Nach Zugabe
dieses Mastermix, wurde kurz abzentrifugiert und die Reaktion gestartet.

Proben-ID | Variante | 1xPBS | CEB Silf/frenz' MM 1 | Gesamt
1.1.1.1.1 A 2,5 ul 2,5 ul - 5 ul 10 pl
2b.1.3.2.0 A 2,54l 2,5 ul - 5 ul 10 pl
16.1.2.3.2 B - 2,5ul - 5ul 10 ul
14.1.7.4.3 B - 2,5l - 5ul 10 pl
19.1.9.5.4 B - 2,5l - 5ul 10 pl
19.2.10.6.0 B - 2,5ul - 5ul 10 ul
11.1.11.75 |A 2,5l 2,5l - 5ul 10 pl
11.2.12.8.0 A 2,5ul 2,5ul - 5l 10 ul
11.3.13.9.0 A 2,5ul 2,5ul - 5l 10 ul
11.4.14.10.6 | A 2,5l 2,5 ul - 5 ul 10 pl
2a.1.15.11.0 | A 2,5ul 2,5ul - 5l 10 ul
NK - 2,5ul 2,5ul - 5l 10 ul
PK - - 4 ul 1l 5l 10 ul
Tabelle 12 Ubersicht iiber die Pipettiervolumina fiir die WGA

A: Variante in AdhesiveCaps: Zugabe von 2,5 ul 1xPBS; B: Variante in normalen Mikroreaktionsgefaf3en,
Zelle bereits in 2,5 pl 1XPBS (nach Volumenreduktion), keine weitere Zugabe von 1xPBS nétig. CEB: Cell
Extraction Buffer; PBS: Phosphat buffered Saline; MM: Mastermix; NK: Negativkontrolle; PK:
Positivkontrolle.
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Fur Variante A erfolgte die Inkubation fiir 10 Minuten bei 75°C. Dafir wurden die Zellen
auf dem Deckel stehend in eine Metallbox gestellt, welche in ein Wasserbad bei 75°C
gesetzt wurde. Der Deckel der Metallbox, sowie der Deckel des Wasserbades wurden
verschlossen, um den Warmeverlust zu verringern. Parallel dazu wurde im
Thermocycler (PCR-Block) das Programm fiir die DNA-Extraktion gestartet, bei dem
die aufrecht gelagerte Negativ- und die Positivkontrolle sowie die Proben der Variante
B inkubiert wurden. Tabelle 13 zeigt das Programm fir die DNA-Extraktion.

Anzahl Zyklen | Temperatur Dauer Thermocycler Wasserbad
1 75°C 10 min Proben B, NK, PK Proben A
1 95°C 4 min alle Proben -

Tabelle 13 Programm fiir die DNA-Extraktion

Die Tabelle zeigt die Reaktionsbedingungen fir die DNA-Extraktion. Der erste Schritt findet fir die Proben
der Variante A im Wasserbad, fiir die restlichen Proben im Thermocycler statt. Der zweite Schritt findet fiir
alle Proben im Thermocycler statt.

Der Themocycler wurde nach den ersten 10 Minuten pausiert, um die Uber Kopf
stehenden Proben (A) nach 20 Sekunden Abzentrifugieren fur die 4-minltige
Enzymdeaktivierung bei 95°C in aufrechter Position mitlaufen zu lassen. Fir die
Proben der Variante B erfolgte die Zelllyse von Anfang an in aufrechter Position im

Thermocycler bei identischem Programm fiir die DNA-Extraktion (s. 0.).

3.6.3.2 Pra-Amplifikation

Die Proben wurden nach Ablauf der Zelllyse wieder auf Eis gestellt und in der
Sterilkammer weiter bearbeitet. Ein Master-Mix 2 wurde aus dem Pre-Amp-Buffer (4,8
ul pro Probe), sowie dem Pre-Amp-Enzyme (0,2 ul pro Probe) angesetzt. Nach kurzem
Schnippen und Abzentrifugieren wurden davon je 5 ul zu jedem ERG gegeben. Die
ERG wurden nach Zugabe des Master-Mix ebenfalls kurz durch Schnippen gemischt
und abzentrifugiert. AnschlieBend wurden alle Proben in den Thermocycler gestellt und
die Pra-Amplifikation gestartet. Tabelle 14 zeigt das Programm fir die Pra-

Amplifikation.
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Anzahl Zyklen Temperatur Dauer

1 95°C 2 min
95°C 15 sec
15°C 50 sec

1 25°C 40 sec
35°C 30 sec
65°C 40 sec
75°C 40 sec

Tabelle 14 Programm fur die Pra-Amplifikationsreaktion

3.6.3.3 Amplifikation

Die Proben wurden nach Ablauf der Pra-Amplifikation wieder auf Eis gestellt und in der

Sterilkammer weiter bearbeitet. Ein Master-Mix 3 wurde aus Nuklease-freiem Wasser

(34,2 pl pro Probe), dem Amplification Buffer (25 ul pro Probe), sowie dem

Amplification Enzyme (0,8 pl pro Probe) angesetzt. Nach kurzem Schnippen und

Abzentrifugieren wurden je 60 pl davon in jedes ERG gegeben. Wieder wurde das

fertige Reaktionsgemisch durch Schnippen gemischt, abzentrifugiert und in den

Thermocycler fur die Amplifikationsreaktion transferiert. Tabelle 15 zeigt das Programm

fur die Amplifikationsreaktion.

Anzahl Zyklen Temperatur Dauer
1 95°C 2 min
95°C 15 sec
16 65°C 60 sec
75°C 60 sec
Tabelle 15 Programm fur die Amplifikationsreaktion

Nachfolgend gibt Tabelle 16 eine Ubersicht iiber die Reaktionsbedingungen der drei

Teilschritte der WGA.
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Schritt | Reaktion Zyklen Temperatur Dauer
75°C 10 min

1 Zelllyse 1 95°C 4 min
1 95°C 2 min

95°C 15 sec

15°C 50 sec

2 Pra-Amplifikation 25°C 40 sec
12 35°C 30 sec

65°C 40 sec

75°C 40 sec

1 95°C 2 min

3 Amplifikation 95°C 15 sec
16 65°C 60 sec

75°C 60 sec

Tabelle 16 Ubersicht tiber die Reaktionsbedingungen der WGA

Nach Ende der Amplifikation wurden die Proben sofort wieder auf Eis gestellt. In der
Sterilkammer wurden je 8 pl der amplifizierten DNA-LOsung fir eine Gel-
Elektrophorese aliquotiert, die der Uberprifung der WGA dienen sollte. Die restliche
DNA wurde unverziuglich eingefroren und bis zur Array-CGH-Analyse im

Gefrierschrank bei -20°C gelagert.

3.6.3.4 Evaluation der Amplifikation mittels Elektrophorese

Um das Ergebnis der WGA zu uberprifen und die Amplifikate sichtbar zu machen,
wurde eine Gel-Elektrophorese durchgefiihrt. Die Elektrophorese ist ein Verfahren, bei
dem geladene Molekule nach ihrer relativen Molmasse aufgetrennt werden kdnnen.
Dabei wandern, wie in diesem Fall, z. B. DNA-Fragmente (negativ geladen) tber ein
elektrisches Feld vom Minus- zum Pluspol, z. B. durch ein Agarosegel, tUber das eine
Gleichspannung angelegt wird. Je nach Molekiilradius und Masse sowie abhéngig von
der Hohe der angelegten Spannung und dem Dichtegrad des Gels, wandern diese
schneller oder sind tradger und kdénnen somit aufgetrennt werden. Dabei werden die

Molekule mit einem Farbstoff markiert, um sie sichtbar zu machen [66].

Fur die Herstellung von 1%-Agarosegel wurden zunéchst 500 ml 1xTBS (Tris Buffered
Saline) als Laufpuffer angemischt. Davon wurden 80 ml fur die Herstellung des Gels
verwendet und der Rest in eine Elektrophorese-Kammer gegossen. In einen
Erlenmeyerkolben wurden 0,8 g Agarose, sowie die 80 ml Laufpuffer gegeben und die
Mischung in der Mikrowelle bei 800 Watt fir 2 Minuten unter intermittierendem

Schwenken erhitzt. Zum heiRen, homogenen Gel wurden 1,5 pl des DNA-
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Fluoreszenzfarbstoffs Ethidiumbromid gegeben und alles durch Schwenken gemischt,
bevor es in die Gelkammer geflillt wurde. Luftblasen wurden entfernt und die Kémme
zur Erzeugung der Probenkammern eingesetzt. Nach Abkihlung und Erhartung des
Gels wurde eine Kammer mit 7 pl einer 100 bp DNA-Ladder (molekularer
Massenindikator) inklusive 6x Dye (Farbstoff) und die Probenkammern jeweils mit 8 pl
der amplifizierten DNA sowie 2 pl 6x Dye beladen. Bei einer Spannung von 100 V lief
die Elektrophorese fir ca. 50 Minuten.

Als positiv wurde ein Amplifikationsergebnis gewertet, wenn eine deutlich sichtbare

gleichméaRige Massenverteilung der Amplifikate zwischen ca. 100 und 1000 bp Lange
(erkennbar mit Hilfe der Ladder) auftrat.
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3.7 Array-basierte vergleichende Genomhybridisierung (Array-
CGH)

3.7.1 Funktionsprinzip

Die vergleichende Genomhybridisierung (Comparative Genomic Hybridization (CGH))
ist eine molekularzytogenetische Untersuchungsmethode, die zur Detektion von
Kopienzahlveranderungen in einem zu testenden Genom dient [67]. Dabei wird ein
Testgenom mit einem Referenzgenom auf das Vorkommen von chromosomalen
Imbalancen verglichen. Die Methode beruht auf Farbung der zu vergleichenden
Nukleinsduren mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen, deren Intensitéat hinterher
gemessen werden kann. Bei der konventionellen CGH werden die Test-DNA und die
Referenz-DNA im Mengenverhéltnis 1:1 gemischt und fiur die konsekutive
Hybridisierung auf Metaphase-Praparate eines Individuums mit nicht-aberrantem
Genom gegeben. Die DNA-Fragmente konkurrieren nun um die komplementéaren
Bindungsstellen. Liegt eine unaufféllige Test-DNA vor, so ergibt sich ein Mischfarbstoff
(gelb). Sind in der zu testenden DNA Verluste im Sinne von Deletionen oder
Zugewinne an genetischer Information, im Sinne von Insertionen, Duplikationen oder
Amplifikationen zu verzeichnen, so ergibt sich ein relativer Uberschuss einer der
beiden verwendeten Farbstoffe. Beispielsweise erscheint ein Uberschuss an Test-DNA
(Insertion, Duplikation, Amplifikation) in roter Farbe, wahrend ein Verlust in der Test-
DNA (Deletion) im relativen Uberschuss der Referenz-DNA resultiert, welcher dann in
griner Farbe fluoresziert. Durch Zugabe von nicht-markierter sogenannter Cot |
Human DNA werden hochrepetitive  Sequenzen zuvor geblockt. Die
Fluoreszenzintensitat beider Farbstoffe wird im Anschluss durch computergestiitzte
Bildverarbeitung gemessen und bildlich dargestellt [46]. Bei der konventionellen CGH
liegt die Auflésung, mit der genomische Kopienzahlveranderungen gemessen werden
kdnnen, bei 7 bis 10 Mb, was circa einer Chromosomenbande nach G-

Banderungsmuster entspricht [68]).

Die Array-basierte Variante der CGH stellt eine Weiterentwicklung der CGH dar. Dabei
werden, anstatt der Metaphase-Praparate, auf Glas-Objekttragern fixierte DNA-
Fragmente zur Hybridisierung verwendet, die jedoch das ganze Genom abdecken [69-
72]. Dadurch kann die Auflosung um ein Vielfaches erhéht werden. Die DNA-

Fragmente konnen aus modifizierten Bakterien (meist E. coli) hergestellt werden
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(Bacterial Artificial Chromosome-Array (BAC-Array)) [73]. Abbildung 7 zeigt
schematisch den Ablauf eines Array-CGH-Experiments.

1. DNA-Markierung 2. Komparative Hybridisierung

Referenz

v O\
| T A
| J

‘ (LR 1 .1

—>
Probe —}

3. Scannen der Fluoreszenzsignale

Verlust I I
—_— normal (2n)  se—p

Zugewinn .
-
.\ 5. Daten-
4. Datenanalyse Ll Interpretation

Abbildung 7 Schema der Array-CGH

Die Proben- und Referenz-DNA werden zunachst mit zwei verschiedenen Fluorophoren markiert (Cy3 und
Cy5, hier rot und grun dargestellt) (1) und anschlieRend mit auf dem Array-Objekttrager fixierten DNA-
Fragmenten komparativ hybridisiert (2). Es folgt das Scannen der Fluoreszenzsignale mit einem
Microarray-Scanner (bei unauffalliger Proben-DNA entsteht eine gelbe Fluoreszenz) (3), die Datenanalyse
mittels Analysesoftware, bei der die Signalintensitdten gemessen werden, (4) und die nachfolgende
Interpretation der Ergebnisse (5). Abbildung modifiziert nach [74].

Die Array-CGH-Analyse findet zum Beispiel in der Tumordiagnostik sowie im Rahmen
der molekularen Syndromologie, der Pranatal- und der Praimplantationsdiagnostik
(PID) Anwendung. Sie bietet — verglichen mit der konventionellen Karyotypisierung —
einige Vorteile. Zum einen ist sie bestens zur DNA-Analyse geeignet, wenn wenig
Probenmaterial, beispielsweise nur eine bis wenige Zellen, vorliegen. Zum anderen
sind zeitintensive Zellkulturen nicht noétig [67]. Dadurch besteht auch nicht das — wenn
auch sehr kleine — Risiko in der Kultur fir chromosomale Stérungen wahrend der
Mitose. Auch der Informationszugewinn durch die Array-CGH, basierend auf der
Moglichkeit, selbst submikroskopische Zugewinne und Verluste zu detektieren, ist von
grolRem Vorteil. Bei Vorliegen von weiteren (Mosaik-) Zelllinien ist die Array-CGH bei
deren Detektion der Karyotypisierung (mit Einschrankungen) berlegen. Dies beruht
vermutlich auf einem Wachstumsnachteil der abnormen Zelllinie in der Zellkultur [67,
75].
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Ein Nachteil der Array-CGH-Analyse ist das Unvermogen, strukturelle Veranderungen
ohne Verlust oder Zugewinn an genetischer Information, wie z.B. bei balancierten
Translokationen oder Inversionen, zu detektieren. Das ist damit zu erklaren, dass die
genetische Information im Gesamten im Vergleich zur Kontroll-DNA weder vermehrt
noch verringert ist. Lediglich die Anordnung der Chromosomenabschnitte ist verandert,
die jedoch nicht bertcksichtigt wird. Allerdings liegen bei den meisten phanotypisch
auffalligen Individuen unbalancierte Translokationen vor [76]. Auch eine Polyploidie,
also eine Vervielfaltigung des gesamten Chromosomensatzes, wird nicht erkannt [67].
In dieser Arbeit wurde die im Zentrum fir Reproduktionsgenetik im Gyn-Gen-Lehel
MVZ etablierte Single Channel-Methode angewendet. Hier werden pro Versuchsreihe
(Batch) insgesamt zwei Referenz-DNA (méannlich und weiblich) verwendet. Diese
werden jeweils einmal mit Cy3 und Cy5 farbmarkiert und dann auf ein Arrayfeld
zueinander ins Verhéltnis gesetzt, so dass die beiden weiblichen unterschiedlich
markierten DNA und die beiden mannlichen unterschiedlich markierten DNA auf einem
Arrayfeld aufgetragen sind. Dazu kdonnen dann mehrere Proben-DNA mit analysiert
werden, wobei jeweils zwei Proben-DNA zueinander auf ein Feld gegeben werden (s.
Abbildung 8, S.47). Computergestiitzt kbnnen eventuelle Imbalancen der Proben-DNA
sowohl im Vergleich zur weiblichen, als auch zur mannlichen Referenz-DNA dann
jeweils detektiert werden. Daher bietet die Single-Channel-Methode eine
Kostenersparnis, da nicht auf jedes Arrayfeld die Referenz-DNA gegeben werden
muss [77]. AuRerdem hat sie den Vorteil, dass die Gonosomen besser beurteilt werden
kénnen. Auch die Qualitat des Experiments kann bei der Single-Channel-Methode

unter anderem Uber die Betrachtung der Gonosomen abgeschatzt werden [78].

