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NEUE Moe-
LICHKEITEN ZUR
BEURTEILUNG

MENSCHLICHER
EIZELLEN DURCH DAS POLARI-
SATIONSMIKROSKOPISCHE SY-
steM OCTAX ICSI GuarD ™

Polarisationsmikroskopie dient der
nicht-invasiven Visualisierung von
Strukturen, die in der herkémmli-
chen Lichtmikroskopie keinen oder
zu wenig Kontrast aufweisen. Dabei
nutzt man die sogenannten doppel-
brechenden Eigenschaften von Ob-
jekten mit molekular hoch geordne-
ten Strukturen, wie sie z. B. in Form
der Mikrotubuli vorliegen.

Komponenten von OCTAX ICSI
Guard™

Der vorliegende Bericht befal’t sich
mit OCTAX ICSI Guard™, einem po-
larisationsmikroskopischen System,
das speziell fur die Anforderungen
in der Reproduktionsmedizin entwik-
kelt wurde. Mit wenigen optischen
Zusatzkomponenten kénnen moder-
ne Inversmikroskope aufgeristet
werden, um polarisationsmikrosko-
pische Bilder von Eizellen zu erhal-
ten. Die optischen Komponenten
von ICSI Guard™ beschranken sich
auf einen Grinfilter, einen zirkularen
Polarisator und einen einstellbaren
Flussigkristall-Analyseschieber, mit
dem das zirkular polarisierte Licht
gefiltert wird. Die Bilder werden von
einer hochauflésenden USB2-Kame-
ra aufgenommen und durch die ICSI
Guard™-Bildverarbeitungssoftware
ausgewertet und visualisiert. Dies er-
moglicht die Livedarstellung doppel-
lichtbrechender Zellstrukturen unab-
hangig von ihrer Orientierung. Auf
dem Bildschirm wird das polarisa-
tionsmikroskopische Bild (orange)
dem Hellfeldbild der Zelle (griin)
uberlagert.
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Polarisationsmikroskopie an
menschlichen Eizellen

In Eizellen haben meiotische Spin-
deln sowie die Zona pellucida dop-
pelbrechende Eigenschaften. Die
Spindel ist verantwortlich fir die
fehlerfreie Verteilung der Chromo-
somen bzw. Chromatiden wéhrend
der meiotischen Reifeteilungen. Sie
durchlauft wahrend der verschiede-
nen Phasen der Meiose dynamische
Verdnderungen, die auf molekularer
Ebene im Auf-, Um-, und Abbau von
Mikrotubuli des Spindelapparates
begrindet sind. Unter guten Labor-
bedingungen konnen mit Hilfe der
Polarisationsmikroskopie in minde-
stens 80 % aller Eizellen Spindeln
nachgewiesen werden [1].

Die Zona pellucida ist eine drei-
schichtige extrazelluldre Matrix, die
die Eizelle bzw. den Praimplanta-
tionsembryo vor dufleren Einflissen
schutzt. Aullerdem spielt sie fur die
Regulierung der Befruchtung eine
wesentliche Rolle. Die innerste
Schicht der Zona pellucida wird
wihrend der Oogenese von der
Eizelle synthetisiert.

Bereits seit vielen Jahren werden
polarisationsmikroskopische Studien
an humanen Eizellen durchgefihrt,
ohne dal} negative Auswirkungen
festgestellt werden konnten. Auch
die Lichtstarken bei Anwendung von
ICSI Guard™ entsprechen den bei
Routineuntersuchungen verwende-
ten. Fur die Untersuchung mussen
jedoch Glasbodenschalen benutzt
werden, da Kunststoffe selbst dop-
pelbrechend sind. Die einfache und
zeitsparende Anwendung von ICSI
Guard™ ermoglicht eine schnelle
Integration des Systems in den All-
tag eines IVF-Labors. Echtzeit-Daten
tber die Doppelbrechung von Spin-
del und Zona pellucida konnen ,auf
einen Blick” direkt in der klinischen
Anwendung gewonnen und in Ent-
scheidungen tber das weitere Vor-
gehen einbezogen werden. Da das
System keine Kalibrierung durch
den Benutzer erfordert, ist ICSI

Guard™ auch fiir Langzeitstudien in
Form von Zeitrafferaufnahmen ge-
eignet.

