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Aneuploidie in menschlichen Eizellen

B. Rosenbusch

Die zytogenetische Analyse unbefruchtet gebliebener Eizellen aus Verfahren der assistierten Reproduktion liefert Informationen tiber die Haufigkeit
maternaler Aneuploidie wéhrend der ersten meiotischen Teilung. Die vorliegende Ubersicht fat die Ergebnisse von 58 Studien zusammen, die mit der
konventionellen Fixierungs- und Farbetechnik durchgefiihrt wurden. Diese zielt darauf ab, den gesamten haploiden Chromosomensatz (n = 23)
darzustellen und auszuwerten. Von insgesamt 9.313 untersuchten weiblichen Keimzellen wurden 21,1 % als aneuploid beurteilt. Diese Rate verringert
sich jedoch, sobald mégliche, durch die Fixierungstechnik bedingte Artefakte berticksichtigt werden. So ergibt eine konservative Schatzung (2 x Rate
der Hyperhaploidie) einen Mittelwert von 15,8 % fiir numerische Aberrationen. Alle Chromosomengruppen sind von Aneuploidie betroffen, aber die
festgestellten Raten (ibersteigen die jeweils zu erwartenden Héufigkeiten in den Gruppen D, E, und G. In menschlichen Eizellen wurden zwei Mecha-
nismen identifiziert, die zu Aneuploidie fiihren: Nondisjunction (bewirkt, daf$ vollstindige Chromosomen fehlen oder tiberzéhlig sind) und Predivision
(bewirkt, daB einzelne Chromatiden fehlen oder iiberzihlig sind). Eine Zusammenstellung aneuploider Chromosomensétze zeigt ein Uberwiegen von
Predivision (~ 63 %) gegeniiber Nondisjunction (~ 37 %).

Cytogenetic analysis of human oocytes failing to fertilize in programmes of assisted reproduction yields information on the incidence of maternal
aneuploidy arising during meiosis I. The present review summarizes the results of 58 studies performed with the conventional fixation and staining
technique that aims at visualizing and examining the whole haploid (n = 23) chromosome set. Among a total of 9,313 female gametes studied, 21.1 %
were designated as aneuploid. However, this incidence is reduced as soon as possible artifacts introduced by the fixation technique are taken into
consideration. Thus, calculation of the conservative estimate (2 x rate of hyperhaploidy) gives a mean value of numerical abnormalities of 15.8 %. All
chromosome groups are affected by aneuploidy but the observed frequencies exceed the expected frequencies in groups D, E, and G. Two aneuploidy-
causing mechanisms have been identified in human oocytes: nondisjunction, resulting in the loss or gain of whole chromosomes, and predivision,
resulting in the loss or gain of single chromatids. A compilation of aneuploid complements reveals a preponderance of predivision (~63 %) compared

with nondisjunction (~37 %). J Fertil Reprod 2004; 14 (3): 7-12.

hromosomale Aberrationen beeintrachtigen den Erfolg

der menschlichen Fortpflanzung in erheblichem Maf3
[1]. So ist bekannt, dal etwa 50 % der Spontanaborte im
ersten Trimenon zytogenetische Veranderungen aufweisen.
Unter diesen finden sich wiederum vorwiegend autoso-
male Trisomien, gefolgt von der Monosomie X und Poly-
ploidien. Die Rickverfolgung des Ursprungs diverser
Anomalien in Neugeborenen, Totgeburten oder Spontan-
aborten mittels bestimmter Marker (DNS-Polymorphis-
men) zeigte, dall Aneuploidie offensichtlich insbesondere
wahrend der weiblichen Meiose auftritt [2]. Dies erklart
das seit langem bestehende Interesse an einer direkten
Beurteilung der Rate numerischer Chromosomenanomali-
en in weiblichen Keimzellen und an der Aufklarung der
zugrundeliegenden Mechanismen.

