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l. Einleitung

Ein chromosomales Mosaik ist definiert durch die Anwesenheit vedsaiee Zelllinien in
einem Individuum. Die Zelllinien unterscheiden sich durch eine untersidhed|
Zusammensetzung des Chromosomensatzes. Bei einer 45,X0/46,XY Situad&nnian
neben Zellen mit einem 45,X0 Chromosomensatz solche mit einem 46,XanBe8ei

der 45,X0/46,XY-Situation wird vor allem ein Verlust des Y-Chromosomisrevi der
Mitose vermutet.

Das resultierende Mosaikmuster hangt von der Art der Zelllinie urehd&achstum ab.

Je spater das Mutationsereignis stattfindet, desto niedrigdersfnteil des aberranten
Zellklons und damit die Auspragung des Phéanotyps. Die Effekte auf den Bhéamotien

von den beteiligten Chromosomen, von dem Anteil der abnormen Zellen und von dem
Zeitpunkt zu dem dason-disjunction-Ereignis stattfindet, bestimmt.

Durch Proliferationsnachteile des aberranten Zellklons im betraff@ewebe kann sich
sein Anteil durch Zellselektion zugunsten einer anderen Zellliniklereern und somit
unter eine ,gewisse” Nachweisgerenze fallen. Zum Beispidilieft ein mit
konventionellen zytogenetischen Methoden diagnostizierter 45,X0-Statusdies@nheit
einer zweiten Zelllinie nicht aus. So kann eine weitere, se#eBelllinie verborgen
bleiben, weil sie unter der Detektionsgrenze liegt oder die Urdfeusigen im ,falschen®
Gewebe durchgefuhrt wurden.

Die groRRe Variablilitat bei Patienten mit Gonadendysgenessé digss Vermutung zu, dass

in einigen Organen oder Geweben ein Mosaik vorliegt oder wahrend tmstilBhasen

der Embryonalentwicklung vorgelegen hat.

Wie stark sich eine solche Mosaikbildung auf den Phanotyp auswirkh shéser Arbeit

in Bezug auf die Geschlechtschromosomen untersucht werden. Dazu wuitdeSatie-
Hybridisierung der Geschlechtschromosomen an Paraffinmaterial vayerdtschen
Gonaden und Keimzelltumoren durchgefihrt.

Ein weiterer Schwerpunkt ist die Untersuchung der Zusammensetzurgedehlechts-
chromosomen in unterschiedlichen Gewebekomponenten von gonadalen und
extragonadalen Keimzelltumoren. Hier sollen die Ergebnisse mmt llelogischen
Eigenschaften der jeweiligen Tumorkomponente verglichen werden.

Zunéchst werden in derEinleitung die wesentlichen Gesichtspunkte zu den
Gonadendysgenesien und den Keimzelltumoren geschildert. Weiterhin waetedie
theoretischen Hintergrinde zur In Situ-Hybridisierung erlautertKhpitel ,Patienten,
Material und Methoden” werden die einzelnen Arbeitsschritte erlautert und das untersuchte
Patientenkollektiv vorgestellt. Im KapitelEggebnisse® werden die Daten in Form von
Graphiken gegliedert und nach Gonadendysgenesien und Keimzelltumorenetlarges

der Diskussion wird neben methodischen Aspekten besonders auf die Phéanotyp-Karyotyp-
Korrelation der untersuchten Falle mit Gonadendysgenesie eingegangen.
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1 Gonadendysgenesien

Abweichungen der normalen Geschlechtsentwicklung mit dem Bild dersdrtealitat
konnen durch eine Vielzahl von Stérungen bedingt sein. Intersexualit@rdiescabei
eine Abweichung des phanotypischen Geschlechts vom gonadalen oder chrommsomale
Geschlecht. Das aul3ere Genitale kann also vollig unauffallig umer ®mem Geschlecht
zuordenbar sein und dennoch kann eine Intersexualitét vorliegen, da z.B. beimaulle
mannlichen Genitale ein 46,XX Karyotyp oder bei dul3erlich komplett \wleérl Genitale

ein 46,XY Karyotyp vorliegt.

Vor mehr als 40 Jahren wurde gezeigt, dass der Nachweis eir@sroxiosoms
normalerweise mit einer mannlichen Entwicklung und dessen Fehleximaitweiblichen
Entwicklung assoziiert ist. Eine normale weibliche Entwicklung ¥®n dem
Vorhandensein zweier X-Chromosomen abhangig. Bei nur einem X-Chromdsgx) (
liegt ein Ullrich-Turner Syndrom vor; der Phanotyp ist zwar normaeiblich, aber es
kommt zu einer Gonadendysgenesie, so dass die Pubertatsentwicklung oft gestort ist.
Beim Chromosomensatz 47,XXY kommt es zu einem Klinefelter-SyndroEine
Besonderheit stellen Fehlverteilungen der Gonosomen mit einer Mosaikbildung dar, so z.B.
46,XY/45,X oder 46,XX/46,XY und ahnlich. Hierbei kann die Entwicklung der Gonaden
erheblich gestort sein und konsekutiv ist meist auch das aul3ere Genitale intersexuel
Neben den Stdrungen, die mit einer Aberration der Geschlechtschromosiomengehen,
sind weitere molokulargenetische (monogene) Veranerdungen der gbtehlec
determinierenden Gene oder endokrinlogische Ursachen bekannt. Letzsézbeanimeist
auf dem Boden autosomal-rezzesiver Veranderungen [Murken u. Cleve 1994]

Chromosomenaberrationen

e Ullrich-Turner-Syndrom

* Klinefelter-Syndrom

« Gemischte Gonadendysgenesie

» Karyotyp 47,XXX

» Karyotyp 47, XYY

» strukturelle Verdnderungen
Monogen bedingte Stérungen

« Echter Hermaphroditismus

e XX-Manner

* Reine Goandendysgenesie
Endokrinologische Strérungen

* Pseudohermaphroditismus femininus
e Pseudohermaphroditismus maskulinus

Tabelle 1-1: Stérungen der Geschlechtsentwicklung, nach Sinnecker et al. 1994
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Eine endgiiltige Diagnose des jeweiligen Krankheitsbildes kann hérdiganhand der
Kombination aus zytogenetischem Befund, klinischer Ausprdgung und des
morphologischen und histologischen Aufbaus der Gonaden gestellt werden.dgjiinehen
Determinante fir die Variabilitdt des Phénotyps stellt dabei Aeteil und die
gewebespezifische Verteilung von Zellen mit Y-chromosomalem ridaidar [McLaren
1990]. Die Untersuchung der Verteilung der Geschlechtschromosomemest der
Schwerpunkte dieser Arbeit.

Mosaike mit strukturell verinderten Chromosomen

Strukturelle Chromosomenaberrationen entstehen durch Umbauten innerhalb eines
Chromosoms. Durch strukturelle Veranderungen des Y-Chromosoms kann eedust V
des SRY-Gens kommen. Bei Patienten mit strukturell ver&ndert€hrdmosom reicht

die phanotypische Variabilitdt von Frauen mit typischen Turner-Syndt@m&a bis zu
Mannern mit Azoospermie oder unterschiedlich ausgepragter \érilisy. Das hier
untersuchte Kollektiv umfal3t lediglich nummerische Abweichungen, dennochdsnd
phanotypischen Merkmale denen mit strukturell veranderten Y-Chromosom sehr &hnlich.

1.1 Geschlechtsdeterminierung

Das Geschlecht eines Menschen wird zum Zeitpunkt der Gametenfusion dier

Kombination der Geschlechtschromosomen in der Zygote bestimmt. ObwdReifiigng

der geschlechtlichen Funktion nach der Geburt stattfindet, laufen dibtigen

geschlechtsbestimmenden Schritte bereits wahrend der Embryogéne3ese Schritte

konnen in zwei Phasen unterteilt werden:

1. Die Geschlechtsdeterminierung, mit der sich entscheidet, ob sich aus der
Gonadenanlage Hoden- oder Ovargewebe bildet.

2. Die Geschlechtsdifferenzierung bei der die phanotypische méannliche oder weibliche
Auspragung ablauft.

Die Anwesenheit des Y-Chromosoms ist hier der wichtigste Fattéorentscheidet, ob

sich die Gonade zu Hoden oder zum Ovar entwickelt. AnschlielRend bestidienan

Hoden gebildeten Hormone die mannliche Geschlechtsdifferenzierungdieetitdokrine

Funktion des Hodens kommt es zur weiblichen Differenzierung.

1.1.1 Mannliche Geschlechtsdeterminierung

Auf dem kurzen Arm des Y-Chromosoms (Yp), proximal der autosomaleiorReast die
notige Information fur die mannliche Geschlechtsdeterminierung esrthdlier 14 kb
grof3e Bereich beinhaltet das SRY-Gen (sex determining regioh [§&neair et al. 1990].
Weitere autosomale oder X-chromosomal gebundene Gene wirken nachnS&&f i
Determinierungskaskade. Das WT1 Gen, lokalisiert auf Chromosom 11, Silie
(Chromosom 9) scheinen fir die Formation der undifferenzierten Gonadewentiich
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zu sein. SF1 und SOX 9 bewirken die weitere Differenzierung embeyotedtikulaer
Strukturen.

Neben SRY ist MIS (auch Anti-Muller-Hormon, AMH) der erste bioufsehe Marker der
mannlichen Entwicklung. Die Expression des MIS-Gens in Sertolizedie bereits 48
Stunden nach Beginn der SRY-Transkription nachweisbar [Gubbay et al. 128011IB-

Genprodukt ist fur die Ruckbildung der weiblichen Millerschen Génge in roienl
Embryonen verantwortlich.

In Abwesenheit des SRY-Gens entwickelt sich die bipotente Gonademamiagipiell

zum Ovar. SRY kann jedoch nicht isoliert wirken. Bei Mutation oder tideleanderer
Gene, die an dem Determinierungsprozess beteiligt sind, bildetesiehreine oder
gemischte Gonadendysgenesie. Das Auftreten von XY-Frauen mit Gonagkamalis, in
denen SRY intakt vorliegt und das Auftreten von XX-Mannern, die keine B&jen

tragen, impliziert das Vorhandensein anderer wichtiger Gene iKalkkade. [Koopman
1999; Parker et al. 1999].

1.1.2 Weibliche Geschlechtsdeterminierung

In Abwesenheit eines Y-Chromosoms entwickelt sich die bipotente Gomdageaum
Ovar. Dieser Prozess lauft nicht automatisch ab, sondern ist durdirerme
ovardeterminiernde Gene gesteuert. Wahrscheinlich kommt dem x-gebun@&iéin
Gen eine solche Rolle zu. DAX1 kodiert einen nukledren Hormonrezeptorimder
Embryonalstadium in Zellen der Urogenitalrinne exprimiert wird [Parket.et989].

Intermedidres Mesoderm

v

Entwicklung der bipotenten WT1, SOX9 und andere
Gonadenanlage Gene

b

Bipotente Gonadenanlage

v v

Geschlechtsdeterminierung urgd Testis-determinierende | | Ovar-determinierende Gefe

Differenzierung Gene (SRY und andere (DAX1 und andere)
Mannliche Gonade Weibliche Gonade

Abbildung 1-1: Zwei-Stufen-Modell der Geschlechtsdeterminierung (modifiziert nach Koopman, 1999). SRY
hat keinen Einfluss auf die Entstehung der Gonadenanlage selbst, sondern steuert nachfolgende
Differenzierungsprozesse. WT1 spielt eine Rolle bei der Umbildung des intermediaren Mesoderms und bei der Erhaltung

des Testisgewebes. DAX1 ist Mediator der ovariellen Entwicklung
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1.2 Geschlechtsdifferenzierung

Bereits in der 4. Woche der embryonalen Entwicklung ist die undifferaz
Gonadenanlage in Form von beidseitigen VerdickungeZdkesnepithels (Mesothel, das
die Zo6lomhohle auskleidet) erkennbar. Diese Teile der Urogenitaifalierden als
Genital- oder Gonadalleisten bezeichnet. B#&kbmepithel, das die primitiven Gonaden
bedeckt, beginnt zu proliferieren. Es bildet die primitivKeimstringe, die in das
Mesenchym der Gonaden einwachsen.

Die primordialen Keimzellen wandern aus ihrem Ursprungsort, dene@atk, in die
Gonade ein und gelangen in deimstringe. Bei weiblichen Individuen ordnen sie sich
in der Rinde, bei mannlichen im Mark der Gonade an.

Bei der Entwicklung des Hodens differenzieren die primareieimstringe zu den
samenbildenden Keimstrangen, den spateren Tubuli seminiferi. Innerha#fer die
Kompartimente bilden sich aus den Urgeschlechtszellen die SpeoneogAus dem
Mesenchym zwischen den Tubuli bilden die Leydigzellen, die bereitsleror Ende der
Embryonalperiode Testosteron produzieren.

Beim Aufbau des Ovars erfolgt die Differenzierung erst ab der 10. bis 12. Woche nach
der Befruchtung. Die Rindenanteile proliferieren und bilden die sekundaiemsttange.
Wahrend sie sich vergrof3ern nehmen sie die UrgeschlechtszelleBtaaf.in der 16.
Woche zerfallen die Rindenstrdnge in isolierte Zellhaufen, diendfollikel. Jede
Oogonie ist nun von einer Lage Follikelepithelzellen umgeben. Bis eburGsind alle
Oogonien zu den primaren Oozyten gereift. Sie treten in dieraestgische Prophase ein
und bleiben in diesem Stadium bis zur Geburt [Moore 1996; Huges et al. 1999].

Die inneren Genitalien entwickeln sich beim Mann aus dem Wolffschen, bei der Frau aus
dem Miullerschen Gangsystem. Das mannliche phanotypische Geschistéitte wenn in
den Hoden die Sertolizellen das Anti-Miller-Hormon (AMH) produziereies® steuert
die Ruckbildung der Strukturen der Mullerschen Gange.

Testosteron ist fur die Differenzierung der Strukturen der Wolffschen Génge
verantwortlich. Hieraus bilden sich Samenblase, Duktus deferens und Nelrerffidrddie
Differenzierung des Sinus urogenitalis und des aul3eren Genitaeghysirotestosteron
verantwortlich. Es wird durch die 5-alpha-Reduktase aus Testosteron gebildet.

Bei der Frau findet normalerweise wegen des Fehlens von Testoktene Virilisierung
statt. Die Ausbildung des weiblichen Phanotyps ist Ostrogen-ind[Kierge et al. 2000;
Murken u. Cleve 1994; Sinnecker 1994].
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1.3 Verschiedene Syndrome mit Gonadendysgenesie

Fehlentwicklungen der Keimdrisen werden allgemein als Gonadendysgbeesichnet.

Die Beschreibung des Krankheitsbildes wird anhand des Karyotyps, devnfeader
inneren und aufl3eren Genitalien und weiteren somatischen Veranderungen vorgenom
Weiterhin ist der histologische Aufbau der Gonaden von besonderer Bedeutung.
Ubergange zwischen den separaten Kategorien sind mdglich, wodurctkosikiete
Zuordnung schwierig werden kann. Daneben ist haufig eine umfangreiche
endokrinologische Diagnostik notwendig. In der Tabelle sind die haufigsten
Chromosomenaberrationen bei Patienten mit dysgenetischen Gonaden angegeben:

Kein Mosaik Mosaike ohne strukturelle Mosaike mit strukturellen
Verinderungen Veriinderungen
46,XX 45,X/46,XX 45,X/46,X, + mar
46,XY 45,X/46,XX/47, XXX 45,X/ X,r(X)
45,X0 45,X/47 XXX 45,X/46,X,r(Y)
46,X,idic(Xq) 45,X/46,XY 45,X/46,X,idic(Xq)
46,X,r(X) 45,X/46,XY/47 XYY 45,X/46,X,idic(Xp)
46,X,del(Xp) 45 X/47 XYY 45,X/46,X,del(Xp)
46,X,del(Xq) 45,X/46,X,del(Xq)
46,X,idic(Yp) 45,X/46,X,idic(Yp)
46,X,idic(Yq) 45,X/46,X,idic(YQq)
46,X,del(Yp)
46,X,del(Yq)

Tabelle 1-2: Geschlechtschromosomen bei Gonadendysgenesie [modifiziert nach Lippe et al.
1991].

1.3.1 Ullrich-Turner-Syndrom

Das Ullrich-Turner-Syndrom ist ein klinisch und zytogenetisch defese
Erscheinungsbild. Es stellt eine der haufigsten Chromosomenaberratienévienschen
dar und kommt in etwa 1 von 2500 lebend geborenen Individuen mit weiblichem Phanotyp
vor [Lippe et al. 1991]. Die haufigsten somatischen Merkmale sind Minaérs, kardiale
Anomalien und die Gonadendysgenesie. Durch Ausfall der von den Ovarien praguzier
Hormone kommt es zu einem hypergonadotrophen Hypogonadismus.

Man geht heute davon aus, dass bei den meisten lebendgeborenen Faldis reine
Mosaikkonstellation vorliegt [Quilter et al. 1998]. Bei Uber 95% deerrehit 45,X0-
Status kommt es bis zur 28. Schwangerschaftswoche zum Abort. Zuneldveih Utero
wird die Anwesenheit einer weiteren Zelllinie angenommen, von deoamplement ein
fetoprotektiver Effekt ausgeht [Held et al. 1992; Fernandez-Garcia et al. 2000].

Beim Vorliegen einer Y-Chromosom tragenden Zelllinie neben derLiX@- kann das
UTS Ubergange zur gemischten Gonadendysgenesie aufweisen [Beetjeaidil997].
Insbesondere bei einer Virilisierung der aul3eren Genitalen istsaviathandensein eines
Y-Chromosoms zu denken [Bisat et al. 1993]. Neben dem klassischen &alb -
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Karyotyps sind weitere strukturelle Aberrationen eines Gonosomse sesvschiedene
nummerische Veranderungen zu beobachten :

Karyotyp Hiufigkeit
45X 20,7
45,X/46,X,+mar 18,4
45,X/46,XX 17,2
45,X/46,X,i(Xq) 12,6
45,X/47,XXX oder
45,X/46,XX/47 XXY 6.9
45,X,i(Xq) 5,7
weitere komplexe Mosaike 57
45,X,del(Xq) 3,5
45,X/46,X,r(X) 3,5
45,X,del(Xp) 2,3
45,X/46,XY 2,3
weitere strukturelle Abweichungen 1,2

Tabelle 1-3 Typische Veranderungen und ihre Haufigkeit beim UTS (n=87), nach Held et al. 1992

Nach der Auswertung von Held et al. enthalten 79,3% aller Patientérumeer-Syndrom
einen Mosaik-Karyotyp. Die auf3eren Genitalien dieser Patienten konneotyisch
normal weiblich sein, oder in unterschiedlicher Auspragung Zeichen uldisi®ung
zeigen [Held et al. 1992; Bisat et al. 1993]. Insbesondere fir die Pregtnschatzung bei
solchen Patienten im Sinne der Virilisierung und der Bildung eines dablastoms
kommt dem Nachweis von Y-Chromosomen oder Y-Markerchromosomen eine besondere
Bedeutung zu [Osipova et al. 1998]. Ist das Y-Chromosom nur in einigeanZell
vorhanden, entgeht es mdoglicherweise dem Nachweis durch die konventionelle
Zytogenetik [Quilter et al. 1998].

Die Anwesenheit eines Y-Chromosoms wird mit einer Haufigkeit von b&/d5% fir
Patienten mit einem UTS beschrieben [Hanson et al. 2001].

Eine wichtige Determinante fur die Variabilitat des Phanotyg# auch bei Patienten mit

UTS der Anteil und die gewebespezifische Verteilung von Zellenyaesihromosomalem
Material dar [Bisat et al. 1993].

1.3.2 XX-Manner (Karyotyp 46, XX; Phanotyp mannich

Bei diesen Patienten handelt es sich um regelrecht entwidk@éiteer mit entsprechender
Geschlechtsdifferenzierung. Zahlreiche Autoren beschreiben innerhaBggye der XX-
Manner eine phanotypische Heterogenitat [Fechner et al. 1993; McElreavey et al. 1992].
Die Hodenentwicklung erfolgt ohne zytogenetisch nachweisbares Y-Choomd3ei
einem Teil der Patienten findet man kleine Hoden, eine Azoospermitiantilitat. Es
bestent ein primarer Hypogonadismus. Die sekundaren Geschlechtsneerkmdll
dementsprechend unterentwickelt. Haufig besteht zusatzlich eine Gyesti@mDer
Phanotyp dieser Manner &hnelt somit dem des Klinefelter-Syndromaské¢hkl u. Cleve
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1994]. Bei XX-Mannern liegt haufig eine Translokation der SRY-Regidrea anderes
Chromosom vor [Boucekkine et al. 1994].

1.3.3 Reine Gonadendysgenesie

Genotypisch unterscheidet man bei der reinen Gonadendysgenesie Krai#beitait

dem Karyotyp 46,XY oder solche mit 46,XX. Phanotypisch deitle rein weiblich
differenziert. Bei der 46,XY Gonadendysgenesie wird danebenpairtielle von einer
kompletten Form unterschieden, wobei letztere als Swyer-Syndrom bezeichrett w
[Guidozzi et al. al. 1994; Berkovitz et al. 1991].

Bei kompletter, reiner Gonadendysgenesie kommt es zu einer schnellen und frihzeitigen
Degeneration der Gonaden. Das Kranheitsbild ist gepragt von einengdrypeotrophem
Hypogonadismus. Diese Form ist durch ein vollstandiges Fehlen von t&sikul
Strukturen gekennzeichnet. Dabei liegen hier Streak-Gonaden vor, wob@elalt an
ovariellem Stroma variabel ist. Die auf3eren Genitalien sind &oldgy weiblich. Die
Mullerschen Strukturen sind normal ausgebildet, da die Produktion des AM&hfl oder
unvollstandig ist. [Berkovitz et al. 1991].

Die partielle Form weist eine teilweise testikulare Differenzierung umditiersexuelles
Genitale auf. Die Gonaden kdnnen atrophisches Hodengewebe und Anteileleyvariel
Stromas enthalten. Neben den endokrin aktiven Geweben kénnen Gameten vorhanden sein.
Es besteht haufig eine primare Amenorrhoe. Die inneren Genitalgahlea aus einer
Mischung aus Wolffschen und Miullerschen Strukturen. Eine Virilisierangufgrund der
testikularen Funktion (Produktion von Androgenen durch Leydig-Zellen) mdglich.

Hier besteht ein Ubergang zum echten Hermaphroditismus, fiir desagnoge der
Nachweis von eindeutig differenziertem Hodengewebe und gleichzsitigovariellem
Stroma gefordert ist.

Wahrend bei der gemischten Gonadendysgenesie MosaikkonstellationensdeleG#s-
chromosomen fur die asymmetrisches Struktur der Gonade verantwsirliciwerden bei
reinem 46,XY Karyotyp Mutationen des SRY-Gens oder anderer an der
Geschlechtsdifferenzierung beteiligter Gene verantwortlich gemaviutationen und
Deletionen des SRY-Gens wurden in 20-30% der Falle gefunden [Ropke2€104;
Krege et al. 2000; Stadtler u. Helpap 1997; Murken u. Cleve 1994].

1.3.4 Gemischte Gonadendysgenesie

Die gemischte Gonadendysgenesie ist am haufigsten mit eineaikidosstellation
bestehend aus einem 45,X0/46,XY Chromosomensatz verbunden. Daneben werden
Mosaike mit strukturell veranderten Y-Chromosomen beobachtet [Petruetskal996;
Reddy et al. 1996; Hsu 1994; Mendez et al. 1993]. Das Krankheitsbild raktdresiert
durch das Auftreten eingéitenungleichen Fehlbildung mit einerStreak-Gonade auf der
einen Seite und Gonadenentwicklung mit Uberwiegend Hodengewebe oder einer
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rudimentdren Ovaranlage auf der anderen Seite. Haufig wird hier voer e
asymmetrischen Gonadendysgenesie gesprochen. Daneben sind Falleidseitidpe
rudimentaren Ovarien oder Hoden bekannt. Insbesondere bei diesen Féllén deste
Ubergang zum echten Hermaphroditismus [Stadtler u. Helpap 1997]. Bagéor einer
Y-Chromosom tragenden Zelllinie neben der XO-Linie kann auf der and@aite das
Turner-Syndrom Ubergange zur gemischten Gonadendysgenesie aufiBeiggméli et al.
1997].

Ein Nebeneinander von Miullerschen und Wolffschen Strukturen ist in diesen
dysgenetischen Gonaden mdglich. Auf der Seite, auf der sich der Hofigardifert hat,
kann sowohl ein Duktus deferens als auch eine Tube entwickelt seinfelidende
Ruckbildung der Miller-Gange ist dabei auf eine unzureichende Hodenfunktion
zurtickzufihren. Im Bereich rudimentarer Ovarien sind Tuben oder ein hypsgiiast
Uterus nachweisbar [Mendez et al. 1993]. Die aufReren Genitalien sist zwittrig,
variieren jedoch zwischen normalem weiblichen Genitale, verbundeMimilerwuchs

und weiteren Turner Syndrom Stigmata, und mannlichem Genitale mpasisdie oder
Kryptorchismus. In einem Drittel der Falle wird ein Gonadoblastom oder eigdbyinom
beschrieben [Krege, S. et al. 2000].

1.3.5 Hermaphroditismus verus

Zur Definition eines echten Hermaphroditismus gehort gleichzeitige Nachweis von
eindeutig differenziertem Hodengewebe und typischen ovariellen Strukturen. Der aul3ere
Phanotyp kann unauffallig mannlich oder weiblich sein, ist meist jeddersexuell. Zur
Zeit der Pubertat tritt eine Gynakomastie auf. Die Betroffdradsen Menstruationen, die
beim ménnlichen Phanotyp, z. B. als zyklische Hamaturie bemerkbdenvadach der
Pubertat degenerieren die Hodenelemente.

Histologisch kann auf einer Seite ein Hoden und auf der kontralate3alea ein Ovar
entwickelt sein. Man spricht dann von einelteralen Hermaphroditismus. Eine
unilaterale Form liegt vor, wenn auf der einen Seite ein Hoden oder ein Ovandgef
wird und auf der Gegenseite ein Ovotestis vorliegt [Krege.e204l0; Murken u. Cleve
1994].

Das rein ovarielle Gewebe liegt haufig in einem funktionstiichifyestand vor. Dagegen
werden die testikularen Anteile weitgehend als unreif beschriebemeitsprechend
werden in den ovariellen Anteilen Follikel in allen verschiedenen uRgsstadien
gefunden. Alle Zeichen einer intakten Ovulation (z.B. Korpus luteum, Korbisaas)
kénnen nachgewiesen werden. In den testikularen Anteilen sind bei jingdrentd?
noch intakte Spermatogonien zu finden. Nach einem durchschnittlichervéii& Jahren
wird dagegen uberwiegend dysgenetisches Gewebe ohne intakte Speesgogefunden
[Krob et al. 1994]. Die Entwicklung der Wolffschen und Mdullerschen Struktuse
abhangig von der priméaren Differenzierung der jeweiligen Gonad&g@iez et al. 1982].
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Bei Ausbildung eines Ovars kommt es Uberwiegend zur Bildung einer Thée,
Ausbildung eines Hodens sind Uberwiegend Anteile des vas defferens uridudes
Epididymis zu finden. In Zusammenhang mit einem Ovotestis kbnnen beigdustn
nebeneinander gefunden werden [Boucekkine et. al. 1994]. Gonadale Tumoren werden in
5% der Félle beschrieben. Am haufigsten werden ein Gonadoblastom, einem Dysgermi
oder einem Seminom beschrieben [Cortez et al. 1994].

Die Ursachen des echten Hermaphroditismus sind vielfaltig undneelaen noch nicht
vollstandig aufgeklart. Neben einer Mosaikkonstellation mit einemh¥6@osom werden

eine Translokation von Y-chromosomalen Sequenzen und eine autosomale oder x-
gebundene Mutation diskutiert [Torres et al. 1996; McElreavey, et al. .1199B80% aller
Individuuen mit einem XX-Karyotyp konnte der Nachweis des SRY-Gdiraat werden
[Berkovitz et al. 1992]. Die Chromosomenanalyse ergibt in 60% einen 4G X%pieinen

46,XY - Befund. In 33% der Falle werden Mosaike gefunden, bei denen die Zgéline

ein Y-Chromosom enthélt [Krob et al. 1994]. Dabei werden Gonosomenmosigke w
(46,XX/46,XY), (45,X0/46,XY) oder (45,XX/46,XXY) beschrieben [Torres et al 1996].

1.3.6 Pseudohermaphroditismus

Bei diesem Krankheitsbild sind die Gonaden immer eindeutig differgnZBei dem
Pseudohermaphroditismus maskulinus sind immer Hoden und bei dem
Pseudohermaphroditismfiamininus stets Ovarien nachweisbar.

Pseudohermaphroditismus femininus

Bei diesem Krankheitsbildind das chromosomale und gonadale Geschlecht weiblich, das
aul3ere Erscheinungsbild jedoch mannlich. Dies ist durch eine vermetdteg&nzufuhr
oder fetale Eigenproduktion von Androgenen wahrend der Embryonalphase begrimdet. Al
Ursachen sind hier zu nennen:

* Androgenitales Syndrom (meist Cytochrom P450-Defekt)

* Andere Enzym-Defekte (z.B. 21-Hydroxylase-Mangel)

Pseudohermaphroditismus maskulinus

Beim mannlichen Pseudohermaphroditismus, der auch unter der Bezeichnutgsshai
women* oder testikulare Feminisierung bekannt ist, aber auch beim oberibbenen
Swyer-Syndrom besteht ein 45,XY-Karyotyp, und es liegen normale HoderDaer.
aulRere Genitale ist jedoch von der Norm abweichend. Es kann vollstaniigchwe
intersexuell oder mannlich ausgebildet sein. Dem  Krankheitsbild des
Pseudohermaphroditismus maskulinus kénnen jedoch verschiedene Ursachen zugrunde
liegen [Krege et al. 2000; Murken u. Cleve 1994; Sinnecker 1994]: Letwlicdurch eine
unzureichende Testosteronwirkung das &uflere Genitale unzureichend maesiulinis
Aufgrund einer mangelhaften Wirkung des AMH kann das innere Genitale oder
weniger weiblich sein. Im Gegensatz dazu liegt beim Swyeth®n eine genetische
Entwicklungsstorung vor.
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» gonadale HCG / LH-Resistenz (Leydigzellhyoplasie)

e Storungen der Testosteron-Biosynthese (verschiedene Enzymdefekte)
* Androgen-Rezeptor-Mangel oder Resistenz (testikulare Feminisierung)
» Storungen des Androgenmetabolismus (alpha-Reduktase-Mangel)

1.4 Neoplastische Verinderungen bei Gonadendysgenesie

1.4.1 Gonadoblastom

Das Gonadoblastom wird als Tumor, bestehend aus undifferenzierten diellsich aus

der Gonadenentwicklung herleiten, beschrieben. Das Gonadoblastom wirdcraktrs

bei Patienten mit dysgenetischen Gonaden mit einem vollstandigemuwaemit einem
strukturell veranderteV-Chromosom gefunden. Es kann sich in 30% der Félle zu einem
Dysgerminom entwickeln [Sulatha et al. 1995]. Es handelt sich um einen
endokrionologisch aktiven, malignen Tumor, dessen Aufbau an eine undifferenziert
Gonade erinnert. Die endokrine Aktivitdt der Tumorzellen manifestsgch als
Hyperandrogenismus [Mendes et al. 1999]. Da etwa 5% aller PatienittdthiTS solche
Merkmale tragen, und da hier haufig Mosaike mit einem Y-Chromosom varkomist

eine sorgfaltige Suche nach der Tumorlasion oder eine prophylaktismhedéktomie
indiziert [Lippe et al. 1991]. Bei Patienten mit gemischter Gonadsyamesie und einer
45,X0/46,XY-Konstellation wurde ein Risiko von 15 bis 20% zur Bildung eines
Gonadoblastoms gefunden [Verp, M.S. et. al. 1987]. Canto et al. fandenibpidPainit
Turner-Syndrom eine Inzidenz von 33% flr das Gonadoblastom [Canto et al. 2004].

1.4.2 Andere Tumoren bei Gonadendysgenesie

In der Literatur werden verschiedene Gonadendysgenesie-Syndrome diesthdie mit
Keimzelltumoren und anderen Neoplasien assoziiert sind. PatienterKliméfelter-

Syndrom haben das héchste Risiko zur Bildung einer Neoplasie [Vdril@8@; Hasle et
al 1992]. Besonders haufig werden beim Klinefelter-Syndrom extrag@ené@dabliastinale
und abdominelle) Keimzelltumoren beobachtet [Wysocka et al. 1996]. Mell@asoll

eine Ubersicht Uber die, in der Literatur beschriebenen Keimzelieim bei
Gonadendysgenesie geben.

Quelle Gonadendysgenesie  Lokalisation Tumor
Czauderna et a Klinefelter-Syndrom retroperitoneal reifes Teratom
1998
Hasle et al. 1992 Klinefelter-Syndrom mediastinal  reifes Teratom und unreifes Teratom
embryonales Karzinom, Chorionkarzinom
Seraj et al. 1993 Reine Gonadendysgenesi&onade unreifes,malignes Teratom, Dysgerminom
46,XY Dottersacktumor, gKZT: Chorioin CA und
Anteile eines refen Teratoms
Koo et al. 1992 Reine GonadendysgenesieGonade (Ovar) gKZT: unreifes malignes Teratomeeeif
46,XY Teratom, Dottersacktumor
Bremer et al. 1993 Reine Gonadendysgenesi&onade Gonadoblastom, Dottersacktumor
46,XY reifes Teratom

Tabelle 1-4 Keimzelltumoren bei Gonadendysgenesie. gKZT: gemischter Keimzelltumor
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Das Carcinoma in situ des Hodens wird ebenfalls in Zusammenhangmsihiedenen
Storungen der Geschlechtsdifferenzierung beschrieben. Es konnte ben it
testikularer Differenzierung und den verschiedenen Formen der Gonaderadysge
nachgewiesen werden [Ramani et. al 1993; Cortez et al. 1994].

2 Keimzelltumoren

Keimzelltumoren (KZT) sind benigne oder maligne Tumoren, die von demzéden
abstammen und unterschiedliche Differenzierungsmuster besitzesin8igonadal oder
extragonadal lokalisiert. Das biologische Verhalten der Tumoreultiegs aus dem
histologischen Typ, Lebensalter, Geschlecht und der Lokalisation [Harms 1997].

In Deutschland betragt die Inzidenz fur KZT des Kindesalters 0,9/100.00@&dichen

und 2,6/100.000 fur Jungen. Maligne Keimzelltumoren machen 2,9% aller malignen
Tumoren bei Kindern bis zum 15. Lebensjahr aus [GObel et al. 2000]. Beebi@egen
werden am haufigsten gutartige, reife und unreife Teratome odeerg&amktumoren
diagnostiziert [Hart 1997]. Bei Kleinkindern dominieren, extragonadal das
SteilRbeinteratom und gonadal der Dottersacktumor des Hodens, wahrendridysge

und Dottersacktumoren des Ovars hauptsachlich bei alteren Madchen vorkfifames
1997].

2.1 Atiologie von Keimzelltumoren

Als Ausgangs- oder Ursprungszelle der Keimzelltumoren wird @ingtive, omnipotente
Keimzelle angesehen. Sie kann sich zu Neoplasien mit embryonatesxti@deEmbryonaler
Differenzierung entwickeln [G6bel et al. 2000; Dietel 1997; Harms 18®nzalez-Crussi
1970].

Derzeit wird von den meisten Autoren die Hypothese vertreten, delsssa&mtliche
Keimzelltumoren von dieser unreifen primordialen Keimzelle alvieitéan spricht dabei
von der ,holistischen® - Keimzelltheorie. Der Dottersacktumor undQ@fasrionkarzinom
folgen dabei einer extraembryonalen Differenzierung. Sie sind dimeh endokrine
Aktivitat charakterisiert. Das embryonale Karzinom ist ein Turaas hochmalignen
totipotenten Zellen. Teratome weisen ebenfalls eine embryondrdditierung auf. Hier
finden sich differenzierte Gewebe aller drei Keimblatter nebander. Unreife Teratome
werden durch den Anteil der undifferenzierten Gewebeanteile defi@derminomatdse
Tumoren, wie das Seminom (Hoden) und das Dysgerminom (Ovar) oder das@e
(extragonadal), kdénnen als Tumoren bezeichnet werden, die morphologisclth&nzei
undifferenzierter Keimzellen aufweisen. Besonders haufig werdamsgete Tumoren
beschrieben, bei denen mehrere histologische Differenzierungsmustenemander
vorliegen [Harms 1997; Hart 1997].

Fur die Theorie, dass sich die KZT aus einer gemeinsamen Urspellagableiten
sprechen folgende Argumente [Schneider et al. 2001; Gébel et al. 2000; Harms 1997]:
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+ héaufige Manifestation/Ahnlichkeiten der histologischen Muster (Tumomen mehr als
einem histologischen Typ mit &hnlicher Zusammensetzung)

» gleichartige Tumoren gonadal und extragonadal

» Homologie in mannlichen und weiblichen Gonaden

* nahezu identische genomische Konstitution der malignen KZT

Entstehung extragonadaler Tumoren

Eine unvollstandige Migration der Keimzellen wird als Ursachedi@ér extragonadalen
KZT angesehen. Alternativ wird diskutiert, dass extragonadale HUS versprengten
embryonalen Zellen entstehen, die sich der Organisation des embnyde#lieerbandes
entzogen haben [Perlman 1998].

Entstehung von Teratomen

In friheren Untersuchungen wurde darauf hingewiesen, dass sich Tesatcmeurch die
Parthenogenese, also durch Fusion zweier haploider Keimzellen emtwkékaen. Hier
wuirde in weiblichen Individuen stets ein XX-Karyotyp und bei mannlichewibhaén z.T.
eine XX oder eine XY-Konstellation vorliegen.

Weiterhin kann es schwierig sein, zwischen einem Teratom und émtgithes abortiven
Zwillings zu unterscheiden. Hier wird die Mdglichkeit diskutiert,das sich bei einem
Teratom um versprengtes embryonales Gewebe handelt. Dabei Tseding zwischen
einer echten Zwillingsbildung, einer parasitaren Doppelmif3bildung (Verschmedmuaer
Keimzellen), einem Fetus-in-Fetu und einer echten Neoplasie zu beachten.

Fetus-in-Fetu

Bei dem Fetus-in-Fetu handelt es sich um einen monozygoten Zwitichgnicht um eine

Neoplasie. Hier werden ein identisches Geschlecht, Blutgruppe und saenti
molekulargenetische Marker beschrieben [Kumar et al. 1999; Shin ¥194; Thakral et

al. 1999]. Im Gegensatz zum Fetus-in-Fetu findet sich beim Teriatime strukturelle

Organisation im Sinne von Extremitaten und Organanlagen [Hart 1997].

