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3 Material und Methoden

3.1 Patientenerfassung und Statistik

Ausgewertet wurden 3065 pranatale Chromosomenanalysen aus dem Institut fur Human-
genetik der Charité, Campus Virchow-Klinikum. Die Chromosomenanalysen wurden nach
einer Chorionzottenbiopsie durchgefihrt. Die Chorionzottenbiopsien und die Ultraschall-
untersuchungen wurden in 29 zuweisenden Zentren erbracht®, die auf Ultraschall- und
Pranataldiagnostik spezialisiert sind.

Auf die Vorteile der Chorionzottenbiopsie gegenlber der Amniozentese im ersten Trime-
non wurde im Kapitel 1.1. ausflihrlich eingegangen. Es wurde jedoch auch auf die Abor-
trate nach Chorionzottenbiopsie und das Risiko von Extremitatenreduktionsdefekten ver-
wiesen. Chorionzottenbiopsien, welche von erfahrenen Pranataldiagnostikern durchge-
fuhrt werden, dirften die angegebene Abortrate von 1-2% deutlich unterschreiten. Lau et
al. beschrieben im Jahr 2005 nach Auswertung von 1355 transabdominalen Chorionzot-
tenbiopsien eine prozedurbedingte Abortrate von maximal 0,74% (Lau et al., 2005).
Nanal et al. errechneten in einer Auswertung von 436 Chorionzottenbiopsien die proze-
durbedingte Abortrate durch Abzug der Aborte bei Feten mit bekannten letalen Fehlbil-
dungen und der Aborte, welche erst nach 2 Wochen auftraten, von der Gesamtabortrate
und erhielten dadurch sogar eine Rate von 0,23%. Wie bereits angeflhrt ist eine genaue
prozentuale Angabe der durch Chorionzottenbiopsie bedingten Abortrate schwierig, da
die Spontanabortrate berucksichtigt werden muss.

Eine Aussage, warum in den in der vorliegenden Arbeit ausgewerteten Fallen der Cho-
rionzottenbiopsie gegenuber einer Amniozentese der Vorzug gegeben wurde, kann an-
hand der Zuweisungsunterlagen und des Uberweisungsauftrages, die im Institut fir Hu-
mangenetik der Charité, Campus Virchow-Klinikum, vorlagen nicht getroffen werden. Es
ist jedoch anzunehmen, dass der Wunsch der Mutter/ der Eltern nach einer schnellen Ka-
ryotypisierung im Vordergrund stand. Der Befund einer Chorionzotten-Kurzzeitkultur liegt
oft bereits nach 1 bis 2 Tagen vor, der Befund der Langzeitkultur etwa nach 1 bis 3 Wo-
chen. Auch kann bei héherem Schwangerschaftsalter das Risiko eines vorzeitigen Bla-
sensprunges nach Amniozentese zur Entscheidungsfindung geflhrt haben. Zusatzlich
konnte die Plazentalage (Vorderwandplazenta) in die Wahl des Untersuchungsverfahrens
mit einbezogen worden sein.

Folgende Daten wurden erfasst:

» Mutterliches und vaterliches Alter

3 davon 28 Zuweiser aus Berlin

Indikationen zur Karyotypisierung von Chorionzottenmaterial unter besonderer Berticksichtigung von Ultraschallbefunden
Seite 11 von 86



DISSERTATION

>

>
>

Die Indikation ,auffalliger Ultraschallbefund“ wurde wie folgt unterteilt:

nerisch/ Ultraschall)

Indikation (Mehrfachnennungen méglich);

(1) Plexus-choroideus-Zyste

(2) Ventrikulomegalie/ Hydrozephalus internus
(3) Sonstige Hirnauffalligkeit

(4) Auffallige Kopfform

(5) Gewebsneoplasien des Kopfes

(6) Gesichtsauffalligkeit

(7) Nackentransparenz, friher haufig Nackenédem/ Nackenfalte

(8) Hygroma colli

(9) Sonstige Halsauffalligkeit

(10) White spot

(11) ASD (Vorhofseptumdefekt)

(12) VSD (Ventrikelseptumdefekt)

(13) AV-Kanal (Atrioventrikular-Kanal)

(14) Vitium cordis ohne nahere Angabe

(15) Zwerchfellhernie

(16) Sonstige Thoraxauffalligkeit

(17) Duodenalstenose/-atresie

(18) Echogener Darm

(19) Sonstige Auffalligkeit des Gastrointestinaltraktes
(20) Sonstige abdominelle Auffalligkeit