Zu diesem Zweck bietet sich seit ca. 20 Jahren die zyto-
genetische Analyse von Eizellen an, die nach Anwendung
unterschiedlicher Verfahren der assistierten Reproduktion
unbefruchtet geblieben sind. In der vorliegenden Uber-
sicht sind die Daten zusammengefafit, die mit Hilfe des
konventionellen Praparationsverfahrens ermittelt wurden.
Dieses zielt darauf ab, Aussagen Uber den gesamten
haploiden Chromosomensatz (n = 23) zu erhalten. Mole-
kularzytogenetische Verfahren wie die Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH), welche mittels spezifischer Sonden
die Prdsenz einiger weniger Chromosomen detektiert,
wurden aus diesem Grund nicht einbezogen. Bei der Inter-
pretation der Ergebnisse ist ferner zu beachten, dal die
untersuchten Oozyten in der Metaphase Il (MIl) arretiert
sind und somit nur Gber Aberrationen Aufschlufl geben,
die wahrend der ersten Reifeteilung entstanden.
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Datenerhebung und Definitionen

Nach einer Literaturrecherche fanden Arbeiten mit folgen-
den Merkmalen Berticksichtigung: (a) Darstellung des ge-
samten Chromosomensatzes nach Fixierung und Homo-
gen-, selten Bandenfarbung, und (b) Angabe der Verteilung
von Hypo- und Hyperhaploidie bzw. zumindest der Ge-
samtrate der Aneuploidie. Zwischen den zu numerischen
Aberrationen fiihrenden Mechanismen (Nondisjunction
bzw. Predivision) war in der Ubersicht (Tab. 1) nicht zu
differenzieren, da dies in den meisten Studien unterblieb.
In Ubereinstimmung mit Jacobs [3] wurden zur Prizisie-
rung der Aneuploidierate in reifen Eizellen folgende Fille
ausgeschlossen: (a) diploide Zellen, da diese tiberwiegend
unreife Oozyten reprasentieren und (b) polyploide Zellen,
die meist auf eine erfolgte Befruchtung zurtickzufiihren
sind. Soweit moglich, wurden Chromosomensétze mit ex-
tremer Hypohaploidie und ,komplexer Aneuploidie” (=
gleichzeitiges Auftreten von Hypo- und Hyperhaploidie
bzw. von Nondisjunction und Predivision) nicht bertick-
sichtigt. Neben der Gesamtrate der Aneuploidie (= Hypo-
haploidie + Hyperhaploidie) wurde auch der ,konservative”
Wert berechnet (= 2 x Hyperhaploidie), welcher mogli-
chen Chromosomenverlusten durch die Préparationstech-
nik Rechnung tragt.

Fur die Fixierung der Oozyten sind im wesentlichen
zwei Verfahren und Modifikationen zu unterscheiden: die
Methode von Tarkowski [4] und die ,gradual fixation-air
drying technique (GFAD)” der Arbeitsgruppe um Mikamo

Tabelle 1: Zusammenfassung der Ergebnisse konventioneller Chromo-
somenanalysen an menschlichen Eizellen

58 Studien [8-65] 9313 Eizellen (8-1321) analysiert, davon in 3 Fillen
[8-10] keine Differenzierung von Hypo- und Hyper-
haploidie

Mittlere Rate der Aneuploidie = 21,1 % (1,3-57,7 %)

55 Studien [11-65] 8485 Eizellen (8-1321) analysiert, Differenzierung
von Hypo- und Hyperhaploidie

Mittlere Rate der Hypohaploidie = 12 % (0-51,9 %)
Mittlere Rate der Hyperhaploidie = 7,9 % (0-26,9 %)
Mittlere Rate der Aneuploidie = 19,9 % (1,3-57,7 %)
Konservative Schitzung = 15,8 % (0-53,8 %)

Ergebnisse

Ergebnisse
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Tabelle 2: Verteilung der Aneuploidie auf die Chromosomengruppen

