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1. Einfiihrung

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit fanden statt zwischen April 1994
und Februar 1995. In der Humangenetischen Sprechstunde des Instituts fiir
Humangenetik des Universititsklinikums Hamburg-Eppendorf wurden zu dieser
Zeit Blutproben genommen von Frauen, die fiir eine humangenetische Abklarung
ihrer habituellen Aborte vorgestellt wurden. Strukturelle Chromosomensatz-
Untersuchungen waren durchgefiihrt worden und hatten sich als unauffillig
dargestellt. Bei der Untersuchung einer groferen Anzahl von Mitosen waren
Mosaike der X-Chromosomen gesehen worden. Daher sollte der Frage
nachgegangen werden, welche Rolle diese X-chromosomalen Mosaike im
Zusammenhang mit der Entwicklung Habitueller Aborte einnehmen konnten.
Aufgrund der damaligen Forschungsschwerpunkte wurden Untersuchungen der
X-Chromosomen mit Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung angestrebt. Durch diese
Methode war es in den Jahren zuvor moglich geworden, mit einem vertretbaren
Aufwand eine grofle Anzahl an Mitosen und auch Interphasekerne zu untersuchen.
Eine der damaligen Fragestellungen innerhalb des Instituts war die nach der
Haufigkeit der X-chromosomalen Mosaike in den Lymphozytenkulturen der
Patientinnen.

Im Rahmen meiner Untersuchungen fanden sich dann Hinweise auf das Vorliegen
von zwei unterschiedlichen Mechanismen in der Entstehung der gonosomalen
Aneuploidien: Anaphase-Lag und Nondisjunktion, deren Zusammenhang mit dem
Alter der Patientinnen statistisch signifikante Unterschiede aufwies. Meine
Untersuchungen zu X-chromosomalen Aneuploidien in Lymphozytenkulturen von
Frauen mit habituellen Aborten, beschéftigten sich daher mit der Frage der
Vergleichbarkeit von Interphase- und Metaphasediagnostik, der Frage der
Alterskorrelation von X-chromosomalen Aneuploidien und den mdglichen

zugrundeliegenden Mechanismen.



1.1 Gesellschaftlicher Kontext: Alter der Miitter bei einer Geburt

Angesichts des immer weiter steigenden Anteils &lterer Miitter beziehungsweise
Paare, zeichnete sich schon vor den neunziger Jahren der Altersbezug moglicher
Risikofaktoren von Habituellen Aborte als wichtiger Aspekt der Forschung und

humangenetischen Beratung ab.

Auch heute, gut zwanzig Jahre nach Beginn der Untersuchungen, gewinnt der
Themenkomplex Alter/Schwangerschaft/Geburten weiter an Bedeutung. So
berichtete das Bundesministerium fiir Familie, Senioren, Frauen und Jugend
(BMFSJ, 2014) aufgrund von Zahlen des statistische Bundesamts, das
durchschnittliche Alter bei Geburt des ersten Kindes sei in den letzten vier
Jahrzehnten von 24,9 auf 29,2 Jahre gestiegen und zwar in allen européischen
Landern. In Deutschland sei dieser Trend noch nicht zum Stillstand gekommen.
Hitten 2001 die Miitter im Alter von 29 Jahren und jlinger noch 47% der
Geburten gestellt, so sank dieser Anteil auf 38% im Jahr 2010 und umgekehrt
wuchs der Anteil an den Geburten der Miitter, die das 30. Lebensjahr erreicht
haben oder alter sind, von 43 auf 52%. Dazu berichtet das Statistische Bundesamt
(Statistisches Bundesamt, 2017) von einem ansteigenden Durchschnittsalter der

Miitter von 30,6 in 2011 und 31,0 Jahren in 2015.

Angesichts der Alterspyramide drehen sich viele demographische Fragen um den
Aspekt Geburtenraten. Hierzu sagte wiederum das Statistische Bundesamt, dass,
um weiterhin eine stabile Kinderzahl zu haben, zwei Dinge erforderlich wéren:
Frauen im hoheren gebérfahigen Alter miissten viel mehr Geburten nachholen, als
dies bis jetzt der Fall sei. AuBlerdem miissten sich die Abstinde zwischen den
einzelnen Geburten verringern. Der Abstand zwischen zwei Geburten habe von
2009 bis 2012 konstant etwas mehr als sieben Jahre betragen (Statistisches
Bundesamt, 2012).

Dariiber hinaus berichtete das Statistische Bundesamt auf seiner Internetseite dass
die Anzahl der Lebendgeborenen mit tiber 40jahrigen Miittern in Deutschland von
25.936 im Jahr 2007 auf 28.455 im Jahr 2012 gestiegen sei (Statistisches
Bundesamt, 2012). Interessanter Weise ist es zwischen 2011 und 2015 in Bezug

auf die Zahl der Neugeborenen in den Deutschland zu einer Trendwende



gekommen. Die Zahl der Neugeborenen stieg zwischen 2011 und 2015 um etwa
75 000 auf rund 738 000. Dies sei der hochste Wert seit der Jahrtausendwende
(767 000 Lebendgeborene). Dieser Geburtenanstieg ginge im Wesentlichen
zurlick auf den Anstieg der potenziellen Miitter im Alter zwischen 25 und 39
Jahren um 344 000, dazu habe die Zuwanderung und auch eine relativ giinstige
Altersstruktur beigetragen, da die in den spdten 1970er und den 1980er-Jahren
geborenen Frauen als Kinder der Babyboomer den geburtenstirkeren Jahrgéingen
angehorten (Statistisches Bundesamt, 2017). BMFSFJ (2014) wie auch
Statistisches Bundesamt (2012) schlossen dennoch aus diesen und anderen
Beobachtungen, dass im Sinne einer gesamtgesellschaftlichen Aufgabe
Hindernisse auf dem Weg zu Geburten in allen Altersgruppen beseitigt werden
sollten. Es sei von Interesse, die psychischen Ursachen ebenso wie die Folgen von
ungewollter Kinderlosigkeit, Fehlgeburten oder habitueller Aborte in Bezug auf
Kinderwunsch aber auch Stabilitit der Partnerschaften zu betrachten, damit
problematische Entwicklungen mit ungewiinschten Auswirkungen auf die
Demographie, beeinflusst werden konnen. Denn nur dann konne es gelingen, die
Entwicklungspotentiale in Bezug auf Stabilitdit oder Wachstum der
Geburtenzahlen zu nutzen. Auch auf der aktuellen Internetseite des
Bundesfamilienministeriums bleibt dieses Thema prisent und wird sehr
differenziert behandelt (informationsportal-kinderwunsch.de des Bundesfamilien-
ministeriums, 2017).

Es liegt auf der Hand, dass dafiir neben wissenschaftlichen Erkenntnissen iiber die
Ursachen und Risiken auch die psychischen Belastungen im Zusammenhang mit
spéten ersten Geburten und komplizierten Schwangerschaftsanamnesen abgebaut
werden sollten.

Wiederholte Fehlgeburten (habituelle Aborte) betreffen etwa 1-2% aller
Partnerschaften. Strukturelle und numerische chromosomale Verdnderungen
stellen einen grofBen Anteil an den Ursachen dar (Voigt et al. 2004).

Die vorliegende Arbeit untersucht X-chromosomale Aneuploidien in
Lymphozytenkulturen von 42 Patientinnen, die mit der Diagnose ,,Habituelle
Aborte zur zytogenetischen Untersuchung und humangenetischen Beratung der
Abteilung fiir Zytogenetik des Humangenetischen Instituts der Universitétsklinik
Hamburg-Eppendorf im Zeitraum von Mérz 1993 bis Februar 1995 vorgestellt

wurden.



1.2 Habituelle Aborte: Definition und Hiufigkeit

Nach der Definition der WHO wird als Abort jede Unterbrechung einer
Schwangerschaft mit Verlust eines Embryos von 500 g oder weniger entsprechend
dem Zeitpunkt der 20-22 Woche bezeichnet. Dieser Zeitpunkt wurde gewéhlt, da
die Lebensfahigkeit eines ungeborenen Kindes zu diesem Termin mit grofter
Sicherheit auszuschlieBen und somit eine deutliche Unterscheidung von Tot- oder

Fehlgeburten gegeben ist.

Die Fehlgeburt ist die hiufigste Schwangerschaftskomplikation (Rai et al. 2006;
Salker et al. 2010). Es wird davon ausgegangen, dass ungefdhr die Halfte
(Edmonds 1982, Rai et al. 2006) bis dreiviertel (Coonen et al. 2004) aller
befruchteter Eizellen bzw. Zygoten verloren gehen. Andere Autoren
differenzieren hier noch in einen Anteil von ca. 30% aller befruchteter Eizellen,
die vor der Implantation verloren gehen und ca. 30% aller befruchteter Eizellen,
die danach verloren gehen (Macklon et al. 2002). Von den klinisch bemerkten
Schwangerschaften sollen immer noch 10-20% als sogenannte Spontanaborte
missgliicken (Rai et al. 2006).

Folgen mehrere dieser Spontanaborte aufeinander, spricht man von habituellen
Aborten. Sind Frauen betroffen, die noch keine Lebendgeburten hatten, spricht
man von primiren habituellen Aborten, bei Patientinnen mit vorangegangenen
Geburten von sekundéren habituellen Aborten.

Uber 80% der Spontanaborte finden in den ersten 12 Wochen statt, mehr als die
Hilfte aufgrund chromosomaler Aberrationen (Chung und Yeko 1996; Clifford et
al.1994; Kalousek 1994). Aborte im zweiten Trimester weisen nur zu 10-20%

chromosomale Aberrationen auf (Stirrat 1990, Kalousek et al.1992).

Die fiir die Diagnose habituelle Aborte geforderte Anzahl an Spontanaborten wird
mit zwei angegeben (Stirrat 1990; Del Fabro et al. 2011), teils auch mit drei oder
mehr (Jauniaux et al., 2006).

Bei einem Vergleich von Patientinnen-Gruppen mit zwei oder drei Aborten fand
Coulam (1991) keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf die Ursachen der

Aborte.



Wiéhrend Edmonds et al. (1982) noch davon ausgingen, dass ca. 90% der Aborte
von den Miittern unbemerkt blieben, konnten dann in den folgenden Jahren mit
Hilfe hochsensitiver Schwangerschafts-Tests Konzeptionen zum Zeitpunkt der
erwarteten Regelblutung durch die Frauen selber erkannt werden. Ein zunehmend
groBerer Anteil der frither unbemerkten Aborte wurde dann nicht mehr als

eventuell stirkere, verspdtete Menstruation gedeutet, sondern als Spontanabort

(Cook und Pridham 1995).

Die rechnerische Wahrscheinlichkeit einer Folge von drei klinisch bemerkten
Spontanaborten wird mit 0,3-0,8% angegeben. Unter den Paaren mit
Kinderwunsch betrdgt sie jedoch 1-5%. Daher wird auf eine Hiufung von
Risikofaktoren innerhalb dieser Gruppe geschlossen (Rai und Regan 2006; Rai,
Clifford, Regan 1996; Stephenson 1996; Cook und Pridham 1995; Stray-Pedersen
und Stray-Pedersen 1984).

Deutlicher noch wird diese These durch folgende Zahlen gestiitzt: Fiir die in
Studien untersuchten Patientinnen steigt das Risiko weiterer Aborte nach jedem
Spontanabort weiter an (Stirrat 1990; Berry et al.1995). Nach dem ersten soll
dieses Risiko 16-24%, nach dem zweiten 25- 26%, nach dreien 32-45% und nach
vier Spontanaborten 40-54% betragen. Diese Zahlen weichen stark ab von den
nach Stirrat (1990) durchschnittlich zu erwartenden 2,3%, 0,34% und 0,05%

Wabhrscheinlichkeit fiir einen zweiten, dritten und vierten Abort in Folge.

Ein erhdhtes Spontanabort-Risiko findet sich bei dlteren Frauen. Ab dem 40.
Lebensjahr liegt es bei 40-60% (Chung und Yeko 1996; Berry et al. 1995). Es
kommen dann zu deutlich mehr chromosomal abnormen Aborten, vor allem
Trisomien (Hassold and Hunt, 2006; Cowchock et al.1993).

Patientinnen, bei denen die Chromosomenanalyse des Abortmaterials einen
Normalbefund zeigt, haben ein hoheres Risiko weiterer Aborte im Vergleich zu
Patientinnen, deren Aborte durch Aberrationen erklarbar sind (Cowchock et

al.1993, Hasegawa et al.1996, Stern et al.1995).



1.3 Psychische Belastung durch habituelle Aborte

Psychischen Belastungen durch Angst vor Fehlgeburten oder habituellen Aborten
oder durch eine missgliickte psychische Verarbeitung dieser Ereignisse mit
Entwicklung depressiver Symptome haben nicht nur im Kontext der oben
erwdhnten demographischen Situation eine gro3e Bedeutung. Sie sind aber erst in
der letzten Dekade Gegenstand eines wachsenden Forschungsaufkommens
geworden (Geller et al. 2004). Dabei wird von den Autoren bemerkt, dass eine
fachlich eigentlich angemessene Differenzierung in Stérungen aus dem
depressiven Spektrum und aus dem Bereich der Angststdrungen erst allmdhlich
voranschreitet. Rai und Regan (2006) halten fest, dass eine psychologische
Morbiditdt besteht und es in der Zusammenarbeit von Patientinnen und
Behandlern hiufig zu Frustrationen kommt. So wiirden auch ein Drittel der
Patientinnen, die die Hilfe von Spezialkliniken in Anspruch ndhmen, Anzeichen
einer Depression zeigen.

In ihrer Studie zeigten Fertl et al. (2009) eine Korrelation zwischen
schwangerschaftsbedingter Angst und Schwangerschaftskomplikationen wie
vaginalen Blutungen, Erschopfung, stationdren Krankenhausaufnahmen, Wunsch
nach Kaiserschnitt und abnormalem APGAR-Score. Sie berichten aullerdem,
frither geduBerte Vermutungen und Beobachtungen, schwangerschaftsbezogene
Angst durch einen oder mehrere habituelle Aborte sei ein protektiver Faktor durch
eine bewusstere und intensivere Nutzung der Vorsorge, seien nicht bestétigt
worden. Die Ursache fiir Komplikationen vermuten die Autoren in bio-
psychischen, psycho-neuro-endokrinologischen oder psycho-immunologischen
Effekten.

Letztlich habe sich gezeigt, dass ein genaues Wissen um die Ursachen des oder
der vorangegangenen Aborte und die Risikofaktoren weiterer Aborte,
Ansatzpunkt seien fiir die Reduktion der schwangerschaftsbezogenen Angste.
Diese Reduktion geldnge durch gezielte Aufklirung und auch Einzel- bzw.
Gruppenpsychotherapeutische Methoden. Dadurch seien korperliche wie
psychische Komplikationen abzuschwiéchen (Fertl et al. 2009)



1.4 Ursachen habitueller Aborte

In ungefédhr der Hélfte der Fille lassen sich fiir habituelle Aborte auch heutzutage
keine eindeutigen Ursachen finden (Toth et al. 2010, Stirrat 1990, Jauniaux et al.
2006, Clifford et al. 1994; Stephenson 1996; Stray-Pedersen und Stray-Pedersen
1983). Diese Gruppe wird als idiopathischer Genese klassifiziert. Es ist
anzunehmen, dass diese Gruppe sehr heterogen und wahrscheinlich jeweils nicht
nur ein Pathomechanismus fiir die habituellen Aborte ursiachlich ist (Stirrat 1990).
Die sinkenden Geburtenraten in Westeuropa werden von Toth et al. (2010) in
threm Review zu Diagnose und Behandlung der habituellen Aborte als Ursache

des wachsenden Angebots an umfangreichen diagnostischen Abldufen gesehen.

1.4.1 Nicht-chromosomale Ursachen habitueller Aborte

Als nicht-chromosomale Ursachen habitueller Aborte werden angesehen
endokrine Storungen, miitterliche erworbene oder angeborene Koagulopathien
bzw. Thrombophilien, immunologische Faktoren, miitterliche Infektionen und
anatomische Fehlbildungen (Jauniaux et al. 2006, Rai und Regan 2006, Toth et al.
2010).

1.4.2 Infektionen als Ursache habitueller Aborte

In manchen élteren Studien galten Infektionen bei einem nicht geringen Anteil der
Patientinnen als Ursache der habituellen Aborte. Stray-Pedersen und Stray-
Pedersen (1983) sahen die bei 15% der Patientinnen gefundenen Ureaplasma- und
Toxoplasma-Infektionen des Endometriums als Grund der Aborte. Andere
Autoren stellen aufgrund theoretischer Uberlegungen einen so hohen Anteil in
Frage:

Von Rai et al. (1996) wurden diejenigen Infektionen als Ursache habitueller
Aborte ausgeschlossen, die nicht langere Zeit bestehen konnten oder aber stirkere
Symptome verursachten und somit nur selten unbehandelt bzw. unentdeckt
blieben (z.B. Herpes genitalis, Roteln, Listeriose, Cytomegalie). Cook und
Pridham (1995) wiesen auf die Moglichkeit chronischer, gehdufter Infektionen bei

Patientinnen mit Storungen der Immunabwehr, vor allem durch AIDS, hin.



Rai blieb dann gut 10 Jahre spéter in seinem Review zusammen mit Regan (2006)
im Wesentlichen bei seiner Ansicht, erwidhnte aber auch, dass es Hinweise auf die
Wirksamkeit entsprechender Screening-Programme gibt. Auch Toth et al. (2010)
sprechen sich fiir ein Screening vaginaler Infekte und pH-Wert-Messungen aus,
um aufsteigenden Infektionen, Beeinflussungen des lokalen Prostaglandin-

haushalts, konsekutiver Zervixinsuffizienz oder spéter Fehlgeburt vorzubeugen.

Neben diesen theoretischen Uberlegungen fanden sich auch direkte
Untersuchungen zu einzelnen mdglichen Erregern, nach denen Chlamydien- oder
Listerien-Infektionen keine Ursache habitueller Aborte zu sein scheinen (Rai et al.
1994). Toxoplasmose oder die bakterielle Vaginose, als Storung der Vaginalflora
mit Vorkommen von unter anderem Ureaplasma urealytikum, wurden auch direkt
mit habituellen Aborten in Verbindung gebracht. Als Voraussetzung dafiir, eine
Infektion als Ursache diagnostizieren zu konnen, fordert Stephenson (Stephenson
1996) den zweimaligen Nachweis von Plasmazellen in der Endometrium-Biopsie
als Zeichen einer chronischen Infektion mit z.B. Ureaplasma urealytikum oder
Mykoplasma hominis. In ihrer eigenen Studie war dies nur bei einer von 197

Patientinnen (0,5%) der Fall.

1.4.3 Endokrine Storungen als Ursache habitueller Aborte,
Diabetes mellitus und Schilddriisenfunktionsstorungen

Bei schlecht eingestelltem Diabetes sind durch embryotoxische Effekte der
Hyperglykdmie spontaner Aborte, die auch in Folge als habituelle Aborte
auftreten konnen, mit hoherer Wahrscheinlichkeit zu erwarten (Berry et al. 1995).
In ihrem Artikel zum Thema ,Risiken der spdten Mutterschaft erwdhnen
Ritzinger et al. (2012), ein 2,3fach erhohte Risiko der Miitter {iber 35 Jahren mit
Typ-II-Diabetes oder Gestationsdiabetes.

Toth et al. (2010) sprechen sich daher neben dem Screening auf erhéhte HbAlc-
Werte auch fiir ein Screening des TSH-basal-Spiegels aus, um schon vor
moglichen Schwangerschaften Schilddriisenfunktionsstérungen aufzudecken, da

diese Ursache habitueller Aborte werden konnten. Auch seien Zusammenhidnge



mit Hyperprolaktinimie bekannt, dann miissten auch Hypophysentumore
ausgeschlossen werden.

Gut behandelt stellten Diabetes mellitus und Schilddriisenunterfunktion keinen
Grund fiir habituelle Aborte dar (Stirrat 1990, Berry 1995, Jauniaux 2006,
Ritzinger et al. 2012).

Die im Zusammenhang mit Schilddriisen-Erkrankungen beobachteten
Autoantikorper gegen thyreoidales Gewebe schienen fiir manche Autoren nicht
durch mogliche endokrine Funktionsstorungen mit habituellen Aborten in
Verbindung zu stehen, sondern wurden als Zeichen einer fehlerhaften
Immunregulation mit potentieller Storung der fotalen Entwicklung gedeutet (Cook
und Pridham 1995; Rai et al. 1996). Der Nachweis dieser Autoantikorper sei
vergleichbar mit dem Nachweis von Anticardiolipin als Hinweis auf eine
Autoimmunstérung. Im Gegensatz dazu zeigten Ticconi et al. (2011) in ihrer
Case-Control-Studie an 160 Patientinnen mit habituellen Aborten einen héheren
Anteil an Patientinnen mit Anti-Thyreoidalen-Autoantikérpern in der

Patientinnengruppe.

1.4.4 Lutealphasen -Defekt

Wihrend unter anderem Rai et al. (1996), Clifford et al. (1994) und Coulam und
Stern (1994) den Standpunkt vertraten, die inaddquate Progesteronsekretion des
Corpus luteum sei nicht in einen sinnvollen Zusammenhang mit habituellen
Aborten zu bringen, hatten Stray-Pedersen und Stray-Pedersen (1983) sechs ihrer
insgesamt 195 Patientinnen aufgrund dieser Diagnose mit hCG-Gaben behandelt
und hatten bei allen Erfolg.

Auch andere Autoren sehen, unter der Annahme einer Storung der
hypothalamisch-hypophyséren-ovariellen Achse, in der genannten Therapie, der
Gabe von Gonadotropin-Releasing-Hormon oder der direkten Gabe von
Progesteron eine sinnvolle Behandlungsmafinahme. Ziel sei, eine fehlerhafte
Reifung des Endometriums auszugleichen (Cook und Pridham 1995), oder die
immunmodulierende Wirkung des Progesterons auf verschiedene Zytokine zu

nutzen (Rai und Regan, 2006).



1.4.5 Syndrom der Polyzystische Ovarien (PCOS), LH-Hypersekretion,
Hyperprolaktinimie

Bis zu 10-22% aller Frauen im gebérfahigen Alter seien vom PCOS betroffen, in
der Gruppe der Patientinnen mit habituellen Aborten soll dieser Anteil auf 40%
steigen (Rai und Regan 2006).

Bei der Hypersekretion von LH in Verbindung mit polyzystischen Ovarien und
Spontanaborten, so Rai et al. (1996), galt ein Zusammenhang zu habituellen
Aborten als gesichert. Allerdings sei der genaue Mechanismus, iiber den die
Aborte ausgeldst wiirden, noch unklar. Denkbar sei erstens eine vorzeitige
Wiederaufnahme der ersten meiotischen Reifeteilung der Oozyten mit dem
Ergebnis einer vorgealterten Eizelle, oder zweitens ein direkter Einfluss des LH
auf das Endometrium, mit der Folge einer erschwerten Nidation. Als sicher
scheinend wurde genannt, dass Frauen mit polyzystischen Ovarien, LH-
Hypersekretion oder anamnestischen MenstruationsunregelméBigkeiten eher
chromosomal normale Aborte haben, als Patientinnen ohne diese endokrinen
Storungen, so berichteten Hasegawa et al. (1996).

Die Therapie erhohter LH-Werte durch Suppression der endogenen LH-
Produktion mit LH-Releasing-Hormon sei in ihrem Erfolg umstritten, berichteten
Clifford et al. (1994).

Pearce und Hamid (1994) wiesen in einem randomisierten Doppelblindversuch
bei 191 Patientinnen mit habituellen Aborten signifikant niedrigere Abortraten
sowohl bei Patientinnen mit polycystischen Ovarien als auch mit LH-
Hypersekretion durch die Behandlung mit hCG nach. Clifford et al. (1996) fanden
keinen Hinweis auf Vorteile durch die Suppression erhohter LH-Werte und
wiesen auf die bei Thren 56 unbehandelten Patientinnen exzellente Schwanger-

schafts- und Lebendgeburtenrate hin.

Toth et al. berichteten dann 2010, in den Thessaloniki Guidelines von 2008 finde
sich schlieBlich fiir die Frauen mit Polyzystischen Ovarien ein klarer Konsensus
in Bezug auf die Stufendiagnostik und Therapie der damit verbundenen
Infertilitdt. Die Behandlung einer Hyperprolaktinimie durch Bromocriptin

reduziere die Rate an Aborten (Rai und Regan 2006).



1.4.6 Koagulopathien und immunologische Ursachen habitueller Aborte

Cook und Pridham berichteten schon 1995, immunologische Ursachen habitueller
Aborte seien Objekt intensiver Forschung. Sie wiirden zweckmafig unterteilt in

Autoimmunstérungen und Alloimmunstérungen.

1.4.7 Autoimmunstorungen

Zu den klassischen Verfahren, diese Storungen als mogliche Ursache habitueller
Aborte zu erkennen, gehore der Nachweis von Antiphospholipid-Antikdrpern
durch ELISA oder indirekt durch Abdanderungen von Gerinnungs-Tests (Cook und
Pridham 1995), zum Beispiel eine durch Normalplasma nicht korrigierbare
verlangerte aPTT.

Untersucht werden sollten sowohl das Lupus-Antikoagulanz, als auch
Anticardiolipin-Antikdrper oder andere Antiphospholipid-Antikorper (Antikorper
gegen Phosphotidylserin, -Inositol, -Ethanolamin u.a.) und Kofaktoren wie B2-
Glycoproteine (Cook und Pridham 1995; Berry et al. 1995; Toth et al. 2010).
Auch positive ANA-Titer und klinische Zeichen rheumatischer Erkrankungen
wurden in einem Zusammenhang zu den Aborten gesehen (Stephenson 1996).
Verantwortliche Mechanismen seien Stérungen der Blutgerinnung in Form von
Hyperkoagulobilitit und Hemmung der Fibrinolyse. Vermittler dieser
pathologischen Reaktionen, so die Autoren, konnten die Bindung der Antikorper
an auf Zellmembranen sitzende Phosphlipide sein, die gerinnungshemmende
Wirkung hitten (z. B. Protein C oder S).

