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Zytogenetische Diagnostik vor und nach einer
Behandlung gegen Unfruchtbarkeit

F. Binkert

Die vorliegende Arbeit zeigt, wann vor und nach einer Behandlung gegen Unfruchtbarkeit eine zytogenetische Diagnostik méglich ist und welche

Aussagen gemacht werden kénnen.

This paper deals with the possibilities of cytogenetic diagnosis before and after medical treatment for infertility as well as the meaning of the results.

J Fertil Reprod 2006; 16 (4): 6-11.

ie Zytogenetik ist jenes Fachgebiet, welches sich mit

der Organisation des Erbmaterials in der Zelle befaft.
Die klassische Methode ist die Chromosomen-Bédnderungs-
analyse. Damit konnen numerische und strukturelle
Chromosomen-Veranderungen wie z. B. eine Trisomie-21
(Down-Syndrom) oder eine Translokation (Austausch von
Chromosomenabschnitten verschiedener Chromosomen)
festgestellt werden. Seit den 80er Jahren des letzten Jahr-
hunderts etablierte sich zusdtzlich die Molekulare Zyto-
genetik. Mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)
konnen sowohl Metaphase-Chromosomen als auch Inter-
phasezellkerne analysiert werden. Dabei kann an Chromo-
somen die Herkunft unklarer Abschnitte bestimmt werden.
Das Vorhandensein oder Fehlen von zum Teil auch im Licht-
mikroskop nicht erkennbaren Chromosomenabschnitten
kann bei Chromosomen und Interphase-Zellkernen festge-
stellt werden.

Was sind Chromosomen und wie werden sie verteilt?

Ein Chromosom ist die Organisationsstruktur der Erbsub-
stanz DNS (Desoxyribonukleinsdure) in den Zellen euka-
ryotischer Organismen. Ein Chromosom ist ein langer, konti-
nuierlicher DNS-Doppelstrang, der um eine Vielzahl von
Histonen (Kernproteinen) herumgewickelt und mehrfach
zu einer kompakten Form spiralisiert werden kann. Die
Chromosomen sind die Trager der Gene. Der menschliche
Chromosomensatz einer normalen Korperzelle besteht aus
46 Chromosomen: 22 Autosomen-Paare und 1 Geschlechts-
Chromosomen-Paar (2 X-Chromosomen bei weiblichen
sowie einem X- und einem Y-Chromosom bei médnnlichen
Individuen).

Normalerweise sind die Chromosomen wenig spiralisiert
und im Zellkern nicht sichtbar. Sie sind im Licht-Mikro-
skop nur in der Teilungsphase nach Auflésung der Kern-
membran identifizierbar.

Im Zellzyklus der Korperzellen (Mitose-Zyklus) wird jedes
Chromosom wihrend der Synthese-Phase im Interphase-
Zellkern verdoppelt. Die zwei neu entstandenen identischen
Chromatiden werden durch das Zentromer zusammen-
gehalten (Abb. 1). Nach Auflésung der Kern-Membran
werden die Chromosomen wéhrend der Teilungs-Phase,
der sog. Mitose, im Lichtmikroskop sichtbar. Die Chromo-
somen spalten sich am Zentromer. Je ein Chromatid jedes
Chromosoms wandert nun als identisches Chromosom in
jede der zwei neu gebildeten Tochter-Zellen und gewahr-
leistet, dal} jede Zelle die gleichen Gene erhlt.
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In der Keimbahn mufl der Chromosomensatz in zwei
Schritten halbiert werden. Dieser Vorgang wird Meiose-
Zyklus genannt und fiihrt zu Eizellen, bzw. Spermien. Am
Anfang werden die Chromosomen wie in der Mitose in der
Synthese-Phase verdoppelt (Abb. 2). In der Meiose wer-
den, wie in der Mitose, die Chromosomen sichtbar. Zu
Beginn der 1. Teilung, in der Prophase, lagern sich im Ge-
gensatz zur Mitose die verdoppelten Chromosomenpaare
aneinander an und tauschen Chromosomenstiicke aus.
Dieser Vorgang wird ,Crossing-over” genannt. Dadurch ist
eine Neumischung der Gen-Varianten gewahrleistet.