Rate der Aneuploidie Chromosomengruppe
A (1-3) B (4-5) C (6-12, X) D (13-15) E (16-18) F (19-20) G (21-22)
Erwartet % 13,0 8,7 34,9 13,0 13,0 8,7 8,7
Beobachtet % Minimum 1,7 [43] 3,3 [65] 15,8 [33] 13,8 [66] 11,0 [43] 4,4 [43] 14,3 [65]
Maximum 7,1 [33] 7,4 [66] 28,5 [65] 27,1 [43] 24,2 [65] 11,0 [65] 34,1 [33]

und Kamiguchi [5, 6]. Das Prinzip dieser Techniken wurde
an anderer Stelle beschrieben [7]. Zur Diskussion speziel-
ler Fragestellungen (Verteilung der Aneuploidie auf Chro-
mosomengruppen, Haufigkeit von Nondisjunction und
Predivision) konnten nur wenige relevante Arbeiten heran-
gezogen werden, die die benétigten Daten enthielten.

Ergebnisse

Rate numerischer Anomalien

Es wurden 58 Studien ermittelt, die zwischen 8 und 1.321
(gesamt: 9.313) Eizellen analysierten. In drei Féllen [8-10]
fand sich nur die Gesamtrate der Aneuploidie, in 55 Publi-
kationen [11-65] eine getrennte Angabe von Hypo- und
Hyperhaploidie. Die mittlere Aneuploidierate fir 9.313
Zellen berechnet sich zu 21,1 %. Fir Studien mit geglie-
derten Daten (gesamt: 8.485 Eizellen) ergeben sich folgende
Mittelwerte: Hypohaploidie = 12,0 %; Hyperhaploidie =
7,9 %; Aneuploidie (Hypo- plus Hyperhaploidie) = 19,9 %;
Aneuploidie (konservative Schatzung) = 15,8 % (Tab. 1).

Von Aneuploidie betroffene Chromosomen

Der Frage nach der Verteilung der Aneuploidie auf die
Chromosomengruppen A-G wurde in vier Arbeiten nach-
gegangen [33, 43, 65, 66], wobei es sich in zwei Fallen
[33, 66] um frithere Ubersichtsartikel handelt. Die Be-
trachtung der in Tabelle 2 aufgefiihrten Werte zeigt zu-
nachst, dal numerische Aberrationen alle Chromosomen
betreffen konnen. Die tatsachlich festgestellten Raten lie-
gen aber in den Gruppen D, E und G meistens tiber den
theoretisch zu erwartenden Haufigkeiten. Letztere berech-
nen sich wie folgt: die Wahrscheinlichkeit fur ein einzel-
nes Chromosom, von Aneuploidie betroffen zu sein, be-
tragt (bei insgesamt 23 Chromosomen) = 1/23. Nachdem
Gruppe A drei Chromosomen umfal’t, ist die Wahrschein-
lichkeit hier 3/23 = 13 %, fir Gruppe C mit 7 Chromoso-
men 7/23 = 34,9 % etc.

Verteilung der zu Aneuploidie fiihrenden Mechanismen

Der Beitrag von Nondisjunction und Predivision zur Ent-
stehung numerischer Aberrationen in der Eizelle wird in
Tabelle 3 dargestellt. Hierzu konnten nur Publikationen
herangezogen werden, die zwischen diesen Mechanismen
differenzierten und Angaben zu den erstellten Karyotypen
machten. Nachdem theoretisch fiir beide Mechanismen

Tabelle 3: Verteilung von Nondisjunction und Predivision in aneuploiden
Oozyten

Predivision Literatur

23+1/2 22+1/2

Nondisjunction
23+1 23-1

5 2 2 5 Kamiguchi et al. [47]

4 2 4 3 Nishino et al. [51]

0 0 5 6 Angell [58]

5 10 5 9 Nakaoka et al. [63]
20 20 33 41 Pellestor et al. [65]

2 2 2 9 eigene Daten, unverdoffentlicht
36 36 51 73 Gesamt: 196

(18,4 %) (18,4 %) (26,0 %) (37,2 %) (100 %)

die Entstehung gleicher Anteile hypo- und hyperhaploider
Chromosomensitze zu fordern ist, wurden folgende Ab-
errationen bertcksichtigt:

23+1 Chromosomensatz mit einem tiberzahligen, voll-
standigen Chromosom

23-1 Chromosomensatz mit einem fehlenden Chromo-
som

23+1/2 Chromosomensatz mit einer tiberzihligen Chro-
matide

22+1/2 Chromosomensatz mit einer fehlenden Chromatide

Diese kurze Analyse zeigt ein Uberwiegen von Predivision
(~63 %) gegentiber Nondisjunction (~37 %). Wdhrend
Hypo- und Hyperhaploidie fiir ganze Chromosomen im
Verhiltnis 1:1 stehen, sind bei Predivision fehlende Chro-
matiden vorherrschend.