2.2 Wichtige Merkmale pédiatrischer Keimzelltumore

Im Folgenden soll auf einige Merkmale der wichtigsten Tumoreneganggen werden,
wobei der Schwerpunkt auf den histologischen Parametern liegt:

Dysgerminom - DYS (Germinom, Gonozytom, Seminom)

Diese Tumoren stellen einen der haufigsten malignen KZT des Hlbelssdar. Besonders
haufig finden sich diese Tumoren in Zusammenhang mit dysgenetischexe@omad
einem Gonadoblastom [Dietel, M. 1997; Harms, D. und Schmidt, D. 1997]. Die &amor
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werden von wasserklaren, relativ grol3en Zellen mit deutlich erkennBalemembranen
gebildet. Die Kerne sind auffallend grol3, vesikular und enthalten deutliche Nukleolen.
Teratome

Teratome im Kindesalter sind benigne Keimzellneoplasien. In hussammensetzung
weisen sie haufig Derivate aller drei Keimblatter auf. Danelmehrsonodermale Lasionen
mit nur einer Keimblattdifferenzierung zu finden.

Reifes Teratom - TD

Der Tumor besteht ausschlie3lich aus ausgereiften Geweben. Es koraggoice
Strukturen vorkommen. Mitosen sind &auf3erst selten oder fehlen. Dabei koraem all
Korper vorkommenden Gewebestrukturen von diesen Tumoren nachgebildet werden. Am
haufigsten sind ektodermale Strukturen mit Haut, Hautanhangsgebilden und die
verschiedensten Epithelverbande.

Unreifes Teratom - IT

Die meisten unreifen Teratome werden im Kindesalter in extiadplen Lokalisationen
gefunden. Zumeist besteht hier eine Mischung aus unreifen und reWesb&mnteilen.
Dabei finden sich neben den Ublichen reifen Komponenten, tberwiegend ektodanthale
mesodermale unreife (embryonale) Elemente. Die haufigste unekfedermale
Differenzierung sind neurogene (neuroektodernale) Strukturen. Hier findengko-,
neuro- und medulloblastomatose sowie ependymale Anteile. Die Zelldnhéufig in
Form primitiver Neurotubuli angeordnet [Dietel 1997]. Diese besteherst naais
Aggregaten Kkleiner Zellen mit hyperchromatischen Kernen. Dietisghe Aktivitat ist
variabel und nimmt mit dem Grad der Unreife zu [Harms 1997]. DaUdeflang der
inkomplett differenzierten Gewebeanteile stark variiert, werden Beurteilung die
verschiedenen Grade der Unreife quantitativ beschrieben. Dabei wirceimsmn Schema
von Thrulbeck und Scully das Ausmald der unreifen Gewebeanteile berlgtdidatms
1997].

Anteil unreifen Gewebes
Grad 1 <10%
Grad 2 10-50 %
Grad 3 Uber 50 %

Tabelle 2-1: Klassifikation nach Gonzalez-Crussi 1970, zitiert nach Harms 1997.

Teratom mit maligner Transformation

Diese Tumoren werden am haufigsten im Adoleszentenalter und ben jEngachsenen
gefunden. Das Teratom enthalt eine maligne Komponente von einer Argudie in
Malignomen anderer Organe oder Gewebe anzutreffen ist. Hierlenstel
Plattenepithelkarzinome, Adenokarzinome und Sarkome die haufigsten FormBralokzi
besteht eine ,sekundare Kanzerisierung® von primar reifen StruktueB. (
Plattenepithelkarzinom) [Harms 1997].
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Dottersacktumor - YST (endodermaler Sinustumor)

Die meisten YST sind in der sakrokokzygealen Region zu finden und tvet®rzugt in
den ersten Lebensjahren auf. Auch bei den Tumoren mit mehr als eistehodischen
Typ ist dieses Neoplasma die haufigste maligne Komponente [&terldD98].
Dottersacktumoren zeichnen sich durch einen morphologischen Formenreichgim a
wobei hier haufig Gewebestrukturen der frihen Embryonalphase auftretes. D
Tumorgewebe zeigt einige ,Basismuster’. Es werden einangidnférmige Anordnung
(wfestoon pattern®), retikulare, solide oder polyvesikulare Anordnungen beschrieben
[Harms 1997]. Typisch fir Dottersacktumoren sind knopfformige, epithelbexdeckt
GefalRvorwolbungen, sogenannte Schiller-Duval Kérperchen [Dietel 1997].

Tumoren von mehr als einem histologischen Typ - gKZT

Tumoren, die sich aus zwei oder mehreren der oben genannten Einzeltarfbaunen,
werden als gemischte Keimzelltumoren beschrieben. Die WHOeherkierunter die
Kombination samtlicher Keimzelltumoren miteinander. In der Literatird dann von
»jtumoren mit mehr als einem histologischen Typ“ gesprochen [HA883; Stadtler u.
Helpap 1997]. Der Begriff Teratokarzinom wird nach der WHO-Kl#dsgibn fir die
Kombination aus einem embryonalen Karzinom und einem Teratom vergeben
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3 Grundlagen zur In Situ-Hybridisierung

Allgemeines

In der hier vorliegenden Arbeit werden die GeschlechtschromosomerrafinRaaterial
dargestellt. Die gewonnenen Praparate sind mit einem herkémmlicbletmikroskop
ausgewertet worden. Dabei ist nach der Applikation der Y-Chromosoniisg®en Sonde
in Zellen mit mannlichem Kerngeschlecht ein Signal erkennbar, wéhyeeibliche"
Zellen negativ bleiben. Die In Situ-Hybridisierung (ISH) mit d¥rChromosom-
spezifischen Sonde ergibt in den weiblichen Zellen zwei Signalmamlichen Zellen
hingegen nur ein Signal.

Zahlreiche ISH-Studien in Form von Interphase-zytogentischen Unters@chwogden an
neoplastischen Geweben durchgefuhrt. Dagegen sind Arbeiten an Gewéebekaninten
nummerischen Aberrationen, wie bei den Gonadendysgenesien an Pangginetietem
Material, in geringerem Umfang mit der konventionellen ISH durchgéfworden. Hier
stehen Untersuchungen mit der FISH-Technik an Zellkulturen oder PGRsucihungen
im Vordergrund.

Die In Situ-Hybridisierung dient der direkten Lokalisation von Chromoso@enen oder
RNA/DNA-Sequenzen [Chan et al. 1990]. Im Jahr 1969 fuhrten Gall und Pasioaiks
eine In Situ-Hybridisierung durch. Vor etwa zehn Jahren begann man raudbdktive
Verfahren zu entwickeln. Daflir werden die Sonden mit Biotin oder Dygown markiert.
Die Hybride kdnnen anschlieRend durch enzymatische Verfahren sichthaclgeverden
[Herrington et al. 1989], wobei eine Signalverstarkung durch immuncytosbleeni
Verfahren zur Anwendung kommt [Edberg 1985].

Cremer pragte 1986 den Begriff der Interphasen-Zytogenetik. Diesutbeddass die
Chromosomen direkt im Interphasekern untersucht werden kdnnen [Crenhel@86].
Hier besteht die Mdoglichkeit, die Chromosomen in sich nicht teilendeweGen zu
untersuchen. Erste Anwendungen der Interphase-Zytogenetik werden beistiernBung
von Aneuploidien an Interphasekernen von malignen Tumoren beschrieben
[Anastasi et al. 1991; Arnoldus et al. 1991; Hopman et al. 1991]. Eineraveit
Entwicklung ist die mehrfarbige FISH-Technik (Floureszenz In Bitbridisierung). Hier
sind die Sonden fiir die getrennt zu lokalisierenden DNA-Sequenzen nigalvigellichen
Flourochromen, markiert. So kbnnen mehrere, verschiedenfarbige Signeleeleg im
Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden [Ho6fler 1990].

Prinzip der In Situ - Hybridisierung (ISH)

Im Verlauf dieses Verfahrens wird ein histologischer Schnitt eoher Kernpraparation mit
spezifischen DNA-Sonden (200 - 800 bp lange DNA-Sequenzen) hybridisiese Di
Sonden binden an die jeweilige gesuchte Ziel-DNA (hier die Gegdukthromosomen) in
den Zellkernen des untersuchten Gewebes. Um dies zu ermdglichen, muSsvazbe
zunachst aufgelockert werden, um eine Penetration der Sonde zu errédickehlie3end
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werden Sonde und Ziel-DNA denaturiert, so dass diese einzelstréntjggen. Da die
DNA-Sequenz der Sonden komplementér zu der gesuchten chromosomalen tDNA is
bindet diese dort, und es entsteht ein neues ,Hybrid“ aus Chromosomen-DNA und Sonde.
Die eingesetzten Sonden wurden zuvor mit einem chemisch verandertesotidukt.B.
durch Biotin oder Digoxigenin) versehen. Dadurch kdnnen die im Hybrid gebundenen
Sonden mit Hilfe der Immundetektion direkt im histologischen Schrlitlsar gemacht
werden. Die hier verwendeten kommerziell erhéltlichen Sonden werderigwsteller mit
Digoxigenin markiert geliefert.

Schematisch lasst sich die In Situ-Hybridisierung durch verschiedene Soésittareiben:

1. Vorbehandlung des zu untersuchenden Gewebes

2. Hybridisierung der Ziel-DNA mit einer Sonde

3. Detektion der erfolgten Hybridisierung

Die Fixierung der Gewebe macht eine Vorbehandlung erforderlich, ufPedietration der
Sonde an die Ziel-Nukleinsdure zu ermoéglichen [Arnoldus et.al. 1991]. iGeatkche
Hybridisierung besteht aus einer Aneinanderlagerung korrespondierendenpBare
zwischen einer markierten Sonde und der Ziel-Sequenz. Dabei bedeuteéfizy“, dass

die Hybridisierung sich in der Zelllokalsisation ereignet, in dgr die zu untersuchende
Nukleinsduresequenz befindet. Zur Sichtbarmachung werden Enzyme atgisaiann

mit einem Substrat einen unléslichen Farbkomplex bilden. Als Bindegiret zur
Verstarkung der Signale kann ein Zweitantikdrper verwendet werdedjedspezifischen
Strukturen des Priméarantikorpers erkennt.

3.1 Vorbehandlung des Gewebes

Auf Grund der Gewebefixierung entstandene Proteinvernetzungen muissenddiel
einen enzymatisch-proteolytischen Schritt so weit aufgelost werdiass die
Chromosomensonde zur Ziel-DNA gelangen kann. Bei der enzymatischen Andaussg
in jedem individuellen Fall durch die experimentelle Ermittlung von Amdden ein
Kompromiss zwischen Zellmorphologie und Signalintensitat gefunden wghdeoldus
et al. 1991].

Die besten Ergebnisse sind durch eine Vorbehandlung der Gewebe mitmNat
Thiocyanat (NaSCN) und einer folgenden enzymatisch-proteolytischenudmglamit
Pepsin zu erreichen [Arnoldus et al. 1991; Hopman et al. 1991]. NaSGhifelttves
Protein-denaturierendes Agens fiihrt zu einer Trennung oder DenatureeurigNA-
Histon-Komplexe [Hopman et al 1990]. Vor dieser proteolytischen Behanddturegne
Vorbehandlung mit Citronensaure-Puffer in der Mikrowelle glnstig. dpieSchritt
reduziert die anschlielRende Pepsinzeit und tragt zur Erhaltung web&aorphologie bei
[Henke, R.P. et.al. 1994/97].
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3.2 Hybridisierung

Die Hybridisierung ist abhangig von der Fahigkeit der denaturiert®&?A, Dmit
komplementéren Nukleinsauresequenzen eine Bindung einzugehen. Die Temiperatur
der Denaturierung soll gerade unter dem Schmelzpunkt der DNA liglggnhei liegt die

Halfte der DNA als Einzelstrang vor. Eine Herabsetzung des @&zponktes ist
wiunschenswert, da hierdurch die Morphologie der Praparate bessezretieaibt. Bei zu

hohen Temperaturen kommt es zudem zu einer Zerstorung der Chromosomen. Eine
Senkung des Schmelzpunktes der Ziel-DNA wird durch bestimmte Faktaien,
Formamid- und lonenkonzentration erreicht. Damit ist der Hybridisiepniogsss von
bestimmten Parametern abhéngig [Hofler 1990]:

Tm = Schmelzpunkt [°C] der DNA, bei der die Haléter doppelstranigen DNA zu
Einzelstrangen denaturiert ist

%G-C = Gehalt an den Nukleotiden Guanin und Cyt{gd hoher der Gehalt an G
und C, desto hdher ist Tm)

L= Lange des Doppelstrangs [kB, Kilobasen] demdgo(je l&anger der
Doppelstrang, desto stabiler ist das Hybrid)

M = Konzentration von monovalenten Kationen [njol/|

F= Menge an Formamid [%]

Die genaue Zusammensetzung des Hybridisierungsgleesisst im Anhang angegeben [nach Hopman et al]19

Auf  Grund dieser Uberlegungen werden die DNA-Sonden in einem

Hybridisierungsgemisch verwendet, das sich aus folgenden Komponenten zusammensetzt

a) Formamid, welches die Hybridisierungstemperatur senkt und sodfif die
Morphologie der Chromosomen aufrecht zu erhalten. Daneben soll es usspezifi
Bindungen der Sonde verhindern.

b) SSC-Puffer; liefert Natriumionen, welche die negativen Phogpiesi der
Einzelstrdnge neutralisieren und somit die AbstoRung der Einzeksth@rgbsetzen.
Hohe lonenkonzentrationen férdern deshalb die Basenpaarung, setzen aber die
Spezifitat herab.

c) Dextransulfat beschleunigt die Hybridisierung, die Sonde wird ddrehgebildete
Matrix des Dextransulfats lokal konzentriert.

d) Heringssperma-DNA verhindert die unspezifische Bindung der Sonde Blaatade
von Sequenzen im Zytoplasma und im Zellkern.

33 Stringenz

Die Stringenz, mit der die Hybridisierung durchgefuhrt wird, bestiden Prozentsatz
korrekt gepaarter Nucleotide im Doppelstrang aus Sonde und Ziel-DEAiS ebenfalls

von den oben beschriebenen Faktoren beeinflusst. In der Waschlésung nach der
Hybridisierung erschwert Formamid die Wasserstoffbrickenbildung chess den
Einzelstrangen und I6st zusammen mit SSC falsch hybridisiggteal8i Hierdurch wird

die Stringenz erhoht [Leitch et al. 1994].
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34 Satelliten-Sonden

DXZ1 Fa. Oncor X-Chromosom
DYZ3 Fa. Oncor Y-Chromosom
DYZ2 Fa. Boehringer  Y-Chromosom

Tabelle 3-1: Verwendete Sonden

Die hier eingesetzten Chromosomensonden sind hochspezifisch gegerweligga
menschlichen Chromosomen gerichtet. Die Sonden DXZ1 und DYZ3 (AlphdiBatel
Sonden) hybridisieren mit hochrepetetiven Sequenzen der Zentromerregjeweiégen
Chromosomen [Waye et. al 1985]. Diese wird als Alphaliod-Region oqéra”$atelliten-
DNA bezeichnet. Diese DNA besteht aus Monomeren die etwa 170 Basetgrag sind.
Da hunderte bis tausende dieser Monomere am menschlichen Zentronhsielblsand,
sind sie ein ideales Ziel fur die ISH [Anastasi et al. 1991¢ Sonde DYZ2 hingegen
bindet an der Satelliten-DNA im Heterochromatin des langen AlessY-Chromosoms.
[Cooke et. al 1982]. Die Lange dieser Sonde umfasst ca. 200 - 500 Besdukf{fo Fa.
Bohringer].

3.5 Detektions - System

Bei dem hier verwendeten Detektionssytem werden die Digoxigemikiertan Sonden
durch einen spezifischen Antikérper nachgewiesen und dieses Reaktionsprodikt dur
Immundetektion verstarkt sowie mit einer Farbreaktion sichtbar genj@remers et al.
1987]. Der Maus-Anti-Digoxigenin-Antikérper dient zum  Nachweis der
Nucleinsduresequenz (Sonde). Die Detektion des gebundenen Antikorpers \@ikebii
weiteren Schritten mit Anti-Maus-Biotin-Konjugat und einem Stnapta-Peroxidase-
Komplex durchgefihrt. Das Streptavidin geht eine hochspezifische uedBiestung mit
Biotin ein. Da Biotin mehrere Streptavidinmolekile binden kann, ladstssiclas Signal
verstarken [Leitch et al. 1994]. Das im Komplex gebundene Enzym ¢hifiebr
Peroxidase, HRPO) wird zur Farbreaktion mit 3,3’-Diaminobenzidin (PA8bracht.
Meerettichperoxidase katalysiert die Oxidation von DAB, so dass dan
Hybridisierungsstelle ein brauner Prazipitat entsteht [Leitchl.€1994]. Auf diese Weise
entstehen um jede Sonden-Antikorper-Einheit Farbanlagerungen, die untilikteskop

als Kkleiner, intarnuklear gelegener brauner Punkt (Signal) erkenimoarlrs dem DAB-
System kommen Edelmetalle zur Signalverstarkung zum Einsatz [Gretredr 1987]. Die
Detektion digoxigenierter Sonden weist keine Nachteile gegentubandemdung Biotin-
markierter Sonden auf: Digoxigenierte Sonden konnen mit der gleichesiti@git
nachgewiesen werden wie biotinylierte Sonden [Herrington et al. 1989 und 1990]

Das mehrstufige Nachweisverfahren ist im allgemeinen sesisdls ein einstufiges, da an
jedem primaren Antikérper mehrere sekundére Bindungen entstehen und sigréds S
verstarkt wird [Leitch et al. 1994].
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4 Zielsetzung der Arbeit

Mit Hilfe der Interphasenzytogenetik kann eine direkte DarsteltlergChromosomen im
Gewebe erfolgen. Dabei soll die Anwendbarkeit der Methode an PRamnaterial getestet
werden. Hierzu wurden Vorversuche durchgefiihrt und Vergleichspraparateréigy Im
Hinblick darauf wurden folgende Gesichtspunkte bearbeitet:

Etablierung der Interphasen-Zytogenetik an Paraffinschnitten von minnlichen und

weiblichen Gonaden zur Darstellung der Geschlechtschromosomen:

« Testen verschiedener kommerzieller Sonden fiir das X- und das Y-Chromosom.

» Testen verschiedener Modifikationen der Ausgangsmethode, besonderstlchsiger
Gewebevorbehandlung und Andauung von gonadalem Gewebe.

» Optimierung der Schnittdicke und Sondenkonzentration an gonadalem Gewebe.

Die folgende Zielsetzung und Fragestellung bezieht sich auf dievektusg der
Vergleichspraparate und Vorversuche:

Zielsetzung / Fragestellung in Bezug auf die Anwendbarkeit der Methode:

* |Ist die Darstellung des zu erwartenden Chromosomensatzes mit dieser Methbicle Mog
» Ist eine Geschlechtsbestimmung mit dieser Methode moglich ?

» Kann mit der In Situ-Hybridisierung unterschieden werden, ob ein Maz#gk eine
einheitliche Chromosomenkonstellation vorliegt ?

e Lasst sich die Kopienzahl der Geschlechtschromosomen in untersdigedlic
Gewebekomponenten bestimmen ?

* Ist die Darstellung der Geschlechtschromosomen in mannlichen und cheibli
Keimzellen méglich ?

Zwischen den verschiedenen Formen mit Gonadendysgenesie bestehen(jeerjtnge,
so dass eine Zuordnung zu einem bestimmten Krankheitsbild haufig dghvaer
Urséachlich werden bei diesen Krankheitsbildern haufig gonosomale Masadéalb der
Goanden angenommen.

Vor diesem Hintergrund soll geklart werden, ob sich die fraglichéerBnzialdiagnosen
anhand der Verteilung der Geschlechtschromosomen innerhalb der Gonadebkigre
ausschlieRen lassen. Hierbei soll untersucht werden, ob sich die @ueam)tiVerteilung
der Geschlechtschromosomen innerhalb der Gonaden eignet, eine Unterscheidung
zwischen den einzelnen Krankheitsbildern zu treffen.

Die Ergebnisse sollen mit denen anderer Autoren verglichen werden,i \naye
besonderes Augenmerk auf die gewebespezifische Verteilung der Chroermogelegt
wird. Insbesondere steht hier die Korrelation der phéanotypischen Ausprédjstajogie)
und der Verteilung der Geschlechtschromosomen (ISH-Ergebnis) im rgardd. Dabei
werden bei der Untersuchung der Gonadendysgenesien folgende Fragen erortert:
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Untersuchung an Gonadendysgenesien

» Ist die Darstellung eines Chromosomenmosaikes moglich ?
» Lasst sich die quantitative Auspragung der verschiedenen Zelllinien émrfitte

—

* Vergleich der Ergebnisse an Gonadendysgenesien mit denen der Raogerelik. Lass
sich die humangenetisch ermittelte Mosaiksituation bestéatigen / dam8tell

» Ist die Verteilung der Geschlechtschromosomen bei allen FalteBonadendysgenesie
gleich ?

* Lassen sich bestimmte Verteilungsmuster unterschiedlichen  Syrurommét
Gonadendysgenesie zuordnen ?

e Wie verhalten sich die Geschlechtschromosomen in unterschiedlichen
Gewebekomponenten ?

* Lassen sich bei einer Mosaiksituation bestimmte Verteilungemustinnlichen bzw.
weiblichen Geweben zuordnen ?

« Wie verhalten sich die Geschlechtschromosomen in Keimzellen &genkEen mi
Gonadendysgenesie und Mosaikkonstellation ?

» Lasst sich ein Einfluss der Mosaikkonstellation auf den Phanotyp feststellen ?

Daruiber hinaus sollen die Aberrationen der Geschlechtschromosomemazehktemoren
bestimmt und diese Ergebnisse mit den biologischen Eigenschaftefgevaeitigen
Tumorkomponente verglichen werden. Da sich gutartige Tumoren histolagiseler von
parasitaren Doppelfehlbildungen (ektope Schwangerschaft; Fetus inureeugcheiden
lassen, soll die In Situ-Hybridisierung hier als diagnostisches Mittedtgét@erden.
Folgende Punkte sind Gegenstand dieser Untersuchung:

Untersuchung an Keimzelltumoren

» Liegen nummerische Aberrationen der Geschlechtschromosomen in pédm’]rl
Keimzelltumoren vor ?

» Stimmt das Ergebnis der In Situ-Hybridisierung mit dem Geschlecht deg g idmein ?
e Lassen sich aus den Ergebnissen Riickschlisse zur Pathogenese reifer Teghtonie
» Liegt eine einheitliche Verteilung der Geschlechtschromosomen im Tumdrgewe ?

» Vergleich der Tumoreigenschaften (Dignitat) mit der Chromosomenkonistellat

-

» Vergleich der Ergebnisse an gemischten Tumoren zwischen getanigd maligne
Gewebekomponenten.

» Vergleich der Resultate mit denen anderer Autoren.
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Il. Patienten, Material und Methoden

S Methodik

Dem folgenden Verfahren liegt ein von Hopman et al. 1991 beschriebeoted&kdHr
zugrunde. Fur die Anwendung erwies sich eine nach Henke beschriebenezigiaatif
dieses Protokolls als zweckmalRig. Henke et al. stellen der leagent proteolytischen
Behandlung eine zusatzliche Vorbehandlung mit Citronenséaure-Puffer Mikiewelle
voran [Henke et al. 1993a und 1994].

Darlber hinaus wurde bei der hier eingesetzten Methode ein Digoxigemkierte Sonde
und ein entsprechender primarer Antikorper angewendet, wahrend die oben genannt
Autoren mit Biotin-markierten Sonden arbeiteten. Zum HerstellenPd@parate wurden
jeweils mehrere Schnitte von einem Block mit unterschiedlichenirizeten angefertigt.
Zur Auswertung wurde anschlielend der Schnitt mit der hochsten Sidmelderwendet.
Um Verwechslungen auszuschlieRen, wurden die Uberschichtungen gegerbdas Xas
Y-Chromosom jeweils an unterschiedlichen Tagen durchgefihrt.

5.1 Vorbereitung

1. Anfertigen der Paraffinschnitte

6um dicke Paraffinschnitte wurden auf silanisierte Objekttrégégezogen und fur 1
Stunde bei 60° C aufbewahrt, um das Haften des Gewebes auf dem &dppekitu
verstarken. Die Verwendung speziell beschichteter Objekttrageebisnfalls fur die
Haftung der Schnitte entscheidend.

2. Entparaffinierung des Gewebes

Die Schnitte wurden in Xylol fur zwei mal funf Minuten entpara#m; fur weitere 10
Minuten in Methanol gespult und anschlielend an der Luft getrocknet.

3. Andauung

Die Schnitte wurden zunéchst in einer Kunststoffklivette mit deori@trsdure-Lésung (ph
6) in einer Mikrowelle bei 720W Leistung fir zwei Minuten erhitzt.

Nach einer Abklhlphase von zwei Minuten erfolgte die Behandlung mit Natriurydiniaiz
(1M) bei 80° C im Wasserbad fur 10 Minuten. Die NaSCN-I6sung wurdeilgisch
angesetzt: 8,17g/100ml. AnschlieBend wurden die Schnitte 3x mit Aqua el@ssapen
und auf 37° C im Wasserbad temperiert.

Die Proteolyse erfolgte mit 3mg/ml Pepsin in 0,2 M HCI. Die Angayszeit musste fir
jeden einzelnen Fall individuell ermittelt werden. Hierzu wurdejeleeilige Schnitt mit
der Pepsin-Losung in einer feuchten Kammer bei 37° C inkubiert und die
Gewebemorphologie in Abstanden von 2 bis 3 Minuten unter dem Mikroskop kontrolliert
Zur hierdurch ermittelten (maximalen) Andauzeit wurden anschlieRera weitere
identische Schnitte mit reduzierten Andauzeiten im gleichen Mesducchgang
Uberschichtet. Am haufigsten lagen die Pepsinzeiten in einencBexan 4 bis 8 Minuten.
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Zum Beenden der Proteolyse wurden die Schnitte zweimal kurz und dinmdaMinuten
mit Aqua dest. gesplilt. Anschlie3end wurden die Praparate an deetroftkgnet und auf
einer Heizplatte bei 80° C fur 30 Minuten temperiert, da die nacmidég®enaturierung
der Sonden ebenfalls bei dieser Temperatur stattfindet.

5.2 Hybridisierung

Vorbereitung und Hybridisierung

Zur Hybridisierung wurden die Sonden DYZ3 und DXZ1 (Fa. Oncor) mit 6ul ued di

Sonde DYZ2 (Fa. Bohringer) mit 3ul auf 100 ul Hybridisierungslésung verdinnt.

Fur die Hybridisierung missen die Sonden sowie die Ziel-DNA dendtweeden. In dem

hier gewahlten Protokoll wurde die gemeinsame Denaturierung durchgefihrt:

* Je nach SchnittgréRe wurden 15 bis 30 pl Hybridisierungsgemisch aufcterit S
gegeben und mit einem Deckglas geschuitzt abgedichtet (mit Fixogum-Monkeyggekle

» Denaturierung bei 80° C im Wasserbad fur 10 Minuten.

» Hybridisierung zwischen Sonde und Ziel-DNA bei 37° C tGiber Nacht (12h bis 14h).

Stringenz - Waschschritt

Um ungebundene DNA zu entfernen, missen nach der Hybridisierung Wascheorgéang

angeschlossen werden:

» Entfernen des Fixogumklebers und der Deckglaschen

* Waschschritt: 15’ bei 40° C in einer Waschlésung aus 10 ml SSC 20x, 4@uml
bidest. und 50 ml Formamid.

* zweimal Spilen in Aqua dest.

5.3 Immunchemische Detektion

Blocken der endogenen Peroxidase

Da die Detektion des Hybrids durch die Umwandlung eines Farbstottessmntikorper-
gekoppelte Peroxidase erfolgt, muss die endogene Peroxidase zunachst bloatkesrt wer
* Inkubation des Gewebes mit 1%®} in PBS flr 15 min.

Alle folgenden Schritte wurden bei 37° C in der feuchten Kammer, die ein Austrocknen der
Schnitte verhindern soll, durchgefthrt.

Inkubation mit Ziegenserum

Das Ziegenserum soll unspezifische Bindungen der Antikdrper verhindern.

« Uberschichtung mit Ziege-Normalserum (1:10 in PBS) fur 10 min.

Immunchemische Detektion und Signalverstirung

Da es sich um digoxigenierte-markierte Sonden handelt, erfolgt zunashstiftiaagen des
Primarantikorpers.

* Maus-Anti-Digoxigenin-AK (1:250 in PBS mit 1% BSA) fir 30 min.

» zweimal Waschen mit PBS

In gleicher Weise wird anschliel3end der Brickenantikorper aufgetragen.
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» Ziege-Anti-Maus-AK, biotinyliert (1:1000 in PBS) fur 30 min.

» zweimal Waschen in PBS

Der Streptavidin-Peroxidase Komplex geht eine hochspezifische uted Beglung mit
Biotin ein. Er tragt das Enzym zur anschlieBenden Farbreaktion.

» Streptavidin-Peroxidase (1:1000 in PBS) fir 30 min.

» zweimal Waschen in PBS

Darstellung der Peroxidase-abhangigen Farbreaktion mit 3,3'-Diamindber{®AB).
Hierzu wurde das Metal-Enhanced Substrat-Kit der Firma Pierce verwendet.

» Inkubation fir 15 min. und Stoppen der Reaktion unter flieBendem Wasser.
Gegenfirbung und Eindeckeln

* Spulen mit Aqua dest.

» Gegenfarbung mit Hamalaun ftr 30 sec.

» Blauen in flieendem Leitungswasser ftr 10 min.

» Entwassern in der aufsteigenden Alkoholreihe und Xylol

* Eindeckeln der Schnitte mit Eukitt

6 Darstellung des Patientenkollektivs und des untersuchten Materials

In allen hier untersuchten Fallen handelt es sich um archivieotesalinfixiertes und in
Paraffin eingebettetes Gewebe von 12 Patienten mit Gonadendysgene&# Patienten
mit einem Keimzelltumor. Daneben wurden 9 weitere Félle alsrilbopuppe mit in die
Arbeit einbezogen, bei denen keine Verdnderung der Geschlechtschromosoheg vor
und klinisch als auch histologisch hier kein Verdacht auf eine Chromostimers
besteht.

Samtliche Falle stammen aus der Abteilung fiir Kinderpathologiestitut fir Pathologie
der Universitat Hamburg. Diese sind in den Jahren 1983 bis 2000 hier zalogegchen
Diagnostik untersucht worden. Die Bezeichnung der Falle wurde in dexiregnzGruppen
chronologisch nach dem Eingangsdatum gewahlt und mit einem Kirzekfjevekilige
Gruppe versehen:

g: | Gonadendysgenesie

h: | Kontrollgruppe testikulares / ménnliches Gewebe

o: | Kontrollgruppe ovarielles / weibliches Gewebe

to: | Tumoren des Ovars

th: | Tumoren des Hodens

ts: | SteilRbeintumoren

Die bereits vorliegenden Hamatoxylin-Eosin (HE) gefarbten Routipapate wurden
nachmikroskopiert. Die histologische Einteilung erfolgte anhand der WHO-Kkasisif.
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Die pathologisch-anatomische Diagnose wurde anhand von HE-Schnittelit. géistezu
wurden die Schnitte der jeweiligen Gonaden durchgesehen und die represemicke
ausgewahlt. Die Histologie wurde in einem weiteren HE-Schnitt dktuellen
Schnittflache der ausgewahlten Blocke Uberpriuft. Von dieser Schofigflivurden die
Praparate fur die ISH angefertigt. Um den komplexen Aufbau deedgigchen Gonaden
und einiger Tumoren zu erfassen, wurden z.T. pro Fall mehrere Bloogewaikdt und
Uberschichtet. Als Auswahlkriterien wurden folgende Punkte tGberpruft:

ausreichende Menge an Material in Form von Paraffinblocken
« eine eindeutige histologisch-pathologische Diagnose
« vorhandene Angaben zu humagenetischen Untersuchungen (bei Gonadendysgenesie

~—

« weitere Angaben zu den Patienten: Alter, Geschlecht, Tumorlokalisation

In funf Fallen mit Gonadendysgenesie und in sieben Fallen mit eineimzklltumor
konnte die Untersuchung nicht durchgefuihrt werden, da hier kein oder nur sagr we
Paraffinmaterial zur Verfugung stand. In funf weiteren Falleme{zGonadendysgenesie
und drei Tumorfalle) konnten trotz mehrfacher Wiederholungsversuche iaSignale
gefunden werden.

6.1 Kontrollen

Obwohl die ISH fur falsch-positive Resultate nicht sehr anfadiig wurden stets eine
Positiv- und eine Negativkontrolle mitgefihrt. Zur Prifung der Methodedevun
samtlichen Versuchsdurchgéngen jeweils ein bekanntes Kontrollprafaoaitiver
Referenzschnitt) mit der jeweiligen Sonde als Positivkontrolle séherhtet. Weiterhin
dienen zur Sicherung der Spezifitat Kontrollpraparate, bei denen Gredidierungschritte
ohne die jeweilige Sonde durchgefuhrt wurden. Unspezifische Reaktionen waht
nachweisbar.

6.2 Vergleichspriparate

Die Signalverteilung in den unterschiedlichen Gewebekomponenten ist von dere
jeweiligen Morphologie abhéngig. Unterschiede der Kerngré3en und somgaméellich
haufige Uberlappungen oder Anschnitte der Kerne spielen hier eine besBRadle. Zum
Vergleich wurden jeweils Praparate von Patienten mit bekannteyotia angefertigt.
Durch die Auswertung dieser Praparate konnten Vergleichswertedidlireinzelnen
Gewebekomponenten ermittelt werden. Diese sollen zum einen dazu dien8pe&aum

der Signalverteilung in Abhangigkeit von der jeweiligen Kern- undnz@iphologie besser
beurteilen zu kdnnen. Zum anderen sollen diese ,Grenzwerte” dazu dienenké/iosn
reinen Zelllinien abzugrenzen. Die ausgewdahlten Falle sind inatesll€ 6-1 und Tabelle
6-2 zusammengefasst.
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Fall Alter Gewebe Diagnose

hl1 17J Hoden Altersentsprechendes Hodengewebe, gakiivg Orchitis

h2 11J Hoden Altersentsprechendes Hodengewebe migmeédiizierter Spermiogenese be
bekannter Leukamie; Z.n. Chemotherapie

h3 65J Hoden Normalbefund, Hoden, Nebenhoden und 18sraeg

h4 53J Hoden Regulares altersentsprechendes Hodelngewe

hs 13 Samenleiter Samenleitersegment und Bauchhodemsonsten normaler Morphologie

Tabelle 6-1: Kontrollgruppe mannliche Patienten

Neben vier Praparaten mit Hodengewebe und drei Praparaten mitllemaA@ateilen
wurde zusatzlich je ein Fall mit Anschnitten eines Samenrdeiterd einer Tube

ausgewahlt.

Fall Alter Gewebe Diagnose

ol 12J Ovar Ovargewebe mit mehreren Follikelzystaheiner Gelbkdrperzyste

02 12J Ovar Ovar mit multiplen Follikelzysten, eir@@elbkorperzyste und herdférmigen
Einblutungen.; Z.n. Torsion

o3 2M  Ovar Ovar mit Follikelzysten

04 1M Tube Hamorrhagisch infarziertes Ovar und Tubgn®ent mit normalem Befund

Tabelle 6-2: Kontrollgruppe weibliche Patienten

6.3 Patienten mit Gonadendysgenesie

Das untersuchte Gewebe stammt von Patienten mit Aberrationen der
Geschlechtschromosomen und der anatomisch-pathologischen Diagnose einer
Gonadendysgenesie.

Wegen des Verdachts auf eine chromosomale Stérung wurde bei didsarieRaim
Rahmen der klinischen Diagnostik eine Chromosomenanalyse aus dem periher
(Lymphozyten) durchgefiihrt. Da bei diesen Patienten ein erhdhtes RisikBildung

eines Keimzelltumors besteht, wurde hier eine prophylaktische Gonadektom
durchgefuhrt. Aus diesem Material wurden die weiteren Untersuchuigeliete Arbeit
durchgefuhrt. Bei den 12 untersuchten Fallen liegt die Altersverteiwigchen einem
Monat und 15 Jahren.
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Fall Alter
gl M
g2 4]
g3 11J
g4 13J
g5 M
g6 6J
g7 6M
g8 2]
g9 8J
glo 8M
gll 7T
gl2 161J

Karyotyp  Diagnose Klinik Histologie (Ubersicht)
46,XY Pseudohermaphroditismubitersexuelles AuRRere; komplexes Hypoplastisches Hoden und Nebenhodengewebe, keiamaieile.
maskulinus Fehlblidungssyndrom: Geschichtsdysmorphie,
Hexadaktylie, Handskelettanomalie, Hydrozephalus
46,XX/XY Hermaphoroditismus Hypospadie, Kryptorchismus, Leistenhoden. Dysgenetische zwittrige Gonade; Anteile von atrephém Hoden- u.

versus Nebenhodengewebe, ovariellem Stroma, Tube.Nebenhode
Samenleiter.
45,X0/46,X Turner Syndrom und Turner stigmata: Pt. Colli, Hand und(kideme, (al Streak-Gonade, ovarielles Stroma, Hoden u. Nebesrhimd Befund
Y +18  Trisomie 18 NG), jetzt Miderwuchs. aber nicht im vorliegenden Material.

46,XY/47,X Hermaphroditismus versugls NG Hypoton mit Trinkschwéche, Je Dysgenetische, zwittrige Gonade; gonadoblastoideplagie;
XY Hydrozele testis, Gyndkomastidochwuchs, deut Seminom (Cis); reifes Teratom.
geistige Retardierung.

45,X0/46,X Gemischte Intersexuelles Genitale, Klitorishypertrophie. Hppastisches Hodengewebe, Anteile einer Tube, kedmielles
Y Gonadendysgensie Stroma,
hyperplastischer Schwellkorper.

k.A. Gemischte Keine Angaben Atrophische Streak Gonade, fokale Dysplasie, Gobladtom.
mutmalfilich Gonadendysgenesie Keine ausdifferenzierten Ovar- oder Hodenanteile.
45,X0/46XY
45,X0/46,X Gemischte Hypospadie, Leistenhoden. Dysgenetische zwittrige Gonade:

Y Gonadendysgenesie Hoden und Ovaranteile, Tube, Nebenhoden,

k.A. Pseudohermaphroditismumannlicher Phanotyp Dysgenesie des Hodens, ausgepragt atrophische tibdénUbrige
mutmaflich maskulinus Strukturen normal.

