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Seit der Einfithrung der Polkorperdia-
gnostik (PKD) 1989 stand diese lange
Zeit im Schatten der Blastomerenbiopsie.
Zum einen kénnen mithilfe der PKD aus-
schliefflich miitterliche strukturelle und
numerische Chromosomenfehlvertei-
lungen untersucht werden, zum anderen
wurde die PKD international als ein Re-
sultat der engen gesetzlichen Bestimmun-
gen im Rahmen des Embryonenschutzge-
setzes in Lindern wie Deutschland, Oster-
reich und der Schweiz angesehen. Mit we-
nigen Ausnahmen wurde die PKD bis vor
Kurzem hauptsachlich von IVF-Zentren
in diesen Landern angewandt.

Renaissance der PKD

Die Daten des Konsortiums fiir Preim-
plantation Genetic Diagnosis (PGD) der
European Society for Human Reproduc-
tion & Embryology (ESHRE) belegen in
Hinblick auf die Anzahl an durchgefiihr-
ten PGD-/PGS-Behandlungszyklen den
geringen Stellenwert der PKD im Ver-
gleich zur Blastomerenbiopsie [4]. Auch
wenn diese Daten nicht die internationa-
le Realitét vollstindig abbilden, so lassen
sie doch erkennen, dass die PKD - genau-
so wie die Blastomerenbiopsie — im We-
sentlichen fiir die Aneuploidiediagnostik
eingesetzt wurde und nur in geringerem
Maf3 zum Ausschluss genetischer Erkran-
kungen. Da chromosomale Aneuploidien
sich mehrheitlich wihrend der Eizellrei-
fung manifestieren, also miitterlichen Ur-
sprungs sind, sollte eine PKD zum Nach-
weis einer numerischen Chromosomen-
aberration ausreichen. Gleiches gilt fiir
miitterlicherseits vorliegende struktu-
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relle Chromosomenaberrationen, die im
Wesentlichen Translokationen umfassen.
Auch hier belegt eine Vielzahl von Publi-
kationen, dass mithilfe der PKD eine zu-
verlissige und umfassende Diagnostik er-
stellt werden kann (Ubersicht bei [8]).

Die Renaissance der PKD erfolgte vor
dem Hintergrund der Kritik an der Blas-
tomerenbiopsie zum Zweck des PGS und
der unbeantworteten Frage nach dem
Vorteil dieses Verfahrens. Innerhalb der
letzten 6 Jahre wurden weit mehr als 10
randomisierte kontrollierte Studien ver-
offentlicht, die allesamt belegen, dass PGS
nach einer Blastomerenbiopsie in der Stu-
diengruppe nicht zu besseren Ergebnissen
fithrt (Ubersicht bei [2]). In einigen Studi-
en zeigten sogar die Kontrollgruppen hé-
here Schwangerschaftsraten. Dies fiihr-
te zu der Frage, ob die Blastomerenbiop-
sie eine unzulangliche Methode darstellt.
Einige Probleme der Blastomerenbiopsie
sind heute bekannt und beinhalten die Di-
agnoseunsicherheit durch das Auftreten
von embryonalen Mosaiken als auch die
in den meisten Studien geringe Anzahl an
untersuchten Chromosomen. Gleichzei-
tig wird diskutiert, ob ein Embryo durch
die Entnahme von 1-2 Blastomeren in sei-
ner weiteren Entwicklungs- und Implan-
tationskompetenz direkt beeintrichtigt
wird oder ob er in der Lage ist, den Ver-
lust von 1-2 Blastomeren auszugleichen.
Aufgrund dieser Datenlage wird derzeit
die Durchfithrung der Blastomerenbiop-
sie ausschlief3lich zum Zweck des PGS von
renommierten Fachgesellschaften nicht
empfohlen [5].

