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Kurzreferat

Mit dieser experimentellen Studie wurde die Kinadids Auftretens fetaler DNA im Blut von
125 Probandinnen wahrend und nach einer Schwargdtrsuit einem méannlichen Feten mit-
tels nested PCR einer Y-Chromosom-spezifischene&erj(DYS14) untersucht. Hierzu erfolg-
ten Blutentnahmen einmalig bei 17 Schwangeren lirlde39. Schwangerschaftswoche, bei 56
Probandinnen zu 1 bis 3 Zeitpunkten im Zeitraum 24rStunden vor bis 6 Tage nach der Ge-
burt eines Sohnes sowie einmalig bei 52 Probandinmelche 20 Tage bis 36 Jahre zuvor ei-
nen Sohn geboren hatten. Y-chromosomale, mutmafdiale DNA konnte ab der 27. und bei
allen Probandinnen ab der 29. SchwangerschaftswecBé Stunden vor Entbindung) nachge-
wiesen werden. Innerhalb von 24 Stunden vor demu@etar eine signifikante Reduktion der
Nachweisrate DY S14-positiver Proben auf 71,1 % Igefoon einem weiteren kontinuierlichen
Abfall bis auf 21,1 % in den ersten 6 Tagen naahE¥gbindung zu verzeichnen. Langzeitper-
sistente fetomaternale Mikrochiméarismen wurdenZberobandinnen (10 Monate bzw. 36 Jahre
nach Geburt eines Sohnes) nachgewiesen. Die Avbsititigt den in der Literatur beschriebe-
nen Verlauf mit einer Zunahme nachweisbarer fetBidysubstanz im mitterlichen Blut mit
fortschreitender Schwangerschaft und raschem Algiaiselben nach der Geburt sowie das
Vorkommen langzeitpersistenter fetomaternaler Mikimarismen bei gesunden Frauen. Neu
ist die gezeigte Reduktion der Nachweisrate fetBIRA bereits unmittelbar vor der Geburt.
Zudem ist die vorliegende Arbeit die erste, weldas Auftreten fetaler DNA in der mutterli-
chen Zirkulation ab dem zweiten Trimenon der Sclyeaschaft bis Jahrzehnte nach der Geburt

mit ein und derselben Methode untersucht hat.
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Schwangerschatft, fetale DNA, fetomaternale Mikra@@iismen, Kinetik, nested PCR, DYS14



Meinen Eltern



Inhaltsverzeichnis v

Inhaltsverzeichnis

INNAITSVEIZEICNNIS ... e \Y,

Symbol- und ADKUIrZUNGSVEIZEICNNIS ... \

AbDiIldUNGSVEIZEICHNIS.........eiiiiiiis e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeenne VIli

TabellenNVerzeiChNis ... e IX

N ] =T (F ] o TR 1
R R I 0 1= 1 1 = U1 | PP P PP PPPPPRR 1
1.2 Aufbau und Funktion der Plazenta ..........ccccceeeeeiieieieeeiiiieiieeeii 1.
1.3 Bidirektionaler Zelltransfer ............ooomm e 2
1.4 Fetale DNA im mutterlichen Plasma..........occoovviiiiiiiiiiiiiiiie e, 3
1.5 Zustande mit erhohter fetomaternaler TransfuSIQN ..c.....covvvveveeeieiiniiiies 5
1.6 Implikationen fir die pranatale DIagnNOSTIK ... ceeeveeeeeiiiiiiiiiiiiineeee e 5
1.7  MIKrOCHIMASMEN ....ueiiiiii ittt e e e eeeeeee e 7

1.8 Fetomaternale Mikrochimarismen und ihre Konsequefizedie mitterliche

GESUNANEIT ...ttt e e e e 10
1.9 Kinetik des Auftretens fetaler Zellen im mutterighBlut ............................. 12
1.10 Kinetik des Auftretens zellfreier fetaler DNA im mérlichen Plasma........... 14
1.11 Ziel der STUIE ...ttt sttt e e e e e e e e e eeer e 15
2 Probanden, Material und Methoden .............coceeiii e, 16
2.1 Probanden ..........oooiiiiiiiiiiice e 16
2.2 MALerial.. ... 17
2.2.1UNtersuchungSmaterial .............cevevvresmmmmmmm e eeeeeeeeeeeeeeesnnnnnnnn e e e e e eeeeeenees 17
2.2.2CNEMIKANIEN ... e e e e 18
2.2.3 Gerate und Verbrauchsmaterialien ...........ccceeemeeeiiiiiiieie e 91
2.3 MENOUEN ... et 20
2.3.1 DNA-Extraktion aus vendsem Vollblut ..........cccccociiee 20
2.3.2 Konzentrationsbestimmung der extrahierten DNA.............coeeviiivvveveiiinnns 20
2.3.3Langenbestimmung der extrahierten DNA..........ooooiiiiiiiiiiiiic e 21
2.3.4 Amplifikation von DNA durch Polymerase-Kettenreakti(PCR)................. 21
2.3.5NESIEU PCR....oiiiiiii ittt e e e e e e e e 21

2.3.6 PCR-BediNQUNGEN .....ouiiiiiiiiii ettt e e e e e e e e e eeeees 23



Inhaltsverzeichnis \Y

2.3.7 AgarosegeleleKtrophoreSe ...........ovvvviiieeeeeemeeiiiiicsee e e e e e e e e e e eeeeaeaneees 24
2.3.8 Vorkehrungen zur Vermeidung von Kontaminationen................cccceeeeeeee. 25
2.3.9VOIVEISUCKNE ...ttt e e 25
2.3.9.1 Vorversuch 1 - Lagerungsbedingungen................uuueiiiiniinnieeeeeeeeeeeeee. 25
2.3.9.2Vorversuch 2 — Optimierung der PCR-Bedingungen ..........cceeeeeeennn.. 26
2.3.10DatenVerarDeItUNG ........uuuuruuiiiiae e e e e e e e e e e e e 27

3 ErQEDNISSE ... ————————— 28
3.1 Konzentrations- und Langenbestimmung der extrameDNA ..................... 28
3.2 Vorversuch 1 — Lagerungsbedingungen .......ccccccecooioiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnn 28
3.3 Vorversuch 2 — Optimierung der PCR-BedinguNgeN......ccceviiiineeeeenenne. 29
3.4 Ergebnisse der HAuptversuChe...........ooouueeecciiie i 30
3.4.1 Blutentnahme im Verlauf der Schwangerschaft...............cooiiiiiiiiiiinnns 30
3.4.2 Blutenthnahme um den Zeitpunkt der Geburt ....cccccoovvvvviiiiiiiiiii e, 31
3.4.3 Blutentnahme Wochen bis Jahre nach der Geburt 8ioleses...................... 35
3.4.4 Zusammenfassung der Ergebnisse aus den Hauptversuch..................... 36

4 Diskussion der ErgebniSSe .........uuuuiiiiieeeeeiiiie e 37
4.1 Zur Methode der ArDEIE........coouiiiiii et e e e e e e 37

4.2 Nachweis fetaler DNA im mutterlichen Blut im Verfader
SchwangersChaft..........ooevviiiiiiii e e e e e e e e e eeeeene e 38
4.3 Abfall der fetalen DNA-Konzentration im mutterlian®&lut unmittelbar vor
(0 =T g T =T o1 | o AU PP TP PP PRI 40
4.4 Nachweis fetaler DNA im miutterlichen Blut in dengBa nach der Geburt... 41

4.5 Langzeitpersistente fetomaternale Mikrochimarismen..............ccccceeeeeeee 43

I = V.4 | SRR 45
5 ZUSAMMENTASSUNG ....uttuuuiiiieeeeeeeeeeeee s s e eeeeeetasaaasaasseeeeeeaaeaeeeesssssnnnnnsnssnnnes 47
LIteratUrVerZEICINIS ........uueiiieii et ee e e e e e e e e eeeeenanees X
D= 1] 7= 1o |1 [ SRR XXII
2= 1 U T S XXIII
Darstellung des BildUNGSWEJES ........uuvuriuiiiieiiiieeeeeeee e eeeeee s XXIV

TabelleNannNaNg .........ooo oo e XXV



Symbol- und Abkiirzungsverzeichnis Vi

Symbol- und Abkirzungsverzeichnis

Abb.
AGS
bp

BS
BHCG
CFS
CD

DAZ

DNA
dNTP

EDTA
et al.
FACS
FG
FISH
g.e.
Gpt
HbF
HLA
kb

Konz.

MACS
MgC|2
Mon.

MRNA
Nr.

Abbildung

Adrenogenitales Syndrom

Basenpaare

Blasensprung

B-Untereinheit des humanen Choriongonadotropin

Charge flow seperatio(zellseparation im elektrischen Feld)

Cluster of differentiatior{Differenzierungsmarker an der Oberflache von
Zellen)

Deleted in azoospermfbei Azoospermie deletiertes Gen auf dem Y-

Chromosom)
Desoxyribonucleic aci@Desoxyribonukleinsaure)

2’-Desoxynukleosid-5’-Triphoshate (umfasst dATCTP, dGTP und
dTTP)

Ethylendiaminotetraessigsaure

Et alteri (und andere)

Fluorescence activated cell sortifQurchflusszytometrie)
Frihgeburt

Fluorescence in situ hybridizatidfluoreszenz-in-situ-Hybridisierung)
Genome equivalen{&enomaquivalente)

Gigapatrtikel

Fetales Hamoglobin

Humanes Leukozytenantigen

Kilobasen

Konzentration

Molar (Mol/l)

Magnetic activated cell sortingnagnetische Zellseparation)
Magnesiumchlorid

Monat

MessengeB0Oten-)RNA

Nummer



Symbol- und Abkiirzungsverzeichnis VII

OD

Y
PAPC

p.c.
PCR

Rh
RNA
rpm

SRY

SS
SSW
Taq

VS

Vorz.

Optische Dichte

Wahrscheinlichkeitswert (Index fiir statistischgnikanz)
Pregnancy-associated progenitor cédishwangerschaftsassoziierte Vor-
l&uferzellen)

Post conceptionerfmach der Empfangnis)

Polymerase chain reactiaiPolymerasekettenreaktion)

Rhesus-Proteine

Ribonucleic acidRibonukleinsaure)

Rounds per minut@Jmdrehungen pro Minute)

Sex determining region of(die das Geschlecht bestimmende Region auf
dem Y-Chromosom)

Schwangerschaft

Schwangerschaftswoche

Thermus aquaticus

Unit (Enzymeinheit)

Versus(gegen)

Vorzeitig

Weiblich

Mannlich

Registrierter Produktname



Abbildungsverzeichnis VIlI

Abbildungsverzeichnis

Abb.
Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

11

2.1

2.2

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

3.7

(01 o 111 0= 1 (=TT 8
AV Y V=] g o <] (ST od 10 1<) TR 22
Gelfoto einer NESIEA PCR......oeeeoeeee e 25

Ergebnisse der Studiennummern 61 biG&8gntnahme im Verlauf der
Schwangerschaft) und 6-4 (Blutentnahme 10 Monath dar Geburt) .... 31

Ergebnisse der Studiennummern 4 bis 6téBtnahme um den Zeitpunkt
(o [=T g C 1= o 11 ] PSR 32
Ergebnisse der Studiennummern 23 biREdntnahme im Verlauf

der Schwangerschaft) sowie 26 und 27 (Blutentnalimelen

ZeitpunKt der GEDUI) .....ooeei e 32
Ergebnisse der Studiennummern 69 biB8itdntnahme innerhalb

von 24 Stunden vor der GEDUI).........uvuceeeeeeiriiiiiiiiee e e e e e e e e e e eeeeeeeeeianens 33
Ergebnisse — Blutentnahme innerhalb 2d@&in vor Entbindung ............ 34
Ergebnisse der Studiennummern 44, 4A9n@lutentnahme Jahre nach

der Geburt), 46 und 54 (Blutentnahme innerhalb 24$tunden vor der
Geburt) sowie 47 und 48 (Blutentnahme im Verlauf de
SchwangersChaft) ... e 35

Kinetik der Nachweisrate fetaler Erbsahgtim mutterlichen Blut im

Verlauf der Schwangerschaft und nach der Geburt..............c.oooeeene 36



Tabellenverzeichnis IX

Tabellenverzeichnis

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

Tab.

Tab.
Tab.

Tab.

2.1

2.2

2.3

2.4

2.5

2.6

2.7

2.8

2.9

2.10

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

Verwendete KilS. ... ... i et 18
Allgemeine Chemikalien ..........cccoooiiiiiiiiiiiiii e 18
Biochemikalien ............ooviiiiimeee e 18

P U e 18
GBIALE ...ttt ———————— 19
Verbrauchsmaterialien ... 19
Testansatz fur primare und sekundare.PCR............ccccoeeeiiiiiiiieeeenn. 32
PCR-PrOgramMM ... ceeee ettt eennen e e eaas 24
Testansatz fUr VOrversuCh 1 ......ccccccciiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeee e 26
PCR-Programm flr Vorversuch 1 ..., 26
Vorversuch 1 - Lagerungsbedingungen............ccccooeeeeeieivivieveiiiinnnnnns 29
Vorversuch 2 - Optimierung der PCR-BedimgEN ..........ccevveeeieeeeeeeeeeee, 30
Ergebnisse — Blutentnahme im VerlaufStdwangerschatft..................... 31
Ergebnisse — Blutentnahme um den ZeitpdekGeburt............ccccceeeeenn. 33

Abhangigkeit der Nachweisrate Y—-chromadenmDNA im um den

Entbindungszeitpunkt gewonnenen miutterlichen Bluh\Gestations-

alter DEI GEDUIT .....eeeiiiieii e 34
Blutentnahme im Verlauf der Schwangerschaft.............cccccceennnn. XXV
Blutentnahmen um den Zeitpunkt der Gehurt................oovvvveeiiennnn. XXVI

Blutentnahme Wochen bis Jahre nach débiBdung ....................... XXV



Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Thematik

Eine phylogenetisch friih entwickelte EigenschaftSi&ugetiere zum Schutze des emb-
ryonalen Organismus ist die Separierung des fetaben mutterlichen Blutkreislauf.
Die Trennung zwischen beiden Zirkulationssystem&njaedoch inkomplett. In ver-
schiedenen Studien konnte gezeigt werden, dassendheder normalen Schwanger-
schaft fetale Zellen in den mutterlichen Kreisléibertreten und umgekehrt auch mut-
terliche Blutzellen die Plazentaschranke passiefeifRerdem wurde freie fetalENA

im Plasma Schwangerer nachgewiesen. Seit einigemw2d3 man, dass fetale Progeni-

torzellen jahrzehntelang im Organismus der Mutegsistieren kdnnen.

Die vorliegende Arbeit soll einen Uberblick Uibersdauftreten und die Nachweisbar-
keit fetaler Erbsubstanz im mutterlichen Blut waltreerschiedener Phasen im Verlauf
der Schwangerschaft sowie nach der Geburt schaffen.

1.2 Aufbau und Funktion der Plazenta

Die Plazenta bildet die Interaktionsflache zwischetalem und mutterlichem Organis-
mus. Dabei bestehen ihre Funktionen vor allem instAusch von Wasser, Gasen,
Nahrstoffen und anderer im Blut geldster Substaremmie in der Produktion von
Hormonen. Aul3erdem ist sie in entscheidendem Maldenenunologischen Regulati-
onsvorgangen zur Verhinderung der AbstoRung desnHstteiligt. Nach ihrer Entste-
hung aus dem Trophoblasten entwickelt und diffeeghzich die Plazenta parallel zu
den wachsenden Versorgungsansprichen des FeteanbiEnde der Schwangerschatft.
Dabei vergroRRert sich die maternofetale Austauach# und wird durchlassiger, wobei
sich die Austauschstrecke verkirzt. Die reife Rigzeviegt etwa 500 g bei einem
Durchmesser von ca. 20 cm. Sie besteht zum eineffietalem GewebdPars fetali3,
welches den Zotten dé€shorion frondosunentspricht, zum anderen aus der vom mut-
terlichen Endometrium gebildetddecidua basalis (Pars maternafwischen fetaler
Chorionplatte und miutterlicher Basalplatte befinsieh der intervillose Raum. Dieser
wird durch leistenartige Vorspriinge der Basalplaitd5 bis 20 Felder (Kotyledonen
oder Plazentonen) unterteilt, die jeweils eine i@trigseinheit darstellen und tber die
Spiralarterien der Gebarmutter mit matterlichemtBjespeist werden. Die in diese Fel-
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der hineinwachsenden Chorionzotten enthalten ifenestadium Kapillaren mit feta-
lem Blut. Uber synzytiokapillare Membranen, welalie Zottenoberflache bilden und
fetales von mutterlichem Blut trennen, erfolgt & dierten Gestationswoche der Stoff-

austausch zwischen miitterlichem und fetalem Orgarsd154, 155].

1.3 Bidirektionaler Zelltransfer

Das Bild der Plazenta als eine naturliche Barridre,genetisch verschiedene Organis-
men voneinander trennt und einen Austausch voreZelicht zulasst, ist langst Uber-
holt. Bereits im Jahre 1893 postulierte der DresddPathologe @RISTIAN GEORG
ScHMORL den Ubertritt fetaler Zellen in den mitterlichenelstauf, nachdem er bei
einer an Eklampsie verstorbenen Frau Trophobldstzé@h pulmonalen Gefal3en ent-
deckt hatte [85]. Um neue Erkenntnisse hinsichtiRiesus-Sensibilisierung und der
Pathogenese des Morbus haemolyticus neonatorumlamgen beschéftigten sich ab
der Mitte des 20. Jahrhunderts zahlreiche Forsdagmgpen mit der Passage fetaler
Erythrozyten. Die fetomaternale Transfusion alsadne fir akute oder chronische
Neugeborenenanamien diagnostizierte man zu diesefider den Nachweis von Zel-
len mit fetalem Hamoglobin (HbF) im miitterlicheruBlaus deren Anteil sich der kind-
liche Blutverlust berechnen lie3 [157]e8nl und GREGERIlieferten im Jahre 1963 erste
Hinweise fiir einen transplazentaren Ubertritt miitieer Leukozyten und Thrombozy-
ten in den fetalen Kreislauf. Sie injizierten Schgearen einige Stunden vor der Entbin-
dung zuvor in vitro mit einem Fluoreszenzfarbstoffrkierte korpereigene Blutzellen
und wiesen anschlielend in 6 von 9 Féllen die 8spoerenden mutterlichen Zellen im
kindlichen Nabelschnurblut mittels Fluoreszenzmsika@pie nach [39]. WLKNOWSKA

et al. gelang im Jahre 1969 erstmals der Nachweis feZaten im Blut schwangerer
Frauen durch Identifikation ihres mannlichen Chreprmoensatzes. Wenn auch die von
ihnen angewandte Methode der Chromosomenanalys$eraolst ungenau war, so stellt
die Grundidee doch eine wichtige Basis flr die @i#tngigen Methoden zur Detektion
fetaler Zellen in der mutterlichen Zirkulation dar.