46XY
46,X, t (X;Y) Gonadendysgenesie I Minderwuchs; Behandlung mit Wachstumshorn Atrophisches Hodengewebe, Ovar m. Follikelzystesh Gelbkorper.
XY-Translokation sonst unauffallig

45,X0/46,X Gemischte Intersexuelles 4uReres Genitale, Nierenagenesie  rwigliend unreifes Hodengewebe, wenig ovariellesnr

Y Gonadendysgenesie hyperplastischer Schwellkorper.
45,X0/46,X Gemischte Sektionsfall: reifes NG, zwittriges aul3eres Geaj Rechts atrophisches Hodengewebe, links Streak-@omad

Y Gonadendysgenesie keine weiteren MiRbildungen; Fibroelastose Nebenhoden; Ovargewebe, einzellne Primarfollikel.

Endokards.

k.A. Hermaphroditismus versu®héanotypisch ménnlich, sonst keine Angaben Ovasd@troma, Priméarfollikel, Gelbkdrper, Hoden und

mutmalfilich Nebenhodengewebe, teilw. atrophischer Samenleiter.

46,XX [ XY

Seite 31
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6.4 Patienten mit Keimzelltumoren

Insgesamt wurden 24 Patienten mit einem KZT in diese Arbeit zogea. Die
Altersverteilung liegt zwischen einem Tag und 24 Jahren.

Keimzelltumoren des Hodens

Das untersuchte Gewebe bei den Fallen mit einem Keimzelltuaong von Patienten,

bei denen auf Grund eines Klinisch diagnostizierten Tumors eine Gonadektomi
durchgefuhrt wurde. Bei den Fallen thl bis th 9 handelt es sich um Hodeetunor
dieser Gruppe konnte fur den Fall th 7 keine In Situ-Hybridisierung durchgefuhrt werden.
Fall Alter Kategorie Diagnose

Teratom des Hodens mit reifen und unreifen Geweledan. Grad
2

th2 7M UnreifesTeratom Unreifes Hodenteratom, Grad 2

thl 1M Unreifes Teratom

Reifes Teratom des Hodens, altersentspr. Hodengeméb

th3 7J Reifes Teratom ) ;
vereinzelten Leydigzelle

th4 5J Reifes Teratom Reifes Teratom des Hodens,ichratersentspr. Hodengewebe
Gemischter Gemischter Keimzelltumor: Embryonales Karzinom gifies
ths 177 i
Keimzelltumo Teratom
Gemischter Gemischter Keimzelltumor: Ausgedehntes embryonasginom,
the 177 : . N . .
Keimzelltumo Dottersacktumor, intratubulére Neoplasie, reifesaianm
Gemischter Maligner Dottersacktumor (endodermaler Sinustunembryonale
th7* 1J - . .
Keimzelltumo Karzinom, reifes Teratoi

th8 19J Embryonales CarcinofEmbryonales Karzinom

th9 28J Seminom Intratubulares Seminom

Tabelle 6-3 Patienten mit Keimzelltumoren des Hodens; * konnte nicht tiberschichtet werden
Keimzelltumoren des Ovars

Die Félle tol bis to 8 enthalten ovarielle Tumoren. Fir to 3 konnte serdieruppe kein
auswertbares Ergebnis erzielt werden.

Fall Alter Kategorie Diagnose
Uberwiegend reifes, fokal immatures Teratom desr@\v@liomatosis
Peritonei. Grad 2

Malignes Teratom v. Typ eines malignen Dottersackisi
(endodermaler Sinustumor). Grad 2

tol 81J Unreifes Teratom
to2* 57 Unreifes Teratom

03 61 Reifes Teratom Reifes Teratom. Multiple Folligsten.

Gemischter Keimzelltumor: Embryonales Karzinomfegiund

to4 13J  Unreifes Teratom immatures Teratom; Dottersacktumor.

to5 15J) Reifes Teratom Reifes Teratom des Ovars.
o6 317 Reifes Teratom Reifes Teratom des Ovars.
08 12J) Reifes Teratom Reifes Teratom des Ovars.
to7 21 Reifes Teratom Zystisches,reifes Teratom.

Tabelle 6-4 Patienten mit Keimzelltumoren des Ovars * konnte nicht Uberschichtet werden
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Sakrokokzygeale Keimzelltumoren

Die Félle ts 1 bis ts 8 beinhalten Tumoren mannlicher und weiblR&gznten, die in der
SteiRbeinregion lokalisiert waren. Hier konnte bei der Uberschichtungts/ah kein
Ergebnis erreicht werden.

Fall Alter Geschlech Kqtegorie Diagnose

tsl1 6T whbl. Reifes Teratom SteilRbeinteratom, keineifian Anteile.

ts2 1T mannlich Unreifes Teratom Unreifes SteilRbeatmn; Grad 1

Gemischter Hochmaligner Keimzelltumor (emb. Karzinom,
ts3 11J whl. i
Keimzelltumor Dottersacktumor)
ts4 1T  wbl Unreifes Teratom  Teils immatures Terat@nad 2
55 3T  wbl Unreifes Teratom Gemischtes, teils reifes, teils unreifes (immatures
Teratom. Grad 2
ts6 3T  wbl Reifes Teratom Reifes Steil3beinteratom.
ts7% 11T wbhl Reifes Teratom Reifes sacrococcygealeatdm
ts8 4T  wbl Reifes Teratom Reifes sacroccocygealeatbar

Tabelle 6-5 Patienten mit sakrokokzygealen Keimzelltumoren * konnte nicht tiberschichtet werden

6.5 Auswertung

Die Auswertung, der bei der Hybridisierung und anschlie3enden Detektistelesrtden

Signale, erfolgt mit einem Lichtmikroskop bei einer 500fachen Vergudige Dabei

entspricht ein Signal, das den Auswertungskriterien gentgt, einer Kdpge

darzustellenden Chromosoms. Da in den meisten Féllen mehrere Vdtsublkaufe notig

waren und durch die Anwendung unterschiedlicher Pepsinzeiten mehrereaterdpa

Verfugung standen, wurden die auszuwertenden Schnitte zunédchst folgendermalie

ausgewahlt:

Kcriterien fiir die Auswahl der Schnitte:

* Nur Schnitte mit ausreichender Anzahl an Signalen

* Nur Schnitte mit optimaler Geweberhaltung

* Nur Schnitte, bei denen in allen (oder moglichst viele) unterschiedlic
Gewebekomponenten Signale zu finden waren

So konnte bei mehreren Pepsinzeiten jeweils die optimale Zeit uwdb@morphologie

ausgewahlt werden. Anschlieend wurden mehrere Gesichtsfelder iqudiitative

Auswertung der Signale einbezogen. Dabei wurden pro Fall zwischen 100 und 900

Zellkernen ausgewertet. Fur die Bestimmung der Signalzahl ngeftdgende

Auswertungskriterien [Hopman et al. 1988]:
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Kriterien fiir die In Situ-Signale und fiir die einzelnen Zellen:

* Nur Signale gleicher Intensitat und Grofie (spezifisches Signal) verwenden
» Paarig aneinanderliegende Signale (,splitted spots”) werden als ein Géogéadlt
» Zellkerne sollen eindeutig erkennbar sein

» Kerne sollten sich nicht Gberlappen

Daraus ergibt sich folgendes Vorgehen:

1. Qualitative Auswahl der optimal hybridisierten Schnitte

2. Semiquantitative Auswertung> Ermittlung der optimalen Hybridisierung und
Pepsinzeiten

3. Ermittlung der erreichbaren Anzahl an Signalen am Normalgeimtivkontrolle
und Vergleich)

4. Quantitative Auswertung der Praparate zum Nachweis von Aneuploidien/Mosaiken
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lll. Ergebnisse

Die Auswertungskriterien, anhand derer die nachfolgenden Ergebnissarggwwurden,

sind im Kapitel ,Patienten, Material und Methoden* beschrieben. Ausgetwurden nur
Praparate, bei denen eine aussagekréftige Zellmorphologie samiistiensitat erhoben
werden konnte. Zur Analyse der unterschiedlichen Gewebekomponenten wurden z.T.
mehrere Préparate oder Blocke von einem Fall bearbeitet, wobei Begebnisse hier
zusammengefasst wurden. Die vollstandigen Ergebnisse der Auszahlungderbsich in

den Tabellen des Anhangs.

7  Vorversuche, Kontrollen und Vergleichspriaparate

Als Kontrollen und zur Erstellung der Vergleichspraparate dientehelar(Hoden, Ovar
und Adnexe) von Patienten, bei denen kein Verdacht auf eine gonosomaletidierra
bestand. Hier wurden Praparate von funf mannlichen und vier weiblicheenteati
untersucht, die aus dem Routinebetrieb der Abteilung stammten.

7.1 Vorversuche

Um die Spezifitdt und Sensitivitat der DNA-Sonden zu untersuchen, und den
Versuchsablauf zu optimieren, wurde die Methode in Vorversuchen auf ihre
Anwendbarkeit getestet. Die ermittelten Signale entsprachen dksenru erwartenden
Genotyps und konnten zunachst zur Geschlechtsbestimmung herangezogen vadeien. D
wurde Nierengewebe von mannlichen und weiblichen Probanden tberschichtiésBai
Versuchen konnte das gonosomale Geschlecht bestimmt, und somit eine
Geschlechtsbestimmung durchgefuhrt werden.

Nach der Applikation der Y-Chromosom-spezifischen Sonde in Zellen éminlichem
Kerngeschlecht ist ein Signal erkennbar, wahrend ,weibliche* Zelegativ bleiben. Die

In Situ-Hybridisierung mit der X-Chromosom-spezifischen Sonde eirgitién weiblichen
Zellen zwei Signale, in mannlichen Zellen hingegen nur ein Signal.

In den Vorversuchen zeigte sich jedoch eine deutlich starkere Reaktiotie Sonde
DYZ2 gegeniiber der Sonde DYZ1. Somit wurden die weiteren Uberschichtumige
erstgenannter Sonde durchgefuhrt.

7.2 Kontrollen

Zur Uberwachung der Versuchsablaufe wurde in jedem Durchgang zusasih
Kontrollprdparat aus dem Vergleichskollektiv angefertigt. Anhand di€sgebnisse
konnte die Qualitat des jeweiligen Versuchsablaufs beurteilt wehdggesamt wurden 75
Versuchsanséatze bendtigt, um die zu untersuchenden Falle zu UberscHiznten.
mussten 12 (16%) Wiederholungsversuche durchgefihrt werden, da hier keine
auswertbaren Ergebnisse gefunden wurden.
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Auf Grund methodischer Grenzen, durch Kerntiberlappungen oder Kernanschnitte kann das
Ergebnis der Interphase-Zytogenetik nicht mit dem tatsachlichesn@somensatz tber-
einstimmen. Die Ergebnisse der Vergleichspraparate sollen dazendidas Spektrum der
Signalverteilung besser interpretieren zu kénnen. Daneben konnten hidregbh@éngige
Schwankungen der Signalverteilung erfasst werden. Mit diesen WedEn
Signalverteilung  werden  die  quantitativen  Ergebnisse der  untersuchten
Gonadendysgenesien und Keimzelltumoren verglichen.

7.3 Vergleichspriparate testikulirem Gewebe

Histologie: hl: Reguldres Hodengewebe; gering aktive rch@its mit interstitiellen
Entziindungsinfiltrat bestehend aus Granulozytenlymiphozyten. An einer Stelle ist ein
Nebenhodengang mit angeschnitten. Dort in der Unmgghkauch reichlich Gefal3- und
Bindegewebe.
h2: Hier Hodengewebe mit mafig reduzierter SpermiegenkKlin. angeg. Leukadmie unpd
Z.n. Chemotherapie. Kein leukdmisches Infiltratg&érer Anteil an Leydigzellen.
h3: Hoden und Nebenhodengewebe. Die Nebenhodengémyeng einem prismatischen
zweireihigem Epithel ausgekleidet. Daneben Ansthnieines Samenstanges mit
zahlreichen starkwandigen Gefal3anschnitten.
h4: Altersentsprechendes Hodengewebe mit verringgparmatogenese. Am Rand des
Praparats gelegene Anteile eines Rete Testis ngtithen Spaltraumen. Diese sind durch
ein einschichtiges isoprismatisches Epithel ausjeét. Unter dem Epithel kommen glatte
Muskelzellen vor. Daneben zahlreich Blut- und Nefaserbundel.
h5: Anschnitte eines Samenleiters mit regularer Efatinskleidung. Unterschiedlich starke
Lichtung der getroffenen Samenleitersegmente.

Neben den Graphiken sind zur Erganzung hier die Mittelwerte aus deorfi@mguchten
Fallen in einer Tabelle dargestellt. Im Anhang sind Ergebnisseeideelnen Préparate
aufgelistet.

Signalhiufigkeit fiir das X-Chromosom und das Y-Chromosom in testikuldirem Gewebe:

0 Signale 1 Signal 2 Signale

X Y X Y X Y
Sertolizellen 18% 19% 78% 80% 1% 1%
Leydigzellen 28% 28% 70% 71% 1% 1%
Nebenhoden (Epithel) 22% 21% 73% 75% 5% 4%
Samenleiter (Epithel) 18% 18% 78% 7% 4% 5%
Rete Testis (Epithel) 26% 27% 71% 66% 3% 7%
Endothel 24% 26% 74% 72% 1% 2%
Glatte Muskulatur 23% 24% 7% 69% 1% 0%
Spermatozyten 32% 51% 64% 54% 4% 4%

Tabelle 7-1: Signalhaufigkeit in testikularem Kontrollgewebe
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X-Chromosom Y-Chromosom

Spermatozyten
P Y O3 Sign.

02 Sign.
M1 Sign.
@O0 Sign.

Glatte Muskulatur

Endothel

Rete Testis (Epithel)

Samenleiter
(Epithel)

Nebenhoden
(Epithel)

Leydig-Zellen

0% 20% 40% 60% 80% 100% 0% 20% 40% 60% 80% 100%

Abbildung 7-1: Signalverteilung des X- und des Y-Chromosoms im testikularen Gewebe

Aus der Tabelle ist zu entnehmen, dass sich die Werte fur dasd<das Y-Chromosom
nicht unterscheiden. Bei der Reaktion auf die Geschlechtschromosomestikual&rem
Gewebe wurden die meisten Signale in den Sertolizellen (80%) gefuddgegen zeigten
die Leydigzellen die geringste Signalhaufigkeit. In den epitlegligdtrukturen konnten
einige Kerne mit zwei Signalen ausgewertet werden (3%-5%).

Die schlechteste Signaldichte, auf Grund von Kernanschnitten, ist demmaden
Leydigzellen zu erwarten. Die meisten Kernluberlagerungen sindEpithel des
Nebenhodens und in anderen epithelialen Strukturen zu finden.
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7.4  Vergleichspriparate und Grenzwerte in ovariellem Gewebe

Untersucht wurde das ovarielle Gewebe von 3 Patientinnen (0l - 03) Gewigbe mit

Anschnitten einer Tube von einer weiteren Patientin (04).

Histologie: ol: Mehrere unterschiedlich groe, mit Follikelepitteusgekleidete ovarielle Zysten,
daneben Anschnitte einer grolReren Gelbkdrperzystarielles Stroma mit 6dematdsen
Auflockerungen und einer Einblutung. Weiterhin zaldhe Primarfollikel und ei
Tertiarfollikel im untersuchten Material.

02: Ovar mit zahlreichen Follikelzysten, dazwischeéro®a mit 6dematds aufgelockertem
Bindegewebe und herdférmigen Einblutungen, im alem Stroma zahlreiche
Primarfollikel, daneben ein groRBer zystisch aufgester Gelbkdrper mi
Granulosaluteinzellen.

03: Anschnitte eines Ovars mit Zystenbildung, dieseaimem abgeflachten Follikelepithel
ausgekleidet. Dazwischen ein schmaler Saum ovamiedtromas mit zahlreichen intakten

Primarfollikeln zu finden.
o4: Hamorrhagisch infarzietes Ovar und eine reguldsgabildete Tube mit erhaltener
Lichtung und intaktem Schleimhautepithel.

Signalhéufigkeit fiir das X-Chromosom in ovariellem Gewebe

0 Signale 1 Signal 2 Signale 3 Signale
X X X X
Ovarielles Stroma 9% 19% 70% 1%
Follikelepithel (Zysten) 15% 14% 69% 3%
Gelbkorper, Granulosazellen 19% 19% 58% 3%
Endothel 10% 15% 74% 2%
Glatte Muskulatur 12% 17% 72% 0%
Epithelauskleidung (Tube) 10% 15% 68% 7%

Tabelle 7-2: Signalhaufigkeit in ovariellem Kontrollgewebe

X-Chromosom

O3 Sign.

Epithelauskleidung (Tube) _
02 Sign.
Glatte Muskulatur (GefaRze) -_ ‘ W1 Sign.
mO Sign.
g i

ovaretes svom [ i

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Abbildung 7-2: Signalverteilung des X-Chromosoms im ovariellen Gewebe

Die meisten Kerne mit zwei Signalen fur das X-Chromosom findemn isn ovariellen
Stroma, im Endothel und in der glatten Muskulatur. Die geringste I8ighte findet sich
in den Granulosaluteinzellen des Gelbkorpers.
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Abbildung 7-3: Normaler Chromosomenbefund mit Signalen fiir das Y-Chromosom in unreifen
Hodentubuli, Sertoli- und Leydigzellen; Alter 5 Jahre, 100x.

Abbildung 7-4: Regelrechtes Ovar mit Primarfollikeln, Doppelmarkierung fur das X-Chromosom
im ovariellen Stroma, Alter 12 Jahre, 100x.
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8 Ergebnisse an Gonadendysgenesien

8.1 Gruppel: Pseudohermaphroditismus maskulinus mit XY-Karyotyp

Fall g1: Hypoplastisches Hoden- und Nebenhodengewebe bei klinisch angegebenen

intersexuellen AuBeren.
Histologie: Stellenweise normal angeordnete Hodentubuli, aer@mdStellen weit auseinanderliengeryde,
hypoplastische Tubuli mit wenigen Leydigzellen, ew®&m regular aufgebautes
Nebenhodengewebe und Anschnitte eines Samenleii@rsgben reichlich Gefal- upd
Bindegewebe. Anteile weiblicher Gonaden sind imiggenden Material nicht enthalten.

X-Chromosom Y-Chromosom
Glatte Muskulatur 02 Sign.
m1Sign.

Endothel mO Sign.

Interstitium

Nebenhoden

Hodentubuli

0% 20% 40% 60% 80% 100% 0% 20% 40% 60% 80% 100%

Abbildung 8-1: Signalverteilung des X- und des Y-Chromosoms in g1

Die Untersuchung auf die Geschlechtschromosomen zeigte in allensuahten
Gewebeanteilen jeweils ein Signal pro Zellkern. Daraus engibtesn reiner XY-Karyotyp
ohne Anhalt fir ein gonosomales Mosaik.

Fall g8: Dysgenesie des Hodens, ausgepr. Atrophische Hodentubuli. Ubrige

Strukturen normal.
Histologie: Orchektomiepraparat mit spéarlichen, locker in Greppgelagerten Hoden und
Nebenhodentubuli, dazwischen reichlich gefaR- usenfaserhaltiges Bindegewebe lind
vereinzelte Leydigzellen. Keine Spermiogenese weidekovariellen Strukturen. Weiterhin
Anschnitte eines Samenleiters. Das untersuchteribénthalt keine ovariellen Anteile.

In dem Fall g8 liegt eine Dysgenesie des Hodens vor. Die Unkensgc der
Geschlechtschromosomen  ergab  einen  regularen  XY-Genotyp. In  allen
Gewebekomponenten konnte mit der ISH je ein Signal fur das X-Chromosom und eines fur
das Y-Chromosom gefunden werden. Das Ergebnis ist mit dem von Ratrgdichbar,
weshalb auf eine graphische Darstellung hier verzichtet wurde.
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8.2 Gruppe II: Echter Hermaphroditismus mit XX/XY bzw. XXY/XY-
Konstellation

Der echte Hermaphroditismus ist charakterisiert durch diehgleittge Entwicklung von
testikularem und ovariellem Gewebe. In dieser Arbeit wurden zvetierRen mit
46,XX/XY-Karyotyp und ein Patient mit 46,XY/47,XXY-Karyotyp untersucht.i Ben
Patienten (gl2, 14 Jahre und g4, 13 Jahre) wurde ein frischer sowserearbter
Gelbkorper als Hinweis auf einen intakten ovariellen Zyklus gefunden.

Fall g2: Dysgenetische zwittrige Gonade mit Anteilen von Hodengewebe sowie

Anteilen eines Ovars. XX/XY-Konstellation.
Histologie: Zwittrige asymmetrische Gonade, links bestehendatnaphischem Hodengewebe mit weit
auseinander liegenden Hodentubuli, dazwischen Biewebe, keine Spermiogenese, |nur
sparlich eingestreute Leydigzellen. Rechts ein @stid, am Rand Ubergang |in
Ovargewebe mit Primarfollikeln und zellreichem dgllem Stroma, einige zystisch

erweitere Follikel. AuRerdem regulér aufgebautebétdhoden, Samenleiter sowie Anteile

einer Tube.

Im vorliegenden Material findet man ein Gonosomenmosaik bestehend aulmeiden
Zelllinien (46,XX und 46,XY). In allen untersuchten Gewebekomponenten sind sowohl
Zellen mit XX- als auch mit XY-Konstellation zu finden.

Dabei zeigt sich regional ein uneinheitliches Verteilungsmustdreine unterschiedliche
guantitative Auspragung der einzelnen Zelllinien.

In Endothel, Bindegewebe, ovariellem Stroma und den Leydigzellen ist-@asomosom
gleichmalRig verteilt. In den Epithelien von Tube, Nebenhoden, Follikelzystdnder
Epithelauskleidung des Samenleiters der rechten Gonade findet mam wkatschiede.
Hier gibt es Areale mit sehr unterschiedlicher Signaldichte fsiyd&@hromosom. Um eine
guantitative Aussage in diesen Arealen zu treffen, wurden mehrere Prapagatecates.
Innerhalb der linken Gonade, die nur atrophische Hodentubuli enthalt, finden sich 62 % der
Zellen mit zwei X-Chromosomen und 22 % mit einem Y-Chromosom. Dargilst sich

fur die linke Gonade eine XX/XY Konstellation mit Uberwiegen der XX-Komponente.

Die Hodentubuli der rechten Gonade (Ovotestis) zeigen, wie bemeighm, ein
heterogenes Verteilungsmuster. Hier finden sich Areale mit sgt@ hohen Signaldichte

fur Y (78 %), neben Anteilen, in denen das Y-Chromosom nicht nachzuweisen is
Insgesamt ergibt sich eine Signaldichte von 34%. Die ovariellenil@rdieser Gonade
enthalten mit 21 % weniger Y-Chromosomen als die testikularenldni@as Epithel der
Tube zeigt neben den Hodentubuli die meisten Y-Chromosomen (60%) und entsgpreche
weniger Zellen mit zwei X-Chromosomen (18 %). Es ergibt siclCéiromosomenmosaik
mit einer XX/XY Konstellation. Zellen mit einem Y-Chromosom sisowohl in den
speziell weiblichen als auch in mannlichen Gewebeanteilen zu finden.
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O3 Sign.
02 Sign.
m1Sign.
mo Sign.

Nebenhoden

Tube

Hodentubuli, links

Hodentubuli, rechts

0% 20% 40% 60% 80% 100% 0% 20% 40% 60% 80% 100%

Abbildung 8-2 Signalverteilung des X- und des Y-Chromosoms in g 2

Fall gl2: Dysgenetische atrophische Gonade mit Hoden und Ovaranteilen,

Gelbkorper und Einblutungen. XX/XY-Konstellation.
Histologie: Ovotestis mit teilweise atrophischem Hodengewebedén Hodentubuli Sertolizellen,
jedoch keine Spermiogenese, interstitiell in Gruppageordnete Leydigzellen. Daneben
regular aufgebauter Nebenhoden. An einer Stelleciwmide eines Samenleiters mit
regularer Epithelauskleidung. Ovarielle Anteilenk) mit Primar- und Sekundéarfollikeln,
sowie einigen zystisch erweiterten Follikeln, awd®en Anschnitte eines frischen
Gelbkdrpers, in dessen Umgebung eine flachenhaiftbllEung zu finden ist, sowie
Anschnitte einer atrophischen Tube.

X-Chromosom Y-Chromosom

Tube (Epithel) 03 Sign.

02 Sign.
W1 Sign.
mO Sign.

Samenleiter
(Epithel)

glatte Muskulatur

Endothel

Nebenhoden

Leydigzellen l l

i

20% 40% 60% 80% 100% 0% 20% 40% 60% 80% 100%

Hodentubuli

o%
Abbildung 8-3: Signalverteilung des X- und des Y-Chromosoms in g 12
Bei den Praparaten aus Fall gl12 handelt es sich ebenfalls um etigan
Hermaphroditismus mit einer Gonosomenkonstellation aus einem XX/X\aiklds den
meisten Zellen wurden zwei Signale fiir das X-Chromosom oder gmalSiir das Y-
Chromosom gefunden. Die Reaktion auf die Chromosomen im ovarahnlichen denrteil
Gonade zeigte nur eine Reaktion auf zwei X-Chromosomen (72% mit Sigpealen),
jedoch keine Signale auf Y. In Tube, Nebenhoden und Samenleiter waenlagjag
andere Zusammensetzung zu finden. Insgesamt ist hier ein Ubearwikage XY-
Komponente festzustellen. Wegen des hohen Anteils des Y-Chromosodaheést von
einer deutlich schwacheren Auspragung der XX-Komponente auszugehen.
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Histologie:

Fall g4: Dysgenetische zwittrige Gonade; gonadobalstoide Dysplasie; Seminom
(Cis); reifes Teratom. XXY/XY-Konstellation.

Komplex aufgebaute zwittrige Gonade, Uberwiegent dightem ovaréhnlichen Stron

mit einzelnen Primarfollikeln und zahlreichen zgshi aufgeweiteten Follikeln mi
kubischen bis zylindrischen Deckzellbelag. In dewargllen Anteilen sind einige
Vernarbungsherde (Gelbkérper) zu erkennen. Auf3erdemeiner Stelle ein zystisch
aufgeweiteter frischer Gelbkorper. Ferner atrogiésc Hodengewebe, die Tubuli m

verbreiterter Basalmembran, lediglich Sertolizellan Interstitium in Gruppen gelager
Leydigzellen, keine Spermiogenese. An einer and&teile dicht gelagerte Hodentub
die atypische Zellen enthalten. Diese enthaltenimmZellen aus hyperchromatisch
groRen Kernen und einem unscharf begrenzten Zyo@aDiese Zellpopulation ist a
die Tubuli begrenzt. Randlich gelegen eine weitBtelle mit Gonadalzellproliferate
bestehend aus kleinen kompakten Zellkernen im S@imes Gonadoblastoms. Aul3erd

eine von unverhorntem Plattenepithel ausgekleitttme Zyste im Sinne eines reifen

Teratoms sowie reguléar aufgebauter Nebenhoden.

Abbildung 8-4: Signalverteilung des X- und des Y-Chromosoms in g 4, rechte Gonade
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Leydig-Zellen

Hodentubuli,
(Sertolizellen)

ovarielles Stroma

20% 40% 60% 80% 100% 0% 20% 40% 60% 80% 100%

X-Chromosom Y-Chromosom

O3 Sign.
02 Sign.

m1Sign.
mo Sign.

0%

20% 40% 60% 80% 100% 0% 20% 40% 60% 80% 100%

Abbildung 8-5: Signalverteilung des X- und des Y-Chromosoms in g 4, linke Gonade

Die ISH ergab ein Mosaik auf die beiden Zelllinien XY und XXY. Dabsgt sich ein
deutliches Ubergewicht des XXY-Derivats. In allen untersuchteneBGekomponenten
sind zwei X-Chromosomen sowie ein Y-Chromosom zu finden.

Der Anteil der Doppelmarkierungen auf das X-Chromosom betréagt in eedaliZellen
(72%), im Epithel des Nebenhodens (71%), im Endothel (70%) sowie im ovariellen Stroma

(63%).
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Damit ist von einem deutlichen Uberwiegen der XXY-Komponente auszogé&iee
schwache Auspragung der XY-Zelllinie ist jedoch nicht auszuschliel3en.

Im Seitenvergleich zwischen der rechten und linken Gonade sind jedoaisdbigde in
der Verteilung der Gonosomen festzustellen. In den Hodentubuli des Gudtestits)
waren 54% und im ovariellen Stroma 57% der Zellen mit zwei Signfle das X-
Chromosom zu finden. Auf der linken Seite war in den Hodentubuli ein Gedrali2%
und im ovariellen Stroma von 63% fir zwei X-Chromosomen zu finden. Aul3erdede w
in den Seminom-Zellen ein Zugewinn an Y-Chromosomen festgestetitzdigten 22%
der Zellen zwei Y-Chromosomen.

Abbildung 8-6: Ubersicht Ovotestis: Gonade bestehend aus unreifen Hodentubuli, Ubergang in
Ovargewebe, Primar- und Sekundarfollikeln, zellreiches ovarielles Stroma mit Vernarbungsherden
(Gelbkorper) und einzelnen Primérfollikeln; Fall g2, HE 25x.
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Abbildung 8-7: XX-Konstellation in Hodentubuli, Hermaphroditismus verus; Fall g 2, Genotyp XX/XY, Alter
4 Jahre, 100x.

Abbildung 8-8: XX-Konstellation in Hodentubuli, Hermaphroditismus verus; Fall g 12, Genotyp XX/XY,
Alter 15 Jahre, 100x.
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Abbildung 8-9: Ovotestis mit atrophischen Hodentubuli und Primérfollikeln, Fall g2, XX/XY-Konstellation
HE 50x.

-
. g
N
- . . .3
3 Ij = ’ - - -
P £ ¥ N
Es - '] 1 # i
g - &
." .\_& : *. b e ;
/ S 2, ' %
- o’
-
4 - ~ -
3 &
\__4 . 4 V!
' -
'Hr-“_'. : -
- %
- .
r g ™ _1.”: 2
a; . -'_‘_.' -»
¥
-
# t »
-

Abbildung 8-10: Doppelmarkierung fur das X-Chromosom in Keimzellen der Primarfollikel, Fall g2, XX/XY-
Genotyp 100x.

Seite 46
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Abbildung 8-9: LINKS: Einfache Markierung fir das Y-Chromosom im Tubenepithel; hier sehr dicht
liegende Zellen, wobei die Signale als Doppelmarkierung erscheinen. RECHTS: Einfache Markierung fur
das Y-Chromosom im Ovotestis; beide Fall g 2, XX/XY-Genotyp, 100x.

Abbildung 8-10: Einfache Markierung fur das Y-Chromosom in Primérfollikeln und im ovariellen Stroma,
Fall g 2, XX/XY-Situation, 100x.
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8.3 Gruppe III: Fille mit X0/XY-Konstellation (Ullrich-Turner-

Syndrom, Gemischte Gonadendysgenesie)

Fall g3: Ausgepriigte Gonadendysgenesie mit atrophischem Hodengewebe bei angeg.

Turner-Syndrom und Trisomie 18.
Histologie: Streak-Gonade bestehend aus einem langlich ausgemogGebiet mit spindelzelligem
Keimdriisenstroma. In den zur Verfiigung stehendéck&in waren keine Hodentubuli oder
Anteile eines Nebenhodens zu finden. Die testilmaStrukturen waren jedoch [m
urspringlichen Befund beschrieben.

In dem vorliegenden Material ist eine X0/XY-Konstellation zu erkanr&n einfaches
Signal fuir das X-Chromosom taucht in allen Gewebekomponenten auf. Dhasoyfiosom
konnte im vorliegenden Material in 5 - 10 % der Zellen gefunden werdefied ein
Mosaik mit einer X0/XY-Konstellation vor. Die XY-Komponente isteatlings nur
schwach ausgepragt. Das ovarahnliche Stroma der Streak-Gonade sethéilte die
Ubrigen Gewebeanteile.

X-Chromosom Y-Chromosom

02 Sign.
Glatte Muskulatur

m1Sign.

O Sign.
Endothel

Interstitium

Keimdriisenstrom

0% 20% 40% 60% 80% 100% 0% 20% 40% 60% 80% 100%

Abbildung 8-11: Signalverteilung des X- und des Y-Chromosoms in g 3.
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Fall g5: Gemischte Gonadendysgensie. Hypoplastisches Hodengewebe, Anteile einer

Tube, keine ovariellen Anteile.
Histologie: Teilweise locker und teilweise dichter gelagertedeiatubuli. Dazwischen in Gruppen
liegende Leydigzellen, an anderer Stelle auch lieltiBindegewebe zwischen den Tubuli.
Daneben finden sich Anschnitte von Nebenhodengewedieer Tube und eines
Samenleiters. Ovarielle Strukturen sind nicht nazikbar.

X-Chromosom Y-Chromosom

02 Sign.
W1 Sign.
moO Sign.

Samenleiter
(Epithel)

Tube (Epithel)

Leydigzellen

Nebenhoden

Hodentubuli
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Abbildung 8-12: Signalverteilung des X- und des Y-Chromosoms in g 5

Im vorliegenden Gewebe liegt eine X0/XY-Konstellation der Gesbidehromosomen

vor. Bei der Reaktion auf das X-Chromosom zeigte sich in allen Neidlé&Signal. Dabei

ist eine Signaldichte von 86% im Epithel der Tube und des Samenlgiar82% in den
Sertolizellen und 63 % in den Leydigzellen zu nennen.

Die Zelllinie mit dem Y-Chromosom konnte ebenfalls in allen Gekefmponenten
nachgewiesen werden. Hier besteht ein unterschiedliches Verteiusigs fir das Y-
Chromosom. Besonders in der Epithelauskleidung von Nebenhoden, Samenleiter und
Tube, aber auch in den Sertolizellen der Hodentubuli ist das Y-Chromoskah f
unterschiedlich haufig verteilt. Hier findet man Areale mit dadiner Signaldichte neben
Abschnitten, in denen kein Y-Chromosom vorkommt. In den Gefaliwandzellen und in dem
Bindegewebe, sowie in den Leydigzellen sind die Signale gleichmé&Rig verteilt.

Daneben gibt es auch quantitative Unterschiede bei der Reaktion adf@la®mosom.
Wahrend im Plattenepithel des untersuchten Schwellkérpergewebedidaztllen (85%)

ein Signal zeigen, kommt es im Endothel (36%), in den Sertoliz&i&b), im Epithel des
Nebenhodens (12%) und im Samenleiter nur mit 10% vor. Im Epithel der €igdiesich

das Y-Chromosom nur an einer Stelle (< 5%).

Damit besteht ein Chromosomenmosaik mit ungleicher Gewebebeteiligpsggsamt ist

die XY-Komponente seltener vertreten als die Zellen mit X0-Konstellation.
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Abbildung 8-13: Oberflachenepithel eines klinisch als Klitorishypertrophie bezeichneten

Schwellkdrpergewebes mit einfacher Markierung gegen das X-Chromosom, Fall g 5, X0/XY-Genotyp,
100x.
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Fall g6: Gem. Gonadendysgenesie; Gonadoblastom,  Tuben- und

Nebenhodenstrukturen, keine ausdifferenzierten Ovar- oder Hodenanteile.
Histologie: Vor allem aus Bindegewebe aufgebaute dysgenetiscmade. An einer Stelle ein dinner
Saum ovardhnlichen Stromas ohne nachweisbare Ruifiké@l. AulRerdem eine Tube mit
regularer Epithelauskleidung sowie Nebenhodenkaealanit verringerter Lichtung. An
einer Stelle Gonadoblastomherde. Diese Tumorzédnesit grof3en zytoplasmareichen
Keimzellen mit prominenten Nucleoli sowie verkalkte Einschliissen. Keine
ausdifferenzierten Hodenanteile.

X-Chromosom Y-Chromosom

Gonadobalstom 02 Sign.

W1 Sign.
glatte Muskulatur
moO Sign.

Endothel

Tube / Epithel

Nebenhoden /
Epithel
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Abbildung 8-14: Signalverteilung des X- und des Y-Chromosoms in g 6

Die Diagnose eines Hermaphroditismus konnte hier nicht gestaittewe Histologisch
liegt nur an einer Stelle ein dinner Saum ovardhnlichen Stromas ohmeersdare
Primarfollikel vor.

Hier wurde in den meisten Zellen ein Signal fir das X-Chromosomestiw das Y-
Chromosom gefunden. Die Gonosomenkonstellation besteht somit aus einen}ags
einer XY-Zelllinie. Dabei herrscht ein deutliches Ubergewicht dellen mit XY-
Konstellation.

Des Weiteren besteht hier ein quantitativer Unterschied zwiscimeovdeiellen Strukturen
(47%) und den Signalen im Nebenhoden (68%) fiir das Y-Chromosom. Im Seiteicherg
der beiden Gonaden ist die Verteilung der Gonosomen gleich.

In den Keimzellen der Gonadoblastomherde wurden Kerne mit 59% fur efre X
Konstellation, sowie 18% mit zwei Y-Chromosomen gefunden.
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Abbildung 8-16: Gonadoblastomherde in einer dysgenetischen Gonade mit X0/XY-Genotyp; Fall g6, Alter
6 Jahre, HE 25x.
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Abbildung 8-15: XX-Situation in Zellkernen des Gonadoblastoms, Fall g6, X0/XY-Genotyp, 100x.
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Fall g7: Gemischte Gonadendysgenesie; zwittrige dysgenetische Gonade.
Histologie: Undifferenzierte gemischte Gonade mit hodentubaltigen Formationen und einzelnen
prominenten Spermatogonien. Weiterhin finden sich:

a) zellreiches spindelzelliges ovaréhnliches Stroma

b) Nebenhodenkanalchen

C) eine Struktur als muskelkraftiger Gang und abgaflacSchleimhaut (Samenleiter)
d) eine Tube mit papillar geformtem Schleimhautrelief

€) gefaRk- und nervenfaserhaltiges Bindegewebe mitkicistigem Deckzellbelag.

X-Chromosom Y-Chromosom

Keimzellen 02 Sign.
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mo Sign.

