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Abstracts*

B Andrologische Endokrino-
logie

P 01

Follikel-stimulierendes Hormon
induziert die Differenzierung von
Keimzellen und reduziert die
Sekretion von TGF-beta2

S. Kranz', J. GromolF, L. Konrad', H.-R. Tinneberg!
1JLU GieBen, Frauenklinik, AG Konrad, GieBen;
?Institut fiir Reproduktionsmedizin, Miinster

Fragestellung Die mRNA- und Protein-
Expression der ,,transforming growth factor-
betas* (TGF-betal-3) ist im Hoden bis zur
Pubertit hoch und geht mit beginnender Hor-
monausschiittung deutlich zuriick. Sowohl
Testosteron als auch das Follikel-stimulie-
rende Hormon (FSH), die mit Beginn der
Pubertit vermehrt synthetisiert werden, ver-
ringern die Sekretion von TGF-beta2. FSH
ist zusammen mit Testosteron einer der
wichtigsten Faktoren fiir eine funktionale
Spermatogenese und besonders in den frithen
Stadien das wichtigere Hormon. FSH stimu-
liert tiber hoch-affine Membranrezeptoren
die Proliferation, Genexpression und Pro-
teinsynthese von Sertoli-Zellen. Die Sertoli-
Zelle wiederum unterstiitzt die Differenzie-
rungsvorgiange der Keimzellen bis zu den
Spermatozoen iiber die Erndhrung und den
direkten Zell-Zell-Kontakt. FSH agiert tiber
verschiedene Signaltransduktionswege wie
den PI3K/Proteinkinase B- oder den cAMP/
PKA-Weg, wobei besonders bei letzterem
Weg die schnelle Mobilisierung von Kalzi-
um-lonen ein entscheidender Schritt ist. Die
Untersuchung von Hormoneffekten an im-
mortalen Zelllinien konnte in der Zellkultur
bisher jedoch nicht nachgestellt werden, da
die Sertoli-Zellen aufgrund fehlender oder
stark reduzierter FSH-Rezeptor-Expression
nicht mehr mit FSH ansprechbar waren. Ziel
der vorgestellten Experimente war die Etab-
lierung eines In-vitro-Modells mit FSH-sti-
mulierbaren Zellen und die Bestimmung der
hormonalen Effekte auf die Sertoli- wie auch
auf die Keimzellen. Die Messparameter wa-

* Abstracts begutachtet und zusammenge-
stellt vom wissenschaftlichen Komitee.

Ein alphabetisches Verzeichnis der federfiih-
renden Autoren finden Sie auf Seite 245.

ren die Induktion der Differenzierung der
Keimzellen und die bekannte Down-Regula-
tion von TGF-beta2.

Methoden Es wurden 2 unterschiedliche
Ansitze genutzt. Im ersten Ansatz wurde
eine FSH-Rezeptor-transfizierte Sertoli-Zell-
linie und eine immortalisierte Keimzelllinie
(Spermatozyten) mit FSH stimuliert und
tiber einen definierten Zeitraum kokultiviert.
Die Differenzierung der Spermatozyten wur-
de durch die Analyse der Genexpression von
Spermatiden-spezifischen ~ Markern  be-
stimmt. Untersucht wurde die mRNA-Ex-
pression von transition protein-1 (TNP1) und
TNP2 durch eine PCR. Im 2. Ansatz wurde
eine FSH-insensitive Sertoli-Zelllinie zu-
sammen mit einer immortalisierten Keim-
zelllinie (Spermatozyten) kultiviert. Die Sti-
mulation erfolgte mit verschiedenen Kon-
zentrationen an Forskolin fiir verschiedene
Zeitraume. Die mRNA-Expression von
TNP1 und TNP2 wurde ebenfalls mit PCR
bestimmt. Die TGF-beta2-Sekretion wurde
bei allen Ansitzen mittels ELISA gemessen.

Ergebnisse In den Kokultur-Ansitzen in-
duzierten sowohl FSH als auch Forskolin die
TNP1-mRNA-Expression und somit war
eine beginnende Differenzierung der Sper-
matozyten zu frithen Spermatiden innerhalb
einer Woche nachweisbar. Eine weiterge-
hende Differenzierung der Keimzellen konn-
te nicht gezeigt werden, da keine Expression
von TNP2 gefunden wurde. Die TNP1-Spie-
gel waren in den stimulierten Ansitzen hoher
als in den unstimulierten Kontrollen. In den
Monokulturen konnte keine mRNA fiir
TNP1 oder TNP2 festgestellt werden.

FSH reduzierte nur in den hormon-sensitiven
Sertoli-Zellen signifikant die Sekretion von
TGF-beta2. Forskolin reduzierte sowohl in
den hormon-insensitiven als auch in den
hormon-sensitiven Sertoli-Zellen die Sekre-
tion von TGF-beta2. Der stirkste Effekt fiir
Forskolin ergab sich nach 24 Stunden. Inter-
essanterweise wurde TGF-beta2 stets in sei-
ner inaktiven Form von den Zellen sezerniert.

Schlussfolgerung Im In-vitro-Modell
konnte eindeutig gezeigt werden, dass sich
auch immortalisierte Keimzellen zu Sperma-
tiden differenzieren, wenn Zell-Zell-Kontak-
te zu Sertoli-Zellen vorhanden sind. Die Sti-
mulation der Sertoli-Zellen mit FSH ver-
stirkte die Induktion der Differenzierung der
Keimzellen deutlich. Die Sekretion von
TGF-beta2 der Sertoli-Zellen wurde durch
FSH und Forskolin wie bekannt negativ be-
einflusst und zeigte die erfolgreiche Etablie-
rung des In-vitro-Modells.

P 02

Ostrogene, Ostrogenrezeptor-
expression und Mitoseaktivitat
der Spermatogonien bei normaler
und gestorter Spermatogenese
beim Mann

C. Beck, 0. Raabe', S. Kliescl?, M. Bergmann'
!Institut fiir Veterinér-Anatomie, -Histologie und
-Embryologie, Justus-Liebig-Universitét, Giessen;
2Centrum fiir Reproduktionsmedizin und Andrologie,
Universitatsklinikum Miinster

Fragestellung Ostrogene wirken iiber
Ostrogenrezeptoren (ER), von denen 2 Iso-
formen existieren, ERalpha und ERbeta.

Die zelluldre Lokalisation und Expression
des ERalpha im humanen Hoden wird in der
Literatur kontrovers diskutiert. Die Arbeiten
zeigen hauptsichlich Ergebnisse auf Protein-
ebene, ein zusitzlicher Nachweis auf
mRNA-Ebene fehlt meist. Die unterschiedli-
chen Ergebnisse sind abhédngig von der
Methodik und dem verwendeten Antikorper
[Pentikdinen et al., 2000; Saunders et al.,
2001; Mikinen et al., 2001; Pelletier et al.,
2008]. AuBerdem gibt es in der Literatur
zunehmend Hinweise, dass die Mitose-
aktivitdt der Spermatogonien bei Wirbeltie-
ren und S#ugern einschlieflich des Men-
schen iiber Ostrogene getriggert wird
[D’Istria et al. 2003, Rana esculenta; Li et al.,
2003, Maus; Wagner et al., 2006, Schwein;
Pentikidinen et al., 2000, Mensch]. Ziel dieser
Arbeit ist der Nachweis der prizisen Loka-
lisation des ERalpha sowohl auf Protein-
als auch auf mRNA-Ebene. Aulerdem soll
mittels Morphometrie von Ki67-gefirb-
ten Paraffinschnitten mit unterschiedlichen
histologischen Diagnosen ein Zusammen-
hang zwischen der mitotischen Aktivitit der
Spermatogonien und dem peripheren Ostro-
genwert im Blut hergestellt werden. Zu-
sétzlich soll mittels quantitativer PCR die
Menge der exprimierten ERalpha-mRNA
mit unterschiedlichen —Spermatogenese-
defekten der untersuchten Proben, mit
der mitotischen Aktivitit der Spermato-
gonien und dem Ostrogenwert verglichen
werden.

Methodik Untersucht wurden Hodenbiop-
sien von Patienten mit unterschiedlichen his-
tologischen Befunden und unterschiedlichen
peripheren Ostrogenwerten.

Der Nachweis auf Proteinebene erfolgte iiber
Immunbhistochemie (IHC) an Paraffinschnit-
ten mit normaler Spermatogenese, sowie
mittels Western-Blot. Als Positivkontrolle
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der immunhistochemischen Fiarbung diente
Gewebe von Ductuli efferentes.

Der Nachweis auf mRNA-Ebene wurde mit-
tels RT-PCR erbracht. Als Material diente
Hodenhomogenat von Patienten mit norma-
ler Spermatogenese als Positivkontrolle so-
wie aus Paraffinschnitten nach Laser-assis-
tierter Mikrodissektion (LAM) gewonnene
mRNA.

Hierbei wurden einerseits Tubuli seminiferi
und Interstitium getrennt gepickt, wobei es
sich um Proben von Patienten mit normaler
Spermatogenese oder ,,Sertoli cell only syn-
drome* (SCO) handelte. Andererseits wur-
den aus Proben von Patienten mit normaler
Spermatogenese einzelne Zellpopulationen
und zwar Spermatogonien und Spermato-
zyten gepickt. Des Weiteren wurde an Paraf-
finschnitten mit unterschiedlichen histologi-
schen Diagnosen der Nachweis des S-Phase
Proteins Ki-67 vorgenommen. Anschlielend
erfolgte eine Erfassung der immunopositiven
Spermatogonien im Vergleich zur gesamten
Anzahl der Spermatogonien.

Ergebnisse Mittels IHC wurde ERalpha
im Keimepithel nachgewiesen. Der Rezeptor
ist im Zytoplasma von Spermatogonien, pri-
miren Spermatozyten und runden Spermati-
den lokalisiert. In den Ductuli efferentes
zeigt sich ERalpha in den Kernen des Epi-
thels.

Nach mRNA-Extraktion und anschlieBender
RT-PCR von gepickten Tubuli seminiferi
und Interstitium konnte ERalpha in Tubuli
seminiferi und im Interstitium von Biopsien
mit normaler Spermatogenese nachgewiesen
werden. Bei Patienten mit SCO konnte eine
Expression von ERalpha lediglich im Inter-
stitium, nicht aber in Tubuli seminiferi nach-
gewiesen werden. Die RT-PCR von mRNA
einzelner Zellpopulationen zeigte bisher
lediglich eine Expression von ERalpha in
Spermatogonien.

In Tubuli seminiferi mit normaler Spermato-
genese sind 23,7 % + 5,782 % Spermatogo-
nien positiv, in Tubuli seminiferi mit Sper-
matozytenarrest sind 30,0 % = 8,187 % Sper-
matogonien positiv und in Tubuli seminiferi
mit Spermatidenarrest sind 21,6 % + 3,0 %
Spermatogonien positiv. Die Morphometrie-
daten wurden mit dem peripheren Ostrogen-
wert in Verbindung gebracht. Es zeigt sich
bei 13 untersuchten Patienten mit unter-
schiedlichen histologischen Befunden eine
bisher negative Korrelation mit einem Korre-
lationskoeffizienten nach Pearson von -0,7.

Schlussfolgerung Der Nachweis von
ERalpha-mRNA in Keimzellen sowie die
negative Korrelation des Ostrogenwertes mit
der Mitoseaktivitit der Spermatogonien
deuten auf eine regulatorische Funktion der
Ostrogene fiir die humane Spermatogenese
hin. Weitere Untersuchungen sollen kliren,
ob ein Zusammenhang zwischen der
ERalpha-Expression und unterschiedlichen
Spermatogenesestorungen besteht.
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B Mannliche Fertilitats-
storungen

P 03

Die globale Genexpressions-
analyse von Ejakulaten als neues
Instrument fiir eine erfolgreiche
reproduktionsmedizinische Be-
handlung

H. Cappallo-Obermann, W. Schulze, A.-N. Spiess
Abteilung fiir Andrologie, Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf

Einleitung Liegen die Ursachen fiir eine
ungewollte Kinderlosigkeit bei der Frau (bei-
spielsweise beidseitiger Tubenverschluss),
entscheiden die Parameter des Spermio-
gramms dariiber, ob eine ICSI- oder IVF-
Therapie durchgefiihrt wird. Seit dem
01.07.2002 haben die Krankenkassen einen
Kriterienkatalog zur Bewertung von Sper-
miogrammen herausgegeben. Er legt die In-
dikationen fiir eine ICSI-Behandlung beziig-
lich der Anzahl, der Beweglichkeit und der
Morphologie von Spermien im Ejakulat bzw.
nach Aufbereitung des Ejakulats fest. Die
Fertilisationsrate nach IVF-Behandlung liegt
mit 51,5 % niedriger als nach ICSI-Behand-
lung (63,5 %, Deutsches IVF-Register-Jahr-
buch, 2007). Die Suche nach weiteren
Entscheidungskriterien, beispielsweise auf
molekularer Ebene, soll die Chance auf eine
erfolgreiche Therapie des unerfiillten Kin-
derwunsches erhohen.

Unser Ziel ist es, im Ejakulat Markergene
bzw. deren Transkripte fiir eine weiterfiih-
rende Differenzierung zwischen IVF- und
ICSI-Indikation zu finden. Auf dieser Basis
soll ein einfach durchzufiihrender kosten-
giinstiger molekularbiologischer Test fiir das
Routinelabor entwickelt werden.

Die Markergene ermitteln wir durch eine
globale Analyse des Genexpressionsprofils
der Zellpopulationen in Ejakulaten.

Methoden Ejakulate wurden nach der
Verfliissigung mit 1xPBS gewaschen und
die Zellen durch Zentrifugation pelletiert.
RNA wurde aus den Zellpellets mit dem
Rneasy Plus Micro Kit (Qiagen) gewonnen.

Dabei wurde die genomische DNA durch
Filtration des Lysats liber DNA-bindende
Sdulen abgetrennt. Die Qualitit der RNA
wurde mit dem Bioanalyzer RNA6000 Pico
Kit (Agilent) tiberpriift, die Konzentration
wurde mit Ribogreen (Invitrogen) gemessen
und die Kontamination mit genomischer
DNA anhand von Polymerasekettenreaktion
(PCR) mit Intron tiberspannenden Primern
fiir Protaminl ausgeschlossen. Nach Ampli-
fikation der RNA (MessageAmplll Kit,
Ambion) wurden 55k Microarrays (CodeLink
Human Whole Genome Bioarray, Applied
Microarrays) mit 10 ug amplifizierter RNA
hybridisiert und gescannt.

Ergebnisse Genexpressionsprofile wurden
fiir 3 Ejakulate mit reduzierter morphologi-
scher Qualitét (11 %, 11 % bzw. 7 % normale
Spermatozoen) und unterschiedlichem An-
teil an Rundzellen (3 %, 4 % bzw. 10 %) er-
stellt. 8649 der 16236 auf dem Microarray
annotierten Refseq-Gene waren oberhalb des
Hintergrunds exprimiert. Die bioinformati-
sche Analyse erfolgte fiir die 258 am hochs-
ten exprimierten Gene. Die Gewebe-spezifi-
sche Expressionsanalyse mit dem Symatlas-
Server (http://symatlas.gnf.org/) (Abb. 1)
zeigte, dass der grofite Anteil dieser Gene als
Testis-spezifisch (gestreifte Balken) zu be-
trachten ist. Der Anteil an Blutzell-spezifi-
schen Transkripten war trotz des Vorhanden-
seins von Rundzellen nicht erhoht (graue
Balken).

Die Analyse der ,,Gene Ontology (GO)
terms* wurde mit dem DAVID 2008-Server
(http://niaid.abce.ncifcrf.gov/) durchgefiihrt
(Tab. 1). Das mRNA-Profil der Spermatozo-
en wies eine hohe Komplexitit auf. Neben
Spermatogenese-assoziierten Genen und Ge-
nen aus dem Kohlenhydratstoffwechsel so-
wie der Proteolyse waren Translations-asso-

Tabelle 1: H. Cappallo-Obermann et al.
(P03). Analyse der GoTerms.

GoTerm P-Value
(Category Biological Process_5)

Translation 4,18E-08
Spermatogenesis 2,13E-04
Monosaccharide catobolic process 1,55E-02
Proteolysis 2,15E-02

-
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Abbildung 1: H. Cappallo-Obermann et al. (P03). Symatlas-Analyse.
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ziierte Gene (v.a. Gene fiir zytosolische
ribosomale Proteine sowie Elongationsfak-
toren) iiberreprisentiert, obwohl Spermato-
zoen nach allgemeiner Ansicht transkriptio-
nell inaktiv sind.

Schlussfolgerung Diese Ergebnisse zei-
gen, dass man die Genexpressionsanalysen
am Gesamtejakulat durchfiihren kann, ohne
die Spermatozoen durch zusitzliche Reini-
gungsschritte (Lysis somatischer Zellen,
Dichtegradientenzentrifugation, Swim-up)
von den begleitenden Rundzellen zu trennen.
Im nichsten Schritt werden wir unsere Stu-
dien auf eine grole Anzahl an Ejakulaten aus
dem reproduktionsmedizinischen Programm
ausweiten und die Genexpressionsprofile mit
dem Fertilisierungserfolg bei der IVF-Be-
handlung korrelieren.

P 04

Molekulare Charakterisierung
humaner Spermatogonien

K. von Kopylow, C. Kirchhoff, W. Schulze, A.-N. Spiess
Andrologie, Universitétsklinikum Hamburg-Eppendorf

Fragestellung Spermatogoniale Stamm-
zellen (SSCs) als Untergruppe der Spermato-
gonienpopulation stellen die Grundlage fiir
eine lebenslange Spermatogenese im adulten
mannlichen Organismus dar. Therapeutisch
eingesetzt konnten diese Zellen einerseits zur
Behandlung ménnlicher Fertilitétsstorungen
dienen und andererseits Ausgangszellen fiir
eine Restitution der Spermatogenese nach ei-
ner Radiatio und/oder Chemotherapie sein.
SSCs konnten weiterhin eine Quelle zur Ge-
winnung von Zellen mit Stammzellpotenzial
in der regenerativen Medizin darstellen.

Die Umsetzung solcher therapeutischer Ein-
satzmoglichkeiten setzt eine umfassende
Charakterisierung der Zellen voraus. Ob-
wohl in der Vergangenheit viele Anstrengun-
gen unternommen worden sind, mehr iiber
SSCs innerhalb der gesamten Spermatogoni-
enpopulation zu erfahren, konnten eindeuti-
ge Parameter, die ausschliefflich den Stamm-
zellpool der Spermatogonien betreffen, noch
nicht festgelegt werden. Dies gilt sowohl auf
morphologischer als auch auf molekularer
Ebene.

Die von uns initiierte molekulare Charakteri-
sierung hatte vor allem das Ziel, nach Mar-
kern zu suchen, die auch spiter bei der klini-
schen Umsetzung eine wichtige Rolle spie-
len diirften. So konnten Zelloberfldchen-
molekiile fiir eine Isolierung von Zellen und
eine Stimulation iiber entsprechende Ligan-
den wihrend einer Zellkultur benutzt wer-
den. In dieser Arbeit wurde versucht, vorran-
gig diesem Aspekt nachzugehen.

Methodik Zur Identifizierung spermato-
gonienspezifischer Marker fiihrten wir eine
Mikroarray-Analyse an Hodenbiopsien von
Patienten zweier definierter Testispatholo-
gien durch. Der Array-Analyse folgte die
Validation der Daten auf mRNA-Ebene mit-
tels ,real-time reverse transcription poly-
merase chain reaction (,,real-time RT-PCR*)
sowie auf Proteinebene mittels Immun-
histochemie.

Ergebnisse Fiir die Mikroarray-Analyse
wurden Hodenbiopsien von Patienten mit
2 einheitlichen Erscheinungsformen des
Keimepithels, modifizierter Johnsen Score 2
(Sertolizell-Syndrom) und modifizierter
Johnsen Score 3 (Tubuli seminiferi mit Sper-
matogonien als einzige Keimzellen) benutzt.
Das Hodengewebe wurde im Vorfeld mikro-
skopisch (Semidiinnschnitttechnik und ,,trial
testicular sperm extraction” [Test-TESE])
analysiert und den entsprechenden Scores
zugeordnet. Zur Detektion spermatogonien-
spezifischer Gene wurde mit den nachfol-
gend gewonnenen Mikroarraydaten ein hier-
archisches Clustering durchgefiihrt. Mit die-
sem Ansatz konnten unter Anwendung der
Bonferroni-Korrektur 388 Gene ermittelt
werden, die mit hoher statistischer Signifi-
kanz zwischen den beiden pathologischen
Zustinden differenziell exprimiert sind.

Anschliefend wurden ausgewéhlte Gene, die
entweder relevant fiir die Pluripotenz von
Zellen oder die spermatogoniale Funktion
sind, sowohl auf mRNA-Ebene als auch auf
Proteinebene validiert.

Aus den gemessenen Fluoreszenzwerten
(log 2) der Arrayanalyse sowie den ,,crossing
points” der Real-time-PCR wurden die
Ratios der Genexpression zwischen Score 2
und Score 3 berechnet und zwischen den
beiden Methoden verglichen. Dabei zeigte
sich, dass die Ergebnisse gut iibereinstim-
men. Nachfolgende immunhistochemische
Untersuchungen ergaben, dass die Mikro-
array-Analyse auch fiir die Detektion neuer
Marker fiir normale humane Spermatogonien
geeignet ist, da hier Biopsien von Patienten
mit vollstandiger Spermatogenese herange-
zogen wurden.

Als Oberflichenmarker fiir Spermatogo-
nien wurden der Wachstumsfaktorrezeptor
FGFR3 (,.fibroblast growth factor receptor
3%), ein Single-pass-Typ-1-Membranpro-
tein, sowie das desmosomale Cadherin Des-
moglein 2 (DSG2) nachgewiesen. Liganden
der Rezeptor-Tyrosinkinase FGFR3 sind un-
ter anderem der saure und der basische Fibro-
blastenwachstumsfaktor (aFGF und bFGF).
Desmoglein 2 scheint auf den Spermato-
gonien auch auflerhalb des desmosomalen
Kontextes, tiber grofe Teile der Zellober-
fldche verteilt, exprimiert zu sein.

Schlussfolgerung Die hier durchgefiihrte
Mikroarray-Analyse mit nachfolgender Va-
lidation fiihrte zur Detektion spermatogoni-
enspezifischer Marker. Aufgrund der Unter-

suchung von Spermatogonien in situ wurde
der Gesamtzustand des Hodengewebes nach
Erscheinen dieses Zelltyps erfasst und somit
jegliche Veridnderung in der globalen tes-
tikuldren Genexpression zu diesem Zeit-
punkt detektiert. Zelloberflachenmarker, wie
FGFR3 und DSG2, konnten fiir die Isolie-
rung von Spermatogonien bzw. spermato-
gonialen Stammzellen aus Hodengewebe so-
wie deren Proliferation und Differenzierung
in Kultur relevant sein. Deswegen sollte man
diese Proteine als Kandidaten fiir die Anrei-
cherung und Isolation von Spermatogonien
und moglicherweise auch spermatogonialer
Stammzellen betrachten.

P 05

Wahrscheinlichkeit fiir das Auffin-
den von Spermien bei einer
Hodenbiopsie anhand klinischer
Parameter

E Tiittelmann', F. Werny2, T. G. Coaper?, S. Kliesct?,
M. Simon?, E. Nieschlag?

!Institut fiir Humangenetik, Miinster; ?Centrum fiir
Reproduktionsmedizin und Andrologie, Miinster;
SUniversity of Modena and Reggio Emilia, Department
of Medicine, Endocrinology and Metabolism, Modena,
Italien

Fragestellung Die Betreuung und Bera-
tung infertiler Ménner mit Azoospermie er-
fordert die moglichst valide Abschitzung der
Wabhrscheinlichkeit, Spermien bei einer Ho-
denbiopsie mit testikuldrer Spermienextrak-
tion (TESE) zu finden. Eine einfach zu hand-
habende Ubersicht der klinischen Parameter
und daraus abgeleitete Erfolgschancen steht
derzeit nicht zur Verfligung.

Methodik Retrospektive Analyse der kli-
nischen Parameter von 283 Minnern mit
Azoospermie. Evaluation der pradiktiven
Qualitit von Hodenvolumen und FSH, sowie
der Ejakulatmarker o.-Glukosidase, Fruktose
und Zink anhand von ROC-Kurven. Erstel-
lung vergleichender Histogramme der Eja-
kulatmarker von Minnern mit eindeutig
obstruktiver Azoospermie (Zustand nach
Vasektomie und CBAVD) und Normozoo-
spermie.

Ergebnisse Die ROC-Kurven zeigten in
der Einzelanalyse eine vergleichbare priadik-
tive Qualitit fiir Hodenvolumen und FSH
(,,area under curve* [AUC] 0,68 bzw. 0,71,
p jeweils < 0,0001) gefolgt von der a-Glu-
kosidase (AUC 0,65; p < 0,0001). Fruktose

Tabelle 2: F. Tlttelmann et al. (P05). TESE-Erfolgschance (%) Abhédngigkeit von Hodenvolu-

men und FSH bei allen Ménnern.

Hoden- FSH (U/1)

volumen

(ml) <25 2,6-5,0 5,1-10,0 10,1-15,0 15,1-20,0 20,1-30,0 > 30
<10 - - - <5 <5 25 &

10-19 - <5 25 40 40 36 &

20-29 - > 95 60 57 30 27 46

30-39 > 95 60 62 36 21 22 29

40-59 > 95 90 79 33 <5 <5 <5
> 60 > 95 > 95 > 95 > 95 - - -

J Reproduktionsmed Endokrinol 2009; 6 (5) 225
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Tabelle 3: F. Tuttelmann et al. (P05). TESE-Erfolgschance (%) mit a-Glukosidase < 18 mU/

Ejakulat.

Hoden- FSH (U/1)

volumen

(ml) <25 2,6-5,0 51-10,0 10,1-15,0 15,1-20,0 20,1-30,0 > 30
<10 - - - - <5 20 20
10-19 - - - <5 20 29 <5
20-29 - > 95 > 95 50 33 20 <5
30-39 > 95 > 95 > 95 50 50 25 -
40-59 > B 395 > 95 395 - - -
> 60 > 95 > 95 > 95 > 95 - - -

und Zink erlaubten keine signifikante Voraus-
sage (AUC 0,56; p=0,08 und 0,54; p=0,22).
Unter Verwendung eines oberen Referenz-
wertes von 10 U/I fiir FSH, der aus der Grup-
pe der Patienten mit obstruktiver Azoosper-
mie abgeleitet wurde, stieg die Aussagekraft
der a-Glukosidase signifikant an (AUC 0,81;
p < 0,001). Bis zu einem Grenzwert von 18
mU/Ejakulat betrug die Spezifitit 100 %, es
wurden also immer Spermien in der Biopsie
nachgewiesen. Die Histogramme bestitigten
die Moglichkeit, Patienten mit obstruktiver
Azoospermie von Minnern mit Normozoo-
spermie durch Messung der o-Glukosidase
— im Gegensatz zu Fruktose und Zink — zu
unterscheiden. Abschliefend wurden 2 (im
Original farbkodierte) Tabellen erstellt, die
die Erfolgschancen bei TESE in Abhidngig-
keit von Hodenvolumen und FSH (Tab. 2)
sowie unter Verwendung des Grenzwertes
von 18 mU/Ejakulat fiir die o-Glukosidase
(Tab. 3) zeigen.

