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P01
Effects of Low-Level-Laser-Thera-
py LLLT on human spermatozoa 
and its future perspective for re-
productive medicine
B. T. Espey1, K. Kielwein1, J. Liebenthron1,  
H. van der Ven1, K. Steger2, A. Pardowska-Dogan1,  
K. van der Ven1

1Department of Gynecological Endocrinology and 
Reproductive Medicine, University Clinic, Bonn; 
2Section Molecular Andrology, Biomedical Research 
Center Seltersberg, Justus-Liebig-University, 
Giessen, Germany

Introduction & Objectives Diminished sperm 
motility is very often a reason for a failed nat-
ural conception as well as unsuccessful intra-
uterine insemination and IVF procedure. In 
this study, we investigated LLLT Low-level-
laser-therapy (LLLT) towards improvement 
of sperm motility. LLLT works with mono-
chromatic or coherent light in conjunction 
with a cold-laser, causing insignificant heat-
ing of tissue. It has been shown that LLLT 
mainly affecting the respiratory chain in the 
mitochondria leading to an increase of ATP 
(adenosine-tri-phosphate) thus increase of 
energy. The increase of sperm motility af-
ter laser radiation has been demonstrated in 
animal models and in human sperm; how
ever there is a lack of data concerning long 
time and potential side effects of laser treat-
ment on spermatozoa. Therefore, the aim of 
the study was to define the optimal laser ra-
diation dose and treatment duration for sperm 
of healthy donors and asthenozoospermic 
patients. Furthermore, the degree of sperm 
DNA fragmentation after laser treatment was 
investigated.

Material and Methods  The study was per-
formed on semen samples of asthenozoosper-
mic (n = 42) and normozoospermic (n = 22) 
patients attending the Department of Endo-
crinology and Reproductive Medicine at the 
University of Bonn after obtaining informed 
consent from every participant.

For LLLT radiation, a pulsed laser-probe 
(Reimers & Jansen, Germany) with a wave-
length of 655 nm, output-power of 25 mW/
cm2 and an impulse duration of 200 ns was 
used.

Native fresh liquefied semen samples un-
derwent radiation with energy doses from 0 
(control group), to 4, 6 and 10J/cm2. Sperm 
parameters were assessed according to 
WHO 5 manual for the examination of hu-
man semen at 0, 30, 60, 90 and 120 min af-
ter radiation using a SCA® CASA System 
(MICROPTIC S.L., Barcelona). The follow-
ing sperm motility parameters were analyzed: 
Velocity; VCL = curvilinear velocity; VSL = 
straight-line velocity; VAP = average path ve-
locity; ALH = amplitude of lateral head dis-
placement, BCF = beat-cross frequency and 
Hyperactivity.

The amount of DNA-strand breakage was 
analyzed with the „Ligation-Mediated Real-
Time Polymerase Chain Reaction“ (LM-RT-
PCR) in 22 patients with asthenozoospermia 
and 3 normozoospermic controls. Statistical 
analysis was performed by using matched-
paired one-way-ANOVA in combination with 
Dunnett’s multiple comparison tests (Graph-
Pad Prism 7); p-values < 0.05 were consider
ed statistically significant.

Results  We could demonstrate that the laser 
energy-dose of 4 and 6J/cm2 had the greatest 
effect on asthenozoospermic sperm’s motility 
and velocity parameters.

A significant increase of the progressive 
sperm motility (PR) with laser intensity of 
6J/cm2 (3.562% ± 1.105; p = 0.0069) and de-
crease of non-progressive (NP) sperm motil-
ity of 4J/cm2 (–3.25% ± 1.325; p = 0.0477) 
and immotile (IM) sperm by 6J/cm2 (–6.517 
± 1.824; p = 0.0026) could be observed. Fur-
thermore, similar positive effects were de-
tected for velocity parameters. Significant 
increase of VCL by 4J/cm2 (2.835 µm/s ± 
1.065; p = 0.029). For the normozoosper-
mic group only minor statistically significant 
changes for motility (6J/cm2: PR 6.125% 
± 2.063; p = 0.0195; NP –3.123% ± 1.004; 
p = 0. 0142) or velocity (6J/cm2: ALH 0.1286 
µm ± 0.05075 p = 0.0496) has been found. 
The LM-RT-PCR results show no significant 
DNA fragmentation level after laser exposi-
tion as compared to the control group (Ct-val-
ues for 6J/cm2: 23. 24 ± 0.9779 vs. 0J/cm2: 
22.63±1. 033 p = 0.9268).

These results could be confirmed when DNA 
defragmentation has been analyzed parallel 
by HALO assay in combination with CASA 
software.

Conclusion  Based on our results, LLLT 
treatment of spermatozoa may represent a 
new technique for reproductive medicine. In 
particular, for asthenozoospermic patients, 
the improvement of sperm motility after laser 
therapy may raise a chance for successful in-
trauterine insemination, before patients parti-

cipate in an IVF or ICSI programme. Howe-
ver, more studies on sperm fertilizing ability 
and physiology are needed to exclude possib-
le yet unknown side effects of LLLT.

There is no conflict of interest for this study.

P02
Varicocelectomy improves the 
sperm capacity to induce optimal 
embryonic development post-fer-
tilization, in the Surrogacy Pro-
gram
I. Giakoumakis1, D. Daphnis1, N. Sofikitis2

1Mediterranean Fertility Institute, Chania; 2University 
of Ioannina, Andrology, Ioannina, Greece

Objective  Left varicocele has a detrimen-
tal effect [Eur Urol Suppl. 2014; 3: 89–99] 
on the sperm ability to induce optimal ear-
ly embryonic development post-fertilization. 
Our objective was to evaluate the effects of 
varicocelectomy on early embryonic devel-
opment of oocytes recovered from female 
donors.

Participants and Methods  ICSI procedures 
using female donor oocytes were performed 
with spermatozoa from 13 men (group A) 
with left varicoceles. The female partners of 
the latter men could not produce oocytes of 
appropriate quality for participating in as-
sisted reproductive technology (ART) pro-
grams. Injected oocytes were cultured for 96 
hours. The fertilization rate (FR) (100χ ferti-
lized oocytes/injected oocytes) and the blas-
tocyst development rate (BDR) (100χ devel-
oped blastocysts/fertilized oocytes) were re-
corded. Developed blastocysts were trans-
ferred to surrogate females. Another group 
of nine men with left varicoceles (group B) 
whose wives could not produce oocytes of 
appropriate quality for ART programs un-
derwent microsurgical left varicocelectomy. 
Six to 12 months later ICSI cycles were per-
formed using female donor oocytes. FR and 
BDR were recorded, as well. Developed blas-
tocysts were transferred to surrogate females.

Results  BDR was significantly larger 
(p < 0.05) in group B than in group A (Chi-
Square test – Yates correction).

Conclusions  Microsurgical left varico-
celectomy improves the ability of the male 
gametes to trigger the cascade of ooplasmic 
events that lead to early embryonic develop-
ment up to the blastocyst stage. In the current 
study the injected donor oocytes had been re-
covered from normal young females thus any 
female infertility factor is excluded. It ap-
pears that left varicocelectomy improves the 

*Begutachtet und zusammengestellt vom wissen-
schaftlichen Komitee.
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DNA integrity, the male gamete nucleus pro-
tein matrix quality and/or the centrosomic in-
tegrity/function allowing more optimal em-
bryonic development. The current study in-
dicates an important role of the male gamete 
beyond fertilization. Such results have clini-
cal significance in a Surrogacy Motherhood 
Program whereby global legislation requires 
either of the intended parents to provide (in 
most cases the male partner) their own ge-
netic material. Consequently, it is imperative 
to increase quality of the sperm in order to 
achieve high pregnancy rates.

P03
Die Leihmutterschaft als Option 
zur Kinderwunscherfüllung in 
einem EU-Land mit entsprechen-
der Gesetzgebung: Ein kritischer 
Überblick unserer Erfahrung in 
Griechenland
I. Zervomanolakis, E. Nikitos, K. Agapitou, S. Kallergi, 
M. Mpotzaki, C. Makri, K. Diamantopoulou, D. Pappa, 
E. Nikolopoulou, T. Mantzavinos
Institute of Life, IASO Klinik, Marousi, Athen, Greece

Fragestellung  Aufgrund der Gesetzgebung 
ist die Leihmutterschaft aus medizinischer 
Indikation als Option zur Kinderwunscher-
füllung in Griechenland möglich. Infolge-
dessen entscheiden sich viele Paare aus ande-
ren EU-Ländern für die Behandlung in die-
sem Land. Ziel unserer retrospektiven Studie 
ist die Untersuchung der Ursachen, die zur 
Behandlung führen bzw. des Ablaufs und der 
Behandlungsergebnisse.

Methodik  In einer retrospektiven Studie 
wurde Google Analytics Solutions (Google 
Inc, 2017) als analytische Methode verwen-
det, um die Besuche unserer Webseite aus 
Deutschland bzw. Österreich zu dokumentie-
ren. Des Weiteren wurden sowohl die Patien-
tenanfragen über E-Mail, Skype-Konferen-
zen bzw. Beratungsgesprächen als auch der 
Behandlungsausgang ausgewertet.

Ergebnis  Von September 2015 bis Sep
tember 2017 haben 10.493 Besucher aus 
dem deutschsprachigen Raum die Webseite 
www.womancenter.gr über das Schlüsselwort 
„Leihmutterschaft“ aufgerufen. Es wurden 
149 Patientinnen zwischen 30 und 50 Jah-
ren mit einem Durchschnittsalter von 39,69 
± 5,76 Jahren in unsere Studie eingeschlos-
sen. 46,9  % leiden an wiederholten erfolg-
losen IVF-Versuchen, während sich 12,7  % 
einer Hysterektomie unterzogen, 10,1  % an 
MRKH-Syndrom leiden und jeweils 11  % 
eine internistische Erkrankung bzw. Abor-
tus habitualis aufweisen. 8,3 % der Anfragen 
kamen aus homosexuellen Paaren. Nach ei-
ner Skype-Konferenz mit 32,9 % der Patien
tinnen wurde mit 26 % von ihnen in der Kli-
nik ein Beratungsgespräch durchgeführt. In-
folgedessen entschieden sich 24  % für die 
Behandlung. Die Verfügbarkeit der Embryo-
nen vor der Behandlung wurde durch die Fol-
likelpunktion zur Gewinnung von eigenen 
oder fremden Eizellen und anschließenden 
Embryonenkrykonservierung gewährleistet. 
Bei 40 % der behandelten Frauen wurde eine 

Follikelpunktion durchgeführt. Die Fertili-
sierungsrate lag bei 67,2 %. 36,2 % der Pa-
tientinnen wurden über eine Eizellspende be-
handelt, während bei 23,8 % der Patientinnen 
im Heimatland bereits eingefrorene Embryo-
nen zur Verfügung standen. Bisher wurden 13 
Embryotransfers durchgeführt. Daraus resul-
tierten 5 Einlingsschwangerschaften, 2 Zwil-
lingsschwangerschaften, 7 Entbindungen 
bzw. eine Fehlgeburt und eine biochemische 
Schwangerschaft.

Schlussfolgerung  Die Leihmutterschaft 
ist in den meisten EU-Ländern aus medizi-
nischen, ethischen bzw. rechtlichen Gründen 
nicht erlaubt. Die Erfahrung in Griechenland 
zeigt, dass die Behandlung erfolgreich abge-
schlossen werden kann, vorausgesetzt, die 
ausführliche Rechtsberatung zum Schutz al-
ler beteiligten Seiten bzw. der Respekt vor 
der Würde der Leihmutter, des Kindes und 
der Eltern sind gewährleistet. Nichts desto 
trotz bleibt die Frage über die Rechte des 
Kindes, der Eltern und der Leihmutter bei 
Komplikationen während der Schwanger-
schaft eine große Herausforderung.

P04
Höhere Sensitivität und Genauig
keit – Wird die neue automati
sierte AFC-Messung an 3D-
Volumina der Ovarien eine neue 
Standardmethode werden?
R. Menkhaus1, B. Heidecker1, O. Sauzet2

1Zentrum für Kinderwunschbehandlung und Pränatal
medizin, Minden;  2Universität Bielefeld, Zentrum für 
Statistik, Bielefeld, Deutschland

Fragestellung Der Antralfollikelcount (AFC) 
ist neben dem AMH-Wert prädiktiv für die 
ovarielle Reserve und damit für die Planung 
einer ovariellen Stimulation wichtig.

Die exakte Messung der Anzahl der Antral-
follikel (Summe der Follikel beider Ovari-
en mit einem Durchmesser von 2–10 mm) 
ist mit der 2D-Sonographie sehr aufwendig. 
Die vaginalsonographische 3D-Volumenauf-
nahme der Ovarien mit dem neuen GE Sono 
AVC antral und anschließender Offline-Mes-
sung ergibt deutlich höhere Durchschnitts-
werte in den einzelnen Altersklassen als bis-
her in der Literatur angegeben.

Methodik  Wir haben bei 100 Patientinnen 
0–4 Tage vor Beginn einer IVF/ICSI-Behand-
lung eine AFC-Messung mit der neuen Me-
thode (GE Sono AVC antral, RIC 5–9Mhz, 
Voluson E8 RSA und E10) durchgeführt. 
Acht Patientinnen durchliefen im Beobach-
tungszeitraum 2 Behandlungszyklen, dem-
entsprechend wurden jeweils 2 Messungen 
durchgeführt. Drei Patientinnen durchliefen 
3 Therapiezyklen, sodass hier jeweils 3 Mes-
sungen erfolgten. Es lagen somit 112 Mess-
werte vor. Die Altersgruppe „< 25 Jahre“ und 
die Gruppe „> 40 Jahre“ war nur mit 2 bzw. 
3 Patientinnen besetzt und konnte statistisch 
nicht ausgewertet werden.

Die automatische Zählung wurde manuell 
nachbearbeitet. Zusätzlich wurden Al-
ter, AMH-Wert, Gonadotropingesamtdosis, 

BMI und Zahl der gewonnen Eizellen erfasst 
(Abb. 1).
Ergebnis  Es ergaben sich in den einzelnen 
Altersgruppen folgende Durchschnittswerte 
(Standardabweichung) für den AFC:

26–30 Jahre: 42,9 (24,5); n = 30 Messwerte

31–35 Jahre: 37,9 (20,2); n = 36 Messwerte

36–40 Jahre: 29,5 (13,6); n = 41 Messwer-
te (Abb. 2).
Die Bereinigung des Kollektivs um PCO-
Patienten verändert die Durchschnittswer-
te nicht. Die Abnahme des AFC mit dem Al-
ter folgt einer quadratischen Gleichung. In 
einem kombinierten Modell aus AFC und 
AMH zur Vorhersage der gewonnenen Ei-
zellen bleibt nur der AFC statistisch signifi-
kant. Der AFC erklärt 20 % der Varianz der 
gewonnen Eizellen.

