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Zusammenfassung

Hintergrund: Aufgrund mittlerweile mehr als 10 Prozent an ungewollt kinderlosen
Paaren im reproduktionsfahigen Alter sowie stets steigender Pravalenz von
Infertilitdt aufgrund gesellschaftlicher und lebensstilbedingter Einflusse spielt die
Weiterentwicklung und Verbesserung von Verfahren der Préfertilisations- und
Praimplantationsdiagnostik eine zunehmende Rolle. Diese Masterarbeit soll durch
Darstellung aktueller sowie zukunftiger Entwicklungen der analytischen Verfahren
sowie Gegenuberstellung und Diskussion der Indikationen, Problemstellungen

sowie Vor- und Nachteile einen Uberblick Uber den Stand der Wissenschaft geben.

Methode: Im Rahmen einer ausfihrlichen, systematischen Literaturrecherche
werden rezente Erkenntnisse und Empfehlungen zu Verfahren der Préafertilisations-
und Praimplantationsdiagnostik aufbereitet, die verschiedenen Methoden
gegenubergestellt und neuste Entwicklungen bzw. entsprechende Tendenzen

aufgezeigt und im Rahmen dieser Arbeit diskutiert.

Ergebnisse: Nicht nur langjahrig als Goldstandard angepriesene Methoden der
Probengewinnung wie die Blastomerenbiopsie werden heutzutage durch sicherere
Verfahren der Blastozystenbiopsie bzw. nicht-invasive Methoden abgeldst, auch
altgediente Analysetechniken wie die FISH, PCR oder sogar die noch relativ junge
array CGH werden nach und nach durch moderne Sequenzierungsverfahren
abgeldst. Die Entwicklungen gehen hin zu &dulerst raschen, kosteneffektiven,
allumfanglichen Techniken, welche neue Mdglichkeiten und Dimensionen der

Praimplantationsdiagnostik eroffnen.

Schlussfolgerung: Wahrend sich analytische Verfahren der Reproduktionsgenetik
rasant weiterentwickeln und sich sowohl Grenzen der Diagnostik als auch
Verflugbarkeit und Anwendung zunehmend auflésen, rliicken neue nicht-invasive
Methoden zur Probengewinnung sowie hdchst effektive Sequenzierungsverfahren
fur komplette Analysen ohne Amplifizierung und damit einhergehender Probleme
binnen weniger Minuten in den Vordergrund. Gleichzeitig ergeben sich jedoch noch
zu im internationalen wissenschaftlichen Kontext diskutierende Problematiken der

gesteigerten Aufldsungstiefe und 6konomischen Relevanz von Screeningverfahren.



Abstract

Background: With more than 10 percent of unintentionally childless couples of
reproductive age and the ever increasing prevalence of infertility due to social and
lifestyle-related influences, the further development and optimization of methods of
prefertilization and preimplantation diagnostics is playing an increasing role. This
master's thesis is intended to provide an overview of the current state of science by
presenting recent and future developments of analytical techniques as well as
comparing and discussing the indications, problems, advantages and

disadvantages associated with these.

Method: As part of a detailed, systematic literature review, recent findings and
recommendations on methods of prefertilization and preimplantation diagnosis are
analyzed, the various methods compared, and the latest developments and

corresponding tendencies shown as well as discussed in the context of this work.

Results: Not only are sample collection methods that have long been advertised as
the gold standard, such as blastomere biopsy, being replaced by safer methods of
blastocyst biopsy or non-invasive techniques, but also long-serving analysis
procedures such as FISH, PCR or even the relatively young array CGH are
gradually being substituted by modern sequencing methods. The developments are
moving towards extremely rapid, cost-effective, comprehensive techniques which

open up new possibilities and dimensions in preimplantation diagnostics.

Conclusion: While analytical procedures in reproductive genetics are developing
rapidly and the limits of diagnostics as well as availability and application are
increasingly dissolving, new non-invasive methods for sample collection and highly
effective sequencing procedures for complete genome analyzes within a few
minutes are coming to the fore. At the same time, however, there are still problems
to be discussed in the international scientific context concerning the increased depth
of resolution and diagnosis as well as the economic relevance of screening

methods.
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1 Einleitung

Mit einer stets steigenden Zahl ungewollt kinderloser Paare aufgrund reduzierter
Fertilitat sowie sozial induziertem Aufschub der Familiengrindung in ein héheres
Alter spielt die In-vitro-Fertilisation sowie damit assoziierte Malnahmen der
Prafertilisations- und Praimplantationsdiagnostik eine immer wichtiger werdende
Rolle der modernen Reproduktionsmedizin. Hinzukommend unterliegen
reproduktionsgenetische Verfahren aufgrund des technischen Fortschritts sowie

steter Legalisierung einer gesteigerten Akzeptanz und Verfugbarkeit. (1,2)

Die Préafertilisationsdiagnostik, als Untersuchung der Eizelle vor der Befruchtung,
sowie die Praimplantationsdiagnostik, als Untersuchung des Embryos vor
Einpflanzung in den Uterus, stellen bereits seit einigen Jahren etablierte Verfahren
zur Erkennung genetischer Defekte wie numerischer oder struktureller
Chromosomenaberrationen oder auch Genmutationen bei der In-vitro-Fertilisation
dar. Basierend auf entsprechenden Ergebnissen der extrakorporalen
Untersuchungen, wie z.B. dem Vorliegen von Aneuploidien oder Erbkrankheiten,
kann entschieden werden, ob und welcher Embryo fir den Transfer verwendet wird
und das grofdte Potential hinsichtlich Implantation und weiterer Entwicklung verfugt.
(1,3)

Zyto- und molekulargenetischen Methoden wie FISH, PCR, array CGH, Next
Generation Sequencing und dergleichen entwickeln sich dabei zunehmend rasant
und unterliegen einem standigen Wandel. Exponentiell ansteigende
Auflésungsgrenzen sowie Diagnose- und Leistungsfahigkeiten ermdéglichen es
ganze Genome bei gleichzeitiger Kostenreduzierung und Steigerung der zu

sequenzieren. (4)

Die vorliegende Masterarbeit soll anhand einer strukturierten Literaturrecherche
klaren, welche gentechnologischen Methoden der Reproduktionsmedizin in der
Prafertilisations- und Praimplantationsperiode zur Verfigung stehen und wie neuste
Fortschritte sowie mdgliche zukinftige Entwicklungen aussehen. Der erste Teil

liefert dabei einen Uberblick (iber die Grundkenntnisse, Indikationen und die



bisherige geschichtliche Entwicklung. Im zweiten Teil werden aktuelle Methoden der
Probengewinnung sowie reproduktionsgenetischen Analytik gegenubergestellt,
aktuelle Problemstellungen analysiert und mdogliche kinftige Entwicklungen
aufgezeigt. Schlussendlich werden technische und genetische Aspekte der

Entwicklungstendenzen sowie die Relevanz der Verfahren diskutiert.



1.1 Physiologie und Genetik der humanen Reproduktion

Als Basis, fur die im weiteren Verlauf thematisierten, reproduktionsgenetischen
Verfahren, wird im Folgenden kurz und nur Uberblickshaft auf die Grundlagen der
humanen Fortpflanzung mit speziellem Fokus auf genetische Aspekte der
Gametogenese und Fertilisation sowie fruhen Embryonalentwicklung eingegangen.
Eine entsprechende Basis humangenetischer Kenntnisse wird im weiteren Verlauf

vorausgesetzt.

1.1.1 Grundlagen der Genetik

Der menschliche Chromosomensatz besteht aus 22 homologen Autosomenpaaren
sowie zwei Geschlechtschromosom (Gonosomen) und wird in dieser doppelten
Ausfuhrung mit somit 46 Chromosomen als diploider Satz bezeichnet. Ist dieser
ausgeglichen, spricht man von Euploidie, fehlen hingegen Chromosomen bzw.
-segmente aufgrund von z.B. Fehlverteilungen, wird dies als Aneuploidie
bezeichnet. (5)

Die humanen Keimzellvorlaufer durchlaufen wahrend lhrer Entwicklung zu reifen
Keimzellen zwei Reduktionsteilung, die sogenannte 1. und 2. Meiose, wovor sich
ihre Chromatide jedoch erst noch verdoppeln (Diploider Chromosomensatz mit 2
Chromatiden je Chromosom). Nach Rekombination homologer Chromosome
kommt es zur ersten meiotischen Teilung und Verteilung der homologen
Chromosome auf die beiden Tochterzellen, welche damit wiederum einen diploiden
Chromosomensatz mit jedoch lediglich einem Chromatid pro Chromosom
aufweisen und sich nicht gleichen. Im Rahmen der zweiten Reifeteilung werden nun
die homologen Chromosomen auf wiederum zwei Tochterzellen aufgeteilt, welche
nun nur noch einen haploiden Chromosomensatz aufweisen. Sowohl im Rahmen
dieser Reduktionsteilung (Meiose) als auch im Rahmen der mitotischen Teilung
kann es zu Fehlverteilungen und folgend zur Entstehung von Aneuploidien

kommen. (5,6)



1.1.2 Gametogenese der Frau

Bereits wahrend der Embryonalentwicklung kommt es im Rahmen der Oogenese,
der Eizellreifung, zur Bildung von Oogonien aus den Urkeimzellen, welche sich
folgend zwischen drittem und siebtem Fetalmonat zu primaren Oozyten
weiterentwickeln und bis hin zur Ovulation wahrend der spateren Geschlechtsreife
im Stadium der Prophase der ersten meiotischen Teilung verweilen. Im Gegensatz
zur Reifung mannlicher Keimzellen ist das Keimzellreservoir der Frau limitiert, die
Bildung von primaren Oozyten ist nach der Geburt beendet, wodurch die

Aneuploidiehaufigkeit in generell starker Relation zum Alter der Frau steht. (7)

Im spateren geschlechtsreifen Alter kommt es schlussendlich im Rahmen des
zumeist regelmafigen Zyklusgeschehens zur abschlieenden Reifung von je ein
bis zwei Oozyten. Kurz vor der Ovulation entstehen dabei aus der primaren,
diploiden Oozyte (46 Chromosomen) eine haploide sekundare Oozyte mit zwei
Chromatiden (23 Chromosomen) sowie ein ebenfalls haploider Polkérper mit
ebenfalls zwei Chromatiden. Nach erfolgter Ovulation, etwa am 14. Zyklustag,
kommt es gegebenenfalls binnen 12-24 Stunden zur Befruchtung, wobei nach
Inkorporation des Spermiums die sekundare Oozyte die 2. Reifeteilung unter
Abschnirung des haploiden, mit nur einem Chromatid je Chromosom versehenen,
2. Polkorpers beendet und ein weiblicher, haploider Vorkern mit ebenso lediglich

einem Chromatid pro Chromosom entsteht. (7,8)

