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Zusammenfassung

Zahlreiche Studien belegen, dass das
Implantationsversagen von Embryo-
nen nach erfolgter IVF/ICSI-Therapie
sowie das Auftreten von Aborten im
1. Trimenon zu einem erheblichen Teil
auf spontan entstandene Aneuploi-
dien zurlickzufliihren ist. Far die
Durchfihrung einer IVF/ICSI-Behand-
lung liegt daher der Gedanke nahe,
durch Polkérperdiagnostik (PKD) an-
euploide Eizellen vom Befruchtungs-
vorgang auszuschlieBen und damit
den Anteil transferierter euploider Em-
bryonen maBgeblich zu erhéhen. Um
das Potential eines solchen Verfah-
rens abzuschétzen, ist es sinnvoll zu
kldren, wie oft und welche Aneuploi-
dien in Spermien, Eizellen und Embry-
onen vor und nach ihrer Implantation
vorkommen. Der vorliegende Artikel
soll hierfiir einen theoretischen Uber-
blick liefern.
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Summary

Numerous studies indicate that
aneuploidies are a major cause of
implantation failure and loss of early
embryos. Therefore, it can be
suggested that the selection of eu-
ploid oocytes by polar body diagnosis
may improve the results of IVF/ICSI
treatment. For estimating the poten-
tial of such a diagnostic procedure it
is necessary to clarify the frequencies
of aneuploidies in sperms, oocytes
and embryos before and after im-
plantation.
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Einleitung

Numerische Chromosomenaberratio-
nen tragen maBgeblich zum Verlust
von Embryonen vor und nach der Im-
plantation bei (Sperling und Neitzel,
2000). Dies erklart u. a. die begrenz-
ten Erfolgsaussichten reproduktions-
medizinischer MaBnahmen wie IVF
und ICSI. Fiur eine Abschatzung, in-
wieweit Methoden der Préafertilisa-
tions- und Préimplantationsdiagnostik
zu einer Verbesserung dieser Situa-
tion beitragen kénnen, ist die Haufig-
keit von Aneuploidien in Gameten und
Embryonen entscheidend.

Numerische
Chromosomenaberrationen in
Spermien

In mannlichen Keimzellen liegt das
chromosomale Material in Form von
stark kondensiertem Chromatin vor.
Erst nach der Penetration einer Eizel-
le bilden sich Chromosomenstruktu-
ren in Spermien aus. Daher werden
erst in diesem Stadium die Chromo-
somen des paternalen haploiden Ge-
noms sichtbar. Die Tatsache, dass zo-
nafreie Hamstereizellen die Penetra-
tion menschlicher Spermien erlauben
und Uber eizellspezifische Faktoren
verfligen, die eine Dekondensierung
des Spermienchromatins und die
Ausbildung chromosomaler Struktu-
ren erméglichen, fihrte zur Entwick-
lung des Hamsterovum-Penetra-
tions(HOP)-Tests. Mit Hilfe dieses
Tests wurde es mdglich, menschliche
Spermienchromosomen zu préparie-
ren und unter Anwendung konventio-
neller Farbetechniken zytogenetisch
zu analysieren (Rudak et al., 1978).



Zahlreiche Untersuchungen zur Kary-
otypisierung von Spermienchromoso-
men wurden mit Hilfe des HOP-Tests
durchgefiihrt. So liegen Uber 20.000
Spermienkaryotypen von phanoty-
pisch unauffélligen Probanden vor.
Danach sind ca. 10% der Spermien
phénotypisch unauffélliger Manner
chromosomal aberrant. GroBtenteils
handelt es sich hierbei um strukturel-
le Anomalien. Aneuploidien dagegen
waren nur in 1%-4% der Spermien
nachweisbar (Ubersicht bei: Gutten-
bach et al., 1997).