Aktueller berichteten Toth et al (2010), mittlerweile seinen mehr Details bekannt,
welche immunologischen Prozesse in die erfolgreiche Implantation des Embryos
mit einbezogen seien. Eine Anpassung der miitterlichen Immunantwort sei der
Schliisselprozess in der Entstehung der fetoplazentaren Einheit. Habituelle Aborte
seien somit auch die Folge unangemessener humoraler oder zelluldrer
Abwehrreaktionen gegen den Embryo.

Das Antiphospholipd-Antikdrper-Syndrom spiele bei 15% der Patienten mit
habituellen Aborten eine Rolle. Die Behandlung habe durch Aspirin und

niedermolekulare Heparine zu erfolgen (Toth et al. 2010).



An weiteren Storungen wurden genannt die hereditdren Thrombophilien Faktor V
Leiden-Mutation, aktivierte Protein C-Resistenz, Prothrombin G20210A- sowie
Protein S-Mangel. Bei fehlenden randomisierten kontrollierten Studien wird hier
der Einsatz von Acetylsalicylsdure und Heparinen diskutiert (Jauniaux 2006, Toth

et al. 2010).

Zuvor waren in den Neunziger Jahren Hinweise auf pathophysiologische
Zusammenhdnge der oben genannten Antikdrper und bestimmten bei Frauen mit
habituellen Aborten vermehrt vorkommenden aktivierten Monozyten bzw.
Natiirlichen Killerzellen und bestimmten B-Lymphocyten gesehen worden (Cook

und Pridham 1995).

1.4.8 Alloimmun-Storungen

Das Konzept der immunologisch privilegierten Stellung fotalen Gewebes als
Semi-Allograft im miitterlichen Uterus besteht seit den 50iger Jahren (Ecker et
al.1993). Stoérungen der miitterlichen zelluliren und humoralen Immunantwort
werden fiir einen Grofteil der ungefdhr 50% ungeklédrten Aborte der Patientinnen

mit habituellen Aborten verantwortlich gemacht (Cook und Pridham 1995).

In einer Untersuchung von Salker et al. (2010) wurde eine gestorte Selektion von
Embryonen durch eine fehlerhafte zyklusabhingige Differenzierung von
Endometrium-Stromazellen in spezialisierte Dezidua-Zellen gesehen. Die
untersuchten Patientinnen mit habituellen Aborten zeigten zundchst eine erhdhte
Fertilitit durch eine angenommenerweise erleichterte Implantation nicht
lebensfihiger Embryonen, die aber im Verlauf dann als habituelle Aborte klinisch

auffallen wiirden.

In fritheren Studien mit diesem Ansatz wurde die Rolle einer vermehrten
Ubereinstimmung elterlicher HLA-Haplotypen oder die fehlerhafte Produktion
blockierender Antikdrper durch das miitterliche Immunsystem untersucht (Stirrat

1990; Berry et al. 1995; Rai et al.1996).



Durch Untersuchungen zu Faktoren wie Subklassen und Zusammenspiel der B-
und T-Lymphozyten, Makrophagen oder Natiirlichen Killerzellen, ebenso wie zu
der Rolle verschiedener Untereinheiten des HLA-Systems, Regionen des Klasse I
und II-Major-Histocompatibility-Complex (MHC) und l6slicher Botenstoffe des
Immunsystems bzw. embryotoxische Faktoren werden allerdings diese etwas
dlteren Theorien teils bestitigt, teils auch in Frage gestellt (Ecker et al. 1993,
Cook und Pridham 1995, Rai und Regan, 2006).

Als Therapie der gestdrten Immunantwort wurden sowohl die Gabe von
Immunglobulinen als auch eine Immunisierung mit Partner-Lymphozyten
diskutiert und angewandt, beide mit dem Ziel, eine Immunakzeptanz des fotalen
Gewebes zu erreichen, durch zum Beispiel eine erhohte Produktion der
blockierenden Antikdrper (Cook und Pridham 1995, Rai et al. 1996, Makino et al.
1992). Nach Toth et al. (2010) besteht fiir dieses Verfahren weiterhin Unsicherheit
in Bezug auf einen in Metaanalysen nachweisbaren Effekt. Moglicherweise
existieren aber profitierende Subgruppen an Patienten/Paaren.

Stern et al. (1995) weisen darauf hin, dass als Marker fiir ein wahrscheinliches
Ansprechen auf Immunglobuline im Rahmen einer Immuntherapie die Werte flir
CD56+-Zellen und Anti-Phospholipid-Antikdrper dienen kdnnten.

Jauniaux et al. (2006) kamen zu dem Schluss, dass sich unter Beriicksichtigung
der vorhandenen Studien fiir die Gabe von intravendsen Immunglobulinen oder
Glukokortikoiden sowie auch fiir die Gabe von Partner-Leukozyten keine
Auswahlkriterien fiir moglicherweise profitierende Patientinnengruppen finden
lassen. Auch Hinweise auf eine Abnahme der Abortrate wiirden fehlen. Toth et al.
(2010) gingen wie erwidhnt davon aus, dass profitierende Subgruppen

identifizierbar seien.

1.4.9 Anatomische Ursachen habitueller Aborte

Welche anatomische Defekte des Uterus Ursache habitueller Aborte sein konnten,
ist umstritten. Dies gilt sowohl fiir die kongenitalen Anomalien der Miiller'schen

Giénge, wie auch fiir die Zervix-Insuffizienz (Stirrat 1990, Rai et al. 1996).



Stray-Pedersen und Stray-Pedersen (1983) werteten auch die bei ihren
Patientinnen gefundenen fixierten Retroversionen und Adhésionen des Uterus als
urséchlich.

Von Stephenson (1996) werden der Uterus arcuatus und méBige Adhédsionen nicht
als signifikante Ursachen betrachtet, wohingegen diese von Toth et al. (2010) in
einem Zusammenhang zu habituellen Aborten gesehen werden, so beim
erworbenen Asherman-Syndrom.

In einer Studie mit 500 Patientinnen fanden Clifford et al. (1994) durch Becken-
Sonographien Uterusanomalien bei 9 Patientinnen (1,8%), die nachfolgend durch
Hysteroskopie oder -graphie bestitigt wurden. Die gefundene Héaufigkeit
entspricht der von Frauen mit normaler Schwangerschaftsanamnese (Rai et
al.1996).

Bei vier der neun Patientinnen fanden sich erhohte LH-Werte als mogliche
Ursache und weitere vier hatten schon erfolgreiche Schwangerschaften hinter
sich.

Makino et al. (1992) fanden unter 1000 Patientinnen 147 Uterusanomalien durch
Hysterosalpingographien und stellten eine Methode zur Einteilung der Befunde
vor, die die Linge des Septums zur Lange der Uterus-Hohle in Relation setze und
so eine Trennung in Uterus arcuatus, partiell und komplett septierten Uterus
ermogliche. Die Haufigkeiten betrugen 65%, 28% und 5%, ein Uterus unicornis
fand sich bei 3%. Die Anzahl der stattgefundenen Aborte bei den vier Gruppen
war gleich. Fiir eine chirurgische Intervention spriche die Tatsache, dass das
Septum des Uterus mangelhaft durchblutet wiirde und eine Implantation dort nicht
erfolgreich verlaufen konne. Sie fanden nach der bei 50 dieser Patientinnen
durchgefiihrten modifizierten Metroplastie eine Geburtsrate von 85% im
Vergleich zu dem vorangegangenen Abortrisiko von 98,8%.

Berry et al. (1995) nennen als Methode der Wahl die hysteroskopische Resektion
des Septum.

Rai et al. (1996) weisen darauf hin, ein Uterus-Septum sei nur als Ursache
habitueller Aborte denkbar, wenn mehrere Implantationen in Folge dort

stattfainden, was unwahrscheinlich sei.



Wie schon erwihnt, ist die Diagnose der Zervix-Insuffizienz als Ursache der
habituellen Aborte ebenso umstritten wie die Therapie in Form der Cerklage (Rai
et al.1996, Berry et al. 1995).

Neben einer Anamnese von Zweit-Trimester Aborten durch vorzeitige Ruptur der
Membranen werden als diagnostische Moglichkeiten erwdhnt: ein im
Hysterosalpingogramm gefundener Durchmesser des Ostium internum von 10
mm, der Hegar-Test, Hysteroskopie mit problemlosem Einfiihren eines Nr.17-
Pratt-Dilatators und sonographische Kontrollen in der folgenden Schwangerschaft

( Stephenson 1996, Rai et al. 1996, Berry et al.1995).

1.4.10 Weitere nicht-chromosomale Ursachen

Berry et al. (1995) und Jauniaux et al. (2006) erwédhnen als seltene mogliche
Ursache die Stoffwechselstorungen Morbus Wilson und die Homocystindmie
sowie deren als Methionin-Intoleranz beschriebene heterozygote Form.

Clifford et al. (1994) und Jauniaux et al. (2006) weisen auf einen moglichen
Zusammenhang zwischen Ubergewicht und habituellen Aborten hin. Sie
empfehlen, diese Patientinnen mit Hilfe von Didtassistenten oder

Selbsthilfegruppen zur Gewichtsreduktion zu motivieren,

In einer Studie mit 79 Paaren, fiir deren habituclle Aborte keine Ursache
erkennbar war, konnten Christiansen et al. (1992) nachweisen, dass das
Geburtsgewicht der Partnerinnen gegeniiber dem von Frauen einer Kontrollgruppe
signifikant niedriger gewesen sei. Sie vermuteten einen nur in den Patientinnen

priasenten immunologischen oder genetischen Faktor.

Der Anteil der Patientinnen mit habituellen Aborten, fiir die sich keine Ursachen
finden lassen ist gro. Er wird mit ungefahr 50% veranschlagt. Fiir diese Gruppe
von Patientinnen wiesen sowohl Stray-Pedersen und Stray-Pedersen (1983) mit
einer als "tender-loving-care" bezeichneten Betreuung, bestehend aus
regelméBigen Kontrollen und besonderer psychologischer Unterstiitzung, als auch
Rai et al. (1996) mit einem dhnlichen Programm, erfolgreiche Schwangerschaften

bei 86% bzw. 75% der betreuten Patientinnen nach. Fir 24 unbetreute
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Patientinnen ohne bekannte Ursache der Spontanaborte zeigte sich bei Stray-
Pedersen und Stray-Pedersen (1983) hingegen nur eine Schwangerschaftsrate von

33%.

1.5 Chromosomale Ursachen habitueller Aborte:

Untersuchungen an fotalem Gewebe haben gezeigt, dass in ungefdhr der Hilfte
der Aborte chromosomale Ursachen zu finden sind (Stern et al. 1995, DelFabro et
al. 2011). In den nachfolgenden Abschnitten unterteile ich in elterliche
chromosomale Aberrationen, chromosomale Aberrationen in Oozyten und

Spermien und chromosomale Aberrationen in fotalem Gewebe.

1.5.1 Elterliche chromosomale Aberrationen

Niedriges miitterliches Alter bei einem zweiten Abort, drei oder mehr Aborten in
der Anamnese, sowie zwel oder mehr Aborte bei leiblichen Geschwistern oder
den biologischen Eltern, sind Hinweise auf eine erhohte Wahrscheinlichkeit, dass
elterliche chromosomale Storungen ursdchlich fiir die habituellen Aborte sein

konnten (Jauniaux et al. 2006).

Die Héufigkeit, mit der habituelle Aborte auf chromosomale Aberrationen der
Eltern zuriickzufiihren sind, wird im Durchschnitt mit 3 bis 6% angegeben (Toth
et al. 2010, Rai und Regan 2006, Makino et al.1992, Cook und Pridham 1995,
Stirrat 1990).

Die Zahlen schwanken aber zwischen 2,9 und 11%, je nachdem welche
Aberrationen als Ursachen gezéhlt werden (Tharapel et al.1985, Diedrich et
al.1983, Sachs et al.1985).

Nach Ansicht dieser Autoren sind balancierte reziproke Translokationen,
Robertson'sche Translokationen und Inversionen unumstrittene Ursachen. In einer
Ubersichtsstudie fanden DeBraekeleer und Dao (1990) diese Aberrationen in
balanciertem Zustand um das 6- bis 26-fache erhoht bei Paaren mit habituellen

Aborten im Vergleich zu den bei Neugeborenen gefundenen Haufigkeiten. Die
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Trager dieser balancierten Aberrationen sind phinotypisch normal, aber die
Gameten, im Weiteren dann auch die entstehenden Embryonen, sind in 50 bis
70% der Fille unbalanciert.

Auch X-Chromosomale Erbkrankheiten mit niedriger Uberlebenswahrschein-
lichkeit besonders der ménnlichen Embryonen kommen als mdgliche Ursache
habitueller Aborte in Frage. Beispiele dafiir sind Incontinentia pigmenti, das
Aicardi Syndrom, Chondrodysplasia punctata, die fokale dermale Hypoplasie und
das Rett-Syndrom.

Viele Autoren betrachteten auBerdem schon seit Beginn der 70er Jahre
gonosomale Mosaike, Marker-Chromosomen oder gonosomale Aneuploidien der
Eltern als sogenannte "Major-Abnormalities" (Clifford et al.1994, DeBraekeleer
und Dao 1990, Bourrouillou et al.1986, Hecht et al. 1984, Michels-VV et al.1982,
Singh et al. 1980, Ward-EB et al.1980, Hsu et al. 1972).

Frauen werden héufiger als Tragerinnen der Aberrationen diagnostiziert als
Mainner, was eventuell auf eine verminderte Zeugungsfahigkeit ménnlicher Trager
chromosomaler Aberrationen im balancierten Zustand zuriickzufiihren ist (Sachs
et al. 1985, Bourrouillou et al.1986, Tharapel et al.1985, Portnoi et al.1988,
DeBrackeleer und Dao 1990, Stoll 1981).

1.5.2 Reziproke Translokationen

Sie entstehen durch den Austausch von Chromosomensegmenten zwischen nicht
homologen Chromosomen. Durch diesen Fehler geht fiir den heterozygoten
Triger kein genetisches Material verloren, so dass auch keine phéinotypischen
Auffilligkeiten entstehen. Also bleiben die Translokationen unbemerkt, bis sie
nach Erreichen des fortpflanzungsfahigen Alters eventuell als Infertilitét,
Subfertilitdt, Geburt eines chromosomal geschéddigten Kindes oder durch Aborte
und habituelle Aborte auffallen (Tharapel et al. 1985).

Es sind aber natiirlich auch normal verlaufende Schwangerschaften denkbar, da
Gameten von Trigern balancierter, reziproker Translokationen chromosomal

normal sein konnen und weitere beide rearrangierten Chromosomen enthalten,
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also kein genetisches Defizit libertragen. Bei weiteren Gameten liegt jedoch ein
Verlust oder Uberschuss genetischen Materials vor. Die Folge fiir die
Schwangerschaft - Abort, Totgeburt oder Geburt eines chromosomal geschéadigten
Kindes - hingt jedoch von Art und Umfang der Translokation ab (Tharapel et al.
1985, DeBrackeleer und Dao 1990).

Portnoi et al. (1988) wiesen darauf hin, dass Translokationen bei Patientinnen mit
habituellen Aborten und ihren Partnern vor allem die Chromosomen 1, 2, 4, 6,
und 7 betrdfen, bei chromosomal geschiddigten Kindern héufiger die
Chromosomen 4, 9, 21 und 22. Ahnliche Beobachtungen machten auch
DeBraekeleer und Dao (1990), sie fanden generell eine Haufung der
Translokationen in den Chromosomen 2, 5, 7, 12, 13, 17, 18 und 22, bei Eltern
von geschéddigten Kindern waren jedoch eher Chromosom 4, 7, 9, 11, 18, 21 und
22 betroffen. Auch sie gehen von einer erhdhten intrauterinen Letalitit bestimmter

Translokationen aus.

1.5.3 Robertson'sche Translokationen

Diese auch als zentrische Fusionen bezeichneten Aberrationen betreffen die
akrozentrischen Chromosomenpaare 13, 14, 15, 21 und 22. Dabei verbinden sich
die langen Arme von entweder homologen oder nicht-homologen
Chromosomenpaaren im Zentromerbereich. Obwohl alle moglichen Variationen
dieser Translokationen beobachtet wurden, ist mit Abstand am héufigsten die
Variante t(13q;14q) mit 64% gefolgt von t(14q;21q) mit 8% (Tharapel et al. 1985,
DeBrackeleer und Dao 1990).

Unterschiede bestehen in der Bildung der Gameten. Tridger balancierter
homologer Translokationen bilden zwei Arten, ndmlich fiir das betroffene
Chromosom disome und nullisome Keimzellen. Falls diese nun von normalen
Keimzellen befruchtet werden, entstehen chromosomal geschéddigte Foten, von
denen im Allgemeinen nur solche mit einer Trisomie 21 lebensfdhig sind.
Ausnahmen sind eventuell Félle mit uniparenteraler Disomie, wobei entweder die
Befruchtung mit einer entsprechend nullisomen Gamete erfolgen, oder ein frither

postzygotischer Verlust des liberzdhligen Chromosoms eintreten miisste.
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Die Trager balancierter, nicht-homologer Transloktionen bilden sechs
unterschiedliche Gameten: Zwei genetisch balancierte, die bei Befruchtung durch
normale Gameten entweder zu normalen oder Zygoten mit der selben balancierten
Translokation fithren. Die anderen vier Gameten sind entweder disom oder
nullisom fiir jeweils eines der von der Fusion betroffenen Chromosomen mit
entsprechenden Folgen fiir den Fotus. Die Mehrzahl dieser Konzeptionen wiirden
zu Aborten fithren, auch von habituellen Aborten kénnten die Partner betroffen

sein (Tharapel et al.1985).

1.5.4 Inversionen

Von dieser strukturellen Aberration unterscheidet man wiederum zwei Arten, die
parazentrische und die perizentrische Inversionen, je nach dem, ob die durch zwei
Briiche und umgekehrte Verschmelzung entstandene Inversion innerhalb eines
Armes oder um das Zentromer des betroffenen Chromosoms herum erfolgt.
Heterozygote Trager sind im allgemeinen unauffillig, wéahrend der Meiose
konnen aber durch die verdnderte Struktur der Chromosomen genetisch
unbalancierte Gameten entstehen. Folgen konnen auch hier Aborte, Totgeburten
oder chromosomal geschidigte Kinder sein. Auch hier sind nach DeBraekeleer
und Dao (1990) nicht alle Chromosomen gleich oft betroffen, sondern die
Chromosomen 2, 5, 7 und 10 hiufiger als erwartet und Nr.18, 21 und 22
iiberhaupt nicht.

Als Normvarianten werden von einigen Autoren gewertet die perizentrischen
Inversionen heterochromatischer Regionen von Chromosom 1, 9 und 16, sowie
die des Y-Chromosoms (Tharapel et al. 1985, Portnoi et al.1988, Castle und
Bernstein 1988).

1.5.5 Marker-Chromosomen

Marker-Chromosomen sind kleine iiberzéhlige Chromosomen, meist unbekannter
Herkunft und Dignitdt. Form und genetischer Inhalt variieren und letzterer
bestimmt auch die Folgen fiir ihren Trédger. Sie entstehen de novo, oder werden

innerhalb einer Familie vererbt, mit oder ohne bemerkte Folgen. Die Rate des
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Auftretens von Markerchromosomen bei Neugeborenen wird mit 0,043%
angegeben. Daraus ergeben sich Schitzungen von 2,5 Millionen Menschen
weltweit und  35.000 Betroffenen in  Deutschland. = Menschliche
Markerchromosomen konnen aus jedem der 24 menschlichen Chromosomen
entstehen. Etwa 60% der Fille treten neu auf, 40% sind familidr vererbt. Durch
die Entwicklung zunehmend genauerer Analysemdglichkeiten, wurden die Folgen
immer genauer vorhersagbar, auch fiir ungeborene Kinder, deren Marker-
Chromosom bei Fruchtwasseruntersuchungen mit Karyotypisierung entdeckt
wird. FEine Charakterisierung ist heute beispielsweise mit hochauflosender
Fluoreszenz in situ Hybridisierung moglich. Markerchromosomen, die kleiner
sind als das menschliche Chromosom 20, werden auch als kleine iiberzdhlige
Markerchromosomen oder mit der entsprechenden englischen Abkiirzung sSMC
(fiir: small supernumerary marker chromosomes) bezeichnet.

Generelle Aussagen iiber einen moglichen Zusammenhang mit eventuellen
habituellen Aborten bei Trigern von Marker-Chromosomen lassen sich nicht
machen, solange der genetische Gehalt der Chromosomen unbekannt ist. Die
Entstehung hypo- oder hyper-haploider Gameten ist aber denkbar (Tharapel et
al.1985).

DeBraekeleer und Dao (1990) fanden in ihrer Literaturiibersicht keine
Unterschiede in der Hiufigkeit von Marker-Chromosomen bei Patienten mit

habituellen Aborten und der Normalbevolkerung.

1.5.6 Habituelle Aborte bei Frauen mit Triple-X-Syndrom oder Turner-
Syndrom

In verschiedenen Untersuchungen an Kollektiven mit habituellen Aborten finden
sich dort Eltern mit dem Genotyp 47,XXX (Tripple X) oder 47,XYY nicht
héufiger als in der Normalbevolkerung (Bourrouillou et al.1986, DeBraekeleer et
al.1990, Tharapel 1985). Ihre Fortpflanzungsfahigkeit und das Risiko
chromosomal geschiddigter Kinder wird als dem Durchschnitt entsprechend
beschrieben. Vermutungen iiber ein erhohtes Aneuploidie-Risiko der eigenen
Nachkommen sollen nicht reprasentativ sein, sondern werden als auf zufalligen
Einzelfillen beruhend beschrieben (Linden et al. 1996, Dewhurst 1978, Tharapel
1985, Cockwell et al. 1991).
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Der Anteil von Eltern mit 45,X oder 47,XXY an den Patienten mit habituellen
Aborten sei extrem gering, da diese im Allgemeinen Infertil seien und somit keine

habituellen Aborte entstehen konnten (DeBrackeleer und Dao 1990).

Es sind Schwangerschaften bei Patientinnen mit 45,X (Turner-Syndrom)
beschrieben worden, allerdings wird davon ausgegangen, dass es sich bei diesen
Patientinnen um Tréger einer zweiten, eventuell nicht entdeckten Zelllinie mit
46,XX handelt (Dewhurst 1978, McCorquodale und Bowdle 1985, Linden et
al.1996, Varela et al.1996). Nach Varela (Varela et al.1996) ist fiir diese Patienten
ein erhohtes Risiko aneuploider Nachkommen und damit vielleicht auch

habitueller Aborte nicht auszuschlieB3en.

So wird auch von einigen Autoren vermutet, dass der Genotyp 45,X nicht
lebensfdhig ist, sondern zumindest wihrend bestimmter Abschnitte der
Entwicklung bis zur eventuellen Selektion der euploiden Zelllinie, bzw. eines
fehlerhaften X-Chromosoms, oder in nicht untersuchten Geweben ein zweites X-
Chromosomen oder Teile davon bei den Turner-Patientinnen lebensnotwendig
sind (Larsen et al.1995, Held et al.1992, Varela et al.1991, Fernandez et al.1985,
McCoquodale und Bowdle 1985).

1.6 Chromosomale Mosaike

Als chromosomales Mosaik wird das Vorhandensein von zwei oder mehr

genetisch unterschiedlichen Zellreihen innerhalb des Organismus bezeichnet.

Unter den chromosomalen Mosaiken haben die der Geschlechtschromosomen
einen iiberproportional grofen Anteil (Hsu und Perlis 1984, Robinson et al.1995).
Schiatzungen liber die Hiufigkeit gonosomaler Mosaike in  der
Normalbevilkerung beruhen auf groflen Studien an Amnion-Fliissigkeits-
Untersuchungen (Hsu und Perlis 1984, Tabor und Philip 1987, Hejbjerg-Gravholt
et al.1996, Hsu et al.1996) und Screeningprogrammen bei Neugeborenen

(Hojbjerg-Gravholt et al.1996, Nielsen und Wohlert 1991). Danach wird die
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Haufigkeit gonosomaler Mosaike  bei Neugeborenen mit ungefihr 0,1%
veranschlagt.

Hsu et al. (1996) fanden unter 179663 Amniozentesen 555 mit einem
chromosomalen Mosaik. Von diesen 0,3% der Gesamtzahl entfielen 42,7% auf

nummerische Mosaike der Gonosomen, entsprechend 0,12% aller Amniozentesen.

Zur Entstehung der Mosaike als Nebeneinander von zwei oder mehr genetisch
unterschiedlicher Zelllinien wurden verschiedene Theorien formuliert:

Durch Nondisjunktion und Anaphase-Lag in der frilhen Embryogenese entstehen
Mosaike mit einem hoéheren prozentualen Anteil, erfolgen Nondisjunktion oder
Anaphase-Lag zu einem spéteren Entwicklungszeitpunkt oder auch postnatal, fallt
der prozentuale Anteil innerhalb des betroffenen Organismus entsprechend

geringer aus (Wise et al.2009).

Coonen et al. (2004) fanden an ihrer Studie an 299 Embryos, dass die Entstehung
von Mosaiken im Blastula-Stadium sehr hdufig zu sein scheint und Anaphase-Lag
dabei hdufiger vorkommt als Nondisjunktion, wobei die X-Chromosomen
héufiger Nondisjunktion aufwiesen, als das untersuchte Chromosom 18 (Coonen

et al. 2004) .

Nach Kalousek et al. (1992) und auch Los, Van Obstal und van den Berg (2004)
entstehen Mosaike durch Nondisjunktion, Anaphase-Lag oder strukturelle
Rearrangements in den postzygotischen Teilungen. Die Verteilung im
Organismus und das Ausmaf3 der Aneuploidie seien dann abhéngig von Zeitpunkt,
betroffener Zelllinie und Lebensfihigkeit der Mutation.

