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Ovarielle Reifung und Alterung -
Fertilisation und friilhe Embryogenese

Teil 2 der Serie ,Schwanger werden und schwanger bleiben”

Christian Gnoth, Peter Mallmann

Die perikonzeptionelle Frauenheilkunde beschéftigt sich mit den
Problemen beim Schwangerwerden und Schwangerbleiben.
Wesentliche Zusammenhange dafiir sind Reproduktionsgenetik und
Reproduktionsimmunologie. Kenntnisse dazu helfen bei einer guten
Beratung besonders von Frauen, die von Implantationsversagen und
wiederholten Aborten betroffen sind. Im zweiten Teil der Serie geht es
um die Reifung und Alterung der Eizellen, die Befruchtung und die

friithe embryonale Entwicklung.

esentliche Funktionsdnderun-
gen der ovariellen Reifung
und Alterung betreffen die

Meiose, was im ersten Teil dieser Serie
ausfithrlich dargestellt wurde. Die Mei-
ose ist die lingste Zellteilung bei Men-
schen und dauert moglicherweise bis zu
50 Jahre, mit einem Arrest von mehre-
ren Jahrzenten. Fiir die Bewegung der
Chromosomen in der grofien Eizelle
und deren korrekte Teilung, das heift
zweimalige Halbierung des genetischen
Materials bis zur Chromatide, sind sta-
bile Bindungen zwischen den homolo-
gen Chromosomen und schliefSlich den

Chromatiden (Cohesin-Proteinkomple-
xe) sowie stabile Spindelstrukturen in
der Eizelle notwendig (Abb. 1) [1, 2].
Die Rate an euploiden Eizellen verédn-
dert sich sehr mit dem Alter einer Frau.
Nicht nur nimmt - wie hinreichend
bekannt — mit zunehmendem Alter die
Anzahl euploider Eizellen stark ab, auch
reifen die Eizellen bei jungen Frauen
oder Madchen - fast spiegelbildlich -
mit zunehmendem Alter und der Anteil
euploider Oozyten steigt (Abb. 2) [3]. So
wird deutlich, dass die hochste Rate eu-
ploider Eizellen zwischen dem 22. und
32. Lebensjahr liegt. Urséachlich dafiir ist

wesentlich die Menge an Cohesin-Pro-
teinkomplexen in der Eizelle [2, 4].

Wie kommt es zu Aneuploidien?

Es wurde inzwischen gezeigt, dass die
Cohesin-Menge mit zunehmendem
Alter abnimmt und die Cohesin-Prote-
ine an Festigkeit verlieren (Abb. 1c) [5,
6]. Das hat zur Folge, dass sich homologe
Chromosomen in der ersten Reifeteilung
der Meiose vorzeitig trennen koénnen,
was zu komplexen Aneuploidien fiihrt.
Zusitzlich konnen sich in der ersten und
zweiten Reifeteilung vorzeitig die Chro-
matiden trennen, was ebenfalls An-
euploidien erzeugt, vornehmlich bei den
kleinen, akrozentrischen Chromosomen
13-15 und 21-22 [4, 7, 8]. Bei jungen
Frauen oder Médchen sind es vor allem
Fehler in der ersten Reduktionsteilung
und betreffen die groflen Chromosomen
1-5 [3]. Damit sind diese Eizellen be-
fruchtungsunfihig. Im Gegensatz zu der
Situation bei dlteren Frauen kommt es
hier zu einer Non-Disjunction, was die
Folge einer iibermifig starken Cohesin-
Verbindung der homologen Chromoso-

Abb. 1: Stérungen bei der Trennung homologer Chromosomen oder ihrer Chromatiden in der Meiose; a: idealer Zusammenhalt durch
Cohesin-Ringproteinkomplexe (gelb), Mikrotubuli der meiotischen Teilungsspindel (grau) haften an chromosomalen Kinetochoren (rot),
quervernetzt und stabilisiert durch KIFC1-Protein (graues X); Separase 16st zundchst Cohesin-Ringproteine der homologen Chromosomen;
b: hoher Cohesin-Gehalt in jungen Eizellen, haufiger Stérungen bei Trennung der (grof3en) homologen Chromosomen (1-5), was zur
Non-Disjunction vorwiegend in der ersten Reduktionsteilung fiihrt; c: zu geringere Cohesin-Menge bei dlteren Eizellen, Ringe der
Schwesterchromatiden durch Denaturierung gelockert, friih separiert, Fehler bei Trennung in die Chromatiden vorwiegend bei kleinen
Chromosomen (13-15, 21, 22) in der zweiten Reduktionsteilung
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men durch einen vermuteten Cohesin-
Overload in der Embryonalperiode ist
(Abb. 1b). Dieser Cohesin-Overload fin-
det im Sinne einer Reservebildung statt,
da Cohesine im weiteren Leben der
Eizelle nicht nachgebildet werden [6].

