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ZYTOGENETISCHE UNTERSUCHUNGEN
VON HUMANEN UNREIFEN EIZELLEN

Summary

A considerable number of cytogene-
tic studies have been performed in
order to ascertain the variety and
frequency of chromosomal abnor-
malities in mature human oocytes
remaining unfertilised after in-vitro
fertilisation (IVF) or intracytoplas-
mic sperm injection (ICSI). In the
course of these analyses various
cytogenetic methods like conventio-
nal homogeneous staining of meio-
tic oocyte chromosomes or fluore-
scence-in-situ-hybridisation (FISH)-
techniques were used. The purpose
of our study was to analyse whether
these methods are also suitable
techniques for the cytogenetic ana-
lysis of immature human oocytes
arrested at the germinal vesicle
(GV)-stage. GV-stage oocytes,
obtained from patients who under-
went laparotomy for different causes
of sterility (i.e. reversal of tubal
sterilisation, excision of myomas or
endometriosis), as well as oocytes
remaining arrested at the GV-stage
after superovulation treatment
followed by IVF/ICSI were prepared
according to the gradual fixation
method of Kamiguchi et al [Proc

/USAMMENFASSUNG

Bislang sind zahlreiche zytogenetische
Studien durchgefuihrt worden, um Art
und Haufigkeiten chromosomaler
Anomalien bei reifen humanen Eizel-
len zu bestimmen, welche nach
einer in vitro-Fertilisation (IVF) oder
intrazytoplasmatischen Spermato-
zoeninjektion (ICSI) unbefruchtet
blieben. Hierbei fanden verschieden-
ste Analysetechniken wie die kon-
ventionelle Homogenfarbung meioti-
scher Eizellchromosomen oder die
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(FISH) Anwendung. Unsere Ziel-
setzung war, zu kldren, ob diese
Verfahren auch fiir die zytogenetische

Japan Acad 1976, 52: 316]. The
nuclear material was analysed by
homogeneous staining with Giemsa
and 4’,6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI). Thereby, GV-oocytes with
different patterns of chromatin
condensation could be identified.
In addition, FISH analysis was per-
formed using direct-labelled locus
specific DNA probes for the chro-
mosomes 13 and 21 (LSI 13, LSI 21,
Viysis). 29 oocytes were examined
and 20 (69,0 %) of them provided
analysable patterns of signals indi-
cating the two homologues of the
chromosomes 13 and 21 respectively.
Consequently, this FISH-technique
allows the determination of the
number of specific chromosomes in
the germinal vesicle and thereby,
may facilitate the identification of
aneuploid germ cell lines in female
patients. Therefore, cytogenetic
studies of immature human oocytes
could provide new insights into the
nuclear changes during oocyte
maturation and may be important
for the identification of mechanisms
associated with oocyte maturation
dysfunction.

Analyse unreifer humaner Eizellen
geeignet sind, welche sich im Germi-
nalvesikel (GV)-Stadium befinden.
Hierftr wurden unreife Oozyten
verwendet, welche im Rahmen von
Laparotomien bei verschiedenen
Sterilitatsursachen (z. B. Wiederher-
stellung der Eileiterdurchgangigkeit,
Entfernung von Myomen oder Endo-
metrioseherden) gewonnen wurden
oder die nach ovarieller Stimulation
bei IVF oder ICSI im GV-Stadium
arretiert blieben. Die Praparation der
Zellen erfolgte entsprechend einem
von Kamiguchi et al. beschriebenen
graduellen Verfahren [Proc Japan
Acad 1976; 52: 316]. Nach Homo-
genfarbung des Kernmaterials mit
Giemsa und 4’,6-Diamidino-2-phe-
nylindolhydrochlorid (DAPI) konnten

verschiedene GV-Oozyten mit deut-
lichen Unterschieden hinsichtlich
des Kondensationsgrades ihres Chro-
matins identifiziert werden. Zusatz-
lich wurden FISH-Analysen mit di-
rekt markierten Locus-spezifischen
DNA-Sonden fiir die Chromosomen
13 und 21 durchgefihrt (LSI 13, LSI
21, Viysis). Von 29 Eizellen konnten
bei 20 (69,0%) anhand der spezifi-
schen Signalmuster die jeweiligen
homologen Chromosomen 13 und
21 detektiert werden. Damit ermog-
licht diese FISH-Technik die Bestim-
mung der Anzahl spezifischer Chro-
mosomen im Germinalvesikel
unreifer Eizellen und die Identifizie-
rung von aneuploiden Keimzellinien.
Zytogenetische Studien von unreifen
humanen Eizellen kénnten somit
sowohl fur die Untersuchung der
Reifung weiblicher Gameten als auch
fir die Identifizierung moglicher
Storungen im Reifungsprozel’ von
Bedeutung sein.

