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Zusammenfassung

Die Polkérperuntersuchung ist zum
aktuellen Zeitpunkt die einzige Még-
lichkeit in Deutschland eine Prdim-
plantationsdiagnostik (PID) durchzu-
fahren. Einige Vor- und Nachteile der
Polkérperdiagnostik sind gut bekannt.
Ein deutlicher Nachteil besteht darin,
dass nur mitterliche Allele untersucht
werden kénnen. Aufgrund der hohen
Heterozygotierate und des Allel-drop-
outs stehen nach einer Diagnostik
ausschlieBlich des ersten Polkérpers
deutlich weniger Eizellen als Embryo-
nen nach PID fiir den Transfer zur Ver-
fugung.

In einem Uberblick der bisherigen und
der geplanten Untersuchungen wird
ein kleines Spektrum der Erkrankun-
gen dargestellt, die mit dieser Metho-
de diagnostiziert werden kénnen. Zu-
sétzlich werden allgemeine Vorausset-
zungen flr eine Polkérperuntersu-
chung und die entsprechenden Me-
thoden vorgestellt. Anhand zweier
Fallbeispiele werden wesentliche
Aspekte und mégliche Fehlerquellen
der Polkérperuntersuchung diskutiert.
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Polar body analysis for monogenic
disorders (Haemophilia A and
cystic fibrosis as an example)

Summary

In Germany the only possibility to
perform preimplantation genetic dia-
gnosis is the analysis of polar bodies.
Some advantages and disadvantages
of polar body diagnosis are well
known. In polar bodies only the ma-
ternal genome can be analysed which
is one of the main disadvantages. Be-
cause of the high rate of heterozy-
gousity and the allele dropout the
number of oocytes suitable for trans-
fer after analysis only of the first polar
body is lower than after preimplan-
tation genetic diagnosis.

An overview of the prepared, per-
formed and planned diagnostic
assays for diseases analysable by
polar bodies is given. General con-
ditions and methods are presented.
By the description of two case reports
the problems of polar body diagnosis
and possible pitfalls are discussed.

Keywords

Polar body diagnosis, preimplantation
genetic diagnosis, cystic fibrosis,
haemophilia A.

Einleitung

Paare mit schwerwiegenden gene-
tisch bedingten Erkrankungen oder
der Anlagetragerschaft einer solchen
stellen sich haufig zur genetischen
Beratung vor. Nicht selten weist der
Familienstammbaum von der Erkran-
kung betroffene oder verstorbene
Kinder und/oder mehrere Schwanger-
schaftsabbriiche nach pranataler Di-
agnostik mit Nachweis der bekannten
Genveranderungen auf. In solchen
Fallen, aber auch bei gut informierten
Anlagetrdgerinnen ohne betroffene
Kinder, wird immer h&ufiger die Frage
gestellt, ob es eine Alternative zur
préanatalen Diagnostik mit der még-
lichen Konsequenz eines Schwanger-
schaftsabbruches gibt. Das deutsche
Embryonenschutzgesetz erlaubt kei-
ne Praimplantationsdiagnostik im
klassischen Sinne (Untersuchung ei-
nes oder zweier Blastomere) (Ludwig
2000, Schwinger 2002, Schwinger
2003). Die fehlende Moglichkeit einer
Praimplantationsdiagnostik (PID), wie
diese in einigen EU-Landern, in Asien
und in den USA praktiziert wird, ruft
bei den Ratsuchenden Unverstandnis
und gelegentlich Emp&rung hervor.
Eine Untersuchung der Polkérper, die
vor der Verschmelzung der beiden
Vorkerne abgeschlossen ist, steht je-
doch nicht im Konflikt mit der gesetz-
lichen Regelung. Uber die Alternative
einer Polkdérperuntersuchung werden
Paare, die sich mit der Fragestellung
einer Préimplantationsdiagnostik oder
einer Polkérperdiagnostik an das In-
stitut fur Humangenetik in Lubeck
wenden, ausfihrlich und kritisch be-
raten.