Schlussfolgerung Hodenvolumen und FSH
stellen die besten klinischen Parameter zur
Vorausage des Erfolgs bei einer TESE dar.
Die Messung der a-Glukosidase im Ejakulat
kann die Genauigkeit dieser Voraussage
deutlich verbessern. Mit den erstellten Ta-
bellen ist eine schnelle und einfache Ab-
schitzung der TESE-Chancen in der tigli-
chen Praxis moglich.

P 06
Testosteron-Substitutionsthera-
pie hemmt die Entstehung der
experimentellen Autoimmun-
Orchitis der Ratte

M. Fijak', E. Schneider, G. Schuler’, A. Meinhardt'
'Institut fiir Anatomie und Zellbiologie, Justus-Liebig-
Universitat Giessen; *Klinik fiir Geburtshilfe, Gynako-
logie und Andrologie der Gro- und Kleintiere, Veteri-
nérmedizin, Justus-Liebig-Universitat Giessen

Einleitung Infektion und Inflammation
des minnlichen Genitaltraktes gehdren zu
den wichtigsten Atiologien minnlicher In-
fertilitdt. Die experimentelle Autoimmun-
Orchitis (EAO) der Ratte dient als ein gut
etabliertes Modell zum Studium der Ursa-
chen chronisch-testikuldrer Entziindungen
und organspezifischer Autoimmunitit. Neu-
ere Studien zeigen, dass Testosteron zusétz-
lich zu seiner bekannten Wirkung auf die
Spermatogenese auch eine wichtige Rolle in
der Suppression der Immunantwort spielt.
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Fiir die protektive Rolle von Testosteron in
der Kontrolle einer iiberschiefenden Immun-
antwort wird u. a. eine Inhibition der Synthe-
se von proinflammatorischen Zytokinen
(z. B. IFN-gamma) bei gleichzeitiger Stimu-
lation der Sekretion von anti-inflammatori-
schem IL-10 in T-Zellen diskutiert. Da akute
und chronische Entziindungen oftmals, wie
auch im EAO-Modell, mit einer erniedrigten
Serum-Testosteronkonzentration einherge-
hen, war es unser Ziel und unsere Hypothese,
mittels Substitutionstherapie zu testen, ob
sich dadurch der Verlauf der EAO giinstig
beeinflussen lésst.

Methodik Die EAO wurde in Wistar-Rat-
ten durch 3 Injektionen in 2-wochigem Ab-
stand von syngenem Hodenhomogenat unter
Zusatz von Adjuvans und hitzeinaktivierten
Bordetella pertussis-Bakterien ausgel0st.
Kontrollratten wurden nur mit Adjuvans und
B. pertussis immunisiert. 20 Tage nach der
ersten Immunisierung wurden den EAO- und
Adjuvans-Ratten s. c. Testosteronimplantate
appliziert. Durch die 3 cm (T3) oder 24 cm
(T24) langen Testosteronimplantate wird die
Testosteronkonzentration experimentell auf
niedrigem bzw. hohem Niveau eingestellt.
Dies gelingt, da iiber den hypophysiren
Riickkopplungsmechanismus die Leydig-
Zellen nur eine basale Eigenproduktion auf-
weisen und der Testosteronspiegel durch die
Implantate moduliert wird. T3-Implantate re-
sultieren in der Reduktion der Keimzell-
entwicklung, wihrend T24-Implantate die
Spermatogenese aufrecht erhalten. Es wur-
den folgende Gruppen untersucht: EAO+T3,
EAO+T24, Adjuvans+T3, Adjuvans+T24,
EAO, Adjuvans und normale unbehandelte
Kontrollen. Die Organe wurden 50 Tage
nach der ersten Immunisierung zu einem
Zeitpunkt entnommen, bei dem die Erkran-
kung manifest ist. CD4+ und regulatorische
T-Zellen wurden mittels FACS analysiert.
MCP-1, TNF-alpha, TGF-betal-mRNA-Ex-
pression wurde mithilfe von Real-time-RT-
PCR quantifiziert, wihrend die Sekretion
von IL-2 und IFN-gamma in den renalen
Lymphknoten mit ELISA untersucht wurde.

Ergebnisse Die Implantatbehandlung fiihr-
te in der EAO+T3-Gruppe zu einem nor-
malen Testosteronserumwert, wihrend in
der EAO+T24-Gruppe supraphysiologische
Konzentrationen gemessen wurden. In der
EAO+T24-Gruppe entwickelten nur 33 %
der Ratten eine Orchitis statt 80 % in der un-
behandelten EAO-Gruppe, wihrend in der

EAO+T3-Gruppe nur bei 17 % der Ratten
pathologische Verdnderungen im Hoden
sichtbar waren. Die Testosteron-Substitu-
tionstherapie reduzierte in beiden Gruppen
signifikant die Anzahl der CD4+-Zellen im
Hoden im Vergleich zu EAO-Kontrollratten,
wohingegen die Anzahl der regulatorischen
T-Zellen (CD4+CD25+Foxp3+) erhoht war.
Gleichsam war auch die Sekretion von Th1-
Zytokinen (IL-2 oder IFN-gamma) in mono-
nuklearen Zellen aus den ableitenden tes-
tikuldren Lymphknoten nach der Testoste-
ronbehandlung in den EAO+T3- und
EAO+T24-Gruppen signifikant erniedrigt.
Die relative mRNA-Expression des Chemo-
kin MCP-1 ebenso wie des regulatorischen
Zytokins IL-10 zeigte sich im Hoden von
EAO+T3-Ratten im Vergleich zur EAO-
Gruppe signifikant reduziert. Die mRNA des
proinflammatorischen Zytokins TNF-alpha
war sowohl in der EAO+T3- als auch in der
EAO+T24-Gruppe herabgesetzt.

Schlussfolgerung Unsere Ergebnisse zei-
gen, dass Testosteron einen immunmodulie-
renden und protektiven Effekt in der Behand-
lung der EAO aufweist. Mechanistisch iibt
Testosteron einen hemmenden Effekt auf die
Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine
durch Makrophagen und T-Zellen und auf
die testikuldre Chemokinproduktion aus. Die
Testosteronsubstitution erscheint somit als
eine mogliche Therapieoption in der Be-
handlung chronischer Hodenentziindungen.

P 07
Diagnosis of Inflammation in
Semen: A New Approach

A. Fathy'?, |. Oltermanr®, T. Bieber’, N. Novak’,

G. HaidF, J. P. Allam®

'Andrologie, Universitétsklinikum Bonn; ?Cairo Univer-
sity and Beni Sweif University, Cairo, Agypten;
JAndrologisches Labor, Universitatsklinikum Bonn,
*Dermatologie, Universitétsklinikum Bonn, °Androlo-
gie/Dermatologie, Universitétsklinikum Bonn

Background Inflammation of the genital
tract is common in male infertility. The diag-
nosis may be difficult in asymptomatic cases.
Also inappropriate definitions and unspecific
diagnostic criteria may be a limitation in
proper management.

Aim and Method The aim of this study
was to set an accurate leucocyte count of in-
flammatory cells in semen by flowcytometry
(FACS) using Trucount tubes® and compar-
ing it to the widely accepted peroxidase test.
Furthermore leucocyte infiltrate was charac-
terized by lineage markers and cytokine pro-
duction.

Results In 37/46 of cases, the Trucount
value was higher than that of the peroxidase
test. More interestingly, below the value of
10°leucocytes/mL (i.e. semen sample nega-
tive for inflammation according to the WHO
definition) there were 14/30 cases with
Trucount values of more than 10°. Altogether
the leading leucocyte population appeared to
be neutrophils as detected by CD66 expres-
sion. However, the macrophages were pre-
dominant in 3/20 cases, while in 4/20 cases



3. DVR-Kongress - Abstracts

the difference between these populations was
not significant. Most interestingly, the mac-
rophages were shown to produce signifi-
cantly more intracellular cytokines than
leucocytes in respect to TNF alpha, IL 1 and
IL 6.

Conclusion FACS detection of inflamma-
tory cells in semen significantly correlates
with and supersedes the standard peroxidase
test. Phenotypic identification and grade of
activation of neutrophil and macrophage
could be detected through staining of surface
markers and intracellular pro-inflammatory
cytokine detection. The macrophages seem
to be the responsible population secreting
most of the inflammatory cytokines.

P 08

Male Diabetes Mellitus and As-
sisted Reproductive Outcome

C. Mallidis', J. Mullhollanc?, . Agbaje?, N. McClure®
'Centrum fiir Reproduktionsmedizin und Andrologie,
Miinster; ?Obstetrics and Gynaecology, Queens Uni-
versity, Belfast, United Kingdom

Introduction Beyond erectile dysfunction
and retrograde ejaculation, diabetes impact
on male reproductive health remains contro-
versial. Studies on DM’s influence on both
the hypothalamic-pituitary-gonadal axis and
semen quality have yielded varying and often
conflicting results consequently, there is
some scepticism amongst fertility specialists
about its importance. DM therefore, has been
largely ignored when assessing male fertil-
ity. Recent studies have shown that DM is
associated with subtle yet important changes
in the testicular metabolomic profile; sper-
matogenic gene expression, levels of CML (a
compound implicated in numerous diabetic
complications), its receptor (RAGE) and sig-
nificantly higher percentage of sperm with
DNA damage. Various studies of ART out-
comes have found a major difference in the
percentage of sperm with fragmented DNA
between those who successfully conceived
and those who did not. Concurrently, sperm
DNA integrity has also been associated with
decreased embryo quality and increased mis-
carriage rates. Interestingly, a significantly
higher incidence of miscarriage was the only
difference found in an early study of the ef-
fects of male diabetes on reproductive out-
come.

Aim To determine the incidence of couples
with male diabetes attending a fertility centre
for treatment and to assess whether there was
a correlation between the presence of Diabe-
tes Mellitus in the male and the outcome of
IVF and ICSI.

Methods and Materials Retrospective
chart review of semen analysis, ART proce-
dures and outcomes for 3000 couples seeking
assisted reproductive treatment for infertility
in the Regional Fertility Centre, Royal
Victoria Hospital, Belfast Trust, between
2003 and 2008.

Results 80 (2.7 %) couples were identified
where the male partner was recorded as dia-
betic, 38 % reported their condition as well
controlled. 18 couples underwent ART (5

IVE, 12 ICSI, 1 both). All females were nul-
liparous; two men had retrograde ejaculation
and two were azoospermic. Apart from a re-
duction in sperm motility, all semen param-
eters for the remaining 14 men were within
the WHO normal range. ART fertilization
rates (IVF: 68 %, ICSI 62 %) were similar to
those of non diabetics (IVF: 70 %, ICSI:
71 %) and no discernable difference in em-
bryo quality was found. Embryo transfers af-
ter IVF did not result in a pregnancy while
those after ICSI produced only one. The
3.3 % combined IVF/ICSI pregnancy rate
per embryo transfer was significantly below
the expected rate (30.8 %) for the Regional
Fertility Centre. The pregnancy rate achieved
with the seven frozen embryo transfer cycles
(28.6 %) undertaken was comparable to the
expected pregnancy rate (28.9 %).

Conclusions Despite being an underesti-
mate of true prevalence, approximately three
times more couples with diabetic men were
found to be seeking fertility treatment with a
larger percentage of these couples having
‘unexplained infertility’. ART fertilisation
rates and embryo quality did not differ from
those of non diabetics. However, pregnancy
rates were significantly lower in the couples
with a diabetic male. These findings though
preliminary are consistent with previous re-
ports that have shown diabetic men to have a
greater percentage of damaged sperm nuclear
DNA and form the basis for larger, more ex-
tensive studies on the influence of diabetes
on male fertility in general and ART outcome
in particular.

P 09

Einfluss der Lagerungszeit auf
Motilitat und Vitalitat kryokonser-
vierter Spermatozoen

E_Ochsendorf, M. Mayer, H. Beschmann
Zentrum Dermatologie und Venerologie, Klinikum d.
J. W. Goethe-Universitét, Frankfurt/M

Fragestellung Die Kryokonservierung von
Spermatozoen vor einer Chemo-/Strahlen-
therapie maligner Tumoren wird heute stan-
dardmiBig durchgefiihrt. In Aufkldrungsge-
sprichen fragen Patienten oft, wie lange die-
se Proben gelagert werden konnen. Es sollte
daher untersucht werden, wie die Lagerungs-
zeit die Qualitdt der kryokonservierten Pro-
ben beeinflusst.

Material und Methoden Die im eigenen
Zentrum gelagerten Proben, bei denen seit
dem Jahr 2000 die Vertrige zur Lagerung
gekiindigt worden waren, wurden beziiglich
des Einflusses der Lagerungszeit auf die Mo-
tilitdt bzw. Vitalitit der Spermatozoen aus-
gewertet (n = 35). Von allen Proben war un-
mittelbar nach Kryokonservierung (Medium
SpermFreeze, Geridt Nicool 10) ein Aliquot
aufgetaut und die Motilitdt/Vitalitit be-
stimmt worden. Vor Entsorgung der Proben
wurden diese nun aufgetaut und diese Para-
meter erneut untersucht.

Ergebnisse Die Patienten waren 18-45
Jahre alt (durchschnittlich 32 Jahre). Das ur-
spriingliche Ejakulatvolumen lag zwischen

0,1 und 9ml (durchschnittlich 3,7 ml),
die Spermatozoenkonzentration zwischen
0,3 und 128 Mill/ml  (durchschnittlich
30 Mill/ml). Die Motilitit (a+b+c) vor
dem Einfrieren lag signifikant hoher als
danach (39,9 + 27,3 % vs. 18,2 = 19,8 %;
p < 0,003). Das Gleiche galt fiir die Vitalitt
vor (71,8 £24 % zu 47,7 £ 23 %; p < 0,0001).
Zwischen Motilitdt/Vitalitdt unmittelbar
nach dem Einfrieren und nach der Lagerung
bestand kein Unterschied. Es fand sich ein
linearer Zusammenhang zwischen der Ge-
samtmotilitit (a+b+c) bzw. Vitalitdt vor der
Kryokonservierung und unmittelbar nach
dem Auftauen (Motilitdt r=0,75; p <0,0001;
Vitalitdt r = 0,73; p < 0,0001) sowie nach
der Lagerung (Motilitit/Vitalitit r = 0,45;
p<0,0001): Es bestand kein Zusammenhang
zwischen der Lagerungszeit und der Gesamt-
motilitdt oder Vitalitit nach der Lagerung.

Schlussfolgerung Die Motilitéit/Vitalitt
nach der Kryokonservierung héngt von der
initialen Motilitidt/Vitalitit ab. Eine Lage-
rungszeit von bis zu 8 Jahren hat keinen we-
sentlichen Einfluss auf diese Parameter.

B Sexuelle Dysfunktion

P 10

Operatives Outcome und Lang-
zeitergebnisse nach Penisfraktur

D. Kaminski', G. Hatzichristodoulou'’, A. Dorstewit?,
J. Gschwend', N. ZantF, K. Herkommer'

"Urologie, Klinikum rechts der Isar der TU Miinchen;
2Urologie, Klinikum Konstanz

Einleitung Die Penisfraktur stellt einen
seltenen urologischen Notfall dar. Die friih-
zeitige operative Therapie mit Defektver-
schluss der Tunica albuginea ist allgemein
anerkannt. In der vorliegenden Studie wer-
den die operative Therapie der Penisfraktur
sowie Langzeitergebnisse bei betroffenen
Patienten vorgestellt.

Material und Methode Von 1995 bis
2008 stellten sich n = 34 Patienten mit Ver-
dacht auf Penisfraktur vor. Das mittlere
Patientenalter betrug 38,5 Jahre (Streubreite:
17-60 J). Bei 14 Patienten (41,2 %) erfolgte
zur Diagnosesicherung eine Kernspintomo-
graphie und bei 13 (38,2 %) ein Cavernoso-
gramm. Bei 7 Patienten (20,6 %) wurde
aufgrund des eindeutigen klinischen Bildes
auf eine Bildgebung verzichtet. Die Patien-
ten wurden 2008 mittels Fragebogen re-
evaluiert.

Ergebnisse Bei 27/34 Patienten (79,4 %)
wurde eine Penisfraktur gesichert. N = 25
dieser Patienten (92,6 %) wurden operiert,
2 (7,4 %) lehnten die Operation ab. Als Zu-
gangsweg erfolgte bei 21 Patienten (84 %)
die Zirkumzision und bei 4 (16 %) eine
Lingsinzision. Der Verschluss der Tunica
albuginea erfolgte mit PDS, 2-0,7 Patienten
(28 %) hatten eine begleitende Urethralid-
sion, die mitversorgt wurde. Bei 13/25 Pati-
enten (52 %) konnte nach durchschnittlich
3,8 Jahren (Streubreite: 0,3-10,7 J) eine
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Reevaluierung durchgefiihrt werden. Der
IIEF-5-Score reduzierte sich bei 7 Patienten
(53,8 %) um 5,6 Punkte (Streubreite: 2—11)
im Vergleich zum pra-OP-1IEF-Score. 6 Pa-
tienten (46,2 %) hatten keine Erektionsein-
schriankung. Eine Penisdeviation und Erek-
tionsschmerzen traten bei respektiv 30,8 und
84,6 % der Patienten auf. Vier Patienten wie-
sen eine Miktionsverschlechterung auf, wo-
bei je eine Urethrastriktur und Urethrafistel
nachweisbar war.

Schlussfolgerung Die operative Thera-
pie der Penisfraktur ist sicher und erfolg-
reich. Gleichzeitig bestehende Urethraldsio-
nen konnen mitversorgt werden. Eine erek-
tile Dysfunktion wird langfristig gelegent-
lich beobachtet. Jedoch ist eine engmaschige
Nachsorge der Patienten erforderlich, um
Komplikationen friihzeitig zu erkennen.

P11

Geschlechtsverkehr nach radika-
ler Prostatektomie — Diskrepanz
zwischen Patient und Partnerin

D. Kaminski, C. Miicke, G. Hatzichristodoulou,
J. Gschwend, K. Herkommer
Urologie, Klinikum rechts der Isar der TU Miinchen

Fragestellung Patienten und deren Part-
nerinnen wurden prioperativ und im post-
operativen Verlauf nach radikaler Prostat-
ektomie zu deren Sexualleben befragt. Hier-
bei wurden insbesondere die GV-Frequenz
und die Zufriedenheit mit dem Sexualleben
verglichen.

Material und Methodik Es wurden pri-
operativ potente Patienten, welche zw. Juli
und Dez. 2007 beidseits nerverhaltend radi-
kal prostatektomiert wurden, und deren Part-
nerinnen, die in eine Befragung einwilligten,
6 und 12 Monate postop. zu GV-Frequenz
und erwiinschter GV-Frequenz befragt. Ins-
gesamt waren dies 21 Paare (Alter der Pati-
enten im Median 60,9 Jahre, Alter der Part-
nerinnen im Median 55,9 Jahre). Zusitzlich
wurde vom Patienten der IIEF5 ausgefiillt
und nach den evtl. verwendeten Hilfsmitteln
gefragt (PDE-Hemmer, SKAT, Muse, Vaku-
umerektionshilfe). Von der Partnerin wurde
der FSFI ausgefiillt.

Ergebnisse Bis Jan. 2009 konnten 18 Paa-
re in die Befragung eingeschlossen werden.
Zufrieden mit ihrem Sexualleben waren nach
6 Monaten bei den Minnern 50 % und bei
den Partnerinnen 67 %, nach 12 Monaten be-
trugen die entsprechenden Werte in beiden
Gruppen 64 %. Die Zufriedenheit war unab-
hingig davon, ob und welches Hilfsmittel die
Patienten verwendeten. Der IIEF-Score be-
trug im Durchschnitt nach 6 Monaten 13,4
und nach 12 Monaten 14,9. 6 Monate postop.
hatten die Patienten 4,8x GV/Monat, deren
Partnerin nur 3,7x GV/Monat. Die gewiinsch-
te Frequenz lag bei den Ménnern bei 7,8x
GV/Monat, bei den Frauen bei 5,1x GV/Mo-
nat. Nach 12 Monaten hatten die Minner
4,1x GV/Monat, die Frauen 3,8x GV/Monat.
Die erwiinschte Frequenz lag bei den Min-
nern bei 7,1x GV/Monat und bei den Frauen
bei 5,5x GV/Monat.

228 J Reproduktionsmed Endokrinol 2009; 6 (5)

Schlussfolgerung Patienten neigen im
Vergleich zu ihren Partnerinnen dazu, die
GV-Frequenz als hoher zu beschreiben.
Wihrend die Partnerinnen mit der durchge-
fiihrten Anzahl an GV nach RPX zufrieden
sind, wiinschen sich die Patienten fast dop-
pelt so hdufig GV als sie haben. Die GV-Fre-
quenz nach 12 Monaten war niedriger als
nach 6 Monaten.

B Fertilitatschirurgie

P12

Fertilitatspotenzial bei onkologi-
schen Patienten: Analyse der
Effizienz der Onko-TESE vor und
nach gonadotoxischer Therapie

E_M.Werny, M. Zitzmann, C. M. Luetjens,

S. Kliesch

Klinische Andrologie, Centrum fiir Reproduktions-
medizin und Andrologie, Universitétsklinikum Miinster

Fragestellung Die testikulire Spermien-
extraktion (TESE) stellt eine akzeptierte
Behandlungsoption fiir azoosperme bzw.
schwer oligozoosperme (< 0,1 Mill/ml) Pati-
enten dar. Der Erfolg der TESE vor bzw.
nach gonadotoxischer Therapie bei onkolo-
gischen Patienten, insbesondere mit testiku-
ldren Tumoren, Lymphomen oder Leukédmi-
en, ist bislang nur wenig untersucht. Wir eva-
luierten die TESE bei azoospermen/schwer
oligozoospermen onkologischen Patienten in
Hinblick auf den Erfolg einer positiven Sper-
mienextraktion und ihrer moglichen Abhén-
gigkeit von verschiedenen Variablen.

Methodik Bei 74 Patienten mit zuriicklie-
gender oder aktueller onkologischer Erkran-
kung wurden zwischen 1998 und 2009 eine
TESE und Biopsie zur Histologie durchge-
fiihrt. Die Studienpopulation wurde aus der
elektronischen Datenbank (Androbase®) aus-
gewihlt und statistisch mittels binominaler
Regression und t-Test (p < 0,005) analysiert.

Ergebnisse Der maligne Keimzelltumor
(KZT) bildete mit 70 % die groBte Gruppe an
malignen Erkrankungen, gefolgt von Lym-
phomen (19 %). Das mittlere Erkrankungsal-
ter bei Erstdiagnose betrug 26 Jahre (3—45 J).
35 Patienten (Gr. 1) stellten sich vor Beginn
und 39 Patienten (Gr. IT) nach Abschluss der
Therapie vor. Insgesamt war die Onko-TESE
in 50 % (37/74 Patienten) erfolgreich. In
Gr. I wurden in der TESE bei 54 % (19/35)
Spermien gefunden; die histologische Unter-
suchung zeigte in 51 % elongierte Spermati-
den. In Gr. I erfolgte die TESE durchschnitt-
lich 11 Jahre (1-29 J) nach Therapie mit
einem positiven Spermiennachweis bei 46 %
(18/39). Elongierte Spermatiden waren in
41 % in der histologischen Untersuchung
nachweisbar. Bei 6 Patienten der Gr. II trat
ein Tumor vor Eintritt der Pubertit auf. Im
Erwachsenenalter wurde bei diesen Patienten
in 100 % ein Sertoli-Cell-Only-Syndrom dia-
gnostiziert. Bei einem der 6 Minner konnte
eine positive Spermienextraktion durchge-
fiihrt werden. Insbesondere beim KZT konn-

ten nach Krebstherapie im Vergleich zu an-
deren Karzinomen deutlich hiufiger Sper-
mien gefunden werden (60 % vs. 27 %). FSH
war ein Pradiktor fiir das Vorhandensein von
Spermien sowohl in der TESE (p = 0,004) als
auch in der histologischen Untersuchung
(p = 0,008). Der t-Test zeigte ein signifikant
niedrigeres FSH bei positiver TESE (12,9 vs.
20,5 IU/1; p=0,004) und Histologie (13,2 vs.
20,3 TU/L; p = 0,009).

Schlussfolgerung Die vorliegende Stu-
die basiert mit 74 Ménnern auf einer grof3en
Gruppe onkologischer Patienten, bei denen
in einem Untersuchungszeitraum von iiber
10 Jahren eine TESE vor bzw. nach Krebs-
therapie durchgefiihrt wurde. Vor allem bei
der posttherapeutischen TESE wiesen Ho-
dentumoren deutlich bessere Erfolgschancen
als andere Tumorentitédten auf. Die Ergebnis-
se sind wertvoll in der Beratung onkologi-
scher Patienten und unterstreichen die Be-
deutung der Kryokonservierung von Spermi-
en moglichst vor Beginn der weiteren poten-
ziell gonadotoxischen Therapie.

P13

Verbessert die mikrochirurgische
TESE (M-TESE) die Spermienaus-
beute bei Patienten mit hyper-
gonadotroper Azoospermie? Ein
Vergleich zwischen Standard und
M-TESE

E_Gottardo, M. Zitzmann, S. Kliesch
Klinische Andrologie, Centrum fiir Reproduktions-
medizin und Andrologie, Universitétsklinikum Miinster

Einleitung Die testikulire Spermienextrak-
tion (TESE) ist in der Behandlung der an-
drologischen Infertilitét etabliert. Die mikro-
chirurgische TESE (M-TESE) scheint zu
besseren Ergebnissen zu fithren, wobei nur
eine Studie die beiden Techniken vergleicht.
In dieser Analyse vergleichen wir die beiden
Extraktionsverfahren, die simultan in jedem
Hoden der Patienten (P.) angewendet wur-
den.