In dieser Arbeit wurde der 1 Mb BAC-Array der Firma lllumina/BlueGnome (24sure, HG
19) verwendet. Dieser Array besteht aus 2900 BAC-Klonen, deren Abstand im Mittel
zueinander ca. 1 Mb betragt. Ausgelesen wurde der Array mit dem NimbleGen MS 200
Microarray Scanner (Auflosung 10 um). Die Analyse erfolgte unter Zuhilfenahme der

Auswertesoftware BlueFuse Multi 4.1 (Fa. lllumina/ BlueGnhome).
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3.7.2 Material und Durchfihrung

Kapitel | Vorgang

3.7.2.1 Labelling

3.7.2.2 Probenvereinigung und Volumenreduktion
3.7.2.3 Hybridisierung

3.7.24 Waschen

3.7.2.5 Scannen

Tabelle 17 Schema fir die Durchfihrung der Array-CGH

Reagenzien (24sure+ Pack, Fa. Illumina/Bluegnome)

male/female DNA

Reaction Buffer
dCTP-labelling mix
Cy3dCTP
Cy5dCTP

Klenow Enzyme

Primer Solution

Hybridization Buffer
COT Human DNA

Tabelle 18 Reagenzien flr die Array-CGH-Analyse

Fur die Durchfihrung der nachsten Schritte wurde stets auf Eis sowie in der

Sterilkammer und bei Schutz vor UV-Licht gearbeitet.

3.7.2.1 Labelling

Die Reagenzien aufer dem Klenow-Enzym wurden aufgetaut, kurz gemischt und
abzentrifugiert und anschlieBend auf Eis gestellt. In jedes ERG wurden 5 pl Primer
Solution sowie jeweils 8 pl Proben-DNA pipettiert. Fur die Denaturierung der DNA
wurden die Proben fir 5 Minuten bei 94°C in den Thermocycler gestellt. Die Proben
wurden anschlieBend fir 5 Minuten auf Eis herunter gekuhlt. In der Zwischenzeit
wurden die Mastermixe fur Cy3 und Cy5 flr das Labelling (Farbmarkieren der DNA)
vorbereitet. Zusammen mit den gekihlten DNA-R8hrchen wurden die Mastermixe kurz
abzentrifugiert und anschlieRend jeweils 12 ul des Cy3-Labelling-Mix oder 12 pl des
Cyb5-Labelling-Mix in die 13 pl des jeweiligen ERG pipettiert. Nach kurzem Schnippen

und Abzentrifugieren der Proben wurden diese fir 4 Stunden bei 37°C im
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Thermocycler platziert. Dieser Schritt kann bei Bedarf auf bis zu 18 Stunden verlangert

werden.

3.7.2.2 Probenvereinigung und Volumenreduktion

Unterdessen wurde ca. 30 Minuten vor Ende der 4 Stunden Inkubationszeit ein
Vakuumkonzentrator (SpeedVac) auf 60°C erhitzt. Die ERG wurden abzentrifugiert und
auf Eis gestellt. Fir die nachfolgende Probenvereinigung und Einengung mittels
Vakuumkonzentrator wurden je Probe ein Aliquot von 25 ul COT Human DNA
aufgetaut. Diese 25 pl-Aliquots wurden nun mit dem Cy5-markierten und dem Cy3-
markierten Genom zu einem Gesamtvolumen von 75 ul vereint und mit der Pipette
gemischt. Die ERG wurden mit gedffnetem Deckel in den vorgewarmten
Vakuumkonzentrator transferiert und das Volumen anschlieRend fir ca. 45-60 Minuten
auf ca. 3 ul reduziert. Etwa 10-15 Minuten vor Ende der Volumenreduktion wurde der
Hybridization Buffer auf 75°C vorgewarmt. Aufgrund der Viskositat der Losung wurde

fur die Pipettiervorgange eine spezielle GILSON-Pipette verwendet.

3.7.2.3 Hybridisierung

Fur die Hybridisierung wurden jeweils 21 ul des vorgewarmten Puffers zu den ca. 3 pl
des vereinten Proben-Referenz-COT-Gemisches hinzugegeben und solange
geschnippt, bis die Losung homogen und frei von Schwebeteilchen erschien. Nach
kurzem Abzentrifugieren wurden die ERG in den Thermocycler fir die Denaturierung
bei 75°C fur 10 Minuten inkubiert. Die R6hrchen wurden anschlie3end fir 20 Sekunden
abzentrifugiert sowie auf Raumtemperatur abgekihlt und die Hybridisierungsplatte
(HyBrite) auf 47°C vorgewarmt. Fir die nachsten Schritte wurde unter gréfdter Vorsicht
jeder Array-Objekttrager einzeln bearbeitet. Ein Array-Objekttrager besitzt eine eigene
Array-ID und zwei Array-Felder fiir je zwei DNA-Proben (je nach Experiment: Probe-
Referenz, s. Abbildung 8 links; oder Probe-Probe bzw. Referenz-Referenz, s.
Abbildung 8 rechts). Es wurden jeweils zwei Deckglaschen (22 x 22 mm) nach Prifung
auf Unversehrtheit und Sauberkeit auf eine Array-Schablone gelegt, wobei ein
Deckglas oben und eines unten angebracht wurde. Je 18 pl der fluoreszenzmarkierten
DNA wurden auf jedes Deckglaschen gegeben und der Array-Objekttrager mit dem
Chip zur Deckglasflache hin darauf gelegt. Zum Abdichten wurde Fixogum-Kleber am
Rand der Deckglaschen aufgetragen und im Dunkeln fir max. 10 Minuten getrocknet.
Im Anschluss wurden die Objekttrager in den vorgewarmten HyBrite gelegt und fir 3
bis 16 Stunden bei 47°C (Uber Nacht) hybridisiert.
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Probe 1 female male
reference reference
male female male
reference reference reference
Probe 2 Probe | Probe 11l
male
reference Probe I Probe IV

Array-ID Array-ID Array-ID

Abbildung 8 Anordnung der Proben- und Referenz-DNA auf dem Array-Objekttrager

Links: Anordnung der Proben- und Referenz-DNA beim Dual Channel-Experiment. Es wird jeweils eine
Proben-DNA (Probe 1 bzw. 2) zur mannlichen Referenz-DNA ins Verhdltnis gesetzt. Rechts: Anordnung
der Proben- und Referenz-DNA beim Single Channel-Experiment. Es gibt zwei Referenz-DNA (méannlich
und weiblich), die mit verschiedenen Fluorophoren markiert zueinander ins Verhaltnis gesetzt werden.
Ebenso werden je zwei verschiedene Proben-DNA (Probe | und II bzw. Il und IV) zusammen auf ein
Array-Feld gegeben. Farblich dargestellt sind die Fluoreszenzmarkierung der DNA mit Cy3 (rosa) und Cy5
(blau).

3.7.2.4 Waschen

Reagenzien und Materialien
20x SSC

Tween 20

Aqua bidestillata
500 ml-Schott-Flasche

Magnetrihrfisch

Magnetrihrer

Einwegpipette und Pipettierhilfe

Messzylinder

Kilvetten

Tabelle 19 Reagenzien und Materialien fir die Herstellung der Waschpuffer

Fur die Herstellung der Waschlésung 1 wurden 40 ml 20xSSC-Ldsung sowie 0,2 ml
Tween 20 mit der Gilson-Pipette in eine Schott-Flasche gegeben und diese mit
bidestilliertem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 400 ml aufgefullt. Mittels Rihrfisch
wurde die Lésung durchgemischt. Fir die Herstellung der Waschlésung 2 wurden 285
ml bidestilliertes Wasser in die Schott-Flasche gegeben, 15 ml 20xSSC-L6sung dazu
pipettiert und mit dem Ruhrfisch durchgemischt. Fir die Herstellung der Waschlésung

3 wurden 3 ml 20xSSC-Losung in eine Schott-Flasche gegeben, diese mit
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bidestilliertem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 600 ml aufgefillt und mit dem
Ruhrfisch durchgemischt. Tabelle 20 zeigt das Waschprotokoll.

Schritt | Waschlésung | Puffer Temperatur | Zeit Ruhren
2xSSC . :

1 1 0,05% Tween 20 RT 1-2 min nein
2xSSC . .

2 1 0,05% Tween 20 | X1 10 min Ja

2 1xSSC RT 10 min ja
0,1xSSC 60°C 5min nein
0,1xSSC RT 1 min ja
Tabelle 20 Waschprotokoll

Die Tabelle zeigt eine Ubersicht iiber das Waschprotokoll. Es beinhaltet 5 Waschschritte (Schritt 1-5) mit 3
Waschlésungen (Waschlésung 1-3) mit unterschiedlicher Zusammensetzung (s. Spalte Puffer). Teilweise
wurde ein Ruhrfisch zum Durchmischen der Lésungen genutzt.

Die Waschlosungen wurden in die Kuvetten gefillt und die Kivette mit der
Waschlésung 3 in einem Wasserbad auf 60°C erhitzt. Nach Ende der
Hybridisierungszeit wurden die Array-Objekttrager vorsichtig mit einer Pinzette vom
Fixogum-Kleber befreit — ohne die Deckglaser dabei zu l6sen — und in eine Kivette mit
Waschlésung 1 gegeben (Schritt 1). Nach etwa 1-2 Minuten lésten sich die
Deckglaschen von selbst oder wurden — wenn nétig — mit einer Pinzette entfernt ohne
den Objekttrager dabei aus der Flussigkeit zu heben. Die Array-Objekttrager wurden
anschlieRend in die zweite Kivette mit Waschlésung 1 gegeben und diese fir 10
Minuten mittels Ruhrfisch durchmischt (Schritt 2). Dann wurden die Objekttrager in die
Klvette mit Waschlésung 2 transferiert und diese ebenfalls fir 10 Minuten gerlhrt
(Schritt 3). AnschlielRend wurden die Objekttrager in die Kivette mit Waschlésung 3
gegeben und bei 60°C fur 5 Minuten stehen gelassen (Schritt 4). Fur den letzten
Waschschritt wurden die Objekttrager fir 1 Minute in eine vierte Kivette mit
Waschlésung 3 gegeben und diese gerihrt (Schritt 5). Wahrend die Ubrigen
Objekttrager in der Waschlésung 3 verbleiben konnten, wurde ein Objekttrdger nach
dem anderen in einer Microarray-Zentrifuge fir 30-60 Sekunden getrocknet und

lichtgeschiitzt in einem Behalter aufbewahrt.

3.7.2.5 Scannen

Der Scanvorgang wurde nach Transport der Objekttrager im Dunkeln und bei

Raumtemperatur zigig im Anschluss am Institut fir Humangenetik der TU Minchen

durchgefihrt. Daflr wurde der NimbleGen MS 200 Microarray Scanner (Fa. Roche)
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verwendet. Mit dem Zwei-Kanal-Scanner wurden die Fluorophore (Cy3 und Cyb5)
spezifisch fur ihre Absorbtionswellenlange angeregt. Dabei regte ein griner Laser
(Wellenlange 532 nm) das Cy3-Signal und ein roter Laser (Wellenlange 635 nm) das
Cy5-Signal an. In einem Pre-Scan-Schritt wurde der Array-Objekttréager bei niedriger
Auflésung vorgescannt, um das Hybridisierungsfeld einzugrenzen sowie den Array-
Barcode zu lesen. Im eigentlichen Scan-Schritt wurde in einer héheren Auflosung (10
pm) aus beiden Fluoreszenz-Signalen ein Multi-TIFF-Bild erstellt und daraus ein
Graustufenbild generiert (s. Abbildung 19, S. 65). Die Analyse erfolgte unter
Zuhilfenahme der Auswertesoftware BlueFuse Multi 4.1 (Fa. lllumina/ BlueGnome) und

der Qualitatsparameter, die im Folgenden naher erlautert werden sollen.

3.7.2.6 Beurteilung der Ergebnisse mittels Qualitatsparameter

Die Uberpriufung der Datenqualitat ist einer der wichtigsten Aspekte in Microarray-
Experimenten. Sie erlaubt die Beurteilung der Ergebnisse und deren Einordnung in
genomische Veradnderungen und Artefakte [79]. Die von der Firma lllumina als
Orientierungswerte herausgegebenen Qualitdtsparameter setzen sich aus der
Standardabweichung der Autosomen (SD Autosome), dem Prozentsatz einbezogener
Klone (% Included Clones), dem Verhdltnis des Fluoreszenzsignals zum
Hintergrundsignal (Signal to Background Ratio (SBR)) sowie der Derivative Log Ratio

(DLR) zusammen.

Der Wert SD Autosome gibt die Streuung der log2-Ratio aller Klone auf dem Array an.
Ein niedriger Wert (0,05-0,11; s. Tabelle 21) spricht fur eine Verteilung nahe der Null,
um die sich die log2-Ratio-Werte der Autosomen verteilen sollen. Es werden alle
Autosomen-Klone mit einberechnet; AusreiRer-Werte fern von der Null werden nicht
ausgenommen. Ein zu niedriger Wert (<0,02; s. Tabelle 21) spricht fur ein Problem
beim Waschvorgang oder der Hybridisierung, was ein Verbleiben vieler nicht-

spezifischer Signale auf dem Array zur Folge hat.

Der Parameter % Included Clones gibt den Prozentsatz aller Klone an, die fir die
Analyse herangezogen wurden. Ausgeschlossen werden Klone, die uneinheitliche
Klonreplikate aufweisen. Dieser Wert wird nur bei BAC-Arrays verwendet, da nur hier
Klone ausgeschlossen werden kénnen. Ist der Wert niedrig, kann das fiir gréere

Artefakte auf dem Array sprechen.
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Die Signal to Background Ratio zeigt an, wie klar die Fluoreszenzsignale der DNA-
Klone tber dem Hintergrundsignal detektiert werden konnen. Der Wert wird aus dem
Quotient der Hintergrund-korrigierten Signalintensitat der DNA-Klone und der blof3en
Hintergrund-Signalintensitat berechnet. Er zeigt die Qualitédt der Waschvorgange und
des Labelling an.

Die Derivative Log Ratio misst die Streuung der Differenzen der log2-Ratios zwischen
allen benachbarten Klon-Paaren (des Genoms). Bei einem einfachen Array-CGH-Profil
ist dieser Wert dem SD Autosome-Wert sehr &hnlich. Bei einem komplexen Array-
CGH-Profil mit mehreren Stufenspriingen wirde der SD Autosome-Wert GbermafRig
ansteigen, wahrend der DLR-Wert in dem Fall weniger empfindlich ware [79].