(21) Exomphalozele

(22) Sonstige Auffalligkeit der vorderen Bauchwand
(23) Pyelektasie

(24) Sonstige Auffalligkeit des Urogenitaltraktes

Anja Funfstlck

Schwangerschaftswoche z. Z. der Entnahme/ z. Z. des auffalligen Befundes (rech-

Durchgefuhrte Enthahmemethode, weiterfihrende Untersuchungsverfahren
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(25) Spina bifida
(26) Polydaktylie Hand/ Ful
(27) Sonstige Skelettauffalligkeit
(28) Generalisierter Hydrops
(29) Anhydramnie
(30) Oligohydramnie
(31) Polyhydramnie
(82) Sonstige Fruchtwasserveranderung (z. B. Farbveranderungen)
(33) Singulare Umbilikalarterie
(34) Sonstige Nabelschnurveranderung
(35) Plazentaveranderung
(36) Wachstumsretardierung
(87) Sandalenliicke
(38) Sonstige

» Zytogenetische Analyse (Material, Befunddauer, Befund, ggf. auch von weiterfih-
renden Untersuchungsverfahren)

In der Auswertung der vorliegenden Daten wurde der Befund der Langzeitkultur
als Ergebnis der Chorionzottenkaryotypisierung genutzt, weil dieser als reprasen-
tativer fir die fetale Chromosomenkonstitution gilt. In Fallen nicht angelegter
Langzeitkulturen diente der Befund der Kurzzeitkultur als Grundlage.

» Schwangerschaftsausgang

3.2 Techniken der Chorionzottenbiopsie

Bei einer Chorionzottenbiopsie werden Teile der Plazenta, die Chorionzotten, entnom-
men und untersucht. Das heranwachsende Kind und die Plazenta bilden sich aus einer
gemeinsamen Ursprungszelle, der Zygote. Chromosomale Abweichungen zwischen pla-
zentaren und embryonalen/ fetalen Zellen sind daher mdglich, wenn auch selten. Chro-
mosomale Mosaike (mindestens zwei verschiedene Zelllinien in einem Individuum) kon-
nen durch postzygotische Non-Disjunction oder den postzygotischen Verlust eines Chro-
mosoms entstehen. Abhangig von der Verteilung der abweichenden Zelllinie kann das
Mosaik auf die Plazenta beschrankt sein oder auch im Embryo/ Fetus auftreten (Grati et

al., 2006). In einer Auswertung von 62865 karyotypisierten Chorionzottenbiopsien durch
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Hahnemann und Vejerslev (Hahnemann und Vejerslev, 1997) wurde ein Anteil von 1%
ausschliel3lich auf die Plazenta begrenzter Mosaike gefunden. Der Anteil ausschliel3lich
auf die Plazenta begrenzter Mosaike in der vorliegenden Arbeit betragt 0,46% (14 Falle
unter 3065 ausgewerteten Untersuchungen).

Eine genaue Aussage, ob es sich bei Mosaikbefunden um plazentabegrenzte Verande-
rungen handelt, ist jedoch oft schwierig und erfordert in der Regel zusatzliche Untersu-
chungen zur weiteren Abklarung. Des Weiteren missen Mosaikbefunde abhangig vom
betroffenen Chromosom, das monosom oder trisom vorliegt, bewertet werden. So sind
haufig auftretende Mosaike wie z. B. Trisomie 2 Mosaike und Trisomie 7 Mosaike fast im-
mer Plazenta-begrenzt und bei lebend Geborenen nur extrem selten beschrieben. Fur
Trisomie 20 Mosaike gilt grundsatzlich dasselbe, es besteht aber eine erhdhte Wahr-
scheinlichkeit, dass das Mosaik auch in den Nieren und den Harn ableitenden Gefalien
des Embryos vorliegt, sodass sich eine Risikoerhdhung auf ca. 10% ergibt. Ein deutlich
héheres Risiko ergibt sich, wenn Chromosomen betroffen sind, die als volle Trisomien
mit einer Lebendgeburt vereinbar sind, wie die fur die Chromosomen 13, 18, 21. Folgen-
de Tabelle gibt einen Uberblick tiber die im betrachteten Kollektiv festgestellten Mosaik-

befunde.

Einteilung der Mosaikbefunde unter Be- Anzahl der Falle,
ricksichtigung der Zusatzuntersuchun- ggf. Kommentar zu Besonderheiten
gen

Kurzzeitkultur unauffallig, Langzeitkultur | 11
auffallig, Amniozentese oder Chordozen- 2 dieser Félle wiesen ein Trisomie 2 Mosaik

tese ohne pathologischen Befund bzw. ein Trisomie 2 -Mosaike auf, diese Mosa-
ike sind in der Regel Plazenta begrenzt.