(Epithel)

ovaréhnliches
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Nebenhoden
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Abbildung 8-17: Signalverteilung des X- und des Y-Chromosoms in g 7

Bei diesem Fall wurde die Diagnose einer gem. Gonadendysgeasta#itgda es sich bei
den beschriebenen ovarédhnlichen Anteilen nur um einen Bereich mit spiligkize
Stroma handelt. Ein differenziertes Ovar oder dessen Anteilehiamicht zu finden.
Somit konnte dieser Fall nicht als Hermaphroditismus verus klassifiziedewer

Bei der In Situ-Hybridisierung zeigte sich ein Mosaik bestehend emsr XO0/XY
Gonosomenkonstellation. Die beiden Zelllinien sind in allen untersuchten
Gewebekomponenten enthalten. Sowohl die testikularen als auch die avasp#eiell
weiblichen Anteile (z.B. Tube) enthalten ein Y-Chromosom. Dabei istXd&Derivat
unterschiedlich stark vertreten. Im Endothel findet man 75% alleneKgrit einem Y-
Chromosom. In den Epithelien von Tube, Nebenhoden und Samenleiter 50% aller Kerne
mit einem Y-Chromosom. Im ovarahnlichen Stroma reagierten nur 31%etlen positiv

auf Y. Auch in diesem Fall liegen in den epithelialen StrukturerZdilen mit einem Y-
Chromosom fokal gehauft vor. Es besteht eine X0/XY-Konstellation mérsettiedlich
starker Auspragung der beiden Komponenten. Die XY-Komponente ist amgténfig
Endothel und in einigen Bereichen des Nebenhodens zu finden. Die geringptégung
findet sich im ovaréhnlichen Stroma.
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Fall g10: Gemischte Gonadendysgenesie mit iiberwiegend unreifem Hodengewebe,

wenig ovariellem Stroma; Schwellkorperhyperplasie.
Histologie: Unreifes Hodengewebe mit unterschiedlich dicht geten Tubuli und Ubergang in gin
spérliches Rete testis. An einer Stelle Ubergangitinzellreiches ovarahnliches Stroma.
Keine Primarfollikel und Eizellen. Vereinzelt Legdiellen. An der Oberflache der Gonade
kubische Deckzellen. AuRerdem Préparate eines plgstischen Schwellkdrpers.

X-Chromosom

Glatte Muskulatur
02 Sign.
Endothel m1Sign.
mO Sign.

Deckzellbelag

ovarahnlicher Bereic

Leydigzellen

Hodentubuli
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Abbildung 8-18: Signalverteilung des X-Chromosoms in g 10

Bei diesem Fall konnten keine endeutigen Anteile eines Ovars naeksgewwerden.
Somit ist auch hier die Diagnose einer gemischten Gonadendysgenésieht die eines
Hermaphroditismus gestellt worden.

Im Rahmen der zytogenetischen Untersuchungen konnte eine  XO/XY-
Gonosomenkonstellation festgestellt werden. Bei der In Situ-Hylaidisg wurde in allen
Gewebeanteilen das X-Chromosom mit einem Signal pro Zellkern neiesge. Das Y-
Chromosom konnte im vorliegenden Material nicht nachgewiesen werden. Als
Untersuchungsmaterial stand regulares Material als Resk&tighend aus einer Gonade
und einem weiteren Block mit Schwellkérpergewebe zur Verfligung.ddos Resektat
wurden 6 und aus dem zweiten Block weitere 4 Praparate zum Nacbegisy-
Chromosoms in unterschiedlichen Versuchsdurchlaufen angefertigt. Wahrend di
Kontrollpraparate jeweils Signale fiir das Y-Chromosom zeigte blier der Nachweis
negativ. Die Darstellung des X-Chromosoms war dagegen unproblédmatiss dem
Ergebnis der In Situ-Hybridisierung ging eine einfache X0-Konstellation hervor.
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Fall g11: Gemischte Gonadendysgenesie: Rechts atrophischer Hoden, links Streak-

Gonade, zwittriges dulleres Genitale.
Histologie: (Rechts): Hodengewebe mit atrophischen Hodentubuoterstitiell Leydigzellen und
lockeres Bindegewebe. Hier keine ovariellen Anteile
(Links): Sparliche, stark atrophische Hodentubutiwie Anteile des Nebenhodens.
Randlich ein Bereich aus ovaréhnlichem Gewebe, gt vereinzelt Primarfollikel.

Im Fall gl1 liegt ebenfalls ein klinisch angegebener XY/XO0 K#nqy vor. Das
Untersuchungsmaterial ist hier im Rahmen einer Sektion entnommetierwober
Nachweis erbrachte in allen Zelltypen ein Signal fir das X-Cbsom und ein Signal fur

das Y-Chromosom. Im sparlich vorhandenen ovariellen Anteil konnten die
Geschlechtschromosomen nicht nachgewiesen werden. Insgesamt @iatitét der In
Situ-Hybridisierung am Sektionsmaterial unbefriedigend.

Neben der sparlichen Signalausbeute ist bei diesem Material eiaeke
Hintergrundfarbung aufgetreten. Eine Gonosomenkonstellation mit einer X0 unX¥ine
Zelllinie konnte dennoch eindeutig nachgewiesen werden. Das Mosaik findet sich auch hier
in allen untersuchten Zellverbanden.

8.4 Gonadendysgenesie mit XY-Translokation

Fall g9: Dysgenetische Gonade mit Ovar und zystisch aufgeweiteten Follikeln,

Gelbkorper, atrophisches Hodengewebe.
Histologie: Dysgenetische Gonade bestehend aus einem Saumarigllem spindelzelligem Strom

= P

darin eingelagert zahlreiche Primérfollikel. Nacimen zystisch aufgeweitete Follikel mit
kubischem Epithelbelag sowie mehrere vernarbte Kéefler. Aul3erdem eine Tube und
eine Region mit sparlichen, atrophischen hoden-. bmbenhodenahnlichen Struktur
Keine Leydigzellen.

D
>

X-Chromosom Y-Chromosom (DYZ 2)

ovarielles Stroma| .
02 Sign.

Follikelepithel /

W1 Sign.
Zyst. Follikel 9

moO Sign.

Tube (Epithel)

Gefamuskulatur

Endothel

l
l
l
Bindegewebe l
l
l
Hodengewebe l

O;/o 23% 4(;% 6(;% 8(;% 100% Ogﬁs 2(;% 4(;% 6;)% 8(;% 10¢O%

Abbildung 8-19: Signalverteilung des X- und des Y-Chromosoms in g 9

Im vorliegenden Material ist eine XY-Translokation durch die voragaggene
humangenetische Untersuchung nachgewiesen worden. Es wurde eine Kmmstella
beschrieben, bei der vom Y-Chromosom der vollstdndige heterochromatischehBles

langen Arms auf das X-Chromosom transloziert wurde. Im BereictXdeésromosoms
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liegt der Bruchpunkt im kurzen Arm. Die Untersuchung des X-Chromosomseaniln
Situ-Hybridisierung erbrachte in allen Gewebekomponenten zwei Sigise der
Uberschichtung mit der Sonde DYZ 2 (Fa. Bohringer) gegen das Y-Choamksnnte
eine einheitliche Markierung mit einem Signal je Zellkern gefanderden. Gemal3 der
prozentualen Verteilung der Signale ist hier kein Mosaik zu erkenmneétZich wurden
Praparate mit einer zentromerspezifischen Sonde (DYZ 3, Fa. Canugefertigt. Diese
zeigt keine Reaktion mit den vorhandenen Y-chromosomalen Sequenzen. DieDS@nde
3 bindet am Zentromer, die Sonde DYZ 2 hingegen im distal gelegeztenoehromatin
des langen Arms des Y-Chromosoms. Die verwendete Sonde gegen dasma€bm
(DXZ 1) richtet sich ebenfalls gegen dessen zentromeren Bereich.

Eine genaue Beschreibung der verwendeten Sonden findet sich in detuiinigi.3.2.
Satelliten-Sonden).

Ohne Information Uber die strukturellen Aberrationen wirde man in dieaimunachst
auf eine XXY-Konstellation schlieen. Die fehlende Reaktion mit [3YZeigt jedoch die
Abwesenheit der heterochromatischen Region des Y-Chromosoms an.

8.5 Ergebnisse an Keimzellen in den untersuchten Gonaden

In drei der untersuchten Falle mit Gonadendysgenesie konnte in denellemdes Ovars
eine Anfarbung der Chromosomen gewonnen werden.

Fall Karyotyp Gruppe Gonade / aul3eres Genitale Keimzellen
g2 46,XX/46,XY  Hermaphroditismus re.: Ovar, Hoden Oozyten: XX, X, Y
li. Hoden
g7 45,X0/46,XY  Gem. Ovaranteile, Oozyten: XX, X, Y, YY
Gonadendysgenesie atrophischer Hoden, Steakgonade
g9 46X,t,(X:Y) Gonadendysgenesie beiOvar, Giberwiegend unreifes Oozyten: X, Y
Translokation Hodengewebe, intersex. Genitale

Tabelle 8-1: Keimzellen in den untersuchten Gonaden

Fall g2: In den Praparaten wurden Keimzellen (primére Oozyten) mit eimehmit zwel

X-Chromosomen sowie andere mit einem Y-Chromosom beobachtet.

Fall g7: Hier finden sich ebenfalls Zellen mit einem als auch Zellerzmei Signalen fur
X. Aul3erdem sind hier einige einfache und doppelte Signale bei dend®ealf das Y-
Chromosom zu finden.

Fall g9: Auch hier wurden Keimzellen mit einem Signal fur das X- und eifierdas Y-

Chromosom dargestellt.

Eine quantitative Aussage ist bei der Auswertung jedoch schwierggnem HE-Schnitt
wurden 60 intakte Primarfollikel mit einer Eizelle gefunden, wéhren@inem ISH-

Praparat nur 15 zu identifizieren waren. Wegen der geringen ZaAkten in denen ein
Signal zu finden war, wurde auf die quantitative Auswertung verzichtet.
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9 Gonadale und extragonadale Keimzelltumoren - Ergebnisse

9.1 Ergebnisse an reifen Teratomen

Histologie des untersuchten Materials

Die untersuchten Tumoren enthalten ein gemischtes Bild an untergstdieedl
Gewebeanteilen. Sowohl bei den sakrokokzygealen als auch bei den avaunietle
testikularen Teratomen finden sich wiederkehrende histologische Msstgass diese hier
zusammengefasst dargestellt werden.

Histologie: Am haufigsten fanden sich entodermale Epitheliearubter sind respiratorisches und
schleimbildendes, darméhnliches Epithel sowie aesige Drisenanteile. Zu den
ektodermalen Gewebekomponenten gehdren Haut miagggebilden, Neurogliazellen,
verhorntes und nicht verhorntes Plattenepithel. &ithelialen Bestandteile umkleiden
zahlreiche unterschiedlich groR3e Zysten. Anteilie, dem Mesoderm entstammen, sind
Knorpel und Knochengewebe, glatte Muskulatur sdveit- und Bindegewebe.

Fall Lokalisation Ektoderm Mesoderm Entoderm
th3  Hoden verhorntes Plattenepithel mukoide Driisen
th4 Hoden verhorntes PlattenepitheKnorpelgewebe mukoide Driisen

Hautanhangsgebilde

to3  Ovar verhorntes glioses Gewebe, Fett, mukoide Driisen
Plattenepithel, Knorpelgewebe
Hautanhanasaebils

to5  Ovar verhorntes und nicht Fettgewebe und Muskulatur  respiratorisches und
verhorntes Plattenepithel, intestinales Epithel,
Hautanhanasaebils muzind:-azinare Drise

to6  Ovar Plattenepithel Binde- und Fettgewebe,

Muskulatur, glioses Gewebe

to7  Ovar Plattenepithel, Fett und Bindegewebe, respiratorisches Epithel
Hautanhangsgebilde glises Gewebe

to8  Ovar Plattenepithel glioses Gewebe, Fett und respiratorisches
Bindegewebe interstinales Epithel
ts] Steil3bein, wbl. Plattenepithel glioses Gewebe, it respiratorisches

Bindegewebe, lymphatischesntestinales Epithel
Gewebe, Muskulat:

ts6 Steil3bein, wbl. Plattenepithel Fett und Bindegewebe gemischte Driisen
guergestreifte Muskulatur, respiratorisches
alidse Strukturen, Knorpe  intestinales Epith

ts8 Steil3bein, wbl. Plattenepithel glioses Gewebe, it hochprismatisches
Bindegewebe Epithel, Drisenanteile

Tabelle 9-1: Histologische Zusammensetzung der untersuchten reifen Teratome
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Abbildung 9-1: Reifes Teratom des Ovars mit Gliazellen und Driisenformationen; Fall to3, Alter 6 Jahre,

HE 25x.

2: Reifes Teratom des Hodens, mit verhorntem Plattenepithel ausgekleidete Zysten, randlich

altersentsprechende Hodentubuli; Fall th3, Alter 7 Jahre, HE 25x.

Abbildung 9
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9.1.1 Reife Teratome des Hodens

Die Praparate zeigen einen regularen Gonosomenbestand. In allebhe@etgden wurde
ein Signal fir das X-Chromosom und ein Signal fur das Y-Chromosom gefunde
Doppelmarkierungen (bis zu 7% fir Y) wurden auf die Uberlappung von Zelikerne
zurtckgefuhrt und nicht als Disomie gewertet.

X-Chromosom Y-Chromosom

Glatte Muskulatur

02 Sign.

Endothel W1 Sign.

mO Sign.

Knorpelgewebe H
Driisenanteile;
Plattenepithel
Leydigzellen
Hodentubuli
% 20% 40% 60% 80

% 100% 0% 20% 40% 60% 80% 100%

0

Abbildung 9-3: Signalverteilung des X- und des Y-Chromosoms reifen Teratomen des Hodens

9.1.2 Reifen Teratome des Ovars

Alle untersuchten Teratome des Ovars zeigten den entsprechenden Goresdand des
Tragers. Bei den weiblichen Tumoren (Stei3bein und Ovar) fanden s&fv4rbis 81%

der Zellen zwei Signale fiir das X-Chromosom. Drei Signale (8ij@ungen) wurden in
maximal 3% der Kerne gefunden.

X-Chromosom

CGlatte Muskulatur ‘

o3 Sign.

o2 Sign.

Endothel ‘ m1 Sign

moO Sign.
Ovarielles Stroma H ‘
resp. Epithel ‘
intestinales Epithel ‘
mukoide Drisen ‘
Knorpelgewebe l ‘
glisses Gewebe| l ‘
Hautanhangsgenilde| ”
Plattenepithel l ‘
| | | |

t t t

L L 4 4 4 4
T t t t t t t i
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Abbildung 9-4: Signalverteilung des X-Chromosoms in reifen Teratomen des Ovars

9.1.3 Sakrokokzygeale reife Teratome

Es wurden Tumoren von drei weiblichen Patienten untersucht. Die Sigeaivey ist
entsprechend der reifen Teratome des Ovars. Genauere Angaben ficldein sien
Tabellen des Anhangs.
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Abbildung 9-5: Reifes Teratom des Hodens, einfache Markierung fur das Y-Chromosom im Plattenepithel
der Tumorkomponente; Fall th 4, Alter 7 Jahre, 100x.

Abbildung 9-6: Reifes Teratom des Ovars, Doppelmarkierung fiir das X-Chromosom in Tumoranteilen;
Fall to 3, Alter 6 Jahre, 100x.
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9.2 Partiell unreife Teratome

Diese Gruppe umfasst ebenfalls Tumoren des Hodens, des Ovars, aawi®lszygeale
Tumoren. Zur besseren Ubersicht sind diese Falle hier noch zunachst kurz dargestellt

Fall Lokalisation Zusammensetzung

thl Hoden Teratom des Hodens mit reifen und unreifenwdbeanteilen, 11° nach
Gonzales-Crussi

th2 Hoden Unreifes Hodenteratom, II° nach Gonzales<rus

tol Ovar Uberwiegend reifes, fokal immatures Teratons d@vars; Gliomatosis

Peritonei, II° nach Gonzales-Crussi
ts2 SteiRbein, mannlich  Unreifes SteilRbeinteratom @émGonzales-Crussi)

ts4 SteilRbein, weiblich  Teils immatures Teratom (IIith&onzales-Crussi)

1s5 Steil3bein, weiblich  Teilweise unreifes Gewebe; (th Gonzales-Crussi)

Tabelle 9-2 Ubersicht tiber die partiell unreifen Teratome.

Fall thl: Teratom des Hodens mit reifen und unreifen Gewebeanteilen. I1I° nach

Gonzales-Crussi
Histologie: Bei den reif ausgebildeten Strukturen handelt €s sm Anschnitte einiger Zysten, die mit
schleimbildenden und respiratorischem Epithel sowieht verhorntem Plattenepithel
ausgekleidet sind. Daneben reichlich Bindegeweba glatte Muskulatur. Die unreifen
Anteile nehmen etwa die Hélfte des Schnittes eiar fihden sich unreife Neurotubuli, die
teilweise rosettenartig angeordnet sind. Weiterlfinschnitte unterschiedlich dicht

gelagerter Hodentubuli deren Lumen teilweise staduziert ist.

X-Chromosom Y-Chromosom

Glatte Muskulatur 02 Sign.

W1 Sign.

Endothel
mO Sign.

reife gliése Anteile

unreife Neuroglia

Plattenepithel

Hodentubili

0% 20% 40% 60% 80% 100% 0% 20% 40% 60% 80% 100%

Abbildung 9-7: Signalverteilung des X- und des Y-Chromosoms in th 1

Die Grafiken zeigen die Signalverteilung der beiden Geschlecbhtasbmen. In den
unreifen, neurogliésen Strukturen finden sich haufiger zwei Signat#afiiX- und das Y-
Chromosom.
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Fall th2: Unreifes Hodenteratom, Grad II, n. Gonzales-Crussi

Histologie:

Seite 62

Unterschiedlich dicht gelagerte Hodentubuli, aketsprechend fehlende Spermiogenese,

vereinzelt Leydigzellen. Tumor aus unreifen gliosemd neurotubuldren Strukturen m

it

dicht zusammengelagerten kleinen Zellen. Dieseainiéem hyperchromatischen Kernen,

daneben reife glibse Anteile. In weiteren Praparaténteile des Nebenhoder
Tumoranteile hier aus Zysten mit verhorntem Plagéthel und schleimbildendem Epithe

Fall tol: I"Jberwiegend reifes, fokal immatures Teratom des Ovars; Gliomatosis

Peritonei. Grad II nach Gonzales-Crussi.

Histologie:

Zysten mit unterschiedlicher Epithelauskleidung.n&zen reichlich glibses Gewebe mit

Glia- und Ganglienzellen. Unreife Anteile aus néubaolusartigen Formationen mit
erhohter Mitoserate und hoéherer Zelldichte. Die¢e zbttenartige, teilweise papillar

aufgeworfene Zellverbande mit stark basophilen umerschiedlich groBen Kernen.

Fall ts4 und tsS, weiblich: Sakrokokzygeales Teils immatures Teratom (Grad 2 nach

Gonzalez-Crussi)
Buntes Zellbild, Zysten mit unterschiedlicher Aweslung, Zylinderepithel unterschiedlich

Histologie:

differenziert. AuRerdem reife, driisige Anteile uddorpelgewebe. Fokal unreifes glits

es

Gewebe und unreife Neurotubuli mit erhdhter Mitaser Die ausgereiften epithelialen

Komponenten bestehen aus respiratorischem, tedveeisleimbildenden Epithel.

Bei diesen Tumoren ergab die ISH einen regularen, dem Geschlaspreehenden
Chromosomensatz. Die unreifen Tumoranteile reagieren wie die fevsd#fierte
Komponenten. Bei der Reaktion auf das Y-Chromosom konnten in den weiblichen
Tumoren keine Signale nachgewiesen werden.

Fall ts2, ménnlich: Unreifes SteiBbeinteratom (Grad 1 nach Gonzales-Crussi)

Histologie:

Zahlreiche verschiedene Gewebearten, insbesondersterZ mit unterschiedliche
Auskleidung. AufRerdem ausgeprégte neuroglibse kntedie teilweise tubuldr un
teilweise rosettenartig angeordnet sind. Diese unterschiedlicher Zellreife. Vereinze
unreife neuroepitheliale Anteile mit erhéhter Mioste.

n
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Endothel

Driisenanteile

Knorpel

respiratorisches E.

unverhorntes E.
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.
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I |
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Abbildung 9-8: Signalverteilung des X- und des Y-Chromosoms in ts 2
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Abbildung 9-9: LINKS: Doppelmarkierung fur das Y-Chromosom in den unfeifen neuroglidsen Anteilen,
RECHTS: unreife neurogliése Anteile eines Steillbeinteratoms; beide Fall ts 2HE, 50x.

Abbildung 9-10: Partiell unreifes Teratom des Stei3beins mit unreifen neurogliésen Anteilen; Fall ts 2,
mnl., Alter 1 Tag, HE 25x.
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9.3 Gemischte Keimzelltumoren

Fall thS: Gem. Keimzelltumor des Hodens: Embryonales Karzinom, unreifes

Teratom.
Histologie: Maligner gemischter Keimzelltumor pT1, aus Anteileines embr. Karzinoms und eines
unreifen Teratoms. Uberwiegend atypische groRee@ethit hyperchromatischem Kernen
und priominentem Nucleolus. Daneben Hodengeweb@takter Spermiogenese.

X-Chromosom Y-Chromosom

03 Sign.
02 Sign.
|1 Sign.
@O Sign.

glatte Muskulatur

Endothel

Tumorzellen (EC)

unreifes Terato

Hodentubuli

o0 aw  ave o  aw 10 o % am w100
Abbildung 9-11: Signalverteilung des X- und des Y-Chromosoms inth 5
In den Tumorzellen besteht eine deutliche Hyperploidie fir das X-ChoymoBas Y-
Chromosom ist regular verteilt.

Fall th6: Gemischter Keimzelltumor des Hodens: Ausgedehntes embryonales

Karzinom, Dottersacktumor, intratubuliire Neoplasie, reifes Teratom.
Histologie: Komplex aufgebauter Tumor, aul3en tumorfreies Hoeeebe. Tumor aus Zysten mit
unterschiedlichem Epithel. Uberwiegender Teil desndrs jedoch aus girlandenartigen,
epithelialen Formationen, hier Zellatypien und &ghe Mitosen. Ausgedehnte
herdférmige Nekrosen. Der maligne Teratomanteiliisrwiegend von einem embryonalen
Karzinom gebildet. Daneben Anteile eines Dotteraaobrs.

X-Chromosom Y-Chromosom

glatte Muskulatur .
o3 Sign.

02 Sign.
W1 Sign.
moO Sign.

Endothel

Dottersacktumor|

embryonales
Karzinom

Plattenepithel (reifes
Teratom)

Nebenhoden
(Epithel)

Sertolizellen

0% 20% 40% 60% 80% 100% 0% 20% 40% 60% 80% 100%

Abbildung 9-12: Signalverteilung des X- und des Y-Chromosoms in th 6
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In den Hodentubuli kommen einige prominente Zellen mit XX-Konstellation@aneben
finden sich reichlich aneuploide Tumorzellen. Diese tragen zwei abler X-
Chromosomen und 10-13% zwei Y-Chromosomen. Auch die Zellen des Plattesepithel
zeigen uberwiegend zwei X-Chromosomen. Das Endothel zeigt einenarssgul
mannlichen Gonosomenbefund.

Fall to4: Gemischter Keimzelltumor des Ovars: Vorwiegend embryonales Karzinom;

reifes und immatures Teratom; maligner Dottersacktumor.

Histologie: ~Gemischter maligner Keimzelltumor, bestehend aus
a) embryonalem Karzinom mit fokalen Anteilen eineaignen Dottersacktumor,
b) reifem Teratom
¢) unreifem Teratom
Hauptsachlich atypische, girlanden- bzw. netzaatigeordnete Formationen mit grof3en,
polymorphen Zellen und zahlreichen Mitosen. Tumat weiteren reifen und unreifgn
Gewebsanteilen: Knorpel, Zysten mit respiratoriscetigpithel, neurotubuléare Formationen.

Abbildung 9-13: Signalverteilung des X-Chromosoms in to 4

X-Chromosom

Tumorzellen, EC 03 Sign,

02 Sign.
W1 Sign.

glatte Muskulatur @O Sign.

Endothel

Gliazellen

Plattenepithel

Tumorzellen, YST l l

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Bei der In Situ-Hybridisierung zeigte sich eine deutliche Hyop@l@ fir das X-
Chromosom in folgenden Gewebeanteilen: Tumorzellen, Gliazellengeridaithel. In
diesen Anteilen finden sich zwei oder drei X-Chromosomen.



Ergebnisse

Abbildung 9-14: Maligner, gemischter Keimzelltumor bestehend aus embryonalem Carcinom und
unreifem Teratom, Fall th 5, Alter 17 Jahre, HE 25x
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Abbildung 9-15: LINKS: Ein, zwei und drei Signale fiur das X-Chromosom in Zellkernen des EC-Anteils, th
5, 100x; RECHTS: Doppelmarkierung fir das Y-Chromosom im YST-Anteil, Fall th 6, 100x.
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Abbildung 9-16: LINKS: Gemischter Keimzelltumor des Ovars, unreife Gliazellen; RECHTS: Anteile des
embryonalen Carcinoms; beide Fall to 4, Alter 13 Jahre, HE 50x.
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Abbildung 9-17: Kerne mit zwei und mit drei Signalen fir das X-Chromosom in unreifen Gliazellen, Fall to
4, 100x.
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Fall
Dottersacktumor), Steillbein, weiblich.

ts3: Hochmaligner gemischter Keimzelltumor (embryonales

Karzinom,

Histologie:

Solide bis girlandenférmige, teils drusige Zellé@nde. GroRe polymorphe Tumorzel

mit prominentem Nukeolus. An einer Stelle auch rsdeiedlich grol3e, stark basophile
Atypische

retikuldre Anordnung mit SchilBuval-Kérperchen.
herdférmigeekddsen, unscharfe Begrenzun

Zellen. Teilweise
Mitosefiguren, choriale Riesenzellen,

Infiltration. Der Tumor enthalt Gberwiegend Anteileines embryonalen Karzinoms,

daneben auch Anteile eines Dottersacktumors, diéokal ausgepragt sind.

Tumorzellen, YST

glatte Muskulatur

Endothel

Tumorzellen, EC

X-Chromosom
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l mO Sign.
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Abbildung 9-18: Signalverteilung des X-Chromosoms in ts 3
Einige Tumorzellen enthalten drei oder teilweise sogar vierhke@osomen. Ein Y-
Chromosom wurde nicht gefunden.

9.4

Embryonales Karzinom

Fall th8: Embryonales Karzinom des Hodens

Histologie:

Maligner Keimzelltumor, hauptsachlich mit Anteilemes embryonalen Karzinoms. Dieser

aus girlandenartigen und teilweise retikuléren I8tmen. Einige sogenannte Schiller-Duval-
Korperchen. Die groBen Tumorzellen besitzen einelynporphen hyperchromatischen

Kern, das Zytoplasma ist unscharf begrenzt. Ramdginige reguldre Hodenantei
teilweise mit reduzierter Lichtung.

glatte Muskulatur

Endothel

Hodenanteile

X-Chromosom Y-Chromosom

3 Sign.
02 Sign.
m1Sign.
mO Sign.

0%

100%

80%

20% 40% 60% 80% 100% 0% 20% 40% 60%

Abbildung 9-19: Signalverteilung des X- und des Y-Chromosoms in th 8
In den Tumorzellen konnten deutlich Kerne mit zwei oder drei X-Chromasome 10%
der Kerne mit 2 Y-Chromosomen nachgewiesen werden.

e,
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Abbildung 9-20: Embryonales Carzinom (EC) des Hodens mit und polymorphen Tumorzellen; Fall th 8,
Alter 19 Jahre, HE 50x
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Abbildung 9-21: Doppelmarkierung (Hyperploidie bei Tumorproliferation) fiir das Y-Chromosom in den
Zellen des EC-Anteils; Fall th 8, Alter 19 Jahre, 100x
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10 Zusammenfassung der Ergebnisse

In dieser Arbeit wurden 12 Falle mit Gonadendysgenesie und 21 Patraritesinem
Keimzelltumor untersucht. Zuvor wurden Vorversuche und Vergleichspréaparate
angefertigt. In dieser Zusammenfassung soll noch einmal auf dgientliehen Befunde
eingegangen werden.

10.1 Vorversuche, Kontrollen und Vergleichspriparate

» Mit der hier verwendenten Methode lassen sich die Geschlechtschroemsom
Paraffinschnitten von ovariellem und testikularem Gewebe nachweisen.
» Die Signalverteilung entspricht dem Geschlecht des untersuchten Individuums.

» Die Methode kann zur Geschlechtsbestimmung herangezogen werden.
» Die verschiedenen Zellen der Spermatogenese lassen sich hier nicht auswerte
* An weiblichen Keimzellen wurden Signale fiir das X-Chromosom gefunden.

Vorversuche

In den Vorversuchen wurde zunachst die Anwendbarkeit sowie die Sertsitivida
Spezifitat der DNA-Sonden getestet. Zur Erstellung dieser Ri@pawurden
Gewebeproben (Hoden, Ovar, Adnexe und Samenleiter) von Patienten Ubersdbhéchte
denen kein Verdacht auf eine gonosomale Aberration bestand.

Die Signalverteilung fir das X- und das Y-Chromosom entsprach hierjeleailigen
Genotyp: In Zellkernen mannlicher Individuen wurde ein Signal fir dashX-ein Signal

fur das Y-Chromosom gefunden. In ,weiblichen* Zellen wurden mit der Sgaden das
X-Chromosom zwei Signale, mit der y-spezifischen Sonde dagegen kein Signal gefunde
Da bei der Interphasezytogenetik die Morphologie der Gewebeschaitgehend erhalten
bleibt, kdnnen die unterschiedlichen Gewebekomponenten getrennt ausgeewstést. Wn

jeder einzelnen Gewebeart konnte somit das Vorhandensein der Geschiechbsomen
nachgewiesen werden.

Zusétzlich wurde Nierengewebe von mannlichen und weiblichen Patientestliibbtet.

Auch hier konnte die Verteilung des X- und des Y-Chromosoms bestimmtpmmtesne
Geschlechtsbestimmung mit der hier angewendeten Methode durchgefihrt werden.
Zellen der Spermatogenese

An den Zellen der Spermatogenese konnte keine eindeutige Auswertung der
Signalverteilung in den unterschiedlichen Zellen durchgefihrt werden. Die
unterschiedlichen Zellstadien lassen sich mit den hier angewerftitagverfahren nicht
voneinander unterscheiden. Die gewonnenen Signale konnten somit nicht den
Spermatozyten 1.0rdnung (diploid) und den Spermatozyten 2.0Ordnung (haploid)
zugeordnet werden. Insgesamt konnten in den Zellen der Spermatogeneder 64étne

mit einem Signal fir das X- und 54% mit einem Signal fir das h¥o@osom
nachgewiesen werden. Dieser vergleichsweise hohe Wert |aast delnlie3en, dass in der
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zu untersuchenden Zellpopulation die diploiden Spermatozyten haufigeraredied. Die

Hybridisierung und Auswertung der Signale an reifen Spermien isGaufd des hohen
Kondensationszustandes des Kernmaterials dieser Zellen nicht moglich.

Zellen der Oogenese

In den Praparaten des Vergleichkollektivs konnten ein oder zwei Sifjinaldas X-

Chromosom in den weiblichen Keimzellen dargestellt werden. Eine tpiaMai

Auswertung ist hier nicht mdglich, da sich nur wenige Zellen mi¢ra Signal finden
lieBen. Der groRe Durchmesser einer Keimzelle fihrt zwanggléwim Verlust des
Kernmaterials. Die Oozyten der Primér- und Sekundarfollikel sigts sliploid, wobei nur
eine Keimzelle kurz vor der Ovulation die Reifeteilung abschlief3t.

10.2 Ergebnisse der Gonadendysgenesien

» Das humangenetische Ergebnis konnte (mit einer Ausnahme) in allem|F
bestatigt werden.
 Der Nachweis einer Mosaikkonstellation gelang in allen untersoght
Gewebekomponenten des entsprechenden Individuums

* Bei den Patienten mit mannlichem Pseudohermaphroditismus fanden isieh ke
Chromosomenaberrationen.

» Bei den Fallen mit echten Hermaphroditismus wurden ebenfalls| die
humangenetisch beschriebenen Situationen bestatigt.

* Hier sind in den testikularen und in den ovariellen Anteilen XX- bXW-
Konstellationen zu finden.

» Die quantitative Auswertung zeigte beim Hermaphroditismus in denieden
Anteilen weniger Y-Chromosomen als in den tibrigen Komponenten.

* In weiblichen Keimzellen konnten bei diesen Fallen Y-Chromosomen
nachgewiesen werden.

» Fur epitheliale Strukturen konnte eine fokal unterschiedliche Mertedes Y-
Chromosoms nachgewiesen werden.

* Auch bei den Fallen mit gemischter Gonadendysgenesie konnten diéggeme
Mosaike nachgewiesen werden, wobei hier im Unterschied |zum
Hermaphroditismus eine gleichmafiige Verteilung zwischen mannli
weiblichen Strukturen bezuglich des Y-Chromosoms besteht. deiI\

Bei der Untersuchung an dysgenetischen Gonaden wurden die jeweiligero@enasnd
Mosaike mit Hilfe der In Situ-Hybridisierung dargestellt. Von d@nuntersuchten Fallen
konnte in 8 Fallen (Gruppe Il und Ill) ein Gonosomenmosaik nachgewiesen werden.
Dabei wurde hier das vorliegende humangenetische Ergebnis be&iétifdachweis der
Mosaiksituation gelang in den meisten Gewebekomponenten. Bei den FildK/XY -
Karyotyp sind in den ménnlichen und in den weiblichen Gewebeanteilem DeitexXX-
bzw. XY- Status zu finden. Insbesondere auf die Anwesenheit von Y-Chromosome
weiblichen Keimzellen (Falle g2, g7 und g9) muss in diesem Zusahang hingewiesen
werden. Bei den Fallen mit XO0/XY-Karyotyp (Gruppe lll) bestehieegleichmallige
Verteilung zwischen mannlichen und weiblichen Strukturen. Bei den Fafén
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Hermaphroditismus (Gruppe 1I) wurden in den ovariellen Anteilen weniger
Chromosomen gefunden als im testikularen Gewebe.

Gruppe I - Pseudohermaphroditismus

Die Gruppe | enthalt zwei Falle mit mannlichem Pseudohermaphrodgis Die
Untersuchung der Geschlechtschromosomen ergab hier einen regular@enstyp in
allen Gewebekomponenten. Quantitativ entsprechen die Ergebnisse jdemds der
Vergleichsgruppe. Das vorliegende humangenetische Ergebnis konnte btétigbe
werden.

Gruppe II - Hermaphroditismus

An den Praparaten dieser Gruppe konnten die humangenetisch beschriebenen
Chromosomenkonstellationen nachgewiesen und somit bestétigt werden.

Sowohl in den speziell mannlichen, wie auch in den weiblichen Gewebekompositte
Zellen mit XX- oder XY-Konstellation erfasst worden. Bei einéX/XY-Karyotyp finden
sich auch in den Hodentubuli (z.B. Sertolizellen) Kerne mit zweine@osomen. In den
weiblichen Strukturen (z.B. ovarielle Stromazellen) wurden dagegénzZallen einem Y-
Chromosom nachgewiesen. Das vorherrschende Mosaik betrifft alsarafiesuchten
Gewebe.

Die einzige Ausnahme bildet hier das ovarielle Gewebe gbh in dem keine Y-
Chromosomen festzustellen waren. g2ikonnte im Ovar ein niedrigerer Anteil der Zellen
mit einem Y-Chromosom als in den lbrigen Gewebekomponenten nachgewesrsiem.w
Bei der Untersuchung vogy (XY/XXY-Karyotyp) wurde in allen Geweben eine XXY-
und eine XY-Zelllinie gefunden. Dabei ist die XY-Konstellation in dechten Gonade
haufiger vertreten. Irg2 und g/2 ist somit eine Differenz in der Zusammensetzung
zwischen ovariellem und testikularen Strukturen zu finden.

Gruppe III - gemischter Gonadendysgenesie und Ullrich-Turner-Syndrom

Diese Gruppe umfasst funf Patienten mit gemischter Gonadendyiegemes einen
Patienten mit Ullrich-Turner-Syndrom. Somit wurden hier die FRaliehumangenetisch
beschriebenen X0/XY-Karyotyp zusammengefasst. Dieses Mosaik konntéemISH
bestatigt werden. Dabei waren die XY- sowie die XO-Situation #nmhichen und
weiblichen Gewebeanteilen zu finden. Die einzige Abweichung vom humadrsgbesa
Ergebnis besteht hier fir den Fgll0, bei dem keine Y-Chromosomen nachzuweisen
waren. Bei dem Patienten mit UTS fanden sich weniger Y-Chromasa@tsebei den
Ubrigen Fallen dieser Gruppe.

In Bezug auf die quantitative Verteilung der Geschlechtschromosonstehbdéei zwei
Fallen g6 undg7) ein Unterschied zwischen testikularen und ovariellen Strukturen. Hier
wurden in den ovariellen Anteilen weniger Y-Chromosomen gefunden, als nn de
testikularen Anteilen.
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Bei drei Fallen wurde daneben ein fokal gehauftes Auftreten eidajiinien dargestellt.
Diese betreffen die epithelialen Gewebe von Tube, Samenleiternineten sowie die
Sertolizellen der Hodentubuli.

In der Tabelle 10-1 sind die untersuchten Falle gegliedert nach dengewedruppen und
der vorherrschenden Zelllinie dargestellt. Die Tabelle 10.6 zeigt Ebersicht der
Ergebnisse in Bezug auf den Karyotyp und die jeweiligen untersuchten Gewebeanteile

* Gruppel Pseudohermaphroditismus maskulinus

g1, g8: XY-Konstellation, kein Mosaik

* Gruppell  Hermaphroditismus verus

g2: XX/XY-Mosaik, fokal unterschiedliche Auspragung
gl2: XX/XY-Mosaik, Uberwiegen des XY-Derivats

g4: XXY/XY-Mosaik, Uberwiegen des XXY-Derivats

* Gruppe III

Gem. Gonadendysgenesie und Turner-Syndrom

g3:

XY-Komponente schwach ausgepragt

g5: fokal unterschiedliche Verteilung
g6: Ubergewicht der XY-Komponente
g7: fokal unterschiedliche Verteilung
gl10: nur X0-Komponente gefunden
gll: Ubergewicht der X0-Komponente
* GruppeIV  Turner-Syndrom mit Translokation
09: XY - Translokation, kein Mosaik

Tabelle 10-1: Ergebnisiibersicht Gonadendysgenesien

10.3 Ergebnisse der Keimzelltumoren

* An den untersuchten Tumoren konnte stets das Geschlecht des
nachgewiesen werden.

* An reifen Teratomen zeigte sich keine Veranderung.

Nachweis parthenogentisch gebildeter Teratome wéare mit hon
verwendeten Methode moglich.

* An unreifen Teratomen und malignen Tumoren konnte jeweilZegewinn de
Geschlechtschromosomen nachgewiesen werden.