In der Metaphase | werden die Chromosomen nicht gespal-
ten, sondern je ein verdoppeltes Chromosom wandert in
die neu gebildeten Tochterzellen. Diese Reduktionsteilung
wird Meiose | genannt. Die entstandenen Zellen werden
bei der Frau sekunddre Oozyte und 1. Polkorper genannt.
Beim Mann entstehen zwei sekundire Spermatozyten.
Eine enthdlt ein verdoppeltes X-Chromosom, die andere
ein Y-Chromosom.

Zwischen den beiden Reduktionsteilungen findet keine
Synthese-Phase statt. In der Meiose Il werden die verdop-

Chromosomen-
verdoppelung

Centromer

Trennung der
Schwesterchromatiden

Aufteilung
der neuen
Chromosomen
auf die
Tochterzellen

Abbildung 1: Verteilung der Chromosomen auf die Tochterzellen in der
Mitose

For personal use only. Not to be reproduced without permission of Krause & Pachernegg GmbH.


http://www.kup.at/fertilitaet

pelten Chromosomen wie in der Mitose am Zentromer
(auch Kinetochor genannt) gespalten. Bei der Frau entsteht
die Eizelle und der 2. Polkérper (der 1. Polkérper kann sich
ebenfalls noch teilen), beim Mann entstehen als Endprodukt
vier Spermatiden. Jedes Chromosom ist nur noch einmal
vorhanden. Die normale Chromosomenzahl betrdgt 23.

Haufigkeit von Chromosomenaberrationen von
der befruchteteten Eizelle bis zur Geburt

Man schétzt, dall beim Menschen etwa jede zweite be-
fruchtete Eizelle chromosomal abnorm ist. Aneuploidien
(einzelne Chromosomen durch Fehlverteilung zuviel oder
zu wenig vorhanden) Uiberwiegen. Viele abortieren vor der
Implantation und werden normalerweise nicht oder kaum
wahrgenommen. Nur wenige Uberleben bis zur Geburt.

Prophase | der Meiose Tetrade

Chiasma
{mit

Crossing
over)

Metaphase |

Metaphase Il

e (DQDD

rekombinante
Chromosomen

Abbildung 2: Verteilung der Chromosomen wahrend den 2 Reduktions-
teilungen in der Meiose

Autosomale Monosomie
Triploidie

Trisomie 13 [6]

Trisomie 18 [6]

Trisomie 21 [7]

andere autosomale Trisomien
45,X-Turner [6]

0 20 40 60 80 100

in Prozenten
‘ B Spontane Abortrate B Nicht abortiert‘

Abbildung 3: Geschitzte spontane Abortraten zwischen Schwangerschafts-
woche 10 und der Geburt.
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Tabelle 1: Haufigkeit einiger Chromosomen-Aberrationen bei Geburt

Trisomie 21* 1/650
Trisomie 18* 1/5.000
Trisomie 13* 1/12.000

1/2.500 Madchen
1/1.000 Maddchen
1/1.000 Knaben
1/1.000 Knaben
1/500

1/50.000
1/10.000 Knaben

Turner-Syndrom

Triple X (47,XXX)*
Klinefelter-Syndrom (47,XXY)*
Doppel-Y-Syndrom (47,XYY)
Balancierte Translokation

