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1. Zusammenfassung

1.1

Numerische Veranderungen einzelner Chromosomen sind vor allem bei
Tumorerkrankungen ein haufiges Phanomen. Ein gehauftes Auftreten einer Mosaik-
Trisomie 7 in Tumoren und entzundlich verandertem Gewebe war bereits aus
verschiedenen Studien bekannt. In einer Pilotstudie unserer Arbeitsgruppe war in
einem kleinen Kollektiv alter Individuen das Vorkommen der Mosaik-Trisomie 7 in
verschiedenen normalen Geweben untersucht worden. Hier zeigte sich ein gehauftes
Auftreten der Mosaik-Trisomie 7 in Zellen der Mundschleimhaut. Eine
pathogenetische Wertigkeit dieser Trisomie war hier nicht bekannt, da es sich um
scheinbar normale Gewebe von zumindest im Mund- und Rachenbereich gesunden
Probanden handelte. Auf der Basis dieser Vorergebnisse sollte bei der hier
vorliegenden Arbeit Uberprift werden, inwieweit eine Mosaik-Trisomie 7 in Zellen der
normalen Mundschleimhaut ggf. ein altersassoziiertes Phanomen darstellt. Dazu
wurden orale Plattenepithelzellen eines Kollektivs von 39 beziglich Veranderungen
der Mundschleimhaut unauffalligen sehr alten Probanden (75 - 103 Jahre) mit einem
Kollektiv von 24 jingeren gesunden Probanden (25 - 56 Jahre) verglichen. Die Zellen
der Mundschleimhaut wurden mit der Technik der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(FISH) hinsichtlich des Vorkommens von Trisomie 7 im Vergleich zu Chromosom 10
untersucht. Die Chromosomen 8 und 12 dienten als zusatzliche Kontrollen. Als
zusatzliche Kontrollen dienten die Chromosomen 8 und 12. Im Kollektiv der alteren
Probanden trat die Trisomie 7 in ~ 28% (<20% der Zellen) und bei den jlingeren
Probanden in ~ 38% (<6,8%) der Falle auf. Die Kontrollen (Chromosom 8, 10 und 12)
zeigten nur in zwei Fallen (je einmal fir Chromosom 8 und 10) Trisomiebefunde tber
dem ,cut off level. Das mogliche Auftreten einer Mosaik-Trisomie 7 in ansonsten
unauffalliger Mundschleimhaut insgesamt ist statistisch nicht signifikant. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dal? das erhdhte Lebensalter tendenziell
fur die Auspragung der Trisomie 7 in normaler Mundschleimhaut bedeutsam sein
kann. Dennoch ist die Trisomie 7 kein generelles Altersph&nomen, sondern tritt
altersassoziiert nur in einzelnen Individuen auf, so dal3 zusatzliche

individualspezifischen Faktoren angenommen werden muissen.



1.2

Numerical chromosomal aberrations are common in tumors. These changes are
however not restricted to malignancy. Mosaic trisomy of chromosome 7 (“mosaic
trisomy 7”) has been seen in both, tumors and inflammatory conditions. A pilot study
has therefore been conducted to determine the possible occurence of mosaic trisomy
7 in various tissue types in elderly individuals. The results were suggestive of the oral
mucosa being among the possible hotspots. The significance of this finding was
unknown as in the oropharynx mosaic trisomy 7 does not clearly relate to disease. It
was considered physiological as mosaic trisomy 7 seems to occur in otherwise
healthy individuals. Investigations were warranted to indicate whether this is merely
associated with age or rather an epiphenomenon. The present study was therefore
carried out to examine whether the occurrence of mosaic trisomy 7 in the oral
mucosa correlates with age. Oral squamous epithelial cells that were brushed from
the oral mucosa of thirty-nine 75 to 103 year-old males and females with a seemingly
healthy oropharygneal mucosa were hence compared with those obtained from
twenty-four 25 to 56 year-olds. Fluorescent-in-situ-hybridisation (FISH) was carried
out to determine the number of signals attributable to the chromosomes 7 and 10.
Chromosome 8 and 12 served as additional controls. Trisomy 7 was found in ~ 28%
of the elderly individuals (£20% of the cells) and in ~ 38% of the young (<6.8%). Only
two individuals had trisomic findings above cut off level for the controls
(chromosomes 8 and 10). The possible overall occurrence of mosaic trisomy 7 in the
otherwise inconspicuous oral mucosa is not statistically significant. There is a
tendency towards age playing a role in the occurrence of trisomy 7 in the otherwise
inconspicuous oral mucosa, but additional factors specific specific to each individual

seem to however be necessary to generate such chromosomal triplets.
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2. Einleitung

2.1 Aufbau und Organisation des menschlichen Chromosomensatzes

Das menschliche Genom ist in Form von 24 unterschiedlichen Chromosomen
organisiert, die im Zellkern lokalisiert sind. Der normale Chromosomensatz besteht
aus 22 Paaren jeweils gleicher Autosomen (Nicht-Geschlechts-Chromosomen) und
einem Gonosomenpaar (beim Mann X- und Y-, bei der Frau zwei X-Chromosomen),
so dafl’ der entsprechende Karyotyp fir Manner 46,XY und fir Frauen 46,XX lautet.
Jeweils die Halfte des Chromosomensatzes stammt von véaterlicher Seite und die
andere Halfte von mutterlicher Seite. Die Chromosomen werden nach Grol3e, der
Lage des Zentromers und des bei Banderungsfarbung erzeugten charakteristischen
Bandenmusters unterschieden. Aufgrund der Position des Zentromers in Relation zu
den  Chromosomenarmen erfolgt eine Einteilung in  metazentrische,
submetazentrische und akrozentrische Chromosomen. Unter Einbeziehung von
GroRRe und Lage des Zentromers ordnet man die Chromosomen in sieben Gruppen
(Gruppe A - G). Im Gegensatz zu eigenstandig vermehrter mitochondrialer DNA
befinden sich die Chromosomen im Zellkern, der von den anderen Zellbestandteilen
durch die Kernmembran abgetrennt ist, und werden abhéngig vom Zellzyklus im
Rahmen der Zellteilung vermehrt. Zentraler Bestandteil der Chromosomen ist die
genetische Information substanziell in Form der Desoxyribonukleinsaure (DNA). Die
DNA-Doppelhelix ist mit basischen Histonproteinen zu komplexen Einheiten, dem
Chromatin verpackt. In der Interphase der Zellteilung sind die Chromosomen
weitgehend dekondensiert und damit fir das Lichtmikroskop nicht zu differenzieren.
Zu Beginn der Zellteilung nach Durchlaufen der S-Phase liegen die Chromosomen in
der Metaphase hochkondensiert vor. In dieser Form kdnnen sie nach Auflosung der
Kernmembran im Lichtmikroskop als Chromosomen entsprechend den klassischen

zytogenetischen Kriterien erfal3t und beurteilt werden.

2.1.1 Storungen bei der Kernteilung
Der Prozel3 der Kernteilung ist fur die Teilung der Zelle notwendig und ist damit
wesentliche Grundlage fir das Wachstum des Organismus, die Zellregeneration oder

die Bildung von Keimzellen. Man unterscheidet zwischen der Mitose, die als sog.
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somatische Zellteilung, zur Zellvermehrung unter Erhalt des Chromosomensatzes
dient, und der Meiose, die mit einer Halbierung des Chromosomensatzes einhergeht
und die Keimzellen bildet. Die Kernteilung lauft in vier Phasen ab, wahrend derer sich
die Chromosomen kondensieren und durch den ausgebildeten Spindelapparat geteilt
werden. Zu Chromsomenverteilungsstorungen kann es sowohl bei der Meiose als
auch bei der Mitose kommen. Das Resultat hiervon sind numerische, d.h. die Anzahl
betreffende Chromosomenstérungen z.B. Trisomien (Uberzahliges Vorliegen
einzelner Chromosomen) oder Monosomien (Fehlen einzelner Chromosomen). Man
unterscheidet zwischen konstitutionellen und somatischen Stérungen, je nachdem,
ob die Chromosomenanomalie bereits angeboren vorliegt (konstitutionell) oder erst
spater im Rahmen einer Korperzellteilung (somatisch) im Laufe des Lebens neu
auftritt. Konstitutionelle Chromosomenanomalien kdénnen entweder den gesamten
Organismus durchgehend betreffen oder bei Auftreten in einer der frihen
Vermehrungsteilungen des Embryos nur in einem Teil der Kérperzellen vorliegen. Im
letztgenannten Fall spricht man von einem konstitutionellen Mosaik. Ist eine
Chromosomenfehlverteilung erst nachgeburtlich als somatische Stérung aufgetreten,
so sind ebenfalls im Mosaik nur einzelne Zellen des betreffenden Ursprungsgewebes

betroffen.

2.2 Konstitutionelle Veranderungen der Chromosomenzahl

Veranderungen der Chromosomenzahl, die den gesamten Organismus betreffen,
entstehen in der Meiose einer der elterlichen Keimzellen. Entstehen sie in der frihen
Embryonalphase, betreffen sie nur einen Teil der Zellen, dann entsteht ein
chromosomales Mosaik. Nur wenige numerische Chromosomenstérungen sind mit
einer Embryonal- oder Fetalentwicklung vereinbar. Trisomien von Autosomen werden
als konstitutionelle Anomalien nur bei einzelnen bestimmten Chromosomen
beobachtet. Die Monosomie einzelner Autosomen ist zu einem frihen Zeitpunkt letal
bzw. negativ selektiert und wird auch in Abortgewebe nicht beobachtet. Bei
Gonosomen kann als konstitutionelle Stérung eine Monosomie X (es liegt nur ein
Geschlechtschromosom X vor) beobachtet werden. Nach heutiger Kenntnis handelt
es sich auch hier praktisch immer um eine postzygotisch entstandene Veranderung,

wobei ein Mosaikstatus postuliert werden muf3. Tri- oder Polysomien der Gonosomen
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kommen auch als Folge einer meiotischen Verteilungsstérung durchgehend mit u.U.
vergleichsweise geringer klinischer Beeintrachtigung vor.

Fur den Krankheitswert bei Trisomien kann es zusétzlich zu der rein quantitativen
Aberration entscheidend sein, ob das uUberzahlige Chromosom von maternaler oder

paternaler Seite weitervererbt wird®2,

2.2.1 Numerische Aberrationen von Autosomen

Bei Tieren, zum Beispiel Goldfischen (Carassius auratus auratus®) und Pflanzen,
zum Beispiel Zuckerriiben (beta altissima?4), sind polyploide Formen (Amplifikation
nicht einzelner Chromosomen, sondern des Chromosomensatzes) haufig mit dem
Leben vereinbar oder werden sogar bewul3t gezlchtet. Dagegen sind beim
Menschen Abweichungen des gesamten Chromosomenhalbsatzes (Polyploidien),
die den ganzen Organismus betreffen, nicht mit dem Leben vereinbar.
Interessanterweise kénnen jedoch Zellen einzelner Gewebe, wie z.B. Leberzellen,
polyploid sein5. Hier ist organspezifisch ein funktioneller Vorteil im Sinne der
normalen Physiologie anzunehmen. Dies ist auch fir die somatische Vermehrung
einzelner Chromosomen in bestimmten Geweben grundséatzlich denkbar. Umgekehrt,
im Sinne einer krankheitsassoziierten Stérung findet man dagegen auch in vielen
Tumoren eine Vermehrung oder Verluste von Chromosomen43.63,

Konstitutionelle Aberrationen von Autosomen fihren generell zu schwerwiegender
korperlicher und geistiger Beeintrachtigung. Bei lebend geborenen Kindern sind
durchgehende Trisomien von Autosomen nur fur die Chromosomen 13, 18 und 21
bekannt. Eine konstitutionelle Trisomie eines dieser Chromosomen fihrt aber auch
hier zu schweren Fehlbildungen, Dysmorphien und/oder geistiger Retardierung. Fir
das Down Syndrom, die Trisomie 21, als vergleichsweise mildeste numerische
Autosomenstorung sind allerdings verschiedene Schweregrade der Auspragung
bekannt; die Lebenserwartung der Betroffenen ist trotz inzwischen gestiegener
durchschnittlicher Lebenszeit zumeist verringert. Kinder mit durchgehender Trisomie
13 oder 18 haben dagegen eine auf3erordentlich schlechte Prognose; die meisten
versterben innerhalb des ersten Lebensjahres; i.d.R. bestehen multiple angeborene
Organfehlbildungen und schwerste psychomotorische Retardierung’. Autosomale
Monosomien, die den ganzen Organismus betreffen, kommen beim Menschen nicht

vor. In Form von Mosaik-Trisomien oder -monosomien konnen Stdrungen der
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Chromosomenzahl konstitutionell und/oder somatisch erworben durchaus
vorkommen. Bei Kkonstitutionellen Aberrationen sind auch hier je nach
Chromosomentyp und Mosaikanteil und betroffenem Gewebe Beeintrachtigungen in
der geistigen und/oder korperlichen Entwicklung zu finden. Als konstitutionelle
Mosaike ansonsten letaler Trisomien, wurden z.B. eine Mosaik-Trisomie 8 oder
Mosaik-Trisomie 9 wiederholt auch bei lebend geborenen Kindern beschrieben?2 103,
Trisomien einzelner Chromosomen kénnen in seltenen Fallen auch kombiniert mit
einer weiteren Trisomie auftreten, wie zum Beispiel die Trisomie 21 und die Trisomie
18 oder 13%.

Bei einem Teil der Patienten mit konstitutionellen chromosomalen Mosaiken ist der
Nachweis der Chromosomenstérung erschwert, da die Chromosomenstorung in
Blutzellen, z.B. Lymphozyten nicht zwingend vorliegt. Eine auffallige arealbegrenzte
Pigmentierung oder Hypopgmentierung der Haut (Hypomelanosis Ito) kann auf ein
konstitutionelles chromosomales Mosaik hinweisen. Oftmals bestehen korperliche
Dysmorphien oder eine variabel ausgepragt mentale Einschrankung3?. Letzteres
beides mul3 allerdings nicht immer vorliegen und hangt sicher von Anteil und Art der
Mosaikzellinie ab. Beispielhaft kann z.B. eine Mosaik-Trisomie 20 mit

Hyperpigmentierungen, aber normaler intellektueller Entwicklung einhergehen.

2.2.2 Numerische Veranderungen der Gonosomen

Die Gonosomen zeigen eine hohere Toleranz fir numerische Abweichungen. So ist
zum Beispiel fur das Ullrich-Turner-Syndrom (Karyotyp 45,X) das Fehlen eines der
beiden Geschlechtschromosomen bei weiblichen Individuen typisch. Die
Veranderung kann damit als einzige durchgéngige konstitutionelle Monosomie
bezeichnet werden, die mit dem Leben vereinbar ist. Auch Polysomien kommen bei
den Gonosomen haufiger vor, z. B. das Klinefelter-Syndrom (47,XXY) oder das
Triplo-X-Syndrom (47,XXX). Numerische Stérungen der Geschlechtschromosomen
sind im Gegensatz zu Stérungen der Anzahl der Autosomen im Wesentlichen mit
einer Fertilitatsstorung und lediglich geringer oder keiner intellektuellen
Beeintrachtigung verbunden. Insbesondere héhergradige Polysomien mit mehr als
drei Geschlechtschromosomen (z.B. 48,XXXY-Karyotyp) gehen haufig mit einer

deutlicher ausgepragten geistigen Einschradnkung oder Behinderung einher.
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2.3 Somatische Veranderungen der Chromosomenzahl durch mitotische
Fehlverteilung

Im Gegensatz zu diesen konstitutionellen Verénderungen gibt es eine Vielzahl
somatischer Chromosomenstérungen, die im Rahmen postnataler mitotischer
Teilungen entstanden sind. Informationen zu somatischen Chromosomenanomalien
stammen i.d.R. aus zytogenetischen Untersuchungen, die Uberwiegend an
Tumorzellen oder seltener in anderen krankhaften Gewebekonditionen durchgefuhrt
wurden. Bei systematischen Analysen verschiedener Tumortypen konnten eine
Reihe tumorspezifischer numerischer und/oder auch struktureller
Chromosomenveranderungen belegt werden. Beispiele sind z.B. der Verlust des
Chromosoms 22 bei Meningeomen®! oder die Trisomie 7 in Nierenzellkarzinomen
und Gehirntumoren. Eine Trisomie 7 wurde sowohl als einzige Aberration als auch in
Kombination mit anderen typischen chromosomalen Veranderungen auch in einer
Reihe weiterer unterschiedlicher Tumore und sonstiger Organkonditionen beobachtet
(siehe unter 2.4).

2.4 Das Chromosom 7 und die Mosaik-Trisomie 7

In der vorliegenden Arbeit wurde das Vorliegen einer Mosaik-Trisomie des
Chromosoms 7 in der Mundschleimhaut untersucht. Das Chromosom 7 gehort in die
Gruppe C, der mittelgroBen metazentrischen Chromosomen. Es befinden sich etwas
mehr als 1500 Gene darauf. Relativ haufig findet man Gene fur Proteinkomplexe, wie
zum Beispiel Zinkfingerproteine und Enzyme. Gene fur Kanalproteine und
Rezeptoren sind dagegen vergleichsweise selten. Interessanterweise beherbergt
Chromosom 7 einige wachstums- bzw. proliferations-assoziierte sowie in
Entziindungsprozessen relevante Gene wie z.B. den Rezeptor fiir den epidermal
growh factor EGFR, hepatocyte growth factor HGF oder Interleukin 6 (siehe 2.4.1).
Die Trisomie 7 bzw. Mosaik-Trisomie 7 ist als zytogenetisches Phanomen bekannt,
das bei sehr unterschiedlichen Verédnderungen auftritt¥’. Eine durchgehende
konstitutionelle Trisomie 7 ist letal und fihrt zum friihen Abort32. In trisomiebedingten
Spontanaborten konnte die Trisomie 7 wiederholt nachgewiesen werden'2,

Da es nur wenige Féalle von lebendgeborenen Kindern mit einer konstitutionellen
Mosaik-Trisomie 7 gibt, sind Angaben zu einem spezifischen Phanotyp nur begrenzt.

Renale Veranderungen im Sinne einer anlagebedingten Nierendysplasie wurden
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allerdings wiederholt berichtet®. Im Falle einer Mosaik-Trisomie 7 der Plazenta
wurden beziglich Grof3e, Struktur und Funktion der Plazenta keine Auffalligkeiten
festgestellt®’.

Eine somatische Mosaik-Trisomie 7 wurde dagegen schon héaufig in verschiedenen
Geweben nachgewiesen: Eine Mosaik-Trisomie 7 wurde beschrieben bei
unterschiedlichen malignen oder benignen Tumoren, in Geweben verschiedener
chronisch entzindlicher Erkrankungen und auch in scheinbar normalen Geweben

(z.T. aus der Nachbarschaft von Tumoren) (siehe 2.4.3-2.4.5).

2.4.1 Proliferationsfordernde Gene auf Chromosom 7

Das Chromosom 7 beherbergt eine Reihe von Genen, die mit Zellwachstum und
Proliferation assoziiert sind.

Der epidermal growh factor-Rezeptor EGFR ist eine Rezeptor Tyrosinkinase, ein
170-kDa schweres transmembranares Glykoprotein, das von dem EGFR1/HER1
Gen kodiert wird?. EGFR ist ein Mitglied der ErbB-Familie, eine Unterfamilie von vier
eng verwandten Rezeptor-Tyrosinkinasen: EGFR1/HER1 (ErbB-1), HER2/c-neu
(ErbB-2), HER3 (ErbB-3) und HER4 (ErbB-4). Die chromosomale Lokalisation von
EGFR1 ist auf Chromosom 7 zwischen der Region p13 und g22%. Der EGFR gehort
zu den Rezeptoren fur Wachstumsfaktoren und wird oft in Zellen von malignen
Tumoren hochreguliert, was das schnelle unkontrollierte Wachstum mitbewirken
kann. Eine vermehrte EGFR-Expression wurde in Korrelation zum Zugewinn von
Chromosom 7 Kopien (z.B. Trisomie 7) zum Beispiel im malignen Melanom3, im
Prostata-Karzinom®, aber auch in nicht-malignen L&sionen, beispielsweise dem

Barrett Osophagus*' beschrieben.

2.4.2 Vorkommen einer Mosaik-Trisomie 7 in bdsartigen Tumoren

Eine Mosaik-Trisomie 7 ist ein sehr héaufiges Ph&nomen in verschiedenen
zytogenetisch analysierten soliden Tumoren. Eine Mosaik-Trisomie 7 ist beschrieben
u.a. in Karzinomen der Niere, Gehirn, Darm, Brustdriise, Schilddriise und Zervix.
Weiterhin wurde eine Mosaik-Trisomie 7 in malignen Melanomen und malignen
Histiozytomen dokumentiert. In Glioblastomen wie auch Nierenzellkarzinomen wird

eine Mosaik-Trisomie 7 als tumorzytogenetisches Charakteristikum gefunden. Im



16

Harnblasenkarzinom$” oder dem Prostatakarzinom? 2 kann das Chromosom 7 in
dreifacher Anzahl vorkommen. Die H&aufigkeit einer veranderten Chromosomenzahl,
insbesondere einer Trisomie des Chromosoms 7, steigt in Prostata-Karzinomen mit
zunehmender TumorgroRe%®. Dies korreliert mit der Zeitdauer des Wachstums. In
follikularen Schilddrisenkarzinomen wurde ebenfalls eine Trisomie 7 gefunden.
Numerische Aberrationen in normalem Schilddrisengewebe wurden nicht
beobachtet’. In einer Studie aus dem Jahre 1999 wurde ein zusatzliches
Chromosom 7 in bis 60% der seinerzeit analysierten Mammakarzinompraparate
gefundensé. Ein &hnliches Bild fand sich in Glioblastomen (hierbei sowohl mit als
auch ohne Amplifikation des EGFR Gens)83. Auch in malignen fibrésen Histiozytomen
kann es zu einer Trisomie 7 kommen'. In Fallen einer Infektion der Cervix uteri mit
HPV wurde nach maligner Transformation infizierter Plattenepithelverbéande eine
relative Zunahme einer Trisomie 7 in squamds differenzierten zellularen Elementen

nachgewiesen™,

2.4.3 Vorkommen einer Trisomie 7 in gutartigen Tumoren

Neben malignen Tumoren konnte eine Mosaik-Trisomie 7 ebenso in einer Reihe
gutartiger Tumore nachgewiesen werden, wie z.B. dem papillaren Nierenadenomen
(PRCA)S!,  dem  follikularen  Schilddrisenadenomen und bei  benigner
Schilddriisenhyperplasie!!, sowie in benignen epithelialen Schilddrisenadenomen3s.
Im Einzelfall wurde eine Mosaik-Trisomie 7 auch in einem benignen Karzinoid-Tumor
der Lunge festgestellt®*. Weitere benigne Tumore, in denen von einer Mosaik-
Trisomie 7 berichtet wurde, sind Adenome des Kolons (Trisomie 7 in Epithelzellen)?
oder Onkozytome der Speicheldriisenf. Auch in zentralen Neurozytomen, einer
seltenen gutartigen Form von Hirntumoren, konnten in Gber 30% der untersuchten

Falle Zellen mit einer Trisomie 7 nachgewiesen werden®.

2.4.4 Vorkommen einer Trisomie 7 in pathologisch verandertem nicht
tumordsem Gewebe

Zusatzlich zu Berichten Uber Mosaik-Trisomie 7 als tumorzytogenetischem
Phanomen wurde eine Mosaik-Trisomie 7 auch in nicht tumordsen, anderen

krankhaften Gewebeveranderungen beschrieben, so zum Beispiel in der fokalen
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Steatosis hepatis®, in artheriosklerotischen Plaques' % in Nierengewebe bei
chronischer Glomerulonephritis, in fibroblastoiden Zellen aus Dupuytrenschen
Kontrakturen, sowie in entzindlich veranderter Synovia bei Patienten mit
Osteoarthrits, Rheumatoider Arthritis’® und pigmentierter villonodularer Synovitis
(PVNS)’. In einer Studie wurde z.B. Synoviagewebe eines kleinen Kollektivs von
Patienten mit Osteoarthritis untersucht und dabei in fast 90% der Kulturen aus
Synovia bzw Osteophyten eine Trisomie des Chromosoms 7 festgestellt®®. Auch in
entzundlich ver&ndertem Gewebe wie in chronischer Gastritis kann es zu einer
Trisomie der Chromosomen 7 und/oder 8 kommen“2, Zusammenfassend zeigte sich
eine Mosaik-Trisomie 7 in nicht tumorésen Geweben, die im Rahmen chronisch
entzundlicher Veradnderungen oder wie z.B. im Falle von Rheuma-Synovia
entzindlich proliferativer Veranderungen alteriert waren. In Synovialgewebe wurde
wie in der zitierten Studie bei chronischer Gastritis neben einer Haufung von Mosaik-
Trisomie 7 auch wiederholt das Auftreten von Mosaik-Trisomie 8 beobachtet. Ebenso

wie Chromosom 7 scheint Chromosom 8 mit Zellproliferation assoziiert zu sein.

2.4.5 Mosaik-Trisomie 7 in scheinbar normalem Gewebe

In einzelnen zytogenetisch analysierten scheinbar normalen Geweben (z.B.
Hirngewebe, Nierengewebe) konnten ebenfalls Zellen mit Trisomie 7 im Sinne einer
Mosaik-Trisomie 7 nachgewiesen werden. Hierbei handelte es sich allerdings haufig
um tumornahe Gewebe, die im Rahmen einer Tumorbiopsie miterfasst wurden, so
dal’ eine zugrundeliegende Gewebepathologie hier nicht vollig ausgeschlossen

werden kann.

2.5 Numerische Chromosomen-Aberrationen in der Mundschleimhaut

In der Mundschleimhaut wurde in verschiedenen Arbeiten das Vorliegen numerischer
Chromosomen-Mosaike beschrieben. U.a. wurde auch das Vorkommen von Mosaik-
Trisomie 7 berichtet. Neben der hier untersuchten Mosaik-Trisomie des Chromosoms
7 gibt es noch weitere Trisomien, die in der Mundschleimhaut nachgewiesen werden
konnten. In der Literatur sind an Zellen der Mundschleimhaut Mosaik-Trisomien, z.B,
von Chromosom X, 17 und 20 berichtet; allerdings liegen bislang nur sehr wenige

Daten zu Chromosomenstérungen an Mundschleimhautgewebe vor. Die publizierten
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Berichte beziehen sich weitgehend auf Ergebnisse, die durch gezielte FISH-Analyse

mit Chromosomen-spezifischen Sonden erzielt wurden?7. €0,

2.6 Mogliche Bedeutung der Mosaik-Trisomie 7

Die Zusammenschau der vielfaltigen Beobachtung der Mosaik-Trisomie 7 in so
unterschiedlichen  Konditionen macht die Bewertung hinsichtlich  einer
atiopathologischen Bedeutung, z.B. im Rahmen des Tumorgeschehens schwierig
und wirft die Fragen nach einem madglichen krankheitsunabhéngigen
Epiph&nomen auf. Da die Mosaik-Trisomie 7 andererseits in bestimmten Tumoren
wie z.B. Hirntumoren und Nierenzellkarzinomen einen essenziellen
tumorzytogenetischen Befund darstellt, ist es mdglich, dal die Trisomie 7 in
unterschiedlichen Erkrankungen bzw. Konditionen hinsichtlich ihrer Bedeutung
unterschiedlich zu interpretieren ist.