Nicht direkt zu den Qualitatsparametern gehdérend, aber dennoch fir die
Auswertbarkeit und Interpretation der Array-CGH-Profile unerlasslich, ist die
Heranziehung der X-separation. Sie zeigt die log2-Ratio der Proben-DNA im Vergleich
zur mannlichen bzw. weiblichen Referenz-DNA am X-Chromosom an. Je nach
Geschlecht der Proben-DNA liegt ein Mismatch im Vergleich zu einer der beiden
Referenz-DNA vor. Die Hohe des Mismatch kann im Experiment etwas vom natdrlich
zu erwartenden Betrag der log2-Ratio vom Verhdltnis 2:1 (weiblich zu mannlich,
log2(2/1)= 1) bzw. 1:2 (mannlich zu weiblich, log2(1/2)= -1) abweichen. Sie dient
jedoch als Orientierung, um Auffalligkeiten im Array-CGH-Profil als echte
Kopienzahlveranderungen oder als Artefakte einzustufen und wurde in dieser Arbeit

mafdgeblich fir die Beurteilung der Array-CGH-Profile eingesetzt [80].

Tabelle 21 zeigt die Vergleichswerte der Qualitdtsparameter, die von der Firma lllumina

zur Beurteilung herausgegeben wurden (modifiziert).
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Parameter Wert Bewertung
0,05-0,11 gut
0,02-0,04

SD Autosome <0,02 zu niedrig
>0,17 zu hoch
>95% gut

0,

% Included Clones 85-95%

3-12 gut
13-15

SBR <3 Zu niedrig
>15 zu hoch
<0,2 gut

DLR Fused <0,22
>0,24 ausgefallen
0,4-0,9 gut

X-separation 0,3-0,39
<0,2 ausgefallen

Tabelle 21 Qualitatsparameter und Bewertung fir die Array-CGH-Auswertung

Die Tabelle zeigt die Einordnung von Qualitédtsparameterwerten in drei Kategorien. Sie dienen allerdings
nur der Orientierung und definieren nicht die Auswertbarkeit der Array-CGH-Analysen. Die farbliche
Markierung zeigt die o. g. Kategorien an (Werte gut; ; Werte zu hoch/zu
niedrig/Experiment misslungen). Gelbe und rote Werte zeigen eine potenziell eingeschrankte
Auswertbarkeit an. Modifiziert nach [79].

3.7.3 Validierung der Methoden

Fur die Validierung der Ergebnisse wurde sich die Tatsache zu Nutze gemacht, dass
bei der Array-CGH die Geschlechtschromosomen mit bestimmt werden kénnen. Es
wurden u. a. Schwangerschaften mit mannlichen Feten einer Array-CGH-Analyse
unterzogen, um durch Nachweis des Y-Chromosoms die fetale Herkunft der
mikrodissezierten fluoreszenzmarkierten Trophoblasten zu beweisen. Das Geschlecht
des Feten war zum Zeitpunkt der Untersuchung in den meisten Féllen bereits bekannt,
sei es durch Ultraschalldiagnostik oder Geburt des Kindes oder durch Analyse von
Abortmaterial bei Spontanabort. Wenn bei einer Schwangerschaft mit mannlichem
Feten in der Array-CGH ein weiblicher Chromosomensatz resultierte, musste von der
Analyse einer mutterlichen Zelle ausgegangen werden. Im Falle einer mannlichen DNA
kénnte man von der Prasenz der Trophoblasten im Blrstenabstrich, der Spezifitat des

Antikoérpers und einer sauberen Probenweiterverarbeitung ausgehen.
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4 Ergebnisse

4.1 ThinPrep®-Burstenabstrich

Mit Hilfe des Bulrstenabstrichs und des ThinPrep®-Verfahrens wurden Zellen des
Zervixkanals entnommen und standen somit fir eine dinnschichtzytologische
Untersuchung zur Verfigung. Es wurden insgesamt 33 ThinPrep®-Abstriche
entnommen. Das Abstrichmaterial wurde auf insgesamt 103 Objekttrager
aufgestempelt. Davon waren 96 ThinPrep®-Objekttrager und 7 PET-Membran-
beschichtete Objekttrager.

4.2 ldentifizierung der Trophoblasten

4.2.1 Ergebnisse des morphologischen Ansatzes

In einem Vorversuch wurden die Zellen von Chorionzotten aus Abortpraparaten zum
Erlernen der Morphologie von Trophoblasten nach Papanicolaou-Féarbung
mikroskopiert. Hier konnten Gberwiegend mutmaliliche Synzytiotrophoblasten gesichtet
werden. Zytotrophoblasten waren nur vereinzelt sichtbar. Es wurde keine Validierung
der Zellidentitat durchgefihrt, sodass ausschlieB3lich der morphologische Vergleich zur
in der Literatur aufgefuihrten Zellmorphologie der Trophoblasten erfolgte. In Abbildung
9 sind exemplarisch die selbst hergestellten Aufnahmen sowie im Vergleich das

Beispiel aus der Literatur aufgefihrt.

@;s

Abbildung 9 Vergleich zwischen Eigenaufnahmen und Literatur

Links: Exemplarische Aufnahme eines mutmaRlichen Synzytiotrophoblasten (Papanicolaou-Féarbung,
aufgenommen mit 40x Objektiv). Mitte-links: Beispielhafter Synzytiotrophoblast aus der Literatur [35].
Mitte-rechts: Exemplarische Aufnahme eines mutmafilichen Zytotrophoblasten (Papanicolaou-Farbung,
aufgenommen mit 40x Objektiv). Rechts: Beispielhafter Zytotrophoblast aus der Literatur [35].
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Die angestrebte rein morphologische Identifizierung von den nur vereinzelt
vorkommenden Trophoblasten im Zervixabstrich gelang auf diese Weise nicht.
Trophoblasten konnten in verschiedenen Abstrichpraparaten morphologisch nicht
sicher identifiziert werden. Da die rein morphologische Erkennung der Zellen nicht
moglich erschien, wurde eine immunzytochemische Identifizierung der Zellen

angestrebt.

4.2.2 Ergebnisse der Immunzytofluoreszenz

Es wurden insgesamt 103 Objekttrager untersucht. Davon wurden 40 Objekttrager als
Untersuchungsproben (von Schwangeren), 48 Objekttrager als Negativkontrollen und
15 Objekttrager als Positivkontrollen verwendet (s. Tabelle 22). Als Positivkontrollen

diente fetales Zellmaterial von Chorionzotten aus Abortmaterial.

Art der Probe Anzahl der OT
Untersuchungsproben 40
Negativkontrollen 48
Paositivkontrollen 15
Gesamt 103
Tabelle 22 Ubersicht tiber die untersuchten Objekttrager

Nach einigen Testversuchen lieferte letztlich das in Kapitel 3.4.2.2 aufgefiihrte
Farbeprotokoll die besten Ergebnisse im Hinblick auf Hintergrundfarbung,
Leuchtintensitat und Kompatibilitat mit WGA und Array-CGH. Somit kdnnen sowohl die
Magermilch als Blockingreagenz als auch der primare Anti-HLA-G-Antikoérper der Firma
Abgent sowie der sekundare Antikdrper der Firma Vector Laboratories als WGA-
kompatible und Hintergrundleuchten-reduzierende Reagenzien genutzt werden.
Abbildung 10 und Abbildung 11 zeigen exemplarisch Fluoreszenz-Mikroskopiebilder
aus Zervixkanal-Abstrichen. Darauf sind Zellen nach dem in Kapitel 3.4.2.2
aufgefuhrten Protokoll angefarbt. Die Bilder wurden mit einer 100-fachen Vergrof3erung

aufgenommen (10x Objektiv, 10x Okular).
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Abbildung 10  Ausschnitt einer Fluoreszenz-Mikroskopie von Zellen eines Zervix-Abstrichs

Farbung nach in Kapitel 3.4.2.2 beschriebenem Protokoll. Anfarbung eines mutmalfilichen einzelnen
plazentaren Zytotrophoblasten (s. Pfeil), umgeben von miitterlichen Plattenepithelzellen. 10x Objektiv.
Oben: Kombinierter DAPI-, Aqua- und Texas Red-Filter. Unten: links: DAPI-Filter, rechts: Texas Red-Filter.

Abbildung 11  Ausschnitt einer Fluoreszenz-Mikroskopie von Zellen eines Zervix-Abstrichs

Farbung nach in Kapitel 3.4.2.2 beschriebenem Protokoll. Anfarbung eines mutmaRlichen einzelnen
plazentaren Zytotrophoblasten (s. Pfeil), umgeben von mitterlichen Plattenepithelzellen. 10x Objektiv.
Oben: Kombinierter DAPI-, Aqua- und Texas Red-Filter. Unten: links: DAPI-Filter, rechts: Texas Red-Filter.
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Folgende Abbildung zeigt exemplarisch die Negativkontrolle fiir o. g. Zellen unter
Anfarbung nur mit sekundarem Antikorper, der an den Fluorophor Texas Red
gekoppelt ist. Durch Spezifitit des sekunddren Antikérpers flr den primaren
Kaninchen-Antikorper, der hier nicht verwendet wurde, ergibt sich kaum Anfarbung.

Abbildung 12  Negativkontrolle. Ausschnitt einer Fluoreszenz-Mikroskopie von Zellen eines
Zervixkanal-Abstrichs

Farbung nach in Kapitel 3.4.2.2 beschriebenem Protokoll, aber ohne Verwendung des priméaren

Antikdrpers. 10x Objektiv. Kombinierter DAPI-, Aqua- und Texas Red-Filter.

4.2.3 Analyse des Zellmaterials

Das Zellmaterial wurde nach der Immunfluoreszenzfarbung unter dem Mikroskop
betrachtet. Es stellte sich sehr haufig Zelldebris dar, der laut Herstellerangabe durch
die Filtermembran abgesaugt werden sollte [81]. Der Zelldebris wies ein starkes
Fluoreszenzsignal auf. Dadurch erschwerte er eine Differenzierung zu fluoreszierenden
.echt positiven* Zellen. Um die Haufigkeit von Zelldebris auf den Objekttragern zu
verdeutlichen, wurden die Objekttrager in drei Kategorien eingeteilt. Dabei war
entscheidend, ob Zelldebris oder intakte Zellen Gber 50% des Materials auf dem
Objekttrager ausmachten. Kategorisiert wurden diejenigen Objekttrager, auf die
Abstrichmaterial aus der Zervix aufgestempelt worden war und bei welchen eindeutig
Zelldebris bzw. intakte Zellen Giberwogen. Nicht kategorisierbar waren Objekttrager, die
weder in die eine noch in die andere Kategorie fielen. Dazu gehorten auch die
Objekttrager, auf die Abortmaterial gestempelt wurde. Auf 39 von insgesamt 103
Objekttragern (37,9%) bestand Uber 50% des Zellmaterials aus Zelldebris, also aus

Zellfragmenten. Diese wiesen stets ein hohes Fluoreszenzsignal auf. Nur auf 24 von
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103 Objekttragern (23,3%) war das Zellbild Gberwiegend durch intakte Zellen gepragt.
40 Objekttrager konnten nicht in eine der beiden Kategorien eingeteilt werden. Zieht
man diese von der Gesamtanzahl der Objekttrager ab, so bleiben 63 kategorisierbare
Objekttrager tbrig, von welchen 39 (61,9%) Uberwiegend Zelldebris und 24 (38,1%)
Uberwiegend intakte Zellen aufwiesen. Tabelle 23 zeigt eine Einteilung dieser

Objekttrager.
Einteilung Anzahl Anteil
Uberwiegend Zelldebris 39 37,9%
Uberwiegend intakte Zellen 24 23,3%
nicht kategorisiert 40 38,8%
gesamt 103 100%
Tabelle 23 Ubersicht tiber die Zellqualitat auf den Objekttragern

Auf 39 von insgesamt 103 OT (37,9%) bestand Uiber 50% des Zellmaterials aus Zelldebris. Auf 24 von 103
OT (23,3%) war das Zellbild Gberwiegend durch intakte Zellen gepragt. 40 OT konnten nicht in eine der
beiden Kategorien eingeteilt werden (nicht kategorisierbar).

Abbildung 13  Zellbild mit Uberwiegend Zelldebris

Links: Die Abbildung zeigt ein typisches Zellbild eines Abstrichs mit tUber 50% Zelldebris. Es sind nur
vereinzelt intakte Zellen zu sehen (s. Pfeile; Aqua-Filter). Rechts: Es besteht eine hohe Signalintensitéat
des Zelldebris (Red-Filter). 10x Objektiv.
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Abbildung 14  Zellbild mit ausschlief3lich Zelldebris

Links: Die Abbildung zeigt ein Zellbild eines Abstrichs mit ausschlie3lich Zelldebris. Es sind keine intakten
Zellen zu sehen (Aqua-Filter). Rechts: Es besteht eine hohe Signalintensitat des Zelldebris (Red-Filter).
10x Objektiv.
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4.3 Lasermikrodissektion

Fir den Mikrodissektionsvorgang wurden die Zellen nach Leuchtintensitat und
Zellintegritat ausgewahlt. Es wurden sowohl ThinPrep®- als auch PET-Membran-
beschichtete Objekttrager verwendet. Beide lieBen sich erfolgreich fir die
Lasermikrodissektion verwenden. Die WGA und Array-CGH liel3en sich problemlos mit
beiden Objekttragern durchfuhren. Der Vorteil der ThinPrep®-Objekttrager war eine
bessere Haftung der aufgestempelten Zellen und somit eine hdhere Zellausbeute.
Insgesamt wurden 15 Einzelzellen per Lasermikrodissektion gewonnen. Davon waren
9 Zellen auf PET-Membran-Objekttragern und 6 Zellen auf ThinPrep®-Objekttragern.
10 Zellen wurden in AdhesiveCaps und 5 Zellen in PBS-benetzte Caps katapultiert.
Tabelle 24 zeigt die mdglichen Kombinationen o. g. Variablen und die Anzahl auf diese

Weise dissezierter Zellen an.

Kombi | Farbung | Objekttrager Cap Anzahl dissezierter Zellen

1 ja ThinPrep® AdhesiveCap 5

2 ja ThinPrep® PBS-benetztes Cap | 1

3 ja PET-Membran | AdhesiveCap 5

4 ja PET-Membran PBS-benetztes Cap | 2

5 nein ThinPrep® AdhesiveCap 0

6 nein ThinPrep® PBS-benetztes Cap | O

7 nein PET-Membran | AdhesiveCap 0

8 nein PET-Membran PBS-benetztes Cap | 2
Tabelle 24 Ubersicht tber die mdglichen bzw. getesteten Kombinationen der einzelnen

Variablen bei der Lasermikrodissektion
Die Tabelle zeigt alle 8 mdglichen Kombinationen die fur das Outcome der WGA und Array-CGH relevant
héatten sein kénnen. Durch Verénderung immer nur einer Variablen konnte im Fall des Misslingens der
WGA oder Array-CGH auf eine hindernde Variable geschlossen werden. Die Kombinationen 1-4 und 8
wurden getestet, 5-7 nicht.