Diskussion

Allgemeine Bewertung der Daten

Die bislang ausfiihrlichste Zusammenstellung der Ergeb-
nisse konventioneller Chromosomenanalysen an mensch-
lichen Oozyten datiert aus dem Jahr 1998 und umfaft
tiber 4.600 Zellen [67]. Die damals berechnete, mittlere
Rate der Aneuploidie lag bei 22,4 %. Fir die vorliegende
Ubersicht konnten 58 relevante Studien an insgesamt iiber
9.000 Oozyten ausfindig gemacht werden, wobei sich mit
21,1 % zunédchst ein vergleichbarer Wert fiir Aneuploidie
ergibt. Dieser Prozentsatz reduziert sich jedoch, wenn mog-
lichen Chromosomenverlusten wdhrend der Prdparation
Rechnung getragen wird. So errechnet sich bei konservati-
ver Betrachtungsweise eine Rate numerischer Aberrationen
von 15,8 %. Interessant ist in diesem Zusammenhang eine
Differenzierung der Daten nach der Art der Fixierungstech-
nik. Insgesamt 13 Studien [32, 42, 45-47, 49, 51, 54, 58,
61-63, 65] vermerken explizit die Verwendung der GFAD-
Technik [5, 6] fur die Untersuchung von 3.354 Eizellen,
wdhrend in den restlichen 45 Arbeiten (5.959 analysierte
Oozyten) die Methode von Tarkowski [4] oder Variationen
hiervon zur Anwendung kamen. Wird fiir beide Verfahren
die mittlere Rate der Aneuploidie getrennt berechnet, er-
gibt sich ein Wert von 25,8 % fiir Arbeiten, die auf der Me-
thode von Tarkowski [4] beruhen. Mit 12,7 % ist die Rate
numerischer Anomalien bei Anwendung der GFAD-Me-
thode dagegen nur annahernd halb so hoch. Dies bestatigt
erneut die Annahme vieler Autoren, dals oftmals Chromo-
somenverluste wdhrend der Prdparation auftreten und
somit eine Uberschitzung der Rate der Hypohaploidie
bedingen. Die durchschnittliche Rate der Aneuploidie in
menschlichen Eizellen sollte gemdl den vorstehenden Be-
trachtungen zwischen 12 und 16 % liegen.

Rickschliisse auf die Verhdltnisse in der Gesamtbevol-
kerung sind anhand dieser Angaben jedoch nur mit Vorbe-
halt moglich, da die untersuchten Zellen einem Kollektiv
mit Fertilitdtsstorungen entstammen. Dieses ist wiederum
inhomogen z.B. hinsichtlich der Indikation fir die assi-
stierte Reproduktion oder der Methode der ovariellen Sti-
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mulation. Nach dem gegenwartigen Erkenntnisstand ist
nicht davon auszugehen, daf8 die verschiedenen Protokol-
le zur Erzielung einer ,Superovulation” unterschiedliche
Aneuploidieraten in den weiblichen Keimzellen bedingen
[67, 68]. In einer Arbeit [41] wurden Oozyten aus natdirli-
chen und hormonell stimulierten Zyklen direkt verglichen.
Bei kleinen Fallzahlen ergab sich kein signifikanter Unter-
schied zwischen den beiden Gruppen (4/20 = 20 % aneu-
ploide Eizellen in natiirlichen gegentiber 23/68 = 34 % in
stimulierten Zyklen). Hingegen besteht moglicherweise
eine Korrelation zwischen der Rate zytogenetischer Ano-
malien und intra- oder extrafollikuldren Einfliissen, wie dem
Sauerstoffgehalt oder Riicksténden aus Zigarettenrauch [68].
Hier eroffnen sich interessante Fragestellungen fiir die Zu-
kunft.