Da die meisten Patienten in tumorzytogenetischen Studien sowie in zytogenetischen
Studien an Synovia bei Rheumatoider Arthritis oder Osteoarthritis aufgrund der
naturlichen Altersverteilung bei diesen Krankheitsentitdten in hoherem Lebensalter
waren, entstand die Hypothese einer mdglichen Altersabhéngigkeit der Mosaik-
Trisomie 7. Bei einer Metastudie (Mitelman Database of Chromosome Aberration in
Cancer, Mitelman et al. 2000) Uber das Vorkommen von Trisomie 7 in Tumoren
(Mamma, Kolon, Lunge, Haut und Niere) wuchs die Nachweishaufigkeit einer
Trisomie 7 mit dem zunehmenden Alter der Patienten'. Nur bei Tumoren des
Gehirns und der Schilddriise trat die Trisomie 7 haufiger bei jungen Menschen auf.
Die Tumore wurden unabhéngig von Klinischem Stadium oder histologischer
Differenzierung untersucht. Um eine vermutete Altersabhangigkeit zu tberprifen,
wurden Synovialzellen eines Kollektivs von gesunden &lteren Probanden und eines
Kollektivs von jungen Probanden mit juveniler Rheumatoider Arthritis (JRA) bezlglich
Trisomie 7 untersucht und miteinander verglichen. Hierbei wurde erstaunlicher Weise
Trisomie 7 auch in normaler Synovia in der Halfte (5/10) der gesunden &lteren
Probanden mit zum Teil 50%igem Anteil und in der anderen Halfte zumindest
vereinzelt gefunden, wohingegen im Kollektiv der jungen Patienten mit JRA lediglich
einer von 10 eine Mosaik-Trisomie 7 aufwies'’.

Aus Analysen von konventionell zytogenetisch analysierten Lymphozyten ist als
altersabhangige chromosomale Veranderung bisher im Wesentlichen die

Aneusomie’?, z.B. der Verlust der Geschlechtschromosomen# bekannt. Abgesehen
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von konstitutionellen Mosaiken ist eine somatische Mosaik-Trisomie 7 an
Lymphozyten gesunder Individuen nicht als wiederkehrendes Ph&nomen bekannt.
Die meisten zytogenetischen Blutzell-Analysen erfolgen allerdings bei jingeren
Individuen. In einer Studie der eigenen Arbeitsgruppe wurde bei einem kleinen
Kollektiv Gber 75-jahriger, im Wesentlichen gesunder Individuen, in Lymphozyten
keine Mosaik-Trisomie 7 festgestellt. Letztendlich ergibt sich aus der
Zusammenschau der dargestellten Aspekte auch die Moglichkeit eines
gewebespezifischen Auftretens einer Mosaik-Trisomie 7

Eine mdgliche funktionelle Bedeutung, die das Vorkommen der Trisomie 7 in
Geweben haben kann, liegt in dem erhdhten Proliferationsindex, der in vitro
nachgewiesen werden kann 3. Dadurch gewinnt die Zelle einen Proliferationsvorteils®,
der sowohl im Rahmen tumordser Erkrankungen wie auch ggf. bei Geweben mit
erhdhter Regenerationsrate grundsatzlich bedeutsam bzw. von Vorteil sein kdnnte.
Das Vorliegen einer Trisomie 7 kann ein Wachstumsvorteil sein, verhindert aber nicht

die Zellalterung.

2.7 Fragestellung der Arbeit

Die Trisomie 7 war aus Tumoren, in entzindlichem und nicht pathologisch
verandertem Gewebe bereits bekannt. Neuere Daten gaben Anhalt fir eine Mosaik-
Trisomie 7 auch in bestimmten gesunden Geweben wie z.B. der Synovia. Die
Wertigkeit der Trisomie 7 in Bezug auf ein fraglich krankheitsausldsendes Potential
ist bislang nicht einheitlich geklart bzw. nicht bekannt. Ein besonderes Augenmerk
liegt hierbei auf der Hypothese eines mdglicherweise altersabhéngigen
Epiphanomens.

In einer unpublizierten Pilotstudie zur Frage einer moglichen Altersabhangigkeit und
Gewebespezifitdt einer Mosaik-Trisomie 7 wurden eine FISH Untersuchung an
Lymphozyten, Haarwurzelzellen und Zellen der Mundschleimhaut eines kleinen
Kollektivs (n = 16) gesunder Uber 75-jahriger Probanden durchgefihrt. Dabei fanden
sich ausschlie3lich in Zellen der Mundschleimhaut mit einen variablem Mosaikanteil
von > 2 - 12,5% trisome Zellen beziglich des Chromosom 7 (6/16 Probanden,
entspricht 37,5%). An Blutzellen des gleichen Probandenkollektivs konnte dagegen
keine relevante Trisomie 7 identifiziert werden. Diese Vorbefunde lie3en eine

mogliche Gewebespezifitdt der Mosaik-Trisomie 7 vermuten, allerdings aufgrund der
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geringen Probandenzahl nicht statistisch signifikant belegen. Eine Altersabhangigkeit
des Phanomens konnte hier mangels jungerer Kontrollprobanden weiterhin nicht von

einer gewebespezifischen Erscheinung abgegrenzt werden.

Im Wesentlichen fokussieren die Fragen zur Bedeutung der Trisomie 7 drei

Hypothesen:

1. Die Mosaik-Trisomie 7 wurde am haufigsten in pathologisch verandertem Gewebe
nachgewiesen, daher kann es sich um eine krankheitsassoziierte oder

krankheitsbegiinstigende Veranderung handeln.

2. Besonders bei alteren z.T. auch gesunden Individuen wurde eine Mosaik-Trisomie
7 gefunden. Daher kann es sich um ein unspezifisches altersabhangiges
Phanomen handeln, das nicht mit krankhaften Veranderungen zusammenhéngt.
Bisher sind keine Studien zum mdglichen Auftreten und Nutzen eines zusétzlichen

Chromosoms im Bezug zum Alter bekannt.

3. Das Auftreten der Mosaik-Trisomie 7 in bestimmten Gewebetypen kann auf eine
gewebsspezifische Veranderung hindeuten. Auch hierbei ist ein Nutzen oder

Schaden fir das Individuum bisher nicht bekannt.

Vor diesem Hintergrund soll die vorliegende Arbeit bezlglich der Mosaik-Trisomie 7
die Frage einer reinen Gewebespezifitat versus eines gewebetypischen

Altersphanomens an Zellen der Mundschleimhaut Gberprufen.

Zur Beantwortung der Frage einer Altersabhéngigkeit und der Gewebespezifitat
wurde ein Kollektiv sehr alter, weitgehend gesunder Probanden (n = 39) im Vergleich
zu einem Kollektiv jungerer gesunder Probanden (n = 24) untersucht. Die
Einschlusskriterien flr die Zuteilung zur Gruppe juingerer bzw. alter Individuen waren
das erreichte Erwachsenenalter von = 25 Jahren bis zur Obergrenze von maximal 60
Jahren (jungere Probanden); die obere Altersgrenze orientiert sich an der
durchschnittlichen Obergrenze des beruflich aktiven Lebensalters; es wurden
Uberwiegend Probanden im mittleren Alter von 30 - 45 Jahren rekrutiert, bzw. ein

Alter von = 75 Jahren (d.h. das erreichte héhere Seniorenalter mit deutlichem
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Abstand zum Kollektiv jungerer Probanden). NaturgemafR waren im Kollektiv alterer
Probanden alterstypische Begleiterkrankungen meist vorhanden, bzw. nicht
ausgeschlossen; zur Vermeidung eines schwereren Bias wurde allerdings
hinsichtlich einer im Wesentlichen guten Grundgesundheit selektiert. Anamnestisch
bekannte Erkrankungen im Mund- und Rachenbereich wurden im Speziellen als
absolutes AusschluRkriterium betrachtet.

In beiden Gruppen wurden Zellen aus Mundschleimhautabstrichen mittels
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung bezuglich der Anzahl der Chromosomen 7
untersucht. Die Chromosom 7-FISH-Analyse wurde als Kohybridisierung mit internen
Kontrollsonden fur die Chromosom 10 als reprasentativem Vergleichschromosom
ohne bekannte erhéhte mitotische Instabilitat durchgefuhrt.

Da in Studien an normaler Synovia neben Mosaik-Trisomie 7 auch Mosaik-Trisomie
8 wiederholt beobachtet wurde, wurde im Kollektiv der jungeren Probanden
zusatzlich eine FISH-Analyse der Chromosom 8-Anzahl durch Kohybridisierung von
Sonden fur die Chromosomen 8 und Kontrollsonden fir die Chromosomen 12
durchgefiihrt. (Bei den Probanden des Kollektivs A mit sehr hohem Alter war diese

Zusatzuntersuchung aufgrund beschrankter Zellausbeute nicht fir alle durchfiihrbar).
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3. Material und Methoden

3.1 Untersuchungsmaterial

3.1.1 Mundschleimhaut

Zellen der Mundschleimhaut sind als Probenmaterial sehr einfach zu gewinnen.
Zudem ist die Gewinnung schmerzfrei und ohne gesundheitlichen Nachteil fir den
Probanden. Da es sich bei Zellen der Mundschleimhaut weitgehend um
Interphasezellen  handelt, ist allerdings eine direkte  konventionelle
Chromosomenanalyse nicht mdglich. Die Mundhohle ist von mehrschichtigem
unverhorntem Plattenepithel ausgekleidet, das im Bereich der Lippen in ein
verhorntes Plattenepithel Gbergeht. Eine Verhornung im Bereich der Mundhdhle ist
immer pathologisch. Im Alter treten im Bereich der Mundhéhle verstarkt Atrophien
der Mundschleimhaut und auch praneoplastische Lasionen wie die Leukoplakie oder
aber bosartige Tumoren wie Plattenepithelkarzinome auf. In der Mundhéhle kommen
als gutartige Veranderung am haufigsten Fibrome vor, aber auch voribergehende
Aphten, die durch lokale Traumen und Irritationen oder Viren ausgelost werden
konnen’. Die Mundschleimhaut hat eine hohe Proliferationsrate bei der sich
innerhalb von wenigen Tagen die Zellen nach einer Schadigung regenerieren. Bei
den hier untersuchten Probanden waren keine Erkrankungen der Mundhohle

bekannt.

3.1.2 Anfertigung der Mundschleimhautabstriche

Vor der Probenentnahme fiihrten die Probanden eine Mundspilung mit
Leitungswasser durch, um Verunreinigungen zu reduzieren. Die Zellen der
Mundschleimhaut wurden mit einem unsterilen Holzspatel von der Mitte der
Wangeninnenseite entnommen (siehe Abbildung 1) und auf Glasobjekttrager
ausgestrichen. Um Zellverluste zu minimieren wurden Silan- beschichtete
Objekttrager verwendet. Es wurden pro Proband mindestens drei Abstriche
angefertigt.

Die luftgetrockneten OT wurden in —20 °C kaltem Methanol fir 10 Minuten fixiert und

nach Abdampfen der alkoholischen Bestandteile bei —20 °C gelagert.
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Abbildung 1:

3.2 Probanden

Schematische Darstellung der Entnahme eines
Mundschleimhautabstriches mit einem Holzspatel an der
Wangeninnenseite. Die Reprasentation des Spatels entstammt
http://www.logobeda.de/media/catalog/product/cache/1/image/80
0x800/9df78eab33525d08d6e5fb8d27136e95/h/o/holzspatel.jpg.

Kollektive aus verschiedenen Altersgruppen (verschiedene Geschlechtszusammen-

setzungen) wurden untersucht. Aus logistischen Grinden konnten allerdings nur von

einem Teil der Patienten Angaben zum Rauchverhalten erhoben werden. Zur

Kontrolle einer

moglichen Altersspezifitat einer Mosaik-Trisomie 7 wurden

vergleichend eine Gruppe (sehr) alter (Kollektiv A) und eine Gruppe jlungerer

gesunder Probanden (Kollektiv B) analysiert.
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3.2.1 Kollektiv A (alteres Probandenkollektiv)

Das Kollektiv A bestand aus 39 im Wesentlichen gesunden Probanden im Alter
zwischen 75 und 103 Jahren. Das Durchschnittsalter lag hier bei 81,0 Jahren. Es
handelte sich um 17 méannliche und 22 weibliche Individuen. Zwei Probanden wurden
im privaten Umfeld der Doktorandin gefunden, die anderen waren Bewohner eines
Altenheims sowie Patienten, die zur Behandlung in die Klinik fir Augenheilkunde des
Universitatsklinikums des Saarlandes kamen. Bezlglich des Rauchverhaltens waren
nur von einem Teil der Probanden Angaben verfigbar. Die eben beschriebene
Gruppe setzte sich zusammen aus zwei Rauchern, 25 Nichtrauchern und 12
Probanden mit unbekanntem Rauchverhalten. Wesentliche nicht-alterstypische
schwere Grunderkrankungen lagen bei keinem der Probanden vor. Insbesondere
waren jeweils keine Erkrankungen im Bereich der Mundhdhle oder Mundschleimhaut

bekannt.

3.2.2 Kollektiv B (jungeres Probandenkollektiv)

Das Kollektiv B umfasste eine Gruppe von 24 gesunden jingeren Probanden
zwischen 25 und 56 Jahren mit einem durchschnittlichen Alter von 38,7 Jahren.
Dabei handelte es sich um Mitarbeiter des Universitatsklinikums des Saarlandes. Es
handelte sich um 10 méannliche und 14 weibliche Individuen. Davon waren 20
Nichtraucher und 4 Raucher.

Bei keinem der in Kollektiv A oder B untersuchten Probanden lag eine bekannte
Erkrankung der Mundhohle vor. Typische im Alter haufig vorkommende
Erkrankungen, wie Arthose, Diabetes mellitus oder Hypertonie gingen nicht mit in die
Untersuchungen ein. Eine elaborierte und auf das Einwirken von karzinogenen
Substanzen bezogene Berufsanamnese konnte nur in einem Teil der Fallen erhoben

werden und konnte daher nicht in die Studie mit einbezogen werden.

Die Kollektive A und B wurden beziglich Mosaik-Trisomie 7 (Chromosom 7-
spezifische FISH-Analyse mit Chromosom 10-Kontrollsonde) untersucht. Die
zusatzliche Untersuchung bezuglich fraglicher Mosaik-Trisomie 8 (Chromosom 8-
spezifische-FISH-Analyse mit Chromosom 12-Kontrollsonde) wurde lediglich im
Kollektiv B der jingeren Probanden durchgefiihrt. Grund hierfir war die bei Kollektiv

A deutlich eingeschrankte Zellausbeute bei der Erstellung der
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Mundschleimhautabstriche und die fehlende Mdglichkeit zur Nacherfassung der

Probanden.

3.3 Methode der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Die Methode der In situ- Hybridisierung von Nukleinsduren wurde von Pardue und
Gall 19697 und unabhangig davon, im selben Jahr von John et al. entwickelts.

Zuvor erlaubte das Lichtmikroskop bereits einen Uberblick iber das chromosomale
Genom. Mit der konventionellen zytogenetischen Analyse sind sowohl numerische
als auch strukturelle Chromosomenaberrationen erfassbar. Allerdings ist diese
Analyse auch mit der hdchsten Auflosung auf strukturelle Verdnderungen von einer
Ausdehnung oberhalb 20 Millionen Basenpaare limitiert. Zudem ist die klassische
oder konventionelle Zytogenetik nur an vitalen d.h. kultivierten Zellen mdglich. Eine
Aussage auf der DNA Sequenz-Ebene ist hiermit nicht moglich.

Die DNA des Menschen ist doppelstrdngig und besteht aus zwei zueinander
komplementaren Nukleotidstrangen, die aus sterischen Grinden umeinander
gewunden eine helicale Form ergeben. Die kleinste Einheit eines Nukleotidstranges,
das sogenannte Mononukleotid, besteht aus einem Monosaccharid, der Ribose,
einer Base und einem Phosphatrest®. Es binden immer zwei zueinander
komplementadre Basen Uber Wasserstoffbriicken. Im Zellkern liegt die DNA in
kondensierter Form vor. Sie ist dort mit Histonproteinen assoziiert und in Form der
Chromosomen organisiert. Wahrend der Replikation und Transkription mufd sich
diese Struktur auflésen.

Die In situ-Hybridisierung erlaubt als Mittler zwischen Molekular- und Zytogenetik den
Nachweis und die Lokalisierung bestimmter DNA- oder RNA- Sequenzen direkt, d.h.
in situ, am Ort ihres Vorkommens am Chromosom, am intakten Zellkern, in ganzen
Zellen sowie an Zellen im Gewebeverband. Nachdem anfanglich radioaktive
Markierungen verwandt wurden, etablierte sich im Weiteren die Fluoreszenz-in situ-
Hybridisierung (FISH) als inzwischen gebrauchlichste Anwendungsform. Die
Vorteile von fluoreszenter Markierung gegeniber der radioaktiven sind bei gleicher
Sensitivitat zum Beispiel die Geschwindigkeit der mikroskopischen Analyse, die
Sicherheit bezuglich des Strahlenrisikos, die verringerte Hybridisierungszeit und die

einfachere Handhabung.
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Die FISH dient dem Nachweis von Basensequenzen mit Hilfe fluoreszierender
Farbstoffe. Es kann auch die Anwesenheit bakterieller oder viraler DNA oder RNA
Uberpruft werden. Der wesentliche Vorteil der FISH entgegen molekulargenetischer
Analysen ist, da sie an nativer Nukleinsdaure in Chromosomen, Zellkernen und
Geweben im morphologischen Kontext angewendet werden kann, so dal3
Einzelzellanalysen, Aussagen zur Lokalisation und morphologische Assoziationen
maglich sind.

Es ist ein qualitativer sowie quantitativer Nachweis méglich. Im qualitativen Nachweis
erfolgt die Darstellung und Lokalisierung von Sequenzen auf der Grundlage ihrer
molekularen Sequenz. Mittels der FISH konnen DNA Sequenzen von > 1000
Basenpaaren identifiziert werden. Im quantitativen Nachweis la3t sich feststellen, wie
haufig eine gesuchte Sequenz vorhanden ist. Fir diesen Nachweis wird DNA im
Untersuchungsmaterial zunachst denaturiert und dann im Einzelstrangzustand mit
einer spezifisch hergestellten komplementaren DNA, einer sogenannten Sonden-
DNA, hybridisiert.

Je nach Fragestellung kénnen unterschiedliche Sondentypen verwendet werden
(z.B. single copy-Sonden, genspezifische Sonden, Zentromer-Sonden, whole-
chromosome sog. painting-Sonden). Mit den whole chromosome painting (wcp)
Sonden konnen Markierungen eines ganzen Chromosoms durchgefihrt werden.
Diese Technik wird bei der Darstellung von Translokationen eingesetzt. Die
Chromosomen-Arm-spezifischen painting-Sonden dienen dem Auffinden kleinerer
struktureller Auffalligkeiten. Weiterhin zu nennen sind die Single copy-Sonden, die
mit einzelnen, nicht repetitiven DNA Abschnitten reagieren. Mit ihnen kann ein
Gewinn oder Verlust einzelner Sequenzen bzw. Gene, die chromosomale
Lokalisation einer Sequenz oder eines Gens oder auch eine Translokation erfaf3t
werden.

Fur die numerische Analyse von Chromosomen ist die FISH-Analyse mit
Zentromersonden besonders geeignet. Dabei wird eine kunstlich hergestellte DNA
bentzt, die zu repetitiven chromosomenspezifischen Sequenzen in Zentromerndhe
komplementér ist.

In der vorliegenden Arbeit wurden perizentromerische Repeat-DNA-Sonden, kurz
Zentromersonden, fur die Chromosome 7, 8, 10 und 12 verwendet.

Zentromerische DNA Repeats sind weitgehend chromosomenspezifisch; allerdings

bestehen z.T. relativ hohe Homologien zwischen Zentromerrepeats verschiedener



27

Chromosomen. Aufgrund der relativ hohen Anzahl, in welcher entsprechende
Zentromer-Repeats vorkommen, sind i.d.R. selbst bei suboptimalen Bedingungen
kraftige und somit eindeutige Hybridierungssignale zu erzielen. Da zentromernahe
Repeats auch im Interphasekern weitgehend kondensiert vorliegen, sind
entsprechende Signale typischerweise klar und distinkt, was eine numerische
Auswertung am Interphasekern erleichtert.

Um die Hybridisierung durchzufihren, ist es erforderlich, die Untersuchungs-DNA
und die Sonden-DNA zu denaturieren. Dazu werden beide mittels thermischer und
chemischer Verfahren in Einzelstrdnge gespalten. Um Kreuzhybridisierungen und
unspezifische  Bindungen zu reduzieren, verwendet man erarbeitete
Stringenzbedingungen bei der Zusammensetzung des Hybridisierungsgemisches
und den Posthybridisierungs-waschungen. Zu der Hybridisierungssonde kann
weiterhin Blockungs-DNA zugesetzt werden.

Um die Hybridisierung nachweisen zu kénnen ist eine Markierung der Sonden-DNA
erforderlich. Grundsétzlich kann eine direkte oder indirekte Sondenmarkierung
verwendet werden. Bei direkter Markierung werden in das Sondenmolekil einzelne
Fluorochrom-markierte Nukleotide eingebaut. Bei indirekter Markierung tragt das
Sondenmolekil einzelne mit einem Reporter-Molekil (z.B. Biotin, z.B. Digoxigenin)
markierte Nukleotide; das Reportermolekil muf3 hier im Anschlul3 an die
Hybridisierung durch gezielte z.B. immunologische Nachweis-Verfahren mit
Fluorochrom-markierten Nachweismolekillen detektiert werden. Zur eindeutigen
Zuordnung der FISH-Signale ist eine DNA-Gegenfarbung mit einem fluoreszierenden
DNA-Farbstoff (z.B. DAPI oder Propidiumiodid) erforderlich.
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Chromosom Markierte Sonden DNA
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Abbildung 2: ® Chromosom, @ Doppelhelix im Entspiralisierungsprozel3, @
vollig entspiralisierte  DNA, @& Denaturierung, das heil3t
Aufspaltung in zwei Doppelstrange, ® markierte denaturierte
Sonden DNA, ® markierte denaturierte Sonden DNA mit Ziel
DNA, @ Sonden DNA und Ziel DNA haben sich entsprechend
der komplementaren Basenpaare hybridisiert, markiertes

Chromosom

Die Auswertung der FISH erfolgt am Fluoreszenzmikroskop. Je nach eingesetzten
Fluorochromen werden verschiedene selektive Bandpassfilter eingesetzt. Die
Abbildung 3 zeigt einen normalen Zellekern mit jeweils zwei Signalen fur zwei

beliebige homologe Chromosomen, zwei griine Signale und zwei rote Signale.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung einer Chromosom Dual-Color-FISH
mit differenziell markierten alpha-Satellit-DNA-Sonden.
Darstellung eines Zellkerns mit jeweils zwei Zentromersignalen
fur je zwei homologe Chromosomen, zwei rote Signale und zwei
grune Signale (Bildtafel Abbildung 15).

3.4 Kontrollchromosomen fir die FISH-Analyse

In der vorliegenden Arbeit wurden neben Sonden fir die Chromosomen 7 auch
Sonden bzw. als Kontrolle eingesetzte Sonden fur die Chromosome 8, 10 und 12
eingesetzt. Dies diente der Uberprifung der  Hybridisierungsqualitat
(Hybridisierungseffizienz) genauso wie der Bedeutungszumessung des Ergebnisses.
Fur Chromosom 8 sind &hnlich wie fir Chromosom 7 somatische Mosaik-Trisomien
in unterschiedlichen z.T. krankheitsassoziiert analysierten Geweben beschrieben.

Im Gegensatz zu den Chromosomen 7 und 8 sind die Chromosomen 10 und 12 -
beide ebenfalls ahnlich grol3e Chromosomen der C-Gruppe - vergleichsweise selten
und wenn, dann beschrankt auf maligne Tumorerkrankungen in somatische
numerische Aberrationen involviert. Numerische Aberrationen von Chromosom 10
und 12 aus nicht tumorésen oder gar normalen Gewebezellen sind dagegen nicht als
wiederkehrendes haufiges Phanomen bekannt. Aus diesem Grund wurden diese
beiden Chromosomen als methodische interne Kontrollen fir die Chromosom 7- bzw.

Chromosom 8-FISH-Analyse herangezogen.
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3.4.1 Das Chromosom 8, Heraushebung bestimmter Gene, Vorkommen von
Trisomien

Das Chromosom 8 besteht aus Uber 145 Millionen Basenpaaren und beinhaltet
zwischen 700 und 1000 Genen’”.

Analog zum Chromosom 7 sind auch auf dem Chromosom 8 viele das Wachstum
fordernde oder modulierende Faktoren zu finden.

Der FGFR 1, der fibroblast growth factor rezeptor 1, ist ein Rezeptor, der den
fibroblast growth factor, einen Wachstumsfaktor bindet und dessen Gen auf dem
Chromosom 8 lokalisierts2.

Angiopoietin ist ein Wachstumsfaktor fur Gefalie, hierbei gibt es einen Agonisten,
das Angiopoietin 1 und den Antagonisten, das Angiopietin 2. Der Genlocus fir das
Angiopoietin - Gen 1 und 2 ist in der Region 8922 bis 8923.123.%,

Anders als fir Chromosom 7, 10 und 12 sind fir Chromosom 8 auch Falle von
konstitutioneller Mosaik-Trisomie 8 beschrieben. Diese Chromosomenkonstitution ist
mit dem Namen Warkany-Syndrom als eigenes syndromales Krankheitsbild bekannt.
Zu den Symptomen zahlen neben fazialen Dysmorphien unter anderem
Minderbegabung bzw. geistige Behinderung, Makrosomie, Gelenkkontrakturen,
fehlende oder dysplastische Patella und ein enges Becken?. &,

Ansonsten wird eine Mosaik-Trisomie 8 Uberwiegend bei malignen Tumoren wie z.B.
dem Burkitt-Lymphom, der Chronisch lymphatischen Leuk&mie CLL%® soliden
Tumoren wie dem Prostatakarzinom’ oder Brustkrebs'® beschrieben.