Tabelle 25 gibt einen Uberblick (ber die einzelnen dissezierten Zellen. Um oben
aufgefiihrte Variablenkombination zu testen und aufgrund der Schwierigkeiten
bezlglich einer sicheren Trophoblasten-ldentifikation wurden neben Zellen von
Schwangeren mit mannlichen Feten (Zielobjekt) auch Zellen von Schwangeren mit
weiblichen Feten, Zellen von Schwangeren in fortgeschrittenen
Schwangerschaftswochen sowie Zellen von nicht-Schwangeren (ungefarbte Proben)
fur die Lasermikrodissektion verwendet. Diese konnten im Anschluss nur fir das

Ergebnis der Durchfihrbarkeit der Methodenkombination, von vornherein aber nicht ftr
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den Nachweis fetalen

Ursprungs von potenziellen Trophoblasten herangezogen

werden.
LMD | Proben-ID SSW Fetus | Objekttrager | Farbung Cap
1 1.1.1.11 22+0 m PET ja AC
2 16.1.2.3.2 39+0 w ThinPrep® ja PBS
3 2b.1.3.2.0 13+4 w PET ja AC
4 2b.2.4.0.0 13+4 w PET ja AC
5 2b.3.5.0.0 13+4 w PET ja AC
6 2b.4.6.0.0 13+4 w PET ja AC
7 14.1.7.4.3 9+0 w PET ja PBS
8 14.2.8.0.0 9+0 w PET ja PBS
9 19.1.9.54 NS - PET - PBS
10 19.2.10.6.0 NS - PET - PBS
11 11.1.11.7.5 6+3 m ThinPrep® ja AC
12 11.2.12.8.0 6+3 m ThinPrep® ja AC
13 11.3.13.9.0 6+3 m ThinPrep® ja AC
14 11.4.14.10.6 6+3 m ThinPrep® ja AC
15 2a.1.15.11.0 11+4 w ThinPrep® ja AC

Tabelle 25 Uberblick tiber die Proben, die der Lasermikrodissektion unterzogen wurden

Insgesamt 15 Zellen wurden disseziert. Davon waren 13 mit Immunzytofluoreszenz gefarbt (LMD 1-8 und
11-15). Die Proben 9 und 10 stammten von nicht-schwangeren Patientinnen und wurden nicht angefarbt.
Es wurde von 9 PET-Membran- und von 6 ThinPrep®-Objekttréagern disseziert. Diese wurden in 10
AdhesiveCaps und 5 PBS-benetzte Caps katapultiert. LMD: Lasermikrodissektion; PET: Polyethylen-

Terephthalat; AC: AdhesiveCap; PBS: Phosphat buffered Saline; NS: nicht-schwanger.

Im Folgenden sind beispielhaft die Schritte des Laservorgangs dargestellt (s.
Abbildungen 15, 16 und 17).
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L S M ST T T

Abbildung 15 Darstellung der einzelnen Dissektionsschritte

Oben links: Auswahl der leuchtenden Zelle (Fluoreszenzintensitatsmikroskopie, 10x Objektiv). Oben
rechts: Einzeichnen der Laserschnittlinie (Fluoreszenzintensitatsmikroskopie, 10x Objektiv). Unten links:
Ansicht der Zielzelle (Durchlichtmikroskopie, 20x Objektiv). Unten rechts: Ansicht des Mikroskopierfeldes
nach der Dissektion und Katapultation (Durchlichtmikroskopie, 20x Objektiv). Messbalken 150 pm.

L

Abbildung 16 Darstellung der dissezierten und katapultierten Zellfragmente im Cap eines
Mikroreaktionsgefalies

Die Zellen, die von Glas-OT disseziert wurden, fragmentierten bei der Katapultation durch das Setzen

mehrerer Katapultpunkte. Die Membran-beschichteten OT gewéhrleisteten dagegen eine Morphologie-

erhaltende Katapultation (nicht im Bild). Links: dunkle Zellfragmente (Durchlichtmikroskopie, 5x Objektiv).

Rechts: helle Zellfragmente (Fluoreszenzintensitatsmikroskopie, 5x Objektiv).
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Abbildung 17  Darstellung einer Negativkontrolle (nicht-schwangere Patientin) nach
Immunfluoreszenzfarbung

Links: mehrere Zellen (Durchlichtmikroskopie, 10x Obijektiv). Rechts: keine leuchtenden Zellen sichtbar

(Fluoreszenzintensitatsmikroskopie, 10x Objektiv).
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4.4 Gesamtgenomamplifikation

Fiur die WGA wurden 11 der 15 mikrodissezierten Zellen, bei welchen die Zellqualitat
und -integritat gut und daher das Ergebnis erfolgsversprechend war, ausgesucht. Die
Gesamtgenomamplifikation konnte bei 9 von insgesamt 11 amplifizierten Proben
erfolgreich durchgefuhrt werden (81,8%). Es wurden 9 Proben von schwangeren und 2
Proben von nicht-schwangeren Patientinnen amplifiziert. Um das
Amplifikationsergebnis zu evaluieren, wurden die amplifizierten DNA-Proben samt
einer DNA-Ladder (100 bp) sowie Positiv- und Negativkontrolle in Agarosegelkammern
gegeben und mittels Elektrophorese aufgetrennt. Als positiv wurde eine deutlich
sichtbare gleichméaRige Massenverteilung der Amplifikate zwischen ca. 100 und 1000

bp Lange gewertet [82]. Abbildung 18 zeigt exemplarisch das Ergebnis einer

Gelelektrophorese.
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Abbildung 18 Agarose-Gelelektrophorese-Bild

Von links nach rechts: 0: 100 bp-Ladder, A: Probe 1.1.1.1.1, B: Probe 2b.1.3.2.0, C: Probe 16.1.2.3.2, D:
Probe 14.1.7.4.3, E: Probe 19.1.9.5.4, F: Probe 19.2.10.6.0, PK: Positivkontrolle, NK: Negativkontrolle

Tabelle 26 gibt einen Uberblick tiber die amplifizierten Proben und das Ergebnis der
WGA.

62



4 Ergebnisse

WGA | Proben-ip | AMPlifikations- | oo | eot | o1 Farb. | Cap | DAPI
ergebnis
1(A) | 11111 positiv 2240 | m PET ja AC nein
2(B) | 2b.1.3.2.0 negativ 13+4 | w PET ja AC nein
3(C) | 16.1.2.3.2 positiv 39+2 | w ThinPrep® | ja PBS | nein
4 (D) | 14.1.7.4.3 positiv 9+0 w PET ja PBS | nein
5() | 19.1.9.5.4 positiv NS - PET nein | PBS | nein
6 (F) | 19.2.10.6.0 negativ NS - PET nein | PBS | nein
7* 11.1.11.7.5 positiv 6+3 m ThinPrep® | ja AC nein
8* 11.2.12.8.0 positiv 6+3 m ThinPrep® | ja AC nein
9* 11.3.13.9.0 positiv 6+3 m ThinPrep® | ja AC nein
10* 11.4.14.10.6 | positiv 6+3 m ThinPrep® | ja AC nein
11* 2a.1.15.11.0 | positiv 11+4 | w ThinPrep® | ja AC ja
Tabelle 26 Ergebnisse der WGA

Von 11 Proben sind 9 erfolgreich amplifiziert worden (Ergebnis positiv; WGA 1, 3-5, 7-11). Zwei der 11
Proben sind nicht amplifiziert worden (Ergebnis negativ; WGA 2 und 6). Die Buchstaben in Klammern bei
WGA 1-6 weisen auf die Banden in Abbildung 18 (A-F). * nicht im Gelbild (Abbildung 18) dargestellt. OT:
Objekttrager; Farb.: Farbung; DAPI: 4',6-Diamidin-2-phenylindol-Farbung; PET: Polyethylen-Terephthalat-
Membran; AC: AdhesiveCap; PBS: PBS-benetztes Cap.

Die Ergebnisse der WGA zeigen, dass die getesteten unterschiedlichen Variablen alle
eine Gesamtgenomamplifikation prinzipiell zulassen. Zu diesen Variablen gehéren die
Immunzytofluoreszenz- sowie die DAPI-Farbung (ja/ nein) der Zellen, die Objekttrager
(PET/ ThinPrep®) und die Caps (AdhesiveCap/ PBS-benetztes Cap).

Variable Amplifizierbarkeit | Amplifizierbare Proben/ alle Proben
IZF-Farbung ja 8/9 (88,9%)

ungefarbt ja 1/2 (50%)

PET-Membran-OT ja 3/5 (60%)

ThinPrep®-0OT ja 6/6 (100%)

AdhesiveCap ja 6/7 (85,7%)

PBS-benetztes Cap ja 3/4 (75%)

DAPI-Farbung ja 1/1 (100%)

Tabelle 27 Darstellung der DNA-Amplifizierbarkeit von unterschiedlich bearbeiteten Zellen

Die Tabelle zeigt, dass alle sieben getesteten Variablen eine Amplifizierung der DNA zulieRBen. In der
rechten Spalte werden die Anzahl der erfolgreich amplifizierten Proben anteilig an den mit der jeweiligen
Variablen der WGA unterzogenen Proben aufgefihrt.

Die folgenden in Tabelle 28 aufgefiihrten Kombinationen dieser Variablen sind mdglich.
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Kombination | Farbung Objekttrager Cap Amplifizierbarkeit
1 ja ThinPrep® AdhesiveCap ja, 5/5 (100%)
2 ja ThinPrep® PBS-benetztes Cap | ja, 1/1 (100%)
3 ja PET-Membran AdhesiveCap ja, 1/2 (50%)
4 ja PET-Membran PBS-benetztes Cap | ja, 1/1 (100%)
5 nein ThinPrep® AdhesiveCap n.g.
6 nein ThinPrep® PBS-benetztes Cap | n.g.
7 nein PET-Membran AdhesiveCap n.g.
8 nein PET-Membran PBS-benetztes Cap | ja, 1/2 (50%)
Tabelle 28 Ergebnis der getesteten Kombinationen der verschiedenen Zellpraparationen in

Hinblick auf die Amplifizierbarkeit der DNA
Die Tabelle zeigt die Amplifizierbarkeit aller getesteten Kombinationen mit ihrer absoluten und relativen
Amplifizierbarkeitsrate an. Die Kombinationen 5-7 wurden nicht getestet (n. g.).

Um die Proben von AdhesiveCaps und PBS-benetzten Caps zu amplifizieren, mussten
die ersten Schritte des storanfalligen WGA-Protokolls modifiziert werden. Das Ergebnis

dieser Modifikation ist im Folgenden dargestellt (s. Tabelle 29).

Variante | Cap Zelllagerung Volumenreduktion | Zelllyse

A AdhesiveCap | trocken nein auf dem Deckel stehend
B normal in PBS ja senkrecht stehend
Tabelle 29 Varianten der Probenverarbeitung

Bei Variante A wurden die Zellen in AdhesiveCaps katapultiert. Dort haften die Zellen irreversibel an. Die
Zelllyse musste auf dem Deckel stehend stattfinden. Bei Variante B wurden die Zellen in mit 10 ul PBS
benetzte Deckel gewdhnlicher Mikroreaktionsgefal3e katapultiert. Fir die anschlieRende WGA musste eine
Volumenreduktion auf 2,5 pl durchgefiihrt werden. Dafiir konnte die Zelllyse nach Zentrifugation der
Zellsuspension in das Mikroreaktionsgefa® senkrecht stattfinden.
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4.5 Auswertung der Array-CGH-Ergebnisse

Fur die Array-CGH-Analyse wurden die Proben gewdahlt, bei welchen die
Gesamtgenomamplifikation nach Beurteilung der Gel-Elektrophorese erfolgreich war.
Die Array-CGH-Analyse konnte in jedem (6 von 6 (100%)) durchgeflihrten Fall (mit
geringer Einschrankung in 2 Fallen) ausgewertet werden. Es fiel keine Probenanalyse
aus. Abbildung 19 zeigt exemplarisch ein Graustufenbild der Array-CGH, das beim

Scannen (s. Kapitel 3.7.2.5) generiert wird.

Abbildung 19  Graustufenbild der Array-CGH

Das Graustufenbild wird nach dem Scannen der Fluoreszenzsignale mit dem Array-Scanner generiert. Es
zeigt die Signalintensitaten der hybridisierten Referenz- und Proben-DNA-Verhéltnisse. Diese werden
computergestitzt ausgewertet.
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4.5.1 Array-CGH-Profile

Abbildung 20 zeigt das Array-CGH-Profil 1 der Probe 1.1.1.1.1. Es ist ein unauffalliger
weiblicher Karyotyp zu sehen.
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Abbildung 20  Array-CGH-Profil der Probe 1.1.1.1.1

Y-Achse: Darstellung der Fluoreszenzverhaltnisse von Cy3 zu Cy5 eines jeden BAC-Klons in dem zur
Basis logarithmierten Quotienten (log2) in einem sogenannten Array-CGH-Profil. X-Achse: Lokalisierung
eines jeden BAC-Klons auf dem jeweiligen Chromosom. Von links nach rechts die Autosomen von 1-22
sowie die Gonosomen

Abbildung 21 zeigt das Array-CGH-Profil 2 der Probe 16.1.2.3.2. Es ist ein

unauffalliger weiblicher Karyotyp zu sehen.
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Abbildung 21  Array-CGH-Profil der Probe 16.1.2.3.2

Y-Achse: Darstellung der Fluoreszenzverhaltnisse von Cy3 zu Cy5 eines jeden BAC-Klons in dem zur
Basis logarithmierten Quotienten (log2) in einem sogenannten Array-CGH-Profil. X-Achse: Lokalisierung
eines jeden BAC-Klons auf dem jeweiligen Chromosom. Von links nach rechts die Autosomen von 1-22
sowie die Gonosomen.
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Abbildung 22 zeigt das Array-CGH-Profil 3 der Probe 14.1.7.4.3. Es ist ein
unauffalliger weiblicher Karyotyp bei deutlichem Rauschen des Profils zu sehen. Die
Kriterien fir eine Kopienzahlverénderung (s. Kapitel 3.7.2.6) sind dennoch nicht erfillt.
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Abbildung 22 Array-CGH-Profil der Probe 14.1.7.4.3

Y-Achse: Darstellung der Fluoreszenzverhaltnisse von Cy3 zu Cy5 eines jeden BAC-Klons in dem zur
Basis logarithmierten Quotienten (log2) in einem sogenannten Array-CGH-Profil. X-Achse: Lokalisierung
eines jeden BAC-Klons auf dem jeweiligen Chromosom. Von links nach rechts die Autosomen von 1-22
sowie die Gonosomen.

Abbildung 23 zeigt das Array-CGH-Profil 4 der Probe 19.1.9.5.4. Es ist ein
unauffalliger weiblicher Karyotyp des Profils zu sehen. Es zeigt sich ein sogenanntes
.wave pattern“ (wellenartiges Profil), was auf Amplifikationsartefakte zurtickzuflhren ist

und besonders bei Einzelzellen vorkommt [80].
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Abbildung 23  Array-CGH-Profil der Probe 19.1.9.5.4

Y-Achse: Darstellung der Fluoreszenzverhaltnisse von Cy3 zu Cy5 eines jeden BAC-Klons in dem zur
Basis logarithmierten Quotienten (log2) in einem sogenannten Array-CGH-Profil. X-Achse: Lokalisierung
eines jeden BAC-Klons auf dem jeweiligen Chromosom. Von links nach rechts die Autosomen von 1-22
sowie die Gonosomen.
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Abbildung 24 zeigt das Array-CGH-Profil 5 der Probe 11.1.11.7.5. Das Profil ist bei
sichtbarem Rauschen nur eingeschrankt auswertbar. Kriterien fur
Kopienzahlverdnderungen sind hier ebenfalls nicht erflllt; es ist auch hier ein
unauffalliger weiblicher Karyotyp zu sehen.
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Abbildung 24  Array-CGH-Profil der Probe 11.1.11.7.5

Y-Achse: Darstellung der Fluoreszenzverhaltnisse von Cy3 zu Cy5 eines jeden BAC-Klons in dem zur
Basis logarithmierten Quotienten (log2) in einem sogenannten Array-CGH-Profil. X-Achse: Lokalisierung
eines jeden BAC-Klons auf dem jeweiligen Chromosom. Von links nach rechts die Autosomen von 1-22
sowie die Gonosomen.

