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Protamin als Prognosefaktor fiir den Erfolg einer
testikularen Spermienextraktion (TESE)

K. Steger, T. Diemer, E. W. Hauck, W. Weidner

Hoden von infertilen Patienten besitzen meist kleine Areale mit zumindest qualitativ intakter Spermatogenese, die die Entnahme von Spermato-
zoen erlauben. Daher kommt der testikuldren Spermienextraktion (TESE) in Kombination mit einer intrazytoplasmatischen Spermieninjektion
(ICSI) eine wichtige therapeutische Rolle fiir die Behandlung méannlicher Infertilitdt zu. Da Protamine ausschlief8lich in postmeiotischen Keimzel-
len exprimiert werden, sind sie hervorragend als Marker fiir die Anwesenheit von Spermatozoen und somit den Erfolg einer TESE geeignet. Die RT-
PCR bietet hierfiir eine spezifische, sensitive und effiziente Methode fiir die klinische Routinediagnostik. Der Nachweis der Expression von
Protaminen in Spermatozoen einer Hodenbiopsie erlaubt derzeit aber noch keine Prognose fiir den Erfolg einer ICSI, d. h. der Fertilisierung einer
Eizelle bzw. der Geburt eines Kindes.

Schliisselworter: Histologie, ICSI, ménnliche Infertilitit, Protamin, Spermatozoen, TESE

Protamine as Prognostic Factor for Successful Testicular Sperm Extraction. Testes from infertile patients are known to contain some small foci
with at least qualitative normal spermatogenesis which allow testicular sperm extraction (TESE) to be carried out. TESE, therefore, plays a vital role
for the treatment of male infertility in combination with intracytoplasmic sperm injection (ICSl). Protamines are solely expressed in postmeiotic
germ cells and thus represent ideal markers to demonstrate the presence of spermatozoa and the success of TESE. RT-PCR for protamines displays
a specific, sensitive and efficient method for clinical routine diagnosis. However, detection of protamines in spermatozoa of a testicular biopsy, to
date, is insufficient to predict the success of ICSI, namely the fertilization of an oocyte and the birth of a child, respectively. ] Reproduktionsmed

Endokrinol 2005; 2 (1): 13-7.
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Seit Einfuhrung der intrazytoplasmatischen Spermien-
injektion (ICSI) [1] konnen selbst Mdnner mit Ver-
schluBazoospermie und schwersten Spermatogenese-
storungen inklusive Sertoli-Cell-Only- (SCO-) Syndrom
ein genetisch eigenes Kind zeugen, da ihre Hoden meist
kleine Areale mit zumindest qualitativ intakter Spermato-
genese besitzen, die die Entnahme von Spermatozoen er-
lauben [2]. Der testikularen Spermienextraktion (TESE)
kommt somit eine wichtige therapeutische Rolle fir die
Behandlung ménnlicher Infertilitit zu. Sowohl fur den
behandelnden Arzt als auch fir das betroffene Ehepaar
wdre die Existenz eines Prognosefaktors wiinschenswert,
um den Erfolg einer TESE-ICSI-Therapie realistisch ein-
schatzen zu konnen. Hierbei muf8 klar zwischen dem
Erfolg einer TESE, d. h. dem Auffinden von Spermatozoen
in der Hodenbiopsie, und dem Erfolg einer ICSI, d. h. Fer-
tilisierung, Schwangerschaft und Geburt eines Kindes,
unterschieden werden.

Zur Technik der Hodenbiopsie und
Mikro-Hodenbiopsie

Bei der Hodenbiopsie werden nach einer skrotalen
Langsinzision die Hodenhtllen eroffnet und der Hoden
hervorluxiert. Anschliefend erfolgen an der lateralen
Hodenzirkumferenz die Inzisionen der Tunica albuginea
auf einer Lange von ca. 0,5 cm. Um die testikulare Blut-
versorgung nicht zu beeintrachtigen, werden die Inzisio-
nen parallel zum Gefdllverlauf gesetzt. Durch leichten
Druck quillt das Hodengewebe hervor und kann mit
einer Schere abgetragen werden [3]. Die Zahl der Inzi-
sionen ist variabel. In der GieBener Arbeitsgruppe hat
sich die 3fach-Inzision am oberen, mittleren und unteren
Hodenpol durchgesetzt. Die gewonnenen Proben wer-
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den geteilt und der eine Teil wird fiir eine mogliche spa-
tere Spermatozoenextraktion kryokonserviert, der andere
Teil fur die histologische Evaluation und den Protamin-
nachweis (siehe unten) asserviert.