Cri du chat-Syndrom (5p-)
46,XX-Mdnner

*abhdngig vom mitterlichen Alter

Etwa 15 % der Schwangerschaften werden im 1. Trimenon
abortiert. Etwa 50 % sind chromosomal aufféllig [1]. Die
festgestellten Aberrationen sind in abnehmender Reihen-
folge Summe aller autosomalen Trisomien auf8er Trisomie-
16, 45,X-Turner, Triploidien (69 Chromosomen), andere
Aberrationen. Mit zunehmender Schwangerschaftsdauer
werden chromosomal bedingte Aborte seltener. Auch die
Haufigkeiten der Trisomien 13, 18 und 21, sowie der
45,X-Turner werden wahrend der Schwangerschaft dra-
stisch reduziert (Abb. 3). Die hdufigste Aberration bei Ge-
burt ist mit etwa 1:650 Lebendgeburten die Trisomie-21
(Down-Syndrom), die haufigsten Geschlechts-Chromoso-
menaberrationen mit 1:2.500 Knaben das Klinefelter-
(47,XXY) bzw. Doppel-Y- (47,XYY) Syndrom und die hau-
figste strukturelle Aberration mit etwa 1:50.000 das Cri-du-
Chat- (5p-) Syndrom (Tabelle 1).

Wann sind zytogenetische Untersuchungen ab
Beginn der Behandlung gegen Unfruchtbarkeit
bis zur Geburt méglich und was wird untersucht?

Diagnostik des 1. Polkorpers in der weiblichen Meiose

Nach der hormonellen Stimulation werden sekundare
Oozyten durch Punktion der reifen Follikel der Ovarien
zur kiinstlichen Befruchtung im Labor gewonnen. Diese
sekunddren Oozyten haben die 1. Reduktionsteilung der
Meiose hinter sich (Abb. 4). Die zweite entstandene Zelle
manifestiert sich im viel kleineren 1. Polkorper (siehe auch
das Kapitel ,Meiose” weiter oben). Er enthdlt normalerwei-
se je eines der 22 Autosomen und eines der Geschlechts-
chromosomen, welche aus 2 mittels Zentromer verbunde-
nen Chromatiden bestehen. Dieser Polkorper wird fir die

OOGENESE SPERMATOGENESE
I—’nrﬁé—ile F‘rimé!e
/ODZVte Spermatozyte
I. Meiot.
Teilung o o
o 8 Sekundére
ozyte permatozyten
: i .{ \ PR
Teilung L2 Sekundare S id
Ootig  Polkérperchen permatiden
Differen-
zierung
Spermatozoen

Abbildung 4: Meiose in der Oogenese und der Spermatogenese

weitere Entwicklung nicht benétigt und kann mittels Mi-
kromanipulation entfernt werden. Weil er wenig Plasma
enthdlt, ist eine zuverldssige Aufarbeitung mittels klassi-
scher Zytogenetik nicht méglich. Deshalb wird gegenwar-
tig mittels FISH die Anzahl derjenigen Chromosomen be-
stimmt, welche am hdufigsten fehlverteilt werden und/
oder zur Geburt kommen, namlich die Chromosomen 13,
16, 18, 21, 22, X und Y. Auf Grund des Resultates kann auf
die Haufigkeit dieser Chromosomen in der sekunddren
Oozyte geschlossen werden. Normalerweise befindet sich
je ein verdoppeltes Chromosom aller Autosomen und ein
Geschlechtschromosom in jeder Zelle. Nicht normale Oo-
zyten konnen entfernt werden. Nachteil: Es werden nur
Teilungsfehler erfalSt, welche in der weiblichen Meiose |
passieren. So werden hochstens % aller Trisomien-21 er-
fafst.

Zusatzliche Diagnostik des 2. Polkorperchens

Nach der Befruchtung wird in der 2. Reduktionsteilung
das 2. Polkdrperchen gebildet. Dieses kann wie das erste
ohne Schaden fiir die befruchtete Eizelle isoliert und ana-
lysiert werden. In Kombination mit der Analyse des 1. Pol-
korperchens werden z. B. maximal 85-90 % aller Trisomi-
en-21 erfallt. Aberrante befruchtete Eizellen kénnen vor
einer Weiterverwendung ausgeschlossen werden. Nach-
teil: Es werden nur Fehlverteilungen der am haufigsten be-
troffenen Chromosomen in der miitterlichen Keimbahn
analysiert. Fehler in der mannlichen Keimbahn und bei
der Befruchtung werden nicht erfalit. Zudem ist das Ver-
fahren sehr zeitaufwendig und komplex.