Kurzzeitkultur und Langzeitkultur auffal- 3

lig, Amniozentese oder Chordozentese In einem Fall lag ein Trisomie 20 Mosaik in der

ohne pathologischen Befund Kurzzeitkultur vor, eine Langzeitkultur wurde
nicht angelegt.

Kurzzeitkultur, Langzeitkultur und Amnio- | 1
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zentese auffallig In diesem Fall lag ein Trisomie 20 Mosaik vor

Sehr wahrscheinlich ,echte Mosaike 13

Ein Fall zeigte ein Trisomie 15 Mosaik in beiden
Langzeitkulturen und im fetalen Nabelschnurge-
webe, unaufféllige Befunde in der Amniozentese
und Chordozentese sowie einen 69, XXX-Be-
fund im fetalen Lungengewebe bei multiplen fe-
talen Fehlbildungen (AV-Kanal, Hygroma colli,
singulére Umbilikalarterie).

In einem weiteren Fall fand sich ein 69, XXX
Mosaik, dieser Befund kann aufgrund seiner
Genese nicht plazentabegrenzt sein

Kurzzeitkultur ohne pathologischen Be- 7

fund, Langzeitkultur aUﬁa"lg, keine weite- 3 dieser Fille waren Trisomie 2 Mosaike

re Abklarung erfolgt.

Kurzzeitkultur und Langzeitkultur auffal- 7
lig, keine weitere Abklarung erfolgt

Unklare Falle 4

Die Entnahme der Chorionzotten kann entweder transabdominal oder transzervikal erfol-
gen.

- Transabdominale Methode: Zunachst wird die Plazenta sonographisch beurteilt und
ihre Dicke gemessen. Der Ultraschallkopf wird so aufgesetzt, dass die Plazentapunkti-
on an einer maximal dicken Plazentastelle ermdglicht wird. Mutterliche Blase und
Darm sind im Passageweg zu meiden. Die Bauchdecke wird an der Punktionsstelle
desinfiziert. Unter kontinuierlicher Ultraschallsicht wird nun die Punktionsnadel* bis in
die Plazenta eingefuhrt, der Mandrin durch eine Spritze ersetzt und unter vorsichtigem
Vor- und Ruckwartsbewegen der Nadel Chorionzottengewebe aspiriert (Becker et al.,
1995).

- Transzervikale Methode: Auch hier erfolgt zunachst eine sonographische Orientierung.
Nach Desinfektion der Zervix mit einem breit wirkenden Antiseptikum wird unter Ultra-

schallkontrolle ein Katheter in die Plazenta eingefuhrt. Die geringsten Traumata wer-

4 verwendet wird meistens eine 20G Spinalnadel
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den durch Plastikkatheter® verursacht (Sohn und Holzgreve, 1995). Durch Aspiration in

eine Spritze kann nun Chorionzottengewebe gewonnen werden. (Holzgreve, 1987).

3.3 Transportmedium fiir Chorionzotten

Das Transportmedium fur Chorionzotten setzt sich wie folgt zusammen:
250 ml MEM Dulbecco

250 ml HAM’s F12

7,5 ml L-Glutamin (200mM)

10 ml Hepes-Puffer (1M)

7,5 ml Liqguemin 25000 IE

0,25 ml Streptomycin (0,2 g/ml)

YV V VvV VYV VY V V

0,25 ml Penicillin (200000 IE)

3.4 Kurzzeit-Chorionzottenaufbereitung

Die Chorionzotten werden in einer Petrischale® mit Medium’ tGber Nacht im Brutschrank
inkubiert. Vor Vorbereitung der Aufarbeitung wird ein Tropfen Colcemid zugegeben und

fur 1,5 Stunden im Brutschrank inkubiert.

AnschlieRend wird das Medium vorsichtig mit einer Pasteurpipette abgesaugt und fir 15
Minuten hypotone Na-Citrat-Lésung (1%ig) bei Raumtemperatur zugegeben.

In der Zwischenzeit wird Fixativ frisch hergestellt, bestehend aus Eisessig und Methanol
eisgekihlté.

Nach der entsprechenden Zeit wird die Na-Citrat-Losung abgesaugt und Fixativ® bei
Raumtemperatur zugegeben. Dieses wird nach 10 Minuten durch frisches Fixativ ersetzt.