Bei der Mikro-Hodenbiopsie wird die mittlere Inzision
Uber die gesamte laterale Hodenzirkumferenz erweitert
und das Gewebe durch Aufklappen der Tunica albuginea
exponiert. Unter dem OP-Mikroskop kénnen dann ge-
zielt die dunkler und dicker aussehenden Tubuli semini-
feri gewonnen werden [4]. Durch diese Technik soll sich
die Ausbeute der Spermatozoen steigern lassen. Gleich-
zeitig konnen die akuten und dauerhaften operativen
Komplikationen, wie Blutungen und Atrophie, durch die
schonende mikroskopische Technik gesenkt werden [5].

Mégliche Prognosefaktoren fiir den Erfolg
einer TESE

Histologie der Hodenbiopsie

Bei nicht obstruktiver Azoospermie ist die TESE bei ca.
52 % der Patienten erfolgreich [6-10]. Die grole Variabi-
litdt der in der Literatur beschriebenen Erfolgsraten be-
ruht auf der unterschiedlichen Histologie der verwende-
ten Hodenbiopsie. So berichten Tournaye et al. [6] tGber
eine Spermatozoenausbeute von 100 % bei Hyposper-
matogenese, von 48 % bei Spermatogenesearrest und
von 19 % bei SCO. Vergleichbare Ergebnisse erzielten
Su et al., Seo & Ko sowie Friedler et al. [8-10] (Tab. 1).
Diese Daten zeigen, da8 der Erfolg der TESE durch den
histologischen Biopsiebefund abgeschiatzt werden kann

Tabelle 1: Erfolg von TESE bei unterschiedlicher Histologie

Hypo- Spermato-
spermato- genese- SCO-
Autor genese arrest Syndrom
Tournaye et al. 1996 [6] 100 % 48 % 19 %
Suetal. 1999 (8] 79 % 47 % 24 %
Seo & Ko 2001 [9] 89,2 % 62,5 % 16,3 %
Friedler et al. 2002 [10] 55 % 29 % 16 %
Mittelwert 80,8 % 46,6 % 18,8 %
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und auch bei schlechtem histologischem Befund — wie
SCO - meist Spermatogenesinseln vorliegen, die die Ent-
nahme von Spermatozoen erlauben.

Parallel zum histologischen Befund Hypospermatogene-
se, Spermatogenesearrest oder SCO-Syndrom wird bei
der Evaluation einer Hodenbiopsie die Effektivitdt der
Spermatogenese anhand eines Score-Systems beurteilt,
bei dem der prozentuale Anteil der Tubuli seminiferi mit
elongierten Spermatiden ermittelt wird [11, 12]. Eine Far-
bung mit Anilinblau 1aBt die Zellkerne von Spermato-
zoen deutlich hervortreten. Diese Tatsache beruht auf
dem Austausch DNA-bindender Histone gegen Protami-
ne. Letztere werden ausschliefSlich in haploiden Sperma-
tiden exprimiert und erfillen somit eine wichtige Voraus-
setzung, um als Prognosefaktor ftir den Erfolg einer TESE
zu fungieren (siehe unten).

Da rechter und linker Hoden oftmals unterschiedliche
histologische Befunde aufweisen, sollten fiir eine korrek-
te Beurteilung der Spermatogenese stets beide Hoden
therapiert werden [13]. Hingegen ist bislang nicht end-
glltig geklart, ob durch Anwendung spezieller mikro-
chirurgischer Techniken — wie der Mikro-Hodenbiopsie —
hohere Ausbeuten erzielt werden kénnen als mit der kon-
ventionellen Hodenbiopsie [5, 14-17]. Okada et al. [16]
berichteten eine hohere Spermatozoenextraktionsrate
bei Spermatogenesearrest (75 % versus 37,5 %) und
SCO-Syndrom (33,9 % versus 6,3 %).