EINLEITUNG

Im weiblichen Organismus laufen die
ersten Phasen der Meiose pranatal ab.
In der friihen Embryogenese wandern
die primordialen Keimzellen zu den
sich bildenden Ovarien, wobei sich in
einem Prozel, der durch Zellwachs-
tum und Neuverteilung von zytoplas-
matischen Organellen gekennzeich-
net ist, die sogenannten Oogonien
bilden. Wahrend des 3. bis 7. Schwan-
gerschaftsmonats differenzieren sich
aus diesen Oogonien nach einer
mitotischen Proliferationsphase die
primdren Oozyten. Zu diesem Zeit-
punkt setzt die erste meiotische Tei-
lung ein. Nach dem Durchlaufen des
Leptotdns, Zygotans und Pachytdns
erreicht die primare Oozyte das
Diplotan der ersten meiotischen
Prophase kurz vor oder unmittelbar
nach der Geburt. Bis mit Beginn der
Pubertdt die Ausreifung einzelner
Oozyten im Rahmen des weiblichen
Zyklusgeschehens einsetzt, verbleiben
humane Eizellen im Stadium des
verlangerten Diploténs (Diktyotan).
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Hierbei sind sie morphologisch
durch die Existenz eines grofRen,
blasigen Nukleus gekennzeichnet, in
welchem das chromosomale Materi-
al lokalisiert ist und der auch als
Keimzellbldschen oder Germinalve-
sikel (GV) bezeichnet wird [1, 2].

Die Fortsetzung der Meiose wird
durch die praovulatorische Gonado-
tropinausschiittung induziert. Es
erfolgt mit dem Ausschleusen des

1. Polkorperchens die Trennung der
homologen Chromosomen und da-
mit die Reduktion auf einen haplo-
iden Chromosomensatz (sekunddre
Oozyte). Wéhrend der letzten Stadi-
en der Follikelreifung und der Ovu-
lation bleiben die Chromosomen
ausgereifter Eizellen in der Metapha-
se Il (MII) arretiert. Erst der Penetrati-
onsvorgang eines Spermatozoons bei
der Befruchtung 16st den Abschluf
der zweiten meiotischen Teilung und
die Ausbildung des 2. Polkorper-
chens aus.

Seit Einfuhrung der ovariellen Stimu-
lation mit anschliefender in vitro-
Fertilisation (IVF) oder intrazytoplas-
matischer Spermatozoeninjektion
(ICSI) in die Sterilitatstherapie wur-
den unbefruchtete, reife, humane
Eizellen fur wissenschaftliche Unter-
suchungen verfugbar, da nach erfolg-
ter Insemination bzw. Mikroinjektion
nicht alle Oozyten befruchtet wer-
den oder in einigen Fillen ungeteilt
bleiben. Diese Keimzellen verlieren
wahrend ihrer weiteren Kultivierung
jegliches Entwicklungspotential, er-
moglichen aber die direkte Analyse
von weiblichen Gameten hinsicht-
lich chromosomaler Anomalien
meiotischen Ursprungs. So sind
bislang zahlreiche zytogenetische
Studien durchgefiihrt worden, um
die Art und Haufigkeiten von struktu-
rellen und numerischen Chromoso-
menaberrationen bei unbefruchteten
reifen Oozyten nach IVF oder ICSI
zu bestimmen. Hierbei zeigte sich,
dal’ uberwiegend numerische chro-
mosomale Anomalien in humanen
Oozyten vorzufinden sind. Im Rah-
men dieser Studien fanden, wie auch
bei der zytogenetischen Analyse

somatischer Zellen, verschiedene
Untersuchungsverfahren Anwen-
dung, angefangen von der konven-
tionellen Homogenfarbung meioti-
scher Eizellchromosomen bis hin zur
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(FISH) [3-6]. Bei kritischer Durch-
sicht der Ergebnisse fillt jedoch auf,
dal die verschiedenen Studien
extrem differierende Anomalieraten
aufweisen. Eine Variationsbreite von
unter 10% bis zu tiber 60% an chro-
mosomalen Anomalien in humanen
weiblichen Keimzellen lassen die
Vermutung zu, daB nicht nur endo-
gene biologische Prozesse diese Va-
riabilitit herbeifiihren, sondern dal
auch praparations- und auswertungs-
bedingte Analysefehler ein moglicher
Grund fir diese unterschiedlichen
Daten sind (Ubersichten in [4, 7, 8]).