Die Gonadotropingesamtdosis und der BMI 
korrelieren nicht mit der Zahl der gewonne-
nen Eizellen. Der BMI korreliert nicht mit 
dem AFC.

Es gibt, wie erwartet, eine positive Korrela
tion zwischen AMH und AFC. Bei einer klei-
nen Anzahl an Patientinnen erfolgten in ver-
schiedenen Zyklen 2 bzw. 3 Messungen des 
Antralfollikelcounts. Dabei zeigte sich eine 
gute Reproduzierbarkeit des jeweils ermittel-
ten AFC-Wertes. Wegen der geringen Anzahl 
wird jedoch keine statistische Signifikanz er-
reicht.

Schlussfolgerung  Die 3D-AFC-Messung 
zeigt wesentlich höhere Durchschnittswer-
te in den einzelnen Altersklassen als bislang 
publiziert. Möglicherweise ist dies durch eine 
höhere Bildauflösung und exaktere Erfassung 
der Anzahl sämtlicher Antralfollikel an ei-
nem fixen Volumen im Vergleich zu einem 
2D-Liveschall bedingt.

Die altersbedingte Abnahme des AFC in un-
serem Kollektiv ist nicht linear, sondern qua-
dratisch. Dies sollte bei der Beratung von 
Kinderwunschpaaren berücksichtigt werden.

Der AFC ist in unserem Kollektiv ein wesent-
licher Prädiktor für die zu erwartende Zahl an 
gewonnen Eizellen.

Die Daten sollten durch Folgestudien bestä-
tigt werden.

P05
Protecting fertility: Effect of addi-
tive anti-inflammatory treatment 
in epididymitis
B. Klein1, R. Wijayarathna1,2,3, R. Middendorff1, 
D. De Kretser2,3, K. Loveland2,3, M. Hedger2,3, 
A. Meinhardt1,2,3, IRTG 1871 “Molecular 
Pathogenesis of Male Reproductive Disorders”
1Institute of Anatomy and Cell Biology, Justus-
Liebig-University, Giessen, Germany; 2Centre for 
Reproductive Health, Hudson Institute of Medical 
Research, Clayton; 3Department of Anatomy 
& Developmental Biology, Monash University, 
Melbourne, Australia

Bacterial epididymitis is a frequent disor-
der in men. Despite effective elimination of 
causative bacteria by antibiotic treatment, 
epididymitis can result in fertility prob-
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lems. Possible reasons are obstruction of the 
epididymal duct and/or vas deferens, as well 
as scarring and fibrosis of the infected tissue.

The present study was undertaken in order to 
evaluate whether in addition to the bacterial 
chal-lenge, the associated inflammatory re-
sponse impacts on severity and persistence of 
epididymal tissue damage.

By using a murine model of induced bacte-
rial epididymitis with uropathogenic E. coli 
(UPEC) as common causative pathogen, the 
effects of an antibiotic (levofloxacin) and/
or anti-inflammatory (dexamethasone) treat-
ment on the pathogenesis of epididymitis was 
assessed. UPEC-infected mice received levo
floxacin and/or dexamethasone, starting on 
day 3 after infection, for 7 con-secutive days. 
Mice were sacrificed at day 10 after infec-
tion and tissue was collected for histo-logi-
cal (Azan stain, Sirius Red stain, H&E stain) 
and molecular analyses (RT-qPCR). Control 
animals were infected with UPEC but did not 
undergo any interventional treatment. A fur-
ther group of control animals was injected 
with saline instead of bacteria.

Epididymal morphology of saline-injected 
animals indicates that ligation of the vas de
ferens (es-sential to this model to prevent 
downstream spread of infection) leads to mild 
histopathological changes, potentially due to 
changes in fluid flow and intra-organ pres-
sure, nevertheless, with concurrent preserva-
tion of the epididymal cauda profile. Dexa-
methasone treatment fully re-stored tissue in-
tegrity and reduced transcript levels of pro-
inflammatory markers (IL1-alpha, IL1-beta, 
TNF-alpha) in the cauda epididymis.

With regards to histopathological changes, 
treatment of UPEC-infected mice with levo
floxacin or dexamethasone alone failed to 
clearly prevent tissue damage when com-
pared to untreated UPEC-infected mice. 
Notably, cauda epididymal histopathology 
showed gross remodeling in both treatment 
groups, with ductal cross sections indicating 
ductal discontinuity due to granulo-ma for-
mation. In that regard, sole antibiotic treat-
ment seems to increase the number of granu-
lomas, with the number of spermatic gran-

ulomas being reduced. Nonetheless, dexa
methasone treatment lead to a marked 
decrease of transcript levels of pro-inflam-
matory cytokines (IL1-alpha, IL1-beta, IL-
6, TNF-alpha, Inhba) and neutrophil chemo
attractants (CXCL-1 and -2), which, in com-
parison, were unchanged in antibiotic treat-
ed mice, i.e. similar to the respective levels in 
untreated UPEC animals.

Notably, despite a less prominent reduction in 
inflammation markers compared to dexame-
thasone-only treated animals, mice under-
going a combined treatment with levofloxa-
cin as well as dexamethasone showed a clear 
improvement of epididymal integrity. Tubule 
cross sections suggest distinct preservation of 
ductal continuity with no granulomas as ob-
structive structures present.

In general, the use of anti-inflammatory 
drugs in infectious diseases is contraindi-
cated. These preliminary data show that fol-
lowing sole dexamethasone or sole antibiot-
ic treatment of bacterial epididymitis, similar 
histopathological changes are being induced. 
In contrast, the current data supports the pos-
sible benefits of an adjuvant anti-inflammato-
ry intervention in addition to stand-ard anti-
biotic therapy to preserve fertility following 
bacterial epididymitis.

P06
Gabe von Lenogastrim 
(Granocyte®) bei Frauen mit 
habitueller Abortneigung oder 
Implantationsversagen: Günstige 
Effekte auf Schwangerschafts- 
und Geburtenrate
B. Wetzka, A. Hanjalic-Beck
CERF, Freiburg, Deutschland

Fragestellung  Bei habitueller Abortneigung 
(RSA) und Implantationsversagen nach as-
sistierter Reproduktion (RIF) werden ähnli-
che Pathomechanismen vermutet. Die bisher 
empfohlenen Untersuchungen auf Thrombo-
philie, Auto-Antikörper und chromosomale 
Aberrationen beider Partner ergeben nur in 

ca. 25 % der Fälle eine Pathologie. Weiterhin 
haben die sich daraus ergebenden therapeuti-
schen Interventionen wie eine niedrig dosier-
te Heparingabe nicht zu einem signifikanten 
Anstieg der Erfolgsrate geführt mit Ausnah-
me beim Vorliegen eines Antiphospholipid-
syndroms [1].

Im Bereich der Implantationsstelle sind in 
der Decidua auffällig viele, spezielle natürli-
che Killerzellen (uNK) zu finden, die CD56-
positiv sind, d. h., eher proliferationsför-
dernde Wirkung haben, und deren Aktivi-
tät u. a. durch „killer cells immunglobulin-
like receptors“ (KIR) in Reaktion auf fetales 
HLA-C gesteuert wird. In aktuellen Studien 
wurden bei Frauen mit Fertilitätsstörungen 
wie RSA aktivierende KIR wie 2DS1 signi-
fikant seltener gefunden [2]. Eine Unterstüt-
zung mit Wachstumsfaktoren wie „granulo-
cyte colony-stimulating factor“ (G-CSF, z. B. 
Lenogastrim) kann hier zu einer Erhöhung 
der Geburtenrate führen [3, 4]. Unsere retros-
pektive Analyse soll den Effekt von Lenogas-
trim (Granocyte®) auf die klinische Schwan-
gerschafts- und Geburtenrate bei 170 Frauen 
mit RSA bzw. RIF zeigen.

Methoden  Zwischen 2014 und 2016 wur-
den 90 Frauen mit RSA (> 2 spontane Abor-
te, Ø 3,4 Aborte) und 80 Frauen mit RIF (Em-
bryotransfer von > 5 gut entwickelten Em
bryonen nach IVF bzw. IVF-ICSI, Ø 7,9 Em-
bryonen) in die Analyse aufgenommen. Das 
mittlere Alter beider Gruppen lag bei 36,5 ± 
3,9 Jahren. Zunächst erfolgte die Standard-
diagnostik (Ausschluss von Thrombophilie 
bzw. Antiphospholipidsyndrom, Schilddrü-
senabklärung, Zytogenetik, bei uteriner Auf-
fälligkeit Hysteroskopie). Bei unauffälligen 
Befunden bzw. im Falle von ausbleiben-
der Schwangerschaft oder erneutem Abor-
tes trotz therapeutischer Maßnahmen wie 
z. B. prophylaktischer Antikoagulation oder 
Optimierung der Schilddrüsenfunktion wur-
de eine Analyse der KIR-Expression veran-
lasst (Labor Klein, Martinsried). Beim Feh-
len mindestens einer der aktivierenden KIR 
(2DS1, 2DS3 und 3DS5) wurde Lenogastrim 
13 Mill. Einheiten 2x/Woche subkutan appli-
ziert („off label“). Die Gabe erfolgte bei RIF 

Abbildung 2: R. Menkhaus, et al. (P04). Verteilung AFC in den verschiedenen Alters-
klassen (Gesamtkollektiv).

Abbildung 1: R. Menkhaus, et al. (P04). Sono AFC.
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ab Embryotransfer, bei RSA ab positivem 
Schwangerschaftstest bis zur 12. Schwan-
gerschaftswoche. Eine kombinierte Therapie 
mit prophylaktischer Heparingabe und Leno-
gastrim wurde bei 14 Frauen mit RSA und 4 
Frauen mit RIF durchgeführt.

Ergebnisse  Die aktivierenden KIR fehlten 
bei 69 % der untersuchten Patientinnen, eine 
Thrombophilie fand sich bei 16  %, autoim-
mune Antikörper wurden bei 29  % (ANA, 
TPO-AK, Cardiolipin-AK u./o.β- Mikroglo-
bulin) und eine auffällige Zytogenetik bei 
2,5  % der Frauen gefunden. Die klinische 
Schwangerschaftsrate nach der Gabe von Le-
nogastrim lag bei 87 % (RSA) bzw. bei 63 % 
(RIF), die aktuelle Geburtenrate (15.09.2017) 
liegt bei 63 % (RSA) bzw. bei 41 % (RIF). 
Die beobachteten Nebenwirkungen waren 
eine vorübergehende Leukozytose ohne kli-
nische Symptomatik, selten traten vermehrtes 
Schwitzen oder Schwindel auf. Die bis jetzt 
geborenen Kinder zeigten ein normales Ge-
burtsgewicht und waren bislang klinisch un-
auffällig.

Schlussfolgerung  Die hier beschriebene 
Gabe von Lenogastrim beim Fehlen von akti-
vierenden KIR scheint die Schwangerschafts- 
und die Geburtenrate von Frauen mit RSA 
und RIF zu verbessern bei gleichzeitig guter 
Verträglichkeit. Weitere, möglichst randomi-
sierte und prospektive Studien, insbesonde-
re zur Dosierung und Applikationsdauer von 
Lenogastrim, sind dringend notwendig.

Literatur:
1. Diagnostik und Therapie beim wiederholten 
Spontanabort. Leitlinie der DGGG, 31.12.2013.

2. Hiby SE, et al. Association of maternal killer-cell im-
munoglobulin-like receptors and parental HLA-C geno-
types with recurrent miscarriage. Hum Reprod 2008; 23: 
972–6.

3. Santjohanser C, et al. Granulocyte-colony stimulating 
factor as treatment option in patients with recurrent mis-
carriage. Arch Immunol Ther Exp (Warsz) 2013; 61: 
159–64.

4. Scapellini F, et al. Use of granulocyte colony-stimulat-
ing factor for the treatment of unexplained recurrent mis-
carriage: a randomised controlled trial. Hum Reprod 
2009; 11: 2703–8.

P07
Spontaneous contractions of the 
immature epididymal duct drive 
directional movement of exfoli-
ated epithelial cells - protection 
against luminal obstruction?
D. Beyer1, A. Mietens1, D. Müller1, D. Ježek2, 
G. Schuler3, R. Middendorff1

1Institute of Anatomy and Cell Biology, Justus-
Liebig-University Giessen, Germany; 2Institute of 
Histology and Embryology, Medical Faculty Uni
versity of Zagreb, Croatia; 3Veterinary Clinic for 
Obstetrics, Gynaecology and Andrology, Justus-
Liebig-University Giessen, Germany

Contractions of the adult epididymal duct are 
well known in the context of sperm transport. 
Some reports also described the presence of 
spontaneous contractions during develop-
ment, but their function, regulation and rel-
evance for fertility during adulthood are un-
known.

We investigated tissue of the human prena-
tal epididymis and found cellular structures 
in the lumen of the epididymal duct. Using 
antibodies against neutral endopeptidase spe-
cific for epididymal epithelial cells [Thong 
et al., 2014] we could identify these structu-
res as exfoliated epithelial cells. Such exfoli-
ated cells were also found in the epididymal 
duct after birth. Time lapse imaging [Mie-
tens et al., 2014] revealed directional move-
ment of these luminal cells. The smooth mu-
scle cell contracting agent noradrenaline ac-
celerated the transport, whereas the relaxing 
drug sildenafil decelerated it. These transport 
effects correlated with spontaneous contrac-
tions of the ductal smooth muscle cell layer. 
As shown above for the cell transport, con-
tractility also increased by noradrenaline 
and was diminished by sildenafil. Systema-
tic functional, biochemical and morphologi-
cal analyses revealed similar mechanisms un-
derlying contractile activity within the imma-
ture and adult epididymal duct.

In summary, our data, showing directional 
movement of exfoliated cells by spontaneous 
contractions of the epididymal duct, might 
be responsible for organized waste disposal. 
This is of special importance during develop-
ment to avoid infertility by luminal obstruc-
tion of the duct as seen in cystic fibrosis pa-
tients.

P08
IL-6 Receptor (CD126) expression 
on human spermatozoa
A. Djourabchi1, G. Haidl2, J.-P. Allam2

1Andrologie; 2Dermatologie, Universitätsklinikum 
Bonn, Germany

Subfertility in male is a frequent disorder 
which has many causes including sexual dis-
orders, reduced spermatogenesis, genitou-
rinary traumas, and testicular dysfunctions. 
Several studies investigated the cytokine lev-
els in seminal plasma of men with fertility dis-
orders. A major role in this process seems to 
be the pro-inflammatory cytokine interleu-
kin-6 (IL-6). Little is known about its receptor 
the CD126 expression on human spermatozoa.