Daughrut

—_—

Frotamine

Solenoid

Abbildung 1: Wiahrend der Spermatogenese durchlaufen die Keimzellen
drei Entwicklungsphasen. Die Spermatogonien (Spg) unterliegen einer
mitotischen Vermehrung. RegelmaRig differenzieren Spermatogonien zu
primdren Spermatozyten (Spzl), die in die Meiose eintreten. Aus einer
primdren Spermatozyte entstehen zunéchst zwei sekundére Spermato-
zyten und schlielich vier runde Spermatiden (rSpd). Diese teilen sich
nicht mehr, sondern differenzieren zu reifen elongierten Spermatiden
(eSpd). Wiahrend dieser als Spermiogenese bezeichneten Entwicklungs-
phase werden Histone gegen Protamine ausgetauscht. Die DNA ist zu-
nachst an Nukleosome gebunden, d. h. Histonoktamere aus je zwei
Molekiilen H2A, H2B, H3 und H4. Die Histon-gebundene-DNA wickelt
sich auf und formt als dreidimensionale Struktur ein sogenanntes Sole-
noid. Protamine (Protamin-1 und Protamin-2) binden tiber ihr zentrales
Polyargininsegment an die DNA, wéhrend ihre N- und C-terminalen
Enden in Disulfid-Briickenbindungen involviert sind. Die Protamin-
gebundene DNA formt als dreidimensionale Struktur ein sog. ,Dough-
nut”. Hierbei handelt es sich um konzentrische Kreise von Protamin-
DNA-Komplexen, die durch van der Waals-Krifte zusammen gehalten
werden. Diese Protamin-DNA-Wechselwirkungen fithren zu einer enor-
men Kondensation des Kernchromatins in haploiden Spermatiden, die
fur die weitere Differenzierung zu befruchtungsfahigen Spermien eine
zentrale Rolle spielen (Erkldrung siehe Text). SzN = Nukleus der Sertoli-
zelle. (Mod. nach: Hees H, Sinowatz F. Histologie — Kurzlehrbuch der
Zytologie und mikroskopischen Anatomie. 2. Aufl. Deutscher Arzte Ver-
lag, KoIn, 1992)
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Hormonstatus des Patienten

Obwohl der Serum-FSH-Wert positiv mit dem Prozent-
satz von SCO-Tubuli in einer Hodenbiopsie korreliert
[18-20], ist er nicht als Prognosefaktor fiir die Anwesen-
heit von Spermatozoen geeignet [9, 21]. Gleiches gilt fur
LH, Prolaktin und Testosteron [21]. Auch Inhibin-B und
Inhibin-B in Kombination mit FSH kénnen die Anwesen-
heit von Spermatozoen nicht mit Sicherheit vorhersagen
[22, 23].

Screening von Yq11.21-23

Auf dem langen Arm des Y-Chromosoms (Yq11.21-23)
befindet sich der Multigenlocus fiir den Azoospermie-
Faktor (AZF) a—c. Mikrodeletionen fiihren innerhalb der
AZFa-Region zu SCO-Syndrom [24] und innerhalb der
AZFb-Region zu einem Arrest der Spermatogenese auf
der Stufe von Spermatozyten [25]. Somit enthalten beide
Hoden in beiden Féllen keine Spermatozoen. Dem-
gegeniiber resultieren die am haufigsten detektierten
Mikrodeletionen innerhalb der AZFc-Region lediglich in
Hypospermatogenese [26] und erlauben somit keine aus-
reichend sichere Prognose fiir den Erfolg einer TESE. Sie
treten vornehmlich bei Patienten mit nicht obstruktiver
Azoospermie und subfertilen Patienten mit Spermien-
konzentrationen < 1 x 10° mI-" auf [27]. Es sei an dieser
Stelle auf die Empfehlung der ,Arbeitsgemeinschaft
Reproduktionsgenetik der Deutschen Gesellschaft fur
Reproduktionsmedizin” zur genetischen Diagnostik bei
Kinderwunschpaaren verwiesen [28].

Der Histon-Protamin-Austausch und seine
Folgen fiir die Bildung befruchtungsfihiger
Spermatozoen

Die Bildung befruchtungsfahiger Spermatozoen erfolgt
im Keimepithel der Tubuli seminiferi. Wéhrend der Sper-
matogenese wandern die Keimzellen entlang der Ober-
flache der somatischen Sertolizellen von basal nach api-
kal und durchlaufen drei charakteristische Entwicklungs-
phasen: Mitose, Meiose und Spermiogenese (Abb. 1).