Des weiteren ist zu bedenken, dalt es
sich bei den bisherigen Untersuchun-
gen um zytogenetische Analysen von
uberwiegend reifen, d. h. Metaphase
[l-arretierten Oozyten handelt. Hier-
bei bleibt offen, ob die bei humanen
MIl-Oozyten nachgewiesenen, numeri-
schen, chromosomalen Anomalien
das Ergebnis von Chromosomenfehl-
verteilungen wihrend der 1. meioti-
schen Reifeteilung sind oder ob
aneuploide reife Eizellen bereits im
unreifen Stadium als primare Oozy-
ten Trager dieser Chromosomen-
aberrationen waren. Letzteres wiirde
fur das Vorhandensein aneuploider
weiblicher Keimzellinien sprechen.
Ein direkter Nachweis fiir deren Exi-
stenz steht allerdings noch aus, da
bislang in nur einem Fall die FISH-
Analyse einer nach IVF unbefruchte-
ten Mll-Eizelle und dem zugehorigen
1. Polkorperchen einen ersten indi-
rekten Hinweis auf eine trisome
Keimzellinie liefern konnte [5].
Insofern stellt sich die Frage nach
geeigneten zytogenetischen Techni-
ken, welche die direkte Analyse von
unreifen humanen Oozyten hinsicht-
lich chromosomaler Aberrationen
ermoglichen.

In diesem Zusammenhang war die
Zielsetzung unserer Untersuchungen,

zu prifen, ob die bislang fir die
zytogenetische Analyse von reifen
humanen Oozyten etablierten Ver-
fahren auch fiir entsprechende Unter-
suchungen zum Nachweis chromo-
somaler Anomalien bei unreifen
Eizellen geeignet sind, welche sich
im Germinalvesikel (GV)-Stadium
befinden.

IMIATERIAL UND METHODEN

Gewinnung unreifer humaner Eizellen

Nach Aufklarung und Einholen des
Einverstandnisses der Patienten
wurden unreife Eizellen zumeist bei
Routineeingriffen im Rahmen von
Laparotomien (Refertilisierungen,
Exzision von Myomen oder Endome-
trioseherden usw.) an der Universi-
tatsklinik ftir Reproduktionsmedizin
und Gynakologische Endokrinologie
in Magdeburg Frauen im fortpflan-
zungsfahigen Alter entnommen.
Hierbei wurden die Oozyten durch
Follikelpunktion der Ovarien ent-
sprechend der Technik, wie sie bei
der assistierten Reproduktion zur
Anwendung kommt, am offenen
Bauch gewonnen.

Zusatzlich wurden unter Anwendung
der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisie-
rungs (FISH) -Technik Eizellen analy-
siert, welche bei der Sterilititsbe-
handlung durch die Maknahmen der
assistierten Fertilisation (IVF oder
ICSI) nach ovarieller Stimulation
unreif blieben.

Die entsprechenden Studienunterlagen
inklusive der Patienteninformation
waren der zustandigen Ethikkommis-
sion der Universitdt Magdeburg
vorgelegt worden und wurden von
dieser genehmigt.

Prédparation von Qozyten im Germi-
nalvesikel (GV)-Stadium

Nach Punktion wurden die unreifen
Eizellen in 1 x Ham’s F-10-Kultur-
medium (Biochrom KG, Berlin,



Deutschland) tiberfiihrt und von
umgebenden Kumuluszellen sowohl
mechanisch als auch enzymatisch
mittels Hyaluronidase (80 IE/ml;

Typ VIII, Sigma, St. Louis, MO, USA)
befreit. Es erfolgte dann die mikro-
skopische Kontrolle auf Vorhanden-
sein eines Germinalvesikels zur
eindeutigen Bestimmung des Maturi-
tatsstatus.

Anschliefend wurden die GV-Oozy-
ten dem Kulturmedium entnommen
und fir 10-15 Minuten in einer hy-
potonen Losung (0,9 % tri-Natrium-
citrat-Dihydrat) inkubiert. Danach
erfolgte die graduelle Fixierung der
Zellen auf Objekttrager nach einem
von Kamiguchi und Mitarbeitern
beschriebenen Verfahren [9]. Hierbei
wurden die Eizellen zunichst in
Fixativ | (Methanol : Essigsdure :
Wasser =5 : 1 : 4) gegeben und nach
Wiederaufhellung des Zytoplasmas
auf Objekttrager transferiert. Danach
wurde Fixativ Il (Methanol : Essigsau-
re = 3 : 1) Uber die Zellen gegeben.
Die Objekttrager wurden dann bis zu
5 Minuten in Fixativ Il belassen und
anschliefend fiir T Minute in Fixativ
[l (Methanol : Essigsdure : Wasser =
3 :3:1) getaucht. Nach dem Trock-
nen in einem feuchtwarmen Luftstrom
und der Kontrolle der Prdparate
unter dem Phasenkontrastmikroskop
wurden die Objekttrager mit den
fixierten Eizellen bis zur weiteren
Analyse bei —20°C aufbewahrt.