We analyzed semen samples of 140 patients 
(mean age 37.6; SD ± 7.73) with unexplained 
subfertility, presenting to the Department of 
Dermatology and Allergology Section An-
drology at the Academic Hospital of Bonn. 
We performed flow cytometry (FACS) to ob-
tain the CD126 expression level. Following, 
CD126+ cells were used for immunofluo-
rescence staining to identify the location of 
CD126 expression on human spermatozoa.

FACS staining revealed that significant num-
bers of spermatozoa express CD126. Further 
on, in semen samples with high seminal 
plasma IL-6 significant higher expression 
of CD126 on spermatozoa could be detect-
ed. By means of immunofluorescence stain-
ing, we could identify the exact location of 
CD126 on a human spermatozoa. All exper-
iments were permormed at least three times. 
CD126 was clearly localized on the midpiece 
of a human spermatozoa.

To our knowledge, no group before investi-
gated the CD126 expression on human sper-
matozoa. In addition, the exact location of 
CD126 on human spermatozoa has not been 
previously investigated. With this result, we 
showed that CD126 is expressed in the mid-
piece region of human subfertile men.The re-
sults show that CD126 may play an important 
role either in the motility or can have apoptot-
ic impacts of human spermatozoa.

P09
Spontankonzeption vor geplanter 
Assistierter Reproduktionstech-
nik: Inzidenz und Outcome
S. Fill Malfertheiner1,2, H. Class1, D. Gutknecht1, 
M. Bals-Pratsch1

1Zentrum für Fruchtbarkeitsmedizin, Profertilita, 
Regensburg; 2Klinik St. Hedwig – Barmherzige 
Brüder – Universitätsklinik Regensburg, Deutschland

Fragestellung  Sterilität betrifft zwischen 8 
und 12 % aller Paare im fortpflanzungsfähi-
gen Alter. Ein gestörter Glukosestoffwech-
sel stellt einen wichtigen Sterilitätsfaktor dar. 
Eine optimale Einstellung des Glukose-/In-
sulinstoffwechsels und eine zielgerichtete 
Fertilitätsdiagnostik können in vielen Fällen 
noch vor einer geplanten Assistierten Repro-
duktionstechnik (ART) zur Spontankonzep-
tion führen. Das orale Antidiabetikum Met-
formin stellt laut aktueller Studienlage eine 
wirkungsvolle Ergänzung oder Alternative 
zur Insulintherapie bei Gestationsdiabetes 
(GDM) dar, ist ein Standardmedikament in 
der Sterilitätstherapie bei Patientinnen mit ei-
nem Polyzystischen Ovarsyndrom (PCOS) 
und weist ein fachübergreifendes vielfältiges 
Potential auf.

Ziel der retrospektiven Untersuchung war die 
Analyse des Risikoprofils von Frauen mit pri-
märer/sekundärer Sterilität mit Spontankon-
zeption vor geplanter ART nach durchgeführ-
ter Sterilitätsdiagnostik Stufe III sowie prä-
konzeptioneller Optimierung bei auffälligem 
Glukose-/Insulinstoffwechsel. Zudem erfolg-
te die Gegenüberstellung der Studienpopula-
tion mit Lebendgeburt versus Abort.

Methodik  Eingeschlossen in die Studie 
wurden 129 Frauen (primärer/sekundärer Ste-
rilität) mit Spontankonzeption vor geplanter 
ART. Alle Frauen hatten sich im Zeitraum vom 
01.07.2011 bis zum 31.12.2013 zur Durch-
führung einer ART im Kinderwunschzent-
rum Profertilita vorgestellt. Bei allen Patien-
tinnen wurde präkonzeptionell ein 75-g-oraler 
Glukosetoleranztest (oGTT) mit Insulin- und 
Glukosemessung durchgeführt. Bei Auffäl-
ligkeiten im Glukose-/Insulinstoffwechsel 
oder anamnestischen Risikofaktoren für einen 
GDM wurde die Behandlung mit Metformin 
als „off-labe-use“ begonnen. Im Verlauf der 
Schwangerschaft erhielten alle Frauen einen 
zweiten diagnostischen 75-g-oGTT zum Aus-
schluss oder Nachweis eines Gestationsdiabe-
tes (GDM). Der Schwangerschaftsverlauf so-
wie das Outcome (Lebendgeburt/Abort) wur-
den zusätzlich erhoben.

Ergebnis  Die Spontankonzeptionsrate vor 
geplanter ART nach Vordiagnostik und so-
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wie Vorbehandlung lag bei 21,9 % (n = 129). 
Bei 86 der 129 Patientinnen (66,7  %) kam 
es zur Entbindung eines gesunden Kindes. 
32 Frauen erlitten einen Abort. 98 Frauen 
(76  %) wurden aufgrund eines PCOS (ge-
samt 51,2 %), einem hohen Risikoprofil für 
GDM oder Auffälligkeiten im Glukose/In-
sulinstoffwechsel mit Metformin behan-
delt. 55,8  % der Patientinnen (n = 72) ent-
wickelten während der Schwangerschaft ei-
nen GDM. Die Unterschiede bezüglich der 
Geburten- und Abortrate mit und ohne Met-
formin waren nicht signifikant. Es zeigte sich 
ein signifikanter Unterschied (p < 0,05) in 
der Gruppe der GDM-Patientinnen hinsicht-
lich der Entwicklung des Insulinbedarfs in 
Abhängigkeit zu der Metformineinnahme. 
24,6 % der GDM-Patientinnen unter Metfor-
mintherapie entwickelten einen insulinpflich-
tigen GDM, während die Rate des insulin-
pflichtigen GDM ohne Metforminmedikati-
on bei 53,8 % lag. Die Merkmale „Alter < 35 
Jahre“ und „Ausschluss habituelle Aborte in 
der Vorgeschichte“ waren prädiktive Merk-
male, um spontan zu konzipieren und ein ge-
sundes Kind zur Welt zu bringen. Die PCOS-
Rate war, in der Population der Frauen mit 
Lebendgeburt, signifikant höher (57  %) als 
bei den Abortpatientinnen (31,3  %). Es er-
gab sich insgesamt kein statistisch signifi-
kanter Zusammenhang zwischen dem Vorlie-
gen eines GDM und einem PCOS sowie dem 
Auftreten eines GDM und der Metforminein-
nahme. 90 % der Geburten waren Terminge-
burten und 10  % Frühgeburten, 66,7  % der 
Kinder wurden vaginal entbunden, während 
33,3 % per Sectio caesarea zur Welt kamen.

Schlussfolgerung  Bei Kinderwunschpati-
entinnen sollte der Glukosestoffwechsel be-
reits präkonzeptionell untersucht und optimal 
eingestellt werden, um die Einnistungsbedin-
gungen für den Embryo zu optimieren. Eine 
hyperglykämische Stoffwechsellage mit In-
sulinresistenz kann zur Sterilität oder einem 
Frühabort führen. Deshalb ist bei Sterilitäts-
patientinnen mit einem Hochrisikoprofil für 
GDM eine frühzeitige Erkennung einer Glu-
kose-/Insulinstoffwechselstörung wichtig. 
Die Ergebnisse der Studie zeigen den Er-
folg der präkonzeptionellen Stoffwechsel
optimierung durch die hohe Rate an Spontan-
konzeptionen vor ART. Zudem unterstreicht 
die enorm hohe Rate an GDM bei Schwange-
ren mit Sterilitätsanamnese die Wichtigkeit, 
den Fokus in der Sterilitätsdiagnostik gezielt 
auch auf den Glukosestoffwechsel zu erwei-
tern. Möglicherweise profitierten zudem ge-
rade die PCOS-Patientinnen enorm von der 
Metforminmedikation, was die hohe Lebend-
geburtenrate in dieser Patientinnengruppe er-
klärt.

 

�� Assistierte Reproduktion 
(IUI, IVF, ICSI)

P10
Lutealphasensubstitution in der 
ART – vaginale Progesteronsub
stitution versus subkutane Appli
kation in der täglich klinischen 
Anwendung
M. Schütt1, B. Greene2, M. Kalff-Suske3, U. Wagner4, 
V. Ziller3

1Klinik für Frauenheilkunde und Geburtshilfe, Uni
versitätsklinikum Giessen und Marburg, Giessen;  
2Institut für Medizinische Biometrie und Epide-
miologie, Marburg; 3Abteilung für gynäkologische 
Endokrinologie, Reproduktionsmedizin und Osteo-
logie, Universitätsklinikum Giessen und Marburg, 
Marburg; 4Klinik für Frauenheilkunde und Geburts
hilfe, Universitätsklinikum Giessen und Marburg, 
Marburg, Deutschland

Fragestellung  Die Lutealphasensubstitu-
tion mit Progesteron stellt einen etablierten 
Bestandteil der ART-Behandlung dar. Seit 
Markteinführung einer subkutan injizierba-
ren, wässrigen Lösung besteht eine weitere 
alternative Applikationsform zur vaginalen 
Anwendung in Gel- oder Kapselform. Zulas-
sungs- und Non-inferiority-Studien belegen 
in einem hoch vorselektierten Kollektiv die 
äquivalente Wirkung der subkutanen Injek
tion im Rahmen der Therapie. Offen blieb 
bislang die Frage einer Übertragbarkeit der 
Ergebnisse auf den klinischen Alltag in einer 
nicht normierten Population.

Ziel der Untersuchung war daher der Ver-
gleich der klinischen Schwangerschaftsra-
ten pro Embryotransfer bei einer IVF- oder 
ICSI-Therapie im Frischzyklus unter Anwen-
dung konventioneller, transvaginaler Proges-
terongabe im Vergleich zu subkutaner Pro-
gesteronapplikation an einer klinischen All-
tagspopulation.

Methodik  Die Auswertung erfolgte als re-
trospektiver Parallelgruppenvergleich. Ein-
geschlossen wurden alle Patienten des Zen-
trums, die von August 2015 bis März 2017 
eine künstliche Befruchtung erhielten und 
einen Frischtransfer bekamen. Im Rahmen 
der klinischen Routine wurden den Patienten 
beide Applikationsformen der Lutealphasen-
substitution erläutert und die Patienten konn-
ten sich frei für eine Therapieform entschei-
den. Die prospektiv erfassten Daten zu den 
einzelnen IVF-Zyklen wurden nach dem Be-
obachtungszeitraum aus der klinischen Do-
kumentationssoftware Meditex® anonymi-
siert, exportiert, aufbereitet und retrospektiv 
mittels „R“ (https://www.R-project.org) sta-
tistisch ausgewertet.

Ergebnisse  Es wurden insgesamt 273 IVF-
Zyklen von 195 Patientinnen, welche im 
Zeitraum 01.08.2015–28.02.2017 am UKGM 
(Universitätsklinikum Giessen und Marburg) 
durchgeführt wurden, analysiert. Die Basis-
daten zeigten ein für Deutschland typisches 
Kollektiv, das mit den Daten des IVF-Regis-
ters vergleichbar war (Tab. 1, 2).
Die klinischen, fortlaufenden Schwanger-
schaftsraten waren mit 36,5% (CI 29,6– 
44,0) in der vaginalen Progesteron-Gruppe 
und 39,9% (CI 28,7–52,3) in der subkutanen 

Tabelle 2: M. Schütt, et al. (P10).

Anzahl übertragener Embryonen
1 106 (38,8 %) 79 (40,1 %) 27 (35,5 %)
2 167 (61,2 %) 118 (59,9 %) 49 (64,5 %)

Stimulationsmedikation
Rekombinantes FSH 210 (77,5 %) 146 (74,9 %) 64 (84,2 %)
FSH + LH 42 (15,5 %) 30 (15,4 %) 12 (15,8 %)
Sonstige 19 (7,01 %) 19 (9,74 %) 0 (0,00%)

LH-Suppression
Ganirelix 169 (62,8 %) 125 (64,8 %) 44 (57,9 %)
Nafarelinacetat 100 (37,2 %) 68 (35,2 %) 32 (42,1 %)

Tabelle 1: M. Schütt, et al. (P10).

Gesamt  
(n = 273)

Vaginale Applikation 
(n = 197)

Subkutane 
Applikation (n = 76)

Alter 35,9 (4,07) 36,2 (4,21) 35,2 (3,63)
Gewicht in kg 68,5 (14,0) 68,1 (14,2) 69,8 (13,6)
Größe in cm 167 (6,66) 167 (6,59) 168 (6,85)
BMI 24,5 (4,61) 24,4 (4,48) 24, (4,4)
Anzahl gewonnener 
Eizellen

7,95 (4,55) 7,71 (4,69) 8,58 (4,14)

Anzahl befruchteter 
Eizellen

6,26 (3,81) 6,09 (3,90) 6,70 (3,56)

Transfer
Transfer Tag 2/3 111 (40,7 %) 87 (44,2 %) 24 (31,6 %)
Blastozystenkultur 162 (59,3 %) 110 (55,8 %) 52 (68,4 %)
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Gruppe nicht signifikant unterschiedlich (OR 
1,155, p = 0,630). Auch nach Adjustierung 
für die inkludierten Störfaktoren ergab sich 
kein Unterschied in den Schwangerschaftsra-
ten (OR 0,956 [0,512, 1,786]; p = 0,888)

Schlussfolgerung  Auch im klinischen All-
tag zeigten sich keine statistisch signifikanten 
Unterschiede in der klinischen Schwanger-
schaftsrate pro Embryotransfer im Vergleich 
zur Anwendung von herkömmlicher vagina-
ler Progesteron-Applikation und subkutaner 
Gabe. Für die Entscheidung der Therapie
optionen können damit Faktoren wie Anwen-
dungsfreundlichkeit, Compliance, ökonomi-
sche Faktoren und individuelle Verträglich-
keit in Betracht gezogen werden.

P11
Intracytoplasmic injection of 
bovine or equine sperm induces 
paternal pronuclear formation in 
in vitro matured bovine oocytes
L. Maurer, M. Schlipf, F. Kotarski, C. Wrenzycki
Clinic for Veterinary Obstetrics, Gynecology and 
Andrology, Chair for Molecular Reproductive 
Medicine, Giessen, Germany

Introduction  Intracytoplasmic sperm injec-
tion (ICSI) is a successful method of assist-
ed reproduction technology to treat male fac-
tor infertility. In addition to its clinical use-
fulness, ICSI is also a valuable research tool 
for studying fundamental aspects of gamete 
interaction during fertilization. When oocyte 
availability is limited, interspecies intracyto-
plasmic sperm injection (ICSI) has been ap-
plied to study early events of fertilization. In 
all cases, oocyte activation is a prerequisite 
for decondensation of the sperm head and for-
mation of the male pronucleus regardless of 
whether the spermatozoon enters the oocyte 
by injection or by fertilization. In contrast to 
humans and horses, additional oocyte activa-
tion is necessary for embryonic development 
after ICSI in cattle. However, this oocyte acti-
vation might also increase the number of par-
thenotes.

