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Einleitung

Die Praimplantationsdiagnostik (PID)
wird in Deutschland durch die gesetzli-
chen Vorgaben des Embryonenschutzge-
setzes (ESchG) geregelt und war bis zur
Anpassung des ESchG auf die Polkorper-
diagnostik (PKD) beschrinkt. Erst nach
dem Beschluss des Bundestages im Jahre
2011 zur gesetzlichen Regelung der PID
in Deutschland und ihrer Umsetzung in
der Prdimplantationsdiagnostikverord-
nung im Jahr 2014 wurde eine genetische
Testung pluripotenter embryonaler Zel-
len unter bestimmten Voraussetzungen
fir Familien mit einem hohen Risiko der
Weitergabe einer schweren genetischen
Erkrankung moglich und damit gleich-
zeitig auf Trophektodermzellen einge-
schrinkt, die iiblicherweise am Tag 5
bis 6 nach Befruchtung entnommen
werden. International bestanden zum
Zeitpunkt der Anderung des ESchG mit
der PID nach Trophektodermbiopsie
(nachfolgend als TED bezeichnet) kaum
Erfahrungen. Bis 2015 wurde die PID
weltweit hauptsichlich an Blastomeren,
entnommen im 8-Zell-Stadium am Tag 3,
durchgefiithrt. Erst 2016 wurden durch
die im ESHRE PGD Consortium (www.
eshre.eu/Data-collection-and-research/
Consortia/PGD-Consortium) registrier-
ten PID-Zentren erstmals mehr PID-
Zyklen an Trophektoderm als an Blas-
tomeren gemeldet [5]. Belastbare Daten
groflerer multizentrischer Studien zur
TED und deren Outcome wurden bis
heute nicht publiziert. Die propagierten
Vorteile der PID an Trophektodermzel-
lenim Vergleich zu Blastomerenbeziehen
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sich insbesondere auf ein besseres em-
bryonales Entwicklungspotenzial nach
TED, eine angenommene niedrigere Rate
an somatischen Mosaiken und eine ho-
here Schwangerschaftsrate pro Transfer
(1, 9, 12, 14].

In diesem Beitrag berichten wir tiber
die kumulativen Ergebnisse unseres PID-
Zentrums in Regensburg in den letz-
ten 18 Jahren unter den besonderen Be-
dingungen des deutschen Embryonen-
schutzgesetzes vor und nach seiner An-
derung zugunsten der limitierten Ein-
fithrung der Trophektodermdiagnostik
(TED).

Methoden

Es fand eine retrospektive Auswertung
aller an unserem PID-Zentrum in Re-
gensburg durchgefiihrten 316 PID-Dia-
gnostikzyklen fiir monogene Erkrankun-
gen (PGT-M) statt, davon 251 PKD- und
65 TED-Zyklen (2001 bis 15.05.2019).
Die Testetablierung und Durchfiih-
rung der PKD bzw. TED orientierte sich
an den Richtlinien des ESHRE PGD
Consortium [6]. Die genetische Analy-
se fiir monogene Erkrankungen erfolgte
sowohl bei der PKD als auch bei der TED
mittels familienspezifischer Testsysteme,
basierend auf der Analyse von gekop-
pelten Mikrosatellitenmarkern (VNTR-
Marker) und, wenn methodisch mog-
lich, geeigneter Methoden zum direkten
Nachweis der Mutation(en). Angestrebt
wurden, entsprechend den Guidelines
des ESHRE PGD Consortium [6], min-
destens 4 eng gekoppelte, informative,
genetische Marker (je 2 auf jeder Seite

der Mutation), bei der PKD informativ
fir die maternalen Allele, bei der TED
informativ fir die maternalen und pa-
ternalen Allele. Voll informative Marker
bei der TED (diskriminierend fiir alle
4 elterlichen Allele) wurden bevorzugt,
eine Mischung aus voll- und teilinfor-
mativen Markern ist akzeptabel und in
der Praxis die Regel. Die Aussagesicher-
heit der PID steht hierbei im direkten
Zusammenhang zum Informationsge-
halt der genetischen Marker und deren
Amplifikationsefhizienz (umgekehrt ge-
messen als Allel-Dropout-Rate) und
kann ggf. bei teilinformativen Markern
durch Erweiterung um zusitzliche Mar-
ker verbessert werden. Zur Verringerung
der Wahrscheinlichkeit von Cross-over-
Ereignissen zwischen den Markern des
Testsystems und der Mutation wurde
ein Abstand der Marker zur Mutation
von weniger als 300kb angestrebt. Die
Amplifikation der Marker erfolgte als
nested- oder seminested-PCR mit Fluo-
reszenzmarkierung und anschlieflender
Fragmentlidngenanalyse auf einem Ka-
pillarelektrophoresesequenzer (Applied
Biosystems 3500 xL Dx Series Gene-
tic Analyzer). Als Mutationsnachweis
wurden je nach Art und Gréfle der Mu-
tation folgende Methoden verwendet:
Fragmentlidngenpolymorphismen, Re-
striktionsfragmentldngenpolymorphis-
men, allelspezifische PCR oder direkte
Sequenzierung der PCR-Produkte.