Abbildung 25 zeigt das Array-CGH-Profil 6 der Probe 11.4.14.10.6. Es ist ein
deutliches Rauschen zu sehen, das zu bedingter Auswertbarkeit fihrt. Dennoch sind
die Kriterien fur Kopienzahlveranderungen nicht erfillt; es ist am ehesten ein

unauffalliger weiblicher Karyotyp zu sehen.
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Abbildung 25  Array-CGH-Profil der Probe 11.4.14.10.6

Y-Achse: Darstellung der Fluoreszenzverhaltnisse von Cy3 zu Cy5 eines jeden BAC-Klons in dem zur
Basis logarithmierten Quotienten (log2) in einem sogenannten Array-CGH-Profil. X-Achse: Lokalisierung
eines jeden BAC-Klons auf dem jeweiligen Chromosom. Von links nach rechts die Autosomen von 1-22
sowie die Gonosomen.

Angaben zu den Proben-DNA sowie die Ergebnisse der Array-CGH-Analyse sind im

Folgenden zusammengefasst und tabellarisch aufgefuhrt (s. Tabelle 30).
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Array | Proben-ID Fetus | Rauschen | Ergebnis Auswe_rtbarkelt/
Beurteilung

1 11111 m nein arr(1-22,x)xg | 2uswertbar; unauffalliger
weiblicher Karyotyp

2 16.1.2.3.2 w nein arr(1-22,x)x2 | duswertbar; unauffalliger
weiblicher Karyotyp

3 14.1.7.4.3 w ja arr(1-22,x)x2 | 2uswertbar; unauftalliger
weiblicher Karyotyp

4 19.1.9.5.4 NS | jaleicht | ar(1-22,x)xp | 2uswertbar unauffaliger
weiblicher Karyotyp
m. E. auswertbar;

5 11.1.11.7.5 m ja arr(1-22,X)x2 unauffalliger weiblicher
Karyotyp

ae bedingt auswertbar;

6 11.4.14.10.6 m ja arr(1-22,X)x2 unauffalliger weiblicher

Karyotyp
Tabelle 30 Ubersicht iiber die Ergebnisse der Array-CGH-Analyse

Von insgesamt sechs Array-CGH-Experimenten konnten sechs erfolgreich durchgefiihrt werden. Bei drei
Proben von Schwangerschaften mit mannlichen Feten konnte kein mé&nnlicher Karyotyp nachgewiesen
werden. Die Schreibweise in der Ergebnis-Spalte erfolgt nach dem ,International System for Human
Cytogenetic Nomenclature® (ISCN) [83]. Dabei bezieht sich ,arr(...)* auf ein durch Array-CGH-Analyse
erlangtes Ergebnis; die in Klammern stehenden Ziffern bzw. Buchstaben beziehen sich auf die Autosomen
bzw. die Gonosomen, welche im n-fachen Satz (xn) vorhanden sind. NS: nicht-schwanger; m. E.: mit
Einschrankung; a. e.: am ehesten.

4.5.2 Qualitatsparameter der Array-CGH-Analysen

Die Qualitatsparameter (s. Tabelle 31) dienen als Hilfestellung bei der Auswertung der
Array-CGH-Profile und werden in Kapitel 3.7.2.6 naher erlautert. Sie Kkorrelieren
allerdings nicht mit der Auswertbarkeit, d. h. es kénnen gute Werte vorliegen und das
Array-CGH-Profil trotzdem nicht auswertbar sein (aufgrund von
Protokollabweichungen, mangelhafter DNA-Qualitat) und es kdnnen trotz schlechter

Qualitatsparameterwerte auch gut auswertbare Array-CGH-Profile vorliegen.

Arra SD Autosome | % Included Clones SBR DLR Fused X-sepa-
y (combined) (combined) (combined) | ration

1 98,93 0,05 0,45

2 98,86 17,91 0,05 0,45

3 0,10 98,20 12,21 0,09 0,45

4 0,06 98,37 0,06 0,40

5 0,09 97,46 12,34 0,07

6 0,10 8,22 0,11
Tabelle 31 Qualitatsparameter fur die Array-CGH-Analysen dieser Arbeit
Die farbliche Markierung zeigt die Einordnung der Werte in die verschiedenen Stufen der Versuchsqualitat
an und wird in Tabelle 21 (S. 51) naher erlautert (Werte gut; ; Werte zu hoch/zu

niedrig). Die Einordnung der Qualitdtsparameter in die farblich markierten Bereiche dient nur als
Orientierung.
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5 Diskussion

5.1 Strategien fir das experimentelle Vorgehen

5.1.1 Transzervikale Gewinnung von Trophoblasten

In der Literatur findet man neben den bereits diagnostisch angewendeten invasiven
Methoden der Trophoblastengewinnung, wie der Chorionzottenbiopsie, auch nicht-
oder minimal-invasive potenziell diagnostisch verwendbare Methoden, um an fetales
Material zu gelangen. Dazu gehdren sowohl die Zervixlavage und die kathetergestitzte
Aspiration von transzervikalen Trophoblasten, als auch ein Birstenabstrich oder
Abstrich der Zervix mittels Wattestdbchen. Die Gewinnung von transzervikalen
Trophoblasten ist ab der 5. Schwangerschaftswoche mdglich und damit um einiges
friher, als die bisher in der Pranataldiagnostik praktizierte Untersuchung mutterlichen
Bluts (ab SSW 9) oder Chorionzottenbiopsie (ab SSW 11-12) und Amniozentese (ab
SSW 15-16) [33].

Laut Kingdom et al., 1995, wird eine etwas héhere Ausbeute an Trophoblasten bei der
Zellentnahme durch Lavage (Vorhandensein von Trophoblasten in 4 von 11 Proben)
gegeniuber dem Burstenabstrich (1 von 11 Proben) erzielt, aber trotzdem werden beide
als adaquate Methoden zur Gewinnung von Trophoblasten beschrieben [28]. Miller et
al. gewannen 1999 in ihrer Arbeit die Zellen via intrauteriner Lavage bzw. Aspiration
mit einer morphologischen Detektionsrate an Synzytiotrophoblasten von 31%
respektive 28% und einer immunozytochemischen Detektionsrate von 68% respektive
50% [30]. Unter anderem da laut Chou et al., 1997, die Zellentnahme via Aspiration
oder Lavage nicht als risikodrmer als eine Chorionzottenbiopsie eingestuft werden
kann, erfolgte in dieser Arbeit die Entnahme durch Birstenabstrich [30, 84]. Der
Burstenabstrich wird als sichere Methode zur Gewinnung von transzervikalen
Trophoblasten eingestuft, die kein hdheres Risiko fiir eine Fehlgeburt, eine Infektion
oder exzessive vaginale Blutung birgt, als ein routinemafiger zytologischer Abstrich im
ersten Trimenon [27, 32]. Fritz et al., 2015, zeigten, dass die Ausbeute der Zielzellen
unabhangig ist vom mditterlichen Alter und der Paritat, des mutterlichen BMI und des
Gestationsalters [33]. Einen Uberblick der angewandten Methoden zur transzervikalen

Zellentnahme gibt Tabelle 1 auf Seite 13.
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Mantzaris et al., 2014, testeten die Trophoblastenhaufigkeit im Zervixschleim nach
Aspiration zu verschiedenen Zeitpunkten wahrend der Schwangerschaft. Sie konnten
keinen signifikanten Unterschied in der Haufigkeit zwischen der 6., der 7. und der 8.
SSW feststellen. Allerdings fanden sie eine signifikant niedrigere Zahl an
Trophoblasten in der 9. SSW im Vergleich zu den friiheren Zeitpunkten [27]. Diese
Beobachtung wurde auch in mehreren Studien von Adinolfi et al, zwischen 1996 und
2001, gemacht, die das Vorhandensein von Trophoblasten im Zervixkanal zwischen
der 5. und 7. SSW sowie dann wieder zwischen der 13. und 15. SSW zeigen konnten
[85]. Eine Erklarung daftir wird in den Publikationen nicht geliefert. Bolnick et al., 2014,
konnten Trophoblasten jedoch in jeder Woche zwischen der 5. und 20. SSW isolieren
[19]. Daher wurden in dieser Arbeit auch Schwangere zwischen der 5. und 22. (bzw.

versuchsweise 39.) SSW untersucht.

5.1.2 Identifizierung von Trophoblasten

Eine rein morphologische Identifizierung erschien auf den ersten Blick als
kostengiinstige (Material-) unaufwandige Methode. Verschiedene Arbeitsgruppen
beschreiben diese Vorgehensweise (Tutschek et al., 1995, Sherlock et al., 1997, und
Bussani et al.,, 2002, 2007) [28, 32]. Nachdem die eben genannte Methode zur
routinemafigen Identifizierung von Trophoblasten nach wenigen Versuchen bereits
ungeeignet erschien, erfolgte eine Fokussierung auf in der Literatur haufiger
dargestellte immunzytochemische Verfahren. Fir die vorliegende Arbeit wurde in der
Literatur nach bereits erfolgreich darstellbaren Antigenen auf Trophoblasten gesucht.
Von Bulmer et al., 1995, Miller et al.,, 1999, und Katz-Jaffe et al., 2005, wurden
Antikoérper gegen diverse Antigene, besonders Zytokeratine getestet, wobei Konsens
darliber herrscht, dass Zytokeratin 7 als Marker am besten geeignet sei [32, 33]. Des
Weiteren sind die Antikérper FT141.1, H315 sowie 103 gegen nicht nédher spezifizierte
Trophoblastenantigene von Kingdom et al., 1995, verwendet worden [28]. Kobayashi et
al.,, 2000, stellten einen Synzytiotrophoblasten mit Antikbrpern gegen Humanes
Choriongonadotropin (HCG) dar. Auch Fiorella et al., 1993, konnten Trophoblasten mit
Anti-HCG und Anti-HPL (Humanes plazentares Laktogen) darstellen [35, 86]. Miller et
al.,, 1999, testeten in ihrer Arbeit mehrere Antikbrper gegen plazentare Antigene.
Darunter sind FT1.41.1, NCL-PLAP, NDOG-1, NDOG-5 und 340 zu nennen, wobei die
hochste Detektionsrate vom monoklonalen Antikdrper mAb 340, gefolgt von mAb NCL-
PLAP zu erreichen war [30]. In einer Arbeit von Mantzaris et al., 2014, wurde ebenfalls

die Spezifitdt von NDOG-1 fur Synzytiotrophoblasten nachgewiesen [27].
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Unter all diesen Markern war das von Bulmer et al., 2003, Imudia et al., 2009 sowie
von Bolnick et al., 2012, und Fritz et al., 2015, verwendete Antigen HLA-G und dessen
Antikdrper G233 - auch aufgrund rezenterer Anwendung - der fur diese Arbeit
Vielversprechendste. Tabelle 3 auf S. 15 zeigt eine Ubersicht tber die in einigen
Studien verwendeten Antikdrper.

5.1.3 Isolierung von Trophoblasten

Bolnick et al., 2014 und 2016, und Fritz et al., 2015, gelang eine Anreicherung der
Trophoblasten aus transzervikalen Proben, indem sie zunachst einen an magnetische
Nanopartikel gebundenen Sekundéarantikbrper an einen Anti-HLA-G-Primarantikdrper
binden lieRen, um die gesuchten Trophoblasten mit Hilfe eines Magneten wahrend des
Waschvorgangs zu immobilisieren und somit von matterlichen Zellen zu reinigen. Im
Anschluss daran wurden die Trophoblasten mittels Immunzytofluoreszenz (Antigen
HLA-G, 2014, sowie Antigen B-HCG, 2016 und 2015) identifiziert [19, 34]. Diese
Methode stand zum Zeitpunkt der Planung dieser Arbeit aufgrund spéterer
Veroffentlichung allerdings noch nicht zur Diskussion. Eine weitere Methode zur
Detektion und Vereinzelung von Trophoblasten ist die ISET (isolation by size of
epithelial tumour/trophoblastic cells), bei der Trophoblasten aus mutterlichem Blut Gber
einen Filter nach der GroRe aufgetrennt werden [87-90]. Auch eine
durchflusszytometrische Gewinnung der mit Immunzytofluoreszenz vorbehandelten
Zellen (FACS) wurde diskutiert.

Vorbild fur die in dieser Arbeit angestrebte Versuchsanordnung war mitunter eine
Verdffentlichung von Geigl et al., 2007, bei der eine Einzelzell-DNA-Analyse mittels
Lasermikrodissektion und anschlieBender WGA und Array-CGH durchgefiihrt wurde
[91]. Auch Mantzaris et al., 2005 und 2014, verwendeten die Lasermikrodissektion, um
die mittels Immunzytofluoreszenz identifizierten Trophoblasten zu isolieren [18, 27].
Von Geigl et al. (s. 0.) wird neben der Lasermikrodissektion auch die
Mikromanipulation als gleichwertige Methode zur Gewinnung von Einzelzellen
beschrieben [91]. Fir letztere sind allerdings manuelle Fertigkeit und Ubung

notwendig, sodass in dieser Arbeit die Lasermikrodissektion zur Anwendung kam.
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5.1.4 Alternativen zur Routinepraparation von fetaler DNA

Bereits 1992 waren Griffith-Jones et al. in der Lage durch Nachweis von Y-spezifischen
DNA-Sequenzen mithilfe von PCR und Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (FISH) in 25
von 26 Féallen fetale Zellen nachzuweisen [92]. Dies wurde auch in spateren Studien
praktiziert [93]. Im Rahmen einer auf dieser Arbeit basierenden Studie konnte gerade
im Hinblick auf die hohen Kosten in Verbindung mit der Array-CGH der Nachweis von
Y-spezifischen DNA-Sequenzen eine zuganglichere Methode zum Nachweis fetaler
DNA sein. Alternativ besteht die Moglichkeit einer Untersuchung von Short Tandem
Repeat (STR)-Markern mit dem Ziel, véaterliche STR-Muster [28, 87] oder nur ein Allel
eines mdatterlichen STR-Musters zu erkennen [27]. Allerdings erscheint dies
ausschlieBlich fir den Prozess der Optimierung der Trophoblastenidentifikation
(Kostenfaktor) sinnvoll, da die Array-CGH den fetalen Ursprung durch Erkennung des
Y-Chromosoms bei ménnlichen Individuen in jedem Fall nachweisen kann. Die
Detektion von Y-spezifischen DNA-Sequenzen mittels FISH wurde in dieser Arbeit
ebenfalls fiir den Trophoblastennachweis (bei Schwangerschaft mit mannlichen Feten)
diskutiert. Allerdings wurde letztlich davon abgesehen, da die Methode insofern
beschrankt ist, als dass die Fluoreszenzmarkierung der méannlichen Trophoblasten
dann nur punktuell erfolgen wirde (einzig die Y-spezifischen DNA-Sequenzen wirden
leuchten), sodass gerade eine Unterscheidung von fluoreszierendem Zelldebris nur
sehr schwierig ware. Letztlich stand die Methode zur DNA-Analyse in dieser Arbeit mit
der Array-CGH von Anfang an fest, da damit alle Chromosomen untersucht werden

kdnnen.