Objectives  The objective of the present 
work was to establish a reliable method to 
generate bovine embryos via ICSI and to 
study male pronuclear formation after inter-
species ICSI of equine sperm into matured 
bovine oocytes.

Materials and Methods  Cow ovaries were 
obtained from a local abattoir. Cumulus-
oocyte complexes isolated via the slic-
ing method were matured for 22 hours in 
TCM199 supplemented with BSA and eCG/
hCG. Oocytes for the ICSI experiments were 
mechanically denuded of their cumulus cells 
and selected for the presence of the first po-
lar body. ICSI was performed in 10 µl drop-
lets of TCM199 using frozen-thawed semen.

Bovine ICSI: Motile sperm with normal 
morphology were immobilized by tail scor-
ing with the tip of the injection pipette be-
fore being aspirated into it. After ICSI, the 
oocytes were activated by incubation in 5 µM 
ionomycin for 5 min and subsequently cul-

tured for 3 h in TALP medium. The oocytes 
were then incubated in 2 mM 6-DMAP for 3 
h. Sperm-injected and control oocytes which 
were only activated (CA) or sham-injected 
and activated (SHAM+CA; parthenogenetic 
controls) were cultured in SOF medium. 
IVF-derived zygotes generated via a standard 
protocol were also analyzed.

Interspecies ICSI: Stallion sperm used for 
ICSI was stained with MitoTracker® Green 
FM to visualize the midpiece. A single sperm 
was immobilized by the application of sev-
eral piezo impulses and then injected into a 
matured oocyte, also using electric pulses 
to draw a whole in the zona pellucida, open 
the oolemm and to activate the oocyte. Par-
thenogenetic (sham-injected) controls were 
included.

After the ICSI procedure with sperm of both 
origins, the injected oocytes were cultured 
for 18 hours in SOF medium. To identify the 
success of activation and pronuclear forma-
tion they were stained with Hoechst 33342.

Results  Bovine ICSI: A correct pronucleus 
formation (2PB/2PN) rate of 20.9% (27/129) 
was determined in the zygotes out of the ICSI 
group. After 18 hours of conventional IVF, 
50.7% (35/69) zygotes did show 2 polar bod-
ies and 2 pronuclei. In the zygotes of the par-
thenogenetic control groups, rates of chemi-
cal activation or CA and sham-injection indi-
cated by the generation of haploid embryos 
(2PB/1PN) were 48.7% (56/115, CA) and 
47.3% (43/91, SHAM+CA).

Interspecies ICSI: A paternal pronuclear for-
mation rate of 23.5% (16/68) was detectable 
in zygotes stemming out of the ICSI group. 
No pronuclear formation could be observed 
(0/65) after sham-injection.

Conclusion  Bovine embryos can be gen-
erated via ICSI in a reasonable number. Fur-
thermore, equine sperm cells can also decon-
dense and form paternal pronuclei in bovine 
oocytes after ICSI.

Acknowledgements  The authors are grate-
ful to Dr. Dorothee Weiß for her assistance to 
set up the ICSI procedure.

First both authors contributed equally.

P12
Klinefelter syndrome and ferti-
lity – Impact of X-chromosomal 
inheritance on spermatogenesis
S. Franik1, D. Smeets2, G. van de Zande2, I. Gomes2, 
K. D’Hauwers3, D. Braat1, K. Fleischer1, L. Ramos1

1Radboudumc, Obstetrics and Gynaecology;  
2Radboudumc, Human Genetics; 3Radboudumc, 
Urology, Nijmegen, Netherlands

Background  With the use of testicular 
sperm extraction (TESE), spermatozoa can 
be retrieved in about 50% of men with KS. In 
combination with intracytoplasmic sperm in-
jection (ICSI) they can potentially still father 
their own children. The reason for absence or 
presence of spermatozoa in half of men with 
KS remains unknown. There, the objective of 
this study is to determine if paternal or mater-
nal inheritance of the additional X-chromo-

some can predict the absence or presence of 
spermatogenesis in men with Klinefelter syn-
drome (KS).

Study Design  All patients with KS who 
have had a TESE at our university medi-
cal centre were eligible for inclusion in this 
study. Buccal swabs were taken to compare 
X-chromosomal markers to determine the pa-
rental origin of both X-chromosomes in the 
males with KS.

Results  The results of our analysis show 
that in 8 of 35 (23%) patients spermatozoa 
were retrieved by single or double TESE. 
Different levels of spermatogenesis appeared 
to be present in 19 of 35 (54%) participants 
by combining the results of spermatozoa re-
trieval, and cytological as well as histologi-
cal analysis of the retrieved testicular tissue, 
meaning that spermatogonia are present but 
not always can mature up to spermatozoa. 
From the 9 KS-trios that were further geneti
cally analyzed for inheritance origin, no ev-
idence of a correlation between the mater-
nal or paternal origin of the extra X-chromo-
some and the presence of spermatogenesis 
was found. There was no evidence for a dif-
ference of hormonal levels (testosterone, LH 
and FSH) measured prior to the TESE be-
tween the TESE positive and negative sub-
groups.

Conclusion  In conclusion, the maternal or 
paternal origin of the additional X-chromo-
some in men with KS does not predict the 
presence or absence of spermatogenesis.

�� Klinische Embryologie

P13
Die Re-Vitrifikation von Embry-
onen hat keinen Einfluss auf die 
fortlaufende Implantationsrate im 
Vergleich zu einfach vitrifizierten 
Embryonen
K. Pohl, C. Kraus, D. Gutknecht
profertilita, ART Labor, Regensburg, Deutschland

Fragestellung  Nach der Kultur aufgetau-
ter Vorkernstadien und dem Embryotransfer 
können planwidrig Embryonen übrig bleiben. 
Paaren wurde angeboten, diese Embryonen 
erneut zu vitrifizieren. Obwohl die Methode 
der Vitrifikation eine sehr schonende Metho-
de der Kryokonservierung, mit hohen Über-
lebensraten ist [1–5], gibt es nur sehr weni-
ge Daten zum Überleben und zur Implanta-
tion re-vitrifizierter humaner Embryonen: es 
wurde keine Abnahme der Überlebensrate [6] 
bzw. der Schwangerschafts- und Implanta
tionsrate [7, 8] re-vitrifizierter Embryonen vs. 
einfach vitrifizierter Embryonen festgestellt. 
Mit dieser Studie wollen wir die Frage beant-
worten, ob die Re-Vitrifikation humaner Em-
bryonen deren Entwicklungsfähigkeit bzw. 
Implantationsfähigkeit beeinträchtigt.

Methodik  Es wurden 1333 Auftauzyklen 
nach Vitrifikation (Kitazato, Cryotop) zwi-
schen 01.10.2011 und  01.08.2017 retrospek-
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tiv ausgewertet. In 133 Auftauzyklen (92,5 % 
nach Auftauen im PN-Stadium, 7,5 % nach 
Auftauen im Embryo-Stadium) wurden 249 
Embryonen erneut vitrifiziert (Re-Vitrifika-
tionsrate von 13,8 % aller aufgetauten PN). 
Davon wurden 98 Re-Vit-Embryonen er-
neut aufgetaut und transferiert. Die fortlau-
fende Implantationsrate (IR) der Re-Vit-Em-
bryonen wurde mit der IR von 737 aufgetau-
ten Embryonen nach einfacher Vitrifikation 
(Vit) verglichen. Die statistische Auswertung 
erfolgte mit dem Chi-Quadrat-Test für relati-
ve Werte und mit dem t-Test für numerische 
Daten.

Ergebnisse  Die Patienten der Vit- und der 
Re-Vit-Gruppe sind vergleichbar hinsichtlich 
Alter der Frau, BMI und die Überlebensra-
te nach dem Auftauen (99 % Vit vs. 100 % 
Re-Vit, p > 0,9). Die Anzahl der aufgetauten 
und der transferierten Embryonen (1,5 ± 0,5 
Vit vs. 1,4 ± 0,5 Re-Vit, p < 0,04) war signi-
fikant kleiner in der Re-Vit-Gruppe. Es wur-
den keine signifikanten Unterschiede in der 
fortlaufenden Schwangerschaftsrate (Herzak-
tivität 7. SSW) (29,1 % Vit vs. 26,0 % RE-
Vit; p >  0,6) oder in der fortlaufenden Im-
plantationsrate (22,4  % Vit vs. 21,4  % Re-
Vit, p > 0,8) gefunden.

Schlussfolgerung  In dieser retrospektiven 
Studie konnte kein Effekt der zweifachen Vi
trifikation auf die Überlebensrate, die Im-
plantationsrate und damit auf die Entwick-
lungsfähigkeit zweifach vitrifizierter Embry
onen nachgewiesen oder angedeutet werden. 
Damit stützen unsere Daten die Studie von 
Kumasako et al. [7], die ebenfalls keine Ab-
nahme der Schwangerschafts- und Implan-
tationsrate feststellen konnten. Obwohl die 
Fallzahlen beider Studien klein sind, deuten 
beide darauf hin, dass die Not-Re-Vitrifika
tion aufgetauter Embryonen eine sinnvolle 
Alternative zur Verwerfung dieser Embryo-
nen darstellt.
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Aberrations in the sperm epigenome are asso-
ciated with idiopathic male infertility. Patho-
logical changes were observed at imprinting 
genes and developmental promoters at DNA 
methylation and histone-modification levels. 
During spermiogenesis a nucleosome-to-pro-
tamine exchange occurs to compact and pro-
tect the paternal DNA. In human, approx-
imately 5% of the nucleosomes remain un-
exchanged. Our previous work revealed that 
the majority of sperm nucleosomes retained 
in sperm chromatin associated with repetitive 
DNA elements like LINEs (long interspersed 
nuclear elements) and SINEs (short INEs). 
LINE-1 (L1) is a retrotransposon, which is 
normally suppressed by DNA methylation, 
and that makes up to 17 % of the human ge-
nome. Therefore, it can be used as a surro-
gate for global DNA methylation levels and 
a marker for epigenetic impairments, respec-
tively. Changes in L1 methylation can lead 
to an increased L1 activity and have serious 
consequences on the function of sperm chro-
matin. DNA methyltransferases (DNMTs) 
regulate the maintenance (DNMT1) and de 
novo methylation (DNMT3A/3B). In somat-
ic cells, trimethylation of Lysine 20 at His-
tone 4 (H4K20me3), a marker of constitu-
tive heterochromatin, is associated with re-
pression of LINEs and SINEs. The first aim 
of this study was to analyse if spermatozoa 
of subfertile patients and healthy donors 
differ in DNMT1/3A mRNA, L1 mRNA, 
and L1 methylation levels (Mann-Whitney 
U- test [MWU] or Spearman rank correlation 
[SRC]). The second aim was to investigate 
the presence of H4K20me3 in mature sperm 
and healthy human testis tissue.

For epigenetic studies, ejaculates from 91 
donors and 48 subfertile patients, who un-
derwent an ICSI procedure, were collected. 
Through the swim-up technique patients` mo-
tile and donors` motile (M) as well as immo-
tile (IM) spermatozoa were separated and an-
alyzed individually. DNA and RNA were iso-
lated using TriFast followed by Phenol-Chlo-
roform Extraction. Isolated DNA was used 
directly for Elisa (Global DNA Methylation – 
LINE-1 Kit, Active Motif) and bisulfite con-

verted (EZ DNA Methylation™ Kit, Zymo 
Research) prior pyrosequencing (PyroMark 
Q24 CpG LINE-1, Qiagen) in order to ana-
lyse the global L1 methylation status. RNA 
was reverse transcribed (M-MLV Reverse 
Transcriptase, Promega) in cDNA and subse-
quently quantified by qPCR (CFX96 Touch 
Real-Time PCR Detection System, Biorad). 
Human testis tissue samples exhibiting nor-
mal spermatogenesis were used for immu-
nohistochemistry staining with hematoxylin-
eosin. Sperm protein samples were isolated 
using a Tris-Urea lysis buffer and sonication. 
Specific proteins were identified by western 
blot analysis.

DNMT1/3A mRNA levels were significant-
ly reduced in patients (0.92 ± 0.47, p = 0.001 
and 0.44 ± 0.67, p < 0.001, respectively; 
MWU) compared to donors` M (1.27 ± 1.50 
and 1.80 ± 2.61, respectively). In donors’ IM, 
L1 methylation and mRNA levels (55.90 % ± 
11.57, p < 0.001 and 2.18 ± 2.70, p = 0.002, 
respectively; MWU) were significantly in-
creased compared to patients’ (44.29 ± 12.52 
and 0.10 ± 1.96, respectively; MWU) and 
donors’ M (42.60 ± 14.80 and -0.84 ± 1.94, 
respectively; MWU). Among M, high L1 
mRNA levels were significantly correlated 
to L1 demethylation (p = 0.014, r = –0.317; 
SRC). Interestingly in the patient subgroup, 
showing a positive pregnancy (n = 21), the 
fertilization rate was significantly positive 
correlated to L1 methylation (p =   0.009, 
r = 0,555; SRC). H4K20me3 was detectable 
in spermatogonia, preleptotene and leptotene 
spermatocytes, round spermatids and early 
elongating spermatozoa. Western blot con-
firmed the presence of H4K20me3 in mature 
sperm of healthy donors.

Our study shows that DNMT1/3A mRNA 
levels are significantly reduced in subfer-
tile patients’ motile spermatozoa. Moreover, 
in motile spermatozoa L1 methylation is 
significantly correlated to L1 inactivation. 
In contrast, immotile spermatozoa possess-
es significantly increased L1 mRNA and L1 
methylation levels. Furthermore, the ferti-
lization rate after ART is significantly posi
tive correlated to global L1 methylation of 
utilized sperm. At various stages of human 
spermatogenesis the heterochromatin mark-
er H4K20me3 is present and retained in sper-
matozoa of healthy donors.

P15
Effects of ageing on the testis – 
Constant spermatogenic output 
appears to be maintained by 
enhanced spermatogonial prolife-
ration in elderly men
E. Pohl, J. Wistuba, S. Kliesch, J. Gromoll
Centre of Reproductive Medicine and Andrology, 
University Hospital of Münster, Germany

Introduction  First-time parenthood occurs 
increasingly delayed to later life period in 
western societies, mainly for socio-economic 
reasons. Several studies report abnormalities 
in sperm parameters of aged men such as de-
creased sperm counts and sperm motility [1–
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3]. Consequently, the risk of fertility decline 
has increased in parents of advanced age. It 
is generally assumed that increasing paternal 
age is associated with elevated risk of con-
genital disorders in the offspring attributed 
to point mutations in the male germ cells [4]. 
How ageing affects the testis and the testicu-
lar germ cells, e.g. spermatogonia, has been 
poorly examined so far. Therefore, we aimed 
at determining age-dependent changes in hu-
man testis with regard to overall testicular ar-
chitecture and spermatogonial dynamics.

