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EINLEITUNG

Seit der ersten erfolgreichen An-
wendung der In vitro Fertilisierung
vor 20 Jahren hat sich die Assi-
stierte Reproduktion rapide ent-
wickelt (Tab. 1, Abb. 1). Neben
den hier nicht erwähnten klini-
schen Neuentwicklungen im
Rahmen der Follikelstimulation,
Follikelpunktion und der Corpus
luteum-Substitution soll in diesem
Artikel vorwiegend auf die labor-
spezifischen Maßnahmen einge-
gangen werden. Techniken wie
die Intrazytoplasmische Sperma-
injektion (ICSI) mit Spermatozoen
aus dem Ejakulat, Nebenhoden
und Hoden sowie verbesserte
Kryokonservierungsverfahren
haben sich etabliert.

In der letzten Zeit hat sich vor
allem auf dem Gebiet der Zell-
kultur einiges verändert, so daß
vermehrt dazu übergegangen
wird, Embryonen länger in Kultur
zu halten, um diese allenfalls im
Blastozystenstadium am Tag 5
transferieren zu können [1]. Die

Kultivierung unreifer Eizellen und
Spermatozoen-Vorstufen befindet
sich noch im Anfangsstadium. Mit
der Verbesserung dieser Techni-
ken und der ebenfalls möglichen
Asservation ovariellen und gona-
dalen Gewebes für einen späteren
Einsatz eröffnen sich in Zukunft
neue Perspektiven.

Die Präimplantations-Gen-Dia-
gnostik (PGD) zur Feststellung von
Mutationen und Aneuploidien hat

sich bereits in vielen Ländern eta-
bliert; in Österreich, Deutschland
und einigen anderen europäischen
Ländern ist diese Methode derzeit
nicht erlaubt, der medizinisch-
wissenschaftliche Druck auf die
Gesetzgeber nimmt jedoch zu, so
daß hier sicherlich in den näch-
sten Jahren ein Überdenken ein-
treten wird.

In der Literatur finden sich ver-
mehrt Hinweise über Manipula-
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NEUE TECHNIKEN IN DER REPRODUK-
TIONSMEDIZIN: EFFEKT DES TRANSFERS
VON METAPHASE II-ZYTOPLASMA IN
GERMINAL-VESIKEL-OOZYTEN

Tabelle 1: Neues in der Reproduktionsmedizin
� Wachstum von Embryonen während der gesamten Präimplantationsperiode
� Identifikation von entwicklungskompetenten Embryonen (genetisch und

morphologisch)
� In vitro Maturation (PCO)
� Vitrifikation (Embyronen, Eizellen)
� Kryokonservierung von Ovargewebe
� Xenotransplantation
� Zytoplasma-Transfer (Verbesserung der Embryonalentwicklung, Prävention von

Aneuploidie)
� Kern-Transfer, mitochondriale DNA-Erkrankung: „Retten“ von Entwicklungs-

block; „Produktion“ von mehrere Embryonen
� Generation von haploiden Eizellen aus Kernen somatischer Zellen (� artifiziel-

le Gameten zur Korrektur von genetischen Erkrankungen der Germinalzellen)
� Produktion von echten, regenerativen Stammzellen von somatischen Zellen

durch De-Differenzierungs-Faktoren, welche in reifen Eizellen vorhanden sind

Abbildung 1: Entwicklung der In vitro Fertilisierung Abbildung 2: Kern-Transfer

Kern-TransferKern-Transfer

Germinalvesikel (GV) Kern des „frühen“ Embryos

Gesundes kernfreies Zytoplasma

(ZYTOPLAST)
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tionstechniken wie Transfer von
Zellkernen, um einerseits Aneu-
ploidien zu korrigieren, mitochon-
driale Erkrankungen zu vermeiden
und sich langsam entwickelnde
Embryonen zu „retten“. Auch ein
Transfer des Zytoplasmas ist ver-
sucht worden, um das wiederholte
Auftreten von Embryonen mit
schlechter Qualität zu vermeiden
[2]. Sowohl der nukleäre Transfer
wie auch Zytoplasma-Transfer
zwischen unterschiedlichen Pati-
enten ist nach ethisch-moralischen
Grundsätzen genau zu analysieren
und wird aus diesen Grünen sicher-
lich nicht allgemein anerkannt
werden [3]. Der Transfer von einer
kleinen Menge Zytoplasma von
einer reifen Metaphase II-Eizelle
einer Patientin auf eine unreife
Germinal-Vesikel-Eizelle der glei-
chen Patientin als eine Methode
zur Erhöhung der Anzahl entwick-
lungskompetenter Eizellen stellt
einen Versuch dar, Erfahrungen
von der ICSI mit dem Aspirieren
einer kleinen Menge von Zyto-
plasma ohne negativen Einfluß
auf die aspirierte Eizelle zum Nut-
zen der Patientin therapeutisch
einzusetzen.

