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Qualitat der Eizelle

M. Montag, M. Késter, K. van der Ven, H.van der Ven

Im Rahmen der assistierten Reproduktion ist die Qualitdt der Eizelle ein entscheidendes Kriterium fir den Erfolg einer Kinderwunschbehandlung. Die
lichtmikroskopische Untersuchung morphologischer Kriterien stellte lange Zeit die einzige Moglichkeit zur Beurteilung der Eizellqualitat dar und hat auch
heute noch ihre Berechtigung. In zunehmendem Malle werden auch andere diagnostische Verfahren evaluiert. Neben der chromosomalen bzw. geneti-
schen Integritat, die mit geeigneten Methoden bereits untersucht werden kann, stellt die nukledre und die zytoplasmatische Reife der Eizellen ein
wesentliches Qualitdtsmerkmal dar. Bisher stehen insbesondere indirekte Untersuchungsmethoden zur Verfiigung, die zum Teil bereits in der klinischen
Praxis eingesetzt werden, wie z. B. das Zonaimaging. Neueste Entwicklungen wie die Sauerstoff-Respirationsmessung oder die Genexpressionsanalyse
befinden sich noch im Entwicklungsstadium und werden hinsichtlich ihrer Einsatzméglichkeit im Laboralltag evaluiert. Fiir einige neue Parameter sind bei
verschiedenen Eizellen zum Teil bereits erhebliche Unterschiede erkennbar, die als indirekter Hinweis auf qualitative Unterschiede angesehen werden
konnen. Erst mit gentigend sensitiven Untersuchungsmethoden werden die zum Teil geringen Unterschiede zwischen Eizellen verschiedener Qualitét
erkennbar.
Schliisselwaorter: Eizellqualitat, Zonaimaging, Maturation, Prospektive Auswahl, Integritét

Oocyte Quality. In the field of assisted reproduction, oocyte quality is an important criterion fort he success of infertility treatment. The light microscopic
examination of oocyte morphology has been the only possibility and still is in use today. The evaluation of new diagnostic approaches is increasing. The
chromosomal and genetic integrity of oocytes can be assessed with appropriate methods. The nuclear and cytoplasmic maturity of oocytes is becoming
more and more important, although where are only indirect diagnostic methods available. One such diagnostic tool named zona imaging has already been
implemented in the clinical routine. Oocyte respiration measurements and gene expression analysis are new developments; however, both methods are
in the very early phase of clinical testing and evaluation in regard to their suitability. Nevertheless, all interventions show, that various oocytes show
great differences in regard to the parameters investigated. Ooycte quality is of uttermost importance in ART, but only the proper investigational tech-

niques will allow detecting subtle differences between good and bad oocytes. J Reproduktionsmed Endokrinol 2009; 6 (Sonderheft 1): 26-8.

Key words: oocyte quality, zona-imaging, maturation, prospective selection, integrity

B Einleitung

Im Rahmen einer reproduktionsmedi-
zinischen Behandlung durch konventio-
nelle In-vitro-Fertilisation (IVF) oder
intrazytoplasmatische  Spermieninjek-
tion (ICSI) werden in der Regel mehr
Eizellen gewonnen und befruchtet, als
fiir den spiteren Embryotransfer einge-
setzt werden. In Deutschland werden zur
Auswahl der zur weiteren Kultur mit
nachfolgendem Embryotransfer vorge-
sehenen Eizellen im Vorkernstadium
alle vorhandenen Beurteilungskriterien
nach Moglichkeit eingesetzt. Das Ziel ist
eine Auswabhl der Eizellen mit dem bes-
ten Fertilisations- und Entwicklungs-
potenzial. Neben der morphologischen
Beurteilung der Eizellen im Vorkern-
stadium (Vorkernscoring [1-3]), die in
Deutschland zur Auswahl der zur weite-
ren Kultur der eingesetzten Eizellen ein-
gesetzt wird, riickt zunehmend die quali-
tative Beurteilung der Gameten (Sper-
mien und Eizellen) in den Vordergrund.
Idealerweise eignen sich fiir qualitative
Beurteilungen nicht-invasive und nicht-
verbrauchende Verfahren, sodass die
Gameten auch nach der Untersuchung

unmittelbar fiir eine In-vitro-Befruch-
tung zur Verfiigung stehen. Bei der Be-
urteilung von Spermien stehen mit der
sogenannten ,motile sperm organelle
morphology examination® (MSOME)
[4] und der polarisationsmikroskopi-
schen Spermienbeurteilung [5] neuere
Methoden zur Verfiigung, deren Wertig-
keit noch geklért werden muss.

Untersuchungen zur Qualitét der Eizelle
stellen derzeit einen Schwerpunkt in der
reproduktionsbiologischen  Forschung
dar. Die verschiedenen Ebenen, auf de-
nen eine Beurteilung der Eizellqualitit
moglich ist, sollen im Folgenden darge-
stellt werden.