» Die haufigste Veradnderung ist dabei der Zugewinn des X-Chromosoms

e Der

rragers

Bei der Reaktion auf die Geschlechtschromosomen an Keimzelltumorere kanalien
untersuchten Fallen jeweils der entsprechende Gonosomensatz des heatgewiesen

werden.

Daruber

Geschlechtschromosomen:

Bei den reifen Teratomen konnte keine Verédnderung festgestellemdn der Gruppe der
partiell unreifen Teratome sind in zwei Fallen (thl und ts2) jewevei X-Chromosomen
und zwei Y-Chromosomen in den unreifen gliossen Anteilen nachzuweisendeBei

hinaus fanden sich folgende nummerische Aberrationen der
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Hodenteratom thl handelt es sich um ein partiell unreifes TeratinGmad Il nach
Gonzales-Crussi; bei dem Steil3beinteratom ts2 um einen Grad I-Tumor.

Der Zugewinn des X-Chromosoms stellt in den malignen Keimzellteindie haufigste
Veréanderung dar. Der Verlust eines Chromosoms wurde nicht festgestellt.

Die gemischten Keimzelltumoren zeigten alle eine Veranderum@daosomenbestandes.
In den Tumorzellen konnte hier in jeweils eine Hyperploidie der Gonostmamachtet
werden. Auch hier wurde der Zugewinn des X-Chromosoms als haufigeiedéeung
beobachtet.

In friheren Untersuchungen wurde diskutiert, dass sich Teratome auch dierch
Parthenogenese, also die Fusion zweier haploider Keimzellen eritwiakenen. Hier
ware in mannlichen Individuen eine XX- oder eine XY-Situation im Tuna@hzuweisen.
Der Nachweis einer solchen Konstellation im Tumormateriahistier hier angewendeten
Methode moglich. In dieser Arbeit wurden zwei reife Hodenteratog ynd t/4)
untersucht, an denen sich in allen Gewebekomponenten eine XY-Konstellation zeigte.
Im Gegensatz dazu konnten Zugewinne der Geschlechtschromosmen in fden rei
Teratomenteilen der gemischten Keimzelltumoren festgestellt werden.
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Karyotyp

Follikel

Keimzellen

gl

46, XY

g2

46, XX /46, XY

X, XX, Y

X, XX, Y

g3

45, X0/46, XY

g4

46, XY /47, XXY

X XX, Y

g5

45, X0/46, XY

g6

45, X0/46, XY

a7

45, X0/46, XY

X, XX, Y

g8

46, XY

g9

46, X, 1, (X;Y)

XXX, Y

X XX, Y

910 45, X0/ 46, XY

911 45, X0/46, XY

912 46, XX /46, XY

n

Tabelle 10.6: Ubersicht zur Gonosomenkonstellation der untersuchten Falle und Gewebekomponenten

n

()

fokal unterschiedliche Signaldichte

nicht ausgewertet

nur geringe Auspragung dieser Zelllinie
ohne Angabe: Gewebestruktur nicht vorhanden
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IV. Diskussion

11 Gegenstand und Methode - Diskussion

11.1.1 Allgemeines

Nummerische Aberrationen der Geschlechtschromosomen konnten mit demrSH
Paraffinmaterial von Gonaden nachgewiesen werden. Die Interphasgedgtik erlaubt
hier das Verteilungsmuster der Chromosomen darzustellen. Im Méarglar klassischen
Karyotypisierung konnen bei der Interphasen-Zytogenetik auch diejenigeveb&e
untersucht werden, die nur schwer oder gar nicht kultivierbar sind. Ddriiaers ist hier
eine Beurteilung einer wesentlich groReren Anzahl an Zellen rhodlie Gefahr von
Kulturartefakten wird dabei ausgeschlossen. Die Verwendung von forixiaiitém,
paraffineingebettenem Material bietet zudem den Vorteil, dass hditologischen
Strukturen enthalten bleiben und die einzelnen Zellen innerhalb des Bafides beurteilt
werden kdnnen. Die In Situ-Hybridisierung an Gewebeschnitten hat jedoch Nachteile:
Bei der Anfertigung der Paraffinschnitte kommt es zu einem Anst@neider Uberlappen
der Zellkerne. Somit kann es zu einer Fehlinterpretation bei detiniBesng der
Chromosomenzahl kommen [Ramaekers 1993; Hopman 1991]. Weitere Einflisbe auf
Qualitat der Ergebnisse nehmen die Vorbehandlung der Gewebe mit atiszien
Verfahren sowie die (bei hohen Temperaturen stattfindende) Denatgyider Sonden
und Ziel-DNA, wodurch die Morphologie zerstért werden kann. Hier mussen
Kompromisse zwischen der Hybridisierung und Gewebemorphologie gefundedenwer
[Arnoldus et al. 1991]. Im Gegensatz zur konventionellen, hier angewendettiodd,
bringt der Einsatz von Fluoreszenz-Farbstoffen eine zusatzlicheeRvatit durch eine
schwer zu beherrschende Hintergrundfarbung mit sich [Arnodus et al 1991].

11.1.2 Einfluss verschiedener Faktoren auf Signditkeit und Starke

Bedeutung der Schnittdicke

Der Schnittdicke kommt eine besondere Bedeutung bei der AuswertunggdateSzu.
Analog zum Protokoll von Hopman et al. [1991] wurden fir diese Arbeit 6 ke dic
Praparate angefertigt, nachdem in Vorversuchen Schnitte zwischen ymd getestet
wurden. Wahlt man eine zu grol3e Schnittdicke, so resultiert daraadedezi zellreichem
Gewebe eine Uberlagerung der Zellkerne, so dass eine Unterscheidmamer Kerne
und die Zuordnung der Signale zu einem Zellkern nicht mehr exakt mdglich ist [Hopman et
al. 1991]. AulRerdem kann die Penetration der Sonden bei zu grofRer Schnittslitikecet
werden, so dass eine zuverlassige Hybridisierung ausbleibt [Hopman et al. 1991].

Ist die Schnittdicke zu gering, so kommt es zum Anschneiden und zums¥e&dn
Kernmaterial. Letztlich kdnnen die Ziel-DNA oder ganze Chromosomdorga gehen,
was zur Signalreduktion und damit zu einer artifiziellen Hypoploidiasig flhrt
[Hopman et al. 1991]. Eine Limitierung der Methode stellt somit irsidEye die
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geringere Sensitivitat fir die Entdeckung einer Monosomie dar [Asiastal 1990; Henke
et al. 1993b]. Dies auf3ert sich in der relativ hohen Anzahl falschy@rsitionosomer
Zellen. Ein geringer Anteil tatsdchlich monosomer Zellen kann dgmmch nicht
ausgeschlossen werden. Dies bezieht sich insbesondere auf die ErkeneurthX0-
Zelllinie neben einer 46,XX-Population. Der Nachweis von Hyperploidierdasegen
relativ sensitiv.

Emmerich et al. konnten fur testikulares sowie Diebold et al. furiedles Gewebe
ebenfalls die besten Resultate mit einer Schnittdicke von 6pumigewi[Diebold et al.
1997; Emmerich et al. 1989]. Dieser Wert scheint fir die meistemelBzarten einen
Kompromiss in Bezug auf die oben genannte Problematik darzustellendi@ssr
Schnittdicke ist maximal eincyt-off Level“ von 20% zu erwarten [Sauter et al. 1995;
Hopman et al. 1991]. Andere Autoren favorisieren hingegen eine Schnitichoképm
[van Dekken et al. 1992/93; Henke et al. 1993b].

Gewebevorbehandlung und Denaturierung

Die Fixierung der Gewebe macht eine Vorbehandlung der Schnittelextfoh, um eine
Penetration der Sonde zu ermdglichen [Arnoldus 1991]. Die Qualitat derdidjerung
hangt in entschiedenem Mal3e von der Vorbehandlung ab. Da fiur archiviettesaM
unterschiedliche Fixierungszeiten und evtl. auch Lésungen angenommen weiskesn,
trifft dieses Problem hier besonders zu [Arnoldus et al 1991; van Dekken et al. 1992]:
Um eine optimale Hybridisierung bei gleichzeitig erhaltener piotogien zu finden,
mussen fur jeden zu untersuchenden Block, die jeweiligen Einwirkzeitdfegsinlésung
neu ermittelt werden [van Dekken et al. 1993].

Weiteren Einfluss auf die Morphologie nimmt der Denaturierungsvorgamgonden und
Ziel-DNA [van Dekken et al 1992]. Auch hier muss ein Kompromiss 2wisc
Signalintensitat und Zellmorphologie gefunden werden. In Bezug auf diatierung
gilt, dass Hopman et al. [1991] eine gemeinsame Denaturierung voro&awe Sonden-
DNA beschreiben, wie sie in der vorliegenden Arbeit durchgefihrt witide. generelle
Uberlegenheit der getrennten Denaturierung wurde bisher nicht beschrieben.

11.1.3 Auswahl des Detektionssystems

In dieser Studie kam zur Sichtbarmachung der Peroxidase-markierten Antil&8BAB
zur Anwendung, das ein dauerhaftes Signal generiert. Gegen den Hunsazzierender
Farbstoffe, die in einer Vielzahl von Arbeiten zur Anwendung kommen,hépdass eine
Auswertung der Ergebnisse in der FISH-Technik nur mit einem FloemedMikroskop
maoglich ist. AuBerdem nehmen hier die Signale mit der Zeit an Intensitat ab.

Am Paraffinschnitt kommt als zusatzlicher Nachteil einetirelchwache Signalintensitat
der Fluoreszenzsignale und eine ausgepragte Hintergrundfarbung igbeister zur
konventionell immunzytochemisch detektierten Sonden hinzu [Dhingra et al. 1992].
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11.1.4 Auswertung der Signale

Die Qualitat der ISH hangt stark von der Zuganglichkeit der Hyheidings-Reagenzien

zur Ziel-DNA-Sequenz und von dem Mal3, in welchem es zu unspezifischdaorigien
gekommen ist ab. Da es auf den anderen Chromosomen kleine Regioner ¢ibindiog

zu den Gonosomen sind, entsteht durch die Bindung der Sonden an Autosomen eine leichte
Hintergrundfarbung [Leitch et al. 1994].

Durch Uberlagerung einzelner Chromosomen oder kompletter Kerne bediteht
Maoglichkeit einer optischen Fusion der Hybridisierungssignale und dadiet
Wahrnehmung von weniger Signalen als tatsdchlich Chromosomen vorhanden sind
[Hopman et al. 1988]. Im Gegensatz dazu kann durch die Uberlagerung vom ldente

der Eindruck von zu vielen Signalen entstehen [Tianen et al. 1992]. Deheylekffekt

findet man auch bei einer gewissen Zerstérung der Zellmorphologielphis et al 1991,
Hopman et al 1991; van Dekken et al 1990]. Da man davon ausgehen kann, dass
Normalgewebe in gleicher Weise wie das zu untersuchende Gewsbbniten und
hybridisiert wurde, kann man die Ergebnisse des Gonaden- und Tumorgewetiesan

des Normalgewebes vergleichen und das Normalgewebe als Referenz benutzen.

11.2  Vergleich mit anderen Methoden Bezug auf die Fragestellung

Strukturelle Aberrationen der Geschlechtschromosomen wie Deletiongatidhen oder
Translokationen sind mit der hier angewendeten In Situ-Hybridisierungeatur schwer
nachzuweisen. Auch die Darstellung von niedrig frequenten Y-chromosomalesikien
oder Markerchromosomen ist nur bedingt mdglich. Auf der anderen Seie diee PCR
eine Maoglichkeit zum Nachweis einzelner Gene. Mit der FISHaifigc lassen sich
struturelle Veranderungen an Chromosomen nachweisen.

In diesem Abschnitt soll auf die verschiedenen Techniken eingegangeéaenwén Bezug
auf die Fragestellung dieser Arbeit werden die Ergebnisse urtdMdesrnethoden anderer
Autoren erortert.

Fernandez et al. beschreiben vier verschiedene Faktoren, die diehWéigliein Mosaik
darzustellen und zu quantifizieren, begrenzen [Fernandez et al. 1996]:

* Anzahl und Art der untersuchten Gewebekomponenten

* Anzahl der untersuchten Zellen

» die Sensitivitat der jeweiligen Untersuchungsmethode

» die Mdglichkeit einer Selektion einer Zelllinie durch Kulturartefakte

In den letzten Jahren wurden spezifischere Methoden der In Situ-Hydmihg
entwickelt, die aber gleichzeitig die hohe Sensitivitdt der RGghutzen (In Situ PCR).
Hier steht ein besonders hoher Aufwand und hohe Kosten als wesentlatigeiNdieser
Applikationen im Vordergrund. Dabei existieren kaum etablierte Promkdié, wie bei
der konventionellen ISH, zu reproduzierbaren Ergebnissen fuihren [Schiller et al. 1998].



Diskussion Seite 79

11.2.1 Konventionelle Zytogenetik

Die friher haufig verwendete Karyotypisierung, auf der Basis desrm@osomenbanderung
an Kernmaterial kultivierter Zellen, spielte eine wichtige I&dbei der Aufdeckung
chromosomaler Aberrationen. Der grof3e Nachteil liegt hier in dgwéhdigkeit, eine
ausreichende Anzahl der sich teilenden Zellen zu erhalten.

Dabei ist die Aussagefahigkeit zytogenetischer Methoden durch glienaée Anzahl, der
in Mitose vorliegenden Zellen, limitiert [Osipova et al. 1998; Fernargteal. 1996;
Kocova et al. 1995]. Zur konventionellen Zytogenetik werden routinemafig Lyntehozy
aus peripherem Blut untersucht. Die konventionelle Analyse wird an 3@pkketezellen
durchgefuhrt. Niedrig frequente Mosaike ( <10% ) entgehen hier dgn@stk. Zudem
stimmt die Verteilung der Chromosomen im Blut nicht immer mitidlelen Gonaden oder
anderen Gewebeanteilen lberein. Zahlreiche Untersucher fordern daleratiise von
mindestens einer weiteren Zelllinie [Quilter et al. 1998]. Bei ldéerphasezytogenetik
dagegen ist die Untersuchung von statistisch signifikanten Zahlen \lkarden maglich.

In dieser Arbeit sind pro Schnittpréaparat durchschnittlich 500 Zellkawusgewertet
worden. In Bezug auf die einzelnen Gewebekomponenten wurden im Durchschnitt 100
Kerne untersucht. Die Nachweisgrenze fir niedrig frequente Mosaikeler In Situ-
Hybridisierung wird mit 2% angegeben.

In einer neueren Untersuchung zeigten Fernadndez et al., dass diecidgcbmze bei 1%
der untersuchten Zellen liegt. Dabei wurden zwischen 300 und 1326 Metaphaseker
ausgewertet. Von 40 untersuchten Patienten mit UTS wurde bei l6t@atieine
zusatzliche Mosaiksituation dargestellt. [Fernandez, R. et. al. 1996 u. 2000].

11.2.2 Untersuchung von Material aus Zellkulturen

In zahlreichen &lteren Arbeiten wird der Karyotyp von Lymphozyten &d#ivierten
Zellen mit dem Phéanotyp verglichen. Es zeigte sich, dass deotfargler Lymphozyten
nicht mit der Auspragung der Geschlechtsmerkmale korreliert.

Bei der Untersuchung von Gewebeanteilen, die in einer Biopsie gewonrsgnvénnen,
bietet sich die Mdglichkeit der Kultivierung dieser Zellen und dheschliel3enden Analyse
mit der FISH/ISH Technik. Gerade bei langerer Kulturdauer esjdt eine quantitativ
unterschiedliche Zusammensetzung der Zellsysteme im Verglaidtoruntersuchungen
[Raff et al. 1998]. Da Zellen mit Monosomie (z.B. fir das X-Chromoseimgn etwas
kirzeren Zellzyklus aufweisen, kann hier als Ursache ein Kulttakttgorliegen. Die
monosomen Zellen vermehren sich in der Kultur schneller, was als geimetitativ
veranderte Zusammensetzung des Mosaiks aus den unterschiedlichen Zaltpogrul
gedeutet werden kann [Raff et al. 1998].

Die Interphasen-Zytogenetik an Paraffinmaterial hat demnacmgegeder Untersuchung
von Zellkulturen folgende Vorteile [Hopman et al. 1993; Ramaekers et al. 1993]:
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1. Chromosomenaberrationen konnen in histologisch definierbaren Gebieten erkannt
werden; es erfolgt keine Selektion der Zellen.

2. Eine heterogene Zusammensetzung in den jeweiligen Arealen kanewsden und
guantitativ erfasst werden.

11.2.3 Vor- und Nachteile der Methode im VerglezchFISH-Technik

Zur Beurteilung der FISH-Technik ist es notwendig, das jeweiligiersuchte Material
naher zu beschreiben: In zahlreichen Arbeiten wurde FISH an Metaphasezur
Analyse des Karyotyps eingesetzt [Fernandez et al. 2000; Hansan 2001]. Dabei
konnte gezeigt werden, dass unter der Anwendung dieser Technik Mosajkestelitr
werden konnten, die zuvor mit konventionellen Verfahren nicht nachweisban. vi2iee
Untersuchung von Interphasezellen beschrankt sich dabei haufig auf alitetervie
isolierte Lymphozyten. Bei der Anwendung dieser Technik am Parafferral treten
zudem Probleme im Sinne einer Hintergrundfarbung auf.

FISH an isolierten Zellkernen

Werden isolierte Zellen verwendet sind keinerlei Aussagen Ubegeadiebespezifische
Verteilung einer Zellline mdglich. Im Gegensatz zu der hiewgadeten Methode kénnen
Monosomie-Situation mit der FISH-Technik an isolierten Zellen jedoabverlassiger
nachgewiesen werden. Ropke et al. [2004] beschreiben ein XY/X0-Mosaikabenten

mit reiner Gonadendysgenesie. Dabei wurde bei 2,9% bis 17,1% der untersuchte
Interphasezellen aus den Gonaden eine XO-Situation gefunden. Als weitere
Gewebepomponente wurden Lymphozyten aus dem Blut untersucht. Hier konnte keine
Mosaiksituation nachgewiesen werden.

Strukturell verinderte Chromosomen

In diesem Abschnitt soll des weiteren auf besondere Befunde von stliukéuémderten
Y-Chromosomen eingegangen werden.

Wahrend der Mitose kommt es héaufig zum Verlust dieser struktwesthnderten
Chromosomen. Daraus resultieren zum Beispiel Mosaike mit einer ZglKidie. Beli
diesen Patienten findet man dann eine ahnliche phéanotypische Auspragungdeie fier
untersuchten Fallen, weshalb auch auf die Bedeutung und den Nachweis edtruktur
veranderter Chromosomen, insbesondere auf das Y-Chromosom, eingegangen werden soll.
FISH bei isodizentischem Y-Chromosomen

Die meisten Falle mit einem dizentrischen oder isodizentrisgh@hromosom werden als
Mosaikbefund mit einer 45,X0-Zelllinie beschrieben [Fujimoto et al. 1991; Alexander et a
1978]. Das klinische Erscheinungsbild variiert von phanotypisch weiblichénigat bis

zu méannlichen Patienten mit dysgenetischen Gonaden [Reddy et al. 1996lerEisches
Spektrum wird auch bei Patienten mit 45,X0/46XY-Konstellation beschriebésn.
Zusammensetzung des Mosaiks, insbesondere in den Gonaden, scheint aughdmer f
Variation des Phanotyps verantwortlich zu sein [Reddy et al. 1996].
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In Untersuchungen bei Patienten mit isodizentrischen Y-Chromosomen koentiernly
[1998] sowie Raff [1998] durch die Anwendung der FISH-Technik Signale &iDyiZ3
Region nachweisen. Hier wurden Patienten mit einem isodizentris¢hermosom des
kurzen Armes untersucht (45,X0/46,X,idicYp). Dabei zeigten sich zweal diglegene
Signale fur DYZ3 [Jenderny et al. 1998; Raff et al. 1998]. Die fiur rdénnliche
Geschlechtsentwicklung relevanten Gene (z.B. SRY) sind im kurzen des Y-
Chromosoms (Yp) lokalisiert. Auf Grund der veranderten Struktur des ¥a@isoms bei
einer 45,X/46,X,idic(Yp)-Konstellation liegen diese Bereiche verdoppelt, weas
praktisch einer XYY-Konstellation entspricht.

FISH bei Translokationen

Kocova et al. untersuchten ebenfalls die Geschlechtschromosomen in Genesngnit
Hilfe der FISH-Technik. Der gonadale Karyotyp bestand aus einemaikasit
45,X0/46,XXp-Konstellation: In der Gonade (Paraffinmat.), in Fibroblastenkulturen der
Haut und in den Lymphozyten konnten Signale fir die Y-chromosomale Sequenzen
dargestellt werden. Auch hier zeigt sich die Anwendbarkeit depregtsenden Sonden an
strukturell verdnderten Chromosomen. Ein Teil des Xjhromosoms enthalt Y-
chromosomales Material. Gro3e und Form dieses Chromosoms weisenhdaralalss es

als Produkt einer Translokation entstanden ist [Kocova et al. 1995].

Zur Aufklarung dieser Konstellation hat insbesondere die simultarstdllang der beiden
Geschlechtschromosomen mit der FISH-Technik beigetragen [Kocova et al. 1995].

Bei der Untersuchung von Patienten mit echtem Hermaphroditismus und46éixex-
Konstellation gelang Queipo et al. der Nachweis von y-chromosomalgquel@een
innerhalb der Gonade [Queipo et al. 2002]. Es wurden eine gegen SRitejergowie
eine Paintig-Sonde eingesetzt. Obwohl hier eine Quantifizierungigeale maoglich war,
gelang die eindeutige Zuordnung zu bestimmten Zelltypen nicht.

Allgemeines

Die FISH Technik bietet Vorteile bei strukturell veranderten Closymen. An
Metaphasen lassen sich hier die jeweiligen Veranderungen und derefisdtaka
darstellen. Doch auch hier ist die Aussagefahigkeit durch die Andahl Zellen
eingeschrankt. Eine wesentlich gré3ere Zellpopulation kann hingegen bei der
Untersuchung von Interphasekernen erreicht werden [Kocova et al. 1995].

Aus den hier genannten Griinden wird die FISH-Technik von den meisten Autoren
bevorzugt.

Die konventionelle ISH, wie sie in dieser Arbeit zum Einsatz gekem ist, bietet
hingegen die Mdglichkeit, die Praparate an einem herkdmmlichen Llisbskop
auszuwerten.Dieses Verfahren bietet dabei den Vorteil, dass tilgischen Strukturen
erthalten bleiben und die einzelnen Zellen innerhalb des Zellverbandesilbewerden
konnen.
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Die Tabelle zeigt Arbeiten von Autoren, die mit Hilfe von FISH &mkche y-
chromosomale Squenzen nachweisen bzw. differenzieren konnten:

Quelle Karyotyp Phdinotyp FISH — Ergebnisse
Reddy et al. 1996  45,X/46,X,psu dic Y Intersex. @de, Hypospadie, DYZ3:
Re: Hoden, Sertoli+Leydig-Zellen  Re: 14 - 21% (Hoden)
Li: Streak-Gonade, ovarielles
Gewebe, Tube Li: 7 - 9% (Ovar)
Bergendi et al. 45,X/46,X,idic(Yq) UTS, Klitorishypertrophie DYZ3Lym), zwei in der
1997 Mitte des Chromosoms
gelegene Signale
Jenderny et al. 45,X/46,X,idic(Yp) UTS, Streak-Gonaden, ovarielles  DYZ3: (Lym) Zwei distal
1998 Stroma gelegene Signale
Raff et al. 1998 45,X/46,X,idic(Yp) Kryptorchismusgistenhoden DYZ1: (Gonade, Fibroblasien
d. Haut), zwei distal gelegene
Signale
Kocova et al. 1995 45,X0/46,XXp UTS, Virilisierung (Gonade, Fibroblasten d.
Haut)
Re: Streak-Gonade Re: DYZ1, DYZ3, SRY neg
Li: testikulares Gewebe Li: DYZ1, DYZ3, SRY pos.
Queipo et al. 2002  46,XX/47,XX,del(Y)p weiblich, Heaphroditismus, 14% SRY in testikularem
ovarielles und testikulares Gewebe Gewebe

Tabelle 11-1 FISH-Technik an Gonadenmaterial

11.2.4 Vor- und Nachteile der angewandten Methoo¥ergleich zur PCR

Niedrig frequente Mosaike und Turner-Syndrom

Bei 30% dieser Patienten kdnnen Y-chromosomale Sequenzen mit dereBigéstellt
werden [Mendes et al. 1999]. Insbesondere bei Zeichen der Virilisiangiche auf ein
vorhandenes Y-Chromosom oder dessen Teile hinweisen, sollte eine geSiattezenach
Y-spezifischen Sequenzen durchgefiihrt werden [Osipova et al. 1998; Gubbay et al. 1990].
Bisat et al. [1993] untersuchten ein Madchen mit Turner-Ph&notyp und virilisieffene
Genitalien. Im peripheren Blut fanden sich weder mit zytogenetis¢begahren, noch mit

der PCR Anteile des Y-Chromosoms. Im gonadalen Gewebe konnten skéilfenitier

PCR Anteile des Y-Chromosoms nachweisen. Dabei wurden Primerriidistalen Teil

des langen Arms (DYZ1), die Zentromerregion (DYZ3) und den kurzen Arni)(8&5 Y-
Chromosoms verwendet.

Auch Kocova et al. [1993] veroffentlichten erstaunliche Zahlen. Sie hatten 18 Patiéinten m
UTS untersucht. Bei vier von zehn Féallen mit reinem 45,X0-Karyotyate mittels
PCR und Southern-Blotting das SRY-Gen, nicht jedoch das mituntersuciig-Rapeat
nachgewiesen. Die Sensitivitat wurde hier mit 1:100.000 angegeben, sts diee Zelle

die SRY-enthalt kann unter 100.000 anderen nachgeweisen werden. DiessluDgrst
eines Mosaikszustandes lasst jedoch keine Aussage Uber dessenspewgbehe
Verteilung und quantitative Auspragung zu, da hier lediglich aus den Goeattehierte
DNA untersucht wurde. Die Limitierung der ISH liegt hier in defirgggren Sensitivitat im
Vergleich zur PCR bei der Darstellung niedrig frequenter Mosalke weiteren
Untersuchungen von Patienten mit Ullrich-Turner-Syndrom konnte ebenfalls e
Diskrepanz zwischen dem zytogenetisch ermittelten Gonosomenbefund und der
Untersuchung auf das SRY-Gen mit der PCR an Gonadenmaterial gezeigt werden.
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Quelle  Karyotyp Klinik Gonaden Material Sequenzen Kommentar
(PCR)
Bisat et al. 45,X0 UTS, wbl.,,  Dysg. Lymphozyten: SRY, DYZ1 Mosaik mit Y-
1993 virilisiertes  testikulares u DYZ3 neg. chromosomalen Sequenzen
ext. Genitale Gewebe, re. in der Gonade
Streak-Gonade Gonade: SRY, DYZ1 —>45,X0/46XY (Gon)
li. u DYZ3 pos.
Osipova et 46,X + mar ~ UTS, wbl. Streak-Gonaden Gonade: SRY pos. SRY-Sequenz, in der
al. 1998 Zeichen der Gonade nachgewiesen
Virilisierung
45,X0 UTS, whl. Re.: Hoden Gonade re.:  SRY neg. S.0.
Klitorishyp.  Li: ovarahnlich  Gonade li.: SRY pos.
Mendes et 45,X0 UTS, whl. Lymphozyten:SRY; DYZ3; Bei reinem X0-Karyotyp
al. 1999 ZFY pos. Nachweis von SRY und
anderen Y-Sequenzen.
Gonade: SRY; DYZ3;
ZFY pos.
45,X0 UTS, wbl., Gonade: SRY; DYZ3; Trotz Zeichen der
Hirsutismus ZFY neg. Virilisierung kein Nachweis
v. SRY.
45,X0/46Xr  UTS, wbhl. Gonadoblastom  LymphozytenSRY; DYZ3;
(Xo0.Y) und Gonade: ZFY pos.
Kocova et 45, X0 IntersexuellesRe.: Tube, Gonade re.:  Y-spezifische Im Gegensatz zu meiner
al. 1994 Genitale, ovaréhnliche Sequenzen  Untersuchung hier nur
Virilisierung  Streakgonade neg. Nachweis von Y-
Sequenzen in der
Li.: Gonade li.: SRY, miinnlich ausgebildeten
Hodengewebe ZFY,DYZ1, Gonade
DYZ3, pos.
Copelliet 45, X0 Azoospermie, regelrechte Leukozyten SRY pos.  Vermutlich autosomale
al. 2000 mnl. Gonaden Weitere Y-  Translokation, oder niedrig
Phanotyp Sequenzen frequentes Mosaik.
negativ
Uehara et 46, XY Whl., Priméare Li.:Gonadoblast Gonade: DYZ1 pos., Vermutlich
al. 1999 Amenorrhoe om SRY neg. Punktmutationen in der
Re.: Lymphozyten: SRY und SRY-Sequenz.
Streakgonade weitere pos.
Jenderny 45,X/46X,idi UTS, wbl. Streak-Gonaden,Gonade: SRY, DYZ3, Bestatigung der Y-
etal. 1998 c(Yp) ovarahnliches AZFa - AZFc Sequenzen auf dem
Stroma pos. isodizentrischen Y-
Chromosom.
Kuchiera 46, XX Herm. verus, Re.: Ovotestis u. Gonade: SRY neg. Hermaphroditismus ohne
etal. 1994 Intersexuelles Primérfollikel nachweisbares SRY:
Genitale Li.: Testis autosomaler Defekt.
Queipo et 46, XX Herm. verus, Ovar und Gonade: SRY; Ycen Nachweis in testikularen
al. 2002 Intersexuelles Ovotestis Leukozyten: und Yph und ovariellen Anteilen
Genitale sowie in Leukozyten
Canto et al 45,X0 Turner- k.a. Leukozyten: PABY, SRY, 10 von 107 Pat. (9.3%)
2004 Syndrom ZFY, Yc, positive fur Y-Material
Yph

Tabelle 11-2: PCR-Untersuchungen an dysgenetischen Gonaden

Mutationen und Markerchromosomen

Alvarez-Nava et al. [1999] untersuchten eine Patientin mit 45,X0/X i&gyotyp. Es
wurden Stigmata des Turnersyndroms, virilisierte duf3ere Genitahid die Bildung von
unvollstandig differenziertem testikularem Gewebe beschrieberdeBeAnwendung von
acht verschiedenen Primern fir das Y-Chromosom konnten weder in Lymphazytd
im  Gonadenmaterial entsprechende Y-spezifische Anteile gefundenderwer
Moglicherweise sind die testikularen Anteile auf Grund einesKbedeeines autosomalen
Gens entstanden [Alvarez-Nava et al. 1999].
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Hermaphroditismus und XX-M:iinner

Molekulargenetische Untersuchungen haben gezeigt, dass in 80% der nt&eiVE-
chromosomales Material zu finden ist [Fechner et al. 1993]. Aufrdkaran Seite besitzen
nur wenige Patienten mit echten Hermaphroditismus und 46,XX-Konsigllati
chromosomale Sequenzen [Torres et al. 1996]. Die phanotypische Hetétomerithalb
dieser Gruppe macht eine molekulargenetische Untersuchung bei Abwessinke
vollstandigen Y-Chromosoms notwendig, um Regionen, wie z.B. das SRY-Gen
nachzuweisen. In der Arbeit von Queipo et al. wurden 9 Patienten mKaxy6typ und
Hermaphroditismus untersucht. Fir zwei Individuuen konnte mit Hilfe deéR B@
Anwesenheit zusatzlicher y-chromosomaler Sequenzen bestatigtnwj€deipo et al.
2002].

Gonadoblastom

Fur die Bildung eines Gonadoblastoms wird die Anwesenheit Y-chromosomale
Sequenzen bei dysgenetischen Gonaden verantwortlich gemacht. Der fir das
Gonadoblastom mal3gebliche Genort (GBY) wird in der perizentromergorRauf dem
kurzen Arm des Y-Chromosoms vermutet. Neben dem Nachweis des vodstandi
Chromosoms mit der PCR lassen sich weitere Regionen wie BRMIlce et al. 1992],
ZFY [Page et a. 1994] oder DYZ3 [Kococa et al. 1994] auf dem kurzen d&snY-
Chromosoms darstellen und die Moglichkeit fur die Entstehung eines Gorstdoida
abschatzen [Mendes et al. 1999]. Dies gilt z.B. bei Patienten mit eirmekehromosom.
Hier kann mit der PCR geprift werden, ob dieser Marker Y-chromosanilisprungs ist
[Nagafuchi et al. 1992].

11.2.5 Zusammenfassung zum Vergleich mit anderethddien

Im Vergleich zur klassischen Zytogenetik, aber auch zur In Sihritigierung stellt die
PCR hier eine wesentlich sensitivere Methode zum Nachweis quiedquenter Mosaike
mit einem Y-Chromosom bzw. Y-chromosomaler Markerchromosmen dar. Raiveen
Zellen mit einem Y-Chromosom im Verhaltnis von 1:100.000 zur gesamtgrog@idation
nachgewiesen werden. Die Spezifitat der Methode beim Nachwesleer Gene, die fir
die Ausbildung eines Gonadoblastoms oder die Entwicklung von testikularerab&e
verantwortlich sind, ist besonders hoch [Mendes et al. 1999; Nazarenko ¥398;
Osipova et al. 1998].

Eine morphologische Darstellung der gonosomalen Mosaike ist hier jaddatimaoglich.
Ferner ist eine Quantifizierung der jeweiligen Zelllinie ndiéer PCR-Technik nicht
maoglich.

Dabei ist gerade die Quantifizierung und die Lokalisation der Y-Chsom tragenden
Zellen in den Gonaden von besonderer Bedeutung, denn die Variabilitdt desyphanot
hangt von der Anwesenheit und Verteilung der Zellen mit einem Y-Chromosom ab.
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Werden Metaphasekerne mit Hilfe der FISH-Technik ausgeweirtdtebenfalls keinerlei
umfassende Aussagen Uber die gewebespezifische Verteilung der oSanoem in
anderen Strukturen moglich.

Die Untersuchungen mittels PCR, FISH und ISH zeigen dessen urgjealass fur die
genaue Definition eines Mosaikzustandes neben den bewahrten zytogeneliathoden
andere molekulargenetische Untersuchungen an unterschiedlichen Gewebekosnponent
von Bedeutung sind.

Mit der FISH-Technik sowie mit der PCR lassen sich strukergkranderungen an
Chromosomen darstellen und charakterisieren. Beim Nachweis einzelmewoGer niedrig
frequenter Mosaike konkurrieren diese beiden Verfahren miteinander — \eotei
genauere Quantifizierung mit FISH, jedoch ein sensitiverer Nacimieter PCR moglich

ist.

Mit der FISH-Technik sind strukturelle Veranderungen der Chromosomestkemnen,

mit der PCR lassen sich einzelne Gene und niedrig frequente Masaiktellen, und die
herkémmliche ISH erlaubt die Quantifizierung und Lokalisation der Mosaike.

Aus den oben genannten Grinden geht hervor, dass von den meisten Autoren die
Kombination verschiedener Methoden gefordert wird.
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12 Gonadendysgenesien — Diskussion

12.1 Bedeutung der Mosaiksituation in gonadalem Gewebe

Das Verteilungsmuster der einzelnen Zellpopulationen wurde untersuchiigmu@influss

der Mosaiksituation auf die Auspragung der jeweiligen Gonade zu klaren.

Der Genotyp unterscheidet sich nicht nur zwischen verschiedenen Individuelers

auch innerhalb eines Individuums zwischen verschiedenen Gewebekomponenten. Bei
Patienten mit Turner-Syndrom und 45,X-Karyotyp konnte ein Unterschiedimmsden
Fibroblasten der Haut und den Gonaden nachgewiesen werden [Held et &i$802t al.

1993]. Weiterhin wurden auch Unterschiede zwischen der rechten und linken Gonade
berichtet [Hanson et al 2002]. Besonders hervorzuheben sind dabei Befundmedie e
zeitliche Veranderung der in Abhangigkeit vom Alter des Patienten darstellen.

Der Unterschied zwischen verschiedenen Gewebekomponenten ist auf diésefheit

von Markerchromosomen zuriickzufiihren. Diese strukturell veranderten Chromosomen
weisen eine mitotische Instabilitat auf und kénnen so bei der Hetligeverloren gehen
[Held et al. 1992].

Wie im folgenden Abschnitt gezeigt wird, gehen zahlreiche Unteesudavon aus, dass

die Zusammensetzung der Gonade von der Verteilung der Geschlechtscmamos
abhangt.

Neben der Diskussion von Arbeiten anderer Untersucher soll hier auPhdieotyp-
Karyptyp-Korrelation eingegangen werden. Dabei soll das gonadalhl€gs mit der
ermittelten Chromosomenverteilung verglichen werden.

12.1.1 Variabilitat des Phanotyps

Bei Patienten mit 45,X0/46XY-Konstellation wird ein weites phanotygscSpektrum
beschrieben. Es finden sich weibliche Individuen mit Turner-Stigma&aniche oder
weibliche Patienten mit Pseudohermaphroditismus oder Hermaphroditisowe
unauffallig mannlich entwickelte Individuen. Diese unterschiedliche Aggprg wird als
Variabilitdt des Phanotyps bezeichnet [Telvi et. al. 1999; Reddl é988; Hsu 1994;
Mendez et al. 1993]. Am haufigsten ist die 45,X0/46,XY-Konstellation ina@umsenhang
mit der gemischten Gonadendysgenesie beschrieben [Mendez et al. 1998 & al.
1990; Ayuso et al. 1984].

Als Ursache fiur diese phanotypische Heterogenitat kann die unteligdieequantitative
Zusammensetzung und Verteilung der Mosaike angesehen werden [Hsu 188énkiet
al. 1992].

Wie in den folgenden Abschnitten gezeigt werden soll, ist die Maté des Phanotyps
von der gewebespezifischen Verteilung der gonosomalen Mosaike in den onade
abhangig [Osipova et al. 1998; Mendez et al. 1993].
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12.1.2 Nachweis der Mosaikkonstellationen in gofedasewebe

Eine Reihe von Untersuchungen belegt, dass in verschiedenen Gewebekomponenten
guantitative und qualitative Unterschiede in der Zusammensetzung darkblbgstehen

[Telvi et al. 1999; Quilter et al. 1998; Fernandez et al. 1996; Ragg et al. 1995].