Heute weil3 man, dass im Rahmen jeder normalen $wesschaft regelmaliig fetale
Zellen in den miuitterlichen Kreislauf Gbertreten umdgekehrt auch maternale Zellen
im kindlichen Blut nachgewiesen werden kdnnen P, 97, 107]. Den ersten Beweis
fur bidirektionalen Transfer kernhaltiger Zelleaférten Loet al.im Jahre 1996 mit der

Untersuchung von Mutter-Kind-Paaren nach der Entlong [97]. Mittels PCR
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Diagnostik gelang ihnen in 26 von 51 Féllen diedBgon fetaler zellulareDNA im
muitterlichen peripheren Blut und in 16 von 38 Réllike Amplifikation von maternalen

Sequenzen in fetalem Nabelschnurblut.

Es stellte sich schlie3lich die Frage nach derd&rtin die maternale Zirkulation tber-
tretenden Zellen. Von verschiedenen Forschungsgruppurden im matterlichen Blut
Trophoblastzellen [111], kernhaltige rote [17, 935] und weil3e Blutzellen [149], ha-
matopoetische Progenitorzellen [54, 93] sowie mesgmale und hamatopoetische
Stammzellen [117] fetaler Abstammung gefundemcWreL et al. zeigten mit Hilfe
von Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung, dass et®&@der Uber Separation im elektri-
schen Feld (CFSus dem Blut Schwangerer zwischen der 7. und 28/ §&wonnenen
kernhaltigen Erythrozyten fetalen Ursprungs Jibdl5. GUETTA et al. fanden bei allen
von 22 untersuchten, mit einem mannlichen Fetusvaoberen Frauen zwischen der
15. und 25. Schwangerschaftswoche mannliche CbZ&llen (hdmatopoetische Pro-
genitorzellen) in einer durchschnittichen Mengenvi8 Zellen pro 20 ml Bluf54)].
Fetale mesenchymale Stammzellen wurden vonORdBHUE et al. bei einer von 20

untersuchten Frauen zwischen der 7. und 13. Scharseitaftswoche nachgewiesen

[117.

1.4 Fetale DNA im miutterlichen Plasma

Die Tatsache, dass seit déder Jahren de20. Jahrhunderts Tum@NA durch mole-
kulare Techniken im Plasma und Serum von Krebspatne nachgewiesen werden
kann, veranlassted_et al. 1997 nach fetaleDNA im mutterlichen Plasma und Serum
zu suchen [94]. Sie postulierten, dass wahrendsdbwangerschaft neben dem zellula-
ren Ubertritt auch ein bidirektionaler Transfer velasmabNA stattfindet, welcher das
Ausmald des zellularen Transfers sogar uberschi®det100]. Mithilfe quantitativer
real-time PCRuntersuchten sie diesen bidirektionalen und binedalansplazentaren
Austausch [95]. Mutterliche kernhaltige Zellen vaassie in 24 % und PlasnizNA in

30 % der untersuchten Nabelschnurblutproben naéhremd fetale kernhaltige Zellen
in 26 % und fetale zellfrei®NA in 100 % der untersuchten mitterlichen Blutproben
gefunden wurden. Die fraktionellen Konzentratiofremer fetalerDNA im mutterlichen
Plasma und freier mitterlich&NA im fetalen Plasma lagen jeweils um ein bis zwei

Zehnerpotenzen (iber den fraktionellen KonzentratiorellgebundenedNA (3 x 10°
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vs. 2,6 x 10 mutterliche/fetaleDNA im fetalen Blut bzw. 3 x I®vs. 3,2 x 1¢ feta-
le/mutterlicheDNA im mutterlichen Blut).

Die genaue Herkunft der zellfreien plasmatisci¥¥A wird derzeit noch diskutiert.
VAN WK et al. postulierten, dass fetaleNA aus fetalen oder plazentaren Zellen
stammt, welche einen programmierten Zelltod (Apsejodurchlaufen, und daher der
grofdte Teil der Nukleinsduren vermutlich in memiraschlossenen Vesikeln, sog.
Apoptosekdrperchen, im miutterlichen Blut zirkulig26, 143. In der Literatur finden
sich weitere Hinweise Uber die Plazenta oder fdfalghrozyten als Hauptquelle der
zellfreien fetalenDNA im mitterlichen Plasm@3, 95, 147. Aber auch der direkte
Transfer fetaleDNA Uber die Ausscheidung von Sekreten via Niere adege in die
Amnionflissigkeit wird diskutiert [147]. & et al. begriindeten ihre Hypothese, dass ein
Grol3teil der fetalen Erbsubstanz aus Trophobldstréieigesetzt wird, mit der deutlich
hoéheren Frequenz des Auftretens freier fetBINA im Blut der Mutter im Vergleich
zum umgekehrten Phanomen [95]. Andere Hinweiseefiien plazentaren Ursprung
stellen die schnelle Elimination zellfreiBNA nach Beendigung der Schwangerschaft
bei in einigen Fallen nachgewiesener jahrelangesiflenz fetaler Zellen im mutterli-
chen Organismus sowie der Nachweis von spezifisoilReRNATranskripten fur die pla-
zentaren Hormone hPL und R-HCG im maternalen PlatmaSchliel3lich konnte auch
eine positive Korrelation zwischen fetaleNA-Menge im Plasma der Mutter und der
Plazentamasse sowie der B-HCG-Konzentration nadbgew werderj147]. Es gibt
jedoch auch Argumente fiir eine Freisetzung deteietaNA aus in den mutterlichen
Kreislauf Ubergetretenen fetalen Blutzellen. Damahizeitige Auftreten fetaler Zellen
und fetaler zellfreieDNA in der mutterlichen Zirkulation und der gleichmpat ver-
mehrte Nachweis beider Fraktionen unter bestimn{fgthologischen) Umstanden
sprechen ebenso daflr wie die Tatsache, dass @kemgieil intakter fetaler Blutzellen
sowohl in der mutterlichen Zirkulation als auchder in den Umbilikalgefal3en apopto-
tisch wird und die beherbergte Erbsubstanz freigignnoch gibt es scheinbar keine
Korrelation zwischen der Frequenz der Nachweishitabzev. der Menge nachweisbarer
zellfreierDNA und intakter Zellen fetaler Herkunft im Blut deulfer[65, 95, 14Y. Da
fetale DNA bereits in einem sehr friihen Stadium der Schwaabaft im mitterlichen
Kreislauf nachgewiesen werden kann, in welchemfetieplazentare Zirkulation noch
nicht ausgebildet ist, scheint sie zumindest ise&li¢®hase vorwiegend trophoblastischer
Herkunft zu seifj147].
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1.5 Zustande mit erhdhter fetomaternaler Transfusion

Unter bestimmten Umstanden kommt es zu einer veterelfietomaternalen Transfusi-
on wahrend der Schwangerschaft. So wurden nachiveekSchwangerschaftsabbri-
chen [16], Spontanaborten [74] und InterventiomarMerlauf der Graviditaf123 er-
hohte fetale Zellzahlen im mdtterlichen Blut begelen. Insbesondere im Anschluss an
Interruptiones nach der 9. Schwangerschaftswodsetasich zudem erhdhte Konzent-
rationen fetaleDNA im mutterlichen Plasma nachweisen, was sich nmiEdéwicklung
plazentarer Gefalie zu diesem Zeitpunkt erklarest,l&gelche durch den Eingriff zer-
stort werden [147].

Abnormalitaten der Plazenta fiihren zu vermehrtedirditionalem Zelltransfer und
erhohten Konzentrationen freier fetal®NA im mutterlichen Plasma. Dieses Phdnomen
wurde u.a. in Féllen von Praeklampsie, HELLP-Synduond intrauteriner Wachstums-
verzogerung durch Plazentainsuffizienz nachgewig¢8er, 1, 96]. Bei symptomati-
schen praeklamptischen Patientinnen wurde einddgimferhéhte mittlere Konzentrati-
on fetalerDNA im Vergleich zu gesunden Schwangeren gleicheraBesswoche fest-
gestellt [96]. Als Ursache nimmt man eine vermelfiteisetzung aus pathologischem
Plazentagewebe in Verbindung mit einer verminde&@mination derDNA bei gestor-
ter Leber- und Nierenfunktion an [25, 96, 147]. Auo Verbindung mit Frihgeburt-
lichkeit und Hyperemesis gravidarum wurden erhéhietale Plasm®NA-
Konzentrationen in mutterlichen Plasmaproben naehegen, wobei auch hier eine
vermehrte Freisetzung aus durch ein Uberaktivesuinsystem zerstérten Trophoblas-
ten als ursachlich betrachtet wird [91, L3Budem wurden im Zusammenhang mit fe-
tomaternaler Hamorrhagie und Polyhydramnion, albehamit fetalen Aneuploidien,
wie den Trisomien 21 und 13 erh6hte Konzentraticie¢ésler zellgebundener und zell-
freier DNA im mutterliche Blut beobachtet [18, 43, 78, 108911

1.6 Implikationen fur die pranatale Diagnostik

Mit der Entdeckung fetaler Zellen uridNA im miutterlichen Blut begann die Erfor-
schung und Entwicklung neuer Methoden zur pranat@lmgnostik. Dabei scheinen
Verfahren, welche freie fetal2NA im Plasma nutzen, besonders erfolgversprechend zu
sein, begriindet zum einen durch die hohe Verfugitader Nukleinsduren im Ver-

gleich zu der geringen Zahl fetaler Zellen im pleegen Blut der Schwangeren, zum
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anderen durch die niedrige Halbwertszeit der fatBINA im matterlichen Plasma, wo-
durch Einflusse friiherer Schwangerschaften weitgehmisgeschlossen werden kon-
nen. Inzwischen haben zwei Hauptanwendungen Einmezdge Routinediagnostik eini-
ger Kliniken erhalten: Die Feststellung des fetaRmesusstatus sowie die kindliche
Geschlechtsbestimmung [44, 150].

Eine frihe Geschlechtsdeterminierung ist beispieisgvbei X-chromosomal vererbten
Erkrankungen (z. B. Muskeldystrophie Duchenne, Hami®) von Bedeutung. Im Fal-
le des autosomal rezessiv vererbten adrenogeniyedroms (AGS) wird dadurch
eine frihzeitige Indikationsstellung fir den Begeiner Dexamethasonbehandlung der
Mutter zur Reduktion einer Virilisierung bei Madchermoglicht. Eine Geschlechtsbe-
stimmung Uber die Amplifikation Y-Chromosom-spezifier Sequenzen aus periphe-
rem miutterlichen Blut gelingt laut verschiedeneudstnergebnisse bereits im ersten
Trimenon mit bis zu 100 %iger Genauigkeit [5, 1321133, 141]. Dank dieser nicht-
invasiven Methode kénnen Risiken, welche mit jedler konservativen invasiven Ver-

fahren (Korionzottenbiopsie, Amniozenthese) verlmmsind, umgangen werden.

Die préanatale Bestimmung des fetalen Rhesusstaufkb-negativen Schwangeren
bietet die Mdglichkeit, das Risiko der EntwickluagnesMorbus haemolyticus neona-
torumbzw. einedHydrops fetalizu einem frihen Zeitpunkt der Schwangerschaft abzu-
schatzen und im Falle eines Rh-negativen Fetentigenimivasive Diagnostik und the-
rapeutische Interventionen zu vermeiden. Uber dieaktion und Amplifikation fetaler
DNA aus dem Plasma 137 Schwangerer gelang\esNE et al. den Rhesusstatus des
Ungeborenen schon im ersten Trimenon mit hundezgmager Treffsicherheit zu be-
stimmen [45]. Eine solche nicht-invasive Methodedwn mehreren europaischen Lan-
dern bereits als Teil der Routinediagnostik beirRgativen Muttern eingeseti4,
106, 129.

Die Tatsache, dass bestimmte pathologische Zustander Schwangerschaft, bei de-
nen die plazentare Perfusion gestort ist, mit edrdlietalen Zellzahlen bzw. erhéhten
fetalenDNA-Konzentrationen im mutterlichen Plasma einhergdgleh.5), bietet einen
Ansatzpunkt fur die Entwicklung neuer diagnostischethoden zur Friherkennung
solcher Komplikatione107]. Es konnte gezeigt werden, dass die erhdhte ik
Konzentration im maternalen Plasma bei Praeklarppientinnen bereits vor dem
Auftreten klinischer Symptome nachzuweisen ist dads eine Korrelation der Kon-

zentrationswerte zum Ausmal’ der pathologischendigindg bestehto6, 153.
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Auch fur Aneuploidien und Einzelgendefekte gibt Bsstrebungen, nicht-invasive
diagnostische Verfahren auf dem Boden der Detekigbaler DNA im mutterlichen
Plasma zu entwickeln [35, 102, 106, 129, ]1Alerschiedene Forschungsgruppen fan-
den erhdhte Konzentrationen freier und zellgebuedBNA im Blut Schwangerer mit
von Trisomie 21 betroffenen Fetglo, 43, 49, 108, 148FARINA et al. berichteten von
einer Steigerung der Sensitivitat des gegenwaotigimemalrig durchgefihrten Quadru-
pel-Tests (Alpha-Fetoprotein, B-HCG, unkonjugier@stradiol und Inhibin-A) von
81% auf 86% durch die zusatzliche Anwendung ihneanttativenPCRVerfahrens
zum Nachweis fetalddNA und schlugen zudem die Prifung von fet8IBIA als ersten
Serummarker fur die Trisomie 13 vor [43]AVROU et al. fanden erhéhte Zahlen mut-
malilich fetaler kernhaltiger Erythrozyten im Bluth8angerer mit nachgewiesenen
Aneuploidien des Feten (Trisomien 21 und 13, Tuyrdrom) im Vergleich zu sol-

chen mit normalem Chromosomensatz [108].

Uber die Untersuchung freier fetaBNA im mitterlichen Plasma konnten experimen-
tell auch genetische Erkrankungen, wie zystischeoBe [53],5-Thalassamie [32, 60],
myotone Dystrophie [6], Achondroplasie [9AGS [34] und Chorea Huntington [28]

erfolgreich diagnostiziert bzw. ausgeschlossen arerd

1.7 Mikrochimarismen

Fetale hAmatopoetische ProgenitorzelleaNBHI et al. pragten hierflr den Begriff der
pregnancy associated progenitor ce{fRAPQ, kdnnen im mitterlichen Blutkreislauf
noch Jahrzehnte nach Geburt des Kindes persistjg@ler?2Q 42, 84]. BANCHI et al.
berichteten im Jahre 1996 erstmals von einer Latpgzsistenz fetaler Progenitorzellen
im mutterlichen Blut bei 6 von 8 untersuchten Frabes zu 27 Jahre nach der Geburt
[20]. Umgekehrt persistieren auch maternale Zeiherkindlichen Organismus bis in
das Erwachsenenalter. Dieses Phanomen wurde zam&chsimundefizienten Kindern
erkannt[12]]. Inzwischen kdnnen maternale Mikrochimarismen lrefe auch bei ge-

sunden Menschen nachgewiesen we[@én82, 103, 104

Der Begriff Chimarismus entstammt der griechischnhologie (griechischchimaira
= Ziege). FOMER beschreibt in der llias eine Kreatur mit den K@pénes Lowen, einer
Ziege und einer Schlange oder eines Drachen [1&@).(1.1). ANDERSONet al. prag-

ten den Begriff Chimarismus fur die Medizin undidefrten ihn als einen Organismus
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dessen Zellen von mindestens zwei Zygoten abstamBiernphanotypischen Auswir-
kungen reichen von dem Vorhandensein verschiedBluwgruppen oder HLA-Typen
bis hin zu unterschiedlich gefarbten Augen oder ted@alen und gar intersexualem
Genitale im Falle tetragametischer Chimarismen idfuson zwei durch jeweils ein

Spermium befruchtete Eizellen) [40].

Abb. 1.1: ChimareBleistiftzeichnung nach der etruskischen Bronzastabn Arezzo, M. Barleben

Als Mikrochimarismus bezeichnet man das Vorhandensmer kleinen Anzahl von
Zellen eines fremden Organismus in einem IndividulD@m kann, wie oben beschrie-
ben der bidirektionale Zelltransfer wéhrend einehwangerschaft zugrunde liegen.
Daraus lasst sich schlussfolgern, dass Mikrochsn@n bei beiden Geschlechtern auf-
treten. Manner erhalten Stammzellen ihrer MutteauEn sowohl von der Mutter als
auch von ihren Kindern [22]. Andere Quellen stel@mantransplantationen, Bluttrans-
fusionen oder feto-fetale Transfusionen bei Zwgachwangerschaften dar [89, 134,
135, 142, 1486].