Als Alternative bieten sich fiir miit-
terlich bedingte numerische und struk-

turelle Chromosomenaberrationen die
Polkérper(PK)-Biopsie und die Trophek-
todermbiopsie an. Dabei ist vom metho-
dischen Standpunkt die PK-Biopsie als
eine etablierte Technik anzusehen. Der
1. und der 2. PK entstehen im Rahmen
der meiotischen Reifeteilung und haben
fiir die weitere Entwicklung der Eizelle
bzw. des Embryos keine Bedeutung. Fiir
die Durchfithrung der PK-Biopsie gibt es
valide Empfehlungen seitens der entspre-
chenden Fachgesellschaften [6].

Die Trophektodermbiopsie im Blasto-
zystenstadium wird hingegen im grof3e-
ren Umfang erst seit wenigen Jahren ein-
gesetzt. Sie beinhaltet die Entnahme von
Zellen des Trophektoderm am Tag 5 nach
der Insemination und erlaubt ebenfalls
einen umfassenden Riickschluss auf viter-
liche und miitterliche chromosomale bzw.
genetische Anteile des Embryos. Trophek-
todermzellen sind an der Bildung der Pla-
zenta beteiligt, wihrend der spétere Fotus
sich aus den Zellen der inneren Zellmas-
se entwickelt. Insofern wird bei einer Blas-
tozystenbiopsie kein embryonales Gewe-
be entnommen. Es ist jedoch noch nicht
endgiiltig geklirt, ob die bekannte Mo-
saikrate fiir frithe embryonale Teilungs-
stadien sich auch bei der Blastozyste aus-
wirkt und inwieweit bzw. in welchem Aus-
maf3 Trophektodermzellen und die inne-
re Zellmasse betroffen sind. Ein weiterer
Nachteil der Blastozystenbiopsie besteht
darin, dass der Zeitpunkt der Biopsie ab-
héngig von der fortschreitenden Ausstiil-
pung von trophektodermalen Zellen aus
der Zonadffnung ist. Insofern ist die Blas-
tozystenbiopsie zeitaufwendig und setzt
eine grofle Erfahrung bei der Blastozy-
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Abb. 1 A Array-CGH zum Nachweis von Aneuploidien aller Chromosomen
nach Polkérperbiopsie. Die Abbildung zeigt eine Single-Channel-basier-

te Array-CGH-Auswertung fiir einen Cy3-markierten 1. PK nach Intensitats-
berechnung der Aneuplodie mit einer mannlichen (a) und einer weiblichen
(b) Referenz-DNA. Bei der softwarebasierten Auswertung werden die Farb-
intensitdten der Hybridisierung graphisch dargestellt. Da der 1. PK kein Y-
Chromosom enthdlt, die mannliche Kontrolle hingegen eine Kopie fiir Y, ist
immer ein Verlust fiir Y zu erwarten und dies dient als erste interne Kontrol-
le (@). Im Vergleich zu einer weiblichen Referenz (b) sind bei einem fiir X und
Y euploiden Chromosomensatz kein Zugewinn fiir X und kein Verlust fiir Y
zu erwarten und dies dient somit als zweite interne Kontrolle. Daneben kon-
nen in beiden Referenzberechnungen ein Verlust fiir Chromosom 9 und ein
Zugewinn fiir Chromosom 11 und 16 beobachtet werden. Aufgrund der Ho-
he der Intensitdtsunterschiede handelt es sich bei Chromosom 9 um den
Verlust von 2 Chromatiden und bei dem Zugewinn der Chromosomen 11
und 16 jeweils um eine Chromatide. Die graphische Zusammenfassung der
Aneuploidiediagnostik fiir beide Experimente ist in (c) gezeigt

stenkultur und bei der Biopsietechnik vo-
raus.

Gegenwartiger Stand der PKD

Numerische
Chromosomenaberrationen

Mehrheitlich wird derzeit noch die Tech-
nik der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisie-
rung (FISH) fiir die Aneuploidiediagnos-
tik eingesetzt. Die Aussagekraft der her-
kémmlichen FISH-Technik ist bezogen
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auf die Anzahl der zu untersuchenden
Chromosomen stark eingeschrankt durch
die geringe Anzahl von Fluoreszenzfarben
und die begrenzte Verfiigbarkeit von mar-
kierten Chromosomensonden. Unter op-
timalen Bedingungen kénnen 2-3 Hybri-
disierungsrunden mit unterschiedlichen
Chromosomensonden durchgefiihrt wer-
den, was die Analyse von 12-15 Chromo-
somen ermoglicht. Da jedoch die Hybri-
disierungseffizienz nach jeder Rehybridi-
sierung deutlich geringer wird, ist eine zu-
verléssige Auswertung erschwert [10].