Material und Methoden 65 Patienten
(davon 14 Klinefelter, Gruppe 1) wurden
beidseitig (n = 61) oder einseitig (n = 4) ope-
riert. 29/65 (44 %) Patienten hatten eine
hypergonadotrope Azoospermie (Gruppe 2),
5/65 (7 %) eine normogonadotrope Azoo-
spermie (Gruppe 3) und 20/65 (30,7 %) zeig-
ten im Sediment vereinzelte (< 20), iiberwie-
gend immotile Spermatozoen (Gruppe 4).
Zusitzlich zur diagnostischen Hodenbiopsie
wurden aus jedem Hoden 4 Standard TESE-
sowie 4 Mikro-TESE-Proben entnommen
und kryokonserviert. Von jeder wurde ein
winziges Aliquot enzymatisch aufgearbeitet
und die gesamte Anzahl der Spermien in der
Probeaufbereitung dokumentiert.

Ergebnisse FSH und Hodenvolumen la-
gen bei den Klinefelter- bzw. den anderen
Infertilitdtspatienten in Mittel bei 36,12 +
16,65 bzw. 22,8 + 17,91 IU/L und 2,42 +
1,87 bzw. 13,5 + 6,55 ml. Es wurden bei
32/65 (49 %) P. Spermatozoen gefunden. Bei
5/14 P. in der Gruppe 1 wurden Spermien
gefunden (127 mit TESE, 117 mit Mikro-
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TESE). In Gruppe 2 wurden 271 Spermato-
zoen mit TESE und 199 mit M-TESE gefun-
den. In Gruppe 3 wurden 708 Spermatozoen
mit TESE und 937 mit M-TESE gefunden. In
Gruppe 4 wurden 793 Spermatozoen mit
TESE und 859 mit M-TESE gefunden.

Zusammenfassung Der Einsatz der M-
TESE zeigt eine leicht verbesserte Spermien-
ausbeute, besonders in der P. mit norma-
gonadotroper Azoospermie (Gruppe 3), ob-
gleich in Rahmen der M-TESE deutlich we-
niger Material aus dem Hoden entnommen
wird. Durch die verbesserte Spermiengewin-
nung stehen fiir eine erfolgreiche TESE-
ICSI-Behandlung mehr Spermatozoen zur
Auswabhl. Die Histologie alleine erlaubt kei-
nen Riickschluss auf die erfolgreiche Sper-
miengewinnung. Bei den schwerstgestorten
Patienten mit hypergonadotroper Azoosper-
mie (Gruppe 2) und Klinefelter (Gruppe 1)
erhoht sich die Zahl mit positiver Spermien-
ausbeute um ca. 7 % durch die Mikro-TESE.

B Genetik in der Reproduk-
tionsmedizin und Endo-
krinologie
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Kasuistik: Sterilitatstherapie bei
Kallmann-Syndrom der Frau mit
einer neuen, heterozygoten Muta-
tion des FGFR1-Gens

V. Wolk!, B_Wetzka', J. Kohlhase?, F. Geisthovel’
'CERF, Freiburg; *Praxis fiir Humangenetik, Freiburg

Fragestellung Das Kallmann-Syndrom
kommt deutlich seltener bei Frauen
(1:50.000) als bei Minnern (1:10.000) vor.
Bei einigen Patienten/Patientinnen konnten
Mutationen der sog. KAL-Gene gefunden
werden, von denen KAL 1 (Anosmin, X-chro-
mosomal rezessiv) in ca. 10 % und KAL 2
(,,fibroblast growth factor receptor 1*
[FGFR1], autosomal dominant) in ca. 8 %
der Fille nachgewiesen wurden. Mutationen
des KAL-1-Gens verursachen immer eine
deutliche Fertilititsminderung, wihrend bei
Mutationen des KAL-2-Gens heterogene re-
produktive Einschrankungen beobachtet wer-
den. Diese Kasuistik beschreibt die Sterilitéts-
therapie einer Patientin mit Kallmann-Syn-
drom durch eine Mutation im KAL-2-Gen.

Methodik, Anamnese Eine 24-jihrige
Frau und ihr 26-jdhriger Partner stellten sich
mit unerfiilltem Kinderwunsch seit 2 Jahren
vor. Bei der Patientin fielen eine Pubertas
tarda und eine hypogonadotrope Amenorrho
auf. Unter oraler Kontrazeption erfolgten re-
gelmiBige Abbruchblutungen. Die Korper-
grofle betrug 1,70 m bei einem Gewicht von
61 kg. Die Mammae waren im Tanner-Sta-
dium IV, es fand sich eine sparliche Axilla-
und juvenile Pubes-Behaarung. Vaginalsono-
graphisch waren beide Ovarien und der Ute-
rus deutlich verkleinert, die Ovarien erschie-
nen afollikuldar und das Endometrium war
strichférmig. Der Geruchtest ergab eine An-

osmie. Ansonsten zeigte die Patientin keine
somatischen Auffilligkeiten. Die Zytogene-
tik war normal bei beiden Partnern. In der
Familienanamnese fanden sich keine weite-
ren Mitglieder mit Kallmann-Syndrom. Beim
Partner bestand eine familidre Epilepsie mit
Anfallsfreiheit unter Valproinsidure und ein
OAT-Syndrom II.

Ergebnisse, Verlauf Die molekulargene-
tische Anamnese ergab die Mutation
¢.268_283del, p.D90TfsX8 im FGFR1-Gen
in heterozygoter Form. Aufgrund des OAT-
Syndroms bestand die Indikation zur Durch-
fiihrung einer IVF-ICSI-Therapie. Die ovari-
elle Stimulation erfolgte mit Gonadotropin-
dosen zwischen 75 und 100 IU/Tag ohne zu-
sitzliche Gabe von GnRH-Agonist oder
-Antagonist. Im ersten Zyklus konnten 5 Me-
taphase-I1I-Oozyten gewonnen werden, wo-
von mittels ICSI nur eine befruchtet wurde.
Am 3. Tag nach der Follikelpunktion hatte
sich ein 8-Zell-Embryo entwickelt, welcher
in utero transferiert wurde. Es kam zu einer
Schwangerschaft, die nach hormoneller Sub-
stitution mit Progesteron intravaginal und
Estradiolvalerat oral im ersten Trimenon mit
einer Vaginalgeburt in der 39. Schwanger-
schaftswoche endete. In der Prinataldiagnos-
tik fiel eine verbreiterte Nackentransparenz
bei normalen Serummarkern auf, weiterhin
eine singuldre Nabelschnurarterie und ein
auffilliger Verlauf der kardialen Ausfluss-
bahnen. Das Ehepaar wiinschte den Erhalt
der Schwangerschaft und keine weiteren ge-
netischen Untersuchungen. Postnatal zeigte
das Midchen einen rechtsseitigen Aorten-
bogen und einen membrandsen Ventrikel-
septumdefekt, bislang war eine operative
Korrektur noch nicht indiziert.

Schlussfolgerung Die Fertilitit von Frau-
en mit Mutationen des KAL-2-Gens ist bei
addquater Sterilitédtstherapie gut. Diese unse-
rer Kenntnis nach bisher noch nicht beschrie-
bene Mutation des FGFR1-Gens fiihrt zu
einem vorzeitigem Abbruch der Translation
und damit zu einem Funktionsverlust des be-
troffenen Allels. Bei leerer Familienanam-
nese ist von einer zufilligen Neumutation
auszugehen, die mit 50%iger Wahrschein-
lichkeit an die Nachkommen weitergegeben
werden kann. Die Ursache der kindlichen
Fehlbildung ist unklar, denkbar wire ein Zu-
sammenhang mit der viterlichen Epilepsie,
der IVF-ICSI-Therapie oder eine zufillige
Neubildung, moglich wire auch eine Verbin-
dung mit der FGFR1-Mutation der Mutter.

P15
Adaptation der Array-CGH fiir die
Polkérper-Analyse

T Buchholz', M. Klehr-Martinelli", M. Russmanr?,

B. Seifert, M. Bals-Pratsch?®

'Gyn-Gen-Lehel, Miinchen; ?Perkin Elmer LAS, Rodgau;
Kinderwunschzentrum Regensburg

Chromosomenfehlverteilungen, insbesonde-
re wihrend der Meiose der Eizellen, sind
eine sehr hdufige Ursache fiir Aborte oder fiir
Implantationsversagen. Die Analyse von Pol-
korpern mittels Fluoreszenz-in situ-Hybri-
disierung (FISH) fiir eine limitierte Anzahl

von Chromosomen ist hierfiir bereits seit
Langerem etabliert. In den vergangenen Jah-
ren wurden grofSe Anstrengungen unternom-
men, neue Techniken zur Detektion von An-
euploidien moglichst aller Chromosomen
aus Einzelzellen zu entwickeln. Dabei sind
eine Vervielfdltigung der DNA mittels
»whole genome amplification” (WGA) und
eine vergleichende Hybridisierung z. B. mit
einer Array-CGH nétig. Ziel unserer Unter-
suchung war es nachzuweisen, dass diese
Methode auch fiir extrem kleine DNA-Men-
gen wie bei Polkorpern anwendbar ist.

In einer Pilotstudie haben wir, nach vorange-
gangener Optimierung zur Entwicklung ei-
nes Standardverfahrens, die Anwendbarkeit
in einem klinischen IVF-Ablauf und im zeit-
lich vorgegebenen Rahmen gepriift. Hierzu
haben wir Polkorper von jeweils max. 5 Eizel-
len (insgesamt 45 Eizellen) von 10 Patientin-
nen (Durchschnittsalter 37,3 Jahre) zunéchst
mittels WGA amplifiziert und mit einem Bac
CGH-Array mit 600 Klonen (Constitutional
Chip 3.0, Perkin Elmer LAS) analysiert.

Dabei hat sich gezeigt, dass die Standard-
auswertung der Array-CGH fiir amplifizierte
Polkorper modifiziert werden muss. Mehr als
20 % der Klone zeigen in mehr als 60 % der
untersuchten Zellen eine konstante Uber-
oder Unterreprisentation. Eine Erkldrung
konnte eine priferenzielle Amplifikation
bestimmter DNA-Abschnitte sein. Auf der
Basis der gesammelten 45 Datensitze wurde
eine fiir die Polkorper-Diagnostik spezifi-
sche Auswertung durch eine chromosomen-
spezifische Mittelwertkorrektur und eine
Eliminierung spezifischer Klone entwickelt.
Im Resultat ergibt sich eine neue Berech-
nungsgrundlage fiir die Analyse von Polkor-
pern, die eine Aussage iiber das Vorliegen
einer Aneuploidie in der entsprechenden
Eizelle erlaubt.

Zur Kldrung der Plausibilitit unserer Berech-
nungsgrundlage sollte eine weitere Pilotstu-
die mit einer groBeren Zahl von Patienten
durchgefiihrt werden.

P16

Vitrifikation von Eizellen und ihre
Anwendung zur Polkérperdiagnos-
tik (PKD) monogener Erkrankungen

B. Seifert!, B. Paulmann’, D. Seifert, U. Hehr?,

A. Hehr?, M. Bals-Pratsch’
'Kinderwunschzentrum Regensburg; ?Zentrum fiir
Humangenetik Regensburg

Fragestellung Die Vitrifikation von Eizel-
len wurde in unserem Zentrum bislang nur
im Rahmen der Fertilitdtsprophylaxe junger
Frauen ohne Partner bzw. bei Zyklen ohne
Spermagewinnung angewendet. Diese Opti-
on kann jedoch auch fiir die Polkorperdiag-
nostik (PKD) in Einzelfillen bei reduzierter
ovarieller Reserve oder technischen Proble-
men bei der Gendiagnostik von Bedeutung
sein.

Methodik Die Vitrifikation der Eizellen
erfolgte nach zeitlicher Modifikation des
,.Blastocyst vitrification medium* der Firma
Gynemed.
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Ergebnisse Anhand von 3 Falldarstellun-
gen wird die Wirksamkeit dieses Verfahrens
dargestellt.

1. Fall: 35-jdhrige Patientin, sekundire Steri-
litdt nach Geburt eines Mukoviscidose-er-
krankten Kindes. Nach Ovarstimulation
konnten 11 reife Eizellen gewonnen werden.
Wegen unvorhersehbarer technischer Pro-
bleme bei der molekulargenetischen Aufar-
beitung mussten die Eizellen vitrifiziert wer-
den. Nach Uberarbeitung des familienspezi-
fischen Diagnostiksystems erfolgte 4 Mona-
te spiter in einem artefiziellen Zyklus mit
Progynova die molekulargenetische Diag-
nostik des 1. und 2. Polkorpers. Nach dem
Auftauen waren 8 Eizellen intakt und konn-
ten biopsiert werden. Am folgenden Tag wa-
ren 5 Vorkern-Stadien (PN) vorhanden. Der
Embryotransfer von 2 Embryonen 6A und
2A (Wildtyp-Allel) erfolgte am 2. Tag nach
dem Auftauen. Daraus resultierten eine klini-
sche Schwangerschaft und die Geburt eines
genetisch gesunden Kindes.

2. Fall: 39-jahrige Patientin, sekundéire Steri-
litdt nach Geburt eines Kindes mit myotoner
Dystrophie. Aus 2 Diagnostikzyklen mit
7 bzw. 9 Eizellen konnten keine mutations-
freien Embryonen transferiert werden. Zwei
weitere Stimulationen wurden zur Vitrifika-
tion von 3 und 5 reifen Eizellen genutzt. Eine
5. Punktion ergab weitere 5 reife Eizellen,
4 davon waren imprigniert. Zwei Embryo-
nen mit dem Wildtyp-Allel (1 frithe Blasto-
zyste, 1 Morula) konnten transferiert werden.
Von den zusitzlich aufgetauten 8 Eizellen
waren 6 vital. Nach dem Ergebnis der geneti-
schen Diagnostik konnte gleichzeitig eine
Blastozyste 3BB (Wildtyp-Allel) transferiert
werden, die vermutlich zu der klinischen
Schwangerschaft gefiihrt hat.

3. Fall: 39-jdhrige Patientin, sekundire Steri-
litdt nach der Geburt eines Kindes mit fragi-
lem X-Syndrom. Es wurden zunéchst 2 er-
folglose Diagnostikzyklen ohne Transfer
von gesunden Embryonen durchgefiihrt. Da-
nach erfolgten 4 Stimulationen mit Clomifen
und Puregon zum Sammeln von reifen Eizel-
len (2—-1-2-8 Eizellen) zur Vitrifikation. Im
Herbst 2009 ist eine weitere Stimulation mit
gleichzeitiger molekulargentischer Untersu-
chung, auch der bisher vitrifizierten Eizellen,
geplant.

Schlussfolgerung Die Vitrifikation von
Eizellen stellt im Rahmen eines PKD-Pro-
gramms zur Diagnostik monogener Erkran-
kungen vor allem bei dlteren Frauen mit ge-
ringer ovarieller Reserve eine unverzichtbare
Mafnahme dar.

P17

Polkorperdiagnostik monogener
Erkrankungen unter Routine-
bedingungen

B. Seifert!, B. Paulmann’, D. Seifert', U. Hehr?,

A. Hehr?, M. Bals-Pratsch’

'Kinderwunschzentrum Regensburg; ?Zentrum fiir
Humangenetik Regensburg

Fragestellung Die Polkorperdiagnostik
(PKD) zum Ausschluss monogener Erkran-

230 J Reproduktionsmed Endokrinol 2009; 6 (5)

kungen wird in unserem Zentrum seit dem
Jahr 2001 erfolgreich praktiziert. In den ver-
gangenen Jahren konnte eine betrichtliche
Zunahme der Behandlungsfille verzeichnet
werden. Neben den Einschrinkungen des
Embryonenschutzgesetzes (ESchG) sind
neue Regelungen nach Inkrafttreten des Gen-
diagnostikgesetzes zu erwarten. Fiir die tig-
liche Routine ist eine effektivere Ablauf-
planung der PKD notwendig.

Methodik Die Festlegungen des ESchG
erfordern, dass nach der Entnahme des 2. Pol-
korpers am Punktionstag 21.00 Uhr der
Hauptanteil molekulargenetischer Aufarbei-
tung iiber Nacht erfolgt. Die Ergebnisse ste-
hen zum Zeitpunkt der Vorkern-Beurteilung
(PN) zur Verfiigung.

Seit Anfang des Jahres 2009 sind 2 Diagnos-
tikzyklen wochentlich geplant, sodass ein
neuer Algorithmus unter Beriicksichtigung
des ESchG validiert wurde. Der 1. Polkorper
wird 3 Stunden nach der Punktion (15.00
Uhr) entfernt. Die Entnahme des 2. Polkor-
pers wird am Morgen des folgenden Tages
(07.00 Uhr) durchgefiihrt. Nicht imprégnier-
te Eizellen und Eizellen mit fehlerhaften Be-
funden des 1. Polkorpers scheiden fiir die
weitere Diagnostik aus.

Ergebnisse Die molekulargenetischen Er-
gebnisse der transferrelevanten PN-Stadien
stehen im Rahmen einer 22-Stunden-Grenze
zur Verfiigung. Die aktuell vorhandenen Be-
handlungszyklen werden dargestellt.

Schlussfolgerung Die Diagnostik des 1.
und 2. Polkdrpers fiir den Ausschluss mono-
gener Erkrankungen ist im Rahmen des
ESchG ohne Nachtarbeit moglich.

P18

Chromosomenanomalien unter
Patienten mit Oligozoo- und Azoo-
spermie:Therapiemoglichkeiten,
IVF-ICSI-PGD

K Rajczy', M. Kony&, S. Matyas', A. Bernard',

P. Kovécs', G. Papp®, S. Kaali'

'Kaali Institut, Budapest; ?Istenhegyi Gendiagnostik-
zentrum, Budapest; *HM Staatliches Gesundheits-
zentrum, Budapest, Ungarn

Fragestellung Die Autoren haben die
Hiufigkeit der Chromosomenanomalien un-
ter Patienten mit Oligozoo- und Azoospermie
untersucht. Anhand der Diagnose stellen sie
Therapiemoglichkeiten und die Effektivitit
der PGD (Prdimplantationsdiagnostik) dar.

Methodik Wir haben 738 Minner mit Oli-
gozoospermie und 162 mit Azoospermie zy-
togenetisch analysiert. Die Bestimmung von
Karyotypen wurde mittels G-Bandenfirbung
in RPMI-1640-Medium, mit einer Ziich-
tungszeit von 72 Stunden durchgefiihrt. Die
weitere Vermehrung der Zellen wurde in der
Metaphase durch Zugabe von Cholchicine
blockiert, nach Hypotonisierung und Fixie-
rung wurde die G-Bandfirbung mittels
Giemsa-Losung erstellt. Die Metaphasen
wurden mit einer 1500-fachen Vergroflerung
digitalisiert gespeichert und mithilfe von
,JLucia Karyo Software* analysiert.

Bei auffilligem Karyotyp, nach genetischer
Indikation, haben wir in 74 Fillen nach
Superovulationsbehandlung IVF-ICSI-PGD
initiiert.

Die Ziichtung von Embryonen wurde im se-
quenziellen Medium (VITROLIFE) durch-
gefiihrt, die Blastomerbiopsie fand am 3. Tag
an Embryonen bestehend aus 8-10 Zellen
statt (G-PGD-VITROLIFE).

Die Blastomere wurden zur Diagnosestel-
lung in fixiertem Zustand auf Objekttrigern
in das genetische Zentrum eingesandt. Bei 71
von 74 Fillen (95,94 %) tand der Embryo-
transfer am 5. Tag statt.

Ergebnis Unter Patienten mit Oligozoo-
spermie betrug die Haufigkeit der Chromo-
somenanomalien 4,1 % (30 Fille), bei Pati-
enten mit Azoospermie 11,7 % (19 Fille).

Aufgrund der PGD konnten von 814 unter-
suchten Embryonen 260 (31,94 % ) Embryos
mit normalem Karyotyp verifiziert werden.

Die klinische Schwangerschaftsrate betrug
17,64 % bei 2,19 implantierten Priembryo-
nen pro Patient.

Schlussfolgerung Bei Patienten mit Oli-
gozoo- und Azoospermie kommen héufiger
Chromosomenanomalien als im Vergleich
zur Normalpopulation vor. Im Falle numeri-
scher und struktureller Anomalien mittels
IVF-ICSI sowie PGD koénnen bereits in der
frithen embryonalen Entwicklungsphase die
Embryos mit Chromosomenanomalien nach-
gewiesen werden.

Die Implantationsrate kann mithilfe der im
indizierten Fall durchgefiihrten genetischen
Untersuchung gesteigert werden.

P19

Idiopathic Male Infertility is Strongly
Associated with Aberrant Methyla-
tion of MEST and IGF2/H19 ICR1

A. Poplinski', S. Kliesch', F. Tiittelmanr?, D. Kanber’,
B. Horsthemke®, J. Gromoll'

'Centre of Reproductive Medicine & Andrology, Uni-
versity Clinics Miinster; ?Institute of Human Genetics,
University Clinics Mtinster; Institute of Human Genet-
ics, University Clinics Essen

Objectives Children conceived via assisted
reproduction techniques display an unex-
pected high incidence of certain congenital
diseases such as Beckwith-Wiedemann syn-
drome or Angelman syndrome. The general
mutation frequency is not increased by ART
procedures; however, those children show an
aberrant pattern of DNA methylation at im-
printed loci. Two alternative explanations for
this phenomenon are that either ART impairs
proper epigenetic reprogramming in the con-
ceived embryo or that the aberrant DNA me-
thylation arises from the male or female germ
cells. This would imply that those “epimuta-
tions” are trans-generationally inherited to
the ART children. It has been postulated in
earlier studies that a subset of infertile men
display aberrant methylation patterns in their
spermatozoa. Detailed analyses of sperm pa-
rameters of large clinically evaluated cohorts
with adequate controls however are missing.
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Patients and Methods 144 idiopathic in-
fertile men were included in the patient co-
hort. They presented at the Centre of Repro-
ductive Medicine & Andrology (CeRA)
seeking advice for infertility problems and
no known reason for infertility could be as-
signed to these men. The control cohort con-
sisted of 33 men who were recruited from the
pool of healthy normozoospermic semen do-
nors. DNA methylation of the paternal im-
print IGF2/H19 imprinting control region 1
(ICR1) and the maternal imprint MEST were
assessed by sequencing based methylation
analysis from swim-up purified spermato-
zoa.

Results All control individuals displayed
a high average degree of DNA methylation
of the paternal imprint IGF2/H19 ICR1
(95.9 %) and a low degree of methylation of
the maternal imprint MEST (4.3 %). Low to-
tal sperm counts below 40 million were asso-
ciated with aberrant imprinting in spermato-
zoa as IGF2/H19 ICR1 methylation in these
patients was significantly reduced to 89.6 %
(p < 0.05) and MEST methylation was sig-
nificantly increased to 9.6 % (p < 0.05). Fur-
ther, MEST hypermethylation was also sig-
nificantly associated with poor sperm mor-
phology and sperm motility. Patients with
less than 5 % normal sperm morphology or
less than 40 % progressively motile sperm
displayed 7 % or 6.6 % MEST methylation,
respectively, whereas controls displayed only
3.5 % MEST methylation (p < 0.05). Ageing
could be ruled out as the reason for IGF2/
H19 ICR1 hypomethylation and MEST hy-
permethylation in our cohort. To clarify
whether a particular genetic reason accounts
for the observed epimutations we performed
mutation analysis of CTCFL, the key regula-
tor of epigenetic reprogramming in the male
germ line. However, no bona-fide mutation
could be found in the 20 patients with most
aberrant IGF2/H19 ICR1 or MEST methyla-
tion.

Conclusion We present the first study as-
sessing imprinting defects in spermatozoa of
infertile men in a clinically well character-
ised patient cohort with adequate controls.
We could show that hypermethylation of the
maternal imprint MEST is a strong indicator
for sperm quality in terms of morphology
and motility. If those epimutations can be
transmitted to children conceived by ART
they represent a major risk factor for epi-
mutation-based congenital diseases in these
children. We propose that DNA methylation
analysis of imprinted genes should be inte-
grated into the routine semen analysis to
clarify whether epimutations can be trans-
mitted to the progeny.

The study was supported by the Deutsche
Forschungsgemeinschaft DFG GR 1547/8-1
and HO 949/14-1.

P 48

Kasuistik: Swyer-Syndrom (46 XY):
Verlauf von der Diagnose bis zur
Graviditat nach Oozytendonation

P. Faas-Fehervary, F. Geisthdvel
Centrum fiir Gyndkologische Endokrinologie & Repro-
duktionsmedizin Freiburg (CERF)

Fragestellung Die Abklirung einer hy-
pergonadotropen Ovarialinsuffizienz (WHO
Klasse III) im Jugendalter gehort zu den
seltenen Fillen in der Endokrinologie. Das
Swyer-Syndrom (46, XY) ist eine Raritit.
Durch die Degeneration des Hodens zu einer
Stranggonade fehlt die Testosteronsekretion,
in der primér indifferenten Urgonade knnen
sich die Miiller’schen Ginge ausdifferenzie-
ren, die Wolff’schen Ginge degenerieren.
Wir beschreiben einen Fall, der von der
Diagnosestellung in der Adoleszenz bis zur
Oozytendonation und Geburt von Gemini im
Erwachsenenalter durchgehend dokumen-
tiert ist.

Anamnese Bei der damals 16-jdhrigen Pa-
tientin wurde bei Pubertas tarda mit primérer
Amenorrhd und unauffilligem &dufleren
Genitale eine hypergonadotrope Ovarial-
insuffizienz festgestellt. Die zytogenetische
Abkldrung ergab den o.g. minnlichen
Karyotyp mit Punktmutation im SRY-Gen
und damit die Diagnose eines Swyer-Syn-
droms. Die bereits verinderte rechte Strang-
gonade (Gonadoblastom und Dysgerminom)
wurde entfernt, die linke Stranggonade war
nicht nachweisbar. Seit frithester Kindheit
war bei der Patientin zudem eine Doppel-
niere rechts mit Ureter duplex bekannt.
Wegen rezidivierender Harnwegsinfekte im
Kindesalter wurde eine Ureterplastik durch-
gefiihrt. Seit Diagnosestellung stand die
Patientin unter Hormontherapie und Substi-
tution mit Kalzium und Vitamin D3.

Verlauf Die Patientin stellte sich im Alter
von 26 Jahren bei uns vor. Auffillig war der
hypoplastische Uterus (ap 45 mm). Die Pati-
entin organisierte fiir sich eine Oozytendona-
tion im Ausland, bereits im ersten Behand-
lungsversuch trat eine Geminigraviditit ein.
Wihrend der ersten 12 Schwangerschafts-
wochen wurden die Ostrogen- und Gestagen-
supplementierung fortgesetzt. Die unauffil-
lige Schwangerschaft wurde per sectionem
beendet. Stillen war problemlos moglich.
Im Wochenbett kam es zu einem schweren
Harnwegsinfekt und einer Endometritis,
wohl auf dem Boden der angeborenen uro-
genitalen Fehlbildung, welche stationir be-
handelt werden musste.