In den meisten Zentren weltweit, in
denen eine PID durchgeflihrt wird, er-
folgt eine Untersuchung einer oder
zweier Blastomere fir unterschiedli-
che molekulargenetische oder cyto-
genetische Fragestellungen (ESHRE
PGD Consortium Steering Commit-
tee). In Chicago werden der Literatur
zufolge umfangreiche Untersuchun-
gen an Polk&rpern und jetzt auch in
Kombination mit der Untersuchung
von Blastomeren als Alternative zu ei-
ner klassischen Praimplantationsdiag-
nostik durchgefihrt (Verlinsky, 1990,
1996, 1997, Strom, 1998).

Einen Vorteil der Polkdrperdiagnostik
kann die indirekte Untersuchung der
Eizelle darstellen (Verlinsky, 1990). Die
Methode weist aber auch wesentliche
Nachteile auf (Schwinger, 2002). Die
Polkérperuntersuchung erméglicht le-
diglich die Untersuchung miitterlicher
Allele. Mittels Analyse der Polk&rper
kénnen nur indirekt Riickschlisse auf
die Eizelle gezogen werden. Erbanla-
gen, die von dem Vater weitergege-
ben werden, kdnnen nicht untersucht
werden. Bei autosomal rezessiven
oder X-chromosomal rezessiven Er-
krankungen ist der Anteil der Eizellen,
die fir einen Transfer in Frage kom-
men, statistisch um 50% geringer als
bei der PID. Somit sinkt die Wahr-
scheinlichkeit, eine Schwangerschaft
zu erzielen. Alle Eizellen, die eine Mu-
tation tragen, missen verworfen wer-
den. Dieses trifft auch fir Eizellen zu,
die von einer Samenzelle mit einem
Wildtypallel oder einem X-Chromo-
som befruchtet werden. Hierdurch
wirde ein Embryo entstehen, der kli-
nisch gesunder Anlagetrager ware.
Ein weiteres Problem stellt das Cros-
sing-over dar. Der Austausch homo-
loger Chromosomenabschnitte kann
zu einer Heterozygotie des ersten
Polkdrpers fuhren. In diesen Fallen
kann nur der zweite Polkdrper Auf-
schluB dartber geben, ob die Eizelle
die Mutation oder das Wildtypallel
tragt. Ist eine Untersuchung des zwei-
ten Polkdrpers nicht moglich, missen
alle Eizellen, die eine Heterozygotie
des ersten Polkérpers aufweisen,
vom weiteren Transfer ausgeschlos-
sen werden.

Allgemeine Voraussetzungen und
Methoden

Fir die Vorbereitung einer Polkdrper-
diagnostik missen bestimmte Vor-
aussetzungen erflllt sein. Die meist
Uber das Krankheitsbild und Verer-
bung gut informierten Ratsuchenden
werden in einer genetischen Beratung
Uber die Moglichkeiten und Grenzen
der Polkérperdiagnostik ausfuhrlich
aufgeklart. Die Kenntnis der die
Krankheit verursachenden Mutation
ist ebenso wichtig wie die Mdglich-
keit, die DNA eines oder mehrerer Be-
troffener in der Familie (Eltern, Kind
oder Abortmaterial) zu untersuchen.
Zusatzlich wird aus einer kleinen
Hautprobe der Ratsuchenden eine Fi-
broblastenkultur zur Gewinnung von
Einzelzellen angesetzt.

Aus Datenbanken werden bekannte
polymorphe Marker und repetitive Di-
Tri- oder Tetranucleotid Sequenzen
ermittelt. Die DNA der Ratsuchenden
wird auf Heterozygotie der Marker hin
untersucht. Die Marker werden so
ausgesucht, daB an beiden Seiten der
bekannten Mutation mindestens zwei
Marker so dicht wie méglich liegen.
Eine multiplex-PCR wird etabliert, in
der vier bis funf geeignete informati-
ve polymorphe Marker amplifiziert
werden. Dabei sollen nach Mdglich-
keit alle Marker gleich gut mit einer
niedrigen Allel-Dropout (ADO)-Rate
amplifiziert werden. Wegen des engen
Zeitfensters fur die Untersuchung er-
folgt ein direkter Nachweis der Muta-
tion nur in seltenen Fallen. Fir die
einzelnen Marker wird anschlieBend
eine nested-PCR mit Fluoreszenz
markierten Primern durchgeflihrt. Die
Diagnostik muss an Einzelzellen der
Ratsuchenden getestet werden. Hier-
fur werden in Lubeck einzelne Fibro-
blasten der Ratsuchenden verwendet.