1.1.3 Gametogenese des Mannes

Die beim Mann bestandig ablaufende Spermatogenese als Entwicklung mannlicher
Keimzellen nimmt ihren Ursprung in der Bildung von Spermatogonien aus den
Urkeimzellen. Diese Spermatogonien entwickeln sich ab der Geschlechtsreife des
Mannes fortwahrend bis zur Beendigung dieser im Hoden zu primaren
Spermatozyten, welche sich daraufhin meiotisch zu vier gleichwertigen, haploiden
Spermatiden mit je einem Chromatid teilen und schlussendlich im Nebenhoden

gespeichert werden. (6,9)



1.1.4 Fertilisation und friihe Entwicklung

Bei der geschlechtsreifen Frau kommt es im Rahmen des hormonell gesteuerten
zyklischen Geschehens wiederholt zur Reifung einiger Primarfollikel zu
Sekundarfollikeln, woraus sich schlussendlich zumeist lediglich ein reifer
Tertiarfollikel entwickelt. Die darin heranreifende Oozyte schliel3t kurz vor der
Ovulation die erste meiotische Reifeteilung ab, und entspricht ab diesem Zeitpunkt
somit einer haploiden sekundaren Oozyte, deren Chromosome aus je einem
Chromatidenpaar bestehen. Neben der sekundaren Oozyte entsteht durch die erste
Reifeteilung der erste, haploide und mit Chromatidenpaaren ausgestattete
Polkdrper noch vor der eigentlichen Befruchtung. Mit der folgend und ebenso
hormonell ausgelosten Ovulation wird die befruchtungsfahige sekundare Oozyte um
den 14. Zyklustag in den Douglas-Raum ausgesto3en und von einem Eileiter

aufgenommen. (6,10)

Mit einer Wahrscheinlichkeit von etwa 20 bis 25 Prozent kommt es im Rahmen der
naturlichen Befruchtung folgend im ampullaren Anteil des Eileiters zur Penetration
der Oozyte durch ein aszendiertes, gereiftes Spermium. Daraufhin beendet diese
ihre zweite meiotische Reifeteilung und es folgt die Konjugation der beiden Vorkerne

hin zu einer diploiden Zygote, welche sich fortan mitotisch teilt. (1,6,11)

Bereits 30 Stunden nach der Fertilisation kommt es zur ersten mitotischen Teilung
und damit zur Bildung von zwei Blastomeren, welche sich bis zum dritten Tag nach
der Befruchtung zur aus bereits 32 Zellen bestehenden Morula entwickeln, welche
schlussendlich in das Cavum uteri gelangt. Am vierten Tag spricht man bereits von
der Blastozyste, es lasst sich bereits der Embryoblast vom Trophoblasten
unterscheiden. Schlussendlich kommt es zwischen 5.-6. Tag zur Initiierung der
Nidation im Bereich der fundusnahen Dezidua und folgend zur weiteren Entwicklung

von Plazenta, Chorion und Embryo. (6,7,10)



1.2 Grundlagen der In-vitro-Fertilisation

Diagnostische Malinahmen der Préafertilisations- und Praimplantationsphase sind
auf eine extrakorporale Anwendung im Rahmen einer kinstlichen Befruchtung, der
In-Vitro-Fertilisation, beschrankt. Die genetischen Analysen kdnnen diese dabei
sowohl erganzen oder bedingen. In Anbetracht reproduktionsgenetischer
Diagnoseverfahren wird folgend kurz die Methodik der In-vitro-Fertilisation naher

betrachtet und erlautert.

Im Rahmen der In-Vitro-Fertilisation werden bei  Storungen der
Reproduktionsfahigkeit eines oder beider Partner mithilfe, oder zum Teil auch ohne,
hormoneller hypophysarer Stimulation multiple Follikel unter gleichzeitiger
Unterdrickung der kérpereigenen hormonellen Regulation in den Ovarien der Frau
kontrolliert zur Reifung und schlussendlich zur Ovulation gebracht. Hierdurch wird
es moglich bei nur einmaliger hormoneller Stimulation bereits multiple Oozyten zu
erlangen und die Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen Befruchtung aul3erhalb des
Korpers binnen eines Zyklus zu erhdéhen. Zu beachten ist jedoch, dass aufgrund
vorliegender ovarieller Hyperstimulation auch jene Follikel heranreifen, welche

normalerweise einem naturlichen Selektionsprozess unterliegen wurden. (1,6,10)

Die Oozyten werden folgend mittels transvaginaler, sonographisch unterstitzter
Punktion oder alternativ laparoskopisch gewonnen und nach entsprechender
Aufbereitung sowie Inkubation in-vitro mit durch Masturbation bzw. mikrochirurgisch
gewonnene und ebenso aufbereitete Spermatozoen extrakorporal befruchtet. Die
initiale Reifung der somit gezeugten Embryonen erfolgt ebenfalls extrakorporal in
einem Nahrmedium bei Korpertemperatur unter steter mikroskopischer Kontrolle.
Am dritten, als sogenannte Blastomere, bzw. vierten bis funften Tag, als
Blastozyste, erfolgt schlussendlich der ultraschallgestitzte transzervikale Transfer
eines bzw. von zwei Embryonen in die Gebarmutter. Hierbei steht heutzutage der
elektive Transfer eines gesunden singularen Embryos (eSET) zur Vermeidung von
Zwillingsschwangerschaften und assoziierter Komplikationen im Fokus, wobei die
Praimplantationsdiagnostik eine besondere Rolle spielt. Im Falle des Vorliegens
multipler geeigneter Embryonen bzw. bei moglichen Komplikationen und

Verzogerung des Transfers auf den nachsten Zyklus kdnnen Embryonen zwischen

6



dem zweiten und funften Entwicklungstag nach Befruchtung kryokonserviert
werden. (1,2,6,12)

Wie bei allen medizinischen Eingriffen kann es auch bei der kiinstlichen Befruchtung
zu Nebenwirkungen und Komplikationen kommen. Hierzu zahlen mitunter
Komplikationen durch die ovarielle Hyperstimulation, invasive Eingriffe wie
Follikelpunktion oder Transfer der Embryonen, Extrauterin- und/oder

Mehrlingsgraviditat sowie psychische Belastungen. (6,10)



1.3 Definition reproduktionsgenetischer Diagnoseverfahren

Reproduktionsgenetische Diagnoseverfahren ermdglichen es im Rahmen einer
klinstlichen Befruchtung genetische Defekte zu erkennen und kénnen entsprechend
ihres Anwendungszeitpunktes hinsichtlich methodischer als auch die Fragestellung

bzw. Aussagekraft betreffender Aspekte differenziert werden.

Hinzukommend sind Screeningverfahren im primar reproduktionsmedizinischen
Aspekt von Diagnoseverfahren, welche bei Verdacht auf genetische Erkrankungen
bzw. Veranlagungen zum Einsatz kommen, zu unterscheiden, auch wenn
entsprechende Begrifflichkeiten im englischsprachigen Raum zuletzt nach
Uberarbeitung der geltenden Terminologie unter dem Begriff ,Preimplantation

Genetic Testing“ zusammengefasst werden. (3,13)

1.3.1 Prafertilisationsdiagnostik

Der Begriff der Prafertilisationsdiagnostik umfasst genetische Analysen der
Keimzellen noch vor der Befruchtung. Entsprechend dem methodischen Vorgehen
wird dieses Verfahren auch als Polkdrperdiagnostik bezeichnet, wobei der erste
und/oder zweite Polkorper noch vor Verschmelzung der Vorkerne im Rahmen einer
Polkdrperbiopsie entnommen und hinsichtlich genetischer Auffalligkeiten analysiert
werden. Eine Analyse der mannlichen Keimzelle ist im Rahmen der

Prafertilisationsdiagnostik mangels Materials nicht mdglich. (1,8)

1.3.2 Praimplantationsdiagnostik

Eine weitere Untersuchungsmethode im Rahmen der kiinstlichen Befruchtung stellt
die zyto- bzw. molekulargenetische Diagnostik hinsichtlich  moglicher
Erbkrankheiten oder gestorter Weitergabe der Erbanlagen an der befruchteten
Eizelle bzw. Embryonen unmittelbar vor der Nidation dar. Mithilfe dieses Verfahrens
kann das embryonale Erbgut, und somitim Gegensatz zu Prafertilisationsdiagnostik
auch unter Berucksichtigung paternaler Anteile, durch rasche und mangels

Umfangs des Probenmaterials auch sehr sensitive Methoden analysiert und



schlussendlich ein zumindest genetisch vermeintlich gesunder, euploider Embryo

transferiert werden. (1,3,8)

1.3.3 Pranataldiagnostik

Von den beiden bisher genannten reproduktionsgenetischen Verfahren, welche im
weiteren Fokus dieser Arbeit stehen werden, sind diagnostische Malkhahmen und

genetische Untersuchungen der Pranataldiagnostik abzugrenzen.

