
Zusammenfassung
In Deutschland ist die Polkörperdiag�
nostik (PKD) für Anlageträgerinnen ei�
ner monogenen Erkrankung derzeit
die einzige Alternative zur Pränataldia�
gnostik mit evtl. Schwangerschaftsab�
bruch. Hier berichten wir anhand von
zwei konkreten Beispielen über die
Entwicklung und Durchführung einer
Einschritt�Multiplex�PCR zum kombi�
nierten Nachweis von krankheitsver�
ursachender Mutation und zwei eng
benachbarten informativen Markern in
ersten und zweiten Polkörpern der Ei�
zellen von Anlageträgerinnen für eine
Missense�Mutation im Norrie�Gen so�
wie der charakteristischen Repeatex�
pansion im Gen für die Huntington�
Erkrankung. Die Durchführung einer
PKD erfordert ebenso wie bei einer
Präimplantationsdiagnostik (PID) eine
Vielzahl von Sicherheitsmaßnahmen,
aber gleichermaßen auch eine enge
interdisziplinäre Betreuung der Paare
einschließlich einer umfassenden Be�
ratung vor Behandlungsbeginn, wäh�
rend der gesamten Phase der „Kin�
derwunschbehandlung“ mit PKD und
auch in der nachfolgenden Schwan�
gerschaft. Den Autoren ist eine enge
Kooperation zwischen den wenigen
auf diesem Gebiet in Deutschland tä�
tigen Zentren ein besonderes Anlie�
gen, um die auf absehbare Zeit limi�
tierten Ressourcen in Deutschland für
dieses aufwändige Diagnoseverfahren
zu koordinieren und die generierten
Daten in eine standardisierte Auswer�
tung einzubeziehen.
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Polar body diagnosis for Hunting�
ton’s disease and Norrie disease

In Germany, polar body diagnosis is
currently the only alternative option to
a prenatal diagnosis with putative
induced abortion for female carriers
of a monogenic disorder. Here we
present two examples of a combined
one�step multiplex PCR assay to
detect both a particular mutation and
two closely linked informative markers
in first and second polar bodies of
oocytes from female carriers of a mis�
sense mutation in the Norrie disease
gene and of the characteristic repeat
expansion for Huntington´s disease,
respectively. The experimental setup
requires the implementation of a wide
variety of safety measures, which has
to be complemented by a close inter�
disciplinary care for the couple during
the entire process of pre�treatment
counselling, assisted reproduction
with polar body diagnosis and the
subsequent pregnancy. The authors
encourage a close cooperation be�
tween the German centres offering
polar body diagnosis for monogenic
disorders in order to coordinate the
limited German resources for this
expensive diagnostic procedure and
to include the generated data in a
standardized evaluation.

Keywords
polar body diagnosis, Huntington´s
disease, Norrie disease

Einführung
Grundsätzlich kann eine Polkörper�
diagnostik (PKD) für alle Anlageträge�
rinnen einer monogen bedingten Er�
krankung etabliert werden, sofern die
Mutation selbst und das zugehörige
Wildtyp�Allel (direkte Diagnostik) oder
zumindest die chromosomale Region
in unmittelbarer Umgebung der Muta�
tion (indirekte Diagnostik) einer sol�
chen Untersuchung zugänglich ist.
Bezüglich der bisherigen internationa�
len Erfahrungen mit der PKD sowie
möglicher Indikationen und auch ethi�
scher Aspekte, welche für jede Fami�
lie individuell und sorgfältig abzuwä�
gen sind, sei auf die vorangestellten
Artikel in diesem Heft sowie entspre�
chende Übersichtsarbeiten (z.B. Ser�
mon et al., 2004) verwiesen. Da die
Erfahrungen mit der PKD ebenso wie
die Resourcen für ratsuchende Paare
in Deutschland auf absehbare Zeit li�
mitiert sein werden, ist es zentrales
Anliegen der Autoren, die Aktivitäten
auf diesem Gebiet zwischen den ein�
zelnen deutschen Zentren gut zu ko�
ordinieren, um möglichst vielen Fami�
lien mit zunächst einer begrenzten
Anzahl schwerwiegender Erkrankun�
gen eine Untersuchung anbieten zu
können und gleichzeitig die dabei ge�
wonnenen Daten systematisch zu er�
heben und auszuwerten.