Die Etablierung und Validierung der
Testsysteme und die Ermittlung der
Haplotypgruppen erfordern die Einbe-
ziehung von genetischem Material der
néchsten blutsverwandten Angehorigen,
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Tab.1 Charakterisierung des Patientenkollektivs

Familien

Miitterliches Alter (bei Eizellpunktion)

Erbgang:
Autosomal-dominant
Autosomal-rezessiv
X-chromosomal

Davon:

Repeaterkrankungen (FraX, MD1, Huntington, SCA)

Nicht-Repeaterkrankungen

PKD TED
122 45
34,3 335

36 (29,51 %)
39 (31,97 %)

10 (22,22 %)
16 (35,56 %)

47 (38,52%) 19 (42,22 %)
36 (29,50 %) 17 (37,78 %)
86 (70,50 %) 28 (62,22 %)

PKD Polkodrperdiagnostik, TED Trophektodermdiagnostik

in der Regel der Eltern, Kinder, ggf.
Geschwister und weiterer betroffener
Familienangehoriger. Fir eine ausrei-
chende Sicherheit bei der Identifikation
der Haplotypsegregation wurden nach
Moglichkeit mindestens 2 unabhéngige
meiotische Ereignisse von blutsverwand-
ten Angehorigen 1. oder 2. Grades mit
nachgewiesener Mutation einbezogen.
In Ausnahmefillen (z.B. bei De-no-
vo-Mutationen) wurde in einem ersten
PKD-Zyklus die Allelsegregation der
Marker und Mutation(en) gekldrt. In
18 Jahren konnten wir fiir eine einzige
Familie trotz umfangreicher Versuche
der Testetablierung und an sich erfiillten
Voraussetzungen (FMRI angefragt, Be-
funde und Proben von 5 Angehorigen
mit Mutation verfiigbar) letztlich keine
PKD anbieten, weil in dieser Familie
die Allelsegregation trotz Analyse von
8 informativen Markern nur unter An-

nahme eines doppelten Cross-overs in
unmittelbarer Nachbarschaft der Mu-
tation bzw. durch 2 Rekombinationen
in aufeinanderfolgenden Generationen
ebenfalls in unmittelbarer Nihe zur
Mutation plausibel zu erkldren war.

Ergebnisse

Patienten

Der gegenwirtige Datensatz unseres
PID-Zentrums  (Stand  15.05.2019;
O Tab. 1) enthilt Behandlungsergebnisse
zu insgesamt 149 Familien: 104 erhielten
ausschlieflich PKD, 27 ausschliellich
TED, 18 sowohl PKD als auch TED.
Der Wechsel zwischen PKD und TED
erfolgte nach Verfiigbarkeit der TED an
unserem PID-Zentrum und positivem
Votum der Bayerischen PID-Ethikkom-
mission ab dem Jahr 2015. Neben den

gesetzlichen Rahmenbedingungen spiel-
ten auch personliche Priferenzen bzw.
ethische oder religiése Aspekte eine Rol-
le bei der Wahl zwischen PKD und TED.
Das Alter der Frauen zum Zeitpunkt der
jeweiligen Eizellpunktion war mit 34,3
(PKD) bzw. 33,5 (TED) Jahren nahezu
gleich. Nicht unerwartet ist der Anteil be-
arbeiteter autosomal-dominant vererbter
Erkrankungen bei der TED (22,2 %) im
Vergleich zur PKD (29,5 %) an unserem
Zentrum etwas niedriger. Dies kann je-
doch darauf zuriickgehen, dass aufgrund
derantizipierten geringeren Erfolgschan-
cen eines zustimmenden Votums fiir au-
tosomal-dominant vererbte Erkrankun-
gen ohne bekannte erhebliche Repeatex-
pansion bei der Weitergabe oder erhebli-
cher klinischer Variabilitit inkl. schwerer
kindlicher Manifestationen ein Antrag
meistens nicht versucht wurde (B Tab. 1).

Behandlungsergebnisse bei der
PKD

Von den 251 PKD-Diagnostikzyklen fiir
Familien mit einem hohen Risiko der
Weitergabe einer monogenetischen Er-
krankung resultierten 63 in klinischen
Schwangerschaften und 51 Geburten mit
57 geborenen Kindern. Fiir2013von 2699
reifen Eizellen (74,6 %) konnten wir die
1. und 2. Polkorper erfolgreich biopsie-
ren und fir 1589 davon (78,9%) eine
eindeutige Diagnose stellen (@ Tab. 2).
Die Diagnoserate pro reifer Eizel-
le liegt mit 58,87 % erwartungsgemafd
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Zusammenfassung - Abstract