Array-CGH

Die Untersuchung aller Chromosomen
wird derzeit am besten durch die sog. Ar-
ray-CGH gewihrleistet. Eine wesentli-
che Voraussetzung fiir die Durchfithrung
der CGH ist eine ausreichende Menge
an DNA, die durch eine Amplifikation
der urspriinglich in einer Zelle (Polkor-
per) vorhandenen DNA gewonnen wird.
Das urspriingliche Prinzip der PKD-Ar-
ray-CGH bestand darin, dass die amp-
lifizierte Test-DNA (1. oder 2. PK) mit
einem definierten Fluoreszenzfarbstoff
markiert und mit einer ménnlichen Re-
ferenz-DNA gegen chromosomenspezifi-
sche BAC-Klonen kohybridisiert wurden.
Ein neueres Verfahren basiert auf der Ko-
hybridisierung von der mit einem Farb-
stoff 1 markierten DNA des 1. PK und der
mit einem anderen Farbstoff 2 markier-
ten DNA des 2. PK auf dem selben Array.
Zur Berechnung der Aneuploidierate wer-
den 2 Referenzhybridisierungen mit einer
markierten minnlichen und weiblichen
Referenz-DNA (Farbstoff 1/2 vs. Farbstoff
2/1 und umgekehrt) durchgefiihrt. Mit-
hilfe einer speziellen Software wird fiir je-
den PK sowohl die ménnliche als auch die
weibliche Referenz-DNA zur Berechnung
verwendet. Dies ermdglicht sehr exak-
te Aneuploidieberechnungen zur Unter-
scheidung von Chromatiden oder Chro-
mosomenaberrationen als auch eine bes-
sere Aneuploidiediagnostik fiir die Ge-
schlechtschromosomen (8 Abb. 1).

ESHRE-PGS-Pilotstudie

Die ESHRE hat 2008 eine Arbeitsgrup-
pe zu dem Themenbereich PGS gegriin-
det. Diese hatte zur Aufgabe, die Moglich-
keiten zur Durchfiihrung einer multizent-
rischen Studie zur Aneuploidietestung zu
eruieren und eine solche Studie zu initiie-
ren. Dabei wurde die PK-Biopsie gegenii-
ber der Trophektodermbiopsie favorisiert
und gleichzeitig wurde die Untersuchung
aller Chromosomen mithilfe der Array-
CGH angestrebt [2].

Die Machbarkeit eines solchen Vorge-
hens wurde in einer Pilotstudie an einem
privaten Kinderwunschzentrum in Italien
(SISMER, Bologna) und an einem univer-
sitiren Zentrum in Deutschland (UFK
Bonn) evaluiert. Im Rahmen der Pilotstu-
die wurde bei allen reifen Metaphase-II-
Eizellen nach ICSI der 1. und 2. PK biop-
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siert und beide wurden separat mittels der
Array-CGH analysiert. Wenn einer oder
beide PK aneuploid waren, wurde die kor-
respondierende Eizelle ebenfalls mithilfe
der Array-CGH Methode im jeweils an-
deren Zentrum und ohne Kenntnis der
Ergebnisse der PK-Diagnostik im Sinne
einer Konkordanzanalyse untersucht [3].
Die Ergebnisse belegten bei einem mitt-
leren mitterlichen Alter von 40,0 Jahren
und nach Untersuchung aller Chromoso-
men eine Eizellaneuploidierate von 72%.
In 45% der Behandlungszyklen waren al-
le Eizellen aneuploid, sodass kein Trans-
fer durchgefiihrt werden konnte. Bei den
Behandlungszyklen mit Embryotransfer
wurde eine klinische Schwangerschaftsra-
te von 30% erreicht. Die Konkordanzana-
lyse ergab eine 94%ige Ubereinstimmung
der Ergebnisse fiir die PK mit der korres-
pondierenden Eizelle [3, 7].