Material and Methods  Testicular biopsies 
exhibiting normal spermatogenesis were ob-
tained from men undergoing surgery either 
due to obstructive azoospermia or because of 
early stages of prostate cancer and assigned 
according to age: groups (1) 28.8 ± 2.7; (2) 
48.1 ± 1, and (3) 71.9 ± 6.8 years (n = 8; 
mean ± SD). Samples were histologically ap-
proved for normal spermatogenesis.

Results  Morphometric analyses revealed 
no differences in tubular structure between 
the different age groups. We observed no 
quantitative changes in the MAGE A4- (mel-
anoma antigen family A4-) expressing sper-
matogonia and in the A-dark subpopulation. 
Testes from elderly men exhibit an increased 
proportion of PCNA-positive spermatogonia 
with 35.4% ± 7 (age group 3) versus 21.3% ± 
11.3 (age group 1) and 25.8% ± 8 (age group 
2), respectively. However, the relative num-
ber of CREM positive spermatids in relation 
to proliferating spermatogonia is decreased 
with 1.76 ± 0.51 (age group 3) versus 3.82 ± 
2.4 (age group 1) and 4.5 ± 4.24 (age group 
2), respectively (median ± IQR; Kruskal Wal-
lace: p < 0.05).

Conclusion  In testes with normal spermato
genesis we observed no age-related quanti-
tative effects on the overall testicular archi-
tecture or on the two distinct spermatogoni-
al populations; with A-dark representing re-
serve spermatogonia. In the group of elderly 
men enhanced proliferation of spermatogo-
nia was detected. In line with that, the num-
ber of round spermatids in relation to pro
liferating spermatogonia decreases in the co-
hort of aged men indicating that more pro-
liferating spermatogonia are required to 
maintain spermatogenic efficiency. Since the 
number of round spermatids is not affected, 
meiosis seems not to be impaired during age-
ing. Whether the higher proliferation activi-
ty of spermatogonia is associated with a risk 
of impaired germ cell quality possibly due to 
increased mutational rate remains to be elu-
cidated.
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Male germ cell differentiation is a highly dy-
namic process whereby undifferentiated sper-
matogonial stem cells undergo many modi-
fications to become highly polarized sper-
matozoa which are able to fertilize the egg. 
One of the key factors in spermatogenesis are 
microtubules which provide not only a high 
cytoskeletal dynamic during cell division 
processes but also function as „highway“ for 
intracellular transport mechanism in the re
modelling phase of haploid germ cells.

CBE1 (ciliated bronchial epithelium 1), 
named after its expression in ciliated cells 
within the respiratory tract, is a largely un-
characterised protein which was identified in 
haploid germ cells as well. Previous investi-
gations in mice showed that CBE1 is clear-
ly co-localised with alpha-tubulin at micro-
tubules of the spermatid manchette [1]. Pre
liminary investigations showed that it is sig-
nificantly reduced in sperm of infertile men. 
We hypothesize that CBE1 has a role in pro-
tein transport mechanisms during spermio-
genesis and therefore to sperm motility.

Firstly, we have analyzed the precise expres-
sion pattern of CBE1 in human spermato-
genesis on mRNA (RT-qPCR and in situ hy
bridisation) and protein level (Western blot, 
immunohistochemistry, immunoelectron mi-
croscopy) using testicular biopsies showing 
normal (n = 10) and impaired spermatogen-
esis such as an arrest at the level of prima-
ry spermatocytes (n = 8) and round sperma-
tids (n = 8). Using CRISPR-Cas9 technology, 
we knocked out the testis-specific isoforms 
of CBE1 in mice to analyze the particular in-
fluence of these variants to spermatogenesis 
male fertility.

In the human testis, CBE1 mRNA is ex-
pressed in pachytene primary spermatocytes 
and the protein is clearly associated with mi-
crotubules of the manchette, the HTCA (head 
tail coupling apparatus) as well as the flagel-
lum during spermiogenesis and absent, or 
significantly reduced, in human mature sper-
matozoa indicating that CBE1 is important 
for spermatid development but not for the 
maintenance of mature sperms as a structural 
component of the flagellum.

Specimen showing an arrest at level of sper-
matids showed a reduced mRNA expression 
and immuno-negative elongating spermatids 
supporting a function of CBE1 in the devel-
opment of sperm motility [2].

The generated mutation in the testis-specific 
variants of CBE1 in mice did not lead to in-
fertility or subfertility. Gene analysis showed 
different protein coding variants. Although 
the testis-specific variants are significantly 
down-regulated, the short forms are not af-
fected by the mutation site and seem to com-
pensate the loss of function of the long forms. 
Therefore, we are analyzing the full knock-
out of all variants in IMCD3 cells (CRIS-
PR-Cas9) to analyze the molecular function 
and interaction partner (BioID technology) of 
CBE1 in ciliogenesis.

Research funded by DFG GRK1871/1.
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Granulosa cell tumours (GCTs) of the ova-
ry are sex cord stromal tumours and much 
less common than epithelial ovarian cancer. 
These tumours account for about 1% of all 
ovarian neoplasms and for 5% of malignant 
ovarian tumours. 95% of these tumours oc-
cur in women with an average age of 55 years 
(adult type), 5% in children and young adults 
(juvenile type). In more than 90% of the adult 
subtype a missense somatic point mutation in 
the FOXL2 gene is found. GCTs of the ovary 
are considered a low-grade malignancy with 
recurrence rate between 20–30%, including 
metastases. The biological factors that de-
termine tumour behavior and prognosis are 
largely unknown and do not correlate with 
microscopic findings. Tumour stage (analog 
to carcinomas) and proliferation rate (Ki-67) 
are the only prognostic factors. The KGN cell 
line [Nishi et al., Endocrinology 2001] is be-
ing widely used as a model for the study of 
human adult GCTs. KGN cells are steroido-
genic and express follicle-stimulating hor-
mone receptors. However, they have an ab-
normal karyotype and are heterozygous for 
the FOXL2 mutation C134W, which is rep-
resentative for adult GCTs [Schrader et al., 
PLOS ONE 2009; Jamieson et al., Modern 
Pathology 2010]. A recent transcriptomic 
analysis of adult type GCTs and KGN cells, 
employing Agilent Whole Human Genome 
Microarrays [Alexiadis et al., Oncotarget 
2016], indicated that substantial differenc-
es exist between KGN cells and primary ad-
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vanced stage 3 adult GCTs. KGN cells are 
derived from an aggressive form of recur-
rent metastatic cancer. To take into account 
proliferative behavior, we divided human 
primary GCTs into groups with a prolifera-
tive index Ki-67 < 1% (n = 3), Ki-67 = 10% 
(n = 2) and Ki-67 > 10% (n = 3) and com-
pared these groups with KGN cells, using the 
NanoString technology. This multiplex gene 
analysis system gives users the ability to ex-
amine and to relatively quantify 770 genes 
from 13 cancer-associated pathways. The re-
sults obtained indicate that GCTs with a Ki-
67 = 10% are closest related to KGN cells. 
In this group only 18% of examined genes 
vary significantly with FoldChange ≥ 2) com-
pared to the other GCTs (Ki-67 < 1%, 25% 
with FoldChange ≥ 2 and Ki-67 > 10%, 23% 
with FoldChange ≥ 2). In a next step we used 
pools (at least two patients per group) of IVF-
derived human primary granulosa cells (GCs, 
n = 3), cultured them for three and seven days 
and compared these pools to KGN cells and 
GCTs, using the same technique and a Prin-
ciple Component Analysis (PCA). Although 
the method we used was biased (only cancer 
pathways), we found that KGN cells resem-
ble GCs more than they resemble GCTs. To 
gather unbiased data we are planning to car-
ry out a mass spectrometry analysis of KGN 
cells and GCs. In summary, the gene profile 
of KGN cells differs substantially, i.e. up to 
25 %, from the one of primary adult GCTs. 
On basis of our PCA we hypothesize that 
KGN cells are close to primary GCs and may 
therefore serve as a model for proliferating 
pre-ovulatory human GCs.
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Reproductive functions in men are reported 
to decline with increasing age, resulting in 
reduced spermatogenesis and lower testoster-
one production. The biological mechanisms 
of this complex ageing process are poorly un-
derstood, yet. Whether and to what degree the 
human testes may age structurally and func-
tionally, is also not well known. However, 
among others, age-related alterations of the 
tubular wall in testes of old men were report-
ed with respect to fibrotic changes. Human 
testicular peritubular cells (HTPCs), build 
this wall, can be isolated and cultured and 
are thus accessible to investigation. Cultured 
HTPCs can be passaged several times until 
signs of cellular senescence occur. They in-
clude a reduced ability to proliferate and a co-
incident, significant increase in cell size. Fur-

thermore, senescent HTPCs also express se-
nescence-associated β-galactosidase (SA-β-
GAL). To explore consequences of cellular 
senescence further, we compared early pas-
sages of HTPCs with late passages of HT-
PCs derived from 7 identical donors, aged 
between 39–55. To study known peritubu-
lar factors, a qPCR and a proteome analy-
sis were implemented. Both were performed 
with old, senescent (high passages, 9–14) and 
young, pre-senescent (low passages, 4–7) 
HTPCs. Results showed that characteristic 
markers for HTPCs, namely smooth muscle 
actin and androgen receptor, also pro-inflam-
matory factors, including COX2, IL-6, IL1b, 
MCP-1 and PTX3 were not significantly al-
tered. Likewise, the levels of the growth fac-
tor GDNF was not changed. The LC-MS/
MS revealed, however, that the proteome of 
young and old HTPCs showed a considerable 
altered abundance of nuclear and mitochon-
drial proteins. The secreted proteins (“se-
cretome”) were also strikingly different. In-
terestingly, for example higher levels of mac-
rophage inhibiting factor (MIF) were found 
and this pro-inflammatory cytokine could 
contribute to an inflammatory testicular envi-
ronment. If applicable to the in vivo situation, 
the results imply that human peritubular cells 
may age in a particular way, change their cel-
lular phenotype and thereby may contribute 
to testicular ageing.
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As a crucial part of the innate immune sys-
tem the NLRP3 inflammasome is involved in 
pathogen and damaged cell removal, as well 
as the regulation and modulation of the im-
mune response. NLRP3 (NLR family pyrin 
domain containing 3) is known as sensory 
part of the multimeric inflammasome com-
plex that forms in the cytosol of immune 
cells in response to various exogenous and 
endogenous stimuli. There are few reports on 
NLRP3 expression in non-immune cells, but 
recently mouse Sertoli cells were discover
ed to harbor a functional NLRP3 inflamma-
some.

In this study we investigated NLRP3 expres-
sion in murine and human testis sections us-
ing immunohistochemistry. We further stud-
ied expression on transcription level via RT-
PCR of whole testis lysates and lysates from 
human testicular peritubular cells (HTPCs) 
and compared expression levels by quantita-
tive RT-PCR.

NLRP3 was found in mouse Sertoli cells, dis-
tinctly stretching from the basal to the lumi-
nal side of the seminiferous tubule, but spar-
ing the perinuclear area. Unexpectedly, stain-
ing was seen in peritubular myoid cells of the 
seminiferous tubules, albeit at lower intensity 
and distributed heterogeneously among sec-
tors of the tubular wall. To study the possi-
ble involvement of NLRP3 in subfertile or in-
fertile pathologies, a systemic mouse mod-
el of infertility was used, the AROM+ mouse 
line. These transgenic mice overexpress hu-
man aromatase and with age develop pheno-
typic characteristics resembling human male 
infertility. When comparing NLRP3 staining 
in testicular sections from young wild type 
(WT) to AROM+ mice, differences between 
staining location, i.e. Sertoli cells, and inten-
sity did not become evident even though phe-
notypic changes in the mutant were already 
emerging. In contrast, in old AROM+ with an 
obvious pathology NLRP3 expression was 
more pronounced and additionally present 
in interstitial cells (presumably macrophag-
es and Leydig cells). The levels of NLRP3 
transcripts in whole testis lysates were signif-
icantly increased in young AROM+ and fur-
ther increased with age compared to WT. El-
evated Nlrp3 levels in AROM+ testes were re-
duced when mice were treated with an aro-
matase inhibitor. This links the hormonal 
situation to activation of NLRP3 in mice.

To explore the possible association of NLRP3 
to infertility in men, human testicular sections 
were investigated. NLRP3 staining, in gener-
al, paralleled the pattern detected in mouse 
testes. Sertoli cells and specifically peritu-
bular cells were immuno-positive. In infer-
tility patients suffering from Sertoli cell only 
syndrome or mixed atrophy, NLRP3 expres-
sion appeared more prominent, especially in 
fibrotically thickened sectors of the tubular 
wall. In addition, NLRP3 as well as the adap-
tor and effector component of the NLRP3 in-
flammasome were verified on transcript level 
in isolated human peritubular cells.

In conclusion, Sertoli and peritubular cells 
express the global damage sensor NLRP3. 
Both cell types are involved in immune sur-
veillance of the testis. NLRP3 expression 
in the testis intensified with the severity of 
phenotypic infertility hallmarks in mice and 
men. Thus, NLRP3 also appears to play a role 
in male infertility. Yet, its functions and regu
lation in the testicular immune response and 
in infertility remain to be investigated.
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There is a growing body of evidence that ster-
oid hormones not only act via classical nucle-
ar receptors (androgen receptor AR, estrogen 
receptors α ESR1 and β ESR2). Additional-
ly they are able to bind to membrane-bound 
receptors leading to a more rapid cell answer 
and non-genomic effects via pathways in-
volving G proteins and classical second mes-
sengers such as Ca2+, cAMP and nitric mon-
oxide (NO) (reviewed in [1, 2]).The aim of 
our study was to investigate the presence and 
localization of four known membrane-associ-
ated receptors for different types of sex ster-
oids in the testicular tissue of humans and 
compare it to the distribution pattern in do-
mesticated species including bull, stallion, 
boar, and dog.