Die unreifen runden Spermatiden differenzieren durch
morphologische, biochemische und physiologische Ver-
dnderungen zu reifen elongierten Spermatiden. Wiahrend
dieser Entwicklung kommt es in den haploiden Spermati-
den zur Kondensation des Zellkerns sowie zur Ausbil-
dung eines Akrosoms und eines Flagellums.

Die Kondensation des Zellkerns ist eine Folge des Aus-
tausches DNA-bindender Histone gegen Protamine, der
beim Menschen zu ca. 85 % erfolgt [29]. Die Protamin-

DNA-Interaktionen haben zwei Konsequenzen, die fir

die weitere Entwicklung der haploiden Spermatiden von

zentraler Bedeutung sind:

— Die Kondensation des Kernchromatins bewirkt, daf
die Genexpression in elongierenden Spermatiden zum
Erliegen kommt.

— In haploiden Spermatiden sind Transkription und
Translation zeitlich entkoppelt (Abb. 2).

Eine vergleichende Genexpressionsanalyse mittels
Microarray zwischen Spermatiden aus Hoden und Sper-
mien aus Ejakulat zeigte keine Unterschiede in der Gen-
expression dieser beiden Zelltypen [31]. Spermien kon-
nen somit als nicht-invasive Hodenbiopsie verwendet
werden, um mit Hilfe von molekularbiologischen Metho-
den mogliche Ursachen fiir eine Hoden-spezifische Infer-
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Abbildung 2: Die Entwicklung von Spermatogonien zu reifen Sperma-
tiden wird als Zyklus des Keimepithels bezeichnet. Durch die raumli-
che Koordination verschiedener Keimzellklone entstehen im Keimepi-
thel standig wiederkehrende Muster der Anordnung von Keimzellen,
die Stadien des Keimepithelzyklus. Beim Menschen wird der Keimepi-
thelzyklus in 6 Stadien eingeteilt, die Differenzierung runder Spermati-
den in elongierte Spermatiden wird nochmals in 8 Entwicklungsstufen
unterteilt [30]. Durch die Chromatinkondensation kommt es in haploi-
den Spermatiden zu einer zeitlichen Entkopplung von Transkription und
Translation, d. h. die Transkription der Protamin-mRNA erfolgt im Kern
von Step-1-4-Spermatiden (griin), die Translation der Protamin-Proteine
mit zeitlicher Verzégerung im Zytoplasma von Step-4-8-Spermatiden (rot).

tilitat zu untersuchen. Demgegeniber kann bei Azoo-
spermie die Analyse des Transkriptes von Spermatiden
aus der Hodenbiopsie dazu dienen, das Proteom und
somit das Fertilisierungspotential von Spermien zu
prognostizieren.

Protamin als Prognosefaktor fiir den Erfolg
einer TESE

Eine TESE ist erfolgreich, sobald Spermatozoen fiir eine
ICSI gewonnen werden konnen. Als Marker fir die An-
wesenheit von Spermatozoen eignen sich prinzipiell alle
Genprodukte, die spezifisch und ausschlieflich in Sper-
matozoen exprimiert werden [32-34]. Den Protaminen
kommt hierbei jedoch eine besondere Bedeutung zu, da
die Protamin-DNA-Interaktionen die Ursache fir die
Chromatinkondensation und die damit verbundene Ent-
kopplung von Transkription und Translation in haploiden
Spermatiden bilden. Durch den Stop der Transkription in
elongierenden Spermatiden gibt das Transkript in runden
Spermatiden Auskunft Gber das Proteom in elongierten
Spermatiden und reifen Spermatozoen. Den runden
Spermatiden kommt somit eine Schlisselfunktion fur die
Produktion befruchtungsfahiger Spermien zu.