hoher als die publizierten Daten des
ESHRE PGD Consortium fiir 2011
(52,4 %; grofitenteils nach Blastomeren-
biopsie) fiir monogene Erkrankungen
[4]. Im Durchschnitt wurden bei uns
1,65 Embryonen pro Transfer iibertra-
gen (42,3% der Transfere als ,single
embryo, 49,6% 2 Embryonen, 8,0%
3 Embryonen). Erwartungsgemaf3 stieg
die Schwangerschaftsrate mit der Zahl
der ibertragenen Embryonen (1 Em-
bryo: 14,5%, 2 Embryonen: 28,5%;
3 Embryonen: 31,8%), aber auch die
Abortrate pro klinische Schwangerschaft
(1 Embryo: 5,9 %, 2 Embryonen: 17,9 %,
3 Embryonen: 28,5%).

Paare mit autosomal-rezessiver Er-
krankung wurden dariiber informiert,
dass methodisch bedingt bei der PKD das
paternal vererbte Allel des zukiinftigen
Embryos nicht untersucht werden kann
und somit alle Vorkern (PN)-Stadien mit
der miitterlichen Mutation nicht zum
Transfer empfohlen werden, unabhin-
gig vom paternalen Genotyp. Aufgrund
unserer Erfahrungen aus den ersten
60 PKD-Zyklen hatten wir mindestens
6 reife Eizellen als angestrebtes Limit
fir die Durchfithrung eines PKD-Zyklus
festgelegt. Unter Beriicksichtigung dieser
Bedingung konnte fiir 85,3 % der PKD-
Zyklen mindestens ein PN-Stadium fiir
den Transfer aus genetischer Sicht emp-
fohlen werden, durchschnittlich 3,4 PN
pro PKD-Zyklus mit Transfer.

Behandlungsergebnisse bei der
TED

Aus 65 konsekutiven TED-Zyklen an un-
serem Zentrum resultierten 27 klinische
Schwangerschaften, mit 14 Geburten von
insgesamt 15 Kindern und aktuell 12
laufenden Schwangerschaften. Insgesamt
entwickelten sich aus 765 reifen Eizellen
nach ICSI 281 biopsierbare Blastozysten
(Blastozystenrate 36,7 %). Von diesen 281
TE-Proben konnte fiir 252 eine geneti-
sche Diagnose gestellt werden (Diagno-
serate 89,7 %; @ Tab. 2).

Methodisch bedingt erfolgten alle
56 Transfere nach Kryokonservierung
in einem nachfolgenden Spontanzyklus,
praferenziell als Single-embryo-Transfer
(83,9 %). Fiir mehr als die Hilfte der Paare
(55,3 %) wurde hiermit bereits im ersten
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Zentrum Regensburg

Zusammenfassung

Wir berichten tiber die Erfahrungen unseres
PID-Zentrums bei der Praimplantationsdi-
agnostik (PID) fir 149 Familien mit hohem
Risiko fiir eine monogene Erkrankung bei
den Nachkommen und die Ergebnisse aus
316 PID-Zyklen. Seit 2001 wurden bei uns
insgesamt 251 Diagnostikzyklen mittels
Polkorperdiagnostik (PKD) durchgefiihrt.
Nach der Zulassung unserer Gruppe als PID-
Zentrum im Juni 2015 haben wir inzwischen
fiir 45 Familien insgesamt 65 Trophektoderm-
Diagnostikzyklen (TED) nach Trophektoderm
(TE)-Biopsie durchgefiihrt (1,4/Familie).
Unsere vorldufigen Daten bestdtigen eine
hohe Diagnoseeffizienz beider Verfahren
mit Verdopplung der klinischen Schwanger-
schaftsrate pro Transfer nach TED auf 48,2 %
verglichen mit 22,9 % nach PKD. Bei einer
durchschnittlichen Rate von 4,3 verfiigharen
Blastozysten pro TED-Zyklus ist die Rate von
Zyklen ohne transferierbare Embryonen

mit 27,7 % (fir 6/45 Familien = 13,3 %)
erwartungsgemal hoher als bei der PKD
(14,7 %) fiir durchschnittlich 8 Eizellen pro
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Prdaimplantationsdiagnostik fiir monogene Erkrankungen am PID-

Zyklus mit erfolgreicher Biopsie beider
Polkorper. Schon mit dem ersten Transfer
konnte jedoch nach TED fiir 55,3 % der
Paare eine klinische Schwangerschaft
erreicht werden. Insgesamt erméglichte
die TED kumulativ nach durchschnittlich
1,4 Transferen eine klinische Schwangerschaft
fiir 68,5 % der Familien mit Transfer und
insgesamt eine schonendere Behandlung
mit weniger TED-Zyklen (PKD: kumulativ
40,3 % nach 2,3 Transferen), weniger
Hormonstimulationen und entsprechend
auch geringeren Kosten. Insbesondere die
Subgruppe der weiblichen Ubertrigerinnen
von Repeaterkrankungen mit insgesamt
niedrigeren Erfolgschancen scheint nach
unseren vorlaufigen Daten von der TED zu
profitieren.