Die Methodik und auch der Aufwand
für die Etablierung und Durchführung
einer PKD entsprechen dem Aufwand
einer Präimplantationsdiagnostik
(PID), bei welcher ebenfalls zwei Ein�
zelzellen (im Fall der PID embryonaler
Herkunft) untersucht werden. Im
Interesse einer maximalen Aussage�
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sicherheit haben wir in unserem La�
bor zunächst nur Testsysteme zum si�
multanen Nachweis der Mutation und
von jeweils zwei eng gekoppelten, für
die Familie informativen Markern eta�
bliert (kombinierte direkte und indirek�
te Diagnostik). Dies erfordert im
Gegensatz zur ausschließlich indirek�
ten Diagnostik, welche zunehmend
allein an verschiedenen PID�Zentren
eingesetzt wird, einen größeren Auf�
wand bei der Etablierung des in der
Regel familienspezifischen Testsys�
tems. Im Folgenden wird der Ablauf
einer Systemetablierung und Durch�
führung der PKD am Beispiel von
zwei konkreten monogenen Erkran�
kungen dargestellt, welche (1) den
Nachweis der charakteristischen Re�
peatexpansion für die Anlageträgerin
einer Huntington�Erkrankung (HD�Re�
peat) sowie (2) den Nachweis einer
familienspezifischen Missense�Muta�
tion im Norrie�Gen (ND) für eine rat�
suchende Anlageträgerin mittels Mi�
nisequenzierung, jeweils in Kombina�
tion mit zwei eng gekoppelten infor�
mativen Markern, umfasste. 

Enge interdisziplinäre Betreuung
der Paare
Voraussetzung für die Durchführung
einer PKD ist ein interdisziplinäres
Betreuungskonzept für das ratsu�
chende Paar, welches die vielschich�
tigen Aspekte vor, während und nach
erfolgter PKD auf hohem Versor�
gungsniveau abdeckt. Dies beginnt
mit einer ausführlichen interdisziplinä�
ren Beratung am Zentrum, welche
nochmals die humangenetischen
Aspekte incl. formalem und empiri�
schem Wiederholungsrisiko, die
grundsätzlichen Möglichkeiten der
Familienplanung und den konkreten
Ablauf der Polkörperdiagnostik mit ih�
ren Möglichkeiten und Grenzen um�
fasst, aber auch die Beratung durch
einen erfahrenen Reproduktionsmedi�
ziner mit Erhebung und Besprechung
der reproduktionsmedizinischen Be�
funde des Paares sowie objektiven In�
formationen zur Durchführung und
den Erfolgschancen einer PKD nach
intrazytoplasmatischer Spermienin�
jektion (ICSI). Die umfassende Dis�
kussion all dieser Aspekte ist Voraus�
setzung für eine bewusste Entschei�
dung des Paares für oder gegen die
Inanspruchnahme einer PKD. Nach

unserer Erfahrung sind auch nach Be�
ginn der konkreten „Kinderwunschbe�
handlung“ wiederholte Gespräche
notwendig, die weit über den Umfang
der Betreuung „normaler“ Kinder�
wunschpaare hinausgehen. Zusätz�
lich sollte den Paaren in jedem Fall
flankierend eine psychologische Be�
treuung durch auf dem Gebiet der
„Kinderwunschbehandlung“ speziell
ausgebildete Kollegen angeboten
werden. Nach Eintritt einer Schwan�
gerschaft sollten zusätzlich zur üb�
lichen Schwangerschaftsvorsorge mit
dem Paar nochmals ausführlich die
Möglichkeiten einer invasiven, aber
ggf. auch nicht�invasiven Pränataldi�
agnostik incl. Ultraschallfeindiagno�
stik in enger Kooperation mit den
Fachkollegen der Pränatalmedizin er�
örtert werden.