Neben den oben genannten Ursachen, die zu vermdattenaternaler Transfusion
fuhren, wirken sich verschiedene andere Faktorgiimstigend auf die Entstehung von
fetomaternalen Mikrochiméarismen aus. Beispielswaigeeint die Histokompatibilitat
(HLA-Kompatibilitat) zwischen Mutter und Fetus Auafhund Frequenz ihres Auftre-
tens zu beeinflussdi14, 2§. Das Vorhandensein bestimmter HLA—Haplotypen, wie
HLA DQA1*0501 wird ebenfalls mit einem vermehrteufieten fetomaternaler Mik-
rochimarismen in Verbindung gebrad®2]. Auch Aborte und elektive Schwanger-
schaftsabbriiche in der Anamnese scheinen die Fregies Auftretens von Mikrochi-

marismen zu erhdhen. Hierbei kommt es bereitsnemeifrihen Entwicklungsstadium
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des Feten zu einer betrachtlichen fetomaternalensfusion mit Ubertritt von fetalen
Progenitorzellen, welche in dieser frihen Phasesanoch in groRerer Zahl im fetalen
Blut vorhanden sind (Maximum im zweiten Trimenomduzweitens maoglicherweise
noch tber eine hohere Proliferations- und Differemngskapazitat verfigen als die bei

einer Geburt tbertragenen Blutzellen [16, 29, 30, 7

Postpartal wurden mannliche, mutmallich fetale efelim maternalenCD34+-
Kompartiment nachgewiesen [20, 54]. AuBerdem wursienim peripheren miitterli-
chen Blut als T-, B- und naturliche Killerzelleremtifiziert, was eine Differenzierung
entlang der hamatopoetischen Entwicklungsreiheimapt [11, 42, 73]. Im mdtterli-
chen Gewebe wurden fetale Zellen als Hepatozyt2n73], Nierentubulusepithelzellen
[77], Kardiomyozyten [14, 77], Endothelzellen, Tageyten [36, 73, 132] und intesti-

nale Epithelzellen [73] nachgewiesen.

Wie verbreitet Mikrochimarismen bei gesunden Fraserd, zeigt eine Studie von
KoopmaNs et al.. Mithilfe von FISH-Analysen untersuchten sie histologisch unauffalli-
ge Autopsiepraparate von 75 Frauen mit bekanntbuf®n- und Transfusionsanamne-
se. Sie fanden Y-Chromosom-haltige Zellen in 13 &@nNieren-, 10 von 51 Leber-,
und 4 von 61 Herzpréparaten. Allerdings stelltenlksinen signifikanten Unterschied
hinsichtlich der Rate positiv getesteter Organeseghen Frauen, die mindestens einen
Sohn geboren hatten und kinderlosen Frauen sowseken Frauen mit und ohne Blut-
transfusionen in der Anamnese fest [77]. In and&ubplikationen findet man Angaben
Uber rund 20 % bis mehr als 70 % gesunder Frauemanhweisbaren langzeitpersis-
tenten Mikrochimarismefi1, 36, 42, 52, §7

Bis zum jetzigen Zeitpunkt bleibt nicht sicher gkl aus welchen Zelltypen die diffe-
renzierten mikrochiméren fetalen Zellen hervorgelBancHi et al. gelang es, sowohl
lymphoide Vorlauferzellen als auch undifferenziepturipotente hamatopoetische
Stammzellen mit mannlicher Erbsubstanz aus midkein Blut zu isolieren [20].
O’DONOGHUE et al. zeigten, dass einige d@regnancy associated progenitor cells
(PAPC)wahrscheinlich mesenchymale Stammzellen sind. dums Knochenmark von
9 Frauen, welche 13 bis 51 Jahre zuvor einen Sefvorgn hatten, kultivierten sie
mannliche mesenchymale Stammzellen. Es gelang ikokhel3lich diese Zellen in
Fett-, Muskel-, Nerven- und Knochenzellen diffeiengn zu lassen [116]. Aul3erdem
wird vermutet, dass es sich bei einem Teil BAPC um endotheliale Progenitorzellen

oder plazentare Stammzellen handelt [109, 120].
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KHOSROTEHRANI et al. untersuchten Gewebeproben aus Organen mit nachggEvam
Mikrochimarismus (Schilddrise, Zervix, GallenblasBarm, Leber, Milz und
Lymphknoten) hinsichtlich des Phanotyps der miknméren Zellen und zeigten, dass
diese zum Teil sowohl das Leukozytenantigeid45 als auch nicht-hdmatopoetische
Epithelzellmarker und Hepatozytenmarker exprimie@ies unterstitzt die Hypothese
der Herkunft dieser Zellen aus der hamatopoetisétezhe und der spateren Transdiffe-

renzierung in verschiedenen Organen der Mutter. [73]

1.8 Fetomaternale Mikrochimarismen und ihre Konsequenze fir die mutterliche
Gesundheit

BereitsDesAI und CREGER spekulierten im Jahre 1963, nachdem sie den nuodetaten

Transfer von Leukozyten nachweisen konnten, GbeMiiglichkeit einer Langzeitper-
sistenz pluripotenter mutterlicher Lymphozyten ulvdsbildung von maternofetalen
Chiméarismen, bis hin zur Auslésung einer Graft-usrhost-Reaktion mit Parallelen zu

einigen sog. ,Autoimmun“-Erkrankungen [39].

Im Jahre 1996 stelltelsoN die Hypothese auf, Krankheiten, von welchen vogerel
Frauen betroffen sind, kbénnten auf dem Vorhandenstomaternaler Mikrochimaris-
men beruhen, ebenfalls mit der Vorstellung, dassdmiallogenetischen fetalen Zellen
im mutterlichen Organismus eine Art Graft-versusstdierkrankung auslosgri1y. In
der Folge wurden eine Reihe von Studien durchgefiiir dem Ziel, diesen Zusam-
menhang fur die verschiedensten pathologischenaddst nachzuweisen, von denen

Frauen haufiger als Manner betroffen sind.

Bei Patienten mit systemischer Sklerodermie wurderVergleich zu gesunden Pro-
bandinnen eine erhdhte Nachweisrate bzw. erhOhted&drationen mannlicher, mut-
malilich fetaler zellularddNA sowohl im Blut, als in Haut-, Speicheldriisen- amdie-

ren Gewebeproben gefundg) 12, 70, 113, 135SAwAYA et al. entdeckten, dass sich
in klinisch noch nicht betroffenen Hautpartien vBklerodermiepatientinnen im Ver-
gleich zu lasionaler Haut mehr mikrochimare Zellea weniger inflammatorische Zel-
len nachweisen lielRen und schlussfolgerten dassikieochiméren Zellen an der Pa-

thogenese der Erkrankung beteiligt sein konnteb][12

Bei anderen Autoimmunerkrankungen, wie der primbéren Zirrhose[38, 51, 127,

dem systemischen Lupus erythematosus [75, 80], ideherten Sjogren-Syndrom [8,
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41, 139] oder autoimmunen Schilddrisenerkrankuf@én76, 13Pwird eine Assozia-
tion mit dem Auftreten von Mikrochiméarismen jedokbntrovers diskutiert. Anderer-
seits wurden fetale Zellen auch in gréfl3erer Zahpathologisch veranderten Gewebe
von Lebern Hepatitis-C-Kranker sowie in Operatiodparaten von verschiedenen be-

nignen und malignen Tumoren gefundada, 36, 72, 13

Man begann die Vorstellung zu entwickeln, dass &mam Rahmen einer Schwanger-
schaft Uber den fetomaternalen Zelltransfer umeeeem auch Stammzellen bzw. Pro-
genitorzellen ihres ungeborenen Kindes erhaltetgchedan inrem Organismus persistie-
ren, um noch wahrend der Schwangerschaft oder 3pkter in pathologisch veranderte
Organe einzuwandern, dort zu fur das jeweilige @rg@ezifischen Zellen zu differen-

zieren und eine Reparaturfunktion im geschadigtérteriichen Gewebe auszulben
[22, 36, 118, 132].

Im Jahre 2001 gelang eRIBATSA et al. mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
mannliche Zellen im thyroidalen Gewebe einer Fraghzauweisen, welche unter einer
nichtentziindlichen adenomatdsen Hyperplasie deitddctise litt. Rein morphologisch
waren diese Zellen nicht von den normalen follikeié Schilddrisenzellen zu unter-
scheiden. Immunhistochemisch jedoch konnte ger@gtien, dass XY-positive Zellen
aus gesunden Anteilen des OperationspraparateteléozytenmarkelCD45 expri-
mierten, wahrend sich mannliche Zellen im pathadodgen Schilddriisengewebe als
positiv fur Zytokeratin, einen epithelialen Markerwiesen. Dies implizierte die Ver-
mutung, dass fetale Zellen, welche im Rahmen dew&cgerschaft mit einem Sohn in
den Organismus der Frau gelangt waren Cidd5-positive hamatopoetische Zellen in
die Schilddrise eingewandert waren, um schlielditdefekten Gewebe des Organs zu

differenzieren [132].

Im Rahmen einer vonodiNsoN et al. durchgefuhrten Studie wurden mittels FISH tau-
sende von méannlichen Zellen in Teilen eines Lelopthbies einer Patientin mit Hepati-
tis C gefunden. Nach Isolation dBINA konnte Uber eine Amplifikation voshort
tandemrepeatSequenzen gezeigt werden, dass es sich um fe¢tlenZaus einer 20
Jahre zuvor elektiv abgebrochenen Schwangerschafidite. Uber die gleiche Metho-
de konnte der wahrscheinliche Vater des Feteniideeit werden, dessen Zellen sich
in der Leber der Mutter angesiedelt hatten [72].
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Die Bedeutung fetaler Mikrochimé&rismen im Zusamnagh mit malignen Tumorer-
krankungen wird aktuell ebenfalls kontrovers dighit Im peripheren Blut und gesun-
den Gewebe von Patientinnen mit Mammakarzinomepill@@en Schilddrisenkarzi-
nomen und anderen Malignomen wurden fetale chirdében in geringerer Frequenz
im Vergleich zu gesunden Frauen nachgewiesen, warati einen protektiven Effekt
dieser Zellen geschlossen wurde [36, 48, 47, S5RHeterseits fand man im mutterli-
chen Tumor- im Vergleich zu gesunden Gewebe haufedale Zellen, denen von eini-
gen Forschern sowohl eine immunologische Uberwags$funktion gegeniiber den al-
logenetischen Tumorzellen als auch eine repar&®iiée zugeschrieben wird [36, 37,
86]. Andere spekulieren jedoch, dass infolge vortdtlonen oder aul3eren Einflissen
ein Verlust der regulativen Kontrolle von Prolifeca und Differenzierung der pluripo-
tenten fetalen Zellen zu einer Beteiligung an dathBgenese von Malignomen fiihren
konnte [126].

Nach dem heutigen Erkenntnisstand der Wissenstisst sich also spekulieren, dass
fetalen Progenitorzellen im mutterlichen Organisnaiiserseits moglicherweise eine
triggernde oder unterhaltende Rolle bei der Pathege bestimmter Erkrankungen zu-
kommt, andererseits spricht ihr Vorhandensein schadigtem Gewebe fir eine Repa-
raturfunktion dieser Zellen. Sollten die fetalerar8tnzellen im Erwachsenen einen
kompetitiven Vorteil gegeniber adulten Stammzehiahen, wéaren fetomaternale Mik-
rochiméarismen sogar eine mdgliche Erklarung fur kiigmere Lebenserwartung von

Frauen gegenuber Ménnern [22, 116].

1.9 Kinetik ! des Auftretens fetaler Zellen im mutterlichen Blut

Der plazentare Zelltransfer beginnt bereits in Eigthschwangerschaft. Fetale Blutzel-
len werden ab der 4. Schwangerschaftswoche imitidbottersack gebildet, zirkulieren
jedoch nicht bevor das Herz in der 5. Gestationsworu schlagen beginnt. Fetale
BlutgefalRe sind erst ab der 8. SSW im Stroma deri@hzotten vorhanden. Bereits ab
der 4. SSW sind die Lakunen des Trophoblasten riaterlichem Blut gefullt, und ab-
gestol3ene Trophoblastzellen gelangen so direktem rdutterlichen Kreislauf13§.
ARIGA et al. gelang der Nachweis fetaler Zellen im mutterlicBdmt ab der 6. Schwan-

gerschaftswoche [9].
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Mit zunehmenden Gestationsalter steigt laut eini§erdien die Zahl fetaler Zellen in
der maternalen Zirkulatiofb9, 62, 64. Im zweiten Trimenon betragt sie bei normalen
Schwangerschaften im Durchschnitt etwa 1-6 je Méli peripherventsen Blutd49,

54, 64, 79.

Kuo beobachtete einen Anstieg der Zahl fetaler Ergiytem bis zu einem Peak im
zweiten Trimenon, gefolgt von einem diskreten Abfah Ende der Schwangerschaft
[81]. HAMADA et al. konnten mittel§~ISH-Analyse einer Y-Chromosom-spezifischen
Sequenz DYSl-Familie) bei allen 35 untersuchten, mit einem nti&hen Fetus

schwangeren Frauen ab der 15. SSW das Vorkommalerféernhaltiger Zellen im

peripheren Blut nachweisen. Die relative AnzahkdieZellen stieg mit zunehmendem
Gestationsalter von weniger als einer fetalen Zgilier 100.000 mutterlichen Zellen bis

auf ein Verhaltnis von rund 1 zu 10.000 zum EndeStdwangerschatft afb9]

Einige Studien zeigen, dass die meisten fetaleleZe@hnerhalb von zwei bis drei Ta-
gen nach der Geburt aus der mutterlichen Zirkutaéitbminiert werder{58, 13§. Da-
gegen konnten RIGA et al. zellulare fetaleDNA bis 39 Tage nach Entbindung im mit-
terlichen Blut nachweisen [9]. Im Jahre 2001 veaxiffichten GADA et al. eine Studie,
die an 15 Erstgebarenden durchgefuhrt wurde. Siavieuten mononukleare Zellen aus
peripherem Blut der Mutter zu funf verschiedeneintpZmkten innerhalb eines Jahres
nach Geburt ihres Sohnes und untersuchten die gesiéam Kolonien hinsichtlich feta-
ler Herkunft mittelsnested PCRinter Amplifikation einer fur das Y-Chromosom spez
fischen SequenzSRY. Die durchschnittliche Zahl fetaler Progenitohizelonien pro
Milliliter matterlichen Blutes lag am Tag der Gebbei 1,63, vier Tage post partum bei
2,48 und fiel anschlie3end tber 0,56 nach einema¥land 0,12 nach sechs Monaten

bis auf null nach einem Jahr ab [119].

Wie unterl.7 beschrieben, persistieren fetale Progenitorzefenelen Fallen im mdit-
terlichen Organismus und kdnnen noch Jahrzehnte dec Entbindung mit den heute
eingesetzten Methoden bei rund 20 % bis mehr ak gesunder Frauen mit Schwan-
gerschaften in der Anamnese im peripheren Blut gexwiesen werdefill, 36, 42, 64,
84].

! Der Begriff Kinetik wird in dieser Arbeit fiir didbhéangigkeit der Menge bzw. der Nachweisrate fetale
Zellen und fetaler DNA im mdtterlichen Blut von déeit vor bzw. nach der Entbindung gebraucht.
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1.10 Kinetik des Auftretens zellfreier fetaler DNA im mitterlichen Plasma

Der friheste Zeitpunkt, zu dem fet&&IA im mutterlichen Plasma nachgewiesen wer-
den konnte, ist die vierte Gestationswoche [9, &fijige Forschungsgruppen wiesen
mit quantitativenPCRMethoden einen progressiven Anstieg der Kopiendataler
DNA in der miutterlichen Zirkulation direkt proportidneum Gestationsalter nadB,

32, 44, 49, 100 wohingegen andere einen leichten Abfall der intterlichen Blut
nachweisbaren fetaleDNA zwischen dem ersten und zweiten Trimenon fedtsiell
[62, 98, 131]. BRCH et al. fanden einen Anstieg fetal®&NA-Konzentrationen im ma-
ternalen Plasma mit steigendem Gestationsalterchers 1,2 Genoméaquivalenten/ml
am 37. Gestationstag und 507,5 GenoméaquivalenteamtmR91. Gestationstag. Wéah-
rend die Unterschiede beziiglich fetddMA-Konzentration zwischen den ersten beiden
Trimena gering waren, konnte ein deutlicher Anstiegdritten Trimenon verzeichnet
werden, verbunden mit einer grof3eren Streuungideelaen Ergebnisse. Extrem hohe
Konzentrationswerte wurden bei einer Frau in derS88W gefunden [23]. Auchd.et

al. berichteten von einem steilen Anstieg der fetdd®hA-Konzentration im matterli-
chen Blut wahrend der letzten 8 Wochen der Schwangaft[10(. CHAN et al. spezi-
fizierten dies. Sie untersuchten seriell Plasmagmolon 33 Schwangeren zwischen der
35. und 42. SSW und errechneten eine durchsclkhgtliKonzentrationszunahme freier
fetalerDNA von 29,3 % pro Woche in diesem Zeitra[82].

Die Elimination der freien fetalen Erbsubstanz das miitterlichen Zirkulation erfolgt
im Gegensatz zu jener fetaler Zellen offenbar mmdch der Geburt [65, 67, 101p L
et al. konnten unter Verwendung quantitatnR€R Analysen deSR¥Gens nachwei-
sen, dass freie fetalNA in den meisten Fallen bereits nach 2 Stunden aumidtter-
lichen Zirkulation eliminiert wird und errechnetbri acht Wochnerinnen eine mittlere
Halbwertszeit der Nukleinsaure von 16,3 Minutenf3Adem zeigten sie, dass im men-
schlichen Plasma vorkommende Nukleasen wahrsctieinlir teilweise am Abbau der
fetalen Nukleinsduren beteiligt sind. Organe, deelber hinaus fir die Elimination
verantwortlich sein kdnnten sind Leber, Niere undzNILO1]. Dagegen konntenuH et

al. bei Frauen mit vaginaler Entbindung und Weheritéiig nicht jedoch bei Frauen
mit elektiver Sectio caesaria zellfreie fetBIBIA noch an den ersten beiden Tagen post
partum nachweisen. Sie erklaren dies mit einerseteiing zellfreieDNA aus Tropho-

blastengewebe im Rahmen einer kontraktionsindendrtypoxie bzw. eines mechani-
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schen Traumas oder einer verstarkten fetomaterrdd@morrhagie im Zusammenhang
mit Wehentatigkeit [63].