Nach Gravholt et al. (1991) konnen Nondisjunktion und Anaphase-Lag in den
ersten Zellteilungen euploider Zygoten des Genotyps 46,XX zu Mosaiken mit
45,X/46,XX/47, XXX beziechungsweise 45,X/46,XX fithren. Postzygotischer
Verlust von iiberzdhligen Chromosomen aus aneuploiden oder euploiden
Zelllinien bzw. Zygoten hitten Mosaike des Genotyps 46,XX/47,XXX und
45,X/46,XX zur Folge. Fiir letztere kdme auch die Entstehung durch eine
Uniparentalen Disomie des X-Chromosoms bei urspriinglich hypoploiden

Zygoten mit 45,X in Frage.
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Kalousek (1994) beschrieb die Mdoglichkeit von auf bestimmte Gewebearten
beschriankten Mosaiken durch Verteilungsfehler in deren embryonalen Vorstufen.
Durch molekulare Studien an Patienten mit Turner-Mosaiken konnten Robinson
et al. (1995) in 45,X/46,XX-Mosaiken sowohl den postzygotischen Verlust von
X-Chromosomen nachweisen, wie auch die Duplikation eines X-Chromosoms in
einer urspriinglich wohl hypoploiden Zygote, bekannt als Uniparentale Disomie.
Kémen sowohl hypoploide (45,X) wie auch hyperploide (47,XXX) Zellen neben
den euploiden (46,XX) vor, sei dies auf eine postzygotische Nondisjunktion
zurlickzufiihren.

Neben dem Vorgang der Nondisjunktion wurde als Ursache hypoploider Zellen
mit 45,X die Bildung von Mikronukleoli diskutiert, die bevorzugt Gonosomen
enthalten sollen (Guttenbach et al. 1994). Sie berichteten, der Anteil der
Lymphozyten, die in ihrer Studie dadurch ein X-Chromosomen verloren, habe
jedoch bei unter 0,1% der untersuchten Zellen gelegen.

Ford et al. (1988) sahen in diesem Vorgang die Erklarung fiir das beobachtete
Uberwiegen hypoploider iiber hyperploide Lymphozyten, sie fanden einen
solchen Chromosomen-Verlust durch Anaphase-Lag bei durchschnittlich 2,43%
der Lymphozyten. Wie hdufig X-Chromosomen davon betroffen waren, wurde

von ithnen nicht untersucht.

In ihrem Review von 2011 berichteten van Echten-Arends et al. (2011), von 815
Embryonen sei nur ein Viertel euploid gewesen, der Rest habe einen Mosaikstatus
gezeigt. Weiterhin berichten sie, dass bis zum 8-Zell-Stadium die Teilungen
vollstdndig abhéngig seien von miitterlichen Genprodukten und Proteinen aus der
Eizelle. Hier sei moglicherweise eine Verbindung zu sehen zur abnehmenden

Qualitdt der Eizellen bei steigendem miitterlichen Alter.

Chromosomale Mosaike werden in Zusammenhang gebracht mit der genetischen
Vielfalt des Menschen, verschiedenen Erbkrankheiten, Alterungseffekten, der
frithen prinatalen Hirnentwicklung (Iourov et al. 2008), Autismus und
Schizophrenie (Yurov et al. 2007) und Autoimmunerkrankungen (Invernizzi et al.

2005).
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Hulten et al. (2008) formulierten nach Untersuchungen an fotalen Ovarien mittels
FISH die Hypothese, bei Miittern mit Trisomie 21-Kindern sei ein chromosomales
Mosaik der Ovarien mit einer Trisomie 21-Zellreihe ursdchlich. Dies erkldre auch
das erhohte Risiko einer erneuten Trisomie bei der nédchsten Schwangerschaft
gerade bei besonders jungen Miittern. Diese hitten kein altersbedingtes
Nondisjunktion-Risiko, sondern wahrscheinlich ein hdohergradiges Ovarial-
Mosaik.

Das mit dem Alter zunehmende Risiko fiir Trisomie 21-Schwangerschaften sei
durch ein verdndertes Reifungsverhalten der Trisomie 21-Oozyten erkldrt. Auch
fiir andere Trisomien gehen die Autoren davon aus, dass entsprechende Mosaike

in den Gonaden urséchlich sein kdnnten (Hulten et al. 2008).

1.6.1 Chromosomale Mosaike in Embryonen

Ein GroBteil der heutigen Erkenntnisse iiber die Entstehung chromosomaler
Mosaike, resultiert aus der Untersuchung menschlicher Embryonen.

Wie van Echten-Arends et al. (2011) berichten, hat die Etablierung der IVF sehr
schnell einen groBen Wissenszuwachs iiber das Ausmall an chromosomalen
Mosaiken in menschlichen Embryonen nach sich gezogen. Erstbeschreiber seien
1993 Delhanty et al. gewesen, nachfolgende Studien hdtten Mosaikraten bis 90%
gezeigt (Daphnis et al. 2005), in ihrer Literaturiibersicht hitten sich bei den
eingeschlossenen 36 Studien im Durchschnitt bei den untersuchten insgesamt 815
Embryonen in 73% chromosomale Mosaike gezeigt. Hier unterscheiden die
Autoren noch weiter in diploid-aneuploide Mosaike (59% aller Embryonen) und
rein aneuploide Mosaike (15% aller Embryonen), je nach dem, ob eine euploide
Zelllinie vorhanden war oder nicht.

In Bezug auf die offensichtlich gesteuerte Entwicklung euploider Zelllinien der
betroffenen Embryonen erwidhnen van Echten-Arends et al. (2011) ebenso wie
Los, Van Obstal und van den Berg (2004) den mitotischen Arrest der aneuploiden
Zellen, bzw. Zellwanderungen innerhalb des Embryos, Zelltod der aneuploiden
Zellen oder das Anaphase-Lag aneuploider Zellen - Prozesse, die zusammen mit
der Ubernahme der Zellteilungssteuerung durch das Genom der Embryonen

stattfanden.
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1.6.2 Mosaike der X-Chromosomen als Ursache habitueller Aborte

Mosaike der Geschlechts-Chromosomen sind in vielen Studien mit habituellen
Aborten in Zusammenhang gebracht worden (Hsu et al.1972, Kim et al.1975,
Dewhurst 1978, Singh et al.1980, Ward et al.1980, Hecht 1982, Hecht et al.1984,
Diedrich et al.1983, Staessen et al.1983, Holzgreve et al.1984, Tharapel et
al.1985, Sachs et al.1985, Bourrouillou et al.1986, Toncheva et al.1994, Cook und
Pridham 1995, Linden et al. 1996, Kuo und Guo, 2004).

Dewhurst (1978), Singh et al. (1980) und Tharapel et al. (1985) wiesen auch auf
einen moglicherweise hohen Anteil chromosomal geschidigter Nachkommen
dieser Patientinnen hin.

Der Anteil unter den Patientinnen mit habituellen Aborten wird sehr
unterschiedlich angegeben und reicht von 0,1% (Bourrouillou et al.1986) bis 10%
(Hecht et al.1984) fiir groBere Patientenkollektive.

1.6.3 Mosaike der X-Chromosomen und Nondisjunktion-Risiko

Wie Hsu et al. (1972) formulierten, kénnten gonosomale Mosaike Hinweis auf
eine mitotischer Instabilitdit und ein hohes Nondisjunktion-Risiko sein mit der
Folge aneuploider Zygoten und Aborte.

Sie gingen, wie auch viele andere Autoren (Singh et al.1980, Staessen et al.1983,
Holzgreve et al.1984, Hecht et al. 1985, Toncheva et al.1994) nicht davon aus,
dass die Mosaike lediglich als ein Alterseffekt zu betrachten seien, da das
Durchschnittsalter der betroffenen Patientinnen weit unter der Grenze lage, ab der
ein solcher Effekt fiir Frauen mit normaler Schwangerschaftsanamnese
nachgewiesen worden sei.

Auch Staessen et al. (1983) vertraten die Ansicht, dass bei den Patientinnen eine
Storung der Chromosomen-Verteilung in den Gameten vorldge, die zu trisomen
Kindern oder Aborten fiihrt. Durch &hnliche Entstehungsmechanismen der
mitotischen und meiotischen Nondisjunktion sei diese Storung durch
Untersuchungen auf gonosomale Mosaike in  Lymphozytenkulturen

diagnostizierbar, so auch bei den Patienten ihrer Studie.
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Hecht (1982) und Hecht et al. (1985) sahen in den gonosomalen Mosaiken
ebenfalls einen Hinweis auf eine hohere Nondisjunktion-Rate mit hohem
Aneuploidie-Risiko der Gameten und Zygoten dieser Patienten, mit
nachfolgenden habituellen Aborten aufgrund unterschiedlicher Aneuploidien.
Dabei konnten die Aneuploidien, die zu Aborten fithren, sowohl autosomal als
auch gonosomal sein. Da Mitose und Meiose teilweise einen identischen
genetischen Kontrollmechanismus hétten, wiirden Mosaike in Lymphozyten-
Kulturen, die durch mitotische Nondisjunktion entstanden wéren, fiir das Risiko

einer meiotischen Nondisjunktion repridsentativ seien.

Auch wenn man die Frage auer acht ldsst, ob mitotische Nondisjunktion ein
Hinweis auf meiotisches Nondisjunktionrisiko sein kann, weisen Novak et al.
(1995) darauf hin, dass Mosaike in Lymphozytenkulturen auch deshalb auf
Mosaike im Ovarialstroma hinweisen konnten, da beide Gewebe gleichen

embryonalen Ursprungs seien.

1.6.4 Mosaike der X-Chromosomen und ovarielle Storungen

Neben diesen die Chromosomenverteilung betreffenden Theorien, wurden aber

auch andere Ansitze formuliert:

Nach Diedrich et al. (1983) wiére bei Patientinnen mit X-chromosomalen
Mosaiken in Lymphozyten und entsprechender Hiufung von meiotischen
Chromosomen-Verteilungsstorungen in den Ovarien auch die Entstehung von
Oozyten des Genotyps 45,X mit nachfolgendem Abort eines 45,X-Fétus, fiir die
allgemein eine Abortrate von 99% angenommen wird, denkbar. Die Aborte von
Patientinnen mit hyperploiden (47,XXX) Zellen lieBen sich dadurch allerdings
nicht erkldren (Hecht et al.1985).

Andere Hypothesen betrafen ovarielle Funktionsstorungen im Zusammenhang mit
den gonosomalen Mosaiken: Ebenfalls nach Dietrich et al. (1983) konnten sich
die gonosomalen Mosaike der Patientinnen negativ auf die Funktion von

Ovarialstroma, Uterus oder Hypothalamus/Hypophyse auswirken und damit den
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Abort chromosomal normaler Foten durch eine ovariell-plazentare Dysfunktion
verursachen. Bestimmte Gen-Loci auf dem zweiten X-Chromosom, wie zum
Beispiel der fiir die Steroid-Sulphatase, die nicht inaktiviert werden, kdnnten fiir

diesen Zusammenhang verantwortlich sein.

Auch Hsu et al. (1972) fanden bei 27 von 101 Patientinnen mit dem Genotyps
47, XXX Hinweise auf eine (nicht ndher definierte) ovarielle Dysfunktion, die
ihrer Ansicht nach auch bei einem Mosaikstatus fiir diese Aberration vorliegen

und Aborte verursachen konnte.

1.6.5 Mosaike der X-Chromosomen und Turner-Syndrom-ihnliche
Storungen bei Patientinnen mit habituellen Aborten

Ein anderer Ansatz bezieht sich auf denkbare Zusammenhidnge zwischen
KorpergroBBe und habituellen Aborten: Christiansen et al. (1992) berichten iiber
eine Studie, in der sie das Geburtsgewicht von Paaren mit habituellen Geburten
mit einer Kontrollgruppe verglichen. Sie konnten zeigen, dass die Frauen mit
habituellen Aborten ihrer Studie selber bei Geburt ein unterdurchschnittliches
Gewicht zeigten. Die Autoren stellen einen Zusammenhang her mit einer
anzunehmenden Verdnderung im miitterlichen Erbgut, die sowohl das geringere

Geburtsgewicht begriinde, als auch die spiteren habituellen Aborte der Frauen.

Homer et al. (2010) fanden eine geringere Korpergrole bei den Frauen mit
habituellen Aborten in ihrer Studie, die ein hohergradiges X-chromosomales
gonosomales Mosaik in Lymphozytenkulturen zeigten. Die Autoren sahen dies als

Parallele zu klinischen Auffélligkeiten von Turner-Patientinnen.

In ihrer prospektiven Studie an 720 Patientinnen mit habituellen Aborten fanden
Kuo und Guo (2004) bei 23 ein gonosomales Mosaik. Aufgrund der gefundenen
Auspriagungen der aneuploiden Zelllinien, legten die Autoren einen Cut-Off-Wert
von 3% fiir 45,X und 2% fiir 47,XXX-Zellen fest. Die hypohaploiden 45,X-Linien
iiberwogen sowohl in der Kontroll- als auch in der Mosaik-Gruppe. Im Vergleich
zu den Kontrollen fanden sich in der Patientinnengruppe mehr aneuploide

Zelllinien. Dabei zeigten zwei Patientinnen ein 45,X/46,XX-Mosaik, 14 ein
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45,X/46,XX/47,XXX-Mosaitk und zwei ein 46,XX/47,XXX-Mosaik. Als
Risikofaktoren der Mosaik-Gruppe, die zu den habituellen Aborten gefiihrten
haben konnten, werteten die Autoren die Kriterien einer DOR (deminished
ovarian reserve, erhohtes FSH) und Uterusfehlbildungen.

Fiir die Patientinnen mit gonosomalen Mosaiken wurde eine Abortrate von 44,1%
ohne und 68,6% mit DOR gefunden. Die Autoren sahen diese Abortraten durch
das prospektive Design zum einen hoher als die fiir die Normalbevolkerung
berichteten 10-15%, aber auch hoher als die in vorangegangenen Studien von u.a.
Singh (1980).

Die Autoren bringen die Risikofaktoren DOR und Uterusfehlbildungen in
Zusammenhang mit den 45,X-Zelllinien der Patientinnen-Gruppe, im Sinne einer

schwachen Auspragung von fiir das Turner-Syndrom typischen Verdnderungen.

Als weiteren Zusammenhang zwischen den habituellen Aborten und dem
gonosomalen Mosaik sehen die Autoren die Moglichkeit einer 45,X-Zelllinie in
den Ovarien und damit zusammenhingenden Funktionsstérungen in Analogie zu
Frauen mit Turner-Syndrom. Auch die 47,XXX-Zelllinien seien mit einer

verschlechterten Oozytenqualitdt in Zusammenhang zu bringen.

Dafiir formulieren die Autoren drei denkbare Mechanismen, die die habituellen
Aborte erkldren konnten: Storungen der Oozytenqualitdt durch fehlerhafte
Genprodukte, aberrante Chromosomenpaarungen mit vorzeitigem Keimzelltod,
oder drittens eine gestorte Regulation der Chromosomenteilung mit nachfolgender
Nondisjunktion, die in X-chromosomalen Mosaiken Ausdruck finden. Die
zugrundeliegende Storung innerhalb der Steuerung von Meiose und Mitose fiihre
dann zu Schéddigungen der Gonaden, aberranten Meiosen und Atresie der
Oozyten. So hitten dann die betroffenen Frauen mit gonosomalen Mosaiken eine

vorzeitige Menopause und habituelle Aborte (Kuo und Guo, 2004).

Baronchelli et al. (2011) sehen ebenso Premature Ovarian Failure (POF), eine
andere Bezeichnung fiir DOR, und damit ein alterskorreliertes Aneuploidierisiko
in direktem Zusammenhang zu Mosaiken der X-Chromosomen. Sie stellen

heraus, dass numerische X-Chromosomale Stérungen unter den Erbkrankheiten
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die haufigste Ursache fiir POF darstellen. Fiir eine normale Funktion der Ovarien

wiirden offensichtlich zwei intakte X-Chromosomen benétigt.

Homer et al. (2010) berichten in ihrer klinischen Studie {iber 71 Patientinnen mit
45,X/46,XX-Mosaiken. Ab einem prozentualen Anteil von 6% der gonosomalen
Aneuploidie, seien klinische Zeichen des Turner-Syndroms gefunden worden, wie
eine geringere Korperldnge. Sie fanden auBlerdem eine Korrelation von BMI und
Auspriagungsgrad des Mosaiks und einen Zusammenhang mit Aborten im ersten

Trimenon.

Gersak und Veble (2011) berichten schlieBlich in ithrem Artikel, dass bei Frauen
mit prdmaturer Ovarialinsuffizienz Mosaike der X-Chromosomen gefunden
wiirden. Sie stellen Uberlegungen an, ob dabei die auf dem X-Chromosom

gelegenen Gene zur Regelung der Ovarialfunktion eine Rolle spielen konnten.

1.6.6 Zweifel an der Hypothese eines Zusammenhangs zwischen gonosomalen
Mosaiken und habituellen Aborten in der aktuellen Literatur

Mogliche Zusammenhinge von gonosomalen Mosaiken in peripheren Blutzellen
und habituellen Aborten wurden aber auch angezweifelt, so unter anderem von
Michels et al. 1982, Stoll 1981, DeBrackeleer und Dao 1990, Horsman et al.1987,
Nowinski et al.1990, Castle und Berstein 1988, Stone und Sandberg 1995 und
Madan und Lundberg, 2015.

Als Griinde werden folgende Vermutungen genannt:

Die X-chromosomalen Mosaike konnten auf Grund von Nondisjunktion als
physiologischem Alterseffekt entstehen (Michels et al.1982, Castle und Bernstein
1988, Stone und Sandberg 1995), oder sie seien als in-vitro-Effekt zu betrachten,
abhéngig von zum Beispiel dem Kulturmedium (Horsman et al. 1987).

Auch der Vorgang der Mikronukleoli-Bildung mit Ausschluss von Gonosomen
konnte eine Erkldarung fiir hypoploide Lymphozyten der Patientinnen sein (Ford et
al.1988, Guttenbach et al.1994).

Andere Autoren berichten, sie hétten keinen Unterschied in der Anzahl gonosomal

aneuploider Lymphozyten zwischen Patientinnen mit habituellen Aborten und
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unterschiedlich strukturierter Kontrollgruppen gefunden (Nowinski et al.1990,
Castle und Bernstein 1988).
Die genannten Kritikpunkte beziehen sich besonders auf geringgradige

gonosomale Mosaike.

Russell et al. (2007) fanden in ihrer Studie an 655 Patientinnen mit oder ohne
bekannte habituelle Aborte eine deutliche Altersabhéngigkeit der aber auch schon
bei jungen Patientinnen vorhandenen gering ausgeprédgte Zelllinie mit 45,X in
Lymphozytenkulturen. Es seien keine Unterschiede zwischen den beiden
Patientinnen-Gruppen in der Ausprigung dieser Zelllinie gefunden worden.
Daraus schlieBen sie, dass es keinen Zusammenhang geben konne zwischen
habituellen Aborten und gonosomalen Mosaiken in Lymphozytenkulturen. Die
Haufigkeit von Zelllinien mit 47,XXX oder hohergradig hyperploiden
Lymphozyten wurde nicht gezdhlt. In der Gruppe mit habituellen Aborten

befanden sich auch Patientinnen mit nur einem Abort in der Vorgeschichte.

Diese Studie wird schlieBlich 2015 auch von Madan und Lundberg zitiert, in
ihrem Newsletter, der sich mit der Frage der klinischen Bedeutung geringgradiger
X-chromosomaler Mosaike in der Beratung von Frauen mit habituellen Aborten
beschéftigt. Sie fassen zusammen, dass aufgrund der bisherigen Datenlage X-
chromosomale Aneuploidien eine deutliche Alterskorrelation zeigten, auch bei
jingeren Patienten vorkdmen, aber in bisherigen Studien keine statistischen
Auffilligkeiten bei Frauen mit habituellen Aborte gefunden worden seien. Dabei
kritisieren sie die fehlende Beriicksichtigung hyperploider Aneuploidien durch
Russell et al., kommen selber aber auch zu der Empfehlung, geringgradige
Mosaike in der humangenetischen Beratung dieser Patientinnengruppe nicht zu
erwdhnen, wenn bestimmte prozentuale Anteile (6% bei Dreiligjédhrigen, 9% bei
Vierzigjahrigen) nicht iiberschritten wiirden, sollte nach Finden fehlender oder
iiberzdhliger X-Chromosomen bei Auszéhlen von fiinf Zellen die Anzahl auf 30
erhoht worden sein (Madan und Lundberg, 2015). Ab hoéheren Prozentualen

Anteilen (liber 15%) konne ein echtes Mosaik angenommen werden.
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1.7 Chromosomale Ursachen habitueller Aborte: Aneuploidien in Oozyten
und Spermien

Chromosomale Storungen haben einen groBen Anteil an den Ursachen der
geringen Uberlebensrate menschlicher Embryonen. Diese Stdrungen kdnnen
wihrend der Entwicklung der Gameten stattfinden, bei der Bildung der Zygote

oder in der embryonalen Entwicklung.

Garcia-Cruz et al. (2010) berichten, die Erkenntnisse aus molekulargenetischen
Studien iiber die Herkunft iiberzdhliger Chromosomen wiesen darauf hin, dass die
meisten Aneuploidien zuriick zu fiihren seien auf Fehler in der Entwicklung der
Oozyten durch Stérungen der Chromosomen-Segregation, also Nondisjunktion. In
ihren Untersuchungen sei es mit Ausnahme der Trisomie 18 und dem 47,XXY-
Status wihrend der Meiose I zur Nondisjunktion gekommen. Mit zunehmendem
miitterlichen Alter erhohe sich die Wahrscheinlichkeit von Nondisjunktion-
Ereignissen, wobei das Ausmall des Alterseffektes flir Aneuploidien

verschiedener Chromosomen unterschiedlich sei.

Vekemans (2006) berichtet, die zu geringe Haufigkeit und die Fehlverteilung des
meiotischen Austauschs zwischen den Chromosomenpaaren sei ausschlaggebend
fiir das Risiko, dass sich aufgrund von Fehlern in der Meiose I eine Trisomie
entwickele. Dies betrife die Trisomien 15, 16, 18, 21 und die Geschlechts-
chromosomalen Polyploidien, die aufgrund einer miitterlichen Nondisjunktion
entstiinden und die Fille von Trisomie 21, die véterlichen Ursprung seien.

Im Gegensatz dazu sei bei der Trisomie 21, die aufgrund eines miitterlichen
Meiose II-Fehlers entstanden sei, eine Zunahme perizentrischer Austausche zu

beobachten.

Pellestor et al. (2002) fanden in einer Studie mit Karyotypisierung von 1397 in-
vitro-fertilisierten Oozyten bei 22,1% chromosomale Aberrationen. Die
Haufigkeit bei Spermien betrage 10-13%. Die Hélfte der Aberrationen in den
Oozyten entfiele auf Aneuploidien, dabei seien insgesamt 5,4% der Oozyten
hypohaploid, 4,1% hyperhaploid, 5,4% diploid und 2,1% zeigten strukturelle

Aberrationen. Aneuploidien fianden sich in allen Chromosomengruppen, wobei
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die Gruppen E und G hiufiger betroffen gewesen seien und die Gruppen A und B

seltener.

Nach Martin et al. (1991) zeigen 10% der Spermien chromosomale Aberrationen,
wobei weniger als die Hélfte davon Aneuploidien seien. Anders in den Oozyten:
dort wurden bei 20% chromosomale Aberrationen gefunden, die zu 90% aus
Aneuploidien bestehen. Numerische Aberrationen kdmen in iiber 50% der Félle
als autosomale Trisomie vor. Bis auf die Trisomie 1 wéren schon Trisomien aller
Autosomen in Abortmaterial gefunden worden, wobei die Trisomie 16 den
grofiten Anteil habe, jedoch im Gegensatz zu den Trisomien 13, 18, 21 und denen
der Gonosomen nicht iiberlebensfihig sei.

Ford und MacCormac (1995) konnten an einer Studie von 1000 Aborten zeigen,
dass der Anteil der Trisomien von unter 15% bei Patientinnen jiinger als 25 Jahre,
auf 33% in der Gruppe der 30 bis 35jdhrigen bzw. auf liber 65% bei den iiber

40jdhrigen Patientinnen ansteige.

In ihrer Studie an 104 Oozyten von 544 Paaren - mit den Merkmalen: dlter als 39
Jahre, wiederholtem Scheitern von IVF oder habituelle Aborte - und
Untersuchung der ersten Polarkorperchen als ,,Spiegelbild” der Eizelle, zeigten
Gianaroli et al. (2010), dass die Anzahl aneuploider Oozyten mit dem Alter
zundhme, aber auch korreliere mit anderen Griinden fiir die weibliche Infertilitéit
bei den untersuchten Paaren, wie Endometriose, fritherer Aborte und Stérungen
der Ovulation. Ein wiederholtes Scheitern von IVF war ebenso mit Aneuploidien
der Polarkorperchen assoziiert.

In der Kontrollgruppe dieser Studie, die definiert war als ,,ohne schlechte
Prognose‘“-Indikation zur Untersuchung, habe sich eine Aneuploidie-Rate von
43% der Oozyten fiir die sechs untersuchten Chromosomen 13, 16, 18, 21 und 22
gezeigt. Diesen Wert sahen sie in Ubereinstimmung mit den in anderen Studien
gefundenen Raten numerischen Chromosomen-Aberrationen in Gameten aus

natiirlichen Zyklen.
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1.7.1 Aneuploidien in Aborten

Das frithe Embryonalstadium wird als der kritischste Zeitraum in Bezug auf die
Entstehung von chromosomalen Aberrationen angesehen aufgrund des
logarithmischen Anstiegs der stattfindenden Zellteilungen. Die Annahme, dass
damit auch ein erhohter Grad an mitotischen Mutationen einhergeht, wird als

durch experimentelle Studien bestétigt angesehen (Iourov et al. 2010)

Ungefahr 50% aller Aborte weisen chromosomale Aberrationen auf (Kalousek et
al. 1991, Ford und MacCormac 1995). Es wird davon ausgegangen, dass nahezu
alle diese Aborte durch die gefundenen Aberrationen zu erkldren sind (Stern et

al.1996, Cowchock et al.1993, Hasegawa et al.1996).

Als Hauptrisikofaktoren flir chromosomale Aberrationen der Aborte gelten
vorangegangene Trisomien, vor allem aber das miitterliche Alter (Cowchock et
al.1993, Ford und MacCormac 1995, Stern et al.1996, Hasegawa et al.1996,
Sancken et al. 2004, Hassold und Hunt 2009, Gianaroli et al. 2010).