5.2 Diskussion der Methoden und Ergebnisse

5.2.1 Blrstenabstrich

In dieser Arbeit wurde das Bulrstchen aus Sorge vor Infektionen und kleineren
Verletzungen der Zervix nur an die Portio herangefiihrt, wie bei einem routinemafigen
zytologischen Abstrich, ohne dabei den Zervixkanal tief zu penetrieren. Insgesamt
wurden jeweils nur wenige Zellen als Trophoblasten identifiziert. Daraus kann
geschlossen werden, dass zu wenige oder keine Trophoblasten mittels Abstrich
entnommen wurden. Vermutlich misste man in einer n&chsten Versuchsreihe die

Abstrichmethode korrigieren, um die Ausbeute an Trophoblasten zu erhéhen. Dafr
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sollte das Entnahmebirstchen tiefer in den Zervixkanal eingefihrt werden, um an
Zervixschleim zu gelangen. Wirft man einen Blick auf Tabelle 1 (S. 13), bei der die in
der Literatur angewandten Entnahmetechniken zeitlich aufgefihrt sind, lasst sich eine
Tendenz in den letzten Jahren in Richtung Birstenabstrich und weg von Lavage und
Aspiration erkennen. Arbeitsgruppen wie die von Bolnick et al. und Fritz et al. (2014-
2016) verwendeten — wie in dieser Arbeit durchgefiihrt und ebenfalls nach Vorbild von
Imudia et al., 2009, — den Birstenabstrich fir die Zellentnahme. Sie verzeichnen eine
hohe Trophoblastenrate (s. 0.), obwohl sie angeben, einen gewdhnlichen zytologischen
Abstrich (ThinPrep®-Pap-Test) durchgefiihrt zu haben, bei dem die Zellentnahme ja
maximal am portio-zervikalen Ubergang und nicht im Zervixkanal selbst stattfindet.
Auch in dieser Arbeit wurde die Zellenthahme auf dieselbe Weise ausgefiihrt, nur dass
noch keine Trophoblasten (durch Nachweis mannlicher DNA) sicher identifiziert
werden konnten. Allerdings bleibt unklar, wie die Enthahme bei 0. g. Arbeitsgruppen
genau durchgefuhrt wurde. Insbesondere Uber die Eindringtiefe auf3ern sie sich nicht
und verweisen lediglich auf die Quelle Imudia et al., 2009. Imudia et al. enthahmen
Zervixschleim durch 2 cm tiefes Einflihren eines Blrstchens in den Zervixkanal, wobei
dabei die Zervixwand so wenig wie moglich beridhrt wurde, um mitterliche
Kontamination zu verringern. Wenn beim ersten Versuch kein Schleim gewonnen
werden konnte, wurde das Blrstchen wiederholt eingefiihrt [32]. Zu vermuten ist, dass
auch Bolnick et al. und Fritz et al. das Burstchen einige Zentimeter in den Zervixkanal

einfuhrten.

Somit ist die ldentifikation einer adaquaten, Untersucher-unabhangigen Abstrich-
Methode nach festem Protokoll zur weiteren Etablierung dieser Methode von eminenter
Bedeutung. Ein solches Protokoll sollte die Art des Enthahmeinstruments (Blrstchen
oder Aspirations- bzw. Lavageschlauch), die Eindringtiefe ab der Portio, sowie den
geeignetsten Entnahmezeitraum in der Schwangerschaft beinhalten. Weitere
Untersuchungen sollten zum Vergleich dieser variablen Entnahmetechniken mit einer

groReren Patientenzahl durchgefiihrt werden.

Es stellt sich dariber hinaus die Frage, weshalb die aufgestempelten Zellen so viel
Zelldebris enthielten. Laut Firma Hologic soll dieser durch das automatisierte
Filtersystem abgesaugt werden [81]. Die enthommenen Zellen héatten aul3erdem im
Zellwasch- und Transportpuffer eine Haltbarkeit von mehreren Monaten [94]. Auch
Kingdom et al., 1995, beschreiben in ihrer Arbeit ein hdheres Auftreten von Zelldebris
bei durch Birstenabstrich entnommene Zellen als mittels Lavage erhaltene [28]. Eine

These fiir das haufige Vorkommen von Zelldebris kdnnte sein, dass die Trophoblasten
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auf ihrem Weg zur Zervix bereits am Absterben sind. Der Debris besteht somit aus
bereits abgestorbenen Zellen. Eine moglichst frihe Probenentnahme in der
Schwangerschaft kénnte demnach theoretisch mehr noch intakte Zellen enthalten.
Auch andere Studien zeigten, dass fetales Material h&ufiger in Form von Zellkernen
oder freier DNA als in Form von intakten Zellen in die untere Zervix abgeschilfert
werden [30]. Mdglicherweise fuhrt auch eine langere Probenasservation zu
gehaufterem Auftreten von Zelldebris. Die Entnahme durch Lavage drfte die Integritat
der Zellen besser erhalten, da dabei vermutlich geringere Scherkrafte auf die Zellen

ausgeubt werden.

Ein generelles Problem fur die Gewinnung transzervikaler Trophoblasten ist die
geringe Zelldichte dieser Zellen in der Zervix per se. In verschiedenen Studien sind
unterschiedliche Angaben dazu gemacht worden. Overton et al. verzeichneten 1996
eine Zelldichte von transzervikalen Trophoblasten im Abstrichmaterial von 0,7% - 3,4%
[95]. Imudia et al. fanden in einer Pilotstudie im Jahr 2009 eine Haufigkeit von HLA G-

positiven Zellen in transzervikalen Proben von 1: 2000 [32].

Neben der Zelldichte ist auch von Bedeutung, wie hoch der Anteil an transzervikalen
Proben ist, bei dem Uberhaupt Trophoblasten gefunden wurden und mit welcher
Methode diese entnommen wurden. Mantzaris et al., 2014, fanden in 56% der
transzervikalen Aspirationsproben Trophoblasten [27]. Weitere kleinere Studien
konnten eine Trophoblastenprasenz in 40-75% der transzervikalen Aspirationsproben
feststellen [17, 27]. Wéahrend Kingdom et al., 1995, nur in 1 von 11 Fallen (9,1%)
Trophoblasten aus per Birstenabstrich gewonnenen Proben nachweisen konnten,
gelang dies Imudia et al., 2009, in 35 von 37 Fallen (94,6%) [28, 32]. Insgesamt sind
diese Zahlen noch zu gering und zu wenig reproduzierbar, so dass die
Entnahmetechniken weiter verbessert werden missen, um von Schwangeren mit
zuverlassiger Standardmethode Trophoblasten gewinnen zu kénnen. Schwankungen
bei der Ausbeute an Trophoblasten sind auch seitens der Schwangeren in Bezug auf
Lange und Anatomie der Zervix zu erwarten. In einer Veréffentlichung von Mantzaris et
al. wird daflr ein zu entwickelndes Aspirationsgerat vorgeschlagen, das mit mehreren
Ldchern auf verschiedenen Hohen versehen ist, um eine umfassendere Aspiration des

Zervixschleims zu erreichen [27].
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5.2.2 Zellweiterverarbeitung

Wie bereits erwahnt, bestand das beim Zervixabstrich entnommene Zellmaterial haufig
aus Zelldebris. Fur die Zellweiterverarbeitung werden im Folgenden einige
Handlungsvorschlage gegeben. Hinsichtlich des Vorkommens von Zelldebris und zur
Verringerung von Lagerungsschaden der Zellen, sollte méglichst am Tag des Abstrichs
noch die weitere Zellverarbeitung durchgefiihrt werden. Der Becher, der das im
Zellwasch- und Transportpuffer geloste Abstrichmaterial enthalt, sollte vollstandig auf
Objekttrager aufgestempelt werden, um die Ausbeute an Trophoblasten insgesamt so
hoch wie mdglich zu halten. Die Wahl des Objekttragers sollte auf die Original
ThinPrep®-Obijekttrager fallen, da die Haftung der Zellen dort — verglichen mit den
Membran-beschichteten Objekttragern — optimal ist. In dieser Arbeit wurden PET
(Polyethylentheraphthalat)-beschichtete Objekttrager getestet, die durch geringe
Autofluoreszenz besonders fur die Immunfluoreszenzmikroskopie und durch Erhaltung
der Zellmorphologie auch ideal fur die Lasermikrodissektion geeignet sind [59, 96].
AulRRerdem ist die Mikrodissektion von Membran-Objekttragern einfacher und
schonender fir das Zellmaterial. Sie zeigten beim Aufstempeln der Zellen allerdings

eine weitaus schlechtere Anhaftung der Zellen als die ThinPrep®-Objekttrager.

5.2.3 Morphologischer Ansatz der Trophoblastenidentifikation

Wie im Ergebnisteil beschrieben, konnten die Trophoblasten rein morphologisch nicht
sicher identifiziert werden. Es besteht die Mdglichkeit, dass die Zellen im Abstrich nicht
vorhanden waren, oder schlicht nicht erkannt worden sind. Differentialdiagnostisch gibt
es verschiedene Zellen, die mit Trophoblasten verwechselt werden kénnen (s. Tabelle
2, S. 14). Kobayashi et al. konnten erstmals 1980 mit Immunzytofluoreszenz-Methoden
zwischen Deziduazellen und Trophoblasten unterscheiden. Anzunehmen ist, dass flr
die verlassliche morphologische Identifizierung von Trophoblasten, die Erfahrung des
Untersuchers eine mal3gebliche Rolle spielt. Auch Kingdom et al., 1995, ist es nicht
zweifelsfrei gelungen, die Trophoblasten mit einer konventionellen Farbung (Leishman-
Farbung) rein morphologisch zu erkennen. Selbst die Morphologie der mit Antikdrpern

detektierten ,positiven” Zellen variiere stark [28].
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5.2.4 Immunzytofluoreszenz

5.2.4.1 Blocken unspezifischer Bindungsstellen

Die Wahl der Reagenzien zur Blockierung unspezifischer Antikdrper-Bindungsstellen
war anfangs nicht eindeutig. In der Anleitung des WGA-Kits wurde von einer
Verwendung von BSA (bovines Serumalbumin) eindeutig abgeraten, da es zu
Stérungen der WGA kommen kénne [64]. Daher wurde auf die Verwendung von BSA
verzichtet und alternative Blockinglésungen gesucht. Zunachst wurde 1%-Gelatine
verwendet, welche jedoch die unspezifischen Bindungsstellen nicht ausreichend zu
blocken schien. Spater erfolgte die Blockierung mit 5%-Magermilch, mit der bessere
Ergebnisse erzielt werden konnten. Geringe Mengen an BSA waren dennoch als
Stabilisator in der Antikorperlosung des AlexaFluor-594-gekoppelten sekundéren
Antikorpers enthalten. Die damit gefarbten Zellen in den ersten Versuchsreihen wurden
keiner WGA unterzogen, sodass keine Aussage Uber eine Stérung der WGA dadurch
getroffen werden kann. Eine Permeabilisierung der Zellmembran im Zuge der
Blockierung von unspezifischen Bindungsstellen mittels Tween 20 wurde anfangs
durchgefiuhrt, allerdings erschien sie, angesichts der Tatsache, dass es sich bei HLA-G

um ein Oberflachenantigen handelt, nicht nétig.

5.2.4.2 Hintergrundféarbung

Die Immunzytofluoreszenz ist eine gangige Methode, um Zellen spezifisch zu
identifizieren [52]. Sie erscheint als geeignetes Verfahren, um die schwer rein
morphologisch identifizierbaren Trophoblasten aufgrund ihrer spezifischen Antigene
anzufarben. Ein Problem bei dieser Arbeit war eine allgemeine starke
Hintergrundfluoreszenz der Gesamtheit der Zellen. Da es sich bei dem
Abstrichmaterial um ein Gemisch aus verschiedenen Zellen, Zelldebris, Schleim und
Bakterien handelte, musste — trotz ThinPrep®-Filterungsverfahren — mit Strukturen auf
dem Objekttrager gerechnet werden, die den Fluoreszenzfarbstoff unspezifisch
anlagerten und beim Waschvorgang schlecht gereinigt werden konnten. Diese
Strukturen leuchteten dann in der Fluoreszenzmikroskopie, obwohl sie
hochstwahrscheinlich kein HLA-G-Antigen besitzen, welches den Fluoreszenzfarbstoff
eigentlich ausschlieB3lich binden sollte. Dies erschwerte die Identifizierung von ,echt
positiven® Zellen erheblich. Eventuell ist eine Unterscheidung gar nicht mdglich, denn
es konnte sich bei dem Hintergrund auch um HLA-G-exprimierende Trophoblasten

handeln, die zum Zeitpunkt der Fluoreszenzmikroskopie nur noch als Zelldebris
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vorhanden sind. Diese These ist allerdings sehr unwahrscheinlich, da die Gesamtheit
des Zelldebris fluoreszierte und bei einer geringen Trophoblastendichte nur eine
geringe punktuelle Fluoreszenz zu erwarten ware. Solange im Zelldebris kernhaltige
Teile enthalten wéren, kdnnte man sie eventuell noch weiterverarbeiten und auf fetalen
Ursprung untersuchen. Allerdings wurden in dieser Arbeit nur intakte Zellen als
potenziell ,positive® Zellen gewertet. Es stellte sich auch die Frage, ob ein noch
intensiveres Waschprotokoll die Anlagerung des Fluorophors an ungewinschte
Strukturen weiter reduzieren kann. Mehrere Waschintensitaten wurden in dieser Arbeit
getestet und es wurde keine subjektive Verbesserung des Differenzbildes festgestellt.
Das in Kapitel 3.4.2.2 aufgefuhrte Waschprotokoll stellte sich im Hinblick auf Zeit und
Nutzen als das Beste heraus. Weiteres Waschen koénnte mdglicherweise auch die
fixierten Zielzellen abtragen. Ein weiterer Grund fur ein Anfarben von Strukturen, die
kein HLA-G-Antigen exprimieren, ist eine potenziell ungenigende Blockierung
unspezifischer Bindungsstellen, aufgrund der Limitierung auf 1%-Gelatine bzw. 5%-

Magermilch als Blockingldsungen.

Fur die Interpretation der Immunzytofluoreszenz-Bilder ist die Abwesenheit einer
Positivkontrolle in dieser Arbeit nicht zu vernachlassigen. Eine sinnvolle Weise, die
Hintergrundfarbung von der Farbung ,echt positiver* Zellen zu unterscheiden, ware
eine Einstellung auf eine minimale Belichtungszeit, bei der die Positivkontrolle gerade
noch leuchtet. Somit kénnten Zellen, die weniger stark leuchten, als negativ gewertet
werden. Bei dieser Arbeit lagen keine HLA-G-exprimierenden Zellen vor, die als
Positivkontrolle hatten fungieren kdnnen. Zeitweise wurde mit Chorionzotten aus
Abortmaterial gearbeitet, die als Positivkontrolle dienen sollten, allerdings im Verlauf
als ungeeignet erschienen, da bei der Probenpraparation morphologisch zwar gut, aber
nicht hundertprozentig sicher zwischen den fetalen und den mitterlichen Zellen der
Chorionzotten unterschieden werden kann. Somit bestand nicht das sichere Vorliegen

einer reinen Positivkontrolle.

Als eigentliche Schwierigkeit erwies sich das Erkennen der vermeintlich positiven
Zellen. Auch hierfir ist vermutlich die Erfahrung des Untersuchers von enormer
Wichtigkeit. Ein computergestiitztes automatisiertes Scan-Verfahren konnte das
Auffinden der gesuchten Zellen erleichtern und die Effizienz dieses Prozesses erhdhen
[97, 98].

Nicht ausgeschlossen werden darf trotz oben Aufgefiihrtem, dass die gesuchten

Trophoblasten zwar in den Proben enthalten, aber die Antikdrper nicht spezifisch
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waren. Allerdings wiederspricht diese Vermutung den Erfahrungen von Imudia et al.,
2009, die ebenfalls einen Anti-HLA-G-Antikorper der Firma Exbio (erster hier getesteter
AK) fur die Identifizierung der Trophoblasten verwendeten und dessen Spezifitat
beschreiben [32]. Als Fazit konnten demnach die Ergebnisse von Imudia et al., 2009,

nicht reproduziert werden.