Schlussfolgerung Bisher wurde in der
Literatur erst iiber wenige Fille einer erfolg-
reichen Schwangerschaft bei Swyer-Syn-
drom berichtet. Dieser durchgehend von der
Erstdiagnose bis zur Entbindung dokumen-
tierte Fall wirft neben den medizinischen und
psychologischen Aspekten auch die Frage
zum Patientin-Arzt-Verhiltnis auf. Da in
Deutschland die Oozytendonation verboten
ist (§ 1. Abs. 1. Nr. 2 Embryonenschutzge-
setz in Verbund mit § 1591 BGB), fiihlt sich
ein betroffenes Patientenpaar bei der Organi-
sation einer entsprechenden Behandlung im

Ausland oft allein gelassen. Sicherlich miis-
sen juristisch die drztlichen Beratungsrechte
und -pflichten in solchen Fillen gekldrt
werden.

B Gynakologische Repro-
duktionsmedizin und
Endokrinologie
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Stabiler und induzierbarer Knock-
down des Heparansulfat-Proteo-
glykans Syndecan-1 in humanen
endometrialen Stromazellen

D. M. Baston-Biist', D. Schuldt', M. Gétte?, A. SchanZ,
J. Hirchenhain', J.-S. Kriissel', A. P. Hess'
"Frauenklinik, UniKiD, Universitétsklinikum Heinrich-
Heine-Universitét, Diisseldorf; ?Klinik und Poliklinik fiir
Frauenheilkunde und Geburtshilfe, Universitétsklini-
kum Miinster

Fragestellung Eine regelrechte Implanta-
tion eines Embryos in das miitterliche Stro-
ma ist durch eine intensive, synchronisierte
feto-maternale Kommunikation gekennzeich-
net. Wichtige Mediatoren dieser Kommuni-
kation sind Chemokine, wie z. B. ,,chemo-
kine ligand 1* (CXCL1), das in der miitterli-
chen Dezidua bei Kontakt mit Trophoblast-
konditioniertem Medium (TCM) hochregu-
liert wird [1]. Chemokine binden an klassi-
sche 7 Transmembran-enthaltende G-Pro-
tein-gekoppelte Rezeptoren. Neben diesen
klassischen Rezeptoren agieren die Heparan-
sulfat-bindenden, membranstidndigen Proteo-
glykane-Syndecane (Sdc) als Korezeptoren,
die verschiedene Aufgaben hinsichtlich der
Vermittlung von Chemokin-Signalen wahr-
nehmen. Einerseits intensivieren sie die Bin-
dung des Ligand-Rezeptor-Paares durch die
rdaumliche Konformation an der Zelloberfla-
che, speichern Chemokine vor der Bindung
an den Rezeptor und sind am Aufbau von
Chemokingradienten beteiligt, wie sie bei-
spielsweise zur Leukozytenrekrutierung ge-
nutzt werden [2]. Die Expression der Sdc-1
bis 4 im Endometrium normzyklischer Frau-
en mit einer Hochregulation der Sdc-1 und -4
im sekretorischen Abschnitt des Zyklus, in
dem sich das miitterliche Gewebe auf eine
potenzielle Implantation eines Embryos vor-
bereitet, ist bereits bekannt [3].

Da CXCLI1 eine wichtige Komponente des
friihen feto-maternalen Dialogs darstellt,
sollte der stabile und induzierbare knock-
down des Korezeptors Sdc-1 Aufschluss
tiber die Bedeutung des Korezeptors an der
feto-maternalen Schnittstelle mit Hinblick
auf die Regulation von CXCLI1 und dessen
Einfluss auf die Implantation geben.

Methodik Kultur humaner endometrialer
Stromazellen der Linie ST-T1 [4], T-REx™
System (Invitrogen), Transfektion des fiir den
Tetrazyklin-Repressor kodierenden Plamids
pcDNAG6/TR via Nukleofektion, Selektion,
Klonierung dreier potenzieller Short-hair-
pin-RNAs gegen Sdc-1 in pENTR/H1/TO
und Sequenzierung, Transfektion erfolgrei-
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cher Klone in mit pcDNAG6/TR transfizierte
ST-T1, Selektion, Induktion des Sdc-1-
knock-down mit Tetrazyklin, Nachweis mit-
tels Real-Time-PCR, Dezidualisierung mit
cyclo-Adenosinmonophosphat (cAMP) und
Progesteron, RNA-Isolation, Reverse Trans-
kription, PCR fiir beta-Aktin (Haushaltsgen)
und Prolaktin (Dezidualisierungsmarker).

Ergebnisse Nach erfolgreicher Selektion
stabiler und mit Tetrazyklin (Tet) induzier-
barer Sdc-1-Knock-down-Klone wurden die
generierten Zellen als auch die Kontrollen
mit cAMP und Progesteron fiir 72 Stunden
dezidualisiert. Anhand der durchgefiihrten
PCRs fiir den Dezidualisierungsmarker Pro-
laktin konnte gezeigt werden, dass sich auch
die mit Tetrazyklin induzierten Knock-
down-Zellen (KdS1) dezidualisieren lassen.

Schlussfolgerung Wir konnten erfolg-
reich eine stabile und mit Tet induzierbare
humane endometriale Stromazelllinie (KdS1)
generieren, die hinsichtlich des Prozesses der
Dezidualisierung funktionell erscheint. So-
mit steht dieses Modellsystem fiir weitere
Untersuchungen zur Aufdeckung der Signal-
wege des para-, auto- und endokrin wirksa-
men CXCLI1 im Rahmen von Dezidualisie-
rung und Implantationsgeschehen zur Verfii-
gung.

Literatur:

1. Hess et al. Dezidual stromal cell response to
paracrine signals from the trophoblast: amplification

of immune and angiogenic modulators. Biol Repro
2007; 76: 102-17.

2. Gotte et al. Syndecans as modulators of chemokine
function. In: Progress in chemokine Research. Editor
WP. Linkes, 2007.

3. Germeyer et al. Expression of syndecans, cell-cell
interaction regulating heparin sulphate proteoglycans
within the human endometrium and their regulation
throughout the menstrual cycle. Fertil Steril 2007;
87: 657-63.

4. Brosens et al. Human endometrial fibroblasts im-
mortalized by Simian Virus 40 large T antigen differ-
entiate in response to a dezidualization stimulus.
Endocrinology 1996; 137: 2225-31.
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Embryonaler Stimulus zur Chemo-
kine ligand 1- (CXCL1-) Expression
in humanen endometrialen Stro-
mazellen wird tiber MEK- und
STAT-Signalwege vermittelt

D. Schuldt, D. M. Baston-Biist, D. Ziegler, A. Schanz,
J.-S. Kriissel, A. P. Hess

Frauenklinik, Universitétsklinikum, Heinrich-Heine-Uni-
versitat Diisseldorf; UniKiD, Diisseldorf

Fragestellung Eine synchronisierte feto-
maternale Kommunikation kennzeichnet die
Implantation eines Embryos in das miitterli-
che Stroma. Chemokine sind wichtige Kom-
ponenten dieser Kommunikation, z. B. ,,che-
mokine ligand 1* (CXCL1), das in der miit-
terlichen Dezidua bei Kontakt mit Tropho-
blast-konditioniertem Medium (TCM) hoch-
reguliert wird [1]. Die humane Stromazell-
linie ST-T1 [2, 3] fungiert in vitro als ideales
Untersuchungsobjekt der frithen feto-mater-
nalen Schnittstelle, da diese Zellen dezidua-
lisierbar sind und die In-vivo-Eigenschaften
des Endometriums widerspiegeln.
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Da CXCLI1 eine wichtige Komponente des
frilhen feto-maternalen Dialogs darstellt,
sollte der Signalweg untersucht werden, tiber
den die Aktivierung von CXCL1 bei Imita-
tion des embryonalen Kontakts durch Inter-
leukin-1beta (IL-1beta) an der feto-materna-
len Schnittstelle erfolgt.

Methodik Kultur humaner endometrialer
Stromazellen der Linie ST-T1 [2, 3], Dezi-
dualisierung mit zyklo-Adenosinmonophos-
phat (cAMP) und Progesteron, Inkubationen
mit rekombinantem humanem IL-1beta
(Konzentrations- und zeitabhingig) und In-
hibitoren der Signalwege von Mitogen-acti-
vated protein kinase kinase (MEK), c-Jun N-
terminal kinase (JNK) und Signal Transdu-
cers and Activator of Transcription (STAT3),
RNA-Isolation, Reverse Transkription, PCR
fiir beta-Aktin (Haushaltsgen), Prolaktin
(Dezidualisierungsmarker) und CXCLI so-
wie CXCLI1-ELISA.

Ergebnisse Wir konnten zeigen, dass
dezidualisierte endometriale Stromazellen
100-mal sensitiver gegeniiber dem IL-1beta-
Stimulus hinsichtlich der Expression von
CXCL1 auf Ebene der mRNA reagieren. Auf
Proteinebene wird um den Faktor 2,5-mal
mehr CXCLI in den Kulturiiberstand sezer-
niert. Die stiarkste Hemmung des CXCL1-Si-
gnals erhielten wir durch den Einsatz von
MEK-Inhibitor, gefolgt von STAT3-Inhibi-
tor.

Schlussfolgerung Die Weiterleitung des
embryonalen Signals — hier imitiert durch
IL-1beta — scheint hauptsdchlich iiber den
MEK-Signalweg zu verlaufen. Dieser Signal-
weg ist in Zellproliferation und -wachstum
involviert, initiiert unter anderem durch
Wachstumsfaktoren, die ebenfalls in den
Prozess der Implantation bei Vaskulo- und
Angiogenese involviert sind. Im Rahmen
dieser frithen feto-maternalen Kommunikati-
on scheint CXCL1 bei den grundlegenden
Mechanismen der Implantation eine wichtige
Rolle zu spielen, die fiir die sichere Etablie-
rung und den anschliefenden weiteren Ver-
lauf einer Schwangerschaft von grofler Be-
deutung sind.

Literatur:

1. Hess et al. Dezidual stromal cell response to
paracrine signals from the trophoblast: amplification
of immune and angiogenic modulators. Biol Repro
2007; 76: 102-17.

2. Brosens et al. Human endometrial fibroblasts im-
mortalized by Simian Virus 40 large T antigen differ-
entiate in response to a dezidualization stimulus.
Endocrinology 1996; 137: 2225-31

3. Samalecos et al. Characterization of a novel
telomerase-immortalized human endometrial stromal
cell line, St-T1b. Reprod Biol Endocrinol 2009; 7: 76.
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Etablierung endometrialer Stamm-
zellkulturen zur Charakterisierung
potenzieller Pathogenesefaktoren
der Endometriose

N. Schulte’™, A. N. Schiiring’*, M. Wolf', R. Kelsch?,
0. Buchweit?', L. Kiesel', M. Gditte!

'Klinik und Poliklinik fiir Frauenheilkunde und Geburts-
hilfe, Miinster; ?Institut fiir Transfusionsmedizin und
Transplantationsimmunologie, Universitétsklinikum
Miinster

Fragestellung Die Endometriose ist defi-
niert als das Vorkommen endometriumarti-
ger Zellverbinde auBerhalb des Cavum uteri.
Endometrioseherde erzeugen unspezifische
zyklusabhingige Beschwerdesymptomatiken
wie Unterbauchschmerzen, Dysmenorrhd und
Dyspareunie. Bei einer Inzidenz der Erkran-
kung von 10 % der Frauen zwischen dem 15.
und 50. Lebensjahr und einer 35-50%igen
Korrelation zwischen Unterbauchschmerzen
und Infertilitdt mit Endometriose handelt es
sich um eine epidemiologisch sehr relevante
Erkrankung. Atiologie und Pathogenese der
Erkrankung sind bis heute nicht vollstindig
geklirt, neue Daten deuten jedoch auf eine
fehlgeleitete Funktion endometrialer Stamm-
zellen als einen Pathogenesemechanismus
hin. Die Transplantationstheorie postuliert,
dass wihrend der Menstruation vitales Endo-
metriumgewebe retrograd durch die Tuben
in den Bauchraum gelangt, wo eine ektope
Implantation erfolgen kann. Das hohe proli-
ferative Potenzial und die erweiterten Diffe-
renzierungsmoglichkeiten fehllokalisierter
Stammzellen konnten hierbei eine Etablie-
rung des Endometrioseherdes begiinstigen.
Ziel der vorliegenden Studie war die Etablie-
rung einer Stammzellkultur aus Endometri-
umgewebe und deren molekulare Charakteri-
sierung als Grundlage zur Entwicklung neuer
diagnostischer und therapeutischer Ansitze
der Endometriose.

Material und Methoden Stromazellen
nativer Endometriumbiopsien (n = 44) wur-
den nach enzymatischer Dissoziation mit
Kollagenasen durch Immundepletion von
Driisenepithelzellen und Leukozyten sepa-
riert. In klonaler Dichte ausgesiite Stroma-
zellen wurden seriell passagiert und mittels
quantitativer Real-time-PCR und Durch-
fluss-Zytometrie auf die Expression der
mesenchymalen Stammzellmarker CD146,
Notch-1, Msi-1, sowie des Pluripotenz-asso-
ziierten Transkriptionsfaktors Sox-2 unter-
sucht. Zum Nachweis des Differenzierungs-
potenzials wurde eine osteogene Differen-
zierung mit anschlieBender Aktivititsfir-
bung des Enzyms durch alkalische Phosphat-
ase vorgenommen. Zur Uberpriifung einer
moglichen Relevanz endometrialer Sox-2-
Expression fiir die Atiologie der Endometri-
ose wurde eine vergleichende immunhisto-
chemische Untersuchung an Paraffinschnit-
ten von Endometriumgewebe aus Endome-
triosepatientinnen und gesunden Probandin-
nen vorgenommen (n = 30).

Ergebnis Primirkulturen von Endometri-
umbiopsien zeigten eine Klonierungseffizi-
enz von 0,795 %, die nach der ersten Passa-
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gierung auf 4,329 % anstieg. Die klonalen
Zellen lieBen sich iiber eine Zeitraum von
> 12 Monaten tiber mehr als 20 serielle Pas-
sagen kultivieren, ohne Chromosomenaber-
rationen zu zeigen. Mittels quantitativer
Real-time-PCR lieB sich die Expression von
Sox-2, Notch-1, Msi-1 und CD146 in den
klonalen Kulturen nachweisen. Durchfluss-
zytometrisch konnte die Expression von
CD146 und des mesenchymalen Stammzell-
markers CD73 nachgewiesen werden. Eine
Teilpopulation der klonalen Zellen lie sich
reproduzierbar osteogen differenzieren. Die
immunhistologische Untersuchung ergab im
proliferativen Endometrium eine signifikan-
te 2,1-fache Erhohung der Sox2-Expression
im Vergleich zum Endometrium der sekre-
torischen Phase. In Endometriosebiopsien
zeigte sich die Zahl Sox-2-positiver Zellen
im Stroma im Vergleich zum sekretorischen
Gewebe signifikant erhoht.

Schlussfolgerung Mittels der Technik
der seriellen klonalen Passagierung gelang in
dieser Studie die Etablierung klonaler Endo-
metriumzellkulturen, welche Stammzell-
eigenschaften wie das Potenzial zur osteo-
genen Differenzierung, die nicht durch chro-
mosomale Aberrationen bedingte Langzeit-
kultivierbarkeit, sowie die Expression
Stammzell-typischer Markergene aufweisen.
Die im Vergleich zum gesunden sekretori-
schen Endometrium signifikant verinderte
Expression des Stammzellmarkers Sox-2 in
Endometriosegewebe legt eine mogliche Be-
teiligung an der Pathogenese dieser Erkran-
kung nahe, welche eine hidufige Ursache
weiblicher Fertilititsprobleme darstellt. Die
neu etablierten endometrialen Stammzellkul-
turen konnten hierbei ein wichtiges Werk-
zeug zur zukiinftigen In-vitro-Untersuchung
der Pathogenesemechanismen stammzell-
assoziierter Ursachen weiblicher Fertilitéts-
probleme darstellen.

* N. Schulte und A. Schiiring sind gleichberechtigte
Erstautoren dieser Studie.
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Effect of Uterine Immune Cells on
Endometrial Stromal Cells

A. Germeyer', A. Sharkey?, K. Heim', R. Sherwir?,
M. Prasadajudio’, L. Gardner’, A. Moffett’,

M. von Wolff!, T. Strowitzki’

'Gynékologische Endokrinologie und Reproduktions-
medizin, UFK Heidelberg, ?Department of Pathology,
University of Cambridge, United Kingdom

Introduction While the distribution of
uterine immune cells within endometrium
has been well described, little is known about
their impact on other cells within the endo-
metrial tissue. We previously reported a sub-
stantial effect of uterine leucocytes on non-
dezidualized stromal cells, leading to homing
of uterine natural killer cells (uNK) into the
endometrium and therefore contributing to
the increase in uNK numbers during the
secretory phase endometrium. Herein we
plan to examine the effect of uterine immune
cells on the effect of dezidualization of en-
dometrial stromal cells. Furthermore the im-
pact of uterine immune cells on the gene ex-

pression signal of dezidualized stromal cells
will be assessed.

Methods After informed consent (under
the ethical committee of the University of
Heidelberg) endometrial biopsies (n= 8)
were taken from healthy women with regular
menstrual cycles during laparoscopy. Uter-
ine immune cells were isolated from dezidual
tissue donated by women who underwent
legal determination of pregnancy out of per-
sonal reasons. After isolation of endometrial
stromal cells, stromal cells were dezidualized
in-vitro and the effect of uterine immune
cells on classical dezidualization markers
was assessed. To further understand their role
in implantation a global cDNA microarray
was performed on dezidualized stromal cells
incubated with uterine leucocyte conditioned
media and results were confirmed with spe-
cific Tagman primers using Realtime PCR.

Results The anticipated effect of uterine
immune cells on stromal cell dezidualization
could not be shown. Nevertheless a profound
paracrine effect was noted in dezidualized
stromal cells treated with uterine leukocyte
conditioned medium, leading to the up-regu-
lation of many chemokines and other genes,
many of which are also found to be stimu-
lated by trophoblast conditioned media, in-
cluding IL-8, CXCL1, CCL2.

Conclusion Our findings suggest that uter-
ine leucocytes have a local paracrine effect
on stromal cells mainly influencing the local
chemokine/cytokine production, leading to
homing of immune cells as well as tropho-
blast. We therefore suggest a supporting ef-
fect of uterine immune cells in the process of
trophoblast implantation. A prior assumed
effect on stromal cell dezidualization could
not be confirmed.
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Expression von Vascular-Endo-
thelial-Growth-Factor und seinem
Korezeptor Neuropilin-1 an der
feto-maternalen Schnittstelle

A. C. Porn, D. M. Baston-Biist, A. Schanz, J. S. Kriissel,
W. Janni, A. P. Hess

Frauenklinik, Heinrich-Heine-Universitat, Diisseldorf;
UniKid, Diisseldorf

Fragestellung Angiogenese stellt eine der
Grundvoraussetzungen fiir eine erfolgreiche
Implantation des Konzeptus dar. Stérungen
dieses Prozesses konnen Fehlgeburten, aber
auch schwangerschaftsassoziierte Erkran-
kungen, wie z. B. Prieklampsie, zur Folge
haben. Dem ,,vascular endothelial growth
factor* (VEGF) wird eine Schliisselfunktion
bei der Angiogenese im Rahmen der zyklus-
spezifischen Umbauprozesse im Endometri-
um sowie bei der Implantation zugeschrie-
ben. VEGF vermittelt seine Wirkung iiber
die etablierten Rezeptoren VEGRF1 und
VEGREF2, beides Mitglieder der Tyrosin-
Kinase-Familie. Kiirzlich konnte gezeigt
werden, dass ein weiterer Rezeptor, das
Neuropilin-1 (NRP-1) durch Steigerung der
Bindung von VEGF165 an VEGFR2 eben-
falls eine Rolle im Rahmen der Signalprozes-

se der Angiogenese im Endometrium spielt.
Die letztlich beschriebene Expression von
NRP-1 im humanen Endometrium wihrend
des menstruellen Zyklus fiihrt zu der Hypo-
these, dass NRP-1 auch bei der Regulation
der dezidualen Angiogenese im Rahmen der
Implantation eine wichtige Rolle spielt [1].

Methodik Untersuchung von NRP-1-Pro-
teinexpression und Lokalisation in humaner
Dezidua aller 3 Schwangerschaftstrimester
mittels immunhistochemischer Analyse. RT-
PCR von murinen Priaimplantationsembryo-
nen auf die mRNA-Expression von VEGF.

Ergebnisse Es konnte eine NRP-1-Ex-
pression in der Dezidua und den Villi aller
Proben gezeigt werden, wobei die stirkste
Expression in den Proben des ersten Trimes-
ters und hier in dezidualen Gefaf3en, im Stro-
ma und in den Driisen sowie im invadieren-
den Zytotrophoblasten nachgewiesen wer-
den konnte. Im 2. Trimenon zeigte sich in der
Dezidua eine reduzierte, im Zytotrophoblas-
ten noch starke NRP-1-Expression, gefolgt
von einer schwachen dezidualen und kaum
darstellbaren NRP-1-Expression im Zytotro-
phoblasten des 3. Trimesters. Des Weiteren
wurde mittels RT-PCR die mRNA-Expressi-
on von VEGF in murinen Praimplantations-
embryonen untersucht. Von den untersuch-
ten 77 Blastozysten zeigten 67 eine VEGF-
mRNA-Expression (87,01 %).

Schlussfolgerung Dies ist die erste Studie
tiber die NRP-1-Expression in der humanen
Dezidua und Trophoblasten, die die Wichtig-
keit des VEGF-Korezeptors NRP-1 neben den
etablierten VEGF-Rezeptoren im Rahmen
der Implantation aufzeigt. Die beschriebenen
Ergebnisse unterstiitzen die These, dass die
Haupt-Umbauprozesse im Sinne einer Gefd$3-
neubildung und -einsprossung in den ersten
Schwangerschaftswochen stattfinden. Dariiber
hinaus zeigt die embryonale VEGF-Expres-
sion, hier aus ethischen Griinden am Maus-
modell untersucht, dass ein fein synchroni-
sierter Dialog von Ligand und Rezeptor an
der feto-maternalen Schnittstelle notwendig
ist, um die Implantation sicher durchzufiih-
ren. Durch die Bereitstellung des alternati-
ven VEGF-Korezeptors wird dieser durch
VEGFR2-vermittelte Vorginge verstirkt [1].
Literatur:

1. Hess AP, Schanz A, Baston-Buest DM, Hirchen-
hain J, Stoff-Khalili MA, Bielfeld P, Kruessel JS.
Expression of the vascular endothelial growth factor
receptor neuropilin-1 in the human endometrium.
J Reprod Immunol 2009; 79: 129-36.
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Nabelschnur-Endothelzellen von
mannlichen Neugeborenen produ-
zieren signifikant mehr loslichen
VEGF-Rezeptor-1 und Angiopoie-
tin-1 als diejenigen von weiblichen
Neugeborenen

J. Neulen, K Motejlek

Gynékologische Endokrinologie, Universitétsklinikum
Aachen

Fragestellung In der Angiogenese spielen
der ,yvascular endothelial growth factor*
(VEGF) und sein loslicher Rezeptor 1
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(sVEGFR-1) eine besonders wichtige Rolle.
Wihrend VEGF das Auswachsen von Blut-
gefiBen fordert, wirkt sVEGFR-1 als VEGF-
Antagonist dem entgegen. Ein weiteres pro-
angiogen wirksames Protein ist die Matrix-
Metalloproteinase-9 (MMP-9), die an der
Umgestaltung der extrazellulairen Matrix
mitwirkt und iiber den ,,issue inhibitor of me-
talloproteinase“l (TIMP-1) reguliert wird.
Auch Angiopoietin-1 (Ang-1), das fiir die
Ausdifferenzierung und Stabilisierung be-
reits vorhandener Gefille verantwortlich ist,
unterstiitzt die BlutgefdaBausbildung. Da En-
dothelzellen in der Angiogenese eine Schliis-
selposition einnehmen, war es das Ziel dieser
Arbeit, festzustellen, ob geschlechtsabhéngi-
ge Unterschiede in der endothelialen Produk-
tion der genannten Faktoren vorhanden sind.

Material und Methoden Endothelzellen
wurden aus der Nabelschnurvene (HUVEC)
von 6 minnlichen und 6 weiblichen Neuge-
borenen isoliert und anschlieend in einer
Konzentration von 100.000 Zellen/Well in
einer 24-Well-Zellkulturplatte ausgesit. Nach
einem Mediumwechsel am nidchsten Tag
wurden VEGF, sVEGFR-1, TIMP-1, MMP-9
und Ang-1 nach weiteren 4 Tagen Kultivierung
iiber ELISA (,,enzyme-linked immunosorbent
assay®) im Zellkulturiiberstand quantifiziert
und die Werte der ménnlichen und weibli-
chen Neugeborenen miteinander verglichen.

Ergebnis Auffallend bei den Untersuchun-
gen war der hohe Gehalt an TIMP-1 von
durchschnittlich 13.961 pg/ml im Kultur-
tiberstand, bei dem allerdings kaum ein Un-
terschied zwischen den HUVEC ménnlicher
und denjenigen weiblicher Neugeborener zu
sehen war. Auch bei den, im Vergleich zu
TIMP-1, eher geringen durchschnittlichen
Konzentrationen an VEGF (372 pg/ml) und
MMP-9 (284 pg/ml) im Zellkulturiiberstand
war kein auffilliger Unterschied zwischen
den beiden Endothelzellgruppen festzustel-
len. Im Gegensatz zu diesen 3 Faktoren se-
zernierten die von minnlichen Neugebore-
nen isolierten Endothelzellen jedoch signifi-
kante 57 % mehr sSVEGFR-1 (3169 pg/ml vs.
2023 pg/ml) und sogar signifikante 94 %
mehr Ang-1 (1037 pg/ml vs. 534 pg/ml) in
das umgebende Kulturmedium als die
HUVEC der weiblichen Neugeborenen. Bei
einem Vergleich beziiglich Grofle, Gewicht,
pH-Wert des Blutes und Gestationsalter so-
wie der Anzahl der miitterlichen Geburten
waren keine bedeutenden Unterschiede zwi-
schen den minnlichen und weiblichen Neu-
geborenen zu finden.

Schlussfolgerung Endothelzellen aus der
Nabelschnurvene minnlicher Neugeborener
produzieren signifikant mehr sVEGFR-1
und Ang-1 als diejenigen weiblicher Neuge-
borener. Dies konnte ein Hinweis sein, dass
bei ménnlichen Feten moglicherweise stabi-
lere, aber zahlenmifBig etwas weniger vendse
Kapillaren in der Plazenta ausgebildet sind
als bei weiblichen Feten. Die Folge wire eine
etwas schlechtere Sauerstoffversorgung der
minnlichen Feten wihrend der Schwanger-
schaft.

