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In -vitro -Fertilisation
als Voraussetzung
far Praimplantations -
diagnostik

Praimplantations-
diagnostik

liegt vor Einnistung
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DNA-Methylierungsgrad sep

de novo-Methylierung
bei der Keimzellentwicklung

Urkeimzellen

verschiedene Methylierungsmuster
in den verschiedenen somatischen
Zellen des Erwachsenen

de novo-Methylierung

@ in somatischen Zellen
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School of Physics The Embassy Dublin Institute for
Trinity College Dublin of Austria Advanced Studies

Schrodinger Lecture 2008

WHAT IS LIFE?

Human amniotic fluid
as a new source for stem cell research

Professor Markus Hengstschlager

Department of Medical Genetics
Medical University of Vienna
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Nobelpreistrager Nobelpreistrager Nobelpreistrager
Roger Kornberg Tim Hunt Richard Roberts
(Chemie 2006)  (Medizin 2001) (Medizin 1993)
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Praimplantationsdiagnostik (PID)
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Institutsleiter:

quennstcbggby Univ. Prof. Dr. Feichtinger
Leiter der Abteilung Genetik:

Univ. Prof. Dr. Hengstschlager

Insticut fur Kinderwunsch

Erstes Institut in Osterreich, das einen Antrag zur Durchfiihrung
von PolkOrperdiagnostik an das Bundesministerium fur
Gesundheit, Abteilung 1V/9- Gentechnik gestellt hat.

Per Bescheid erstes Institut in Osterreich mit offizieller
Genehmigung des Bundesministeriums nac 68
Gentechnikgesetz zur Durchfiihrung von genetischen
Untersuchungen an Polkorpern.

Bundesministerium fiir Gesundheit, Familie und Jugend




Einziges Institut in Osterreich mit offizieller Genehmigung
des Bundesministeriums nacl® 68 Gentechnikgesetz zur
Durchfiihrung von genetischen Untersuchungen an Polkdrpern
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Erste Schwangerschaft/erstes Kind nach
Polkorperdiagnostik in Osterreich



Hengstschlager M. (2003): PraimplantationsdiagnostikWiener Klinische Wochenschrift. Magazin, 15
16a, 15

Feichtinger W. (2003): Uber die Praimplantationsdiagnostik beim Menschen aus klinischer Sicht.
Wiener Medizinische Wochenschrift 153, 485

Hengstschlager M., Prusa AR., Rosner M. and Marton E. (2003): Genetics and biochemistry in
prenatal medicine: molecular research and diagnostic developmentRecent Research Developments
in Biochemistry4, 437

Hengstschlager M. (2004): Genetische Diagnostik vor assistierter Reproduktiodournal fur
Reproduktionsmedizin und Endokrinologig, 231

Hengstschlager M., Feichtinger W. (2005): The first preimplantation genetic diagnosis in Austria.
Wiener Klinische Wochenschrift17, 725

Feichtinger W. and Hengstschlager M. (2005): Praimplantationsdiagnostik dsterreichweit erste
Ergebnisse.Journal fir Reproduktionsmedizin und Endokrinologid, 179

Hengstschlager M. and Feichtinger W. (2006): Praimplantationsdiagnostik in Osterreich:
Polkorperdiagnostik versus Blastomerbiopsied. flir Reproduktionsmedizin und Endokrinologié, 256

Hengstschlager M. (2006): Genetische Diagnostik und kinstliche BefruchtunGynAktiv 2, 65

Hengstschlager M. (2006): Praimplantationsdiagnostik der aktuelle Stand.SpeculumZeitschrift fir
Gynékologie und Geburtshilfe4, 9