1.11 Ziel der Studie

Verschiedene Forschungsgruppen untersuchten deimrBdgs transplazentaren Zell-
transfers und zeigten, dass fet8BIBIA ebenso wie fetale Zellen bereits wahrend des
ersten Trimenons in der mutterlichen Zirkulatiorclmeuweisen sind. Andere Wissen-
schaftler bestimmten die Konzentrationen fet&®&rA im mdatterlichen Blut in Abhan-
gigkeit vom Gestationsalter, widmeten sich dem gersalen Abbau der fetalen zellge-
bundenen wie zellfreieDNA im mutterlichen Blut direkt nach der Entbindungeoder
Langzeitpersistenz fetomaternaler Mikrochiméarismhdiese Untersuchungen tragen
zum Verstandnis des AusmalRes und Verlaufs des &onalen Zell- und Nukleinséu-
retransfers sowie der Entstehung und Bedeutungnggrnaler Mikrochimarismen bei.
Bisher findet sich jedoch keine Studie, welche Kliieetik des Auftretens fetalddNA
im matterlichen Blut im Verlauf der Schwangerschaiitn den Zeitpunkt der Entbin-
dung und Uber mehrere Jahre nach der Geburt nfeé Eiher einzigen Methode dar-

stellt.

Die meisten Protokolle enthalten quantitatR€R Verfahren und liefern uns eine gute
Vorstellung tGber die absoluten und relativen Konizgionen fetaleDNA im Blut der
Mutter wahrend verschiedener Phasen pra- und ptaitpallerdings wurden viele die-

ser Studien an relativ kleinen Probandenkollektigerchgefihrt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, unter Verwemgleiner einfachen nichtquantitati-
ven PCRMethode mdglichst viele Frauen zu unterschiedhcEeitpunkten wahrend
und nach einer Schwangerschaft zu untersuchen erKidetik des Auftretens fetaler
DNA in der miitterlichen Zirkulation Uber einen weitfagsten Zeitraum von der

Schwangerschaft bis mehrere Jahre nach der Gabarfassen.
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2 Probanden, Material und Methoden

2.1 Probanden

FUr die Untersuchung der Kinetik des fetomaternaetl- bzw. DNA-Transfers wah-
rend der Schwangerschaft wurden 17 Schwangere &mniichen Feten zwischen der
17. und 39. SSW, die sich von Mai bis Septembeb620@er Schwangerenberatung der
Universitatsfrauenklinik Magdeburg vorstellten odationar in die Klinik aufgenom-
men wurden, rekrutiert. Die fetale Geschlechtshesting erfolgte initial mittels Ultra-
schalldiagnostik und wurde retrospektiv GberprDién Probandinnen wurden einmalig
im Rahmen von routinemalig durchgefiihrten Blutdmimen 4-7 Milliliter vendsen

Blutes entnommen.

Weiterhin wurden 56 Frauen, welche im Zeitraum vauli 2005 bis Oktober 2006 in

der Universitatsfrauenklinik Magdeburg einen Solun Welt brachten in die Studie
eingeschlossen. lhnen wurden im Zeitraum von 24d&n vor bis maximal 6 Tage
nach der Geburt zu einem, zwei oder drei Zeitpunkt& ml vendsen Blutes entnom-
men. Dies erfolgte ebenfalls zusammen mit routifd@maurchgefihrten Blutentnah-
men innerhalb von 24 Stunden vor der Geburt, atererfag nach der Entbindung so-
wie am Entlassungstag. Einer Probandin (Studienrem@nwurde zusatzlich 10 Mona-
te nach der Entbindung Blut fur die Untersuchunfgfetale DNA (Probennummer 6-4)

enthnommen.

Zur Untersuchung des Auftretens langzeitpersistehtikrochimarismen wurden 52
Mitarbeiterinnen der Universitatsfrauenklinik undrdJniversitatskinderklinik Magde-
burg rekrutiert, die mindestens einen Sohn zur \Wekliracht hatten. Die Geburt ihres
jungsten leiblichen Sohnes lag zum Untersuchungsaait zwischen 20 Tagen und 36

Jahren zuriick. lhnen wurden einmalig 4-7 ml ven@ates entnommen.

Alle Probandinnen wurden im Voraus Uber Inhalt dinel der Studie, Zweck der Blut-
entnahmen sowie uber die Freiwilligkeit der Stutkdnahme und tber die Gewahrleis-
tung des Datenschutzes aufgeklart und unterschriabschlieRend eine Einverstand-
niserklarung. Zudem erhielten sie einen FragebagerErfassung anamnestischer Da-
ten, wie Anzahl der S6hne und T6chter, Aborte, Ennan Bluttransfusionen, Vorlie-
gen chronischer Erkrankungen und, bezogen aufrdiexschwangerschatft, Vorliegen

einer Mehrlingsschwangerschaft und Auftreten vohv&mgerschaftskomplikationen.
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Als Ausschlusskriterien wurden der Erhalt einemidbluttransfusion oder Organtrans-
plantation sowie das Auftreten von Praeklampsiel HE=ESyndrom oder Eklampsie im
Verlauf der Indexschwangerschaft festgelegt. ZlisatZiihrten bei den vor bzw. um
den Zeitpunkt der Geburt zu untersuchenden Probaadivorausgegangene Schwan-
gerschaften mit méannlichen Feten sowie Aborte ddrruptiones in der Anamnese
zum Ausschluss aus der Studie.

Die Studie wurde gemalR den ethischen GrundsatzerDeklaration von Helsinki
durchgefuhrt und durch die Ethikkommission der @nsitatsklinik Magdeburg in der

vorliegenden Form genehmigt.

2.2 Material
2.2.1 Untersuchungsmaterial

Periphere Venenblutentnahme:

Es wurden jeweils 4 bis 7 nidDTA-BIut mithilfe des Vacutainer®-Systems aus einer
Kubitalvene gewonnen. Die Proben wurden maximali Zvage lang bei Raumtempera-
tur und anschlie3end bis zur Aufarbeitung bei —€0gtlagert. Die Lagerungsbedin-
gungen wurden durch Vorversuche evaluier2(8.9 Die Verarbeitung des Blutes er-
folgte wie unter2.3.1beschrieben durddNA-Extraktion.
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2.2.2 Chemikalien

Tab. 2.1: Verwendete Kits

Tag DNA Polymerase + 10xPCR-
Puffer + MgCl

QIAamp DNA Blood Mini Kit®

Tab. 2.2: Allgemeine Chemikalien

Invitrogen, Karlsruhe

Qiagen, Hilden

Agarose

Ampuwa® - Wasser fur
Injektionszwecke

Ethanol 96 %, entwassert

Ethidiumbromid

Tab. 2.3: Biochemikalien

Invitrogen, Karlsruhe

Fresenius Kabi Deutschland  GmbH,

Bad Homburg

Zentralapotheke - Medizinische Fakultat der
Otto-von-Guericke-Universitat, Magdeburg

Boehringer, Mannheim

100 bp DNA-Leiter
Desoxynukleotid-Triphosphat Set

Oligonucleotid-Primer

Tab. 2.4: Puffer

Promega Madison, WI USA
Invitrogen, Karlsruhe

MWG, Ebersberg

5 x TBE-Puffer

Lysis-Puffer

SE-Puffer

TE-Puffer

0,445 M Tris-HCI, 0,445 M Borsaure, 0,1 M
NaEDTA

155 mM NHCI, 10 mM KHCGQG, 0,1 mM
NaEDTA,; pH 7,4

75 mM NaCl, 25 mM NgEDTA

10 mM Tris/HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA
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2.2.3 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Tab. 2.5: Geréte

Elektrophoresekammern:
Horizon® 58

Horizon® 11.14
Feinwaage Typ BP 3100P

Heizplatte/Magnetrihrefyp RCT
basic

Pipetten:

Plexiglas-Arbeitshaube
Sofortbildkamera Typ CU-5
Spectrophotometer:
DU®-64 Spectrophotometer
SmartSpec®Plus

Thermocycler:
iCycler Thermal Cycler

Vortex-Genie®2-Mixer
Wasserbad Typ M12/MS2
Zentrifugen:

Desaspeed MH 2K

Desaspeed MH 2
Mini Centrifuge

Tab. 2.6: Verbrauchsmaterialien

Gibco BRL, Karlsruhe
Gibco BRL, Karlsruhe

Sartorius, Goéttingen

IKA®, Guangzhou, China
Eppendorf, Hamburg

Gilson, Middelton, WI, USA

Fritz Géssner GmbH

Polaroid, Offenbach

Beckman Coulter GmbH, Krefeld
Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Minchen

Scientific Industries, New York, USA
LAUDA, Kénigshofen

Desaga (Sarstedt Gruppe), Numbrecht

Desaga (Sarstedt Gruppe), Numbrecht
Costar, Cambridge, MA, USA

Pipettenspitzen
Reaktionsgefalle
Einmalhandschuhe

Polaroid®-Filme Typ 665

Eppendorf, Hamburg
Falcon, Heidelberg
Baxter, Unterschleil3heim

Polaroid, Offenbach
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2.3 Methoden

2.3.1 DNA-Extraktion aus vendsem Vollblut

Die DNA-Extraktion erfolgte aus 200 pl Vollblut mithilfeed QlAampDNA Blood Mi-
ni Kit® der Firma QiagenDiese DNA-Saulenextraktionsmethode stiitzt sich auf eine
Silikaoberflachen-Technologie, die ohne die Verwendung von organischen Lo-

sungsmitteln und Ethanol-Prazipitation auskommt.

Durch Zugabe von 20 pl Proteinase K und 200 plsespeziellen Lyse-Puffers (AL-
Puffer) mit anschlieRender Inkubation bei 56 °C deumr zunéchst die zellularen Be-
standteile des Blutes lysiert. In einem zweitenriBclvurde dieDNA durch einmindtige
Zentrifugation in einer Minizentrifuge bei 8000 rpam die Silikagelmembran einer
kleinen Saule gebunden. Es folgten zwei Zentrifiogaschritte, wahrend derer die
Membran mit den Puffern AW1 und AW2 gewaschen wuAteschliel3end erfolgte die
Elution derDNA aus der Saule in 50 ul AE-Puffer (abweichend vamitdRoll des
Herstellers). Die eluierte genomiscB&NA wurde direkt fir diePCR eingesetzt. Um
eine Kontamination mit Y-chromosomalBNA bereits bei deDNA-Isolation auszu-
schlieBen, wurde bei jedem Extraktionsschritt digfobe einer Nulligravida (weibli-

che Person ohne Schwangerschaft in der Anamnesggfiitirt.

2.3.2Konzentrationsbestimmung der extrahierten DNA

Mithilfe eines Spektralphotometers erfolgte im Amsss an die Extraktion stichpro-
benhaft die Bestimmung d&NA-Konzentration im Eluat. Hierfir wurde die Extinkti
on der Proben bei den Wellenlangen 260 nm, 280mhB3@0 nm gegen einen Leerwert

gemessen. Nach der Formel

c = (E260 — E320) *d * f *K

(c = Konzentration in [mM/I], E = Extinktion, d =l<ettenschichtdicke [cm], f = Verdiinnungsfaktor, K
=1 OD (optische Dichte) entsprechende KonzentmaterDNA [ug/ml * cm])

errechnete das Gerat die Nukleinsdurekonzentratitier den Quotienten aus Qp
und ODQgo konnte eine Verunreinigung durch Proteine ausdessén werden. Fur rei-

ne Nukleinsaureldsungen liegt dieser zwischen tgB2)0.
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2.3.3Langenbestimmung der extrahierten DNA

Fur die einmaligelDNA-Langenbestimmung wurde 1 pl des Eluats dreier déraje-
meinsam mit 1 pl einégHind-llI-Markers sowie einer KontroIDNA auf ein 0,8 %iges
Agarosegel aufgetragen und 140 Minuten lang bearegpannung von 75 Volt elektro-

phoretisch aufgetrennt (siehe AgarosegelelektragdeyKapiteR.3.7).

2.3.4 Amplifikation von DNA durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR) [124, 108]

Das 1983 von MLLIs entwickelte Verfahren beruht auf der enzymatisctervielfal-
tigung von definierteDNA-Fragmenten. Eine bestimmte Menge an prapari€héh
wird hierzu mit zwei Oligonukleotidprimern, einenermostabilenDNA-Polymerase,
einer ausreichenden Menge der vier verschiedenaoxygbonukleotid-Triphosphate
(NTP) sowie mit einer speziellen Pufferlosung e&s Die Polymerase-
Kettenreaktion PCR lauft anschliel3end in einem Thermocycler in medmweZyklen
mit je 3 Phasen ab. Beginnend mit einer Denaturigioei etwa 94 °C kommt es zur
Trennung deDNA in ihre beiden Einzelstrange, woraufhin im naahstehritt die bei-
denPrimer bei einem fir sie jeweils spezifischen Temperaitinoum an die 3"-Enden
der jeweiligen Zielsequenz hybridisieren (enghnealing und die Polymerase schliel3-
lich durch Einbau von dNTP beide Einzelstrange eueinem neuen Doppelstrang
komplementiert (Elongation). Mit der Zahl der Zyklsteigt so die Ausbeute an einem
PCRProdukt von spezifischer Grol3e und Sequenz anndleponentiell an. Die amp-
lifizierten DNA-Fragmente kénnen anschlieend mittels Gelelekingsle dargestellt

werden.

2.3.5Nested PCR

Um die Sensibilitat der Methode zu erh6hen undchlseitig eine moglichst spezifische
Amplifikation zu gewahrleisten, ist es moéglich, ®SRProdukt nochmals auf gleiche
Weise zu vervielfaltigen (Abb. 2.2). Hierfur werden Primer gewahlt, welche inner-
halb der Ansatzstellen fir das erBwemerpaar binden (sAbb. 2.1). Dieses Verfahren
ermdoglicht es, auch sehr geringe Mengen an Ausg@hifsnachzuweisen.

2 Der Begriff nested PCRwird in der Literatur unterschiedlich gebraucht. der vorliegenden Arbeit
werden hierunter die beiden Teilschritte, primamd sekundar®CR zusammengefasst.
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Fur die vorliegende Arbeit sollte fetal&NA in mutterlichem Blut nachgewiesen wer-
den. Dafir bot es sich an, eine fur das Y-Chromosathsomit fir das mannliche Ge-
schlecht spezifische Sequenz zu amplifiziereRNEMANN et al. (1987) beschrieben
einen solchen Y-spezifischen Abschnitt, den KloA3GB [10]. Dieser ist Teil des
Gens TSPY (Testis-spezifisches Protein, Y kodieBgr 1,6 kb grof3e Subklon
pJA36B2 (DYS14) wurde zunachst fir esmgle-copyElement gehalten [10]. Spéater
stellte sich jedoch heraus, dass es sich hierbeginenca. 30 bis 60 Mitglieder umfas-
sende Sequenzfamilie auf dem kleinen Arm des Y-@bsoms handelt [105, 69]oL
et al. (1990)verwendeten den beschriebem#@dA-Abschnitt erstmals fir den Nachweis
fetaler Erbsubstanz in mutterlichem Blut [99]. InaHRnen der vorliegenden Studie
wurde pJA36B mittelmested PCRintersucht.

A

yar <
yat y3r
—» yif

186 bp
278 bp

Abb. 2.1: Verwendete PrimeDie Primer y3f und y3r flankieren einen 278 bp landdNA-Abschnitt
auf dem DYS14-Gen (primare PCR), die Primer y4fy#rdeinen 186 bp langen Abschnitt innerhalb der
Ansatzstellen fur das erste Primerpaar (sekund@&Z&p

Das Primerdesign erfolgte mithilfe der von ®ENEMAN et al. vertffentlichten Sequenz
[10]. Es handelt sich um Oligonukleotide einer Lénvgn jeweils 20 Basen mit einem
GC-Anteil von 55 % und einer Schmelztemperatur 894 °C. DasPrimerpaar der
primarenPCR (y3f und y3r) flankiert einen Abschnitt von 278 {iasenpaare), das der
sekundare®CR (y4f und y4r) einen Bereich von 186 bpA«b. 2.1).

Die verwendeteiPrimer haben folgende Sequenzen:
y3f: 5- ATG CGG CAG AGA AAC CCT TG - 3
y3r: 5°- TAA GGC CTC CTG TGT TCACG - 3°
y4f: 5°- CAG AAG CGA GTT CAG AGC AG - 3

y4r:5- TTC TGA GGC TGACTG CAC TG - 3
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Die kommerziell synthetisierteRrimer wurden auf eine Stock-Konzentration von 100

pmol/ul verdiinnt und bei —20 °C gelagert.

2.3.6 PCR-Bedingungen

Um das Verfahren derested PCRur die Amplifikation des DYS14-Abschnittes mit
Hilfe der oben genanntdPrimer zu etablieren wurden Vorversuche durchgefuhrt. Da-
bei erwiesen sich die folgend€&tCRBedingungen mit den ifab. 2.7 aufgeflhrten

Testansatzen als optimal.

Tab. 2.7: Testansatz fir primére und sekundare PCR

Komponente Primére PCR Sekundéare PCR
(Konzentration) 50 pl-Ansatz Zeligil;c(;r;— 20 pl-Ansatz Zelri]gglac(;?]-
H,O 32,3 ul 12,3 ul

PCR-Puffer (10x) 5ul 1x 2 ul 1x
dNTP-Mix (2 mM) 4l je 0,08 mM| 2 ul je 0,04 mM
Primer (je 20 pm/pl) jelupl je 0,2 uM je 0,5 pul je 0,1 uM
MgCl, (50 mM) 1,5 ul 0,75 mM 0,6 pl 0,3 mM
Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,2 ul 1U 0,1 ul 05U
TemplateDNA (130 ng/ul) 5 ul 2 ul

Die einzelnen Komponenten wurden in der angegebBRedrenfolge in ein Eppendorf-
Gefal3 pipettiert, dabei ausreichend gemischt usdrdie3end mithilfe einer Tischzent-
rifuge zentrifugiert. Um Kontaminationen zu vermexd erfolgte die Pipettierung aller
Reagenzien mit Ausnahme dBNA unter einer Plexiglashaube mit UV-Lichtquelle.
Als Kontrollen wurden ein Leerwert (Wasser) sowieeeim Verhaltnis 1:10.000 ver-
dinnte mannliche (Positivkontrolle) und die bei ¢mreiligen DNA-Extraktion auf-

gearbeitete Nulligravida-Probe (Negativkontrolleigeftuhrt. Fir die sekundafreCR

wurde zusatzlich zu den Kontrollproben aus der grenPCR ein neuer Leerwert an-

gesetzt.