1.7.2 Trisomien in Aborten

Nach Vekemans (2006) ldge bei klinisch bemerkten Aborten eine Rate an
Trisomien von 26,1% vor, damit seien Trisomien duflerst normal beim Menschen.
Die Trisomien in Aborten wiirden im Gegensatz zu denen bei Todgeburten oder
Lebendgeburten andere Chromosomen betreffen, bei letzteren iiberwdgen die
Trisomie 21 und die gonosomalen Polyploidien (47,XXX; 47,XXY; 47,XYY). In
den Aborten finde man dahingegen in einem Drittel der Félle Trisomie 16.

Der genaue Pathomechanismus, durch den die dritte Kopie der Gene die
Entwicklung des Organismus store, sei unbekannt, berichtet Vekemans (2006). Es
werde davon ausgegangen, dass die richtige Balance der Genexpression in
essentiellen Steuerungsabldufen iiber die fehlerhafte Dosierung durch das
iiberzéhlige Genmaterial gestort wiirde. Dies bezeichnete er als ,,developmental-
instability“-Hypothese. Eine andere Hypothese gehe davon aus, dass diese
Imbalance spezifische Gene oder Gruppen von Genen und damit deren Produkte

betrife.
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Sancken, Burfeind und Engel (2005) gehen von einer eindeutigen Abhéingigkeit

der Trisomien 13, 18 und 21 vom Alter der Mutter aus.

Tharapel et al. (1985) berichten, gonosomale Trisomien hétten nur einen geringen
Anteil an den Aborten. Gonosomale Aneuploidien, Monosomien und Trisomien
(ohne Mosaike), schienen meist auf Aberrationen der Spermien zuriickzugehen.

16% der chromosomalen Aberrationen seien Polyploidien, die als Tri- oder
Tetraploidien beobachtet werden. Sie entstiinden durch Dispermie, fehlerhafte
erste Reifeteilung der Gameten oder seltener durch Einbezug eines
Polarkdrperchens oder ausbleibender Trennung der Chromosomen in der ersten

Teilung der Zygote (Tharapel et al.1985).

1.7.3 Monosomien in Aborten

Nach Tharapel et al. (1985) ldge bei ungefdahr 20% der Aborte eine Monosomie X
vor, welche damit die hiufigste numerische Aberration darstelle.

Sancken, Burfeind und Engel (2005) legen sich in ihrem Ubersichtsartikel zur
Bedeutung des miitterlichen Alters fiir die Entstehung numerischer
Chromosomenaberrationen fest, dass die Monosomie X definitiv altersunabhéngig

auftrete, dies hétten schon Warbuton et al. gezeigt (Warbuton et al.1980).

Letztlich finden sich Uberlegungen zur Entstehung von Monosomien aber auch
schon in einem Artikel aus dem Jahr 1979 von Kajii und Ohama (1979): Da es im
Falle der Nondisjunktion als Ursache - ebenso hdufig wie bei der Monosomie X -
Fille von 47,XXX oder 47,XXY geben miisste und diese aber nicht beschrieben

seien, komme als Ursache der Monosomie X dann das Anaphase-Lag in Betracht.
Nach Handyside (2012) ist die Monosomie X genauso haufig, wie die hiufigste

Trisomie, die des Chromosoms 16. Ursache fiir die Monosomie sei der

postzygotische Verlust, beispielweise durch Anaphase-Lag.
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1.7.4 Strukturelle Aberrationen in Aborten

Die Verdnderungen der Chromosomen-Struktur mit unbalancierter Duplikation
oder Deletion genetischen Materials werden bei 4% der Aborte entdeckt (Tharapel
et al.1985).

Sie entstinden meist de novo oder aus einer balancierten Translokation eines
Elternteils (DeBraekeleer und Dao 1990). Zu 80% seien die de novo entstandenen

Aberrationen viterlichen Ursprungs (Martin et al.1991).

Fiihren die entstandenen strukturellen Aberrationen zu Aborten, so sind deutlich
andere Chromosomen betroffen, als bei denen, die zur Geburt -eines
missgebildeten Kindes fiihren. Auch Inhalt und Art des duplizierten oder
defizienten genetischen Materials bestimmen die Folgen fiir Zygote bzw.

Neugeborenes (DeBraekeleer und Dao 1990).

1.8 Aneuploidie und miitterliches Alter

In den Ovarien erreichen die weiblichen Keimzellen schon weit vor der Geburt,
wihrend der Embryonalphase im ersten Schwangerschaftstrimester, die Prophase
I der Meiose I im Zusammenspiel mit Meiose-spezifischen Zytokinen. In den
folgenden Wochen werden dann die folgenden Phasen durchlaufen: Leptotin mit
beginnender Kondensierung der Chromosomen, Zygotin mit Paarung der
homologen Chromosomen, Pachytin mit dem Austausch homologer
Chromatiden-Abschnitte, dann Diplotin mit der Trennung der homologen
Chromosomen und dem Ubergang in das Diktyotin, der Arrest-Phase, die dann
nach der Geburt mehrere Jahrzehnte anhalten kann, bis im Falle einiger Oozyten
im Rahmen des Mentruationszyklus der Eisprung vorbereitet wird und es zur
Ovulation kommt. Dabei wird dann eine dieser Oozyten die erste meiotische
Reifeteilung vollenden und die zweite meiotische Reifeteilung mit Trennung der
Schwester-Chromatiden beginnen und im Falle einer Befruchtung auch

abschliefen.

Die Oozyte verweilt die meiste Zeit in ihrer Entwicklung in dem Prophase-Arrest.

In diesem Zusammenhang sehen Hassold und Hunt (2009) Stérungen innerhalb
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dieses Stadiums auch als Hauptursache des Alterseffekts der Aneuploidien bei

Embryonen.

Kline et al. (2000) kamen durch ihre Untersuchungen zu dem Schluss, dass
Schwangerschaften mit Trisomien mit einem fritheren Eintritt der betroffenen
Miitter in die Menopause korrelieren aufgrund eines schwindenden Oozyten-Pools
oder eines damit in Zusammenhang stehenden Riickgangs der Anzahl an Oozyten.
Dadurch sei dann entsprechend auch die Alterskorrelation der Aneuploidien zu
erkldaren, die Ausdruck sei des biologischen, aber nicht des chronologischen

Alters, bzw. Alterns.

Vekemans (2006) berichtete, der rapide Anstieg von Trisomien beginne um das
35. Lebensjahr der Miitter. So fanden sich bei 20jdhrigen Miittern in 2% aller
klinisch bemerkter Schwangerschaften eine Trisomie, bei den iiber 40jéhrigen
hingegen seien es schon 35%. Dariiber hinaus zeige sich dieser Alterseffekt auch
nochmals unterschiedlich in Bezug auf die betroffenen Chromosomen: ausgepragt
bei der Trisomie der kleinen Chromosomen und fehlend bei den groflen.
AuBlerdem lage fiir die Trisomie 16 eine interessante Ausnahme vor, hier sei keine
exponentielle Alterskorrelation zu sehen, sondern die einzige mit einem linearen
Altersverlauf.

Zur Alterskorrelation berichtet er von dem Modell, dass mindestens zwel
Ereignisse fiir die Entstehung der altersbedingten Trisomie notwendig seien. Das
erste sei eigentlich altersunabhéngig, ndmlich die Entwicklung anfilliger
Bivalente in den Ovarien des Fotus und das zweite Ereignis sei altersabhingig,
ndmlich das gestorte Verhalten dieser Bivalente in der Metaphase I im Ovar der
erwachsenen Frau. Dieses wiederum sei zurlickzufiihren auf entweder Fehler der
Oozytenreifung, einer Storung des hormonellen Milieus oder eine Verdnderung

der fiir die Chromosomentrennung verantwortlichen Proteine und Zellapparate.

Keefe und Marquard stellen in ihrem Artikel aus dem Jahr 2007 dar, warum sie
den Telomeren eine Schliisselstellung zuschreiben in dem Prozess, der ausgehend
vom steigenden miitterlichen Alter zu einer nachlassenden Fruchtbarkeit, Aborten
oder Neugeborenen mit Aneuploidien fiihrt. Damit prézisieren sie auch

Ansatzpunkte  fir  Erkldrungen des  Unterschieds zur  stabileren,
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altersunabhdngigeren = Keimzellbildung  bei  Ménnern, ndmlich  die
Telomeraseaktivitdt in den Stammzellen. Experimentelle Studien hitten gezeigt,
dass die absolute Lidnge der Telomere in Oozyten in einem positiven
Zusammenhang stehe zur zu erwartenden Schwangerschaftswahrscheinlichkeit.
Dieser Parameter sei in seiner Vorhersagefahigkeit sogar hoher anzusiedeln, als

das Alter der Miitter (Keefe und Marquard, 2007).

Hulten et al. (2008) formulieren ebenfalls, aus ihrer Sicht wiirden die Erschopfung
des Oozytenpools, Stérungen der Chromosomen-Kohidsion, Stérungen des
Spindelapparates, die Storung dessen Anlagerung und fehlerhafte Spindel-
checkpoints die wesentlichen Faktoren sein, mit denen die Alterskorrelation des
Nondisjunktion-Risikos einherginge.

Auch Gianaroli et al. (2010) sehen eine wachsende Evidenz fiir die Annahme,
dass jedes Vorkommen von Aneuploidie von einer Gruppe von Variablen

abhéngig sei.

Sancken et al. (2010) berichten, es miisse von chromosomenspezifischen
Entstehungsprozessen der Aneuploidien ausgegangen werden, so ligen Ursachen
teils in der Meiose I, teils in der Meiose II. Auch scheine es ,anfdllige*
Chromosomen zu geben und auch die Korrelation zum Alter zeige
unterschiedliche Muster. Die Entstehung aneuploider Zygoten sei den aktuellen
Studien nach zuriickzufiihren auf die Reifung aneuploider und damit ,,belasteter*
Eizellen, die erst im Zusammenhang mit der anstehenden Menopause heranreifen
wiirden. Diese Reifung der aneuploiden Eizellen sei ein Vorbote der Menopause
in einem feststehenden zeitlichen Ablauf: Die Anzahl der Oozyten bestimme den
Zeitpunkt der Menopause, nicht das chronologische Alter. Der Anstieg des
Aneuploidie-Risikos finde somit auch zu unterschiedlichen, ndmlich individuellen

Zeitpunkten statt.

Handyside et al. (2012) erwdhnen neben dem Alter als weiteren Risikofaktor fiir
Aneuploidien die gestorten oder verminderten Rekombinationen zwischen den
Schwesterchromosomen und -chromatiden. Weiter erwdhnen sie in dem
Zusammenhang dieser Rekombinationsstorungen drei abgrenzbare Stadien in der

Entwicklung der weiblichen Eizelle/Gameten: Zunéchst eine prénatale Phase, in
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der die Rekombination beeinflusst wird vor dem Arrest in der Prophase der
Metaphase-I, danach altersabhéngige Verdanderungen wéhrend der Follikelreifung
und abschlieBend die Wiederaufnahme und der Abschluss der Meiose unmittelbar

vor der Ovulation und Befruchtung, was erst Jahrzehnte spéter stattfédnde.

Kalmbach et al. (2013) erweitern den Blick auf die Telomere: sie weisen auf den
Zusammenhang von Telomerldinge und Langlebigkeit hin und den
Zusammenhang von Langlebigkeit und einem erst spéter eintretenden Verlust der
Fruchtbarkeit bei Frauen. Die nachteiligen Effekte gealterter Eizellen, wie
verminderte Anzahl an Chiasmata, vermehrter meiotischer und mitotischer
Nondisjunktion, Spindeldysmorphologie und Fehlgeburten, lieen sich vollstindig
ausgleichen, wenn den dlteren Frauen Eizellen jiingerer Frauen gespendet wiirden.
Die Verkiirzung der Telomere in den Eizellen beginne schon wihrend der fotalen
Eizellentwicklung. Spiter im Leben, wéhrend der Phase der nachlassenden
Fruchtbarkeit, finden sich deutliche Korrelationen zwischen Telomerlinge und
einerseits  Aneuploidie der Embryonen und andererseits pramaturer
Ovarialinsuffizienz. Sie weisen auch darauf hin, dass die Telomerlidnge in
Lymphozyten korreliere mit dem Reproduktionsalter und auch mit dem Auftreten

von habituellen Aborten oder Trisomien.

1.9 Gonosomale Mosaike: Diagnostik

Durch die Methode der Fluoreszenz-in-Situ-Hybridisierung bei Interphasekernen
hat sich in der Mosaikdiagnostik eine sehr effiziente Methode ergeben. Nach
Yurov et al. seinen dadurch auch aneuploide Zelllinien zu detektieren, die einen

Anteil von unter einem Prozent ausmachten (Yurov et al.2007).

Vor der Etablierung dieser Methode wurden verschiedene Probleme in Bezug auf
die Diagnostik von Mosaiken beschrieben:

So wurden laut Gravholt et al. (1991) in ihrer Studie mit 34910 Neugeborenen
durch das Screening mit nur 5 Metaphasen aus Lymphozytenkulturen lediglich
41% der Mosaike mit iliber 10%iger zweiter Zelllinie bei 95% Sicherheit

gefunden, unter Berufung auf Berechnungen von Hook (1977).
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Nach Hook (1977) lieBen sich keine Grenzen bestimmen, unterhalb derer Mosaike
als Artefakte anzusehen seien. Um geringgradige Mosaike auszuschlieBen,
miissten mehr Lymphozyten analysiert werden, als das in den umfangreicheren
Screeningprogrammen und Studien der Fall war (Hook 1977).

Er weist auch auf die eingeschriankte Reprisentativitiit eines einzelnen Gewebes
fiir den gesamten Organismus hin. Selbst das untersuchte Gewebe wiirde nicht mit
Sicherheit anhand der analysierten Zellen beschrieben werden kdnnen.

Auch Ferrier et al.(1970), Held et al.(1992) und Kalousek et al.(1992) weisen
darauf hin, dass bei der Suche nach einer zweiten Zellreihe durch die
Untersuchungen an mehreren Geweben Vorteile entstehen.

Von Held et al.(1992) und Fernandez et al.(1996) werden ebenfalls Voraus-
setzungen zum Nachweis von Mosaiken formuliert, nach denen neben Art und
Zahl der untersuchten Geweben sowie der Empfindlichkeit der angewandten
Technik auch die Moglichkeit der Selektion von bestimmten Zelllinien bedacht
werden sollte.

So fanden Gravholt et al.(1991) eine Zunahme der euploiden Zelllinie im Laufe

der Zeit bei 39 Kindern mit bei der Geburt festgestellten Mosaiken.

Mit der Entwicklung neuer Analysemethoden wie single-nucleotide-
polymorphism-microarray, SNP, hat sich der Blick auf die Thematik X-
chromosomaler Mosaike enorm veridndert. Im Rahmen der ,,cancer genome-wide
association studies”“ (GWAS) analysierten Machiela et al. (2016) bei 38.303
Frauen die single-nucleotide-polymorphism-microarray-Intensitdt und fanden bei
97 Frauen insgesamt 124 X-chromosomale Mosaikformen mit einer Gréf3e iiber
2Mb. Die Anzahl der Mosaikformen tiibersteigt die der betroffenen Frauen, da bei
15 Frauen mehr als eine Mosaikform gefunden wurde. Es fanden sich 59
hypoploide und 22 hyperploide Mosaike. Bei 33 Frauen wurde mittels
Methylation-Array gezeigt, dass das inaktive X-Chromosom sowohl bevorzugt
vom Verlust betroffen war wie auch vom Zugewinn.

Die Mosaike fanden sich signifikant hdufiger in Material aus Wangenabstrichen
im Vergleich zu Leukozyten. Die X-chromosomalen Mosaike waren viermal
héufiger als autosomale, aber seltener als Y- chromosomale Mosaike. Sie betrafen
héufiger das ganze Chromosom und es zeigte sich auch eine Korrelation mit

autosomalen Mosaiken. Der prozentuale Anteil der betroffenen Zellreihen war im
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Durchschnitt geringer als bei autosomalen Mosaiken. Es zeigte sich ein
Alterseffekt mit einem Anteil von 0,11% bei unter 50jdhrigen und 0,45% bei tiber
75jahrigen.

Die Autoren sehen in diesen Befunden einen moglichen Ausdruck chromosomen-
spezifischer Mechanismen der Replikation oder auch des alterskorreliert

nachlassenden Schutzes vor DNA-Schiaden. (Machiela, M.J. et al. 2016).

1.9.1 Fluoreszens-in-situ-Hybridisierung (FISH)
in der Mosaik-Diagnostik

Grundprinzip der Methode ist die kontrolliert erfolgende Vereinigung einer
bekannten, markierten und denaturierten Sonden-DNA mit den homologen
Sequenzen der denaturierten DNA fixierter Chromosomen.

Bei der Denaturierung werden die DNA-Stringe durch Erhitzen oder
Alkaliebehandlung aufgetrennt und durch Kdélte oder rasches Trocknen die
selbstindige Vereinigung unterbunden. Dann werden Sonden-DNA und zu
untersuchende Chromosomen unter bestimmten Bedingungen zusammengebracht,
so dass eine Vereinigung von in Uberschuss vorhandener Sonden-DNA und der
DNA der Zielorte auf den Chromosomen erfolgt. Ungebundene Sonden-DNA
muss durch Waschen von den Priparaten entfernt werden.

In den nichsten Schritten wird die markierte Sonden-DNA sichtbar gemacht.

Bei der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) wird eine Markierung der
Sonden-DNA durch Biotin oder Digoxigenin benutzt. Durch wiederum
fluoreszenzmarkierte Antikorper mit hoher spezifischer Bindung an Biotin oder
Digoxigenin lédsst sich schlieBlich die an die jeweiligen Chromosomenabschnitte
gebundene Probe darstellen.

Durch sogenannte Sandwich-Techniken lassen sich die im Fluoreszenz-
Mikroskop erkennbaren Signale ohne groBen Aufwand erheblich verbessern.
Prinzip dieser Technik sind gegen die an die Sonden-DNA gebundenen

Antikorper gerichtete, ebenfalls fluoreszenzmarkierte Antikorper.
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Routinemdfig gelang der Nachweis repetitiver DNA-Sonden, mit hdherem
Aufwand auch fiir einfach im Genom vorkommende Genproben (Viegas-Pequinot
et al.1989).

Untersucht werden konnten Chromosomen aus sich teilende Zellen der Metaphase
(metaphase cytogenetics, Pinkel et al.1986) oder Chromosomen in Interphase-
zellen (interphase cytogenetics, Cremer et al.1986), sowohl in Hinblick auf
strukturelle, wie auch auf numerische Aberrationen (Pinkel et al.1988).

Die in der vorliegenden Studie benutzte a-Satelliten-DNA-Sonde eignet sich
besonders zur Identifikation einzelner Chromosomen.

Ungefdhr 0,75% des menschlichen Genoms werden durch diese a-Satteliten
ausgemacht. Es handelt sich dabei um hundert bis tausendfach in den
Zentromeren angesiedelten, fiir jedes Chromosom unterschiedlich gestalteten

Monomeren von bis zu 170 bp (Basenpaare) (Bartsch und Schwinger 1991).

1.9.2 Mit FISH untersuchte Gewebe

In der Mosaikdiagnostik wurde die Methode der Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung angewandt bei Lymphozyten aus Blutproben in der Metaphase
oder Interphase (Bartsch und Schwinger 1991, Schliephacke et al.1996, Fernandez
et al.1996, Novak et al.1995), kultiviertem oder unkultiviertem fotalem oder
plazentarem Gewebe (Lomax et al.1994, Park et al.1995), oder Paraffin-fixiertem
Gewebe aus Ovarien (Novak et al.1995).

Nach Pellestor et al. (2005) war die FISH eine entscheidende Verbesserung in der
Untersuchung von Oozyten auf Aneuploidien, da das Problem der Chromosomen-
Spreitung entfalle und auch Paralleluntersuchungen, so von primidrem und
sekunddrem Polarkdrperchen moglich geworden sei. Bis zu neun Proben habe
man bisher im Multicolor-FISH einsetzen konnen. Die Kombination von
Satelliten-DNA-Sonden und Lokus-spezifischen Sonden habe die in
Karyotypisierung gefundenen Hinweise auf die Koexistenz von Nondisjunktion
ganzer Chromosomen und die Chromatid-Predivision als Mechanismen der

Aneulpoidie in Oozyten bestétigen konnen.
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Auch aktuell unterliegt die Methode kontinuierlichen Weiterentwicklungen. So
nutzten Garzia-Cruz et al. (2010) fiir ihre Untersuchungen zu Aneuploidien in
Oozyten einen 24farbigen Probensatz.

Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung kann weiterhin als eine der geeignetsten
Methoden gelten, mit der chromosomale Mosaike in Zellen und Geweben

nachzuweisen sind (Gersak und Veble, 2011).
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2.Material und Methoden

2.1. Patientinnen

Die 42 Patientinnen der vorliegenden Studie wurden der Abteilung fiir
Zytogenetik des humangenetischen Instituts der Universititsklinik Hamburg-
Eppendorf mit der Diagnose "Habituelle Aborte" {iberwiesen im Zeitraum von
Mirz 1993 bis Februar 1995 zur Zytogenetischen Untersuchung und
humangenetischen ~ Beratung. Die Uberweisung wurde sowohl von
niedergelassenen Gyndkologen als auch von der Universitits-Frauenklinik

veranlasst.

Unter den 42 Patientinnen fand sich folgende Altersverteilung:

Altersverteilung
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Abb.2.1: Altersverteilung der Patientinnen
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2.2. Lymphozytenkulturen

Die untersuchten Prédparate wurden aus tiefgefrorenem Sediment aus, zur
zytogenetischen Routine-Diagnostik gewonnenen, Phytohdmagglutinin-stimu-
lierten Lymphozytenkulturen erstellt:

- 0,3 ml Heparin-Blut

- in 10 ml 5A Mc-Coy-Medium

- fiir 72 Stunden im 37°C.-Wasserbad

- zufiigen von 0,2 ml Colcimit

- nach 45 Minuten fiir 10 Minuten bei 1000rpm zentrifugieren
- Uberstand absaugen

- auf dem Riittler zufligen einer 37°C warmen Kalium-Chlorid-Losung
(Konzentration 2,795 mg auf 500 ml Aqua dest.)

- 8 bis 10 Minuten in ein 37°C warmes Wasserbad

- bei 800-1000 rpm 10 Minuten zentrifugieren

- Uberstand absaugen

den folgenden Schritt dreimal wiederholen:

- mit 5 ml einer Methanol/Eisessig- Losung (3:1) waschen

- bei 800-1000 rpm 10 Minuten zentrifugieren

- Uberstand absaugen

Die so gewonnene Suspension wird zur Gewéhrleistung einer geeigneten
Verteilung und Spreitung der Metaphase-Lymphozyten aus 60-80 cm Hoéhe auf
den um 45 Grad geneigten, fettfreien Objekttrdger aufgetropft und luftgetrocknet
oder 30-50 Sekunden bei 95°C fixiert.

2.3. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Die in dieser Studie angewandte Methode der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
orientiert sich an der von Bartsch und Schwinger (1991) beschriebenen Methode,

wurde jedoch modifiziert.

Zur Hybridisierung wurde die bereits Digoxigenin-markierte, im Handel
erhdltliche alpha-Satelliten DNA-Sonde fiir den Locus DXZ1 (X-Zentromer)

verwendet.
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2.3.1 Durchfiihrung

- 100 ml 70%iges Formamid in geschlossener Flasche im Wasserbad auf 65°C
erhitzen (Abzug)
- wihrenddessen die Priparate in einer Kiivette mit 4xSSC+Tween 20 auf dem
Riitteltisch

schwenken fiir 10 Minuten
- danach die Prdparate durch eine aufsteigende Alkoholreihe ziehen: eiskaltes
Ethanol 70%, 80%, 99% fiir je eine Minute

- Priparate vor dem Ventilator trocknen

Denaturierung der Préparate:

- Priparate fiir 3 Minuten bei 65°C in 70%igem Formamid denaturieren
- Préparate durch eine aufsteigende Alkoholreihe ziehen: eiskalte Ethanol 70%,
80%, 99%
je eine Minute
- Priparate vor dem Ventilator trocknen

Denaturierung der Sonden-DNA:

- Hybridisierungsldsung in einem Eppendorf cap ansetzen:
1 ul Sonden-DNA + 29 ul Hybrisol (Oncor Kit) je Objekttrager
- Hybridisierungslosung bei 95°C 5 Minuten erhitzen und sofort auf 4°C abkiihlen
( PCR-Gerit oder Wasserbad und Eis)
- kurz hochtourig abzentrifugieren

Hybridisierung:

- 30 ul Hybridisierungslosung (entspricht 10 ng Sonden-DNA) auf jedes Préparat
geben, Deckglas luftblasenfrei auflegen, mit Fixogumm abdichten

- Priparate in einer feuchten Kammer 2,5- 24 Stunden bei 37°C inkubieren
Waschen:

- Flasche mit 65% Formamid in einem Wasserbad auf 45°C erhitzen (Abzug)

- Fixogumm vorsichtig von den Préparaten entfernen und Deckglidschen in
4xSSC/0,1Tween  abschwimmen lassen, fiir 5 Minuten in ein anderes

4xSSC/0,1Tween Fliaschchen stellen und auf einem langsam eingestelltem

Ritteltisch schwenken
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- Priparate fiir 20 Minuten in 45°C warmes 65%iges Formamid stellen

- fiir 5 Minuten in 4xSSC/0,1 Tween waschen

- dann 20 Minuten in 4xSSC/0,1 Tween mit 3% bovinem Serum-Albumin (BSA)
schwenken

- kurz abspiilen in 4xSSC/0,1Tween

Digoxigenin-Nachweis:

- pro Préparat 30-50 ul einer 1: 500 verdiinnten Losung von Schaf-Anti-
Digoxigenin-Antikorpern in

4xSSC/0,1Tween + 1% BSA in Eppendorf cap pipettieren und
- fiir eine Minute bei 12.000 rpm zentrifugieren
- auf die Préparate geben und mit Deckglas in feuchter Kammer fiir 30 Minuten
bei 37°C inkubieren
- Deckgldschen in 4xSSC/0,1Tween abschwimmen lassen und zweimal je 10

Minuten in 4xSSC/0,1 Tween waschen

Verstiarkung:

- je Préparat 30 pl einer frischen FITC (Fluoreszin-Isothiozyanat)-Anti-Schaf-

Antikorperlosung vom Kaninchen 1:100 (entsprechend einer Konzentration von
15 pg/ml ) bei 12.000 rpm eine Minute zentrifugieren und auf die Priparate

geben

- mit Deckgldschen 30 Minuten bei 37°C inkubieren in einer feuchten Kammer

- Deckgldschen in 4xSSC/0,1 Tween abschwimmen lassen

- in 4xSSC/0,1Tween zweimal je 10 Minuten abspiilen

2.Verstiarkung:

- je Préparat 30 pl einer frischen FITC-Anti-Kaninchen-Antikorperlosung 1:100
(entsprechend einer Konzentration von 15 pg/ml ) bei 12.000 rpm eine Minute
zentrifugieren und auf die Priparate geben

- mit Deckgldschen 30 Minuten bei 37°C inkubieren in einer feuchten Kammer

- in 4xSSC/0,1Tween zweimal je 10 Minuten abspiilen
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3.Féarbung:

- Préparate in Propidiumjodid 10-15 Minuten farben, zweimal kurz in Aqua dest.
abspiilen

- mit Antifading eindeckeln und iiberschiissiges Antifading in Pressbuch entfernen

2.3.2 Chemikalien:

Es wird deionisiertes Formamid verwendet

- 70% Formamid ( 70 ml Formamid + 10 ml 20xSSC + 20 ml Aqua bidest.)