We chose G protein-coupled estrogen recep-
tor-1 (GPER-1) for estrogens, ZIP-9, a mem-
ber of the Zinc transporting protein family 
and G protein coupled receptor C6A (GPR-
C6A) for androgens, and progesterone recep-
tor α (PAQR7) for progesterone. RT-PCR re-
vealed the mRNA expression of all recep-
tors in human and animal testis tissue. Subse-
quently, we performed immunohistochemical 
analysis (IHC) using antibodies generated 
against human antigenes to localize the ex-
pression patterns on protein level. We were 
able to detect a common expression pattern 
for GPER-1 in contractile cells like smooth 
muscle vascular cells, peritubular myoid cells 
(PTMC), and some interstitial cells. In con-
trast, the detection of GPER-1 inside the 
seminiferous tubules differed between spe-
cies. Whereas no staining was detected in hu-
man tubules, Sertoli cells (SCs) of the boar 
were immunopositive with a stage-specific 
signal intensity. All other examined species 
showed a stage-specific staining of haploid 
germ cells (GCs) starting with a low staining 
intensity in early round spermatids and the 
strongest signal in elongating and elongated 
spermatids. GPER-1 signal vanished stage-
specifically before sperm release. GPRC6A 
was located in the cytoplasm and cell mem-
branes of a subpopulation of spermatogonia, 
all pachytene spermatocytes and also haploid 
spermatids. SCs and Leydig cells (LCs) were 
immunonegative. ZIP-9 was detected in LCs 
and step 8 elongated spermatids exclusive-
ly. PAQR7 showed a positive signal in SCs, 
which was further supported by an additional 
positive immunostaining of SCs in a patient 
with Sertoli cell only syndrome and by RT-
PCR using two different human Sertoli cell 

lines (FS1, HSEC). GCs displayed no immu-
noreactivity for PAQR7.

Expression patterns of GPRC6A, ZIP-9 
and PAQR7 were rather similar in testicu-
lar biopsies of all examined species support-
ing an overall or common biological func-
tion of these membrane- associated recep-
tors in spermatogenesis. In contrast to that, 
there could be an additional function for 
GPER- 1 in haploid GCs of animals examined 
or SCs of boars in contrast to men. Quantita-
tive analysis of receptor expression as well as 
functional assessment are needed to further 
elucidate the biological significance of mem-
brane-bound steroid receptors for spermato-
genesis in humans and animals.
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Introduction  Growth factors as Granulo-
cyte macrophage colony-stimulating factor 
(GM-CSF) are found in the reproductive tract 
of several species including mice and men. In 
the reproductive tract they are involved in the 
maternal-fetal interface, ovulation, embryo 
development, embryo implantation and pla-
cental growth. The supplementation of media 
with GM-CSF leads to an increased cell pro-
liferation and a reduced apoptosis rate in pre-
implantation embryos. GM-CSF supplement-
ed media are also used in human assisted re-
productive techniques (ART). Incubation of 
early human embryos in a GM-CSF contain-
ing medium results in increased life birth 
rates in patients with recurrent miscarriag-
es. It is not known how GM-CSF influences 
pre-implantation development and especial-
ly which cell lineage, the trophectoderm (TE) 
or the inner cell mass (ICM) may be affect-
ed by this growth factor. Therefore we want-
ed to study the effects of GM-CSF on total 
cell numbers and cell lineages of pre-implan-
tation embryos.

Material and Methods  Five to ten weeks 
old female mice (B6C3F1) were superovu-
lated by injection of 5 IU PMSG and 10 IU 
hCG. Females were mated to males from 
the C57BL/6J strain immediately after hCG 
injection. Resulting oocytes were isolated 
at the zygote stage on day 0.5 post coitum, 
pooled and randomly distributed to three dif-
ferent media: 1) KSOM(aa), an optimized 
medium for mouse embryos; 2) Cleave™/
Blast™ (Origio), a human sequential medi-
um; and 3) EmbryoGen®/BlastGen™ (Ori-

gio), a GM-CSF containing sequential me-
dium based on the second culture medium. 
Embryos were cultured in vitro until the blas-
tocyst stage on day 4.5. As control fertilized 
oocytes were not retrieved at day 0.5, but in-
stead were allowed to develop to blastocysts 
in vivo until day 3.5 before they were flushed 
from the uterus. The blastocysts of all groups 
were fixed and the three cell lines trophecto-
derm (CDX2), epiblast (NANOG) and primi-
tive endoderm (SOX17) were stained by per-
forming immunohistochemistry staining.

Results  Total cell numbers showed signi
ficant differences between KSOM(aa) and 
Cleave™/Blast™ (mean: KSOM(aa): 68.63 
cells; Cleave™/Blast™: 75.66 cells; p < 0.05), 
but not in comparison to EmbryoGen®/Blast-
GenTM (mean: 70.47 cells). In vivo blasto-
cysts had significantly less total cell numbers 
compared to the human culture media (mean: 
62.65 cells; p < 0.001), but increased numbers 
of epiblast cells (mean: KSOM(aa): 4.3 cells; 
Cleave™/Blast™: 4.5 cells; EmbryoGen®/
BlastGenTM 5.0 cells; in vivo: 10.2 cells; 
p < 0.001).

Conclusion  The supplementation of GM-
CSF had no effect on total cell numbers of 
mouse pre-implantation embryos in different 
optimized in vitro culture media. Differences 
were found in total cell numbers and numbers 
of epiblast cells between embryos cultured 
in vitro and in vivo. Recently it was shown that 
in suboptimal culture conditions, the supple-
mentation of GM-CSF leads to an increase of 
total cell numbers. Our further studies will in-
vestigate how different concentrations of GM-
CSF may influence embryo development and 
how this may change in non-optimized me-
dia. This is of special interest for clinical ART 
applications, as culture media supplemented 
with GM-CSF are already in clinical use, but 
the exact effects are not yet fully understood.

P22
Activation of TRPV2 induces IL-8 
expression in human testicular 
peritubular cells
K. Eubler1, C. Herrmann1, A. Tiefenbacher1,  
F.-M. Köhn2, J. U. Schwarzer3, A. Mayerhofer1

1BioMedizinisches Centrum, LMU München, 
Planegg-Martinsried; 2Andrologicum, München; 
3Andrology-Center, München, Germany

Several layers of peritubular cells form the 
wall of seminiferous tubules in the human 
testis. Their contractile abilities are important 
for the transport of immotile sperm, yet these 
cells also secrete numerous factors that are in-
volved in regulation of testicular function, in-
cluding inflammatory processes. A previous 
proteomic study of isolated human testicu
lar peritubular cells (HTPCs) revealed that 
they express a member of the transient recep-
tor potential family of ion channels, TRPV2. 
TRPs, in general, are involved in a wide 
range of cellular processes, such as thermo-, 
osmo- and mechano-sensation, pain percep-
tion and inflammation. TRPV2, in particu
lar, was previously described in several im-
mune cells and can be activated by tempera

J Reproduktionsmed Endokrinol_Online 2017; 14 (5)



7. DVR-Kongress 2017 – Poster-Abstracts

231

tures > 52 °C, hypo-osmolarity or mechani
cal stress. However, TRPV2 represents the 
least known member of this family. TRPV2 
expression in HTPCs was confirmed by RT-
PCR and sequencing, as well as by Western 
blot, which showed a single band of the ex-
pected size. Using the same antibody in an 
immunohistochemical approach, the chan-
nel was localized to peritubular cells, but also 
to Sertoli cells in human testicular sections. 
Functionality of TRPV2 in HTPCs was ex-
amined by monitoring intracellular Ca2+ lev-
els. Acute application of the known TRPV2 
activator cannabidiol (CBD) resulted in a ro-
bust increase in intracellular Ca2+, which was 
completely blocked by the non-selective Ca2+ 
channel blocker ruthenium red (RR). Pro-
longed exposure of HTPCs to CBD for 24–48 
h caused a marked expression of several in-
flammatory factors. Notably, the chemokine 
interleukin-8 (IL-8; CXCL8) was marked-
ly elevated both on mRNA and protein level 
(ELISA measurements). This pro-inflamma-
tory chemokine functions as a chemoattract-
ant for leukocytes and as an activator for neu-
trophils. In additionally, it has pro-angiogenic 
abilities. Our results implicate TRPV2 in the 
regulation of the human testis. However, ad-
ditional studies are required to further eluci-
date the role of this ion channel in the human 
testis in health and disease.

Supported in part by DFG MA1080/27-1.
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trait of high-fertility also effects 
gonadal gene expression in male 
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Question  Fertility research is largely de-
pending on informative animal models. 
Most of these animal models are transgenic 
or knockout mouse models. Approximately 
99% of those animal models used in the field 
of reproductive biology show an infertile or 
subfertile phenotype. Only ~ 1% of mouse 
lines have an increased fertility phenotype. 
At the FBN in Dummerstorf we established 
two mouse models which have been select-
ed for the phenotype “high fertility” for more 
than 40 years and > 170 generations. The se-
lection criteria are (i) the number of offspring 
per litter as well as (ii) the total birth weight 
of the entire litter – both primarily female 
traits. The two mouse lines almost doubled 
both fertility traits during the selection peri-
od. Even so both mouse lines are original-
ly derived from the same founder population 
the fertility lines developed different physio-
logical and behavioral characteristics in order 
to warrant the improved fertility phenotype 
[1]. The question of the current study was to 
clarify whether these differences are also vis-

ible in gonadal gene expression patterns und 
whether a putative differential gene expres-
sion is detectable in gonads of both sexes.

Methods  We performed microarray analy-
sis from testis of the two high fertility mouse 
lines (fertility line [FL] 1 and FL2) and com-
pared these expression patterns to those 
from testis of unselected control mice (Ctrl). 
Microarray data have been verified using a se-
cond microarray hybridization using pooled 
probes of biological replicates and selected 
genes have further been verified by q-PCR.

Results  Gene expression patterns are clear-
ly distinguishable between FL1, FL2 and Ctrl. 
Although originally selected from the same 
founder population, testicular gene expres
sion patterns from FL1 and FL2 are diverse. 
In FL1 testis components of the renin-angio-
tensinogen system are upregulated compared 
to FL2 and Ctrl. Interestingly, these genes are 
also differentially regulated in ovaries of FL1 
females, suggesting a functional importance. 
Other examples of differently regulated genes 
in FL1 animals are components of the stero-
id synthesis pathway; e.g. Hsd3b1. FL1 and 
FL2 testicular gene expression patterns show 
different and partly overlapping patterns. E.g. 
some genes which are responsible for synthe-
sis of steroid hormones are also upregulated 
in FL2; e.g. Cyp1b1. Furthermore, corticos-
terone and progesterone concentrations are 
upregulated in male FL1 animals but none of 
the androgens ([2] and unpublished data).

Conclusions  Our data demonstrate that the 
phenotype ‘high fertility’ is warranted using 
different molecular, physiological and endo-
crine pathways. Both mouse lines are derived 
from the same starting founder population and 
have been selected for a primarily female trait 
(high litter size and high total birth weight). Al-
though selected for a female trait also male an-
imals of the two high fertility lines developed 
a differential phenotype. The question remains 
whether selection for high-fertile females also 
leads to high-fertile male animals in the mouse 
lines. Currently we have no indication support-
ing this hypothesis. However, it needs to be 
tested whether the differential gene expression 
patterns observed in the testis of male animals 
of the high fertility mouse lines are beneficial 
for the improved fertility phenotype.
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Prostaglandin E2 receptor 3 (EP3) 
Signaling is induced in placentas 
of patients with unexplained re-
current pregnancy losses (uRPL)
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Background  An inflammatory microenvi-
ronment is required for successful implan-
tation, but an inflammatory overreaction is 
one of the main causes for unexplained recur-
rent pregnancy losses (uRPL). Prostaglandin 
E2 (PGE2) activates mast cells via PGE2 re-
ceptor 3 (EP3) to induce vascular permeabili-
ty and edema formation in inflammation. We 
aimed to investigate whether EP3 signaling is 
involved in the mechanism of uRPL.

Methods  We analyzed the expression of 
cyclooxygenase-2 (COX-2), EP3 and G pro-
tein alpha inhibitor 1 (Gi1) in first trimester 
placentas of women with uRPL and healthy 
pregnancies via immunohistochemistry and 
double immunofluorescence. For in vitro 
studies, JEG-3 and HTR-8/SVneo cells were 
used and stimulated by PGE2, sulprostone (an 
EP1/EP3 agonist) and L-798,106 (an EP3 an-
tagonist) with different concentrations. The 
production of β-hCG, progesterone and plas-
minogen activator inhibitor type 1 (PAI-1) in 
JEG-3 and HTR-8/SVneo cells was exam-
ined by ELISA. The expression of EP3 and 
Gi1 was evaluated by western blotting.

Results  The expression of COX-2, EP3 and 
Gi1 was up-regulated in the placenta of wom-
en with uRPL in comparison to healthy con-
trols. Sulprostone reduced the secretion of 
β-hCG and progesterone of JEG-3 cells and 
β-hCG of HTR-8/SVneo cells, while it in-
duced the expression of PAI-1 in JEG-3 cells 
in vitro. In addition, PGE2 stimulated the ex-
pression of Gi1 in JEG-3 cells and sulprostone 
had the same effect in HTR-8/SVneo cells. 
L-798,106 suppressed the EP3 expression in 
both trophoblast cell lines.

Conclusion  Elevated expression of EP3 
signaling (COX-2-PGE2-EP3-Gi1) in first 
trimester placentas plays an important role 
in influencing the inflammatory microenvi-
ronment, trophoblast syncytialization and the 
extracellular matrix (ECM) remodeling in 
the fetal-maternal interface. L-798,106 might 
be a “potential therapeutic candidate” to the 
treatment of uRP.
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Delineation of myeloid lineage 
derived immune cells in the adult 
mouse testis and during the first 
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Background and Aim  The ability of the tes-
tis to tolerate germ cell autoantigens is cru-
cial for sperm production and any compromi-
se can lead to male infertility. Although tes-
ticular immune cells in the adult have been 
profiled in the rat testis, the development and 
characterization of these populations in mice 
is incomplete. Macrophages are commonly 
studied in inflammatory diseases; their role 
in organogenesis is an emerging topic, par-
ticularly relating to the testis. In adults, mac-
rophages closely surround Leydig cells, sug-
gesting they communicate directly. Ethane 
dimethane sulphonate-induced loss of Leydig 
cells causes macrophage depletion in rats, 
and macrophage recovery occurred only af-
ter Leydig cell repopulation, highlighting the 
interdependence of these two cell types. Ma-
crophages have also recently been implicated 
in both fetal testis cord morphogenesis and 
in adults, with the depletion of macrophages 
resulting in spermatogonial depletion. This 
study provides a detailed characterization of 
immune cell composition in the adult mouse 
testis and examines the predominant types of 
leukocytes macrophages during the first wave 
of spermatogenesis.

