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Zusammenfassung

Die Polkérperdiagnostik kann im Rah-
men einer MaBnahme der assistierten
Reproduktion in Kombination mit der
Fluoreszenz in-situ Hybridisierung
zum indirekten Nachweis von numeri-
schen und strukturellen Chromoso-
menstérungen in menschlichen Eizel-
len eingesetzt werden. Die erfolgrei-
che Durchfiihrung dieses technisch
anspruchsvollen Verfahrens erfordert
eine optimale zeitliche Organisation,
damit die Diagnostik innerhalb des
engen, vom Embryonenschutzgesetz
vorgegebenen Zeitrahmens, abge-
schlossen werden kann. Die Polkér-
perdiagnostik wird insbesondere bei
Frauen mit Translokationen, sowie bei
dlteren Patientinnen und bei Paaren
mit mehreren erfolglosen IVF- oder
ICSI-Behandlungszyklen (Aneuploi-
die-Testung) angeboten.
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Summary

Polar body diagnosis is a suitable
technique to reveal by fluorescence
in-situ hybridisation numerical and
structural chromosomal disorders in
human oocytes in combination with
assisted reproductive treatment. The
successful application of this tech-
nically difficult method requires an
optimized strategy in order to allow a
diagnosis within the frame of the
German Embryo Protection Law. At
present this method is offered to
patients at advanced maternal age
and to couples with previous im-
plantation failures following IVF or
ICSI (aneuploidy-testing).
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Einleitung

Die Entnahme von 1-2 Blastomeren
aus dem menschlichen Embryo zur
genetischen Diagnostik vor der Im-
plantation (Praimplantationsdiagno-
stik; PID) wurde 1990 vorgestellt
(Handyside et al., 1990). Zeitgleich
verdffentlichte die Arbeitsgruppe um
Yuri Verlinsky die Methode der Pol-
kdrperdiagnostik (PKD) mit anschlie-
Bendem Nachweis von numerischen
Chromosomen-Fehlverteilungen mit
Hilfe der Fluoreszenz in-situ Hybridi-
sierung (FISH) (Verlinsky et al., 1990).
Bei dieser Methode erfolgt eine Dia-
gnose Uber den ersten und zweiten
Polkdrper, die von der Eizelle im Lau-
fe der meiotischen Reifung bzw. nach
dem Eindringen des Spermiums ab-
geschnirt werden und fir die weitere
Entwicklung des Embryos nicht bend-
tigt werden. Obwohl dieses Verfahren
keine invasive Manipulation am Em-
bryo erfordert, wird im internationalen
Vergleich die Praimplantationsdiagno-
stik am Embryo favorisiert, da hier
eine direkte genetische Aussage Uber
den Embryo mdglich ist, wahrend die
PKD nur eine indirekte Aussage Uber
die Eizelle, d.h. die maternale geneti-
sche Konstitution erlaubt.

Die Arbeitsgruppe um Yuri Verlinsky
hat inzwischen Uber mehr als 1700
Behandlungszyklen mit Polkdrperdi-
agnostik berichtet, wobei im Wesent-
lichen Chromosomen-Fehlverteilun-
gen, monogene Erkrankungen und
maternale Translokationen die Indika-
tionen darstellten. Um eine groBtmaog-
liche diagnostische Sicherheit zu ge-
wahrleisten, wird von dieser Gruppe
zunédchst am Tag nach der Durchfih-



Tab 1 Fachliche und personelle Komplexitat der Aneuploidie-

Testung

Beteiligte Fachgebiete
Personen

Aufgaben

Reproduktionsmedizin
Embryotransfer

Humangenetik

Reproduktionsbiologie

FISH-Ergebnis

Paar Frau
Mann Samenspende
rung der intracytoplasmatischen

Spermieninjektion (ICSI) zeitgleich der
1. und 2. Polkérper entnommen und
analysiert. Die darauf erstellte Dia-
gnose wird dann in der Regel Uber die
zusétzliche Entnahme einer Blasto-
mere mittels Embryobiopsie abgesi-
chert.