Hengstschlager M. (2006): PolkorperdiagnostikGynAktiv 6, 30



89 Abs 1 FMedG: AEntwickl ungsi
Insowelt untersucht und behandelt werden, als dies nach dem
Stand der Wissenschaft und Erfahrung zur Herbeifihrung

el ner Schwangerschaft erforde

% : Bioethikkommission
SundegXalizleramt beim

Bundeskanzleramt

Mitglied: Univ.-Prof. Dr. Markus Hengstschlager

ADi e Pol k°rperdiagnosti k wird
angesehen, da der Polkdrper als solcher nicht der Befruchtung
dient und folglich auch nichtdem§9 Abs 1 FMedG



Osterreichische Gesellschaft fiir Reproduktionsmedizin und Endokrinologie

Grofte interdisziplindre wissenschaftliche Vereinigung auf dem Gebiet der Reproduktionsmedizin in Osterreich

Empfehlung fur die maximale Anzahl zu transferierender Embryonen

http://www.oegrm.at/aktuelles

neBei Verdacht auf erh°hte Wahrt
abnorme Embryonen kann die Polk6rperdiagnostik vor dem
Embryo-Transfer eingesetzt werden. Damit kann die
Implantations- und Schwangerschaftsrate gesteigert
und di e Abortrate reduzi er



1. und 2.

meiotische
Nur Genetik Teilung
der Eizelle |
1. Polkorper
2. Polkorper

Eizelle



Feichtinger W. and Hengstschlager M. (2005 Praimplantationsdiagnostik T
Osterreichweit erste Ergebnissel. fur Reproduktionsmedizin und Endokrinologi®, 179

Hengstschlager M. and Feichtinger W. (2006 Praimplantationsdiagnostik in
Osterreich: Polkdrperdiagnostik versus Blastomerbiopsiel. fiir Reproduktionsmedizin
und Endokrinologie4, 256

Tabelle 1: M. Hengstschldger et al.
Untersuchbar/erreichbar durch

Familiare Chrosomenaberrationen,
die Gber PID analysierbar sind

Autosomal rezessive monogene Krankheiten,
die Gber PID analysierbar sind

X-chromosomal rezessive monogene Krankheiten,

die tGber PID analysierbar sind

Autosomal dominante monogene Krankheiten,
die tiber PID analysierbar sind

Schwangerschaftsraten nach IVF steigern
Fehlgeburtenraten nach IVF senken

Polkdrper-
diagnostik

~ 50 % der Fille
(nicht wenn Vater
Ubertrager ist)

Ja
Ja

~ 50 % der Fille
{nicht wenn Vater
Ubertrager ist)

la

Ja

Blastomer-
analyse




PID - ZIELE

* Kein IVF Transfer, im Falle eines Zyklus mit ausschlief3lich genetisch
abnormen Embryonen (physische und psychische Konseqguenzen fur
die Frau)

* Schwangerschaftsraten nach IVF steigern

* Fehlgeburtenraten nach IVF zu senken

(* Mehrlingsschwangerschaften nach IVF zu senken)

* Diagnostik schwerer Erkrankungen:

- keine betroffenen Schwangerschaften
- Schwangerschaftsabbriche nach PND vermeiden



SpenderBestimmung fur
lebensrettende Spenden

FancontAnamie: autosomal rezessiv
(versch. Genorte); 1:10000250000;
Knochenmark erzeugt nicht genug
Blutkorperchen, da Stammzellen
geschadigt sind; fuhrt zu korperlichen
Mil3bildungen, Leukamie und/oder
anderen Krebserkrankungen
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Eltern wollen tber In-vitro Fertilisation und
PID ein gesundes Kind bekommen, das als
Nabelschnurblutspender das Leben eines
totkranken Familienmitglieds retten kann



Tagesmoderation:
Gisela HopfmdulletHlavac ORF

AJustine BurleyNational University of Singapore

AAlan Co

man ESCell International Pte. Ltd., Singapur

ASharon Hararj Family Resource Centdsrael

AMarkus

HengstschlageMedical University of Vienna

ACaspar EinemAustrian National Parliament



PID - ZIELE

* SpenderBestimmung fur lebensrettende Spenden

* Diagnostik schwerer Erkrankungen:
- keine betroffenen Schwangerschaften
- Schwangerschaftsabbriche nach PND vermeiden



Das Prinzip: Die Chromosomen werden mit
fluoreszierenden Sonden detektiert

Chromosomen 16
Chromosomen 22 : | £ AQUA
GOLD '.