Nach weiteren 10 Minuten wird das Fixativ entfernt und die Chorionzotten werden zur Re-
hydrierung mit folgenden Lésungen gespllt: abs. Ethanol fir 30 Sekunden, 70% Ethanol
fur 30 Sekunden, 50% Ethanol fir 30 Sekunden, A. dest. fir 30 Sekunden und A. dest.
fur 2 Minuten.

Nach grundlichem Absaugen des letzten A. dest. wird mit Filterpapier gut trocken getupft,
die Petrischale mit 10 bis 15 Tropfen frisch hergestellter Essigsaure (60%ig, d. h. 3 ml

z.B. Portex-Katheter von Ward, Angiomed-Katheter der Arbeitsgruppe um Holzgreve
Durchmesser 3 cm

2ml Earle’s und 5% FSK

1:4, d.h. 10ml + 30 ml

aus dem Gefrierfach

© © N o o
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konzentrierte Essigsaure und 2 ml A. dest.) aufgefillt und fir 3 Minuten bei Raumtempe-

ratur leicht schrag gestellt, sodass die Zotten an einer Ecke freischwimmen.

AnschlieRend wird je 1 Tropfen der Suspension auf einen Objekttrager gegeben, der be-
reits vorher auf die Warmeplatte des Ausstreichgerates gelegt wurde. Das Material wird
darin gut verteilt. Die Zahnchen des Ausstreichgerates mussen benetzt sein. Sie fuhren
den Tropfen Uber den Objekttrager, setzen dabei aber nicht auf. Wahrend des Ausstrei-

chens Uber 3 Minuten muss das Material immer wieder zum Zahnchen gebracht werden.

Im Anschluss daran wird das Praparat getrocknet und mit Giemsa gefarbt.

3.5 Chorionzotten-Ansatz der Langzeitkulturen

Die Zotten liegen in einer Petrischale mit 3 ml Earle’s ohne Zusatz vor und werden nun
in ein Réhrchen mit 2 ml Trypsinlésung Uberflihrt. Das Rohrchen wird fur 60 Minuten in
ein Wasserbad (37°C) gestellt und zwischendurch gut geschuttelt. In der Zwischenzeit

wird Collagenase aus dem Gefrierfach entnommen und aufgetaut.

Nach der Inkubation im Wasserbad muss das Rohrchen fur 10 Minuten bei c.a. 1000
U/min zentrifugiert werden. In dieser Zeit wird die Collagenase in einer Konzentration von
10 % angesetzt. Das Sediment aus dem Trypsinréhrchen kann nun in das Collagenase-
rohrchen dberfuhrt, mit diesem gut gemischt und fir 90 Minuten in ein Wasserbad (37°C)

gestellt werden, in dem es zwischendurch leicht geschuttelt werden muss.

Nach der Inkubation wird das Roéhrchen mit Eagle’s bis zur 10 ml-Markierung aufgefullt
und fiir 10 Minuten bei c. a.1000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wird bis auf c. a. 1 ml
abgesaugt und das Réhrchen wieder bis auf 10 ml mit Eagle’s aufgefllt.

AnschlieRend erfolgt eine erneute 10-minltige Zentrifugierung bei 1000 U/min. Der Uber-
stand wird wieder bis auf 1 ml abgesaugt und das Sediment mit der Pasteurpipette gut
resuspendiert. Von dieser Zellsuspension werden gut 2/3 in eine beschriftete Zellkulturfla-
sche und 1/3 in eine beschriftete Ambitube gegeben. Der Zellkulturflasche werden 2 Pi-
petten voll AmnioMax (A-Kultur) und der Ambitube 1 Pipette voll DHU-Medium (B-Kultur)
zugefugt.

Nach 2 Tagen muss ein Mediumwechsel erfolgen, um totes Zellmaterial'' zu entfernen.

3.6 Farbungen und Chorionzottenbeurteilung

Die Chorionzottenpraparate werden Ublicherweise nach Giemsa gefarbt'?.

10 Durchmesser 6 cm
" Zottenreste
12 5 bis 10-minutige Farbung mit 10 ml Phosphatpuffer-Stammlésung und 3 bis 5 ml Giemsa
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Zur besseren Beurteilung kdnnen noch weitere Farbungen erfolgen, wie G-Banden-Far-
bung, Q-Banden-Farbung, C-Banden-Farbung oder Silberfarbung’.

Mikroskopisch wird anschlielend der Karyotyp bestimmt. Bei pathologischen Befunden

kénnen numerische und strukturelle Veranderungen, sowie Mosaike erkannt werden.

3 AG-NOR
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