Bei der Pranataldiagnostik handelt es sich um Untersuchungen am ungeborenen,
jedoch bereits in einem fortgeschrittenen Entwicklungsstadium befindlichen Féten.
Neben der primar angewandten Sonographie halten insbesondere
humangenetische Untersuchungsmethoden Einzug in diese noch relativ junge

Disziplin. (1)



1.4 Geschichtliche Entwicklung der Reproduktionsgenetik

Bereits im Jahre 1965 gelang es dem britischen Genetiker Robert Edwards Oozyten
aus humanen Ovarien zu isolieren und schlussendlich in vitro zu kultivieren sowie
zu fertilisieren. Gemeinsam mit dem Gynakologen Patrick Steptoe fuhrte er
daraufhin im Jahre 1978 die erste In-Vitro-Fertilisation einschlieBlich erfolgreichem
Embryotransfer sowie folgender Lebendgeburt von Louise Brown als erstes Kind

einer kinstlichen Befruchtung durch. (14,15)

Erst im Jahre 1990 kam es schlussendlich zur ersten Lebendgeburt eines Kindes,
welches zuvor erfolgreich mittels Praimplantationsdiagnostik fur einen
Embryotransfer durch Handyside et al selektioniert wurde. In diesem Fall handelte
sich um einen Ausschluss einer x-chromosomalen Erbkrankheit, einer sozusagen
medizinisch indizierten Geschlechtsselektion. 1992 wurde darauffolgend ein Kind
geboren, bei welchem mittels Praimplantationsgenetik die monogenetische

zystische Fibrose ausgeschlossen wurde. (16,17)

Gleichzeitig wurde im Jahr 1990 seitens Verlinsky und seinem Team die erste

Prafertilisationsdiagnostik im Sinne einer Polkorperanalyse beschrieben. (18)

Nach initial zogerlicher Anwendung im Rahmen weniger Indikationen wurden
mittlerweile mehr als zehntausend Kinder nach Prafertilisations- bzw.
Praimplantationsdiagnostik geboren. Galten initial PCR-basierte Methoden
(Polymerase-Chain-Reaction) sowie die Interphase-FISH (Fluoreszenz-In-Situ-
Hybridisierung) als Goldstandard, wurden diese nach und nach von genomweiten

Analysemethoden zum Teil ersetzt. (19,20)
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1.5 Indikationen reproduktionsgenetischer Diagnoseverfahren

Im Rahmen reproduktionsgenetischer Untersuchungen sind hinsichtlich
Indikationen generell Paare mit bereits vorliegenden bzw. nachgewiesenen
genetischen Stérungen oder risikoassoziierten genetischen Konstellationen, welche
eine Kinderwunschbehandlung erst im Rahmen der geplanten Préafertilisations-
bzw. Praimplantationsdiagnostik in Anspruch nehmen, von jenen mit indirekten
Risikofaktoren wie u.a. das maternale Alter und darauf basierendem elektivem
Screening im Rahmen einer Kinderwunschbehandlung zu unterscheiden.
Hinzukommend ist hinsichtlich korrekten methodischen Vorgehens eine genauere

Differenzierung nach Art der erwarteten genetischen Storung zu treffen. (8,21)

Die haufigsten Behandlungsindikationen seit dem Jahr 1997 wurden seitens
Konsortium fur Praimplantationsdiagnostik der europaischen Gesellschaft flr
menschliche Fortpflanzung und Embryologie (ESHRE) erfasst und in absteigender
Reihenfolge wie folgt ausgewertet: 61% Screening auf Aneuploidien, 17%
monogenetische Erkrankungen, 16% angeborene Chromosomenanomalien sowie
6% geschlechtsspezifische Erkrankungen bzw. Geschlechtswahl aus sozialer
Indikation. (22,23)

1.5.1 Numerische Chromosomenaberrationen

Das Aneuploidiescreening stellt die haufigste Indikation der Praimplantations- bzw.
Prafertilisationsdiagnostik dar und beschreibt die genetische Analyse hinsichtlich
chromosomaler Fehlverteilungen (,Genommutationen®) mit einem Zugewinn
(Trisomie) oder Verlust (Monosomie) eben solcher der Keimzelle bzw. Blastomere/-
zyste. Aneuploidien fuhren haufig zu Aborten, lediglich die Trisomien der
Chromosome 21 (,Down-Syndrom®), 18 (,Edwards-Syndrom*) oder 13 (,Patau-
Syndrom®) sowie die Monosomie des X-Chromosoms (Turner-Syndrom) sind mit

einer Lebendgeburt vereinbar. (8,21,22)

Das Aneuploidiescreening findet insbesondere fiir altere, unfruchtbare Paare sowie
im Falle rezidivierender Spontanaborte bzw. erfolgloser IVF-Zyklen mit

Implantationsversagen Anwendung und sollte urspruinglich neben der eigentlichen
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medizinischen Indikation primar die Erfolgsraten von IVF-Behandlungen durch
Selektion von Embryonen ohne numerische Aberrationen steigern, was jedoch

heutzutage in einigen Studien stark in Frage gestellt wird. (8,20,24-27)

Vor Allem das maternale Alter spielt hinsichtlich Aneuploidien eine zentrale Rolle,
da es aufgrund der langfristigen Exposition der Oozyten gegenuber
Umwelteinflissen mit steigendem Alter gehauft zu meiotischen Aberrationen
kommt. Bis zu 80% der heranreifenden Oozyten von Frauen tber 40 Jahren sind It.
aktueller Studienlage aneuploid, womit sich die Relevanz der Polkdrperdiagnostik
bzw. Prafertilisationsdiagnostik nicht leugnen Iasst. Aneuploidien der paternalen
Gameten treten seltener und primar bei stark eingeschranktem Spermiogramm auf.
(8,28-31)

Nach der Befruchtung, sozusagen post-meiotisch, kommt es ebenso seltener zu
Aneuploidien, welche folgend zur Ausbildung eines sogenannten Mosaiks mit
unterschiedlichen Zelllinien fihren. Diese sind ebenso wie paternale Aneuploidien
ausschlieBlich in genetischen Analysen von Blastomeren bzw. Blastozysten
ersichtlich. (8,28-31)

1.5.2 Strukturelle Chromosomenaberrationen

Unter strukturellen Chromosomenaberrationen (,Chromosomenmutationen®)
werden Veranderungen im chromosomalen Aufbau wie Deletionen, Inversionen,
Duplikationen, Insertionen oder Translokationen zusammengefasst. Im Falle von
Translokationen sind insbesondere reziproke Translokationen, bei welchen distale
Abschnitte zwischen nicht-homologen Chromosomen ausgetauscht werden, von
Robertson-Translokationen, bei welchen es zur Fusion von zwei akrozentrischen

Chromosomen unter Verlust der kurzen Arme kommt, zu unterscheiden. (21,32)

Liegt bei einem Partner eine balancierte, phanotypisch unauffallige, Translokation
unter Beibehaltung samtlicher notwendiger Informationen vor, so kommt es mit
funfzigprozentiger Wahrscheinlichkeit im Rahmen der Befruchtung zu einer

unbalancierten  Weitergabe der Translokation unter Verlusten von
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Chromosomenabschnitten und damit einhergehenden partiellen Mono- bzw.
Trisomien mit hohem Abort- bzw. Fehlbildungsrisiko. (8,21,33)

Wahrend balancierte Translokationen nur schwer zu detektieren sind, konnen
unbalancierte Veranderungen und damit einhergehende Mono- oder Trisomien
mittels geeigneter Sonden im Rahmen der Praimplantationsdiagnostik mittels FISH
oder array CGH rasch detektiert werden. Diagnostische Malinahmen sind
insbesondere bei bekannten Translokationen oder haufigen Spontanaborten
indiziert. (8,21,34)

1.5.3 Monogenetische Erkrankungen

Pathologische Mutationen auf Genebene wie Deletionen, Insertionen oder
Duplikationen kénnen im Sinne von Erbkrankheiten auf nachfolgende Generationen
ubertragen werden und stellen dementsprechend bei gegebenen gravierenden
Auswirkungen auf das kunftige Leben eine klare Indikation zur genetischen
Praimplantationsdiagnostik dar. Screenings ohne vorliegendes Risikoprofil
hinsichtlich monogenetischer Erkrankungen eines Elternteils finden international
selten Anwendung. (13,21,24)

Monogenetische Erkrankungen folgen Vererbungsmustern unabhangig der
Verteilungsprozesse im Rahmen der Gametenbildung oder Fertilisation. Hierbei
sind insbesondere autosomal-dominante sowie -rezessive als auch
geschlechtsgebundene Erkrankungen fir die Praimplantationsdiagnostik von
Relevanz. Zu den autosomal-dominant vererbten Erkrankungen mit 50-prozentiger
Ubertragungswahrscheinlichkeit gehéren unter anderem Chorea Huntington, das
Charcot-Marie-Tooth-Syndrom oder die Neurofibromatose. Autosomal-rezessive
Erkrankungen werden mit 25-prozentiger Wahrscheinlichkeit weitervererbt, hierzu
gehoren exemplarisch die Mukoviszidose, die Beta-Thalassamie oder die spinale
Muskelatrophie. Bei den geschlechtsgebundenen Erkrankungen spielen
insbesondere X-chromosomal vererbte Mutationen wie z.B. die Duchenne-
Muskelatrophie oder Hamophilie A eine besondere Rolle als Indikation fur eine

medizinische Geschlechtsselektion der Embryonen. (8,21,23)
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1.5.4 Immunologische und soziale Faktoren

Mittlerweile kommt die Praimplantationsdiagnostik auch zur Selektion
immunkompatibler Embryonen im Sinne einer HLA-Klassifikation (Humanes-
Lymphozyten-Antigen) zur Anwendung. Dabei gilt es ein fur an einer erblichen (z.B.
Fanconi-Anamie, Beta-Thalassamie) bzw. nicht-erblichen Erkrankung (z.B.
Leukamie) der Erythropoese oder Immunabwehr erkranktes Geschwisterkind
kompatiblen Embryo mit dem Ziel einer kunftigen Spende hamatopoetischer
Stammzellen auszuwahlen. Man spricht hierbei auch von sogenannten ,Retter-
Babys*. (19,35)

Einen weiteren, international nur eingeschrankt unterstitzten Anwendungsbereich,

stellt die Geschlechtsauswahl aufgrund sozialer Indikation dar, sozusagen ,Social

Sexing“ bzw. ,Family Balancing®. (22,24)
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2 Material und Methoden

Die vorliegende Masterarbeit dient der Beschreibung und Gegenulberstellung
rezenter, aktueller und kinftiger Verfahren der Prafertilisations- und
Praimplantationsdiagnostik sowie einhergehender technischer, medizinischer,
finanzieller und rechtlicher Belange insbesondere im Kontext &sterreichischer

Rahmenbedingungen.

Zur Beantwortung der Fragestellung wurde eine ausfuhrliche Literaturrecherche
und -aufarbeitung sowie Konfrontation der Ergebnisse durchgefuhrt und folgend die
aktuellen reproduktionsgenetischen Methoden sowie gewonnenen Erkenntnisse
und damit der aktuelle Stand der Wissenschaft zusammengefasst. Es werden
sowohl technische Moglichkeiten, Grenzen, Schwierigkeiten, Vor- und Nachteile
sowie Entwicklungstendenzen der aktuell und klnftig sich etablierenden Methoden

wiedergegeben und kritisch hinterfragt werden.
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2.1 Literaturrecherche

Die Basis dieser Masterarbeit begrinden eine strukturierte Literaturrecherche zur
Sammlung aktueller evidenzbasierter Daten sowie darauffolgende Aufbereitung

sowie deskriptive Inhaltsanalyse.

Hierfur wurden die Literaturdatenbank PubMed der U.S. National Library of
Medicine als auch institutionelle Websites Osterreichischer und internationaler
Gesellschaften der Reproduktionsmedizin nach relevanten Veroéffentlichungen
durchsucht. Zusatzlich wurden Referenzen bereits verarbeiteter Literaturquellen
nach zusatzlichen relevanten Publikationen durchsucht und eben diese verarbeitet.
Der Zugang zur medizinischen Literaturdatenbank PubMed der U.S. National
Library of Medicine wurde seitens Bibliothek der Medizinischen Universitat Graz zur

Verfligung gestellt.