Etablierung eines
familienspezifischen Testsystems
Nachdem sich das Paar für eine PKD
entschieden hat, erfolgt zunächst im
Labor in einem Zeitfenster von ca. 3�
6 Monaten die Etablierung des fami�
lienspezifischen Testsystems. Hierzu
werden die Befunde der molekularge�
netischen Diagnostik des Indexpa�
tienten der Familie und die Sequenz�
daten des Humangenomprojektes
herangezogen. Routinemäßig nehmen
wir EDTA�Blut beider Partner und
möglichst auch des/eines Indexpa�
tienten der Familie ab, wobei im Falle
von kleinen Kindern alternativ und/
oder zusätzlich auch vorhandene
DNA�Proben der vorangegangenen
molekulargenetischen Diagnostik an�
gefordert werden. 

Die Etablierung einer indirekten Dia�
gnostik mittels eng benachbarter in�
formativer Marker sollte inzwischen
aufgrund der umfangreichen Se�
quenzdaten des Humangenomprojek�
tes praktisch für alle Erkrankungen
möglich sein. Da vor der Durchfüh�
rung einer PKD eindeutig klar sein
muss, auf welchem Allel der Ratsu�
chenden die familienspezifische Mu�
tation weitergegeben wird, ist bei
Fehlen von Untersuchungsmaterial ei�
nes Indexpatienten der Familie mitun�
ter die Durchführung einer solchen in�
direkten Diagnostik nicht möglich. Al�
ternativ kann auch Untersuchungs�
material weiterer enger Familienange�

höriger zur Abklärung der Allel�Segre�
gation beitragen.

Da mit der Entfernung von der fami�
lienspezifischen Mutation die Wahr�
scheinlichkeit für das Auftreten von
cross over�Ereignissen steigt, sollten
die polymorphen Marker für die indi�
rekte PKD möglichst nah an der fami�
lienspezifischen Mutation liegen. Für
die ausgewählten Sequenzen werden
fluoreszenz�markierte Primer für ein
PCR�Produkt von ca. 100 bis 300 bp
generiert und für eine Prüfung auf In�
formativität unter Verwendung der
DNA�Proben der Familie eingesetzt. 

Für einen direkten Mutationsnachweis
sollten die Mutation bzw. das ent�
sprechende Wildtyp�Allel mit einem
PCR�Produkt von möglichst nicht
mehr als 300 bis 400 bp in Einzelzel�
len eindeutig nachweisbar sein. Hier�
zu muss u.a. eine Homologie dieses
Genbereiches und insbesondere auch
der berechneten Primersequenzen zu
anderen Genen oder Pseudogenen
durch geeignete Alignment�Program�
me – soweit möglich – ausgeschlos�
sen werden. Zum direkten Mutations�
nachweis stehen in Abhängigkeit von
der Art der familienspezifischen Mu�
tation verschiedene Verfahren zur Ver�
fügung:

– Direkter Nachweis einer Längendif�
ferenz des fluoreszenz�markierten
PCR�Produktes einer kleineren De�
letion oder Insertion (z.B. CFTR�Mu�
tation ∆F508) oder einer moderaten
Repeatexpansion (z.B. HD�Allel mit
43 CAG�repeats); ggf. auch eines
PCR�Produktes, welches eine grö�
ßere Deletion spannt. 

– Indirekter Nachweis einer Mutation
über Heteroduplex�Banden, SSCP,
DHPLC etc. 

– Als ein elegantes Verfahren zum pa�
rallelen Nachweis aller 4 Stränge
von mutiertem und Wildtyp�Allel ei�
ner Missense�Mutation in Einzelzel�
len kommt seit einiger Zeit die Mini�
sequenzierung zum Einsatz (z.B.
Bermudez et al., 2003). Hierfür steht
von der Firma Applied Biosystems
mit dem SnapShot�Kit inzwischen
ein robustes System zur Verfügung,
welches mit einigen Optimierungs�
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schritten eine zuverlässige Analyse
von Einzelzellen erlaubt.