Diese Kombination von PKD und PID
am Embryo ist aus rechtlichen Grin-
den insbesondere in Osterreich, der
Schweiz und in Deutschland nicht
maéglich. In diesen Léandern steht ein-
zig die Polkérperdiagnostik nicht im
Widerspruch zu den geltenden recht-
lichen Bestimmungen. Es muss aller-
dings gewahrleistet werden, dass die
Diagnostik noch vor der Erreichung
des Embryonalstadiums, definiert als
die Verschmelzung der beiden Vorker-
ne, abgeschlossen ist. Es sind diese
zeitlich engen Vorgaben des Embryo-
nenschutzgesetzes, die flr eine
Durchfiihrung der Polkdrperdiagno-
stik sowohl technisch als auch orga-
nisatorisch ein optimiertes Vorgehen
erforderlich machen und eine enge
Absprache zwischen Reproduktions-
medizinern, Reproduktionsbiologen
und Humangenetikern bedingen (Ta-
belle 1). Unter Berlicksichtigung die-
ser Anforderungen konnte die PKD in
Deutschland erfolgreich etabliert wer-
den (Montag et al., 2002) und 2002
wurde die Geburt des ersten Kindes
in Deutschland nach PKD berichtet
(van der Ven et al., 2002).

In diesem Beitrag soll auf die techni-
schen und zeitlichen Erfordernisse
der Polkérperdiagnostik fir Aneuplo-
idie-Testung eingegangen werden.

Patienteninformation, Stimulation und
Zyklusmonitoring, Follikelpunktion,

Patienteninformation, Durchfiihrung und
Beurteilung der FISH

ICSI, Polkdrperbiopsie und
anschlieBende Praparation,
Vorkernbeurteilung, Auswahl der
impragnierten Zellen fur Transfer —
Kryokonservierung — Verwerfen nach

Stimulation und Eizellentnahme

Abb 1 Laser-unterstiitzte Er6ffnung der Zona pellucida und
Entnahme des 1. und 2. Polkérpers

Die dargestellten Abl&dufe sind fur den
Nachweis von strukturellen Chromo-
somenveranderungen (Translokatio-
nen) vergleichbar. Fir die Diagnostik
monogener Erkrankungen ergeben
sich abweichende Zeitablaufe, da die
molekulargenetischen Untersu-
chungsmethoden eines héheren zeit-
lichen Aufwands bedurfen.

Technische Anforderungen an die
Polkorperdiagnostik
Ausschlaggebend fur die erfolgreiche
Etablierung der Polkdrperdiagnostik
ist eine ausreichende Erfahrung auf
den folgenden Gebieten:

— Mikromanipulation von Eizellen zur
Biopsie der Polkorper

- Uberfiihrung der Polkérper auf Ob-
jekttrédger mit anschlieBender Fixie-
rung

— Durchflihrung der FISH

— Beurteilung der FISH-Ergebnisse

Die erfolgreiche Entnahme der Pol-
korper ist eine Grundvoraussetzung
fir alle weiteren Arbeitsschritte.
Schadigungen der Eizelle wahrend
der Biopsie fihren, da es sich um
eine Einzelzelle handelt, zu deren voll-
stédndigem Verlust. Eine wichtige Vor-
aussetzung fur eine problemlose Ent-
nahme ist die gezielte Er6ffnung der
Zona pellucida, welche die Eizelle
umgibt. Diese Offnung muss an einer
Stelle erfolgen, von der aus mit einer
Biopsiekapillare beide Polkérper zu-
ganglich sind. Dies erfordert eine
exakte Positionierung der Eizelle.
Obwohl die Arbeitsgruppe um Yuri
Verlinsky eine mechanische Erdffnung

der Zona pellucida bevorzugt, wird in-
zwischen weltweit von den meisten
Zentren, die sich mit PID und PKD
befassen, die Lasertechnik einge-
setzt. Diese erlaubt bei optimal aus-
gerichteter Eizell- / Polkérperachse
die zielgenaue Erdffnung der Zona
pellucida in einem eng umrissenen
Bereich (Montag et al., 1998). Die Ver-
wendung von stumpfen Kapillaren zur
Entnahme reduziert zudem das Risi-
ko einer mechanischen Verletzung der
Eizelle bzw. der Polkérper (Abb. 1).