Ein zusitzlich relevanter Mechanis-
mus ist die Stabilitdt des meiotischen
Spindelapparates. Das KIFC1-Protein
stabilisiert die Mikrotubuli der meio-
tischen Teilungsspindel [2]. Humane
Eizellen haben per se wenig davon und
eine bereits geringe KIFC1-Abnahme
kann deshalb zu einer Spindelinstabi-
litat und in der Folge zu einem Verlust
ganzer Chromosomen oder Chromati-
den in den meiotischen Anaphasen fiih-
ren. In experimentellen Ansitzen lief}
sich durch die Injektion von Cohesin
und KIFCI in Mauseizellen die Rate an
aneuploiden Eizellen am Ende der Mei-
ose signifikant senken [9].

Relevante zellbiologische
Verdanderungen und ihre Ursachen
Mit steigendem Alter nimmt nicht nur
die Anzahl der ruhenden Primordial-
follikeln ab und, bedingt durch Stérun-
gen in der Meiose, die Rate aneuploider
Eizellen zu. Es kommt auch zu epigene-
tischen Veranderungen an der chromo-
somalen DNA [10] und einer verminder-
ten Anzahl an Mitochondrien mit einer
deutlich erhohten Mutationsfrequenz in
der mitochondrialen DNA [11, 12]. Zu-
dem lésst die Stabilitat der bereits friith in
der Eizellentwicklung gebildeten oozyta-

L
1,09
0,9
0,81
0,7 1
0,6 1
0,5
0,4
0,31

Rate euploider Oozyten

0,2
0,1
0,0

T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Alter (Jahre)
Abb. 2: Anteil euploider Eizellen in

Abhéangigkeit vom Alter eines Madchens
oder einer erwachsenen Frau; nach [3]
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ren mRNA deutlich nach [13] und das
zytosolische Eizellgitter verdndert sich
strukturell, was Abweichungen im Eizell-
metabolismus zur Folge hat [14, 15]. All
diese zellbiologischen Verdnderungen
werden in Abb. 3 zusammengefasst. Im
Ubrigen verindern sich auch die Granu-
losazellen mit zunehmendem Alter einer
Frau, ihre Funktion ist eng mit der Eizell-
qualitdt und der Vitalitdt eines eventuell
spateren Embryos verbunden [16].

Rate aneuploider Oozyten

DNA-Schéden (Epigenetik)

Zahl und Funktion der

Mitochondrien
Alter

Diese zellbiologischen Verdnderungen
sind nicht nur altersabhingig, sondern
werden im Ubrigen auch von externen
Faktoren getriggert. Wesentlich sind
Ubergewicht [17, 18], Umweltfaktoren wie
Bisphenol A und andere endokrine Dis-
ruptoren (Phthalate). Oxidativer Stress
schadigt die langlebigen Makromolekiile
der Eizelle und beeintrichtigt insbeson-
dere die Mitochondrienfunktion (Enzy-
me der oxidativen Phosphorylierung)

strukturelle Anomalien des
Zytoskelettes und Instabilitat
des Spindelapparates

Fragmentierung der
Kinetochoren

Abb. 3: Zellbiologische Veranderungen in den Eizellen mit zunehmendem Alter einer Frau
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Abb. 4: Sinkende Zahl an Follikeln mit zunehmendem Alter und parallel dazu steigender
Anteil an Eizellen mit schlechter Qualitét; nach [26]

[19]. Freie Radikale entstehen insbeson-
dere bei Entziindungen im Eierstock
(Endometriose, Chlamydieninfektion,
hiufige Ovulationen bedingt durch die
Verletzung der ovariellen Oberfliche und
durch Resorptionsprozesse im Corpus
rubrum und Corpus luteum). Es konnte
gezeigt werden, dass die Aneuploidierate
in Méuseeizellen mit signifikant weniger
Ovulationen bei einer Regeltempostérung
deutlich geringer ist [20]. Eine Ausnahme
diirften Patientinnen mit einem Poly-
zystischen-Ovarien(PCO)-like-Syndrom
sein, bei denen der Tonus des luteinisie-
renden Hormons (LH) deutlich erhoht ist
[21]. Dadurch kann eine zu frithe Initiie-
rung der Meiose Ursache fiir oozytére
Aneuploidien sein. Fiir Miuseeizellen
konnte jiingst im experimentellen Setting
iberzeugend gezeigt werden, dass ein
tonisch hohes LH einen ootoxischen
Effekt mit einer signifikant erhohten
Rate aneuploider Oozyten hat [22]. Die
Spontankonzeptionsrate ist deshalb nicht
nur wegen seltenerer Ovulationen nied-
riger [23]. Es ist lange bekannt, dass zu-
dem die Abortrate bei dieser speziellen
Patientinnengruppe signifikant erh6ht ist
[24, 25]. Das ist die Grundlage fiir thera-
peutische Uberlegungen.