Ein zentraler Kritikpunkt dieser Me-
thode ist, dass bei der Durchflihrung
des HOP-Tests eine Selektion gegen
chromosomal aberrante Spermien
nicht auszuschlieBen ist. Dies kdnnte
moglicherweise ein Grund fr die re-
lativ niedrigen Aneuploidieraten sein,
die aus den vorliegenden Daten die-
ser frihen Untersuchungen hervorge-
gangen sind. In neueren Studien wird
diese Problematik durch die Anwen-
dung der Fluoreszenz-in-situ-Hybridi-
sierung (FISH) umgangen, da die
Analyse direkt am Chromatin fixierter
Spermienkopfe erfolgt und chromo-
somale Strukturen zum Nachweis von
Aneuploidien nicht notwendig sind.
Ein weiterer Vorteil ist, dass eine viel
héhere Anzahl von Spermien durch
FISH untersucht werden kann. Dies
wird eindrucksvoll deutlich anhand
von Schatzungen, die besagen, dass
weltweit bereits tGber 5.000.000 Sper-
mien von ca. 500 Probanden mittels
Ein-, Zwei- oder Drei-Farben-FISH
untersucht wurden (Shi und Martin,
2000). Vergleicht man die Ergebnisse,
dann zeigt sich auch hier eine relativ
niedrige Frequenz von numerischen
Chromosomenanomalien. So wird die
durchschnittliche Disomierate fir je-
des Autosom bei nur 0,1%-0,2% an-
gegeben (Shi und Martin, 2000). Sig-
nifikant héhere Disomieraten werden
mit 0,29% flir das Chromosom 21
und mit 0,25%-0,43% fur die Ge-
schlechtschromosomen genannt
(Spriggs et al., 1996; Shi und Martin,
2000). Diese Werte kénnen zwar als
ein Hinweis fUr das haufigere Auftre-
ten von Aneuploidien der Chromoso-
men 21, X und Y in Spermien inter-
pretiert werden, dennoch ist festzu-
halten, dass die angegebenen Diso-

mieraten unterhalb von 1% liegen
und damit relativ gering bleiben.

Es gilt als erwiesen, dass keine Kor-
relation zwischen numerischen Chro-
mosomenanomalien in Spermien und
dem vaterlichen Alter besteht (Gard-
ner und Sutherland, 2004). Ange-
sichts der Tatsache aber, dass es sich
bei den méannlichen Patienten, die
sich einer Sterilitdtsbehandlung durch
IVF/ICSI unterziehen, zu einem gro-
Ben Teil um solche handelt, die ein
Oligoasthenoteratozoospermie (OAT)-
Syndrom aufweisen, sollte der Ein-
fluss von Parametern wie Spermien-
konzentration, -motilitdt und -mor-
phologie auf das Auftreten von Aneu-
ploidien betrachtet werden.

Zusammenhang zwischen
Aneuploidiehadufigkeiten in
Spermien und veranderten
Spermiogrammparametern

Es gibt mittlerweile eine Fille an Stu-
dien, die sich mit dem Zusammen-
hang zwischen Chromosomenaneu-
ploidien und morphologisch abnor-
malen Spermien beschaftigen. Aller-
dings konnte bisher kein einheitliches
Ergebnis erzielt werden. Wahrend
Bernardini und Mitarbeiter (1998) bei-
spielsweise eine erhdhte Disomie-13-
Rate in den Spermien von Patienten,
die besonders viele Keimzellen mit
pathologischer Morphologie aufwie-
sen, beobachten konnten, wurde in
anderen Arbeiten keine statistisch
signifikante Korrelation zwischen der
Disomiefrequenz von Chromosom 13,
16 sowie 21 und der Spermienmor-
phologie gefunden (Rives et al.,
1999). Ebenso uneinheitlich sind die
Beobachtungen zum Zusammenhang
zwischen der Spermienmotilitat und
der Aneuploidieh&ufigkeit. Auch hier
gibt es Untersuchungen, die keine
signifikante Korrelation zwischen die-
sen beiden Parametern herstellen
kénnen (Rives et al., 1999).

Bei Durchsicht der Literatur lasst sich
am ehesten ein Zusammenhang zwi-
schen einer verringerten Spermien-
konzentration und einer erhdhten An-
euploidierate erkennen (Finkelstein et
al., 1998; Rives et al., 1999; Asada et
al., 2000). Weiterhin gibt es Arbeiten,
die bei OAT-Patienten eine Korrela-
tion zwischen allen drei betrachteten
Parametern (Spermienkonzentration,

-motilitdt und -morphologie) und ei-
ner erhdéhten Aneuploidiefrequenz
nachweisen (Ditzel und Glaser, 2003).
Aufgrund dieser Resultate wird spe-
kuliert, dass eine gestérte Paarung
der Meiosechromosomen sowohl zur
Oligoasthenozoospermie als auch zu
Nondisjunction-Ereignissen fihren
kénnte (Martin, 1996). Dennoch bleibt
zu bedenken, dass die angegebenen
durchschnittlichen Aneuploidieraten
fur Spermien von OAT-Patienten rela-
tiv gering sind und beispielsweise flr
die Chromosomen 13, 16 und 21 ei-
nen Wert von 3% nicht Uberschreiten
(Ditzel und Glaser, 2003). In Féllen
von OAT-Syndrom konnten zudem
Ditzel und Glaser (2003) zeigen, dass
allein durch die mikroskopische Vor-
selektion von Spermien nach den Kiri-
terien gute Morphologie und Motilitat
die Aneuploidie- und Diploidierate
signifikant gesenkt werden kann. Auf-
grund dieser Beobachtungen darf
man annehmen, dass das Risiko einer
Weitergabe von paternalen Aneuploi-
dien wéhrend einer IVF/ICSI-Behand-
lung, die durch fest etablierte Prapa-
rationstechniken eine Selektion von
gut beweglichen Spermien mit unauf-
falliger Morphologie einschlieBt, eher
verringert wird.