Das endgültige Primerdesign für di�
rekten und indirekten Mutationsnach�
weis sollte berücksichtigen, dass alle
PCR�Produkte des gemeinsamen
Multiplex�Ansatzes eine unterschied�
liche Größe aufweisen und bei ein�
heitlicher Annealing�Temperatur zu�
verlässig amplifiziert werden. Da die
Ergebnisse der Optimierung solcher
Multiplex�Ansätze mit genomischer
DNA nicht die Situation im Einzelzell�
ansatz simulieren, hat sich in unserem
Labor die Optimierung primär im Ein�
zelzellansatz mit Zellen der Ratsu�
chenden bewährt. Hierzu und auch
für die anschließende Überprüfung
des optimierten Multiplex�Ansatzes
an mindestens 50 Einzelzellen, wel�
che regelmäßig auch für neue PID�
Systeme gefordert wird, werden übli�
cherweise mononukleäre Zellen des
peripheren Blutes einzeln in Reak�
tionsgefäße verbracht. Dies kann ma�
nuell nach Sortierung unter dem
Mikroskop erfolgen oder wesentlich
effizienter mit einem FACS�Gerät,
welches über eine spezielle Vorrich�
tung zur Einzelzellsortierung verfügt.
Sinnvoll ist abschließend eine Testung
des optimierten Multiplex�Ansatzes
auch an wenigen Polkörpern unbe�
fruchteter Eizellen anderer Kinder�
wunschpatientinnen, welche hierzu
nach Aufklärung ihr schriftliches Ein�
verständnis gegeben haben.

Kombinierte direkte und indirekte
PKD für moderate Repeatexpan�
sionen am Beispiel des CAG�Re�
peats im Huntington�Gen
Die Durchführung einer Pränataldiag�
nostik und eines evtl. Schwanger�
schaftsabbruches bei Mutationsnach�
weis wird für spätmanifeste neurode�
generative Erkrankungen wie die
Huntington�Erkrankung als ethisch
besonders problematisch angesehen
(Chapman 2002). Das subjektive Erle�
ben des Krankheitsverlaufes bei en�
gen Familienangehörigen prägt für
Anlageträger entscheidend die Be�
wertung des 50%igen formalen Wie�
derholungsrisikos für eigene Nach�
kommen. Die Familienplanung wird
zusätzlich erschwert durch das Wis�
sen um die eigene Erkrankung zu ei�
nem nicht bekannten späteren Zeit�
punkt, welche möglicherweise wichti�
ge Phasen des bewussten Erlebens
und Gestaltens einer gemeinsamen
Zukunft mit eigenen Kindern nachhal�
tig beeinträchtigen wird. Vor diesem
Hintergrund haben inzwischen meh�
rere PID�Zentren weltweit Anfragen
entsprechender Paare bei bekannter
Anlageträgerschaft für die Hunting�
ton�Erkrankung bearbeitet (Sermon
2004). 

In der Familie unserer inzwischen
36jährigen Ratsuchenden sind 3 nahe
Angehörige manifest erkrankt, der
jüngere Bruder ist bereits mit 28 Jah�
ren ständig pflegebedürftig. Vor dem
Hintergrund der zu erwartenden eige�
nen Erkrankung bestand der Wunsch

nach einer schnellen Realisierung des
Kinderwunsches, welcher im Laufe
der Behandlungszyklen die Ratsu�
chende teilweise erheblich unter zu�
sätzlichen Druck setzte. Vor Beginn
der Behandlung bei uns hatte das
Paar bereits einen erfolglosen PID�
Versuch im Ausland unternommen.
Die Entscheidung zur PKD wurde von
beiden Partnern gemeinsam bewusst
getragen, die Partnerschaft wirkte
stabil, die Ratsuchende in ihrem per�
sönlichen und beruflichen Umfeld gut
etabliert mit vielfältigen Interessen
und ohne klinische Frühzeichen der
Erkrankung. Eine psychologische Be�
gleitung durch unsere auf Kinder�
wunsch spezialisierte Psychologin
wurde von unserer Seite im Behand�
lungsverlauf wiederholt angeboten,
von den Ratsuchenden jedoch nicht
längerfristig wahrgenommen. 