Genaue Bestimmung des Reifestadi-
ums einer Eizelle mittels ICSI Guard™:
zeitliche Feinabstimmung einer ICSI
durch Zweipunkt-Untersuchung von
unreifen Eizellen

Der Zeitpunkt einer Spermien-Mikro-
injektion hat Einfluf auf die Fertili-
sierungsraten. ICSI sollte optimaler-
weise an reifen Eizellen durchge-
fihrt werden. Wahrend der letzten
Reifungsphase durchlauft die Eizelle
die Reduktionsteilungen der Meiose.
Nach Auftrennung der homologen
Chromosomen durch die Metaphase-
[-Spindel erfolgt eine ungleiche Zell-
teilung, bei der der erste Polkérper
entsteht. Wahrend der friihen Telo-
phase | besteht noch eine Mikrotu-
buli-Briicke zwischen den Spindel-
polen, wobei der Polkorper bereits
ausgestofien ist. In der spéten Telo-
phase | depolymerisiert die Spindel.
Eine neue Spindel bildet sich erst im
Metaphase-Il-Stadium. Die Eizelle
bleibt bis zur Befruchtung in dieser
Phase arretiert (Metaphase-II-Block).
Die zweite meiotische Teilung wird
erst nach Aktivierung der Eizelle
durch das befruchtende Spermium
vollendet.

Durch die Langzeitbeobachtung
unreifer Eizellen, die noch keinen
Polkorper aufwiesen, konnte Dr.
Markus Montag am Universitéats-
klinikum Bonn den zeitlichen Ver-
lauf der meiotischen Teilungen in
menschlichen Eizellen dokumentie-
ren [2]. ICSI Guard™ ermoglicht
durch seine Zeitrafferfunktion in
kombinierter Darstellung des Hell-
feld- und des polarisationsmikro-
skopischen Bildes die parallele Be-
obachtung sowohl der Polkorperbil-
dung wie auch der begleitenden
Um- und Neubildung des Spindel-
apparates. Fur den Online-Video-
beitrag wurden drei Eizellen exem-
plarisch von Metaphase I bis Meta-
phase Il verfolgt. Die eindrucksvol-
len Aufnahmen zeigen, daf8 eine Ei-
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zelle nach AusstoRung des ersten
Polkorpers noch etwa zwei Stunden
bis zum Erreichen der Metaphase I
benatigt. Im konventionellen Mikro-
skop erscheint als Metaphase Il, was
sich in der Polarisationsmikroskopie
als hochdynamische Phase darstellt,
in der die Spindel tiefgreifenden
Verdnderungen unterliegt: So bilde-
ten die Spindelmikrotubuli nach
AusstoBung des ersten Polkorpers
noch fiir 75-90 Minuten eine Ver-
bindung zwischen Polkorper und
Ooplasma, bis sich die erste meioti-
sche Spindel in der spaten Telopha-
se | aufléste. Danach war fir durch-
schnittlich 40-60 Minuten kein Spin-
delapparat sichtbar, ehe sich die
Metaphase-II-Spindel typischerweise
unter dem ersten Polkorper bildete.

Die Abwesenheit einer Spindel be-
deutet demnach nicht notwendiger-
weise ein Entwicklungsdefizit der
Eizelle, sondern kann eine physio-
logische Zwischenphase (spate Telo-
phase |, Prophase Il) widerspiegeln.

In der Studie von Dr. Montag (2]
wurden die gewonnen Erkenntnisse
fur die Beurteilung der Eizellreife
vor ICSI eingesetzt. Menschliche Ei-
zellen wurden mittels ICSI Guard™
zu zwei festen Zeitpunkten nach
Follikelpunktion untersucht. Bei der
Erstuntersuchung lie sich in ca.