Schliisselworter

PID - Trophektoderm - Polkdrper - Pra-
implantationsdiagnostik - Genetische
Testung

centre Regensburg

Abstract

Here we report on the results of 316
diagnostic cycles of preimplantation genetic
diagnosis (PGD) at our PGD center for

149 families at high risk of transmitting

a monogenic disease to their offspring. Since
2001, we have performed a total of 251 polar
body diagnosis (PBD) cycles. After obtaining
the license as PGD center in June 2015, we
subsequently performed 65 trophectoderm
diagnostic (TED) cycles after trophectoderm
(TE) biopsy (1.4/family). Our preliminary data
confirm a high diagnostic efficiency of both
procedures, with duplication of the pregnancy
rate per transfer after TED to 48.2% compared
with 22.9% after PBD. At an average rate of
4.3 available blastocysts per TED cycle, the
rate of cycles without transferable embryos
(27.7% for 6/45 families =13.3%) was, as
expected, higher compared with PBD (14.7%)

Preimplantation testing for monogenic disorders at the PGD

for an average of 8 oocytes per cycle with
successful biopsy of both polar bodies. As
early as the first transfer after TED, however,

a clinical pregnancy could be achieved for
55.3% of the couples. Overall, TED enabled

a clinical pregnancy for 68.5% of the families
with transfer, after an average of 1.4 transfers
and, overall a milder treatment with fewer TED
diagnostic cycles (PBD: cumulatively 40.3%
after 2.3 transfers), less hormone stimulation
and correspondingly lower costs. In particular,
the subgroup of female carriers of pathogenic
repeat expansions, with lower PGD pregnancy
rates overall, appears to benefit from TED,
according to our preliminary data.

Keywords
PGD - Trophectoderm - Polar body -
Preimplantation diagnostics - Genetic testing
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Tab.2 Behandlungsergebnisse aller bisherigen Polkdrperdiagnostik (PKD)- und Trophektoderm-Diagnostik (TED)-Zyklen fiir monogene Erkrankun-

gen am Zentrum fiir Humangenetik Regensburg aus den Jahren 2001-2019 (Stichtag 15.05.2019) und Gegentiberstellung von Repeaterkrankungen
(Rx) und Nicht-Repeaterkrankungen (non-Rx)

PKD

Rx
Patientenkohorte
Familien 36
Durchschnittsalter 33,49
Behandlungszyklen (inkl. Kryo) 106
Dx-Zyklen 78
Kryo+ Dx Zyklus pro Familie 3,72
PID-Diagnostikzyklen**
Eizellen (COQ) 1022
ICSI 713
1./2. Pk biopsiert 544
1./2. Pk pro Zyklus 6,97
TE-Biopsie Summe =
TE-Biopsie pro Zyklus =
Diagnostiziert 443
Diagnoserate 81,4%
Diagnostiziert pro Zyklus 5,68
Zyklen mit Transfer 68
Zyklen derzeit ohne Transfer 10
Davon Transfer in Zukunft 1
Zyklen ohne transferierbare 9
Embryonen
Zyklen ohne Transfer % 11,5%

Behandlungsergebnisse fiir alle Embryotransfere***

Transfere 89
Transferierte Embryonen 145
Transferierte Embryonen/Transfer 1,63
Klinische Schwangerschaften 16
(FHB)

FHB/Transfer 18,0 %*
FHB/Dx Zyklus mit Transfer 23,5%
Bestehende Schwangerschaften 0
Aborte 4
Abortrate 25,0%
Geburten 12
Kinder 13

TED
Non Rx Gesamt Rx Non Rx
86 122 17 28
34,61 34,26 32,2 34,4
223 329 45 41
173 251 25 40
3,17 3,34 3,76 1,50
2750 3772 306 699
1986 2699 275 490
1469 2013 - -
8,49 8,02 - -
- - 78 203
_ - 3,12 5,08
1146 1589 65 187
78,0% 78,9% 83,3% 92,1%
6,62 6,33 2,60 4,68
142 210 12 29
31 41 13 11
3 4 4 2
28 37 9 9
16,2% 14,7 % 36,0% 22,5%
186 275 15 41
309 454 17 48
1,66 1,65 1,13 117
47 63 7 20
25,3 %* 22,9 %* 46,7 %* 48,8 %*
33,1% 30,0% 58,3 % 69,0 %
0 0 4 8
8 12 0 1
17,0% 19,0% 0,0% 5,0%
39 51 3 11
44 57 3 12