1. KERNTRANSFER (ABB. 2)
a) Germinal-Vesikel (GV)-Transfer

in ein gesundes, kernfreies
Zytoplasma (Zytoplast)

b) Kern des „frühen“ Embryos in
ein gesundes, kernfreies Zyto-
plasma (Zytoplast)

Ad a) Rekonstruieren einer Eizelle
nach Germinal-Vesikel-Transfer

Mit zunehmendem Alter der Frau
über 38 Jahre nimmt die Schwan-
gerschaftsrate ab, die Abortusrate
und die Aneuploidie der Eizellen
deutlich zu (Abb. 3).

Die Dysfunktion der ersten oder
zweiten meiotischen Teilung führt
häufig zur Zunahme der Aneuplo-
idie. Diese Zunahme ist vielfach
nicht nur auf die Chromosomen
zurückzuführen, sondern auf eine
pathologische „Maschinerie“.
Zytoplasma-Faktoren injizieren
und organisieren die Konstruktion
der meiotischen Spindel aus den
Mikrotubuli. Welche Nukleus-
Zytoplasma-Interaktionen sind
hier im Spiel? Verschiedene
Publikationen haben einen mögli-

cherweise negativen Einfluß des
Zytoplasmas auf diese Maschine-
rie [4–7] gezeigt, so daß versucht
wird, Germinal-Vestikel einer
unreifen Eizelle in das kernfreie
Zytoplasma einer präovulatori-
schen Eizelle zu transferieren
(Abb. 4).

Die „rekonstruierten“ Eizellen
reifen bis zum Metaphase II Stadi-
um. Nach Bestimmung der Chro-
mosomenzahl zeigten die „rekon-
struierten“ Metaphase II Eizellen
in 80% ein normales zweites
meiotisches Metaphase-Komple-
ment. Dies bedeutet, daß der GV-
Transfer eine attraktive Alternative
zur konventionellen Eizell-Spende
darstellen kann.

Ad b) Kern-Transfer [8, 9]

1) Zur Korrektur der mitochondri-
alen DNA-Krankheit (Mitochon-
drial DNA Disease, MDD)
(Abb. 5): Mitochondriale DNA
Mutationen werden von der
Mutter vererbt. Dies führt häu-
fig zu Letalität, bzw. starker
Beeinträchtigung der Nachkom-
men (Enzephalomyopathien,
Leber’sche hereditäre Optikus-
Neuropathie, myoklonische
Epilepsie).

Abbildung 3: GV-Transfer Abbildung 4: GV-Transfer zur Korrektur von Aneuploidie
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2) Kerntransfer zum „Retten“
eines Embryos mit blockierter
oder langsamer Teilung (Abb.
6): Dabei wird der Kern nach
Entfernen aus dessen zytoplas-
mischem Umfeld in einen ent-
wicklungskompetenten Donor
Zytoplasten transferiert [10].

2. ZYTOPLASMATRANSFER

Ein defektes Eizellenzytoplasma
kann Infertilität verursachen. Die
meiotische Ausreifung, Fertilisie-
rung und die ersten drei Teilungs-
zyklen sind nur abhängig von den
in der Eizellen gespeicherten Si-
gnalen (Tab. 2). In Eizellen kann
folgendes beobachtet werden:

� Abnorme Proteinsynthese
� Abnahme der mRNA-Produktion
� Störung im Zytoskelett
� Mitochondrien mit Defekten

oder metabolischen Unzuläng-
lichkeiten

Patienten, die in verschiedenen
Versuchen immer wieder folgende
Embryoqualitäten aufwiesen, pro-
fitierten vom Zytoplasma-Transfer:

� Hohe Rate an Fragmentationen

NEUE TECHNIKEN
IN DER

REPRODUKTIONS-
MEDIZIN

Tabelle 2: Komponenten in der Eizelle
Meiotische
Ausreifung

Fertilisierung

Erste 3
Teilungszyklen

– 500 pg RNA
– 20–25 pg Protein
– 150 pg Glykogen
– 100.000 Mitochondrien
– 1,000.000 Ribosomen
– 250 pg Tubulin
– 100 pg Aktin
– Hohe Level an Enzymen
– 800 pmol ATP

nur abhängig von
den in der Eizelle
gespeicherten
Signalen

�
�
�

Abbildung 6: Kern-Transfer zur „Rettung“ des Embryos mit
blockierter oder langsamer Zellteilung

Abbildung 5: Kern-Transfer zur Korrektur der MDD
(mitochondrial DNA disease)

� Langsame Zellteilung
� Multinukleation
� Kontraktiertes Zytoplasma
Cohen et al. [3] berichteten von
Erfolgen, wenn Zytoplasma aus
entwicklungskompetenten Eizel-
len einer anderen Patientin trans-
feriert wurde (Abb. 7).
Circa 15% aller Eizellen im Rah-
men der In vitro Fertilisierung
sind immatur. Im allgemeinen
werden diese Eizellen im
Diploten-Stadium der Prophase I
der Meiose (GV-Stadium) nicht
zur Befruchtung herangezogen.
Trotz des Vorkommens von Kern-
ausreifung in vitro, Fertilisation
und normaler Zellteilung solcher
Embryonen führen diese sehr selten
zu intakten Schwangerschaften
(Abb. 8).
Anstrengungen, solche GV-Oozy-
ten in vitro nachreifen zu lassen,
haben nicht dazu beigetragen,
das Entwicklungspotential zu ver-
bessern. Wenn das Ausstoßen des
ersten Polkörperchens die Kern-
ausreifung anzeigt, heißt dies noch
lange nicht, daß die Zytoplasma-
Ausreifung ebenfalls abgeschlos-
sen ist. Folgende Fragen stellen
sich daher:

– Warum sind einige Oozyten
auf der Stufe der Prophase I
(GV-Stadium) blockiert ?

– Wie können wir ihre Ausreifung
verbessern?

– Warum ist das Entwicklungs-
potential von Embryonen, wel-
che von solchen immaturen
und nachgereiften Eizellen ab-
stammen, so gering?

Aus diesen Überlegungen heraus
wurden verschiedene experimen-
telle Untersuchungen im Tiermo-
dell vorgenommen, um den Effekt
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Abbildung 7: Zytoplasma-Transfer zur Korrektur immer wie-
der auftretender pathologischer Embryonalentwicklungen Abbildung 8: Eizell-Qualitäten nach Follikel-Aspiration

von zytoplasmischen Faktoren auf
die nukleäre Ausreifung und auf
die Fertilisierungskapazität zu
untersuchen [11–15]. Es wird
postuliert, daß verschiedenste
Zytoplasma-Faktoren, wie
Mitochondrien, mRNA, oder der
Meiose Promoting Factor (MPF)
die Eizell-Ausreifung auf verschie-
denen Ebenen steuern. Es konnte
gezeigt werden, daß nach Injekti-
on einer kleinen Menge Zytoplas-
ma von Metaphase II Eizellen in
GV-Eizellen die Ausreifung der
GV-Eizellen wesentlich im Ver-
gleich zur Nicht-Zytoplasma-
Injektionskontrolle verbessert war.
Das Aspirieren einer kleinen Menge
von Zytoplasma aus einer Meta-
phase II-Donor-Eizelle hat keinen
negativen Einfluß auf diese.

Nach Etablieren einer guten
Transfertechnik, um Zytoplasma
von reifen auf unreife Eizellen
innerhalb der gleichen Patientin
zu transferieren, kann dies eine
gute Alternative zur herkömmli-
chen IVF / ICSI für die Punktion
von unreifen Eizellen bei Patien-
ten mit Hyperstimulation oder
sogar in einem nicht stimulierten
Zyklus darstellen. Die nächsten
Schritte müßten folgende sein:

� Eine Verbesserung der Transfer-

technik von Zytoplasma, um
die Anzahl der degenerierten
Eizellen zu vermindern.

� Vergleich der Entwicklungs-
kapazität von GV-Eizellen nach
Aspiration mit und ohne Zyto-
plasma-Injektion

� Vergleich mit anderen In Vitro
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