Diese Arbeit wurde vom DFG NE 388/6-1
unterstiitzt.

234 J Reproduktionsmed Endokrinol 2009; 6 (5)

P 26

Syndecan-3 Polymorphismen bei
Adipositas und weiblicher Hyper-
androgenamie

A. Schiiring', F. LutZ', F. Tiittelmanr?, J. GromolF,

L. Kiesel', M. Gétte'

"Klinik und Poliklinik fir Frauenheilkunde und Geburts-
hilfe, Universitéatsklinikum Miinster; 2Institut fiir Human-
genetik, Universitatsklinikum Miinster; *Centrum fiir
Reproduktionsmedizin und Andrologie, Universitéts-
klinikum Miinster

Hintergrund Syndecan-3 (SDC3), einem
Heparinsulfat-Proteoglykan mit zentralen
Funktionen bei der Organisation der Zell-
Zell-Adhésion, wird neuerdings eine Rolle
auch bei der Energie-Homoostase zuge-
schrieben. Unter fettreicher Kost sind SDC3-
Null-Mduse resistent gegeniiber einer Ge-
wichtszunahme und weisen eine bessere
Glukosetoleranz auf als Wild-Typ-Maéuse.
Eine klinische Studie zeigte eine Korrelation
von Polymorphismen des SDC3 mit Adipo-
sitas in einer koreanischen Population. Da
Adipositas bei Frauen mit Hyperandrogen-
dmie und Infertilitit einhergehen kann, un-
tersuchten wir die Rolle von SDC3-Polymor-
phismus in weiblichen Individuen, die sich
einer standardisierten Diagnostik  vor
Kinderwunschbehandlung unterzogen.

Fragestellung Korrelieren SDC3-Poly-
morphismen mit Ubergewicht und endokri-
nen Parametern weiblicher Hyperandrogen-
dmie in einem europdischen Kollektiv?

Patienten und Methode Endokrine Pa-
rameter und BMI von 249 Frauen wurden un-
tersucht. Genotypisierung der 3 Polymorph-
ismen V2081, D245N und T329I wurde mit
TagMan-Technologie unter Verwendung
von DNA aus Lymphozyten und allelischer
Diskriminierungs-PCR durchgefiihrt. Chi?-
Test, Student’s-t-test und One-way-ANOVA
wurden als statistische Tests verwendet.

Ergebnisse Eine seltene Genotyp- und Al-
lel-Variation von T3291 war mit Adipositas
korreliert (p = 0,028). Genotyp und Allele
von V208I korrelierten mit LH (p = 0,007
und p = 0,001), LH/FSH (p = 0,002 und
p < 0,005), 17-OH-Progesteron (p = 0,007
und p = 0,001), Androstendion (p = 0,046
und p = 0,013) und SHBG (p = 0,021).

Schlussfolgerung Deutliche  ethnische
Unterschiede der SDC3-Polymorphismus-
Verteilung in unserer europdischen Popula-
tion konnten zu Korrelationen beitragen, die
weniger ausgeprigt sind als im koreanischen
Kollektiv. Wihrend seltene Variationen von
T3291 mit Adipositas korrelierten, war
V2081 mit endokrinen Parametern assoziiert,
die mit weiblicher Hyperandrogendmie in
Verbindung stehen. Diese Ergebnisse weisen
darauf hin, dass SDC3-Polymorphismen zu
der Verbindung zwischen Ubergewicht und
weiblicher Hyperandrogendmie beitragen
konnten. Sie schlagen auBerdem eine neue
potenzielle Rolle fiir SDC3 als Modulator
der gonadalen Steroidfunktion vor.
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Aquivalenz von HP-hMG versus
Follitropin alpha zur ovariellen
Stimulation im GnRH Antagonis-
ten Protokoll

T. Strowitzki', G. Wilke?, S. Dieterle®, K. J. Thong,

W. Ledger, A. Rutherford®

TAbt. Gynékologische Endokrinologie und Fertilitéts-
stdrungen, UFK Heidelberg; ?Zentrum fiir Reproduk-
tionsmedizin und Humangenetik, Hildesheim; *Gemein-
schaftspraxis, Dortmund; *Royal Infirmary of Edinburgh,
United Kingdom, *Academic Unit of Reproductive &
Developmental Medicine, Sheffield, United Kingdom;
6The Leeds Reproductive Medicine Unit, Leeds, United
Kingdom

Ziel Vergleich der Effizienz und Sicherheit
von HP-hMG (Menopur; Ferring Pharma-
ceuticals) vs. rekombinantem FSH (Folli-
tropin alpha, Gonal-F; Serono) im Rahmen
einer [VF-Stimulationsbehandlung unter
GnRH-Antagonisten-Protokoll.

Design Prospektiv randomisiert, open label,
Parallelgruppen, vergleichende Pilotstudie.

Material und Methoden Die Studie
schloss 76 Patientinnen (> 20-35 Jahre; BMI
> 18-32 kg/m?) ein, die <2 vorherige IVF-
Zyklen hatten. Die Partner hatten ein nor-
males Spermiogramm. Die Patientinnen
erhielten eine fixe Tagedosis (150 U) von
HP-hMG (n= 37) oder Follitropin alpha
(n=39), ab Tag 2-3 des Zyklus fiir maximal
13 Tage. Die Dosis konnte angepasst wer-
den. Der GnRH-Antagonist (Cetrorelix;
Serono; 0,25 mg/d) wurde vom 5. Tag der
Stimulation bis zur Ovulationsinduktion ge-
geben (hCG; 250 ug). Das primédre Ziel der
Studie war die laufende Schwangerschaft,
das sekundire Ziel schloss die klinische SS-
Rate, die Lebendgeburtrate, die Implanta-
tionsrate und die Nebenwirkungen (AEs) ein.

Ergebnisse 31 Patientinnen erhielten HP-
hMG und 34 Follitropin alpha, (,,per-proto-
col population® [PPP]); von diesen Pat. er-
reichten 83,9 % (n =26) und 97,1 % (n =33)
die hCG-Kriterien, wobei 74,2 % (n= 23)
und 82,4 % (n = 28) der Pat. einen Embryo-
transfer erhielten. Ein positiver beta-hCG-
Test 11-14 Tage nach ET fand sich bei
51,6 % (n =16) bzw. 47,1 % (n = 16) Patien-
tinnen (HP-hMG vs. Follitropin alpha). In
der 9. SSW wurde die fortbestehende SS bei
Patientinnen mit initial positivem SS-Test
mit 355% (n= 11) vs. 382% (n= 13;
-0,028 [95 %-CI: -0,262, 0,207]; HP-hMG
vs. Follitropin alpha) ermittelt. Die Lebend-
geburtrate aller behandelten Pat. betrug
35,1 % (n =13) vs.30,7 % (n = 12), HP-hMG
vs. Follitropin alpha. Unter HP-hMG wurden
weniger Nebenwirkungen (AEs) vs. Follitro-
pin alpha (69 vs. 123) beobachtet; 59,5 %
und 69,2 % der Patientinnen hatten keine Ne-
benwirkungen. Eine Uberstimulation (OHSS)
wurde bei 3 HP-hMG (1 mild, 2 moderat) vs.
4 (1 mild, 3 moderate bei Follitropin-alpha-
Patientinnen diagnostiziert.

Schlussfolgerung Die Studie weist auf
eine Aquivalenz zwischen HP-hMG und Fol-
litropin alpha im GnRH-Antagonisten-Pro-
tokoll in Bezug auf die laufende SS-Rate hin.
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~Notfall-ICSI” als fertilitatserhal-

tende MaBRnahme bei einem pro-
gressiv wachsenden Burkitt-Lym-
phom beider Ovarien

A. Schiiring’*, N. Schulte’™, W. E. BerdeF, V. Nordhoff,
S. Kliesch?, L. Kiesel', S. Koschmieder?

"Klinik und Poliklinik fiir Frauenheilkunde und Geburts-
hilfe, Universitatsklinikum Miinster; 2Universitéts-
klinikum Miinster, Medizinische Klinik A (Hamatologie
und Onkologie), Mtinster; 3Centrum fiir Reproduktions-
medizin und Andrologie, Universitétsklinikum Miinster

Hintergrund Ein ovarielles Lymphom ist
eine seltene Manifestation einer systemischen
Erkrankung, die eine effektive onkologische
Therapie von hoher Gonadotoxizitit erfor-
derlich macht.

Fallbericht Wir berichten von einer jungen
Frau mit einem Burkitt’s-Non-Hodgkin-
Lymphom, das anlésslich einer laparoskopi-
schen einseitigen Ovarektomie bei unklarem
Adnextumor diagnostiziert wurde. Die Pati-
entin war verheiratet und hatte Kinderwunsch.
Mit dem Ziel einer ICSI mit Kryokonser-
vierung von Pronukleistadien wurde eine
Gonadotropistimulation des verbliebenen
Ovars vor Chemotherapie durchgefiihrt. Im
Verlauf der hormonellen Stimulation wurden
eine ,Jlow response” und ein progressives
Wachstum des Ovars beobachtet. Unter dem
Verdacht einer malignen Infiltration des ver-
bliebenen Ovars als Ursache fiir die ,low
response” wurde die wihrend der Follikel-
punktion asservierte  Follikelfliissigkeit
durchflusszytometrisch analysiert. In der
Follikelfliissigkeit wurden lymphoblastische
Zellen identifiziert, die auf eine progressive
Infiltration des verblieben Ovars durch das
Lymphom weisen.

Schlussfolgerung Nach unserer Kennt-
nis ist dies der erste Bericht iiber ein Burkitt-
Lymphom beider Ovarien im Zusammen-
hang mit fertilitdtserhaltenden Mafnahmen.
Wegen seines dynamischen Wachstums und
seiner kritischen Lokalisation, die die folli-
kuldre Reserve bereits vor onkologischer
Therapie gefihrdet, stellt die Erkrankung
nicht nur einen onkologischen Notfall dar,
sondern verlangt auch unverziigliche Maf-
nahmen, wenn der Erhalt der Fertilitit indi-
ziert ist.

* A. Schiiring und N. Schulte sind gleichberechtigte
Autoren dieser Studie.
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MedITEX-FemaleAndroAID: Soft-
ware zur elektronischen Erfassung
von Patientinnen mit Funktionel-
ler Androgenisierung (FA)

F. Geisthével', M. Schindler’

'Centrum fiir Gyn. Endokrinologie & Reproduktions-
medizin Freiburg (CERF), Freiburg i. Br.; ?CRITEX GmbH,
Regensburg

Fragestellung Die weibliche FA von der
Pubertdt bis zur Postmenopause stellt ein
Kaleidoskop unterschiedlichster Dysfunk-
tionen und Erkrankungen dar. Umfangreiche

Studien unserer Arbeitsgruppe haben einen
Paradigmenwechsel in der inhaltlichen Auf-
fassung dieser Beschwerdebilder eingeleitet:
eine deutlich verdnderte Nomenklatur und
eine neuartige Klassifikation wurden einge-
fiihrt. Nachdem in 2007 aufbauend auf friihe-
ren Studien eine umfangreiche kritische Be-
wertung des Rotterdam Konsensus zum Poly-
zystischen Ovarsyndrom [1] vorgenommen
worden ist [2], ist in 2008 eine Publikation
[3] mit der klinischen Umsetzung dieser neu-
artigen Systematik erfolgt. Deren wissen-
schaftliche Basis ist dann in 2009 [4] detail-
liert erortert worden. In dieser Publikation
wird zusitzlich als Anhang ein von uns ent-
wickelter Anamnese-, Befund- und Diagnose-
bogen (,,FuncAndroAID*) zur FA veroffent-
licht, in dem der wissenschaftlich belegte Al-
gorithmus [4] zur klinischen Anwendung
kommt. Die Logistik dieses Bogens soll nun in
eine elektronische Software umgesetzt werden.

Material und Methoden FuncAndroAID
(abgefasst in englischer Sprache) basiert auf
den Ergebnissen unserer aktuellen Studie
[4], in der eine neu entwickelte Gruppenein-
teilung der FA mit zahlreichen Standards, die
es zur Erfassung der breiten Spektrums der
FA weltweit gibt, verkniipft worden ist.
Nach Erfassung der Stammdaten und syste-
matisierter Anamnese- und Befunderhebung
erfolgt die Klassifikation auf der Basis eines
spezifischen Gruppenclusters unter Zuhilfe-
nahme exakt definierter Cluster-Variablen.
Die weitere individuelle Charakterisierung
der Patientin kommt durch den Einsatz eben-
so exakt definierter fakultativer Variablen
zustande. Das Worddokument FuncAndroAID
ist nun in ein softwarebasiertes Diagnose-
system (MedITEX-FemaleAndroAID) trans-
formiert worden. Dieses System besteht aus
2 Objekttypen, die als eigenstindige Pro-
grammobjekte im modularen Anwendungs-
rahmen MedITEX umgesetzt werden. Ein
tibergeordnetes Klassifikationsobjekt (Ge-
samtheit der Gruppencluster) verwaltet in
einer hierarchischen Struktur einzelne Klas-
sifikationsobjekte (Variablen: z. B.: anthro-
pometrischer Befund, Ovarscore, Laborda-
ten) und fiihrt die standardisierten Ergebnis-
se zur Gruppeneinteilung zusammen. Damit
wird auch ein Grofiteil der abschliefenden
Diagnosestellung fertig gestellt. Neben dem
automatisierten Processing steht gentigend
Raum fiir freie individualisierte Eingaben
zur Verfiigung. Am Ende des Vorgangs ent-
steht ein halb-automatisierter Arztbericht.
Nach der elektronischen Fertigstellung die-
ser Software erfolgt die Priifung der Ein-
gabesicherheit.

Ergebnis Die Datencingabe pro Patientin
wird problemlos entsprechend der vorgege-
benen Systematik von der Software erarbei-
tet. Das exakt definierte Gruppenlcuster ei-
ner jeden Patientin wird iibereinstimmend
mit dem klinischen Bild automatisch erstellt,
daraus ergibt sich zusammen mit der indivi-
duellen Charakterisierung der Patientin die
endgiiltige Diagnose. Mit der freien Verfii-
gung individueller Eingaben kann halbauto-
matisiert der Arztbericht abgefasst werden.
Die Zuverlissigkeit des elektronischen Vor-
gangs wird mittels der Eingabe einer grofie-

ren Anzahl an Patientinnen bestitigt und
kann auch als Plausibilititstest des zugrunde-
liegenden Klassifizierungssystems gewertet
werden.

Schlussfolgerung MedITEX-FemaleAn-
droAID beruht auf einer umfangreichen Stu-
die zur vollstindig definierten Systematik
der FA. Mit diesem modularen und flexiblen
Softwareprogramm steht erstmals ein elek-
tronisches Hilfsmittel zur standardisierten,
halbautomatischen Erfassung des individuel-
len Beschwerdebildes von Patientinnen mit
FA zur Verfiigung. Neben den klinischen
Vorteilen eines standardisierten Eingabe-
und Bewertungssystems wird diese algorith-
mische Erfassungslogistik auch die wissen-
schaftliche Methodik von zukiinftigen Studien
zur Thematik FA verbessern konnen. Die Frei-
gabe ist fiir Ende 2009 geplant. MedITEX-
FemaleAndroAID untersteht einem fortlau-
fenden Entwicklungsprozess: so ist z. B. die
Entwicklung einer automatischen Erstellung
von Therapieoptionen in Bearbeitung.
Literatur:

1. Rotterdam ESHRE/ASRM-Sponsered PCOS Con-

sensus Workshop Group. Hum Reprod 2004; 19: 41—
7.

2. Geisthovel F, Rabe T. The ESHRE/ASRM consen-
sus on polycystic ovary syndrome (PCOS) — an ex-
tended critical analysis. Reproductive BioMedicine
Online 2007; 14: 522-35.

3. Geisthovel F, Wacker A, Wetzka B. Funktionelle
Androgenisierung des peri- und postpuberalen Mid-
chens sowie der Frau. J Reproduktionsmed Endokrinol
2008; 5: 21-38.

4. Geisthovel, F, Wacker A, Brabant G, Botsch F,
Maechtel A, Wetzka B, Ochsner A. Accepted, J
Reproduktionsmed Endokrinol 2009.

B Psychologie in der Repro-
duktionsmedizin und
Endokrinologie
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Entwicklung von Lebensqualitat,
Lebenszufriedenheit und Partner-
schaftsqualitat bei Mannern mit
unerfilltem Kinderwunsch im Ver-
lauf von 5 Jahren

S. Schanz, T. Reime, C. Braunlich, G. Fierlbeck
Andrologie, Universitats-Hautklinik Tiibingen

Einleitung Zur Verinderung von Lebens-
qualitdt, Lebenszufriedenheit und Partner-
schaftsqualitdt von Méannern mit unerfiilltem
Kinderwunsch im zeitlichen Verlauf liegen
bislang nur wenige Untersuchungen vor. Die
vorgestellte Studie hatte das Ziel, die Ent-
wicklung dieser Parameter im zeitlichen
Verlauf zu untersuchen und Abhingigkeiten
von der Erfiillung des Kinderwunsches und
durchgefiihrten reproduktionsmedizinischen
MaBnahmen zu identifizieren.

Patienten und Methoden 275 Minner
wurden mit einem neu entwickelten Frage-
bogen zur Erfassung der Lebensqualitit bei
unerfiilltem Kinderwunsch (TLMK) und den
bereits validierten Instrumenten ,,Fragebo-
gen zur Lebenszufriedenheit (FLZ)*“ und
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,,Partnerschaftsfragebogen (PFB)“ befragt.
An einer erneuten Befragung nach 5 Jahren
nahmen 101 Minner teil. Parallel wurden
272 Frauen mit unerfiilltem Kinderwunsch
befragt, von denen 113 Frauen an der zwei-
ten Befragung teilnahmen.

Ergebnisse Fiir die Gesamtpopulation
zeigten sich im Verlauf von 5 Jahren keine
signifikanten Verdnderungen fiir Lebens-
qualitédt, Lebenszufriedenheit und Partner-
schaftsqualitit. Diese fanden sich jedoch in
Subgruppenanalysen. Bei Patienten mit nach
5 Jahren erfiilltem Kinderwunsch zeigte sich
eine Abnahme der Zufriedenheit mit den Be-
reichen ,,Sexualitit”, , Freizeit” und ,,Finan-
zen™ (FLZ) im Gegensatz zu Patienten mit
weiterhin unerfiilltem Kinderwunsch. Bezo-
gen auf die Frage nach dem Erfolg reproduk-
tionsmedizinischer MafBnahmen fand sich
neben dem genannten eine grofere Zufrie-
denheit der Patienten mit Zustand nach er-
folgreicher medizinischer Behandlung mit der
spezifischen TLMK-Skala ,,Kinderwunsch®,
allerdings auch eine geringere Zufriedenheit
mit der Situation der ,,Ehe“ (FLZ). Ver-
gleicht man die Zufriedenheiten von Mén-
nern und Frauen, zeigten sich Ménner mit
erfiillltem Kinderwunsch unzufriedener mit
ihrer ,,Freizeit“ (FLZ), wihrend bei Frauen
die Erfiillung des Kinderwunsches zu einer
Abnahme der Zufriedenheit mit der Situation
der ,,Arbeit* (FLZ) fiihrte.

Schlussfolgerung Bei insgesamt groRer
Zufriedenheit auch im zeitlichen Verlauf
nach 5 Jahren lassen sich dennoch einige
markante Unterschiede in Abhidngigkeit von
der Erfiillung des Kinderwunsches erkennen.
Interessanterweise liegen die Zufriedenhei-
ten bei Teilnehmern mit erfiilltem fiir mehre-
re Bereiche niedriger als bei Teilnehmern
mit auch nach 5 Jahren unerfiilltem Kinder-
wunsch.
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Sexualstorungen bei unerfiilltem
Kinderwunsch

I. Wischmann
Institut fiir medizinische Psychologie, Universitéts-
klinikum Heidelberg

Fragestellung Die Privalenz sexueller
Storungen bei ungewollter Kinderlosigkeit
wird mit 10-60 % angegeben, was an verschie-
denen Studiendesigns und unterschiedlichen
Erhebungsinstrumenten liegen diirfte, wor-
auf in diesem Uberblick eingegangen wird.

Methodik Systematische Literaturrecher-
che in den gingigen Literaturdatenbanken
mit den Schliisselwortern ,,infertil” und ,,se-
xual dysfunction® bzw. ,,sexual satisfaction*.
Es wurden nur die Ergebnisse sorgfiltig kon-
zipierter (kontrollierter bzw. replizierter)
Studien beriicksichtigt.

Ergebnisse Die Privalenz sexueller Funk-
tionsstorungen bei unerfiilltem Kinder-
wunsch betrdgt konservativ geschitzt etwa
5 %. Bei Paaren mit idiopathischer Infertili-
tét ldge damit bei einem Drittel bis der Halfte
dieser Paare eine Fertilitdtsstorung vor, die
ursichlich vorwiegend auf sexuellen Funk-
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tionsstorungen beruht. Im Durchschnitt ge-
ben ca. 50 % der Befragten (deutlich mehr
Frauen als Minner) eine Verdnderung der
Sexualitit als Folge des unerfiillten Kinder-
wunsches an. Wenn auch nicht unbedingt
von einer hohen Privalenz klinisch relevan-
ter sexueller Storungen im Sinne der ICD-10
ausgegangen werden kann, weist die Mehr-
zahl der Studien auf einen deutlich negativen
Einfluss des unerfiillten Kinderwunsches auf
die Sexualitit der Paare hin. So gaben bspw.
in einer Studie die untersuchten infertilen
100 Frauen mehr als doppelt so héufig St6-
rungen in der sexuellen Erregungsphase im
Vergleich zu Frauen der Normalbevolkerung
an, die Angaben in anderen Bereichen (wie
Appetenz, Orgasmuserleben und Schmerzen
beim Geschlechtsverkehr) waren hingegen
unauffillig. Bei ihren Partnern traten leichte
Formen von Erektionsstorungen hiufiger auf
im Vergleich zu Ménnern der Normalbevol-
kerung, beziiglich moderater bis schwerer
Erektionsstorungen gab es diesen Unterschied
hingegen nicht. In einer Studie an 121 Paaren
zu Beginn einer Kinderwunschbehandlung
wurden bei jedem 5. Mann Erektionssto-
rungen festgestellt, mehr als doppelt so héu-
fig wie in der Allgemeinbevolkerung. Die
Hiufigkeit der Ejaculatio praecox liegt eini-
gen Studien zufolge bei infertilen Minnern
sogar 2-3-mal hoher als in der Allgemein-
bevolkerung. Beim Vorliegen eines andro-
logischen Faktors als allein urséchlich fiir die
Infertilitdt berichteten Minner deutliche
Einschridnkungen in ihrer personlichen und
sexuellen Lebensqualitit, auch unabhingig
von eventuell bereits vorhandenen Kindern.
Untersuchungen an Méannern mit unerfiilltem
Kinderwunsch erbrachten zudem das — wenig
iiberraschende — Resultat, dass ihre sexuelle
Zufriedenheit in erster Linie mit der Koitus-
hiufigkeit zusammenhing. Einer Ubersichts-
arbeit zufolge konnen die meisten Ergebnis-
se der vorliegenden Studien zu Sexualstorun-
gen bei Paaren mit unerfiilltem Kinderwunsch
aufgrund der hohen Nonresponderraten (oft
~50 %) nicht generalisiert werden. Alle Stu-
dien weisen iibereinstimmend darauf hin,
dass es in der Lebensqualitédt und in der Le-
benssituation zwischen kinderlos gebliebe-
nen Paaren und Eltern (bzw. gewollt kinder-
losen Paaren) nur geringe Unterschiede gibt,
einige Studien nennen aber starke Einschrin-
kungen im mittel- und langfristigen Verlauf
des Sexuallebens der Paare. Es ist allerdings
unklar, ob diese Einschrinkungen in der Se-
xualitdt auf die Situation der dauerhaft unge-
wollten Kinderlosigkeit zuriickzufiihren sind
oder auf die zu diesem Zeitpunkt lange Part-
nerschaftsdauer. Zur Generalisierbarkeit al-
ler Ergebnisse zu ungewollt kinderlos geblie-
benen Paaren ist auch hier einschrinkend auf
die Rate der Nonresponder von durchschnitt-
lich einem Dirittel hinzuweisen. Es gibt Hin-
weise darauf, dass sich bei den Nonrespon-
dern die Lebenssituation etwas ungiinstiger
gestaltet, was wahrscheinlich auch die Sexu-
alitdt dieser Paare betrifft.

Schlussfolgerung Sexuelle Stérungen als
Ursache ungewollter Kinderlosigkeit sind
eher selten. Als Folge der Diagnosestellung
und insbesondere der medizinischen Thera-
pie sind (voriibergehende) sexuelle Storun-

gen bei Paaren mit Fertilitdtsstorungen hiu-
fig anzutreffen. Die Storungen betreffen bei
den Frauen meist die Erregungsphase, bei
Minnern sind Erregungs- und Ejakulations-
storungen zu beobachten. Klinisch relevant
im Sinne einer Behandlungsbediirftigkeit
sind diese Storungen meist nicht. Ob bei
langfristiger ungewollter Kinderlosigkeit die
Sexualitdt der Paare sich eher als beeintréch-
tigt darstellt oder ob es sich hierbei wahr-
scheinlicher um ein Artefakt handelt, muss
noch geklért werden. Aktuelle systematische
Studien zu Sexualstérungen bei ungewollt
kinderlosen Paaren im deutschsprachigen
Raum stehen weitestgehend noch aus.
Literatur:

Wischmann T. Sexualstorungen bei Paaren mit uner-
fiilltem Kinderwunsch. Sexuologie 2009 (im Druck).
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Das CAG-Repeat des humanen
Androgenrezeptors — Molekularer
Marker fiir mannliche Infertilitat?

F. Fiet7, J. Geyer’, J. GromolF, S. Kliescly,

M. Bergmann’

'Institut fiir Veterindranatomie, Justus-Liebig-Univer-
sitat, Giessen; ?Institut fiir Veterindrpharmakologie,
Justus-Liebig-Universitét, Giessen; *Centrum fiir
Reproduktionsmedizin und Andrologie, Universitéts-
klinik, Miinster

Einleitung Bei dem humanen Androgen-
rezeptor (AR) handelt es sich um einen ligan-
denaktivierten Transkriptionsfaktor, der im
Hoden von Sertoli-, Leydig- und peritubuld-
ren Myoidzellen exprimiert wird. Die Trans-
aktivierungsdoméine des AR auf Exon 1 ent-
hilt eine polymorphe CAG-Sequenz, die aus
9-36 Repeats besteht. Eine Verlingerung
dieses Trinukleotidrepeats soll mit einer ver-
minderten Transkriptionsaktivitit assoziiert
sein, die CAG-Bestimmung soll deswegen
einen Hinweis auf die Fertilitdt des Mannes
geben konnen. Bei vielen sub- bis infertilen
Minnern kann in der Biopsie eine bunte
Atrophie diagnostiziert werden, Tubuli semi-
niferi mit normaler und gestorter Spermato-
genese liegen dabei dicht aneinander. Unsere
Untersuchungen sollen kldren, ob es einen
Zusammenhang zwischen der CAG-Repeat-
ldnge und der ménnlichen Fertilitat [1] gibt
und ob die bunte Atrophie mit einem Mosaik
des AR einhergehen kann.