Eine Polkdrperdiagnostik erfolgt nach
Zustimmung der Ethikkomission der
Universitat zu Libeck. Die ovarielle
Stimulation, die Entnahme der Eizel-
len und die intracytoplasmatische
Spermieninjektion (Schopper, 1999)
werden entsprechend der Ublichen
Protokolle durchgefihrt. Die Eroff-
nung der Zona pellucida und die Ent-
nahme der Polkdrper erfolgt wie be-
reits von Montag (1998) beschrieben.
Die Polkérper werden lysiert (Schaaff,

1990) und mittels multiplex- und ne-
sted-PCR amplifiziert. Die PCR Pro-
dukte werden elektrophoretisch auf
einem Sequenzer der Firma Li-Cor
aufgetrennt und beurteilt. Eizellen, die
zwei Vorkerne zeigen und das Wildtyp-
allel tragen, werden transferiert, ent-
sprechend Ublicher Protokolle.

Wegen des experimentellen Charak-
ters der Untersuchung wird Paaren
bei Eintritt einer Schwangerschaft
nach einer Polkdrperuntersuchung
zur Absicherung der Diagnostik drin-
gend eine prénatale Diagnostik emp-
fohlen.

Ubersicht bisheriger
Untersuchungen im Institut fiir
Humangenetik in Liibeck

Auf Anfrage betroffener Familien wur-
de eine Polkdrperdiagnostik fir meh-
rere Erkrankungen etabliert: Zystische
Fibrose, Fragiles-X-Syndrom, Hdmo-
philie A und Mukopolysaccharidose
Typ | (Hurler-Syndrom).

Fur zwei Familien wurde eine Polkor-
perdiagnostik flir Zystische Fibrose
vorbereitet. Im ersten Zyklus konnte
der Frau der ersten Familie nach Pol-
kérperuntersuchung nur eine befruch-
tete Eizelle transferiert werden, ohne
dass hieraus eine Schwangerschaft
entstand. Im zweiten Zyklus war kei-
ne Eizelle fir den Transfer geeignet.
Die Frau der zweiten Familie bekam
nach Polk&érperuntersuchung eine Ei-
zelle zuriickgesetzt, ohne Entwicklung
einer Schwangerschaft.

Fir das Fragile-X-Syndrom konnten
bei dem ersten Ehepaar nach ovariel-
ler Stimulation lediglich zwei degene-
rierte Eizellen gewonnen werden. In
der zweiten Familie mit Fragilem-X-
Syndrom wurde die Ratsuchende
spontan schwanger zu dem Zeit-
punkt, als die ovarielle Stimulation
geplant war. Fur die beiden Falle wur-
den unterschiedliche multiplex-PCR
Assays etabliert, da fur die Ratsu-
chenden verschiedene Marker infor-
mativ waren.

Bei der Hamophilie A konnte der Rat-
suchenden nach Polkdrperdiagnostik
eine befruchtete Eizelle zuriickgesetzt
werden, wiederum ohne das Entste-
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hen einer Schwangerschaft (Tomi,
2004 in press).

Die Ratsuchende, bei der eine Polkor-
peruntersuchung hinsichtlich einer
Mukopolysaccharidose durchgefiihrt
wurde, wurde im ersten Zyklus nach
Polkérperuntersuchung schwanger.
Transferiert wurde eine Eizelle mit
dem Wildtypallel. In der prénatalen
Diagnostik wurde mittels Chorionzot-
tenbiopsie (CVS) dieses Ergebnis be-
statigt und eine mutterliche Kontami-
nation ausgeschlossen (Daten sind
zur Publikation eingereicht).