Methodology  A CX3CR1-GFP mouse mo-
del was examined to identify testicular mac-
rophages from 0 days postpartum (dpp), bir-
th to adulthood (50–60 dpp) using fluores-
cence. Testes fixed in 4% paraformaldehy-
de were processed through sucrose gradients 
and snap-frozen in Tissue-Tek OCT. Whole 
testes were fully sectioned (25–100 µm), and 
a section from each of 3 regions (top, midd-
le, bottom) was stained with DAPI for confo-
cal imaging and stereological analysis. GFP+ 
cells were counted and categorised based on 
morphology and localisation. In addition, 
flow cytometry was performed with interstiti-
al cells collected from mechanically-dissoci-
ated adult testes. Two antibody panels distin-
guished leukocyte subpopulations of myeloid 
(CX3CR1 [macrophages], F4/80 [macropha-
ges] and CD11c [dendritic cells]) and lym-
phoid (T cells [CD3] and Natural Killer cells 
[NK1.1]) lineages. Matched isotype controls, 

in a fluorescence-minus-one setup and in sin-
gle antibody controls, enabled optimization 
for flow cytometry parameters and post-ana-
lysis gating of leukocytes using a BD LSRII 
flow cytometer.

Results  Macrophages (CX3CR1-GFP+) 
are present within the testicular interstitium 
at 0–2, 8–10, 20–25 and 50–60 dpp. A sub-
stantial increase in GFP+ macrophage num-
bers is evident between 0–2 and 20–25 dpp. 
In addition, two macrophage phenotypes are 
readily distinguished at 20–25 and 50–60 
dpp. In one, stellate/dendriform cells are wi-
dely spaced around the outer tubule surface, 
while the other appears in interstitial clusters. 
Flow cytometric analysis of the adult testis 
revealed heterogeneous macrophage popula-
tions based on differential expression of sur-
face markers for CX3CR1, F4/80 and CD11c. 
Macrophages accounted for the majority 
(80%) of leukocytes. Amongst other subpo-
pulations, a unique myeloid population co-
expressing CD11c+F4/80+ (4.3%) was iden-
tified for the first time in the mouse testes. 
The remaining population was of lymphoid 
lineage and contained a rare CD3+NK1.1+ 
(14.4%) subset.

Conclusion  Utilization of flow cytomet-
ry and fluorescence has revealed the hetero-
geneity of leukocytes populations from both 
the myeloid and lymphoid lineage in the 
adult mouse testis. Phenotypic variants do-
cumented amongst macrophages may reflect 
functional differences associated with roles 
in immune surveillance, testis development, 
or support of spermatogenesis. Furthermore, 
documenting the changes in CX3CR1+ mac-
rophage population in this study provides a 
basis for understanding their potential during 
contributions pre- and post-pubertal testis de-
velopment.

Supported by DFG IRTG “Molecular Patho-
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Galectin 3 (Gal3), a member of the β-galac
toside-binding lectin family, is a multifunc-
tional lectin implicated in a variety of bio-
logical processes, including cell prolifera-
tion and differentiation, modulation of cell 
adhesion, sustained microglia activation, and 
regulation of apoptosis. Gal3 is broadly ex-
pressed in testicular somatic cells (Serto-

li and peritubular cells) and germ cells. In-
terestingly, expression of Gal3 is upregulated 
during testicular development. To character-
ize the role of Gal3 in testicular physiology 
(germ cell development, maturation of Serto-
li cells and function of the Leydig cells), tes-
tes from transgenic mice deficient for Gal3 
(Gal3-/-) were analyzed. In adult Gal3-/- mice 
the testicular weight was significantly de-
creased at postnatal day 50 (P50) and P100. 
Moreover, testes from Gal3-/- mice displayed 
the delay of the first wave of spermatogene-
sis, as well as decreased number of germ cells 
in neonatal period (P5) and defects in Sertoli 
cell maturation. In adult Gal3-/- testes, mRNA 
expression of Leydig cell marker Insulin-like 
3 (Insl3) and enzymes involved in the bio-
synthesis of steroids (Cyp11a1, HSD3b1 and 
Cyp17a1) were significantly upregulated as 
compared to age matched WT control testes. 
To determine the underlying causes of the 
testicular atrophy, we used terminal deoxynu-
cleotidyl transferase dUTP nick-end labeling 
(TUNEL) assay to detect cell apoptosis. In-
creased apoptosis rate was observed in adult 
Gal3-/- testes further confirmed by downregu-
lation of anti-apoptotic protein Bcl-2 and up-
regulation of pro-apoptotic proteins Bax and 
Bak. Taken together, our results show that 
Gal3-/- mice display a delay of the first wave 
of spermatogenesis as documented by the de-
crease in the number of germ cells during the 
neonatal period and defects in Sertoli cell 
maturation. Finally, the defects in testicular 
development and an increased apoptosis rate 
in adult testes results in subsequent mild tes-
ticular atrophy pointing to an important role 
of endogenous Gal3 in testicular physiology.

P27
The levels of L-DOPA in human 
follicular fluid are not correlated 
with total antioxidant capacity 
and IVF-outcome: a pilot study
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C. Herrmann1, L. Kunz3, A. Mayerhofer1

1Biomedical Center (BMC), Cell Biology, Anatomy 
III, LMU, Planegg; 2A.R.T. Bogenhausen, München; 
3Division of Neurobiology, Department Biology II, 
LMU, Planegg, Germany

Background  A previous study [Blohberg-
er et al., J Ov Res 2016] showed that L-3,4-
Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA) positively 
influences the survival of cultured, in vitro 
fertilization- (IVF-) derived human granulo-
sa cells (GCs) and attenuates the increase of 
intracellular reactive oxygen species (ROS) 
levels after addition of exogenous H2O2. 
This indicated that the amino acid derivate 
L-DOPA has anti-oxidative capacities and/
or may stimulate intracellular anti-oxida-
tive mechanisms. We performed a pilot study 
aimed to examine, whether L-DOPA levels in 
follicular fluids, derived from patients under-
going routine IVF, correlate with the total an-
tioxidant capacity and IVF-outcome.

Methods  Follicular fluids from a total of 37 
women undergoing IVF were examined. The 
age of the women ranged from 28 to 42 years. 
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IVF led to pregnancies in 18 cases. All follic-
ular fluid samples were filtered through a cell 
strainer (40 µm), centrifuged at 16000xg for 
3 minutes and the cell-free supernatant was 
frozen at -20°C until tests were performed. 
L-DOPA levels were measured using the L-
DOPA ELISA Kit (Shanghai Korain Biotech 
Co.Ltd., Shanghai), total antioxidant capaci-
ty was determined by the OxiSelect™ Total 
Antioxidant Capacity (TAC) Assay Kit (Cell 
Biolabs, Inc., San Diego). Samples contain-
ing blood (n = 2, of which 1 IVF led to preg-
nancy) or exceeding the range of the L-DOPA 
assay (n = 9, of which 5 IVFs led to pregnan-
cy) were excluded.

Results and Discussion  The obtained le-
vels of L-DOPA ranged from 307–1780 pg/
ml. TAC values ranged from 507–1227 mM 
uric acid equivalents. Results of both assays 
were not correlated (r = 0.176; p  =  0.390). 
Neither L-DOPA levels (r = 0.240; 
p =  0.237), nor TAC (r = –0.144; p = 0.483) 
were correlated with pregnancy after IVF or 
with age (r = –0.144; p = 0.483; respectively 
r = 0.258; p = 0.204). Our results do not sup-
port a protective role of L-DOPA against oxi-
dative damage in the human follicle. Howe-
ver, observed levels of endogenous L-DOPA, 
while exhibiting high levels of variability, are 
still very low compared to therapeutical plas-
ma levels measured in patients treated for 
Parkinson’s disease with L-DOPA/Benser-
azid. Given a protective action of high con-
centrations of L-DOPA in cultured GCs, ad-
ditional studies will be required to explore 
the potential of L-DOPA in the human follic-
le and reproductive medicine.

Supported by DFG MA1080/26-1 and 
KU1282/7-1.
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Introduction  In human testicular germ cell 
neoplasia, i.e. seminoma and pre-invasive 
germ cell neoplasia in situ (GCNIS) , infil-
trating immune cells are frequently found and 
have previously been identified as lympho-
cytes (T and B cells), macrophages, and den-
dritic cells, with T cells representing a ma-
jor component of tumor infiltrating lympho-
cytes (TIL). Recent studies provide sugges-
tive evidence that functional polarization and 

respective subtypes of TIL play an important 
role in cancer development and surveillance. 
Notably, high numbers of regulatory T cells 
(Tregs) in the tumor microenvironment are 
indicative of a poor prognosis in other can-
cers. The implications for T cells and their 
subsets in testis cancer development, how
ever, are not well established to date. There-
fore, we aim to identify and characterize sub-
sets of T cells, i.e. Tregs, in seminoma and 
GCNIS compared to focal inflammatory le-
sions associated with impaired spermatogen-
esis and non-inflamed normal testis.

Material and Methods  We evaluated 
Bouin-fixed, paraffin-embedded tissue sam-
ples from human testis including seminoma, 
pre-invasive GCNIS without/ with accom
panying immune cell infiltrates (GCNIS + ly), 
testis biopsies from infertile men revealing 
quantitatively reduced spermatogenesis with 
focal lymphocytic infiltrates (hyp + ly), or 
normal spermatogenesis (nsp) (n = 10, each). 
The following markers were used for immu-
nohistochemistry (IHC) and immunofluores-
cence (IF): CD3, CD4, CD8 (T cells), CD20 
(B cells), CD68 (macrophages), CD11c (den-
dritic cells), CD25, and FOXP3.

Results  Our preliminary results show that 
CD4+/FOXP3+ Tregs are located in focal 
lymphocytic infiltrates in tumor and non-
tumor testicular tissue. Single Tregs are pre-
sent in nsp and show a scattered distribution 
pattern.

Conclusion  Our preliminary data suggest 
that distribution pattern of Tregs differ from 
CD20+ B cells and CD11c+ dendritic cells, 
which are only found associated with tumour 
baring testicular tissue. Further studies on the 
expression pattern of IL10 and TGFβ, cytoki-
nes that are known to be expressed by Tregs, 
will show a possible involvement in the ini-
tiation and regulation of tumor growth. De-
tailed functional characterization of infiltra-
ting immune cells in testicular neoplasia, i.e. 
TIL, will help to understand the complex me-
chanisms of “immune editing” during testis 
cancer development.

Supported by DFG IRTG “Molecular Patho-
genesis of Male Reproductive Disorders”, 
Project P2 (GRK 1871/2).

P29
The action of steroids and follicu-
lar fluid on CatSper channels in 
human sperm
I. V. Wagner1,2, C. Brenker3, C. Schiffner3,  
A. Schuering3, P. M. Holterhus4, O. Söder2, T. Struenker3

1Klinik und Poliklinik für Kinder- und Jugendmedizin, 
Köln, Germany; 2Karolinska Institute, Pediatric 
Endocrinology, Stockholm, Sweden; 3Centrum für 
Reproduktionsmedizin und Andrologie, Münster; 
4UKSH, Campus Kiel, Kiel, Germany

Background  In human sperm, the female 
sex hormone progesterone activates the 
sperm-specific, voltage- and alkaline-acti-
vated Ca2+ channel CatSper. Progesterone-in-
duced Ca2+ influx via CatSper has been im-
plicated in human sperm chemotaxis, hyper-
activation, and acrosomal exocytosis. The 

molecular identity of steroids in reproductive 
fluids, i.e. follicular fluid, and their action on 
CatSper is however ill-defined.

Methods  We analyzed the steroid content 
of follicular fluid using mass spectrometry. 
Moreover, we studied the action of the iden-
tified steroids and follicular fluid itself in hu-
man sperm. Changes in intracellular Ca2+ le-
vels and pH were measured using the fluo-
rescent indicators Fluo-4 and BCECF, re-
spectively, in 384 multi-well plates in a 
fluorescence plate reader.

Results  We identified the following steroids 
in human follicular fluid; the order of the ster-
oids indicates their relative abundance: pro-
gesterone, 17-hydroxyprogesterone, estra
diol, cortisol, cortison, 11-deoxycorticos-
terone, corticosterone, androstendione, tes-
tosterone, DHEAs, dihydrotestosterone and 
17-hydroxypregnenolone. Each of the ster-
oids, yet, with different potency and effica-
cy, stimulated Ca2+ influx via CatSper in hu-
man sperm. Moreover, cross-desensitisation 
studies showed that the steroids compete for 
the same binding site to activate CatSper. Fur-
thermore a steroid mix- mimicking the steroid 
content of follicular fluid- evoked a Ca2+ re-
sponse reminiscent of that induced by proges-
terone alone, whereas the response by follicu-
lar fluid itself was of much higher amplitude.

Conclusion  Follicular fluid contains a 
cocktail of various steroids. The CatSper Ca2+ 

channel in human sperm is promiscuously ac-
tivated by these steroids, indicating that they 
act in concert to control sperm function in 
vivo. Moreover, our data indicate that follicu-
lar fluid harbours ligands other than steroids 
that also target Catsper. The molecular iden-
tity of these ligands and factors remains to be 
identified.

P30
Zelluläre Komposition, Ultrastruk-
tur, Genexpression und Dynamik 
humaner in vitro-reorganisierter 
adulter Hodenzellen
K. von Kopylow1, W. Schulze2, A. Salzbrunn3, 
M. Schaks1, E. Schäfer4, S. Schlatt5, B. Roth1,  
A.-N. Spiess1

1Klinik und Poliklinik für Dermatologie und Venero
logie, Bereich Andrologie, Andrologische Forschung, 
Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf; 2MVZ 
Fertility Center Hamburg GmbH, amedes group, 
Hamburg;  3Klinik und Poliklinik für Dermatologie und 
Venerologie, Bereich Andrologie; 4Institut für Neuro-
anatomie, Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf, 
Hamburg;5Centrum für Reproduktionsmedizin und 
Andrologie, Universitätsklinikum Münster, Deutsch-
land

Fragestellung  Ist eine In-vitro-Reorganisa
tion primärer humaner Hodenzellen aus ag-
gregatfreien Zellsuspensionen, die aus kleinen 
TESE-Biopsien hergestellt wurden, sowie die 
Langzeit-Zellkultur der reorganisierten Zellen 
in einem einfachen matrixfreien 2D-System 
möglich und reproduzierbar? Können die Zel-
len innerhalb der reorganisierten Formationen 
anhand morphologischer und mithilfe von Ge-
nexpressions-Analysen identifiziert werden?
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Hintergrund  In Zellkultur reorganisierte 
Hodenzellen könnten die Basis für eine In-
vitro-Spermatogenese sein, eine geeignete 
Umgebung zur Vermehrung von Spermato-
gonien/spermatogonialen Stammzellen dar-
stellen sowie Erkenntnisse für die androlo-
gische Grundlagenforschung liefern, und da-
mit insgesamt zur Behandlung männlicher 
Infertilität beitragen. Morphogenetische Dy-
namiken von in vitro kultivierten Testiszel-
len sind schon seit Längerem aus Nagerstu-
dien bekannt, wobei die hier entstandenen 
Zellaggregate sowohl somatische Hodenzel-
len als auch frühe Keimzellen enthielten [1–
6]. Neuere Studien mit in 3D-Systemen kulti-
vierten humanen Hodenzellen [7, 8] belegen, 
dass diese Zellen ebenfalls die Fähigkeit be-
sitzen, testikuläre Organoide zu bilden.