PGT-M
Gesamt Rx NonRx  Gesamt
45 42 107 149
33,5 - - -
86 151 264 415
65 103 213 316
2,36 4,71 3,15 3,61
1005 1328 3449 4777
765 988 2476 3464
281 = = =
432 - - -
252 508 1333 1841
89,7% - - -
3,88 - - -
41 80 171 251
24 23 42 65
6 5 5 10
18 18 37 55
27,7% 17,5% 17,4% 17,4%
56 104 227 331
65 162 357 519
1,16 1,56 1,57 1,57
27 23 67 90
48,2 %* 22,1% 29,5% 27,2%
65,9% 28,8% 39,2% 35,9%
12 4 8 12
1 4 9 13
3,7% 17,4% 13,4% 14,4 %
14 15 50 65
15 16 56 72

PGT-M ,preimplantation genetic testing for monogenic disorders”
* Signifikante Erhéhung der klinischen Schwangerschaftsrate pro Transfer nach TED im Vergleich zu PKD i Test, Signifikanzwert <0,05
** eine genetische Untersuchung aller fiir diese Familie aktuell verfiigharen Polkorper oder TE-Proben
** (Jbertragung von einem oder mehreren Vorkernstadien oder Embryonen

Zyklus eine klinische Schwangerschaft
erzielt (B Tab. 3).

Im Vergleich zur PKD wurden durch-
schnittlich deutlich weniger Embryonen
pro Transfer tibertragen (TED: 1,16 Em-
bryonen/Transfer vs. 1,67 bei der PKD).
Dennoch konnten wir mit TED im Ver-

gleich zur PKD hiermit signifikant ho-
hereklinische Schwangerschaftsraten pro
Transfer erreichen (s.a. @Tab. 2).

Fiir zwei der untersuchten Blastozys-
ten ergaben sich bei der Markeranalyse
Hinweise auf eine Fehlverteilung des
im Testsystem fiir die monogene Er-

krankung untersuchten Chromosoms
(1x XXY; 1x Trisomie 19 - @Abb. 1).
Fir eine dieser beiden Blastozysten
stand eine zweite Trophektodermpro-
be der Blastozyste zur Verfiigung. Fiir
diese konnte im Rahmen der internen
Qualitdtssicherung bei vorliegendem

medizinische genetik 3 - 2019 | 269
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Tab.3 Behandlungsergebnisse Trophektoderm-Diagnostikzyklen: Anzahl der bendtigten

Transfere, Schwangerschaftsrate sowie kumulative Schwangerschaftsrate pro Transfer

TED-Transfere Familien Familien
erfolgreich
(FHB)

1. Transfer 38 21

2. Transfer 11 4

3. Transfer 5

4. Transfer 2 0

Transfer ausstehend 1 -

Keine Embryonen fiir 6(133%) -

Transfer

positivem Votum fiir eine parallele An-
euploidie-Diagnostik mit einer zweiten
Methode (Veriseq PGS Kit, Illumina)
das Vorliegen einer Trisomie 19 besti-
tigt werden (8 Abb. 1).

Behandlungsergebnisse
fiir weibliche Ubertragerinnen
von Repeaterkrankungen

Nach Auswertung der Daten fiir die PKD
fanden sich an unserem PID-Zentrum
die zuvor bereits publizierten Hinweise
auf geringere Erfolgschancen der PID
fir Ubertrdgerinnen von Repeaterkran-
kungen (nachfolgend als Rx zusammen-
gefasst, Rx gesamt n=42): insbesondere
fiir weibliche Ubertrigerinnen fiir die
myotone Dystrophie Typ 1 (n=15) und
Tragerinnen einer FMRI-Pramutation
(n=12), nicht aber fiir Trigerinnen ei-
ner FMRI-Vollmutation (n=9) oder
Ubertrigerinnen anderer genetischer
Erkrankungen ohne Repeatexpansion
(non-Rx; @ Tab. 3).

Vergleicht man den erfolgreichen
Abschluss einer PID-Behandlung (PKD
und/oder TED) an unserem Zentrum,
definiertalsbestehendeklinische Schwan-
gerschaft bzw. Geburt pro Familie, so
sehen wir bei insgesamt noch kleinen
Fallzahlen fiir die Rx-Gruppe insgesamt
eine niedrigere Erfolgschance (22,1%;
s. @Tab. 2); insbesondere von nur 25%
(FMR1-Pramutation) bzw. 20% (MD1)
im Vergleich zu insgesamt 43% fiir
Nicht-Repeaterkrankungen oder {iber-
raschenderweise 66,7 % fir Trigerinnen
einer FMRI-Vollmutation. Und hierfiir
waren gegeniiber non-Rx auch noch
durchschnittlich mehr Transfere (Rx:
2,5/Familie; non-Rx: 2,2) notwendig bei
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Familien mit Kumulativ
Schwangerschaft/ % Familien mit
Transfer % Schwangerschaft
55,30 55,30
36,40 65,80
20,00 68,40
0 68,40

anndhernd gleicher Zahl transferierter
Embryonen pro Transfer (PKD-Rx: 1,62;
PKD-non-Rx: 1,66; TED-Rx: 1,13; TED-
non-Rx 1,17). Ursichlich scheint bei der
PKD eine niedrigere klinische Schwan-
gerschaftsrate pro Transfer zu sein (18 %
Rx vs. 25,3% non-Rx). Ebenso ist die
Abortrate fiir diese Patientengruppe
erhoht (25% Rx vs. 17 % non-Rx). Ins-
gesamt resultiert daraus pro PKD-Zyklus
ein Unterschied in der Erfolgsrate von
12,4% (30,6% Rx; 43,0 % non-Rx).