Im pleomorphen Adenom als benigner Tumorerkrankung wurde ein héaufiges
Vorkommen einer Mosaiktrisomie 8 beschrieben. Hierbei handelt es sich um einen
gutartigen Tumor der Speicheldrisen.

Auch in fibroblastoiden Zellen bei gutartigen Lasionen wie z.B. der Dupuytrenscher
Kontraktur oder in rheumatisch ver&nderter Synovia wurden neben Zellen mit

Trisomie 7 auch das Vorkommen von Mosaik-Trisomie 8 beschrieben?® %,

3.4.2 Das Chromosom 10, Heraushebung bestimmter Gene, Vorkommen von
Trisomien
Das Chromosom 10 enthélt etwa 135 Millionen Basenpaare und damit etwa 4% der

menschlichen DNA.
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Der Fibroblast growth factor 8 ist ein Wachstumsfaktor aus der gro3en Familie der
FGFs. Das ihn kodierende Gen liegt auf Chromosom 10 in der Region 10q24%. Der
Fibroblast growth factor 8 fordert das Wachstum von Brustkrebszellen indem er den
Zellzyklus stimuliert und gegen den Zelltod schitzt’s.

Das Fibroblast Growth Factor Receptor Gen 2 liegt ebenfalls auf dem Chromosom 10
in der Region 10g263° und ist im Falle einer Mutation fir das Apert-Syndrom
verantwortlich’

Eine konstitutionelle Trisomie 10 ist nicht mit dem Leben vereinbar; eine
konstitutionelle Mosaik-Trisomie 10 ist bei lebendgeborenen Kindern aul3erst selten4
und geht mit schweren Fehlbildungung einher.

Eine somatische Mosaik-Trisomie 10 wird selten bei der akuten Form der

myeloischen Leukamie® und in Nierenkarzinomen gefunden?.

3.4.3 Das Chromosom 12, Heraushebung bestimmter Gene, Vorkommen von
Trisomien

Das Chromosom 12 gehort wie Chromosom 7, 8 und 10 zur Gruppe C, den
mittelgrof3en metazentrischen und submetazentrischen Chromosomen. Es besteht
aus 132 Millionen Basenpaaren und tragt zwischen 1200 und 1400 Gene®’

In der Literatur werden mindestens 27 Falle eines vorgeburtlichen Nachweises eines
Trisomie 12-Mosaiks beschrieben. 13 Schwangerschaften wurden abgebrochen,
davon zeigten zwei Embryos mehrere Anomalien. Von den 12 Lebendgeborenen
waren sieben vollig gesund und funf zeigten Auffalligkeiten®! u.a. wurden bei
konstitutionellem Trisomie 12-Mosaik Dysmorphien und Wachstumsretardierungen
beschrieben’s.

An Wachstumsfaktoren liegt das Insulin-like growth factor 1 (IGF 1) Gen in etwa in
der Region 12237, es handelt sich um einen starken Wachstumsfaktor, der
hauptséachlich in der Leber produziert wird. In Vitro und im Tiermodell schien ein
Zusatz des IGF 1 in der Behandlung regionaler Knorpeldefekte und der
Osteoarthrose*? von Vorteil zu sein.

Eine somatische Trisomie 12 ist als tumorassoziierte Veranderung bei chronisch

myeloischer Leukamie beschrieben?.
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Die im Folgenden beschriebenen methodischen Ansatze wurden fir die
Chromosomen 7, 8, 10 und 12 in jeweils gleichartiger Weise durchgefuhrt. Aus
diesem Grund wird die entsprechende Beschreibung hierfir zusammengefalit. Dort,
wo sich Abweichungen von der allgemeinen Schilderung ergeben, werden diese

gesondert aufgefihrt.

3.5 FISH-Sonden

3.5.1 Sondenherstellung

Es wurden nicht kommerziell hergestellte o-Satellit-DNA-Sonden verwendet. Die
Chromosomenspezifitatt der Sonde wurde an Metaphasepréaparationen von
Lymphozyten Uberprift (siehe Anhang Abbildungsnachweis Abbildung 22 und 23).
Die chromosomenspezifische a-Satellit-DNA war in Plasmidvektoren einkloniert. Und
wurde Uber bakterielle Plasmidvermehrung und anschlielBende Plasmidextraktion
gewonnen und nachfolgend als Sonde mittels Nicktranslation markiert.

Um die Kultur anzusetzen wurde ein Nahrmedium hergestellt, indem LB Medium
Tabletten (L-7275500 Sigma ®) a 1,1 g in 50 ml A. dest. aufgeltdst und autoklaviert
wurden.

In einem sterilen Gefald wird die Vorkultur hergestellt, indem man 5 ml autoklaviertes
LB Medium, 3 ul Bakterienstocklésung (plasmidvektorhaltige Bakterien) und 25
Ampicillinstocklésung (¢ = 10 mg/ml) ansetzt und bei 37 °C und ca. 200 U/min
mindestens acht Stunden inkubiert. Im Anschluf3 wurde die Vorkultur in 175 ml LB-
Medium mit 875 pl Ampicillinstocklésung Uberfihrt und tGber Nacht bei 37 °C auf dem
Ruttler inkubiert.

Die Praparation der Plasmide wurde wie folgt mit dem Plasmid Kit Mini (25) Qiagen®
durchgefuhrt.

Die Bakterienkultur wurde bei 4 °C und 6000 U/min zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das zuriickbleibende Pellet wurde in 10 ml Puffer 1 (RNAse
Resuspensionspuffer) aufgelost, mit dem Vortex-Geréat aufgemischt und mit steriler
Pipette in ein 50 ml-Falcon-Gefald gefillt.

Dann wurden 10 ml Puffer 2 (Lysis SDS Puffer) zugeflgt und 5 Min. bei RT inkubiert,
dann wurde mit 10 ml Puffer P3 (Neutralisationspuffer) neutralisiert.
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Die Qiagen-Saule wurde mit 10 ml QBT Puffer (Equiliberationspuffer) equilibriert. Das
aufgeldste Pellet wurde in einer Spritze aufgenommen und Uber der Saule platziert.
Nach 10 Min. war der Inhalt der Spritze entleert. In diesem Zusammenhang wurde
die Arbeitshypothese vertreten, dal3 die ausgeféllten Bakterienrickstande in der
Spritze und die DNA in der Filter-Saule verbleiben wirden. Der Vorgang kann mit QC
Puffer (Waschpuffer) wiederholt werden.

Zum Losen der DNA aus dem Filter wurde die Séaule auf ein neues Falcon-Gefal}
platziert und mit 15 ml QF Puffer (Losungspuffer) versetzt. Die DNA-Fallung erfolgte
mit -20 °C kaltem Isopropanol. 10,5 ml Isopropanol wurden zugesetzt und
anschlie3end bei 4 °C und 10000 U/min 30 Min. zentrifugiert. Nach Dekantieren des
Uberstandes wurde die DNA mit 5 ml 70% Ethanol gewaschen, anschlieRend 10 Min.
bei 10000 U/min zentrifugiert und nach Dekantieren des Uberstandes luftgetrocknet.
Das Pellet wurde in ca. 400 ul A. dest. aufgelost und die DNA-Konzentration im

Photometer bei 260 nm gemessen.

3.5.2 Sondenmarkierung durch Nick Translation

Die nach dem bereits beschriebenen Verfahren gewonnenen Plasmide aus
transformierter bakterieller Kultur, wurden fir den Einsatz als Sonde durch den
Einbau von Reportermolekilen (Biotin und Digoxigenin) indirekt markiert. Diese
Markierung der Plasmide erfolgt mittels der sogenannten "Nick Translation", bei der
jedes 20. - 25. Nukleotid des DNA-Stranges durch ein markiertes Nukleotid in der
neuen doppelstrangigen Plasmid-DNA ersetzt wird. Die Sondenmarkierung erfolgte
durch Digoxigenin bzw. Biotin mithilfe des Digoxigenin- bzw. Biotin- Nick-
Translations-Kit (Biotion-Nick Translation Mix 1 745 824, Dig-Nick Translation Mix 1
745 816).

Durch DNAse | Aktivitat erfolgt hier der Einbau des Biotins bzw. Digoxigenins. Dazu
werden zuféllige Einzelstrangbriche (sog. ,Nicks“) erzeugt, an denen die in
Teilkonzentration zugesetzten Hapten markierten Nukleotide durch DNAse |
komplementér zum bestehenden DNA -Einzelstrang aufgefullt werden.

Die Erzeugung von Nicks, den Einzelstrangbriichen, erfolgt durch DNAse | bei
niedriger Enzymkonzentration. Anschlieend synthetisiert die DNA-Polymerase | in
5" 3" Richtung einen neuen DNA Strang unter Verwendung der Hapten markierten

Nukleotide. Die Effizienz der Hybridisierung ist abhangig von der Sonden-
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Fragmentlange. Gunstig sind Sondenfragmentierungen mit Fragmentlangen von 200
- 500 Nukleotiden. Bei groReren Fragmenten kann die Penetration zur Ziel-DNA
erschwert sein. Im Rahmen der Nicktranslation kommt es im Rahmen des
Markierungsvorganges zu einer hierfir erwiinschten Fragmentierung der Sonden-
DNA.

Fur den Standardansatz, der zur Markierung von maximal 1 pg DNA in maximal 16 pl
A. dest. verwendet wird, werden pro 20 pl Volumen 4 pl Nick Translationsmix Bio/Dig
(enthalt DNasel und teil-markiertes Nukleotidgemisch) mit 1 pg Sonden DNA (je
nach Plasmidpraparation unterschiedliche DNA-Konzentrationen) in 16 pl A. dest
eingesetzt. Der Ansatz wurde bei 15 °C 90 Min. im Wasserbad inkubiert. Die
Reaktion wird durch eine Alkohol / Salz-Fallung beendet. Direkt vor der Féllung gibt
man zum Blocken 1 pg unmarkierte DNA aus Heringssperma hinzu. Die DNA-
Fallung wurde unter Zugabe von 1/10 des Volumens an 3 M Na Acetat (pH 5,2) und
2,2-fachem Volumen an 100% Ethanol (-20 °C) bei =20 °C (>2 Stunden bzw. Uber
Nacht) durchgefihrt.

Dann wurde die DNA durch Zentrifugation bei 4 °C und 14000 U/min 30 Min.
pelletiert und der Uberstand dekantiert. Die DNA wurde mit 70% eiskaltem (=20 °C)
Ethanol gewaschen, nochmals bei 4 °C fir 5 Min. bei maximaler Umdrehungszahl
zentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Das getrocknete Pellet wurde dann in 50
pl A. dest zu einer Endkonzentration von ndherungsweise 20 ng/ul (unter der
Annahme der primér eingesetzten 1 pg Sonden-DNA) resuspendiert.

Zur Kohybridisierung zweier Zentromer-Sonden (Chromosom 7 bzw. 8-Sonden in
Kombination jeweils mit einer Kontrollsonde fir Chromosom 10 bzw. 12) wurden
differenziell Biotin- bzw. Digoxigenin- markierte Sonden mittels Nicktanslation
hergestellt.

Die Sonden fiur die Chromosomen 7 und 8 wurden jeweils mit Digoxigenin markiert,

die Sonden fur die Chromosomen 10 und 12 wurden jeweils mit Biotin markiert.

3.6  FISH-Arbeitsprotokoll

3.6.1 Vorbehandlung der Ausstrichpréparate

Um die Penetration der Sonde in den Zellkern zu erleichtern wurden die Praparate
einer proteolytischen Vorbehandlung in 0,005% Pepsin / 0,01 N HCI 25 Min. bei
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37 °C unterzogen. Nach einer kurzen Aequilibrierung in 1 x PBS fir 5 Min. bei RT
erfolgt eine Postfixierung in 0,1% PFA/PBS fur 10 Min. bei RT.

Um die noch vorhandenen wassrigen Losungsriickstande zu entfernen, wurden die
Praparate durch eine aufsteigende Alkoholreihe (70%, 90%, 99%, je 2 Min. bei RT)
dehydriert.

3.6.2 DNA-Denaturierung und Hybridisierung

DNA-Denaturierung von Sonden- und Target- DNA:

Die getrockneten OT wurden mit 21 pl Hybridisierungsgemisch (siehe unten) pro OT
Uberschichtet, anschlielRend durch ein mit einem ablosbaren Fotokleber (Fixogum)
versiegeltes Deckglas (20 x 50 mm) abgedeckt. Nach dem Antrocknen des
Fotoklebers erfolgte die simultane Denaturierung von Sonden- und Target-DNA fir 5
Min. bei 80 °C auf der Heizplatte. In vorangehenden Experimenten hatte sich
herausgestellt, dal? sich eine simultane Denaturierung vorteilhaft auf die Effizienz der
Hybridisierung und die Zellmorphologie auswirkt, sowie unter den gewahlten
Hybridierungsbedingungen Kreuzhybridisierungen vermindert. Die Anlagerung der
Sonde erfolgt in einer feuchten Kammer bei 37 °C im Warmeschrank in einem
Zeitraum von > 8 Stunden (bis maximal 24 Stunden).

Hybridisierungsgemisch:

Pro Objekttrager wurden 21 pl Hybridisierungsgemisch eingesetzt. Das
Hybridisierungsgemisch wurde zusammengestellt aus je 2 pul Chromosom 7 bzw.
Chromosom 8 a-Satelliten-Sonde (ca. 20 ng/ pl), 2 pl Chromosom 10 bzw.
Chromosom 12 a-Satelliten Sonde (ca. 20 ng/ul), 1pl humane cot DNA (1 pg/pl) zum
Blocken von Repeatkreuzhybridisierungen und 16 pl Hybridisierungsstockpuffer
(Mastermix 2.1: 73% FA/ 1,3 x SSC/ 12% Dextransulphat) verwendet. Damit ergeben
sich im Hybridisierungsgemisch folgende Endkonzentrationen: 60% Formamid (FA),
10,5% Dextransulphat, 1,04 x SSC.; die markierten Sonden wurden jeweils in einer
Konzentration von ca. 2 ng/ul, die humane cot-DNA war im Hybridisierungsgemisch
in einer Konzentration von ca. 50 (47) ng/ul zugesetzte; die bei der DNA-Féllung
nach Nick-Translation der Sonde zugesetzte Heringssperma-DNA war im

Hybridisierungsgemisch in einer Endkonzentration von 20 ng/ ul enthalten.
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Um eine differenzielle Darstellung und Analyse der markierten Chromosomen zu
ermdglichen, wurden jeweils differenziell markierte Sonden und Kontrollsonden

gemeinsam eingesetzt.

3.6.3 Posthybridisierungswaschung (Stringente Waschung)

Der Fotokleber wird abgezogen und die OT werden zum Ldsen der Deckglaser bei
RT in 2 x SSC gestellt. AnschlieR3end erfolgt eine stringente Waschung in 50% FA/ 2
X SSC bei 42 °C fur 2 x 20 Min. und nachfolgend eine Waschung in 2 x SSC/ 0,1%
Tween fir 2 x 10 Min. bei 42 °C, um uberschissige und die nicht spezifisch
hybridisierte Sondenmolekiile zu entfernen.

3.6.4 Sondendetektion

Die indirekt markierten Sondenmolekile wurden durch Immunfluoreszenzmarkierung
bzw. mit fluorochrom gekoppelten spezifisch bindenden Detektionsreagenzien
detektiert.

Zur Verhinderung unspezifischer Proteinanlagerung der Detektionsantikbrper bzw.-
Reagenzien wurde vor Zugabe der Detektionsreagenzien eine Proteinblockung mit
3% BSA in 4 x SSC durchgefiihrt. Hierfur wurde jeder OT mit 100 pl 4 x SSC/ 3%
BSA-Blockungsldsung uUberschichtet, mit Plastik-Folie abgedeckt und 15 Min. in einer
feuchten Kammer bei 37 °C inkubiert. Die Detektion von Digoxigenin und Biotin
erfolgt gleichzeitig durch kombinierte Zugabe spezifischer Detektionsreagenzien. Fur
die Detektion von Digoxigenin (Steroid) wurde ein FITC (Fluorescein-isothiocyanat;
grine Fluoreszenz)- gekoppelter Anti-Digoxigenin  Antikérper (Schaf-anti-
digoxigenin/FITC) mit einer Endkonzentration von 5 pg/ml verwendet. Fur die
Detektion der Biotin (Vitamin B1)-Markierung wurde das ebenso spezifisch bindende
Protein Avidin mit TexasRed (Sulforhodamin, rote Fluoreszenz) -Konjugierung in
einer Endkonzentration von 2,5 ug/ml in 4 x SSC/ 1% BSA eingesetzt. Dazu wurden
auf jedes Praparat 60 pl Detektionsgemisch aufgetragen, mit Folie abgedeckten und
in einer feuchten Kammer unter Lichtschutz bei 37 °C eine Stunde im Warmeschrank
inkubiert.

Anschlie3end erfolgte eine dreifache Waschung in 4 x SSC/ 0,1% Tween bei 37 °C

fur jeweils 5 Min. zur Ablésung des nicht gebundenden Detektionsgemisches. Nach
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einer einfachen Waschung von 1 Min. in A. dest. bei RT zur Entfernung von
Salzruckstanden erfolgt die DNA-Gegenfarbung mit DAPI. Dazu wurde die OT unter
Lichtschutz luftgetrocknet und dann mit je 35 pl DAPI/Antifade Fluoreszenz-
Eindeckmedium bei einer Konzentration von 1,1 pug DAPI pro ml Antifade
(Vectashield, kommerzielles Eindeckmedium zur Vermeidung von vorzeitiger
Fluorezenzabblassung) eingedeckt und mindestens 30 Min. bei 4 °C bis zur
Auswertung  aufbewahrt. DAPI, 4 ,6-Diamidino-2-phenylindol, ist ein
Fluoreszenzfarbstoff, der an DNA bindet und bei Anregung mit ultraviolettem Licht

blau fluoresziert. Es diente hier zur Markierung der Zellkerne.

3.7 Fluoreszenzmikroskopische Analyse

Die Auswertung der FISH erfolgte am Fluoreszenzmikroskop (Olympus Provis
AX70). Die sondenmarkierten perizentromerischen Chromosomenregionen
(zentromerische Repeats) kommen als distinkte meist punktférmige Fluoreszenz-
Signale zur Darstellung. Die Chromsomen 7, bzw. Chromosom 8- Zentromersignale
waren gemal der FITC-Detektion im grinen Fluoreszenzspektrum (Filter 39484 U-
T41001 FITC/EGFP/Bodipy/Fluo 3/Dio: U-HQ480/40x (339020), U-Q505LP, U-
HQ535/50m), die Signale der Chromosomen 10 (bzw. 12) gemald der Texas-Red-
Detektion im roten Fluoreszenzspektrum (Filter 39497 U-T41021 Cy3.5: U-
HQ565/30x (339071), U-Q585LP, U-HQ620/60m (339031)) zu beobachten. Die
DAPI-Markierung der Zellkerne war im blauen Fluoreszenzspektrum (Filter 39588 U-
T31000 DAPI/Hoechst/AMCA: U-D350/50x (339201), 400DCLP, U-D460/50m) zu

sehen. Es wurden pro Fall mindestens 200 intakte Zellkerne ausgewertet.

Fur die Analyse der FISH wurden klare Bewertungs- bzw. Ausschlul3-Kriterien
definiert. In die Analyse einbezogen wurden lediglich intakte, nicht tberlappende und
nicht fragmentierte Kerne. Da die Chromosomen im Rahmen der FISH-Darstellung
nur indirekt sichtbar sind, kann es zu Fehlinterpretationen durch uneindeutige
Signalbewertung kommen. Auch bei intaktem Zellkern, kann es durch Uberlagerung
von Signalen in der Blickachse zu scheinbarem Signalverlust kommen. Bei Zellen,
die die S-Phase durchlaufen haben kann es zu gedoppelten Signalen (sog. split
spots) kommen, die hier die bereits verdoppelten Chromatiden eines einzelnen

Chromosoms darstellen. Klare Bewertungsindikatoren fir ein solches split-spot-
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Phanomen sind sichtbare feinfadige Verbindungen zwischen den beiden z.T. weiter
getrennt liegende Signalteilen; weiterhin hinweisend kann eine etwa halbierte Grol3e
der beiden gedoppelten Signalkomponenten und das Auftreten von split-spot-
Konstellation in allen markierten Kernsignalen sein. Eine Abgrenzung eines
unspezifischen Autofluoreszenz-Spots von einem spezifischen FISH-Signal kann
schwierig sein; haufig ist hier allerdings eine Fluroreszenz auch in erweitertem
Wellenlangenspektrum vorhanden, weshalb die Autofluoreszenz als unspezifisch
auch in anderen Filtern zur Darstellung kommt. Ein in mehreren nicht Markierungs-
spezifischen Farbfiltern fluoreszierendes Signal wurde von der Bewertung

ausgeschlossen.

Bei einem, die Chromosomenzahl betreffend unauffalligen Zellkern, sieht man zwei
grine Signale fir das Chromosom 7 oder 8 zwei rote Signale fur das Chromosom 10
oder 12 (siehe Abbildung 4 Anhang Bildtafel).

Abbildung 3 (s.0.), sowie die Abbildungen 4 — 9 (Anhang Bildtafel) zeigen in
schematisch idealisierter Darstellung typische FISH- Befunde an Einzelzellen. Sie
entsprechen den realen digitalen Bildern im Bildanhang. Wichtig ist hierzu, dal3 die
Zellkerne real eine dreidimensionale Ausdehnung haben, welche in der
schematischen Darstellung ebenso wie in der digitalen Photographie einer

fokussierten Bildebene nicht zur Darstellung kommt.

Bei der Interphase-FISH-Analyse beziglich numerischer Chromosomenanomalien
handelt es sich um eine indirekte Nachweis-Methode, da hier die Chromosomen
nicht direkt sichtbar sind, sondern nur mittels der FISH Methode die Zentrome
angefarbt werden Bei der Bewertung der FISH-Ergebnisse wurde bezuglich Zellen
mit erhéhter Anzahl von FISH-Signalen ein cut off level eingefiihrt, oberhalb dessen
eine tatsachliche Trisomie 7 angenommen werden kann. Dies war daher erforderlich,
da bei der indirekten Analyse der Chromosomenzahl anhand der FISH-Signale
methodisch bedingt eine geringe Fehlerwahrscheinlichkeit fur falsch-negative wie
auch in geringem Malde falsch-positive Ergebnisse besteht. Die Festsetzung eines
cut off levels ist erforderlich, da keine andere Maoglichkeit der Uberprifung der Werte
und zum Ausschlul® methodischer Fehler besteht.

Fur intakte Lymphozytenkerne wurden fir die FISH mit Zentromer-Sonden

entsprechende Cut-off-Level ermittelt. Zum Beleg einer Trisomie wurden hier
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Prozentwerte auffalliger Zellen von > 2% als sinnvoll betrachtet und stellen fir die
FISH an Lymphozytenkernen einen gangigen Standard dar. Da fur Zellen der
Mundschleimhaut entsprechende cut-off-Level nicht vorliegen (und mangels parallel
durchflihrbarer Metaphase-Analyse wohl schwer ermittelbar sind), wurden die cut-off-
Werte der Lymphozyten-FISH in der vorliegenden Studie auch fiir die FISH-Analyse
an Zellen der Mundschleimhaut ibernommen. Demnach wurde als Mosaik-Trisomie
lediglich ein Anteil von drei-signaltragenden Zellen von > 2% gewertet.

Meistens ist der cut off level ein empirisch festgelegter Wert. Der cut off level hangt
von der Pravalenz des untersuchten Merkmals und der Verteilung der Werte in der
gesunden und kranken Population ab. Er sollte einen moglichst hohen positiven
pradiktiven Wert haben und einen moglichst niedrigen falsch positiven Wert.
Fehlermdglichkeiten liegen in Unter- oder Uberbewertung des Merkmals (Signale
falsch positiv / falsch negativ), die methodisch bedingt sind, zum Beispiel in der

Effizienz der Hybridisierung oder falscher Interpretation von split spot Signalen.

Nicht gezahlt wurden Kerne ohne Signale oder mit nur einer Signalfarbe (siehe
Abbildung 5 Anhang Bildtafel), da hier von einer unzureichenden Hybridisierung
ausgegangen werden muf3. Sich Uberlappende Chromosomensignale, fragmentierte
Kerne (Abbildung 7 Anhang Bildtafel), Uberlappende Kerne sowie mechanisch

zerstorte Kerne wurden ebenfalls nicht ausgewertet.

Bei der Hybridisierung von Kernen, welche die S-Phase durchlaufen haben, kann es
zum sogenannten Phanomen eines ,split spot“-Signals kommen. Hierbei handelt es
sich um gedoppelte Signale, die den Signalen der gedoppelten Chromatiden eines
Chromosoms entsprechen und dadurch nicht als einzelnes Signal, sondern als durch
einen ,Faden“ verbunden erscheinen. Ein nach oben genannten Kriterien als split-
spot zugeordnetes Signal-Doppel wurde als ein Signal gewertet (siehe Abbildung 6
Anhang Bildtafel).

3.8  Statistische Auswertung
Die ermittelte Anzahl der Félle mit nachgewiesener Mosaik-Trisomie 7 ebenso wie
die prozentualen Anteile einer belegten Mosaik-Trisomie 7 wurden innerhalb der

jeweils  untersuchten  Kollektive sowie vergleichend zwischen beiden
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Untersuchungskollektiven bezogen auf die jeweilige Fragestellung ins Verhéltnis

gesetzt.
Zur Uberprufung der Zusammenhange zwischen dem Auftreten einer Trisomie 7,
dem Alter (siehe Tabelle 7.0) und dem Geschlecht (siehe Tabelle 5.0 und 6.0) der

Probanden wurde ein Chi-Quadrat-Test nach Fisher durchgefuhrt.
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4. Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit konnten Mundschleimhautabstriche eines Kollektivs von
insgesamt 63 Probanden, die nach Lebensalter in die zwei Hauptgruppen A (n = 39)
und B (n = 24) unterteilt wurden, beziglich des Vorkommens einer Mosaik-Trisomie
7 untersucht werden. Zum Vergleich wurde auch die Chromosomen 10 bzw. im

Kollektiv B auch die Chromosomen 8 und 12 ausgezabhilt.

4.1 Ergebnisse der Chromosom 7/10-FISH fur das Kollektiv A

Als ,relevante” Mosaik-Trisomie 7 bezeichnet wurden FISH-Befunde mit einer Anzahl
drei-Signal-tragender Zellen oberhalb des zugrundegelegten FISH-cut-off-levels von
2% (siehe Methodenteil). In der Gesamtheit der 39 Probanden zeigten 11 von 39
(~ 28%) eine relevante Mosaik-Trisomie 7 in unterschiedlich starker Auspragung,
wobei die ermittelten prozentualen Werte 7-trisomer Zellen zwischen 2,5 und 20%
variierten. Der durchschnittliche prozentuale Anteil 7-trisomer Zellen lag hier bei
5,8%, die Schwankungsbereich bei 5,24% (siehe Anhang Tabelle 1.0). In 28 von 39
Fallen (knapp 72%) wurde mittels FISH keine Mosaik-Trisomie 7 gesichert. Eine
Mosaik-Trisomie des Chromosoms 10 konnte bei keinem der untersuchten
Probanden des Kollektivs A nachgewiesen werden.