Die Programmierung des Thermocyclers erfolgte ndefm in Tab. 2.8 aufgelisteten

Schema, wobei die prim8RCR 35, die sekundéare 30 Zyklen durchlaufen sollte.
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Tab. 2.8: PCR-Programm

Denaturierung 94°C 5 min 1x

Denaturierung 94°C 30s

Primer-Annealing |62°C 30s 35 bzw. 30 x
Elongation 72°C 30s
Extension 72°C 10 min 1x

2.3.7 Agarosegelelektrophorese

Jeweils 10 pul der Amplifikationsprodukte aus deétuselarenPCR wurden mit 3ul ei-
nes farbmarkierten Ladepuffers gemischt und geraginsmit einem 100-bp-
Langenstandard auf ein 2 %iges mit 0,25 pg/ml Hihbromid versetztes Agarosegel
aufgetragen. Bei 120 V wurden die Proben etwa 60ukén lang im elektrischen Feld
durch die Gelmatrix gezogen. Als Elektrodenpuffarrde 1 x TBE eingesetzt. Auf-
grund ihrer negativen Ladung wandBftlA von der Kathode zur Anode. Kleinere Mo-
lekile bewegen sich schneller durch die Poren das, Gvodurch eine Auftrennung
nach der Lange der einzelnBNA-Strange erfolgt. Mittels des sich deNA interkalie-
rend anlagernden und im ultravioletten Licht flismerenden Ethidiumbromids lassen
sich dieDNA-Banden im Anschluss tber einem UV-Lichttisch dielntmachen. An-
hand des mitgelaufenen 100-bp-Langenstandards digstdie GroRe der Fragmente
abschatzen und somit die gesuchte Zielsequenzfidemen. Zur Dokumentation wur-
de das Gel mithilfe einer Polaroid-Kamera unter Beang eines Rotfilters fotografiert
(s.Abb. 2.2.

Jede der Proben wurde in zwei Versuchsreihen wdetrsDas qualitative Ergebnis liel3
sich so als Anzahl positiver Reaktionen angeben. YOBNA-Nachweis wurde als posi-
tiv gewertet, wenn mindestens eines der beiden iiitmpate ein Signal fur die gesuchte
DYS14-Sequenz lieferte.
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123456 7 8910111213141516
Priméare PCR
200 by
123 456 7 891011 1213141516
- Sekundare PCR
200bp

Abb. 2.2: Gelfoto einer nested PCRpurl: 100 bp Langenstandard, Spur 2: Leerwert, SpuP&si-
tivkontrolle, Spuren 4-15: Probanden-Proben, Spéir Negativkontrolle. Nach der priméaren PCR ist das
gesuchte Fragment noch nicht ausreichend ampilifizim es mittels Gelelektrophorese detektieren zu
kdnnen, statt dessen bestimmen zahlreiche Nebeebatas Bild. Mit der sekundéren PCR lassen sich
die Nebenprodukte reduzieren (Steigerung der S{ggkifind das gesuchte Hauptprodukt (186 bp) wird
sichtbar (Steigerung der Sensitivitat)

2.3.8Vorkehrungen zur Vermeidung von Kontaminationen

Neben der Erzeugung falsch positiver Signale dmhtamination der zu untersuchen-
den DNA-Probe mit FremdNA ist eine Verschleppung von bereits amplifiziertem
DNA-Material eine der Hauptursachen fur die Erzeudatsegher Ergebnisse. Zur Ver-
meidung von Kontaminationen wurden samtliche Adseihritte einschliel3lich der Pro-
benaufarbeitung von einer weiblichen Person vorgenen. AulRerdem wurdeDNA-
Praparation, Ansatz dé*CR und Pipettierung dePCRProdukte in jeweils raumlich
voneinander getrennten Bereichen durchgefihrt. &kein Arbeitsschritten wurden
Einweghandschuhe getragen, sowie sterile Reak&d&iBg und fir Aerosole undurch-
lassige Einwegpipettenspitzen verwendet. Die Mitfiilg von jeweils drei Negativ-

kontrollen (sieh&.3.9 in jeder Versuchsreihe diente als Qualitdtsnachwe

2.3.9Vorversuche
2.3.9.1 Vorversuch 1 - Lagerungsbedingungen

Die Lagerung und der Transport von Proben bis zufarbeitung kann einen nicht
unerheblichen Einfluss auf Studienergebnisse hgbéh Deshalb sollten in einem

Vorversuch verschiedene Lagerungssituationen naiteier verglichen werden. Es
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wurde dafur zunachst weibliches mit mannlicheBil A-Blut direkt nach Blutentnahme
in aufsteigendem Verhaltnis gemischt. Die Abstufeniplgte in Zehnerpotenzen zwi-
schen einem Verhaltnis von 1:1000 und 1:1.000.@@nalich:weiblich). Anschlie3end
wurden die Blutproben wie folgt weiterbehandelte Biroben 25 bis 28 wurden sofort
aufgearbeitet, fur die Proben 25A bis 28A erfoldiie DNA-Extraktion nach eintéagiger
Lagerung bei Raumtemperatur (20-23 °C), die Prdtih bis 28B wurden einen Tag
bei Raumtemperatur und anschliel3end einen Tagbang 20 °C aufbewahrt und Pro-
ben 25C bis 28C nach zweitagiger Lagerung bei Raxnpératur aufgearbeitet. Im An-
schluss an di®NA-Extraktion wurden in zwei unabhangigen Versuclweinested
PCRmit den oben aufgefuhrtdPrimerpaaren und unter den frab. 2.9undTab. 2.10
aufgefuhrten Standafd€RBedingungen durchgefihrt.

Tab. 2.9: Testansatz fur Vorversuch(frimare und sekundare PCR)

Komponente (Konz.) Menge
H,O 42ul

10x Puffer (1x) 5ul
dNTP (je 0,08 mM) 1ul
Primer (je 0,2 uM) je 0,5ul
Tag-Polymerase (1 U)| 0,25ul

Template 1pl

Tab. 2.10: PCR-Programm fir Vorversuch 1

95°C 3 min 1x

95° C 1 min 25 x (primare PCR)
50° C 1 min

72°C 1 min 35 x (sekundare PCR)
72°C 10 min | 1x

2.3.9.2 Vorversuch 2 — Optimierung der PCR-Bedingungen

Um Sensibilitdt und Spezifitdt deested PCPeurteilen zu kdnnen bzw. diese zu op-
timieren wurde ein weiterer Vorversuch durchgefihtierfir wurdeEDTABIut eines
Mannes mit dem einer Nulligravida in aufsteigendéenhaltnis (s.Tab. 3.2, &hnlich
der Anfertigung einer Verdinnungsreihe, gemiscid safort mittelsDNA-Extraktion
aufgearbeitet. Fur die Berechnung des Verhéltnigsgschen der Anzahl mé&nnlicher
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und weiblicher kernhaltiger Zellen in den einzeln@emischen, wurde von beiden
Blutproben im Routinelabor der Universitatskinderid Magdeburg die Anzahl weil3er
Blutzellen bestimmt. Dimested PCRvurde zunachst unter den Trab. 2.9 und Tab.
2.10 aufgefuhrterStandardbedingungen durchgefihrt und bis zum HEeeioptimaler
Bedingungen (2.3.6 mehrfach modifiziert.

2.3.10 Datenverarbeitung

Die Textverarbeitung erfolgte mit Word®. Fiur dietstische Datenauswertung und
Tabellenkalkulation wurde Excel® verwendet. Sarhgidsel-Fotos wurden mit Hilfe
von Powerpoint® bearbeitet. (Alle Programme ausrbfioft Office® 2003 bzw. 2007).
Vergleiche zwischen Probengruppen erfolgten mifeHiles exakten Tests nach Fisher
unter Verwendung eines interaktiven Rechenprogranibas Signifikanzniveau wurde

aufa < 0,05 festgeleqgt.

% PREACHER KJ, & BRIGGS NE (2001, May). Calculation for Fisher's Exact Test interactive calcula-
tion tool for Fisher's exact probability test for @ 2 tables [Online im Internet]. URL:
http://people.ku.edu/~preacher/fisher/fisher.httaf: 22.08.2010, 19:20]
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3 Ergebnisse

3.1 Konzentrations- und Langenbestimmung der extrahieren DNA

Die mittels QIAampDNA Blood Mini Ki® aus 200 ml Vollblut extrahiertBNA hatte
eine Konzentration in der GroRenordnung von 130nlgBei der Langenbestimmung

lieRen sich Fragmente einer Lange von 20 bis 30akihweisen.

3.2 Vorversuch 1 — Lagerungsbedingungen

Im ersten Vorversuch sollten verschiedene Lagehedjagungen hinsichtlich mdgli-
cher Auswirkungen auf daB8CRErgebnis Uberpruft werden. Die in bestimmten Ver-
haltnissen aus mannlichem und weiblichem Blut zusangesetzten Proben wurden
wie im Methodenteil beschrieben nach dem Mischédrvigu verschiedene Weisen wei-
terbehandelt und anschliel3end nach AufarbeitunghdDNA-Extraktion in zwei Ver-
suchsreihen mittelsested PCRuntersucht. Die Ergebnisse sindTiab. 3.1 dargestellt.
Sowohl nach ein- als auch nach zweitagiger Lagederg”roben bei Raumtemperatur
(20-23 °C) lie3 sich mannlich®NA in beiden Versuchsreihen bis zu einem Mi-
schungsverhaltnis mannlichen zu weiblichen Blu@s ¥:10.000 nachweisen. Dasselbe
Ergebnis wurde nach 24stindigem Einfrieren bei 22@ind vorheriger eintdgiger La-
gerung bei Raumtemperatur erzielt. Fir die sofofgearbeiteten Proben ergab sich im
Rahmen der ersten Versuchsreihe ein positR€@BRErgebnis bis zu einem Verhaltnis
von 1:100.000, in der zweiten Versuchsreihe jedeieierum lediglich von 1:10.000.

Nach diesen Resultaten wurden die Lagerungsbedyegufur die gewonnenen Blut-
proben der Probandinnen festgelegt. Eine sofoAigiarbeitung der Proben war orga-
nisatorisch nicht durchfiihrbar. Da sich zwischenade- und zweitagigen Lagerung bei
Raumtemperatur kein Unterschied HERErgebnis ergab und auch das Tieffrieren der
Proben auf —20 °C diesbezuglich zu keiner Veramdgriihrte, wurden alle Proben
nach der Entnahme maximal 2 Tage lang bei Raumtertysegelagert und anschlie-

Rend bis zur Aufarbeitung bei —20 °C tiefgefroren.
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Tab. 3.1: Vorversuch 1 - Lagerungsbedingungen

Probennr. Lagerunsbedingungen Mischungsverhaltnig) : 9 Ergebnié
25 1: 1.000 + +
26 ) ) 1: 10.000 + +

sofortige Aufarbeitung
27 1: 100.000 + -
28 1:1.000.000 - -
25A 1: 1.000 + +
26A _ 1: 10.000 + +
1 Tag bei Raumtemperatur

27A 1: 100.000 - -
28A 1:1.000.000 - -
25B 1: 1.000 + +
26B 1 Tag bei Raumtemperatur 1: 10.000 + +
27B + 1Tag bei -20 °C 1: 100.000 - -
28B 1:1.000.000 - -
25C 1: 1.000

26C 2 Tage bei Raumtemperatur 1: 10.000

27C 1: 100.000 - -
28C 1:1.000.000 - -

&+ fur positivesPCRErgebnis, ;* fir negativesP CRErgebnis, 2 Versuchsreihen

3.3 Vorversuch 2 — Optimierung der PCR-Bedingungen

Ziel dieses Versuches war es, abschatzen zu kémmemelcher Gréfienordnung die
Nachweisgrenze der gesamten Methode fur mannoka in weiblichem Blut anzu-
siedeln ist. Gleichzeitig sollten difRCRBedingungen sowie einzelne Parameter der
DNA-Extraktion dahingehend verandert werden, dasshsitdichtlich Sensibilitat und
Spezifitat optimale Resultate erzielen lieRen. Hechweis méannlicheDNA gelang
unter optimalen Bedingungen bis zu einem Mischuedsitnis mannlicher und weib-
licher Leukozyten in der Gréf3enordnung von 1:48.(810rab. 3.2. Dies entspricht
etwa 150 mannlichen Zellen in 1 Milliliter weiblieh Blutes bzw. 0,5 pl mannlichen
Blutes in 20 ml weiblichen Blutes. In keiner derddévkontrollen wurde unter diesen

Bedingungen eine Amplifikation der Y-spezifischerlZequenz nachgewiesen.
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Tab. 3.2: Vorversuch 2 - Optimierung der PCR-Bedinggen

Mischungsverhéltnis des Blutvolumg Mischungsverhaltnis der Leukozyte .
_ _ Ergebnié
3:9 3:9?
1 1.000 1 1.200 +
1 10.000 1 12.000 +
1 20.000 1 24.000 +
1: 40.000 1: 48.000 +
1: 80.000 1: 96.000 -
1: 100.000 1 120.000 -
1: 160.000 1 192.000 -
1: 320.000 1 384.000 -
1: 640.000 1: 768.000 -
1:1.000.000 1: 1.200.000 -

& Leukozytenzahlen: weibliche Probe: 7,3 Gpt/l; niihe Probe: 6,3 Gpt/l; Umrechnungsfaktor = 1,2
b +“flr positivesPCRErgebnis, ;* fir negativesPCRErgebnis

3.4 Ergebnisse der Hauptversuche

3.4.1Blutentnahme im Verlauf der Schwangerschatft

Die 17 Probandinnen dieser Gruppe waren im Durchich7,4 + 4,4 (Mittelwert +
Standardabweichung) Jahre alt. Unter ihnen warekr&g8yravida, 4 Teilnehmerinnen
hatten bereits ein Madchen zur Welt gebracht. InFélen lag ein unkomplizierter
Schwangerschaftsverlauf vor, wahrend bei 7 Frauempikationen wie vorzeitige
Wehentatigkeit (5), Zervixinsuffizienz (1) und Gastnsdiabetes (1) aufgetreten waren.
Zum Zeitpunkt der Blutentnahme befanden sich dab&ndinnen zwischen der 17. und
39. Schwangerschaftswoche. Zwei von ihnen vor @&erSSW (Zeitpunkt 1), 4 zwi-
schen 26. und 30. SSW (Zeitpunkt 2), 7 zwischeru8il. 35. SSW (Zeitpunkt 3) und 4
zwischen 36. und 39. SSW (Zeitpunkt 4). Die Ergsbmisind inTab. 3.3 sowie bei-
spielhaft inAbb. 3.1 und Abb. 3.3 dargestellt. In allen 11 Proben der Schwangeren
nach der 30. SSW (Zeitpunkt 3 und 4) und bei 34dBrobandinnen zwischen 26. und
30. SSW lieR3 sich fetalBNA nachweisen. Insgesamt waren alle ab der 29. SSW en
nommenen Blutproben DY S14-positiv wahrend vor der@SW kein Nachweis mann-
licher DNA gelang.
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Abb. 3.1: Ergebnisse der Studiennummern 61 bis Blufentnahme im Verlauf der Schwan-
gerschaft) und 6-4 (Blutentnahme 10 Monate nach deeburt): Spur 1: 100 bp Langenstandard,
Spur 2: Leerwert (sek. PCR), Spur 3: Leerwert auspPCR, Spur 4: Positivkontrolle, Spuren 5-13:
Probanden-Proben, Spur 14: Negativkontrolle; DY $b4itive Proben: 62 (27. SSW), 64 (34. SSW), 65
(29. SSW), 66 (33. SSW), 68 (38. SSW) und 6-4 ¢b@tkinach Entbindung)

Tab. 3.3: Ergebnisse — Blutentnahme im Verlauf dechwangerschaft

Zeitpunkt der Probenentnahme
1 2 3 4
17.-25. SSW 26.-30.SSW 31.-35. SSW | 36.-39. SSW

Pos. PCR-Ergebnis 0 3 7 4
Neg. PCR-Ergebn|s 2 1 0 0
x> 2 4 7 4

% pos. 0 75 100 100

3.4.2 Blutentnahme um den Zeitpunkt der Geburt

Das Durchschnittsalter der Probandinnen dieser g&rupetrug 26,9 + 4,6 Jahre. Ei-
nundvierzig von ihnen waren Erstgebarende, 15 mdiereits Madchen geboren. Bei
keiner der Frauen war eine vorhergehende Schwasigdtanit einem ménnlichen Fe-
ten oder ein Abort bekannt. Die Entbindung erfoligteDurchschnitt nach 39,6 + 1,6
Schwangerschaftswochen. Neunundvierzig Geburteigéeh vaginal, 2 als primare, 5
als sekundare Sectio caesaria. Bei 45 der 56 Pdobsen dieser Gruppe wurde inner-
halb von 24 Stunden vor der Entbindung Blut zumh\aais fetaleDNA entnommen.
In 32 Fallen (71,1 %) gelang die Amplifikation del¥S14-Sequenz. Am ersten Tag
nach Entbindung wurden 21 Probandinnen untersuobeinin 10 Fallen (47,6 %) der
Nachweis Y-chromosomalddNA gelang. Am Tag zwei nach Geburt des Kindes war
noch in 3 von 12 untersuchten Blutproben (25,0 %hmicheDNA nachgewiesen wor-
den,wahrend anB. bis 6. Tag post partuater Anteil positiverPCRErgebnisse auf 4

von 19 getesteten Proben (21,1 %) sank. Somit koaime Reduktion nachweisbarer
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fetalerDNA im matterlichen Blut von 23,5 % bis zum ersten ,;Tagiteren 22,6 % bis
zum zweiten Tag nach Entbindung und zwischen Tagd23. bis 6. Tag ein Abfall von
3,9 % gezeigt werden. Die Ergebnisse sindab. 3.4 sowie in Ausziigen iAbb. 3.2
bis Abb. 3.4 dargestellt. Mithilfe des exakten Tests nach Fidie® sich eine signifi-
kante Reduktion der mittels der angewandten Metlumdektierbaren fetalen Erbsubs-
tanz im mdutterlichen Blut zwischen den Entnahmezikten 5 (bis 24 h vor) und 8
(3.—6. Tag nach Entbindung) nachweisen (p=0,0088. nach der Geburt untersuch-
ten Proben stammten von Probandinnen, die vagimhueden worden waren und bei

zwei von ihnen waren Komplikationen im Schwangea$tsiverlauf aufgetreten (vorzei-

tige Wehentétigkeit bzw. vorzeitiger Blasensprung).