Fir die TED dagegen sehen wir bei
in etwa dhnlich reduzierter Erfolgsra-
te (41,2% Rx vs. 64,3% non-Rx) und
scheinbar gleicher klinischer Schwan-
gerschaftsrate pro Transfer (46,7% Rx;
48,8% non-Rx) eine geringere Zahl
biopsierbarer Blastozysten (3,12 pro Zy-
klus Rx vs. 5,08 pro Zyklus non-Rx)
als moglichen Ausdruck einer erhchten
Vulnerabilitit wiahrend der ersten Tage
der embryonalen Entwicklung. Daraus
resultiert in Kombination mit einer et-
was geringeren Diagnoserate von 83,3 %
Rx verglichen mit 92,1% non-Rx eine
deutlich niedrigere Rate diagnostizierter
(2,6 Rx; 4,68 non-Rx) und transferierba-
rer Embryonen (1,44 Rx; 2,76 non-Rx)
pro TED-Zyklus. Erwartungsgemifd er-
hoht dies auch die Rate der TED-Zyklen
ohne transferierbare Embryonen, die
mit 36 % bei Rx-Paaren deutlich hoher
ist als bei non-Rx Paaren (22,5 %).

Die Ursachen fiir diese schlechteren
Behandlungsergebnisse fiir weibliche
Tragerinnen einer Repeaterkrankung
sind bisher nicht verstanden. Fiir die
myotone Dystrophie Typ 1 wird derzeit
eine generell erhohte Storanfilligkeit des
Splicing mit erhohtem Anteil aberranter
RNA und resultierender RNA-Toxizitét

als Pathomechanismus diskutiert. Dies
konnte auch die schlechteren Behand-
lungsergebnisse nach PKD fiir Eizellen
ohne Mutation zumindest zum Teil er-
kldren, da diese wie auch die frithen
Embryonen bis zur Genomaktivierung
ca. am Tag 3-5 unabhingig vom ei-
genen Genotyp noch die RNA beider
maternaler Allele enthalten.

Praktisches Vorgehen

Fir insgesamt 76 Familien wurde tiber
unser PID-Zentrum ein Antrag an die
Bayerische PID-Ethikkommission ge-
stellt. Weitere 41 Familien hatten sich
bei uns zur Beratung vor PID vorge-
stellt, dann aber gegen die Beantragung
eines PID-Votums entschieden. Un-
ter Berticksichtigung der individuellen
familidren Umstinde und Belastung
erhielten 7 Familien ein ablehnendes
Votum, 63 Antrdge auf Durchfiihrung
einer monogenen Diagnostik erhielten
ein positives Votum, 6 Entscheidungen
stehen derzeit aus. Der medizinische
Teil der Antragstellung kann fiir die
Paare vollstindig vorbereitet werden, in
einem Freitext konnen sie in eigenen
Worten ihre personlichen Beweggriinde
darlegen.

Da fir praktisch alle Fragestellungen
auch eine PKD moglich wiére und von
uns fiir schwere Erkrankungen alternativ
angeboten wird, entschieden sich diese
Paare meistens fiir eine parallele Testeta-
blierung wahrend das Ethikvotum noch
nicht vorlag. Vom Zeitpunkt der Beauf-
tragung bis zur Fertigstellung der Test-
systeme benétigten wir im Durchschnitt
78 Tage (min. 11, max. 205 Tage).

Fiir die Paare entspricht die eigent-
liche Kinderwunschbehandlung einer
iiblichen intrazytoplasmatischen Sper-
mieninjektion (ICSI), wie sie auch fiir
Paare mit Kinderwunsch ohne PID
durchgefiihrt wird. Nach erfolgter Tro-
phektodermbiopsie werden alle Em-
bryonen vitrifiziert. Die genetische Dia-
gnostik und Befundung kann zeitnah in
Ruhe wihrend der normalen Regelar-
beitszeit erfolgen, nach der persénlichen
Befundbesprechung plant das Paar den
ersten Transfer frithestens im néchsten
Spontanzyklus. Nachdem schon im ers-
ten Transfer fiir 55,3% der Paare eine
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Abb. 1 A Nachweis einer Trisomie 19 als Nebenbefund einer monogenen Trophektodermdiagnostik (TED) fiir MD1. a Er-
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klinische Schwangerschaft erzielt wer- Diskussion telssequenzieller Biopsie und genetischer
den kann, sind derzeit an unserem PID- Analyse des 1. und 2. Polkérpers durch-
Zentrum noch mehr als die Hilfte der ~ Bis zum Jahre 2015 konnte eine Praim-  gefiihrt werden. Diese ist somit in ihrer
zum Transfer empfohlenen Embryonen  plantationsdiagnostik fiir monogene Er-  Anwendung auf weibliche Ubertrigerin-
fir weitere Transfere kryokonserviert. krankungen in Deutschland ausschliel-  nen von X-chromosomalen, autosomal-