Unter Nutzung der Schlagwdrter ,preimplantation®, ,prefertilization® sowie
,methods“ wurden unter Zuhilfenahme verschiedener boolescher Varianten
humanwissenschaftliche Arbeiten Uber einen Veroéffentlichungszeitraum von 10
Jahren, exklusive Grundlagenliteratur, bis mitunter August 2020 eruiert und far
diese Masterarbeit relevante Studien, Artikel und Reviews als auch anwendbare
Fachliteratur in englischer sowie deutscher Sprache eingeschlossen. Ein weiteres
Kriterium bildete die fur den Rahmen einer Masterarbeit gangige gebuhrenfreie
Zuganglichkeit der verwendeten Literatur im Volltext Uber die Bibliothek der

Medizinischen Universitat Graz bzw. 6ffentliche Sammlungen.

Die Verwaltung, Archivierung sowie Referenzierung erhobener Literatur erfolgte

mithilfe des frei erhaltlichen Literaturverwaltungsprogramms Mendeley.

Die Literaturrecherche endete am 01.09.2020.
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3 Ergebnisse — Resultate

In den folgenden Kapiteln werden nun die aktuellen Verfahren zur
reproduktionsgenetischen Probengewinnung und Diagnostik sowie entsprechende
Vorteile, Nachteile, Problemstellungen als auch kinftige Entwicklungen

thematisiert.

Allen Methoden der reproduktionsgenetischen Diagnostik gleich ist der allgemeine
Ablauf. Nach initialer Biopsie, Probenaufbereitung und DNA-Isolierung erfolgt meist
deren Amplifikation. Daraufhin kommen die verschiedenen analytischen Verfahren
mit ihren jeweiligen Vor- und Nachteilen unter Berlcksichtigung der jeweiligen
Indikation zum Einsatz. Die Auswertung der Ergebnisse sowie folgende

Aufbereitung und Befundung erfolgt heutzutage meist computergestutzt. (36)

Im Fokus der Gegenulberstellung stehen insbesondere aktuelle Methoden wie das
array CGH, SNP-Array sowie Next Generation Sequencing. Hinzukommend sollen
die verschiedenen Problemstellungen und Limitationen der einzelnen Techniken
sowie aktuelle und mogliche zuklnftige methodische Entwicklungen naher

beleuchtet werden.

Abschlielend beschaftigt sich dieses Kapitel mit der Betrachtung aktueller
rechtlicher Rahmenbedingungen der Praimplantationsdiagnostik in Osterreich
sowie  Okonomischer Aspekte der diagnostischen Methoden sowie

Screeningverfahren.
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3.1 Probengewinnung zur reproduktionsgenetischen Diagnostik

Die zur weiteren Verwendung im Rahmen reproduktionsgenetischer Analytik
bendtigten Materialien konnen im Rahmen der In-Vitro-Fertilisation je nach
diagnostischer Zielsetzung einerseits zu unterschiedlichen Zeitpunkten der
Gameten- sowie Embryonalentwicklung als auch aus unterschiedlichen
Gewebeanlagen gewonnen werden. Einen zusatzlichen Faktor hinsichtlich
Probenwahl stellt auch das jeweilige Diagnostikverfahren und entsprechend

notwendiges Materialvolumen dar. (8,37,38)

Unmittelbar vor der Probenentnahme ist die Eroffnung der Zona Pellucida allen
Verfahren gemeinsam. Dies erfolgt entweder mechanisch oder via Laser.
Chemische Eroffnungsmethoden gelten mittlerweile Grofteils als obsolet. Die
gewunschte Probe wird daraufhin je nach Methodik mittels Aspiration oder

Abspaltung gewonnen. (13,39,40)
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Man unterschiedet generell die Entnahme von einem oder zwei Polkorpern der
unbefruchteten Oozyte unmittelbar vor bzw. wahrend der extrakorporalen
Befruchtung von der Entnahme einer totipotenten Blastomerenzelle oder mehreren
Trophektodermzellen der Blastozyste nach stattgefundener Befruchtung. Neuere,
groRtenteils noch experimentelle, Verfahren werden im Folgenden ebenso
thematisiert. (13)

3.1.1 Polkorperbiopsie

Im Rahmen der Préafertilisationsdiagnostik kann mittels simultaner oder
sequenzieller Entnahme des ersten (voller Chromosomensatz mit je zwei
Chromatiden) und/oder zweiten Polkorpers (ein Chromatidensatz) im Metaphase-IlI-
Stadium  bzw. Vorkernstadium eine Aussage Uber maternale Anteile bzw.
insbesondere Aneuploidien maternaler Keimzellen ohne Eingriff in embryonale
Strukturen erfolgen. Die Polkdrperbiopsie stellt somit vor allem fur Lander mit
restriktiveren Rechtslagen oder fur Untersuchungen von lediglich maternal
erwarteten Aneuploidien, pathologischen Varianten oder strukturellen Aberrationen

eine Alternative zu direkten Untersuchungen am Embryo dar. (8,13,41,42)

Nach heutigem Stand der Forschung haben Polkorper keine Bedeutung flr die
weitere Embryonalentwicklung, die Biopsie hat somit nur geringe Auswirkungen auf
diesen. Die entnommenen Polkdrper stellen aufgrund der meiotischen
Verteilungsprozesse ein Spiegelbild der zu befruchtenden Oozyte dar. Zu
bertcksichtigen ist hierbei jedoch, wie bereits angemerkt, dass die Untersuchung
der Polkorper somit lediglich indirekte Schlisse auf die Oozyte zulasst, und
paternale Anteile in der Analyse zur Ganze nicht berlcksichtigt werden. Auch
spatere mitotische Fehlverteilungen sind nicht auszuschlielen, womit die
Polkdrperdiagnostik nicht immer ganzlich aussagekraftig hinsichtlich zu

transferierenden Embryos ist. (13,24)

Empfohlen wird stets beide Polkdrper aufgrund des ansonsten sehr hohen Risikos
fur Fehldiagnosen zu untersuchen, es wird hierbei die simultane Entnahme ca. 8 bis
14 Stunden nach Fertilisation bevorzugt. Dabei kommt es aufgrund der Vielzahl an

zu untersuchenden Oozyten im Vergleich zur spateren Anzahl tatsachlich
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heranreifender Embryonen jedoch zu einer hoheren Arbeitsbelastung des Labors.
Vorteilhaft zeigt sich hier hingegen wiederum der ausgedehnte Zeitraum bis zum
schlussendlich Embryotransfer zur Durchfihrung relevanter diagnostischer Schritte.
Trotz Alledem zeigt sich in rezenten Studien, dass die Polkdrperanalyse den
geringsten pradiktiven Wert hinsichtlich Status der embryonalen Euploiditat
aufweist, sowohl die Blastomerenbiopsie als auch die Blastozystenbiopsie gelten

diesbezuglich als aussagekraftiger. (13,24,43)

3.1.2 Blastomerenbiopsie

Bei der Blastomerenbiopsie wird lediglich eine totipotente, embryonale Blastomere
im 6- bis 8-Zell-Stadium am Tag drei nach Befruchtung entnommen. Auf diesen
Weg lassen sich genetische Informationen des Embryos mit sowohl paternalen als
auch maternalen Anteilen gewinnen und insbesondere im Rahmen der direkten
Praimplantationsdiagnostik analysieren. Vorteilhaft ist hierbei auch der frihe
Zeitpunkt durchgeflhrter Analysen, ein frischer Embryotransfer ist in den meisten
Fallen moglich. (13,24,44)

Aufgrund moglicher Beeintrachtigung der Schwangerschafts- und Implantationsrate
sowie der fetalen Entwicklung kommt die Blastomerenbiopsie jedoch in
Screeningverfahren nicht mehr zum Einsatz und rickt ebenso im Bereich der
direkten Diagnostik vermehrt in den Hintergrund. Unmittelbar in vitro lie sich in
bisherigen Studien so neben Wachstumsretardierungen biopsierter Embryonen

ebenso ein verandertes Schllpfverhalten nachweisen. (8,45-47)

Hinzukommend ist im Blastomerenstadium aufgrund des beschrankten
Analysematerials keine Mosaikanalyse mdglich, was bei wiederum gleichzeitig
hoher chromosomaler Fehlverteilungsrate (bis zu 50%) und meist trotzdem
normaler Entwicklung in diesem Stadium fur eine Vielzahl an falsch positiven
Analysen sorgt und bereits in der Vergangenheit auch viele Studien verfalschte.
Zusatzlich sind umfangreiche Untersuchungen mit lediglich einer Zelle nur
eingeschrankt moglich, es besteht das Risiko eines Allel-Dropouts, eine

orthogonale Testung ist ausgeschlossen. (13,21,36,48,49)
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3.1.3 Blastozystenbiopsie

Die heutzutage am haufigsten angewandte Blastozystenbiopsie beschreibt die
Entnahme von 5-10 Zellen des Trophoblasten des Embryos etwa funf bis sieben
Tage nach Insemination. Trophoblastenzellen stellen dabei den auf3eren Zellanteil
der Blastozyste dar, welcher im weiteren Verlauf flr die Plazenta und Chorion
verantwortlich ist. Die innere Zellmasse, der Embryoblast, welcher folgend fur die
Entwicklung embryonaler Strukturen verantwortlich ist, wird dabei nicht manipuliert.
(13,21,50)

Auf diesem Wege sind aufgrund der fortgeschrittenen Differenzierung sowie
Analyse multipler Zellen sowohl meiotische als auch mitotische Fehlverteilungen
und strukturelle Defizite mit hoher Genauigkeit beurteilbar. Zytogenetisch Iasst sich
jede Zelle einzeln, molekulargenetisch gepoolt, mit hoher Effizienz der DNA-
Amplifikation, analysieren. Gleichzeitig hat die Blastozystenbiopsie auf3erst geringe
Auswirkungen auf die Embryonalentwicklung und gestaltet sich aufgrund der
weniger zu testenden Embryonen in diesem Stadium auch kostengunstiger. Weitere
Faktoren stellen die geringere prozentuelle Rate an Mosaikkonstellationen in
diesem Stadium im Vergleich zur Blastomere (etwa 3-5%) sowie die groRere
technischere Sicherheit dar. (13,21,44,49,51)