. e s

it B = o Ytk 5 e o IR

Abb. 3.2: Ergebnisse der Studiennummern 4 bis 6ui@htnahme um den Zeitpunkt der Ge-

burt): Spur 1: 100 bp Langenstandard, Spur 2: Leerwerk.(B&CR), Spur 3: Leerwert aus prim. PCR,
Spur 4: Positivkontrolle, Spuren 5-13: Probandemifn, Spur 14: Negativkontrolle; DYS14-positive
Proben: 6-1 (erster Tag postpartal), 6-2 (zweitagTpostpartal) und 6-3 (dritter Tag postpartal)

S-eoele Peauoag 00 04306 226 .. 27 Q

Abb. 3.3: Ergebnisse der Studiennummern 23 bis Btutentnahme im Verlauf der Schwan-
gerschaft) sowie 26 und 27 (Blutentnahme um dentgankt der Geburt):Spur 1: 100 bp Lan-
genstandard, Spur 2: Leerwert (sek. PCR), Spure&erwert aus prim. PCR, Spur 4: Positivkontrolle,
Spuren 5-12: Probanden-Proben, Spur 13: Negativiotiet DYS14-positive Proben: 23-1 und 24-1
(innerhalb von 24 Stunden vor Entbindung), 24-3t@rTag postpartal), 26 (38. SSW)
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6. (-8 -10:114 1213084515 16 - 18

L & @ & 69 70 71 72 73 74 75 76 78 79 80 819

Abb. 3.4: Ergebnisse der Studiennummern 69 bis 8lutentnahme innerhalb von 24 Stun-
den vor der Geburt)Spur 1: 100-bp-Langenstandard, Spur 2: Leerwerk.(8CR), Spur 3: Leerwert
aus prim. PCR, Spur 4: Positivkontrolle, Spuren7s-Brobanden-Proben, Spur 18: Negativkontrolle;
DYS14-positive Proben: 70, 71, 73, 74, 75, 76,787nd 81, (Die Probandin mit der Studiennummer 73
wurde wegen eines Abortes in der Anamnese austaidieausgeschlossen.)

Tab. 3.4: Ergebnisse — Blutenthahme um den Zeitptidier Geburt

Zeitpunkt der Probenentnahme
5 6 7 8
-24 h Tag 1l Tag 2 Tag 3-6
Pos. PCR-Ergebnis 32 10 3 4
Neg. PCR-Ergebnis 13 11 9 15
3 45 21 12 19
% pos. 71,1 47,6 25 21,1

Von den 45 Probandinnen, bei denen eine Proberfentannerhalb von 24 Stunden
vor der Geburt erfolgte, hatte bei 34 bereits Wéktegkeit eingesetzt, wahrend 11
Frauen zum Zeitpunkt der Blutentnahme keine Welateh. Bei diesen Patientinnen
erfolgte eine kunstliche Geburtseinleitung oderee8thnittentbindung aufgrund von
TerminlUberschreitung (n=5), Gestationsdiabetes)(nazzeitigem Blasensprung (n=2)

oder Lageanomalien (n=2). Bei den ProbandinnerWehentétigkeit erfolgte die Pro-

benentnahme im Mittel nach 39,4 + 1,6 SSW, bei Bm@bandinnen ohne Wehentatig-
keit nach 40,5 SSW = 1,5. Fetales Erbgut konnt&difProben (70,6 %) der 34 Proban-
dinnen mit Wehentatigkeit und in 8 Fallen (72,7 &} untersuchten Gruppe ohne We-
hen nachgewiesen werden. Somit unterscheiden sihe KGruppen hinsichtlich des

Anteils positiverPCRErgebnisse fir fetalDNA nicht signifikant voneinander (p=1) (s.

Abb. 3.5).
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mit Wehen| ohne Wehen Y

pos. PCR-Ergebnis 24 8 32
neg. PCR-Ergebnis 10 3 13
5 34 11 45

Fisher-Test: p=1; keine Signifikanz
Abb. 3.5: Ergebnisse — Blutentnahme innerhalb 24i8tlen vor Entbindung

Schwangerschaftskomplikationen wie Frihgeburtergzaibge Wehentatigkeit, vorzei-
tiger Blasensprung, Gestationsdiabetes, Termindbesgungen und Lageanomalien
waren in insgesamt 21 Fallen aufgetreten. Zum Emteaeitpunkt 5 (innerhalb von 24
Stunden vor Geburt) lasst sich hinsichtlich der iNegisrate mannlichddNA kein sig-
nifikanter Unterschied zwischen normalen (20 von 289 % positiv) und komplizier-
ten Schwangerschaftsverlaufen (12 von 19, 63,2 Siippfeststellen (p=0,341).

Eine signifikante Abhé&ngigkeit der Nachweisratealiet DNA vom Alter der Mutter
konnte ebenfalls nicht nachgewiesen werden. InUsgergruppe mit Blutenthahme 24
Stunden vor der Geburt lag bei 80 % (16/20) dear &ts 28 jahrigen und bei 64,0 %
(16/25) der weniger als 28 Jahre alten ProbandimanerpositivesPCRErgebnis vor
(p=0,327).

Ebenso wenig fand sich ein signifikanter ZusammeghewischerPCRErgebnis und
Gestationsalter zum Zeitpunkt der Geburt, bei lethgeichtem Trend zu niedrigeren
Nachweisraten bei Entbindungen vor der 40. SSWllea Zeitpunkten der Probenent-
nahme(s. Tab. 3.5.

Tab. 3.5: Abhangigkeit der Nachweisrate Y—chromosdar DNA im um den Entbindungs-
zeitpunkt gewonnenen mdtterlichen Blut vom Gestasalter bei Geburt

Rate DYS14-positiver Proben

Gestationsalter
bei Geburt

-24 h Tag 1 Tag 2 Tag 3-6

> 40. SSW 21/28 (75 %) | 5/10 (50 %) | 2/7 (28,6 %) 2/8 (25 %)

< 40. SSW 11/17 (64 %) | 5/11 (45,5 %) 1/5 (20 %) 2/11 (15,4 ¥6)
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Abb. 3.6: Ergebnisse der Studiennummern 44, 45 u#@ (Blutentnahme Jahre nach der
Geburt), 46 und 54 (Blutentnahme innerhalb von 24u8den vor der Geburt) sowie 47 und
48 (Blutenthahme im Verlauf der Schwangerschaftdpur 1: 100-bp-Langenstandard, Spur 2:
Leerwert (sek. PCR), Spur 3: Leerwert (aus primRPCSpur 4: Positivkontrolle, Spuren 5-11: Proban-
den-Proben, Spur 12: Negativkontrolle; DYS14-pesitProben: 47 (35. SSW), 48 (39. SSW) und 49 (36
Jahre nach Geburt eines Sohnes)

3.4.3 Blutentnahme Wochen bis Jahre nach der Geburt eineSohnes

Mit dieser dritten Gruppe wurden 52 Frauen untdrsubei denen die Geburt ihres
jungsten Sohnes zum Zeitpunkt der Blutentnahmecheis 20 Tagen und 36 Jahren
zurtcklag. Bei 27 von ihnen war der jliingste Soher @lls 11 und bei 25 Probandinnen
junger als 11 Jahre alt. Sieben der Teilnehmerimatten ihren Sohn per Kaiserschnitt
zur Welt gebracht, acht gaben Aborte in der Anamrasund funf litten unter chroni-
schen Erkrankungen (Autoimmunthyreoiditis, Fibrofgig Asthma bronchiale, Hepa-
titis B, chronische Arthritis). Lediglich einen Sohatten 25 Miitter, sieben hatten zwei
Sohne und 22 hatten auch Tochter geboren. Im Bleiez Probandinnen (3,8 %) ge-
lang der Nachweis mannlichBINA mittelsnested PCRDie erste der beiden hatte ihren
Sohn 10 Monate vor der Blutentnahme in der 39. @cgerschaftswoche zur Welt
gebracht (Studiennummer 6, Probennummer 6-Abb. 3.1). Der Sohn der zweiten
Probandin mit positiverl®CRErgebnis (Studiennummer 49,Abb. 3.6) war zum Un-
tersuchungszeitpunkt 36 Jahre alt und war in de68YW geboren worden. Beide Frau-
en hatten jeweils nur einen Sohn geboren. Die Fdibamit der Studiennummer 49
hatte auRerdem noch eine Tochter zur Welt gebrécbeiden Fallen gelang dBINA-
Nachweis jeweils nur in einem Versuchsansatz. DithiBdung beider S6hne war im
Rahmen einer Spontangeburt erfolgt und komplikatmsverlaufen und bei keiner der
beiden Probandinnen war eine chronische Erkrankekgnnt. Das Blut der Probandin
mit der Studiennummer 6 war bereits an den erstenTégen nach der Geburt ihres
Sohnes untersucht worden. Alle drei Proben (6-16k83 erwiesen sich jeweils in bei-
den Versuchsreihen a3y S14positiv (s.Abb. 3.2).
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3.4.4 Zusammenfassung der Ergebnisse aus den Hauptversuh

Um einen Uberblick tiber die Kinetik nachweisbaegafer Mikrochimarismen im Ver-
lauf und nach der Schwangerschaft zu geben, sbilendie Versuchsergebnisse der
einzelnen Probandengruppen zusammengefasst wddtksen Verlauf gibtAbb. 3.7
graphisch wieder. Es zeigte sich ein steiler Agster Rate DYS14-positiver Proben
zwischen dem zweiten und dritten Trimenon bis & %. Vergleicht man die Ergeb-
nisse der 29. bis 39. Gestationswoche mit denexinem Zeitfenster von 24 Stunden
vor der Entbindung, so ergibt sich bereits vorEetbindung eine signifikante Redukti-
on der Frequenz nachweisbarer Y-chromosomBINA um 28,9 % von 100 % auf
71,1 % (Fisher-Test: p=0,028). Nach der Geburt sh@iNachweisrate schliel3lich kon-
tinuierlich innerhalb von 3 bis 6 Tagen bis aufl2% ab. Bis 11 Jahre nach der Entbin-
dung eines mannlichen Sauglings war noch in einem2b Fallen (4,0 %) und nach 11
bis 36 Jahren in einem von 27 Fallen (3,7 %) Y-olosomaleDNA im Blut der Mutter
nachweisbar (Unterschied nicht signifikant, Fishest: p=1)
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Zeitpunkt vor/nach Entbindung

Abb. 3.7: Kinetik der Nachweisrate fetaler Erbsusiz im mutterlichen Blut im Verlauf der
Schwangerschaft und nach der Geburarstellung der Nachweisrate fetaler (Y-chromosanal
DNA in den im Verlauf der Schwangerschaft (17.25sSSW, 26.-30. SSW, 31.-35. SSW, 36.-39. SSW),
den innerhalb von 24 Stunden vor (-24 h) und in @lagen (+ 1 Tag, + 2 Tage, + 3 bis 6 Tage) und
Wochen bis Jahren (+ bis 11 Jahre, + > 11 Jahregm&ntbindung gewonnenen Blutproben; der Pfeil

markiert den Zeitpunkt der Geburt
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4 Diskussion der Ergebnisse

Die Trennung zwischen mdutterlichem und fetalem IBRislauf ist nicht komplett.
Vielmehr findet im Rahmen jeder Schwangerschaft Z&fi- und Nukleinsdureaus-
tausch zwischen beiden Individuen statt. In zativen Studien wurde gezeigt, dass
fetale Zellen noch Jahre nach der Entbindung imterlichen Organismus persistieren
kénnen, ohne dass die Bedeutung dieser Mikrochemém endgultig geklart werden
konnte. Ziel der zahlreichen bisher verdffentlichtgualitativen und quantitativen Un-
tersuchungen zum fetomaternalen Zell- und Nukleiretéansfer war neben der Erfor-
schung des Phanomens fetomaternaler Mikrochimansroewviegend die Entwicklung
nichtinvasiver Methoden fir die PranataldiagnosBksher finden sich jedoch kaum
Studien, welche sich mit dem zeitlichen Verlauf teematernalen Zell- und Nuklein-
sauretransfers und des Phanomens fetomaternaleodfiknarismen utber einen weit
gefassten Zeitraum beschaftigen. Ziel der vorlidganArbeit war es, mit Hilfe eines
Verfahrens zur Amplifikation Y-chromosomalBNA die Kinetik des Auftretens fetaler
DNA im mutterlichen Blut wahrend der Schwangerschaftis derer Elimination nach
der Geburt darzustellen und das Vorkommen langasigtenter fetomaternaler Mikro-
chimarismen bis mehrere Jahre nach der Entbindungrfassen. Hierzu wurden 166
Blutproben, welche zu verschiedenen Zeitpunktenreréhbzw. nach Schwangerschaf-
ten mit mannlichen Feten entnommen worden wareingdiauNachweisbarkeit mannli-

cher Erbsubstanz gepruft.

4.1 Zur Methode der Arbeit

Es ist bekannt, dass Lagerungs- und Transportbedgen ebenso wie Methoden der
Probenaufarbeitung die Ausbeute an Zd&A erheblich beeinflussen kdnnen. Deshalb
wurden zunéchst verschiedene Lagerungsbedingumyde die sofortige Probenaufar-
beitung hinsichtlich ihres Einflusses auf ®SRErgebnis geprift. Hierbei ergab sich
bei verzogerter Probenaufarbeitung zwischen dearsunthten Lagerungsbedingungen
(ein bzw. zwei Tage bei Raumtemperatur und ein B&ig20 °C nach einem Tag bei
Raumtemperatur) kein nachweisbarer Unterschied enuB auf die Sensitivitat der
Methode.

Die Mehrheit der Forschungsgruppen wahlte zur Detelder fetalerDNA fir das Y-
Chromosom spezifische Zielsequenz&RY DYS14 DAZ). Besonders haufig wurden
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Sequenzen auf de®RY¥Gen verwendet. Fur diese Arbeit wurde eine Zielseg des
GensDYS14zur Amplifikation gewahlt, da dieses im GegensaiZSRYin multiplen
Kopien im méannlichen Genom vorkommt und der Methsai®it eine hohere Empfind-
lichkeit verleiht [69, 153]. Desweiteren wurde hiirr Steigerung der Sensitivitat das
Verfahren denested PCRingesetzt. Dies garantiert um ein Vielfaches héletekti-
onsraten als einfache nichtquantitatil€ RMethoden, erfordert jedoch gleichzeitig

grof3e Sorgfalt und strenge Vorkehrungen zur Veroregjd/on Kontaminationen.

Unter optimalen Versuchsbedingungen lag die sichétachweisgrenze Y-
chromosomaleDNA fur das angewandte Verfahren bei einer mannlichelle unter
48.000 weiblichen Zellen. Dies entspricht etwa 1B&8nnlichen Zellen pro Milliliter
weiblichen Blutes bzw. 0,5 pl ménnlichen in 20 ndimichen Blutes. Zum Vergleich:
ZHONG et al. gelang mitteleeal-time PCReinerDY S14Sequenz in 2 von 20 Versuchen
die Detektion einer mannlichen Zelle in 2 ml weihien Blutes [151]. Ebenfalls mittels
nested PCReiner DYS14Sequenz erreichtencoLet al. eine Nachweisgrenze von
1:300.000 (méannliche unter weiblichen Zellenyits et al. sogar von 1:600.000 [98,
131]. Mogliche Erklarungen fiir die deutlich hoh&ensitivitat der von beiden Gruppen
verwendeten Methoden sind Unterschiede hinsichttien Probenaufarbeitung, aber
auch die Verwendung andeferimer-Sequenzen [99] und hoherer Zyklenzahlen fir die
PCR

4.2 Nachweis fetaler DNA im mitterlichen Blut im Verlauf der Schwangerschaft

Der friheste Nachweis Y-chromosomal@NA mutmallich fetaler Herkunft im Blut
Schwangerer gelangLUaNEs et al. und ARIGA et al. in der 4. Gestationswoche Uber die
Amplifikation einer DYS14 bzw. SR¥Sequenz mittelst-PCR [9, 66]. Andere For-
schungsgruppen berichten von der Detektion fetAlA mittels quantitativePCR
Verfahren ab der 5. bis 7. SSW [55, 61, 100, 1@8].1lm Rahmen der vorliegenden
Arbeit gelang der erste Nachweis fetaldXA im mutterlichen Blut ab der 27. SSW.
Betrachtet man die der Literatur entnehmbaren Meaggaben fetaler Zellen in der
mdtterlichen Zirkulation fir diesen Zeitraum undrgleicht diese mit der Nachweis-
grenze der hier angewandten Methode, so scheisggliergebnis plausibel AMADA et

al. zeigten mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierumigiss das Verhaltnis der fetalen
zur maternalen Zellzahl im matterlichen Blut wakdeles ersten Trimenons weniger als
1:100.000 betragt und erst zum Ende der Schwartgdtsbis auf etwa 1:10.000 an-
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steigt [59]. &KIzAWA et al. bestimmten mittelst-PCR einerDY S14Sequenz zwischen
der 7. und 16. Gestationswoche eine mittlere fédé-Konzentration im mutterlichen
Plasma von 37,5 Genomaéaquivalenten je Milliliter §L2Die Nachweisgrenze des fir
die vorliegende Arbeit verwendeten Verfahrens |ldggegen bei einem Verhaltnis von
1 ménnlichen zu 48.000 weiblichen Zellen bzw. 158nnlichen Zellen pro Milliliter
weiblichen Blutes.