Die Pilotstudie erbrachte zwei wesent-
liche Ergebnisse, die fiir die weitere An-
wendung der PKD von grofiter Bedeu-
tung sind. Zum einen wurde sowohl im
1. PK als auch im 2. PK bei Untersuchung
aller Chromosomen eine hohe Aneuploi-
dierate nachgewiesen. Dies belegt die Not-
wendigkeit, fiir eine umfassende PKD bei-
de PK zu biopsieren und zu analysieren.
Zum anderen ergab eine vergleichende
Auswertung der Array-CGH-Ergebnisse
gegeniiber der konventionellen FISH mit
PKD (Chromosomen 13, 16, 18, 21 und
22), dass die Halfte aller Aneuploidien mit
5 Sonden nicht detektiert wurden. Dies
bedeutet, dass bei der herkémmlichen s-
Sonden-FISH-Diagnostik etwa die Halfte
aller transferierten Embryonen unerkannt
aneuploid ist.

Auf der Basis der Daten der Pilotstudie
wurde seitens der ESHRE fiir PGS inzwi-
schen eine Strategie fiir eine multizentri-
sche, prospektiv randomisierte Studie aus-
gearbeitet. Diese Studie wird derzeit an 6
europiischen Zentren vorbereitet und soll
letztlich die Frage beantworten, ob die
Aneuploidiediagnostik mithilfe der PKD
und bei Untersuchung aller Chromoso-
men mittels der Array-CGH bei der Be-
handlung von Kinderwunschpatienten
mit definierten Indikationen (erhdhtes
miitterliches Alter) von Vorteil ist.
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Zusammenfassung

Das derzeitige Haupteinsatzgebiet der Pol-
korperdiagnostik (PKD) ist die Untersuchung
von strukturellen und numerischen Chromo-
somenaberrationen in Eizellen nach In-vit-
ro-Fertilisation (IVF) oder intrazytoplasma-
tischer Spermieninjektion (ICSI). Nach der
mechanischen oder laserassistierten Biop-
sie des 1. und 2. Polkdrpers gelingt die Dar-
stellung struktureller und/oder numerischer
Fehlverteilungen aller Chromosomen durch
die komparative genomische Hybridisie-
rung (CGH) mit Arrays. Die methodischen Be-
sonderheiten und die technischen Anforde-
rungen der Array-CGH-basierten PKD sind
evaluiert. Optimierte Protokolle stehen fiir

den Einsatz in der klinischen Routine zur Ver-
fligung. Der Vorteil der PKD fiir die Detekti-
on struktureller Chromosomenaberrationen
ist offensichtlich. Unbeantwortet ist hinge-
gen immer noch die Frage nach einem Vorteil
des genetischen Screenings vor der Implan-
tation (,preimplantation genetic screening’,
PGS). Hierzu wurde eine multizentrische Stu-
die auf der Basis von PKD und Array-CGH auf
den Weg gebracht.

Schliisselworter

Polkoérperbiopsie - Array-CGH -
Chromosomale Translokation - Aneuploidie -
Praimplantationsdiagnostik

Polar body diagnosis. Numerical and structural analysis

of chromosomal aberrations

Abstract

At present the main application of polar body
diagnosis is the investigation of structural
and numerical chromosomal aberrations in
oocytes following in-vitro fertilization (IVF) or
intracytoplasmic sperm injection (ICSI). After
mechanical or laser-assisted polar body bi-
opsy structural and/or numerical aneuploi-
dies for all chromosomes can be detected by
comparative genomic hybridization (CGH)
and microarrays. The methodological as well
as technical requirements of polar body di-
agnosis and array-CGH have been elaborated
and optimized protocols for the application
of these techniques in daily clinical routine

are available. The benefits offered by the in-
vestigation of structural aberrations are clear.
However, whether preimplantation genetic
screening of numerical chromosomal aneu-
ploidies will offer a benefit for the patient re-
mains unclear. In order to answer this ques-
tion, a multicenter study has been initiated.