Sequentielle Homogenfidrbungen des
Kernmaterials mit Giemsa und DAPI

Die Homogenfarbungen der Prépara-
te mit Giemsa (Merck, Darmstadt,
Deutschland) erfolgten in einer
0,008 %igen Losung in Phosphatpuf-
fer (0,06 M, pH 6,8) fiir 10 Minuten
bei Raumtemperatur. Nach Spiilen
und Trocknen der Objekttrager wur-
den die Préaparate dann lichtmikro-
skopisch ausgewertet.

Anschliefend wurden entsprechend
einer von Zhao und Mitarbeitern [10]
entwickelten Technik zur Entfarbung
Giemsa-behandelter Chromosomen-

praparate ausgewahlte Objekttrager
mit Xylol entfarbt und zum spezifi-
schen Nachweis von DNA mit dem
DNA-bindenden Fluroeszenzfarbstoff
4’,6-Diamidino-2-phenylindolhydro-
chlorid (DAPI) behandelt. Hierbei
wurden jeweils 10 pl einer DAPI-
haltigen Stabilisatorlosung (Vecta-
schield antifade medium with DAPI
1,25 pg/ml, Vector Laboratories,
Heidelberg, Deutschland) auf die
Praparate gegeben und mit einem
Deckglas (22 x 50 mm?) abgedeckt.
Nach einer Inkubationszeit von 10
Minuten bei Raumtemperatur erfolgte
dann die Auswertung unter dem
Fluoreszenzmikroskop (LEICA
DMRB/E-Fotomikroskop; Leica Ver-
triebs GmbH, Bensheim, Deutsch-
land).

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(FISH)

Fur die FISH-Analysen wurden die
beiden folgenden direkt markierten
Lokus-spezifischen DNA-Sonden der
Fa. Vysis (Vysis, Downers Grove, IL,
USA) verwendet: 1. LSI-Sonde 13
(LSI 13 SpectrumGreen), komplemen-
tar zur Retinoblastom-Gensequenz
innerhalb der Bande 13q14 auf dem
langen Arm des Chromosoms 13 und
2. LSI-Sonde 21 (LSI 21 SpetrumO-
range), lokalisiert im Bereich der
Down Syndrom-kritischen Region
(21922.13-21q.22.2) von Chromo-
som 21. Die Durchfiihrung der Hy-
bridisierungen erfolgte nach modifi-
zierten Protokollen des Herstellers:

Geeignete Prdparate wurden zundchst
mit Pepsin (Sigma Chemical Co.,

St. Louis, MO, USA; 0,01 % in 0,01
N HCI) fir 20 Minuten bei 37°C zur
Entfernung von Zytoplasmabestand-
teilen vorbehandelt und danach in
einer PBS (phosphate buffered saline)
-Losung gewaschen. Anschliefend
wurden die Objekttrager 10 Minuten
bei Raumtemperatur mit Formaldehyd
(4 % Formaldehyd / 50 mM MgCl, /
PBS) nachfixiert, erneut 5 Minuten in
PBS gewaschen und tber eine auf-
steigende Ethanolreihe (70 %, 80 %,
100 %) je 2 Minuten dehydriert. Um

die DNA der fixierten Eizellen fiir die
Hybridisierung in Einzelstrange zu
Uberfihren, wurden die Praparate
dann fiir 2 Minuten in 70 % Forma-
mid / 2 x SSC (standard salt concen-
tration, pH 7,0) bei 72°C denaturiert
und in einer eiskalten (-=20°C) Etha-
nolreihe (70 %, 80 %, 100 %) noch-
mals je 2 Minuten dehydriert.