Die Uberfiihrung der Polkérper auf ei-
nen sauberen Objekttrager ist von
entscheidender Bedeutung, da bei
diesem Arbeitsschritt die Gefahr, ei-
nen Polkdrper zu verlieren am GroB-
ten ist. Hier hat es sich bewéahrt, auch
den Schritt des Uberfiihrens mit Hilfe
der Biopsiekapillare an einem inver-
sen Mikroskop durchzuftihren (Abbil-
dung 2), da beim Uberfiihren mit Pi-
petten unter einer Stereolupe die
Kontrolle dieses Prozesses schwieri-
ger ist.

Ein oftmals unterschatztes Problem
stellt das Auffinden der Polkdrper dar.
Die Entnahme der Polk&érper wird in
der Regel in einem reproduktionsbio-
logischen Labor durchgefiihrt und an-
schlieBend werden die Objekttrager
mit den Polkérpern in ein humange-
netisches Labor Uberfiihrt. Die Erfah-
rung vieler Arbeitsgruppen zeigt, dass
durch diese Entkopplung im Verfah-
rensablauf das Auffinden der Polkér-
per auf dem Objekttrager in einem
anderen Labor nicht immer gewéhrlei-
stet ist. Da es sich um Einzelzellen
handelt, kann bei einem nicht gefun-

medgen 16 (2004)

405



406

Abb 2 Uberfiihren der Polkérper auf den
Objekttrager am inversen Mikroskop

denen Polkérper fir die korrespondie-
rende Eizelle keine diagnostische
Aussage getroffen werden. Die Si-
cherheit des Auffindens wird dadurch
erhdht, dass eine Markierung der Po-
sition der Polkérper mit einem Dia-
mantstift auf der Oberflache des Ob-
jekttragers erfolgt anstatt wie Ubli-
cherweise auf der Unterseite. Da die
FISH-Sonden einen wesentlichen Ko-
stenfaktor bei der Diagnostik darstel-
len, kdnnen mit einem effizienten
Uberfiihrungsprotokoll und einer ein-
deutigen Lokalisation der Polkdrper 4
bis 6 Eizellaquivalente auf einen Ob-
jekttrager Uberflhrt werden. Es ist da-
her unabdingbar, dass jeder Objekt-
tréger mit einer Skizze komplettiert
wird, aus der die Lage der einzelnen
Polkdérper sowohl auf dem Objekttra-
ger als auch zueinander ersichtlich ist
(Montag et al., 2004).

Die Durchfiihrung der FISH ist in je-
dem humangenetischen Labor eine
etablierte Methode. Speziell fur die
Polkdrperdiagnostik zur Aneuploidie-
Testung stehen Sondenkits zur Verfi-
gung, mit denen 4-5 Chromosomen in
einer Hybridisierungsrunde detektiert
werden kénnen. Hierbei kommen in
der Regel die Chromosomen 13, 16,
18, 21 und 22 zum Einsatz. Die Aus-
wahl oder Relevanz der genannten
Chromosomen erkléart sich daraus,
dass Aneuploidien dieser Chromoso-
men bevorzugt in Spontanaborten an-
getroffen wurden (Hassold et al.,
1980). Es wird derzeit diskutiert, ob
insbesondere in Hinblick auf eine
Steigerung der Schwangerschaftsra-
te bei der Polkdrperbiopsie nicht an-
dere als die genannten Chromoso-
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Tag 1

Durchfishrung der 1G5
(Spemieninjektion)

6-10 hnach IC5]