42

Alle Verianderungen sind zusammen-
gefasstin der Abb. 4: Bei zunehmendem
Alter nimmt die Follikelzahl ab und
parallel dazu steigt der Anteil von Eizel-
len mit schlechteren Qualititen an, was
die Zeitraume der nachlassenden und
schliefSlich ausklingenden Fertilitat auf-
zeigt [26].

Alle Faktoren haben klinische Rele-
vanz, die sich in einer Abnahme der in-
trinsischen Eizellqualitidt durch nukled-
re und zytoplasmatische Fehlfunktionen
mit steigendem Alter der Frau in einer
Studie an 13.949 Eizellen im Rahmen
einer natiirlichen In-vitro-Fertilisation
(Natural Cycle IVF) gezeigt hat [27].
1.913 Lebendgeburten wurden in dieser
Studie registriert und die altersabhédngi-
ge Lebendgeburtsrate pro gewonnener
Eizelle errechnet. Bei Frauen tber 47
Jahren konnten keine Lebendgeburten
beobachtet werden. Die durchschnittli-
che Lebendgeburtswahrscheinlichkeit
pro Eizelle iiber alle Altersklassen hin-
weg betrug 13 % (Abb. 5).

Fertilisation und friihe
Embryonalentwicklung

Die oben genannte hohe Rate aneuploi-
der Eizellen mit geringer intrinsischer

Lebendgeburtsrate pro Eizelle
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Abb. 5: Approximierte
Lebendgeburtswahrscheinlichkeit pro
Eizelle in Abhdngigkeit vom Alter; ab 35
Lebensjahren sinkt die
Lebendgeburtswahrscheinlichkeit pro
Eizelle um 10% pro Jahr und ist ab

47 Jahren nahe null; nach [27]

Qualitdt ist der Hauptgrund fiir die mit
zunehmendem Alter nachlassende Fer-
tilitat und die steigende Abortrate. Die
Vitalitat eines Embryos wird aber we-
sentlich durch weitere Faktoren in seiner
frithsten Entwicklung beeintrichtigt.
Neue Erkenntnisse zeigen, dass der auf
die Fertilisation erfolgende Meiose-
Mitose-Switch ebenfalls ein sehr anfil-
liger Schritt ist [28]. Nach der Meiose
und Fertilisation findet eine vollstidndi-
ge Reorganisation in der Eizelle statt,
wobei das maternale und paternale Ge-
nom verschmelzen (Syngamie). Vor der
ersten mitotischen Zellteilung wird mit-
hilfe der jetzt vorhandenen Centriolen
die bipolare Spindel aufgebaut, und aus
der asymmetrischen Zellteilung in der
Meiose wird eine symmetrische Zell-
teilung mit gleichmifliger Verteilung
der Chromatiden an alle Tochterzellen.
Grundsitzlich ist die Mitose weniger
fehleranfillig als die Meiose. Mitotische
Fehlverteilungen treten lediglich in circa
1% der meisten somatischen Zelllinien
auf. Da in der Mitose eine normale
Prophase vorkommt, kénnen Cohesin-
Protein-Komplexe neu gebildet werden.

Die ersten drei mitotischen Zellteilun-
gen des frithen Embryos (bis etwa Tag 3)
werden jedoch ausschliefllich mithilfe
der bereits oozytir vorhandenen Sub-
strate (Energietrager und mRNA) voll-
zogen. Nachdem die maternale RNA
abgebaut ist, beginnt mit dem Anschal-
ten der embryonalen Transkription (an
Tag 3) die embryonale Neosynthese von
Substraten fiir das weitere Leben. Die
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ersten Teilungen sind noch nicht voll-
standig und die Tochterzellen stehen un-
tereinander in Verbindung (Furchungs-
teilungen). Auch die Syngamie, die Ver-
schmelzung des maternalen und des pa-
ternalen Genoms, vollzieht sich bis zum
Vierzellstadium.