Aneuploidie und Alter der Patientin

Von besonderem Interesse ist die Frage nach der Abhan-
gigkeit numerischer Chromosomenaberrationen vom Alter
der Patientinnen. Dieser Sachverhalt konnte in fritheren
Arbeiten nicht eindeutig geklart werden (zur Ubersicht:
[671), was in erster Linie wohl auf eine zu geringe Fallzahl
in den hoheren Altersgruppen zuriickzufiihren ist. Mittler-
weile liegt die Auswertung einer einzelnen, grofen Studie
an 1.397 Eizellen vor [65, 69]. Hier zeigte sich eine deutli-
che positive Korrelation zwischen dem mutterlichen Alter
und der Gesamtrate der Aneuploidie (r = 0,949; p < 0,001).
Eine Aufgliederung der Daten ergab, dal® dieser Zusam-
menhang flr Predivision (r = 0,920; p < 0,001) ausgeprag-
ter ist als fir Nondisjunction (r = 0,719; p < 0,001) [69].
Aus der betreffenden Publikation ist ferner ersichtlich, daf’
die Rate der Aneuploidie in der Altersgruppe der 19—
34jdhrigen im Bereich von 10% liegt und dann bis zum
Alter von 41 Jahren auf tber 36 % ansteigt. In noch hohe-
rem Alter (42—46 Jahre) sind 50 bis 100 % der Eizellen an-
euploid.

Erkenntnisse aus anderen Untersuchungen

Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) weckte neue
Hoffnungen auf eine prazisere Erfassung von Verteilungs-
fehlern ausgewdhlter Chromosomen und Chromatiden.
Wie an nachfolgenden Beispielen verdeutlicht, birgt jedoch
auch dieser Ansatz Probleme bei der Interpretation der Er-
gebnisse. So ermittelten Martini et al. [70] eine Aneuploi-
dierate von 38,4 % flr vier untersuchte Chromosomen (1,
7,15, X), spédter [71] eine Rate von 44 % flir sechs Chromo-
somen (1, 7,13, 18, 21, X). Mahmood et al. [72] verwen-
deten Sonden fiir die Chromosomen 1, 9, 13, 16, 18, 21
und X und konnten hingegen nur bei 7 von 127 Metapha-
sen (5,5 %) Hyperhaploidie feststellen. Unter der Bertick-
sichtigung der Tatsache, daB oftmals nur einige wenige von
insgesamt 23 Chromosomen detektiert werden, erschei-
nen die berichteten hohen Werte fiir numerische Anomalien
nicht plausibel und lassen durch die FISH-Technik hervor-
gerufene Artefakte vermuten [73]. Einen interessanten An-
satz zur Klarung dieser Problematik liefern Eckel et al. [74].
Hier wurde zundchst eine Aneuploidierate von 19,4 %
(21/108) fur zwei Chromosomen (13 und 21) bestimmt.
Nachdem 17 der als abnorm eingestuften Metaphasen mit-
tels Multi-Locus-FISH rehybridisiert worden waren, erwiesen
sich hiervon jedoch sieben Fille als normal, so daB sich
die Aneuploidierate auf maximal 13 % (14/108) reduziert.

Inzwischen existieren andere molekularzytogenetische
Ansétze, z.B. das ,spectral karyotyping (SKY)*, mit deren
Hilfe der vollstaindige Chromosomensatz tberprift wer-
den kann. Mit SKY fand sich fiir 60 nach IVF unbefruchtet
gebliebene Eizellen eine Aneuploidierate von 16,7 % [75].

Fiir 47 nicht-inseminierte, eigens zu dieser Untersuchung
gespendete Oozyten, betrug der entsprechende Wert 34 %
[76].