- 65% Formamid ( 65 ml Formamid + 10 ml 20xSSC + 25 ml Aqua bidest.)

- 20xSSC pH 7,0 ( 175,3 g 3 M NaCl + 88,2 g 0,3 M Trinatriumcitrat-Dihydrat +
1000 ml Aqua demin.)

- 4xSSC/0,1 Tween ( mit Aqua demin. verdiinntes 20xSSC mit 0,1% Tween 20 )

- 3% BSA ( pulverisiertes bovines Serum-Albumin in Aqua demin.geldst )

- Propidiumjodid ( Stammlosung + 100 ml 4xSCC/0,1Tween )

- Hybridlosung ( 50% Formamid + 2% Dextransulfat + 100 pg Hering-Sperma-
DNA in 2xSSC))

2.4 Auswertung

Die Auswertung erfolgte an einem Fluoreszenz-Photomikroskop (Zeiss, Leitz).
Pro Patientin wurden jeweils 100 Mitosen und 100 Interphasekerne ausgewertet.
Da die Qualitdt der Priparate, der Hybridisierung und der Antikorperbindungen
sowie auch die Morphologie der kultivierten Interphase-Lymphozyten zum Teil
starkeren Schwankungen unterworfen sind, erwies es sich schon bei Vorversuchen
zur Erprobung der Methode als notwendig, einheitliche Mafistdbe zur Auswertung
der Ergebnisse zu entwickeln.

Kriterien zur Auswertung insbesondere der Interphasekerne wurden von Ward et

al.(1993) iibernommen und ergidnzt, um nachvollziehbare Ergebnisse zu erhalten.

<1



2.4.1 Kriterien Interphasekerne

Gewertet wurden Interphasekerne mit folgenden Eigenschaften:

- Kerne, die dem mittleren und unteren GréBendurchschnitt entsprechen

- kreisrunde Form

- gut angefarbt

- scharf begrenzt

- solitdre Lage

Nicht gewertet wurden Interphasekerne mit folgenden Eigenschaften:

- direkter Kontakt zu anderen Kernen

- direkter Kontakt zu oder komplette Lage in Verunreinigungen

- direkter Kontakt zu oder komplette Lage in Mitosen, bzw. Chromosomenan-

sammlungen

Durch die dreidimensionale Form der Kerne kommt es bekannterweise auch zu
Uberlagerungsphinomenen der Signale ( Schliephacke et al. 1996, Lomax et al.
1994, Ward et al. 1993) und dadurch zu Fehlern bei der Interpretation der
beobachteten Signalhdufigkeit. Deshalb wurden folgende die Signale in den
Interphasekernen betreffenden Kriterien formuliert:

- gleiche Grofe der Signale innerhalb eines Kerns

- deutliche Trennung der Signale innerhalb eines Kerns

- SignalgrofBe, Singalstirke und Breite-Lidngen-Relation innerhalb des Durch-
schnitts des jeweiligen Praparates

- deutliche Signalgrenze, keine aufgefiederten Signale

2.4.2 Kriterien Metaphasen

- Solitdre Lage, libersichtliche Aufspreitung der Chromosomen

- Vollstindigkeit, das heilit 44 signalfreie Chromosomen zusétzlich zu den/dem
markierten X-Chromosom(en)

- frei von Verunreinigungen, Hintergrund oder Interphasekernen

- Markierte Chromosomen entsprechen ihrer Grof3e nach den Chromosomen der

C-Klasse und sind submetazentrisch
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3. Ergebnisse

Der Ergebnisteil hat folgende Gliederung:

» Ubersichtstabelle der Analyseergebnisse

* Vergleich von Interphase- und Metaphasediagnostik

* Differenzierung der gefundenen X-chromosomalen Mosaike

* Alterskorrelationen der X-chromosomal aneuploiden Interphasekerne und

Mitosen.

Von den Lymphozyten-Kulturen der 42 Blutproben der Patientinnen wurden nach
oben beschriebenen Methoden 2 Préparate erstellt und fluoreszenz-mikroskopisch
untersucht. Pro Patientin wurden immer die ersten verwertbaren 100 Metaphasen
und 100 Interphase-Kerne ausgewertet. Diese wurden den im vorangegangenen
Abschnitt angefiihrten Kriterien entsprechend ausgewéhlt, um eine Verzerrung der
Ergebnisse durch Artefakte zu verhindern.

Bei der durchschnittlichen Qualitit und Mitosedichte der angewandten
Materialien, waren die 100 Interphase-Kerne und Mitosen bis auf wenige
Ausnahmen schon nach einem Priparat ausgewertet. Um eine Beeinflussung der
Auswertung zu verhindern, wurden abwechselnd von Priparat zu Priparat zuerst
Interphasekerne oder Mitosen ausgewertet. Der Zeitbedarf fiir das Auswerten der
Interphasekerne war dabei deutlich geringer, er betrug im Durchschnitt 10-20
Minuten im Vergleich zu 1-4 Stunden, die zum Auszihlen von 100 verwertbaren
Mitosen benotigt wurden.

Zum Zeitpunkt der Auswertung war das Alter der Patientin nicht bekannt. Dies

wurde spiter anhand der Préparate-Nummer ermittelt.
Sadmtliche statistischen Auswertungen erfolgten 1994/95 im Rahmen einer

Beratung durch Prof. Dr. Jiirgen Berger, Leiter Abteilung fiir Biomathematik des
UKE.
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3.1 Ubersichtstabelle Analyseergebnisse

In der folgenden Tabelle ist die Auflistung aller gewonnenen Daten zu sehen. In

den einzelnen Spalten finden sich:

* das Alter der Patientin, aufsteigend sortiert

* die Anzahl der Mitosen mit einem, zwei, respektive drei X-Chromosomen.
(bei einer 40jdhrigen Patientin fanden sich bei einer der 100 ausgezéhlten
Mitosen flinf X-Chromosomen)

* die Anzahl der Interphasekerne mit einem, zwei oder drei Signalen

¢ die Summe der gonosomal-aneuploiden Mitosen und

* die Summe der gonosomal-aneuploiden Interphasekerne

In der nachfolgenden Tabelle sind die Einzelergebnisse der Auszidhlungen fiir jede
Patientin dargestellt. Diese Zahlen sind die Basis aller weiteren Diagramme dieser

Arbeit.
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X- X- X-chrom.- X-chrom.-

M: M:  M: chrom.- chrom.- aneupl. eupl.
Alter M 46 47 49, I: I: I: aneupl. eupl. Interphase- Interphase-
45X XX XXX XXXXX 1Signal 2Signale 3Signale Mitosen Mitosen kerne kerne

23 2 98 0 4 96 0 2 98 4 96
24 0 100 0 2 98 0 0 100 2 98
26 0 100 0 2 98 0 0 100 2 98
26 0 100 0 0 100 0 0 100 0 100
26 0 100 0 2 98 0 0 100 2 98
26 0 100 0 1 98 1 0 100 2 98
26 0 100 0 1 99 0 0 100 1 99
27 0 100 0 1 99 0 0 100 1 99
27 0 100 0 1 97 2 0 100 3 97
27 1 99 0 4 96 0 1 99 4 96
27 2 98 0 2 98 0 2 98 2 98
28 0 98 2 2 98 0 2 98 2 98
28 0 100 0 0 100 0 0 100 0 100
29 0 100 0 2 98 0 0 100 2 98
29 0 100 0 2 98 0 0 100 2 98
29 0 100 0 0 100 0 0 100 0 100
29 1 99 0 2 98 0 1 99 2 98
29 2 96 2 2 96 2 4 96 4 96
30 0 99 1 0 100 0 1 99 0 100
30 0 100 0 0 100 0 0 100 0 100
30 0 100 0 2 97 1 0 100 3 97
31 0 100 0 1 97 2 0 100 3 97
31 0 100 0 0 99 1 0 100 1 99
32 0 99 1 0 100 0 1 99 0 100
32 0 100 0 2 98 0 0 100 2 98
32 1 99 0 2 97 1 1 99 3 97
32 2 98 0 2 98 0 2 98 2 98
33 0 100 0 0 100 0 0 100 0 100
34 0 100 0 1 99 0 0 100 1 99
35 0 100 0 1 99 0 0 100 1 99
35 0 100 0 2 96 2 0 100 4 96
35 2 98 0 2 98 0 2 98 2 98
35 7 88 5 10 86 4 12 88 14 86
36 1 95 4 2 95 3 5 95 5 95
36 2 96 2 3 94 3 4 96 6 94
37 0 100 0 1 99 0 0 100 1 99
39 0 98 2 2 97 1 2 98 3 97
39 0 100 0 2 98 0 0 100 2 98
39 1 98 1 1 98 1 2 98 2 98
40 4 92 4 5 92 3 8 92 8 92
40 4 94 1 1 5 92 3 6 94 8 92
42 0 100 0 0 100 0 0 100 0 100
Summe: 32 26 76 30 58 106

Tabelle 1: Ergebnisse der Auszdhlung von 100 Mitosen und 100 Interphasekerne je

Patientin.
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3.2 Vergleich von Interphase- und Metaphase-Diagnostik

3.2.1. Durchschnittswerte  gonosomal aneuploider = Mitosen und
Interphasekerne

Insgesamt wurden 4200 Mitosen und 4200 Interphasekerne ausgewertet, die den
beschriebenen Auswahlkriterien entsprachen. 4142 Mitosen zeigten zwei durch
die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung mit Sonde markierte X-Chromosomen, das
entsprach 98,62%. Als X-chromosomal aneuploid wurden 58 Mitosen gewertet,
32 Mitosen wiesen ein X-Chromosom auf, 25 Mitosen drei, in einem Fall fiinf X-
Chromsomen. Der Anteil dieser gonosomal-aneuploiden Mitosen betrug somit
1,38 %

In 4094 Interphasekernen waren zwei Signale zu unterscheiden, dies entsprach
97,48 % X-chromosomal euploiden Interphasekerne.

Mit einem oder drei Signalen wurde der Interphasekern als X-chromosomal
aneuploid gewertet, das war bei 106 der Interphase-Kerne der Fall, entsprechend

2,52 %. 76 Interphasekerne zeigten ein und 30 Interphasekerne drei Signale.

Durchschnittlicher Anteil gonosomal-aneuploider
Mitosen / Interphase-Kerne

5,00%
4,00% —+
3,00% + 2,52%
2,00% T+ 1,38%
1,00% —+

0,00% f
aneupl. Mitosen aneupl. Interphasekerne

Abb.3.1: Durchschnittliche Hiufigkeit von gonosomal-aneuploiden Mitosen und

Interphasekernen
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3.2.2 Verhiltnis von gonosomal-aneuploiden Interphase-Kernen und Mitosen

Bei 26 Patientinnen und damit der Mehrzahl der 42 Patientinnen, fanden sich
mehr X-chromosomal aneuploide Interphasekerne als gonosomal-aneuploide
Mitosen. Bei 14 der 42 Patientinnen entsprach die Anzahl der gonosomal-
aneuploiden Interphasekerne genau der Anzahl an gonosomal-aneuploiden
Mitosen. Bei zwei der Patientinnen lag die Anzahl gonosomal-aneuploider
Interphase Kerne unter der Anzahl der gonosomal-aneuploiden Mitosen. Mit dem
Vorzeichentest berechnet, ist das Uberwiegen der gonosomal-aneuploiden

Interphase-Kerne tiber die Mitosen hoch signifikant (p < 0,001).

Verhaltnis der gonosomalen Aneuploidien in den
Analysemethoden

35 ¢

Interphase gleich Interphase groRer Interphase kleiner
Mitosen Mitosen Mitosen

Abb.3.2: Verhiltnis der Anzahl an gonosomal-aneuploiden Interphasekernen und Mitosen

der einzelnen Patientinnen
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In der nachfolgenden Graphik wird nochmals deutlich, dass es Unterscheidungen
der Ergebnisse der Interphase-Diagnostik und der Metaphase-Diagnostik gab. So
fanden sich bei 18 Patientinnen X-chromosomal aneuploide Interphasekerne, aber
keine aneuploiden Mitosen. Andersherum gab es nur 2 Patientinnen, die X-
chromosomal aneuploide Mitosen zeigten, bei denen aber in allen 100 gewerteten
Interphasekernen zwei Signale zu finden waren. Bei 6 Patientinnen waren weder
in der Interphase-Diagnostik noch in der Metaphase-Diagnostik X-chromosomale

Mitosen, bzw. Interphase-Kerne zu finden.

Anzahl der Patientinnen, die in einer oder
keiner Analysemethode aneuploid waren
25 -

nur Interphase weder noch

Abb.3.3: Anzahl der Patientinnen, bei denen sich die Aneuploidie nur in der
Metaphasediagnostik oder nur in der Interphasediagnostik oder weder in der Metaphase-

noch in der Interphasediagnostik zeigt
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Dennoch besteht statistisch eine hoch signifikante Ubereinstimmung der Analyse-
Ergebnisse aus der Interphase-Diagnostik und der Metaphase-Diagnostik.
Berechnet mit dem Spearman’schen Korrelationskoeffizienten findet sich ein

rho 0.596 und ein p< 0,001.

Die Erkldrung dafiir liegt in folgendem Umstand: Die Abweichungen in der
Anzahl der gefundenen gonosomalen Aneuploidien war prozentual nur sehr

gering ausgefallen, wie das nachfolgende Diagramm verdeutlicht:

Anzahl der Patientinnen und die Differenz der aneuploiden
Interphasekerne und Mitosen
16
14
14 13
12
10
10
8
6
4
4
2 1
0
0 . — B
Keine 1 2 3 4 >4
Differenz
Differenz pro 100 Mitosen oder Interphase-Kerne

Abb. 3.4: Anzahl an Patientinnen ohne Differenz zwischen den beiden Methoden
und Anzahl der Patientinnen mit einer Differenz von 1, 2, 3 oder 4 Mitosen/ Interphase-

Kernen

Bei 14 Patientinnen bestand keine Differenz zwischen den Ergebnissen in der
Interphase-Diagnostik und der Metaphase-Diagnostik. Bei 28 Patientinnen
bestand eine Differenz, wobei diese bei 10 Patientinnen lediglich in 1 und bei 13
Patientinnen in 2 von 100 Interphasekernen bzw. Mitosen bestand. Bei keiner

Patientin war die Differenz groBer als 4 von 100 Interphase-Kernen oder Mitosen.
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Die Mehrzahl der Unterschiede zwischen den Analyse-Methoden entstanden
dadurch, dass sich in der Interphase-Diagnostik mehr Interphase-Kerne mit einem
Signal zeigten als entsprechende Mitosen mit 45,X. Das nachfolgende Diagramm
gibt hieriiber einen Uberblick. Es zeigt, dass 9 Patientinnen weder Interphasekerne
mit nur einem Signal, noch Mitosen mit 45,X zeigten, bei 19 Patientinnen keine
aneuploiden Mitosen, aber Interphasekerne gefunden wurden., bei 9 Patientinnen
hypoploide Interphasekerne und Mitosen gefunden wurden, aber die
Interphasekerne iiberwogen und zuletzt, dass bei 5 Patientinnen aneuploide

Interphasekerne und Mitosen gefunden wurden in gleich groBem Anteil.

Uberwiegen der hypoploiden Interphase-Kerne
20 - 19
15 1
10 1 9 9
5
5 -
0 T T
Interphase=0, Mitosen=0 Interphase>Mitosen, Interphase>Mitosen>0 Interphase=Mitosen>0
Mitosen=0

Abb.3.5: Mit den roten Balken dargestellt sind die Patientinnen, bei denen die Anzahl
der gonosomal-hypoploiden Interphase-Kernen mit 1 Signal groBer war, als die

entsprechende Anzahl an Mitosen mit 45,X
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3.3 Korrelationen von Metaphase-

und Interphasediagnostik

In den folgenden Abbildungen wird die Korrelation der Ergebnisse der
Interphase— und der Metaphase-Diagnostik dargestellt. Hierfiir wurde zur
Berechnung der Spearman’sche-Rangkorrelations-Test verwendet. Diese Methode
bot sich an aufgrund der ausreichend grofen Anzahl an Patientinnen. Daneben
waren die zu korrelierenden Grofen quantitativ diskret skaliert, es lagen im Sinne
der Paarbildung unabhingige Beobachtungspaare vor und der untersuchte
Zusammenhang war monoton. Auflerdem hat sie den Vorteil der fehlenden
Abhéngigkeit von fiir die ebenso zur Korrelationsberechnung geeignete Methode
nach Pearson vorauszusetzenden linearen Abhingigkeiten der ermittelten Grofen.
Im Fall der wie hier in den vorliegenden Daten nicht normalen Verteilungen
wiirde auflerdem der Korrelationskoeffizient nach Pearson zu falschen
Ergebnissen flihren. Eine Losung fiir diese Situation lag in der Verwendung der

Spearman'schen Rangkorrelation rs (nachfolgend: rho). Der p-Wert verdeutlicht

die Signifikanz der gefundenen Korrelationen.

In den Diagrammen zu den Korrelationen sind Werte-Paare, die mehrfach
vorkamen, durch die entsprechend zunehmende Grof3e der Punkte gekennzeichnet
zu klareren Beurteilbarkeit der Punktewolke. Die genauen Héufigkeiten lassen

sich der Ubersichts-Tabelle am Anfang des Abschnittes entnehmen.

Es zeigten sich im Durchschnitt mehr gonosomal-aneuploide Interphasekerne als
gonosomal-aneuploiden Mitosen. Dieses Uberwiegen der 106 X-chromosomal
aneuploiden Interphasekerne iiber die 58 X-chromosomal aneuploiden Mitosen

wurde bereits in der Abbildung 3.1 bis 3.5 verdeutlicht.
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Mit dem Spearmanschen Rangkorrelations-Koeffizienten zeigte sich jedoch ein
hoch signifikanter Zusammenhang zwischen der Héufigkeit gonosomal-
aneuploider Metaphasen und H&ufigkeit gonosomal-aneuploider Interphasekerne
bei den Patientinnen, d.h. Patientinnen mit aneuploiden Interphasekernen hatten
auch aneuploide Mitosen in vergleichbarer Anzahl. Dadurch ergab sich trotz des
Unterschiedes in der Summe in der Verteilung eine deutliche Korrelation mit rho

= 0,6, der p-Wert ist < 0,001.

15
14
13
12
11
10

o O

aneuploide Interphaseke
|

-1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

aneuploide Mitosen

Abb. 3.6 Korrelation der Haufigkeit von aneuploide Interphasekernen und aneuploiden
Mitosen (rho= 0,6; p< 0,001). Werte-Paare, die mehrfach vorkamen, sind durch die

entsprechend zunehmende Grofe der Punkte gekennzeichnet
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Ebenso fanden sich ein hoch signifikanter Zusammenhang zwischen den
Ergebnissen fiir die Interphase-Kerne mit einem Signal und den Mitosen mit
45.X.

In der folgenden Abbildung geht es um die Korrelation von Mitosen mit nur
einem X-Chromosmen (45-X) und Interphasekernen mit nur einem Signal. Hier

zeigte sich der Wert rtho= 0,663 und der p-Wert < 0,001.

1 Signe

Abb. 3.7: Korrelation gonosomal hypoploide Interphasekerne/Mitosen (rho= 0,663,
p-Wert= 0,000). Werte-Paare, die mehrfach vorkamen, sind durch die entsprechend

zunehmende GrofBe der Punkte gekennzeichnet

An der Abbildung 3.7 ldsst sich auch nochmals ablesen, dass sich bei vielen

Patientinnen keine Mitosen mit 45,X (Wert 0 der X-Achse) zeigten, bei vielen
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dieser Patientinnen aber 1 oder 2 Interphase-Kerne mit nur 1 Signal gefunden

wurden (Werte 1 und 2 der Y-Achse).

Die Korrelation zwischen den gonosomal-hyperploiden Mitosen mit 3 X-
Chromosomen (47,XXX) und den Interphasekerne mit 3 Signalen bei den
Patientinnen zeigte sich ebenfalls als hochst signifikant (rho= 0,588, p-Wert<
0,001). Dabei war jedoch die mit Abstand hédufigste Konstellation 0 hyperploide
Interphasekerne und 0 hyperploide Mitosen.

3 Signal

-1 0 1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13 14
47, XXX

Abb.3.8: Korrelation gonosomal-hyperploide Interphasekerne/Mitosen (rho= 0,588,
p-Wert< 0,001). Werte-Paare, die mehrfach vorkamen, sind durch die entsprechend

zunehmende GrofBe der Punkte gekennzeichnet
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3.4 Art und Ausprigung der gonosomalen Mosaike:

Als chromosomales Mosaik wird das Vorhandensein von zwei oder mehr
genetisch unterschiedlichen Zellreihen innerhalb des Organismus bezeichnet.

Durch Nondisjunktion und Anaphase-Lag in der frilhen Embryogenese entstehen
Mosaike mit einem hoéheren prozentualen Anteil, erfolgen Nondisjunktion oder
Anaphase-Lag zu einem spéteren Entwicklungszeitpunkt oder auch postnatal, fallt
der prozentuale Anteil innerhalb des betroffenen Organismus entsprechend

geringer aus (Wise et al.2000).

Neben der gonosomal euploiden Zelllinie 46,XX wurden bei 18 Patientinnen in
Metaphasendiagnostik und bei 34 Patientinnen in der Interphasediagnostik eine
oder zwei X-chromosomal aneuploide Zelllinien gefunden, so dass dem

Analyseergebnis nach ein Mosaik vorlag.

Je nach Kombination der Zelllinien waren diese Mosaike euploid-hypoploid,
euploid-hyperploid oder gemischt euploid-hypoploid-hyperploid.

Bei den euploid-hypoploiden Mosaiken fand sich neben der Zellreihe mit 46,XX
oder 2 Signalen, eine meist sehr gering ausgeprigte Zellreihe mit 45,X bzw.
einem Signal. Bei den euploid-hyperploiden Mosaiken lag entsprechend eine
zweite Zellreihe vor mit 47, XXX, bzw. 3 Signalen. Bei den euploid-hypoploid-
hyperploiden Mosaiken fanden sich schlieBlich alle drei Zellreihen.

In der Interphasediagnostik fand sich in der Mehrzahl der Fille neben den X-
chromosomal euploiden Zellen eine geringgradig ausgeprigte gonosomal-
hypoploide Zellreihe, ndmlich bei 19 der 42 Patientinnen. Diese Konstellation war
héufiger als rein euploide Lymphozyten-Kulturen, die sich in der
Interphasediagnostik nur bei acht Patientinnen finden lie. Bei 14 Patientinnen
fanden sich Interphase-Kerne mit einem, zwei und drei Signalen, also euploid-
hypoploid-hyperploid gemischte Mosaike und bei einer Patientin fand sich neben

den euploiden Interphase-Kernen lediglich eine gonosomal-hyperploide Zellreihe.
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In der Metaphasendiagnostik waren bei den meisten Patientinnen nur euploide
Zellen zu finden (24 von 42), jedoch waren auch hier alle drei Mosaiktypen
vertreten. Bei sieben Patientinnen fanden sich neben den gonosomal-euploiden
auch hypoploide Mitosen und ebenfalls bei sieben Patientinnen hypo- und
hyperploide Mitosen. Bei vier Patientinnen fanden sich neben den euploiden

Mitosen gonosomal-hyperploide Mitosen mit drei X-Chromosomen.

Diese Zahlen finden sich in der folgenden Abbildung graphisch dargestellt:
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Abb. 3.9: Mosaiktypen in Interphase- und Metaphasediagnostik

Die dargestellten Verhiltnisse der drei mdglichen Mosaikformen (45,X/46,XX;
45,X/46,XX/47, XXX; 46,XX/47/XXX) sind somit nicht ausgewogen. Gerade bei
der Interphase-Diagnostik dominieren die hypoploiden Mosaike mit 45,X/46,XX
deutlich gegeniiber den hyperploiden mit 46,XX/47/XXX.
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Dieses Uberwiegen in der Interphasediagnostik lieBe sich mit dem 3D-Effekt der
erkldren.

In der Metaphasediagnostik tiberwiegen aber ebenso die hypoploiden Mosaike
iiber die hyperploiden. Diese Beobachtung konnt erkldrt werden damit, dass es
neben dem Effekt der Nondisjunktion, die zu einem ausgewogenen Verhéltnis von
Hypoploidie und Hyperploidie fiihren sollte, noch einen weiteren Mechanismus
gibt. Dieser, ausschlieflich zu hypoploiden Zellen fiihrende Effekt ist das
Anaphase-Lag.

Alle drei Effekte, die zu gonosomal-aneuploiden Analyse-Ergebnissen fithren

konnen, sind hier im Folgenden graphisch dargestellt.

3D-Effekt:

Abb.3.10: Darstellung zweier Signale, die sich durch Anderung der Perspektive

iiberlagern konnen
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Nondisjunktion:

S
ol

Abb.3.11: Nondisjunktion (hier in Meiose II) fithrt zu gonosomaler Aneuploidie, es

entstehen hyper- und hypoploide Zellen und Zellen mit normalem Chromosomensatz.