Keywords

Polar body biopsy - Array comparative
genomic hybridization - Chromosomal
translocation - Aneuploidy -
Preimplantation diagnosis
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Strukturelle
Chromosomenaberrationen

Paare, bei denen einer der Partner ei-
ne strukturelle Chromosomenaberration
aufweist, haben im Fall einer Schwanger-
schaft ein hohes Abortrisiko [4]. Zu den
strukturellen Chromosomenaberrationen
gehoren neben den Inversionen oder Du-
plikationen von Chromosomenabschnit-
ten im Wesentlichen die reziproken und
die Robertson-Translokationen.

Der erfolgreiche Einsatz der PK-Biop-
sie mit anschlieffender FISH-basierter
Diagnostik bei Vorliegen einer balancier-
ten Translokation der Frau wurde bereits
in mehreren Untersuchungen dokumen-
tiert [9]. Nach PDK sind in der Regel nur
10% der entstehenden Eizellen normal
oder balanciert und nur diese Eizellen
stehen fiir eine erfolgreiche Behandlung
zur Verfiigung. Die anderen Eizellen sind
beziiglich der an der Translokation betei-
ligten Chromosomen unbalanciert, d. h.
dass sie eine Chromosomenfehlverteilung
aufweisen. Es wird zudem diskutiert, dass
das Vorliegen einer Translokation den re-
gelrechten Ablauf der Meiose stort und
zusétzliche numerische Chromosomen-
fehlverteilungen auftreten kénnen. Somit
eignet sich insbesondere bei Translokatio-
nen der Einsatz der Array-CGH, da neben
der Untersuchung translokationsbeding-
ter Aneuploidien der gleichzeitige Nach-
weis von numerischen Chromosomen-
aberrationen durchgefiihrt werden kann.
Damit eréffnet die Array-CGH auch fiir
die strukturellen Chromosomenaberra-
tionen neue diagnostische Moglichkeiten.
Dieses Vorgehen scheint jedoch nur dann
sinnvoll, wenn eine ausreichende Anzahl
an BAC-Klonen zur Verfiigung steht, die
die an der Translokation beteiligten dis-
talen Chromosomenabschnitte spezifisch
detektieren (PKD: 8; Embryo: 1). Eizellen
mit unbalancierten Chromosomenaber-
rationen oder mit anderen chromosoma-
len Fehlverteilungen kénnen somit frith-
zeitig erkannt werden. Ist der Mann Tra-
ger einer Translokation, so kann der Em-
bryos mittels PKD nicht untersucht wer-
den.
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Fazit fiir die Praxis

== Die Untersuchung von strukturellen
und numerischen Chromosomenab-
errationen mithilfe der PKD ist derzeit
auch im internationalen Kontext eine
anerkannte Technik.

== Eine hohe Aussagekraft der PKD ist
nur bei der Untersuchung beider Pol-
korper gegeben.

== Eine weitere Vorbedingung ist die
methodische Durchfiihrung gemaf
etablierten und publizierten Proto-
kollen.

== Flir numerische Chromosomenaber-
rationen ist der Einsatz der Array-CGH
zur Untersuchung aller Chromoso-
men von Vorteil.

== Neue Verfahren der Array-CGH er-
madglichen eine Reduktion der Kosten
bei verbesserter diagnostischer Aus-
sage.

== Die Wertigkeit der Aneuploidiediag-
nostik ist hingegen noch umstritten.

== Eine entsprechende prospektive ran-
domisierte Studie wird derzeit in
mehreren europdischen Zentren
durchgefiihrt.

== Zur Untersuchung struktureller Chro-
mosomenaberrationen kann bei vor-
liegenden Aberrationen der Einsatz
der Array-CGH durchaus sinnvoll sein,
insbesondere insoweit, als damit
gleichzeitig eine Aneuploidiediagnos-
tik fiir alle Chromosomen mdglich ist.
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