Parallel erfolgte die Denaturierung
der DNA-Sonden flr 5 Minuten bei
72°C. Nach Prainkubation tber 15
Minuten bei 37°C wurden jeweils

5 pl des Hybridisierungsansatzes auf
die denaturierten Préparate aufge-
tragen und mit Deckglasern (18 x

18 mm?) luftblasenfrei abgedeckt.
Die Objekttrager wurden dann fir
die Hybridisierung tiber Nacht bei
37°C in einer feuchten Kammer auf-
bewahrt. Danach wurden unspezifisch
gebundene DNA-Sequenzen durch
Waschen mit 2 x SSC fiir 2 Minuten
bei 72°C und mit 2 x SSC/ 0,1 %
NP-40 fir 2 Minuten bei Raumtem-
peratur entfernt. Nach Gegenfarbung
der Praparate mit DAPI (s.o0.) folgte
die mikroskopische Auswertung im
Auflichtfluoreszenzverfahren mit
einem LEICA DMRB/E-Fotomikroskop
(Leica Vertriebs GmbH, Bensheim,
Deutschland). Hierbei wurden die
verschiedenen Fluoreszenzfarbsignale
mit Hilfe von Einzelbandanregungs-
filtern fir DAPI, FITC und Rhodamin
betrachtet und aufgenommen. Die
Dokumentation der mikroskopischen
Bilder und deren digitale Aufarbeitung
erfolgte per Computer unter Anwen-
dung der CytoVision-Programm-
software der Fa. Applied Imaging
(Applied Imaging Int. Ltd., Sunderland,
UK).

ERGEBNISSE

Homogenfarbungen des Kernmaterials
mit Giemsa und DAPI

Nach gradueller Fixierung und

Behandlung mit Giemsa zeigten die
praparierten humanen GV-Oozyten
unter dem Lichtmikroskop Giemsa-



positive Strukturen innerhalb ihrer
Zytoplasmagrenzen (Abbildung 1
und 2). Damit war ein Verfahren
gegeben, welches die Herstellung
mikroskopischer Praparate von hu-
manen unreifen Eizellen unter Erhal-

Abbildung 1 a, b: Humane Qozyten im
GV-Stadium nach Fixierung und se-
quentieller Farbung mit Giemsa (Ver-
groBerung: 100 x) und DAPI (Vergro-
Berung: 400 x).

Giemza—Faerbung

a

DAPI-Faerbung

Zytoplasma

tung ihrer Zytoplasmagrenzen und
zelluldren Strukturen ermoglichte.

Hierbei kamen Préparate vor, bei
denen nach Giemsa-Behandlung im
mikroskopischen Bild eine eindeuti-

ge ldentifizierung des Kernmaterials
erschwert war (Abbildung 1a und b).
Somit erschien zum Nachweis von
nukledren Strukturen die Anwendung
einer spezifischeren Farbetechnik
sinnvoll. Hierfiir wurden ausgewahlte

Glamsa=Fasrbung

Abbildung 2 a, b: Praparate unreifer Eizellen mit Chromatin von unterschiedlichem
Kondensationsgrad im Bereich des Germinalvesikels (Giemsa: 100 x; DAPI: 400 x).

Zytoplasma

DAPI-Faerbung

Abbildung 3 a-d: Zweifarben-FISH von DAPI-gefarbten GV-Oozyten mit den Sonden
LSI 13 (grin) und LSI 21 (rot) (VergroBerung: 1000 x). Spezifische Hybridisie-
rungssignale detektieren die homologen Chromosomen 13 und 21.

a-b-
C-d-




Giemsa-gefarbte Praparate entfarbt
und anschlieBend mit DAPI behan-
delt, einem Fluoreszenzfarbstoff,
welcher sich an doppelstrangiger
DNA anlagert und diese damit unter
dem Fluoreszenzmikroskop spezifisch
detektiert. Bei Vergleich der mikro-
skopischen Bilder von Giemsa-
gefarbten GV-Oozyten ergab die
fluoreszenzmikroskopische Auswer-
tung dieser Praparate nach DAPI-
Behandlung, dal} erst die DAPI-Far-
bung eine eindeutige Identifizierung
spezifischer Bereiche von Giemsa-
positiven Strukturen als Kernmaterial
in Form von Chromatin erlaubt (Ab-
bildung 1a und b).

Des weiteren war es im Rahmen die-
ser Untersuchungen moglich, durch
die Darstellung des Kernmaterials
verschiedene humane GV-Oozyten
zu identifizieren, welche sich hin-
sichtlich des Kondensationsgrades
ihres Chromatins im Bereich des
Germinalvesikels deutlich unter-
schieden (Abbildung 2).