Fir die folgenden Erkrankungen wird
zur Zeit eine Polkdrperdiagnostik im
hiesigen Institut etabliert: Incontinen-
tia pigmenti Bloch-Sulzberger, X-
chromosomaler Hydrocephalus und
Myotone Dystrophie.

Fallbeispiel |

Eine 34 jahrige gesunde Ratsuchen-
de stellte sich mit ihrem Partner zur
genetischen Beratung mit der Frage-
stellung einer Polkdrperdiagnostik flr
die Hamophilie A vor. Ihr Vater hat
eine Hamophilie A. Durch das Vorlie-
gen einer Resistenz gegeniber dem
Faktor VIII ist er schon bei kleinen
Verletzungen auf eine intensivmedizi-
nische Behandlung angewiesen. Die
bei dem Vater vorliegende Mutation
flhrt Ublicherweise zu einer milden
Verlaufsform einer Hamophilie A,
weswegen fir die Ratsuchende ein
Schwangerschaftsabbruch nicht in
Frage kdme. Der durch die Resistenz
bedingte schwerere klinische Verlauf
beim Vater der Ratsuchenden beweg-
te das Ehepaar jedoch, nach Alterna-
tiven zu suchen.
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Abb 1 Ergebnisse der Marker DXS1108 und KIR4

an den ersten Polkérpern

Polkdrper

(o] Leerkontrollen der multiplex- PCR
und der nested-PCR

\ = Vater der Ratsuchenden

R = Ratsuchende

M = mit der Mutation koppelndes Allel

WT = Wildtypallel

E, T, H und S = DNAs der Untersucher

(analysiert zum Kontaminationsausschluss)

Abb 2 Ergebnisse der Marker DXS1108 und

KIR4 an den zweiten Polkdrpern

1-4, 9, 11 = Polkdrper

V = Vater der Ratsuchenden

R = Ratsuchende

M = mit der Mutation koppelndes Allel
WT = Wildtypallel

Bei der Ratsuchenden wurde die va-
terliche Mutation nachgewiesen. Es
wurde eine multiplex-PCR mit infor-
mativen polymorphen Markern eta-
bliert. Zwei Marker (DXS1108,
DXS8087) gehéren zu den bekannten
polymorphen Regionen des X-Chro-
mosoms. Bei drei weiteren Markern
(KIR3, KIR4, KIIIR) handelt es sich um
Dinukleotid-Repeats in der Nahe des
Faktor VIII-Gens.

Nach ovarieller Stimulation konnten
13 Eizellen der Ratsuchenden gewon-
nen werden. Nach intracytoplasmati-
scher Spermieninjektion (ICSI) wur-
den die ersten Polkorper der Eizellen
1-11 entnommen und in 0,5 pyl PCR
ReaktionsgefdBe mit Lyse-L&sung
transferiert. Nach multiplex-PCR und
nested-PCR konnten 10 von 11 Pol-
korpern ausgewertet werden. Sieben
der zehn beurteilbaren Polkérper wa-
ren heterozygot. Zwei Polkdrper zeig-
ten Allele, die mit dem Wildtypallel
des Faktor VIII-Gens koppelten (8, 9).
Ein Polkdrper zeigte Allele, die mit
dem mutierten Allel des Gens koppel-
ten (6), so dass auf das Wildtypallel in
der Eizelle geschlossen werden konn-
te (Abbildung 1). In der korrespondie-
renden Eizelle (6) waren zwei Vorker-
ne sichtbar. Die Eizelle wurde transfe-
riert, ohne dass es zu einer Schwan-
gerschaft kam (Tomi 2004, in press).