Untersuchung im 6-8-Zellstadium nach der Befruchtung
1-2 der immer noch pluripotenten Zellen werden mittels
Mikromanipulation entfernt und wie bei der Polkérperchen-
Diagnostik mittels FISH untersucht. Der Vorteil gegeniiber
der Polkérperchen-Diagnostik besteht darin, dalé die Ana-
lyse direkt an Zellen dieses Entwicklungsstadiums erfolg-
reich befruchteter Eizellen durchgefiihrt wird und auch
Fehler in der médnnlichen Keimbahn und bei der Befruch-
tung erfalSt. Der Arbeitsaufwand ist geringer und weniger
komplex. Nachteil: Fehlverteilungen, die somatisch pas-
sieren, konnen nur zum Teil erfal3t werden. Diese Unter-
suchungen sind im deutschsprachigen Raum gegenwartig
nicht erlaubt.

Chorionzotten- bzw. Plazentabiopsie ab 10 Schwanger-
schaftswochen bis zur Geburt

Mittels einer Punktionsnadel werden Chorion- bzw. Pla-
zenta-Zotten unter Ultraschall-Kontrolle entnommen. Die
Zotten werden im Labor von miitterlichem Gewebe gerei-
nigt und prdpariert. Sie stammen wie der Fetus von der
befruchteten Eizelle ab. In der Direkt- oder Kurzzeit-Kultur
werden innerhalb 24 Stunden die sich nattirlich teilenden
Zellen des Zytotrophoblasten, der Hiille der Chorionzot-
ten, untersucht. Dabei konnen die Fehlverteilungen aller
Chromosomen, sowie viele strukturelle Aberrationen er-
falt werden. Neben dieser Schnell-Methode werden die
mesenchymalen Zellen, welche die Zotten ausfiillen, kul-
tiviert und nach 8-14 Tagen aufgearbeitet (Langzeitkultur).
Die Mitosen werden gefdrbt und analysiert. Diese mesen-
chymalen Zellen werden spiter von denjenigen Zellen
abgespalten, welche den Feten bilden. Die Mitosen sind
qualitativ besser und lassen auch kleinere strukturelle Ab-
errationen erkennen als jene der Zytotrophoblasten. Not-
falls kénnen auch FISH-Untersuchungen zur genaueren
Analyse angeschlossen werden. Nachteile: Der invasive
Eingriff fihrt in 0,5-1 % zusétzlich zum natiirlichen Abort-
Risiko zum Zeitpunkt des Eingriffs zu einem Abort. In sehr
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seltenen Féllen stimmt das Resultat der Chorionbiopsie
nicht mit jenem des Feten iiberein, wenn das Aberrations-
ereignis einige mitotische Zellteilungen nach der Befruch-
tung eintritt und primar nur die Zellen betrifft, welche die
extraembryonalen oder embryonalen Strukturen bilden
werden. Durch gute Analytik und Ultraschall-Kontrolle
konnen solche Ereignisse meist verhindert werden.

1. Trimester-Screening (-Test) im miitterlichen Blut auf
Trisomie-21 - bald auch fiir Trisomie-13 und -18 zwischen
10+6 und 13+6 Schwangerschaftswochen

Dieses Screening kombiniert die mittels Ultraschall ge-
messene Scheitel/Steill-Lange und Nackenfalte mit den im
Serum gemessenen freien B-hCG- und PAPP-A-Konzen-
trationen. Dabei sind bei total 5% als auffdllig erfal’ten
Schwangerschaften etwa 90 % der Down-Syndrom-Fille
enthalten. Dies ist kein genetischer Test, sondern erlaubt
nur bei etwa 95% der Schwangeren mit grofer Wahr-
scheinlichkeit ein Down-Syndrom — bald auch die Triso-
mien-13 und -18 — auszuschliefen.