Der immunhistochemische Nachweis von Protamin-Pro-
tein in Spermatozoen ist schwierig, da die Epitope durch
die Chromatinkondensation fiir Antikorper nur schwer
zugénglich sind. Demgegentber ist der Nachweis von
Protamin-mRNA in runden Spermatiden mit mehreren
Vorteilen verbunden: So sind beide Protamingene relativ
klein (Protamin-1: 156 Bp, Protamin-2: 309 Bp) und besit-
zen je ein Intron (Protamin-1: 91 Bp, Protamin-2: 163 Bp).
Bei einer RT-PCR kann bei Verwendung Intron-tiberspan-
nender Primerpaare somit eine Amplifikation genomi-
scher DNA sicher ausgeschlossen werden. Durch den
Stop der Translation enthalten runde Spermatiden zudem
relativ viel mRNA, was deren Detektion einfach und
sicher gestaltet. So reicht in einer TESE-Probe bereits die

Abbildung 3: Paraffinschnitt eines Mannes mit normaler Spermato-
genese (A: HE-Farbung, B: In-situ-Hybridisierung fiir Protamin-1) und
eines Patienten mit gestorter Spermatogenese (C: HE-Farbung, D: In-
situ-Hybridisierung ftr Protamin-1). Der Tubulus in D enthilt nicht
nur weniger runde Spermatiden als in B, sondern dartiber hinaus auch
runde Spermatiden, die negativ fir Protamin-1 sind. PrimarvergrofSe-
rung x 40.

Anwesenheit weniger runder Spermatiden aus, um ein
Amplifikationsprodukt fir Protamin zu erzeugen, das im
Anschlul durch eine Agarose-Gelelektrophorese sichtbar
gemacht werden kann [35]. Die hohe Effizienz und Spe-
zifitat des Protaminnachweises fiihrte kirzlich zu dem
Vorschlag, die Detektion von Protaminen fir den Nach-
weis von Sexualdelikten in der Gerichtsmedizin zu ver-
wenden [36].

In der Andrologie erfolgt der Nachweis von Protaminen
bislang meist indirekt durch Farbung mit Anilinblau [37,
38] oder Chromomycin A3 [39, 40]. Wahrend Anilinblau
die Arginin-reichen Protamine starker farbt als die Lysin-
reichen Histone, lagert sich das Fluorochrom Chromo-
mycin A3 bevorzugt in GC-reiche Sequenzen der DNA
ein. Durch beide Methoden konnte nachgewiesen wer-
den, dal’ bei infertilen Patienten auch Spermatozoen mit
normaler Morphologie eine unvollstindige Chromatin-
kondensation, verursacht durch einen unvollstandigen
Histon-Protamin-Austausch, aufweisen konnen. Der
direkte Nachweis von Protaminen durch In-situ-Hybri-
disierung bestétigt diese Daten (Abb. 3).

Sowohl der Nachweis der Chromatinkondensation durch
Farbung mit Anilinblau bzw. Chromomycin A3, als auch
die In-situ-Hybridisierung zum Nachweis der Protamine

J. REPRODUKTIONSMED. ENDOKRINOL. 1/2005
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Abbildung 4: RT-PCR fir
Protamin-1 aus Kryo-
TESE von drei Patienten
(Patient 1: Spur 1 und 2;
Patient 2: Spur 3 und 5;
Patient 3: Spur 6 und 7).
Als Positivkontrolle fir
die Qualitit der mRNA
der Kryo-TESE diente
GAPDH (Spur 1, 3 und 6),
die in allen drei Patienten
ein Amplifikationsprodukt
aufweist. Wéhrend bei
Patient 1 kein Protamin-1
nachgewiesen werden
konnte (Spur 2), zeigten
Patient 2 und 3 deutliche
Amplifikationsprodukte
fiir Protamin-1 (Spur 5 und
7). Spur 4 enthélt einen
100 Bp DNA-Marker.

werden an Paraffinschnitten durchgefiihrt, deren Herstel-
lung einen enormen Zeit- und damit Kostenaufwand er-
fordert. Eine Alternative fiir die klinische Routinedia-
gnostik bietet der Nachweis von Protaminen in der Kryo-
Hodenbiopsie durch RT-PCR (Abb. 4).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, daf der
RT-PCR-Nachweis der Expression von Protaminen in
Kryo-Hodenbiopsieproben einen sicheren Prognosefak-
tor fur den Erfolg einer TESE darstellt, der kiinftig auch in
die Routinediagnostik mit einbezogen werden sollte. Die

Methode ist

- spezifisch, da Protamine ausschlieflich in postmeioti-
schen Keimzellen exprimiert werden [32-36],

— sensitiv, da bereits die Anwesenheit weniger Spermati-
den/Spermatozoen fir einen positiven Nachweis aus-
reicht [35, 36],

- effizient, da mehrere Proben parallel getestet, Zeit-
und Kostenaufwand somit relativ gering gehalten wer-
den konnen, und

— représentativer als die histologische Evaluation eines
Paraffinschnittes, da ein groReres Areal untersucht
wird. Zudem wurde bereits darauf hingewiesen, dafs
Spermatiden/Spermatozoen mit normaler Morpholo-
gie durchaus eine gestorte Chromatinkondensation
aufweisen kénnen, die bei der histologischen Beurtei-
lung nicht erkannt wird (Abb. 3).