lich als Polkorperdiagnostik (PKD) mit-  rezessiv und autosomal-dominant ver-
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erbte Erkrankungen beschrinkt, was je-
doch praktisch eine PID fiir die meisten
angefragten monogenen Indikationen er-
moglicht. Neben einer hohen diagnosti-
schen Zuverléssigkeit und einer geringen
Anzahl von PKD-Diagnostikzyklen oh-
ne transferierbare Embryonen (bei uns
14,7 %) konnten hiermit akzeptable klini-
sche Schwangerschaftsraten erzielt wer-
den.

Bei der Auswertung der PKD-Daten
unseres Zentrums beobachteten wir wie
zuvor andere Gruppen [13] selektiv ei-
ne geringere Schwangerschaftsrate von
nur 16,1% pro Transfer fir die Sub-
gruppe der weiblichen Ubertrigerinnen
fir DMPK und die FMRI-Pramutation,
wihrend wir fiir die non-Rx mit 25,3 %
Behandlungsergebnisse nahe des Durch-
schnitts im Deutschen DIR-Register er-
reichten [3]. Aufgrund unserer besseren
vorldufigen Behandlungsergebnisse mit
der TED kann u.E. fiir diese weiblichen
Ubertrégerinnen der myotonen Dystro-
phie Typ 1 oder einer FMRI-Pramutation
eine PKD nicht mehr empfohlen werden,
sie sollten bei dem Wunsch nach einer
PID auf die TED verwiesen werden. Im
Vergleich zu anderen Indikationen (non-
Rx) werden sie auch hierfiir durchschnitt-
lich etwas mehr Eizellstimulationen und
Transfere brauchen, pro Transfer wer-
den jedoch etwa vergleichbare klinische
Schwangerschaftsraten erreicht.

Aus labortechnischer Sicht bietet die
PKD zusitzlich die Moglichkeit, bei
maternaler De-novo-Mutation mit oder
ohne bekanntes postzygotisches soma-
tisches Mosaik mit der Analyse der
haploiden 2. Polkérper die Allelsegre-
gation von Mutation und gekoppelten
Markern zu bestimmen und wird auch
in den ESHRE Guidelines hierfiir emp-
fohlen [6].

Aus unserer Sicht liegen die Nachteile
der PKD ansonsten vor allem im unver-
meidlichen Verlust von Eizellen ohne
klare Diagnose fiir den 1. Polkorper
und im erheblichen logistischen sowie
Zeit-, Personal- und Materialaufwand
mit der in Deutschland entsprechend
ESchG notwendigen Diagnosestellung
innerhalb von 24h nach ICSI vor Ver-
schmelzung der Vorkerne. Vor allem
aber sprechen unsere vorldufigen Daten
wie auch die anderer Gruppen fiir eine
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hohere Schwangerschaftsrate nach TED
im Vergleich zur PKD.

Nach den Daten des ESHRE PGD
Consortium [5] wurden auch internatio-
nal im Jahr 2016 erstmals mehr Trophek-
todermbiopsien (Tag 5 und 6) als Blasto-
merbiopsien (Tag 3) durchgefiihrt, wih-
rend die PKD praktisch keine Bedeutung
hat [1]. Auffdllig ist die in 2016 fiir die-
se ESHRE-PID-Gesamtkohorte berich-
tete niedrigere Schwangerschaftsrate pro
Transfer fiir alle Indikationen (PGT-M,
PGT-SR,PGT-A)voninsgesamtnur26 %
im Vergleich zu 32 % bei hoherem An-
teil an Blastomerendiagnostik in 2014
und 2015 [5]. Denkbar erscheint, dass
dies bei grofier Heterogenitat der 58 Zen-
tren zum Teil auf die noch unzureichen-
den Erfahrungen mit dieser neuen Biop-
siemethode zurtickgeht inkl. optimalem
Biopsiezeitpunkt und Anzahl der ent-
nommenen Zellen, Zeitpunkt und tech-
nischen Details der Kryokonservierung
sowie des Auftauprozesses und Transfers.
Auch wenn Langzeitstudien bisher feh-
len, so sprechen doch erste Daten auch
gegen einen signifikanten negativen Ef-
fekt der TE-Biopsie auf die Entwicklung
der geborenen Kinder. So konnten He
et al. [7] fir 1721 geborene Kinder nach
TED keine signifikanten Unterschiede
zur Kontrollgruppe beobachten.