Zuletzt sei eine Studie unter Verwendung von ,Multi-
fluor-FISH” erwidhnt [77], die eine Rate von 39 % numeri-
scher Aberrationen ermittelte. Interessant ist deren Auf-
schlisselung in die zugrundeliegenden Mechanismen,
welche 34 % Nondisjunction und 10 % Predivision ergibt.
Dieses Verhiltnis steht im Widerspruch zu der aus konven-
tionellen Analysen abgeleiteten Tendenz (Tab. 3). Weitere
Untersuchungen, vielleicht unter Einbeziehung einer noch-
maligen Uberpriifung der als aberrant eingestuften Meta-
phasen, sind hier sicher angebracht.

Relevanz der gewonnenen Daten

Die Betrachtung der Verteilung numerischer Aberrationen
(Tab. 2) und des Verhiltnisses von Nondisjunction zu Pre-
division in aneuploiden Zellen (Tab. 3) hat praktische Be-
deutung fir die derzeitige Diskussion um die Polkorper-
diagnostik (PKD). Diese soll durch Analyse des ersten und,
wenn moglich, zweiten Polkorpers Riickschlisse auf den
chromosomalen Zustand der Eizelle erméglichen, um nur
als euploid eingestuften Zellen die Entwicklung zum Em-
bryo zu ermoglichen. Aufgrund des andersartigen Zu-
stands des Polkorperchromatins [7], welcher keine Erstel-
lung eines Karyotyps erlaubt, muf8 die PKD mittels FISH
erfolgen. Nachdem Aneuploidie in einigen Chromosomen-
gruppen zwar tiberproportional hdufig auftritt, aber prinzi-
piell alle Gruppen betreffen kann, sind durch die PKD so-
mit zwar die wichtigsten, aber nicht alle Aberrationen zu
ermitteln. In einer vor kurzem veroffentlichten Stellung-
nahme wird davon ausgegangen, dal® mit einem Test fur
die Chromosomen 13, 16, 18, 21 und 22 etwa die Hilfte
der bei klinischen Aborten im ersten Trimenon auftreten-
den Aberrationen zu erfassen sein werden — natirlich nur,
wenn sie ihren Ursprung in der weiblichen Keimzelle ha-
ben [78]. Schlieflich ist fiir die PKD die korrekte Wahl der
FISH-Sonden wichtig. Nachdem Aneuploidie offensicht-
lich haufiger durch Predivision als durch Nondisjunction
hervorgerufen wird (Tab. 3), sind lokusspezifische Sonden
den zentromerspezifischen fiir eine korrekte Differenzie-
rung vorzuziehen [78].

SchluBbemerkung

Die Zusammenfassung und Bewertung der Daten fir diese
Ubersicht war durch die heterogene Prasentation der Er-
gebnisse in den einzelnen Studien erschwert. So fehlte zu-
weilen eine Gliederung der Aneuploidierate in Hypo- und
Hyperhaploidie. Das Konzept der vorzeitigen Trennung
von Chromatiden (Predivision) fand zwar erst 1991 Ein-
gang in die Literatur, eine Unterscheidung von Fehlvertei-
lungen ganzer Chromosomen (Nondisjunction) wurde
jedoch auch in der Folgezeit nicht immer konsequent voll-
zogen. Insbesondere zur Beschreibung von Metaphasen
mit Predivision existierte zudem keine einheitliche No-
menklatur. Mittlerweile wurden hierzu entsprechende Vor-
schlage ausgearbeitet [79]. Unter Beriicksichtigung dieser
Tatsachen und des offensichtlichen Einflusses der Prapara-
tionstechnik, erscheinen fir kiinftige Untersuchungen da-
her folgende Forderungen sinnvoll:

1+ Verwendung der zuverlassigeren GFAD-Methode

1 klare Gliederung der Ergebnisse in nicht auswertbare,

nur ausgezahlte und karyotypierte Metaphasen
v ausschlieliche Verwendung eindeutiger (= karyoty-
pierter) Metaphasen zur Berechnung der Aneuploidie
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Unterscheidung von Nondisjunction und Predivision
Verwendung einer standardisierten Nomenklatur
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