Numerische
Chromosomenaberrationen in
Oozyten

Im Vergleich mit mannlichen Keimzel-
len ist die Datenmenge, die zur Art
und Héaufigkeit von Aneuploidien in
Oozyten vorliegt, geringer und weni-
ger einheitlich und daher auch
schwieriger einzuschéatzen. Erst mit
der Einfuhrung der ovariellen Stimu-
lation und anschlieBender IVF oder
ICSI in die Sterilitdtstherapie wurden
reife humane Eizellen fir wissen-
schaftliche Untersuchungen verflg-
bar, da nach erfolgter Insemination
bzw. Mikroinjektion nicht alle Oozyten
befruchtet werden oder in einigen
Fallen ungeteilt bleiben. Diese Keim-
zellen verlieren wéhrend ihrer weite-
ren Kultivierung jegliches Entwik-
klungspotential, ermdglichten aber
erstmals die direkte Analyse einer
Vielzahl von weiblichen Gameten hin-
sichtlich chromosomaler Anomalien
meiotischen Ursprungs. Da es sich
bei diesen Eizellen Ublicherweise um
reife Oozyten in der Metaphase Il
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handelt (MII-Oozyten), gibt ihre zyto-
genetische Analyse Aufschluss Uber
chromosomale Fehlverteilungen, die
wahrend der ersten meiotischen Rei-
feteilung entstanden sind.

Erste Publikationen Uber zytogeneti-
sche Untersuchungen an Oozyten,
die unbefruchtet aus einer IVF/ICSI-
Behandlung hervorgegangen sind, er-
schienen Anfang der achtziger Jahre.
Inzwischen dirften mehr als 50 Stu-
dien zu dieser Thematik vorliegen.
Vergleicht man die Daten, so zeigt
sich, dass die verschiedenen Arbeiten
extrem differierende Anomalieraten
aufweisen (8%-59%) und zu wider-
sprichlichen Aussagen bezlglich des
Einflusses unterschiedlicher Faktoren
wie z.B. mutterliches Alter oder Art
der ovariellen Stimulation kommen
(Pellestor et al., 2002). Ein mdglicher
Grund fir diese unterschiedlichen Re-
sultate dirfte die oftmals doch sehr
geringe Anzahl analysierter Oozyten
sein, die in den einzelnen Untersu-
chungen vorgestellt wird. Ein weiterer
Grund ist, dass die Praparation von
vollstdndigen Metaphasen aus Oozy-
ten problematisch ist und zahlreiche
Fehlermdglichkeiten bei der Auswer-
tung von Eizellchromosomen auftre-
ten kénnen (Eckel et al., 2001). Hinzu
kommt, dass der Entstehungsmecha-
nismus von Aneuploidien in Eizellen
Uber langere Zeit unklar war und dies
Unsicherheiten in der Bestimmung
von numerischen Chromosomenaber-
rationen in Oozyten zur Folge hatte.
Im Sinne eines klassischen Nondis-
junction bestand die Vorstellung, dass
eine ausbleibende Trennung homolo-
ger Chromosomenpaare wéhrend der
ersten meiotischen Teilung zu aneu-
ploiden MII-Oozyten mit Uberzahligen
oder fehlenden ganzen Chromoso-
men flhrt. Dieser Mechanismus wur-
de Uber lange Zeit als einzige Ursa-
che fir die Entstehung von Aneuploi-
dien in Oozyten gehalten. Erst mit
den Untersuchungen von Roslyn R.
Angell (1991) entwickelte sich eine
zweite Vorstellung, nach der es in der
Metaphase | zu einer vorzeitigen Tren-
nung von Chromosomen in ihre Ein-
zelchromatiden (PCD, premature cen-
tromere division) kommt, die an-
schlieBend fehlverteilt werden. In die-
sem Fall resultieren aneuploide Mll-
Oozyten mit fehlenden oder zusatz-
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lichen Einzelchromatiden. Mittlerwei-
le gilt es als erwiesen, dass beide
Mechanismen d.h. eine Fehlverteilung
ganzer Chromosomen sowie einzelner
Chromatiden zur Entstehung von nu-
merischen Chromosomenaberratio-
nen in Eizellen beitragen (Pellestor et
al., 2002).