Telvi et al. [1999] untersuchten 27 Patienten mit 45,X0/46XY-Konstellatiah m
gemischter Gonadendysgenesie und unterschiedlicher phénotypischer Auspiighery

dem Karyotyp aus kultivierten Lymphozyten wurden Fibroblasten aus Gonaigeiama
untersucht. Der Anteil an Zellen mit 45,X0 bzw. 46,XY-Konstellation inldenphozyten
unterschied sich deutlich von der quantitativen Zusammensetzung in den Gonaden.

Quilter et al. [1998] fanden mit der FISH-Technik bei einer Patianit UTS in 6% der
Lymphozyten Y-Material, wahrend in der Gonade bis zu 26% der ZellenYei
Chromosom vorhanden war.

In der Arbeit von Ragg et al. [1995] wurden die Gonaden eines 2jahrigemtBa mit

einem 45X0/47XYY-Mosaik auf die Verteilung der Geschlechtschromosemhirder
FISH-Technik untersucht. Die rechte Gonade bestand aus unreifekaléestn Gewebe,

die linke Seite enthielt eine Streak-Gonade mit ovariellem Stromder Streak-Gonade
wurden Jfast ausschlieplich” Zellen mit einem Y-Chromosom gefunden. Die Zellen im
ovariellen Stroma enthielten zu 20% ein Y-Chromosom. Im testikulanégil Zeigten die
interstitiellen Zellen tGberwiegend eine 45,X0-Konstellation. Bei derofzellen waren

40% mit einem Y-Chromosom zu finden [Ragg et al. 1995].

Bei vier Patienten mit einer reinen Gonadendysgenesie konnten ROpMe iet den
Gonaden ebenfalls eine Mosaiksituation darstellen. Es wurden dabei nebesguléren
mannlichen und weiblichen Karyotypen ein gewisser Anteil einer Monesamider
Gonade nachgewiesen. Die Autoren erklaren anhand ihrer Befunde die Kimtgider
jeweiligen Gonadendysgenesie [ROpke et al. 2004].

Die vorgestellten Analysen zeigen die Bedeutung des gonadaleoiyfaauf. Zahlreiche
Autoren fordern daher die Untersuchung von mindestens zwei Gewebekomponenten oder
die Analyse der Gonaden zur Beurteilung der Mosaikkonstellation [dlazaet al. 1999;
Costa et al. 1998; Novak et al. 1993; Held et al. 1992; Burns et al. 1997].

In den wenigsten Arbeiten werden jedoch differenzierte Angaben (ber die
Zusammensetzung der Gonaden in Bezug auf die Mosaikkonstellation gebabhkt

findet man selten Ausfihrungen (dber die Zusammensetzung bestimmter
Gewebekomponenten oder quantitative Angaben. Einige Untersuchungen werden
anschlieBend besonders hervorgehoben und mit den Ergebnissen aus dieser Arbeit
verglichen.

12.1.3 Auswirkungen des gonadalen Karyotyps

Auch Reddy et al. beschreiben, dass eine uneinheitliche Verteilung und ei
unterschiedlicher Anteil zweier Zelllinien in verschiedenen Gewaleden eine
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unterschiedliche phanotypische Auspragung bewirken. In deren Untersuchung kam e
Patienten mit 45,X/46,X,der,(Y) Karotyp zur weiblichen Auspragung mihdmustigmata
bis zur mannlichen Auspragung mit gemischter Gonadendysgenesie [Redd¥996 und
1998].

Die Ausbildung einer Streakgonade z.B. bei Patienten mit 45,X0/46,XYoKgrywird
durch die Anwesenheit einer 45,X0-Zelllinie hervorgerufen [Hsu 1994; Berkevigl.
1992]. Dagegen ist eine Virilisierung nicht vom Anteil einer 45,X0Hded abhéangig.
Hier ist die Darstellung einer Y-Chromosom tragenden Zelllinie von Bedeutung.

In Abhangigkeit von der prozentualen Verteilung existieren beim 45,X0/4&aYetyp
verschiedene Auspragungen der gemischten Gonadendysgenesie [Hsu, L.Y.1994]. Be
einem groflReren Anteil einer 45,X0-Zelllinie kommt es zur Ausbildung kyédeiger
Stérungen mit einem gemischten aulR3eren Genitale, Fehlbildungen der Ganddgnem
Nebeneinander von Mdullerschen und Wolffschen Strukturen [Mendez et al. 1993]. Es
resultiert eine innere und aul3ere Asymmetrie und eine Mischung vonich&nnlund
weiblichen Merkmalen. Dabei stellt sich die Frage, ob eine Asstnender Gonaden mit
einem asymmetrischen Verteilungsmuster der Geschlechtschrommosamerhalb der
Gonade zusammenhangt.

Gewebespezifische Verteilung der X0-Zelllinie

Novak et al. untersuchten eine Patientin mit 45,X0/46,XX-Karyotyp. In Lympéinaind

im ovariellen Stroma wurde von den Autoren mit der FISH-Technik ein 486X0X-
Mosaik nachgewiesen und quantitativ ausgewertet. Im ovariellen Gdaraten sich 61%
der Stromazellen mit X0 und 39% der Zellen mit XX-Konstellation.

Die Anwesenheit einer Zelllinie mit XX-Konstellation erkldnier die Bildung von
regularem ovariellem Gewebe. Auf der anderen Seite ist die goat# Funktion der
Gonade auf die X0-Zelllinie zurtickzufihren.

Gewebespezifische Verteilung des Y-Chromosoms

Bei Anwesenheit eines intakten Y-Chromosoms kommt es nicht imanerodstandigen
Ausbildung der mannlichen Strukturen. Kocova et al. untersuchten einen é&tatieit
45,X0-Karyotyp. Wahrend in der linken Gonade (Hoden) eine 45,X0/46XXq
Konstellation vorhanden war, lieRen sich auf der rechten Seite Ktresde) lediglich
Zellen mit 45,X0-Konstellation nachweisen. Weitere Analysen (FFBER) ergaben, dass
auf dem X&Element Y-chromosomale Sequenzen, einschlie3lich des SRY-Gens, zu
finden waren. Die Anwesenheit dieser Sequenzen erklart die Bildungesthutarem
Gewebe innerhalb der untersuchten Gonade [Kocova et al. 1995].

Auch Osipova et al. [1998] beschreiben die Korrelation von duf3eren Genitali8inne
einer Virilisierung und dem Vorhandensein von testikularem Gewebe. 2ifispke
Sequenzen in einer Gonade mit testikularem Gewebe konnten mit dditfePCR
nachgewiesen werden, obwohl im peripheren Blut und in der kontralateralesd&
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(ovarahnliches Stroma) kein Y-chromosomales Material zu findenHier wird von den
Autoren ein niedrig frequentes Mosaik mit einem Y-Chromosom in der Gonade vermutet.
Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass die Verteilung des Y-Clorososerhalb

der Gonaden bei Patienten mit Turner-Syndrom und X0/XY-Situation \dtiidler et al.
2001].

Da sich ein Gonadoblastom bei Anwesenheit eines Y-Chromosoms entwigtkek von
besonderer Bedeutung, nachzuprifen, inwieweit die routinemaRige Untersuchung von
Lymphozyten mit der Situation in den jeweiligen Gonaden tbereinstimmit.

Wie in verschiedenen Arbeiten gezeigt wurde, ist die AnwesenlrgeilY-dghromosoms in
der Gonade fir die Bildung eines Gonadoblastoms verantwortlich. Der gehatgibtyp
scheint das wichtigste Element fur die Aufklarung des Risikos Bildung eines
Gonadoblastoms zu sein. Dies wird auch in einer Studie von Sultana lel€ginaden

mit einem 45X0/46XY Mosaik entwickeln sich Tumor - Foki ausschlief3lmh Zelllen

die das Y-Chromosom tragen. [Bergendi et.al. 1997; Sultana et.al. 1995]

12.2  Gruppe III - Gemischte Gonadendysgenesie und UTS

Bei den sechs Patienten mit gemischter Gonadendysgenesie ued-Dlirner-Syndrom
wurde eine weitgehend &ahnliche phanotypische Auspragung bezuglich der Geoaden
ein einheitlicher Karyotyp (46,XY/45,X0) beschrieben.

Die X0-Komponente konnte in dieser Gruppe in allen Gonaden nachgewiesdenwer
Dieser Befund ergibt sich aus den hohen Anteilen an einfachen Sidialelas X-
Chromosom und den niedrigeren Anteilen fur das Y-Chromosom. Enthalten z.Rier2%
Zellenein Signal fur das X-Chromosom und nur 1@## Signal fir das Y-Chromosom, ist
von einer 45,X0/46XY-Konstellation mit Uberwiegen der X0-Komponente auszugehen.
Der Nachweis des Y-Chromosoms gelang in den mannlichen wie auch weddichen
Gewebeanteilen dieser Gruppe. Zwischen den mannlichen wund weiblichen
Gewebestrukturen konnte nur in zwei Fallgw (nd g7) ein quantitativer Unterschied
festgestellt werden. Bei den ubrigen Fallen waren keine Abweichunge der
Chromosomenverteilung zu finden. Bei den Fall g10 war der NachweisYedes
Chromosoms nicht mdglich. Im folgenden sollen die Ergebnisse mit demiligen
Phéanotyp verglichen werden.

12.2.1 Phanotyp-Karyotyp-Korrelation der Gruppe |
g3: Turner-Syndrom, Trisomie 18; phiinotypisch ménnlich, Alter 11 J., Streakgonade

mit ovariellen und testikuliren Anteilen.

Entsprechend des Ullrich-Turner-Syndroms mit 45,X0/46,XY-Karyotyp liggt ein
Mosaik in der Gonade vor. Die XY-Komponente ist dabei schwach ausgeprégt
Ubergewicht der X0-Zelllinie ist fur die Stérungen im Sinne désdd-Turner-Syndroms
sowie fur den Defekt der Gonadenentwicklung verantwortlich. Allerdingsien auch

hier mannliche Strukturen wie z.B. atrophischer Hoden, Nebenhoden und Samnenleit
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beschrieben, die auf die Anwesenheit des Y-Chromosoms zuriickzufiihren sinde AuRe
Zeichen der Virilisierung wurden bei der Patientin nicht beschrieBsnliegt nur ein
geringer Anteil an Zellen mit einem Y-Chromosom vor, was mit gl@inotypischen
Auspragung ubereinstimmt. Dabei besteht eine gleichmafige queatifatspragung in
Bezug auf die verschiedenen Gewebekomponenten. Die gleichmalligeluvgrtder
Chromosomen lasst auf einen frilhen Verlust des Y-Anteils schlie®eRahmen einer
frihen klinischen Untersuchung wurde anhand einer Hautbiopsie zunachst eine 45,X0-
Konstellation nachgewiesen. Im Weiteren ergab sich zu einemrep&eitpunkt die
Diagnose einer 45,X0/46,XY +18 Situation anhand von Lymphozyten.

g5: Gemischte Gonadendysgenesie, intersexuelles Genitale, Alter 1M, Hodengewebe,
keine Ovaranteile.

Bei der gemischten Gonadendysgenesie mit 45,X0/46,XY-Konstellation konmnte de
entsprechende Karyotyp auch in der Gonade festgestellt werden.oDel€éhdysgenesie
zeigt sich mit einer Bildung von hypoplastischem Hodengewebe. Oear@kwebe war
nicht nachzuweisen.

Insgesamt ist die XY-Komponente seltener vertreten als die ofGt€llation.
Phanotypisch zeigt sich bei der postnatal durchgefuhrten klinischensuktteang ein
intersexuelles Genitale mit einer Klitorishypertrophie. Anzeicleenes Ullrich-Turner-
Syndroms sind nicht beschrieben. Aufgrund der XO-Aberration liegt diehtelsene
gonadale Storung vor. Anzeichen der Virilisierung gehen mit der Amhegedes Y-
Chromosoms einher. Die Anteile einer Tube weisen auf die unvollstaBdigeression
von Derivaten des Miullerschen Gangsystems hin. In einigen Gewebgtoremawurde
eine fokal unterschiedliche Gewebeverteilung der Chromosomen beobadtiet. |&sst
sich das Y-Chromosom besonders gut in den epithelialen Strukturen nachweisen.

g6: Gemischte Gonadendysgenesie, weiblicher Phiinotyp, atrophische Streak Gonade,
Gonadoblastom, Alter 6 J, keine ausdifferenzierten Ovar- oder Hodenanteile.

Bei diesem Fall wurde ein deutliches Ubergewicht der XY-Komporgaftenden. Obwohl
eine Streakgonade vorliegt, ist der Anteil der Zellen mit XO-Kellzion hier im
Vergleich zu den anderen Féllen am geringsten. Der hohe Anteit@mrdMmosomen ist
nicht mit dem weiblich ausgebildeten Phénotyp und den fehlenden ausdiffetemzier
Hodenanteilen vereinbar. Zeichen der Virilisierung waren hier nicht beschrieben.
Maglicherweise kann es auf Grund des Alters der Patientin (6)Jahenem Verlust der
X0-Zelllinie gekommen sein. An einer Stelle wurde ovarédhnlichesnttrgefunden. In
dieser Region konnten weniger Y-Chromosomen nachgewiesen werden. Ssteaitt be
eventuell ein Ubergang zum Hermaphroditismus. Dabei ist auch bei dgeriiBéllen mit
Hermaphroditismus ein Unterschied zwischen ovariellen und testiku&rekturen in
Bezug auf die Chromosomenverteilung gefunden worden. Daneben liegt ein
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Gonadoblastom vor, dass auf die Anwesenheit der Y-Chromosomen zurlickzufiihren is
Dem niedrigen XO0-Gehalt entsprechend fehlen hier Anzeichen eineshtiurner-
Syndroms.

g7: Gemischte Gonadendysgenesie, méiinnlicher Phiinotyp mit Hypospadie und
Leistenhoden, Alter 6M, Streakgonade mit ovariellen und testikuliren Anteilen.

Die fur die Dysgenesie verantwortliche XO0-Zelllinie konnte auchr machgewiesen
werden. Dabei wurden in den ovariellen Anteilen weniger Y-Chromosomen) @%%mn
Hoden (53%) und im Endothel (75%) dargestellt werden. Der mannliche Phatiotynt
mit dieser Chromosomenkonstellation tberein. Dabei ist das Y-Chromogordief
Bildung von Nebenhoden, Samenleiter und der mé&nnlichen Auspragung des Patienten
verantwortlich.

Die weiblichen Anteile der Gonade enthalten dabei weniger Y-Mhbtevie die
mannlichen, was mit den Fallen der Gruppe Il vergleichbar ist. Arzalatgpm Fall g6 liegt
also auch hier ein Ubergang zu einem echten Hermaphroditismus vor.

Zu den weiblichen Strukturen zahlen hier die Anschnitte ovarahnlichen &tromt
einigen Primarfollikeln sowie Tube. Es bestehen jedoch keine ausdifferten
Ovaranteile. Eine Eingruppierung als Hermaphroditismus verus konnte sochit
erfolgen.

29: Gonadendysgenesie, XY-Translokation: 46,X, t(X;Y) Minderwuchs, Gonade mit
atrophischem Hodengewebe, Ovar m. Follikelzysten und Gelbkoérper.

Bei dem vorliegenden Fall wurde eine Konstellation beschrieben, waallstandige
heterochromatische Bereich des langen Arms des Y-Chromosoms ax#Glasmosom
transloziert wurde. Bei der Uberschichtung mit der Sonde DYZ 2 koimteMearkierung
mit einem Signal je Zellkern gefunden werden.

Zusatzlich wurden Praparate mit einer zentromerspezifischen $pNde3) angefertigt.
Diese zeigt keine Reaktion mit den vorhandenen Y-chromosomalen SequeereociD
muss in diesem Fall die genetische Information des SRY-Gens vorhgeesen sein, da
sich histologisch Anteile von testikularem Gewebe sowie Nebenhoddeanted
Samenleiter nachweisen lieBen. Eine endgultige Aufklarung ist nut mi
molekulargenetischen Methoden madglich. Der Minderwuchs ist auf di@nderung
(Bruch) im X-Chromosom zurtckzufthren.

g10: Gemischte Gonadendysgenesie, intersexuelles fiulleres Genitale, Alter 8M,

iiberwiegend atrophisches Hodengewebe.

Eine eindeutige Phénotyp-Karyotyp-Korrelation anhand der Ergebnissdnd&itu-
Hybridisierung ist bei diesem Fall nicht mdglich. Die untersucBi@nade besteht
Uberwiegend aus unreifem Hodengewebe. Aufl3erdem wurden deutliche Zeichen der
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Virilisierung sowie ein hyperplastischer Schwellkérper im SinnereKlitorishypertrophie
beschrieben. Aus den weiteren Angaben geht hervor, dass in den Untersuatieingen
Lymphozytenkulturen mit Hilfe der konventionellen Zytogenetik 33% deedaine XY-
Konstellation zeigten.

Mit der ISH liel3en sich jedoch nur Zellen naihem X-Chromosom nachweisen. Da hier
mit den verwendeten Sondékein Y-Chromosom nachweisbar war, muss von einer
strukturellen Verdnderung, den Zielbereich der Sonde betreffend, ausgegergen. Als
Untersuchungsmaterial stand reguléres Material als Resdktabonade zur Verfigung.
Die parallel durchgefuhrten Kontrollen zeigten stets eine gutekt®e auf das Y-
Chromosom.

Da kein eindeutiger Nachweis von ovariellem Gewebe moglich war, besteht eiiselye
Gonadendysgenesie.

gll: Gemischte Gonadendysgenesie, intersexuelles dufleres Genitale, Alter 7T,
Streakgonade mit atrophischem Hodengewebe

In dieser Gonade konnten ebenfalls X- und Y-Chromosomen in den verschiedenen
Gewebeanteilen nachgewiesen werden. Die quantitative Auspragungindeinen
Zelllinien ist mit g5 vergleichbar, wobei auch hier ein Ubergewicht der X0-Komponente
vorliegt. UTS-Stigmata wurden hier jedoch nicht beschrieben. Phandtypegt ein
intersexuelles Genitale vor, welches mit der beschriebenen Situation kbrrelie

Bedeutung der verschiedenen Zelllinen

Liegt eine lokale Konzentration oder eine gleichmaRig verteikenéte Population von
46,XY-Zellen vor, kommt es zur fokalen Bildung von testikularem Gewelbalidses

Gewebe in der Lage, ausreichend Testosteron zu produzieren, kann es |aigrer

Virilisierung kommen. Die Anwesenheit von testikularem Gewebdadgluktionsort fur
Androgene ist letztendlich die Voraussetzung fur die Bildung von mannliekiernen

Genitalien bzw. fur die Virilisierung. Die Anwesenheit der Dervales Wolffschen
Ganges zeigt, dass in utero die Testosteronproduktion ausreichendrgseiasmuss, um
dessen Differenzierung zu induzieren. Entsprechend war das Y-ChromosemGonade
nachzuweisen. Da auch Derivate des Miullerschen Ganges beobachtet, Warde eine
Stérung der Synthese der MIH ursachlich sein. Eine reduzierte eldendle Expression
Y-chromosomaler Gene fuhrt zur fehlenden oder gestérten Sekretion varOMétielles

Stroma in dysgenetischen Gonaden scheint nicht auf zwei X-Chromosogemiesen zu
sein. Die fehlende Unterdriickung Millerscher Strukturen durch das (vedegangene)
Y-Chromosom lasst hier deren Differenzierung und die Bildung ovarédhnliGlesvebes
Zu.
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12.2.2 Vergleich mit den Ergebnissen anderer Aatore
uelle onde aryo ini -Chromosom Y-Chromosom istologie
1/ Sonde / Karyotyp / Klinik X-Ch Y-Ch Histologi
Methode
. Haut u. Gonade: . .. .
Bergendi 45,X146X,idic(Yq) UTS, deutliches idic (Yq),_ keine Streak-Gon_ad(_en,
et al. FISH, PCR S . - . guantitative hodentubuliartige
wbl. Klitoris-Hypertrophie  Uberwiegen -
1997 der X0-Zelllinie Angaben Formationen
FISH, Hoden: 84% XO; ::ggg:]e'fe‘f;‘ebe caum
DYZ1, 12% XX , g ’
Kocova et 45,X0/46,XXp- . Hoden: Spermiogenese
DYZ3, . Streak-Gonade: .
al. 1995 SRY Gem. Gonadendysgenesie 100% X0 4% XY re.: Streak-Gonade,
0 Anteile ovariellen
Stromas
Ovar: X0 61% , reifes ovarielles
g'do‘g'égt FlBSal;Iﬁxs 45,X0/46,XX XX 39% - Gewebe, einige
’ P Oozyten: XX Priméarfollikel
re. Gonade: Hoden,
FISH Hoden (re.): Sertoli- u. Leydig-
Reddy et DXZi 45 X/46XY ka 14 - 21% Zellen
al. 1996 DYZS’ gem.Gonadendysgenesie " Ovar (li.): li. Gonade: Streak-
7 -9% Gonade, ovarielles
Gewebe
45,X0/46,XY . atrophische
Zeig{)gt s.0. unauff. Mnl.. Genitale, k.a. ?g;e_nsgo/ Hodentubuli, sprl.
’ Hodenatrophie 0 0 Leydigzellen
Ovar:
Reddy et 45’XO./46’XY 21% und 39%
al 1998 SO UTS_, intersexulelles k.a. Leydigzellen:
’ Genitale ( 2 Félle) .
47% und 54%
Tube:
4% Teilweise Nester mit
FISH, 45,X0/46,XY(Yp), UTS, . . . )
zl;lldlg(r)oe; DYZ3, aulRere Genitalien regular  k.a. Iégyg(:/g(;]]zellen. tsgﬂglzeerl]lig’elﬁeme
DXZ1 weiblich, Streakgonade. Nebenhoden testikularen Strukturen
45%

Tabelle 12-1: Untersuchungen anderer Autoren an gonadalem Material

Bergendi et al. [1997] weisen innerhalb einer Streakgonade ein desillitleegewicht der
X0-Zelllinie nach. Auch hier liegt, wie bei dem in dieser Arlibgischriebenen Falf) ein
Ullrich-Turner-Syndrom (UTS) vor. In der Gonade konnte ebenfalls y-chromaes
Material nachgewiesen werden, was die testikulare Differammeerklart. In dem Falf3
wurde ein Anteil von 5-10% flr das Y-Chromosom gefunden.

Auch bei dem Falg5 wurde ein Uberwiegen der X0-Zellline beschrieben. Hier sind im
Gegensatz zp3 keine Turner-Stigmata dargestellt.

Udler et al. [2001] zeigen eine Zuordnung von méannlichen Strukturen und degh¢dtufi
des Y-Chromosoms auf. Bei einem Madchen mit UTS lag eine 45,X/46,X¢dit2) —
Konstellation vor. Bei der Reaktion mit der Sonde DYZ3 erhielten diersucher
entsprechend der Struktur des Chromosoms ein Doppelsignal (Vorliegen v@an zw
Zentromerregionen) fur das Y-Chromosom. Es zeigte sich eine geridgispragung der
y-tragenden Zelllinie in der Tube. Hingegen waren in den mannlicheveli@anteilen
deutlich hohere Anteile fur das Y zu finden. Im Gegensatz zu denbésehriebenen Fall
mit Turner-Syndrom besteht bei Udler et al. somit ein Untersavwesichen mannlichen
und weiblichen Strukturen in Bezug auf die Verteilung der Geschlechtschromosomen.
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Auch Reddy und Mitarbeiter [1998] haben Mosaikkonstellationen in den Gonaden von
Patienten mit 45,X0/46XY-Konstellation dargestellt. In diesen Arbeliegen ebenfalls
guantitative Ergebnisse vor, die mit der Interphasen-Zytogenetikteitnwurden. Alle
untersuchten Félle zeigten eine Mosaikkonstellation in den Gonaden.

Ebenso wie bei den in dieser Arbeit untersuchten Fallen konnten auch &eddsowohl

die X0, wie auch die XY-Komponente in mannlichen, wie auch in weiblichen
Gewebestrukturen nachweisen.

Bei den Fallen mit gemischter Gonadendysgenesie wurde ein hoheteit An Y-
Chromosomen in den testikularen Anteilen (21%, 14%) als im ovariell@relige (9%)
gefunden. Wie bei den Fall@a undg” zeigen auch Reddy und Mitarbeiter in ihren Fallen
somit einen hoéheren Anteil an Y-Chromosomen in den testikularen Struletisrém den
ovariellen Strukturen.

Die von Reddy et al. ermittelte prozentuale Verteilung istdait hier ermittelten Werten
vergleichbar. In Hinsicht auf das UTS konnte Reddy et al. jedoch einerehtheteil an
Y-Chromosomen nachweisen als bei dem in dieser Arbeit untersuchten Fall.

Osipova et al. [1998] beschreiben ebenfalls ein Fall, bei dem dervpodgichweis von
SRY nicht mit den histologischen Befunden (bindegewebige Streak-Gonadejlem
aulReren Genitale (weiblich) korreligsieheg/0). Es ist moglich, dass in diesem Fall die
Ursache eine Mutation in einem weiteren Gen in der Determinigkasgade liegt
[McElreavey u. Fellous 1999; Osipova et al. 1998]. Auch von anderen Autorerdieird
Bildung der Androgene in Abwesenheit Y-chromosomaler Sequenzen in der Gonade
diskutiert. Lippe beschreibt die Produktion von Androgenen durch Vorlauferzidien
ovariellen Stromas bei Patienten mit Gonadendysgenesie [Lippe 1991].
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12.3 Gruppe I - Pseudohermaphroditismus maskulinus

In dieser Arbeit wurden zwei Falle mit 46,XY-Chromosomensatz ungisatyem
Hodengewebe untersucht, die dem mannlichen Pseudohermaphroditismus zuzuordnen
sind:

Fall Karyotyp Alter Geschlecht/&ulReres Gonade
Genitale
gl 46, XY 1M Intersex., komplexes Hypoplastischer Hoden, Leydigzellen, Nebenhoden,
Fehlbildungssyndrom Samenleiter
keine Spermiogenese, keine Ovaranteile
g8 46, XY 2 Mnl. Atrophischer Hoden, Leydigzell&ebenhoden

und Rete Testis, Samenleiter
keine Spermiogenese, keine Ovaranteile

Tabelle 12-2 Patienten mit Pseudohermaphroditismus maskulinus

Bei den Fallerz/ undg8 (Gruppe 1) ergab die Untersuchung der Geschlechtschromosomen
einen regularen XY-Genotyp. In allen Gewebekomponenten konnte mit deje 18k
Signal fir das X-Chromosom und eines fir das Y-Chromosom gefunden werden.
Quantitativ entsprechen die Ergebnisse der einzelnen Gewebe sjedeilen der
Kontrollgruppe. Ob eine geringradige Monosomie, die unterhalb der Nagneree liegt,
vorhanden ist, bleibt in diesem Fall offen.

12.3.1 Phéanotyp-Karyotyp-Korrelation

Im Fall g1 liegt ein komplexes Fehlbildungssyndrom (Smith-Lemi-Opitz-Syndronit)
atrophischem Hoden und intersexullem Genitale vor. Hier kann eine endokrine
Funktionsstérung wie beim Pseudohermaphroditismus oder ein genetischler \Wiefbei

der reinen Gonadendysgenesie vorliegen. Gegen eine reine Gonadendysjeiegidas
Fehlen einer Streakgonade und Miullerscher Strukturen. Zur Diagnose exhten
Hermaphroditismus gehoren ovarielle Strukturen, die hier nicht nachweisloan. Die
Abwesenheit Millerscher Strukturen weist auf eine regularel&eit-Funktion wahrend

der Embryonalphase hin. Das Gleiche gilt fur die Anwesenheit &nasenleiters, des
Nebenhodens und des Rete Testis. Eine unzureichende Funktion der Leydigdpée
Stbrung der Konversion von Testosteron zu Dihydrotestosteron oder dessanrRasakt
Rezeptor ist hier fur die Bildung des intersexuellen Genitales verantwortlic

Im Fall g8 mit regularem mannlichen Genitale kann ebenfalls eine Form des
Pseudohermaphroditismus oder letztendlich eine andere Ursache filHogieeatrophie
(Maldescensus) vorliegen.
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12.4 Gruppe II - Echter Hermaphroditismus

12.4.1 Genetische Heterogenitat

Der echte Hermaphroditismus ist durch die gleichzeitige Anwegewntie testikularem

und ovariellem Gewebe definiert. Der haufigste Genotyp ist mia &0% eine 46,XX-
Konstellation[Queipo et al. 2002]Nur in wenigen Fallen mit 46,XX-Konstellation wird die
gleichzeitige Anwesenheit von Y-chromosomalen Sequenzen (z.B. SRidhdge
[Queipo et al. 2002; Fechner, 1994; Berkovitz et al. 1992]. Ist SRY nicht e&diar und
besteht auch kein Y-chromosomales Mosaik, muss von einer Mutation etoesmalen
oder X-chromosomalen Gens ausgegangen werden, welche die Bildung uararest
Strukturen erklart [Torres et al 1996; Berkovitz et al. 1992]. Eine 46&Xstellation mit
nachweisbarem SRY-Gen wird auf eine Translokation zuriickgefuhrtHkavey et al
1992]. Diese unterschiedlichen Bedingungen bei Individuen mit echten Hermaphroditismus
werden als genetische Heterogenitat bezeichnet.

Ergebmisse anderer Autoren

In den Arbeiten von Linskens et al. [1992] und Queipo [2002] sowie von van Niekerk et al
[1981] werden Patienten mit den klinischen und histologischen Merkmales eshéen
Hermaphroditismus und einer 45,X0/46XY-Konstellation dargestellt. Dieldnz fir
einen echten Hermaphroditismus mit diesem Genotyp wird mit 3,5%éatlerangegeben
[Linskens et al. 1992; Niekerk et al. 1976].

Quelle Auperes Genitale Rechte Gonade Linke Gonade
Hypospadie, Kryptorchismuss Streak-Gonade, ovarielles Testis
Linskens et al. 1992 Gewebe
Hypospadie, Kryptorchismuss Testis Ovotestis
Van Niekerk et al. 1981- Ovar Testis / Ovotestis
Berkovitz et al. 1982 wbl. Ovotestis Streakgonade
Queipo et al. 2002 mnl.; Hypospadie Streakgonade otedtis

Tabelle 12-3 Hermaphroditismus verus und 45,X0/46XY-Konstellation

Weiterhin  werden Falle mit echtem Hermaphroditismus und 46,XX/46,XY,
46,XY/47,XXY oder 46,XX/47,XXY Konstellation beschrieben. Auch bei diesen
Situationen ist eine Auspragung des Phanotyps wie bei den FalleASHi0/46XY -
Konstellation zu beobachten. 12,8% der werden als 46,XX/46,XY und 5,6% als
46,XY/47,XXY-Karyotyp dargestellt [Linskens et al. 1992; Niekerk et al. 1976].

Quelle Karyotyp Auperes Genitale Rechte Gonade Linke Gonade
Queipo et al. 2002 46,XX intersexuell Ovar, Ovagest Ovar, Ovotestis
Torres et al. 1996 46,XX/46,XY mnl. Ovotestis, Tube Ovotestis, Tube,
Queipo et al. 2002 46,XX/46,XY weiblich Ovotestis vad

Van Niekerk et al. 1981 46,XX/46,XY - Ovotestis Ova
Berkovitz et al. 1982 46,XX/46,XY intersexuell Ovar Ovotestis
Torres et al. 1996 46,XX/47,XXY  mnl. Ovotestis, Bub Ovar, Tube

Van Niekerk et al. 1981 46,XX/47 XXY - Ovotestis ¢t

Tabelle 12-4 Hermaphroditismus verus mit 46,XX/46,XY oder 46,XX/47,XXY Konstellation
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12.4.2 Phanotyp-Karyotyp-Korrelation

In dieser Arbeit wurden folgende Félle mit Hermaphroditismus undreiMesaik der
Geschlechtschromosomen untersucht:

Fall Karyotyp AuReres Genitale Rechte Gonade Linke Gonade
g2 46,XX/46,XY mnl., Gynéakomastie, Ovotestis und Ovar Hoden
Kryptorchismus Tube, NH, Samenleiter
gl2  46,XX/46,XY mnl. Ovotestis Ovar
Tube, NH, Samenleiter
g4 46,XY/47,XXY  mnl., Gyndkomastie Hoden, Nebenhmde Ovotestis
wenig Ovar Nebenhoden

Tabelle 12-5, Eigene Falle mit Hermaphroditismus, NH: Nebenhoden

Bei g2 wurden primar eine Gynakomastie und ein Kryptorchismus diagnostiziert.
Histologisch wurden links eine zwittrige Gonade mit atrophischem mmyeebe und
rechts ein Ovotestis gefunden.

Im Ovar liegt ein niedrigerer Anteil der Zellen mit einerC¥iromosom vor (21%), als in
den uUbrigen Gewebeanteilen. In den testikularen Bereichen sind 34% fasiias Y-
Chromosom. Dieser Anteil scheint ausreichend fir die Entwicklung efikularen
Strukturen zu sein. Die XX-Komponente (43%) ist hier fir die Bildungesi
funktionstiichtigen Ovars verantwortlich.

g12: Hier besteht ebenfalls phanotypisch eine mannliche Auspragung. In deellenar
Anteilen der Gonade waren keine Y-Chromosomen nachzuweisen (dabei 72%emX-
Chromosomen). In den tbrigen Gewebekomponenten konnte dagegen ein Uberwiegen der
XY-Komponente festgestellt werden (69% - 84% 1 Signal fur das Y-Chromosom).

Die phanotypische Auspréagung ist bei diesem Fall auf den hohen GehZkeldm mit

einem Y-Chromosom zurickzufihren. Histologisch wurden Uberwiegend tesikular
Strukturen beschrieben. Auf der anderen Seite ist der Nachweidresobhen Gelbkorpers

nach einer stattgefunden Ovulation ein Zeichen flr eine intakte dedfighktion. Auch

hier existiert neben einer XY- eine XX-Zelllinie, die fur dwmvarielle Funktion
verantwortlich ist.

Fur den Fallg4 ist primar eine Gyndkomastie bei ansonsten &uf3erlich mannlichem
Phanotyp beschrieben. Die Gonade enthélt Uberwiegend ovarielle Anteileingw
frischen Gelbkorper sowie geringe Anteile von Hodengewebe. Es wurdallein
Komponenten eine XXY- und eine XY-Zelllinie gefunden. In den Hodentubuli des
Ovotestis (rechts) waren 54% und im ovariellen Stroma 57% denZualtezwei Signalen

fir das X-Chromosom zu finden. Auf der linken Seite war in den HodentubuGehalt

von 67% und im ovariellen Stroma von 63% fur zwei X-Chromosomen zu finden. Die
ubigitare Anwesenheit des Y-Chromosoms ist hier als Ursache dead@blastoms
anzusehen.
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Die Anwesenheit y-chromosomaler Sequenzen bei den Féllen g2, g12 umchrgd rsiit
deren mannlichen (aufReren) Auspragung uberein. Dabei ist bei dengzaliedg/2 eine
Differenz in der Zusammensetzung zwischen ovariellen und testikuistreikturen zu
finden. Die Zusammensetzung der Gonaden korreliert hier jeweildemphé&notypischen
Auspragung in Bezug auf die Histologie. In den testikularen Anteskedabei jeweils ein
gré3erer Geahlt an Y-Chromosomen vorhanden, als in den ovariellen Strukturen.

12.4.3 Vergleich mit anderen Autoren

Auch Mc Laren beschreibt die Bedeutung der quantitativen Verteilung der
Geschlechtschromosomen in den Gonaden in Bezug auf den Hermaphroditismus.

Bei der gleichzeitigen Anwesenheit von testikularem und ovarieBEmwebe mit einer
46,XX/46,XY-Konstellation oder einer 46,XX/47,XXY-Konstellation ist diedihg des
testikularen Anteils auf die Verteilung des Y-Chromosoms zurlckzufUufive Laren
1991]. Dagegen ist die Bildung des ovariellen Gewebes durch einensgewAsteil an
Zellen mit XX-Gonosomenbestand und die Inaktivitdt des Y-Chromosomsk#iregr
[Berkovitz et al. 1982]. Eine Untersuchung von Mosaiken mit XY und XXeBetkeigte,

dass ein gewisser Mindestanteil an Zellen mit XY-Konsteltatin der Genitalleiste
vorliegen muss, damit es zur Bildung von testikularem Gewebe kommerjMariraren

1991]. McLaren, der Untersuchungen an Mausen durchfiihrte, beschreibt die Rildesg
Ovotestis bei einem Gehalt von 20%-25% an XY-Zellen bei einer aneaegigaren XX-
Konstellation [Mc Laren 1991 und Torres et al. 1996].

In den Arbeiten von Berkovitz et al. 1992 und McElreavey et al. 1992 wurdeglidadi
Leukozyten untersucht. Die Anwesenheit eines gewebespezifischerkbdjosabesondere

in den Gonaden, ist dabei also nicht auszuschliel3en.

Von Queipo et al. wurde ebenfalls das Vorliegen eines gonadalen Moflagstehend aus
SRY oder anderen Y-chromosomalen Sequenzen) als Ursache fir einen
Hermaphroditismus beschrieben. Von den Untersuchern wurde anhand der El8ttkTe

in 14% der Zellen im testikularen Gewebe ein Signal mit Hdfeer gegen SRY
gerichteten Sonde gefunden. In den Ubrigen Gewebekomponenten lag dagegéX- eine
Situation vor. Mit der von Queipo et al. angewendeten Methode konnte jedoch keine
Zuordung der Signale zu spezifischen Zelltypen hergestellt wef@esigo et al. 2002].
Dennoch kénnen unsere Befunde mit der von Queipo et al beschriebenen Situation
verglichen werden. Auch dort kam in einem Fall das Y-Chromosom ntesitkularem
Gewebe vor.

In der Tabelle sind noch einmal die Ergebnisse aus dieser Arbdratmnten mit echtem
Hermaphroditismus zum Vergleich mit der Arbeit von Queipo et al. angegeben:



Diskussion Seite 99

Quelle/ Fall  Karyotyp testikuliires Gewebe (Sonde) andere Gonade /

1 Signal 2 Signale Gewebe Histologie
Queipo et al. 46,XX 14 % (SRY) k.a. KEINE Ovotestis, Ovar
Fall g2 46,XXIXY 34% (DYZ2) 1% (DYZ2) 21% - 60% Ovotestis, Ovar
Fall g12 46,XXIXY 75% (DYZ2) 2% (DYZ2) 69% - 84% Ovotestis, Testis
Fall g4 46,XY/47, XXY 69% (DYZ2) 2% (DYZ2) 50% - 65 % Ovar, Testis

Tabelle 12-6: Vergleich mit den Ergebnissen aus Queipo et al. 2002. k.a.: keine Angaben

Queipo et al. vermuten, dass der geringe Anteil (14%) an ZelleisR¥t nicht fir die
vollstandige Entwicklung von testikularem Gewebe ausreicht, und es somRildung
des Ovotestis gekommen ist. Auf der anderen Seite ist die Anwéserre y-
chromosomalen Sequenzen (SRY) nicht zwingend flr eine testikulaegnid@krung.
Dabei sei insbesondere auf das Vorhandensein des Y-Chromosoms in dehleiovarie
Anteilen hingewiesen. Eine ovarielle Entwicklung bei Anwesenheihrgrnosomaler
Sequenzen kann neben strukturellen Verdnderungen (Mutationen, Deletionen)falesh a
Vorliegen von inaktiven Genen (Allele) hinweisen.