Die Etablierung von Multiplex�Einzel�
zell�Assays für Erkrankungen, welche
durch Repeatexpansionen verursacht
sind, ist auch methodisch eine be�
sondere Herausforderung (Dean et al.,
2001). Nach Etablierung eines Multi�
plex�Systems zum Nachweis des HD�
Repeats und von zwei eng gekoppel�
ten Markern führten wir ab 2001 bei
dem Paar insgesamt 5 ICSI�Zyklen
durch. Die Behandlung des Paares
war durch eine hochgradige Oligoas�
thenozoospermie des Partners (ICSI�
Indikation erfüllt) sowie eine einge�
schränkte ovarielle Reserve der Rat�
suchenden erheblich erschwert. So
konnten trotz ansteigender Hormon�
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Abb 1  Auftrennung der Multi�
plex�Reaktion erster Polkör�
per für das HD�System auf
dem ABI310 mit 

a) heterozygotem erstem PK
b) homozygotem erstem PK 

für das Wildtyp�Allel und 
c) homozygotem erstem PK 

für das mutierte Allel.

grüner Pfeil: Wildtyp�Allel
roter Pfeil: mutiertes Allel



gaben in 5 Zyklen nur insgesamt 35
Eizellen in die Analyse einbezogen
werden, von diesen waren 17 von so
eingeschränkter Qualität, dass sie
entweder keine zwei Polkörper mehr
bildeten und/oder schon während der
Kultivierung atretisch wurden. Letzt�
lich konnte für 10 Eizellen unter Ver�
wendung der Ergebnisse der Analyse
von erstem und zweitem PK eine Di�
agnose gestellt werden. In Abbildung
1 ist beispielhaft die gemeinsame
Auftrennung der gekoppelten Marker
und des normalen und/oder expan�
dierten HD�Allels für drei erste Pol�
körper (PK), davon einem heterozygo�
ten PK (a), einem ersten PK mit Wild�
typ�Allel (b) und einem ersten PK mit
mutiertem Allel (c) auf einem ABI310
nach Einschritt�Multiplex�PCR darge�
stellt. Gerade für Repeatexpansionen
sollte möglichst zusätzlich eine flan�
kierende indirekte Diagnostik mit eng
benachbarten Markern erfolgen, um
einen Ausfall des expandierten PCR�
Produktes infolge einer präferentiellen
Amplifikation des kleineren Wildtyp�
Allels zu erkennen. 

In 4 von 5 Zyklen wurden der Ratsu�
chenden nach Fertilisation insgesamt
5 Embryonen transferiert. In einem
Zyklus blieb, wie auch schon bei der
vorangegangenen PID, letztlich kein

einziger Embryo für einen Transfer
übrig, was von dem Paar als psy�
chisch besonders belastend empfun�
den wurde. In den insgesamt 5 Zyklen
bestand einmal eine biochemische
Frühschwangerschaft, jedoch ohne
sonographischen Nachweis eines
Fruchtsackes. Vor dem Hintergrund
der zu erwartenden Erkrankung der
Ratsuchenden und der mit der Be�
handlung verbundenen besonderen
psychischen Belastung war uns eine
intensive Aufarbeitung der jeweiligen
Ist�Situation gemeinsam mit dem
Paar vor jedem erneuten Behand�
lungsbeginn besonders wichtig. Für
uns als betreuende Ärzte war es letzt�
lich sehr schwierig, dem ungebroche�
nen Optimismus des Paares aus me�
dizinischer Sicht ein Nein zu weiteren
Behandlungszyklen entgegenzuset�
zen. 

Kombinierte direkte und indirekte
PKD für eine Missense�Mutation
am Beispiel des Norrie�Syndroms
Die aktuell 34jährige gesunde Ratsu�
chende ist heterozygote Anlageträge�
rin der familienspezifischen Missen�
se�Mutation K104Q im Norrie�Gen,
welche durch einen Basenaustausch
von AAG zu CAG verursacht ist und
bei dem Indexpatienten der Familie
im hemizygoten Zustand vorliegt.