Methoden Nach der histologischen Unter-
suchung der Biopsien wurde von den Paraf-
finschnitten DNA (= gesamte testikulire Zell-
population) und mRNA (= AR exprimie-
rende Zellen) gewonnen. Um die Expression
des AR in den verschiedenen Zellpopula-
tionen des Hodens untersuchen zu konnen,
wurden mittels Laser-assistierter Mikrodis-
sektion (LAM) Tubuli seminiferi und inter-
stitielles Gewebe getrennt voneinander ge-
pickt und daraus mRNA gewonnen. Nach
einer (RT-)PCR zur Amplifikation des
CAG-Repeats wurde das PCR-Produkt in ein
p-GEMt-Vektorsystem kloniert, in E. coli
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IM109 exprimiert und sequenziert. Die PCR-
Produkte wurden auflerdem mittels hoch-
auflosender Polyacrylamidgelelektrophorese
(PAGE) aufgetrennt, um das CAG-Repeat zu
bestimmen. Das Repeat aus Blutlympho-
zyten-DNA wurde im Rahmen der Routine-
untersuchung bestimmt.

Ergebnisse Die Untersuchung des CAG-
Repeats aus Sertolizell-mRNA von 22 Pati-
enten mit unterschiedlichem Spermatogene-
sestatus mittels PAGE ergab Repeatlingen
von 15-33, die damit innerhalb der physiolo-
gischen Grenzen liegen. Von diesen Patien-
ten lag in 16 Fillen der CAG-Wert aus dem
Blut vor. Bei 14 dieser Patienten konnte ein
Unterschied zwischen der Blut-DNA und der
Sertolizell-mRNA ermittelt werden, in 57 %
der Fille hatten die Sertoli-Zellen das kiirze-
re CAG-Repeat.

Bei 8 Patienten ergab die Klonierung des
CAG-Repeats aus Sertoli-Zellen insgesamt
39 verschiedene Klone im Bereich von 19 bis
26 Repeats, die damit innerhalb der physio-
logischen Grenzen lagen. Die Klone der
Sertoli-Zellpopulation einzelner Patienten
wiesen zum Teil eine groBe Varianz auf und
unterschieden sich ebenfalls von der Blut-
DNA des jeweiligen Patienten. Eine Re-Klo-
nierung fiihrte wiederum zu unterschiedli-
chen CAG-Repeatlidngen.

Bei einem Patienten konnte im Hodenhomo-
genat eine Differenz der CAG-Repeatlinge
von 12 Repeats zwischen dem rechten (SCO,
24 Repeats) und dem linken Hoden (Hypo-
spermatogenese, 12 Repeats) auf DNA-Ebe-
ne festgestellt werden. Die Untersuchung auf
mRNA-Ebene des rechten bzw. linken Ho-
dens fiihrte zu einer Aufspaltung der Bande
in der PAGE (,,Laddering*), d. h. dem Auf-
treten verschiedener CAG-Repeatlingen von
14-24 (rechter Hoden) bzw. 12—-18 Repeats
(linker Hoden). Die Untersuchung getrennt
voneinander gepickten Sertoli- bzw. Leydig-
zellpopulationen zeigte kein Laddering und so-
mit eine konstante CAG-Repeatlinge des AR.

Schlussfolgerung Wir schlieBen aus den
Untersuchungen, dass es ein Mosaik zwi-
schen Blut und Hodengewebe und zwischen
rechtem und linkem Hoden auf DNA- und
mRNA-Ebene geben kann. Das Auftreten
verschiedener CAG-Repeatlidngen innerhalb
einer Probe kann durch die Bildung von
Sekundarstrukturen der DNA wie ,,hairpins®
oder ,,loops® innerhalb der repetitiven Se-
quenz erklédrt werden [2]. Diese Strukturen
konnen von bakteriellen und menschlichen
Polymerasen nicht immer korrekt abgelesen
werden und fiihren zu Fehlern in der Replika-
tion und/oder Transkription. Die Klonierung
des PCR-Produkts zur sicheren Bestimmung
des CAG-Repeats ist daher ungeeignet. Bis-
her konnte keine Korrelation zwischen der
Repeatlidnge und dem Spermatogenesestatus
festgestellt werden. Ob die CAG-Repeat-
lange tatsdchlich mit einer unterschiedlichen
Testosteronsensitivitit des AR Kkorreliert,
wird in einem Zellkulturmodell untersucht.

Gefordert durch DFG KFO 181/1.

Literatur:
1. Davis-Dao CA. J Clin Endocrinol Metab 2007; 92:
4319-26.

2. Bowater RP. J Mol Biol 1996; 264: 82-96.
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Membrantransporter fiir sulfatierte
Steroidhormone und die Steroid-

sulfatase — Expression und zellula-
re Lokalisation im humanen Hoden

B. Wapelhorst', 0. Raabe’, J. Geyer?, B. Ugele’,

M. Bergmann’

'Institut fiir Veterindr-Anatomie, -Histologie und
-Embryologie, Justus-Liebig-Universitét, Giessen;
ZInstitut fiir Veterindr-Pharmakologie und -Toxikologie,
Justus-Liebig-Universitat, Giessen; *Klinikum der
Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen

Fragestellung Der humane ,,sodium-de-
pendent organic anion transporter* (SOAT)
wurde erstmals 2007 kloniert und beschrie-
ben. Aufgrund seiner sehr dhnlichen Gen-
struktur mit den iibrigen Vertretern der
,Solute Carrier Family 10 (SLC10), einer
Familie von natriumabhingigen Gallensiu-
retransportern, wurde der SOAT unter der
Bezeichnung SLC10A6 in diese Familie ein-
geordnet, ist funktionell aber ein hochspezi-
fischer Transporter fiir sulfatierte Steroid-
hormone. Die Substrate des humanen SOAT
sind Taurolithcholinsdure-3-Sulfat und sul-
fatierte Steroide wie Estronsulfat (E1S),
Pregnenolonsulfat (PREGS) und Dehydro-
epiandrosteronsulfat (DHEAS). SOAT mRNA
konnte in hohem MafBe im menschlichen
Hoden nachgewiesen werden [Geyer et al.
2007].

Weitere Transporter fiir sulfatierte Steroid-
hormone sind die ,,Organic Anion Trans-
porting Polypeptides* (OATPs). Ratten-
OATPO6A1 konnte im Hoden in Leydig-Zel-
len, Spermatogonien und Sertoli-Zellen
nachgewiesen werden, mit einer Transport-
aktivitit fir DHEAS. OATPIC1 wird im
humanen Hoden in Leydig-Zellen expri-
miert. Das ,,Organic Solute Carrier Protein‘
OSCP1 wird stark im Hoden exprimiert, sei-
ne Funktion ist aber noch nicht genau ge-
Kklrt.

Die Steroidsulfatase (StS) kann sulfatierte
Steroidhormone desulfatieren, d. h. in ihre
freie Form iiberfiihren und somit ,,reaktivie-
ren”. Auf diesem Weg (,,sulfatase pathway*)
konnen lokal aktive Steroidhormone bzw.
Prekursors gebildet werden. Unter den Sub-
straten der StS befinden sich Cholesterin-
sulfat, DHEAS, E1S und PREGS. StS konnte
bisher in vielen Organen des adulten Men-
schen nachgewiesen werden, darunter auch
im Hoden.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Expression von
StS sowie der Membrantransporter SOAT,
OATP6A1, OATPIC1 und des OSCP1 im
humanen Hoden mit intakter und gestorter
Spermatogenese auf zelluldrer Ebene nach-
zuweisen.

Diese Untersuchungen sollen klidren, ob dem
Sulfatase Pathway®, bei Expression von StS
und Membrantransporter in einen Zelltyp,
fiir die Regulation der physiologischen und
pathologischen Hodenfunktionen eine Be-
deutung zukommt.

Methodik

1. Zellulédre Lokalisation der StS und Trans-
porter mRNA im Hoden mittels In-situ-

Hybridisierung und RT-PCR nach Laser-
assistierter Mikrodissektion (LACP) sowie
Proteinnachweis durch Immunhistochemie
und Western-Blot.

2. Quantitative Expression bei normaler und
gestorter Spermatogenese mithilfe von Real-
time-PCR nach LACP.

Ergebnis Nachweis von SOAT mRNA im
humanen Hodenhomogenat mittels Real-
time-PCR, mit einer 678-mal hoheren Ex-
pression im Hoden als im ZNS, dem Gewebe
mit der geringsten SOAT mRNA-Expression
[Geyer et al. 2007].

e Nachweis von StS mRNA im humanen
Hodenhomogenat nach RT-PCR.

e Nachweis von SOAT mRNA in den Sper-
matogonien und Spermatozyten bei Maus,
Hund und Schwein mithilfe von In-situ-
Hybridisierung.

e Nachweis von StS-Protein mittels Immun-
histochemie in Leydig-Zellen und elongie-
renden Spermatiden.

Schlussfolgerungen Die besonders hohe
Expression des SOAT im Hoden sowie sein
hochspezifischer Transport von sulfatierten
Steroidhormonen macht diesen Membran-
transporter zu einem aussichtsreichen Kandi-
daten fiir die Aufnahme von sulfatierten Ste-
roidprekursoren in die Zelle. Durch die sich
in der Immunhistochemie in Abhidngigkeit
vom verwendeten Detektionssystem zeigen-
de unterschiedliche Anfarbung von Leydig-
Zellen und/oder elongierenden Spermatiden
kann hier noch keine genaue zellulidre Loka-
lisation der StS genannt werden. Der Nach-
weis von StS mRNA mittels RT-PCR und
qPCR im humanen Hodenhomogenat unter-
stiitzt die These der Beteiligung der StS an
der Testosteronsynthese.

Weiterfiihrende Literatur:

Geyer J, Doring B, Meerkamp K, Ugele B, Bakhiya N,
Fernandes CF, Godoy JR, Glatt HR, Petzinger E. Clon-
ing and functional characterization of human sodium-
dependent organic anion transporter (SLC10A6).
J Biol Chem 2007; 282: 19728-41.
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In-vitro-System der androgen-
abhangigen Genexpression des
humanen Androgenrezeptors mit
unterschiedlicher CAG-Repeat-
lange

D. Lang', B. Déring?, J. Geyer?, S. KranZ®, L. KonracP,
M. Bergmann’

!Institut fiir Veterinér-Anatomie, -Histologie und
-Embryologie, Justus-Liebig-Universitét, Giessen;
?Institut fiir Veterinér-Pharmakologie und -Toxikologie,
Justus-Liebig-Universitat, Giessen; *Medizinisches
Zentrum fiir frauenheilkunde und Geburtshilfe, Giessen

Einleitung Androgene spielen beim Ab-
lauf der Spermatogenese eine entscheidende
Rolle. Sie wirken in ihren Zielzellen iiber
eine Interaktion mit dem Androgenrezeptor
(AR). Der AR zihlt zu den intrazelluldren
Liganden-Bindungsproteinen und wird im
Hoden in Sertoli-Zellen, peritubulédren Zel-
len und Leydig-Zellen exprimiert. Das AR-
Gen ist auf dem X-Chromosom lokalisiert
und besitzt auf Exon 1 eine polymorphe Se-
quenz aus Nukleotiden (CAG). Dieses CAG-
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Repeat kommt in einer Variation von 9-36
aufeinander folgenden CAGs in der norma-
len Population vor. Es gibt Hinweise, dass
ein Zusammenhang zwischen der CAG-
Repeatldnge und der Transkriptionsaktivitit
des AR besteht. Zur Bestimmung der Gen-
expression bedienen wir uns der Gene Rhox2
und Rhox35. Sie gehoren zu einer Gruppe von
Homeobox-Genen, die in reproduktiven Ge-
weben exprimiert und testosteronabhingig
hochreguliert werden.

Methodik Wir amplifizierten zunichst ei-
nen humanen AR (full-length mit 2751bp).
Dieser besitzt 18 CAGs und wurde in 2 Ex-
pressionsvektoren kloniert. Durch Restrik-
tion und Ligation wurde ein weiterer huma-
ner AR mit einer CAG-Repeatldnge von 36
erstellt. Diesen klonierten wir dann in die
2 Expressionsvektoren. Um ein geeignetes
In-vitro-Modell zu finden, testeten wir ver-
schiedene Sertoli-Zelllinien. Anschliefend
transfizierten wir den AR-Klon mit 18 CAGs
sowohl chemisch als auch mittels Elektro-
poration in die ausgewdhlten Zellen und se-
lektionierten mit Antibiotika. Positiv selek-
tionierte Zellen wurden mittels PCR auf das
Vorhandensein des humanen AR getestet.
Danach folgte ein ELISA, der die Funk-
tionalitédt des AR belegt und abschlielend ein
Western-Blot zur Bestimmung der Moleku-
larmasse. Der Nachweis der Expression der
Rhox-Gene durch die transfizierten Zellen
erfolgte durch RT-PCR.

Ergebnisse Die Ratten-Sertoli-Zelllinie
93RS2 exprimiert keinen AR. Es handelt
sich um eine mit einem SV 40 Promotor
immortalisierte Zellline. Wir generierten
eine transient transfizierte Sertoli-Zelllinie
mit einem funktionellen humanen AR von
110 kDa, mit einer CAG-Repeatlinge von
18 CAG, der die Gene Rhox2 und Rhox5
exprimiert. Die Funktionalitit des AR wurde
durch eine Downregulierung des testosteron-
abhingigen ,transforming growth protein
beta® (TGF-) nach Inkubation mit Testoste-
ron gesichert.

Ausblick In dieser Studie ist geplant, die
93RS2-Zellen mit einem weiteren humanen
AR (CAG-Repeatlinge 36) zu transfizieren.
Die so entstandene zweite Zelllinie wird
dann nach dem Beispiel der Zelllinie mit dem
AR CAG 18 charakterisiert und auf Funktio-
nalitit des AR getestet. Ist das abgeschlos-
sen, werden beide Zelllinien mit Testosteron
inkubiert. Mittels quantitativer PCR sollen
dann die Expressionsprofile von Rhox2 und
Rhox5 verglichen werden.

Diese Studie wird gefordert durch die DFG
KFO 181, BE 1016/7-1.
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Zona pellucida retardance - Mes-
sung mittels automatisierter
Polarisationsmikroskopie

1 Eue, B. Wrabel, C. F. Stoll, R. Hannen

Gemeinschaftspraxis Dr. Hannen, Dr. Stoll, Kinder-
wunschzentrum Berlin

Die Oozytenqualitit ist fiir den Erfolg einer
reproduktionsmedizinischen Behandlung von
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entscheidender Bedeutung. Zusitzlich zur
morphologischen Evaluierung der Eizelle ist
es moglich, mithilfe der Polarisationsmikro-
skopie beobachterunabhédngig doppelt licht-
brechende Strukturen wie die Spindel oder
den inneren Layer der Zona pellucida darzu-
stellen und zu vermessen. Zwischen Januar
und Juli 2009 wurden in unserem Zentrum
insgesamt 875 MII Oozyten mithilfe des
OCTAX ICSI Guard™ (OCTAX Micro-
science GmbH, Altdorf, Deutschland) im
Rahmen einer retrospektiven Studie analy-
siert. Die teilnehmenden Patientinnen waren
zwischen 20 und 38 Jahre alt. Alle Eizellen
wurden mittels ICSI fertilisiert, wofiir je-
weils eine andrologische Indikation vorlag.
Vor der ICSI wurde fiir jede Eizelle mittels
ICSI-Guard der Zona-Retardance-Score
(ZRS) ermittelt und die Eizellen entspre-
chend ihrer Qualitit in 3 Gruppen unterteilt:
PolarAIDE-Gruppe 1 (PA1) mit einem ZRS
von 0 bis +5, Gruppe 2 (PA2) mit einem ZRS
von =5 bis 0 und Gruppe 3 (PA3) mit einem
ZRS kleiner 5. Die Software hinterlegt fiir
diese Gruppen eine griine (PA1), eine gelb/
orange (PA2) oder eine rote (PA3) Farbe.

Folgende Fragestellungen wurden unter-
sucht: Wie hoch ist der Anteil qualitativ
hochwertiger Oozyten (PA1)? Unterscheidet
sich die Fertilisationsrate (FR) zwischen den
Gruppen? Gibt es Unterschiede im Vorkern-
score (Anteil der Top-Scores Z1 + Z2)? Gibt
es Unterschiede hinsichtlich des Anteils von
Top-Embryonen (A + B)? Welchen Einfluss
haben verschiedene Stimulationsprotokolle
auf die Retardance der Zona pellucida? Re-
sultiert der Embryotransfer von mindestens
einem Embryo der Gruppe PA1 in einer ho-
heren Schwangerschaftsrate?

Es wurden insgesamt 85 Zyklen untersucht.
Von 875 MII-Oozyten waren 155 (17,7 %)
der Gruppe PA1, 393 (44,9 %) der Gruppe
PA2und 327 (37,4 %) der Gruppe PA3 zuzu-
ordnen. Die FR unterschied sich kaum zwi-
schen den Gruppen (PA1-111/155="71,6 %,
PA2-279/393 = 70,9 % und PA3-227/327 =
69,4 %). Auch der Anteil von Top-Vorkern-
scores (Z1 + Z2) zeigte nur insignifikante
Unterschiede. Insgesamt wurden 614 Oozy-
ten im 2 Vorkernstadium ausgewertet (PA1-
62/110 = 56,4 %, PA2-134/279 = 48,0 %,
PA3-48,9 %). Der Anteil von Top-Embryo-
nen mit A- und B-Qualitét unterschied sich
zwischen den Gruppen: Von den am Tag 2
transferierten Embryonen fiihrten 35,5 % der
PA1-Gruppe zu Top-Embryonen, 23,9 % der
PA2-Gruppe und 22,7 % der PA3-Gruppe.
Beim Embryotransfer am Tag 3 wurden in
15 % der PA1-Gruppe, in 19,6 % der PA2-
Gruppe und 7,9 % der PA3-Gruppe Top-
Embryonen verwendet. Hinsichtlich des
angewendeten Stimulationsprotokolls war
ein leichter Vorteil zugunsten des kurzen
Agonisten/hMG-Protokolls zu verzeichnen
(517266 = 19,2 % PA1) gegeniiber dem kur-
zen Agonisten/TFSH-, und den Antagonis-
tenprotokollen in Kombination mit hMG
bzw. rFSH (21/117 = 17,9 % PA1; 46/309 =
14,9 % PA1 bzw. 39/291 = 13,4 % PAl).

26 der untersuchten 85 Zyklen endeten in
einer Schwangerschaft (BhCG > 100 IU/,
30,6 %). Zehn der 26 schwangeren Patient-

innen wurde mindestens ein Embryo der
Gruppe PAL transferiert (SS, 38,5 %). In der
Gruppe der nicht-schwangeren Patientinnen
betrug der Anteil 27,1 % (NS, 16/59). Das
Alter unterschied sich in den untersuchten
Gruppen nicht signifikant (31,3 + 4,3 [SS]
vs. 32,8 + 3,8 [NS]).

Zusammenfassend kann man sagen, dass
bei fast allen untersuchten Parametern ein
Trend zur Korrelation mit der Oozytenquali-
tit hinsichtlich des ZRS zu verzeichnen war,
der sich im hier verwendeten Studiendesign
jedoch nicht statistisch sichern lief3. Fiir sta-
tistisch relevante Aussagen werden wir in ei-
ner Fortsetzung der Untersuchung groflere
Fallzahlen analysieren. In einem zweiten
Studienabschnitt soll ein prospektives Vor-
gehen gewihlt werden, bei dem die Entschei-
dung, welche Oozyten fiir eine Weiterkulti-
vierung verwendet werden, primér und aus-
schlieBlich auf der Grundlage des ZRS ge-
troffen wird.

P 41

Molekulare Untersuchungen zum
Einfluss von uropathogenen
Infektionserregern auf humane
Spermatozoen

C. Rennemeier’, T. Frambach’, J. Dietl', P. Stait?
'Zentrum fiir gyndkologische Endokrinologie und
Reproduktionsmedizin, Universitéats-Frauenklinik
Wiirzburg; ?Hans-Kndll-Institut, Leibniz-Institut fiir
Naturstoff-Forschung und Infektionsbiologie e.V., Jena

Fragestellung Ein Zusammenhang zwi-
schen Infertilitit und dem Nachweis ver-
schiedener uropathogener Infektionserreger
wurde bereits in fritheren Studien postuliert,
jedoch sind die dafiir zugrundeliegenden
molekularen Mechanismen noch weitgehend
unerforscht. Am Beispiel des opportunis-
tisch humanpathogenen Hefepilzes Candida
albicans, ein natiirlicher Kommensale auf
Haut und Schleimhéuten des Gastrointesti-
nal- und Urogenitaltraktes, sollen mikrobi-
elle Infektionsstrategien und deren Auswir-
kungen auf humane Spermien untersucht
werden. Dabei soll auch die Frage geklart
werden, ob Seminalplasma nicht nur Sper-
mien vor der Phagozytose durch uterine Im-
munzellen der Frau schiitzen kann, sondern,
im Sinne einer Immunevasionsstrategie,
auch den Hefepilz.

Material und Methoden Durch FACS-
Analyse und Mikroskopie wurde die Assozi-
ation von Dendritischen Zellen (DCs) an hu-
mane Spermien bzw. C. albicans-Zellen in
An- bzw. Abwesenheit von Seminalplasma
getestet. Um zu priifen, ob 16sliche Faktoren
der Pilzzellen einen direkten schédlichen
Einfluss auf Spermatozoen ausiiben, wurden
Spermien mit sterilfiltrierten C. albicans-
Kulturiiberstinden inkubiert, sowie mit defi-
nierten Signalmolekiilen, die kiirzlich in
C. albicans-Kulturen nachgewiesen wurden.
Dazu wurden verschiedene Spermienpara-
meter (Motiltitit, Viabilitdat, DNA-Fragmen-
tierung, Akrosomenreaktion) bestimmt.

Ergebnisse Es konnte gezeigt werden,
dass Spermien mit DCs assoziieren und von
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ihnen phagozytiert werden. Humanes Semi-
nalplasma inhibierte diese Bindung und Pha-
gozytose. Dariiber hinaus wurde auch die
Phagozytose der C. albicans-Zellen durch
DCs in Anwesenheit von Seminalplasma in-
hibiert, nicht jedoch die von Latexbeads.
Zudem wurde deutlich, dass 16sliche Fakto-
ren der Pilzzellen eine direkte Schiadigung
der Spermien auslosen. So wurde die Motili-
tdat von Spermien in Gegenwart von C. albi-
cans-Kulturiiberstand deutlich inhibiert. In
Anwesenheit des von C. albicans sekretier-
ten Signalmolekiils Farnesol wurde die Moti-
litdt der Spermien vermindert, eine DNA-
Fragmentierung und Nekrose ausgelost, so-
wie bei duflerst niedriger Molekiilkonzentra-
tion ein friihzeitiger Akrosomenverlust. Eine
dhnliche Schiddigung der Spermien wurde
auch durch ein Signalmolekiil hervorgeru-
fen, das von dem Gram-negativen Bakterium
Pseudomonas aeruginosa ausgeschieden wird.

Schlussfolgerung Da DCs als wichtige
Abwehrbarriere bei der mikrobiellen Besied-
lung der vaginalen Schleimhiute angesehen
werden, miissen kommensale bzw. patho-
gene Keime iiber Strategien verfiigen, die
ihnen eine erfolgreiche Kolonisierung dieser
Wirtsnische ermoglichen. In diesem Sinne
konnte sich C. albicans in Anwesenheit von
Seminalplasma der Phagozytose durch DCs
entziehen und so bei der Ubertragung vom
Immunsystem des Wirtes unerkannt bleiben.
Dariiberhinaus konnen 16sliche mikrobielle
Faktoren eine erhebliche Schddigung der
Spermatozoen bewirken. Dies erscheint
wichtig, da viele Wirtsoberfldchen des Geni-
taltraktes von dichten mikrobiellen Popula-
tionen verschiedener Spezies besiedelt wer-
den konnen und so moglicherweise synergis-
tisch zur Verminderung der Spermienquali-
tét beitragen. Diese Untersuchungen stiitzen
die Annahme, dass auch asymptomatische
mikrobielle Besiedlungen einen negativen
Einfluss auf die Fertilitit des Paares haben
konnen und vor einer Kinderwunschbehand-
lung abgeklirt werden miissen.
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Intratestikulare Faktoren steuern
das Wachstum und endokrine
Faktoren die Steroidogenese in
Hodengewebe nach Xenografting

J. Ehmcke'?, K. Gasser?, S. Schlatt?

!Institut fiir Reproduktions- und Regenerations-
biologie, Centrum fiir Reproduktionsmedizin und
Andrologie (CeRA), Universitét Miinster; ?Dept. of Cell
Biology and Physiology, Centre for Research in
Reproductive Physiology, University of Pittsburgh
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Hintergrund und Fragestellung Im Rah-
men der ontogenetischen Hodenentwicklung
und der sexuellen Reifung bei Sdugetieren
wachsen gesunde Hoden zu einer Grofe, die
innerhalb des artspezifischen Normbereichs
liegt. Aber im Falle einer Verletzung oder
des Verlustes eines Hoden kann der verblei-
bende Hoden (iiber-)kompensieren und seine

Tabelle 4: J Ehmcke et al. (P42). Anzahl
verwendeter Rezipienten.

Implantierte
Hamster-
Hodengewebe Intakt Kastriert Hemikastriert

Rezipienten

2 Grafts 4 4 4
8 Grafts 4 4 4

GroBle, Spermatogenese-Aktivitit und die
endokrine Aktivitit erhohen. Nach der
Hemikastration eines adulten Minnchens
wichst der verbleibende Hoden meist nur
geringfiigig, primér verursacht durch eine er-
hohte Anzahl reifender Keimzellen. Bei der
Hemikastration eines immaturen Minnchens
dagegen kommt es zu einem verstirkten
Wachstum des somatischen Hodengewebes,
und dadurch zu einer deutlicheren Vergrofe-
rung des Hodens. Ob das ontogenetische
GroBenwachstum des immaturen Hodens
und die endokrine Funktion des adulten Ho-
dens durch identische oder unterschiedliche
intratestikuldre oder hormonelle Faktoren
bestimmt werden, konnte bisher noch nicht
untersucht werden. Testikuldres Xenograf-
ting eroffnet hier neue Optionen und wurde
deshalb experimentell eingesetzt.