FISH-Analysen

Abbildung 3 zeigt beispielhaft Prapa-
rate von fixierten GV-Oozyten nach
deren Hybridisierung mit den LSI-
Sonden 13 und 21. Unabhangig von
dem Kondensationsgrad des Chroma-
tins war das chromosomale Material
der Chromosomen 13 und 21 durch
spezifische Hybridisierungssignale
im Germinalvesikelbereich zu detek-
tieren (Abbildung 3, vergl. a, b und
¢, d). Entsprechend Interphase-FISH-
Analysen korrespondierte hierbei jedes
einzelne Signal mit einem Chromosom.
Da vor Abschlul8 der 1. meiotischen
Teilung wahrend der Eizellreifung im
Normalfall bei unreifen weiblichen
Gameten von einem diploiden Chro-
mosomensatz mit gepaarten Chro-
matiden auszugehen ist, waren zwei
Einzelsignale fur die jeweiligen homo-
logen Chromosomen zu erwarten
gewesen. Deren auffallend enge
Orientierung zueinander erschien mit
der Homologenpaarung der Chromo-
somen wahrend der meiotischen
Prophase 1 erklarbar (Abbildung 3).

Unter Anwendung der beschriebenen
FISH-Technik wurden unreife Eizellen
von insgesamt 10 Patientinnen im
fortpflanzungsfahigen Alter untersucht
(Tabelle 1). Hierbei handelte es sich
um Frauen, welche aufgrund ver-
schiedener Sterilitatsursachen an der
Universitatsklinik fir Reproduktions-
medizin und Gynékologische Endo-
krinologie in Magdeburg behandelt
wurden. Ihr Alter lag median bei
33,1 = 3,6 (SD) Jahren (25,9 bis 37,5
Jahre). Bei 7 Patientinnen wurden
die GV-Oozyten (n = 21) durch
Punktion der Ovarien im Rahmen
von Laparotomien entnommen, wéh-
rend bei 3 Patientinnen auf Eizellen
(n = 8) zurlckgegriffen wurde, wel-
che bei einer Sterilitatsbehandlung
durch IVF oder ICSI trotz ovarieller
Stimulation mit Gonadotropinen
unreif blieben. Die FISH-Analyse der
insgesamt 29 GV-Oozyten lieferte 20
(69,0 %) auswertbare Praparate von
fixierten Eizellen mit spezifischen
Hybridisierungssignalen. Diese zeig-
ten alle regelrechte Signale fur die
Sonden LSI 13 und LSI 21, wodurch
die jeweiligen homologen Chromo-
somen 13 und 21 detektiert wurden.
Abweichende Signalmuster konnten
hierbei nicht festgestellt werden (Ta-
belle 1).

DISKUSSION

Darstellung des Kernmaterials unreifer
Eizellen

Die Gewinnung von unreifen huma-
nen Eizellen und die Darstellung
ihrer Chromatinstrukturen im Bereich
des Germinalvesikels (GV) ertffnen
die Moglichkeit, das Kernmaterial
von primdren Oozyten vor Einsetzen
der meiotischen Eizellreifung zu
untersuchen. Wir konnten mit Hilfe
einer fur reife Eizellen beschriebenen
graduellen Préaparationstechnik [9]
humane GV-Oozyten unter Erhaltung
ihrer Zytoplasmagrenzen auf Objekt-
trager fixieren. Bei der nachfolgenden
Behandlung mit Giemsa und DAPI
erwies sich aufgrund unspezifisch

gefdrbter Bereiche bei einigen unrei-
fen Eizellen die Farbung Chromatin-
assoziierter Proteine durch Giemsa,
wie sie flr die Darstellung sowohl
mitotischer als auch meiotischer
Metaphase-Chromosomen Ublich ist,
als ungeeignet. In diesen Féllen
ermoglichte erst die Farbung der
DNA durch DAPI eine eindeutige
Identifizierung des Kernmaterials in
Form von Chromatin (Abbildung 1).

Auch Garcfa und Mitarbeiter [11]
stellten bei der Anwendung unter-
schiedlicher Farbeverfahren im Rah-
men ihrer mikroskopischen Unter-
suchungen von humanen Prophase
1-Oozyten Variationen in der
Darstellung des Kernmaterials fest.
Sie berichteten von sogenannten
,runden Korperchen”, welche aus-
schlielich nach Giemsa-Behandlung
im Bereich des Chromatins erkennbar
wurden. Derartige Strukturen waren
nach Silberfarbung nicht nachzu-
weisen. Die Autoren vermuteten bei
diesen Praparaten artifizielle Veran-
derungen der Kernstrukturen aufgrund
unterschiedlicher Préparations- und
Farbebedingungen. Gleichermalien
ware aber auch hier eine unspezifi-
sche Anfarbung von Strukturen durch
Giemsa als mogliche Erkldarung denk-
bar.

