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Summary

In countries with legal restictions in
regard to embryo biopsy, polar body
diagnosis is the only option for the
investigation of chromosomal aneu-
ploidy in oocytes. Following a long
research period, we have started in
mai 2001 to offer polar body dia-
gnosis for aneuploidy screening of
chromosomes 13, 16, 18, 21 and
22 to patients with advanced
maternal age. Our data show, that
experimentally acquired experience
helps to reduce the rate of loss of
polar bodies. This is further suppor-
ted by the use of a laser system for
opening of the zona pellucida prior
to polar body removal. Among our
group of patients with a mean

ZUSAMMENFASSUNG

In Lander, in denen aufgrund gesetz-
licher Bestimmungen eine Prdaimplan-
tationsdiagnostik am Embryo nicht
durchgefiihrt werden kann, stellt die
Polkérperdiagnostik die einzige
Maoglichkeit zur Untersuchung chro-
mosomaler Fehlverteilungen in Eizel-
len dar. Nach umfangreichen tierex-
perimentellen Vorarbeiten und einem
Ethikvotum bieten wir seit Mai 2001
Patientinnen mit fortgeschrittenem
Alter die Polkorperdiagnostik zur
Untersuchung chromosomaler Fehl-
verteilungen der Chromosomen 13,
16, 18, 21 und 22 an. Unsere Ergeb-
nisse zeigen, dafs eine im Vorfeld
erarbeitete experimentelle Erfahrung
die Rate an nicht auffindbaren Pol-
korpern auf ein Minimum reduziert.
Dies wird durch die Anwendung eines
Diodenlaser-Systems fiir die Er6ffnung
der Zona pellucida zur Entnahme des
Polkdrpers unterstiitzt. In unserem
Patientenkollektiv mit einem mittleren
Alter von 38,7 + 3,9 Jahren fanden
wir eine hohe Raten von Eizellen

mit Chromosomen-Fehlverteilungen
(166 /360, 46,1 %), wobei insbeson-
dere Trisomien sehr haufig auftraten.

maternal age of 38,7 + 3,9 years,
we found a high rate of oocytes
with chromosomal aneuploidies
(166 / 360, 46.1 %), mainly triso-
mies. Based on 50 treatment cycles
we can conclude, that at least 6—8
oocytes should be available for
intracytoplasmic sperm injection
and polar body diagnosis in order
to enable the transfer of 2 euploid
embryos. So far we achieved a
clinical pregnancy rate of 30.9 % in
the above mentioned patient cohort.
The implantation rate was 18.5 %
and the first live birth following
polar body diagnosis in Germany
was recently reported by our

group.

Nach bisher 50 Behandlungszyklen
kommen wir zu dem Schluf3, daf®
mindestens 68 Eizellen fiir die intra-
zytoplasmatische Spermieninjektion
mit nachfolgender Polkérperdiagno-
stik vorhanden sein sollten, um zu
gewdhrleisten, dal® fiir den Transfer

2 euploide Embryonen zur Verfiigung
stehen. Bisher erzielten wir eine
klinische Schwangerschaftsrate von
30,9 % in einem Patientenkollektiv
mit einem mittleren mitterlichen
Alter von 38,7 Jahren. Die Implanta-
tionsrate lag bei 18,5 % und die erste
Geburt nach Polkorperdiagnostik in
Deutschland wurde kiirzlich von uns
publiziert.

EINLEITUNG

Bei der Reifung der Eizelle wird zu-
nachst der diploide Chromosomen-
satz der Eizelle auf einen haploiden
Chromosomensatz reduziert (1. Reife-
teilung). Ein Chromosomensatz
verbleibt in der Eizelle, wahrend der
zweite Chromosomensatz unter
Bildung des ersten Polkorperchens
ausgeschleust wird. Nach der ersten
Reifeteilung sollte daher die Anzahl
der Chromosomen im ersten Pol-