Aufgrund der spaten genetischen Diagnostik ist es jedoch notwendig die zu
beurteilenden Embryonen einer Kryokonservierung flir einen spateren Transfer und
damit einem zusatzlichen Risiko einer Beschadigung auszusetzen. Auch ist zu
bertcksichtigen, dass lediglich Zellen des Trophektoderms getestet werden, und die
Ergebnisse im Vergleich zur inneren Zellmasse aufgrund von Mosaikkonstellationen
verfalscht sein kdnnten, wobei dies in bisherigen Untersuchungen bisher negiert
wurde. (13,21,49,52)

3.1.4 Minimalinvasive Blastozentese

Zu einem der neueren Verfahren, welches jedoch noch nicht im klinischen Alltag
Anwendung findet, gehort die minimalinvasive Blastozentese. Dabei wird zellfreie

DNA aus der die Blastozyste ausfullenden Flussigkeit, welche minimalinvasiv

21



biopsiert wird, gewonnen, aufgereinigt und fur die weitere Diagnostik amplifiziert.
Gleichzeitig spiegeln auch Proteine wie exemplarisch das Histon-Protein H2A oder
Metaboliten den chromosomalen Status des Embryos wieder und kénnen deshalb
als Marker fungieren. (13,24,44,53)

Bisher ist diese Technik fur die Anwendung im klinischen Alltag jedoch noch nicht

ausgereift genug und bedarf weiteren Untersuchungen. (13)

3.1.5 Nichtinvasives Chromosomenscreening (NICS) aus Kulturmedien

Ein weiteres, relativ neues und noch nicht im klinischen Alltag angewandtes
Verfahren stellt das nichtinvasive Chromosomenscreening uber zellfreie DNA in
Kulturmedien der in-vitro fertilisierten Embryonen dar. Im Vergleich ist dieses
Verfahren jenem der minimalinvasiven Blastozentese im Rahmen erster rezenter
Studien vermeintlich Uberlegen bzw. kdnnte mit diesem zur Ergebnisoptimierung
kombiniert werden. (13,54,55)

Eine besondere Schwierigkeit dieser Technik ist jedoch die Unterscheidung
zwischen der embryonalen DNA sowie mdglichen (maternalen) Kontaminationen.
Es konnte jedoch bereits in mehreren Studien eine vielversprechendere Reduktion
falsch positiver Ergebnisse aufgrund von Mosaikkonstellationen im Vergleich zur
Blastozystenbiopsie sowie von Embryonenverlusten durch Beschadigung bei
Biopsie beobachtet werden. In Ebenso ergibt sich bei dieser Methode aufgrund
neuerer Protokolle die Méglichkeit eines unmittelbaren frischen Embryotransfers im

Vergleich zur Blastozystenbiopsie. (13,54,56)
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3.2 Reproduktionsgenetische Diagnostikverfahren

Nach der Materialgewinnung werden nun im Folgenden die Aufbereitungs- sowie
Diagnostikmethoden der Préfertilisations- und  Praimplantationsdiagnostik
thematisiert, welche in Abhangigkeit der jeweiligen Fragestellung zum Einsatz
kommen. Hinzukommend sollen Problemstellungen und Limitationen der jeweiligen

Methoden aufgezeigt werden.

Nahezu allen Verfahren ist gleich, dass die durch Polkérper- oder
Blastomerenbiopsie gewonnenen Einzelzellen bzw. durch Trophektodermbiopsie
lukrierten Zellverbande nach initialer Aufbereitung und DNA-Isolierung erst einer
gezielten Amplifikation oder aber solcher des gesamten Genoms unterzogen
werden. Fir die darauffolgende gezielte oder genomweite Analytik kommen im Falle
von Aneuploidie-Screeningverfahren primar die Techniken der array CGH und Next
Generation Sequencing und fur diagnostische Verfahren jene der FISH, array CGH,

SNP array und Next Generation Sequencing zum Einsatz. (32,35)

3.2.1 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Bei der bereits seit 1993 im Einsatz befindlichen Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung,
kurz FISH, werden 5-6 gewunschte, hinsichtlich ihrer komplementaren Bindung an
Chromosomenabschnitte hochspezifische, mit Fluoreszenzfarbstoff markierte
Sonden auf biopsierte sowie folgend fixierte Zellen aufgebracht, hybridisiert und auf
den Metaphasen- oder Interphasen-Chromosomen mittels

Fluoreszenzmikroskopen mit geeigneten Filtern dargestellt. (8,24,57)

Dabei lassen sich mittels spezieller Sonden flir ganze Chromosomen, Zentromere,
Telomere oder nur chromosomale Abschnitte (,Loci) verschiedene Bereiche
darstellen und sowohl numerische als auch strukturelle Chromosomenaberrationen
detektieren. Auch die gezielte Darstellung von Geschlechtschromosomen, das
sogenannte ,Sexing®, ist mit dieser Technik mdglich und fir geschlechtsspezifische
Erkrankungen bereits seit Langem erprobt. Zentromerspezifische Sonden eigenen

sich besonders zur  Detektion von Chromosomenzahlveranderungen und
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lokospezifische Sonden zur Analyse von Aneuploidien, Deletionen, Duplikationen
oder auch Translokationen. (13,36,48,58)

Begrenzt wird dieses Verfahren jedoch durch die geringe Anzahl an verfugbaren
Farben und der lediglich zwei- bis dreimaligen Moglichkeit der Rehybridisierung,
womit sich maximal 12-15 Bereiche bzw. Chromosomen darstellen lassen. Dadurch
ist die FISH nur bedingt aussagekraftig, es lasst sich kein umfassender
chromosomaler Status erheben und die Analyse begrenzt sich auf die haufigsten
Aberrationen, wodurch lediglich 60-80% der aneuploiden Embryonen erkannt
werden. Hinzukommend kommt es haufig zu Signalartefakten, Uberlappungen, und

Hybridisierungsproblemen. (24,48)

Heute findet die FISH primar nur noch Einsatz in der Detektion chromosomaler
Translokationen, ansonsten ist die Anwendung mittlerweile verstarkt durch die
komparative Hybridisierung sowie moderne Sequenzierungsverfahren abgelost
worden, insbesondere da diese auch zufallige Aneuploidien aufgrund der
Gesamtanalyse aller Chromosomen entdecken konnen. Kleine Mutationen,
Mosaikkonstellationen, Inversionen und die uniparentale Disomie kdnnen mittels
FISH jedoch nicht erkannt werden. (8,48,57)

3.2.2 Diagnostische Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion, kurz PCR, dient im Rahmen
praimplantationsgenetischer Untersuchungen zwar vordergrundig meist der
Amplifikation der nur in geringen Mengen vorliegenden, isolierten DNA, jedoch
findet sie in ihren verschiedenen weiterentwickelten diagnostischen Varianten auch
Anwendung im spezifischen Gennachweis, insbesondere bei monogenetischen
Erkrankungen. (8,24,59)

Die PCR in ihrer eigentlichen Form birgt jedoch grofes Fehlerpotential aufgrund
moglicher Kontamination und entsprechender Vervielfaltigung beispielhaft
maternaler DNA-Abschnitte sowie folgender Verfalschung der Analysen.
Hinzukommend besteht auch die Gefahr des Allel-Dropout, kurz ADO, bei welchem

ein Allel praferenziell unter Verlust des Anderen amplifiziert wird, wodurch es
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ebenfalls zu falsch-positiven bzw. falsch-negativen Resultaten im Rahmen der
Praimplantationsdiagnostik kommen kann. Mitunter aus diesem Grund wurden mit
der Zeit zuverlassigere, aber auch schneller und leistungsfahigere diagnostische
Varianten der PCR entwickelt. (24,60,61)

Grundlegend wird mit der PCR eine exponentielle Vervielfaltigung von DNA-
Abschnitten durch initiale Denaturierung, folgender Hybridisierung spezifischer
Primer an beide Strange und schlussendlicher Amplifizierung mittels hitzestabiler
DNA-Polymerase und freier Desoxyribonukleotidtriphosphate in  einem
Thermocycler erreicht. Die mittels initialer PCR-Reaktion vervielfaltigten Abschnitte
werden im diagnostischen Anwendungsfall entweder einer quantitativen Analyse
mit meist fluoreszenzbasierten Methoden hin auf das mdgliche verminderte bzw.
vermehrte Vorkommen oder aber einer qualitativen Endproduktanalyse durch
Sequenzanalysen oder GrolRenvergleiche beurteilt. Gelten die qualitativen
Analysen heute primar als Anwendungsgebiete des SNP-Array oder Next
Generation Sequencing, wurden diese in der Vergangenheit mittels PCR und
Gelelektrophorese oder Sanger-Sequenzierung, unter Anwendung

fluoreszenzmarkierter Didesoxynukleotide, unternommen. (5,24,60)

3.2.2.1 Fluoreszenzbasierte Multiplex PCR

Eine der diagnostischen Variationen der Polymerasekettenreaktion, welche nach
wie vor in einigen Laboren zur Detektion monogenetischer Erkrankungen verwendet
wird, stellt die fluoreszenzbasierte Multiplex PCR dar. Hierbei werden multiple
Primer-Paare zur Amplifikation mehrerer zu untersuchender Gene bzw. Varianten
sowie gleichzeitig fluoreszenzmarkierte Nukleotide verwendet, wodurch mittels
automatisierter optischer Auswertung das Vorhandensein der Zielsequenzen

weitaus scharfer und effizienter erfolgen kann. (60)

3.2.2.2 Digitale PCR

Im Rahmen der digitalen PCR kommt es zur Verdinnung und zufalligen Verteilung

der DNA-Abschnitte entsprechend Poisson-Wahrscheinlichkeitsverteilung auf eine

25



Vielzahl an ReaktionsgefalRen, woraufhin manche mehrere und andere keinerlei
amplifizierte Abschnitte enthalten. Folgend werden den Gefallen selektive,
fluoreszenzmarkierte Sonden flr die gesuchten Sequenzen bzw. ggf. Mutationen
sowie Referenzsonden im Sinne eines Wildtyps beigemengt. Kommt es zu einer
Hybridisierung zwischen Sonde und gesuchter Sequenz entsteht ein
Fluoreszenzsignal, dessen Intensitat detektiert und computergestutzt als Verhaltnis
zwischen den jeweiligen Sequenzvarianten analysiert wird. Der Anteil an positiven
Signalen ist dabei proportional zur eingesetzten Menge der amplifizierten
Sequenzen, wodurch eine absolute Quantifikation dieser mdglich wird und so
exemplarisch die absolute Anzahl an vorhandenen Chromatiden aller 24

Chromosome einer Probe bestimmt werden kann. (62-64)

Diese Variante der quantitativen, diagnostischen PCR kam jedoch bisher nur
bedingt im Rahmen der Polkdrperdiagnostik sowie Studien zur nicht-invasiven