12.5 Vergleich der Ergebnisse von Gruppe II und I1I

Bezuglich der Verteilung der Chromosomen wurden unterschiedliche Zessetnungen
bei den verschiedenen Syndromen mit Gonadendysgenesie festgestellt:

* Bei der GEMISCHTEN GONADENDYSGENESIE besteht eine gleidbige Verteilung
zwischen méannlichen (TESTIS) und weiblichen (OVAR) Geweben.

* Bei den Fallen mit HERMAPHRODITISMUS werden in den ovarielfnteilen werden
weniger Y-Chromosomen gefunden als in den tbrigen Gewebekomponenten

Bei den Fallen mit echtem Hermaphroditismus wird somit ein Scivegd zu denen mit
gemischter Gonadendysgenesie deutlich: Hier sind in den ovariellefdefmveniger Y-
Chromosomen zu finden als in den tbrigen Gewebekomponenten. Die Gonaden lassen sich
hier also durch die unterschiedliche Chromosomenverteilung von denen niscigem
Gonadendysgensie abgrenzen. Bei der gemischten Gonadendysgenesiedagsigén
eine gleichmalige Verteilung der Chromosomen zwischen mannlichestisfTend
weiblichen (Ovar) Strukturen.

Ausnahmen bilden die Fal undg7. Hier findet sich die geringste Auspragung fur das
Y-Chromosom ebenfalls in den ovarahnlichen Anteilen. Bei diesen Fallendamit ein
Ubergang in einen Hermaphroditismus angenommen werden. Es wurden jedaolem bei
Fallen g6 und g7 keine ausdifferenzierten Hoden- und Ovaranteile gefunden, was
wiederum gegen das Vorliegen eines Hermaphroditismus spricht. ViggereiAutoren
[Berkovitz et al. 1991] wird die Mosaikverteilung innerhalb der Gonaden zur Erkldemg
asymmetrischen Struktur auch bei der gemischten Gonadendysgenasigehegen. Es
zeigte sich jedoch bei den Fallen in dieser Arbeit ein einbHegic/erteilungsmuster fir
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X0- bzw. XY-Zellen sowohl im testikularen wie auch in den ovardhnlicketeilen mit

einer ahnlichen quantitativen Auspragung der Zelllinien. Die Angaben vwikoB& et al.
stehen somit im Gegensatz zu den oben beschriebenen Konstellatioden demischten
Goandensygensie. Zum einen kénnen methodische Fehler bei der quantitatgsarigy

der einzelnen Zellpopulationen nicht ausgeschlossen werden, zum anderesudind
zeitliche Veranderungen in der Zusammensetzung der Mosaike [Hedd €092] zu
beachten. Weiterhin ist die Frage nach der Aktivitat der jeyeziliGene und nach der
strukturellen Zusammensetzung der hier nachgewiesenen Y-Chromosoerenfaff der
anderen Seite ist bei den hier untersuchten Féllen eine echte féwesdhferung von
ovariellen Strukturen bei der gemischten Gonadendysgenesie nich gefurden.vDiese
Situattion stimmt mit der fehlenden Anwesenheit einer XX-Zallund dem vorhandenen
Y-Chromosom Uberein. Die Beurteilung einzelner Gewebekomponenten kannsnur al
Erganzung zu anderen Untersuchungsmethoden, und in Zusammenhang zur klinischen und
histopathologischen Beurteilung herangezogen werden.

12.6 Keimzellen in dysgenetischen Gonaden

Zellen der Spermatogenese

Ergebnisse an Zellen der Spermatogenese konnten in dieser Arbwitdaigestellt
werden. In herkommlichen Ubersichtsfarbungen (HE) lassen sich dihieztenen Zellen

der Spermatogenese lediglich durch die Lage ihrer Zellkerne in Htatentubuli
unterscheiden. Eine Beurteilung der Form anhand von Zytoplasmastrukturen ist
insbesondere in Praparaten der In Situ-Hybridisierung nicht moglidu KBanmt, dass in

den meisten hier untersuchten Fallen keine oder nur eine stark éandgdse
Spermatogenese zu finden ist. Die Hybridisierung und Auswertung gieal&ian reifen
Spermien ist auf Grund des starken Kondensationszustandes des Kalsnatieht
moglich. Auch Estop et al. beschreiben, dass die FISH-Untersuchung der
Geschlechtschromosomen nur an dekondensierten Kernen der Spermatozyten maglich ist .

Fall Karyotyp Gruppe Gonade/aulieres Genitale Keimzellen
g2 46,XX/46,XY Hermaphroditismus re.: atrophischeddntubuli, keine Spermiogenese,
Ovargewebe Primér und
li.: atrophischer Hoden Sekundarfollikel
g4 46,XY/47,XXY Hermaphroditismus re.: Ovar keine Spermiogenese,

li.: Ovar, atrophisches HodengewebePrimarfollikel

g7 45,X0/46,XY Gem. Gonadendysgenesie  Undiffereteigemischte Gonade Einzelnene
mit Hodentubulus - artigen Spermatogonien.
Formationen, zellreiches
spindelzelliges ovaréhnliches Stroma.

g9 46X,t,(X:Y) Gonadendysgenesie bei Ovar, Uberwiegend unreifes keine Spermiogenese,
Translokation Hodengewebe Primér und
Sekundarfollikel
gll  45,X0/46,XY Gem. Gonadendysgenesie  re.: atsoplr Hoden keine Spermiogenese,
li.: Streak-Gonade vereinzelt Primérfollikel
gl2  46,XX/46,XY Hermaphroditismus Dysgenetischeliische Gonade keine Spermiogenese,
mit Hoden und Ovaranteilen Primér und

Sekundarfollikel

Tabelle 12-7: Keimzellen, Falle mit Gonadendysgenesie
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Ergebnisse anderer Untersucher an Zellen der Spermatogenese

In der vorliegenden Literatur konnten nur wenige Angaben Uber die Zusastmergsder
Gonosomen in Keimzellen von Patienten mit 45,X0/46,XY oder 46,XX/46,XY Karyotyp
gefunden werden.

Dagegen gibt es zahlreiche Untersuchungen an Spermatozyten lbentePatmit
Klinefelter-Syndrom. Die Daten zeigen, dass Keimzellen von iatiemit einem 47,XXY
Karyotyp in der Lage sind, die Meiose zu durchlaufen und regulare haggetenien zu
produzieren. Friuhere Untersuchungen gingen davon aus, dass nur bei Patignten mi
Mosaikkonstellationen (46,XY/47,XXY) eine vollstandige Spermatogeneseiahdghr.
Neben den Spermien mit einem regularen Chromosomensatz wurdehéiht énzidenz
fur hyperhaploide Spermien (24,XY) gefunden. In der Arbeit von Chevret §t9416]
wurden dabbei auch Keimzellen (Spermatozyten) mit einem 46,XX und 4@l -
Konstellation beschrieben (Patienten mit 46,XY/47XXY-Karyotyp). kwed von einem
fehlenden Auseinanderweichen der Chromosomen wahrend der Meiose |l aagsyeg
[Foresta et al. 1999; Estop et al. 1998; Guttenbach et al. 1997; Chevret et al. 1996].
Zellen der Oogenese

In dieser Arbeit wurden in drei Fallen intakte Keimzellen desr©gafunden, bei denen
die Geschlechtschromosomen angefarbt werden konnten. Eine quantitativertogwst
bei der Untersuchung der Keimzellen nicht sinnvoll, da jeweils nurgeetellen Signale
enthalten. Der Durchmesser einer Keimzelle eines Prim&gdtdlimit 20-50pum und der
eines Sekundarfollikels mit 120-200um fuhrt bei einer Schnittdicke von 6ufig lzm
Verlust der Zellkerne.

Versuche mit deutlich dickeren Schnitten konnten auch unter Optimierurigyateolyse
keine befriedigenden Ergebnisse liefern. Bei einer Schnittdicke vbnatel15um ist eine
ISH an Paraffinschnitten mit der hier durchgefuhrten Methode nichtichodn den
Primar- und Sekundarfollikeln der Falleg2, g7 wund g9 konnten die
Geschlechtschromosomen mit der In Situ-Hybridisierung angefarbt werden.

Fall Karyotyp Gruppe Gonade/aul3eres Genitale Keimzellen
g2 46,XX/46,XY  Hermaphroditismus re.: Ovar, Hoden Oozyten: XX, X, Y
li. Hoden
g7 45,X0/46,XY  Gem. Ovaranteile, Oozyten: XX, X, YY Y
Gonadendysgenesie atrophischer Hoden, Steakgonade
g9 46X,t,(X:Y) Gonadendysgenesie bei Ovar, Uberwiegend unreifes Oozyten: X, Y
Translokation Hodengewebe, intersex. Genitale

Tabelle 12-8: In Situ-Hybridisierung an Oozyten

Bei g2 (Karyotyp 46,XX/46,XY) fanden sich in den Oozyten der Priméarfollikel ader
zwei Signale fur das X-Chromosom sowie andere KeimzelleninatreSignal fur das Y-
Chromosom. Ing7 waren in den Keimzellen ebenfalls ein oder zwei Signale flirxdas
Chromosom, sowie Zellen mit ein oder zwei Signalen fur das Y-Chamas finden.
Bei dem Fallg9 fanden sich Keimzellen mit einem Signal fir das X- oder fur\das
Chromosom.
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Ovarielle Keimzellreifung und Chromosomenkonstellation

Die Keimzellreifung und Proliferation findet im weiblichen Organus bereits wéhrend
der Fetalperiode statt, und endet mit dem Zeitpunkt der Geburt. HirdéreDogonien
differenziert zu Oozyten, die am Ende des zweiten Monats der FetalperidiéeHrophase
der Meiose | (Reduktionsteilung) eintreten. Die meiotische Teilird jedoch nicht
abgeschlossen. Die diploiden Oozyten treten in ein Ruhestadium, dast@iatyn, in dem
sie bis kurz vor ihrer Ovulation verbleiben. Es entsteht eine Oozyteimem haploiden
Chromosomensatz. Dieser Schritt findet kurz vor der Ovulation imaffeitikel statt
[Motulsky 1996]. Dem diploiden Chromosomensatz dieser Keimzellen entgmebc
konnten in den Primér- und Sekundarfollikeln hier zwei Siganle fir dehrgmosom
dargestellt werden.

Vergleich mit anderen Autoren

In der Arbeit von Novak et al. [1995] ergab die Untersuchung an Paréffitien des
Ovars bei zwei intakten Keimzellen jeweils eine XX-Konstella Die Anwesenheit der
beiden X-Chromosomen hier entspricht ebenfalls dem regularen Chromoatmdiaser
Zellen. Bei der hier beschriebenen Patientin bestand eine 45,X0/46XXelatish. Im
ovariellen Stroma zeigte die Interphasen-Zytogenetik 34% demZeikezwei Signalen fur
das X-Chromosom. Die Untersucher gehen allerdings von einer vollstandife
Situation in den Keimzellen aus, da sie auch in der Mundschleimhaut Xutellen
fanden. Diese beiden Gewebe seien endodermalen Ursprungs und haben lawdt dvak
deshalb den gleichen Karyotyp. Verglichen mit meinen Ergebnissen kesa Ansicht
hier nicht bestatigt werden, da die von mir untersuchten Gewebediallgeweilige
Mosaiksituation vorwiesen.

12.7 Keimzelltumore bei Gonadendysgenesie

In der vorliegenden Arbeit wurden bei zwei Patienten neben der Gonademelyisg
Anteile eines Keimzelltumors gefunden.

Fall Karyotyp Gruppe Tumor

g4 46, XY/ 47, XXY Hermaphroditismus verus gonadoblastoide Dysplasie
Seminom (Cis)

refes Teratom
Gonadoblastom

g6 45,X0/ 46,XY Gemischte Gonadendysgenesie

Tabelle 12-9 Keimzelltumoren bei dysgenetischen Gonaden

Bei einem Patienten mit 46,XY/47,XXY-Konstellation und Hermaphoroditismusde

eine gonadoblastoide Dysplasie sowie Anteile eines reifen Tesatmih ein Seminom
(CiS) festgestellt.

Insgesamt besteht bei Patienten mit Hermaphroditismus einegeiedtnzidenz fur eine
gonadale Neoplasie als bei den anderen Stérungen der Geschlecbtsddfeng. Am
haufigsten werden hier ein Gonadoblastom oder ein Dysgerminom genampt di/al.

1987]. Eine Kombination eines echten Hermaphroditismus mit einem ré&destom

wurde in der Literatur bisher nicht beschrieben.
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In den Seminom-Zellen (Fal}4) wurde ein Zugewinn an Y-Chromosomen festgestellt.
Hier zeigen 22% der Zellen zwei Y-Chromosomen; die Zellen desgtdres verhalten sich
wie die Ubrigen Gewebeanteile. Gonadobalstoide Strukturen konnten in derumir
Verfiigung stehenden Préparaten nicht dargestellt werden.

Bei der gemischten Gonadendysgenesie wird insbesondere auf die érhidlatez flir das
Gonadoblastom und das Dysgerminom hingewiesen. Die Haufigkeit fur Tieseren
wird hier mit 15% - 20% der untersuchten Falle angegeben [Verp et al. 1987].

Gonadoblastom — Vergeich mit anderen Autoren

In den Arbeiten von lezzoni et al. [1997] und Sultana [1995] wurde in
Gonadoblastomherden ein héherer Anteil an Zaléteinem Y-Chromosom beobachtet
als in den tbrigen Zellen der untersuchten Gonaden.

Quelle Karyotyp Gonadoblastom Stromazellen

1 Signal 2 Signale 1 Signal 2 Signale
Sultana et al. 45,X0/46,XY 79% (Y) - 19% (Y)
lezzoni et al. 45,X0/46,XY 82% (YY) - 24% (Y)
eigene 45,X0/46,XY 29% (X) 59% (X) 68% - 81% (X) 0% - 3% (X)
Ergebnisse 75% (Y) 18% () 60% -89 % (Y) 0% - 1% (Y)
Tabelle 12-10

In dieser Arbeit wurde bei einem Patientes®)( mit gemischter Gonadendysgenesie
(45,X0/46,XY) und Anteilen eines Gonadoblastoms die Anwesenheit des Y-Chrosmosom
in allen Gewebekomponenten und in den Tumorzellen dargestellt. In der Guagate
zwischen 57% und 89% daneben in den Tumoranteilen 75% der Zellen mit egreah S
fur das Y-Chromosom zu finden. DarlUber hinaus zeigten 18% der ZellerSimale fir
das Y-Chromosom. Der Nachweis des X-Chromosoms erbrachte in 29%rderZEllen
und in 68% - 81% der Ubrigen Gewebekomponenten ein Signal. Des Weiterenevmarde
Hyperploidie in 59% mit zwei X-Chromosomen Tumorzellen nachgewiesen.

Auf die Beziehung zwischen Y-Chromosomem und der Bildung einer gonadaigstoi
Dysplasie wurde bereits eingegangen. Auch in den hier untersuchten kahnte ein
deutlich grof3erer Gehalt an y-chromosomalem Material in dennZé#le Goandoblastoms
festgestellt werden. Die vorliegende Hyperploidie scheint ietztl Folge der
Tumortransformation zu sein, wahrend spezifische Gene fir die Eniwirktes
Gonadoblastoms verantwortlich sind [De Arce et al. 1992].
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13 Keimzelltumoren - Diskussion

Eine Reihe von padiatrischen Keimzelltumoren (KZT) verschiedendpldgsscher
Subtypen wurde mittels der In Situ-Hybridisierung untersucht. In deiegeriden Arbeit
wurden die Geschlechtschromosomen an Paraffinmaterial in 36 Gewelrepambe 1
Patienten dargestellt. Analog zu der Untersuchung der Gonadendysgemegien auch
hier die Chromosomen in den unterschiedlichen Gewebekomponenten dargestellt
deren Verteilung quantitativ erfasst. Es wurden KeimzelltumorerHdeens, des Ovars
und sakrokokzygeale Tumoren untersucht. Histologisch wurden die untersuchtereifium
wie folgt klassifiziert: Zehn reife, differenzierte Tera®rfTD), sechs unreife (immature)
Teratome (IT), vier gemischte Keimzelltumoren (gKZT) und eitbeonales Karzinom
(EC).

Da Keimzellneoplasien eine Differenzierungskapazitat, die von enrefmbryonalem
Gewebe bis hin zu organéhnlichen Strukturen (reife Teratome) ra@idgtveisen, stellt sich
die Frage, ob den jeweiligen Differenzierungsstadien genetisciséeMzuzuordnen sind.
Dies ist speziell bei kombinierten (gemischten) KZT von Intereda hier innerhalb eines
Tumors undifferenzierte, maligne als auch reife, ausdifferenzierteefaealitreffen sind.

13.1 Vergleich mit den Ergebnissen anderer Autoren

13.1.1 Reife Teratome

In den reifen Teratomen konnten mit den von uns verwendeten DNA-Sonden keinerle
genetische Veranderungen nachgewiesen werden. Die untersuchten Tumigten z
jeweils eine, dem Geschlecht des Patienten entsprechende, Ktostellr X- und Y-
Chromosomen.

In den Tumoren mannlicher Patienten konnte in den unterschiedlichen
Gewebekomponenten zwischen 65% und 78% der Zellen ein Signal fur das XeSbnom
und 65% und 77% fir das Y-Chromosom gefunden werden. Doppelmarkierungen (bis zu
7% fir Y) wurden auf die Uberlappung von Zellkernen zuriickgefiihrt und nicht als
Disomie gewertet. Dies betrifft vor allem die epithelialeenw@be, im Kontrollgewebe vor
allem Samenleiter und Rete Testis und bei den Tumorfallen, dianemgander liegenden
Zellen in den Drisenformationen der Teratome.

Bei den weiblichen Tumoren (Steil3bein und Ovar) fanden sich in 60% bis 812éldm

zwei Signale fur das X-Chromosom. Drei Signale (Uberlappungen) wimdaaximal 3%

der Kerne gefunden.

Die schwéchste Signalausbeute fand sich in Tumoranteilen bestehendlaties
Muskulatur in einem Steil3beinteratom. Dabei finden sich in 14% dexnZiedline und in

24% der Zellen nur ein Signal.
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Im Kontrollgewebe anderer Untersucher wurden vergleichbare Ergelgessnden. Hier
ist als Beispiel die Signalausbeute von Jenderny et al. 1995 an 5S5kem @chnitten
dargestellt:

Gewebe 0 Signale 1 Signal 2 Signale 3 Signale

gonadales Stroma 4-13% 35-43% 49-58% 0-1%

Tabelle 13-1 Kontrollen [Jenderny et al. 1995]

Auch andere Untersucher konnten mit der In Situ-Hybridisierung keirénderungen an
Teratomen padiatrischer Patienten nachweisen [Stock et al. 1994 und 1995].

In friheren Untersuchungen wurde diskutiert, dass sich Teratome auch dierch
Parthenogenese, also durch Fusion zweier haploider Keimzellen emtwkékaen. Hier
wurde in weiblichen Individuen stets ein XX-Karyotyp und bei mannlichewibhaén z.T.
eine XX oder eine XY-Konstellation vorliegen. Solche Befunde wurden in de
vorliegenden Arbeit jedoch nicht gefunden. Tatsachlich lasst sich aendi&leinen
Kollektiv keine Aussage festmachen, jedoch konnte gezeigt werden, ndasder
Interphasezytogenetik eine solche Situation nachzuweisen wéhre.

13.1.2 Unreife Teratome

Bei der Untersuchung der unreifen Teratome in dieser Arbeit fandentk1, partiell
unreifes Teratom des Hodens, Grad Il) in den unreifen NeurogliarZ&b% der Kerne

mit zwei Signalen fur das X- und 14% mit zwei Signalen fur d&hyomosom. In einem
weiteren Fall €2, Steil3beinteratom, mnl.; Grad 1) enthielten 41% zwei Signale fiiinK

34% zwei Signale fir das Y-Chromosom. In beiden Fallen zeigt sicEugewinn der
Geschlechtschromosomen. Die reifen Gewebeanteile zeigten eine anoenrte
Chromosomenkonstellation. In den Ubrigen unreifen Teratomen (tol, th4, ts4 und ts5)
konnten keine Abweichungen festgestellt werden.

Stock et al. [1994/95] fanden bei den unreifen Teratomen einen regula@mdSomen-

satz, wobei eine Subpopulation mit tetraploiden Karyotyp angegeben weslisbmit den

hier beschriebenen Verdnderungen vergleichbar. Leider stellen diesutiiter hier keine
Beziehung zu den histologischen Komponenten her, so dass unklar ist, ob hige nur
unreifen Gewebekomponenten betroffen sind. Dennoch konnten, mit zunehmendem Grad
der Unreife, zytogenetische Veradnderungen an diesen Tumoren gexeiden.
Quantitatve Aussagen wurden in den Arbeiten von Stock und Mitarbeitern nicht gemacht.

13.1.3 Gemischte Keimzelltumoren

Bei Vorliegen eines Teratoms, kombiniert mit einem EC und/oder, ¥8iinte in allen
malignen Komponenten eine nummerische Aberration gefunden werden.

In thS (EC und TD) des Hodens konnte in den Tumorzellen, die dem EC-Antell
zugeordnet waren, in 37% zwei und in 25% drei Signale fur das X-Chrongeformden
werden. Die Anteile des unreifen Teratoms waren nicht veréndert.
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Th 6, (EC, YST und IT) des Hodens: Hier wurde in allen Tumorkomponenten ein
Zugewinn der Geschlechtschromosomen beobachtet. Im PlattenepithElKienponente
waren 74% der Zellen mit zwei Signalen fir das X-Chromosom findea. HZ-
Komponente enthielt in 61% der Kerne zwei und in 12% drei Signale flrXdas
Chromosom. Im YST-Anteil betrug der Wert fur X 59% (2 Sign.) und 11%i¢®.).
Darlber hinaus zeigte sich ein Zugewinn des Y-Chromosoms im Raké&rmor und in

den Zellen des embryonalen Karzinoms. (YST: 27% 2 Sign. und 13 % 3 Sigre)(EC:

15% 2 Sign. und 10 % 3 Sign.).

Der gemischte Keimzelltumor des Ovaod (TD, IT, EC, YST) zeigte ebenfalls in dem
Dottersack- wie auch in dem EC-Bestandteil einen Zugewinn fuX-d2lsromosom. Hier
enthielten auch die Anteile des reifen und des unreifen Teratons Zugewinn des X-
Chromosoms. Auch in den Dottersackanteilen und in den Zellen des embryonalen
Karzinoms des Stei3beintumas3 (weiblich) war eine entsprechende Zunahme bezuglich
des X-Chromosoms festzustellen. Eine Teratomkomponente war hiervoidtgnden.
Zum Vergleich der quantitativen Ergebnisse werden hier die ZahlenJemaderny und
Mitarbeitern aufgelistet.

X-Chromosom: 0 Sign. 1 Sign. 2 Sign. 3 Sign.
gonadaler Dottersacktumor - - 63% 22%
(weiblich)

extragonadale Dottersacktumoren - - 46 - 59% 10 - 26%
(weiblich)

Tabelle 13-2 Jenderny et al. 1995 und 1996

Die Signaldichte ist mit den in dieser Arbeit gefundenen Wertegleichbar. Auch hier
wurde ein Zugewinn des X-Chromosoms beschrieben. Ein geringerer Bedzeah
Kernen mit der maximalen Chromosomenzahl wird von Jenderny et aleiaen
schnittbedingten Artefakt im Sinne eines Verlustes der Chromosomngickgefihrt.
Dennoch ist eine Subpopulation mit Kernen, die nicht tetraploid, sondern oddipiwiot
oder triploid sind, nicht auszuschlie3en. Leider sind in der Literatur ksngaben tber
die quantitative Zusammensetzung der unterschiedlichen Zellpopulationen zu finden.
Im Unterschied zu Stock et al. konnte bei den gKZT in dieser Anbehten den
Aberrationen in den malignen Anteilen auch in den histologisch reifen Tumpdtanten
ein Zugewinn der Geschlechtschromosomen festgestellt werden. l2adalslt es sich um
einen Hodentumor eines Patienten mit 17 Jahren (th6) und einen ovarigthem &iner
13jahrigen Patientin (to4). Stock et al. beschreiben nummerische Verdgee in
gemischten KZT jeweils nur in den malignen Tumoranteilen. Es wurdeschen zwei
und vier Signalen im YST und EC beschrieben.

Im Sinne der holistischen Keimzelltheorie geht man davon aus, dagdigicmaligne
Komponente aus den Zellen des Teratoms entwickelt. Die Untersuchungen darauf
hin, dass die genomischen Verédnderungen dann mit der histologischen Tnatisfor
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einhergehen. Auch in dieser Arbeit wurden in den malignen Tumoranteileapfidien
gefunden, die diese Hypothese unterstitzen.

Bezuglich der hier gefundenen Ergebnisse an Teratom-Anteilen muss Buelmisse an

reifen Teratomen Erwachsener hingewiesen werden. Dort sind ebenfgéwinne der
Geschlechtschromosomen  bekannt. Die beiden hier untersuchten gemischten
Keimzelltumoren mit einer Aneuploidie im Teratomanteil wurdeninem Alter von 14

bzw. 17 Jahren gefunden. Ob sich hier altersbedingt eine Veranderung meiféen
Teratomanteilen zeigt, oder ob die Ergebnisse von Stock et al. hichictier reifen
Komponenten unvollstandig sind, bleibt offen. Allerdings wird den reifen tdmen
Erwachsener durchaus ein malignes Potential zugerechnet.

13.1.4 Embryonales Karzinom

Bei dem malignen Keimzelltumor des Hodent&8] lag ebenfalls ein embryonales
Karzinom vor. Es wurde ein Zugewinn des X-Chromosoms (25% mit 2 Sign.(2ae

mit 3 Sign.) sowie ein Zugewinn des Y-Chromosom (22% mit 2 Sign.ixtehmDieser
Befund ist mit den EC-Komponenten der gemischten Keimzelltumoren vergleichbar.

Stock et al. ermittelten mit Hilfe der ISH ein Zugewinn dar&@nosomen 1, 8, 10 und 12.
Bezuglich der Geschlechtschromosomen wurden bei der weiblichen Patesi bzw.

vier Signale fur das X-Chromosom gefunden. Mannliche Patienten und somit Befunde tber
Y-Chromosomen wurden hier nicht untersucht. Die Tabelle gibt eine ichetber die

hier besprochenen Befunde von anderen Untersuchern:

Quelle Tumor Methode Anzahl  Befund
Jenderny, J. YST, gonadal ISH (Paraffin), 7 Pat. +1, +12, +8, +17, +X:
1995 Cytometrie DXZ1, (wbl.):

2 Sign.: 63%

3 Sign.: 22%
Jenderny, J. YST, extragonadal ISH (Paraffin), 12 Pat. +1, +12, +8, +17, +X:
1996 Cytometrie DXZ1, (wbl.):

2 Sign.: 59 bzw. 46%
3 Sign.: 10 bzw. 26%
4 Sign.: -- 1 14%

Stock, C. 1994 TD, IT, EC, YST, FISH, Flow 13 Pat. in Stock 1995
gKZT, SE Cytometrie

Stock, C. 1995 TD, IT, EC, YST, FISH, Flow 24 Pat. TD: keine Veréanderungen
DGE, gKZT, SE Cytometrie IT: Tetraploididierung

DGE: 48, +10, +12, XXX

SE: +8, +10, +12, XXX

EC: +8, +10, +12, XXX/XXXX

YST: +8, +10, +12, XX/XXX

gKZT: in malignen Anteilen wie oben

Tabelle 13-3: Interphase-Ergebnisse an pad. Keimzelltumoren

Zusammenfassung zum Vergeich mit anderen Untersuchern

Bei den untersuchten Fallen stellt der Zugewinn des X-Chromosomsnimekgnen
Keimzelltumoren die haufigste Veranderung dar. Hier wurden vor alellen mit zwei
oder mit drei Signalen in den malignen Tumorkomponenten gefunden (7 Mdlie).
Zugewinn des Y-Chromosoms wurde in vier Fallen beobachtet. In einenyaralan
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Karzinom des Ovars konnten in 20% der Tumorzellen ebenfalls Signalda#iry-
Chromosom gefunden werden.

Bei den Untersuchungen mit der In Situ-Hybridisierung anderer Autorenétoéhnliche
Ergebnisse beschrieben werden wie in dieser Arbeit. Dennoch Sé&bek [1994/95] und
Jenderny [1995/96] ihre Ergebnisse nicht in Bezug zu den einzelnen Zellpmpaicbzw.
zur Histologie der Tumoren. Gerade hier kdénnte ein Zusammenhang zwiskene
jeweiligen Tumorkomponente und der genetischen Zusammensetzung deneginzel
Zelllinien liegen. Denn schlieBlich stellt sich die Frage, ob deobachteten
Veranderungen Folge oder Ursache der neoplastischen Verdnderung sBejdnsatz zu
Stock et al. wird bei den in dieser Arbeit untersuchten FallegidiT auch in den reifen
Tumoranteilen (2Falle) ein Zugewinn des X-Chromosoms gefunden.

13.2 Weitere genetische Befunde an Keimzelltumoren

An péadiatrischen Keimzelltumoren konnten verschiedene nummerische undirsiiekt
Chromosomenaberrationen nachgewiesen werden. Dabei zeigte sich, bigerdagé
Ausnahmen, keine Korrelation zwischen der Histologie, der Tumorlokahsates Alters
und der jeweiligen Abweichung. Die meisten zytogenetischen Unterswahung
beschaftigen sich mit strukturellen eher als mit nummerischen Aberrationen.

Viele Autoren haben die Neoplasien an isolierten Kernen aus Rarat@rial oder durch
kultivierte Zellen untersucht (siehe Tabelle). Dabei lassendecleweiligen Karyotypen
zwar mit den Ergebnissen aus der ISH vergleichen doch ist beindMsthoden keine
Korrelation zu den einzelnen Subpopulationen auf histologischer Ebene mdglich.

Quelle Tumor Material Zahl der Fille Befund
Atkin, 1992 D Zyto. 37 Pat. XXY bis XXXY, diploithis hyperploid
Blough etal. EC (Hoden) FISH, Paraffin 14 Pat. +12p
1998a Erwachsene
Blough etal. gKZT FISH, Paraffin 4 Pat. i(12p) und andrere Strukturelle Aberrationen.
1998b Erwachsene
Emmerich et EC, (Hoden) ISH, Paraffin, 3 Pat +12
al. 1989 Zellsuspension
Korn et al. EC, SE, CGH 11 Pat. +8, +12, +21, +X, i (12p)
1996 YST, TD, IT Keine Veranderung an TD
Ohamaetal. IT, (Ovar) Zellkultur, 6 Pat. 48,XX, +14, +21, 47 ,XX, +20, 47, XXX
1985 Zyto. (10-38 J) Drei weitere IT: 46,XX
Oosterhuis et  TD, (Ovar) Ubersichtsartik Erwachsene +7, 48, +12, +15, +21 +X (Dermiodzyste)
al. 1997 YST el +1, +3, +8, +1, +12, +14, +X (YST)
Suijkerbuijk et EC FISH, 12 Pat. i(12p)
al. 1992 Zellkultur Erwachsene
Surti et al. TD, IT, Zellkultur, 104 Pat. TD: 47, XXX
1990 (Ovar) Zyto. (9-75 Jahre) TD: +15, +18, +X
IT: 49,XX, +8, +12, +22 (3 Jahre)
IT: 79 , XXXX (16 Jahre)
Yuetal. 1995 TD, IT, FISH 4 Pat. TD (mnl): XX /Y
(ZNS) (2-253)) IT (mnl.): 2-4X/1-2Y
Schneider et al TD, IT, EC, CGH 51 Pat. TD, IT: keine Veranderung
2001 YST, DYS, EC, YST, DYS, gKZT:
gKZT +1q, +20q, -1p, -44q, -6q
bis auf wenige Ausnahmen kein i(12p)

Tabelle 13-4: weitere zytogenetische Befunde an Keimzelltumoren
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Reife Teratome

Reife Teratome padiatrischer Patienten weisen in aller|Reawn reguléaren Karyotyp auf.
Auch Korn et al. fanden in reifen Teratomen bei Kindern genetisch urdesté diploide
Tumorzellen. Diese Ergebnisse stimmen mit den neuren Untersuchuegen Tumoren
durch CGH und mit den Interphase-Ergebnissen Uberein [Schneider et alR2i)6Hl; et

al. 1998; Jenderny et al. 1995; Stock et al. 1994].

Bei Tumoren Erwachsener werden nur selten Veranderungen beschridtzana @Qnd
Surti fanden bei Teratomen Erwachsener einige trisome bzw. deplaryotypen. Surti
konnte bei der Untersuchung von 104 Patienten in 7 Féllen eine Veranderung des
Karyotyps feststellen. Hier zeigte sich ein Zugewinn einfgatosomen (siehe Tabelle).
Oosterhuis et al. [1997] beschreiben bei reifen Teratomen vorwiegead diploiden
Karyotyp. Einige Dermoidzysten des Ovars zeigten jedoch eirapligite Konstellation.
Hier ist ein Zugewinn der Chromosomen 7, 8, 12, 15, 21 und X beschrieben [Oas¢érhui
al. 1997]. Atkin und Baker [1992] fanden bei Teratomen Erwachsener ebé¢eilalsse
diploide und teilweise hyperploide (,nahezu tetraploide”) Chromosomengaitizian u.
Baker 1991/92]. Auch hier wird ein Zugewinn des X-Chromosoms in Teratomen
beobachtet. Bezuglich des Y-Chromosoms liegen nur wenige Ergebnisselmvor
Gegensatz zu anderen malignen Tumoren im Erwachsenenalter konnteruddkBaker

bei testikularen Teratomen keinen Verlust des Y-Chromosoms feststellen.

Genomische Veranderungen an reifen Teratomen treten im Kindesaheauf und sind

im Adoleszenten- und Erwachsenenalter nur selten zu finden.

Unreife Teratome

Im Gegensatz zu den reifen Teratomen lassen sich bei den umdigeten Teratomen
padiatrischer Patienten haufiger nummerische und strukturelle
Chromosomenveranderungen feststellen [Oosterhuis et al. 1997; Yu et alSLe986f al.
1990; Ohama et al. 1985]. Ohama beschreiben ein Zugewinn der Chromosomen 14, 20, 21
und X. Allerdings werden hier auch drei weitere Falle unreifeatbene mit regularen
Karyotypen dargestellt. Daneben werden von Oosterhuis auch strukidbelieationen
beschrieben. Von Surti wird ein Fall (wbl..; 3 Jahre, IT des Ovaitsgimer 49,XX, +8,

+12, +22 Konstellation geschildert. Auch Yu et al. weisen den Zugewinn der
Geschlechtschromosmen an padiatrischen KZT nach. Schneider und Mitaidoeaten an

10 Fallen mit unreifen Teratomen nur in einem Fall eine genomis@rénderung
[Schneider et al. 2001].

Insgesamt zeigen diese Arbeiten einen Zugewinn der Geschleohtscmen in unreifen
Teratomen. Diese Ergebnisse sind anhand kultivierter oder isolige#en mit
konventionellen zytogenetischen Methoden oder der FISH-Technik gefunden warden. E
direkter Vergleich mit den Interpahseergebnissen ist daher nigégtiam. Stock et al.
fanden eine Tetraploidisierung unreifer Teratome, konnten jedoch keingidngeoder
Verluste fur einzelne Chromosomen mit der ISH nachweisen.
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Dottersacktumoren (YST) und gemischte Keimzelltumoren (gKZT)

Die nummerischen Aberrationen der YST betreffen die Chromosomen 1,3,8,10,12 und 14
sowie das X-Chromosom [Oosterhuis et al. 1997; Stock et. al. 1994 u. 1995; Jenderny et al.
1995 u. 1996 ]. Auch hier wird ein Zugewinn der jeweiligen Chromosomen bdsamrie
Daneben ist hier ein Verlust des Y-Chromosoms zu nennen. Die Chromosomenkonstitution
dieser Tumoren kann diploid, tetraploid oder aneuploid sein. Des weiterelenvan
Dottersacktumoren die Deletion des Chromosoms 1 (1 del p36.3) [Jendatnya&5 und

1996] und selten das Isochromosom i12p beschrieben. Weitere Aberrationen alsree

1p, +1q, -6q, und +20 angegeben [Schneider et al. 2001].

Embryonales Karzinom (EC)

Die wesentlichen Veranderungen dieser Neoplasie wurden bereitsamimenhang mit

den Interphaseergebnissen besprochen. Auch hier ist die AnwesenheitelédonD
del1p36.3 bekannt [Stock et al. 1994]. Bei den Untersuchungen mit der CGH wurden
identische Angaben wie bei den Dottersacktumoren gemacht.

Strukturelle Aberrationen

Nur in wenigen Fallen wurde an pad. KZT ein Isochromosom i(12p) gefundandi@er

et al. 2001, Gobel et al. 2000]. Diese Aberration kann an Tuomren Erwachsémerzu

80% in nahezu allen Lokalisationen gefunden werden, stellt jedoch bei Kiedez
Ausnahme dar [Blough et al. 1998a und b; Korn et al. 1996; Looijenga et al. 1993;
Suijkerbuijk et al. 1992].

Die haufigste strukturelle Aberration ist jedoch eine Deletion GCl@®mosoms 1: (1del
p36.3) [Stock et al. 1995; Jenderny et al. 1995 und 1996]. Daneben wurden Verluste am
Chromosom 1, 4, 6, und 13 sowie Zugewinne an 1g und 20 dargestellt [Schneider et a
2001; Riopel et. al. 1998]

Die Deletion des Chromosoms 1(p36.3,del) wurde Uberwiegend in den fortteseinri
Tumorstadien gefunden und scheint im Zusammenhang mit der Progresssen die
Tumoren zu stehen. Stock und Jenderny konnten diese Veranderung in verschiedenen
Tumoren und in den malignen Tumorkomponenten gemischter KZT nachweissa. Die
Arbeiten zeigen die 1p36.3 Deletion im Dysgerminom, Dottersacktumdsryemalen
Karzinom, Seminom und Chrorionkarzinom. In reifen und unreifen Teratomen wusee die
Aberration bisher nicht nachgewiesen. Der haufige Nachweis von 1p36.8tioDen

weil3t darauf hin, das diese Veranderung eine Rolle bei der Pathogengs&diatrischen
Keimzelltumoren hat. Auch Schneider et al. vermuten potentielle Onkogewe
Tumorsupressorgene an 1p36 oder 6q.