Entnahme des 1. und

2. Polkdmperchens nach
Erdffnung der Zona pellucida

Sofort nach Biopsie
Beurteilung der Polkdrper, 0
worbereitung, Durchfihrung 0
und Analyse der FISH

Tag 2,18 hnach ICS
Korrelation der FISH
Ergetnisse mit der
Befruchtung der Eizellen
Information der Patientin
und Ertscheidung ‘

wWeitere Kultur
und Transfer

Keine weitere Kultur

Kryokonservierung ‘

Abb 3 Zeitlicher Ablauf zur Polkorperpraparation des 1.
und 2. Polkdrpers mit anschlieBender Aneuploidie-Testung*

* Der Schutz durch das deutsche Embryonenschutzgesetz be-
ginnt erst mit der Verschmelzung des ménnlichen und weib-
lichen Erbguts, d.h. mit der Verschmelzung der beiden Vorker-
ne; ca. 18-20 Stunden nach ICSI.

men untersucht werden sollten, z.B.
solche, bei denen eine Korrelation zur
Implantationsrate vermutet wird
(Munné et al., 2004).

Hinsichtlich der Beurteilung der FISH
an Polkérpern ist ebenfalls eine Ein-
arbeitungszeit dringend erforderlich,
da sich die Darstellung der Signale
sehr von den Ublicherweise bekann-
ten FISH Signalen an Lymphozyten-
praparaten unterscheiden. Eine nor-
male Verteilung liegt dann vor, wenn
fur jedes untersuchte Chromosom im
1. Polkdrper 2 Signale und im 2. Pol-
kérper 1 Signal vorliegt. In den wenig-
sten 1. Polkdrpern sind die 2 Signale
der Chromatiden eines Chromosoms
gepaart. Auf Grund der langen in vitro
Kultur und der fortschreitenden Alte-
rung erfolgt in einem hohen Prozent-
satz der 1. Polkérper eine vorzeitige
Chromatiden-Trennung. Dieses zu-
nachst ungewohnte Bild erleichtert je-
doch insbesondere bei dem Einsatz
von Centromer-Sonden die Diagno-
stik, da bei gepaarten Chromatiden
ansonsten nicht immer eine eindeuti-
ge Aussage mdoglich ist, ob 1 oder 2
Signale vorliegen.

Zeitlicher Ablauf der

Polkorperdiagnostik

Wesentlich fir den klinischen Einsatz
der Polkdrperdiagnostik ist es, dass
alle angefliihrten Schritte innerhalb
des zeitlichen Rahmens des Deut-
schen Embryonenschutzgesetztes
durchgefihrt und abgeschlossen wer-
den mussen. Dies ist mit ein Grund
dafir, dass die Impragnation der Ei-
zelle mit Hilfe der intrazytoplasmati-
schen Spermieninjektion erfolgt, was

zudem noch die Mdglichkeit einer
Fehldiagnose durch eine félschlich
entnommene, die Eizelle umgebende
Néahrzelle, sogenannte Cumuluszelle,
ausschlieBt. Nach Einbringen des
Spermiums verbleiben noch ca. 18 -
20 Stunden, bevor in der befruchteten
Eizelle der entstandene ménnliche
und weibliche Vorkern verschmilzt
und laut Definition des Embryonen-
schutzgesetzes ein Embryo entstan-
den ist. Um beide Polkdrper simultan
zu entnehmen hat sich ein zeitlicher
Verfahrensablauf bewéahrt, welcher in
Abbildung 3 dargestellt ist. Die Ent-
nahme der Polkérper erfolgt ca. 6-10
Stunden nach der Spermieninjektion.
Zur Biopsie von 4-6 Eizellen mit an-
schlieBender Uberfiihrung der Polkér-
per auf den Objekttrager werden bei
entsprechender Erfahrung 10-15 Mi-
nuten bendtigt. Insgesamt muss im
reproduktionsbiologischen Labor fir
eine Polkdrperbiopsie mit anschlie-
Bender Fixierung pro Behandlungsfall
ca. 1 Stunde veranschlagt werden.
Somit stehen nach der Biopsie noch
weitere 7-11 Stunden zur Verfligung
far den Transport der Objekttréger in
das humangenetische Labor, fir die
Durchfiihrung der FISH und fir die
Auswertung der Ergebnisse. Bei Ver-
wendung von optimierten Multicolor-
FISH Sonden kann eine computer-
unterstitzte Auswertung bereits nach
einer Hybridisierungszeit von 3-4
Stunden vorgenommen werden, so
dass ausreichend Zeit fir eine Dia-
gnosestellung vorhanden ist. Wichtig
ist, dass die Ergebnisse rechtzeitig
dem reproduktionsbiologischen Labor
mitgeteilt werden, damit dort fir jede
einzelne Eizelle die FISH-Ergebnisse