Trotz des sehr uneinheitlichen Bildes,
welches die Literatur zur Haufigkeit
von Aneuploidien in weiblichen Ga-
meten vermittelt, geht man heute da-
von aus, dass ca. 20%-25% der Ei-
zellen chromosomal aberrant sind,
wobei ungeféhr die Hélfte eine nume-
rische Chromosomenaberration tragt
(Gardner und Sutherland, 2004). Nach
neueren Arbeiten von Pellestor und
Mitarbeitern (2002; 2003), bei denen
eine besonders groBe Anzahl von Oo-
zyten (n = 1397) zytogenetisch unter-
sucht wurde, betragt die Aneuploidie-
rate fir unbefruchtete Oozyten sogar
20%. Hierbei konnte gezeigt werden,
dass numerische Aberrationen aller
Chromosomengruppen entstehen
kénnen, wobei Aneuploidien der
Gruppen E und G signifikant haufiger
auftreten und der Anteil an Aneuploi-
dien der Chromosomengruppen A
und B signifikant geringer ist (Pelles-
tor et al,. 2002). Hinzu kommt, dass
numerische Aberrationen durch Fehl-
verteilungen von Einzelchromatiden
signifikant haufiger auftreten als sol-
che, die auf eine klassische Fehlver-
teilung ganzer Chromosomen zurik-
kzuflhren sind (Pellestor et al,. 2002;
20083). Ein weiteres sehr wichtiges Er-
gebnis dieser Untersuchungen war,
dass eine hochsignifikante Korrelation
zwischen dem mdutterlichen Alter und
dem Auftreten von Einzelchromatid-
Aneuploidien nachgewiesen werden
konnte (Pellestor et al., 2003). Man
darf demnach schlussfolgern, dass
eine vorzeitige Zentromertrennung
und Fehlverteilung von Einzelchroma-
tiden in Eizellen der entscheidende
Mechanismus fur die Entstehung al-
tersbedingter Aneuploidien weib-
lichen Ursprungs ist.

Die zytogenetische Analyse
meiotischer Eizellchromosomen
Fir die differentielle Darstellung und
Identifizierung von Mitosechromoso-
men stehen im Bereich der zytogene-
tischen Diagnostik zahlreiche Bande-

rungsverfahren zur Verfigung. Es hat
sich allerdings gezeigt, dass eine
Bandenfarbung meiotischer Eizellch-
romosomen nur schwer durchzufih-
ren ist, da diese eine extrem kompak-
te Struktur aufweisen (Ubersicht bei:
Eckel et al., 2001). Folglich existieren
nur wenige Studien, bei denen die
Darstellung gebanderter Metaphase-
II-Chromosomen aus unbefruchten
Oozyten gelang und eine prazise
Klassifizierung anhand der Banden-
muster vorgenommen werden konnte
(z.B. Pellestor et al. 2002; 2003). Eine
Folge der eingeschrankten Méglich-
keiten zur Bandenférbung war, dass
im Rahmen der meisten Untersuchun-
gen an Eizellen die Chromosomen le-
diglich homogen geféarbt (z.B. Giem-
sa), gezahlt und nach GroBe und Zen-
tromerindex gruppiert wurden (z.B.
Angell 1991). Ein Nachweis spezifi-
scher Aneuploidien ist mit diesen
konventionellen Techniken allerdings
nicht moglich und eine korrekte Diffe-
renzierung zwischen ganzen Chromo-
somen und Einzelchromatiden, die flr
die Bestimmung des Entstehungsme-
chanismus von numerischen Aberra-
tionen notwendig ist (s.0.), wird ins-
besondere in Féllen von kleineren
Chromosomen erschwert.