Auch wenn dieser Indexpatient der
Familie keine mentale Retardierung
aufweist, so war doch gerade im Rah�
men der Familienplanung die für vie�
le andere mongene Erkrankungen
ebenfalls beschriebene große inter�
und intrafamiliäre Variabilität ohne die
Möglichkeit einer Vorhersage der in�
dividuellen Ausprägung des Phäno�
typs ein wesentlicher Aspekt bei der
Entscheidung des Paares gegen eine
spontane Schwangerschaft mit oder
ohne Pränataldiagnostik. Ein „Verwer�
fen“ von Eizellen mit der entspre�
chenden Mutation nach PKD auch
unter dem Aspekt, dass statistisch
die Hälfte von diesen mit einem X�tra�
genden Spermium zur Geburt eines
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Abb 2  Getrennte Auftrennung der Multiplex�
Reaktionen für das Norrie�System
beider PK einer Eizelle 

a) mit erstem PK mit mutiertem Allel bei 
zweitem PK mit Wildtyp�Allel sowie 

b) mit heterozygotem erstem PK bei zweitem
PK mit mutiertem Allel mit Analyse der infor�
mativen Marker auf einem CEQ8000 (Fa.
Beckman, oben) und der Ergebnisse der 
Minisequenzierung nach SnapShot�Reaktion
auf einem ABI310 (unten). Beide Eizellen
enthalten nach den übereinstimmenden 
Befunden der direkten und indirekten PKD
das Wildtyp�Allel und wurden transferiert. 

Grüner Pfeil: Wildtyp�Allel
Roter Pfeil: Mutiertes Allel



gesunden Mädchens geführt hätte,
erschien dem Paar dagegen akzepta�
bel. Anhand der vorhandenen geno�
mischen DNA des Indexpatienten
konnte bzgl. der im Multiplex�System
etablierten polymorphen Marker für
die Ratsuchende das mutierte Allel
identifiziert werden. In insgesamt 4
ICSI�Zyklen wurden 28 Eizellen ge�
wonnen und in die PKD einbezogen.
Für insgesamt 21 konnte eine Diag�
nose für den ersten PK gestellt wer�
den, von diesen war für 14 unter Ver�
wendung der Daten des zweiten PK
eine Diagnose für die Eizelle zu stel�
len. Für 7 dieser Eizellen ergab die
PKD das Vorliegen der Mutation, für
die übrigen 7 Eizellen das Vorliegen
des Wildtyp�Allels. Bei der Auswer�
tung der erhobenen Daten sind zwei
verschiedene Situationen zu unter�
scheiden (siehe Abbildung 2):

1. In der klassischen Situation ohne
cross�over ist der erste Polkörper
komplementär und der zweite iden�
tisch mit dem Genotyp der zuge�
hörigen Eizelle. In Abbildung 2a
beispielsweise ist im ersten PK nur
die Mutation nachweisbar, somit
sollte die zugehörige Eizelle nach
der ersten Reifeteilung das X�Chro�
mosom ohne die ND�Mutation er�
halten haben (Wildtyp). In diesem
Fall könnte grundsätzlich die Diag�
nose bereits mit dem ersten PK al�
lein gestellt werden, allerdings soll�
ten möglichst flankierende informa�
tive Marker mitgeführt werden, um
eine Fehldiagnose infolge einer
Heterozygotie des ersten PK mit
Allel�drop out (ADO) des zweiten
ND�Allels auszuschließen. Zur Be�

stätigung des Ergebnisses sollte
zusätzlich trotzdem möglichst der
zweite PK in die Analyse einbezo�
gen werden, für welchen in diesem
Fall 2a wie in der Eizelle das Vorlie�
gen des Wildtyp�Allels zu erwarten
wäre. 

2. Nicht selten ist der erste PK auf�
grund eines cross�over jedoch
heterozygot. In diesem Fall ist mit
dem ersten PK allein keine Aussa�
ge zum Genotyp der zugehörigen
Eizelle möglich und ohne Diagnose
für den zweiten PK wäre die zuge�
hörige Eizelle zu verwerfen. Erhält
der zweite PK in der zweiten Reife�
teilung das Chromatid mit der Mu�
tation, dann sollte die Eizelle das
Wildtyp�Allel tragen und umge�
kehrt. Im Falle eines heterozygoten
ersten PK weist somit der zweite
PK im Vergleich zur Eizelle den
komplementären Genotyp auf
(Abb. 2b). Wäre nun in einem ers�
ten heterozygoten PK aufgrund ei�
nes ADO nur das mutierte Allel
nachgewiesen worden, dann wür�
de bei Annahme der Situation in
Abbildung 2a ohne cross�over mit
homozygotem erstem PK der
Nachweis des Wildtyp�Allels im
zweiten PK zwangsläufig nach Fer�
tilisierung zum Transfer eines Em�
bryo mit Mutation infolge einer
Fehldiagnose führen. Dies verdeut�
licht, dass der Einbau zahlreicher
Kontrollinstanzen zum weitestge�
henden Ausschluss eines solchen
ADO für die Aussagesicherheit der
PKD von zentraler Bedeutung ist. 