Aus wissenschaftlichem Interesse
wurde von sechs der verworfenen Ei-
zellen zusatzlich der zweite Polkérper
untersucht. Im ersten Polkorper der
Eizelle 9 konnten Allele, die mit dem
Wildtypallel koppelten, nachgewiesen
werden. In dem entsprechenden

zweiten Polkorper lieBen sich wie er-
wartet Allele nachweisen, die mit der
Mutation koppelten (Abbildung 2). Bei
zwei weiteren Eizellen (2, 4) war im
ersten Polkdrper eine Heterozygotie
zu sehen (Abbildung 1). Die zweiten
Polkérper beider Eizellen zeigten Al-
lele, die mit der Mutation koppelten
(Abbildung 2). Somit ist davon auszu-
gehen, daB in den Eizellen 2 und 4
das Wildtypallel vorlag.

Fallbeispiel Il

Ein weiteres Ehepaar stellte sich zur
genetischen Beratung vor mit der Fra-
gestellung einer Polkérperdiagnostik
bei Cystischer Fibrose. Der erstgebo-
rene Sohn der Familie hat eine Muko-
viszidose. Molekulargenetisch konnte
bei ihm eine compound Heterozygo-
tie fur die Mutationen AF508 und
G551D nachgewiesen werden. In drei
aufeinander folgenden Schwanger-
schaften wurde bei der Ratsuchenden
eine pranatale Diagnostik durchge-
fuhrt. In allen drei Fallen wurde ein
Schwangerschaftsabbruch nach
Nachweis beider Mutationen durch-
geflhrt.

Fir die Ratsuchende wurde eine mul-
tiplex-PCR mit der AF508-Mutation
und weiteren polymorphen Markern
etabliert. Nach Stimulation wurden
zwolf Polkérper untersucht. Von elf
auswertbaren Polkérpern waren neun
heterozygot. Ein Polkdrper zeigte das
Wildtypallel. In einem Polkdrper konn-
te die Mutation nachgewiesen wer-
den, so dass von einem Wildtypallel
in der entsprechenden Eizelle auszu-
gehen war. Diese Eizelle war befruch-
tet und konnte transferiert werden.



Tab 1 Darstellung der einzelnen Allele des ersten und zweiten Polkor-
pers der Eizelle 3, sowie der Allele der Mutter, des betroffenen

Kindes und des Vaters.

AF508 IVS6
PB I WT/- 1/-
PB Il WT/- 1/2
Mutter WT/AF 1/2
Kind WT/AF 1/2
Vater WT/WT 1

PB | = erster Polkdrper
PB Il = zweiter Polkdrper
WT = Wildtypallel

AF = AF508 Mutation

Abb 3 Schema einer moglichen Non-disjunction nach vorzeitiger Trennung der Chro-
matiden. Eine vorzeitige Trennung der Chromatiden kann die Hemizygotie des ersten
Polkorpers und die Heterozygotie des zweiten Polkorpers erkléaren.

Die Ratsuchende wurde nicht
schwanger (Tomi, 2003).
Aus wissenschaftlichem Interesse

wurden sechs zweite Polkérper flr
weitere Untersuchungen entnommen.
Drei konnten ausgewertet werden. Im
ersten Polkdrper der Eizelle 3 zeigte
sich eine Hemizygotie fir das Wildty-
pallel. Uberraschenderweise wurde
im zweiten Polkdrper eine Heterozy-
gotie nachgewiesen (Tabelle 1). Zu-
satzlich lag bei einem einzelnen Mar-
ker eine Kontamination im ersten Pol-
kdrper vor.

Diskussion

Aus den Abschnitten der allgemeinen
Voraussetzungen und Methoden und
den Fallbeispielen geht hervor, dass
sich auBBer den eingangs erwéahnten
Einschrankungen der Polkdrperanaly-
se weitere Aspekte ergeben, die bei
der Etablierung und Auswertung eine
wichtige Rolle spielen. Einige ergeben
sich aus der Rekombination wéhrend
der Prophase der ersten meiotischen
Teilung. Durch das Crossing-over
werden homologe Chromosomenab-
schnitte zwischen zwei Chromatiden
ausgetauscht. Dies kann zu einer
Heterozygotie in dem untersuchten
Bereich des Chromosoms flihren.