Unter den Trisomie-7-positiven Fallen zeigte sich eine relativ inhomogene Situation,
wobei drei Probanden mit deutlich hohen Trisomie 7-Raten auffielen.

Aufgrund der groBen Verteilungsbreite der ermittelten Trisomie 7-Raten erschien
eine Subklassifizierung der Félle sinnvoll. Es wurden nun drei Gruppen etabliert
entsprechend Fallen ohne belegte Mosaik-Trisomie 7 (Werte unterhalb des cut-off-
Levels von < 2%) = Gruppe 1, Falle mit einer Mosaik-Trisomie 7 mit niedrigen
prozentualem Anteil von < 5% = Gruppe 2 und Falle mit auffallig hohen Werten einer
Mosaik-Trisomie 7 > 5% = Gruppe 3 (siehe Abbildung 10).

Die Gruppe 1, umfalit die Falle unterhalb des cut off levels, das heil3t mit negativem
Befund. Auch wenn der cut off level eine angenommene Grol3e ist und diese Gruppe
in die Wertung nicht einging, wurden die Ergebnisse doch individuell betrachtet. Die

entsprechenden  Probanden hatten in der FISH-Analyse unaufféallige
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Signalkonstellationen fiir Chromosom 7 entsprechend einer durchgéngig disomen
Konstellation. Diese Gruppe ist mit 28 Fallen (~ 72% der Probanden) die grolite.
Durchschnittlich zeigten 0,66% der untersuchten Zellen 3 FISH-Signale fur
Chromosom 7 (Standardabweichung 0,77% und Schwankungsbereich 0 bis 2%;
siehe Anhang Tabelle 1.1). Bemerkenswert ist, dass bei 12 Probanden der Gruppe 1
in keinem der analysierten Kerne eine tber 2% erhohte Signalzahl fir Chromosom 7
gefunden wurde. Das entspricht 30,7% des gesamten Kollektivs A. Die jungste
Probandin mit 75 Jahren hatte eine Rate von Zellen mit 3 Chromosom 7-Signalen
von 1,0%, die alteste Probandin mit 103 Jahren von 1,5% beziiglich des Chromosom
7. In dieser Gruppe befanden sich zwei Raucher (2/28 entspricht ca. 8%). Die
Gruppe 1 wurde im Gesamtbefund nur erwahnt; die hier dokumentierten ,Trisomie-

Raten” wurden nicht als tatsachliche Mosaik-Trisomie-Befunde bewertet.

Bei Gruppe 2, handelt es sich um den low level Bereich der Mosaik-Trisomie 7 mit
prozentualen Werten oberhalb des cut-off-levels (< 2% bis zu 5%). Es wurden 8 Falle
(~ 20% der Probanden) der Gruppe 2 zugeordnet. Durchschnittlich zeigten hier 3,3%
der Zellen eine Mosaik-Trisomie 7 (Standardabweichung 0,59 und
Schwankungsbereich 2,5 bis 4%; siehe Anhang Tabelle 1.2). Bei den Individuen
handelt es sich tendenziell um relativ jungere Individuen des Kollektivs A mit einem
Durchschnittsalter von 79,6 Jahren im Vergleich zum Gesamtdurchschnittsalter des

Kollektivs A von 81,2 Jahren. In dieser Gruppe befanden sich keine Raucher.

In der Gruppe 3, wurden die Falle mit einem Mosaik-Trisomie 7-Anteil > 5% erfal3t.
Es handelte sich um drei Probanden (~ 8% des Gesamtkollektivs A) mit
durchschnittlich 12,5% trisomen Zellen fir das Chromosom 7 (Standardabweichung
6,6%). Der Schwankungsbereich lag zwischen 7,5% und 20% (siehe Anhang Tabelle
1.3). Der jungste der drei Probanden zeigte hier mit 78 Jahren den niedrigsten
Trisomie-7-Wert von 7,5%, wahrend die zwei alteren Probanden mit jeweils 89
Jahren 10% bzw. 20% 7-trisomer Zellen in der FISH-Analyse aufwiesen. In der

Gruppe 3 befanden sich keine Raucher.

Im Kollektiv A konnte zusammenfassend ein regelhaftes Auftreten einer Mosaik-
Trisomie 7 nicht beobachtet werden, wohl aber unterscheiden sich einzelne

Individuen erheblich in den Trisomie 7-Werten von anderen. Der Anteil der
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Probanden mit auffalligen Werten im Sinne einer Mosaik-Trisomie 7 lag bei ~ 28%,

ergibt sich aus den Gruppen 2 und 3.

Abbildung 10 Kollektiv A

m Anteil der Falle in % der Gruppe 1
M Anteil der Falle in % der Gruppe 2

m Anteil der Falle in % derGruppe 3

Abbildung 10: Prozentualer Anteil der einzelnen Gruppen des Kollektiv A der
alteren Probanden; Gruppe 1 = Trisomie 7-negativ (72%);
Gruppe 2 = niedriggradige Mosaikrisomie 7 > 2% < 5% mit ~
20%; Gruppe 3= hohergradige Mosaik-Trisomie 7 > 5% mit ~
8%. Daraus ergibt sich der Anteil der gewerteten Probanden, die
eine Mosaik-Trisomie des Chromosoms 7 > 2% hatten mit ~

28%, entspricht Gruppe 2 und 3.

4.1.1 Vergleichende Analyse weiblicher versus mannlicher Probanden im
Kollektiv A

Betrachtet man die Gruppen 2 und 3 des Kollektivs A, so kann bei insgesamt sehr
kleinen Fallzahlen kein statistisch signifikanter Unterschied beztiglich des Alters und
des Geschlechts gefunden werden (siehe Anhang Tabelle 5.0). Von den 17
mannlichen Probanden hatten 47,0% eine Uber dem cut off level liegende Mosaik-
Trisomie-7-Rate (Mittelwert 6,6%, Standardabweichung 7,51%, Schwankungsbereich
zwischen 2,5% und 20%). Bei den 22 weiblichen Probanden waren es 36,0%
(Mittelwert 5,16%, Schwankungsbereich 2,93%, Schwankungsbereich zwischen
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2,5% und 10%). Eine mathematische Auswertung war im Nachhinein aufgrund der
niedrigen Fallzahl nicht mdglich. Eine absolute Geschlechtsspezifitat konnte nicht
festgestellt werden. Trotz des relativ kleinen Kollektivs weisen die Befunde allerdings
auf ein relatives Ubergewicht der Beobachtung im maéannlichen Geschlecht. Dies
ergibt ein tendenziell haufigeres Vorkommen einer Mosaik-Trisomie 7 im hohen Alter

bei Mannern gegeniber Frauen (Tab. 1.4 Manner und 1.5 Frauen).

Kollektiv A Geschlecht Gesamt
mannlich weiblich
Trisomie <2% 12 (42,9%) 16 (57,1%) 28
> 2% 5 (45,5%) 6 (54,5%) 11
Gesamt 17 (43,6%) 22 (56,4%) 39

Tabelle 5.0: Tabellarische Gegentberstellung der &élteren Probanden deren FISH-
Signalkonstellationen bezlglich Chromosom 7 oberhalb des cut off
levels lagen, geordnet nach Geschlecht. Es liegt kein signifikanter
Unterschied zwischen den Geschlechtern vor.

4.1.2 Ergebnisse in Abhangigkeit vom Rauchverhalten im Kollektiv A

Es befanden sich nur zwei aktive Raucher im untersuchten Kollektiv, beide mit relativ
niedrigem Konsum. Im Gegensatz zu 37 Nichtrauchern, von denen vier ehemals
Raucher waren, die seit 1 - 25 Jahren nicht mehr geraucht hatten. Hierbei lagen elf
Nichtraucher hinsichtlich einer Mosaik-Trisomie 7 Uber dem cut off level mit einem
Mittelwert von 5,82% (Standardabweichung 5,24% und Schwankungsbereich 2,5%
bis 20%).

Die beiden Raucher hatten Trisomie-7-Werte unterhalb des cut off levels. Von den 4
ehemaligen Rauchern waren die Trisomie-7-Raten von zwei Probanden, deren
vormaliger Konsum bis zu 15 pack years betrug, ebenfalls unterhalb des cut off
levels, ein Proband lag mit einer Mosaik-Trisomie 7-Rate von 2,5% in der Gruppe 2
und einer mit Mosaik-Trisomie 7-Rate von 20% in Gruppe 3. Der letztgenannte stellte
den Probanden mit der in der Gesamtstudie hdchsten ermittelten Trisomie-7-Rate
dar (siehe Anhang Tabelle 1.6 Nichtraucher und 1.7 Raucher). In Anbetracht des
geringen Anteils aktiver und ehemaliger Raucher in Kollektiv A war letztlich keine
statistische Auswertung bezlglich des Einflusses des Rauchverhalten als exogene
Noxe auf die Entstehung und Prévalenz einer Mosaik-Trisomie 7 mdoglich. Die

einerseits unaufféalligen bzw. grenzwertig positiven Befunde bei 5/6 der (Ex-)
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Rauchern und andererseits die Zuordnung des Probanden mit ausgepragt hoher
Mosaik-Trisomie 7-Rate zum Raucherkollektiv, lassen auch bei individueller
Einzelfallbetrachtung keine eindeutige Aussage zu.

4.2 Ergebnisse der Chromosom 7-FISH fir das Kollektiv B

Zur Uberpriifung der Altersspezifitat der Mosaik-Trisomie 7 wurde ein Kollektiv
jungerer Probanden zwischen 25 und 56 Jahren (Durchschnittliches Alter 38,7 Jahre)
untersucht. Mit 10 mannlichen und 14 weiblichen Probanden ist das
Geschlechterverhaltnis dem der alteren Probanden vergleichbar (siehe Abbildung
11).

Abbildung 11
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Abbildung 11: Verhaltnis der mannlichen und weiblichen Probanden der
Kollektive A und B im Vergleich. Ersichtlich wird, dal die
Geschlechteranteile in beiden Kollektiven nahezu gleich sind.
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In der Gesamtheit der 24 juingeren Probanden zeigten 9 von 24 (~ 38%) eine
relevante Mosaik-Trisomie 7 in prozentual unterschiedlich starker Auspragung
(Schwankungsbreite 2,3 - 6,8%). Der durchschnittliche Anteil 7-trisomer Zellen lag
bei 3,7%, die Schwankungsbereich bei 1,69%. Fast zwei Drittel (~ 62%, 15 Félle)
zeigten keine Mosaik-Trisomie 7 (siehe Anhang Tabelle 2.0).

Es lie sich eine dem Kollektiv A identische Gruppeneinteilung vornehmen (siehe
Abbildung 12).

Die Gruppe 1, umfal3t die Falle unterhalb des cut off levels, das heif3t mit negativem
Befund hinsichtlich Mosaik-Trisomie 7. Sie ist mit 15 von insgesamt 24 Fallen (~
62%) die grof3te, es wurden hier durchschnittlich 1,1% der Zellen mit 3-Chromosom
7-FISH-Signalen erfal3t (Standardabweichung 0,74% und Schwankungsbereich 0%
bis 2% (siehe Anhang Tabelle 2.1). In dieser Gruppe befanden sich vier Raucher. Die
jungste Probandin mit 25 Jahren zeigte in 2% trisome (3-signaltragende) Zellen, der
alteste mit 53 Jahren 0,8% trisome (3-signaltragende) Zellen bezuglich Chromosom
7. Die Gruppe 1 wurde - wie im Kollektiv A- im Gesamtbefund nur erwéahnt; die hier
dokumentierten , Trisomie-Raten“ wurden nicht als tatsachliche Mosaik-Trisomie-

Befunde bewertet.

In der Gruppe 2, handelt es sich um den low level Bereich der Mosaik-Trisomie 7 mit
prozentualen Werten oberhalb des cut-off-levels (< 2%) bis zu 5%. Es wurden 7 Falle
(~ 30% der Probanden) der Gruppe 2 zugeordnet. Durchschnittlich wurden 2,9% 7-
trisomer Zellen nachgewiesen (Standardabweichung 0,4%). Der
Schwankungsbereich lag zwischen 2,3% und 2,4% (siehe Anhang Tabelle 2.2). In

dieser Gruppe befanden sich keine Raucher.

In der Gruppe 3, die fur die Falle mit Mosaik-Trisomie 7 Uber 5% definiert war, fielen
2 Probanden (~ 8% der Gesamtprobanden) mit individuellen Trisomie 7-Raten von
6,5% und 6,8%, durchschnittich 6,6% (Standardabweichung 0,21% und
Schwankungsbereich 6,5% bis 6,8%; (siehe Anhang Tabelle 2.3). In dieser Gruppe
befanden sich keine Raucher.

Die Gruppe B ist altersbezogen eine relativ inhomogene Gruppe. Es lieRen sich

keine relevanten Schlisse ziehen, was das Auftreten einer Mosaik-Trisomie 7
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bezogen auf das Alter und das Geschlecht anbetraf. Im Gegensatz zum Kollektiv A
gab es insgesamt keine einzelnen Falle von gleichartig hohen Trisomie 7-
Prozentraten, allerdings war das grundséatzliche Phanomen einer Mosaik-Trisomie 7
etwas haufiger. Der Anteil der Probanden mit auffalligen Werten entsprechend einer
Mosaik-Trisomie 7 lag hier bei ~ 38% (versus ~ 28% in Kollektiv A).

Abbildung 12 Kollektiv B

m Anteil der Falle in % der Gruppe 1

M Anteil der Falle in % der Gruppe 2

m Anteil der Falle in % derGruppe 3

Abbildung 12: Prozentualer Anteil der einzelnen Gruppen des Kollektiv B der
jungeren Probanden; Gruppe 1 = Trisomie 7-negativ (62%);
Gruppe 2 = niedriggradige Mosaikrisomie 7 > 2% < 5% mit ~
30%; Gruppe 3= hohergradige Mosaik-Trisomie 7 > 5% mit ~
8%. Daraus ergibt sich der Anteil der Probanden, die eine
Mosaik-Trisomie des Chromosoms 7 oberhalb des cut off levels

(< 2%) hatten, mit ~ 38%, entsprechend Gruppen 2 und 3.

4.2.1 vergleichende Analyse weiblicher versus mannlicher Probanden im
Kollektiv B

Es liel3 sich keine absolute Geschlechtsspezifitat feststellen (siehe Anhang Tabelle
6.0). Von den 10 mannlichen Probanden hatten 20,0% eine Uber dem cut off level
liegende Mosaik-Trisomierate (Mittelwert 4,75%, Standardabweichung 2,47%, im
Schwankungsbereich fanden sich nur die beiden Werte 3,0% und 6,5%). Bei den 14
weiblichen Probanden waren es 50,0% (Mittelwert 3,44%, Standardabweichung
1,53%, Schwankungsbereich 2,3% bis 6,8%). Im Kollektiv der jingeren Probanden
wurde ein tendenzielles Ubergewicht des Phanomens der Mosaik-Trisomie 7 im
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weiblichen Geschlecht beobachtet. Dies ergibt ein tendenziell haufigeres Vorkommen
einer Mosaik-Trisomie 7 bei Frauen gegentber Ma&nnern im mittleren bzw. jingeren

Alter (siehe Anhang Tabelle 2.4 Manner und 2.5 Frauen).

Kollektiv B Geschlecht Gesamt
mannlich weiblich
Trisomie <2% 8 (53,3%) 7 (46,7%) 15
> 2% 2 (22,2%) 7 (77,8%) 9
Gesamt 10 (41,7%) 14 (58,3%) 24

Tabelle 6.0: Tabellarische Gegenuberstellung der jingeren Probanden deren FISH-
Signalkonstellationen beziglich Chromosom 7 oberhalb des cut off
levels lagen, geordnet nach Geschlecht. Es liegt kein signifikanter

Unterschied zwischen den Geschlechtern vor.

4.2.2 Ergebnisse in Abhangigkeit vom Rauchverhalten im Kollektiv B

Bei den Nichtrauchern der jingeren Probanden (Gruppe B) oberhalb des cut off
levels (n = 9), lag die durchschnittliche Trisomie-7- Rate bei 3,7% der ausgezahlten
Zellen (Standardabweichung 1,69%, Schwankungsbereich 2,3% bis 6,8%). Von den
Rauchern (n = 4) des Kollektivs B lagen alle unterhalb des cut off levels (siehe
Anhang Tabelle 2.6 und 2.7). Obwohl aufgrund der geringen Fallzahl keine
statistische Auswertung maoglich ist, weisen die Einzelbeobachtungen in Hinblick auf
die Rauchgewohnheit der jeweiligen Probanden im jingeren Probandenkollektiv
nicht auf einen kausalen Einflu3 des Rauchens auf die Entstehung einer Mosaik-

Trisomie 7 in Zellen der Mundschleimhaut hin.

4.3 Vergleichende Betrachtung der Ergebnisse der Kollektive A und B
Bezogen auf die Gesamtheit der jeweiligen Kollektive zeigen sich Unterschiede im
Auftreten der Mosaik-Trisomie 7, die jedoch nicht signifikant sind. So zeigten bei den
jungeren Probanden prozentual mehr Individuen eine Mosaik-Trisomie 7.

In dem Kollektiv der = 75 jahrigen Individuen (A) wurde eine Mosaik-Trisomie 7 bei
~ 28% der Probanden nachgewiesen. Im Kollektiv der jingeren Probanden (< 60
Jahre; Kollektiv B) wurde eine Mosaik-Trisomie 7 bei ~ 38% der Probanden
nachgewiesen (siehe Abbildung 13). Eine Darstellung der absoluten Fallzahlen ftr

jede Gruppe beider Kollektive gibt Abbildung 14. Fur das Kontrollchromosom 10
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wurde nur in einem von 63 Fallen (Kollektive A und B zusammen) eine Mosaik-
Trisomie mit FISH-Werten > 2%, namlich 2,7%, far Chromosom 10 belegt; dies
entspricht 1,6% der Probanden (siehe Anhang Tabelle 2.0 Fallnummer 55). Ebenso
liel3 sich im diesbeziglich analysierten Kollektiv B (in Kollektiv A wurde aufgrund
limitierten Probenmaterials und geringer Zellausbeute keine Chromosom 8- und
keine Chromosom 12-FISH-Analyse durchgefuhrt) ein Fall einer Mosaik-Trisomie 8
nachweisen mit 2,4%igem Mosaikanteil; dies entspricht ebenso 1,6% der Probanden
(siehe Anhang Tabelle 2.0 Fallnummer 71). In einem Fall (Fallnummer 13) zeigte
sich eine Unterreprasentation an FISH-Signalen (,Monosomie®) der Chromosomen 7
und 10. Da beide Chromosomen betroffen sind kann eher von einer unzureichenden

Hybridisierungseffizienz ausgegangen werden.

40

Abbildung 13
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Abbildung 13: Prozentualer Anteil der Probanden mit durch FISH-Analyse
belegter Mosaik-Trisomie 7 in Zellen der Mundschleimhaut,
aufgeteilt in Kollektiv A (altere Probanden) ~ 28% und Kollektiv B
(jungere Probanden) ~ 38%. Diese Werte ergeben sich jeweils
aus den Summen der Prozentangaben der Gruppen 2 und 3
vom Gesamtkollektiv.



50

Abbildung 14

Kollektiv B (jungere Probanden) Gruppe 3, Trisomie > 5% [i1] 2
Kollektiv A (&ltere Probanden) Gruppe 3, Trisomie > 5% | EIEE 3
Kollektiv B (jingere Probanden) Gruppe 2, Trisomie > 2% und <5% [}

Kollektiv A (altere Probanden) Gruppe 2, Trisomie > 2% und < 5%
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Kollektiv A (altere Probanden) Gruppe 1, unterhalb des cut offlevels (Trisomie < 2%) 28

Anzahl der Probandenabsolut

Abbildung 14: Absolute Fallzahlen der Kollektive A (&ltere Probanden) und B
(ungere Probanden) jeweils aufgeteilt in die Gruppen 1 - 3
entsprechend den durch FISH ermittelten Mosaik-Trisomieraten
beziglich Chromosom 7 in der Mundschleimhaut. Die Probanden
der Gruppen 1 mit ,Mosaik-Trisomie 7“Werten unterhalb des cut
off levels werden als bezliglich Mosaik-Trisomie 7 negative Falle

bewertet.

Somit lasst sich bezogen auf die Haufigkeit des Auftretens von Mosaik-Trisomie 7 die
Hypothese eines altersabhangig auftretenden Pha&nomens nicht belegen; die
Prozentzahlen sprechen bei erster Betrachtung - rein hinsichtlich des qualitativen
Vorkommens der Mosaik-Trisomie 7- sogar umgekehrt fir eine hohere Prévalenz
unter den jungeren Probanden. Aus den vorliegenden Befunden geht allerdings
hervor, dass bei den = 75 jahrigen Individuen (A) bei Vorliegen einer Mosaik-Trisomie
7 eine Tendenz zu prozentual héheren Trisomie-7-Werten vorliegt. Wahrend bei den
Mosaik-Trisomie 7-positiven jungeren Probanden des Kollektivs B die Mosaik-
Trisomie 7 durchschnittlich prozentual nur 3,7% (Schwankungsbereich 1,69%) der
Zellen betraf, lag der entsprechende prozentuale Anteil im Kollektiv A der sehr alten
Individuen bei 5,8% (Schwankungsbereich 5,24%). Vergleicht man die absoluten
Werte der Kollektive A und B miteinander, so ist zu erkennen, daf die Trisomie-7-
Rate der alteren Probanden immer Uber derjenigen der jungeren liegt. Dies ist
besonders bei der Gruppe 3 deutlich, bei der die alteren Probanden der Gruppe A

fast doppelt so hohe Werte aufwiesen als die der Gruppe 3 aus Kollektiv B.
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4.3.1 Vergleichende Auswertung der Ergebnisse der Kollektive A und B
bezlglich des Probandenalters

Um festzustellen, ob die Anzahl der Signale im Rahmen der FISH-Analyse von
Chromosom 7 altersabhangigen Schwankungen unterzogen ist, wurde mittels SPSS
Programm ein Chi-Quadrat-Test nach Pearson erstellt.

Die Nullhypothese war, dal3 es einen Zusammenhang zwischen dem Alter der
Probanden und dem Auftreten einer Mosaik-Trisomie 7 in Zellen der
Mundschleimhaut gibt. Der p-Wert fir den Chi-Quadrat-Test ist 0,72, damit wird die
Nullhypothese abgelehnt, d.h. Trisomie und Alter sind voneinander unabhangig
(siehe Anhang Tabelle 7.0). Das heil3t, es besteht kein signifikanter Zusammenhang
zwischen dem Alter der Probanden und dem Auftreten einer Mosaik-Trisomie 7 in
Zellen der Mundschleimhaut.

Vergleicht man die Geschlechtsverteilung der Trisomie 7 in Zellen der
Mundschleimhaut mit gleichem statistischen Vorgehen, so findet man bei den
mannlichen Individuen lediglich geringe Unterschiede (siehe Anhang Tabelle 5.0 und
6.0).

Insgesamt ist die Anzahl der untersuchten Falle allerdings zu gering um eine

validierte Aussage treffen zu kdnnen.

Alter Gesamt
Kollektiv B Kollektiv A
Trisomie <2% 15 (34,9%) 28 (65,1%) 43
2-5% 7 (46,7%) 8 (53,3%) 15
> 5% 2 (40%) 3 (60%) 5
Gesamt 24 (38,1%) 39 (61,9%) 63

Tabelle 7.0: Tabellarische Gegenuberstellung der Probanden deren FISH
Signalkonstellationen bezlglich Chromosom 7 oberhalb des cut off
levels lagen, geordnet nach Alter im Kollektiv A und B. Es liegt kein
signifikanter Unterschied beziglich des Alters vor.

4.3.2 Vergleich der Ergebnisse bezuglich Rauchverhalten (Kollektive A und B)
Bei dem Kollektiv alterer Probanden waren elf Nichtraucher (Mittelwert 5,82%,
Standardabweichung 5,24% und Schwankungsbereich 2,5% bis 20%) Gber dem cut

off level, aber keiner der beiden einzigen Raucher des Kollektivs A.
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Bei dem Kollektiv jingerer Probanden waren neun Nichtraucher (Mittelwert 3,73%,
Standardabweichung 1,69% und Schwankungsbereich 2,3% bis 6,8%) Uber dem cut
off level, aber ebenfalls keiner der vier Raucher des Kollektivs B.

Eine Gegenuberstellung der Gesamtgruppe der Raucher aus beiden Kollektiven
(n =6) versus der Gesamtgruppe der Nichtraucher aus beiden Kollektiven (n = 20)
zeigte, dass samtliche Raucher unterhalb des cut off levels fur eine Mosaik-Trisomie
7 lagen. Eine mathematische Gegeniberstellung war aufgrund der niedrigen
Fallzahlen der Raucher nicht mdglich. Bemerkenswert war dennoch, dass ein
ehemaliger, explizit langjahrig sehr starker Raucher (25 pack years) im Kollektiv A
die hdchsten Werte von Mosaik-Trisomie 7 aufwies (siehe Anhang Tabelle 1.6, 1.7,
2.6 und 2.7).

4.3.3 Analyse der Ergebnisse hinsichtlich  geschlechtsspezifischer
Unterschiede (Kollektive A und B)

Eine absolute Geschlechtsabhangigkeit beziglich des Auftretens von Mosaik-
Trisomie 7 konnte nicht nachgewiesen werden (siehe Anhang Tabelle 5.0 und 6.0).
Bei den alteren Mannern zeigten 29,4% (5 von 17) eine Mosaik-Trisomie-7-Rate uber
dem cut off level, wahrend es bei den jingeren 20% (2 von 10) waren. Betrachtet
man die Manner beider Kollektive gemeinsam, so zeigten 7 von 27 Mannern, das
heil3t 25,9%, eine relevante Trisomie 7.

Auffallig sind die Werte fur die weiblichen Individuen. Hier findet man bei den alteren
Probandinnen 27,2% (6 von 22) mit einer Mosaik-Trisomie-7-Rate Uber dem cut off
level. Im Gegensatz dazu zeigten 50% (7 von 14) der jingeren Probandinnen eine
entsprechende Mosaik-Trisomie 7. Bei Gesamtbetrachtung der weiblichen
Probanden beider Kollektive wurde bei 13 der 36, entsprechend 36,1%, der
untersuchten Probandinnen eine Mosaik-Trisomie 7.