Fur die eindeutige Identifizierung des
Kernmaterials von unreifen weiblichen
Gameten erscheint die Verwendung
spezifischer Farbsubstanzen notwen-
dig. Die spezifische Farbung von
DNA mit YO-PRO-1-Jodid, wie sie
von Van Blerkom und Mitarbeitern
[12] beschrieben wird, oder mit
DAPI entsprechend unserer Unter-
suchungen haben sich hierfir als
geeignete Methoden erwiesen und
sollten bei weiterfiihrenden Analysen
von unreifen Eizellen im Prophase1-
Stadium Anwendung finden.

Untersuchungen zum Nachweis
chromosomaler Anomalien bei weib-
lichen Gameten sind Gberwiegend
an reifen Metaphase ll-arretierten
Oozyten vorgenommen worden, die
im Rahmen der Sterilitatsbehandlung
durch IVF oder ICSI unbefruchtet



blieben. Nur wenige Studien wurden
bislang durchgefihrt, um die Chro-
matinkonfigurationen von humanen
unreifen Eizellen der ersten meioti-
schen Prophase darzustellen und
hinsichtlich aberranter Strukturen zu
untersuchen [11, 13]. Im Rahmen
dieser Untersuchungen wurden un-
auffdllige GV-Oozyten als solche mit
gleichmaRig verteilten Chromatin-
strangen und einem klar erkennbaren
Nukleolus beschrieben. Stark kon-
densierte Giemsa-positive Chroma-
tinfragmente im Bereich des Germi-
nalvesikels wurden dagegen als ein
Anzeichen fir die Degeneration des
Kernmaterials gewertet [13].

Ob die von uns bei verschiedenen
GV-Oozyten ebenfalls beobachteten
Unterschiede im Kondensationsgrad
des Chromatins (Abbildung 2) einen
moglichen Hinweis fir unterschied-
liche Maturitdtsstadien darstellen
oder in einigen Fallen degenerative
Merkmale sind, sollte somit weiteren
Untersuchungen vorbehalten bleiben.

FISH-Analysen von humanen
GV-Oozyten

Die Technik der Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH) ermoglicht den
Nachweis von numerischen und
strukturellen Chromosomenanoma-
lien durch die Hybridisierung von
markierten Sequenz-spezifischen
DNA-Sonden auf chromosomale
Prdparate. Mit geeigneten FISH-Son-
den konnen spezifische Aneuploidien
sowohl auf Metaphasen proliferieren-
der Zellen als auch im Interphasekern
von Zellen ohne Teilungsaktivitat
identifiziert werden. Hierfir werden
in der Chromosomendiagnostik unter
anderem Locus-spezifische FISH-
Sonden eingesetzt, die die einzelnen
Chromatiden von Metaphase-Chro-
mosomen markieren und mit denen
die Anzahl spezifischer Chromoso-
men im Interphasekern zu detektie-
ren ist (Ubersicht in [14]).

Diese FISH-Sonden haben mittler-
weile auch bei Untersuchungen zum
Entstehungsmechanismus von Aneu-

ploidien in reifen humanen Eizellen
Anwendung gefunden. So wurden
die Locus-spezifischen FISH-Sonden
LSl 13 und LSI 21 verwendet, um die
Chromatidenanzahl der Chromosomen
13 und 21 in unbefruchten Eizellen
zu bestimmen und um gleichzeitig
zwischen fehlenden oder zusitzlichen
ganzen Chromosomen sowie einzel-
nen Chromatiden in aneuploiden
MII-Oozyten differenzieren zu kon-
nen [6].

In Anlehnung an diese Technik konn-
ten wir in der vorliegenden Unter-
suchung zeigen, dall mit Hilfe Locus-
spezifischer FISH-Sonden auch in
unreifen Eizellen das chromosomale
Material spezifischer Chromosomen
zu detektieren ist und deren Anzahl
im Germinalvesikel bestimmt werden
kann. Es eroffnet sich somit die Mog-
lichkeit, spezifische Aneuploidien in
humanen unreifen Eizellen direkt
nachzuweisen.

Das wiederholte Auftreten einer frei-
en Trisomie 21 bei mehreren Kon-

Tabelle 1: Ergebnisse der FISH-Analysen von humanen GV-Oozyten (n = 29) mit den Sonden LSI 13 und LSI 21. IVF = in-vitro-
Fertilisation; ICSI = intrazytoplasmatische Spermatozoeninjektion; PCO-Syndrom = Polyzystisches-Ovarsyndrom; chr = Chromosom.