Mitotische Teilungsstorungen

Vor allem die erste mitotische Teilung
nach der Fertilisation, in der hauptséich-
lich das paternale Genom integriert und
schliefllich verteilt wird, ist fiir das wei-
tere Schicksal des Embryos gefahrlich
[29]. Sie dauert circa 24-27 Stunden. Da-
von entfallen sechs bis 13 Stunden auf
die DNA-Replikation nach der Fertili-
sation. Bei dieser Zellteilung mit der
Bildung gleich grofler Tochterzellen
konnen Auffilligkeiten auftreten: Eine
ungerade Zahl an Blastomeren wird
gebildet, es sind mehrere Zellkerne pro
Tochterzelle vorhanden, es treten viele
Zellfragmente auf (reine Zytoplasma-

fragmente oder auch solche mit aus-
geschleustem Erbmaterial) [30]. Diese
Zeichen weisen darauf hin, dass es zu
chromosomalen Fehlverteilungen ge-
kommen ist, auch hier wieder durch
zum Beispiel vorzeitige Chromatiden-
trennung. Bei mitotischen Zellteilungen
sind miitterliche Gene wesentlich daran
beteiligt, funktionell stabile, bipolare
Teilungsspindeln zu gewidhrleisten. Es
wurden Mutationen von solchen Genen
beschrieben, die zu einer hohen Rate an
Teilungsstorungen (tripolare Spindel,
fehlerhafte Chromosomensegregation
und schliefllich chaotische, embryonale
Mosaike und Embryoarrest) fithren [31].
Geschitzt haben etwa 50 % aller Embry-
onen zumindest zeitweise ein euploides/
aneuploides Mosaik von Blastomeren
(32].

Inzwischen finden sich einige Hinwei-
se darauf, dass sich ein Teil dieser von
mitotischen Teilungsstorungen betrofte-
nen Embryonen trotzdem zu normalen

Menschlicher Embryo im Blastozystenstadium, bereit zur Einnistung; Kernhiille der
Zellen erscheint in Blau, das Aktin-Zytoskelett in Orange
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Blastozysten entwickeln kénnen [29]. Es
gibt also embryonale Selbstkorrektur-
mechanismen, die bewirken, dass chro-
mosomal aberrante Zellen in das Tro-
phectoderm verschoben werden bezie-
hungsweise chromosomal aberrante
Zellen in der spateren Entwicklung eines
Embryos absterben. Auch aberrante
Chromosomen in zusitzlichen Zellker-
nen kénnen spiter wieder ins eigentliche
Hauptgenom integriert werden [30].
Diese Umstdnde belasten das Konzept
der Pridimplantationsdiagnostik zum
Ausschluss von embryonalen Aneuploi-
dien im Screeningkontext.

Von mitotischen Teilungsstérungen
betroffene Embryonen zeigen eine gerin-
gere Vitalitit mit verlangsamten Zell-
teilungen, die sich in einer héheren Rate
an biochemischen Schwangerschaften
und einer deutlich erniedrigten Zahl an
fortlaufenden klinischen Schwanger-
schaften und einer erh6hten Abortrate
niederschlagen [33]. Bereits im Blasto-
zystenstadium haben solche Embryonen
eine geringere Anzahl an Blastomeren,
im Trophectoderm und/oder der inne-
ren Zellmasse [34]. Besonders solche
Embryonen profitieren dann spater von
idealen Einnistungsbedingungen im
Sinne einer erhohten Rate an fortlaufen-
den Schwangerschaften [35]. Zukiinftige
Studien miissen zeigen, ob der Preis der
erhohten Abortrate mit Blick fiir jede
zusitzliche Lebendgeburt nicht zu hoch
ist. In genomweiten Analysen wurde
hier gezeigt, dass sowohl sporadische
wie auch habituelle Aborte auch geneti-
sche Dispositionen haben, die allerdings
bei beiden genannten Entitdten nicht
identisch sind und wesentlich mit pla-
zentaren Faktoren zu tun haben [36].