Speziell bei jingeren Frauen wurde das Phdnomen der Mosaik-Trisomie 7 in Zellen
der Mundschleimhaut somit absolut wie auch relativ (zu alteren weiblichen sowie
alteren und jungeren méannlichen Probanden) auffallig haufig beobachtet.

Das Gesamtkollektiv mannlicher und das Gesamtkollektiv weiblicher Probanden
zeigten im Vergleich relativ &hnliche Nachweishéaufigkeiten fur eine Mosaik-Trisomie

7 allerdings mit tendenziell héherer Nachweisrate beim weiblichen Geschlecht



53

(25,9% der untersuchten Manner versus 36,1% der untersuchten Frauen zeigten

eine Mosaik-Trisomie 7).

4.3.4 Betrachtung der Ergebnisse hinsichtlich einer Gewebsspezifitat

Uber eine Gewebsspezifitit des Auftretens einer Mosaik-Trisomie 7 lasst sich
aufgrund der vorliegenden Ergebnisse nur spekulieren. Aus Vorbefunden einer
anderen Arbeit unserer Arbeitsgruppe (Siehe Promotionsarbeit von Carmen
Fromberg) lie sich bei intraindividuell vergleichender Analyse von Lymphozyten,
Zellen aus Haarwurzeln und Zellen der Mundschleimhaut ableiten, dass beziglich
des Vorkommens von Mosaik-Trisomie 7 eine deutliche Préferenz bei Zellen der
Mundschleimhaut besteht. Da in der aktuell vorliegenden Arbeit der Fokus auf eine
mdogliche Altersabhangigkeit gelegt wurde, beschrankten sich die Untersuchungen
nur auf diesen Zelltyp. Abgesehen von der Tatsache des qualitativen Vorkommens
von Mosaik-Trisomie 7 in normaler Mundschleimhaut a3t sich somit anhand der
vorgestellten Daten keine Aussage hinsichtlich einer sonstigen fraglichen

Gewebespezifitat ableiten.

4.4. Analyse der Chromosom 8-, 10- und 12-FISH

Auch fur Chromosomen 8, 10 und 12 konnten eindeutige Signale in der FISH-
Analyse ausgewertet werden; die Chromosomen 8 und 12 wurden lediglich im
Kollektiv B analysiert (siehe Abbildung 21 Anhang Bildtafel). Bei Gesamt-Analyse der
Kollektive A und B ergab sich dabei in nahezu allen analysierten Fallen fur jedes der
untersuchten Kontrolichromosome ein unauffalliger Befund ohne Nachweis einer
Mosaik-Trisomie oberhalb des postulierten cut off levels.

Fur das Chromosom 10 ergab sich nur in einem Fall eine Mosaik-Trisomie. Dabei
handelte es sich um eine 51 jahrige Frau (Kollektiv B). Bei ihr ergab sich ein
grenzwertiger Wert von 2,7% an Chromosom 10-trisomen Zellen (siehe Anhang
Tabelle 2 Fallnummer 55).

Es gab ebenfalls nur einen Probanden, der eine Mosaik-Trisomie des Chromosoms 8
oberhalb des cut off levels aufwies. Diese lag - auch hier grenzwertig - bei 2,4%

(Fallnummer 71). Es handelt es sich um einen mit 34 Jahren eher zu den jingeren
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Probanden z&ahlenden Mann aus Kollektiv B. Eine Trisomie des Chromosoms 12
wurde nicht beobachtet.

Ca. 95,4% der in der FISH-Analyse untersuchten Zellen des Kollektivs A zeigten
FISH-Ergebnisse entsprechend einer disomen Chromosomenanzahl bezogen auf
Chromosom 10 (Standardabweichung 4,0% und Schwankungsbereich 88,1 -100%).
Ca. 83,0% der in der FISH-Analyse untersuchten Zellen des Kollektivs B zeigten
FISH-Ergebnisse entsprechend einer disomen Chromosomenanzahl bezogen auf
Chromosom 8 und 12 (Standardabweichung 9,5% und Schwankungsbereich 51 -
99%)).

Aufgrund der jeweils singularen Befunde einer Mosaik-Trisomie der jeweiligen
Kotrollchromosomen erscheint eine statistische Auswertung sowie eine

Gruppeneinteilung nicht sinnvoll.

4.4.1 Zusammenfassung der FISH-Analysen fir die Chromosomen 7, 8, 10 und
12

Eine Mosaik-Trisomie, der in dieser Studie an Mundschleimhaut untersuchten
Chromosomen 7, 8, 10 bzw. 12, wurde nahezu ausschliel3lich fir Chromosom 7
beobachtet. Eine Altersabhangigkeit, ein Zusammenhang mit dem Rauchverhalten
oder eine Geschlechtsspezifitat konnte mathematisch nicht als statistisch signifikant
nachgewiesen werden. Wesentlichster Grund fur diese Einschréankung waren dabei
die relativ geringen Probandenzahlen. Bemerkenswert sind die zum Teil deutlich
auffalligen Ergebnisse mit hohem prozentualem Anteil an Mosaik-Trisomie 7 bis zu
im Einzelfall 20% einzelner Individuen, hierbei mit deutlich héheren Werten bei

einzelnen alteren Probanden.



55

5. Diskussion

5.1 Bewertung der Ergebnisse hinsichtlich der Hypothese einer
Altersabhangigkeit der Mosaik-Trisomie 7

Das Auftreten einer Mosaik-Trisomie 7 bzw. der Nachweis von Zellen mit einer
Trisomie 7 ist ein bekanntes Phdnomen, das in einer Vielzahl von unterschiedlichen
Gewebetypen und Gewebekonditionen belegt ist. Das Spektrum reicht hierbei von
bdsartigen Tumoren Uber gutartige Tumore bis hin zu chronisch entziindlichen
Erkrankungen (z.B. rheumatoide Arthritis) und schlie3t zudem Einzelberichte
bezuglich scheinbar unauffalliger normaler Gewebekonditionen ein. Eine Bewertung
des Phanomens hinsichtlich seiner Bedeutung wird hierbei weiterhin erschwert, da es
sowohl Hinweise fur eine streng krankheitsassoziierte Bedeutung (z.B. Auftreten in
Hirntumoren) als auch fir die gegenteilige Annahme eines moglicherweise zufallig
erfassten  Epiphanomens gibt. Neben einer Reihe unterschiedlicher
Interpretationsansatze wurde die Hypothese der Trisomie 7 als rein altersassoziierte
Veranderung erstellt. Hinweisend in diese Richtung sind z.T. metanalytisch ermittelte
Daten, die darauf hinweisen, dall die Beobachtung einer Mosaik-Trisomie 7
unabhéngig von der jeweiligen Grunderkrankung umso haufiger ist, je &lter die
entsprechenden Individuen sind (Broberg et al.).

Vor diesem Hintergrund wurden in der dargestellten Arbeit Untersuchungen zum
Auftreten der Mosaik-Trisomie 7 in Zellen der Mundschleimhaut sehr alter
weitgehend gesunder Individuen im Vergleich zu jingeren gesunden Individuen
durchgefihrt. AnlaR fur die Auswahl der Mundschleimhaut als Untersuchungsgewebe
waren Voruntersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe, die bei einer relativ kleinen
Fallzahl von Individuen auf das Auftreten von Mosaik-Trisomie 7 in diesem Gewebe
hinwiesen.

Zunachst sollte das aus Voruntersuchungen vermutete Gewebetyp-spezifische
Auftreten der Mosaik-Trisomie 7 in normalen Zellen der Mundschleimhaut belegt
werden.

Die weitergehende Bewertung hinsichtlich einer hypothetisch angenommenen
Altersabhéngigkeit wurde dabei sowohl qualitativ als auch quantitativ vergleichend

durchgefiihrt. Das bedeutet, daf zum einen das generelle Auftreten einer Mosaik-
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Trisomie 7 als auch zum anderen der prozentuale Anteil der 7-trisomen Zellen, d.h.

das Ausmalfd der Mosaik-Trisomie 7 bewertet wurden.

Die vorgelegte Studie konnte das Auftreten von Mosaik-Trisomie 7 in normaler
Mundschleimhaut grundsatzlich belegen. Bei insgesamt 63 untersuchten Fallen
(Gesamtanalyse jungerer und alterer Probanden) konnte eine Mosaik-Trisomie 7
(oberhalb des methodisch postulierten cut-off-levels von 2% analysierter Zellen) in
insgesamt 20 Fallen entsprechend 31,7% nachgewiesen werden und stellt somit ein
relativ haufiges Phdnomen dar, was nicht als zufélliges Einzelereignis zu bewerten

ist.

5.1.1 Qualitative Analyse der FISH-Untersuchung (Vergleichende Analyse der
Mosaik-Trisomie 7-Inzidenz)

Bei rein qualitativem Vergleich des Auftretens von Mosaik-Trisomie 7 zwischen den
Kollektiven A (n = 39) der sehr alten Individuen und B (n = 24) der jungeren
Individuen ergab sich mit einer prozentualen Inzidenz von ~ 38% im Kollektiv der
jungeren Probanden (B) unerwartet ein sogar hoherer Wert als im Kollektiv der sehr
alten Probanden (A) mit ~ 28%. Diese Diskrepanz stellt allerdings keinen statistisch
signifikanten Unterschied dar. Das grundsatzliche Auftreten einer Mosaik-Trisomie 7
lediglich bei sehr alten oder tendenziell @lteren Individuen im Sinne der oben
genannten Altershypothese konnte somit nicht belegt werden. Die Altersverteilung im
Kollektiv B umfasste bei relativ geringer Fallzahl eine relativ grol3e Altersspanne von
25 - 56 Jahren.

Ein mdglicher Einflul des Lebensalters der Individuen innerhalb der jingeren
Probandengruppe konnte grundsatzlich zu einer Nivellierung des Ergebnisses
beigetragen haben. Bei Einzelbetrachtung der Falle mit positivem Mosaik-Trisomie 7-
Nachweis innerhalb der Gruppe B konnte - gleichsinnig wie bei der
Gesamtbetrachtung der Gruppen - ebenfalls kein offensichtlicher Bezug zum

tendenziell héheren Lebensalter gezeigt werden.

Bei differenzierter Analyse der Probanden mit und ohne Mosaik-Trisomie 7 innerhalb
der beiden Untersuchungskollektive liel3 sich allerdings im Kollektiv der jingeren

Probanden (B) ein doch deutlicher Altersunterschied feststellen. So liegt das
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durchschnittliche Lebensalter der Probanden mit Mosaik-Trisomie 7 (Uber dem cut off
level) mit 41,7 Jahren ca. 5 Jahre hoher als das derjenigen mit beztglich Mosaik-
Trisomie 7 negativem FISH-Befund (unter dem cut off level) mit 36,8 Jahren. Dieser
Altersunterschied ist zwar nicht statistisch signifikant, aber als tendenzanzeigende
Beobachtung doch bemerkenswert. Beim Kollektiv A sind die Alterswerte dieser
beiden Untergruppen nahezu identisch mit 81,18 Jahren Mosaik-Trisomie 7-positiver
gegenuber 81,14 Jahren Mosaik-Trisomie 7-negativer Probanden. Dies lasst sich
unter Umstanden durch das in diesem Kaollektiv deutlich homogenere Altersspektrum
erklaren. Andererseits konnten diese abweichenden Befunde dafiir stehen, dal3 eine
im Verlauf des Lebens einmal entstandene Mosaik-Trisomie 7 durch Zunahme des
Mosaik-Anteils mit ansteigendem Lebensalter innerhalb eines begrenzten Zeitraumes
Uber die diagnostische Nachweisgrenze (siehe unten) gelangt, der Effekt der
altersabhangigen Nachweisbarkeit aber bei sehr hohem Lebensalter wieder nivelliert

wird.

Zusammenfasend lie3 sich durch die hier durchgeflihrte Studie ein statistisch
signifikanter altersabhangiger Anstieg der Inzidenz von Mosaik-Trisomie 7 (als rein
gualitatives Phanomen) an Zellen der Mundschleimhaut gesunder Individuen — trotz
Beobachtung tendenzieller Unterschiede - nicht belegen. Die zur Frage stehende
Altershypothese zur Inzidenz einer Mosaik-Trisomie 7 lieR sich anhand der

erhobenen Daten somit nicht bestatigen.

5.1.2 Quantitative Analyse (Vergleichende Analyse des prozentualen Trisomie
7-Mosaikanteils) der FISH-Untersuchung

Bei erweiterter Betrachtung unter Einbeziehung des quantitativen Aspektes
(prozentualer Anteil 7-trisomer Zellen bei Mosaik-Nachweis) konnte allerdings
gezeigt werden, dafl bei Individuen mit belegter Mosaik-Trisomie 7 die
durchschnittlichen Trisomie-Raten im &lteren Kollektiv A mit 5,8% hdher lagen als im
jungeren Kollektiv B mit hier 3,7%. Dementsprechend wurden in Kollektiv A
insbesondere Einzelfélle mit ausgesprochen hohem Anteil von Mosaik-Trisomie 7 mit
Werten bis zu 20,5% gefunden, wohingegen die hdchsten ermittelten Anteile von
Mosaik-Trisomie 7 im Kollektiv B in zwei Einzelfallen mit unter 7% (6,5 bzw. 6,8%)

ermittelt wurden.
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Die Ergebnisse zeigen zum einen, da3 das Phanomen der Mosaik-Trisomie 7
grundsatzlich ohne erkennbare Pathologie in scheinbar normaler Mundschleimhaut
in nicht unbetrachtlicher Haufigkeit bei etwa knapp einem Drittel der Individuen
vorkommt (31,7%, entsprechend Gruppe 2 und 3 beider Kollektive), welches
allerdings kein generelles Phdnomen darstellt. Weiterhin belegen die Ergebnisse im
Rahmen der statistischen Limitierung (aufgrund der relativ kleinen Kollektivgrof3en),
daR das Grundphanomen einer Mosaik-Trisomie 7 als qualitatives Phdnomen in der
Mundschleimhaut nicht in Abhangigkeit vom Lebensalter auftritt. Allerdings weisen
die quantitativen Untersuchungen des Mosaik-Anteils darauf hin, dall es mit
zunehmendem Lebensalter zu einer prozentualen Zunahme bzw. Ausweitung einer

eventuell vorbestehenden Mosaik-Trisomie 7 kommen kann.

Die Erfassung einer Mosaik-Trisomie im Rahmen zytogenetischer oder
molekularzytogenetischer Diagnostik ist umso wahrscheinlicher, je grol3er der
Mosaik-Anteil ist. Geringprozentuale oder Einzelzell-Mosaike werden je nach
Untersuchungsmethode nur schwer bzw. nicht erfasst. Die im Hinblick auf die
Altershypothese belegte grof3ere Haufigkeit des Phanomens einer Mosaik-Trisomie 7
bei alteren Patienten in einzelnen publizierten Berichten'” kénnte daher auch die

Erfassung tendenziell hdherprozentualer Mosaike widerspiegeln.

Die altersabhéngige Zunahme von Chromosom 7-trisomen Zellen kénnte entweder
durch eine kumulative Anhaufung bei stetem regelmafligem Neuentstehen der
Trisomie 7 oder durch eine relative Zunahme aufgrund eines selektiven Vorteils der
Trisomie 7 bedingt sein.

Letztlich belegt die hier vorgestellte Studie zumindest fur die nicht nachweislich
krankhaft veranderte Mundschleimhaut, dafl} eine Mosaik-Trisomie 7 als qualitatives
Phanomen im Rahmen des untersuchten Alterspektrums im Erwachsenenalter
weitgehend unabhangig vom Lebensalter vorkommt. Die erhobenen Daten lassen
dabei eine altersabhéngige Zunahme des prozentualen Mosaik-Anteils annehmen.
Ob die Mosaik-Trisomie 7 der Mundschleimhaut allerdings bereits im Kindesalter

vorkommt, bleibt weiteren Studien zur Uberprifung vorbehalten.
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5.1.3 Vergleich der Chromosom 7-FISH mit Ergebnissen der FISH bezlglich
Chromosom 8, 10 und 12

Um das Ph&nomen der Mosaik-Trisomie 7 gegenuber einer ggf. allgemein erhdhten
ungerichteten chromosomalen Instabilitét in Zellen der Mundschleimhaut
abzugrenzen, wurde vergleichend zur Mosaik-Trisomie 7 das Auftreten numerischer
Deviationen auch der Chromosomen 8, 10 und 12 dberpruft (Analysen der
Chromosomen 8 und 12 dabei lediglich im Kollektiv juingerer Probanden B).

Die Ergebnisse des Kollektivs B zeigen, dal3 die Mosaik-Trisomie 7, das weitab
haufigste nachweisbare Phanomen war. In 9 von 24 Fallen (~ 38%) wurde diese
Trisomie gefunden, wahrend eine Mosaik-Trisomie oder gar weitere Vermehrung
(z.B. im Sinne einer Tetrasomie) der anderen Chromosomen nicht (beziglich
Chromosom 12), bzw. lediglich in zwei Einzelfallen (1x Mosaik-Trisomie 8 mit
Mosaikanteil von 2,4%, 1x Mosaik-Trisomie 10 mit Mosaikanteil von 2,7%)
beobachtet wurde. Dies bestatigt unpublizierte Vorbefunde aus der Arbeitsgruppe
(siehe Promotionsarbeit Dr. med. Carmen Fromberg) mit einer kleinerer Fallzahl.
Hierbei wurden in untersuchten Zellen der Mundschleimhaut signifikante Trisomie-
Raten ausschlie3lich fir Chromosom 7 und ebenfalls nur in einem Einzelfall fur
Chromosom 8 gefunden. Eine Mosaik-Trisomie des Chromosoms 8 wurde in
publizierten Berichten bereits haufiger beschrieben, hauptsachlich in Tumoren wie
zum Beispiel der AML, hierbei ist es die am haufigsten vorkommende Mosaik-
Trisomie®. Interessant ist, daf} die konstitutionelle Mosaik-Trisomie 8 als eine der
wenigen konstitutionellen Autosomentrisomien mit einer lebensfahigen Kondition der
betroffenen Individuen ohne wesentliche Organbeeintrachtigungen bekannt ist?!
Eines der assoziierten Symptome ist dabei eine relative Makrosomie, was hier fur
einen gewissen Wachstumsvorteil durch die Mosaik-Trisomie 8 spricht. Im Bereich
des Mund- Rachenraumes wurde eine Mosaik-Trisomie 8 als somatische
Verédnderung jedoch bisher nicht beschrieben. In der vorliegenden Arbeit wurde wie
in der Vorstudie eine Mosaik-Trisomie 8 bei einem Probanden nachgewiesen,
allerdings in quantitativ geringprozentualer Auspragung. Hierbei scheint es sich, was
die Mundschleimhaut angeht, eher um einen Zufallsbefund zu handeln. Dasselbe gilt
fur das Chromosom 12, fur das in keinem der analysierten Probanden eine Mosaik-
Trisomie in der Mundschleimhaut gefunden wurde. Fir Chromosom 10 und 8 wurde
nur in jeweils einem Fall eine Mosaik-Trisomie oberhalb des cut off level

nachgewiesen. Dies bestéatigt die spezielle Bedeutung der Trisomie 7 als
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individuelles Phanomen in der Mundschleimhaut, entgegen einer ungerichtet

allgemein erhohten chromosomalen Instabilitat.

5.2 Mogliche Entstehung der Trisomie 7 bzw. Uberlegungen fur die
altersabhangige Zunahme des prozentualen Mosaik-Trisomie 7-Anteils

Eine Mosaik-Trisomie 7 kann ein klonales Geschehen darstellen, wobei sich alle
trisomen Zellen von einer einzelnen auffalligen Zelle ableiten (monoklonal). Es ist
aber auch moglich, dalR die 7-trisomen Zellen unterschiedlicher (polyklonaler)
Herkunft sind, wobei in verschiedenen Zellen jeweils unabhangig voneinander ein
Uberzéhliges Chromosom 7 aufgetreten ist. An Synovialgewebe, in dem eine Mosaik-
Trisomie 7 ebenfalls als haufiges Phanomen beschrieben ist, wurden von Broberg et
al bzw. Dahlen et al. Studien zur Frage eines monoklonalen versus polyklonalen
Ursprungs durchgefuhrt. Die Ergebnisse sprachen hier gegen eine monoklonale
Entstehung und flir einen polyklonalen Ursprung der Trisomie 7 in Synovia; Broberg
K. et al.’> und Dahlen et al?’. Bei Annahme eines gleichen Entstehungsmechanismus
ware auch in der Mundschleimhaut eine polyklonale Genese 7-trisomer Zellen
wahrscheinlich.

Ursachlich fur die Gberzuféllig haufige Beobachtung von Mosaik-Trisomie 7 in der
Mundschleimhaut gegeniber anderen Chromosomen-Trisomien oder —Aberrationen
kénnte zum einen eine selektive Endoreduplikation von Chromosom 7 sein. Eine
andere Form der selektiven Begiinstigung einer bestimmten Chromosomenanomalie,
hier speziell von Trisomie 7, konnte in einer u.U. gewebespezifisch hdheren
Akzeptanz quoad vitam dieser Chromosomenanomalie liegen. Beide hier genannten
Madoglichkeiten waren mit einem Uber die Zeit vermehrten Neuauftreten 7-trisomer
Zellen vereinbar. Belege fur die eine oder andere These konnten hier nicht erbracht
werden. Auf der Basis der eingangserwadhnten Literaturlage kann eine
Arbeitshypothese formuliert werden, nach der gewebespezifisch bestimmte
chromosomale Aberrationen bevorzugt selektiert werden. Das Fehlen regelhafter
numerischer Aberrationen zumindest der Chromosomen 8, 10 und 12 in der
Mundschleimhaut konnte anhand der Kontroll-FISH-Ergebnisse der prasentierten
Studie gut dargestellt werden.

Wesentlich fur die Bedeutung der Mosaik-Trisomie 7 in der ,normalen®

Mundschleimhaut ist, dal3 sie sowohl bei jungen als auch bei alten Individuen zwar
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mit einer Inzidenz von ~ 28% (A) bzw. ~ 38% (B) gefunden wurde. Es steht daher zu
vermuten, dal3 sie keineswegs ein generelles Phanomen darstellt. In der hier
vorgelegten Arbeit wurden als mogliche kausale Faktoren, die das Auftreten der
Mosaik-Trisomie beginstigen kdnnten, zum einen das Probanden- Geschlecht, zum
anderen das Rauchen als eine haufige, bekannte kanzerogene Noxe in Erwagung
gezogen und hinsichtlich ihres mdglichen Einflusses auf die Studienergebnisse
betrachtet. Eine statistisch aussagefahige Betrachtung des mdglichen Einflu3es von
Tabakrauchen konnte allerdings nicht erfolgen, da - anders als initial geplant - das
Rauchverhalten nicht in allen Probanden-Féllen erfal3bar war und zum anderen ein
unproportional kleiner Anteil von Rauchern im Kollektiv - insbesondere der schwer

aquirierbaren hochbetagten Probanden - gegeben war.

5.3 Moglicher EinfluR des Geschlechts auf das Auftreten einer Mosaik-
Trisomie 7

Von verschiedenen gesundheitlichen Stérungen wie auch physiologischen
Grundcharakteristika ist bekannt, dafld geschlechtsspezifische EinfluRfaktoren
vorliegen. In der hier vorliegenden Studie wurden in beiden Kollektiven weibliche und
mannliche Probanden in annahernd gleichen Anteilen einbezogen. Bei der
Gesamtanalyse der mannlichen versus weiblichen Probanden lieRen sich keine
statistisch signifikanten generellen geschlechtsspezifischen Unterschiede bezlglich
Trisomie 7-Haufigkeit und Trisomie 7-Raten erkennen. Bei der Gesamtzahl der
Méanner (n = 27) ergaben sich 25,9% mit einer Trisomie 7 in Zellen der
Mundschleimhaut, bei den Frauen (n = 36) 36,1%. Bei den é&lteren Probanden
erscheint zwar die durchschnittliche Trisomie-7-Rate bei den mannlichen Probanden
hoher, dies beruht allerdings auf einem einzigen mannlichen Probanden, der mit 20%
bezuglich Chromosom 7- trisomer Zellen deutlich Gberdurchschnittlich war.

5.4 Maoglicher Einflul3 des Rauchens auf das Auftreten einer Mosaik-Trisomie
7

Zigaretten enthalten viele Inhaltstoffe, die auf die Zellen in unterschiedlicher Weise
wirken. Zudem entstehen im Rahmen der Verbrennung kanzerogene d.h. mutagene
Substanzen. Auch die Aufnahme dieser Stoffe, die hauptséchlich dber die

Schleimhaut der Atemwege und Mundho6hle erfolgt, ist variabel zwischen den
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Individuen. Sie kdnnte zu chromosomalen Veranderungen fihren. Auch denkbar ist,
daf? durch die Noxen des Tabakrauches haufiger Zellen absterben und durch
regenerative Zellteilung neue Zellen entstehen. In einer Untersuchung an gesunden
Rauchern wurden im Bronchialepithel u.a. Zellen mit einer Trisomie 7 nachgewiesen,
dahingegen waren in der Vergleichsgruppe der Nichtraucher keine derartigen Zellen
vorhanden®'. Dies spricht fur eine mit dem Rauchverhalten einhergehende
Veranderung der Zellen, die zu einer Trisomie 7 fuhren kann. In der vorliegenden
Arbeit waren jedoch zu wenige Raucher eingeschlossen, um eine validierte Aussage
zum urséchlichen Zusammenhang zwischen Auftreten und Haufigkeit der Trisomie 7

und der Zigarettenrauch-exposition treffen zu kénnen.

Die ursprunglich geplante Einschatzung der EinfluBnahme des Rauchens
(Zigaretten- und Zigarrenrauchen) auf das Vorliegen einer Trisomie 7 konnte wegen
mangelnder Anzahl an Rauchern nicht mit verwertbarer Aussagekraft durchgefihrt
werden. Beschrankte Einzelbeobachtungen zu diesem Aspekt wurden allerdings
erhoben. Bei den zwei bekannten Rauchern des Kollektivs alter Probanden lag das
»1risomie-7-Niveau“ unterhalb des cut off levels, d.h. es wurde keine Mosaik-
Trisomie 7 nachgewiesen. Bei dem Kollektiv jingerer Probanden waren nur vier
Raucher vertreten, deren Werte alle ebenfalls unterhalb des cut off levels lagen.

Das Individuum mit den héchsten Trisomie-7-Werten (20%) war mannlich, 89 Jahre
alt und hatte 25 Jahren zuvor mit dem Rauchen aufgehort. Hier sind mit gréRerer
Wabhrscheinlichkeit andere ursachliche Faktoren fur das Auftreten und die
guantitative Ausprdgung der Mosaik-Trisomie 7 anzunehmen. Denkbar ware im
konkreten Einzelfall grundsatzlich auch, dal3 es im Prozel3 der Regeneration nach
Beendigung des Rauchens bzw. Nikotinkonsums zu diesen hohen Werten
gekommen ist.