Analyse von Kulturmedien zum Einsatz. (62-64)

3.2.2.3 Quantitative Real Time PCR (qPCR)

Bei der real time PCR bzw. gPCR erfolgt eine kostengunstige quantitative
Bestimmung von Amplifikationsprodukten in Echtzeit mittels spezifischer Sonden
mit inaktiviertem Fluoreszenzfarbstoff, welcher erst bei erfolgreicher Hybridisierung,
durch z.B. Verlust eines sogenannten Quencher-Moleklils, aktiviert wird und ein

messbares Signal abgibt. (48,60)

Treff et al haben diese PCR Variante im Jahr 2012 fir das Aneuploidiescreening
durch initiale multiplex Praamplifizierung von 96 Loci bzw. 4 Abschnitte pro
Chromosom optimiert, womit binnen lediglich 4h das Vorhandensein aller
Chromatide ohne Notwendigkeit einer vorhergehenden Amplifizierung des

gewonnenen Materials Uberprift werden kann. (65)

Die qPCR weist jedoch im Vergleich zum array CGH, dem SNP-Array sowie dem
Next Generation Sequencing eine reduzierte Aufldosung auf. Es wird lediglich in
wenigen Laboren zum Aneuploidiescreening genutzt, auch wenn mittlerweile die

Analyse monogener Erkrankungen damit moglich ist. (32,60)
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Abbildung 2 - Methodik von SNP array, array CGH und NGS (60)

3.2.3 Array-basierte komparative genomische Hybridisierung (aCGH)

Bei der array CGH werden durch komplementare Ko-Hybridisierung von zuvor
suffizient amplifizierter, fluoreszenzmarkierter und enzymatisch fraktionierter
Polkdrper- bzw. embryonaler DNA sowie mit einem anderen Farbstoff markierter
Referenz-DNA (46, XX sowie 46, XY) gegen definierte Oligonukleotidsonden auf
einem rasterformigen Tragerchip, die in Summe das gesamte Genom abdecken,
Zugewinne oder Verluste aller 24 Chromosome Uber Farbstoffsignalstarken mittels
Computer vollautomatisch binnen etwa 12 Stunden analysiert. Dabei kommt meist
der Farbstoff rot flr die Referenz-DNA und grun fur die Test-DNA zur Anwendung,
wodurch es im Falle eines ausgeglichenen Vorliegens zu einem gelben Signal
kommt. (8,24,36)

Durch die relativ schnelle und akkurate quantitative Verhaltnisanalyse mit hoher
Sensitivitat ist es mdglich sehr kleine Aberrationen (bis 2MB) auch ohne
Verdachtsdiagnose zu detektieren, wodurch das aCGH relativ rasch die FISH als
Goldstandard der Praimplantationsdiagnostik Grofltenteils abgelost hat. Es
ermoglicht umfassende Analysen bei gleichzeitiger Mdglichkeit eines frischen
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Embryotransfers. Anwendung findet diese Technik dabei insbesondere bei
monogenetischen, gonosomal oder autosomal rezessiv bzw. dominant vererbten
Kopienzahlveranderungen, HLA-Abgleich sowie numerischen und strukturellen
Chromosomenaberrationen. Auch unbalancierte Translokationen und komplexere
Aneuploidien lassen sich damit detektieren. Nicht nachweisbar sind Polyploidien,
balancierte = Translokationen, Inversionen, uniparentale Disomien und
Mosaikzustande bei nur geringer Anzahl an Zellen mit entsprechenden
Aberrationen (<25%). (13,29,36,59,66)

3.2.4 Single-Nucleotide-Polymorphism-Array (SNP-Array)

Im Rahmen des hochauflosenden SNP-Array werden tausende, meist in nicht-
codierenden Regionen befindliche, lokusspezifische Variationen einzelner
Basenpaare (biallelische Einzelnukleotidpolymorphismen, SNP) mit hoher
speziesspezifischer Frequenz (>1%) analysiert. Diese SNPs stellen selbst keine
krankheitsverursachenden Mutationen, sondern haufig vorkommende
Normvarianten dar, sind jedoch je nach Art der vorliegenden Variation bzw.
Verhaltnis dieser sowie jeweiliger Kopienzahl eng mit dem Vorkommen einiger
krankheitsverursachender Mutationen (ein sozusagen zusammenhangender
Haplotyp-Block) assoziiert. (24,48,60)

Methodisch werden hierfur nach vorhergehender Amplifikation die jeweiligen SNP-
Varianten mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert und folgend auf
Anzahl und Vorhandensein der Fluoreszenzsignale sowie Intensitat der jeweiligen
Farbe computergestutzt im Vergleich mit der Normalbevolkerung analysiert, womit
sich Ruckschlusse auf die Kopienzahl und Art bzw. Verhaltnis der vorliegenden
Variation sowie das vermeintliche Vorliegen haufig damit assoziierter Mutationen
ziehen lassen. (24,48,60)

Durch die Mdglichkeit der gleichzeitigen Kopienzahlauswertung findet das SNP-
Array neben den auf dem Vorkommen gewisser Variationen basierenden Analysen
monogenetischer Erkrankungen, HLA-Typen, unbalancierter sowie balancierter
Translokationen, kleiner bzw. komplexer struktureller sowie numerischer

Aberrationen ebenso Anwendung im Aneuploidiescreening aller 24 Chromosomen.
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Mittels Karyomapping ist es hierbei sogar moglich die parentale oder maternale
Herkunft der jeweiligen Variante zu bestimmen. Abstriche zeigen sich jedoch
insbesondere bei den Kosten, der Dauer sowie der bedingten Aussagekraft
hinsichtlich Mosaikkonstellationen. (24,32,36,60)

3.2.5 Next Generation Sequencing (NGS)

Next Generation Sequencing beschreibt moderne, automatisierte
Hochdurchsatzverfahren  zur  kostengunstigen, raschen und parallelen
Sequenzanalyse von Teilen bzw. des gesamten Genoms. Sie stellen somit
Nachfolger der urspriinglichen und nach wie vor in Anwendung befindlichen Sanger-
Sequenzierung  (Kettenabbruch-Synthese)  dar, bei  welcher  mittels
fluoreszenzmarkierter Didesoxynukleosidtriphosphate  Syntheseabbriiche im
Rahmen der Amplifizierungsschritte verursacht und damit die Basenabfolge anhand
unterschiedlicher Fragmentlangen und Farbcodierungen je nach Base eruiert
werden konnte. (36,67,68)

Alle Verfahren des Next Generation Sequencing ist gleich, dass die im Rahmen der
Praimplantationsdiagnostik in nur geringen Mengen vorhandene, isolierte DNA
initial praamplifiziert werden muss. Folgend wird diese enzymatisch oder
mechanisch fragmentiert und spezifische Adapter-Oligonukleotide an diese
Bruchstlcke geheftet. Anhand dieser kommt es zur Bindung der Fragmente an
einen Chip oder Beads und daraufhin zur Amplifizierung hin zu Clustern identischer
Sequenzen, innerhalb welcher parallel flr alle Fragmente die Sequenzierung
durchlaufen wird (,Massive Parallel Sequencing“). Schlussendlich folgt die
bioinformatische Analyse und Modellierung der Sequenzteile zur Gesamtsequenz

(,Shotgun-Sequencing“) anhand von Referenzgenomen. (36,60,67)

Die Sequenzierung selbst kann dabei mittels verschiedener Verfahren erfolgen,
wovon folgend einige beschrieben werden. Bei der Pyrosequenzierung kommen an
Pyrophosphat gebundene Nukleotide zum Einsatz, woraufhin es bei Basenpaarung
zur Freisetzung von eben diesem und folgend zu einer Lichtreaktion kommt. Die
lllumina-Sequenzierung  basiert auf an die Nukleotide gebundene

Fluoreszenzfarbstoffe und Terminatormolekile, welche bei Basenpaarung ein
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Farbsignal abgeben und erst bei Entfernung des Terminators im nachsten
Zyklusschritt die weitere Base mit erneutem Farbsignal binden lassen
(,Sequencing-by-Synthesis®). Im Rahmen der SOLiID-Sequenzierung kommen 16
Oligonukleotidsonden mit je zwei spezifischen Basen sowie Farbstoff zum Einsatz,
welche mittels Ligase gebunden und das Farbsignal folgend ausgewertet wird
(,Sequencing-by-Ligation“). Ein viertes exemplarisches Verfahren stellt die
Halbleitersequenzierung dar, bei welcher jeder Cluster von einem pH-Meter
umgeben ist, welches die spezifische Protonfreisetzung bei Basenpaarung
aufzeichnet. (32,36,67,69)

Bei der Auswahl des Testverfahrens spielt insbesondere die Coverage als
Mindestanzahl an Reads, der Anzahl an zum Fragment komplementar
amplifizierten Sequenzen, eine zentrale Rolle. Fir das menschliche Genom sollte
diese Sequenzabdeckung stets Uber 30 liegen. Um eine Vielzahl verschiedener
Proben kosteneffektiv gleichzeitig am selbigen Chip analysieren zu kénnen, kann
im Rahmen der Praamplifizierung und Adapterligation hinzukommend ein Barcode-
Index an die Fragmente zur Identifizierung gebunden werden. Gleichzeitig ist es im
Rahmen der Praimplantationsdiagnostik durch Kryokonservierung mdglich, ein
grolieres Testkollektiv anzusammeln und gemeinsam kostenglinstig auszuwerten.
(35,49,60)

Zum Einsatz kommen Verfahren des Next Generation Sequencing aufgrund der
gleichzeitig moglichen Analyse von numerischen, strukturellen und
monogenetischen Veranderungen theoretisch bei allen Typen genetischer
Erkrankungen. Hinzukommend lassen sich im Vergleich zu bisher erwahnten
diagnostischen Verfahren auch geringgradige Mosaikkonstellationen sowie
mitochondriale und neu entstandene, sogenannte ,de novo“, Mutationen, ohne

entsprechenden Verdacht hochauflésend nachweisen. (35,36)

In den rezenten Studien zur klinischen Anwendung des NGS im Rahmen der
Praimplantationsdiagnostik konnte durch diese hochauflésende und umfassende
Analyseméglichkeit eine deutliche Uberlegenheit gegeniiber dem array CGH und
anderen Methoden sowie Steigerung der Implantations- und

Schwangerschaftsraten nachgewiesen werden. Zu beachten ist jedoch die
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Einhaltung festgelegter, restriktiver Auswertekriterien, da aufgrund der
umfangreichen und hochauflosenden Sequenzierung eine Vielzahl an unbekannten
Varianten und damit einhergehende Fragestellungen bzw. Problemsituationen
aufgeworfen werden. (49,60,69,70)

3.2.6 Third Generation Sequencing

Bei der neusten Generation an Sequenzierungsverfahren ist es moglich langere
DNA Abschnitte ohne vorhergehende, teils mit Fehlern und groRerem Aufwand
behaftete Amplifizierung und Fragmentierung zu analysieren. Dabei werden
Reaktionen einzelner Molekule wie z.B. die Abgabe von Protonen oder
Fluoreszenzsignalen in Echtzeit gemessen. Ein mittlerweile in Studien, aber noch
nicht im Bereich der klinischen Praimplantationsdiagnostik, angewandtes Verfahren
stellt exemplarisch die Nanoporensequenzierung dar. Hierbei werden flr Nukleotide
spezifische Anderung des lonenstroms in Nanoporen einer kiinstlichen Membran
rasch und exakt gemessen sowie unmittelbar ausgewertet. Das Aneuploidie-
Screening einer Blastozystenbiopsie konnte in ersten Versuchen binnen 20 Minuten
durchgefuhrt und analysiert werden, womit kinftig die Biopsie, Testung und der

Transfer am selbigen Tag durchfihrbar waren. (71,72)

31



3.3 Problemstellungen der Diagnostik

Bei der Praimplantationsdiagnostik kann es allgemein sowie je nach angewandter
diagnostischer Methodik zu verschiedenen, die Anwendung limitierenden und
bereits im vorherigen Kapitel kurz angefuhrten Problemen kommen, auf welche

folgend nochmals néaher eingegangen werden soll.