Bemerkenswert bei den dargestellten
Fallen war die hohe Rate der Hetero-
zygotie der ersten Polkdrper (7 von
10 fur die Hamophilie und 9 von 11
fur die Cystischen Fibrose). Bei iso-
lierter Betrachtung der ersten Polkér-
per wird die Anzahl der evtl. zu trans-
ferierenden Eizellen stark reduziert.
Durch eine Beurteilung des zweiten
Polkdrpers kénnte eine sicherere Aus-

sage Uber die Eizellen gemacht wer-
den, was zum jetzigen Zeitpunkt aus
technischen und zeitlichen Grinden
nur schwer moglich ist. Die Heterozy-
gotierate war in unseren Féllen héher
als in einigen Fallen in der Literatur
(mit ca. 50%) beschrieben (Strom,
1998, Verlinksky, 1997). Eine andere
Arbeit von Verlinsky et al. (1999) be-
schreibt je nach untersuchter Erkran-
kung Heterozygotieraten zwischen 50
und 73%. Vom Standpunkt der dia-
gnostischen Sicherheit aus kann die
Heterozygotie des ersten Polkérpers
nur in Verbindung mit einem Allele-
Dropout (ADO) problematisch sein.

Das ADO ist ein geflrchtetes und viel
diskutiertes Phdnomen bei der Ampli-
fikation von Einzelzellen. In den im
hiesigen Institut untersuchten Féllen
zeigten sich sehr unterschiedliche
ADO-Raten in Abhangigkeit von den
untersuchten Markern. ADO bezieht
sich auf den Ausfall eines oder beider
Allele. Im Polkdrper 11 des Fallbei-
spiels | (Abbildung 1) konnte kein Al-
lel nachgewiesen werden, wodurch
die Eizelle nicht beurteilt werden
konnte. Es ist unklar, ob der Verlust
des Polkérpers bei dem Transfer in
das PCR-ReaktionsgefaB, eine Frag-
mentierung oder eine Degeneration
des Polkdrpers in solchen Féllen fir
den ADO verantwortlich sind.

Fir den Marker DXS1108 war in den
Polképern 4 und 7 und fir den Mar-
ker KIR4 in den Polkdrpern 2 und 3
ein ADO durch den Ausfall eines Al-
lels zu sehen (Fallbeispiel I). Durch die
isolierte Betrachtung des ersten Mar-
kers (DXS1108) erscheinen die ersten

D78480 D75486 D751842
9/4! 4/- 5/-
9/3 4/6 -/-
9/3 4/6 5/8
1/3 1/6 5/8
1/5 1/9 5/5

Polkérper 4 und 6 hemizygot fur die
Mutation und die Polkérper 7, 8 und
9 hemizygot fir das Wildtypallel (Ab-
bildung 1). Unter gemeinsamer Be-
trachtung des ersten Markers mit
dem Marker KIR4 ist eine klare
Heterozygotie der Polkérper 4 und 7
zu erkennen. Dieses zeigt, wie wich-
tig die gemeinsame Betrachtung aller
untersuchten Marker ist, um eine
Heterozygotie zu erkennen und das
Risiko einer Fehldiagnose so weit wie
maoglich zu minimieren. Das Risiko ei-
nes ADO eines einzelnen Allels bei
den unterschiedlichen Polkdrpern und
Markern erfordert den gleichzeitigen
Einsatz mehrerer polymorpher Marker.
Unterschiedliche ADO-Raten in Ab-
hangigkeit von den untersuchten Zell-
typen (Rechitsky, 1998), den unter-
suchten Regionen (Dreesen, 1996)
oder den Lyse- und PCR-Bedingun-
gen sind in der Literatur beschrieben
(Gitlin, 1996, Ray, 1996). Versuche an
einzelnen Fibroblasten, die Lyse- und
PCR-Bedingungen zu optimieren,
zeigten keine nennenswerten Verbes-
serungen der ADO-Rate bei den dar-
gestellten Féllen. Es wurde anfanglich
versucht, die multiplex-PCR an Pol-
kérpern zu testen. HierfUr standen nur
Polkérper zur Verfigung, die drei
Tage nach der Befruchtung gewonnen
wurden. Aufgrund des Alters der Pol-
kérper war eine Amplifikation in den
seltensten Fallen moglich. Die ADO-
Rate war &uBerst hoch.