5.2.4.3 Diskussion der Immunfluoreszenz-Bilder

Die im Ergebnisteil aufgefiihrten Immunzytofluoreszenz-Bilder (Abbildung 10 und
Abbildung 11) zeigen einen Ausschnitt eines ThinPrep®-Abstrichs in der
Fluoreszenzmikroskopie. Darauf ist jeweils eine rot fluoreszierende Zelle inmitten von
vielen nicht rot-gefarbten Zellen zu sehen. Die DAPI-Farbung zeigt an, wo sich
kernhaltige Zellen befinden. Unter der Annahme, dass der Antikbrper spezifisch HLA-
G-exprimierende Zellen anférbt, kann von einem positiven Ergebnis und damit einem
Trophoblasten ausgegangen werden. Nimmt man die Negativkontrolle des
Experiments dazu (s. Abbildung 12, S. 55), bei welcher nur der sekundare Antikorper,
nicht aber der primare Antikorper verwendet wurde, stellt sich allenfalls eine deutlich
schwachere Rot-Farbung des Zellbildes dar. Es ist darin keine hervorstechende als
positiv zu wertende Zelle sichtbar. Die schwache Hintergrundfarbung einiger Zellen,
kann dennoch nicht ganzlich geleugnet werden und wurde weiter oben im Text bereits
intensiver diskutiert. Die beiden als positiv gewerteten Zellen konnten zu dem Zeitpunkt
der Mikroskopie noch nicht disseziert und analysiert werden, so dass weder der

Beweis der fetalen Herkunft, noch der Beweis des Gegenteils vorliegt.

Betrachtet man die Bilder, auf welchen beispielhaft der Zelldebris dargestellt wurde
(Abbildung 13, S. 56, und Abbildung 14, S. 57), kann eine deutliche Rot-Farbung der
Zellfragmente erkannt werden. Die einzelnen intakten Zellen in Abbildung 13 sind im
Aqua-Filter zu sehen, nicht aber im Red-Filter. Dagegen fluoreszieren die
Zellfragmente stark. Diese Fluoreszenz ist vermutlich auf eine weiter oben im Text
bereits erwadhnte Anhaftung des sekundaren Antikérpers an die unebene Flache des
Zelldebris und schlechten Zugang beim Waschvorgang zurlickzufihren. Diese

Tatsache erschwerte erheblich die Identifizierung echt HLA-G-positiver Zellen.
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5.2.5 Lasermikrodissektion

Die Lasermikrodissektion als Verfahren zur Einzelzell-Gewinnung kann nach
Verwendung in dieser Arbeit fir weitere Studien uneingeschrankt weiterempfohlen
werden. Beide in dieser Arbeit verwendeten Objekttrager (ThinPrep®- und PET-
Membran-Objekttrager) lieRen eine Lasermikrodissektion zu. Da in dieser Arbeit
ausschlieBlich Einzelzellen und keine Zellverbande disseziert wurden, fiel die Erhaltung
der Morphologie des Zielobjekts, wie sie bei den Membran-beschichteten
Objekttragern moglich ist, weniger stark ins Gewicht. Viel bedeutsamer erschien die
Tatsache, dass die Anhaftung der Zellen auf den PET-Membran-Objekttragern deutlich
schlechter war, als auf den ThinPrep®-Objekttragern. Betrachtet man die Zahl der
erfolgreich amplifizierten Proben, spricht ebenfalls mehr fir die ThinPrep®-
Objekttrager, mit 6 von 6 Proben (100%), im Vergleich zu 3 von 5 Proben (60%) bei
den PET-Membran-Objekttragern.

Nach Behebung einiger Schwierigkeiten durch Abanderung des stdranfalligen WGA-
Protokolls, konnten auch beide Varianten der Zellasservierung (Katapultation in
AdhesiveCaps und Katapultation in PBS-benetzte Caps) angewandt werden. Die
Variante mit AdhesiveCaps stellte zwar durch den obligatorischen Lyseschritt auf dem
Deckel stehend im Wasserbad eine unkonventionelle Methode dar, bestach aber durch
die Anhaftung der Zelle im Cap, sodass nicht die Gefahr eines Zellverlustes bestand.
Somit konnten 6 von 7 Proben aus AdhesiveCaps erfolgreich amplifiziert werden
(85,7%). Aber auch die Katapultation in PBS-benetzte Caps brachte amplifizierbare
Zellen in 3 von 4 Fallen (75%) hervor und kann als geeignet angesehen werden. Hier
bestand die Gefahr, dass die Zelle bei der Zentrifugation aus dem Deckel in das Gefal3
an der GefaBwand hangen bleibt und weiteren Analysen nicht mehr zur Verfiigung
steht. AuBerdem wurde hier eine Volumenreduktion notwendig (s. Kapitel 3.6.2), die zu
leicht schwankenden Endvolumina fiihren konnte. Allerdings war nach erfolgreichem
Transfer des Zelllysats vom Deckel in das GefalR das WGA-Protokoll standardmafiig
durchfuhrbar.

Die oben aufgeflihrten Zahlen haben sicherlich eine eingeschrénkte Aussagekraft und
missten in weiteren Studien mit weitaus groRerer Probenanzahl Uberprift werden.
Dennoch zeigen sie die fur diese Arbeit zum Ziel gesetzte Durchfiihrbarkeit der

Methoden auf.
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5.2.6 Gesamtgenomamplifikation

Die Gesamtgenomamplifikation wurde mit 11 Proben durchgefiihrt. Davon konnten 9
Proben erfolgreich amplifiziert werden, 2 Proben lieRen sich nicht amplifizieren. Die
zwei Proben, die nicht erfolgreich amplifiziert werden konnten (WGA 2 und 6), besitzen
jeweils eine Variablenkombination, wie die von zwei anderen erfolgreich amplifizierten
Proben (WGA 1 bzw. WGA 5). Somit spricht das Misslingen der WGA nicht fir eine
bestimmte Variablenkombination, sondern muss anders begriindet werden. Genauer
gesagt wurde Probe 2b.1.3.2.0 genauso wie Probe 1.1.1.1.1 gefarbt, von PET-
Membran-Objekttragern disseziert und in AdhesiveCaps katapultiert. Probe 1.1.1.1.1
konnte allerdings im Unterschied erfolgreich amplifiziert werden. Ebenso wurde Probe
19.2.10.6.0 genauso wie Probe 19.1.9.5.4 nicht gefarbt, von PET-Membran-
Objekttragern disseziert und in PBS-benetzte Caps katapultiert. Auch in diesem Fall
konnte eine Probe (19.1.9.5.4) erfolgreich amplifiziert werden. Insgesamt sind auch
hier groRRere Fallzahlen in einer Folgestudie noétig, um einen klaren Vorteil der
Objekttrager- und Zellasservierungs-Varianten fur die nachfolgende WGA
herauszuarbeiten. Nichtsdestotrotz konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die
WGA prinzipiell mit per Immunzytofluoreszenz behandelten Zellen erfolgreich

durchgefuihrt und somit eine der Fragestellungen positiv beantwortet werden kann.

5.2.7 Interpretation der Array-CGH-Ergebnisse

Insgesamt wurde mit 6 Proben eine Array-CGH-Analyse durchgefiihrt. Von diesen 6
Proben, waren 4 Array-CGH-Profile uneingeschrankt und 2 Array-CGH-Profile mit
Einschrankungen auswertbar. Die Auswertbarkeit hangt von verschiedenen Faktoren
ab. Dazu gehoren die Werte der Qualitatsparameter zur Orientierung, das Rauschen
und die Erfahrung des auswertenden Experten. Kann eine Auffalligkeit im Array-CGH-
Profil weder fiir euploid erklart, noch einer Aneuploidie zugeordnet werden, muss im
Zweifelsfall das Experiment als gescheitert angesehen und gegebenenfalls wiederholt
werden. Zugrunde liegen kann einem Rauschen (noise) eine unzureichende DNA-
Amplifikation, Experiment-abhangige Probleme oder eine degenerierte Qualitat der
DNA. Eine nicht ausreichende Qualitdit der WGA kann meist in der Agarose-
Gelelektrophorese erkannt werden. Kam es allerdings zu einer Amplifikation von nicht-
humaner DNA, kann dies unter Umstanden erst im Array-CGH-Profil u. a. durch
starkes Rauschen erkannt werden. Protokollabweichungen kdnnen ebenfalls die

Qualitat der Array-CGH-Profile beeinflussen, letztere bleiben allerdings meist trotzdem
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auswertbar. Eine schlechte DNA-Qualitat kann durch eine inkomplette Zelllyse,
Apoptosevorgdnge der Zelle oder PCR-inhibierende Substanzen hervorgerufen
werden. Sie kommt haufiger bei Einzelzell-Analysen vor und kann zu Rauschen fihren,

das fur vermeintliche Chromosomenveréanderungen gehalten werden kann [80].

Bei Probe 1.1.1.1.1 handelte es sich um die Zelle einer Schwangerschaft (SSW 22) mit
mannlichem Fetus. Die Array-CGH lieferte einen unauffalligen weiblichen Karyotyp. Es
bestand bei schlechter Zellqualitéat und viel Zelldebris auf dem Objekttrager eine nur
geringe Gesamtzellzahl. Daher war die gelaserte Zelle eher eine maRig stark
leuchtende Zelle, die verglichen zu den wenigen anderen integeren Zellen etwas
starker leuchtete (Thema Hintergrundfarbung). Allerdings muss diese Leuchtintensitéat
in Frage gestellt werden. HOochstwahrscheinlich handelt es sich bei dieser Zelle um

eine mutterliche Zelle.

Probe 16.1.2.3.2 war eine Zelle einer fortgeschrittenen Schwangerschaft (SSW 39+2)
mit weiblichem Fetus. Das Geschlecht war bei den Experimenten bereits bekannt. Die
Schwangerschaftswoche liegt auch Uber dem Zeitraum, in dem die transzervikalen
Trophoblasten zu erwarten sind. Der Grund fir die Durchfuhrung der WGA und der
Array-CGH war in diesem Fall vielmehr der Test, ob sich Zellen auf ThinPrep®-
Objekttragern nach der Lasermikrodissektion fir die WGA und die Array-CGH nutzen
lassen. AuRerdem konnte hierbei auch gezeigt werden, dass die Variante B der Cap-
Auswahl (PBS-benetztes Cap) sich ebenso fir die WGA und die Array-CGH eignet. Ob
es sich trotz der oben angegebenen hohen Schwangerschaftswoche dennoch um eine
fetale Zelle handelt, bleibt ungewiss. Ein Abgleich der DNA mit einer sicher
matterlichen bzw. sicher kindlichen Zelle wurde nicht durchgefihrt und eine
Differenzierung zwischen mutterlichem und kindlichem Genom ist hier bei Fehlen von
Aneuploidien ad hoc nicht mdglich. Die Tatsache, dass es sich um eine
Schwangerschaft Gber der 20. Woche handelt (und die Plazenta daher vermutlich
weniger durchlassig ist), spricht stark fir das Vorliegen einer mitterlichen Zelle. Auf
eine aufwendige Untersuchung zur Unterscheidung zwischen kindlicher und
mutterlicher DNA wurde hier auch deshalb verzichtet. Vielmehr konnten wertvolle
Erkenntnisse Uber die praktische Durchfiihrbarkeit der experimentellen Teilschritte im

Hinblick auf die Objekttrager- und die Cap-Wahl gewonnen werden.

Probe 14.1.7.4.3 stammte von einer Schwangeren mit weiblichem Fetus (SSW 9+0).
Das Geschlecht des Feten war allerdings zum Zeitpunkt der Array-CGH-Analyse noch

unbekannt. Die Analyse ergab einen unauffalligen weiblichen Karyotyp. Das Array-
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CGH-Profil ist gepragt durch das Vorhandensein von Rauschen. Wie bei
vorhergehender Probe wurde auch hier auf eine aufwendige Untersuchung zur

Unterscheidung zwischen miitterlicher und fetaler DNA verzichtet.

Probe 19.1.9.5.4 stammte von einer nicht-schwangeren Patientin und wurde keiner
Farbung unterzogen. Das Ergebnis der Array-CGH-Analyse war - wie zu erwarten - ein
gesunder weiblicher Chromosomensatz mit leichtem Rauschen im Arrayprofil. Die
Probe diente im Wesentlichen der Beurteilung Uber die Durchfiihrbarkeit der
Teilexperimente WGA und Array-CGH mit einer ungefarbten Probe. Im Falle einer
Stérung der WGA oder der Array-CGH durch die Fluoreszenzfarbung hatte diese
Probe als Positivkontrolle gedient. Des Weiteren lieRen sich damit auch die Variablen
Objekttragerwahl (in diesem Fall PET-Membran-OT) und Cap-Wahl (in diesem Fall

PBS-benetztes Cap) als geeignet einstufen.

Die Proben 11.1.11.7.5 und 11.4.14.10.6 stammten von einer Patientin in SSW 6+3 mit
mannlichem Fetus. Die Array-CGH-Profile waren bei Rauschen nur mit
Einschrankungen auswertbar. Die Kriterien fiir eine Kopienzahlveranderung waren
unter Zuhilfenahme der X-separation nicht erflllt. Daher waren beide Profile a. e. mit
einem unauffalligen weiblichen Karyotyp vereinbar. Vermutlich wurden hier Zellen
ausgewahlt, die bei leichter Fluoreszenz in der Mikroskopie als positiv gewertet werden
konnten, allerdings bei oben genannten Schwierigkeiten mit der Immunzytofluoreszenz
mutterlicher Herkunft waren. Das rauschende Profil kann auf die Qualitat der Zellen

oder des Experiments zurlickzufihren sein.

Wichtig bei der Hinzunahme der Qualitatsparameter der Array-CGH-Experimente fir
die Interpretation der Ergebnisse ist, dass die Kategorisierung der Werte anhand der
Referenz-Qualitadtsparameter keine endgiltigen und absoluten  Ausschluss-
Referenzwerte hervorbringt, da viele Faktoren die Werte beeinflussen kénnen. Die
Firma lllumina legt sich bei der Auswertbarkeit der Array-CGH-Profile unter
Zuhilfenahme der Qualitatsparameter nicht fest [79]. Beispielsweise ist Array 2 trotz
eines hohen SBR-Wert bei einem musterhaften Array-CGH-Profil dennoch gut
auswertbar. Im Gegensatz dazu sind bei Array 3 die Qualitatsparameter allesamt im
gewlinschten Bereich, das Array-CGH-Profil zeigt jedoch ein deutliches Rauschen und
fuhrt daher zu einer schwierigeren Auswertung. Zu den beeinflussenden Faktoren
zahlen u. a. die Art und Menge des Ausgangsmaterials, die Menge des Amplifikats
sowie die Dauer des Labelling und der Hybridisierung. Da das in dieser Arbeit

verwendete Array-CGH-Experiment zum Zweck der Aneuploidie-Diagnostik diente,
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waren hoch-auflésende Ergebnisse (z. B. fir die Diagnostik von Gendefekten) nicht
moglich. Haufig koénnen die Ergebnisse sogar aus mangelhaften Experimenten
interpretiert werden. Zu den Faktoren, die ein Rauschen verursachen kdnnen, gehdren
eine geringe Zellanzahl (gerade Einzelzellen), eine kirzere Labelling-Dauer, eine
kirzere Hybridisierungsdauer und falsche Waschtemperaturen (zu niedrig bzw. zu
hoch) [79].