Im Rahmen neuerer Untersuchungen
wurde auf molekularzytogenetische
Verfahren zurilickgegriffen und die
FISH zur Analyse von meiotischen Ei-
zellchromosomen und Polkdrpern
eingesetzt. Damit erbéffnete sich die
Moglichkeit, spezifische Chromoso-
men in weiblichen Gameten nachzu-
weisen und hinsichtlich numerischer
Aberrationen zu untersuchen (Eckel et
al., 2003a). Uberwiegend kamen hier-
bei FISH-Sonden fiir diejenigen Chro-
mosomen zur Anwendung, welche bei
Lebendgeburten oder Spontanabor-
ten haufig als Aneuploidien auftreten
(z.B. Chromosomen 13, 16, 18, 21
und X). In einer Studie von Mahmood
und Mitarbeitern (2000) beispiels-
weise werden die FISH-Ergebnisse
von 127 unbefruchteten Oozyten und
52 Polkdrpern vorgestellt. Die Zellen
stammten von insgesamt 127 IVF-Pa-
tientinnen mit einem durchschnittli-
chem Alter von 33 Jahren. Unter Ein-
satz von sieben FISH-Sonden wurden
die Chromosomen 1, 9, 13, 16, 18, 21
und X untersucht. Hierbei konnten in



9 der insgesamt 127 untersuchten Ei-
zellen (7%) Hyperhaploidien nachge-
wiesen werden (Disomien 13, 16, 18,
21, X), wobei 5 Oozyten von einer Di-
somie 21 betroffen waren. Anhand
dieser Untersuchungen wird aller-
dings deutlich, dass ein wesentlicher
Nachteil von Mehrfarben-FISH-Stu-
dien darin besteht, dass die Anzahl
der gleichzeitig einsetzbaren Sonden
und damit nachweisbaren Chromoso-
men begrenzt ist. Da nur eine Zelle
untersucht wird, ergibt sich zudem
ein erhéhtes Risiko flr falsch-positi-
ve und falsch-negative Befunde. Aus
eigenen Mehrfarben-FISH-Untersu-
chungen an Eizellchromosomen ist
auBerdem bekannt, dass die Gefahr
eines artifiziellen Verlustes von FISH-
Signalen (FISH “drop out”) vorhanden
ist, was teilweise durch Hybridisie-
rung mit mehreren Single-Locus-Son-
den fir das entsprechende Chromo-
som behoben werden kann (Eckel et
al., 2003b).

Um Aneuploidien aller Chromosomen
nachweisen zu kénnen, besteht die
Moglichkeit einer Vielfarben-FISH-Ka-
ryotypisierung mittels Spectral Kary-
otyping (SKY-FISH) oder Multicolor-
FISH (M-FISH). Diese Verfahren bie-
ten zwar den Vorteil einer gesamtge-
nomischen Analyse durch FISH, set-
zen aber ein ausreichende Anzahl gut
analysierbarer und Ulberlagerungsar-
mer Metaphasen voraus, die bei der
Untersuchung von Eizellen nur sehr
selten zu Verfiigung stehen. Dies fihrt
zu einer nur sehr geringen Rate an
auswertbaren Chromosomenprapara-
ten aus Oozyten (z.B. 37% bei San-
dalinas et al., 2002). Eine weitere
Méglichkeit, numerische Aberrationen
aller Chromosomen zu erfassen, bie-
tet das Verfahren der vergleichenden
gesamtgenomischen Hybridisierung
(CGH). Prinzipiell wird hierbei die ge-
nomische DNA der zu untersuchen-
den Zellen und eine Referenz-DNA
mit unterschiedlichen Markersyste-
men markiert und in einem 1 :1-Ver-
haltnis auf Metaphasen, die einen
normalen Chromosomensatz aufwei-
sen, hybridisiert. Es folgt die Detek-
tion mit zwei verschiedenen Fluores-
zenzfarbstoffen. Die Fluoreszenzin-
tensitaten der beiden Signale werden
mit Hilfe eines speziellen Computer-
programmes berechnet und ins Ver-