Eine weitere, wenn auch sehr un-
wahrscheinliche Fehlerquelle, kann
das ADO des Wildtypallels bzw. der
Allele, die mit dem Wildtypallel kop-
peln, bei allen vier oder finf unter-
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suchten Markern in einem Polkdrper
sein. In einem solchen Fall bliebe eine
Heterozygotie unentdeckt. Der Pol-
kdrper wirde als Trager der Mutation
identifiziert und die Eizelle (als ver-
meintlicher Trager des Wildtypallels)
transferiert.

Die gemeinsame Betrachtung des er-
sten und zweiten Polkérpers der Ei-
zelle 3 (Fallbeispiel Il) zeigt eine ande-
re Fehlerquelle auf. In dem ersten
Polkdrper der Eizelle 3 wurde eine
Hemizygotie fir das Wildtypallel
nachgewiesen. Es wurde erwartet,
dass in dem zweiten Polkdrper die
Mutation vorliegt. Wider Erwarten war
der zweite Polkorper heterozygot (Ta-
belle 1). Eine mdgliche Erklarung fur
dieses Phadnomen ist eine Non-dis-
junction wéahrend der ersten Meiose
mit einer vorzeitigen Trennung der
Chromatiden wie von Angel (1991)
beschrieben. In diesem speziellen Fall
wird nach der ersten meiotischen Tei-
lung mit groBer Wahrscheinlichkeit
das Chromatid mit dem Wildtypallel
im ersten Polkérper sein. Nach der
zweiten meiotischen Teilung wird
dann entweder ein Chromatid mit
dem Wildtypallel und eines mit der
Mutation in den zweiten Polkérper
ausgeschleust, und ein Chromatid mit
der Mutation bleibt in der Eizelle oder
alle drei Chromatiden gelangen in den
Polkdrper (zwei mit der Mutation und
eines mit dem Wildtypallel), so dass
keines in der Eizelle bleibt (Abb. 3).
Mangels einer quantitativen Beurtei-
lung der PCR-Produkte kann zwi-
schen den beiden Méglichkeiten nicht
unterschieden werden.
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Abb 4 Schema der Verteilung
unterschiedlicher Allele in den Pol-
kérpern nach crossing-over in der
Prophase der ersten meiotischen
Teilung am Beispiel der Cystischen
Fibrose

Bei einer Heterozygotie des ersten
Polkdrpers ist eine Aussage Uber die
Eizelle nur nach Untersuchung des
zweiten Polkérpers moglich.

WT = Wildtypallel
AF = AF508 Mutation

Die Untersuchung der zweiten Polkér-
per ware insbesondere bei der beob-
achteten hohen Heterozygotierate der
ersten Polkdrper sehr sinnvoll. Da die
etablierte Diagnostik ca. 10 Stunden
in Anspruch nimmt, kann ein Ab-
schluB der Untersuchung der zweiten
Polkérper vor der Verschmelzung der
Vorkerne nicht gewéhrleistet werden.
Dartber hinaus macht die Entnahme
des zweiten Polkdrpers eine weitere
Manipulation an der zona pellucida
erforderlich, wodurch die Entwicklung
der Eizelle weiter beeintrachtigt wer-
den kénnte. In den geschilderten Fall-
beispielen erfolgte eine Untersuchung
der zweiten Polkdrper aus wissen-
schaftlichem Interesse. Im Fallbeispiel
| wurden sechs zweite Polkdrper ge-
wonnen. Eine diagnostische Aussage
war in drei Fallen méglich. In den
zweiten Polkérpern der Eizellen 2 und
4 (Abbildung 2) wurden Allele nachge-
wiesen, die mit der Mutation koppel-
ten. Die ersten Polkdrper zeigten eine
Heterozygotie. Hatte diese Untersu-
chung in Rahmen einer Diagnostik er-
folgen kdénnen, waren zwei weitere Ei-
zellen fUr den Transfer geeignet ge-
wesen. Ist der erste Polkdrper hetero-
zygot, entscheidet sich nach der
zweiten meiotischen Teilung, ob die
Eizelle die Mutation oder das Wildty-
pallel tragt (Abbildung 4). Es ist zu er-
warten, dass durch Verbesserung der
Techniken eine Untersuchung des er-
sten und zweiten Polkdrpers auch flr
monogene Erkrankungen generell
mdglich werden wird.