80 % der Eizellen eine Spindel
nachweisen, 20 % wiesen keine
Spindel auf. Von diesen 20 % zeigte
jedoch die Hilfte zum zweiten Un-
tersuchungszeitpunkt ebenfalls eine
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Spindel. Diese Eizellen hatten sich
also zum ersten Untersuchungszeit-
punkt im Ubergang von spéter Telo-
phase | zu Metaphase Il befunden
(Abb. 1). Eine verfriihte Mikroinjek-
tion kann bei diesen Eizellen, die
mit herkémmlichen Methoden als
,reif” betrachtet werden, zur vorzei-
tigen Aktivierung und in der Folge
zu numerischen Chromosomenaber-
rationen fiithren. Von der Abschat-
zung der ,meiotischen” Reife mit-
tels ICSI Guard™ kann also ggf. ein
beachtlicher Prozentsatz an Eizellen
profitieren, indem die ICSI auf den
optimalen Zeitpunkt verschoben
wird. Relevant ist dies vor allem fir
Low-responder-Patientinnen, Paare
mit wiederholt niedriger Befruch-
tungsrate nach ICSI und IVM-Zyklen.
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Abbildung 1: Menschliche Eizelle
mit erstem Polkorper. A: Im Hell-
feldbild erscheint die Eizelle als
Metaphase II. B: Dieselbe Eizelle
im ICSI Guard™-Bild. Spindel-
morphologie und -lage zeigen, daf
es sich um Telophase | handelt.

Abbildung 2: Doppelbrechung der
Zona pellucida im 1CSI Guard ™ -
Bild. A: Eizelle mit niedriger Intensi-
tat. B: Eizelle mit hoher Intensitdt.

Doppelbrechungsintensitit der in-
nersten Zona pellucida-Schicht als
prognostisches Merkmal fiir die Ent-
wicklungskompetenz einer Eizelle

Untersuchungen der Zona pellucida
humaner Eizellen mittels Polarisa-
tionsmikroskopie zeigen einen drei-
schichtigen Aufbau, wobei die in-
nerste Schicht die hochste Doppel-
brechung aufweist [3]. Allerdings
unterscheidet sich die Doppelbre-
chungsintensitat bei verschiedenen
Eizellen zum Teil erheblich. In einer
prospektiven Studie untersuchte die
Universitits-Frauenklinik Bonn, in-
wieweit die Doppelbrechungsinten-
sitdt der Zona mit dem Entwicklungs-
potential und der Implantations-
fahigkeit der Eizelle bzw. des resul-
tierenden Embryos korreliert [4]. In
der Studiengruppe (qualitative ICSI
Guard™-Analyse; 30 Behandlungs-

zyklen) wurden die Eizellen in zwei
Klassen eingeteilt: HZB (= hohe) und
LZB (= niedrige) Doppelbrechungs-
intensitat der Zona (Abb. 2). Nach
Moglichkeit wurden zwei Oozyten
mit hoher Doppelbrechung fiir die
Weiterkultur und den Embryotrans-
fer nach ICSI ausgewdhlt. In der
Kontrollgruppe (keine ICSI Guard™-
Analyse; 40 Behandlungszyklen) er-
folgte diese Auswahl nach konven-
tionellen Methoden. In der Studien-
gruppe lag die durchschnittliche
Schwangerschaftsrate nach Transfer
von zwei HZB-Embryonen bei

71 %, nach gemischten Embryo-
transfers (HZB/LZB) bei 44 % und
nach Transfer von zwei LZB-Embryo-
nen bei nur noch 21 %. Die Kon-
trollgruppe wies eine Schwanger-
schaftsrate von 38 % auf. Der signi-
fikante Unterschied der Schwanger-
schaftsraten nach HZB/HZB- und
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LZB/LZB-Transfers (p < 0,05) zeigt,
daf die Doppelbrechungsintensitét
der Zona pellucida offenbar mit dem
Entwicklungspotential einer Eizelle
korreliert. Die polarisationsmikro-
skopische Untersuchung der Zona
mittels ICSI Guard™ ermdglicht
damit eine Eizellbeurteilung, die in
ihrer Aussagekraft konventionelle
Verfahren tbertreffen konnte. In
ihrer Tendenz bestatigen die Bonner
Resultate die Ergebnisse der retro-
spektive Studie von Shen et al. [5].
Der zugrundeliegende Mechanis-
mus ist noch nicht geklart. Da die
innerste Schicht der Zona pellucida
jedoch wahrend der Oogenese von
der Eizelle selbst synthetisiert wird,
konnte sich die metabolische Kom-
petenz einer Eizelle im Ordnungs-
grad ihrer Zona-Struktur nieder-
schlagen, welcher fiir die Doppel-
brechungseigenschaften verantwort-
lich ist.
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