Anaphase-Lag:

Abb. 3.12: Anaphase-Lag fiihrt zu Aneuploidie: Es entsteht eine euploide und eine
hypoploide Zelle.



3.4.1 Verhiltnis von hypoploiden zu hyperploiden Zellreihen

bei den gemischten Mosaiken

Gemischten Mosaike mit 45,X/46,XX/47,XXX bei den Mitosen oder einem, zwei
und drei Signalen in den Interphasekernen lagen wie erwihnt bei 8 Patientinnen in
der Metaphasediagnostik und bei 14 Patientinnen in der Interphasediagnostik vor.
In der Interphase-Diagnostik fand sich bei 6 Patientinnen ein Uberwiegen der
hypoploiden Zellreihe mit einem Signal iiber die hyperploide Zellreihe mit drei
Signalen. Gleich stark ausgeprdgt waren die beiden gonosomal-aneuploiden
Zellreihen bei 5 Patientinnen und bei 3 Patientinnen liberwog die hyperploide
Zellreihe.

In der Metaphasendiagnostik war ein Uberwiegen der 45,X-Linie iiber die
47,XXX-Linie bei 3 Patientinnen zu finden, ausgeglichen war die Auspragung bei
4 Patientinnen und bei nur einer Patientin fanden sich mehr Mitosen mit 47, XXX
als Mitosen mit 45,X.

So finden sich auch hier Befunde, nimlich das Uberwiegen hypoploider
Zelllinien, die sich mit dem gleichzeitigen Auftreten von Nondisjunktion und

Anaphase-Lag erkldren lassen konnen.

OMitosen B|nterphasekerne

45X > 47 XXX 45,X = 47, XXX 45,X <47 XXX

Abb.3.13: Differenzierung der gemischten Mosaike in iiberwiegend hypoploide oder

hyperploide und ausgeglichener Ausprigung der aneuploiden Zellreihen.
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3.4.2 Prozentuale Anteile der aneuploiden Zelllinien

Die klinische Relevanz gonosomaler Mosaike wir seit langem kontrovers
beurteilt. Wiederholt wurde versucht, sich diesem Thema iiber quantitative
Betrachtungen zu nihern.

Kuo und Guo (2004) fanden in ihrer prospektiven Fall-kontrollierten Studie in
einer Kontrollgruppe ohne habituelle Aborte X-chromosomal hypoploide Mitosen
mit 1,2% und hyperploide Mitosen mit 0,4% durchschnittlicher Auspriagung.
Daraus bildeten sie einen cut-off-Wert von 3% bzw. 2% und bestimmten dann aus
einer Patientinnengruppe von 720 Frauen mit habituellen Aborten eine
Untergruppe von 23 Patientinnen (3,2% der Patientinnengruppe), deren X-
chromosomalen Aneuploidien iiber diesen cut-offs lagen. Fiir 18 Patientinnen
werteten sie die X-chromosomalen Mosaike aus. 14 zeigten gemischt hypo-

hyperploide Mosaike, zwei hypoploide und zwei hyperploide Mosaike.

Die nachfolgende Darstellung zeigt fiir die drei Mosaik-Typen mit 45,X/46,XX,
46,XX/47, XXX und 45X/46,XX/47, XXX, bei wie vielen Patientinnen die
Auspragung der aneuploiden Zelllinien 1, 2, 3, 4, oder mehr Prozent ausgemacht
hat und dies getrennt fiir Mitosen und Interphase-Kerne. Fiir die ,,einfachen®, also
rein hypo- oder hyperploiden Mosaike mit nur einer zusitzlichen 45,X- oder
47,XXX-Reihe waren die aneuploiden Zelllinien mit einem oder zwei Prozent
niedrig ausgeprégt, linke Seite und Mitte des Diagramm:s.

Bei den gemischten Mosaiken mit 45,X- und 47,XXX-Reihe neben den euploiden
Mitosen und Interphasekernen auf der rechten Seite des Diagramms lagen die
Anteile der aneuploiden Zelllinien hoher. Bei 4 Patientinnen in der
Metaphasediagnostik sowie bei 5 Patientinnen in der Interphasediagnostik fanden
sich aneuploide Zelllinien, die einen gro3eren Anteil hatten als 4%, in Anlehnung

an die cut-off-Werte von Kuo und Guo (2004).
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Abb.3.14: Prozentuale Anteile der aneuploiden Zelllinien bei den 3 verschiedenen

Mosaiktypen

Die genannten Patientinnen mit den hohergradigen Mosaiken sind hier
nachfolgend nochmals mit ihrem Alter und den prozentualen Anteilen der
Mosaike aufgefiihrt. Bei einer der beiden 40jdhrigen Patientinnen fand sich in

einer der 100 ausgewerteten Mitosen eine mit 49, XXXXX.

Es ldsst sich nun an der folgenden Darstellung in Abb. 3.15 erkennen, dass die
Werte fiir die aneuploiden Interphase-Kerne und Mitosen stark {ibereinstimmen.
Diese fiinf Patientinnen gehdrten auch zu den éltesten in der untersuchten

Patientinnen-Gruppe.
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Abb.3.15: Prozentuale Anteile der gonosomal-aneuploiden Zelllinien in Verbindung mit

dem Alter der betroffenen Patientinnen.
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3.5 Alterskorrelationen X-chromosomal aneuploider Interphasekerne und

Mitosen

Im folgenden Abschnitt werden die Korrelationen von Alter und den gonosomal-
aneuploiden Mitosen und Interphasekerne dargestellt. Dabei werden sowohl fiir
die Interphase-Diagnostik, wie auch fiir die Metaphase-Diagnostik zunichst die
Anzahl der gonosomal-aneuploiden Mitosen, respektive Interphase-Kerne
beriicksichtigt und dann die der gonosomal-hypoploiden und die der gonosomal-

hyerploiden Mitosen, bzw. Interphase-Kerne. Die Berechnung der Korrelation

erfolgte erneut mit dem Spearman’schen Rangkorrelations-Koeffizienten rs, bzw.

rho und der Berechnung des p-Wertes.

In den Diagrammen zu den Korrelationen sind Werte-Paare, die mehrfach

vorkamen, durch die entsprechend zunehmende GroBe der Punkte in den

Diagrammen gekennzeichnet zu klareren Beurteilbarkeit.

Abbildung 3.16 zeigt nochmals die Altersverteilung der Patientinnen. Die
Altersspanne lag zwischen 23 und 42 Jahren, das Durchschnittsalter betrug 31,5

Jahre mit einer Standardabweichung von 4,9 Jahren.

Anzahl Patientinne

23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42

Alter in Jahren

Abb.3.16: Altersverteilung der Patientinnen
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3.5.1 Alter der Patientinnen und Hiufigkeit gonosomal-aneuploider Mitosen

In dieser Abbildung wird fiir jede Patientin die Anzahl der gonosomal-
aneuploiden Mitosen gezeigt. Auf der X-Achse hat jede Patientin eine Spalte, die
Sortierung erfolgt nach dem Alter der Patientinnen. Die blauen Balken geben die
gonosomal-hypoploiden Mitosen mit 45,X, die roten Balken die gonosomal-
hyperploiden Mitosen mit 47, XXX wieder. Eine Patientin, Alter 40 Jahre, zeigte
in einer Mitose fiinf X-Chromosomen, also 49,XXXXX, diese ist als gelber
Balken dargestellt.

Gonosomal-aneuploide Mitosen und Alter

@ 45,X @47, XXX O49,XXXXX
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Abb. 3.17: Jede Patientin ist in der X-Achse mit ihrem Alter aufgefiihrt, in der Y-Achse
die Anzahl der Mitosen mit 45,X (blau) und die Anzahl der Mitosen mit 47, XXX (rot), in
einem Fall mit 49, XXXXX (gelb).

An dieser Darstellung ldsst sich erkennen, dass X-chromosomal aneuploide
Mitosen gehduft bei den élteren Patientinnen zu finden zu sein scheinen. Auf die
Alterskorrelation nach dem Spearmen’schen Korrelationskoeffizienten wird

weiter unten noch ausfiihrlich eingegangen.
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Anzahl Interphasekerne

3.5.2 Alter der Patientinnen und Hiufigkeit der gonosomal-aneuploiden
Interphase-Kerne

In dieser Abbildung wird fiir jede Patientin die Anzahl der gonosomal-
aneuploiden Interphase-Kerne gezeigt. Die Sortierung auf der X-Achse erfolgte
nach dem Alter der Patientin. Die blauen Balken geben die gonosomal-
hypoploiden Interphase-Kerne an mit einem Signal, die roten Balken die

gonosomal-hyperploiden Interphase-Kerne mit drei Signalen.
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Abb. 3.18: Jede Patientin ist in der X-Achse mit ihrem Alter aufgefiihrt, in der Y-Achse

die Anzahl der Interphase-Kerne mit einem Signal (blau) und mit drei Signalen (rot).

In dieser Abbildung erkennt man, dass die Verteilung der Interphase-Kerne mit
nur einem Signal nicht auf die &lteren Patientinnen begrenzt ist. Anders sieht es
bei den Interphase-Kernen mit drei Signalen aus. Diese zeigen offensichtlich eine
Hiufung bei den é&lteren Patientinnen. Auch auf die Alterskorrelation der
gonosomal-aneuploiden  Interphase-Kerne  nach  dem  Spearmen’schen

Korrelationskoeffizienten wird weiter unten noch ausfiihrlich eingegangen.
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Zwischen dem Alter der Patientinnen und der Summe der gonosomal-aneuploiden
Interphasekerne (Interphasekerne mit 1 Signal und 3 Signalen) bestand statistisch
kein signifikanter Zusammenhang (rho= 0,17, p-Wert= 0,263).
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Interphase, 1 und 3 Signale
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Alter

Abb.3.19: Korrelation von gonosomal-aneuploiden Interphasekernen und Alter
(tho= 0,17, p-Wert= 0,263). Werte-Paare, die mehrfach vorkamen, sind durch die

entsprechend zunehmende Grofe der Punkte gekennzeichnet
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Betrachtete man die Interphase-Kerne mit einem Signal allein, so zeigte sich
ebenfalls kein Zusammenhang zum Alter (rho= 0,094, p= 0,552). Die Interphase-
Kerne mit einem Signal, also 45,X kommen also bei allen Patientinnen vor,

unabhéngig vom Alter.
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Abb.3.20: Korrelation gonosomal-hypoploider Interphasekerne und Alter (rtho= 0,094,
p-Wert= 0,552). Werte-Paare, die mehrfach vorkamen, sind durch die entsprechend

zunehmende Grofe der Punkte gekennzeichnet
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Im Gegensatz dazu waren gonosomal-hyperploide Interphasekernen mit drei
Signalen hochsignifikant hdufiger bei den &dlteren Patientinnen zu finden (rho=

0,400, p= 0,009).
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Abb.3.21: Korrelation von gonosomal-hyperploiden Interphasekernen und Alter. Werte-
Paare, die mehrfach vorkamen, sind durch die entsprechend zunehmende Grof3e der

Punkte gekennzeichnet

Daraus ldsst sich erkennen, dass der Mechanismus, der zu einem Zugewinn von
X-Chromosomen in Interphase-Kernen von Lymphozyten fiihrt, altersabhingig
sein konnte, der Mechanismus, der zu einem Verlust von X-Chromosomen fiihrt

und somit zu nur einem Signal in den Interphase-Kernen, hingegen nicht.
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In dem nachfolgenden Diagramm wird das Alter der Patientinnen und die
jeweilige Anzahl der gonosomal-aneuploiden Mitosen dargestellt, die sich bei den
Patientinnen des jeweiligen Alters fanden. Zwischen dem Alter der Patientinnen
und der Summe gonosomal-aneuploider Mitosen (45-X u.47-XXX) fand sich ein
maifBig signifikanter Zusammenhang (rho= 0,33, p=0,031).

Das bedeutet, dass sich mit zunehmendem Alter der Patientinnen eine wachsende

Anzahl an gonosomal-aneuploiden Mitosen finden lieB3.

_ A A a
o =~ N W bH

Aneuploide Mitosen

N W A~ 00 OO N 0 ©

-1
22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43

Alter

Abb.3.22: Korrelation von gonosomal-aneuploiden Mitosen und Alter (rho= 0,33,
p=0,031). Werte-Paare, die mehrfach vorkamen, sind durch die entsprechend

zunehmende GrofBe der Punkte gekennzeichnet
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Zwischen dem Alter der Patientinnen und den gonosomal-hypoploiden Mitosen

(45-X) fand sich kein signifikanter Zusammenhang (rho= 0,249, p-Wert=0,111)

Mitosen, 45,X

22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43
Alter

Abb.3.23: Korrelation von gonosomal-hypoploiden Mitosen und Alter (rho= 0,249,
p-Wert= 0,111). Werte-Paare, die mehrfach vorkamen, sind durch die entsprechend

zunehmende GrofBe der Punkte gekennzeichnet
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Fiir die gonosomal-hyperploiden Mitosen lie sich ein deutlich signifikanter
Zusammenhang mit dem Alter der Patientinnen finden. In der folgenden
Darstellung findet sich auch die eine Mitose mit 49,XXXXX, die sich bei einer
40jéarigen Patientin fand. Sie ist mit dem gelben Quadrat dargestellt.(rho= 0,438,
p=0,004).
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Abb.3.24: Korrelation gonosomal-hyperploider Mitosen und Alter (rho= 0,438,
p-Wert= 0,004). Werte-Paare, die mehrfach vorkamen, sind durch die entsprechend

zunehmende GrofBe der Punkte gekennzeichnet
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Ubersichtstabelle: Ergebnisse der Auszihlung:
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4. Diskussion

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit fanden statt zwischen April 1994
und Februar 1995. Die in der vorliegenden Studie angewandte Methode der
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung orientierte sich an der von Bartsch et al.
(1991) beschriebenen Methode, wurde jedoch modifiziert: Da schwache Signale
der markierten X-Chromosomen eine Fehlerquelle darstellen (Ruangvutilert et al.
2000), wurde fiir die vorliegende Untersuchung eine Sandwich-Technik
entwickelt, um stirkere Signale zu erhalten. Die Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung kann weiterhin als eine der geeignetsten Methoden gelten, mit der
chromosomale Mosaike in Zellen und Geweben nachzuweisen sind (Gersak und

Veble, 2011).

Meine Untersuchungen zu X-chromosomalen Aneuploidien in Lymphozyten-
kulturen von Frauen mit habituellen Aborten beschiftigten sich mit folgenden
Aspekten:
* Vergleichbarkeit von Interphase- und Metaphasediagnostik
¢ Alterskorreltation von X-chromosomalen Aneuploidien
* Mogliche zugrundeliegende Mechanismen:
o Alterskorrelation von Anaphase-Lag

o Alterskorrelation von Nondisjunktion

Die dlteste mir vorliegende Arbeit zu diesem Thema war die von Hsu et al. (1972)
iiber hypo- und hyperploide X-chromosomale Mosaike in Wangenabstrichen,
Fibroblasten- und Lymphozytenkulturen von zwei Frauen mit habituellen
Aborten. Die Autoren gingen damals von Zusammenhdngen aus zwischen
ovariellen Funktionsstorungen, Alter und einer mitotischen Instabilitdt, die zu
Nondisjunktion fithren kdnne.

Zum Zeitpunkt des Beginns meiner Untersuchungen 1994 waren diese Theorien
aus den siebziger Jahren allesamt weiterentwickelt worden (z.B. Dietrich et al
1983, Hecht 1984, Novak et al. 1995, Linden et al. 1996).

Der Anteil X-chromosomaler Mosaike bei Frauen mit habituellen Aborten wurde
mit sehr unterschiedlichen Hiaufigkeiten von 0,1% (Bourrouillou et al.1986) bis

10% (Hecht et al.1984) auch fiir groBere Patientenkollektive angegeben.
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Erst in den letzten Jahren allerdings finden sich Studien und Theorien, die durch
fundierte wissenschaftliche Erkenntnisse iiber zelluldre Alterung und Zellteilung
die schon von Hsu et al. 1972 formulierten Uberlegungen erklirbar machen.
Dieses sind Erkenntnisse iiber unter anderem die Bedeutung von X-chromo-
somalem Erbmaterial fiir die ovarielle Funktion, der Zusammenhang zwischen X-
chromosomalen Mosaiken und pramaturer Ovarialinsuffizienz und die Rolle der
Telomere in der Entstehung von Aneuploidien und den Besonderheiten der

Alterung von Eizellen.

Aktuell ergibt sich eine differenziertere Betrachtungsweise der Thematik auch
durch die Untersuchungen von Machiela et al. (2016). Sie analysierten im
Rahmen der ,,cancer genome-wide association studies* (GWAS) bei 38.303
Frauen die Single-Nucleotide-Polymorphism-Microarray-Intensitét und fanden bei
97 Frauen insgesamt 124 X-chromosomale Mosaikformen mit einer Grof3e iiber
2Mb. Die Anzahl der Mosaikformen tiibersteigt die der betroffenen Frauen, da bei
15 Frauen mehr als eine Mosaikform gefunden wurde. Es fanden sich 59
hypoploide und 22 hyperploide Mosaike.

Bei 33 Frauen wurde mittels Methylation-Array gezeigt, dass das inaktive X-
Chromosom sowohl bevorzugt vom Verlust betroffen war, wie auch vom
Zugewinn. Aus diesen Beobachtungen ergeben sich im Zusammenhang mit der in
der vorliegenden Untersuchung festgestellten unterschiedlichen Alterskorrelation
von Verlust und Zugewinn natiirlich weitere Fragen zu den Mechanismen von

X-Inaktivierung und Anaphase-Lag.

In meiner Studie ergeben sich Hinweise auf unterschiedliche Alterskorrelationen
der beiden bekannten zugrundeliegenden Mechanismen Nondisjunktion und
Anaphase-Lag durch die differenzierte Auswertung der Alterseffekte von Verlust

oder Zugewinn von X-Chromosomen im Sinne von Hypo- und Hyperploidien.

In zwei der héufiger zitierten Studien zur Bedeutung X-chromosomaler Mosaike
im Zusammenhang mit habituellen Aborten, wurde diese Differenzierung nicht
vorgenommen. Dies sind die von Russell et al., 2007 sowie Guttenbach et al.,
1995. Andere Autoren kommen zu dem Ergebnis, der Unsicherheit beziiglich der

Bewertung gefundener X-chromosomaler Mosaike in der Humangenetischen
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Beratung konne durch die Benennung von cut-off-Werten begegnet werden, zum
Beispiel Kuo und Guo, 2004 und Madan und Lundberg, 2015.

Letztere formulieren in ihrem Newsletter auf dieser Grundlage praktische
Handlungsempfehlungen fiir den Umgang mit Aneuploidien im Rahmen
zytogenetischer Untersuchungen zum Beispiel zur Abkldrung ungewollter

Kinderlosigkeit oder habitueller Aborte (Madan und Lundberg, 2015).

Da sich durch die Vorginge der Inaktivierung eines X-Chromosoms auch starke
strukturelle, rdumliche Verdnderungen abspielen (M. Engreitz et al. 2013), ist es
nicht auszuschlieen, dass hierdurch weitere Zusammenhinge zu Anaphase Lag

und Nondisjunktion bestehen.

Aufgrund der in meiner Untersuchung gefundenen Hinweise auf die unter-
schiedlichen Alterskorrelationen der zugrundeliegenden Mechanismen Anaphase-
Lag und Nondisjunktion, halte ich die in der genannten Literatur zu findenden
Empfehlungen zur Bewertung X-chromosomaler —Mosaike innerhalb

humangenetischer Beratung fiir iiberdenkenswert.

4.1 Methodenkritik

4.1.1 Effizienz von FISH

Fir die Diagnostik von Aneuploidien oder Mosaiken in Metaphase wie
Interphase, ist durch die Methode der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung ein nicht
mehr wegzudenkender Fortschritt eingetreten. Methodenspezifisch existieren
jedoch auch klare Schwachpunkte, die es erforderlich machen, Analyseergebnisse
immer auch kritisch zu betrachten. Mit dieser Thematik beschéftigten sich die
Wissenschaftler seit Entwicklung der Methoden. So schrieben Philip et al. (1994),
dass damals FISH als Erginzung zur konventionellen zytogenetischen Analytik
eingesetzt wurde. Sie sahen in FISH eher einen Screening—Test als eine
Untersuchung, mit der klare Diagnosen gestellt werden konnten und auch nur als

Erginzung konne sich die Methode behaupten (Philip et al., 1994).
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Auch Evans et al. (1999) kamen in ihrer internationalen Studie {iber
Prinataldiagnostik in fiinf Jahren an acht groBen Zentren der Prénataldiagnostik
mit 146.000 Karyotypisierungen zu dem Schluss, dass lediglich bestenfalls 70%
der Aberrationen durch FISH als alleiniger Methode entdeckbar gewesen wéren.
Sie sahen daher FISH als Ergdnzung der damaligen Moglichkeiten, die aber einer

Weiterentwicklung bediirfe.

Ruangvutilert et al. (2000) gehen in Bezug auf die Fragestellung der Effizienz von
FISH mehr in die Details der Analyseergebnisse und berichten in ihrer Studie mit
FISH an Fibroblastenkulturen von trisomen Foten ohne Mosaikstatus und
Lymphozyten gesunder Ménner, dass die zu erwartenden Ergebnisse in der
Metaphase-Diagnostik zu hundert Prozent gefunden worden seien bei insgesamt
31 bis 96 untersuchten Metaphasen. In der Untersuchung von 1.957 bis 3.819
Interphasekernen, fanden sie bei keiner ihrer Proben in allen Zellkernen das zu
erwartende Ergebnis. Das fiihrten die Autoren vor allem auf die mdgliche
Uberlappung der Signale in den Interphasekernen zuriick, was ich bereits als 3D-
Effekt beschrieben habe, aber erwidhnten auch mdgliche Schwachpunkte in dem
technischen Ablauf der Hybridisierung, vor allem im Falle der Trisomie 18, bei
der die Signale in den Kernen sehr diffus gewesen seien mit einem dadurch
erhdhten Risiko von Uberlappungen.

Der deutlich geringere Zeitbedarf der Interphasediagnostik wird auch in der
aktuelleren Literatur abgewogen gegeniiber den methodischen Schwichen dieses
Verfahrens (Ruangvutilert et al. 2000, Toutain et al. 2010).

Die methodischen Schwéchen bringen so auch van Echteren-Arends et al. (2011)
zu der Einschitzung, dass FISH eine Genauigkeit von 92 bis 99% habe. Daraus
ergebe sich zum Beispiel beim Einsatz eines Multi-Probe-Panel entsprechend ein
noch hoheres Risiko von Fehldiagnosen. Hier sei die Hoffnung auf zum Beispiel

die Array-Technologie zu setzen.

In ihrem Review berichten Benn et al. (2013), dass die aktuelle Entwicklung der
NIPT (noninvasive prenatal testing) fiir Aneuploidien durch Untersuchung fotaler,
nicht zellgebundener DNA in miitterlichem Serum einerseits die hier vorangehend
genannten methodischen Schwachpunkte der FISH in vielen Aspekten

iiberwindet, aber besonders im Zusammenhang mit den gonosomalen Mosaiken
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erneut eine problematische Situation entsteht. So beziehen sie sich auf mehrere
auch in dieser Arbeit schon genannte Studien, die sich mit gonosomalen Mosaiken
sowohl bei den Miittern, wie auch den Embryonen beschiftigen (Holzgreve et al.
1984, Hassold und Hunt 2009, Russell et al. 2007). Dadurch ergidben sich fiir
diese sehr junge Methode groB3e Probleme, fotale X-Chromosomale Aberrationen
auf dem Boden von Verzerrungen durch mogliche X-chromosomale Mosaike der

Miitter nachweisen zu konnen.

Die in der vorliegenden Studie angewandte Methode der Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung orientierte sich an der von Bartsch et al. (1991) beschriebenen
Methode, wurde jedoch modifiziert: Da schwache Signale der markierten X-
Chromosomen eine Fehlerquelle darstellen (Ruangvutilert et al. 2000), wurde fiir
die vorliegende Untersuchung eine Sandwich-Technik entwickelt, um stérkere
Signale zu erhalten. Dieses ,,Sandwich® bestand aus drei Schichten von
Antikorpern:  Anti-Digoxigenin-AK  vom Schaf, FITC-Anti-Schaf-AK vom
Kaninchen und zuletzt FITC-Anti-Kaninchen-AK. Die dadurch erzielte
Signalqualitdt zeigte sich in Voruntersuchungen als deutlich die Auswertung
erleichternd.

Jedoch bleibt selbst bei Signalen von hoher Intensitéit das Problem, dass sich diese
Signale tiberlagern konnen (van Echteren-Arends et al. 2011, Ruangvutilert et al.
2000, Schliephacke et al. 1996, Hopman et al. 1991, Lomax et al. 1994, Ward et
al. 1993).

Daher wurden Kriterien zur Auswertung insbesondere der Interphasekerne von
den Autoren Ward et al. (1993) und Hopman et al. (1990) {ibernommen und
erginzt, um nachvollziehbare Ergebnisse zu erhalten. Diese Kriterien finden sich

im Material und Methoden-Teil (2.4.1 und 2.4.2.)
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4.1.2 Storfaktor Lymphozytenkultur

Schon Diedrich et al. (1983) berichteten von der Mdglichkeit, dass durch den
Vorgang der Kultivierung und Blockung der Lymphozyten Fehler auftreten
konnten, wie zum Beispiel der Verlust von Chromosomen. Auch Ford et al.
(1988) wiesen darauf hin, dass in Lymphozytenkulturen ca. 2% der Lymphozyten
Chromosomen in Mikronukleoli verlieren konnten. In vielen anderen Studien
werden technische Artefakte als Ursache von Aneuploidien jedoch zuriickgestellt,
da z.B. signifikante Alterseffekte (Russell et al. 2007) oder Zusammenhinge mit
der Schwangerschaftsanamnese (Voigt et al. 2004) nachweisbar seien und daher
die Sensitivitit der Diagnosemethode in diesen Studien nicht signifikant
beeintrachtigt gewesen sein konne.