5.2.8 Kompatibilitat der Immunzytofluoreszenz mit WGA und Array-
CGH

Bei der Literaturrecherche zum Zeitpunkt der Doktorarbeit (August 2016) konnte keine
Veroffentlichung gefunden werden, bei der die DNA-Analyse transzervikal gewonnener
Trophoblasten mittels Array-CGH durchgefihrt wurde. Ein Ziel dieser Arbeit war es,
transzervikal identifizierte Trophoblasten einer WGA und einer Array-CGH-Analyse zu
unterziehen, um deren Kompatibilitdt mit den getesteten Methoden zur
Probengewinnung und Zellidentifikation zu Uberprufen. In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass die vorhergehende Immunfluoreszenzmarkierung weder die WGA noch
die Array-CGH stort und somit mit diesen beiden Methoden kompatibel ist. Die
Amplifizierung der Proben-DNA war in 8 von 9 Fallen (88,9%) nach
Immunzytofluoreszenz und in 1 von 2 Fallen (50%) ohne Immunzytofluoreszenz
erfolgreich. Die Array-CGH konnte in jedem der 6 Félle (100%) erfolgreich durchgefiihrt
werden. Somit stellt die Kombination aus Lasermikrodissektion, WGA und Array-CGH
eine erfolgversprechende Methodik dar, mit der Einzelzellen analysiert werden kénnen.
Auch die Wahl des Cap, also des Auffangbehélters fir die dissezierten Zellen, und die
teilweise damit einhergehende Modifikation des WGA-Protokolls, beeinflusste die WGA
nicht. In dieser Arbeit gelang jedoch die sichere Identifizierung der transzervikalen
Trophoblasten bisher nicht. Da einige Arbeitsgruppen [19, 32-34] die ldentifizierung
von Trophoblasten mit der in dieser Arbeit vorgeschlagenen Methodik (Blrstenabstrich,
Anti-HLA-G-Antikorper) erfolgreich durchfiihren konnten, liegt die Annahme nahe, dass
diese ldentifizierung nach Optimierung einiger methodischer Probleme reproduzierbar
sein sollte. Unter Berlcksichtigung der in dieser Arbeit gezeigten Kompatibilitdt der
Immunzytofluoreszenz mit der WGA und der Array-CGH erscheint es plausibel, dass

eine DNA-Analyse von transzervikalen Trophoblasten mittels Array-CGH mdglich ist.

Wahrend der Niederschrift dieser Arbeit konnte eine neue Publikation aus dem Jahr

2016 gefunden werden, die Trophoblasten aus miutterlichem Blut einer Array-CGH-
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Analyse unterzieht [99]. Ebenfalls wurde eine Studie im Jahr 2016 veréffentlicht, in der
transzervikale Trophoblasten mit Hilfe einer anderen DNA-Analyse-Methode (s. Kapitel
5.3) untersucht wurden [100]. Die hier vorliegende Dissertation ist dabei — nach
unserem Wissensstand — jedoch die erste Arbeit, in der versucht wurde, transzervikal
gewonnene Trophoblasten mittels WGA und Array-CGH auf Aneuploidien zu

untersuchen.

5.3 Fazit und Ausblick

Die Aufgabe dieser Studie war es, eine Methode zur Identifikation von transzervikalen
Trophoblasten zu finden, die sich zu unterschiedlichen Zeitpunkten in der
Frihschwangerschaft  reproduzierbar anwenden und die Zellen einer

Gesamtgenomamplifikation zufihren lasst.

Die morphologische Betrachtung von Trophoblasten aus dem Birstenabstrich
erscheint fur die sichere Routine-ldentifizierung der Zellen ungeeignet, da sie stark
Untersucher-abhangig ist und Trophoblasten leicht mit anderen Zellen verwechselt
werden konnen. Die immunzytochemische Farbung der Zellen aus dem
Burstenabstrich erscheint durch Spezifitdt des Antikdrpers fur Trophoblastenantigene
fur deren lIdentifizierung — auch durch Unabhangigkeit vom Untersucher — weitaus
geeigneter. Im Rahmen dieser Arbeit konnte der fetale Ursprung und damit die sichere
Identifizierung der Trophoblasten durch Immunzytofluoreszenz, am ehesten aufgrund
nicht vorhandener Trophoblasten im Abstrichmaterial, noch nicht nachgewiesen
werden. Vermutlich muss die Zellentnahmetechnik und Eindringtiefe verbessert
werden, um die Wahrscheinlichkeit der Préasenz von fetalen Zellen im Abstrichmaterial
zu erhdhen. Somit lieBen sich im Rahmen dieser Arbeit Trophoblasten noch nicht
reproduzierbar identifizieren. Da aktuelle Studien eine zielfhrende Zellenthahme
mittels ThinPrep®-Burstenabstrich und eine erfolgreiche Identifizierung von
transzervikalen Trophoblasten mittels Immunzytofluoreszenz beschreiben, ist diese
auch in dieser Arbeit getestete Methode dennoch prinzipiell als erfolgversprechend

einzustufen.

Zudem galt es herauszufinden, ob sich die DNA der mittels verschiedener

Nachweismethoden behandelten Zellen amplifizieren lasst.
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Die DNA der Zellen, die der oben genannten Farbeprozedur unterzogen wurden, lief3
sich in 8 von 9 Fallen (88,9%) amplifizieren. Somit erwies sich die in dieser Arbeit
angewendete Immunfluoreszenz-Farbung im Hinblick auf die Gesamtgenom-
amplifikation (WGA) insofern als geeignet, als dass letztere durch die
Immunfluoreszenz-Farbung nicht gestort bzw. verhindert wurde. Auch fur weitere
Variablen (s. Tabelle 27, S. 63, und Tabelle 28, S. 64) konnte nachgewiesen werden,
dass diese eine nachfolgende WGA zulassen.

Des Weiteren war die Frage, ob sich die amplifizierte DNA der geféarbten Zellen zum
Einsatz fur die Array-CGH-Analyse verwenden lasst und zuverldssige Ergebnisse

erzielt werden konnen.

Die amplifizierte DNA der zuvor gefarbten Zellen, liel3 sich in 6 von 6 Fallen (100%) fur
die Analyse mittels Array-CGH verwenden. Die Immunzytofluoreszenz erwies sich
somit auch hinsichtlich der Array-CGH als grundsétzlich geeignetes Farbeverfahren.
Die Zuverlassigkeit der Ergebnisse durch die Array-CGH liel3 sich im Hinblick auf die
fehlende fetale Zellidentifikation nicht testen. Durch die geringe Probenzahl konnte
noch keine quantitative Aussage Uber die Zuverlassigkeit dieser Methodenkombination

getroffen werden.

Es stellte sich ferner die Frage, ob sich das Verfahren in den Routineablauf fir
Hochrisikoschwangere, im Hinblick auf Zeitpunkt der Entnahme, Nebeneffekte und

Menge der Zellen integrieren lasst.

Nach der Ausraumung der noch bestehenden methodischen Hurden ist die Integration
dieses Verfahrens in den diagnostischen Routineablauf flir Hochrisikoschwangere gut
vorstellbar. Fir die Bestimmung eines idealen Zeitraums fir die Zellentnahme sind

dann weitere Studien auf der Grundlage einer breiteren Datenbasis notwendig.

Die in dieser Arbeit beschriebene Kompatibilitdt per Immunfluoreszenz angefarbter
Zellen mit den Methoden der Gesamtgenomamplifikation und der Array-CGH lasst die
Moglichkeit einer nicht-invasiven, umfassenden und frihen Pranataldiagnostik
plausibel erscheinen. Die Daten fliir die Verlasslichkeit der Zellentnahme und der
Immunzytofluoreszenz  liefern  aktuelle  Studien. Die  Kompatibilitdét  der
Immunfluoreszenz mit der Gesamtgenomamplifikation und der Array-CGH konnte in
dieser Arbeit gezeigt werden. Es sind nun weitere Studien notwendig, um die

vertffentlichten Daten zur Identifikation von transzervikalen Trophoblasten mit den
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zuvor erwdhnten Verbesserungsvorschlagen zu verifizieren und den fetalen Ursprung
der Zellen durch Nachweis des Y-Chromosoms in der Array-CGH-Analyse zu
beweisen. Daflir ist es meiner Meinung nach von essentieller Bedeutung, an der
Zellentnahmetechnik — insbesondere der Eindringtiefe des Birstenabstrichs — zu
arbeiten.

Tabelle 32 gibt einen Uberblick lber die in dieser Arbeit vorgeschlagene Methode
(Aneuploidienachweis an transzervikalen Trophoblasten mittels Array-CGH-Analyse)
und die bereits vorhandenen Methoden im Vergleich.

Invasive PND Aneuploidienachweis
(Chorionzottenbiop | Zellfreie fetale DNA | an transzervikalen
sie, Amniozentese, | (z. B. PraenaTest®) | Trophoblasten (TZT)

Cordozentese) mittels Array-CGH
Invasivitat invasiv nicht-invasiv nicht-invasiv
é?;;p:;;tifer ab SSW 12 ab SSW 5
Beschrankung auf beschrankt auf
bestimmte unbeschrankt Chromosomen 13, unbeschrankt
Chromosomen 18, 21, (X,Y)

3-7 Tage

(Direktpraparation,

Dauer bis Ergebnis | CVS); 3-4 Tage
. Express: 4-6 T
bis zu 3 Wochen (Express: 4-6 Tage)
(Kultur)
Tabelle 32 Vergleich des in dieser  Arbeit  vorgeschlagenen nicht-invasiven

Aneuploidienachweises mit den bereits etablierten invasiven Verfahren

Die Tabelle zeigt die bereits etalierten prénataldiagnostischen Methoden, wie die Chorionzottenbiopsie
und die Amniozentese (invasive PND) sowie die Untersuchung der zellfreien fetalen DNA aus
mutterlichem Blut (PraenaTest®) im Vergleich zu der in dieser Arbeit vorgeschlagenen Array-CGH-
Analyse von transzervikal gewonnenen Trophoblasten. Letztere besticht durch nicht-invasive
Zellgewinnung, sehr frihe Verfugbarkeit ab SSW 5, umfassende DNA-Analyse ohne Beschréankung auf
bestimmte Chromosomen und frilhe Ergebnisse (bereits nach 3-4 Tagen) [10, 12]. Dies wird farblich
dargestellt (ungunstig, , sehr gut). PND: Pranataldiagnostik; TZT: transzervikale Trophoblasten;
CVS: Chorionzottenbiopsie.

Der nachfolgend abgebildete Zeitstrahl zeigt die bisher etablierten bzw. potenziell

verfligbaren pranataldiagnostischen Methoden chronologisch angeordnet.

| | | | | }
SSW 1 SSW5 SSW9 SSW 12 SSW 24 SSW 34
TZT-PNDcffDNA invasive PND

Abbildung 26  Ubersicht iiber die chronologisch (potenziell) zur Verfiigung stehenden
pranataldiagnostischen Methoden

Zeitstrahl zur schematischen Darstellung der Schwangerschaftsdauer; angegeben in Wochen. Angezeigt

wird jeweils der frilhestmégliche Zeitpunkt der Verfligbarkeit.
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Eine neue Veroffentlichung von Jain et al., 2016, bestatigt die in dieser Studie
postulierte Moglichkeit der Verwendung von transzervikal gewonnenen Trophoblasten
fur eine frthe und umfassende Aneuploidiediagnostik. Im Gegensatz zu der hier
getesteten Array-CGH-Analyse wurde dort das Next-Generation-Sequencing (NGS)
verwendet, auf das hier nicht néher eingegangen werden soll. Fur die Identifizierung
der Trophoblasten diente eine bereits zuvor in dieser Arbeit erwahnte Aufreinigung mit
magnetischen Nanopartikeln und Immunzytochemie [100]. Die Nutzung von
Trophoblasten (allerdings aus miutterlichem Blut) flr eine umfassende Aneuploidie-
Diagnostik mittels Array-CGH-Analyse oder NGS wird neuerdings auch von einigen

anderen Arbeitsgruppen fur méglich gehalten [99, 101].
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Das stetig steigende Alter bei schwangeren Frauen in den Industrielandern und ein
damit verbundenes erhOhtes Risiko fur Aneuploidien beim Fetus fluhren zu einer
steigenden Inanspruchnahme von Pranataldiagnostik. Die konventionellen Methoden
wie die Chorionzottenbiopsie und Amniozentese bergen das Risiko fir eine Fehlgeburt
von bis zu 3,5%. Die seit einigen Jahren zur Verfiigung stehende nicht-invasive
Analyse fetaler DNA aus mitterlichem Blut hat durch Limitierung auf wenige

Chromosomen bisher eine begrenzte Aussagekratt.

Daher muss nach geeigneten Methoden gesucht werden, die genauso aussagekréaftig
wie die invasiven Verfahren, dabei aber risikodrmer sind. Hierzu wurden bereits
Studien durchgefihrt, in welchen gezeigt werden konnte, dass plazentare
Trophoblasten im ersten Trimenon in die Zervix uteri abgeschilfert werden. Diese

konnten dann fur anschlielende Untersuchungen gewonnen werden.

Im Rahmen der Praimplantationsdiagnostik werden Einzelzellen mit Hilfe einer Array-
basierten vergleichenden Genomhybridisierung (Array-CGH) auf Aneuploidien
untersucht. Daflr muss in einem Vorschritt die geringe DNA-Menge der Einzelzelle

durch eine Gesamtgenomamplifikation (WGA) vervielfacht werden.

Ziel dieser Arbeit war es, geeignete Methoden fir die nicht-invasive pranatale
Diagnostik Uber die gesamte Prozesskette hinweg zu finden und hinsichtlich
Kompatibilitdat zu dberprifen. Dies implizierte die transzervikale Gewinnung der
Trophoblasten, deren Identifizierung und Isolierung sowie anschlieende WGA und

Array-CGH-Analyse.

Von 16 Schwangeren zwischen Schwangerschaftswoche 5+1 und 39+2 wurden Zellen
mittels  zytologischem (ThinPrep®-) Abstrich vom portio-zervikalen Ubergang
entnommen und morphologisch bzw. mittels Immunzytofluoreszenz auf das
Vorhandensein von Trophoblasten untersucht. Fir relevant gehaltene Zellen wurden
per Lasermikrodissektion isoliert und ihre DNA mittels WGA vervielfaltigt. Diese wurde
im Falle eines mannlichen Fetus durch eine Array-CGH-Analyse primar auf das
Vorhandensein eines Y-Chromosoms zum Nachweis des fetalen Ursprungs und

sekundar auf Aneuploidien untersucht. Es wurden ein Immunzytofluoreszenz-Protokoll
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etabliert und dessen Kompatibilitat mit der WGA und der Array-CGH-Analyse sowie
kleinere methodische Ergebnisse gezeigt.

Die fetale Herkunft der untersuchten Zellen konnte durch Nachweis des Y-
Chromosoms in keinem der drei bei ménnlichen Feten getesteten Falle bewiesen
werden, da es sich mutmafilich nicht um fetale Zellen bei den gewonnenen Zellen
handelte. Anzunehmen sind falsch positive Ergebnisse der Immunzytofluoreszenz
durch unspezifische Anfarbung sowie eine unzureichende Eindringtiefe bei der
Zellentnahme, sodass die gesuchten Trophoblasten vermutlich nicht im
Abstrichmaterial enthalten waren. Bei Einsicht aktueller Studienergebnisse ist die in
dieser Arbeit vorgeschlagene Zellentnahme- und Identifikationstechnik dennoch als
geeignet zu erachten.

Die in dieser Arbeit gezeigte Kompatibilitdt der Immunfluoreszenz-Farbung mit einer
Gesamtgenomamplifikation zur Vervielfaltigung von Einzelzell-DNA und die
anschlieBende DNA-Analyse mittels Array-CGH erlaubt eine durchgehende
Methodenverkettung und lasst eine nicht-invasive, frihzeitige und umfassende

Pranataldiagnostik méglich erscheinen.
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