héltnis gesetzt. Anhand der Quotien-
ten kénnen dann Verluste sowie Ge-
winne chromosomalen Materials und
infolgedessen auch numerische Aber-
rationen bestimmt werden. Um diese
Technik fUr die Analyse von Einzelzel-
len wie z.B. Eizellen oder Polkérpern
anwenden zu koénnen, ist zuvor die
Amplifikation der genomischen DNA
notwendig. In den meisten Arbeiten
wird hierfir das Verfahren der PCR
mit degenerierten Oligonukleotid-Pri-
mern (DOP-PCR) herangezogen
(Wells et al., 2002; Gutiérrez-Mateo et
al., 2004). Interessante Daten Uber
CGH-Analysen an Eizellen liefert ins-
besondere eine Studie von Gutiérrez-
Mateo und Mitarbeitern (2004), die 25
MII-Oozyten sowie ihre ersten korre-
spondierenden Polk&rper untersucht
haben. Die Autoren berichten von ei-
ner vergleichsweise hohen Aneuploi-
dierate von 48% (n=12). Zudem wei-
sen sie darauf hin, dass mit einer
FISH-Untersuchung fiir die Chromo-
somen 1, 13, 15, 16, 17, 18, 21, 22
und X nur 8 der 12 aneuploiden Oo-
zyten erkennbar gewesen wéren. Da-
mit ware das Ergebnis nach FISH eine
verringerte Aneuploidiefrequenz von
nur 32% gewesen. Die untersuchten
MII-Oozyten wurden hier unreif, d.h.
im Metaphase |-Stadium gewonnen
und in vitro nachgereift. Die damit
einhergehende verlangerte Kulturzeit
kann zu morphologischen Verénde-
rungen der Meiosespindel fihren und
eine erhdhte Aneuploidiefrequenz zur
Folge haben. Dennoch sprechen die
erhobenen CGH-Daten dafir, dass
sehr wahrscheinlich alle mensch-
lichen Chromosomen in Eizellen zu ei-
ner Aneuploidie fihren kénnen und
daher eine gesamtgenomische Analy-
se sinnvoll ist, um zu realistischeren
Aneuploidieraten zu gelangen. Zu be-
denken bleibt, das es sich bei der
Einzelzell-CGH-Methode um ein au-
Berst aufwendiges und kontamina-
tionsanfalliges Verfahren handelt, wel-
ches zudem mit einem hohen zeit-
lichen Aufwand von 3-5 Tagen pro
Analyse verbunden ist (Wells et al.,
2002; Gutiérrez-Mateo et al., 2004).
Dies macht den Einsatz der CGH als
Routineverfahren bei einer PKD und
selbst bei einer Préimplantationsdiag-
nostik problematisch, da hier engere
Zeitrahmen vorgegeben sind, wéh-
renddessen die Diagnostik abge-

schlossen sein sollte. Fur wissen-
schaftliche Untersuchungen zum
Nachweis von Chromosomenstdrun-
gen an weiblichen Gameten dirften
allerdings weiter entwickelte CGH-
Verfahren wie Matrix-CGH kiinftig ei-
nen wichtigen Stellenwert einnehmen.

Es bleibt anzumerken, dass alle Da-
ten, die zur Art und H&ufigkeit von
Chromosomenaberrationen in Eizellen
vorliegen, durch Herkunft und Gewin-
nung des Untersuchungsmaterials
beeinflusst werden. Wissenschaftli-
che Analysen an weiblichen Gameten
werden in der Mehrzahl nur an Oozy-
ten durchgefiihrt, die unbefruchtet
aus einer IVF/ICSI-Behandlung her-
vorgegangen sind. Damit wird eine
Negativselektion des Zellmaterials
vorgenommen. Zudem sollte aus ethi-
schen Griinden zweifelsfrei festste-
hen, dass keine Fertilisation stattge-
funden hat. Eine verldngerte Kultur-
dauer ist die Folge, so dass Alte-
rungsartefakte nicht ausgeschlossen
werden kdnnen. AuBerdem stammen
die Eizellen zumeist von Sterilitatspa-
tientinnen unterschiedlichster Gene-
se und oftmals von Frauen, die ein er-
hoéhtes Alter aufweisen. Auch wenn
die zytogenetische Analyse von unbe-
fruchteten Oozyten nach IVF/ICSI ei-
nen wichtigen Stellenwert zum Ver-
stédndnis der Entstehung von Chro-
mosomenaberration in weiblichen Ga-
meten einnimmt, so bleibt die Ver-
gleichbarkeit der Ergebnisse aus den
genannten Grinden eingeschrankt
und die korrekte Einschdtzung der
Daten erschwert.

Numerische
Chromosomenaberrationen in
Embryonen vor Implantation

Geht man bei Eizellen von einer
durchschnittlichen Aberrationsrate
von 20% aus und bei Spermien von
10%, dann ergibt sich bei ausgewo-
genem Fertilisationsspotential der
Gameten rein rechnerisch eine Aber-
rationshaufigkeit von 28% fur Zygo-
ten. Die in vitro Kultur von mensch-
lichen Embryonen ermdéglicht eine di-
rekte Analyse. So konnten Zenses
und Casper (1992) in einer Ubersicht
Aberrationsfrequenzen fur Praimplan-
tationsembryonen angeben, die sich
im Bereich von 23% bis 40% be-
wegen. Hierbei wurden die Ergeb-
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nisse zytogenetischer Untersuchun-
gen an Embryonen zusammenge-
fasst, die aus Spendereizellen hervor-
gegangen waren und eigens fir For-
schungszwecke kultiviert wurden. Da-
her sind die Fallzahlen dieser friihen
Studien relativ gering.