Guttenberg et al. (1995) fanden in ihrer eigenen Studie zur Hiufigkeit X-
chromosomaler Aneuploidien bei gesunden Frauen verschiedener Altersgruppen
keine Unterschiede fiir die Gonosomen in kultivierten Lymphozyten und
unterschieden dabei nach direkter Analyse, sowie zwei oder drei Tage dauernder
Kultivierung.

In diesem Zusammenhang konnen auch Beobachtungen von Bedeutung sein, die
Kalmbach et al. (2013) formulierten, dass ndmlich die Telomere in Lymphozyten
von Frauen mit unerkldrten habituellen Aborten kiirzer seien. Auch fiir diese
Autoren steht auller Frage, dass Ergebnisse aus Lymphozytenkulturen
reprisentative, aussagekréftige Ergebnisse iiber biologische Prozesse liefern

konnen, die in den Ovarien stattfinden (Kalmbach et al., 2013).
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4.2 Vergleich von Interphase- und Metaphasediagnostik

4.2.1. Verhiiltnis von X-chromosomal aneuploiden
Interphase-Kernen und Mitosen

Bei 26 Patientinnen und damit der Mehrzahl der 42 Patientinnen, fanden sich
mehr X-chromosomal aneuploide Interphasekerne als X-chromosomal aneuploide
Mitosen. Bei 14 der 42 Patientinnen entsprach die Anzahl der gonosomal-
aneuploiden Interphasekerne genau der Anzahl an gonosomal-aneuploiden
Mitosen. Bei zwei der Patientinnen lag die Anzahl gonosomal-aneuploider
Interphasekerne unter der Anzahl der gonosomal-aneuploiden Mitosen. Mit dem
Vorzeichentest berechnet, ist das Uberwiegen der gonosomal-aneuploiden
Interphasekerne iiber die Mitosen hoch signifikant (p < 0,001). Dies zeigt auch die
Abbildung 3.2.

Dennoch besteht statistisch eine signifikante Ubereinstimmung der Analyse-
Ergebnisse aus der Interphase-Diagnostik und der Metaphase-Diagnostik.
Berechnet mit dem Spearman’schen Rangkorrelations-Koeffizienten findet sich

ein rho von 0.6 und ein p< 0,001 (Abbildung 3.6).

Die Erkldrung dafiir liegt in folgendem Umstand: Die Abweichungen in der
Anzahl der gefundenen gonosomalen Aneuploidien ist prozentual nur sehr gering,
wie in Abbildung 3.4 verdeutlicht wird. Bei 14 Patientinnen bestand keine
Differenz zwischen den Ergebnissen in der Interphase-Diagnostik und der
Metaphase-Diagnostik. Bei 28 Patientinnen bestand eine Differenz, wobei diese
bei 10 Patientinnen lediglich in 1 und bei 13 Patientinnen in 2 von 100
Interphasekernen bzw. Mitosen bestand. Bei keiner Patientin war die Differenz

grofer als 4 von 100 Interphasekernen oder Mitosen.

Die Mehrzahl der Unterschiede zwischen den Analyse-Methoden entstanden
dadurch, dass sich in der Diagnostik mehr Interphasekerne mit einem Signal
zeigten als entsprechende Mitosen mit 45,X. Abbildung 3.5 gibt hieriiber einen
Uberblick. Sie zeigt, dass 9 Patientinnen weder X-chromosomal aneuploide

Interphasekerne, noch Mitosen zeigten, bei 19 Patientinnen keine aneuploiden
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Mitosen, aber Interphasekerne gefunden wurden., bei 9 Patientinnen aneuploide
Interphasekerne und Mitosen gefunden wurden, aber die Interphasekerne
iberwogen und zuletzt, dass bei 5 Patientinnen in gleich groem Anteil

aneuploide Interphasekerne und Mitosen gefunden wurden.

Es kam also iiberdurchschnittlich hédufig zu X-chromosomal hypoploiden
Interphasekernen, wihrend in der Metaphasediagnostik keine X-chromosomal
hypoploiden Mitosen gefunden wurden.

Daraus ergibt sich die Frage, ob es sich bei einem Teil der Interphasekerne mit
einem Signal um Artefakte handelt. Bereits Lomax et al. (1994) empfahlen die
Fluoreszenz-in-situ Hybridisierung zum Nachweis spezifischer DNA-Abschnitte
und somit auch der Aneuploidien in Interphasekernen. Sie erwédhnten jedoch auch
Fehlerquellen der Interphase-Diagnostik wie z.B. mangelhaftes Eindringen der
Sonden-DNA in den Kern und die Uberlagerung der beiden Signale durch 3D-

Effekte, so dass die vorhandenen zwei Signale nur als ein 1 Signal erscheinen.

Wie im vorherigen Abschnitt bereits erwéhnt, ist dies auch in aktuelleren Arbeiten
eine als nicht unproblematisch eingeschétzter Umstand, so &uBern sich zum
Beispiel van Echteren-Arends et al. (2011). Diesem Nachteil der
Interphasediagnostik setzen Guttenbach et al. (1995) entgegen, dass durch die
Priparation der Chromosomen in der Metaphasediagnostik falsche Ergebnisse
erzeugt werden konnten und auch der groBe Zeitaufwand mit dem Risiko
einhergehe, Aneuploidien zu iibersehen, da in der Regel keine grolen Mengen an

Mitosen in den vorangegangenen Studien ausgezihlt worden seien.

In meinen Untersuchungen fand sich neben der Ubereinstimmung der
Aneuploidien insgesamt, auch ein signifikanter Zusammenhang zwischen den
Interphasekernen mit einem Signal und den Mitosen mit 45,X. Hier zeigte sich der
Wert rho= 0,663 und der p-Wert < 0,001 (siche Abb. 3.7).

An der Abbildung 3.7 ldsst sich auch nochmals ablesen, dass sich bei der
Mehrzahl der Patientinnen keine Mitosen mit 45,X (Wert 0 der X-Achse) zeigten,
bei vielen dieser Patientinnen aber 1 oder 2 Interphase-Kerne mit nur 1 Signal
gefunden wurden (Werte 1 und 2 der Y-Achse). Das spricht erneut fiir die
Moglichkeit des 3D-Effektes, der zusétzlich zu den tatsdchlich X-chromosomal
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hypoploiden Interphasekernen nochmals in nicht vorhersehbarem Umfang Kerne
mit nur einem sichtbaren Signal erzeugt. In der Literatur wird dieser Effekt
mehrfach beschrieben, wie bereits erwdhnt wurde (van Echteren-Arends et al.
2011, Ruangvutilert et al. 2000, Schliephacke et al. 1996, Hopman et al. 1991,
Lomax et al. 1994, Ward et al. 1993).

Die Korrelation zwischen den gonosomal-hyperploiden Mitosen mit 3 X-
Chromosomen (47,XXX) und den Interphasekerne mit 3 Signalen bei den
Patientinnen zeigte sich ebenfalls als hoch signifikant (rho= 0,588, p-Wert<
0,001).

Nimmt man im Falle der X-chromosomal hyperploiden Interphasekerne jetzt auch
Bezug auf den 3D-Effekt, wiére theoretisch denkbar, dass einige der
Interphasekerne, die drei X-Chromosomen enthalten, in der Aufsicht auf das
Priparat durch eine Uberlagerung der Signale nur zwei davon zeigen. Dennoch
kommen etwas mehr hyperploide Interphasekerne (30) vor als Mitosen (26), was
aber aufgrund der geringen Gesamtzahl der hyperploiden Mitosen und

Interphasekerne statistisch nicht signifikant ist.

Ein weiterer Beleg fiir die Ubereinstimmung von Interphase- und
Metaphasediagnostik in meinen Ergebnissen findet sich, wenn man die fiinf
Patientinnen betrachtet, deren Anteil an X-chromosomal aneuploiden Zellen bei
4% und mehr liegt.

Bei 5 Patientinnen fanden sich aneuploide Zelllinien in der Metaphasediagnostik
und in der Interphasediagnostik, die einen Anteil hatten von 4% und mehr, in
Anlehnung an die von Kuo und Guo (2004) benannten ,,cut-off-Werte fiir die
von den Autoren so genannten ,,gonosomalen low-level-Mosaike*.

Bei einem Vergleich lésst sich in Abbildung 3.15 erkennen, dass die Werte fiir die
aneuploiden Interphase-Kerne und Mitosen stark {ibereinstimmen.

Daneben fillt auf, dass diese fiinf Patientinnen auch zu den iltesten Patientinnen

in der von mir untersuchten Gruppe gehdorten.
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4.3 Alterskorreltation von X-chromosomalen Aneuploidien

Im Ergebnisteil meiner Arbeit habe ich die Korrelationen von Alter und den
gonosomal-aneuploiden Mitosen und Interphasekerne dargestellt (Abb. 3.17 und
3.18). Danach wurden sowohl fiir die Interphase-Diagnostik, als auch fiir die
Metaphase-Diagnostik zundchst die gesamte Anzahl der gonosomal-aneuploiden
Interphase-Kerne, respektive Mitosen berlicksichtigt und dann die der X-
chromosomal hypo- und hyerploiden Interphasekerne bzw. Mitosen.

Die Berechnung der Korrelation erfolgte erneut mit dem Spearman’schen

Rangkorrelations-Koeffizienten rs, bzw. rho und der Berechnung des p-Wertes.

Zwischen dem Alter der Patientinnen und der Summe der gonosomal-aneuploiden
Interphasekerne (Interphasekerne mit 1 Signal und 3 Signalen) bestand statistisch
kein signifikanter Zusammenhang (rho= 0,17, p-Wert= 0,263).

Betrachtete man nur die Interphasekerne mit einem Signal, so zeigte sich ebenfalls
kein Zusammenhang zum Alter (tho=0,094, p=0,552). Die Interphase-Kerne mit
einem Signal, entsprechend 45,X, fanden sich also bei allen Patientinnen,
unabhdngig vom Alter.

Im Gegensatz dazu waren gonosomal-hyperploide Interphasekernen mit drei
Signalen hochsignifikant hdufiger bei den &lteren Patientinnen zu finden (rho=

0,400, p= 0,009).

Zwischen dem Alter der Patientinnen und der Summe gonosomal-aneuploider
Mitosen (45-X und 47-XXX) fand sich ein miBig signifikanter Zusammenhang
(rho= 0,33, p=0,031).

Das bedeutet, dass sich mit zunehmendem Alter der Patientinnen eine wachsende
Anzahl an gonosomal-aneuploiden Mitosen finden lieB3.

Zwischen dem Alter der Patientinnen und den gonosomal-hypoploiden Mitosen
(45-X) fand sich jedoch kein signifikanter Zusammenhang (rho= 0,249, p-Wert=
0,111).

Fir die gonosomal-hyperploiden Mitosen lieB sich dagegen ein deutlich
signifikanter Zusammenhang mit dem Alter der Patientinnen finden (rho= 0,438,

p=0,004).
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Diese Beobachtung einer fehlenden Alterskorrelation in Interphase- wie auch
Metaphasediagnostik fiir den Verlust von X-Chromosomen und einer deutlichen
Alterskorrelation fiir das Auftreten von drei X-Chromosomen, fiihrte zu weiteren

Uberlegungen:

4.3.1 Alterskorrelation des Verlustes von X-Chromosomen

X-chromosomaler Verlust kann durch Anaphase-Lag entstehen, dann resultiert
neben der euploiden Zelllinie eine Zelllinie mit 45,X.

X-chromosomaler Verlust kann daneben entstehen durch Nondisjunktion, dann
entstehen neben den euploiden Zelllinie zwei aneuploide mit 45,X und 47,XXX.
In den betroffenen Geweben sollten die beiden durch Nondisjuktion entstandenen

Zelllinien sich zahlenméBig entsprechen (Zijno et al. 1996, Wise et al. 2009).

Es ist anzunehmen, dass die beiden Mechanismen Anaphase-Lag und
Nondisjunktion auch in den Lymphozytenkulturen der Patientinnen der
vorliegenden Studie aufgetreten sind.

Wenn nun zwei verschiedene Mechanismen an der Entstehung von 45,X-
Zelllinien beteiligt waren, muss es somit zwei Gruppen von hypoploiden Mitosen
geben: einen Teil, der durch Anaphase-Lag entstand und einen, der durch
Nondisjunktion entstand.

Bei den Interphasekernen genauso, aber hier ist, wie ich schon beschrieben habe,
durch den 3D-Effekt davon auszugehen, dass ein weiterer Anteil als hypoploide

Interphasekernen gesehen wurde, der eigentlich euploid war.

Mochte man nun die wichtige Rolle von Alterseffekten im Zusammenhang mit
habituellen Aborten und Aneuploidien differenziert untersuchen, scheint es
sinnvoll, die Effekte von Anaphase-Lag und Nondisjunktion getrennt zu

betrachten. Dazu folgender Abschnitt:
Zwischen dem Alter der Patientinnen und der Summe der gonosomal-aneuploiden

Interphasekerne (Interphasekerne mit 1 Signal und 3 Signalen) bestand statistisch
kein signifikanter Zusammenhang (rho= 0,17, p-Wert= 0,263).
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Betrachtete ich in meinen Ergebnissen die Interphasekerne mit einem Signal, so
zeigt sich kein Zusammenhang zum Alter (rho= 0,094, p= 0,552). Interphase-
Kerne mit einem Signal, also 45,X, kommen bei allen Patientinnen vor,
unabhingig vom Alter. Bei 18 Patientinnen fand sich ein Anteil von 2%, bei 9
Patientinnen von 1% hypoploide Interphasekerne. Von den 5 Patientinnen mit 4%
und mehr Anteil 45,X-Interphasekerne, gehorten 2 sogar zu den jiingsten

Patientinnen der untersuchten Gruppe (Abb. 3.18).

In der Metaphasediagnostik stellt sich eine vergleichbare Situation dar: Zwischen
dem Alter der Patientinnen und der Summe gonosomal-aneuploider Mitosen (45-
X und 47-XXX) fand sich nur ein miBig signifikanter Zusammenhang (rho= 0,33,
p= 0,031). Betrachte ich hingegen nur die gonosomal-hypoploiden Mitosen (45-
X), fand sich kein signifikanter Zusammenhang mehr (rho= 0,249, p-Wert=
0,111).

Dieser fehlende Alterseffekt der X-chromosomalen Hypoploidien konnte bei
erster Betrachtung im Kontrast stehen zur Literatur:

Russell et al. (2007) fanden in ihrer Studie an 655 Patientinnen mit oder ohne
bekannten habituellen Aborten eine deutliche Altersabhingigkeit der auch schon
bei jungen Patientinnen vorhandenen gering ausgeprédgte Zelllinie mit 45,X in
Lymphozytenkulturen. Es sei kein Zusammenhang gefunden worden zwischen der
Schwangerschaftsanamnese in Bezug auf Aborte und der Ausprdgung dieser
Zelllinie. Daraus schlieen sie, dass es keinen Zusammenhang geben konne
zwischen  habituellen =~ Aborten  und  gonosomalen = Mosaiken in

Lymphozytenkulturen.

Diesen Riickschluss mochte ich in zwei Punkten hinterfragen: Wie ich oben
beschrieben habe, besteht kein Zweifel daran, dass Aneuploidien auf verschieden
Weisen entstehen: Durch Anaphase-Lag entstehen Hypoploidien und durch
Nondisjunktion entstehen Hypo- und Hyperploidien. Es wurde in dieser hdufig
zitierten Studie von Russell et al. (2007) jedoch die Haufigkeit von Zelllinien mit
47,XXX oder hohergradig hyperploiden Lymphozyten nicht gezdhlt. Daher
erscheinen fiir mich Riickschliisse auf eine Alterskorrelation nicht mehr moglich,

denn es kann so nicht differenziert werden, ob ein Teil der hypoploiden Zelllinien
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nicht auch durch Nondisjunktion entstanden ist und fiir diesen Anteil der
hypoploiden Zelllinie eine andere Alterskorrelation gegeben ist als fiir den durch
Anaphase-Lag entstandenen Anteil.

Nur durch die zusitzliche Beriicksichtigung des Auftretens hyperploider Zellen
wiren unterschiedliche Alterskorrelationen von Verlust und Gewinn von X-
Chromosomen zu erkennen gewesen, diese konnen nicht von vornherein

ausgeschlossen werden.

Zweitens fillt an der Studie auf, dass sich in der Gruppe mit ,habituellen
Aborten* auch Patientinnen mit nur einem Abort in der Vorgeschichte befanden.
Daher ist eine Korrelation mit habituellen Aborten nicht gerechtfertigt, da die
WHO-Definition habitueller Aborte nicht erfiillt wird.

Zusammengenommen ist daher aus meiner Sicht nicht belegt, dass die von den
Autoren gefundenen Ergebnisse fiir einen fehlende Zusammenhang von X-

chromosomal aneuploiden Lymphozyten und habituellen Aborten sprechen.

In einer der weiteren hiufig zitierten Studie zu dem Thema ,,X-Chromosomale
Verluste und habituelle Aborte” von Guttenbach et al. (1995), berichten diese
Autoren ebenso wie Rusell et al. (2007) von einem klaren Anstieg des Verlustes
von X-Chromosomen mit dem Alter. Sie zédhlten 1.000 Lymphozyten bei 90
Frauen. Trotz verschiedener statistischer Berechnungen kommen die Autoren zu
dem Ergebnis, dass der altersbedingte Anstieg von 45,X in Lymphozyten erst ab
dem 50. Lebensjahr stattzufinden scheine. Aber auch sie zihlten keine Zellen mit
mehr als zwei Signalen, so dass Aussagen iiber mdglicherweise verschiedene
zugrundeliegende Mechanismen (Anaphase-Lag und Nondisjunktion) nicht

getroffen werden konnen.

Weiterhin halte ich an der Studie von Guttenbach et al. folgendes fiir
bedenkenwert: Sollte generell X-chromosomale Aneuploidie von Lymphozyten in
einen Zusammenhang gebracht werden zu der Aneuploidie von Keimzellen und
Embryogenese, so wire das Alter ab 50 Jahren schon weit iiber dem Zeitraum, ab
dem allgemein ein Anstieg von Nondisjunktion-bedingten Aneuploidien, also

auch der Verlust von X-Chromosomen, als erwiesen gilt.
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So stellt sich die Frage, warum in der Studie von Guttenbach et al. (1995) dieser
allgemein unstrittige altersbedingte Anstieg von Hypoploidien durch
Nondisjunktion erst weit {iber der genannten Altersgrenze signifikant wird.

Vor dem Hintergrund der Ergebnisse meiner eigenen Untersuchung finde ich
dafiir folgende Erklarungsmoglichkeit:

Der von den Autoren gefundene und erst ab dem 50. Lebensjahr signifikante
Anstieg konnte sich daraus ergeben haben, dass es neben dem altersbedingten
Verlust durch Nondisjunktion auch den hier beschriebenen altersunabhéngigen
Verlust von X-Chromosomen durch Anaphase-Lag gab, der entsprechend alle
Altersgruppen der Studie betraf und der sich mit dem Effekt der altersbedingten
Nondisjunktion vermischte und diesen insoweit (rechnerisch) iliberdeckte, dass
letzterer erst in den hoheren Altersgruppen als signifikant nachweisbar wurde.

Dieses Denkmodell habe ich jedoch nicht mathematisch iiberpriift.

In meiner Arbeit konnte ich keinen Hinweis auf eine Alterskorrelation fiir den
Verlust von X-Chromosomen feststellen. Erst dadurch, dass ich anders - als die
Autoren Guttenbach et al. und Russel et al. - gleichzeitig Verlust und
Hinzugewinn von X-Chromosomen untersucht habe, ist eine Differenzierung von

Alterseffekten auf Zugewinn und Verlust moglich gewesen.

Diese differenzierte Betrachtung der Aneuploidien folgt auch den wachsenden,
wenn auch weiterhin  noch sehr rudimentdren Erkenntnissen iiber
zugrundeliegende Mechanismen von Anaphase-Lag, das moglichweise vor allem
durch bestimmte Unterformen der Merotelie verursacht sein konnte (Thompson
und Compton, 2011).

Daneben ergeben sich wie schon erwéhnt Fragen iiber die Mechanismen der X-
Inaktivierung, die in der schon genannten Studie von Machiela et al. (2016)

bevorzugt das inaktive X-Chromosom betrafen.
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4.3.2 Alterskorrelation X-chromosomaler Hyperploidien

Die Korrelation zwischen Trisomien und Alter ist seit Jahrzehnten bekannt
(Hassold und Hunt, 2009, neben vielen anderen Autoren).

Fiir die Entstehung der 47,XXX-Zelllinien wird in der Literatur im Wesentlichen
Nondisjunktion als Ursache gesehen - im Gegensatz zur Entstehung der 45,X-
Zelllinien, die einerseits durch Anaphase-Lag und andererseits durch

Nondisjunktion entstehen kdnnen.

Im Gegensatz zu den im vorigen Abschnitt diskutierten Befunden fiir die 45,X-
Zelllinien, fiir die keine Alterskorrelation bestand, fand ich die X-chromosomal
hyperploide Interphasekernen mit drei Signalen hochsignifikant hiufiger bei den
dlteren Patientinnen (rho= 0,400, p= 0,009).

Fiir die 47,XXX-Mitosen lieB sich ein noch deutlicherer Zusammenhang mit dem
Alter der Patientinnen finden. (rtho= 0,438, p=0,004).

Bei einer der beiden 40jdhrigen Patientinnen fand sich in einer der 100

ausgewerteten Mitosen eine mit 49, XXXXX.

Diese Ergebnisse stimmen iiberein mit der Literatur zu diesem Thema in den
letzten Jahrzehnten. Die von Hsu et al. (1972) gedullerten Vermutungen iiber die
Bedeutungen hypo- und hyperploiden X-chromosomale Mosaike im
Zusammenhang mit ovariellen Funktionsstorungen, Alter und einer mitotischen
Instabilitdt, die zu Nondisjunktion fiihren konne, werden in den letzten Jahren
durch fundierte wissenschaftliche Erkenntnisse {iber zellulire Alterung und
Zellteilung gestiitzt. Dieses sind die Zusammenhénge von Erbmaterial auf den X-
Chromosomen und der Steuerung ovarieller Funktionen, von X-chromosomalen
Mosaiken und pramaturer Ovarialinsuffizienz und die tiber die Rolle der Telomere

auch in Lymphozyten bei den Besonderheiten der Alterung von Eizellen:

Kline et al. (2000) kamen durch ihre Untersuchungen zu dem Schluss, dass
Schwangerschaften mit Trisomien mit einem fritheren Eintritt der betroffenen
Miitter in die Menopause korrelieren aufgrund eines schwindenden Oozyten-Pools
oder eines damit in Zusammenhang stehenden Riickgangs der Anzahl an Oozyten.

Dadurch sei dann entsprechend auch die Alterskorrelation der Aneuploidien zu
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erkldaren, die Ausdruck sei des biologischen, aber nicht des chronologischen

Alters, bzw. Alterns.

Vekemans (2006) berichtete, der rapide Anstieg von Trisomien beginne um das
35. Lebensjahr der Miitter. So fanden sich bei 20jdhrigen Miittern in 2% aller
klinisch bemerkter Schwangerschaften eine Trisomie, bei den iiber 40jéhrigen
hingegen seien es schon 35%. Dariiber hinaus zeige sich dieser Alterseffekt auch
nochmals unterschiedlich in Bezug auf die betroffenen Chromosomen: ausgepragt
bei der Trisomie der kleinen Chromosomen und fehlend bei den groflen.
AuBerdem ldge fiir die Trisomie 16 eine interessante Ausnahme vor, hier sei keine
exponentielle Alterskorrelation zu sehen, sondern die einzige mit einem linearen
Altersverlauf.

Zur Alterskorrelation berichtet er von dem Modell, dass mindestens zwel
Ereignisse fiir die Entstehung der altersbedingten Trisomie notwendig seien. Das
erste sei eigentlich altersunabhéngig, nidmlich die Entwicklung anfilliger
Bivalente in den Ovarien des Fotus und das zweite Ereignis sei altersabhingig,
ndmlich das gestorte Verhalten dieser Bivalente in der Metaphase I im Ovar der
erwachsenen Frau. Dieses wiederum sei zurlickzufiihren auf entweder Fehler der
Oozytenreifung, einer Storung des hormonellen Milieus oder eine Verdnderung

der fiir die Chromosomentrennung verantwortlichen Proteine und Zellapparate.

Keefe, Liu und Marquard stellen in ihrem Artikel aus dem Jahr 2007 dar, warum
sie den Telomeren eine Schliisselstellung zuschreiben in dem Prozess, der
ausgehend vom steigenden miitterlichen Alter zu einer nachlassenden
Fruchtbarkeit, Aborten oder Neugeborenen mit Aneuploidien fithrt. Damit
préazisieren sie auch Ansatzpunkte fiir Erkldrungen fiir den Unterschied zur
stabileren, altersunabhingigeren Keimzellbildung bei Minnern, ndmlich die
Telomeraseaktivitit in den Stammzellen. Experimentelle Studien hdtten gezeigt,
dass die absolute Lidnge der Telomere in Oozyten in einem positiven
Zusammenhang stehe zur zu erwartenden Schwangerschaftswahrscheinlichkeit.
Dieser Parameter sei in seiner Vorhersagefdhigkeit sogar hoher anzusiedeln, als

das Alter der Miitter (Keefe und Marquard 2007).
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Hulten et al. (2008) formulieren ebenfalls, aus ihrer Sicht wiirden die Erschopfung
des Oozytenpools, Stérungen der Chromosomen-Kohision, Stérungen des
Spindelapparates, die Storung dessen Anlagerung, oder fehlerhafte Spindel-
checkpoints die wesentlichen Faktoren sein, mit denen die Alterskorrelation des

Nondisjunktion-Risikos einherginge.

Sancken et al. (2010) berichten, es miisse von chromosomenspezifischen
Entstehungsprozessen der Aneuploidien ausgegangen werden, so ligen Ursachen
teils in der Meiose I, teils in der Meiose II. Auch scheine es ,anfdllige*
Chromosomen zu geben und auch die Korrelation zum Alter zeige
unterschiedliche Muster. Die Entstehung aneuploider Zygoten sei den aktuellen
Studien nach zuriickzufiihren auf die Reifung aneuploider und damit ,,belasteter*
Eizellen, die erst im Zusammenhang mit der anstehenden Menopause heranreifen
wiirden. Diese Reifung der aneuploiden Eizellen sei ein Vorbote der Menopause
in einem feststehenden zeitlichen Ablauf: Die Anzahl der Oozyten bestimme den
Zeitpunkt der Menopause, nicht das chronologische Alter. Der Anstieg des
Aneuploidie-Risikos finde somit auch zu unterschiedlichen, ndmlich individuellen

Zeitpunkten statt.