Chromosomen 21
GRUN




Fluoreszenz In Situ Hybridisierung (FISH)
der Chromosomen

1. PolkOrper:
2 Signale pro Chromosom
(fur jedes Chromatid ein Signal)

2. Polkdrper:
1 Signal pro Chromosom




1. Polkorper: fur jedes Chromosom zwel Signale

Wunschbaby

Zentrum

Institut fur Kinderwunsch




1. Polkorper: fur jedes Chromosom zwei Signale

Chromosomen 21
GRUN

Chromosomen 22 DTSN
GOLD \\
0.

Chromosomen 16
AQUA

Wunschbaby

Zentrum

Institut fir Kinderwunsch




POOr prognosis patients (age, cycles):

without PGD
Implantation rate 6,9%

without PGD
analysed pregnancies 483

spontaneous abortions 68%

take-home baby rates 32%

with PGD
34.9%

with PGD
432
28%

12%



193 poor prognosis patients (age, cycles), comparison with
previous reproductive history of these patients:

without PGD with PGD
Implantation rate 10.9% 53,2%

without PGD with PGD
analysed pregnancies 112 208

take-home baby rates
per pregnhant patient 3,6% 88,6%



2279 cycle of PGD

age 3540:
spontaneous abortions

age over 40:
spontaneous abortions

without PGD

19,4%

40,6%

with PGD

14,1%

22,2%



75 Zyklen bei Patientinnen alter als 35 Jahre und mit mindestens .
erfolglosen IVF Versuchen

ohne PKD mit PKD
biochemische
Schwangerschaftsrate 22,9% 37,1%

klinische
Schwangeschaftsrate 14,4% 24,2%



Polkorperanalyse FISH:
Chromosomen 13, 16, 18, 21, 22

(Hengstschlager & Feichtinger, manuscript in preparation)

Indikationsgruppe Frauen uber 40 Jahre alt:
Polkorperdiagnostik -
Normale Schwangerschaften 6,45%

Indikationsgruppe Frauen unter 35 Jahre alt:
mehrere fehlgeschlagene Versuche
Polkorperdiagnostik -
Normale Schwangerschaften 24,46%
Pathologische Schwangerschaften 10,87%

+
10,34%

34%
0%



Molekulargenetische Analyseaaller
Chromosomen in den Polkorpern

1) Polkorper auf ein Slide legen

2) Amplifikation des gesamten Genoms

3) Verteilung auf eine Reihe von multiplex PCRs
4) Detektion der PCR Produkte (5 Marker/Chromosom)




Molekulargenetische Analyse aller Chromo-
somen aus 1. Polkorper

/Wunschbaby

\_Zentrum
Insticut fur Kinderwunsch

Chromosomen: 1-8 9-16 17-22

SRy

1. Patient:
Alle Chromosomen
nachgewiesen

2. Patient
Chrom.1 — Die Chromosomen 1 und 7 fehlen;

fuhrt zu keiner Schwangerschaft;
wurde mit bisheriger international
Chrom.7 —> iiblicher FISHMethodik nicht erkannt




Vortelle:
- alle Chromosomen werden untersucht

- hohe Redundanz (alle Chromosomen werden in

Doppelmessungen bestimmt; jede Messung wird an 5
Stellen des Chromosoms durchgefthrt)