¥ Morphologische Integritat

Die morphologische Untersuchung der
Eizellen am Stereo- oder Lichtmikros-
kop ist seit Langem etabliert und steht
nach wie vor an erster Stelle der vorhan-
denen Moglichkeiten. Bereits wihrend
der Isolation der Eizellen aus den Folli-
kelpunktaten kann eine grobe qualitative
Beurteilung anhand des Erscheinungs-
bildes und der Expansion des Eizell-Ku-

mulus-Komplexes erstellt werden, auch
wenn die Aussagekraft nur begrenzt ist.
Eingehendere Untersuchungen sind nur
moglich, wenn die Eizelle von den um-
gebenden Kumuluszellen befreit wird
und eine detaillierte morphologische Be-
trachtung an einem Lichtmikroskop un-
ter Verwendung geeigneter Optiken
(Hofmann Kontrast, 40x Objektiv) er-
laubt. Hiermit lassen sich zytoplasmati-
sche (z. B. Einschlusskorper bzw. Vaku-
olen im Ooplasma) und extrazyto-
plasmatische (z. B. groBer perivitelliner
Spalt oder dicke Zona pellucida) Auf-
falligkeiten eindeutig erkennen. Bisher
noch nicht verdffentlichte Daten einer
multizentrischen Studie zeigen, dass die
Anzahl der in einer Eizelle vorhandenen
morphologischen Auffilligkeiten mit der
Befruchtungsrate, der Degenerationsrate
und dem Embryoscore korreliert und so-
mit auch einen Einfluss auf den ICSI-
Behandlungserfolg hat [Greuner et al.,
Manuskript in Vorbereitung].

B Chromosomale Integritat

Neben der morphologischen Integritit
der Eizellen kann auch deren chromoso-
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Eizellqualitat

Abbildung 1: Qualitatsbeurtei-
lung einer menschlichen Eizelle.
A: Bei der dargestellten Eizelle
konnen im normalen mikroskopi-
schen Bild 2 Polkérper (Pfeile)
ausgemacht werden. B: Die pola-
risationsmikroskopische Beurtei-
lung zeigt, dass in unmittelbarer
Nahe zu jedem Polkdrper eine
Metaphase-II-Spindel  vorliegt
und es sich folglich um eine di-
ploide Eizelle handelt.

male Integritit untersucht werden. Mit
steigendem miitterlichen Alter nehmen
numerische Fehlverteilungen der Chro-
mosomen in Eizellen, sogenannte An-
euploidien, deutlich zu. Die Polk&rper-
diagnostik (PKD) bietet die Moglichkeit
einer nicht-verbrauchenden Untersu-
chung, da die Polkorper fiir die weitere
Entwicklung des entstehenden Embryos
entbehrlich sind. Bei der PKD werden
der 1. und 2. Polkorper der Eizelle ent-
nommen. Anschliefend konnen mittels
der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung-
(FISH-) Untersuchung der chromosoma-
len Konstitution der Eizelle Aneuploidi-
en nachgewiesen werden. Da die FISH
nur die Untersuchung einer begrenzten
Anzahl von Chromosomen bietet, wer-
den derzeit an einigen Zentren neuere
Methoden zum Nachweis moglichst al-
ler Chromosomen bei der Anueploidie-
testung erprobt [6, 7]. Hierzu gehdren
die sogenannte ,,Comparative Genomi-
sche Hybridisierung* (CGH) und die
Chiptechnologie. Beide Verfahren er-
moglichen theoretisch die Untersuchung
aller Chromosomen, sind jedoch aus ver-
schiedenen Griinden in der Routine der-
zeit nur eingeschrinkt einsetzbar.

B Nukleare Reife

Wihrend der Eizellreifung im Rahmen
der Meiose kommt es zu nukleédren und
zytoplasmatischen Veridnderungen. Die
nukledre Reife der Eizelle wird in der
Regel mit der Beendigung der ersten
meiotischen Teilung, also dem Errei-
chen der Metaphase II und diese wie-
derum mit dem Vorhandensein des
1. Polkorpers gleichgesetzt. Polarisa-
tionsmikroskopische Darstellungen der
Spindel an vitalen Eizellen haben ge-
zeigt, dass die Sichtbarkeit des 1. Pol-
korpers nicht unbedingt das Erreichen
der Metaphase II kennzeichnet [8]. Kurz
nach dem Ausschleusen des Polkorpers
kann noch fiir lingere Zeit eine Spindel-
briicke zwischen dem Polkorper und
dem Zytoplasma der Eizelle beobachtet
werden, wihrend die eigentliche Meta-
phase-II-Spindel erst innerhalb der
folgenden 2 Stunden ausgebildet wird.
Die Durchfiihrung der ICSI bei einer
Eizelle mit Spindelbriicke kann je-
doch zu einer vorzeitigen Aktivie-
rung der Eizelle fiihren. In diesem Fall
unterbleibt die zweite meiotische Tei-
lung mit Ausschluss des zweiten Pol-

korpers und die Eizelle bildet 3 Vor-
kerne aus.