Einer der wichtigsten allgemein limitierenden Faktoren stellt der geringe Zeitfaktor
ab bzw. unmittelbar vor In-vitro-Fertilisation bis zum Embryotransfer dar. Dies ist
insbesondere von Bedeutung, als dass Methoden der frihen Polkdrperanalyse nur
sehr eingeschrankt aussagekraftig sind und auf die Blastomerenbiopsie heutzutage
nicht mehr zurtickgegriffen wird. Zwischen Blastozystenbiopsie und Embryotransfer
im selbigen Zyklus beschrankt sich der Zeitraum fir reproduktionsgenetische
Analysen auf 1-2 Tage, was eine umfangreiche Aufbereitung, Analytik, Auswertung
sowie Befundverarbeitung mehr als einschrankt. Lediglich moderne Verfahren des
array CGH sowie des Next Generation Sequencing und Nachfolger haben sich hier
als erfolgreiche Anwendungsmodelle bewiesen. Alternativ kann der Embryotransfer
allerdings auch nach Kryokonservierung erfolgen, was trotz der geringen Gefahr der
Beschadigung des potentiellen Embryos eine Mehrzahl an Vorteilen mit sich bringt.
So ist es nicht nur moglich eine ausflihrlichere Diagnostik anzuwenden, auch das
Pooling mehrerer zu testender Embryonen zeigt sich hinsichtlich der Kosten
insbesondere bei Anwendung von Verfahren des Next Generation Sequencing als
zielfUhrend. Hinzukommend wurde gynakologischerseits bereits die vermeintlich
bessere Implantationsrate bei optimalerer Endometriumstimulation im Vergleich
zum hyperstimulierten Setting im Zyklus der Oozytengewinnung postuliert.
(24,60,73)

Ebenfalls ein im Rahmen der Probengewinnung gegebenes Risiko stellen mégliche
Biopsiekomplikationen oder eine negative Beeinflussung der Implantation bzw.
weiteren  embryonalen  oder  kindlichen  Entwicklung aufgrund  der
Mikromanipulationen dar. Hierbei konnten insbesondere in Bezug auf die
Blastomerenbiopsie Folgen fiur die weitere Embryonalentwicklung in mehreren
Studien nachgewiesen werden, weshalb mittlerweile nur noch selten auf diese

Methodik und bevorzugt auf die Blastozystenbiopsie zuruckgegriffen wird. (47,51)
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Einen weiteren allgemein limitierenden Faktor der Praimplantationsdiagnostik stellt
die Menge des zur Verfugung stehenden Materials dar. Dies trifft insbesondere auf
die Polkorperbiopsie sowie Blastomerenbiopsie mit lediglich je ein bis zwei Zellen
dar. Im Falle der Direktanalyse zeigt sich hier die Trophektodermbiopsie mit 5-10 zu
analysierenden Zellen klar im Vorteil. Fur die meisten aktuell angewandten
Methoden wird die vorhandene DNA jedoch einer Praamplifizierung unterzogen,
welche folgend wiederum Probleme mit sich fihren kann. So kann es neben
Amplifizierungsversagen und Verlust der Probe zum sogenannten Allel-Dropout
kommen, wodurch lediglich ein Allel im Rahmen der Amplifizierung vermehrt und
das folgende Ergebnis verfalscht wird. Diesem Effekt kann durch Anwendung der
Multiplex PCR, Trophektodermbiopsie mit multiplen Zellen oder aber durch
Direktanalyse der gewonnen Zellen begegnet werden. Hinzukommend ist es
aufgrund der geringen Probenmenge schwierig mogliche Kontaminationen mit
exogener DNA von der gewilnschten Probe zu differenzieren, wodurch es ebenso

zu verfalschten Analyseergebnisse kommen kann. (13,24,60)

Die Aussagekraft der jeweiligen Analyse betreffend zahlt das Problem der
Mosaikbildung. Hiervon spricht man bei Vorliegen von zwei oder mehr Zelllinien mit
unterschiedlichem chromosomalem Status aufgrund mitotischer Fehlverteilung oder
DNA-Veranderungen. Mosaike sind dabei nicht unbedingt pathologisch, sondern
liegen insbesondere im Blastomerenstadium in groRerem Ausmal, It. rezenten
Studien sogar bis zu 70%, vor und der Anteil sinkt mit dem embryonalen
Entwicklungsfortschritt durch Apoptose. Im spateren Blastozystenstadium sollen
lediglich 3-5% der Proben als Mosaik vorliegen, womit sich erneut die
Trophektodermbiopsie als heutiger Goldstandard auszeichnet. Die angefuhrten
reproduktionsgenetischen Verfahren kdnnen Mosaike jedoch zum Teil gar nicht und
zum Teil nur ab einem gewissen prozentuellen Ausmal registrieren. Auch hier gilt
das Next Generation Sequencing als sensitivste Methode wieder als wegweisend
Richtung in der Praimplantationsgenetik. (24,74)

Zu den weiteren technischen Komplikationen im Rahmen reproduktionsgenetischer
Verfahren zahlen Hybridisierungsfehler aufgrund degeneriertem Probenmaterial
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oder falschen Hybridisierungssonden sowie im Falle der FISH Uberlappungen oder
Aufspaltung der DNA-Proben mit folgenden Signalfehlern. (24,32)

Zwei die schlussendliche Befundung betreffende Problemstellen sind einerseits
unbekannte Variationen bzw. Zufallsbefunde der modernen, hochauflosenden
Verfahren wie array CGH und Next Generation Sequencing sowie falsch-negative
bzw. falsch-positive Ergebnisse aufgrund zu geringer Auflosung (z.B. FISH) oder
Inkompatibilitdit der angewandten Methodik (z.B. balancierte Translokationen,
Polyploidien). Tiefe Analysen moderner Verfahren weisen nach wie vor zu haufig
auf unbekannte Varianten hin, welche eine darauffolgende Entscheidung
hinsichtlich weiteren Vorgehens mit dem betroffenen Embryo erschweren. Dies als
auch mdgliche Zufallsbefunde kénnen nur durch zielfihrende Einschrankung und
Fokussierung der Auswertung auf fur die Fragestellung wesentliche Faktoren
verhindert werden. (35,60,75)

Zu guter Letzt ist ebenfalls zu erwahnen, dass die postulierten Vorteile von
Screeningverfahren im Rahmen der Praimplantationsdiagnostik wie verkurzter Zeit
bis zum Eintritt einer Schwangerschaft, reduzierte Raten an Implantationsfehlern
sowie eine niedrigere Frequenz an Aborten nach wie vor nicht suffizient seitens
qualitativ hochwertiger, randomierter Kontrollstudien untermauert sind. Im Gegenteil
konnte fur den damaligen Goldstandard der Blastomerenbiopsie mit folgender
FISH-Analyse aufgrund des schadigenden Effekts der Blastomerenbiopsie sowie
nur eingeschrankten Aussagekraft der FISH-Analyse mittlerweile sogar das
Gegenteil verifiziert werden. Ob nun moderne, umfangreichere und schonendere
Verfahren tatsachlich zu einer Optimierung der In-vitro-Fertilisation flhren, gilt es

noch zu evaluieren. (24,76)
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3.4 Aktuelle und zukinftige Entwicklungen

Mit dem fortwahrend steigenden Bedarf von Malnahmen der kunstlichen
Befruchtung aufgrund Veranderungen unserer sozialen Umgebung mit einem
zunehmenden Anteil alterer Schwangerer in westlichen Landern sowie Haufung von
Fallen fruher Infertilitat spielt die Prafertilisations- und Praimplantationsdiagnostik
eine immer wichtiger werdende Rolle und die Entwicklung immer
hochauflosenderer, kostenglnstigerer und schnellerer Methoden rickt in den

Vordergrund. (1)

Die Probengewinnung betreffend hat mittlerweile die Trophoblastenbiopsie die
Blastomerenbiopsie als Goldstandard aufgrund der bereits genannten, multiplen
Defizite verdrangt. Hierbei wird sich in naher Zukunft auch die
Einzeltrophoblastenanalyse anstelle aktueller gepoolter Verfahren durch
Anwendung der neuen Sequenzierungsmethoden in Hinblick auf die Mosaikanalyse
etablieren. (60)

Auch das nicht-invasive Screening mittels gebrauchter Kulturmedien wird in
absehbarer Zeit an Stellenwert gewinnen, insofern die Sensitivitat bei
gleichbleibender Spezifitat sowie Amplifikationsraten durch technischen Fortschritt
entsprechend gesteigert werden konnen. Hierbei gilt es insbesondere auch die
exakten Prozesse, welche flir das Vorkommen zellfreier DNA ursachlich sind, zu
erforschen. Die Mischung von gebrauchtem Kulturmedium und sowie FlUssigkeit
aus dem Inneren der Blastozysten scheint in ersten durchgeflihrten Versuchen

vielversprechend. (24,54)

Gleichzeitig werden momentan weitere nicht-invasive Methoden wie die Messung
von Metaboliten des Zellstoffwechsels in gebrauchten Kulturmedien oder Anteilen
mitochondrialer DNA  sowie die  morphologische  Auswertung der
Blastozystenentwicklung im Zeitraffer evaluiert und die physiologischen
Hintergrinde erforscht. (24,53)