Protamin als méglicher Prognosefaktor fiir
den Erfolg einer ICSI?

Speziell fur den Erfolg einer ICSI, bei der die nattirlichen
Selektionsmechanismen der Spermienauswahl umgan-
gen werden, konnte die Integritdt des Spermienchroma-
tins eine zentrale Rolle spielen. So ist das Massenver-
hdltnis von Protamin zu DNA zwischen verschiedenen
Spezies nahezu konstant [41]. Das Verhaltnis von Prot-
amin-1 zu Protamin-2 ist zwischen verschiedenen Spe-
zies zwar variabel, innerhalb einer Art aber ebenfalls
konstant [42]. Ein Ungleichgewicht des Spezies-spezifi-
schen Verhdltnisses von Protamin-1 zu Protamin-2 fiihrt
zu Infertilitit. So sind sowohl transgene Mduse, bei de-
nen Protamin-1 zu frith exprimiert wird [43], als auch
Knockout-Mause, bei denen entweder Protamin-1 oder
Protamin-2 nicht exprimiert wird [44], steril.

Hammadeh et al. [45] berichteten, daR die Chromatin-
kondensation nicht als Prognosefaktor fiir den Erfolg
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einer ICSI geeignet ist. Die in dieser Studie verwendete
Anilinblau-Farbung gibt jedoch keine Auskunft Gber das
Verhdltnis von Protamin-1 zu Protamin-2. Balhorn et al.
[46] und Belokopytova et al. [47] zeigten, daf dieses Ver-
haltnis in ejakulierten Spermien von infertilen Mannern
deutlich verandert ist. De Yebra et al. [48] berichteten so-
gar von einer kompletten Abwesenheit von Protamin-2.
Auch Carrell und Liu [49] konnten bei 13 von 75 Patien-
ten, die sich einer In-vitro-Fertilisation (IVF) unterzogen,
kein Protamin-2 nachweisen. Wahrend sich die Spermi-
enkonzentration zwischen diesen Patienten und 50 frei-
willigen Spendern nicht signifikant unterschied, waren
die Spermienmorphologie, die progressive Spermienmo-
tilitdt und die Spermienpenetrationsraten der Protamin-2-
defizienten Patienten signifikant erniedrigt. Im Falle einer
Fertilisierung lagen die Implantations-, Schwanger-
schafts- und Geburtenraten jedoch im Normbereich.
Kurzlich unterstrichen Mengual et al. [50], Razavi et al.
[51] und Nasr-Esfahani et al. [52] den prognostischen
Wert des Protamin-1- zu Protamin-2-Verhéltnisses fir
den Erfolg einer ICSI.

Die Ergebnisse, die bei ejakulierten Spermien auf Pro-
teinebene gewonnen wurden, konnten auf MRNA-Ebene
an runden Spermatiden in Hodenbiopsien bestétigt wer-
den [53]. So zeigten Spermatozoen aus Hoden, in denen
das Verhiltnis der fiir Protamin-1- zu Protamin-2-mRNA-
positiven runden Spermatiden verandert war, ein signifi-
kant vermindertes Fertilisierungspotential gegentber Ei-
zellen. Spermatozoen aus Hoden, in denen weniger als
30 % der runden Spermatiden Transkripte fiir Protamin-1
bzw. Protamin-2 enthielten, fiihrten in keinem der unter-
suchten Fille zu einer Schwangerschaft. Real-time quan-
titative (RT-) PCR zeigte bei infertilen Mdnnern eine ver-
minderte Genexpression fuir Protamin-1 [54]. Das Prot-
amin-1- zu Protamin-2-Verhaltnis konnte somit als mog-
licher Prognosefaktor fiir den Erfolg einer ICSI dienen.
Fur eine statistisch gesicherte Aussage sind jedoch noch
weitere Untersuchungen an einer groReren Patientenzahl
notig.
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