Seit der Entwicklung von Verfahren
zur Praimplantationsdiagnostik an
Blastomeren liegen umfangreichere
Angaben Uber die Haufigkeit von
Chromosomenaberrationen bei pra-
implantatorischen Embryonen vor.
Auch wenn es sich hier um selektier-
te Félle (von Sterilitatspatienten ab-
stammend) handelt, so ermdglichen
diese Daten einen wichtigen Einblick
in die Haufigkeit von Aneuploidien in
Embryonen vor ihrer Implantation.
FISH-Untersuchungen, die zum Aus-
schluss von numerischen Aberratio-
nen der Chromosomen 13, 16, 18, 21,
22, Xund Y an insgesamt 62 Embry-
onen durchgefliihrt wurden, ergaben
eine Aneuploidiefrequenz von 19%
(Pellicier et al., 1999). Allerdings wur-
de gezeigt, dass in préaimplantatori-
schen Embryonen noch weitere Chro-
mosomen von einer Aneuploidie be-
troffen sein kénnen. So traten im Rah-
men einer Prdimplantationsdiagnostik
von 194 Embryonen numerische An-
omalien der Chromosomen 1, 15, 17
und 22 am h&aufigsten auf (Bahcge et
al., 1999). Die Autoren schlussfolger-
ten anhand ihrer FISH-Daten, dass
nicht unbedingt diejenigen Aneuploi-
dien, welche einen Spontanabort zur
Folge haben, auch diejenigen seien,
die zu einer Verminderung der Im-
plantationsraten fihren. Andere nu-
merische Anomalien wie die der
Chromosomen 1 und 17 kdnnten ei-
nen Verlust von Embryonen entweder
vor oder unmittelbar nach der Implan-
tation verursachen.

Mittlerweile hat sich die Vorstellung
etabliert, dass alle Chromosomen-
gruppen von einer Aneuploidie betrof-
fen sein kénnen. Insofern ist die CGH
als gesamtgenomische Analysetech-
nik eine sehr wichtige Methode, um
zu realistischen Angaben Uber die
Haufigkeit von Aneuploidien in Praim-
plantationsembryonen zu gelangen.
Ergebnisse von CGH-Analysen an
einzelnen Blastomeren liegen z.B. mit
der Arbeit von Voullaire und Mitarbei-
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tern (2000) vor. Die Autoren haben 63
Blastomeren von insgesamt 12 Em-
bryonen untersucht und festgestellt,
dass nur ein Viertel der Embryonen in
allen untersuchten Blastomeren chro-
mosomal unauffallig war. Dabei lagen
die nachgewiesen Aneuploidien in der
Mehrzahl als Mosaike vor. Gleiche
Beobachtungen wurden auch von an-
deren Autoren gemacht. Man erklart
sich dieses Ph&dnomen mit einer
Checkpoint-Kontrolle, die bei den er-
sten Zellteilungen noch nicht wir-
kungsvoll funktioniert und postzygo-
tisch zu Mosaikkonstitutionen oder
vollkommen aberranten (chaotischen)
Karyotypen fihrt (Sperling und Neit-
zel, 2000).

Die Weiterentwicklung zur Blastozy-
ste bis hin zur erfolgreichen Implanta-
tion wird heute als eine hochselektive
Phase betrachtet, wahrenddessen
zahlreiche chromosomal aberrante
Prédembryonen in ihrer Entwicklung
arretieren. Man nimmt an, dass auf
diesem Weg die Weitergabe der mei-
sten Monosomien und letalen Triso-
mien sowie chaotischen Karyotypen
verhindert wird (Gardner und Suther-
land, 2004). Diejenigen Chromoso-
menaberrationen, die eine Weiterent-
wicklung zulassen, unterliegen dann
Selektionsmechanismen, die nach der
Implantation greifen und schlieBlich
zu Spontanaborten fihren. Ferner ist
zu bericksichtigen, dass nur ein klei-
ner Teil der Blastomeren sich zu em-
bryonalen bzw. fetalen Zellen ent-
wickelt, wahrend der Uberwiegende
Anteil spater zum Trophoblast bei-
tragt.

Numerische
Chromosomenaberrationen in
Embryonen nach Implantation

Von allen klinisch erkannten Schwan-
gerschaften enden ca. 10%-15% in
einem Abort, zumeist im Verlauf des
1. Trimenons. Die Rolle genetischer
Faktoren kann teilweise durch die zy-
togenetische Analyse von Abortmate-
rial (Chorionzotten oder fetale Fibrob-
lasten) beurteilt werden. Entsprechen-
de Untersuchungen belegen, dass bei
Spontanaborten im 1. Trimenon in
etwa 50% der Falle mit Chromoso-
menanomalien zu rechnen ist. Bei Ab-
orten im 2. Trimenon liegen in ca.
25% der Falle chromosomale Aberra-

tionen vor. Die Wirksamkeit dieser
prénatalen Selektion zeigt sich ferner
daran, dass die Haufigkeit von Chro-
mosomenaberrationen bei Neugebo-
renen auf 0,6 % reduziert ist (Uber-
sichten bei: Sperling und Neitzel
2000, Wieacker et al. 2002).