Fruchtwasser-Untersuchung ab der 15. Schwangerschafts-
woche bis spdt in der Schwangerschaft

Der Gynékologe entnimmt 15-20 ml des Fruchtwassers,
das den Fetus umgibt. Darin schwimmen lebende und tote
Zellen, welche von der Oberfliche des Feten, aus dem
Urogenital-Trakt und dem Mund/Rachen-Raum des Feten,
sowie der Nabelschnur und dem Amnion, welches die
Fruchtblase umgibt, abstammen. Somit stammen fast alle
Zellen vom Feten selber. In einem Schnelltest kénnen in
Interphase-Zellkernen innerhalb von 24 Stunden mittels
einer FISH-Untersuchung die Haufigkeit der Chromoso-
men 13, 18, 21, X und Y bestimmt werden. In Kulturen
konnen innerhalb 10-14 Tagen auch die Chromosomen
karyotypisiert und auf Anzahl und Struktur analysiert wer-
den. Da die kultivierten Zellen fast ausschliefSlich vom Feten
abstammen, représentiert das Resultat praktisch sicher den
Feten selber. Nachteile: Das Resultat ist erst relativ spét in
der Schwangerschaft erhiltlich. Ein Abbruch kann nur durch
die Einleitung einer Friihgeburt vorgenommen werden. Das
Abortrisiko durch den invasiven Eingriff wird auf 0,5-1%
geschatzt.

Fetale Nabelschnurpunktion (Cordozentese)

Diese ist ab etwa der 20. Schwangerschaftswoche méglich.
Sie wird selten durchgefiihrt. Indikation ist in der Regel das
Vorliegen eines abnormen Ultraschalls und die aus einem
anderen Grund ohnehin notwendige fetale Blutentnahme.
Die Lymphozyten werden 2—4 Tage kultiviert und die Mi-
tosen nachher auf numerische und strukturelle Aberrationen
ausgewertet. Nachteil: Bei Mosaiken wird die abnorme
Zellinie manchmal im Blut eliminiert und die Analyse
ergibt falschlicherweise ein normales Resultat. In anderen
Geweben ist die Aberration noch vorhanden.

Wann sollte man eine zytogenetische
Untersuchungen vor einer Behandlung gegen
Infertilitat durchfiihren?

Paare mit zwei und mehr Aborten

Werden Paare mit zwei und mehr Fehlgeburten zytogene-
tisch untersucht, so findet man in etwa 5 % der Falle bei
einem der beiden Partner eine Chromosomenaberration
[2]. Dabei handelt es sich meistens um Translokationen
(Chromosomen-Abschnitte zwischen verschiedenen Chro-
mosomen ausgetauscht), seltener um Inversionen (Chro-
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mosomenabschnitt innerhalb eines Chromosoms verkehrt
(um 180 Grad gedreht) eingesetzt). Abbildung 5 zeigt eine
Translokation zwischen einem Chromosom 7 und 10 bei
einer unserer Untersuchungen. Ist ein Elternteil Trager ei-
ner Translokation, so sind bei der Halfte der entstehenden
Gameten nicht alle Gene in einfacher Ausfiihrung vorhan-
den. Dies fiihrt nach der Befruchtung der Eizelle meist zu
einem Abort vor oder nach der Implantation.

Aus der fritheren Zeit der Pranataldiagnostik, als es haupt-
sachlich nur die Altersindikation gab, ist bekannt, daf bei
Fruchtwasser-Untersuchungen hie und da anscheinend
balancierte Translokationen gefunden wurden. In der Regel
war immer ein Elternteil Trager dieser Translokationen.
Weil unbalancierte Zygoten vor oder um die Implantation
abstarben, trat per Zufall erst im fortgeschrittenen Alter
eine Schwangerschaft mit normalem oder balanciertem
Chromosomensatz ein.