Die konkreten Beobachtungen im Einzelfall der Mundschleimhautstudie konnten die
erhobenen Befunde aus publizierten Berichten (siehe oben) an Bronchial-Epithelien

nicht belegen.

5.5 Mogliche Gewebetypspezifitat einer Trisomie 7
In zwei kleineren Studien der eigenen Arbeitsgruppe an sehr alten gesunden

Individuen (> 75 Jahre) konnte jeweils in Blutzellen das Phdnomen der Mosaik-
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Trisomie 7 in keinem Fall nachgewiesen werden. Bei vergleichender Analyse von
drei verschiedenen Gewebetypen (Blutzellen, Haarwurzelzellen und Zellen der
Mundschleimhaut) in einer Studie, wurde bei 15 sehr alten Individuen (> 75 Jahre)
nur in Zellen der Mundschleimhaut, aber nicht in Blutzellen eine Trisomie 7 gefunden.
Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dal3 die Trisomie 7 in unterschiedlichen
Gewebetypen (z.B. Synovia, Mundschleimhaut, Lymphozyten) eine unterschiedliche
Akzeptanz erfahrt bzw. positiv oder im umgekehrten Fall (z.B. Lymphozyten) u.U.
auch negativ selektiert wird. Als umgekehrtes Phanomen an pramalignen weil3en
Blutzellen findet man eine Monosomie von Chromosom 7 bei Patienten mit
Myelodysplastischem Syndrom (eine Leukamievorstufe) als regelmaRige

Beobachtung? 100,

5.6 Moglicher Entstehungsmechanismus der Mosaik-Trisomie 7

Die Mosaik-Trisomie des Chromosoms 7 ist ein vielfaltiges Ph&dnomen, das in
unterschiedlichen Geweben und Konditionen beobachtet wurde. Hierbei sind maligne
wie benige veranderte Gewebe an erster Stelle zu nennen. In Blutzellen kann eine
Monosomie 7 in verschiedenen malignen oder pramalignen Konditionen gefunden
werden (siehe oben). Eine Trisomie 7 ist dagegen auch bei Leuk&mien nicht
bekannt, was die o0.g. internen Ergebnisse dahingehend bestatigt, dal}3 weil3e
Blutzellen offensichtlich nicht ,anfallig“ sind flir eine Trisomie 7 oder, dal} diese dort
negativ selektiert wird. Bei bestimmten malignen Tumoren z.B. Hirntumoren und
Nierenzellkarzinomen scheint die Trisomie 7 dagegen pathognomonisch.

Im Rahmen der mitotischen Trisomie 7-Entstehung im Rahmen eines Non-
Disjunction ist grundsatzlich auch die Entstehung einer 7-monosomen Zelle zu
postulieren. In unserer FISH-Studie wurde im Vergleich zum jeweiligen
Kontrollchromosom auch in Fallen mit relativ hoher Mosaik-Trisomie -7-Rate
umgekehrt keine Haufung von Zellen mit lediglich einem Chromosom 7-Signal im
Sinne einer Monosomie 7 beobachtet. Dies ware mit der Genese Uber eine selektive
Endoreduplikation von Chromosom 7 ebenso vereinbar wie mit einer
gewebetypspezifisch negativen Selektion bezuglich Monosomie 7 in der
Mundschleimhaut (also genau umgekehrt wie in der obigen Hypothese zum Auftreten

von Monosomie bzw. Trisomie 7 in weif3en Blutzellen).
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Aus der Zusammenschau der Vielzahl an Daten ist es mdglich, dal3 einer Mosaik-
Trisomie 7 u.U. unterschiedliche Bedeutung in bestimmten Zustandsformen von
Geweben zukommt. In nicht maligne veranderten Geweben konnte z.B. ein
gewebespezifischer selektiver Vorteil die Ausweitung und Vermehrung 7-trisomer
Zellen begunstigen. Auch in normalen Geweben kann- ggf. unter speziellen
Umstanden wie z.B. einem chronischem Reizzustand- ein erhohter selektiver Druck
bestehen. Fir die Mundschleimhaut, ein Uber die Lebenszeit anhaltend hoch
regeneratives Gewebe, waren solche Selektionsfaktoren allein schon durch die hohe
basale Regenerationsleistung gegeben. In diesem Rahmen kénnte sowohl die
basale Neuentstehungsrate somatischer Chromosomenstdrungen gesteigert, als
auch eine Selektion einer bereits entstandenen Chromosomenanomalie begunstigt
werden. Weitere individuelle Provokationsfaktoren kénnten zusatzlich einwirken.

Fazit, da die Mosaik-Trisomie 7 in einer Vielzahl unterschiedlicher Zell- und
Gewebetypen beobachtet wird, kann im engeren Sinne keine Gewebetypspezifitat fur
Zellen der Mundschleimhaut vorliegen. Im erweiterten Sinne laf3t sich allerdings tber
ein nur in bestimmten Geweben auftretendes Pha&nomen im Sinne einer
Gewebepraferenz fur einzelne oder mehrere Gewebetypen nachdenken. Der Grund
hierfir ist noch nicht bekannt. Es wird auf mdgliche Ursachen in den folgenden
Punkten eingegangen. Ein Phdnomen, das reproduzierbar immerhin bei einem Drittel
der untersuchten Probanden vorkommt, ist zu haufig um es als zufalliges Ereignis

anzusehen.

5.7 Proliferativer Selektionsvorteil der Mosaik-Trisomie 7

Da in vielen tumorésen Geweben eine Trisomie 7 gefunden wird, genau wie in
nichtneoplastischen Geweben, die bezilglich einer erhdhten Proliferationstendenz
Ahnlichkeiten mit malignen Geweben haben (z.B. rheumatisches Pannusgewebe3®),
ist es denkbar, dal3 eine Trisomie 7 einen Wachstumsvorteil fir das Gewebe
beziehungsweise einen Proliferationsvorteil flr eine Zelle darstellt. Insbesondere im
Rahmen chronisch entzindlicher Vorgange bzw. bei Konditionen mit erhdhter
Zellproliferation (z.B. Keloide, arthrotische Plaques und proliferativer rheumatischer
Pannus- alles Konditionen, bei welchen bereits das Vorkommen der Mosaik-Trisomie

7 beschrieben wurde) kénnte ein selektiver Vorteil fir 7-trisome Zellen bestehen.
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Auf Chromosom 7 ist eine Reihe von Genen lokalisiert, die mit Zellwachstum oder
Entziindungsvorgdngen assoziiert sind, wie z.B. Epidermal growth factor EGFR,
hepatocyte growth factor receptor HGFR%, platelet derived growth factor beta
PDGF®¢, Interleukin 6 IL6%.

Im Rahmen einer Trisomie 7 wurde nachgewiesen, dal3 auch die Expression z.B. von
EGFR gemald der erhohten Kopienzahl zunimmt, was einen zuséatzlichen
Wachstumsvorteil verursacht. Letzteres konnte insbesondere fir Zellen in spéaten
Stadien der Tumorgenese belegt werden%. Allerdings muf} eine numerische
Verdnderung des Chromosom 7 in Tumoren nicht unbedingt mit einer erhdhten
Genkopienzahl des EGFR Gens einhergehend 12. 8 An Abortgewebe mit reiner
Trisomie 7 konnte gezeigt werden, dal? die DNA-Syntheserate und die zellulare
Proliferation gesteigert waren'!. In einer Studie mit Hautfibroblasten eines
hundertjahrigen Probanden wurden verschiedene numerische
Chromosomenanomalien gefunden, hierbei wiederum am haufigsten die Trisomie 772
Die Zellen uberholten im in vitro Versuch die disomen Zellen an Wachstum. Diese
Fallstudie bestatigt den Verdacht auf eine Altersassoziation und einen postulierten
Selektionsvorteil der Mosaik-Trisomie 7, der auch hier ein vielbeanspruchtes Gewebe
betrifft.

In menschlichen neuralen Progenitorzellen (human neural progenitor cells) wurde
neben einer Mosaik-Trisomie des Chrosomos 19 auch in 24% der Zelllinien eine
Mosaik-Trisomie des Chrosomoms 7 festgestellt, die in vitro zu einer erhéhten EGFR
Expression fuhrte. Weiterhin waren auch andere fir das Wachstum bzw. die
Zellalterung verantwortliche Mechanismen verstarkt aktiv wie zum Beispiel die
Telomerase-Aktivitat. Eine verstarkte Proliferation und Uberlebenszeit der
betroffenen Zellen war zu beobachten. Die Unterdrickung des endothelial derived
factors bewirkte ein verstarktes Vorkommen einer Trisomie 7 in ehemals disomen

Zelllinienss,

5.8 Andere mogliche Ursachen einer Chromosomenverédnderung

Es ist denkbar, dal} viele Faktoren grundsatzlich die Mutationsrate und
Zellproliferation in der Mundhohle beeinflussen konnen, so zum Beispiel die
Temperatur der Nahrung, Nahrungszusédtze wie z.B. Konservierungsmittel oder

Farbstoffe, Gewirze oder auch die Konsistenz. Wichtig ware auch die Ausloser eines
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vermehrten Zellverlustes (mechanische Abschilferung oder Apoptose) und damit
einer erhohten Neubildung zu untersuchen. Mdogliche relevante Aspekte in der
Mundhohle waren z.B. eine vermehrte mechanische Belastung mit Abrieb u.a. bei
scharfkantigen Zahnen oder Zahnprothesen (siehe unten) oder der u.U. zytotoxische
oder mutagene Einflul@ besonders heilen oder scharfen Essens, des
Alkoholkonsums oder des Tabakrauchens.

Durch &auRRere, insbesondere chronische Einwirkungen, sei es durch wiederholte
Verletzungen, Piercings oder auch durch den Druck einer Tabakpfeife, die immer an
der gleichen Stelle liegt, kann es zu genetischen Verdnderungen u.a. auch zu
Chromosomenstdrungen kommen10.36,

Auch andere, die naturliche Situation in der Mundhohle verandernde Faktoren, wie
ein Prothese oder eine Zahnspange bei sehr jungen Probanden sollten bertcksichtigt
werden. Hieraus lieBen sich unter Umstanden Hinweise auf eine erhohte
Abschilferung und damit vermehrte Zell-Neubildung ableiten. Eine Aufteilung in
Prothesentrager und solche, die keine Prothese haben, erfolgte in der dargestellten
Arbeit nicht. Anderseits ware im alteren Kollektiv A in weitaus hoherem Umfang mit
dem Tragen einer Prothese zu rechnen, wahrend dies im jungeren Kollektiv nicht zu
erwarten war. Der Alkoholkonsum sowie Essensgewohnheiten gingen nicht in die
Studie ein, da die Datenerhebung im Rahmen der Probengewinnung aus praktischen
Aspekten der Durchfihrung eingeschrankt war.

Krankhafte Prozesse, die zu Entzindungen im Mundbereich flhren, kdnnten
grundsatzlich auch die Mutationsrate erhéhen. Dies konnten wir bei unseren
Probanden ausschliel3en.

Auch in Zellen aus fibrésen artheriosklerotischen Plaques wurden in Zellkulturen
einzelne Zellklone gefunden, die eine Trisomie 7 z.T. in Kombination mit dem Verlust
des Y Chromosoms oder mit einer Trisomie 10 und Trisomie 18 aufwiesen. Casalone
et al. gehen davon aus, dal3 mechanische oder biologische Veranderungen zunachst
zur Ausbildung der Plaques fiihren und diese dann sekundar eine erhéhte Tendenz

zur chromosomalen Instabilitat und somit Chromosomenanomalien entwickeln’®.

Weitere theoretisch kausative Faktoren bei der Entstehung einer Mosaik-Trisomie 7
ware ggf. auch die Kontamination von Nahrungsmitteln, etwa durch Isotope8® oder

ggf. mutagene Substanzens,
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Entsprechende individuelle Risikofaktoren lassen sich mithilfe des hier vorgestellten
Studiendesigns allerdings nicht geeignet statistisch abbilden. Das etwaige
Vorkommen einer diskreten Erh6hung der Trisomie-7-Raten bei Personen hdheren
Alters mag unter Umstanden auch durch vielféltige derartige individuelle Faktoren der
Lebensfuhrung erklarbar sein. Individuelle biologische Faktoren, die mit einer
erhdhten chromosomalen Instabilitat einhergehen, sind in jedem Falle moglich.

Auch am Arbeitsplatz kdbnnen Stoffe zur Entstehung von zellularen genetischen
Veranderungen beigetragen haben?. Verschiedene Erkrankungen der Mundhohle,
zum Beispiel Parodontose, kdnnen u.a. mittels Laser behandelt werden3'. Hierbei ist
es denkbar, dall sich durch diese physikalische Reizung chromosomale
Verédnderungen ergeben. Letztlich kbénnte auch die individuelle bakterielle Mundflora
mit mehr oder weniger entzindlicher Aktivitat eine individuelle Variable in diesem
Zusammenhang darstellen.

Insgesamt ist die Mundhéhle einer Vielzahl von schéadigenden Stoffen ausgesetzt.
Jedoch nicht bei jedem Menschen in gleicher Menge, Konzentration und Dauer,
daher kann auch eine starke individuelle Komponente mitwirken, die bei dem einen
Probanden eher zum Auftreten einer Mutation fuhrte als bei einem anderen. Jeder
der genannten Aspekte konnte in weitergehender Untersuchung auf die Mdglichkeit
eines kausalen Einflusses mit Bezug auf die Entstehung von Chromosomen-

anomalien speziell der Mosaik-Trisomie 7 untersucht werden.

5.9 Bewertung der Nachweismethode

5.9.1 Mundschleimhautabstrich

Das Probenmaterial wurde, wie oben erwédhnt aus der Wangenschleimhaut
gewonnen. Bei im Mosaik vorliegenden Veranderungen, gerade im Rahmen eines
klonalen Ereignisses, ist es maoglich, dalR bei der Anfertigung des
Mundschleimhautabstrichs regional fokussiert vorliegende Areale mit hoher Trisomie
7-Rate erfasst wurden. Dies konnte im Einzelfall sehr hohe Trisomie-7-Raten wie
auch in dieser Studie bei einzelnen Probanden beobachtet verursachen.
Andererseits bietet die Methode der Interphase-Analyse an direkt ausgestrichenen
unkultivierten Zellen die Vermeidung moglicher Selektionsartefakte, die im Rahmen

von Zellkultivierung entstehen kdénnen.
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5.9.2 Interphase-FISH

Es gibt unterschiedliche methodische Moglichkeiten um DNA-Sequenzen oder
vollstdndige Gene quantitativ oder qualitativ nachzuweisen. Hierzu zahlen u.a.
Sothern-Blot-Analyse, PCR-Analysen, die Pulsed-field Gel Elektrophorese (PFGE)
und die Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplifikation (MLPA) und auch die
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)®2.

Die eindeutigen Vorteile der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung im Gegensatz zu den
rein molekulargenetischen DNA-Nachweisverfahren liegen darin, dal3 die
Untersuchung in situ und somit auf Einzelzellebene und ohne Amplifikation der
untersuchten DNA-Sequenzen erfolgt. Im Gegensatz zur konventionellen
zytogenetischen Analyse ist mittels FISH die Analyse chromosomaler Anteile auch
an teilungsinaktiven oder fixierten Interphasezellen mdglich. Die Sensitivitat ist hoch,
so dal3 auch kleine DNA-Abschnitte zuverlassig nachgewiesen werden kdnnen®%.
Weiterhin ist die Interphase-FISH eine kulturunabhangige Methode. Eine Kultivierung
der Zellen zur Praparation der Chromosomen wie bei der konventionellen
Karyotypisierung ist bei Interphase-Analysen nicht erforderlich. Allerdings ist eine
Selektion der analysierten Zellen im Rahmen der Zellkultivierung ausgeschlossen.
Einerseits von Vorteil, bietet allerdings der indirekte Chromosomennachweis mittels
FISH an Interphasekernen auch Fehler-Potential. In Abhangigkeit von der
Sondenspezifitatt und eingesetzten Stringenzbedingungen im Rahmen der
Hybridisierung kann es zu Kreuzhybridisierung mit sequenzahnlichen DNA-
Abschnitten kommen. Da es bei der FISH-Analyse an Interphasekernen zur
Auswertung lediglich der Fluoreszenzsignale kommt, ohne daf} die chromosomalen
Strukturen sichtbar zugeordnet werden kénnen, besteht hier die Gefahr falsch-
positiver bzw. Anzahl-Uberschatzender Befunde. Um dieses methodisch bedingte
Fehlerpotential so gering wie moglich zu halten, wurden durch Vorversuche an
Lymphozyten die Hybridisierungsbedingungen (Stringenzbedingungen) fur die
eingesetzten Sonden so etabliert, dal eine hochspezifische Hybridisierung bei
limitierter Kreuzhybridisierung erzielt wurde.

Neben der Gefahr von Kreuzhybridiserungen bestehen insbesondere bei
Hybridisierung an Interphasekernen mogliche Probleme bei der Signalinterpretation.
Bei FISH an Zellkernen nach Durchlaufen der S-Phase koénnen z.B. die
zentromernahen Repeat-Areale (Zielsequenzen der hier verwendeten Satelliten-

DNA-Sonden), als sog. Split-Spots gedoppelt zur Darstellung kommen. Hier besteht
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die Gefahr einer zahlenmaRigen Uberwertung von FISH-Signalen. In Sichtebene
Ubereinander lokalisierte Zentromersignale zweier Chromosomen kdnnen dagegen
u.U. nicht differenziert werden, was zur Unterbewertung der Signalzahl fuhrt4. Zur
Begrenzung entsprechender methodisch bedingter Auswertungsfehler wurden dabei
empirisch entwickelte Auswertungskriterien (siehe Material und Methoden Abschnitt
3.5) etabliert und angewandt. Bei unzureichender Hybridisierungseffizienz kdonnte es
gof. zu einer Signalreduktion mit Erfassung relativ geringerer Chromosomenanzahl
im Sinne falsch-negativer Ergebnisse kommen. Die Kohybridisierung mit Sonden fur
jeweils ein Kontrollchromosom diente — neben dem inhaltlich erwinschten
Informationsgewinn zu numerischer Abweichung anderer Chromosomen als
Chromosom 7- als interne Kontrolle von sowohl Hybridisierungseffizienz als auch
Auswertungsfehlern. Da Trisomien der Chromosomen 8 und 12 bekanntermal3en
selten sind und bisher in Mundschleimhautabstrichen nicht beschrieben sind,
verwundern die niedrigen Prozentwerte der ermittelten Mosaik-Trisomie-Raten nicht
und spiegeln die Verlasslichkeit der Untersuchungsmethode wieder. Einzelne, nicht
auszuschlieBende Signal-Fehlinterpretationen wurden mithilfe des eingesetzten cut-
off-levels nivelliert. Letzterer wurde aus Daten der Interphase-FISH an Lymphozyten
Ubernommen, wo der Falsch-positiv/inegativ-Effekt der FISH durch die parallele
Analyse von Metaphasechromosomen ermittelt werden konnte.

Schlu3folgerung

Die vorliegende Arbeit zeigt, dal’ eine Mosaik-Trisomie des Chromosoms 7 in Zellen
der Mundschleimhaut vorkommt und ein haufiges Ereignis darstellt. Eine
Krankheitsassoziation konnte nicht festgestellt werden, da bei den Probanden per
Einschlu3kriterium keine gemeinsamen Erkrankungen vorlagen und keiner der
Probanden Erkrankungen im Mund- und Rachenraum hatte. In der Literatur wird die
Mosaik-Trisomie 7 verschiedenen Geweben bzw. Gewebekonditionen zugeordnet.
Sie tritt in malignen oder benignen Tumoren wie in entzindlich verandertem Gewebe
oder auch in scheinbar nicht verandertem Gewebe auf, hierzu z&ahlt auch die
Mundschleimhaut. Warum wird diese Abweichung von der Norm nicht wie viele
andere durch sofortige Apoptose der Zelle gestoppt? Haufig ist ein
Proliferationsvorteil in vitro nachgewiesen, meist durch erhdohte Expression von

Wachstumsfaktoren. Das betroffene Gewebe hat also Vorteile durch die Mutation.
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Welcher Art diese Vorteile im konkreten Fall der Trisomie 7 sind, dariber kann man
derzeit nur spekulieren. Durch die vielen wachstumsassoziierten Gene, die auf
Chromosom 7 lokalisiert sind und die hiermit verbundenen Proliferationsvorteile,
kénnte bei Schadigung von Zellen durch aul3ere Faktoren (z.B. mechanische,
thermische oder chemische Einfliisse in der Mundhdhle) durch 7-trisome Zellen eine
schnellere Regeneration des Gewebes gewahrleistet werden.

Fur die Mosaik-Trisomie-7 wurde bisher keine Gewebespezifitat nachgewiesen. Es
gibt Gewebetypen, in denen eine Trisomie 7 bisher nur von unserer Arbeitsgruppe
publiziert wurde, wie beispielsweise in der Mundschleimhaut gesunder Probanden.
Den normalen Geweben, in denen die Mosaik-Trisomie 7 nachgewiesen werden
konnte, ist folgendes Charakteristikum gemeinsam: eine hohe mechanische,
chemische oder physikalische Belastung oder eine physiologisch hohe proliferative
Tendenz und damit ein erhéhtes Mutationsrisiko genau wie erhéhte Regenerations-
oder Proliferationsraten.

Die Mosaik-Trisomie des Chromosoms 7 in Zellen der Mundschleimhaut kommt
sowohl bei jungen als auch bei alteren Probanden haufig vor. Bisher nicht bekannt ist
ob ein Auftreten in Zellen der Mundschleimhaut bei Kindern existiert. Eine
guantitative oder qualitative Altersabhangigkeit bezogen auf den prozentualen
Mosaik-Anteil konnte in den beiden untersuchten Probandenkollektiven fur die
Mundschleimhaut nicht eindeutig nachgewiesen werden. Die durchschnittliche
Anzahl hinsichtlich Chromosom 7 trisomer Zellen pro Individuum lag bei den sehr
alten Individuen (Kollektiv A) tendenziell etwas hoher als bei den relativ jungeren
Probanden (Kollektiv B). Letztere zeigten jedoch gegentber Kollektiv A haufiger das
generelle Phanomen der Mosaik-Trisomie 7.

Als potentielle Ursache fur die erhéhten prozentualen Anteile von Trisomie 7-Zellen
bei den sehr alten Probanden erscheinen selektive oder kumulative Faktoren
maoglich. Die primére Ursache des qualitativen Ph&dnomens der Mosaik-Trisomie 7 ist
ungeklart. Besonders bestimmte einzelne Individuen scheinen zu einer hohen Rate
an 7-trisomen Zellen zu neigen. Neben einer gewebetypischen Selektion sind daher
dartber hinaus wesentliche, bislang nicht erfasste individualspezifische Griinde zu
postulieren. In Anbetracht des im Rahmen der Studienbedingungen speziell im alten
Kollektiv guten Gesundheitszustandes und fehlender sichtbarer Erkrankungen der
Mundschleimhaut der Probanden scheint die Mosaik-Trisomie 7 der Mund-

schleimhaut ohne belegten Krankheitswert zu sein. Mdglicherweise spiegelt die
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Mosaik-Trisomie 7 ein kumulatives Phdnomen nach vorangegangener Entstehung
unter individualspezifischen Bedingungen und selektivem Regenerationsdruck in
besonders beanspruchtem Gewebe wieder. Weitere Studien sind erforderlich um

dies zu klaren.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung einer Chromosom 7/10-Dual-Color-FISH mit

Chromosom 7 und Chromosom 10-spezifischen alpha-Satellit-DNA-

Sonden. Ein Zellkern mit je zwei Signalen, die Chromosomen 7 (grin)

und 10 (rot) reprasentierten (vgl. Farbtafel Abbildung 15). Dies

entspricht dem Ideal-Abbildung eines Normalbefundes mit disomer

Konstellation beider Chromosomen-Typen.

Abbildung 5:

Schematische Darstellung einer Chromosom 7/10-Dual-Color-
FISH mit Chromosom 7 und Chromosom 10-spezifischen alpha-
Satellit-DNA-Sonden. Ein  Zellkern mit  zwei roten
Zentromersignalen fur das Kontrollchromosom 10 (vgl. Farbtafel
Abbildung 16). Die Signale fir die Chromosomen 7 (grun) fehlen.
Nullisomie oder mangelhafte Hybridisierungseffizienz  fir

Chromosom 7.



Abbildung 6:

Abbildung 7:
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Schematische Darstellung einer Chromosom 7/10-Dual-Color-
FISH mit Chromosom 7 und Chromosom 10-spezifischen alpha-
Satellit-DNA-Sonden. Exemplarische Darstellung eines Zellkerns
mit zwei Signalen (,split spot®; vgl. Farbtafel Abbildung 18)
infolge der Markierung beider Chromatiden (der Kern hat die S-
Phase durchlaufen). Ein derartiges split-spot-Signal wurde im
Rahmen der Studie jeweils als singuldares Signal interpretiert,
wenn z.B. die beiden Signalteile bei Fokussierung mit der
Mikrometerschraube in einer Ebene eine fadige Verbindung
zeigten, sehr nahe lokalisiert waren oder beide Einzelsignale in
der Intensitat gegenuber der Ublichen Signalintensitat eines
Einzelsignals in etwa halbiert oder vermindert waren. Da i.d.R.
alle  Chromosomen nach Durchlauf der S-Phase dupliziert
vorliegen, betreffen split-spots dann auch alle Signale eines

Kernes.

Schematische Darstellung einer Chromosom 7/10-Dual-Color-
FISH mit Chromosom 7 und Chromosom 10-spezifischen alpha-

Satellit-DNA-Sonden. Fragmentierter Zellkern mit separiert



Abbildung 8:

Abbildung 9:
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gelegenen Kernanteilen und Signalen. Derartige

Signalanordnungen stellten ein weiteres Ausschlusskriterium dar.

Schematische Darstellung einer Chromosom 7/10-Dual-Color-
FISH mit Chromosom 7 und Chromosom 10-spezifischen alpha-
Satellit-DNA-Sonden. Mechanisch fragmentierter Zellkern mit
extranuclear gelegenen Kernanteilen und Signalen
(Ausstrichartefakt).  Derartige  Signalanordnungen  stellten

ebenfalls ein Ausschlusskriterium dar.