korperchen und in der Eizelle gleich
sein. Durch das Eindringen eines
Spermiums in die Eizelle wird die
zweite meiotische Reifeteilung aus-
geldst. Bei der zweiten meiotischen
Reifeteilung verbleibt von den
gepaarten Chromatiden der Chromo-
somen ein Chromatidensatz in der
Eizelle, wiahrend der zweite Chroma-
tidensatz in den zweiten Polkorper
ausgeschleust wird. Entsprechend
der ersten meiotischen Reifeteilung
gilt bei der zweiten Reifeteilung, daf}
die Anzahl der Chromatiden im
zweiten Polkérperchen und in der
Eizelle gleich sind. Der erste und
zweite Polkorper verhalten sich zur
Eizelle wie Bild und Spiegelbild.
Wenn daher ein Chromosom bzw.
eine Chromatide im jeweiligen
Polk&rperchen fehlt, mul} es bei der
vorausgegangenen Reifeteilung in
der Eizelle verblieben sein, so dal
diese folglich fiir das entsprechende
Chromosom nach der Befruchtung
durch das Spermium eine Trisomie
aufweist. Entsprechend liegt in der
befruchteten Eizelle eine Monosomie
vor, wenn in den Polkdrperchen ein
Chromosom bzw. eine Chromatide
zuviel angetroffen wird. Diese soge-
nannten Aneuploidie-Untersuchun-
gen werden insbesondere bei Frauen
Uber 35 Jahren angeboten, da ab
diesem Alter das Risiko fiir eine
Chromosomen-Fehlverteilung in der
Eizelle nachweislich ansteigt [1].

Die Entnahme des ersten und zwei-
ten Polkorperchens beim Menschen
mit anschlieBender Polkdrperdiagno-
stik zum Nachweis von Chromoso-
men-Fehlverteilungen wurde bereits
1990 von der Arbeitsgruppe um

Yuri Verlinsky propagiert und in Folge
realisiert [2, 3]. Es mul® allerdings
festgehalten werden, daf8 im interna-
tionalen Vergleich nur diese Arbeits-
gruppe Aneuploidie-Untersuchungen
mittels der Polkorperdiagnostik
durchfihrt, wahrend die allermeisten
Gruppen diese Untersuchungen am
Embryonen nach Biopsie von 1-2
Blastomeren vornehmen [4-6]. Diese
Art der Praimplantationsdiagnostik
ist aus rechtlichen Griinden insbe-
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sondere in Osterreich, der Schweiz
und in Deutschland nicht moglich.
In Deutschland steht die Polkorper-
diagnostik hingegen nicht im Wider-
spruch zu den geltenden rechtlichen
Bestimmungen. Es muf allerdings
gewidbhrleistet werden, dal$ die Dia-
gnostik noch vor der Erreichung des
Embryonalstadiums, definiert als die
Verschmelzung der beiden Vorkerne,
abgeschlossen ist (vgl. hierzu [71).

In diesem Zusammenhang wird die
Polkorperdiagnostik auch als Praferti-
lisationsdiagnostik bezeichnet. Es
sind diese zeitlich engen Vorgaben
des Embryonenschutzgesetzes, die
fir eine Durchfiihrung der Polkérper-
diagnostik ein optimiertes Vorgehen
erforderlich machen.

An der Frauenklinik der Universitat
Bonn beschéftigen wir uns seit 1997
mit der Optimierung der Polkérper-
diagnostik. Dies beinhaltet sowohl
die Erprobung neuer Verfahren zur
Entnahme der Polkorper unter Zuhilfe-
nahme eines Diodenlasers [8], als
auch die schnelle Durchfiihrung der
eigentlichen Aneuploidie-Diagnostik
mittels der Primed-in-situ-Hybridisie-
rungs-Technik (PRINS) [9]. Auch
wenn letztere in einzelnen Studien
zum Einsatz kommt, wurde die breite
Anwendung der PRINS-Technik durch
die Verfugbarkeit kommerzieller

Multi-color-Fluoreszenz-in-situ-Hy-
bridisierungs-Sonden (FISH) in den
Hintergrund gedrdngt. Nach umfang-
reichen tierexperimentellen Vorarbei-
ten und einem Ethikvotum wurden
an der Frauenklinik Bonn die ersten
klinischen Félle ab Mai 2001 bear-
beitet.