Patientin Alter Behandlung Gewonnene
[Jahre] GV-Oozyten
1 36,9 Laparotomie zur Refertilisierung 2
2 34,2 Laparotomie zur Myomentfernung, 2
PCO-Syndrom
3 37,2 Laparotomie zur Adhésiolyse, 4
PCO-Syndrom
32,0 Laparotomie zur Endometrioseexzision 2
5 37,5 Laparotomie zur Adhésiolyse 4
6 30,5 Laparotomie zur Adhésiolyse 2
7 28,4 Laparotomie zur Endometrioseexzision 5
8 29,1 Ovarielle Stimulation vor ICSI 3
9 25,9 Ovarielle Stimulation vor ICSI 3
10 36,1 Ovarielle Stimulation vor IVF 2

Auswertbare Detektierte
GV-Oozyten Chromosomenzahl
nach FISH nach FISH
2 2 X

(2 x chr13 + 2 x chr 21)

1 1 x
(2 x chr13 + 2 x chr 21)

3 3x
(2 x chr13 + 2 x chr 21)

2 2 X
(2 xchr13 + 2 xchr21)

1 1 x
(2 xchr13 + 2 xchr21)

4 4 x

(2 xchr13 + 2 xchr21)
2 2 X

(2 x chr13 + 2 x chr 21)
3 3 x

(2 xchr13 + 2 xchr21)
2 2 X

(2 xchr13 + 2 xchr21)



zeptionen von chromosomal unauf-
falligen Paaren wird tblicherweise
mit einem Keimzellmosaik und der
Existenz trisomer Keimzellinien der
Eltern erklart. Der Nachweis trisomer
ovarieller Zellen von chromosomal
unauffalligen Frauen mit einem er-
hohten Wiederholungsrisiko fir eine
Trisomie 21 in einer Schwangerschaft
unterstutzte diese Vorstellungen [15-
18]. Bei diesen friihen Studien han-
delt es sich jedoch um Untersuchun-
gen, welche an somatischen Zellen
von ovariellen Gewebebiopsien vor-
genommen wurden. 1999 lieferten
Cozzi und Mitarbeiter [5] anhand
der Analyse von weiblichen Gameten
einen ersten Hinweis auf die Existenz
einer weiblichen trisomen Keimzelli-
nie. Im Rahmen der IVF-Behandlung
einer unauffilligen Patientin mit
mehreren vorausgegangenen Kon-
zeptionen mit Trisomie 21 konnten
sie mittels FISH ein zusatzliches
Chromatid 21 in einer unbefruchte-
ten Eizelle und ihrem zugehorigen

1. Polkorperchen detektieren. Die
Autoren schluf8folgerten, daf die
betroffene Oozyte im unreifen
Stadium Trager eines zusdtzlichen
Chromosoms 21 gewesen sein mulite.

Bei Durchsicht der wissenschaftlichen
Literatur fallt auf, daf® numerische
chromosomale Anomalien bislang
noch nicht bei humanen unreifen
weiblichen Gameten beschrieben
wurden (Medline-Datenbank-Recher-
che, 1966 bis dato). Somit steht ein
direkter Nachweis von aneuploiden
unreifen Eizellen nach unserem
Kenntnisstand bis heute aus. Die
durchgefiihrten FISH-Analysen an 29
unreifen Eizellen von 10 Sterilitdtspa-
tientinnen unterschiedlicher Genese
lieferten bei 20 auswertbaren Oozyten-
Praparaten ausschlieflich unauffal-
lige Signalmuster fir die Sonden LS|
13 und LSI 21 (Tabelle 1). Wir konn-
ten somit hier keine numerischen
Aberrationen fiir die Chromsomen

13 und 21 in humanen GV-Oozyten
nachweisen. Als ein moglicher
Grund hierfiir wire die relativ kleine
Anzahl untersuchter Eizellen denk-
bar. Somit sollte die Analyse einer
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groferen Zahl unreifer Eizellen unter
Anwendung des von uns entwickelten
FISH-Verfahrens zum direkten Nach-
weis weiblicher aneuploider Keim-
zellinien Gegenstand weiterflihrender
Untersuchungen sein.

Mit den vorgestellten Praparations-
und Farbemethoden sowie mit der
von uns etablierten FISH-Technik
stehen Verfahren zur Verfiigung, die
die zytogenetische Untersuchung
von unreifen humanen Eizellen im
Germinalvesikel-Stadium erlauben
und dabei den Nachweis aberranter
Kernstrukturen bzw. spezifischer
chromosomaler Aneuploidien
ermoglichen. Derartige Analysen
konnten sowohl fir die Untersuchung
der Reifung weiblicher Gameten als
auch fur die Identifizierung moglicher
Storungen im Reifungsprozess von
Eizellen bei entsprechenden Sterili-
tatspatientinnen von Bedeutung sein.
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