Kurahashi et al. (2012) sehen in dem Verlust von Cohesin zwischen den
homologen Chromosomen in der langen Prophase der Meiose 1 einen
wesentlichen Faktor des miitterlichen altersabhingigen Aneuploidie-Risikos durch
dadurch begiinstigte Nondisjunktion- und Predivison-Ereignisse. Schwer erklarbar
sei aber weiterhin, warum unter anderem das X-Chromosom besonders von

diesem altersabhingigen Effekt betroffen sei.

Handyside et al. (2012) beschreiben als Risikofaktor fiir Aneuploidien die
gestorten oder verminderten Rekombinationen zwischen den Schwester-
chromosomen und -chromatiden. Weiter erwéhnen sie in dem Zusammenhang
dieser Rekombinationsstorungen drei abgrenzbare Stadien in der Entwicklung der
weiblichen Eizelle/Gameten: Zundchst eine prinatale Phase, in der die
Rekombination beeinflussbar ist vor dem Arrest in der Prophase der Metaphase-I,

danach altersabhéngige Verdnderungen wihrend der Follikelreifung und
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abschliefend die Wiederautnahme und der Abschluss der Meiose unmittelbar vor

der Ovulation und Befruchtung, was auch noch Jahrzehnte spiter stattfindet.

Kalmbach et al. (2013) erweitern den Blick auf die Telomere: sie weisen auf den
Zusammenhang von Telomerldinge und Langlebigkeit hin und den
Zusammenhang von Langlebigkeit und einem erst spéter eintretenden Verlust der
Fruchtbarkeit bei Frauen. Die nachteiligen Effekte gealterter Eizellen, wie
verminderte Anzahl an Chiasmata, vermehrter meiotischer und mitotischer
Nondisjunktion, Spindeldysmorphologie und Fehlgeburten, lieen sich vollstindig
ausgleichen, wenn den dlteren Frauen Eizellen jiingerer Frauen gespendet wiirden.
Die Verkiirzung der Telomere in den Eizellen beginne schon wihrend der fotalen
Eizellentwicklung. Spiter im Leben, wéhrend der Phase der nachlassenden
Fruchtbarkeit, finden sich deutliche Korrelationen zwischen Telomerlinge und
einerseits  Aneuploidie der Embryonen und andererseits pramaturer
Ovarialinsuffizienz. Sie weisen auch darauf hin, dass die Telomerldnge in
Lymphozyten mit dem Reproduktionsalter und auch mit dem Auftreten von

habituellen Aborten oder Trisomien korreliere.

Die genannten Erkenntnisse aus diesen Studien zeigen, dass die Steuerung von
meiotischer und mitotischer Zellteilung ein hoch komplexer Prozess ist, der auf
unterschiedlichen zelluldren und molekularen Ebenen fehleranfillig ist. Dazu
passen meine Ergebnisse, die zeigen, dass Verlust und Zugewinn von X-
Chromosomen Unterschiede in ihrer Alterskorrelationen haben und entsprechend
differenziert betrachtet werden miissen.

Nach dem gegenwirtigen Stand der Wissenschaft sind denkbare Grundlagen fiir
die unterschiedliche Alterskorrelationen von Anaphase-Lag und Nondisjunktion
jeweils verschiedene oder verschieden ausgeprigte Steuerungsmechanismen, zum
Beispiel auf Ebene der Telomere oder auch des Cohidsins sowie im

Zusammenhang mit der X-Inaktivierung.
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4.3.3 Verhiltnisse von hypoploiden zu hyperploiden Interphasekernen,
Mitosen und Zellreihen bei den gemischten Mosaiken

Im folgenden Abschnitt gehe ich ein auf das Verhéltnis von hypoploiden zu
hyperploiden Interphasekernen und Mitosen sowie die Zusammensetzung der in
den Lymphozytenkulturen gefundenen Mosaike, die ein weiterer Hinweis sein
konnen auf unterschiedliche Entstehung und Alterskorrelation von Hypo- und

Hyperploidien von X-Chromosomen.

Gemischte Mosaike mit 45,X/46,XX/47,XXX bei den Mitosen oder einem, zwei
und drei Signalen in den Interphase-Kernen lagen wie erwihnt bei 8 Patientinnen
in der Metaphasediagnostik und bei 14 Patientinnen in der Interphasediagnostik
VOr.

In der Interphase-Diagnostik fand sich bei 6 Patientinnen ein Uberwiegen der
hypoploiden Zellreihe mit einem Signal iiber die hyperploide Zellreihe mit drei
Signalen. Ein ausgeglichenes Verhiltnis von gonosomal-aneuploiden Zellreihen
fand ich bei 5 Patientinnen und bei 3 Patientinnen iiberwog die hyperploide
Zellreihe.

In der Metaphasendiagnostik war bei den Mosaiken ein Uberwiegen der 45,X-
Linie tiber die 47,XXX-Linie bei 3 Patientinnen zu finden, ausgeglichen war die
Auspriagung bei 4 Patientinnen und bei nur einer Patientin fanden sich mehr

Mitosen mit 47, XXX als Mitosen mit 45,X.

Dieser Trend eines Uberwiegens der hypoploiden Zelllinien passt zu Befunden,
die Pellestor et al. in einem Review zeigten (Pellestor et al. 2005). In 33
zytogenetischen Untersuchungen mit Chromosomen-Fixation nach Tarkowski
habe die durchschnittliche Rate an Chromosomenaberrationen bei 35,9% gelegen,
wobei 26,4% Aneuploidien gewesen seien, darin enthalten 15,5% Hypoploidien,
7,3% Hyperploidien, 3,6% komplexe Aneuploidien. In diesen Studien gab es
grofle Abweichungen in Bezug auf Art und Ausprigung der Aberrationen, die sich
den Autoren nach mit der geringen Anzahl der jeweils untersuchten Oozyten
erkliren lieBen.

Auch sahen sie ein bis zu dreifaches Uberwiegen der Hypoploidien in der

Tarkowski-Fixation begriindet, die den artifiziellen Verlust von Chromosomen
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begilinstige. Auf die Moglichkeit, dass hier Anaphase-Lag zugrunde liegen konnte,

wird von den Autoren nicht eingegangen.

In der bereits erwdhnten Studie untersuchten Machiela et al. (2016) bei 38.303
Frauen die Single-Nucleotide-Polymorphism-Microarray-Intensitét und fanden bei
97 Frauen insgesamt 124 X-chromosomale Mosaikformen mit einer Gréf3e iiber
2Mb. Es fanden sich wie erwéhnt 59 hypoploide und 22 hyperploide Mosaike,
vorwiegend war das inaktivierte X-Chromosom betroffen.

Die Autoren sehen in diesen Befunden einen moglichen Ausdruck chromosomen-
spezifischer Mechanismen der Replikation oder auch des alterskorreliert

nachlassenden Schutzes vor DNA-Schiaden. (Machiela, M.J. et al. 2016).

Die genannten Befunde zeigen ebenso wie meine Ergebnisse ein Uberwiegen der

hypo- im Vergleich zu den hyperploiden Mosaiken.

Die Betrachtung der Mosaike hinsichtlich der Auspragung von hypoploiden und
hyperploiden Zelllinien fiihrt also zu Ergebnissen, die mit dem gleichzeitigen
Auftreten von Nondisjunktion und Anaphase-Lag vereinbar wéren: Es zeigt sich
ein tendenzielles Uberwiegen der hypoploiden Zelllinien, da diese zusitzlich
durch Anaphase-Lag entsteht, wobei Nondisjunktion als alleinige Ursache der

Aneuploidien zu ausgeglichenen Werten flihren miisste.
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4.4 X-Chromosomale Mosaike und habituelle Aborte

Wie schon in der Einleitung erwéhnt, besteht in der von mir gesichteten Literatur
kein Konsens in der Frage, wie die gering ausgepréigten gonosomalen Mosaike in
Lymphozytenkulturen zu bewerten sind. Es werden verschiedene cut-off-Werte
berichtet, die zwischen ,,echten und ,,Jow-level“-Mosaiken unterscheiden sollen
(z.B. Kuo und Guo, 2004). Es existiert aber auch keine allgemeine Definition,
unterhalb welcher Grenze X-chromosomale Mosaike als nicht pathogen zu sehen

sind.

In meinen Untersuchungen konnte ich neben der gonosomal euploiden Zelllinie
46,XX bei 18 der 42 Patientinnen in Metaphasendiagnostik (43%) und bei 34 der
42 Patientinnen in der Interphasediagnostik (80%) eine oder zwei X-chromosomal
aneuploide Zelllinien finden, so dass dem Analyseergebnis nach ein Mosaik
vorlag. Je nach Kombination der Zelllinien waren diese Mosaike euploid-
hypoploid, euploid-hyperploid oder gemischt euploid-hypoploid-hyperploid.

Bei den euploid-hypoploiden Mosaiken fand sich neben der anteilig absolut
iberwiegenden Zellreihe mit 46,XX oder 2 Signalen, eine meist sehr gering
ausgeprigte Zellreihe mit 45,X oder einem Signal. Bei den euploid-hyperploiden
Mosaiken lag entsprechend eine zweite Zellreihe vor mit 47, XXX, bzw. 3
Signalen. Bei den gemischten, euploid-hypoploid-hyperploiden Mosaiken fanden
sich schlieBlich alle drei Zellreihen.

In der Interphasediagnostik fand sich in der Mehrzahl der Fille neben den X-
chromosomal euploiden Zellen eine geringgradig ausgeprigte gonosomal-
hypoploide Zellreihe, ndmlich bei 19 der 42 Patientinnen (45%). Diese
Konstellation war haufiger als rein euploide Lymphozyten-Kulturen, die sich in
der Interphasediagnostik nur bei acht Patientinnen finden lie3. Bei 14 Patientinnen
fanden sich Interphase-Kerne mit einem, zwei und drei Signalen, also euploid-
hypoploid-hyperploid gemischte Mosaike und bei einer Patientin fand sich neben

den euploiden Interphase-Kernen lediglich eine gonosomal-hyperploide Zellreihe.

In der Metaphasendiagnostik waren bei den meisten, ndmlich 24 von 42

Patientinnen nur euploide Zellen zu finden, bentsprechend 57%. Jedoch waren
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auch hier alle drei Mosaiktypen vertreten. Bei sieben Patientinnen fanden sich
neben den gonosomal-euploiden auch hypoploide Mitosen und ebenfalls bei
sieben Patientinnen hypo- und hyperploide Mitosen. Bei vier Patientinnen fanden
sich neben den euploiden Mitosen gonosomal-hyperploide Mitosen mit drei X-

Chromosomen.

Bei 5 Patientinnen fanden sich in der Metaphasediagnostik und in der Interphase-
diagnostik aneuploide Zelllinien, die jeweils einen Anteil von 4% und mehr
hatten.

Beim Vergleich der Werte ldsst sich in Abbildung 3.15 erkennen, dass die Werte
fiir die aneuploiden Interphase-Kerne und Mitosen stark iibereinstimmen.
Daneben fillt auf, dass diese fiinf Patientinnen auch zu den éltesten in der

untersuchten Patientinnen-Gruppe gehorten.

Diese Ergebnisse sind im folgenden Kontext zu sehen:

Durch Nondisjunktion und Anaphase-Lag in der frithen Embryogenese konnen
Mosaike mit einem hoheren prozentualen Anteil entstehen, erfolgen
Nondisjunktion oder Anaphase-Lag zu einem spdteren Entwicklungszeitpunkt
oder auch postnatal, féllt der prozentuale Anteil innerhalb des betroffenen

Organismus entsprechend geringer aus (Wise et al.2009).

Mosaike der Geschlechts-Chromosomen sind in vielen Studien mit habituellen
Aborten in Zusammenhang gebracht worden (Hsu et al.1972, Kim et al.1975,
Dewhurst 1978, Singh et al.1980, Ward et al.1980, Hecht 1982, Hecht et al.1984,
Diedrich et al.1983, Staessen et al.1983, Holzgreve et al.1984, Tharapel et
al.1985, Sachs et al.1985, Bourrouillou et al.1986, Toncheva et al.1994, Cook und
Pridham 1995, Linden et al.1996, Kuo und Guo 2004).

Bereits Dewhurst (1978), Singh et al. (1980) und Tharapel et al. (1985) wiesen
auch auf einen moglicherweise erhohten Anteil chromosomal geschidigter
Nachkommen dieser Patientinnen hin.

1972 formulierten Hsu et al. die Vermutung, dass X-chromosomale Mosaike

Zeichen einer mitotischen Instabilitidt seien und es auch Hinweise gibe auf
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ovarielle Funktionsstorungen bei den betroffenen Frauen. Hecht et al. (1982,
1984) sahen die X-Chromosomalen Mosaike als Ausdruck eines erhohten

Nondisjunktion-Risikos.

In ihrer prospektiven Studie an 720 Patientinnen mit habituellen Aborten fanden
Kuo und Guo (2004) bei 23 ein gonosomales Mosaik. Aufgrund der gefundenen
Auspriagungen der aneuploiden Zelllinien, legten die Autoren einen Cut-Off-Wert
fest von 3% fiir 45,X und 2% fiir 47,XXX-Zellen. Die hypohaploiden 45,X-Linien
iiberwogen sowohl in der Kontroll- als auch in der Mosaik-Gruppe. Im Vergleich
zu den Kontrollen fanden sich in der Patientinnengruppe mehr aneuploide
Zelllinien. Dabei zeigten zwei Patientinnen nur ein 45,X/46,XX-Mosaik, 14 ein
45,X/46,XX/47,XXX-Mosaitk und zwei ein 46,XX/47,XXX-Mosaik. Als
Risikofaktoren der Mosaik-Gruppe werteten die Autoren die Kriterien einer DOR
(Deminished Ovarian Reserve), also prdmaturen Ovarialinsuffizienz im Sinne
eines erhohten FSH und Uterusfehlbildungen. Fiir die Patientinnen mit
gonosomalen Mosaiken wurde eine Abortrate von 44,1% gefunden, wenn keine

DOR vorlag und eine Abortrate von 68,6% mit DOR.

Die Risikofaktoren DOR und Uterusfehlbildungen werden von den Autoren in
Zusammenhang gebracht mit den 45,X-Zelllinien. Beides seien fiir das Turner-

Syndrom typische Verdnderungen in schwacher Ausprigung.

Als weiteren Zusammenhang zwischen den habituellen Aborten und einem
gonosomalen Mosaik sehen die Autoren die Moglichkeit einer 45,X-Zelllinie in
den Ovarien und damit zusammenhingenden Funktionsstérungen in Analogie zu
Frauen mit Turner-Syndrom. Auch die 47,XXX-Zelllinien seien mit einer
verschlechterten Oozytenqualitit in Zusammenhang zu bringen. Dafiir
formulieren die Autoren drei Hypothesen: Aberrante Chromosomenpaarung mit
vorzeitigem Keimzelltod, Stérungen der Oozytenqualitit durch fehlerhafte
Genprodukte oder als dritte Hypothese, dass X-chromosomale Mosaike Ausdruck
seien einer gestorten Regulation der Chromosomenteilung mit nachfolgender
Nondisjunktion. Die zugrundeliegende Stérung innerhalb der Steuerung von

Meiose und Mitose fithre dann zu Schidigungen der Gonaden, zu aberranten
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Meiosen und Atresie der Oozyten. So hitten dann die betroffenen Frauen mit

gonosomalen Mosaiken eine vorzeitige Menopause und habituelle Aborte.

Voigt et al. (2004) fanden unter 891 Patientinnen in einer Studie an Paaren vor
ICSI aufgrund von Infertilitdt der ménnlichen Partner bei 35 Frauen (3,93%) ein
gering ausgeprigtes X-chromosomales Mosaik, jedoch kam es bei dieser
Patientinnengruppe nicht zu schlechteren Ergebnissen in Bezug auf die im
weiteren Behandlungsverlauf gegliickten Schwangerschaftsraten. Bei der
Vergleichsgruppe von 294 Frauen mit habituellen Aborten fanden sich bei 25
(8,5%) gonosomale Mosaike. Diese signifikant hohere Rate bringen die Autoren

in einen Zusammenhang zu chromosomalen Aneuploidien durch Nondisjunktion.

Homer et al. (2010) berichten in ihrer klinischen Studie {iber 71 Patientinnen mit
45,X/46,XX-Mosaiken. Ab einem prozentualen Anteil von 6% der gonosomalen
Aneuploidie, seien klinische Zeichen des Turner-Syndroms gefunden worden wie
eine geringere Korperliange, sowie eine Korrelation von BMI und Auspragungs-
grad des Mosaiks. Keinen Zusammenhang fanden die Autoren zur Funktion und
Reserve der Ovarien. Aber es fand sich ein Zusammenhang mit Aborten im ersten

Trimenon.

Der Anteil X-chromosomaler Mosaike bei Frauen mit habituellen Aborten wurde
sehr unterschiedlich von 0,1% (Bourrouillou et al.1986) bis 10% (Hecht et
al.1984) fiir groBBere Patienten-kollektive angegeben.

In der Allgemeinbevolkerung fanden Guttenbach et al. 1995 einen Anteil von

3,1 % Frauen mit einer 45,X-Zelllinie.

Wie die Arbeiten von Kuo und Guo (2004), Homer et al. (2010) sowie Gersak und
Veble (2011) zeigen, besteht Anlass zur Vermutung, dass als Folge der X-
chromosomalen Mosaike oder aufgrund gemeinsamer zugrundeliegender
Regulationsstérungen, Storungen der ovariellen Funktion wie primature
Ovarialinsuffizienz bestechen und diese mit einem erhohten Risiko fiir
chromosomale Aberrationen in Embryonen einhergehen, die als habituelle Aborte

klinisch auffallen.
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In meiner Arbeit konnte ich diese X-chromosomalen Mosaike auch in den
untersuchten Lymphozytenkulturen der Frauen mit habituellen Aborten

nachweisen.
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5. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit untersucht Auspriagungsgrad und Alterskorrelation X-
chromosomaler Aneuploidien in Lymphozytenkulturen von 42 Patientinnen, die
mit der Diagnose "Habituelle Aborte" im Zeitraum von Médrz 1993 bis Februar
1995 zur zytogenetischen Untersuchung und humangenetischen Beratung der
Abteilung fiir Zytogenetik des Humangenetischen Instituts der Universitétsklinik
Hamburg-Eppendorf iiberwiesen wurden. Die angewandte Methode der
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung mit einer alpha-Satelliten DNA-Sonde fiir den
Locus DXZ1 (X-Zentromer), modifiziert die von Bartsch et al. (1991). Die
Auswertung von jeweils 100 Mitosen und 100 Interphasekernen auf das Vorliegen
X-chromosomaler Aneuploidien erfolgte zwischen April 1994 und Februar 1995
an einem Fluoreszenz-Photomikroskop (Zeiss, Leitz). Die statistischen
Auswertungen erfolgten mit dem Vorzeichentest und der Berechnung des
Spearmanschen Korrelations-Koeffizienten.

Es zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen der Anzahl gonosomal-
aneuploider Interphasekerne und Mitosen (tho= 0,6, p=0,001) und -eine
signifikante Alterskorrelation der gonosomal-hyperploiden (47-XXX) Mitosen
(tho=0,438, p=0,004) und Interphasekerne mit 3 Signalen (rho=0,400, p=0,009),
aber keine Alterskorrelation der gonosomal-hypoploiden (45-X) Mitosen
(rho=0,249, p=0,111) und Interphasekernen mit 1 Signal (rho= 0,094, p=0,552).
Wie in der Literatur beschrieben (Pellestor et al., 2005, Machiela et al., 2016),
zeigte sich ein tendenzielles Uberwiegen der hypoploiden Zelllinien. Wihrend
Nondisjunktion als alleinige Ursache zu ausgeglichenen Werten fithren miisste
(Zijno et al. 1996, Wise et al. 2009), konnte Anaphase-Lag die Erklarung fiir das
Uberwiegen der hypoploiden Zelllinien sein.

Die vorliegenden Ergebnisse stlitzen Hypothesen, dass Anaphase-Lag eine
altersunabhédngige Ursache von gonosomalen Hypoploiden ist (Sancken, Burfeind
und Engel, 2005; Warbuton et al., 1980), wihrend Nondisjunktion altersabhingig
Hypo- und Hyperploidien verursacht (Hassold und Hunt, 2009; Madan und
Lundberg, 2015). In meiner Arbeit konnte ich keinen Hinweis auf eine
Korrelation fiir X-Chromosomen-Verlust und Alter feststellen. Dies wiederspricht
den héufig zitierten Studien der Autoren Guttenbach et al (1994) und Russel et al.

(2007). Im Gegensatz zu diesen Autoren wurde in meiner Studie neben Verlust

1NQ



auch Hinzugewinn von X-Chromosomen beachtet. Erst dadurch wurde eine
Differenzierung von Alterseffekten auf Zugewinn und Verlust moglich.

Aktuelle Empfehlungen zur Bewertung X-chromosomaler Mosaike innerhalb
genetischer Beratungen, wie zum Beispiel von Kuo und Guo (2004) und Madan
und Lundberg (2015), beruhen auf den genannten Studien, die keine
Differenzierung der Alterseffekte vorgenommen haben. Meine FErgebnisse
stimmen {iberein mit aktuellen Forschungsergebnissen zu X-Inaktivierung,
Cohisin oder Merotelie, dass moglichweise sehr unterschiedliche Ursachen mit
entsprechend unterschiedlichen Alterskorrelationen fiir Nondisjunktion und
Anaphase-Lag der X-Chromosomen verantwortlich sind (Keefe und Marquard,
2007; Thompson und Compton, 2011; Kalmbach et al., 2013).

Wiéhrend weitere Studien dazu notwendig sind, sollten die Handlungs-
empfehlungen zur genetischen Beratung diesen wachsenden Wissensstand
beriicksichtigen und die Hinweise auf unterschiedliche Alterskorrelationen von

Nondisjunktion und Anaphase-Lag beriicksichtigen.
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5.1 Summary

This study explores severity and age correlation of x-chromosomal aneuploidy in
lymphocyte cultures of 42 female patients who presented between March 1993
and February 1995 with diagnoses of habitual aborts for cytogenetic examination
and genetic counseling to the Cytogenetics Department of the Hamburg-
Eppendorf University Medical Center’s Institute of Human Genetics. The
fluorescence in-situ hybridization procedure with an alpha-satellite DNA probe
for the DXZ1 locus (the chromosome x centromere) employed in this study
modifies the technique described by Bartsch et al. (1991). 100 mitoses and 100
interphase nuclei were examined using a fluorescence photomicroscope (Zeiss,
Leitz). Statistical analysis was performed by employing the sign test and
determining Spearman correlation coefficients. There was a significant correlation
between the number of interphase nuclei that showed gonosomal aneuploidy and
the number of mitoses (rtho=0.6, p=0.001), and there was a significant correlation
with the patients’ age both in the rate of mitoses with 47-XXX gonosomal
hyperploidy (rho=0.438, p=0.004) and in the number of interphase nuclei with 3
signals (rho=0.400, p=0.009). There was no correlation with the patients’ age,
however, in the number of mitoses with 45-X gonosomal hypoploidy (rho=0.249,
p=0.111) nor in the number of interphase nuclei with 1 signal (rho=0.094,
p=0.552). As described in the literature (Pellestor et al. 2005, Machiela-MJ et al.
2016), hypoploid cell lines tended to be prevalent. As nondisjunction alone would
be expected to produce balanced numbers (Zijno et al. 1996, Wise et al. 2009),
anaphase lag is a possible explanation for the prevalence of hypoploid cell lines.
The results support hypotheses that state that anaphase lag is an age-independent
mechanism of gonosomal hypoploidy (Sancken, Burfeind and Engel 2005;
Warbuton et al., 1980) while nondisjunction is an age-dependent cause of
hypoploidy and hyperploidy (Hassold und Hunt, 2009, Madan und Lundberg,
2015). This study did not find any indication of a correlation between X
chromosome loss and ageing. This contradicts frequently cited studies by

Guttenbach et al. (1994) and Russel et al. (2007). In contrast to these authors,
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however, this study examined not only the loss, but also the gain of X

chromosomes, facilitating a differentiation of age effects on both loss and gain of

X chromosomes. The current guidelines for genetic counseling in situations of X

chromosome mosaicism (e. g., Kuo and Guo 2004; Madan and Lundberg 2015)

rely on studies that did not differentiate age effects. However, the results of this

study agree with current research on X-inactivation, cohesin or merotelic
attachment that very different causes with correspondingly different age
dependencies may be responsible for nondisjunction and anaphase lag of X
chromosomes (Keefe and Marquard 2007; Thompson and Compton 2011;
Kalmbach et al. 2013). While more research is warranted, genetic counseling
guidelines should incorporate this growing body of research and reflect these

indications of different age effects on different X chromosome pathologies.
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6. Abkiirzungsverzeichnis

Abb.
AIDS
AK
ANA
aPTT
BMEFSFJ
BMI
BSA
Bzw.
DNA
DOR
ELISA
Etal.
FISH
FITC
GWAS
hCG
HLA
IVF
LH
Mb
NIPT
POF
SNP
SSC
TSH
UKE

Abbildung

Acquired Immune Deficiency Syndrome
Antikorper

Antinukledre Antikdrper

Aktivierte partielle Thromboplastinzeit
Bundesministerium fiir Familie Senioren Frauen und Jugend
Body Mass Index

Bovines Serum-Albumin
Beziehungsweise

Desoxyribonucleic acid

Diminished ovarian reserve
Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Et alia
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
Fluorescein isothiocyanate
Genome-wide association study
Humanes Choriongonadotropin
Human Leukocyte Antigen

In vitro Fertilisation

Luteinisierendes Hormon

Mbp, Mega base pairs

Noninvasive prenatal testing
Premature Ovarian Failure

Single Nucleotide Polymorphism
Saline sodium citrate

Thyreoidea stimulierendes Hormon

Universititskrankenhaus Hamburg Eppendorf
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