Vor dem Hintergrund der ersten
Geburt nach Polkérperdiagnostik in
Deutschland [10] teilen wir in die-
sem Beitrag unsere Erfahrungen nach
Behandlung der ersten 50 Patienten
mit der Polkdrperdiagnostik mit.

PATIENTEN UND METHODEN

Die Durchfiihrung der Polkorperdia-
gnostik wurde als Studie bei der
zustandigen Ethik-Kommission der
Universitdt Bonn vorgelegt und be-
willigt. Es wurden nur Patientinnen
rekrutiert, bei denen eine human-
genetische Untersuchung im Vorfeld
der Behandlung durchgefiihrt wurde.
Obwohl grundsétzlich der Transfer
von 3 Embryonen méglich ware,
haben wir ausschliefSlich maximal 2
Embryonen transferiert. Stimulation
der Patientinnen, Eizellentnahme,
Kultur, Transfer und Lutealphasenun-
terstiitzung erfolgten wie beschrieben

Abbildung 1: Zur Entnahme des 1. Polkorpers wird die Zona pellucida einer mensch-
lichen Eizelle mit einem Diodenlaser direkt Uber dem 1. Polkérper eroffnet (Abb.
1A). Der Polkorper wird in eine stumpfe, feuerpolierte Biopsienadel aspiriert und
steht fiir weitere Untersuchungen zur Verfiigung (Abb. 1B).
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[10]. Die Eizellen wurden mittels der
intrazytoplasmatischen Spermienin-
jektion (ICSI) zwischen 12:30 und
13:00 Uhr injiziert. Die Entnahme der
Polkérper erfolgte zwischen 15:30 und
16:30 Uhr. Dabei wurde zur Eroff-
nung der Zona pellucida ein Dioden-
lasersystem eingesetzt ([8], Fertilase
oder Octax, MTG, Deutschland). Die
Polkorper wurden mit einer stumpfen
Biopsienadel entnommen und fiir 5
min in einer hypotonen Losung inku-
biert. Die Fixierung auf dem Objekt-
trager erfolgte entsprechend dem
Protokoll des Hybridisierungskits
(Multivision PB™, Vysis, Bergisch
Gladbach). Die Hybridisierung wurde
innerhalb der optimalen Hybridisie-
rungszeit von 4-8 Stunden in einem
Hybridisierungsofen (Hybrite™, Vysis)
mit den Proben fiir Chromosom 13, 16,
18, 21 und 22 (PB Kit, Vysis) durch-
geflihrt und anschliefend gewaschen.
Die Beurteilung erfolgte an einem
inversen Mikroskop (DMIRB™, Leica,
Bensheim) mit Fluoreszenzausstattung
und einem digitalen Bildaufnahme-
und Analysesystem (Aquacosmos™,
Hamamatsu, Herrsching). Fiir die
Analyse der 5 unterschiedlichen
Fluorophore wurden speziell adap-
tierte Filtersdtze verwendet (Vysis).
Bei regelgerechter Chromosomenver-
teilung zeigt der erste Polkorper zwei
Signale fiir jedes untersuchte Chromo-
som (ein Signal je Chromatide), der
zweite Polkérper ein Signal.