Nach Fertilisierung wurden dieser
Ratsuchenden in insgesamt 4 ICSI�

Zyklen 7 Embryonen übertragen, für
deren Vorkernstadien die PKD zuvor
das Vorliegen des Wildtyp�Allels bzgl.
dieser Fragestellung ergeben hatte.
Nach einer biochemischen Schwan�
gerschaft im zweiten Zyklus entwi�
ckelte sich im vierten Zyklus nach
Transfer von 2 Embryonen mit initia�
ler Zwillingsanlage eine intakte Ein�
lingsgravidität. Nach genetischer Be�
ratung entschied sich das Paar für
eine Pränataldiagnostik nach Amnio�
zentese, welche für den Feten mit nu�
merisch und strukturell unauffälligem
männlichen Karyotyp 46,XY ergab,
dass er von seiner Mutter erwar�
tungsgemäß das X�Chromosom mit
dem ND�Wildtyp�Allel erhalten hat.
Auch die weitere engmaschige Be�
treuung incl. Ultraschallfeindiagnostik
bestätigte eine altersgerechte Ent�
wicklung des Kindes. Inzwischen
wurde die Ratsuchende Anfang Au�
gust am Termin von einem gesunden
Knaben entbunden.

Qualitätssicherung
Eine wesentliche Voraussetzung für
eine erfolgreiche PKD ist die entspre�
chende Erfahrung des Reproduk�
tionsbiologen bei der Entnahme der
Polkörper, welche insbesondere auch
einen sehr kurzen Aufenthalt der Ei�
zellen außerhalb des Brutschrankes
sowie eine hohe Sicherheit bei dem
Verbringen der PK in die Spitze der
Reaktionsgefäße beinhaltet. Ab dem
Zeitpunkt der Entnahme des ersten
PK sind alle Eizellen strikt getrennt in
gut beschrifteten Kulturschalen zu
kultivieren, um eine eindeutige Zuord�
nung zu den Ergebnissen der PK�
Analyse zu ermöglichen.

P
o

lk
ö

rp
er

d
ia

g
no

st
ik

426 medgen  16  (2004)

Abb 3  Schematische Darstel�
lung des zeitlichen Ablaufes der
PKD von der Eizellentnahme bis
zur Befundbesprechung.



Grundprinzip zur Vermeidung von
Kontaminationen ist weiterhin eine
strikte räumliche Trennung zwischen
dem Ort für PK�Entnahme (ICSI�Ein�
heit im IVF�Labor) und PCR�Ansatz
sowie dem Ort der PCR�Produkt�Auf�
trennung. Da bei der Öffnung eines
Reaktionsgefäßes nach der PCR�Am�
plifikation PCR�Produkt als Aerosol
als bedeutende Kontaminationsquel�
le in die Umgebung entweichen kann,
sollten im Bereich des PCR�Ansatzes
für eine PKD keine Reaktionsgefäße
nach der PCR geöffnet werden. Die�
ses Risiko besteht insbesondere auch
bei der Etablierung eines Zweischritt�
PCR�Systems mit Präamplifikation
der DNA des PK und anschließendem
Verbringen von Aliquots dieser ersten
PCR in ein weiteres Reaktionsgefäß
zur nachgeschalteten Amplifikation
spezifischer PCR�Produkte für die di�
rekte und/oder indirekte Diagnostik.
Zur Vermeidung dieses Risikos haben
wir uns für die Etablierung von Ein�
schritt�Multiplex�PCR�Systemen mit
entsprechend erhöhter Zyklenzahl
entschieden. Hier erfolgt die gesam�
te Bearbeitung der PK in einem einzi�
gen Reaktionsgefäß in einer abge�
trennten Zone des IVF�Labores incl.
Zell�Lyse, Denaturierung und an�
schließender Zugabe des Reaktions�
ansatzes. Erst nach Verschluss der
Reaktionsgefäße werden diese in das
zwei Etagen darüber liegende mole�
kulargenetische Labor verbracht, wo
die PCR und die weitere Bearbeitung
und Auftrennung der Reaktionspro�
dukte erfolgt. 