Seitens technischer Methodik hat die Verbreitung des Next Generation Sequencing

einen Groliteil bisheriger Methoden aufgrund der alle Chromosomen umfassenden,
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simultanen, hochauflosenden und kosteneffektiven Analyse aller genetischer
Aberrationen unter gleichzeitiger Rucksichthnahme auf de novo Mutationen sowie
gering ausgepragter Mosaikkonstellationen abgelést. Aufgrund standiger
Erweiterung, strengerer Validierung und umfangreicherer Interpretation
bestehender Datenbanken wird auch die bestehende Problematik von unbekannten
Varianten ohne klare Handlungsempfehlungen in Zukunft in den Hintergrund
ricken. Auch auf das Next Generation Sequencing folgende Techniken des Third
Generation Sequencing tragen durch fortwahrende Beseitigung technischer
Limitationen zu umfangreicheren und verstandlicheren Untersuchungen bei.
Analysemethoden wie das array CGH, welche mittlerweile auch auf mehr als
suffiziente Datenbanken zur Auswertung zurtickgreifen kann, SNP-Array oder
gPCR werden die kommenden Jahre immer weiter in den Hintergrund treten und
lediglich indikationsspezifisch oder zu Zwecken der orthogonalen Testung

herangezogen werden. (24,60,71)

Des Weiteren wird man sich in aktuell noch etwas entfernter liegender Zukunft auch
um die Frage der Genmodifikation anstelle der Selektion in Anbetracht der
jeweiligen 6konomischen Ressourcen und medizinischen Erfolg bemihen missen.
(77)
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3.5 Rechtliche Rahmenbedingungen und Grenzen

Methoden der Préafertilisations- und Praimplantationsdiagnostik sind heutzutage in
fast allen europaischen Landern unter strenger gesetzlicher Regulierung erlaubt.
Einheitliche Regulierungen Uber die europaische Union hinweg wurden bis heute
noch nicht etabliert. Insbesondere in Osterreich zeigt sich nach wie vor ein dulerst
restriktives Vorgehen, erst seit der Reform des seit 1992 bestehenden
Fortpflanzungsmedizingesetze im Januar 2015 durch das
Fortpflanzungsmedizinrechts-Anderungsgesetz sind Untersuchungen an
Embryonen und damit die Praimplantationsdiagnostik zusatzlich zu den zuvor
bereits eingeschrankt erlauben Polkdrperanalysen bzw. der

Prafertilisationsdiagnostik Gberhaupt zugelassen. (78)

Entsprechend §2 Fortpflanzungsmedizinrechts-Anderungsgesetz 2015 ist die
Anwendung der Praimplantationsdiagnostik zur Therapie womdglich erblich

bedingter Unfruchtbarkeit unter folgenden Einschrankungen erlaubt:

1. Malnahmen der Praimplantationsdiagnostik kdnnen nach dreimal erfolglos
verlaufener, medizinisch unterstltzter Fortpflanzung bei gegebenem

Verdacht hinsichtlich einer genetischen Erkrankung durchgeflihrt werden.

2. Nach drei arztlicherseits dokumentierten Fehl- bzw. Totgeburten mit
Verdacht auf eine genetische Ursache ist eine kunstliche Befruchtung in

Kombination mit Verfahren der Praimplantationsdiagnostik erlaubt.

3. Im Falle eines stark erhohten Risikos aufgrund genetischer Disposition eines
oder beider Elternteile fiir eine Tot- bzw. Fehlgeburt oder Ubertragung einer
schwerwiegenden, nicht heilbaren Erbkrankheit. Dies umfasst primar
Erkrankungen, welche lebenslang lebenserhaltende MaRnahmen bedingen

oder zu fortwahrend schweren Schmerzen oder Hirnschaden flhren.

Dabei gilt jedoch ebenso zu beachten, dass jene die Praimplantationsdiagnostik
durchfihrenden Institute hierfir lizenzierte Zentren entsprechen und sowohl
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finanziell, personell als auch organisatorisch unabhangig von jener die In-Vitro-

Fertilisation durchfuhrenden Institution sein mussen. (78)

Uber das seit Januar 2000 bestehende In-vitro-Fertilisierungs-Fonds-Gesetz sowie
spatere Novellen wird in Osterreich 70% der Kosten entsprechender
Kinderwunschbehandlungen und somit auch der Praimplantationsdiagnostik
staatlich gestutzt. (78)
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3.6 Okonomische Aspekte

Ebenso wie rechtliche Vorgaben gilt es auch finanzielle Belange hinsichtlich der
Indikationen als auch verwendeten Methodik der Praimplantationsdiagnostik zu
berucksichtigen. Mit voranschreitender Entwicklung moderner Analyseverfahren
wie dem NGS und folgend mdglicher massiver paralleler Sequenzierung sowie
Automatisierung von Prozessen konnen mittlerweile nicht nur entstehende Kosten,
sondern auch der zeitliche und personelle Aufwand fir die reproduktionsgenetische

Analyse stark reduziert werden. (24,67,71)

Wahrend die entstehenden Okonomischen Aufwendungen im Falle von
diagnostischen Anwendungen der Praimplantationsdiagnostik durchaus in Relation
zum gewunschten Behandlungserfolg stehen, ist dies im Falle von

Screeningverfahren zumeist nicht der Fall und mittlerweile stark in Frage gestellt.

Wurde in der Vergangenheit mit einer Steigerung der Schwangerschaftsrate durch
Aneuploidiescreenings und damit verbundenen langfristig reduzierten Kosten
aufgrund ausbleibender multipler Zyklen der Kinderwunschbehandlung
argumentiert, zeigen sich aktuelle Studien jedoch eher skeptisch gegenuber dieser
Aussage. So konnte mittlerweile aufgezeigt werden, dass Screeningverfahren
mittels Blastomerenbiopsie in der Vergangenheit aufgrund in retrospektiven Studien
nachgewiesenen reduzierten Schwangerschaftsraten durch Schadigung der
Embryonen sowie falsch positiven Ergebnissen bei Mosaikbildung die
Behandlungskosten gesteigert haben. (24,45,60)

Es wirken sich sowohl Effektivitat der Materialgewinnung als auch Art der Analytik
auf die zu erwartenden Kosten im Rahmen von Screeningverfahren aus. Geht man
hierbei exemplarisch von Polkdrperbiopsien zur Durchfliihrung eines Screenings
mittels array CGH aus, bewegen sich die Kosten pro erzielter Schwangerschaft weit
uber den Zielbereichen. Lediglich in spezifischen Patientenkollektiven wirde sich
ein entsprechendes Screeningverfahren im Rahmen der

Praimplantationsdiagnostik aus dkonomischer Sicht rentieren. (79-81)
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4 Diskussion

Bereits seit erstmaliger Etablierung von Verfahren der Prafertilisations- und
Praimplantationsdiagnostik im Jahr 1990 unterliegen diese nicht nur einer
konstanten Weiterentwicklung, Optimierung und Effizienzsteigerung, sondern auch
einem ebenso rasant steigenden Bedarf aufgrund stetig zunehmender Anteile an

Paaren mit unerfilltem Kinderwunsch im reproduktionsfahigen Alter.

Insbesondere  hinsichtlich  Steigerung  der  Erfolgsraten  scheint der
Entwicklungsdruck seitens Reproduktionsmedizin grofd. Immerhin wurden ganze
60% der Untersuchungen im Sinne eines Aneuploidiescreenings durchgefuhrt.
Direkte diagnostische MalRnahmen aufgrund unmittelbarer medizinischer Indikation
bei z.B. Vorliegen einer monogenetischen Erbkrankheit oder Translokation stellen
nur einen kleinen, aber fur die Weiterentwicklung der Techniken hinsichtlich

Auflésungsgrenzen und Diagnostikumfang durchaus wichtigen Anteil dar.

Trotz aller methodischen Fortschritte ist die Relevanz von Screeningverfahren im
Rahmen der Praimplantationsgenetik aufgrund fehlender qualitativer Evidenz in
Frage gestellt. Insbesondere da den zuvor als Goldstandard etablierten Methoden
der Blastomerenbiopsie sowie FISH mittlerweile aufgrund ihrer bereits erwahnten
Defizite ein gegenteiliger Effekt hinsichtlich Erfolgsraten kinstlicher Befruchtung im
Sinne von Implantations- und Schwangerschaftserfolgen nachgewiesen wurde. Mit
den nun hochauflésenden, allumfanglichen Sequenzierungsmethoden sowie der
heutzutage weitaus sicherer geltenden Blastozystenbiopsie bzw. neueren
Verfahren der nicht-invasiven Probengewinnung werden erneut vielversprechende
Steigerungen der Erfolgsraten impliziert, bedurfen jedoch erst einer

entsprechenden qualitativen Validierung.

Technisch haben mittlerweile Verfahren des Next Generation Sequencing und
darauffolgende Methoden des Third Generation Sequencing bestehende
analytische Methoden hinsichtlich Auflésungsvermogen, simultaner Erkennung aller
genetischen Erkrankungen inklusive de novo Mutationen, Geschwindigkeit und
Kosteneffizienz abgeldst und stellen die kinftigen Goldstandards trotz moglicher

Problematik von Zufallsbefunden und Vorfinden unbekannter Varianten mit
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entsprechenden fraglichen Konsequenzen dar. Insbesondere durch das Pooling
mehrerer Untersuchungen durch Kryokonservierung von Embryonen konnte sich
durch diese Techniken die Praimplantationstechnik aufgrund entsprechender
Kosteneinsparungen in Zukunft als Standardverfahren der In-vitro-Fertilisation

durchsetzen.

Wahrend sich wie bereits erwahnt die Trophektodermbiopsie als neuer
Goldstandard etabliert hat, wecken neue nicht-invasive Moglichkeiten der
Lukrierung embryonaler DNA nicht nur aus methodischer Sicht das Interesse der
Wissenschaft, sondern ebenso um die physiologischen Hintergriinde von zellfreier
DNA sowie Metaboliten und weiteren Markern der zellularen und genetischen

Konstitution zu erforschen.

Zusammenfassend zeichnet sich nun mittlerweile 30 Jahre nach der erstmaligen
Durchfihrung der Praimplantationsdiagnostik an einem humanen Embryo sowie
zahlreichen methodischen Wechseln moglicherweise erstmals die Chance der
Etablierung einer nicht-invasiven, kostengunstigen und damit breitflachig
einsetzbaren, alle genetischen Defekte umfassenden, exakten und mit einem

frischen Embryotransfer vereinbarenden Losung ab.
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