mit der Befruchtung korreliert werden
kdnnen. Befruchtete aber aneuploide
Eizellen kénnen in Ubereinstimmung
mit dem Embryonenschutzgesetz im
Vorkernstadium verworfen werden.
Neben den technischen und zeit-
lichen Bedingungen muss auch der
personelle Aspekt beachtet werden.
Die Polkérperdiagnostik ist sowohl im
reproduktionsbiologischen als auch
im humangenetischen Bereich zeitin-
tensiv und kann nicht als Routineme-
thode angesehen werden. Sie erfor-
dert eine kontinuierliche und langfri-
stige Einarbeitung der betreffenden
Mitarbeiter. Die Kopplung an ein Ver-
fahren der assistierten Reproduktion
und der gesetzliche Rahmen bedin-
gen, dass Laborarbeit zwangslaufig
auch auBerhalb der Regelarbeitszei-
ten anfallt, unter Umstanden auch am
Wochenende. Daher missen die per-
sonellen Ressourcen bei Einfihrung
dieser Zusatzbehandlung entspre-
chend adaptiert werden.

Fazit

Die Polkdrperdiagnostik zum Nach-
weis von Chromsomen-Fehlverteilun-
gen ist ein technisch anspruchsvolles
Verfahren, welches neben dem zeit-
lichen Aufwand eine entsprechende
Logistik bei allen Beteiligten voraus-
setzt. Nur ein optimiertes Vorgehen
kann dazu beitragen, dass dieses
Verfahren den hohen Anspriichen der
Patienten als auch der Durchfuhren-
den gerecht wird. Weiterfihrende Ent-
wicklungen im diagnostischen Be-
reich werden kunftig dazu beitragen,
dass umfassendere Aussagen bezlig-
lich aller Chromosomen getroffen
werden kénnen. Der zeitliche Ablauf
muss dann an mdéglicherweise neue
Anforderungen angepasst werden.
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Stellungnahmen

Die Deutsche Gesellschaft fir Hu-
mangenetik hat 1995 gemeinsam mit
dem Berufsverband Medizinische Ge-
netik eine Stellungnahme zur Préim-
plantationsdiagnostik veroffentlicht
(medgen 7 (1995) 420).

abzurufen unter:

http://www.medgenetik.de/
sonderdruck/1995-420.PDF

Der Nationale Ethikrat hat auf dem
Hintergrund einer Sachverstéandigen-
anhérung am 19.2.2004 eine Stel-
lungnahme zur Polkérperdiagnostik
verfasst. Diese Stellungnahme sowie
das Wortprotokoll der Anhdrigen sind
auf den Webseiten des Nationalen
Ethikrates zu finden.

abzurufen unter:

http://www.ethikrat.org/stellungnahmen/pdf
/Stellungnahme_PKD.pdf

und
http://www.ethikrat.org/veranstaltungen/an-
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lichen Regulierungen und praktischen
Anwendungen der Praimplantations-
diagnostik in Belgien, Danemark,
Frankreich, GroBbritannien, ltalien,
Norwegen und USA untersucht und
vergleicht.
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