ERGEBNISSE

Die erfolgreiche Durchfiihrung der
Polkorperdiagnostik in der klinischen
Anwendung bedingt eine umfangrei-
che Einarbeitung in die Methode der
Polkdrperbiopsie, inklusive der Uber-
fihrung und Fixierung der Polkdrper
auf einem Objekttrager fiir die an-
schliefende FISH-Diagnostik. Die
Entnahme der Polkorper nach Erdff-
nung der Zona pellucida im Bereich
des 1. Polkérpers ist in Abbildung 1
dargestellt. Wahrend die Biopsie des
1. Polkérpers fiir den Getibten pro-
blemlos ist, hat es sich in der Praxis
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gezeigt, dal$ eine Entnahme des 2.
Polkorpers in der Mehrzahl der Falle
nicht praktikabel ist, da dieser in der
Regel tiber die noch bestehende
Spindel und eine ausgepragte Zyto-
plasmabriicke eine starke Anbindung
an das Ooplasma zeigt. Eine gewalt-
same Entnahme birgt immer das
Risiko, dal’ an der Spindel fixierte
Chromatiden aus dem Ooplasma der
Eizelle versehentlich entnommen
werden. Dies ist immer dann der
Fall, wenn bei der Biopsie die Ab-
schniirung eines Ooplasma-Tropfens
beobachtet werden kann.

Unsere Erfahrungen zeigen, dafs
nach intensiver Vorbereitung die
Rate der Polkorper, die wahrend der
Biopsie verloren gehen, auf 1-2 %

beschrankt bleibt (Abbildung 2).
Hingegen zeigt sich bei der Beurtei-
lung der FISH-Ergebnisse, dafs die
zunehmende Routine zu einer ver-
besserten Diagnose fiihrt und der
prozentuelle Anteil der nicht beurteil-
baren Polkorper konstant abnimmt.
Dies liegt insbesondere daran, dafs
Hybridisierungsartefakte als Folge
der Isolation und Fixation der Polkor-
per seltener auftreten.

In dem von uns untersuchten Kollek-
tiv konnten bei Frauen mit 36—-40
Jahren in 41,2 % der untersuchten
Eizellen eine Chromosomen-Fehlver-
teilung nachgewiesen werden, bei
Frauen Uber 40 Jahren bereits in
55,0 % der Eizellen. Mehrheitlich
wurden Trisomien diagnostiziert (87

Abbildung 2: Lernkurve nach Polkorperdiagnostik in Abhangigkeit der Anzahl durch-
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von 166 aneuploiden Eizellen; 52 %),
wobei Trisomie 21 in 36 der unter-
suchten Eizellen als haufigste Fehl-
verteilung auftrat. Daneben beob-
achteten wir Monosomien (30 / 166;
18 %) und Kombinationen, wenn
mehr als ein Chromosom eine Fehl-
verteilung aufwies (49 / 166; 29 %)
(Abbildung 3).

Die Anzahl der nach Polkorperdia-
gnostik zur Verfligung stehenden
befruchteten Eizellen fiir den spateren
Embryotransfer, bzw. die Moglichkeit,
zusatzlich Eizellen im Vorkernstadium
der Kryokonservierung zuzufiihren,
ist direkt abhdngig von der Anzahl
der Eizellen, die zur ICSI vorhanden
sind (Abbildung 4). Daraus ergibt
sich, dal’ eine ausreichende Anzahl
von Eizellen zur ICSI benétigt wird
(7,8 = 2,9), damit mit hoher Wahr-
scheinlichkeit letztlich 1-2 Embryonen
ohne chromosomale Fehlverteilung
bzgl. der untersuchten Chromoso-
men fiir den Transfer zur Verfligung
stehen.

Tabelle 1 gibt einen Uberblick tiber
die ersten 50 durchgefiihrten Be-
handlungszyklen. In 42 Zyklen mit
anschliefendem Transfer konnten 13
klinisch manifeste Schwangerschaf-
ten erzielt werden (30,9 %), bei einer
Implantationsrate von 18,5 %. Dies
ist fir das angefiihrte Patientenkollek-
tiv mit einem Altersdurchschnitt von
38,7 + 3,9 Jahren eine beachtliche
Erfolgsrate, insbesondere unter

Abbildung 3: Chromosomen-Fehlverteilungen
in Eizellen dlterer Patientinnen nach Unter-
suchzugg der Chromsomen 13, 16, 18, 21
und

Abbildung 4: EinfluB der Zahl der Eizellen bei der Polkdrperdiagnostik

Befruchtete euploide Eizellen fir Transfer und
Kryokonservierung nach Polkérperdiagnostik
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Beriicksichtigung der Tatsache, daly
maximal 2 Embryonen transferiert
werden. Bisher wurde nach Polkor-
perbiopsie und anschliefendem
Transfer von 2 Embryonen erst eine
Gemini-Graviditit erzielt. Werden
die Schwangerschaftsraten nach Zeit-
rdumen ausgewertet, so wird eine
Zunahme der Erfolgsrate mit steigen-
der Erfahrung erkennbar (Abb. 5).