Die Mdéglichkeit einer Rekombination
muss auch bei der Auswahl der poly-
morphen Marker beriicksichtigt wer-

den. Je groBer die Entfernung zwi-
schen zwei Markern auf einem Chro-
mosom ist, um so hoher ist die Wahr-
scheinlichkeit, dass ein Austausch
der beiden homologen Chromosomen
in der eingegrenzten Region stattfin-
det. Aus diesem Grund missen die
verwendeten Marker so dicht wie
mdglich an der zu untersuchenden
Genregion liegen. An dieser Stelle
muss erwahnt werden, dass die ge-
naue Lokalisation einzelner Marker
auf einem Chromosom oft nicht be-
kannt ist und sie bei bekannten Mar-
kern je nach verwendeter Datenbank
variieren kann.

Bei Untersuchungen an Einzelzellen,
Blastomeren oder Polkdrpern muf3
besonders streng auf die Vermeidung
einer Kontamination geachtet werden.
Unterschiedliche MaBnahmen wurden
bei allen durchgefihrten Polkdrper-
untersuchungen eingesetzt, um eine
Kontamination zu vermeiden (Tomi,
2004 in press). Dennoch konnte bei
dem geschilderten Fallbeispiel Il in ei-
ner einzelnen Reaktion eine Kontami-
nation nachgewiesen werden. Bei
dem Polkérper 3 zeigte sich fur den
Marker D7S480 ein fremdes Allel (Ta-
belle 1). Die Auswertungen der Pol-
korper bei der Hamophilie (Fallbei-
spiels I) zeigten keinerlei Kontamina-
tionen.

SchluBfolgerungen

Eine Polkdrperuntersuchung stellt in
Deutschland die einzige Mdglichkeit
fur die Durchfiihrung einer Praimplan-
tationsdiagnostik dar. Im Vergleich zur
Untersuchung von Blastomeren ist
die Polkdrperdiagnostik aber als eine



Art Notlésung zu betrachten. Bei die-
ser Untersuchung kann nur das weib-
liche Genom untersucht werden.
Durch die hohe Heterozygotierate des
ersten Polkérpers wird die Anzahl der
Eizellen, die transferiert werden kénn-
te, eingeschrénkt. Um das Risiko ei-
ner Fehldiagnose zu minimieren, soll-
ten mehrere polymorphe Marker
gleichzeitig eingesetzt werden. Trotz
der hohen diagnostischen Sicherheit
ist aufgrund des experimentellen Zu-
standes eine Pranataldiagnostik im
Falle einer Schwangerschaft zu emp-
fehlen. Durch die Untersuchung des
zweiten Polkdrpers kann eine héhere
Sicherheit in der Beurteilung der Ei-
zellen erreicht werden mit evtl. fol-
gender Erhéhung der Schwanger-
schaftsrate.
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Links

Reproduktionsgenetik
Reproduktionsmedizin

Einbecker Empfehlungen der Deut-
schen Gesellschaft fir Medizinrecht
(DGMR) e.V. zu

Rechtsfragen der
praimplantationsgenetischen
Diagnostik (2004)

unter: http://www.medizin.uni-koeln.
de/dgmr/empfehlungen/empf11.html

Deutsche Gesellschaft fiir
Reproduktionsmedizin
http://www.repromedizin.de/

AG Reproduktionsgenetik
http://www.repromedizin.de/ag-re-
produktionsgenetik/index.html
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