Essentiell für das Erkennen von Kon�
taminationen, welche bei Einzelzell�
untersuchungen ein bedeutender Ri�
sikofaktor für das Auftreten von Fehl�
diagnosen wären, ist weiterhin die
Mitführung einer Null�Kontrolle für je�
den PCR�Ansatz und zusätzlich für je�
den PK, letztere sollte den Waschpuf�
fer nach dem letzten Waschen des je�
weiligen PK vor dem Verbringen in
das Reaktionsgefäß enthalten. 

Zusammenfassung und Ausblick
Auch im engen zeitlichen Rahmen
des deutschen Embryonenschutzge�
setzes ist vor dem Beginn der embry�
onalen Existenz, welche vom Gesetz
mit dem Verschmelzen der beiden
Vorkerne definiert wurde, die Durch�

führung einer PKD für weibliche Anla�
geträgerinnen einer monogenen Er�
krankung möglich (Abbildung 3). Die
Ausführungen verdeutlichen den ho�
hen Aufwand, welcher mit der Eta�
blierung und Durchführung der in vie�
len Fällen familienspezifischen Test�
systeme verbunden ist. Unabdingbar
ist die experimentelle Seite einer PKD
durch eine intensive interdisziplinäre
Betreuung des Paares in enger Ko�
operation zwischen Humangeneti�
kern, Reproduktionsmedizinern und
Pränatalmedizinern zu ergänzen. Eine
differenzierte Beratung vor Beginn ei�
ner PKD wird ergeben, dass für einen
nicht unerheblichen Teil dieser ratsu�
chenden Paare eine PKD aufgrund
der notwendigen künstlichen Be�
fruchtung mittels ICSI mit den weiter�
hin üblichen Schwangerschaftsraten
von deutschlandweit ca. 27,2% pro
Embryotransfer (Deutsches IVF�Regi�
ster 2002), aber auch aufgrund des
methodenimmanenten Restrisikos ei�
ner Fehldiagnose von ca. 2�3% (Ser�
mon et al., 2004) mit der Konsequenz
einer evtl. doch durchzuführenden
Pränataldiagnostik, und nicht zuletzt
aufgrund der Kosten nicht in Frage
kommt. Dem Paar muss dargestellt
werden, dass die PKD nur das fami�
lienspezifische Risiko für diese eine
Erkrankung abklärt, darüber hinaus
besteht unverändert das Risiko für
irgendeine andere angeborene gene�
tische Erkrankung, Fehlbildung oder
Entwicklungsstörung wie in jeder an�
deren Schwangerschaft nach ICSI,
wobei sich aus den bisher limitierten
Daten zur PKD derzeit kein Hinweis
auf ein darüber hinaus erhöhtes Risi�
ko durch die Polkörperentnahme er�
gibt (Strom et al., 2000).

Von entscheidender Bedeutung für
den „Erfolg“ der PKD sind neben ei�
ner guten Vorbereitung nach unseren
Erfahrungen insbesondere die repro�
duktionsbiologischen Voraussetzun�
gen incl. der Eizellreserve der Ratsu�
chenden, welche aus biographischen
Gründen nicht selten zum Zeitpunkt
der Planung einer solchen PKD be�
reits 30�35 Jahre alt sind und somit
wie die Mehrzahl der derzeitigen „Kin�
derwunschpaare“ in Deutschland pri�
mär nicht selten bereits suboptimale
Voraussetzungen für eine erfolgreiche
Kinderwunschbehandlung mitbringen. 
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