Bei Aborten werden am haufigsten
autosomale Trisomien der Chromoso-
men 13, 15, 16, 18, 21 und 22 beob-
achtet, unter denen die Trisomie 16,
die bei ca. 16% aller chromosomal
auffélligen Aborte auftritt, den groB-
ten Anteil stellt. Weitere h&ufige Aber-
rationen bei Aborten mit Chromoso-
menstoérungen sind Tri- und Tetraplo-
idien (22%) sowie die Monosomie X
(20%). Bekannt ist zudem, dass eine
hochsignifikante Korrelation zwischen
der Haufigkeit chromosomal beding-
ter Aborte und dem Alter der
Schwangeren besteht, wobei diese
altersabhéngige Zunahme von Chro-
mosomenstérungen vor allem auf die
steigenden Haufigkeiten von Triso-
mien zurlckzufUhren ist (Wieacker et
al., 2002).

Unter den Lebendgeburten treten An-
euploidien mit einer Frequenz von
0,3%-0,4% auf (Sperling und Neitzel,
2000; Gardner und Sutherland, 2004).
Hierbei handelt es sich vor allem um
Trisomien. Monosomien des X-Chro-
mosoms (Turner-Syndrom) kommen
in der Haufigkeit von ca. 1 : 2.500-
5.000 Neugeborenen vor (Gaulden,
1992). Bei Lebendgeburten sind die
gonosomalen Aneuploidien fast eben-
so hdufig wie die autosomalen.

Hinsichtlich des Potentials der Pol-
korperdiagnostik (PKD) muss berik-

ksichtigt werden, welche Aneuploi-
dien maternalen und welche paterna-
len Ursprungs sind. Zudem sollte fur
diejenigen Félle von numerischen
Aberrationen, die wahrend der Ooge-
nese entstehen, geklart sein, ob sie
auf Fehler in der Meiose | oder in der
Meiose Il zurlickzufiihren sind. Eine
Ubersicht von Abruzzo und Hassold
(1995) liefert hierfur aufschlussreiche
Daten. Die Autoren haben die Ergeb-
nissse von Mikrosatellitenanalysen
zusammengefasst, die an tUber 800
trisomen Feten oder Lebendgebore-
nen durchgefihrt wurden und Auf-
schluss Uber die elterliche Herkunft
der nachgewiesenen Trisomien ge-



ben. Es zeigt sich, dass der Uberwie-
gende Anteil autosomaler Trisomien
maternaler Herkunft ist. Fir die Triso-
mie 16 konnte kein Fall paternalen
Ursprungs nachgewiesen werden; flr
die Trisomien 13, 15, 18 und 21 lag
der Anteil matterlichen Ursprungs bei
87%-96%. Des weiteren zeigen die
durchgefthrten Untersuchungen,
dass es sich bei den meisten autoso-
malen Trisomien um chromosomale
Fehlverteilungen handelt, die Uber-
wiegend wéhrend der weiblichen Mei-
ose | stattgefunden haben. Eine Aus-
nahme stellt die Trisomie 18 dar, die
Uberwiegend auf Segregationsfehler
wéhrend der weiblichen Meiose Il zu-
rickzufuhren ist.

Anhand der vorliegenden Resultate
zur Herkunft von Aneuploidien lasst
sich zusammenfassend ableiten, dass
der Uberwiegende Anteil autosomaler
Trisomien aufgrund ihrer maternalen
Herkunft durch PKD nachweisbar sein
sollte, wenn alle Chromosomen er-
fasst werden. Die Untersuchung des
2. Polkorpers, die aus technischen
und zeitlichen Griinden schwierig ist,
wére winschenswert, da hiermit auch
diejenigen Aneuploidien angezeigt
werden kdénnen, die wahrend der Mei-
ose Il entstehen. Chromosomale Mo-
saike und auch komplexe Aneuploi-
dien allerdings, die ganz offensicht-
lich in einem signifikanten Anteil der
frihen préaimplantatorischen Embryo-
nen vorkommen und postzygotisch
entstehen (s.o.), bleiben durch eine
PKD nicht erfassbar.
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