Uberraschend war jedoch fiir unse-
re Kohorte die mit TED insgesamt na-
hezu verdoppelte Schwangerschaftsrate
im Vergleich zur PKD bei nur mode-
rat erhohtem Anteil an TED-Zyklen oh-
ne Transfer (27,7 % TED vs. 14,7 % bei
PKD). Einerseits sehen wir aufgrund der
Probengrofie (3-10 diploide Zellen im
Vergleich zu 2 oder nur 1 Chromatide
im Polkorper) eine robustere PCR-Am-
plifikation und einen reduzierten Anteil
an Embryonen mitunklarem genetischen
Befund. Andererseits erreichen zwar we-
niger Vorkernstadien das Blastozysten-
stadium, diese haben dann aber ein besse-
res Entwicklungspotenzial verglichen mit
denam Tag 1 verfiigbaren PN-Stadien [1]
Zudem erfordert die notwendige Kryo-
konservierung aller Embryonen nach Bi-
opsie obligat den Transfer in einem dar-
auffolgenden Spontanzyklus. Ohne vor-
angegangene Hormonstimulation kann
dabei mit gutem Timing eine bessere Re-
zeptivitit der Gebarmutterschleimhaut

erreicht werden mit héheren Schwanger-
schaftsraten pro Transfer im Vergleich zu
einem Frischtransfer von Blastozysten [2,
10]. Schliefllich kann aufgrund dieser gu-
ten Ergebnisse der auch international an-
gestrebte Single-embryo-Transfer konse-
quent umgesetzt werden mit einer Re-
duktion von Mehrlingen und der hiermit
verbundenen Komplikationen fiir Mutter
und Kinder. Stehen nach einem TED-Zy-
klus mehrere Blastozysten zum Transfer
zur Verfugung, kénnen diese nachein-
ander jeweils einzeln im Spontanzyklus
iibertragen werden und erhéhen damit
die kumulative Schwangerschaftsrate pro
TED-Zyklus. An unserem PID-Zentrum
hatten bisher nur 14 der 45 TED-Famili-
en (31,1 %) mehr als einen TED-Zyklus.

Beiinsgesamt immer noch eher gerin-
ger Grofle des Datensatzes und aufgrund
des kumulativen Charakters der Daten
iiber insgesamt 18 Jahre bei kontinuierli-
cher Anpassung von Behandlungs-, Hor-
monstimulations- und Diagnostikproto-
kollen zeigen die Ergebnisse eine Ten-
denz auf, sind aber mit Ausnahme des
Anstiegs der Schwangerschaftsrate pro
Transfer beim Ubergang von PKD zu
TED nicht signifikant.

Das Ziel der PID, klinische Schwan-
gerschaften ohne erneutes Auftreten der
familidr bekannten genetischen Erkran-
kung, scheint somit nach unseren vorldu-
figen Daten durch eine TED insgesamt
etwas schonender erreichbar, mit weni-
ger Eizellentnahmezyklen inkl. hormo-
neller Stimulation, damit auch geringe-
ren Kosten und mehr Einlingsschwan-
gerschaften nach Single-embryo-Trans-
fer im Vergleich zur PKD.

Inzwischen zeichnet sich auch fiir
die PID ein methodischer Wechsel hin
zu Verfahren der Hochdurchsatzse-
quenzierung ab [8, 11]. Dieser wird
zukiinftig die Segregationsanalyse zur
Phasenbestimmung fiir die Etablierung
der familienspezifischen Testsysteme
nach genomweiter Anreicherung und
gleichzeitig die parallele bioinforma-
tische Auswertung bzgl. Aneuploidien
ermoglichen. Die dabei erhobenen Daten
und methodischen Herausforderungen
sollten ebenfalls im neu gegriindeten
Arbeitskreis der deutschen PID-Zen-
tren (AK-PID der GfH) systematisch
erfasst und ausgetauscht werden, um



gemeinsam moglichst ziigig eine gute
Validierung und hohe Sicherheit der
genetischen Diagnostik von Embryonen
auch mittels NGS zu erreichen.

Fazit: Zusammenfassend kann festge-
stellt werden, dass die PID als Trophekto-
dermdiagnostik (TED) aufgrund der sig-
nifikant besseren Behandlungsergebnis-
se gegeniiber der PKD die Methode der
Wahl ist, sofern ein positives Votum der
PID-Ethikkommission eingeholt werden
kann.

Wenn Paare aus ethischen oder re-
ligiosen Bedenken gegeniiber der TED
trotzdem eine PKD wiinschen, kann die-
se aber weiter als robuste PID-Alternative
erwogen werden, ggf. sind die Nachteile
der PKD mit den Ratsuchenden vorab in
einem Beratungsgesprach umfassend zu
klaren. Im Einzelfall kann die PKD im
ersten Behandlungszyklus bei Neumuta-
tionen sinnvoll sein, um die Haplotyp-
segregation zu bestimmen. An unserem
Zentrum empfehlen wir ansonsten als
Reaktion auf die ersten Ergebnisse zur
Effizienz der TED seit Sommer 2017 pri-
mir eine TED.
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