Korrespondierend zu dem in der Literatur beschnebheAnstieg der Konzentration
fetaler DNA im mutterlichen Blut mit zunehmender Schwanger&stauer[9, 32, 44,
49, 10Q erwiesen sich in der 27. Schwangerschaftswochen2wintersuchten Blutpro-
ben alsDY S14positiv und zwischen der 29. und 39. SSW war méhal(fetale)DNA

in allen 13 Proben nachweisbar. Dieses Resultat steEinklang mit den Ergebnissen
von BIRCH et al, welche einen steilen Anstieg der fetal2NA-Konzentration im mdit-
terlichen Blut im dritten Trimenon bei nur geringésmterschied zwischen den ersten
beiden Trimena zeigen [23].

ARIGA et al. untersuchten im Jahre 2001 mittedal-time PCReinerSR¥Sequenz se-
rielle Blutproben von 20 gesunden mit einem maimelic Feten schwangere Frauen
zwischen der 4. Gestationswoche und 39 Tagen rexcBridbindung ihres Kindes. Zum
Vergleich wurden sowohl zellula2NA als auch zellfrei®NA aus mutterlichem Plas-
ma untersucht. Im ersten Trimenon gelang es ihmeB9 % (13/22) der Proben zell-
freie fetale DNA im mutterlichen Plasma und in 36 % (8/22) der PBroby-
chromosomaleDNA aus der Zellfraktion des mutterlichen Blutes ztekieren. Mit
zunehmender Schwangerschaftsdauer stieg die Fre@R¥positiver Proben bis zur
36. SSW auf 100 % an. In den meisten Fallen zesigte ein transienter Anstieg der
fetalenDNA-Konzentration um die 12. SSW, gefolgt von einarkgn Zunahme im 3.
Trimenon. Die Kinetik zellfreier fetalddNA im mutterlichen Plasma verhielt sich dabei
ahnlich der zellgebunden®NA, wobei die Konzentration der zellfrei@NA im Ver-
lauf der Schwangerschatft 3,3 bis 9,5-fach héher[8]ar

CHAN et al. errechneten ab der 35. Schwangerschaftswoche eum@hschnittlichen
Anstieg der Konzentration Y-chromosomal@NA im matterlichen Plasma um 29,3 %
pro Woche [32].

Die vorliegende Studie war nicht dafir ausgelegingigative Daten zur fetaleDNA-

Konzentration in der miutterlichen Zirkulation zefern, sondern vielmehr dafir, die
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Kinetik des Auftretens fetalddNA im mutterlichen Blut mithilfe der Frequenz ihrer
Nachweisbarkeit darzustellen. Da in allen ab derS®W und mehr als 24 Stunden vor
der Geburt untersuchten Blutproben Y-chromosonialA nachgewiesen werden
konnte, kbnnen in diesem Zeitfenster Aussagen dtitigth der Kinetik nur getroffen

werden, indem man die Einzelergebnisse aller Te&taa (zwei je Probe) betrachtet.
Zwischen der 29. und 34. SSW waren in 3 von 7 Raltevischen der 35. und 39. SSW
in 5 von 6 Fallen beide Testansatze DYS14-poditieser Trend ist gut mit dem in der
Literatur beschriebenen steilen Anstieg der Konagion fetaler Erbsubstanz im mut-

terlichen Blut gegen Ende der Schwangerschaft neagi

Als mdgliche Ursache fur diesen Verlauf lasst gote vermehrte fetomaternale Trans-
fusion aufgrund des allmahlichen Zusammenbruchg@entaren Barriere gegen En-
de der Schwangerschaft vermuten. Die Tatsache,ndassbei spontanen Frihgeburten
zwischen der 26. und 34. SSW kurz vor der Nieddtksignifikant erhéhte Konzentra-
tionen fetalerDNA im mutterlichen Plasma im Vergleich zu normalerhv&anger-
schaftsverlaufen bei gleichem Gestationsalter naem konnte, unterstitzt diese Hy-
pothese [91]. Als weiterer Grund kann eine mit Zunender Schwangerschaftsdauer
steigende immunologische Toleranz des mutterlichegeniber dem fetalen Organis-
mus angenommen werden. Diesen Zusammenhang wieSBRELEBND und
KRISTOFFERSENDereits 1980 mit der Untersuchung gemischter Lymagtenkulturen
mdtterlicher und fetaler Zellen in korrespondieremdmutterlichen Serum zu unter-
schiedlichen Gestatationszeitpunkten und postpaaizth [24].

4.3 Abfall der fetalen DNA-Konzentration im mdtterliche n Blut unmittelbar vor
der Geburt

Interessanterweise zeigen die Ergebnisse der gerlden Arbeit eine signifikante Re-
duktion der Rate nachweisbarer Y-chromosom&®iA bereits vor der Geburt von
100 % zwischen der 29. und 39. SSW auf 71 % iemiZeitfenster von 24 Stunden
vor der Entbindung ohne signifikanten Zusammenhaiiglem Gestationsalter bei der
Niederkunft. Dieses Ph&nomen ist bisher in derr&ite nicht beschrieben worden. Im
Widerspruch dazu stehen sie Ergebnisse veiGAet al.. Sie detektierten in allen 19
zum Zeitpunkt der Geburt entnommenen Proben mighert Blutes zellulare fetale
DNA mit einer mittleren Konzentration mehr als dopmethoch wie in der 36. SSW

gemessen (15,1 vs. 31,8 Genomaéaquivalente/0,5 ml)F@ eine ausreichende Ver-
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gleichbarkeit mit den Ergebnissen der vorliegenddmeit fehlen in ihrer Publikation
allerdings Angaben Uber den exakten Zeitpunkt deb&hentnahme bei der Geburt

sowie Messungen zwischen der 36. SSW und dem Ehibgszeitpunkt.

Die naheliegende Vermutung, im Zusammenhang mitVdehentatigkeit konnte z.B.
eine Aktivierung des maternalen Immunsystems finereiAbfall der fetalerDNA-
Konzentration im mutterlichen Blut verantwortlickils, musste verworfen werden. Es
fand sich kein Unterschied hinsichtlich der FrequB S14-positiver Blutproben zwi-
schen Probandinnen, welche zur elektiven Gebutesting bzw. priméareisectiocae-
sariain die Klinik kamen und zum Zeitpunkt der Bluteathme innerhalb von 24 Stun-
den vor der Geburt ihres Kindes keine Wehen hg#21¥ %) und solchen mit Wehen-
tatigkeit (70,6 %). Unterstitzt wird diese Erkenstiurch die Beobachtungen von
INGARGIOLA et al, die mittels quantitativert-PCR bei Frauen mit elektiver Geburtsein-
leitung keine Verdnderungen der Konzentration fréetaler DNA im mdutterlichen
Plasma wahrend der Wehentatigkeit nachweisen korfl6#.

Betrachtet man in der vorliegenden Arbeit die Geudpr Probandinnen ohne Wehenta-
tigkeit genauer, so fallt folgendes auf: Indikatioin die Einleitung der Geburt vor dem
Einsetzen von Wehen war in 5 Fallen eine Termirdddeeitung (durchschnittliches
Gestationsalter zum Zeitpunkt der Blutentnahme 41(B5 Wochen). In allen diesen
Fallen konnte Y-chromosomal@NA im miitterlichen Blut nachgewiesen werden und
zwar, betrachtet man jeweils beide Versuchsreilmef,von 10 Anséatzen. Fur die je 2
Falle von Gestationsdiabetes, Beckenendlage urmkiigem Blasensprung (mittleres
Gestationsalter bei der Blutentnahme 39,3 + 1,0 M¥og gelang der Nachweis jeweils
nur in einem Fall, insgesamt in 4 von 12 Versuck&aen. Man kdnnte daher spekulie-
ren, dass die Reduktion der Nachweisrate fet@lA kurz vor der Geburt nicht mit
dem Fortschreiten der Schwangerschatft an sich iim$agt, sondern vielmehr mit Ver-
anderungen um den Geburtstermin, mdglicherweisgedist durch psychoemotionalen
oder physischen Stress der Schwangeren.

4.4 Nachweis fetaler DNA im mitterlichen Blut in den Tagen nach der Geburt

Man nimmt an, dass unter der Geburt in gro3eremadgfetale Zellen in die mutterli-
che Zirkulation gelangen. In diesem Fall erwartetnndirekt nach der Geburt einen
Anstieg der gesamten fetalen Erbsubstanz im midatbert Blut. Die Ergebnisse der

vorliegenden Studie zeigten einen solcReaknicht. Statt dessen fiel die Nachweisrate
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Y-chromosomaleDNA im mutterlichen Blut auch postpartal kontinuiehnliauf 47,6 %
am ersten, 25,0 % am zweiten und 21,1 % am dii®sechsten Tag nach der Entbin-
dung ab. Entweder lasst sich die®&aknur in den ersten Stunden nach der Geburt
nachweisen und wurde daher mit den Blutentnahmemraten Tag nach Entbindung
nicht erfasst, oder das Ausmald des UntergangwifeZallen und der Desintegration
fetalerDNA Uberschreitet zu diesem Zeitpunkt das der fetamalen Transfusion unter
der Geburt. Der Abbau fetaler Zellen wirde in eingbfall der Konzentration zellge-
bundeneDNA bei gleichzeitigem Anstieg der Konzentration frédetalerDNA im miit-
terlichen Plasma resultierenNAERT et al zeigten, dass sowohl nach Interruptiones im
ersten Trimenon, als auch nach Blutentnahmen ittedriTrimenon die Konzentration
freier fetalerDNA im miutterlichen Plasma bis zu 24 Stunden nachvaeenpunktion
konstant bleibt. Sie postulierten daher, dasseateddn Zellen in den ersten 24 h nicht in
zugrunde gehefil]. Angenommen, ein Untergang fetaler Zellen im militteen Blut
wirde fur den Abfall fetaleDNA-Konzentrationen innerhalb der ersten 24 Stunden
nicht als Ursache in Frage kommen, so musste mdusstolgern, dass es sich hierbei
hauptséachlich um einen Abbau freier fetdl®A handelt. o et al. zeigten, dass der
grof3te Teil zellfreier fetaleDNA bereits innerhalb von zwei Stunden nach der Geburt
aus dem mutterlichen Plasma eliminiert wit@1]. Im Rahmen der vorliegenden Studie
zeigte sich jedoch ein allmahlicher Abfall der Rreqz nachweisbarer fetaleNA tber
mehrere Tage. Es mussten also beide Fraktiondn)&zel sowie zellfreie, an der Re-
duktion der fetaleDNA im mutterlichen Blut in den Tagen nach der Gelbeteiligt
sein. Moglicherweise kommt es am ersten Tag nackdéindung zu einer vollstandi-
gen Elimination zellfreieDNA und damit zu einer Reduktion der Frequenz deretsitt
der hier angewandten Methode nachweisbaren feEdesubstanz, wahrend erst spater
ein Untergang fetaler Zellen stattfindet und zieeweiteren Abnahme der Nachweisra-
te fuhrt.

ARIGA et al. fanden postpartal einen raschen Abfall der Koragioh zellgebundener
fetaler DNA im mutterlichen Blut von 31,8 Genomaquivalente) (g 0,5 ml bei der
Geburt auf 1,6 ge/0,5 ml am Tag 1-2, 0,6 ge/0,%amiTag 4-7 und 0,4 ge/0,5 ml am
Tag 25-36 nach Entbindung. lhnen gelang der NachwecthromosomaleDNA am
Tag 1-2 noch in 11 (61 %) von 18, am Tag 4-7 il# %) von 19 und am Tag 25-36
nach der Geburt noch in 2 (14 %) von 14 ProbenT@jtz der h6heren Sensitivitat des
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von ARIGA et al. angewandtePCRVerfahrens unterscheiden sich diese Nachweisraten
nicht wesentlich von denen der vorliegenden Arbeit.

Dagegen Uberraschen die Ergebnisse veaMRs et al. Ihnen gelang mithilfe einer
nested PCRahnlich dem fir diese Arbeit verwendeten Verfahoer Nachwei®YS14
positiver DNA in allen 17 untersuchten Vollblutproben 4 Wochextn der Geburt,
wéahrend 8 Wochen nach Entbindung in keinem Fallrnegt positivesPCRErgebnis

vorlag.

4.5 Langzeitpersistente fetomaternale Mikrochimérismen

Nachdem BANCHI et al. 1996 als erste Forschergruppe fetale kernhaltejkeiz in der
mautterlichen Zirkulation bis 27 Jahre nach der Gehachgewiesen hatten, bestatigten
zahlreiche weitere Studien die Existenz und Larigeesistenz fetomaternaler Mikro-
chimarismen [11, 42, 68, 84]. Mit der vorliegend&rbeit gelang der Nachweis Y-
chromosomaleDNA unter 52 Frauen, bei denen die Geburt ihres let3@hnes zwi-
schen 20 Tagen und 36 Jahren zurticklag in 2 F&lleide waren bis zum Zeitpunkt
der Untersuchung gesund und hatten jeweils numeB®hn zur Welt gebracht. Die
Sohne wahren zum Untersuchungszeitpunkt 10 Mormate 86 Jahre alt. Der deutliche
Unterschied hinsichtlich der Zeitintervalle zwisnh&eburt des Sohnes und Blutent-
nahme in beiden positiv getesteten Fallen ist leswegs ungewdhnlich, bericksichtigt
man die Beobachtungen vorveRNIZzI et al, nach denen keine Korrelation zwischen
dem Alter des jungsten Sohnes und der Rate nadbaveisY-chromosomalddNA im
mdtterlichen Blut besteht [68]. Bei beiden Frauesrem Schwangerschaft und Geburt
(jeweils Spontangeburten) komplikationslos verlaufeas Blut der Probandin, in dem
noch 10 Monate nach Entbindung mutmallich feE\A nachgewiesen werden konn-
te, war bereits in den ersten drei Tagen nach adauf ihres Sohnes auf méannliche
Erbsubstanz untersucht worden. Interessant isTdisache, dass diese Probandin die
einzige von 27 in den ersten Tagen nach der Gelntetsuchten Frauen war, bei der in
drei Proben (Tag 1-3 nach Entbindung) jeweils iidée Versuchsreihen die mannliche
Zielsequenz nachgewiesen werden konnte. Es istdalson auszugehen, dass in diesem
Fall eine vergleichsweise hohe Konzentration fetBlMA im miutterlichen Blut vorge-
legen haben muss, moglicherweise bedingt durchvamaehrte fetomaternale Transfu-
sion im Laufe der Schwangerschaft bzw. unter ddau@eoder durch einen verminderte

Elimination der fetalen Zellen bzdNA aus der mutterlichen Zirkulation. Im Falle von
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Fehlgeburten und Schwangerschaftsunterbrechungedeben es ebenfalls haufig zu
einer vermehrten fetomaternalen Transfusion konsntas gehaufte Auftreten fetoma-
ternaler Mikrochiméarismen ebenso beschrieben womden bei HLA-Kompatibilitat
zwischen Mutter und Fetus [16, 26, 29, 30]. Weich sauch die Ursache fiur die ver-
gleichsweise hohe Nachweisrate mannliddbBA in den Tagen nach der Geburt im hier
diskutierten Fall nicht eruieren lasst, so ist dechZusammenhang mit dem Nachweis
der mannlichen Zielsequenz noch 10 Monate nachifthihg im Blut der Probandin

Zzu vermuten.

LAMBERT et al. ermittelten im Blut von 39 Probandinnen, die Jahweor Séhne gebo-
ren hatten, ein Verhaltnis von 0-12,5 mannlichetediepro Millionen mutterliche Zel-
len [84]. Somit lasst sich die niedrige Nachwesritomaternaler Mikrochimarismen
mit der hier angewandten Methode nachvollzieherdeh@ Forschungsgruppen berich-
ten in lhren Arbeiten von erstaunlich hohen Inzienfetomaternaler Mikrochimaris-
men. EVANS et al. detektierten mittelsiested PCReiner DYS14Sequenz méannliche,
mutmallich langzeitpersistente fetale Zellen umtenonuklearen peripheren Blutzellen
bei 33 % (16 von 48) gesunder Frauen [4AHTETT et al. in 63,6 % der Falle (14 von
22) mithilfe vonReal-time PCR11].

Chiméare mannliche, als fetalen Ursprungs deklaigellen wurden nicht nur im peri-
pheren Blut, sondern auch in verschiedenen Orgptierv3, 76, 77, 87], und im Kno-
chenmark [116] von Muttern nachgewiesen. Bei deindei Methode der vorliegenden
Arbeit detektierten Y-chromosomalen Sequenzen lémst sich also zum einen um
freie ins Plasma entlasseB&A, durch Lyse im mutterlichen Gewebe integriert¢afe
ler Zellen, zum anderen um das Erbmaterial zirkehder fetaler Zellen handeln. Zur
Beantwortung eben dieser Frage untersuchtemsERT et al.in den Blutproben von 48
gesunden Frauen und 43 Sklerodermie-PatientinneBd@hnen sowohl die Plasmafrak-
tion, als auch extrahierte mononukleare Zelleniblrikch des Vorhandenseins mannli-
cherDNA [84]. Im Ergebnis detektierten sie nach Filtratoles Plasmas zur Eliminati-
on apoptotischer Zellen in keiner Probe freie YechosomaleDNA Dagegen gelang
ihnen der Nachweis zellgebundener mannlici®A in 51 % (Sklerodermie-

Patientinnen) bzw. 31 % (gesunde Probandinneniralés.