Schematische Darstellung einer Chromosom 7/10-Dual-Color-
FISH mit Chromosom 7 und Chromosom 10-spezifischen alpha-
Satellit-DNA-Sonden. Ein Zellkern mit drei grinen Signalen fur
Chromosom 7 und zwei roten Signalen fur Chromosom 10 (vgl.
Farbtafel Abbildung 19) entsprechend einer Trisomie 7 (disome

Konstellation fir Chromosom 10).
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Abbildungsnachweis:

FISH-Untersuchung von Plattenepithelzellen von buccalen Abstrichen menschlicher

Mundschleimhaut. Kohybridiserung von Sonden fur diue Chromosomen 7 und 10.

Die durch FITC grin fluoreszierenden Signale markieren das Zentromer von

Chromosom 7, wahrend die durch Texas-Red rot aufleuchtenden Signale das

Zentromer von Chromosom 10 anzeigen.

Abbildung 15:

Abbildung 16:

Chromosom 7/10-FISH an Plattenepithelzellen der Mund-
schleimhaut. Zellkern mit zwei griinen Signalen fur Chromosom 7
und zwei roten Signalen fir Chromosom 10 entsprechend einer

disomen Konstellation beider Chromosomen-Typen.

Chromosom 7/10-FISH an Plattenepithelzellen der Mund-
schleimhaut. Zellkern mit zwei roten Signalen fur Chromosom 10.
Kein  Signal fir Chromosom 7  (fehlende  grine
Fluoreszenzmarkierung) ent-sprechend einer disomen
Konstellation fiur Chromosom 10 wund Nullisomie oder

mangelhafte Hybridierung fir Chromosom 7.
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Abbildung 17: Chromosom 7/10-FISH an Plattenepithelzellen der Mund-
schleimhaut. Mechanisch alterierter Zellkern mit zwei roten
Signalen fur Chromosom 10 und einem grinen Signal fur
Chromosom 7 entspre-chend einer disomen Konstellation flr

Chromosom 10 und Monosomie fur Chromosom 7.

Ve
oy

Abbildung 18: Chromosom 7/10-FISH an Plattenepithelzellen der Mund-
schleimhaut. Zellkern mit gedoppelten Chromatid-Signalen fur
die Chromosomen 7 (grine Signale) und 10 (rote Signale); sog.
split spot-Signale. Typischerweise zeigen alle Signale eines
betroffenen Zellkerns das split-spot-Phanomen. Der Zellkern ist
deutlich alteriert, vermutlich handelt es sich um eine Folge des

mechanischen Ausstrichs.



Abbildung 19:

Abbildung 20:
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Chromosom 7/10-FISH an Plattenepithelzellen der
Mundschleimhaut. Zellkern mit drei grinen Signalen fur
Chromosomen 7 und zwei roten Signalen fur Chromosom 10.
Diese Signalkonstellation entspricht grundsatzlich dem Befund

einer Trisomie 7 (disome Konstellation fir Chromosom 10).

Chromosom 7/10-FISH an Plattenepithelzellen der
Mundschleimhaut. Mehrere Zellkerne mit jeweils drei grinen
Signalen fir Chromosom 7 und zwei roten Signalen flr
Chromosom 10 entsprechend einer Trisomie 7. In dem mit
gelbem Pfeil markierten Zellkern sind je ein griines und ein rotes

Signal in der z-Achse Ubereinander projiziert.
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Abbildung 21:

Chromosom 8/12-FISH an Plattenepithelzellen der Mund-
schleimhaut. Zellkern mit zwei griinen Signalen fir Chromo-som
8 und zwei roten Signalen fir Chromosom 12 entspre-chend
einer disomen Konstel-lation beider Chromosomen-Typen.

Zwei-Farben-FISH an Metaphasechromosomen von humanen Blutlymphozyten zum

Beleg und Etablierung der geeigneten Sondenspezifitat. Die durch FITC grin

fluoreszierenden Signale markieren das Zentromer von Chromosom 7 bzw. 8,

wahrend die durch Texas-Red rot aufleuchtenden Signale die Zentromere von

Chromosom 10 bzw. 12 anzeigen.

Abbildung 22:

Chromosom 7/10-FISH an Metaphasechromosomen von
Blutlymphozyten mit zwei roten Signalen fir Chromosom 10 und
zwei gruinen Signalen fir Chromosom 7. Es sind keine
unspezifischen Kreuzhybridi-sierungen zu erkennen. Die
spezifischen Signale markieren die im DAPI-Banding

identifizierbaren Chromosomen 7 und 10.



Abbildung 23:
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Chromosom 8/12-FISH an Metaphasechromosomen von
Blutlymphozyten mit zwei grinen Signalen fur Chromo-som 8
und zwei roten Signalen fir Chromosom 12. Es sind keine
unspezifischen Kreuzhybridisierungen zu erkennen. Die
spezifischen Signale markieren die im DAPI-Banding

identifizierbaren Chromosomen 8 und 12.



Tabelle 1.0: Gesamt-Kollektiv A: Detaillierte Darstellun

g der Probanden mit entsprechenden Resultaten der Chromosom 7/10-FISH-Analyse

Signalkonstellation
2/2 fur Chromosom

Signalkonstellation
3/2 fur Chromosom

Signalkonstellation
2/1 fur Chromosom

Signalkonstellation
1/2 fir Chromosom

Lfn.: Name Geschlecht Alter 7/10 bei Analyse von 7/10 bei Analyse_ 7/10 bei Analyse_ 7/10 bei Analyse_ Rauchverhalten
~ 200 Kernenin% | Yon~ ZOC‘)M)Kernen in | von ~ ZOC‘)M)Kemen in | von ~ ZOC‘)M)Kemen in
1 A A 76 99 4 35 0
2 B. D. 75 96 1 1 0
Nichtraucher bis vor
4 F. H.-R. m 91 97,5 0 0,5 2 7 Jahren seltener
Zigarrenraucher
s | Fm : 2 : : e e
6 H. E. w 103 95 1,5 1,5 1,5
7 H. H. w 81 95 0 2,3 1,9
8 H. O. m 77 88,1 0,8 3 0,4
9 H. I w 80 97,5 0 15 0
10 K. H. w 90 95 2 2 0
13 S.E. w 80 88,3 0,8 2,2 3,5
15 Sch. H. w 81 97,5 0 1 0,5
21 F.W. m 76 92 3 15 2
22 W. W. m 80 98,5 0 0 15
25 G.E. m 80 94 2 1,5 1,5
26 H. H. m 89 79 20 1 0 ehwaucher
27 H. E. m 78 97 0,5 0,5 1 Nichtraucher
28 K. J. w 83 97,5 0,5 2 1 Nichtraucher
29 K. E. m 81 98,5 0 2 1 Zigarrenraucher
30 K m 83 92,5 15 2 0 Nichtraucher
31 M. H. m 78 95 2 15 15 Nichtraucher
32 O. L. w 81 99 0,5 0 0,5 Nichtraucher
33 0. A w 75 98 0,5 0 1 Nichtraucher
34 Sch. Ch. w 80 99,5 0,5 0 0 Gelegenheitsr. 4-5/d

95
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35 Sp. w 89 90 10 0 0 Nichtraucher
36 F. A w 80 96,5 2 1 0,5 Nichtraucher
37 F. L. w 78 91 7,5 1 0,5 Nichtraucher
38 J.E. w 79 96 35 0 0,5 Nichtraucher
39 M. A. w 84 95 3,5 0,5 15 Nichtraucher
40 M. K. m 82 95 4 0,5 15 Nichtraucher
41 P. L. m 78 95,5 35 0 1 Nichtraucher
42 KI. E. m 79 100 0 0 0 Nichtraucher
43 K. I w 77 94,5 25 0,5 15 Nichtraucher
44 K. H. w 78 98 0 0,5 15 Nichtraucher
45 K. E. m 78 98,5 0 1 0,5 Nichtraucher
46 R. H. m 79 99,5 0,5 0 0 Nichtraucher
47 S. H. m 81 94 2 3 1 Nichtraucher
48 St. L. w 79 95 0 3 1 Nichtraucher
49 St. w 7 97,5 0 1 15 Nichtraucher
50 W. H m 85 96,5 25 0 0,5 Nichtraucher seit 2003
Mittelwert 81,1538462 95,4205128 2,11794872 1,1025641 0,86666667
Standardabweichung | 5,33379721 4,02166367 3,62679152 0,99960181 0,79018097
Schwankungsbreite 75-103 88,1-100 0-20 0-3,5 0-2
Tabelle 1.0: Tabellarische Darstellung der internen Fallnummern, der Initialen, des Geschlechts, des Alters und des Nikotinkonsums des Kollektivs &lterer Probanden (Kollektiv A). Die quantitativen

Daten zur Kopienanzahl der Chromosomen 7 und 10 (ausgezahlt in mindestens 200 Zellkernen) entsprechen Angaben in Prozent. An erster Stelle aufgefiihrt ist die Kopienanzahl von

Chromosom 7, gefolgt von jener von Chromosom 10. Geordnet nach disomen (2/2), trisomen (3/2) und monosomen (2/1 und 1/2) Signalkombinationen. Weiterhin sind der Mittelwert, die

Standardabweichung und die Schwankungsbreite angegeben.

Tabelle 1.0.1: Kollektiv A, Gruppen 2 u. 3: Probanden mit FISH-Nachweis einer Mosaik-Trisomie 7 und Resultate der Chromosom 7/10-FISH-Analyse

Lfn:

Name

Geschlecht

Alter

Signalkonstellation 2/2
fur Chromosom
7/10 bei Analyse von
~ 200 Kernen in %

Signalkonstellation
3/2 fur Chromosom
7/10 bei Analyse
von ~ 200 Kernen
in %

Signalkonstellation
2/1 fur Chromosom
7/10 bei Analyse
von ~ 200 Kernen
in %

Signalkonstellation
1/2 fur Chromosom
7110 bei Analyse
von ~ 200 Kernen
in %

Rauchverhalten
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1 A. A 76 99 4 3,5 0
21 F. W. 76 92 3 15 2
26 H. H. m 89 79 20 1 0 iehiraucher
35 Sp. w 89 90 10 0 0 Nichtraucher
37 F. L. w 78 91 7,5 1 0,5 Nichtraucher
38 J.E. w 79 96 3,5 0 0,5 Nichtraucher
39 M. A, w 84 95 35 0,5 15 Nichtraucher
40 M. K. m 82 95 4 0,5 15 Nichtraucher
41 P. L. m 78 95,5 35 0 1 Nichtraucher
43 K. 1. w 77 94,5 2,5 0,5 15 Nichtraucher
50 W. H. m 85 96,5 2,5 0 0,5 Nichtraucher seit 2003
Mittelwert 81,1818182 93,0454545 5,81818182 0,77272727 0,81818182
Standardabweichung | 4,91565218 5,32660561 5,23580332 1,03352882 0,71668428
Schwankungsbreite 76-89 79-96,5 0-20 0-3,5 0-2
Tabelle 1.0.1: Tabellarische Darstellung der internen Fallnummern, der Initialen, des Geschlechts, des Alters und des Nikotinkonsums des Kollektivs alterer Probanden (Kollektiv A), deren

Ergebnisse oberhalb des cut off levels lagen. Die quantitativen Daten zur Kopienanzahl der Chromosomen 7 und 10 (ausgezahlt in mindestens 200 Zellkernen) entsprechen Angaben

in Prozent. An erster Stelle aufgefuihrt ist die Kopienanzahl von Chromosom 7, gefolgt von jener von Chromosom 10. Geordnet nach disomen (2/2), trisomen (3/2) und monosomen

(2/1 und 1/2) Signalkombinationen. Weiterhin sind der Mittelwert, die Standardabweichung und die Schwankungsbreite angegeben.

Tabelle 1.1: Kollektiv A, Gruppe 1: Probanden ohne Nachweis einer Mosaik-Trisomie 7 und Resultate der Chromosom 7/10-FISH-Analyse

Signalkonstellation Signalkonstellation Signalkonstellation Signalkonstellation
Lin.: Name Geschlecht Alter 2/2 fir Chromosom 3/2 fur Chromosom | 2/1 fur Chromosom 1/2 fir Chromosom Rauchverhalten
- 7/10 bei Analyse von | 7/10 bei Analyse von | 7/10 bei Analyse von | 7/10 bei Analyse von
~ 200 Kernen in % ~ 200 Kernen in % ~ 200 Kernen in % ~ 200 Kernen in %
2 B.D. w 75 96 1 1 0
4 F. H.-R m 91 97,5 0 05 5 seltener Zigarrenraucher bis
vor 7 Jahren
Raucher bis vor
5 F. M. w 84 99,5 0 0,5 0 20 Jahren
6 w 103 95 1,5 1,5 1,5
7 w 81 95 0 2,3 1,9




8 H. O. m 77 88,1 0,8 3 0,4
9 H. 1. w 80 97,5 0 15 0
10 K. H. w 90 95 2 2 0
13 S.E. w 80 88,3 0,8 2,2 35
15 Sch. H. w 81 97,5 0 1 0,5
22 W. W. m 80 98,5 0 0 1,5
25 G.E. m 80 94 2 15 1,5
27 H. E. m 78 97 0,5 0,5 1 NR
28 K. J. w 83 97,5 0,5 2 1 NR
29 K. E. m 81 98,5 0 2 1 Zigarrenraucher
30 K m 83 92,5 15 2 0 NR
31 M. H. m 78 95 2 15 1,5 NR
32 O.L. w 81 99 0,5 0 0,5 NR
33 0. A. w 75 98 0,5 0 1 NR
34 Sch. Ch. w 80 99,5 0,5 0 0 Gelegenheitsr. 4-5/d
36 F. A. w 80 96,5 2 1 0,5 NR
42 KI. E. m 79 100 0 0 0 NR
44 K. H. w 78 98 0 0,5 1,5 NR
45 K. E. m 78 98,5 0 1 0,5 NR
46 R. H. m 79 99,5 0,5 0 0 NR
47 S. H. m 81 94 2 3 1 NR
48 St. L. w 79 95 0 3 1 NR
49 St. w 77 97,5 0 1 1,5 NR
Mittelwert 81,1428571 96,3535714 0,66428571 1,23214286 0,88571429
Standardabweichung 5,575836 3,00893511 0,7679768 0,97412965 0,82897272
Schwankungsbereich 75-103 88,1-100 0-2 0-3 0-3,5

98



Tabelle 1.1:
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Tabellarische Darstellung der internen Fallnummern, der Initialen, des Geschlechts, des Alters und des Nikotinkonsums des Kollektivs alterer Probanden (Kollektiv A), deren
Ergebnisse unterhalb des cut off levels lagen. Die quantitativen Daten zur Kopienanzahl der Chromosomen 7 und 10 (ausgezahlt in mindestens 200 Zellkernen) entsprechen Angaben

in Prozent. An erster Stelle aufgefiihrt ist die Kopienanzahl von Chromosom 7, gefolgt von jener von Chromosom 10. Geordnet nach disomen (2/2), trisomen (3/2) und monosomen

(2/1 und 1/2) Signalkombinationen. Weiterhin sind der Mittelwert, die Standardabweichung und die Schwankungsbreite angegeben.

Tabelle 1.2: Kollektiv A Gruppe 2: Probanden mit FISH-Nachweis einer Mosaik-Trisomie 7 mit <5 %-Mosaikanteil und Resultate der Chromosom 7/10-FISH-Analyse

Signalkonstellation 2/2 fir | Signalkonstellation Signalkonstellation Signalkonstellation
Lfn: Name Geschlecht Alter Chromosom 3/2 fir Chromosom 2/1 fir Chromosom 1/2 fur Chromosom Rauchverhalten
’ 7110 bei Analyse von ~ 200 | 7/10 bei Analyse von | 7/10 bei Analyse von | 7/10 bei Analyse von
Kernen in % ~ 200 Kernen in % ~ 200 Kernen in % ~ 200 Kernen in %
1 A A w 76 99 4 35 0
21 F.W. m 76 92 3 15 2
38 J.E. w 79 96 3,5 0 0,5 NR
39 M. A. w 84 95 35 0,5 15 NR
40 M. K. m 82 95 4 0,5 15 NR
41 P. L m 78 95,5 3,5 0 1 NR
43 K. I. w 77 94,5 25 0,5 15 NR
50 W. H. m 85 96,5 2,5 0 0,5 NR seit 2003
Mittelwert 79,625 95,4375 3,3125 0,8125 1,0625
Standardabweichung 3,5831949 1,97190082 0,59386747 1,1933596 0,67810134
Schwankungsbereich 76-85 92-99 2,5-4 0-3,5 0-2
Tabelle 1.2:

Tabellarische Darstellung der internen Fallnummern, der Initialen, des Geschlechts, des Alters und des Nikotinkonsums des Kollektivs alterer Probanden (Kollektiv A), deren Ergebnisse
oberhalb des cut off levels, aber unterhalb von 5% lagen. Die quantitativen Daten zur Kopienanzahl der Chromosomen 7 und 10 (ausgezéhlt in mindestens 200 Zellkernen) entsprechen

Angaben in Prozent. An erster Stelle aufgefiihrt ist die Kopienanzahl von Chromosom 7, gefolgt von jener von Chromosom 10. Geordnet nach disomen (2/2), trisomen (3/2) und

monosomen (2/1 und 1/2) Signalkombinationen. Weiterhin sind der Mittelwert, die Standardabweichung und die Schwankungsbreite angegeben.

Tabelle 1.3: Kollektiv A Gruppe 3:: Probanden mit FISH-Nachweis einer Mosaik-Trisomie 7 mit > 5 %-Mosaikanteil und Resultate der Chromosom 7/10-FISH-Analyse

Signalkonstellation 2/2 fir | Signalkonstellation Signalkonstellation Signalkonstellation
Ln: Name Geschlecht Alter Chromosom 7/10 bei 3/2 fur Chromosom 2/1 fir Chromosom 1/2 fir Chromosom Rauchverhalten
’ Analyse von ~ 200 7110 bei Analyse von | 7/10 bei Analyse von | 7/10 bei Analyse von
Kernen in % ~ 200 Kernen in % ~ 200 Kernen in % ~ 200 Kernen in %
26 H. H. m 89 79 20 1 0 NR seit 25 Jahren




35 Sp. 89 90 10 0 0 NR
37 F. L. 78 91 7,5 1 0,5 NR
Mittelwert 85,3333333 86,6666667 12,5 0,66666667 0,16666667
Standardabweichung | 6,35085296 6,65832812 6,61437828 0,57735027 0,28867513
Schwankungsbereich 98-78 79-91 7,5-20 0-1 0-0,5
Tabelle 1.3:

100

Tabellarische Darstellung der internen Fallnummern, der Initialen, des Geschlechts, des Alters und des Nikotinkonsums des Kollektivs alterer Probanden (Kollektiv A), deren Ergebnisse

oberhalb von 5% lagen. Die quantitativen Daten zur Kopienanzahl der Chromosomen 7 und 10 (ausgezahlt in mindestens 200 Zellkernen) entsprechen Angaben in Prozent. An erster

Stelle aufgefuhrt ist die Kopienanzahl von Chromosom 7, gefolgt von jener von Chromosom 10. Geordnet nach disomen (2/2), trisomen (3/2) und monosomen (2/1 und 1/2)
Signalkombinationen. Weiterhin sind der Mittelwert, die Standardabweichung und die Schwankungsbreite angegeben.

Tabelle 1.4: Kollektiv A, mannliche Probanden mit FISH-Nachweis einer Mosaik-Trisomie 7 und Resultate der Chromosom 7/10-FISH-Analyse

Signalkonstellation 2/2 fir | Signalkonstellation Signalkonstellation Signalkonstellation
. Chromosom 7/10 bei 3/2 fur Chromosom | 2/1 fur Chromosom | 1/2 fir Chromosom
Lfn: Name Geschlecht Alter Analyse von ~ 200 Kernen | 7/10 bei Analyse von | 7/10 bei Analyse von | 7/10 bei Analyse von Rauchverhalten
in % ~ 200 Kernen in % ~ 200 Kernen in % ~ 200 Kernen in %
21 F. W. m 76 92 3 1,5 2
26 H. H. m 89 79 20 1 0 NR seit 25 Jahren
40 M. K. m 82 95 4 0,5 1,5 NR
41 P. L. m 78 95,5 3,5 0 1 NR
50 W. H. m 85 96,5 2,5 0 0,5 NR seit 2003
Mittelwert 82 91,6 6,6 0,6 1
Standardabweichung | 5,24404424 7,24051103 7,51165761 0,65192024 0,79056942
Schwankungsbreite 76-89 79-96,5 2,5-20 0-1,5 0-2
Tabelle 1.4:

Tabellarische Darstellung der internen Fallnummern, der Initialen, des Geschlechts, des Alters und des Nikotinkonsums des Kollektivs mannlichen alterer Probanden, deren Ergebnisse

oberhalb des cut off levels lagen. Die quantitativen Daten zur Kopienanzahl der Chromosomen 7 und 10 (ausgezé&hlt in mindestens 200 Zellkernen) entsprechen Angaben in Prozent. An

erster Stelle aufgefiihrt ist die Kopienanzahl von Chromosom 7, gefolgt von jener von Chromosom 10. Geordnet nach disomen (2/2), trisomen (3/2) und monosomen (2/1 und 1/2)
Signalkombinationen. Weiterhin sind der Mittelwert, die Standardabweichung und die Schwankungsbreite angegeben.

Tabelle 1.5: Kollektiv A, weibliche Probanden mit FISH-Nachweis einer Mosaik-Trisomie 7 und Resultate der Chromosom 7/10-FISH-Analyse

Lfn:

Name

Geschlecht

Alter

Signalkonstellation 2/2 fiir
Chromosom

Signalkonstellation
3/2 fur Chromosom

Signalkonstellation
2/1 fur Chromosom

Signalkonstellation
1/2 fir Chromosom

Rauchverhalten
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7/10 bei Analyse von ~ 7/10 bei Analyse 7/10 bei Analyse von | 7/10 bei Analyse von
200 Kernen in % von ~ 200 Kernen ~ 200 Kernen in % ~ 200 Kernen in %
in %
1 A. A w 76 99 4 3,5 0
35 Sp. w 89 90 10 0 0 NR
37 F. L. w 78 91 7,5 1 0,5 NR
38 J.E. w 79 96 35 0 0,5 NR
39 M. A. w 84 95 35 0,5 15 NR
43 K. 1. w 77 94,5 2,5 0,5 15 NR
Mittelwert 80,5 94,25 5,16666667 0,91666667 0,66666667
Standardabweichung | 5,00999002 3,31285375 2,92688686 1,31972219 0,68313005
Schwankungsbreite 76-89 90-99 2,5-10 0-3,5 0-1,5
Tabelle 1.5: Tabellarische Darstellung der internen Fallnummern, der Initialen, des Geschlechts, des Alters und des Nikotinkonsums des Kollektivs weiblicher alterer Probanden, deren Ergebnisse

oberhalb des cut off levels lagen. Die quantitativen Daten zur Kopienanzahl der Chromosomen 7 und 10 (ausgezéhlt in mindestens 200 Zellkernen) entsprechen Angaben in Prozent. An

erster Stelle aufgefiihrt ist die Kopienanzahl von Chromosom 7, gefolgt von jener von Chromosom 10. Geordnet nach disomen (2/2), trisomen (3/2) und monosomen (2/1 und 1/2)

Signalkombinationen. Weiterhin sind der Mittelwert, die Standardabweichung und die Schwankungsbreite angegeben.

Tabelle 1.6: Kollektiv A, Nichtraucher mit FISH-Nachweis einer Mosaik-Trisomie 7 und Resultate der Chromosom 7/10-FISH-Analyse

Signalkonstellation 2/2 fir | Signalkonstellation 3/2 | Signalkonstellation Signalkonstellation
Lin: Name Geschlecht ARer | 7110 bei Analyse von ~ 200 | bel Analyse von - 200 | 710 bél Analyse von | 7110 bel Analyse von | RaUchverhalten
Kernen in % Kernen in % ~ 200 Kernen in % ~ 200 Kernen in %
1 A A 76 99 4 35 0
21 F.W. 76 92 3 1,5 2
26 H. H. m 89 79 20 1 0 ewraucher
35 Sp. w 89 90 10 0 0 Nichtraucher
37 F. L. w 78 91 7,5 1 0,5 Nichtraucher
38 J.E. w 79 96 35 0 0,5 Nichtraucher
39 M. A. w 84 95 3,5 0,5 15 Nichtraucher
40 M. K. m 82 95 4 0,5 15 Nichtraucher
41 P. L. m 78 95,5 3,5 0 1 Nichtraucher
43 K. I w 77 94,5 2,5 0,5 15 Nichtraucher




Nichtraucher
50 W. H m 85 96,5 2,5 0 0,5 seit 2003
Mittelwert 81,1818182 93,0454545 5,81818182 0,77272727 0,81818182
Standardabweichung 4,91565218 5,32660561 5,23580332 1,03352882 0,71668428
Schwankungsbreite 76-89 79-99 2,5-20 0-3,5 0-2
Tabelle 1.6:
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Tabellarische Darstellung der internen Fallnummern, der Initialen, des Geschlechts, des Alters und des Nikotinkonsums des Kollektivs alterer Nichtraucher, deren Ergebnisse oberhalb

des cut off levels lagen. Die gquantitativen Daten zur Kopienanzahl der Chromosomen 7 und 10 (ausgezé&hlt in mindestens 200 Zellkernen) entsprechen Angaben in Prozent. An erster

Stelle aufgefuihrt ist die Kopienanzahl von Chromosom 7, gefolgt von jener von Chromosom 10. Geordnet nach disomen (2/2), trisomen (3/2) und monosomen (2/1 und 1/2)
Signalkombinationen. Weiterhin sind der Mittelwert, die Standardabweichung und die Schwankungsbreite angegeben.

Tabelle 1.7: Kollektiv A Raucher mit FISH-Nachweis einer Mosaik-Trisomie 7 und Resultate der Chromosom 7/10-FISH-Analyse

Signalkonstellation 2/2 Signalkonstellation Signalkonstellation Signalkonstellation
Lin: Name Geschlecht Alter fur Chromosom 3/2 fur Chromosom | 2/1 fir Chromosom | 1/2 fir Chromosom Rauchverhalten
’ 7/10 bei Analyse von ~ | 7/10 bei Analyse von | 7/10 bei Analyse von | 7/10 bei Analyse von
200 Kernen in % ~ 200 Kernen in % ~ 200 Kernen in % ~ 200 Kernen in %
29 K. E. m 81 98,5 0 2 1 Zigarrenraucher
34 Sch. Ch. w 80 99,5 0,5 0 0 Gelegenheitsraucher
4-5/d
Mittelwert 80,5 99 0,25 1 0,5
Standardabweichung | 0,70710678 0,70710678 0,35355339 1,41421356 0,70710678
Schwankungsbreite 89,5-99,5 0-0,5 0-2 0-1
Tabelle 1.7:

Tabellarische Darstellung der internen Fallnummern, der Initialen, des Geschlechts, des Alters und des Nikotinkonsums des Kollektivs alterer Raucher. Die quantitativen Daten zur

Kopienanzahl der Chromosomen 7 und 10 (ausgezahlt in mindestens 200 Zellkernen) entsprechen Angaben in Prozent. An erster Stelle aufgefihrt ist die Kopienanzahl von Chromosom
7, gefolgt von jener von Chromosom 10. Geordnet nach disomen (2/2), trisomen (3/2) und monosomen (2/1 und 1/2) Signalkombinationen. Weiterhin sind der Mittelwert, die
Standardabweichung und die Schwankungsbreite angegeben.