Material und Methoden Um zu untersu-
chen, inwieweit testikuldres Wachstum, Rei-
fung und Funktionen durch intra- bzw. durch
extra-testikulidre Faktoren determiniert wird,
haben wir das Hoden-Xenografting einge-
setzt. Wir haben 2 oder 8 halbe neonatale
Hamsterhoden in intakte, hemi-kastrierte
oder kastrierte Nacktméuse implantiert, und
haben die Entwicklung und die Funktionen
dieser Gewebe unter vollstindigem, vermin-
dertem oder fehlendem Einfluss von adulten
Maushoden im Rezipienten und unter dem
Einfluss von wenig (2 Grafts) oder mehr (8
Grafts) konkurrierendem neonatalem Hams-
terhoden-Gewebe untersucht (Tab. 4).

Wiirde das Wachstum der Hodengewebe
hauptsichlich durch die Hypothalamus-Hy-
pophysen-Gonaden-Achse (HPG) gesteuert,
dann wiren grofle Grafts zu erwarten, wenn
2 Hodenhilften in einen Kastraten implan-
tiert werden. Dementsprechend wiren kleine
Grafts zu erwarten, wenn 8 Hodenhilften in
einen intakten Rezipienten implantiert wer-
den. Wenn aber intra-testikuldre Faktoren
das Wachstum steuern, dann wiren gleich
grofe Graft in allen Rezipienten zu erwarten.

Ergebnisse Das durchschnittliche Graft-
Gewicht in den einzelnen experimentellen
Gruppen war nicht signifikant unterschied-
lich (25 [+ 22] mg—40 [+ 32] mg), unabhin-
gig von den experimentellen Rahmenbedin-
gungen. Die durchschnittliche Groflie der
Seminal-Vesikel (als Indikator fiir verfiig-
bare Androgene im Serum des Rezipienten)
lag sowohl in den Gruppen der intakten und
der hemi-kastrierten Rezipienten mit sowohl
2 als auch 8 implantierten Hodenhilften
immer im Normbereich (227 [+ 42] mg—
322 [+ 86] mg) als auch in den Gruppen der
kastrierten Rezipienten (185 [+ 51] mg bzw.
198 [+ 62] mg).

Schlussfolgerung Die fehlenden Gro-
Benunterschiede der Hodengrafts unter den

unterschiedlichen Bedingungen zeigen, dass
das GroBenwachstum von Hodengewebe pri-
mir intrinsisch gesteuert ist. Die gleichblei-
bende Grofie der Seminalvesikel in den ver-
schiedenen experimentellen Gruppen weist
darauf hin, dass die steroidogenetische Akti-
vitdt der Hodengewebe eng von der HPG-
Achse reguliert wird, und dass daher, unab-
hingig von der im Rezipienten vorhandenen
totalen Menge an Hodengewebe, die Grofe
der Seminalvesikel immer im Normbereich
liegt. Wir schliefen aus unseren Beobach-
tungen, dass das Groenwachstum von Ho-
dengeweben intrinsisch reguliert, die endo-
krine Aktivitit aller Hodengewebe aber sehr
fein von hormonellen Feedback-Mechanis-
men reguliert wird.
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The Accessibility of Human Sperm
Chromatin for H4K12ac Binding is
not Limited by DNA Methylation

A. Paradowska', D. Miller, D. lles?, M. Bartkuhr®,

K. Steger', W. Weidner'

"Department of Urology and Pediatric Urology and
Andrology, Justus Liebig University, Giessen; *Repro-
duction and Early Development Group, Institute of
Genetics, Health and Therapeutics University of Leeds,
United Kingdom, Institute for Genetics, Justus Liebig
University, Giessen

Introduction Spermatozoal DNA  se-
quences that are packaged by nucleosomes
are sequentially replaced by transition pro-
teins and finally by nucleoprotamines during
spermatogenesis. Approximately 15 % of
their total chromatin retain in a histone-
bound, nucleosomal configuration which
display various posttranslational modifica-
tions. The acetylation of histon H4 at lysine
12 (H4K12ac) has been observed prior to full
decondensation of sperm chromatin after
fertilisation suggesting its important role for
regulation of gene expression in early em-
bryogenesis. Similarly, DNA methylation
may contribute to the silencing of several de-
velopmentally important genes. Following
the identification of H4K12ac binding genes
in sperm, we aimed to compare our results
with published sperm promoter methylation
dataset.

Material and Methods ChIP-assay with
anti H4K12ac antibodies was performed
on ejaculated sperm from healthy donors.
For microarray analysis, co-hybridization of
enriched probe with Cy5 and Input with Cy3
was performed and log2-ratio was measured
for each feature on the array (HGIS,
NimbleGene). Dataset for sperm methylation
was obtained from Kim et al., 2007 and
Weber et al., 2007.

Results Alignments of our ChIP-chip data
with custom tracks along chromosomes 6,
11, 16, 17 and 19 showed clearly H4K12ac
association with regions of high gene density
and regions of promoter DNA hypermethyla-
tion. While the PAX genes showing consis-
tent binding to H4K12ac, its promoter has
been demonstrated to be hypermethylated in
spermatozoa. HOX gene, however was found
to be strongly unmethylated.
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Conclusions Comparison of our findings
with a sperm DNA-methylation database re-
veals that histone-packaged DNA is pre-
dominantly methylated, but there are impor-
tant exceptions that include genes essential
for embryonic development. These results
strongly suggest that a global epigenetic
‘marking’ of spermatozoal chromatin is also
established that may direct chromatin re-
packaging events during spermiogenesis.
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Conventional Freezing and Vitrifi-
cation of Human OvarianTissue:
Neovascularisation after Xeno-
transplantation

V. Isachenka’, E. Isachenko', G. Rahim?, K. Hancke’,
F. Nawrott®, R. Kreienberg', P. Mallmanr?,

J. M. Weiss'

"University of Ulm;, 2University of Cologne; *Endokrino-
logikum Hamburg

One of the new emerging techniques to pre-
serve reproductive potential of patients is
cryopreservation of ovarian fragments prior
to oncological treatment and their re-trans-
plantation after warming. The most impor-
tant factor for successful ovarian graft trans-
plantation is the rapid establishment of suffi-
cient blood supply, which is crucial for the
survival of ovarian follicles. Prior to re-vas-
cularisation, implants are vulnerable to is-
chaemia, which is the main obstacle to the
survival of tissue after transplantation. It was
suggested that transplantation rather than
cryopreservation is the major reason for early
loss of primordial follicles in grafted ovaries.
In our previous study we have shown a non-
significant increase of necrotic areas in slow
frozen or vitrified human ovarian tissue
transplanted to SCID mice. This type of dam-
age may directly or indirectly influence the
vascularization machinery after transplanta-
tion. The aim of our study was to investigate
the influence of different cryopreservation
techniques on the ability of ovarian tissue for
re-vascularization after transplantation to
SCID mice.

The ovarian fragments from 5 patients were
cut into pieces (~0.5 x 1.0 x 1.0 mm) and ran-
domly distributed into three groups: fresh
non-treated tissue (group A); tissue conven-
tionally frozen in standard 0.5 ml insemina-
tion straws with 1.5 M ethylene glycol +
0.1 M sucrose, thawing in a 40 °C water bath
and step-wise removal of cryoprotectants at
room temperature in 0.5M, 0.25M and
0.15 M sucrose with gentle agitation (group B);
tissue vitrified in 2.62 M dimethylsulph-
oxide + 2.6 M acetamide + 1.31 M propylene
glycol + 0.0075M polyethylene glycol,
warming by direct plunging of solid speci-
mens with ovarian pieces into 20 ml of 50 %
vitrification solution pre-warmed to 40 °C
and dilution of cryoprotectants in a decreas-
ing concentration of vitrification solution
(25 %, 12.5 %) at room temperature (group C).
We used a xenograft model in which ovarian
tissue pieces of all three groups were subcu-
taneously transplanted in SCID mice. The
animals were sacrified on the third day after
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ovarian tissue transplantation and then weekly
during one month to obtain the ovarian tissue
grafts. These samples were examined by im-
munohistochemical staining with the endo-
thelial cell-specific marker platelet endothe-
lial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1) to
determinate angiogenesis.

No PECAM-1 staining was observed in all
treatment groups prior to grafting. After
warming and in vivo culture of ovarian tis-
sue, the beginning of angiogenesis in pieces
from all treatment groups on the third day
was detected by PECAM-1 staining. After
four weeks of in vivo culture overall area of
PECAM-1 positive blood vessels signifi-
cantly increased (p < 0.05), independent from
the type of cryopreservation (group B and C
vs. group A).

In conclusion, the process of neovascularisa-
tion of transplanted ovarian tissue is inde-
pendent from the type of cryopreservation.
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Analyse des Anteils an Spermien
mit DNA-Fragmentierung nativ
und nach Inkubation bei 4 °C

T. Winkle', Y. Wittenbecher', B. Rosenbusct?, N. Zoller'
"Forschung, ReproGen-Ulm, Ulm; 2Gynékologie und Ge-
burtshilfe, Universitéts-Frauenklinik, Ulm

Fragestellung Im Rahmen einer ART und
besonders bei der Untersuchung des Anteils
an Spermien mit DNA-Fragmentierung muss
das Ejakulat ofters eine Zeit lang gelagert
werden, z.B. wihrend der Liquefizierung
oder nach der Aufarbeitung bis zur Verwen-
dung fiir eine IVF oder eine ICSI. Hierbei
wird es meist bei 35 °C gelagert, um die
Motilitidt der Spermien zu erhalten. Bei be-
stimmten Untersuchungen, wie z.B. der
Analyse des Anteils an Spermien mit DNA-
Fragmentierung, ist die Motilitit jedoch un-
erheblich, weshalb sie in diesem Fall am
ldngsten bei 4 °C stabil bleiben konnen, da
bei dieser Temperatur die Enzymaktivitit am
geringsten ist und somit eine sekundire Schi-
digung des Chromatins vermieden wird. Es
ist bisher jedoch noch nicht an menschlichen
Spermien untersucht, wie lange ihre Qualitét
unter diesen Bedingungen stabil bleibt.

Bei dieser Studie sollte untersucht werden,
ob und wie lange Spermien ohne Verlust der
Chromatinintegritit, ohne Qualitdtsverlust
und ohne Zusdtze wie Medien o. 4. in Eis-
wasser bei ca. 4 °C gelagert werden konnen.
Dazu wurde die Qualitéit zuerst nativ beur-
teilt, nach verschiedenen Inkubationszeiten
wurde die Untersuchung wiederholt.

Methoden Es wurden zuerst 5 gesunde
mannliche Probanden mit Normozoospermie
fiir diese Studie herangezogen. Die Ejakulat-
proben wurden nach den Richtlinien der
WHO analysiert, um pH-Wert, Volumen,
Konzentration, Motilitit und Morphologie
zu bestimmen. Von jeder Probe wurden noch
zusitzlich 2 spezifische Fiarbungen angefer-
tigt. Einmal wurden die Proben nach einem
modifizierten Nicoletti-Assay (Nicoletti et
al., 1994) mit Propidiumjodid (PI) gefirbt,
um den Anteil an Spermien mit DNA-Frag-

mentierung (DNA-Fragmentierungs-Index =
DFI) zu ermitteln, bei der zweiten Farbung
handelte es sich um eine Doppelfirbung mit
FITC-markiertem Annexin V und 7-Amino-
actinomycin (7AAD). Durch das Annexin V
wurden apoptotische Zellen angeférbt, durch
das 7AAD die DNA bereits abgestorbener
Zellen. Die Firbungen wurden mittels Durch-
flusszytometrie ausgewertet.

Die Ejakulatproben wurden nach Liquefizie-
rung aliquotiert und in Eiswasser bei 4 °C
gelagert. Die Analysen wurden nach folgen-
den Inkubationszeiten wiederholt: 30 min,
1h,2h,4h,6h,8h, 10h, 12h,14 h, 16 h,
18 h,20 h, 22 h, 24 h.

In einem zweiten Schritt wurden die Proben
von 55 weiteren Probanden analysiert, zu-
erst nativ und anschliefend nach einer Inku-
bation auf Eiswasser von 3 Tagen. In die-
ser Gruppe wurde jedoch nur der DFI be-
stimmt.

Ergebnisse Die Probanden fiir den 24h-
Versuch hatten im Schnitt eine Konzentra-
tion von 99,2 mio/ml, eine Motilitit von
57,8 % und eine Morphologie von 20,4 %.
Der native DFI betrug durchschnittlich
14,68 %, die native Apoptoserate 48,08 %
und die Vitalitétsrate 80,68 %. Alles in allem
schwankten die Ergebnisse fiir den DFI,
die Apoptose- und die Vitalititsrate iiber die
24 Stunden hinweg nur sehr schwach, es
konnte auch kein signifikanter Unterschied
zwischen den einzelnen Inkubationszeiten
ermittelt werden.

Bei der Inkubation iiber 3 Tage betrug
der durchschnittliche Nativ-DFI 8,61 %,
nach 3 Tagen noch 6,31 %, der Unterschied
war jedoch nicht statistisch signifikant
(p>0,1).

Schlussfolgerung Die Ergebnisse zei-
gen, dass Spermien bis zu 24 h lang in Eis-
wasser bei 4 °C gelagert werden konnen,
ohne dadurch ihre Chromatinintegritédt oder
Vitalitit zu schidigen und ohne dass sie ver-
mehrt in Apoptose tibergehen. Was die Chro-
matinintegritdt betrifft, konnen sie sogar bis
zu 3 Tage bei 4 °C ohne negative Auswir-
kungen gelagert werden.
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Optimierung von TESE-ICSI durch
Injektion laser-selektierter immoti-
ler Spermien in PolarAide®-selek-

tierte Eizellen

V. Nordhoff', E. KéBer', S. Schiatt', A. Schiiring?,

L. KieseF, S. Kliesch'

'Centrum fiir Reproduktionsmedizin und Andrologie,
Miinster; ?Klinik und Poliklinik fiir Frauenheilkunde
und Geburtshilfe, Miinster

Fragestellung Fiir eine  erfolgreiche
Befruchtung nach intrazytoplasmatischer
Spermieninjektion (ICSI) ist ein vitales
Spermium notwendig. Die hypergonado-
trope Azoospermie als schwerste Fertilitéts-
storung des Mannes ist letztlich nur durch
den Versuch einer testikuldren Spermien-
extraktion (TESE) mittels Hodenbiopsie
behandelbar. In den TESE-Priparaten wer-
den oft nur sehr wenige Spermien gefunden,
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die dazu hdufig immotil sind. Eine Differen-
zierung zwischen toten und vitalen immoti-
len Spermien ist per Lichtmikroskop nicht
moglich. Die Anwendung eines Lasers bietet
die Moglichkeit, immotile Spermien auf ihre
Vitalitdt zu tiberpriifen, da membran-intakte
Spermien nach einem Schuss mit dem Laser
auf die Schwanzspitze eine ,,Einrollreaktion‘
zeigen. Avitale Spermien zeigen keine Reak-
tion. Um die Chancen einer erfolgreichen
Befruchtung weiter zu erhdhen ist es sinn-
voll, die laser-selektierten vitalen Spermien
in die besten der zur Verfiigung stehenden
Eizellen (EZ) zu injizieren. Zur Beurteilung
der EZ konnen lichtmikroskopische Krite-
rien wie Granulierung des Zytoplasmas, Va-
kuolen, GroBe des Perivitellin-Raums oder
Zonabesonderheiten herangezogen werden.
Zusitzlich gibt es die Moglichkeit, mittels
PolarAIDE® (MTG, Bruckberg) den Zona-
Score und auch die Sichtbarkeit der Spindel
zu ermitteln.

Material und Methoden Aus dem Jahr
2008 wurden 38 TESE-ICSI-Zyklen (n = 34
Spermienzahl > EZ-Zahl, n = 4 Spermien-
zahl < EZ-Zahl) ausgewertet, bei denen mo-
tile oder immotile Spermien unselektiert in
lichtmikroskopisch beurteilte Eizellen inji-
ziert wurden. Von Januar bis Mitte Juli 2009
wurden 17 TESE-ICSI-Zyklen (n = 14 Sper-
mienzahl > EZ-Zahl, n = 3 Spermienzahl
< EZ-Zahl) ausgewertet, bei denen motile
und laser-selektierte immotile Spermien
in die EZ nach PolarAIDE®-Scoring und
Ranking injiziert wurden.

Ergebnisse Bei 25 von 34 Zyklen (Jahr
2008) konnten ausschlieBlich motile Sper-
mien in alle Eizellen injiziert werden, bei
8 Zyklen wurden motile und immotile Sper-
mien verwendet und in einem Zyklus konn-
ten ausschlieBlich immotile Spermien gefun-
den und injiziert werden. 2009 waren es
7 von 14 Zyklen, bei denen nur motile Sper-
mien in alle Eizellen injiziert wurden, bei
6 Zyklen wurden motile und immotile Sper-
mien injiziert. In einem Fall konnten nach
Spermiensuche nur immotile Spermien ver-
wendet werden. In allen Féllen aus dem Jahr
2009 wurden motile oder lasergepriifte
immotile Spermien in die besten Eizellen
(PolarAIDE®) injiziert.

Die Befruchtungsrate bei der Injektion moti-
ler Spermien lag 2008 bei 54,2 % (157 von
284 EZ), 2009 bei 69,6 % (57 von 100 EZ;
n. s.). Bei Injektion ausschlielich immotiler
Spermien war die Befruchtungsrate im Jahr
2008 19,5 % (11 von 61 EZ) und 22,3 % (9
von 38 EZ) 2009 (n. s.).

Zusitzlich gab es 2008 4 Zyklen, in denen
nicht alle Eizellen injiziert werden konnten,
da keine ausreichende Zahl von Spermien
gefunden wurde. Daher wurden die aus-
schlieBlich immotilen Spermien per Zufall in
lichtmikroskopisch geeignete Eizellen inji-
ziert und ergaben eine Befruchtungsrate von
12,3 % (3/23 EZ). 2009 konnten in einem
Zyklus nur sehr wenige motile und laser-ge-
priifte immotile Spermien gefunden werden,
in 2 weiteren Zyklen wurden nur immotile
Spermien in nicht ausreichender Zahl gefun-
den. Bei Selektion der Eizellen mittels Po-
larAIDE® fiir die wenigen Spermien ergab

sich eine Befruchtungsrate von 38,1 % (6/16
EZ).

Schlussfolgerung Die Befruchtungsrate
einer TESE-ICSI kann durch laserunter-
stiitzte Selektion vitaler immotiler Spermien
in mittels Zona-Score selektierte EZ erhoht
werden. Bei TESE-ICSI mit ausschlielich
motilen Spermien zeigt die Anwendung von
PolarAIDE® allein schon einen positiven Ef-
fekt.
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Expression der cGMP-bindenden
Phosphodiesterasen PDE2, PDE5
und PDE6 in Hoden und Neben-
hoden

A. Mietens', R. Middendorf?
'Institut fiir Anatomie und Zellbiologie, Justus-Liebig-
Universitét Giessen, ?AG Signaltransduktion, Giessen

Fragestellung Seit Lingerem ist bekannt,
dass im minnlichen Reproduktionstrakt das
intrazelluldre Signalmolekiil ,,zyklisches
Guanosinmonophoshat™ (cGMP) eine Schliis-
selrolle bei der Erektion des Penis spielt.
Grundsitzlich kann cGMP iiber die Aktivie-
rung einer 16slichen Guanylatzyklase (sGC)
durch NO bzw. von membranstindigen
Guanylatzyklasen durch die natriuretischen
Peptide ANP, BNP oder CNP erzeugt wer-
den. Unterschiedlich regulierte Phosphodies-
terasen (PDEs) bauen diesen Botenstoff ab
und begrenzen so das cGMP-Signal in der
Zelle. Hier liegt auch der Angriffspunkt von
Sildenafil (Viagra), einem Hemmstoff der
cGMP-abbauenden PDES. Auch in anderen
Organen des minnlichen Reproduktions-
trakts sind Komponenten cGMP-abhingiger
Signaltransduktion beschrieben worden, ihre
genaue Bedeutung ist aber noch unzurei-
chend geklart. Diskutiert werden Einfliisse
auf die Funktion der Spermatozoen, des
Spermatozoentransports in Hoden und Ne-
benhoden sowie auf die Keimzellreifung und
Testosteronsekretion im Hoden. Uber die
Bedeutung der PDEs, von denen 11 Sub-
typen existieren, in Hoden und Nebenhoden
sind die Kenntnisse noch absolut rudimentir.
In dieser Studie wurden Expression und
Lokalisation der o. g. PDES, der PDE2 und
PDE6 in Hoden und Nebenhoden von
Mensch und Rind untersucht. Die cGMP-
spezifische PDEG ist Teil des retinalen Pho-
totransduktionssystems. Fiir den cGMP-ab-
hingigen Ionenkanal CNG (,,cyclic nucleo-
tide gated channel®), einer Komponente die-
ses Signalweges, ist eine funktionelle Bedeu-
tung auch in Spermatozoen bereits beschrie-
ben worden. Die cGMP-stimulierte PDE2
baut sowohl cGMP als auch den verwandten
,,second messenger* cAMP ab und vermittelt
so einen Cross-talk zum cAMP-Signal-
system.

Material und Methoden Mittels Wes-
tern-Blot und Immunhistochemie wurden
humane als auch bovine Hoden und Neben-
hoden untersucht.

Ergebnis Sowohl in Hoden- als auch Ne-
benhodengefifien lief sich die PDE2A als
punktformige Féarbung von kapilldren und

venosen Endothelzellen darstellen. Leydig-
Zellen zeigten eine homogene Anfirbung im
Zytoplasma, Sertoli-Zellen blieben dagegen
immunonegativ. Im Keimepithel fand sich
eine Immunreaktion in einem Teil der Sper-
matozyten und Spermatiden. Im Ductus epi-
didymidis war eine Firbung der basalen und
vereinzelter luminaler Epithelzellen sichtbar.
PDES konnte im Western-Blot in Hoden und
Nebenhoden nachgewiesen werden. Immun-
histochemisch zeigte sich in testikuldrem
Gewebe von Mensch und Rind eine Expres-
sion vor allem in Leydig- und kontraktilen
Zellen. Insbesondere die Immunreaktion der
GefaBmuskulatur war deutlich, aber auch
Myofibroblasten der peritubuldren Lamina
propria waren immunopositiv. Keimzellen
und Sertoli-Zellen blieben ungefirbt. Im
Nebenhodengewebe beider Spezies fand sich
die Expression von PDES in der glatten Ge-
faBmuskulatur und peritubuldren Muskelzel-
len, vereinzelte Epithelzellen im Caput epi-
didymidis lieen sich ebenfalls anfdrben. Die
retinale PDE6 konnte im bovinen Hoden und
Nebenhoden nachgewiesen werden. Insbe-
sondere apikale Keimzellen zeigten eine spe-
zifische Immunreaktion, was fiir eine Korre-
lation mit bestimmten Entwicklungsstadien
der Spermatozytenreifung spricht. Sperma-
togonien und Sertoli-Zellen waren immuno-
negativ, Leydig-Zellen zeigten nur ein
schwaches Signal in der Immunhistochemie.
Im Ductus epididymidis zeigte sich immun-
histochemisch lediglich die Expression der
PDES6 in einzelnen basalen Epithelzellen.

Schlussfolgerung Die Untersuchungen
belegen die Expression der cGMP-binden-
den PDE2, PDES und PDE6 in Hoden- und
Nebenhodengewebe von Mensch und Rind
und unterstreichen somit eine Bedeutung des
cGMP-Systems fiir Keimzellentwicklung,
Hormonsekretion, Keimzellreifung, Sperma-
tozoentransport sowie Blutversorgung. Hier-
bei ermoglicht das unterschiedliche Expres-
sionsprofil der PDEs eine zellspezifische
Modulation des intrazelluliren cGMP-Sig-
nals.

B Abstracts zur Podiums-
diskussion ,Drangende
Rechtsfragen der moder-
nen Reproduktionsmedi-
zin in Deutschland”

Fragen aus reproduktionsmedizini-
scher Sicht

E Geisthével
Centrum fiir Gyn. Endokrinologie & Reproduktions-
medizin Freiburg (CERF), Freiburg i. Br.

Aus reproduktionsmedizinischer Sicht moch-
te ich zur Rechtslage in der RM zunichst
einige allgemeine Gedanken darlegen, um
dann auf speziellere Themen einzugehen.

Im Hinblick auf allgemeine Fragestellungen
schien es mir in jiingerer Vergangenheit drin-
gend notig zu sein, dass zunidchst einmal die
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bestehende, fiir Arzte und Biologen ziemlich
uniibersichtliche Rechtslage in der RM um-
fassend zusammengestellt wird. Diese Zu-
sammenschau findet sich in einer kiirzlich
zur Veroffentlichung angenommenen Publi-
kation [Frommel et al, 2009]. Hierbei besti-
tigt sich, dass das geltende Recht in einem
komplexen Netzwerk aus verschiedenen Ge-
setzen und Verordnungen eingebettet ist. Bei
genauer Betrachtung wird deutlich, dass oft
zu voreilig nach Schaffung eines Reproduk-
tionsmedizingesetzes (RMGs) gerufen wird,
ohne dass man eigentlich konkretisiert, wel-
che Details genau zu dndern wiren. Dabei
wird z. B. kaum beachtet, dass zunichst er-
wiinschte gesetzliche Veridnderungen ein er-
hebliches Konfliktpotenzial innerhalb eines
Gesetzes oder zwischen bestehenden Geset-
zen aufbauen konnten. So konnte eine vor-
dergriindig als sinnvoll erscheinende Geset-
zesnovellierung des Embryonenschutzgeset-
zes (ESchGs) in der Folge jedoch zu erhebli-
chen rechtlichen Kollisionen z. B. mit dem
Personstandsrecht im Biirgerlichen Gesetz-
buch (BGB) fiihren — und moglicherweise
daran scheitern. Letztendlich geht es um die
Frage, was de lege lata befriedigend, was un-
befriedigend oder gar nicht geldst ist, und
weiterhin, was de lege ferenda Aussicht auf
Anderung hitte, und wovon man sich in sei-
nen Forderungen realistischerweise sogar
verabschieden sollte. Diese allgemeinen Ge-
danken zusammengefasst ergeben sich fol-
gende Fragen: Ist nicht das meiste in der RM
langst und gut bilanziert geregelt? Brauchen
wir iiberhaupt de facto ein RMG? Welches
sind aber dringende Rechtsfragen in der
modernen RM in Deutschland, die de lege
lata gekldart und eventuell auch de lege
ferenda angegangen werden sollten, oder die
rechtspolitisch kaum Aussichten auf Ande-
rung hitten?