Zusammenfassung — genetische Befunde an Keimzelltumoren

Bei der Untersuchung von Keimzelltumoren beschreiben die meisten Awioukturelle
Veréanderungen der Chromosomen. Interphase-Ergebnisse Uber nummerischBofker

der verschiedenen Tumoren sind selten. Bisher geben nur Stock und Mitgdd®#9¢% und

1995], in ihren Arbeiten mit der In Situ-Hybridisierung Befunde Uber die
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Chromosomenkonstellation in gemischten Keimzelltumoren an. Dennoch wufldéiauc
keine Differenzierung zwischen den einzelnen Subpopulationen der jeweiligen Tumortype
unternommen. Dabei wird die Veranderung an unreifen Teratomen zwdéwribbsn, es
existieren jedoch keine Angaben, ob sich diese auch in den reifen Gexezles oder nur

in einer bestimmten Zellpopulation (z.B nur in den unreifen neurotubuléaremaionen)

zeigen.

Jenderny [1995/96] und Stock [1994/95] kombinieren ihre ISH-Untersuchungen mit

(DNA)-zytometrischen Analysen. Dabei vergleichen sie den DNAaGemit dem

jeweiligen ISH-Ergebnis. Neben dem Zugewinn einzelner Chromosomeh dabeli

deutlich, dass es sich bei den meisten Veranderungen um triploide ebdgaloide

Chromosomensatze der Tumorzellen handelt. In Bezug auf struktureiedéeungen

werden die Aberrationen der Chromosomen 1 (Deletion 1p36), 6 und 12 (Isochromosom

12p) am haufigsten genannt.

Die Zahlen der bislang genetisch untersuchten Keimzelltumoren ineletd sind im

Vergleich zu den KZT Erwachsener gering. Neben konventionellen zytosydren

Verfahren kommen die FISH-Technik, die konventionelle ISH und die komperative

genomische Hybridisierung (CGH) zum Einsatz.

Mit der CGH kann keine Korrelation zum histologischen Aufbau und somit zu

unterschiedlich differenzierten Zellpopulationen hergestellt werdeterelssanterweise

wurde in einer der groften Untersuchungen [Bussey et al. 1999] an pébextri

Keimzelltumoren an reinen und gemischten YST-Komponenten in den medten (13

von 20) keine karyotypische Aberration gefunden. Im Gegensatz dazunzésgtgerny et

al. in ihrer Studie zu Dottersacktumoren verschiedene nummerischeichbwgen des

Karyotyps. Offensichtlich scheinen bei Bussey Kulturartefakte didegeringe Sensitivitat

konventioneller zytogenetischer Methoden dafir verantwortlich zu sein.

Die in der Literatur beschriebenen genomischen Verdnderungen sowiediser Arbeit

gewonnenen Ergebnisse fuhren zu folgenden Schlussfolgerungen:

1. In padiatrischen Keimzelltumoren werden keine konstanten Verédnderurrgestelit,
die als diagnostische Marker verwendet werden kénnen. Die haufigsténdéeungen
kénnen auch in anderen Neoplasien (z.B. im Neuroblastom oder im Nephroblastom)
gefunden werden [Schneider et al. 2001].

2. Teratome zeigen bei Neugeborenen und Kindern ein regulares genomisches Profil.

3. An gonadalen und extragonadalen Tumoren werden die gleichen genomischen
Veranderungen beschrieben. Dieser Befund deutet auf einen einheitlidprang fur
gonadale und extragonadale KZT hin.

4. Es besteht ein wesentlicher Unterschied zwischen péadiatrischénukd den KZT
Erwachsener. Das Isochromosom 12p wurde bei Kindern bisher nur sehr selte
gefunden.
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Keimzelltumoren und Gonadendysgenesien

Darlber hinaus ist bekannt, dass bei Patienten mit Klinefelter-@ynein erhdhtes Risiko
zur Bildung extragonadaler (mediastinaler) Keimzelltumoren beg$(zauderna et. al.
1998]. Hier wird vermutet, dass die genetische Konstitution (47,XXY-Kbatst®) zur
Tumorentwicklung pradisponiert. Welche Bedeutung die Gene auf dem X-Cloonzos
Tumorgenese (bei Klinefelter-Patienten) haben, ist bisher unklar. ABpekt, dass
Patienten mit Gonadendysgenesie ebenfalls ein erhdhtes Risiko kmdieine
Keimzellneoplasie haben, wurde bereits diskutiert. Die Rolle demrgmosomalen DNA

bei der Tumorgenese wurde beschrieben. Wie bei den KlinefeltenrRilbden sich auch

bei der Gonadendysgenesie nur bei einem Teil der Patienten Keeopthsien. Der
endgultige = Zusammenhang  zwischen  Tumorgenese und  Aberration  der
Geschlechschromosomen ist hier nicht vollstandig geklart. Die afielder autosomaler
und struktureller Verdnderungen konnten auch mit aktuellen, molekulargbeatisc
Techniken (CGH) gefunden werden. Diese Aberrationen scheinen eher dir di
Keimzelltumorgenese verantwortlich zu sein, als die der Gesthtdgromosomen und
stehen derzeit im Mittelpunkt der Diskussion.
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IV. Zusammenfassung

Das Thema dieser Arbeit war die Etablierung der Interphasenéhytiy an Paraffinschnitten
von mannlichen und weiblichen Gonaden zur Darstellung der Geschlechtschromosomen.
Wegen der Gefahr der malignen Entartung wird bei Patienten ggedstischen Gonaden
eine Gonadektomie durchgefihrt. Die Diagnose des Krankheitslkéies erst anhand der
Kombination aus zytogenetischem Befund, kliniscAeispragung und des histologischen
Aufbaus der Gonaden gestellt werden. Es wurden Patienten mit Pseuaoherditismus,
mit echtem Hermaphroditismus und Falle mit UTS sowie mit g&wonadendysgenesie
untersucht, wobei Ubergange zwischen den verschiedenen Syndromen bestehen.

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, mittels der In Situ-Hykisrung, nummerische
Aberrationen am Gonadenmaterial sichtbar zu machen. Als Untersucltatagaihrstanden in
Paraffin eingebette Routinepraparate dysgenetischer Gonaden Zugwier Dabei sollte
untersucht werden, ob anhand des Verteilungsmusters der Chromosomen higatersc
zwischen den verschiedenen Syndromen erkennbar sind. Da gerade diklgnguvimd die
Funktion der Gonaden einen wesentlichen Einfluss auf den Phanotyp haben, deheint
gonadale Karyotyp hier von besonderer Bedeutung zu sein. Die vorliegdrele soll somit
klaren, ob die ISH ein zusatzliches Instrument zu Untersuchung dieser Syndronik.darste
Weiterhin wurde das Chromosomenmaterial in mannlichen und weiblichemdKesen
gesunder Individuen sowie in gonadalen und extragonadalen Keimzelltumogestdbi. Da
die Keimzelltumoren eine breite Differenzierungskapazitat ftesitstellt sich die Frage, ob
den unterschiedlichen Komponenten verschiedene genetische Muster zuzuordnen sind.
METHODE

Das Probandenkollektiv umfasste 12 Patienten mit Gonadendysgenesie uaiie@fie® mit
einem Keimzelltumor. Die Kontrollgruppe umfasste 5 mannliche und Blislkee Probanden
sowie mannliches und weibliches Nierengewebe von Probanden, bei denerefdaoh¥ auf
eine chromosomale Aberration bestand. Hybridisiert wurde mit derfispeen DNA-Sonden
gegen das X- und das Y-Chromosom. Bei der Durchfihrung erfolgte zund@hst
proteolytische Vorbehandlung der Schnitte mit Zitronensaure-Puffer, yeimaz und Pepsin,
um die Penetration der Sonde zu ermoéglichen. In der Regel warfadedich, die
Andauzeiten fur jeden einzelnen Fall individuell zu bestimmen. An&dni@ wurden die
Schnitte mit der zu untersuchenden Sonde Uber Nacht inkubiert. Die Detdkii Sonden
erforderte ein Antikorpersystem und DAB-Farbung.

ERGEBNISSE — GONADENDYSGENESIEN

Es zeigte sich, dass mit der Methode die Geschlechtsbestimmungurdersuchten
Individuums mdoglich war. In der Kontrollgruppe entsprachen die dargest€hromosomen
jeweils dem Geschlecht des untersuchten Probanden. Im Gegensatm zordg zur
Anwendung kommenden Verfahren, war es mdoglich, die Verdnderungen in definier
Gewebestukturen nachzuweisen. Unterschiede im Genotyp sowie Moséisénainzelner
Zellpopulationen konnten direkt am Gewebeschnitt aufgedeckt werden.
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In den Fallen mit Gonadendysgenesie wurden die uns als zytogenétisalyse bekannten
Karyotypen mit der hier angewendeten Methode bestatigt. Obwohl histilogindeutig
weiblich differenzierte Anteile in den Gonaden vorlagen, waren audiesen Strukturen Y-
Chromosomen nachzuweisen. Besonders hervorzuheben ist die Anwesenheit- des Y
Chromosoms in Keimzellen weiblicher Probanden.

Es konnte somit festgestellt werden, dass (1) die humangenetisefi@md® mit unseren
Ergebnissen lbereinstimmen, (2) die jeweiligen Chromosomen sowohl in dahanén, wie

auch in den weiblichen Gewebekomponenten vorkommen und (3) das vorhandene Mosaik in
allen untersuchten Geweben nachzuweisen war.

Bezuglich der Verteilung wurden Unterschiede zwischen den versokied8yndromen
festgestellt: Bei der gemischten Gonadendysgenesie bzw. biiohlurner-Syndrom zeigte

sich eine einheitliche Verteilung wahernd in der Gruppe mit Hermdpghlsmus dagegen
weniger Y-Chromosomen im Ovar als in den testikularen Strukturen zu finden waren.
ERGEBNISSE - TUMORE

Bei der Untersuchung der Tumore zeigte sich dass der darge€iettmosomensatz in allen
untersuchten Fallen dem Geschlecht des Tragers entspricht, waledgfieanT eratomen keine
Veranderungen festzustellen waren. Dagegen wiesen die maligneorafnieile deutliche
Aneuploidien auf. Bei den gemischten Tumoren waren die reifen Ardbd®so wie die
unreifen Gewebeanteile betroffen.

SCHLUSSFOLGERUNGEN

Die Untersuchung der Gonadendysgenesien zeigt, dass flr die genaigoDefines
Mosaikzustandes die Kombination verschiedener Untersuchungsmethoden notwendig ist.
Bei der Untersuchung waren Unterschiede zwischen den verschiedendrorsgn zu
erkennen. Dennoch ist eine allgemein gultige Aussage anhand des Weifedivs nicht
maoglich. Ob hier stets ein Unterschied in der Verteilung der Chrames vorliegt, kann nur

bei der Untersuchung eines weitaus grof3eren Fallzahl beurteilt werden. Ausdgeicti der
Ergebnisse zwischen dem Hermaphroditismus und der gemischten Gonadradisdolgt
jedoch, dass die Diagnose in Fallen mit ,Ubergangen® zwischenndiésmnkheitsbildern
durch die In Situ-Hybridisierung erweitert werden kdnnte. Dennoch lasenit der In Situ-
Hybridisierung gewonnen Ergebnisse Riickschliisse zu:

(1) Der Anteil an Sertolizellen, die (bei einer Mosaiksitiuatieir) Y-Chromosom tragen,
kann bei histologisch sonst unauffallig Hoden etwas tber dessen Funktion aussagen.

(2) Durch eine Probebiopsie bei unklarem Chromosomenbefund kann die Y-Zdillekein

der Gonade nachgewiesen, und somit die Indikation zur Gonadektomie gestellt werden.

(3) Eine Beurteilung der Phéanotyp-Karyotyp-Korrelation bei Patientenit
Gonosomenmosiken ist aufgrund der groB3en klinischen Variabilitdt sopwiblach
vorausgegangener Gonadektomie kann die In Situ-Hybridisierung Auskunft diber
Verteilung der Chromosomen in der Gonade geben. So kann deren Funktion und deren
Einfluss auf die Geschlechtsentwicklung ndher beurteilt werden.
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V. Anhang

a) Abkiirzungen

AK Antikorper

AMH Anti-Muller-Hormon

Aqua dest. / bidest Aqua destillata / bidestillata

bp Basenpaar

BSA Rinderserumalbumin

bzw. beziehungsweise

CGH komperative genomische Hybridisierung
Cis Carzinoma in situ

DAB 3,3’-Diaminobenzidin

DIG Digoxigenin

EC embryonales Karzinom

FISH Fluoreszenz In Situ-Hybridisierung
g Gonadendysgenesie

gKZT gemischter Keimzelltumor

h Kontrollgruppe testikuléares Gewebe
HE Hamatoxylin-Eosin

HRPO Meerrettich-Peroxidase

idic (Yp) isodizentisches Y-Chromosom, kurzer Arm
idic (Yq) isodizentisches Y-Chromosom, langer Arm
ISH In Situ-Hybridisierung

IT unreifes Teratom

k. A. keine Angaben

kbp Kilobasenpaar

KZT Keimzelltumor

MGD (mixed) gemischte Gonadendysgenesie
min. Minuten

MW Molekulargewicht

NaSCN Natriumthiozyanat

o] Kontrollgruppe ovarielles Gewebe
PBS Phosphate Buffered Saline

PCR Polymerasekettenreaktion

S.0. siehe oben

SB Southern Bloting

sec. Sekunden

SSC Sodiumchloridesodiumcitrat

TD reifes Teratom

th Tumoren des Hodens

to Tumoren des Ovars

ts Steil3beintumoren

UTS Ullrich-Turner-Syndrom

YST Dottersacktumor

Zyto. Zytogenetik
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b) Chemikalien und Lésungen

BSA, Bovines Albumin, Sigma
Citronensaure-Monohydrat {830, x H,0), p.a., Merk
DAB, Metal-Enhanced Substrat-Kit, Pierce
Dextransulfat, p.a., Aldrich

Formamid, p.a., Merk

Goat-Anti-Maus IgG, biotinyliert, Dianova

H.O,, p.a. Merk

HCL - 1M, p.a., Merk

Maus-Anti-Digoxigenin Antikoérper, Boehringer
Natriumthiozyanat (NaSCN), p.a., Merk
Normalserum Goat, Dako

Pepsin, Sigma

Peroxidase - konjogiertes Streptavidin, Dianova
Lachssperma - DNA, 1ml, Sigma

Sonde DXZ1, digoxigeniert; Sonde gegen d. X-Chromosom, Oncor Apligene
Sonde DYZ3, digoxigeniert; Sonde gegen d. Y-Chromosom, Oncor Apligene

Sonde DYZ2 (pHY 2.1), digoxigeniert, Sonde gegen d.Y-Chromosom, Boehringer

Tri-Natrium-Citrat-Dihydrat, Merk
Natriumchlorid (NacCl), p.a., Merk
Dinatriumhydrogenphosphat (BPQy), p.a., Merk
Kaliumhydrogenphosphat (KIRQy) , p.a., Merk
Objekttrager: SuperFroftlus Fa. Menzel-Glaser
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Die verwendeten Puffer-Lésungen wurden jeweils als Stammlésungegestedit und
autoklaviert. Zum Gebrauch wurden die Lésungen verdinnt und der pH-Wert eingestellt.

« Citronensiure - Losung 10x ph 6,0
Citronensaure - Monohydrat; 100mM = 21,0149 / 1| (Stammldsung)
Gebrauchslésung (10mM/1) fir Mikrowelle 1:10 verdinnt

« PBS - Puffer 10x pH 7.4
(far 1 Liter Stammldsung:)

NaHPO, 14,76 g /|

KH,PO, 439/l

NaCl 87,669/l

Gebrauchslésung 1x PBS

* SSC - Puffer 20x pH 7,0
fur 1 Liter Stammloésung:

NaCl 175,329 /1
Tri-Na-Citrat-dihydrat 88,23g /1

Gebrauchslosung: 2x SSC

« Hybridisierungsgemisch (200 pl)

Deionisiertes Formamid 130 pl
Dextransulfat (50% ige Losung) 40 pul
SSC-Puffer (Stammldsung) 20 pl
Heringssperma-DNA 10 pl

Das Hybridisierungsgemisch wurde autoklaviert, alliquotiert und tiefgefrarewaahrt.
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¢) Quantitative Ergebnisse

Fall: g1
Diagnose: Pseudohermaphroditismus maskulinus Karyotyp: 46, XO
X-Chromosom Pepsinzeit 8’ Y-Chromosom Pepsinzeit 12

0 Sign. 1 Sign. 2 Sign. 3 Sign. 0 Sign. 1 Sign. 2 Sign. 3 Sign.
Hodentubuli 8% 88% 4% 0% 13% 83% 4% 0%
Nebenhoden 9% 83% 8% 0% 33% 60% 8% 0%
linterstitium 25% 74% 1% 0% 23% 76% 1% 0%
Endothel 27% 73% 0% 0% 24% 76% 0% 0%
Glatte Muskulatur 35% 65% 0% 0% 33% 67% 0% 0%
Fall: g2
Diagnose: Hermaphorditismus verus Karyotyp: 46, XX/ XY

X-Chromosom  Pepsinzeit 4" + &

Y-Chromosom  Pepsinzeit &'

0 Sign. 1 Sign. 2 Sign. 3 Sign.

0 Sign. 1 Sign. 2 Sign. 3 Sign.

Hodentubuli, rechts 17% 26% 1% 65% 34% 1% 0%
Hodentubuli, links 13% 24% 1% 78% 22% 1% 0%
Tube 18% 81% 2% 38% 60% 2% 0%
Nebenhoden 20% 25% 54% 1% 57% 41% 2% 0%
Endothel 23% 29% 48% 0% 54% 46% 0% 0%
Ovarahnliches Stroma 19% 38% 43% 0% 78% 21% 1% 0%
Fall: g3
Diagnose: Turner-Syndrom Karyotyp: 45, X0/ 46, XY +18
X-Chromosom  Pepsinzeit 6" + 10° Y-Chromosom  Pepsinzeit &'

0 Sign. 1 Sign. 2 Sign. 3 Sign. 0 Sign. 1 Sign. 2 Sign. 3 Sign.
Keimdriisenstroma 21% 76% 3% 0% 95% 5% 0% 0%
Interstitium 18% 74% 8% 0% 92% 8% 0% 0%
Endothel 20% 72% 8% 0% 90% 10% 0% 0%
Glatte Muskulatur 27% 70% 4% 0% 90% 10% 0% 0%
Fall: g4 rechte Gonade
Diagnose: Hermaphroditismus verus Karyotyp: 46, XY / 47, XXY

X-Chromosom  Pepsinzeit 6" + 8’

Y-Chromosom  Pepsinzeit & + 8

0 Sign. 1 Sign. 2 Sign. 3 Sign.

0 Sign. 1 Sign. 2 Sign. 3 Sign.

ovarielles Stroma 18% 24% 57% 1% 5% 63% 2% 0%
Hodentubuli, (Ovotestis) 13% 2% 54% 3% 19% 79% 2% 0%
Leydig-Zellen 22% 26% 51% 0% 32% 65% 2% 0%
Endothel 16% 23% 0% 27% 70% 3% 0%
Seminom-Zellen 13% 24% 5% 14% 60% 22% 5%
Fall: g4 linke Gonade

Diagnose: Hermaphroditismus verus Karyotyp: 46, XY / 47, XXY

X-Chromosom  Pepsinzeit &' + &

Y-Chromosom  Pepsinzeif & + 8

0 Sign. 1 Sign. 2 Sign. 3 Sign.

0 Sign. 1 Sign. 2 Sign. 3 Sign.

ovarielles Stroma 13% 24% 63% 0% 30% 68% 3% 0%
Hodentubuli, (Sertolizellen 4% 23% 72% 2% 29% 69% 2% 0%
Leydig-Zellen 17% 26% 56% 1% 22% 76% 2% 0%
Nebenhoden (Epithel) 7% 20% 71% 2% 39% 59% 2% 0%
Endothel 12% 18% 70% 0% 38% 61% 2% 0%
Fall: g5
Diagnose: Gemischte Gonadendysgenesie Karyotyp: 45, X0/ 46, XY
X-Chromosom  Pepsinzeif &' Y-Chromosom  Pepsinzeit 6" + ¢’
0 Sign. 1 Sign. 2 Sign. 3 Sign. 0 Sign. 1 Sign. 2 Sign. 3 Sign.
Hodentubuli 15% 82% 3% 0% 72% 27% 1% 0%
Nebenhoden 10% 85% 5% 0% 85% 12% 4% 0%
Leydigzellen 31% 63% 6% 0% 88% 1% 1% 0%
Tube (Epithel) 9% 86% 5% 0% 96% 4% 0% 0%
Samenleiter (Epithel) 8% 86% 6% 0% 88% 10% 2% 0%
Schwellkérper 18% 80% 2% 0% 14% 85% 1% 0%
Endothel 27% 70% 3% 0% 64% 36% 0% 0%
Fall: g6
Diagnose: Gemischte Gonadendysgenesie Karyotyp: 45, X0/ 46, XY

X-Chromosom  Pepsinzeif 6" + 8

Y-Chromosom  Pepsinzeit 6 + &

0 Sign. 1 Sign. 2 Sign. 3 Sign.

0 Sign. 1 Sign. 2 Sign. 3 Sign.

Ovarghnliches Stroma 22% 74% 5% 0% 48% 47% 4% 0%
Nebenhoden / Epithel 16% 81% 2% 0% 3% 68% 1% 0%
Tube / Epithel 17% 80% 3% 0% 1% 89% 1% 0%
Endothel 23% 77% 0% 0% 26% 74% 0% 0%
glatte Muskulatur 32% 68% 0% 0% 28% 72% 0% 0%
Gonadobalstom 12% 20% 50% 0% 1% 70% 18% 0%
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Fall: g7
Diagnose: Gemischte Goandendysgenesie Karyotyp: 45, X0/ 46, XY
X-Chromosom Pepsinzeit 2" + 4 Y-Chromosom Pepsinzeit 4',6', 8
0 Sign. 1 Sign. 2 Sign. 3 Sign. 0 Sign. 1 Sign. 2 Sign. 3 Sign.
Hodentubuli 18% 78% 4% 0% 47% 53% 0% 0%
Nebenhoden (Epithel) 22% 75% 3% 0% 50% 50% 0% 0%
ovarahnliches Stroma 24% 74% 3% 0% 659% 31% 0% 0%
Tube / Samenleiter (Epith 23% 75% 2% 0% 49% 51% 0% 0%
Endothel 28% 69% 3% 0% 25% 75% 0% 0%
Keimzellen 20% 67% 13% 0% 90% 10% 0% 0%
Bindegewebe 21% 78% 1% 0% : i .
Fall: g8
Diagnose: Pseudohermaphroditismus maskulinus Karyotyp: 46, XY
X-Chromosom Pepsinzeit 12 Y-Chromosom Pepsinzeit 12
0 Sign. 1 Sign. 2 Sign. 3 Sign. 0 Sign. 1 Sign. 2 Sign. 3 Sign.
Hodentubuli 12% 87% 2% 0% 12% 86% 2% 0%
Endothel 15% 85% 0% 0% 23% 75% 2% 0%
Leydigzellen 27% 73% 0% 0% 29% 56% 2% 0%
Fall: g9 *gilt nur fiir die Verwndung der Sonde DYZ 2 (Béhringer)
Diagnose: Gonadendysgenesie mit XY - Translokation Karyotyp: 46, X, {(X;Y)
X-Chromosom Pepsinzeit 8" + 12 Y-Chromosom Pepsinzeit 8" + 12°
0 Sign. 1 Sign. 2 Sign. 3 Sign. 0 Sign. 1 Sign. 2 Sign. 3 Sign.
Hodengewebe 8% 13% 76% 0% 14% 35% 1% 0%
Endothel 1% 13% 76% 0% 11% 86% 3% 0%
GefaRmuskulatur 7% 22% 71% 0% 25% 74% 2% 0%
Bindegewebe 15% 15% 70% 0% 17% 81% 1% 0%
Tube (Epithel) 9% 14% 77% 0% 28% 72% 1% 0%
Follikelepithel / Zyst. Follif 8% 14% 78% 0% 17% 82% 1% 0%
ovarielles Stroma 18% 10% 72% 0% 17% 80% 3% 0%
Fall: g10
Diagnose: Gemischte Gonadendysgenesie Karyotyp: 45, X0/ 46, XY
X-Chromosom Pepsinzeit 6 ° Y-Chromosom Pepsinzeit 6" + &
0 Sign. 1 Sign. 2 Sign. 3 Sign. 0 Sign. 1 Sign. 2 Sign. 3 Sign.
Hodentubuli 16% 82% 3% 0%
Leydigzellen 22% 74% 4% 0% Kein sicherer Nachweis des
ovardhnlicher Bereich 13% 80% 7% 0% Y-Chromosoms moglich
Deckzellbelag 27% 71% 2% 0%
Endothel 14% 84% 2% 0%
Fall: gt11
Diagnose: Gemischte Gonadendysgenesie Karyotyp: 45, X0/ 46, XY
X-Chromosom Pepsinzeit 6 Y-Chromosom Pepsinzeit 4’
0 Sign. 1 Sign. 2 Sign. 3 Sign. 0 Sign. 1 Sign. 2 Sign. 3 Sign.
Hodentubuli 32% 54% 4% 0% 68% 32% 0% 0%
Leydig-Zellen 31% 58% 12% 0% 75% 25% 0% 0%
Nebenhoden 32% 68% 0% 0% 75% 25% 0% 0%
Endothel 22% 78% 0% 0% 74% 26% 0% 0%
Fall: g12
Diagnose: Hermaphroditismus verus Karyotyp: 46, XX/ XY
X-Chromosom Pepsinzeif 4° Y-Chromosom Pepsinzeit 4’
0 Sign. 1 Sign. 2 Sign. 3 Sign. 0 Sign. 1 Sign. 2 Sign. 3 Sign.
Hodentubuli 13% 25% 57% 4% 23% 75% 2% 0%
Leydigzellen 15% 24% 58% 3% 15% 84% 2% 0%
Nebenhoden 25% 28% 47% 0% 14% 84% 2% 0%
Endothel 21% 26% 51% 2% 12% 87% 1% 0%
glatte Muskulatur 28% 25% 0% 16% 79% 2% 0%
Samenleiter (Epithel) 16% 25% 3% 17% 78% 4% 0%
Tube (Epithel) 14% 31% 3% 18% £9% 3% 0%
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Tumoren des Ovars

Fall: to1 Fall: to7
Diagnose: Unreifes Teratom Diagnose: Reifes Teratom
X-Chromosom  Pepsinzeit 8’ X-Chromosom  Pepsinzeit 6
0 Sign. 1 Sign. 2 Sign. 3 Sign. 0 Sign. 1 Sign. 2 Sign. 3 Sign.
Epitheliale Strukturen 9% 5% 84% 2% ovarielles Stroma 9% 23% 68% 0%
unreife Gliazellen 18% 7% 74% 1% Talgdriisen 10% 20% 70% 0%
Knorpel 16% 12% 71% 1% Verhomtes Plattenepithel 13% 20% 66% 0%
Driisenzellen 1% 17% 69% 2% glioses Gewebe 1% 14% 75% 0%
Endothel 21% 3% 76% 0% Endothel 11% 17% 72% 0%
glatte Muskulatur 16% 15% 69% 0% glatte Muskulatur 13% 18% 70% 0%
[Fall: to3 [Fall: to8
Diagnose: Reifes Teratom Diagnose: Reifes Teratom

X-Chromosom Pepsinzeit 5’ + 10’

unverhomtes Plattenepithel
respiratorisches Epithel
Bindegewebe

gloéses Gewebe

Knorpel

X-Chromosom Pepsinzeit 4’ + &’

0 Sign. 1 Sign. 2 Sign. 3 Sign.
6% 17% 78% 0%
12% 16% 72% 0%
5% 18% 77% 0%
12% 16% 72% 0%
12% 16% 72% 0%

0 Sign. 1 Sign. 2 Sign. 3 Sign.
Ovarielles Stroma 1% 5% 82% 2%
regul. Follikelepithel 20% 7% 72% 1%
Hautanhangsgebilde 17% 12% 71% 1%
Knorpel 13% 16% 69% 2%
Epitheliale Strukturen 16% 3% 80% 0%
Endothel 13% 15% 72% 0%
Fall: to4
Diagnose: Gemischter Keimzelltumor
X-Chromosom Pepsinzeit 4’ + 6
0 Sign. 1Sign. 2 Sign. 3 Sign.
Tumorzellen 17% 20% 29% 34%
Plattenepithel 21% 21% 26% 32%
Gliazellen 16% 18% 28% 38%
Endothel 25% 73% 2% 0%
glatte Muskulatur 35% 61% 4% 0%
Tumorzellen 72% 20% 8% 0%
[Fall: tos
Diagnose: Reifes Teratom
X-Chromosom  Pepsinzeit 6
0 Sign. 1 Sign. 2 Sign. 3 Sign.
Verh. Plattenepithel 12% 19% 69% 0%
TalgdUsen 16% 23% 61% 0%
Papillar ang. einschichtiges Ep]  10% 19% 71% 0%
intestinales Epithel 10% 20% 70% 0%
Bindegewebe 15% 18% 67% 0%
glatte Muskulatur 18% 12% 69% 0%
Endothel 12% 16% 72% 0%
Fall: to6
Diagnose: Reifes Teratom

ovarielles Stroma
Follikelepithel
Plattenepithel
plexusartiges Epithel
schleimblidendes Epithel
Endothel

X-Chromosom Pepsinzeit 4’ + 8

0Sign. 1Sign. 2Sign. 3 Sign.
15% 20% 64% 1%
11% 19% 70% 0%
10% 17% 62% 11%
10% 15% 70% 5%
15% 19% 66% 0%
16% 14% 69% 0%
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Quantitative Auswertung — sakrokokzygeale Tumoren

Fall: ts1 Fall: ts3
Diagnose: Reifes Teratom, weiblich Diagnose: Embryonales Karzinom, wbl.
X-Chromosom  Pepsinzeit 4’ X-Chromosom  Pepsinzeit 15’
0 Sign. 1 Sign. 2 Sign. 3 Sign. 0 Sign. 1 Sign. 2 Sign. 3 Sign.
JPlattenepithel 10% 1% 79% 0% Tumorzellen, EC 12% 15% 80% 14%
lRespiratorisches E. 13% 15% 72% 0% |Endothel 18% 15% 87% 0%
lintestinales E. 12% 7% 81% 0% glatte Muskulatur 15% 15% 69% 0%
lKnorpel 6% 15% 79% 0% Tumorzellen, YST 16% 26% 52% 6%
gliése Strukturen 14% 10% 76% 0%
lEndo?hel 11% 14% 75% 0%
lGiatte Muskulatur 11% 15% 74% 0%
Fall: ts4 Fall: tsb
Diagnose: Unreifes Teratom, wbl. Diagnose: Unreifes Teratom, wbl.
X-Chromosom  Pepsinzeit 4’ X-Chromosom Pepsinzeit 12
0 Sign. 1 Sign. 2 Sign. 3 Sign. 0 Sign. 1Sign. 2 Sign. 3 Sign.
unreife Glidse Anteile 17% 20% 83% 0% unreife glidse Anteile 17% 21% 83% 0%
Jreife Gliazellen 18% 17% 85% 0% Jreife Gliazellen 16% 24% 80% 0%
IEpithe!formationen 18% 18% 61% 2% reife Epitheliale Strukturen 13% 27% 80% 0%
lEndothel 14% 12% 64% 1% |Endothel 15% 19% 65% 0%
Fall: ts 6 Fall: ts 8
Diagnose: Reifes Teratom, wbl Diagnose: Reifes Teratom, wbl.
X-Chromosom Pepsinzeit 9’ + 127 X-Chromosom  Pepsinzeif 6’
0Sign. 1Sign. 2Sign. 3 Sign. 0Sign. 1Sign. 2Sign. 3 Sign.
JHautanhangsgebilde 15% 17% 66% 2% |Epithel 13% 15% 72% 0%
glidse Strukturen 12% 15% 71% 2% Gliazellen 13% 17% 71% 0%
JFett, Bindegewebe 11% 16% 72% 1% JEndothel 15% 19% 66% 0%
|encothel 14% 22% 83% 2% Glatte Muskulatur 15% 17% 68% 0%
Glatte Muskulatur 12% 17% 71% 0%
quergestreifte Muskulatur 14% 24% 60% 2%
JEpitheliale Strukturen 9% 17% 74% 0%
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Quantitative Auswertung — Tumoren des Hodens

Fall: th1
Diagnose: Teratom mit reifen und unreifen Anteilen
X-Chromosom Pepsinzeit 8’ Y-Chromosom Pepsinzeit 8
0Sign. 1Sign. 2Sign. 38Sign. |0Sign. 1Sign. 28Sign. 3 Sign.
Hodentubili 23% 74% 2% 0% 13% 71% 4% 0%
Plattenepithel 31% 64% 4% 0% 40% 53% 6% 0%
unreife Neuroglia 25% 59% 16% 0% 26% 60% 14% 0%
reife gliose Anteile 24% 73% 2% 0% 29% 68% 2% 0%
Endothel 26% 73% 1% 0% 26% 72% 3% 0%
Glatte Muskulatur 24% 74% 2% 0% 29% 71% 0% 0%
Leydigzellen #NV #NV #NV #NV 41% 59% 0% 0%
[Fall: th2
Diagnose: Partiell unreifes Teratom des Hodens
X-Chromosom  Pepsinzeit 9" + 11| Y-Chromosom  Pepsinzeit 9" + 11
0Sign. 1Sign. 2Sign. 3Sign. |0Sign. 18Sign. 28Sign. 3 Sign.
Hodentubuli 31% 65% 3% 0% 21% 73% 5% 0%
Leydigzellen 32% 62% 5% 0% 34% 62% 3% 0%
unreife Tumoranteile 13% 84% 3% 0% 22% 76% 2% 0%
Jreife Gliazellen 13% 86% 1% 0% 23% 77% 0% 0%
Endothel 23% 75% 2% 0% 27% 71% 2% 0%
glatte Muskulatur 23% 75% 2% 0% 34% 62% 3% 0%
Nebenhoden (Epithel) 41% 56% 3% 0% 25% 72% 3% 0%
[Fall: th3
Diagnose: Reifes Teratom
X-Chromosom Pepsinzeit 4° Y-Chromosom Pepsinzeit 3’
0Sign. 1Sign. 2Sign. 3Sign. |0Sign. 1Sign. 28Sign. 3 Sign.
Hodentubuli 12% 82% 6% 0% 18% 81% 1% 0%
Leydigzellen 30% 68% 2% 0% 27% 71% 2% 0%
Plattenepithel 25% 74% 2% 0% 27% 71% 1% 0%
Endothel 28% 72% 0% 0% 21% 76% 3% 0%
glatte Muskulatur 26% 74% 0% 0% 28% 69% 3% 0%
Fall: th4
Diagnose: Reifes Teratom
X-Chromosom Pepsinzeit 3’ Y-Chromosom Pepsinzeit 4°
0Sign. 18Sign. 2Sign. 38ign. |0Sign. 18Sign. 28Sign. 3 Sign.
Hodentubuli 25% 74% 1% 0% 26% 72% 2% 0%
Leydigzellen 38% 62% 0% 0% 37% 63% 0% 0%
Plattenepithel 22% 76% 2% 0% 18% 44% 38% 0%
Drusenanteile 25% 75% 0% 0% 20% 74% 6% 0%
Endothel 27% 71% 2% 0% 23% 73% 5% 0%
Knorpelgewebe 30% 68% 2% 0% 28% 70% 2% 0%
Samenleiter (Epithel) 38% 60% 2% 0% 36% 64% 0% 0%
Fall: ths
Diagnose: Gemischter Keimzelltumor, EC, MIT
X-Chromosom Pepsinzeit 4" + 6 | Y-Chromosom Pepsinzeit 4’
0Sign. 18Sign. 28Sign. 38Sign. |0Sign. 18Sign. 28Sign. 3 Sign.
Hodentubuli 16% 67% 15% 2% 17% 81% 2% 0%
Reifes Teartom 34% 84% 2% 0% 23% 73% 5% 0%
Tumorzellen (EC) 9% 29% 37% 25% 15% 82% 3% 0%
Endothel 31% 67% 2% 0% 21% 7% 2% 0%
glatte Muskulatur 27% 71% 2% 0% 24% 75% 2% 0%
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Fall: thé
Diagnose: Gemischter Keimzelltumor
X-Chromosom Pepsinzeit 6 Y-Chromosom Pepsinzeit 4" + 6
0Sign. 1Sign. 28ign. 38Sign. |[0Sign. 18Sign. 2Sign. 3 Sign.
Sertolizellen 13% 79% 8% 0% 13% 76% 11% 0%
Nebenhoden (Epithel) 7% 88% 5% 0% 18% 78% 4% 0%
Plattenepithel (Teratom) 8% 18% 74% 0% 22% 76% 3% 0%
embryonales Karzinom 9% 18% 61% 12% 19% 56% 15% 10%
Dottersacktumor 1% 19% 59% 1% 13% 47% 27% 13%
Endothel 31% 66% 3% 0% 31% 66% 3% 0%
glatte Muskulatur 34% 65% 1% 0% 27% 73% 0% 0%
Fall: th8
Diagnose: Embryonales Karzinom
X-Chromosom Pepsinzeit 4’ Y-Chromosom Pepsinzeit 4’
0Sign. 1Sign. 28ign. 3Sign. |[0Sign. 1Sign. 2Sign. 3 Sign.
Hodenanteile 15% 81% 4% 0% 17% 81% 2% 0%
Tumorzellen 11% 43% 25% 21% 14% 70% 22% 0%
Endothel 20% 76% 4% 0% 28% 72% 0% 0%
glatte Muskulatur 30% 70% 0% 0% 14% 86% 0% 0%
Fall: th9
Diagnose: Intraduktales Seminom
X-Chromosom Pepsinzeit 4’ Y-Chromosom Pepsinzeit 4’
0Sign. 18ign. 28Sign. 38Sign. |0Sign. 1Sign. 28ign. 3 Sign.
Seminomzellen 9% 51% 40% 0% 16% 74% 1% 0%
Nebenhoden 17% 80% 3% 0% 29% 1% 0% 0%
Samenleiter (Epithel) 14% 77% 9% 0% 22% 78% 0% 0%
Endothel 29% 71% 0% 0% 29% 68% 3% 0%
glatte Muskulatur 27% 69% 4% 0% 21% 79% 0% 0%
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