INVERNIZZI et al. gelang der Nachweis ,fetaleDNA mittels quantitativePCR einer
SRY-Sequenz bei 160 untersuchten gesunden Fraieed, lis 60 Jahre zuvor einen

Sohn geboren hatten, in 10 % der Falle in der i&lion des mutterlichen Blutes und
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in 22 % der Falle im Plasma [68]. Aul3erdem fandemge es bereits mehrfach fir den
Verlauf der Schwangerschaft nachgewiesen wurd®9p,auch lange nach der Geburt
im Vergleich zur zellularen Y-chromosomal&NA deutlich héhere Konzentrationen
Jreier” plasmatischeDNA. Mit annéhernd derselben Methodik abgesehen vaerun
schieden hinsichtlich des Zentrifugationsprotokbks der Probenaufarbeitung konnten
SMID et al. bei 172 untersuchten Probandinnen nach mehr a¢$ Zagen postpartal
keine zellfreie fetaldNA mehr im mutterlichen Plasma nachweisen [130]. dsagt
entsprechen die vOomVERNIzzI et al. angegebeneBDNA-Konzentrationen in etwa den
Konzentrationen, die mit der gleichen Methode watiréer Schwangerschaft gemessen
wurden [15, 130]. Davon ausgehend wirde man eihe [Rate an Fehlbestimmungen
bei der pranatalen Geschlechtsdeterminierung eewaRies ist jedoch bisher in keiner
Arbeit beschrieben worden. SowohEMCHI et al. als auch 8ID et al. postulierten
daher, dass die vomVERNIZzI et al.im mutterlichen Plasma nachgewies®MA am
ehesten aus aufgrund von unzureichender Zentribugat der Plasmafraktion verblie-
benen apoptotischen fetalen Zellen stammt und satwitArtefakt zu werten ist [15,
130]. BeNAcHI et al. konnten auch in mutterlichen Serumproben keingdaitpersis-

tente fetaldDNA nachweisen [15].

Es ist also anzunehmen, dass die im Rahmen deeg®eniden Arbeit 10 Monate bzw.
36 Jahre nach der Geburt im mutterlichen Blut nashgsene Y-chromosomal2NA
aus dort zirkulierenden fetalen Zellen stammt. Bigher ungeklarte Frage, welche Be-
deutung langzeitpersistente fetomaternale Mikroéhismen fir die matterliche Ge-

sundheit haben, wird Anlass zu weiteren Forschuogsden auf diesem Gebiet geben.

4.6 Fazit

Mit der vorgelegten Arbeit gelang eine gute Dalste) der Kinetik fetomaternaler

Mikrochiméarismen Uber einen weit gefassten ZeitranmYerlauf der Schwangerschaft

und nach der Entbindung. Der bereits von andereaschangsgruppen beschriebene
steile Anstieg der Detektionsrate fetaleNA im Blut der Mutter gegen Ende der
Schwangerschaft konnte in dieser Arbeit ebensoedselit werden, wie der erwartete
Abfall derselben nach der Geburt. Desweiteren gelar? Fallen der Nachweis lang-

zeitpersistenter fetomaternaler Mikrochimarismere iin Vergleich zu anderen publi-

zierten Arbeiten relativ niedrige Sensitivitat dér diese Arbeit angewandterested
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PCRerklart die Schwache der Methode wéhrend der [Ehilagngerschaft und im Zeit-

raum Wochen bis Jahre nach der Geburt.

Die entscheidende neue Erkenntnis dieser Arbeivigifelsohne der signifikante Ab-
fall der Nachweisrate fetalddNA im muitterlichen Blut bereits vor der Entbindung.
Dies wurde bisher in keiner Arbeit beschrieben. gemaueren Erforschung dieses Pha-
nomens ware die Untersuchung einer gréReren Gr8ppwangerer im Zeitfenster 24
Stunden vor der Geburt sinnvoll, wobei Mitter mitduohne Wehentatigkeit und mit
unterschiedlichen Indikationen zur Geburtseinlegtusowie einer differenzierten
Anamnese zum Schwangerschaftsverlauf verglichewewvesollten. Hierzu bietet sich
der Einsatz quantitativd?CRMethoden sowie eine getrennte Untersuchung vor zel

freier und zellgebunden&NA an.
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5 Zusammenfassung

Wahrend jeder Schwangerschaft kommt es zu einemnekiinalen Austausch von
Blutzellen und Nukleinsauren zwischen Mutter unduBelnsbesondere zur Entwick-
lung und Optimierung von Methoden flr die nichtasiwe pranatale Diagnostik wur-
den in der Vergangenheit zahlreiche Studien zuelken und Analyse fetalddNA
und fetaler Zellen wahrend unterschiedlicher Gestastadien im mutterlichen Blut
durchgefuhrt. Bei einigen Frauen wurden noch Jalh der Geburt fetaleNA und
fetale Zellen im peripheren Blut und in verschieglei®rganen nachgewiesen. Ziel der
vorliegenden Arbeit war es, die Kinetik des Aufinet fetaler Erbsubstanz im mdatterli-
chen Blut im Verlauf der Schwangerschaft und postpdis ins hdhere Alter einer

Frau, Jahre nach der Geburt eines Kindes, dariarmstel

Hierzu wurde 17 mit einem mannlichen Feten schwaargd-rauen in der 17.-39.
Schwangerschaftswoche einmalig, 56 Probandinnédnlis 3 Zeitpunkten im Zeitraum
von 24 Stunden vor bis 6 Tage nach der Geburt &odsies sowie 52 Probandinnen,
welche 20 Tage bis 36 Jahre zuvor einen Sohn geb@atten einmalig Blut enthom-
men. Die Proben wurden mittetested PCRmit einer fir das Y-Chromosom spezifi-
schen Zielsequenz (DYS14) untersucht. Y-chromosemalutmallich fetaleDNA
konnte ab der 27. und in allen Fallen ab der 28w&agerschaftswoche (> 24 Stunden
vor Entbindung) nachgewiesen werden. Ohne Zusamamgnmit dem Auftreten von
Wehentatigkeit war bereits innerhalb von 24 Stundender Geburt ein signifikanter
Abfall der Nachweisrate Y-chromosomaleNA auf 71,1 % zu verzeichnen, gefolgt
von einer weiteren kontinuierlichen Reduktion DY Sdakitiver Proben bis auf 21,1 %
in den ersten sechs Tagen nach der Entbindungzk#pgrsistente fetomaternale Mik-
rochimarismen wurden bei 2 Probandinnen 10 Monate B6 Jahre nach Geburt eines

Sohnes nachgewiesen.

Die vorliegende Arbeit ist die erste, welche dagtieten fetaleDNA in der mutterli-
chen Zirkulation ab dem zweiten Trimenon der Schyeaschaft bis Jahrzehnte nach
der Geburt mit ein und derselben Methode untershahtlhre Ergebnisse decken sich
gut mit den in verschiedenen Publikationen angeagaieé/erlaufen und quantitativen
Daten. Bisher in keiner Arbeit beschrieben ist gddie hier gezeigte Reduktion der
Nachweisrate fetalddNA im mutterlichen Blut bereits unmittelbar vor deelssirt. Die-

ses Phanomen gilt es in weiteren Studien genauenteusuchen.
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Tabellenanhang

Tab. I: Blutentnahme im Verlauf der Schwangerschaft

Zeipunkt der Blutentnahme friihere SS Ergebnisse
Studiennr.  Alter SSW SS-Komplik. M w 1 2.
Ansatz  Ansatz
26 27 38 - - - + + +
27 26 17 - - - - - -
39 33 36 - - - + + +
40 25 32 Vorz. WT - - + + +
47 23 35 Vorz. WT - 1 + + +
48 22 39 - - 1 + + +
55 30 35 - - - - + +
59 32 27 Vorz. WT - - - - -
60 25 30 - - 1 - + +
61 31 34 Vorz. WT - - - + +
62 25 27 - - - + + +
63 20 25 - - - - - -
64 36 34 Vorz. WT - 1 + + +
65 24 29 Zervixinsuff. - - + + +
66 28 33 - - - + - +
67 26 32 Gest.diab. - - - + +
68 32 38 - - - + + +

Erlauterungen zur Tabellenbeschriftung

Studiennr. = StudiennummerAlter = Alter der Probandin in Jahren zum Zeitpunkt Blrt-
entnahmeZeitpunkt der Blutentnahme: SSW = erreichte Schwangerschaftswoche zum Zeit-
punkt der BlutentnahmeSS-Komplik. = Komplikationen im Rahmen der Schwangerschaft
(vorz. WT = vorzeitige Wehentétigkeit, Zervixinsuff Zervixinsuffizienz, Gest.diab. = Gesta-
tionsdiabetes);frihere SS= friihere Schwangerschaften (m = méannlich, w = ligip (Pro-
bandinnen mit Aborten in der Anamnese von der 8tadisgeschlossergrgebnisse= PCR-
Ergebnisse aus erstem und zweiten Ansatz (1. uM@rduchsreihe)y = Zusammenfassung

beider Ansatze " = positives Ergebnis,-; = negatives Ergebnis)
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Tab. II: Blutentnahmen um den Zeitpunkt der Geburt

Zeitpunkte der Blutentnahmen 4 fruihere SS
dizaur;r. Alter  Vor Geburt Nach Geburt SSW SKE/rS;IltI)( - Geburt Wehen M W
1 27 -24h Tag 1 Tag 3 40 - Vaginal Ja - -
2 23 -24h Tagil Tag2 41 - Vaginal Ja - 1
3 25 -24h Tag 1 Tag 3 39 - Vaginal Ja - -
4 32 -24h Tag 1 Tag 2 41 Vorz WT Vaginal Ja - -
5 22 -24h Tag 1 Tag 2 40 - Vaginal Ja - -
6 30 Tagl Tag2 Tag3 39 - Vaginal Ja - -
7 25 Tag 1 Tag 2 39 - Vaginal Ja - -
8 34 -24h Tag 1 Tag 3 41 - Vaginal Ja - -
9 36 -24h Tagl Tag3 41 - Vaginal Ja - -
10 34 -24h Tag 1 Tag 3 41 - Vaginal Ja - 1
11 26 -24h Tag 1 Tag 3 38 Vorz. BS Vaginal Ja - -
12 29 -24h Tag 1 Tag 3 37 - Vaginal Ja - -
13 18 Tag 1 Tag 3 Tag 5 39 - Vaginal Ja - -
14 21 Tag 1 Tag 3 40 - Vaginal Ja - -
15 22 -24h fagi Tag2 40 - Vaginal Ja - -
16 29 -24h Tag 2 Tag 3 41 - Vaginal Ja - 1
17 29 Tag 1 Tag 2 40 - Vaginal Ja - 2
18 28 -24h Tag 2 40 - Vaginal Ja - -

Erlauterungen zur Tabellenbeschriftung

Studiennr. = StudiennummerAlter = Alter der Probandin in Jahren zum Zeitpunkt Blert-
entnahmenZeitpunkte der Blutentnahmen: -24 h = innerhalb von 24 Stunden vor der Ent-
bindung, Tag 1 = erster Tag nach dem Tag der EntbinduB§W = erreichte Schwanger-
schaftswoche zumGeburtstermin; SS/Geb.-Komplik. = Komplikationen im Rahmen der
Schwangerschaft oder der Geburt (vorz. WT = vageiVehentétigkeit, vorz. BS = vorzeitiger
Blasensprung, FG = Frithgeburt, BEL = Beckenendi@bes Terminiiberschreitung, Gest.diab.
= Gestationsdiabeteszeburt = Geburtsmodus (vaginal, primare/sekundare Sect@saria),
Wehen= Wehentatigkeit zum Zeitpunkt der Blutentnahme der Geburtfriihere SS= friihe-

re Schwangerschaften (m = mannlich, w = weibli¢Rypbandinnen mit Aborten in der Anam-

nese von der Studie ausgeschlossen)

“ entsprechend der PCR-Ergebnisse grau hinterlegt:
-24h Beide Anséatze negativ
-24h Ein Ansatz positiv
L24n Beide Anséatze positiv
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Fortsetzung Tab. II: Blutentnahmen um den Zeitpunkler Geburt
Zeitpunkte der Blutentnahmen friihere SS

dii?lun-r. Alter  Vor Geburt Nach Geburt SSW SKSO/n?gIti)k'._ Geburt Wehen M W
19 25 Tagl Tag2 37 - Vaginal Ja - -
20 32 Tagl Tag2 Tag3 36 Frihgeb. Vaginal Ja - -
21 21 Tagl Tag2 39 - Vaginal Ja - -
22 34 -24h Tagl Tag3 36 Frihgeb. Vaginal Ja - -
23 25 -24h Tag 3 38 - Vaginal Ja - -
24 27 -24h fagi Tag4 39 - Vaginal Ja - -
25 25 Tag 3 39 - Vaginal Ja - -
37 27 Tag 6 40 - Vaginal Ja - -
38 26 Tag 3 40 Vorz. WT Vaginal Ja - -
46 23 -24h - 40 - Vaginal Ja - 1
54 31 -24h - 38 Vorz. BS S. Sectio  Nein - -
58 29 -24h - 42 TU S.Sectio Nein - -
69 25 -24h - 39 Gest.diab. Vaginal ~ Nein - -
70 23 -24h - 39 BEL P. Sectio  Nein - -
71 21 -24h - 42 TU Vaginal Nein - 1
72 25 -24h - 40 Vorz. BS Vaginal Ja - -
74 35 -24h - 38 - Vaginal Ja - 2
75 30 -24h - 40 - Vaginal  Ja - -
76 25 -24h - 41 - Vaginal Ja - 1
77 29 -24h - 40 - Vaginal  Ja - -
78 28 -24h - 39 - Vaginal  Ja -1
79 27 -24h - 42 TO Vaginal Ja - 1
80 23 -24h - 34 Vorz. BS, FG  Vaginal Ja - -
81 34 -24h - 38 - Vaginal  Ja - -
82 28 -24h - 39 Vaginal  Ja - -
84 34 -24h - 42 TU S.Sectio Nein - -
86 19 -24h - 40 Gest.diab.  Vaginal Nein - -
87 21 -24h - 42 TU Vaginal  Nein - 1
88 22 -24h - 41 Vorz. BS, S. Sectio  Nein - -
90 25 -24h - 41 TO Vaginal, VE Nein - -
91 24 -24h - 39 BEL P. Sectio  Nein - -
92 32 -24h - 41 - Vaginal  Ja - -
93 24 -24h - 39 Vorz. BS S.Sectio  Ja - 1
95 27 - - 41 TO Vaginal Ja - -
96 33 - - 40 - Vaginal Ja - 1
97 27 -24h - 40 - Vaginal  Ja -1
98 31 -24h - 39 - Vaginal  Ja -1
99 17 -24h - 40 - Vaginal Ja - -
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Tab. Ill: Blutentnahme Wochen bis Jahre nach der Boindung

Schwangerschaften
Studiennr. Altersjc[)];:gster igfr:ii Geburt M W Aborte Chron. Erkrankung
6-4 10 Monate - Vaginal 1 - - -
28 25 - Vaginal 1 - - Autoimmunthyreoiditis
29 4 - Vaginal 1 - - -
30 23 - Vaginal 1 1 - -
31 27 - Vaginal 1 1 - -
32 22 Eklampsie Sectio 1 - - -
33 27 - Vaginal 2 - - -
34 5 - Sectio 1 1 - -
35 10 - Vaginal 1 - - -
36 8 - Vaginal 2 1 - -
41 4 - Vaginal 1 - - -
42 23 - Vaginal 1 - - -
43 16 - Vaginal 1 - - -
44 1 - Vaginal 2 - - -
45 6 Gest.diab. Vaginal 1 - -
49 36 - Vaginal 1 1 - -
50 22 - Vaginal 1 1 - -
51 6 - Sectio 1 1 - -
52 9 Vorz. WT  Sectio (2. Sohn) 2 1 - -
53 18 - Vaginal 2 - - -
56 13 - Vaginal 1 2 1 -
100 5 - Sectio 1 1 1 -

Erlauterungen zur Tabellenbeschriftung

Studiennr. = StudiennummerAlter jingster Sohn = Alter des jingsten SohnesJdahren (so-
weit nicht anders gekennzeichnet) zum Zeitpunkt Beitentnahme;SS/Geb.-Komplik. =
Komplikationen im Rahmen der Schwangerschaft ogerGeburt (vorz. WT = vorzeitige We-
hentatigkeit, Hyperem. grav. = Hyperemesis gravidarGest.diab. = Gestationsdiabet&3:-
burt = Geburtsmodus (vaginal, primare/sekundare Seedsaria)Schwangerschaften(m =

mannlich, w = weiblich)Chron. Erkrankungen = chronische Erkrankungen der Probandin

® entsprechend der PCR-Ergebnisse grau hinterlegt:
-24h Beide Anséatze negativ
-24h Ein Ansatz positiv
L24n Beide Anséatze positiv
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Fortsetzung Tab. IlI: Blutentnahme Wochen bis Jahmeach der Entbindung

Studiennr.

101
102
103
106
107
108
109
110
115
116
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
132
133
134
135
137
138
139
140

Alter jingster
Sohn
2
13
2
12
10
21
6
7
89 Tage
3
9 Monate
2
14
18
37
23
7
24
22
9
8
29
27
25
34
23
34
21
20 Tage

SS/Geb.-
Komplik.

Hyperem. grav.

Geburt

Sectio
Vaginal
Vaginal
Vaginal
Vaginal
Vaginal

Sectio
Vaginal
Vaginal
Vaginal
Vaginal
Vaginal
Vaginal
Vaginal
Vaginal
Vaginal
Vaginal
Vaginal
Vaginal
Vaginal
Vaginal
Vaginal
Vaginal
Vaginal
Vaginal
Vaginal
Vaginal
Vaginal
Vaginal

Vaginal

Schwangerschaften
M w Aborte
1 - -
1 1 -
1 - -
1 - 1
1 - -
1 - -
1 1 1
1 1 -
1 - -
1 - -
1 - -
2 - -
1 - -
1 - 1
1 1 -
1 1 -
1 1 -
1 1 -
1 2
2 - -
1 - 1
1 1 -
1 - -
1 - -
1 - -
1 1 -
1 1 1
1 1 -
1 - -
1 1 -

Chron. Erkrankung

Fibromyalgie
Arthrose, Asthma bronch.
Hepatitis B
Chron. Arthritis
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