Definitiv liickenhaft ist die donogene Inse-
mination geregelt; so besteht nach wie vor
der Interessenskonflikt zwischen dem Recht
des Kindes auf Kenntnis seiner Abstammung
und dem Schutz des Spenders vor unterhalts-
und erbrechtlichen Forderungen. Wie steht
es diesbeziiglich mit der Aufkldrungspflicht
von Spender- und Befruchtungsarzt gegen-
iiber dem Samenspender? Konnen die
Wunscheltern den Samenspender in irgend-
einer Weise schiitzen? Vor allem besteht die
Frage, ob nicht zum Schutz des Spenders und
seiner Erben die Durchsetzung einer Partial-
novellierung im BGB realistisch wire, der-
art, dass zwar das Kind seinem genetischen
Ursprung nachgehen kann, aber dies ohne
weitere Rechtsanspriiche.

Weiterhin ist im Rahmen der Fertilitdtspro-
tektion bei malignen Erkrankungen noch-
mals eine nicht unwichtige Frage zu stellen:
ist mit dem Verbot der postmortalen Verfiig-
barkeit von Samen- und Eizellen durch das
ESchG auch die Option einer entsprechen-
den letztwilligen Verfiigung des oder der Be-
troffenen auszuschlielen?

AuBerdem ist mit der Samenspende auch die
Frage einer Embryonenspende unter klini-
schen Aspekten eng verkniipft. Ist iiberhaupt
die Embryonenspende erlaubt? Wie verhilt
es sich hierbei mit familien- und zivilrechtli-
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chen Regelungen, die nicht nur das Kind,
sondern auch den Samengeber und den be-
handelnden Arzt betreffen konnten?

In diesem Zusammenhang sollten die juristi-
schen Unterschiede zwischen der Embryo-
nenspende und der Embryonenadoption her-
ausgearbeitet werden. Ist iiberhaupt eine pri-
natale Adoption moglich? Wie wiirde sich
z. B. des Vormundschaftsgericht verhalten?

Nicht zuletzt sollte nochmals zu einem Dau-
erthema aktuell Stellung genommen werden:
Wenn auch der ,,double embryo transfer
(DET) entsprechend des ,,Deutschen Mittel-
wegs* bei den fiihrenden Juristen de lege lata
als gesetzeskonform eingestuft ist, besteht
die weiterfiihrende Frage, ob nicht sogar ein
,.single embryo transfer* (SET) von der Pati-
entin unter bestimmten Umstidnden als Mal3-
gabe des ESchGs eingefordert werden kann.

Unabhiéngig davon, ob der Status quo, d. h.
ein Netzwerk gesetzlicher Regelungen in der
RM vorerst bestehen bleibt oder in naher Zu-
kunft ein RMG entsteht, wird dieses Podium
versuchen, noch klarer zu definieren: wo gibt
es Spielrdaume, wo liegen die Grenzen?
Weiterfiihrende Literatur:

Frommel M, Taupitz J, Ochsner A, Geisthovel F.
Rechtslage der Reproduktionsmedizin in Deutschland.
J Reproduktionsmed Endokrinol, akzeptiert, 2009.

Das Kindeswohl sowie die Rechts-
stellung der Eltern, der Spenderin
und des Spenders

J. Taupitz

Institut fiir Deutsches, Eurapéisches und Internationa-
les Medizinrecht, Gesundheitsrecht und Bioethik der
Universitdten Heidelberg und Mannheim, Mannheim

1. Fortpflanzungsmedizin und Schutz des
Kindeswohls

a) Das ESchG verbietet MaB3nahmen, die zu

einer ,,gespaltenen Mutterschaft” (Auseinan-

derfallen von genetischer und austragender

Mutter) fiihren (Grund: Kindeswohl). Ver-

boten sind:

— die Ubertragung einer fremden, unbe-
fruchteten Eizelle auf eine Frau (Eizell-
spende) (§ 1 I Nr. 1);

— die kiinstliche Befruchtung zu einem ande-
ren Zweck als dem der Herbeifiihrung
einer Schwangerschaft der Frau, von der
die Eizelle stammt (§ 1 I Nr. 2); das Verbot
erfasst auch das Weiterkultivieren von
2-PN-Zellen, wenn schon dabei die Ab-
sicht besteht, den Embryo spéter auf eine
andere Frau zu iibertragen;

— die Entnahme eines Embryos vor Ab-
schluss seiner Nidation, um ihn auf eine
andere Frau zu iibertragen (§ 1 I Nr. 6);

— die IVF bei einer oder die Embryoiibertra-
gung auf eine Frau (Ersatzmutter), die be-
reit ist, ihr Kind nach der Geburt auf Dauer
Dritten zu iiberlassen (§ 1 I Nr. 7).

Nicht verboten sind die Samenspende sowie
die Embryospende nach IVF durch Uber-
tragung des Embryos auf eine Frau, die nicht
Ersatzmutter ist (aber Verstol gegen § 1 1
Nr. 2, wenn der Transfer schon bei der Be-
fruchtung geplant war).

b) Es gibt keine Verpflichtung der Frau, sich
den Embryo iibertragen zu lassen. Ein Em-
bryo, der aus welchen Griinden auch immer
nicht transferiert werden kann (,,iiberzihli-
ger*, ,,verwaister Embryo), darf verworfen
werden. Seine Kryokonservierung ist zeit-
lich unbegrenzt erlaubt.

¢) Das EschG verbietet die Post-mortem-Be-
fruchtung nach dem Tod des Samengebers
(§ 4 I Nr. 3) und nach dem Tod der Eizell-
spenderin (§ 1 I Nr. 2). Durch eine letztwilli-
ge Verfiigung (etwa eines Malignom-Patien-
ten) kann dieses strafrechtliche Verbot nicht
aufler Kraft gesetzt werden. Der Embryo-
transfer nach dem Tod des Samengebers
bzw. nach dem Tod der Eizellgeberin auf
eine Frau, die nicht Ersatzmutter ist, ist nicht
verboten (beachte aber oben § 1 I Nr. 2).

d) Das ESchG verbietet die kiinstliche Be-
fruchtung ohne Einwilligung der Gameten-
geber und die Ubertragung eines Embryos
auf eine Frau ohne ihre Einwilligung, § 4
Abs. 1 Nr. 1, 2. Abgesehen von diesen straf-
rechtlichen Verboten ist das Selbstbestim-
mungsrecht der Gametenspender an Keim-
zellen, 2-PN-Zellen und Embryonen nur tiber
das zivilrechtliche Allgemeine Personlich-
keitsrecht (APR) geschiitzt; bei einer Verlet-
zung des APR kommen Schadensersatz/
Schmerzensgeld in Betracht. Eine Embryo-
nenspende z. B. ohne Zustimmung der Ga-
metenspender verletzt ihr APR.

e) Das EschG enthiilt keine spezifischen Re-
gelungen fiir gleichgeschlechtliche Paare.
Soweit die (Muster-)Richtlinie zur Durch-
fiihrung der assistierten Reproduktion der
Bundesirztekammer (2006) und ihre Umset-
zung in Satzungsrecht der Arztekammern
Methoden der assistierten Reproduktion auf
(verheiratete oder in festgefiigter Partner-
schaft lebende) heterosexuelle Paare be-
schriinkt, entfaltet dies keine rechtsverbindli-
che Wirkung, weil dies die Satzungsautono-
mie der Kammern iiberschreitet.

2. (Familienrechtliche) Rechtsstellung der
Beteiligten

a) Rechtliche Mutter ist unumst6Blich die
Frau, die das Kind geboren hat. Dies gilt
auch, wenn sie nicht die genetische Mutter
ist.

b) Rechtlicher Vater ist nach § 1592 BGB
der Mann, der (1) zur Zeit der Geburt mit der
Mutter verheiratet ist oder (2) die Vaterschaft
anerkannt hat oder (3) dessen Vaterschaft in
einem gerichtlichen Verfahren festgestellt
wurde. Moglich ist eine prdnatale Anerken-
nung der Vaterschaft, nach tiberwiegender
Auffassung auch prikonzeptionell.

Ist das Kind mit Einwilligung des Mannes
und der Mutter durch kiinstliche Befruchtung
mittels Samenspende eines Dritten gezeugt
worden, kann nur das Kind die Vaterschaft
anfechten (§ 1600 V BGB).

Besteht — etwa nach Anfechtung — keine Va-
terschaft nach § 1592 Nr. 1 oder 2 BGB
(mehr), kann der Samenspender gerichtlich
als rechtlicher Vater festgestellt werden.
Daraus resultieren unterhaltsrechtliche und
erbrechtliche Anspriiche des Kindes gegen
ihn bzw. seine Erben. Der Samenspendearzt
hat den Samenspender auf dieses Risiko hin-
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zuweisen. Unterldsst er dies, haftet er gegen-
iiber dem Samenspender.

Die Unterhaltspflicht kann von den Wunsch-
eltern nicht dergestalt iibernommen werden,
dass der Samenspender vollkommen befreit
ist. Kommen die Wunscheltern ihrer Unter-
haltspflicht nicht nach, kann das Kind nach
Feststellung der Vaterschaft des Samenspen-
ders den Unterhalt von ihm verlangen.

Eine Vereinbarung, wonach das Kind aus der
erbrechtlichen Stellung nach dem Samen-
spender in diejenige nach dem Wunschvater
wechselt, ist nicht moglich. Ein Erbverzicht
des Kindes kommt allenfalls nach seiner Ge-
burt mit Genehmigung des Vormundschafts-
gerichts in Betracht. Priifungsmalstab: Inter-
esse des Kindes.

Die Einwilligung der Eltern in eine Adoption
kann erst erteilt werden, wenn das Kind 8
Wochen alt ist. Eine prinatale Adoption (und
damit auch Embryonenadoption) ist nach
geltendem Recht nicht moglich.

Zur Terminologie: Durch Adoption wird ein
rechtliches Eltern-Kind-Verhiltnis (wie bei
der Vaterschaftsanerkennung/-feststellung)
herbeigefiihrt. Verwandtschaftliche Bezie-
hungen zur Herkunftsfamilie werden been-
det. Die Adoption erfolgt durch Beschluss
des Vormundschaftsgerichts und kann nur
unter engen Voraussetzungen aufgehoben
werden. Die Embryospende bezeichnet da-
gegen den (physischen) Transfer eines Em-
bryos auf eine Frau. Statusrechtliche Folgen
hat dies nicht, sondern erst die Geburt; die
gebidrende Frau wird rechtliche Mutter.

¢) Die Embryospende dndert an der familien-
rechtlichen Rechtsstellung des ménnlichen
Erzeugers nichts. Aufgrund seines APR (s.
oben) ist sie nur mit seiner Zustimmung er-
laubt.

d) Die Verwendung anonymen Samens/eines
.Samencocktails* ist nach iiberwiegender
Ansicht unzuldssig (sittenwidrig) (Verlet-
zung des Rechts des Kindes auf Kenntnis sei-
ner Abstammung). Findet sie gleichwohl
statt und kann das Kind deshalb unterhalts-
rechtliche Anspriiche nicht gegen den Sa-
menspender durchsetzen, haftet in erster
Linie der Befruchtungsarzt, gegebenenfalls
auch der Samenspendearzt. Die Wunsch-
eltern haben kein Recht auf Kenntnis des
Samenspenders.

e) Eine weitergehende Absicherung des Sa-
menspenders liele sich erreichen, wenn die
Moglichkeit des Kindes zur Anfechtung der
Vaterschaft gemél § 1600 V BGB (s. oben)
gestrichen wiirde, sodass unumstoflich der
Wunschvater rechtlicher Vater bliebe. Dies
ist ebenso wie eine gelegentlich vorgeschla-
gene ,,rechtsfolgenlose Vaterschaftsfeststel-
lungsklage* rechtspolitisch kaum durchsetz-
bar. Denn bereits nach geltendem Recht kann
das Kind sein Recht auf Kenntnis seiner
Abstammung unabhingig von einer Vater-
schaftsanfechtung in einem (seit 01.04.2008
moglichen) besonderen Verfahren zur recht-
folgenlosen Kldrung (nur) der Abstammung
durchsetzen (§ 1598a BGB).

Rechtslage zu DET und eSET

J. Daunderer
Ratajczak & Partner Rechtsanwilte, Miinchen

Nach mittlerweile herrschender juristischer
Auffassung ist die Anwendung des Verfah-
rens Double-Embryo-Transfer (DET) ge-
setzlich zuldssig. Kann aber im Einzelfall
auch ein elektive Single-Embryo-Transfer
(eSET) erfolgen? Wie weit kann die zuldssi-
ge Auslegung der geltenden Rechtslage hier
gehen? Lassen Sie mich aus Sicht des bera-
tenden Juristen meine Einschidtzung hierzu
darlegen.

Nimmt man den Gesundheitsschutz der Frau
ernst, sind (hohergradige) Mehrlingsschwan-
gerschaften wegen des damit verbundenen
gesteigerten Risikos zu vermeiden. Auch
eine nachtrigliche Mehrlingsreduktion, z. B.
durch intrauterinen Fetozid, sollte aus ethi-
schen und rechtlichen aber auch originir me-
dizinischen Griinden moglichst vermieden
werden. Dies ist aber nicht moglich, wenn
man jegliche Identifizierung der Entwick-
lungsfihigkeit von Embryonen verneint und
ein striktes Selektionsverbot postuliert. Zur
Gewihrleistung einer akzeptablen Nida-
tionswahrscheinlichkeit miissten dann Mehr-
fachtransfers in Kauf genommen werden und
Frauen mit Kinderwunsch oftmals (vermeid-
baren) zusitzlichen Behandlungszyklen un-
terzogen werden. Die strikte Anwendung der
friiher von der BAK formulierten Dreierregel
(= Entwicklung und Transfer von 3 Embryo-
nen innerhalb eines Zyklus; nach § 1 Abs. 1
Nr. 3, Nr. 5 ESchG unzweifelhaft zuldssig)
trigt diesem rechtlich gebotenen Gesund-
heitsschutz keine Rechnung und folgt einem
als veraltet zu qualifizierenden reproduk-
tionsmedizinischen Standard. Wegen dieser
Probleme wurde das DET-Verfahren, de lege
lata im Einklang mit dem ESchG, als sog.
.Deutscher Mittelweg* entwickelt. Das Ziel
ist es hierbeli, so viele 2-PN-Zellen weiter zu
kultivieren, dass 2 entwicklungsfihige Em-
bryonen iibertragen werden konnen. Beim
DET werden die Eizellen in den verschiede-
nen Stadien vor und nach In-vitro-Befruch-
tung rein morphologisch bzw. nach der
embryonalen Teilungsrate bewertet (Eizell-
Vorkern- und Embryoscoring). Unstreitig
diirfen alle Stadien auf ihre Entwicklungs-
fahigkeit untersucht werden. Unstreitig diir-
fen auch nicht entwicklungsfihige Embryo-
nen ausgeschieden werden. Daher ist das
Embryoscoring (= Differenzierung nach der
Entwicklungsfihigkeit der Embryonen) er-
laubt. Denn betroffen ist hier nicht das Verbot
der Vorratshaltung (§ 1 Abs. 1 Nr. 5 ESchG).

Im juristischen Schrifttum wird aber die Auf-
fassung vertreten, dass das eSET-Verfahren
de lege lata gegen das ESchG verstofie. Auch
dies ist zu differenzieren. Ein eSET kann
nicht von Anfang an geplant werden, da es
dabei nicht nur um die Entwicklungsfihig-
keit, sondern um eine echte Auswahl des bes-
ten Embryos geht. Da aber die Entschei-
dungsautonomie der Frau das hochstrangige
Rechtsgut ist, auch nach dem ESchG, kann
die Frau vor dem Transfer entscheiden, ob
sie eine Zwillingsschwangerschaft in Kauf
nehmen will oder nicht. Dies folgt aus dem

Verzicht der Gesetzeslage, eine origindre
Embryonenerhaltungspflicht zu definieren.
Auch stellt § 4 Abs. 1 Nr. 2 ESchG denjeni-
gen Mediziner unter Strafe, der es unter-
nimmt, einer Frau einen Embryo ohne ihre
Einwilligung zu iibertragen. Es bleibt somit
am Ende die alleinige Entscheidungshoheit
der Frau, wie viele von maximal 3 und wel-
che Embryonen sie sich transferieren lassen
will. Eine sachgerechte drztliche Aufkldrung
bezieht sich zeitlich auf den jeweiligen Be-
handlungsabschnitt. Dies bedeutet, dass Me-
diziner verpflichtet sind, iiber die jeweilige
Entwicklungsfahigkeit des Embryos aufzu-
kldren, damit die Frau von ihrem Entschei-
dungsrecht informiert Gebrauch machen
kann.

Fragen aus reproduktionsbiologi-
scher Sicht

M. Montag
Gynéakologische Endokrinologie & Reproduktions-
medizin, Universitéts-Frauenklinik Bonn

Im reproduktionsbiologischen Bereich ist
eine kritische Auseinandersetzung mit dem
Thema elektiver Single-Embryo-Transfer
(eSET) und mit der Priaimplantations-
diagnostik gefordert.

Der Begriff eSET kennzeichnet die Suche
nach der Eizelle bzw. dem Embryo mit dem
besten Implantationspotenzial. Die derzeit
gingige Praxis der morphologisch bestimm-
ten Auswahl in Verbindung mit einem singu-
laren Beobachtungszeitpunkt steht auf dem
Priifstand. Die Zukunft liegt in der Untersu-
chung von physiologischen Parametern. Die
Vielzahl der derzeit angebotenen Techniken
haben eines gemeinsam: sie beruhen auf
Analogieschliissen, wéhrend die biologi-
schen Hintergriinde weitgehend unerforscht
sind. Hier ist eine Intensivierung der Grund-
lagenforschung wiinschenswert, um von der
deskriptiven Ebene in substanzielle Bereiche
voranzuschreiten.

Bei der Praimplantationsdiagnostik muss die
Frage gekldart werden, welche Methode fiir
welche Untersuchung wann sinnvoll einge-
setzt werden sollte. Die seit 1990 im Ausland
zunehmend praktizierte Anwendung der
Embryobiopsie wird inzwischen selbst von
Arbeitsgruppen, welche diese Methode lange
praktiziert haben, sehr kritisch betrachtet.
Die Entnahme von 1-2 Blastomeren im 6—8-
Zellstadium scheint das Implantations- und
weitere Entwicklungspotenzial des Embryos
zu beeintrichtigen. Die unkritische Anwen-
dung dieser Methode ausschlielich zur Un-
tersuchung von Chromosomen-Fehlvertei-
lungen, sogenannten Aneuploidien, wird in-
zwischen von vielen Fachgesellschaften als
dulerst problematisch eingestuft. Als mogli-
che Alternative kommen derzeit die Pol-
korperbiopsie und die Blastozystenbiopsie in
Betracht.

Die Polkorperdiagnostik ist fiir die aus-
schlieBliche Untersuchung von Eizellen auf
miitterlich bedingte Aneuploidien die geeig-
nete Methode. In Hinblick auf die kritische
Diskussion um die Aneuploidie-Diagnostik
hat die ,,European Society for Human Repro-
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duction and Embryology” (ESHRE) eine
Pilotstudie initiiert, bei der in Vorbereitung
zu einer multizentrischen Studie die Mach-
barkeit der Polkorperdiagnostik zur Untersu-
chung aller Chromosomen untersucht wird.

Der Einsatz der Polkorperdiagnostik zum
Nachweis (mono-)genetischer Veranlagun-
gen ist nur bedingt sinnvoll. So wird bei-
spielsweise bei miitterlich bedingten geneti-
schen Veranlagungen mit einem rezessiven
Erbgang die Hilfte der potenziell nicht von
der Krankheit betroffenen Eizellen verwor-
fen. Viterliche Merkmale konnen iiber die
Polkorperdiagnostik generell nicht unter-
sucht werden.

Eine Losung konnte hier die Biopsie im
Blastozystenstadium darstellen. Nach der
Entnahme von einigen wenigen Zellen aus
dem Trophektoderm konnen diese untersucht
werden, ohne dass die zukiinftigen fetalen
Anteile geschidigt oder beeintrichtigt wer-
den. Der Differenzierungsschritt bei der
Blastozyste, mit dem Trophektoderm als
Vorginger der spiteren extra-embryonalen
Anteile und der inneren Zellmasse als Vor-
laufer des Fetus, unterscheidet sich funda-
mental von der Situation des Embryos im
4-8-Zellstadium. Insofern entspricht die
Biopsie von trophektodermalen Zellen eher
einer indirekten Methode, vergleichbar der
Chorionzottenbiopsie. Dies diirfte fiir geneti-
sche Veranlagungen nicht relevant sein, im
Zusammenhang mit der Aneuploidie-Diag-
nostik wird jedoch diskutiert, wie repriasenta-
tiv die an trophektodermalen Zellen durchge-
fiihrte Diagnostik fiir die innere Zellmasse ist.

Eine Einschrinkung bei der Blastozysten-
biopsie besteht darin, dass je nach Dauer der
diagnostischen Untersuchung und in Abhén-
gigkeit vom Entwicklungsstatus der Blasto-
zyste eine Kryokonservierung durchgefiihrt
werden muss. Auch wenn mit dem Verfahren
der Vitrifikation von Blastozysten sehr gute
Erfolge erzielt werden, stellt dies dennoch eine
weitere, unphysiologische Intervention dar.

Fortschritte in der Chiptechnologie bei der
genetischen Testung er6ffnen auch die Un-
tersuchung auf genetische Veranlagungen
und Dispositionen, die nicht direkt letal sind
oder bei denen sich entsprechende Krank-
heitsbilder erst im fortgeschrittenen Alter
manifestieren. Auch wenn das neue Gen-
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diagnostikgesetz vom 24.04.2009 hier eine
klare Regelung getroffen hat, besteht Dis-
kussionsbedarf, wie mit diesen Moglichkei-
ten umgegangen wird.

Deutsche Rechtskultur, Praimplan-
tationsdiagnostik, Samengeber

M. Frommel
Institut fiir Sanktionenrecht und Kriminologie,
Christian-Albrechts-Universitét zu Kiel

Seit Erlass des Embryonenschutzgesetzes
(ESchG) 1991, also seit fast 20 Jahren, wird
die mediale Wahrnehmung durch wider-
spriichliche Botschaften geprigt. Einerseits
klagen Mediziner, es sei zu streng und behin-
dere die deutsche Reproduktionsmedizin,
andererseits kursieren Dammbruchargumen-
te. Okologische Feministinnen meinen auBer-
dem, es sei zu befiirchten, dass sich Arzte
nicht an das (strenge) Gesetz halten und
Frauen als Lieferanten von Eizellen, eines
knappen Rohstoffs, missbrauchten. Das
ESchG folgt einer gemifigt konservativen
bis liberalen Haltung. Es verbietet Miss-
brauch, privilegiert aber die ART und ldsst
geniigend Spielraum fiir eine angemessene
Behandlung. Die Reproduktionsfreiheit wird
beachtet, aber nur in einer Form zugelassen,
die Achtung und Respekt vor dem menschli-
chen Leben auch in seiner Frithform zeigt.
Vergleicht man das ESchG mit ausldndi-
schen Regelungen, welche dem Staat ver-
wehren, die Reproduktion zu regulieren,
dann springt das Verbot der Leihmutter-
schaft und der Eizellspende in Deutschland
ins Auge. Aber mit Lebensschutz haben
diese Verbote nichts zu tun, im Gegenteil: sie
erfolgen aus Griinden, welche auf einer ganz
anderen Ebene liegen. Vermieden werden
soll eine gespaltene Mutterschaft. Die deut-
sche Rechtskultur definiert Reproduktion
sehr viel stirker als die angelséchsische oder
skandinavische Kultur als einen geschlechts-
spezifisch unterschiedlichen Vorgang, lehnt
also eine strikte Gleichbehandlung der Ge-
schlechter ab. Deshalb werden Samen- und
Eizellspende ungleich behandelt. Eugeni-
sche Uberlegungen sind mit dem ESchG un-
vereinbar.

Bei einer Priaimplantationsdiagnostik (PID)
in einem spiten Stadium vermeidet eine an-

gemessene Auslegung Wertungswidersprii-
che mit der Prinataldiagnostik (PND) und
der medizinisch indizierten Abtreibung. Ge-
richte stimmen dieser Lesart zu, noch steht
aber die abschliefende Bundesgerichtshof-
Entscheidung in dieser Frage aus. Unverein-
bar mit dem ESchG ist das Modell ,,Designer-
baby*. Menschenziichtung verstoft nicht ge-
gen die Wiirde des Embryos, sondern ver-
letzt grundlegende Interessen der Biirger und
Biirgerinnen. Sie zu verbieten ist daher ver-
fassungsgemiB, auch wenn das Rechtsgut
des § 2 ESchG Wissenschaftlern nicht immer
einleuchtet.

Somit erweist sich der in den Medien betonte
Eindruck, dass das ESchG besonders streng
sei, weil es einem Konzept des vorrangigen
Lebensschutzes folge, als falsch, wenn man
die Reproduktionsmedizin betrachtet. Insge-
samt gesehen stehen dort eher die reproduk-
tiven Rechte im Vordergrund. Das Lebens-
schutzkonzept der §§ 218 ff. StGB und
des ESchG ist flexibel. Streng durchgehal-
ten wird der Vorrang des Gedankens des
Lebensschutzes nur beim Forschungsverbot
des ESchG. Die Konsequenzen dieses Ver-
botes werden hier aber nicht behandelt.
Beschridnkungen der RM erkldren sich aber
nur zu einem ganz kleinen Teil aus Uberle-
gungen des Lebensschutzes und auch dann
nur in der schwachen und damit durchaus
liberalen Version der Pflicht zur Achtung des
menschlichen Lebens. Alle Biirger und
Biirgerinnen kdnnen — in welcher Rolle auch
immer — mit dem geltenden Recht der Fort-
pflanzungsmedizin ganz gut leben, auch
wenn sie personlich andere Werte in den
Vordergrund stellen wiirden. Eine Ausnah-
me sei aber benannt. Sie betrifft den im BGB
geregelten Status des Samenspenders (bzw.
des Mannes, von dem eine Embryonen-
spende stammt) im heterologen System. In
einer Zeit, in der Kinder, die nach repro-
duktionsmedizinischen Mafnahmen entstan-
den sind, ein durchsetzbares Recht haben,
ihre genetische Herkunft zu erfahren, werden
sie dies tun. Daher sollten Unterhaltsan-
spriiche und Erbrecht vom Recht auf Kennt-
nis der eigenen Wurzeln getrennt werden.
Zurzeit arbeiten wir noch mit Behelfs-
konstruktionen. Wenn es de lege ferenda ein
Problem gibt, das es zu 16sen gilt, dann die-
ses.
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