Die ovarielle Funktionsreserve in
der Kinderwunschmedizin

Fir Kinderwunschbehandlungen spielt
der Anteil an Eizellen eine grof3e Rolle,
der das Potenzial fiir eine Lebendgeburt
hat [37]. Nur bei einem geniigend grofien
Follikelpool konnen im Rahmen einer
In-vitro-Fertilisation geniigend Eizellen
gewonnen werden, die dann auch eine
Chance haben, befruchtet zu werden.
Aus den befruchteten Eizellen schlief3-
lich kann durch Auswahl des Embryos
mit den vermutlich besten Einnistungs-
chancen nach fiinf bis sechs Tagen In-
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vitro-Kultur die Wahrscheinlichkeit auf
eine Schwangerschaft deutlich erhoht
werden (Blastozystenkultur nach dem
deutschen Mittelweg). Die Auswahl des
besten Embryos in fiinf bis sechs Tagen
Zellkultur erfolgt nach morphokine-
tischen Kriterien [33]. Diese Therapie-
strategie geht jedoch nur auf, wenn die
Grof3e des Follikelpools noch nicht zu
stark abgenommen hat.

Wie grofy der Follikelpool bei der
jeweiligen Frau ist, unterliegt grofien
interindividuellen Schwankungen. Ge-
nomweite Analysen haben ergeben,
dass hier vielleicht 200-300 Gene ver-
antwortlich sind [38]. Durch eine Be-
stimmung des Anti-Miiller-Hormons
(AMH) kann die Grofle des Follikel-
pools von 2-7 mm groflen antralen
Follikeln abgeschatzt werden [39]. Da-
mit reflektiert das AMH indirekt in
etwa die Menge an noch vorhandenen
Primordialfollikeln. Wenn sich der Fol-
likelpool vorzeitig verringert, dann
verschlechtern sich gleichzeitig die
Eizellqualitdt sowie auch die Entwick-
lungskompetenz der Embryonen [40].
Der Atresieprozess im Rahmen der Fol-
likelentwicklung ist somit auch als bio-
logischer Selektionsmechanismus zu
verstehen.

Inzwischen ist die Untersuchung der
AMH-Konzentration in der klinischen
Routine ein zuverldssiger Parameter, um
die Eizellreserve und damit das noch be-
stehende reproduktive Potenzial zu be-
stimmen [41]. Das AMH kann zu jedem
Zykluszeitpunkt ermittelt werden, da
die periovulatorische Abnahme des
AMH-Spiegels zwar signifikant, aber nur
diskret ist [42]. Fiir die AMH-Bestim-
mung ist es wichtig, zu beachten, dass
unter einer hormonellen Kontrazeption
die AMH-Werte um bis zu 30 % niedri-
ger sein konnen. AMH-Werte unterhalb
der Nachweisgrenze von 0,1 ng/ml
weisen auf das vollstindige Erloschen
der Ovarialfunktion in den nichsten
drei bis fiinf Jahren hin [43].

Die Abb. 6 zeigt das Perzentilen-
nomogramm fiir das AMH. Griin be-
deutet: Die biologische Uhr ist zuriick-
gestellt; Gelb, Orange und Rot heiflen:
die biologische Uhr ist vorgestellt. Mit-
hilfe dieses Nomogramms ist eine indi-
viduelle Positionierung einer Patientin
hinsichtlich ihrer ovariellen Reserve
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Abb. 6: Anti-Miiller-Hormon(AMH)-Perzentilenkurven zum Abschatzen der individuellen

ovariellen Funktionsreserve; nach [39]

moglich. Ein AMH-Wert von weniger
als 1,4 ng/ml (Cut-off) erfasst alters-
unabhingig 80 % aller Patientinnen mit
einer reduzierten ovariellen Funktions-
reserve. Bei AMH-Werten von weniger
als 0,5 ng/ml ist diese ovarielle Funk-
tionsreserve sogar drastisch einge-
schrinkt [41]. Allerdings ist bei jungen
Frauen der AMH-Wert allein weniger
aussagekriftig, da ihre individuellen
Chancen, spontan schwanger zu werden,
aufgrund des hohen Anteils euploider
Oozyten hoch sind, und das ist ganz un-
abhédngig von der Grofe ihres Follikel-
pools. Im Rahmen eines unerfiillten
Kinderwunsches oder aber bei bereits
fortgeschrittenem Alter einer Frau ist
die Situation jedoch anders. Denn mo-
derne reproduktionsmedizinische Stra-
tegien basieren darauf, mehrere Eizellen
zur besseren Auswahl zu gewinnen, um
das noch bestehende reproduktive Po-
tenzial optimal zu nutzen. Insofern ist
das AMH ein zentraler Parameter in der
Beratung bei Kinderwunsch [37].

Die variable Vitalitdt menschlicher
Embryonen ist also primir altersbe-
dingt, durch genetische Faktoren und in
gewissem Umfang auch externe Fakto-
ren. Die Einnistungschancen hingen

dann von den Implantationsbedingun-
gen ab - dies wird im dritten Teil dieser
Serie erldutert werden.
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