- Zuverlassigkeit (Ergebnisse in > 90% der Analysen)
- geringe Kosten

Nachtelile: - Rt
- manche Monosomien werde f;‘ffjj,fi’“\ . e e
nicht erkannt (diese gehen BT ) >\<j i

aber meist extrem frih als

unbemerkte Fehlgeburt ab) s
- spezielle Form der Trisomie

wird nicht erkannt

& Ape | ERKANNT



Polkorperanalyse FISH.:
Chromosomen 13, 16, 18, 21, 22

(Hengstschlager & Feichtinger, manuscript in preparation)

n > 2500 Eizellen
48,4% normal und 51,6% pathologisch

PolkOrperanalyse PCR:
Chromosomen 122, X
Machbarkeitsstudie:

n = 125 Eizellen
24% normal und 76% pathologisch



PKD PCR: Chromosomen 122, X: Machbarkeitsstudie:

Chromosom In Prozent aller detektierten Chromosomenveranderun:
1. Polkorper 2. Polkorper
13 A 0,8%
16 1,8% 1,2%
18 2.1% 2.9%
21 0,9% 3,3%
22 3,0% 2.5%
2 9,0% 9,4%
3 3,3% 6,6%
4 3,9% 2.9%
7 7,5% 5,3%
14 1,5% 4 1%
15 1,8% 1,6%

20 3,0% 2,5%



Mastenbroek et al.: IVF with preimplantation genetic screeningNEJM 357: 9

Munne et al.: IVF with preimplantation genetic screeningNEJM 357: 1769
Wilton et al.: IVF with preimplantation genetic screening.NEJM 357: 1770
Handyside et al.: IVF with preimplantation genetic screeningNEJM 357: 1770

Cohen et al.: Multicentre trial of preimplantation genetic screening reported in
the NEJM: an in depth look at the findings.Reprod. Biomed Online 15: 36366

Munne et al.: Substandard application of preimplantation genetic screening
may interfere with its clinical successFertility and Sterility 88: 781



www.kup.at/reproduktionsmedizin

Meeting: Mastenbroek, Staessen, Montaq, Cohen, Van der VVen, Gianaroli

Aéln diesem Zusammenhang ste
einer maternalen Altersindikation tberhaupt eine Embryobiopsie
durchgefthrt werden muss, wenn doch die Entnahme des 1. und .

Polkorpers zur Diagnose ausreichend sein konnte. Die Polkorper
sind fur die weitere Entwicklung des Embryos ohne physiologische
Bedeutung. Zudem ware bei einem solchen Vorgehen die ungelos

und kontrovers diskutierte Problematik von Embryonen mit
el nem Aneupl oi diemosai k ni


http://www.kup.at/reproduktionsmedizin

PID: Entnahme der Polkorper oder
einer Zelle aus dem Blasersadium
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Hengstschlager M. and Feichtinger W. (2006 Praimplantationsdiagnostik in
Osterreich: Polkorperdiagnostik versus Blastomerbiopsie.
J. fur Reproduktionsmedizin und Endokrinologi4, 256
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PID - ZIELE

* SpenderBestimmung fur lebensrettende Spenden

* Kein IVF Transfer, im Falle eines Zyklus mit ausschlief3lich genetisch
abnormen Embryonen (physische und psychische Konseqguenzen fur
die Frau)

* Schwangerschaftsraten nach IVF steigern

* Fehlgeburtenraten nach IVF zu senken

(* Mehrlingsschwangerschaften nach IVF zu senken)



Balanzierte
Translokationen

-selbst klinisch unauffallig!

-hohes Risiko fur Fruhaborte
-hohes Risiko fur Fehlgeburten
-hohes Risiko fur Kinder mit Fehlbildungen

-Implantationswahrscheinlichkeit



Balanzierte
Translokationen

Normalbevolkerung 0.1%

Kollektiv vor assistierter
Reproduktion: 1%



VATER MUTTER

50% UNBALANZIERT
50% BALANZIERT (verschiedene Formen)

I I — 1 | 1




45 carriers of balanced translocations comparison earlier
pregnancies without and later pregnancies with PGD:

without PGD with PGD
spontaneous abortions 88% 18%

take-home baby rates 12% 82%
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