Tabelle 2.0: Gesamt-Kollektiv B: Detaillierte Darstellung der Probanden mit entsprechenden Resultaten der Chromosom 7/10 und 8/12-FISH-Analyse
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Signalkonstellation
2/2 fir
Chromosom 7 /10

Signalkonstellation
3/2 fiir Chromosom

Signalkonstellation
2/3 fiir
Chromosom 7 /10

Signalkonstellation
2/2 fiir
Chromosom 8 /12

Signalkonstellation
3/2 fiir
Chromosom 8 /12

Signalkonstellation
2/3 fir
Chromosom 8 /12

Lfn. Name | Geschlecht Alter (J) bei Analyse von 7/10 bei Analyse bei Analyse von bei Analyse von bei Analyse von bei Analyse von Rauchverhalten

200 Kermen 2/2# | V0" io%fgr([}/oe)” 312 | 200Kemen2/3# | 200Kernen 2/2# | 200 Kernen 3/2# | 200 Kernen 2/3 #

7/10 (%) 7/10 (%) 8/12 (%) 8/12 (%) 8/12 (%)

51 J. V. m 35 87,5 15 15 92 0 0 Raucher
52 K. G. w 51 92,5 0,5 1 99 0,5 0 Raucher
53 K. A. w 25 85 2 0,5 87 0 1 NR
54 K. R. m 27 87 2 15 86,5 1 0,5 NR
55 L. U. w 51 82,4 3,4 2,7 89.2 1,8 0 NR
56 M. J. m 33 93 0,5 0,5 88 0 0,5 NR
57 M. T. m 40 85,5 3 2 86,5 0,5 0,5 NR
58 M.Y. w 40 90 0,5 0,5 89,5 0 1 NR
59 R. S. w 35 90,1 2 0 91 0 0 NR
60 u.S. w 38 87,5 3 1 92,5 0 1 NR
61 W. G. m 33 86,5 6,5 1 85 0,5 2 NR
62 B. U. w 46 83,1 1,4 0,9 75,8 1,4 1,4 NR
63 | C.N. w 33 81,8 05 0.9 78,9 13 0.4 23;222;2/3
64 D. U. w 56 77,8 3,3 0,5 81 1 1 NR
65 D.C. w 43 84,9 2,8 0 74,6 1 0 NR
66 D. T m 30 86,6 0 0,5 82,2 1,4 1,8 NR
67 F. U. w 37 86,6 2,5 1 74 1,4 1,4 NR
68 F. 1 w 43 73,4 6,8 1 86,9 0 0 NR
69 G. A w 36 78,4 2 2 51 0 2 NR
70 K. B. m 29 91,7 0,5 0,5 76,4 1,9 1,9 NR
71 L. V. m 34 88 1,9 1 76,9 2,4 1,9 Raucher
72 P. A. w 35 83,7 2,3 1,9 79,3 1,7 1,7 NR
73 S.V. m 45 78,7 0,4 0,9 78,8 0,4 1,7 Raucher
74 W.C. m 53 98,8 0,8 0,4 85,5 0 0 NR
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Mittelwert 38,6666667 85,8541667 2,0875 0,9875 82,5347826 0,75833333 0,90416667
Standardabweichung 8,35446596 5,57229007 1,73964327 0,66221795 9,48786827 0,75694849 0,76469896
Schwankungsbereich 25 _ 56 73,4-98,8 0-6,8 0-2,7 51-99 0-2,4 0-1,9

Tabelle 2.0:

Tabellarische Darstellung der internen Fallnummern, der Initialen, des Geschlechts, des Alters und des Nikotinkonsums des Kollektivs jingerer Probanden (aus Kollektiv B). Die

quantitativen Daten zur Kopienanzahl der Chromosomen 7, 10, 8 und 12 (ausgezahlt in mindestens 200 Zellkernen) entsprechen Angaben in Prozent. An erster Stelle aufgefiihrt ist die

Kopienanzahl von Chromosom 7 und 10, gefolgt von jener von Chromosom 8 und 12 geordnet nach disomen (2/2), trisomen (3/2 und 2/3) Signalkombinationen. Weiterhin sind der

Mittelwert, die Standardabweichung und die Schwankungsbreite angegeben.

Tabelle 2.0.1: Kollektiv B, Gruppen 2 u. 3: Probanden mit FISH-Nachweis einer Mosaik-Trisomie 7 und Resultate der Chromosom 7/10 und 8/12-FISH-Analyse

Signalkonstellation | Signalkonstellation | Signalkonstellation | Signalkonstellation | Signalkonstellation | Signalkonstellation
2/2 fur 3/2 fur 2/3 fur 2/2 fur 3/2 fur 2/3 fur
Lin Name Geschlecht Alter (J) Chromosom 7 /10 Chromosom 7 /10 Chromosom 7 /10 Chromosom 8 /12 Chromosom 8 /12 Chromosom 8 /12 Rauchverhalten
’ bei Analyse von bei Analyse von bei Analyse von bei Analyse von bei Analyse von bei Analyse von
200 Kernen 2/2 # 200 Kernen 3/2 # 200 Kernen 2/3 # 200 Kernen 2/2 # 200 Kernen 3/2 # 200 Kernen 2/3 #
7/10 in % 7/10in % 7/10in % 8/12in % 8/12 in % 8/12 in %
55 L. U. w 51 82,4 3,4 2,7 89.2 1,8 0 NR
57 M. T. m 40 85,5 3 2 86,5 0,5 0,5 NR
60 u.s. w 38 87,5 3 1 92,5 0 1 NR
61 W. G. m 33 86,5 6,5 1 85 0,5 2 NR
64 D. U. w 56 77,8 3,3 0,5 81 1 1 NR
65 D.C. w 43 84,9 2,8 0 74,6 1 0 NR
67 F. U. w 37 86,6 2,5 1 74 14 14 NR
68 F. L w 43 73,4 6,8 1 86,9 0 0 NR
72 P.A. w 35 83,7 2,3 1,9 79,3 1,7 1,7 NR
Mittelwert 41,7777778 83,1444444 3,73333333 1,23333333 82,475 0,87777778 0,84444444
Standardabweichung 7,52957133 4,67950615 1,69115345 0,82613558 6,4226719 0,67597666 0,76503449
Schwankungsbereich 25-56 73,4-98,8 0-6,8 0-2,7 51-99 0-2,4 0-1,9
Tabelle 2.0.1: Tabellarische Darstellung der internen Fallnummern, der Initialen, des Geschlechts, des Alters und des Nikotinkonsums des Kollektivs jingerer Probanden (aus Kollektiv B), deren

Ergebnisse oberhalb des cut off levels lagen. Die quantitativen Daten zur Kopienanzahl der Chromosomen 7, 10, 8 und 12 (ausgezahlt in mindestens 200 Zellkernen) entsprechen

Angaben in Prozent. An erster Stelle aufgefiihrt ist die Kopienanzahl von Chromosom 7 und 10, gefolgt von jener von Chromosom 8 und 12 geordnet nach disomen (2/2), trisomen

(3/2 und 2/3) Signalkombinationen. Weiterhin sind der Mittelwert, die Standardabweichung und die Schwankungsbreite angegeben.




Tabelle 2.1: Kollektiv B, Gruppe 1: Probanden ohne Nachweis einer Mosaik-Trisomie 7 und Resultate der Chromosom 7/10 und 8/12-FISH-Analyse
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Signalkonstellation | Signalkonstellation | Signalkonstellation Sianalkonstellation Signalkonstellation | Signalkonstellation
2/2 fur 3/2 fur 2/3 fur 2/29f[]r Chromosom 3/2 fur 2/3 fur

Chromosom 7 /10 Chromosom 7 /10 Chromosom 7 /10 h Chromosom 8 /12 Chromosom 8 /12

Lfn. Name Geschlecht Alter (J) . . . 8 /12 bei Analyse h h Rauchverhalten
bei Analyse von bei Analyse von bei Analyse von von 200 Kernen 2/2 bei Analyse von bei Analyse von
200 Kernen 2/2 # 200 Kernen 3/2 # 200 Kernen 2/3 # #8/12 in % 200 Kernen 3/2 # 200 Kernen 2/3 #
7/10 in % 7/10 in % 7/10in % ° 8/12 in % 8/12 in %
51 J. V. m 35 87,5 1,5 15 92 0 0 Raucher
52 K. G. w 51 92,5 0,5 1 99 0,5 0 Raucher
53 K. A. w 25 85 2 0,5 87 0 1 NR
54 K. R. m 27 87 2 15 86,5 1 0,5 NR
56 M. J. m 33 93 0,5 0,5 88 0 0,5 NR
58 M.Y. w 40 90 0,5 0,5 89,5 0 1 NR
59 R.S. w 35 90,1 2 0 91 0 0 NR
62 B. U. w 46 83,1 1,4 0,9 75,8 1,4 1,4 NR
63 C.N. w 33 81,8 0,5 0,9 78,9 1,3 0,4 NR friher 2,5
66 D. T m 30 86,6 0 0,5 82,2 1,4 1,8 NR
69 G. A. w 36 78,4 2 2 51 0 2 NR
70 K. B. m 29 91,7 0,5 0,5 76,4 1,9 1,9 NR
71 L. V. m 34 88 1,9 1 76,9 2,4 1,9 Raucher
73 S.V. m 45 78,7 0,4 0,9 78,8 0,4 1,7 Raucher
74 W. C. m 53 98,8 0,8 0,4 85,5 0 0 NR
Mittelwert 36,8 87,48 11 0,84 82,5666667 0,68666667 0,94
Standardabweichung 8,50378067 5,56291291 0,74258237 0,51796304 10,9923133 0,81579643 0,78903196
Schwankungsbereich 25-53 78,4-98,8 0-2 0-2 51-99 0-24 0-2
Tabelle 2.1: Tabellarische Darstellung der internen Fallnummern, der Initialen, des Geschlechts, des Alters und des Nikotinkonsums des Kollektivs jingerer Probanden (aus Kollektiv B), deren

Ergebnisse unterhalb des cut off levels lagen. Die quantitativen Daten zur Kopienanzahl der Chromosomen 7, 10, 8 und 12 (ausgezéahlt in mindestens 200 Zellkernen) entsprechen

Angaben in Prozent. An erster Stelle aufgefuhrt ist die Kopienanzahl von Chromosom 7 und 10, gefolgt von jener von Chromosom 8 und 12 geordnet nach disomen (2/2), trisomen (3/2

und 2/3) Signalkombinationen. Weiterhin sind der Mittelwert, die Standardabweichung und die Schwankungsbreite angegeben.




Tabelle 2.2: Kollektiv B Gruppe 2: Probanden mit FISH-Nachweis einer Mosaik-Trisomie 7 mit <5 %-Mosaikanteil und Resultate der Chromosom 7/10 und 8/12-FISH-Analyse
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Signalkonstellation | Signalkonstellation | Signalkonstellation | Signalkonstellation | Signalkonstellation | Signalkonstellation
2/2 fir 3/2 fiir 2/3 fur 2/2 fur 3/2 fur 2/3 fiir
Chromosom 7 /10 Chromosom 7 /10 Chromosom 7 /10 Chromosom 8 /12 Chromosom 8 /12 Chromosom 8 /12
Lfn. Name Geschlecht Alter (J) . . . h . . Rauchverhalten
bei Analyse von bei Analyse von bei Analyse von bei Analyse von bei Analyse von bei Analyse von
200 Kernen 2/2 # 200 Kernen 3/2 # 200 Kernen 2/3 # 200 Kernen 2/2 # 200 Kernen 3/2 # 200 Kernen 2/3 #
7/10in % 7/10in % 7/10 in % 8/12in % 8/12in % 8/12in %
55 L. U. w 51 82,4 3.4 2,7 89.2 1,8 0 NR
57 M. T. m 40 85,5 3 2 86,5 0,5 0,5 NR
60 u.s. w 38 87,5 3 1 92,5 0 1 NR
64 D.U. w 56 77,8 3,3 0,5 81 1 1 NR
65 D. C. w 43 84,9 2,8 0 74,6 1 0 NR
67 F.U. w 37 86,6 2,5 1 74 1,4 1,4 NR
72 P.A. w 35 83,7 2,3 1,9 79,3 1,7 1,7 NR
Mittelwert 42,8571429 84,0571429 2,9 1,3 81,3166667 1,05714286 0,8
Standardabweichung 7,81938982 3,24389537 0,4 0,94162979 7,13790352 0,64770658 0,66080759
Schwankungsbereich 35-56 77,8-87,5 2,3-34 0-2,7 74 -92,5 0-18 0-1,7
Tabelle 1.2 Kollektiv A Gruppe 2 Werte Uber dem cut off levelTabelle 1.2: Tabellarische Darstellung der internen Fallnummern, der Initialen, des Geschlechts, des Alters und des Nikotinkonsums

des Kollektivs jingerer Probanden (aus Kollektiv B), deren Ergebnisse oberhalb des cut off levels, aber unterhalb von 5% lagen. Die quantitativen Daten zur Kopienanzahl der

Chromosomen 7, 10, 8 und 12 (ausgezahlt in mindestens 200 Zellkernen) entsprechen Angaben in Prozent. An erster Stelle aufgefiihrt ist die Kopienanzahl von Chromosom 7 und 10,

gefolgt von jener von Chromosom 8 und 12 geordnet nach disomen (2/2), trisomen (3/2 und 2/3) Signalkombinationen. Weiterhin sind der Mittelwert, die Standardabweichung und die

Schwankungsbreite angegeben.

Tabelle 2.3: Kollektiv B Gruppe 3: Probanden mit FISH-Nachweis einer Mosaik-Trisomie 7 mit > 5 %-Mosaikanteil und Resultate der Chromosom 7/10 und 8/12-FISH-Analyse

Signalkonstellation
2/2 fur
Chromosom 7 /10

Signalkonstellation
3/2 fur
Chromosom 7 /10

Signalkonstellation
2/3 fur
Chromosom 7 /10

Signalkonstellation
212 fur
Chromosom 8 /12

Signalkonstellation
3/2 fur
Chromosom 8 /12

Signalkonstellation
2/3 fur Chromosom

Lfn. Name | Geschlecht Alter (J) . . . . . 8 /12 bei Analyse Rauchverhalten
bei Analyse von bei Analyse von bei Analyse von bei Analyse von bei Analyse von von 200 Kernen 2/3
200 Kernen 2/2 # 200 Kernen 3/2 # 200 Kernen 2/3 # 200 Kernen 2/2 # 200 Kernen 3/2 # #8/12 in %
7/10in % 7/10in % 7/10 in % 8/12in % 8/12in % 0
61 W. G. 33 86,5 6,5 1 85 0,5 2 NR
68 F. I 43 73,4 6,8 1 86,9 0 0 NR
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Mittelwert

38

79,95 6,65 1 85,95 0,25 1
Standardabweichung 7,07106781 9,26309883 0,21213203 0 1,34350288 0,35355339 1,41421356
Schwankungsbereich 73,4-86,5 6,5-6,8 1 85 - 86,9 0-0,5 0-2

Tabelle 2.3:

Tabellarische Darstellung der internen Fallnummern, der Initialen, des Geschlechts, des Alters und des Nikotinkonsums des Kollektivs jingerer Probanden (aus Kollektiv B), deren

Ergebnisse oberhalb von 5% lagen. Die quantitativen Daten zur Kopienanzahl der Chromosomen 7, 10, 8 und 12 (ausgezahlt in mindestens 200 Zellkernen) entsprechen Angaben in

Prozent. An erster Stelle aufgefiihrt ist die Kopienanzahl von Chromosom 7 und 10, gefolgt von jener von Chromosom 8 und 12 geordnet nach disomen (2/2), trisomen (3/2 und 2/3)
Signalkombinationen. Weiterhin sind der Mittelwert, die Standardabweichung und die Schwankungsbreite angegeben.

Tabelle 2.4: Kollektiv B, mannliche Probanden mit FISH-Nachweis einer Mosaik-Trisomie 7 und Resultate der Chromosom 7/10 und 8/12-FISH-Analyse

Signalkonstellation | Signalkonstellation | Signalkonstellation | Signalkonstellation | Signalkonstellation | Signalkonstellation
2/2 fur 3/2 fur 2/3 fur 2/2 fur 3/2 fur 2/3 fur
Chromosom 7 /10 Chromosom 7 /10 Chromosom 7 /10 Chromosom 8 /12 Chromosom 8 /12 Chromosom 8 /12
Lfn. Name Geschlecht Alter (J) h h h ) ) h Rauchverhalten
bei Analyse von bei Analyse von bei Analyse von bei Analyse von bei Analyse von bei Analyse von
200 Kernen 2/2 # 200 Kernen 3/2 # 200 Kernen 2/3 # 200 Kernen 2/2 # 200 Kernen 3/2 # 200 Kernen 2/3 #
7/10 in % 7/10in % 7/10in % 8/12in % 8/12in % 8/12in %

57 M. T. 40 85,5 3 2 86,5 0,5 0,5 NR
61 W. G. 33 86,5 6,5 1 85 0,5 2 NR
Mittelwert 36,5 86 4,75 1,5 85,75 0,5 1,25

Standardabweichung 4,94974747 0,70710678 2,47487373 0,70710678 1,06066017 0 1,06066017
Schwankungsbereich
Tabelle 2.4:

Tabellarische Darstellung der internen Fallnummern, der Initialen, des Geschlechts, des Alters und des Nikotinkonsums des Kollektivs mannlichen jungerer Probanden (aus Kollektiv

B), deren Ergebnisse oberhalb des cut off levels lagen. Die guantitativen Daten zur Kopienanzahl der Chromosomen 7, 10, 8 und 12 (ausgezahlt in mindestens 200 Zellkernen)

entsprechen Angaben in Prozent. An erster Stelle aufgefiihrt ist die Kopienanzahl von Chromosom 7 und 10, gefolgt von jener von Chromosom 8 und 12 geordnet nach disomen (2/2),
trisomen (3/2 und 2/3) Signalkombinationen. Weiterhin sind der Mittelwert, die Standardabweichung und die Schwankungsbreite angegeben.

Tabelle 2.5: Kollektiv B, weibliche Probanden mit FISH-Nachweis einer Mosaik-Trisomie 7 und Resultate der Chromosom 7/10 und 8/12-FISH-Analyse

Signalkonstellation | Signalkonstellation | Signalkonstellation | Signalkonstellation | Signalkonstellation Signalkonstellation
2/2 fur 3/2 fur 2/3 fur 2/2 fur 3/2 fur 5 /39 fiir Chromosom
Chromosom 7 /10 Chromosom 7 /10 Chromosom 7 /10 Chromosom 8 /12 Chromosom 8 /12 .
Lfn. Name | Geschlecht Alter (J) bei Analyse von bei Analyse von bei Analyse von bei Analyse von bei Analyse von vg n/ 12%86&3?]2%353 Rauchverhalten
200 Kernen 2/2 # 200 Kernen 3/2 # 200 Kernen 2/3 # 200 Kernen 2/2 # 200 Kernen 3/2 # #8/12 in %
7/10 in % 7/10 in % 7/10 in % 8/12 in % 8/12 in % 0
55 L. U. 51 82,4 3,4 2,7 89.2 1,8 0 Nichtraucher
60 u.S. 38 87,5 3 1 92,5 0 1 Nichtraucher
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64 D.U. w 56 77,8 3,3 0,5 81 1 1 Nichtraucher
65 D.C. w 43 84,9 2,8 0 74,6 1 0 Nichtraucher
67 F.U. w 37 86,6 2,5 1 74 1,4 14 Nichtraucher
68 F. I w 43 73,4 6,8 1 86,9 0 0 Nichtraucher
72 P. A w 35 83,7 2,3 1,9 79,3 1,7 1,7 Nichtraucher
Mittelwert 43,2857143 82,3285714 3,44285714 1,15714286 81,3833333 0,98571429 0,72857143
Standardabweichung 7,71825295 5,06152621 1,53281565 0,89229506 7,19761535 0,74033454 0,72275926
Schwankungsbereich 35-51 73,4-87,5 2,3-6,8 0-2,7 89,2-92,5 0-1,8 0-1,7
Tabelle 2.5: Tabellarische Darstellung der internen Fallnummern, der Initialen, des Geschlechts, des Alters und des Nikotinkonsums des Kollektivs weiblicher jlingerer Probanden (aus Kollektiv B),

Tabelle 2.6: Kollektiv B, Nichtraucher mit FISH-Nachweis einer Mosaik-Trisomie 7 und Resultate der Chromosom 7/10 und 8/12-FISH-Analyse

deren Ergebnisse oberhalb des cut off levels lagen. Die quantitativen Daten zur Kopienanzahl der Chromosomen 7, 10, 8 und 12 (ausgezé&hlt in mindestens 200 Zellkernen)

entsprechen Angaben in Prozent. An erster Stelle aufgefiihrt ist die Kopienanzahl von Chromosom 7 und 10, gefolgt von jener von Chromosom 8 und 12 geordnet nach disomen (2/2),

trisomen (3/2 und 2/3) Signalkombinationen. Weiterhin sind der Mittelwert, die Standardabweichung und die Schwankungsbreite angegeben.

Slgnalkonslt_ellatlon Slgnalkons}ellatlon Signalkonstellation Slgnalkons_tellatlon Slgnalkons_tellatlon Signalkonstellation
2/2 fur 3/2 fur - 2/2 fir 3/2 fir -
2/3 fur Chromosom 2/3 fur Chromosom
Chromosom 7 /10 Chromosom 7 /10 . Chromosom 8 /12 Chromosom 8 /12 .
Lfn. Name | Geschlecht Alter (J) h ) 7 /10 bei Analyse h h 8 /12 bei Analyse Rauchverhalten
bei Analyse von bei Analyse von von 200 Kernen 2/3 bei Analyse von bei Analyse von von 200 Kernen 2/3
200 Kernen 2/2 # 200 Kernen 3/2 # #7/10 in % 200 Kernen 2/2 # 200 Kernen 3/2 # #8/12 in %
7/10in % 7/10in % ° 8/12 in % 8/12 in % °
55 L. U. w 51 82,4 34 2,7 89,2 1,8 0 NR
57 M. T. m 40 85,5 3 2 86,5 0,5 0,5 NR
60 u.s. w 38 87,5 3 1 92,5 0 1 NR
61 W. G. m 33 86,5 6,5 1 85 0,5 2 NR
64 D. U. w 56 77,8 3,3 0,5 81 1 1 NR
65 D.C. w 43 84,9 2,8 0 74,6 1 0 NR
67 F. U. w 37 86,6 2,5 1 74 1,4 1,4 NR
68 F. I w 43 73,4 6,8 1 86,9 0 0 NR
72 P. A. w 35 83,7 2,3 1,9 79,3 1,7 1,7 NR
Mittelwert 417777778 83,1444444 3,73333333 1,23333333 83,2222222 0,87777778 0,84444444
Standardabweichung | 7,52957133 4,67950615 1,69115345 0,82613558 6,4124445 0,67597666 0,76503449




| Schwankungsbereich

33-51

73,4-90,1

2,3-6,8

0,0-2,7

74-92,5

0,0-1,8

0-2
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Tabelle 2.6:

Tabellarische Darstellung der internen Fallnummern, der Initialen, des Geschlechts, des Alters und des Nikotinkonsums des Kollektivs jingerer Nichtraucher (aus Kollektiv B), deren

Ergebnisse oberhalb des cut off levels lagen. Die quantitativen Daten zur Kopienanzahl der Chromosomen 7, 10, 8 und 12 (ausgezahlt in mindestens 200 Zellkernen) entsprechen

Angaben in Prozent. An erster Stelle aufgefuhrt ist die Kopienanzahl von Chromosom 7 und 10, gefolgt von jener von Chromosom 8 und 12 geordnet nach disomen (2/2), trisomen (3/2

und 2/3) Signalkombinationen. Weiterhin sind der Mittelwert, die Standardabweichung und die Schwankungsbreite angegeben.

Tabelle 2.7: Kollektiv B Raucher mit FISH-Nachweis einer Mosaik-Trisomie 7 und Resultate der Chromosom 7/10 und 8/12-FISH-Analyse

Signalkonstellation | Signalkonstellation | Signalkonstellation | Signalkonstellation | Signalkonstellation | Signalkonstellation
2/2 fur 3/2 fiir 2/3 fiir 2/2 fir 3/2 fur 2/3 fiir
Lfn. Name Geschlecht Alter (J) Chrpmosom 7110 Chr_omosom 7 /10 Chr_omosom 7110 Chr_omosom 8/12 Chr_omosom 8/12 Chr_omosom 8/12 Rauchverhalten
bei Analyse von bei Analyse von bei Analyse von bei Analyse von bei Analyse von bei Analyse von
200 Kernen 2/2 # 200 Kernen 3/2 # 200 Kernen 2/3 # 200 Kernen 2/2 # 200 Kernen 3/2 # 200 Kernen 2/3 #
7/10 in % 7/10 in % 7/10 in % 8/12in % 8/12in % 8/12in %
51 K. G. w 51 92,5 0,5 1 99 0,5 0 Raucher
52 J.V. m 35 87,5 15 15 92 0 0 Raucher
71 L. V. m 34 88 1,9 1 76,9 2,4 1,9 Raucher
73 S. V. m 45 78,7 0,4 0,9 78,8 0,4 1,7 Raucher
Mittelwert 41,25 86,675 1,075 1,1 86,675 0,825 0,9
Standardabweichung 8,18026079 5,77256442 0,7410578 0,27080128 10,6117466 1,07199192 1,04243305
Schwankungsbereich 34-51 78,7-98,8 0,4-1,9 0,9-1,5 76,4-99 0-2,4 0-1,9
Tabelle 2.7:

Tabellarische Darstellung der internen Fallnummern, der Initialen, des Geschlechts, des Alters und des Nikotinkonsums des Kollektivs jingerer Raucher (aus Kollektiv B). Die

quantitativen Daten zur Kopienanzahl der Chromosomen 7, 10, 8 und 12 (ausgezahlt in mindestens 200 Zellkernen) entsprechen Angaben in Prozent. An erster Stelle aufgefuhrt ist die
Kopienanzahl von Chromosom 7 und 10, gefolgt von jener von Chromosom 8 und 12 geordnet nach disomen (2/2), trisomen (3/2 und 2/3) Signalkombinationen. Weiterhin sind der
Mittelwert, die Standardabweichung und die Schwankungsbreite angegeben.