Manner mit nicht obstruktiver Azoo- bzw. Oligospermie
De Braekeleer und Dao [3] zeigten 1991 in einem ausfiihr-
lichen Review, daR 12 % der Mdnner mit einer schweren
Oligospermie (< 10 Mio. Spermien/ml) oder Azoospermie
eine Translokation oder eine Klinefelter-Konstitution (47,XXY)
aufweisen. In einer im Jahr 2005 publizierten Stellungnahme
der Arbeitsgemeinschaft Reproduktionsgenetik der Deut-
schen Gesellschaft fiir Reproduktionsmedizin [4] wird darauf
hingewiesen, dall bereits bei normaler Oligozoospermie
(< 20 Mio. Spermien/ml) die Rate der Chromosomenan-
omalien stark erhoht ist. Untersucht man gleichzeitig auch
die Chromosomen der Partnerinnen, werden ebenfalls ge-
geniiber der Normalbevolkerung stark erhchte Aberrati-
onsraten gefunden. Die Ursache ist nicht endgliltig ge-
klart. Moglicherweise fiihrt die mannliche Subfertilitét
kombiniert mit der durch die Chromosomen-Aberration
herabgesetzten weiblichen Fertilitat zur Infertilitat. Deshalb
wird empfohlen, bei diesen klinischen Voraussetzungen
immer auch die Frau mituntersuchen zu lassen.

Karyotyp-Untersuchung der Paare vor ICSI

Dies wird sehr unterschiedlich gehandhabt. Je nach Insti-
tution werden alle Paare systematisch vorher untersucht,
nur bei speziellen Situationen etwas unternommen oder
gar nichts gemacht. Dabei ist zu bedenken, daf8 nicht jede
Translokation beim Mann zu einer Oligo- oder Azoosper-
mie flhrt. Bei zunehmendem Alter der Erstgebdrenden in
unserer Gesellschaft werden Zeichen einer moglichen
Translokation bzw. einer anderen Chromosomenaberrati-
on bei Frauen oft nicht rechtzeitig festgestellt (in Form von

Fehlgeburten usw.).
- if
= 7
e

— \
T
10 anormal

Ly

-3 g?

normal 7 anormal normal

Abbildung 5: Translokation zwischen den Chromosomen 7 und 10



Eine gute Ubersicht des Standes der komplexen Problema-
tik beziglich technischer, sozialer ethischer und legaler
Aspekte in Europa geben die Empfehlungen, welche die
Europdische Gesellschaft fiir Humangenetik (ESHG) und die
European Society of Human Reproduction and Embryolo-
gy (ESHRE) im Mai dieses Jahres publiziert haben [5].

SchluRfolgerungen

Vor einer Behandlung gegen Unfruchtbarkeit

Nach zwei oder mehr Aborten oder nicht obstruktiver Oli-
go- bzw. Azoospermie beim Mann sollten beide Partner
zytogenetisch untersucht werden, um Chromosomenaber-
rationen als Ursache der Unfruchtbarkeit ausschliefen zu
kénnen.

Vor ICSI ist eine Chromosomenanalyse beider Partner in
jedem Fall empfehlenswert.

Von der Gewinnung der Eizelle bis zur Implantation
Weil im deutschsprachigen Raum die Prdimplantations-
Diagnostik nicht erlaubt ist, ist nur die Diagnostik des 1.
Polkérpers vor der Befruchtung und jene des 2. Polkdrpers
nach der Befruchtung der Eizelle moglich. Dieses zeitin-
tensive und aufwendige Verfahren erlaubt gegenwartig nur
die Diagnose einer Fehlverteilung der fiir den weiteren
Schwangerschaftsverlauf wichtigsten Chromosomen in der
miitterlichen Meiose.

Von der Implantation bis zur Geburt
Ein 1. Trimester-Screening (1. Trimester-Test) erlaubt zwi-
schen 10+6 und 13+6 Schwangerschaftswochen, mittels

Ultraschall und biochemischer Marker-Bestimmung im
muitterlichen Blut eine Trisomie-21 — bald auch eine Triso-
mie-13 und -18 — mit hoher Wahrscheinlichkeit auszu-
schlielRen.

Ultraschall-Screening und/oder Chorionbiopsie bzw. Amnio-
zentese konnen im Bedarfsfall die Geburt eines Kindes mit
einer Chromosomenaberration beinahe vollstindig aus-
schliefSen.
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