DISKUSSION

Die vorliegenden Daten und Erfah-
rungsberichte zeigen, daf die Polkor-
perdiagnostik eine sehr gute Mdglich-
keit zur Untersuchung chromosomaler
Fehlverteilungen bei dlteren Patien-
tinnen darstellt. Dies gilt insbeson-
dere fiir Lander, in denen aufgrund
gesetzlicher Bestimmungen eine
Praimplantationsdiagnostik am
Embryo nicht durchgefiihrt werden
kann. DalR es sich bei der Polkorper-
diagnostik um eine indirekte Unter-
suchung der Eizelle handelt, fallt bei
den hauptsichlich von weiblicher

Seite resultierenden chromosomalen
Fehlverteilungen [1] nicht so sehr ins
Gewicht. Es mul$ aber ausdriicklich
darauf hingewiesen werden, dafs mit
der Polkorperdiagnostik méannliche
genetische Faktoren nicht untersucht
werden kdnnen. Dies ist sicherlich
ein grofer Nachteil gegeniiber der
Embryobiopsie.

Eine weitere Einschrankung erfahrt
die Polkorperdiagnostik bei der
Untersuchung monogener Erkran-
kungen. Durch die in der Meiose
stattfindende Neukombination der
miitterlichen Allele unter Anwen-
dung des sogenannten Crossing over
ist eine exakte Diagnose der Verer-
bung monogener Erkrankungen sehr
schwierig. Zudem muB bei einer
solchen Untersuchung auch der so-
genannte Allel-Dropout berticksich-
tigt werden, der dann vorliegt, wenn
ein Allel zwar vorhanden ist, aber
bei der Durchfiihrung der Polymer-
ase-Ketten-Reaktion (PCR) in der
Reaktion nicht erkannt wird [11].
Diese Komplikation ist im Falle der
Analyse von Einzelzellen — wie

Tabelle 1: Erfolgsraten der Polkdrperdiagnostik

Behandlungszyklen

Alter der Patientinnen

Anzahl der gewonnenen Eizellen

Anzahl der injizierten Eizellen

Anzahl der diagnostizierten Eizellen
Anzahl der aneuploiden Eizellen
Behandlungszyklen mit Embryotransfer
Anzahl Embryonen / Transfer
Schwangerschaften / Transfer (serologisch)
Schwangerschaften / Transfer (klinisch)
Implantationsrate / transferiertem Embryo

50

38,7 £ 3,9

523

405

360

166 /360 (46,1 %)
42 (84 %)
1,9+0,5
15/42 (35,7 %)
13742 (30,9 %)
15/81 (18,5 %)

Abbildung 5: Klinische Schwangerschaftsrate nach Polkérperdiagnostik
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beispielsweise dem Polkdrper — von
entscheidender Bedeutung fiir die
korrekte Diagnosestellung.

Zudem muf zur Diagnose der Verer-
bung einer monogenen Erkrankung
oder Pradisposition der 2. Polkorper
zwingend mit untersucht werden.
Dies sind die Griinde dafir, daly
diese Untersuchungen in Zukunft
sicherlich nur in spezialisierten
Einheiten mit dem entsprechenden
Know-how durchfiihrbar sind. Wir
arbeiten derzeit an der Optimierung
dieser Methode, ebenso wie an einer
Ausweitung der bei der FISH-Unter-
suchung verwendeten Anzahl an
chromosomalen Sonden.
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