B Zytoplasmatische Reife

Die zytoplasmatische Reife einer Eizelle
wird im Wesentlichen durch die Inter-
aktion der heranwachsenden Eizelle mit
den umgebenden Kumuluszellen be-
stimmt [9]. Neuere Untersuchungen
deuten darauf hin, dass sich die Gen-
expressionsmuster im Cumulus oopho-
rus von Eizellen, die zu einer Schwan-
gerschaft fiihren, von den iibrigen Oo-
zyten (die zu keiner Schwangerschaft
fiihren) signifikant unterscheiden [10].
Durch die funktionelle Interaktion von
Kumulus und Eizelle hat eine solche dif-
ferenzielle Genexpression mit hoher
Wahrscheinlichkeit Auswirkungen auf
die zytoplasmatische Eizellreife. Die zu-
grundeliegenden Mechanismen sind je-
doch zurzeit noch nicht ausreichend ge-
klart.

Ein weiteres Verfahren zur Beurteilung
der zytoplasmatischen Eizellreife ist das
sogenannte ,,Zona-Imaging“, welches
nach polarisationsmikroskopischer Ana-
lyse der Zona pellucida als Sekretions-
produkt der Oozyte einen Riickschluss
auf die Qualitit der Eizelle erlaubt. Meh-
rere Arbeiten zeigen, dass nach Transfer
von Embryonen aus Eizellen mit star-
kem Zona-Imagingsignal sehr hohe
Implantations- und Schwangerschafts-
raten erzielt werden konnen [11-13].
Ein automatisiertes, Software-gestiitztes
System erlaubt inzwischen eine objek-
tive und reproduzierbare Zona-Beurtei-
lung und ermdéglicht damit auch die Imp-
lementierung dieses Verfahrens in der
Laborroutine [14]. Das Zona-Imaging
bzw. die Zonaqualitit ist unabhingig
von der nukledren Eizellreife und stellt
daher, ebenso wie die Genexpressions-
Analyse, ein indirektes Untersuchungs-
verfahren dar — eine direkte Untersu-
chung der zytoplasmatische Reife einer
Eizelle ist derzeit nicht moglich.

¥ Neuere Entwicklungen

Untersuchungen zum Sauerstoffumsatz
im Kulturmedium als direkter Marker
fiir die Qualitit einer Eizelle befinden
sich in der Erprobung [15]. Die bisheri-
gen Ergebnisse legen nahe, dass die
Respirationsrate ein geeignetes Ver-
fahren zur Einschitzung des Entwick-
lungspotenzials einer Eizelle darstellen
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konnte. Ein weiteres interessantes For-
schungsgebiet stellt die Untersuchung
der Genexpression in Eizellen dar. Auch
wenn es sich dabei um eine verbrauchen-
de Untersuchung handelt, sind die so er-
haltenen Ergebnisse aufschlussreich fiir
die Einschitzung der Eizellqualitdt und
der sie beeinflussenden Mechanismen.
So wurde gezeigt, dass sich die Gen-
expression in Eizellen aus konventionel-
len Stimulationszyklen von der in Eizel-

len aus der In-vitro-Maturation erheb-
lich unterscheidet und bei letzteren eini-
ge fiir den Zellzyklus relevante Gene
nicht zeitgerecht exprimiert werden. Die
Anwendung der Untersuchungsmog-
lichkeiten der Transcriptomics (Gen-
expressionsanalyse) und Proteomics
(Proteinanalyse) auf Eizellen und Ku-
muluszellen wird in naher Zukunft unser
Wissen iiber die Eizellqualitit nachhal-
tig beeinflussen.

B Relevanz fiir die Praxis

behandlung hoffen.

Die seit Langem etablierte Methode der mikroskopisch-morphologischen
Beurteilung der Eizellqualitit wird zunehmend durch neuere, nicht-invasive
Verfahren komplettiert, die allerdings in der Regel nur indirekte Riickschliisse
zulassen. Respirationsmessungen in Verbindung mit polarisationsmikroskopi-
schen Untersuchungen konnten schon sehr bald die Darstellung eines differen-
zierten Abbilds der nukledren und zytoplasmatischen Eizellqualitit ermogli-
chen. Genexpressions- und Proteinanalysen befinden sich derzeit in der Grund-
lagen-orientierten Anwendung, lassen aber in naher Zukunft auf neue Marker
fiir die Feststellung der Eizellqualitidt und des Erfolges einer Stimulations-
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