Methodik  Aggregatfreie Zellsuspensionen 
aus jeweils zwei 30-mg-Biopsien pro Patient 
von Patienten mit unterschiedlichem Sperma-
togenesestatus (vollständige Spermatogene-
se, Hypospermatogenese, Meiose-Arrest, ge-
mischte Atrophie oder Sertoli-cell-only-Syn-
drom) wurden bis zu 90 Tage in DMEM-Zell-
kulturmedium unter Zugabe von KO SR und 
den Cytokinen FGFa (FGF1), FGFb (FGF2), 
FGF9, GDNF, EGF und IGF in unbeschich-
teten Plastik-Zellkulturschalen bei 35°C und 
5% CO2 in Kultur genommen. Die entstan-
denen Hodenzellaggregate (Cluster) wur-
den hinsichtlich ihrer zellulären Zusammen-
setzung mittels Semidünnschnitt-Technik, 
Transmissionselektronenmikroskopie, qPCR 
und Immunfluoreszenzfärbungen untersucht. 
Des Weiteren dienten Time-lapse-Experimen-
te zur Untersuchung der Cluster-Dynamik.

Ergebnisse  Die Zellkulturexperimente 
zeigten, dass die Fähigkeit zur In-vitro-Re-
organisation primärer humaner Hodenzel-
len unabhängig vom Spermatogenese-Status 
des Patienten ist. Die zelluläre Zusammenset-
zung der entstandenen Formationen spiegel-
te jedoch in hohem Ausmaß den Zustand im 
Hoden des jeweiligen Patienten wider. De-
tektierte Zelltypen in und um die Cluster wa-
ren Sertoli-Zellen, peritubuläre Myoidzellen, 
Endothelzellen, Fibroblasten, Leydig-Zel-
len, Makrophagen, Spermatiden und einige 
Spermatogonien. Cluster-Fusion und die da-
mit zusammenhängende Cluster-Vergröße-
rung konnte durch „Time lapse“-Aufnahmen 
belegt werden. Außerdem konnte die Forma-
tion der Hodenzell-Cluster durch die Zuga-
be eines Tyrosin-Protein-Kinase-Inhibitors 
(K252a) spezifisch gehemmt werden.

Schlussfolgerung  Eine In-vitro-Reorgani
sation primärer humaner Hodenzellen in ein-
fachen 2D-Zellkultursystemen ist möglich 
und hoch reproduzierbar. Die Analyse der 
zellulären Zusammensetzung der Hoden-
zellcluster sowie der zellulären Morphologie 
kann zur weiteren Optimierung solcher Sys-
teme beitragen.
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P31
Ejaculation disorders and treat-
ment of BPH: Disturbed function 
of prostate ducts by the alpha1-
adrenergic receptor blocker tam-
sulosin but not by PDE5 inhibitors
M. Seidensticker1, R. Kügler1, A. Mietens1, S. Tasch1, 
F. M. Wagenlehner2, G. P. Risbridger3, B. Exintaris4,  
S. J. Ellem3, R. Middendorff1

1Institute of Anatomy and Cell Biology; 2Department 
of Urology, Pediatric Urology and Andrology, Justus-
Liebig-University, Giessen, Germany; 3Department 
of Anatomy & Developmental Biology;4Monash 
Institute of Pharmaceutical Sciences, Monash 
University, Melbourne, Australia

Benign prostate hyperplasia (BPH) is charac
terized by an enlargement of prostate tissue 
associated with increased tone of smooth 
muscle cells (SMCs). Classical treatment op-
tion for patients suffering from BPH is tam-
sulosin, an alpha1-adrenergic blocker used to 
relax SMCs. Inhibitors of phosphodiesterase 
type 5 (PDE5) such as sildenafil or tadalafil 
also relax SMCs and have emerged as alter-
native treatment options. The prostate con-
sists of single glands which produce the pro-
static fluid. Excretory ducts transport the flu-
id to the urethra during the emission phase 
of ejaculation. Structural and functional data 
of glands and ducts as well as information 
on the response to drugs are sparse. Analy-
ses of PDE5 inhibitors and alpha1-adrenergic 
blockers on contractility of prostatic ducts 
have never been performed.

We used time-lapse imaging in combination 
with classical morphological techniques to 
visualize and compare the effects of PDE5 
inhibitors and alpha1 blockers on intact pro-
static ducts.

PDE5 was localized to SMCs of prostate 
ducts. Effects of PDE5 inhibitors (sildenafil, 
tadalafil) and alpha1-adrenergic blockers on 
contractile function could be directly visual-
ized by time-lapse imaging. Excretory ducts, 
in contrast to glands, did not contract spon-
taneously. Imitating the contribution to ejac-
ulation by application of noradrenaline, we 
found that predominantly ductal SMCs en-
sure expulsion of secretions. Noradrenaline-
induced contractions of the isolated duct seg-

ments occurred irrespective of pre-treatment 
with PDE5 inhibitors. In both cases, the ef-
fect of noradrenaline was the same. Pre-treat-
ment with tamsulosin, however, showed a 
significant reduction of noradrenaline-in-
duced contractions of the duct.

Data help to understand why alpha1-adrener-
gic blockers different to PDE5 inhibitors dis-
turb prostate secretion during emission.

P32
Leptintherapie beeinflusst positiv 
die Fertilitätsstörung bei Lipodys-
trophie
L. Eifler1, A. Hoffmann1, I. V. Wagner2, B. Jessnitzer1, 
U. Lössner1, M. Fasshauer1, S. Kralisch-Jäcklein1

1Endokrinologie, Universität Leipzig; 2Kinder- und 
Jugendmedizin, Universitätsklinikum Köln, Deutsch-
land

Fragestellung  Übergewicht und Adiposi-
tas beeinflussen die männliche und weibliche 
Fertilität negativ. Im Gegensatz zur Adiposi-
tas kommt es bei Lipodystrophie (LD) zu ei-
nem selektiven Verlust von Fettgewebe. Ähn-
lich zur Adipositas treten auch bei LD me-
tabolische und vaskuläre Folgeerkrankungen 
auf. Weibliche LD-Patientinnen leiden im Er-
wachsenenalter häufig an einem hypogona-
dotropen Hypogonadismus mit primärer oder 
sekundärer Amenorrhö.

Patienten mit LD haben signifikant niedri-
gere Leptinspiegel. Leptin ist ein bekannter 
Mediator und Modulator der Hypothalamus-
Hypophysen-Gonaden-Achse und beeinflusst 
somit die Reproduktionsfähigkeit. Inwiefern 
die Gabe von Leptin die Fertilität bei LD be-
einflusst, ist bis jetzt unzureichend unter-
sucht. Ziel dieser Studie ist die Untersuchung 
der Fertilität im Tiermodell der generalisier-
ten LD und der Einfluss einer Leptintherapie.

Methodik  Das Tiermodel der generalisier-
ten LD (Tg[aP2-SREBF1c]9884Reh, The 
Jackson Laboratory, USA) wurde über 8 Wo-
chen bis zur Aufarbeitung 1× tägl. i. p. mit 
rekombinantem Leptin (3 mg/kg KG) oder 
Kochsalzlösung behandelt. Der Einfluss von 
Leptin auf die Gonadenphysiologie wird bei 
weiblichen und männlichen LD-Tieren im 
Vergleich zu mit Kochsalz behandelten LD-
Tieren und gesunden Kontrollen untersucht.

Ergebnisse  Die durchschnittliche Vaginal-
öffnung und somit der Pubertätsbeginn lag 
bei den LD-Tieren im Durchschnitt 5 Tage 
hinter den gesunden Kontrolltieren.

Die weiblichen LD-Tiere zeigten nach Koch-
salz-Behandlung ein signifikant niedrige-
res Uterusgewicht im Vergleich zu den Kon-
trollen. Unter Leptintherapie stieg das Ute-
rusgewicht wieder auf das Niveau der ge-
sunden Kontrollen an. Bei den männlichen 
Tieren konnte bisher kein signifikanter Un-
terschied im Hodengewicht, der intratestiku-
lären Testosteronproduktion, Spermienquali-
tät sowie der steroidogenen Enzyme nachge-
wiesen werden.

Im weiteren Versuchssetting werden morpho-
logisch und auf mRNA-Ebene sowohl gona-
dal als auch zentral diese Vorergebnisse wei-

J Reproduktionsmed Endokrinol_Online 2017; 14 (5)



7. DVR-Kongress 2017 – Poster-Abstracts

235

ter analysiert, um die Pathologie der weibli-
chen Fertilitätsstörung bei LD und den Ein-
fluss der Leptinbehandlung darzustellen.

Schlussfolgerung  Zusammenfassend zei-
gen weibliche LD-Tiere Störungen der gona
dotropen Achse mit verzögertem Pubertäts-
beginn. Erste Untersuchungen geben einen 
Hinweis auf den positiven Effekt einer Lep-
tinbehandlung auf die weibliche Fertilität bei 
LD.

P33
Raman Microspectroscopy for 
sperm analysis: perspectives and 
challenges
R. Da Costa, K. Redmann, S. Schlatt
Centre of Reproductive Medicine and Andrology, 
University Hospital of Münster, Germany

Given its capability to fingerprint the chem-
ical composition of any sample, Raman Mi-
crospectroscopy represents an innovative tool 
for the assessment of sperm biochemical fea-
tures that otherwise would be undetectable by 
routine semen analysis. Recently, we showed 
that experimentally induced sperm DNA 
damage in smears could be detected [1, 2]. As 
this approach appears non-invasive and non-
destructive, it has the potential to be applied 
for sperm selection in human assisted repro-
duction. Since previous studies were car-
ried-out using air-dried sperm, it is required 
to show successful application in live sperm. 
The aim of this study was to obtain and eval-
uate Raman spectra from human sperm DNA 
in regard to the hydration status.

For this purpose, human sperm from healthy 
donors were immobilized on poly-L-lysine 
coated slides. As previously established [2], 
Raman spectra of sperm nuclei were ob-
tained. Sperm damage was induced exper-
imentally by exposure of washed sperm al-
iquots to ultraviolet light (UV). Samples 
mounted onto slides were analyzed in native, 
air dried and rehydrated conditions following 
individual sperm. Hydration-dependent dif-
ferences detected in individual sperm were 
documented and subjected to PCA analysis.

DNA damage induced by UV exposure was 
confirmed in dehydrated samples (Fig. 3a). 
Surprisingly in aqueous conditions the spec-
tral features of DNA damage could not be de-
tected (Fig. 3b). This loss of spectral signa-
tures for DNA damage was observed in na-
tive and rehydrated (data not shown) samples.

The successful sperm immobilization method 
is a valuable tool for the assessment of sperm 
by Raman Microspectroscopy. The confirma-
tion that sperm DNA damage can be detected 
in dehydrated samples following individual 
sperm validated the potential of the technique. 
However the loss of the damage-dependent 
spectral features in aqueous conditions pre-
sents a new challenge that needs to be over-
come before the approach enters the clinic.
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superovulation, cytoskeletal mor-
phology and cohesion complex 
organization during meiosis II 
using high resolution confocal mi-
croscopy
M.-N. Malliou-Becher1, C. von Kaisenberg2,  
C. Schippert2, K. Stahl3, G. Tsiavaliaris3

1Department of Obstetrics and Gynecology, Uni
versity of Heidelberg Women’s Hospital; 2Depart-
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The incidence of aneuploidy increases with 
advancing maternal age. The present study 
aimed to evaluate the effect of increasing ma-
ternal age on superovulation efficiency in 
both mouse and human. Specific alterations 
of microtubular and actin cytoskeleton in a 
mouse model during meiosis II were examin
ed using the advantages of high resolution 
confocal microscopy. Additionally, an option 
for distance measurement in 3D confocal re-
constructions was proposed to examine loss 
of chromosome cohesion as a cause of age-
related aneuploidy in human oocytes.

Ovulated oocytes from C57BL7/6J female 
mice at the age of 8–61 weeks retrieved af-
ter exogenous ovarian stimulation and unfer-
tilized oocytes donated from women at the 
age of 28–41 years undergoing IVF or ICSI 
treatment, were analyzed. Mouse oocytes 
were stained with anti-α-tubulin antibody, 
DAPI, and fluorescently labeled phalloidin 
antibody for microtubules, chromosomes 
and actin detection respectively. Human 
oocytes were stained with fluorescently la-
beled CREST-FITC antibody and DAPI for 
kinetochores and chromosomes detection re-
spectively. Secondary antibodies were used 
for fluorescence detection. Chromosomal 
distribution, spindle and actin filament mor-
phology in the mouse model, as well as ki-
netochores in humans were analyzed by con-
focal microscopy and image J software as 
image processing program. 3D confocal re-

constructions of the interspace between sis-
ter-chromatids were used to determine kine-
tochore distances.

The age of the mice and the number of ex-
tracted oocytes revealed a statistically signif-
icant negative linear correlation (r = –0.727; 
p < 0.001) with significantly less oocytes 
extracted from the older mice (median 0.5 
oocytes, p < 0.001 ) compared to the num-
ber of oocytes extracted from the younger 
mice (median, 17 oocytes). No statistically 
significant correlation (r = –0.439; p < 0.102) 
was found in human females. However, this 
could be explained by the small population 
of the women and the narrow age span in this 
study. Microtubule morphology abnormali-
ties and misalignment of chromosomes at the 
metaphase II equator plate were significant-
ly (p = 0.003) more frequent in older oocytes 
compared to younger oocytes. Furthermore, 
improper cap formation was significantly 
more frequent in older mice (p = 0.003) and 
in misaligned chromosomes (p = 0.003) in 
mice. It was demonstrated that the introduced 
method of distance measurement in 3D con-
focal reconstructions is feasible and could 
be used for further validation and studies on 
the hypothesis that deteriorated cohesion is a 
cause of age-related aneuploidy.

In conclusion, there is an apparent relation 
between maternal age and superovulation 
efficiency, frequency of changes in spindle-
chromosomes-organization and abnormal ac-
tin cap formation in a mouse model. Further 
analysis of kinetochore distances in correla-
tion with age using a more accurate method 
proposed in this study needs to be performed 
in a greater population of human females in 
order to examine the hypothesis that increas-
ing maternal age is related to loss of cohe-
sion.

P35
Einfluss der In-vitro-Kultur auf die 
Hormonrezeptorexpression primä-
rer endometrialer Stromazellen
S. J. Pour, D. Baston-Büst, J. S. Krüssel, A. P. Bielfeld
Universitätsfrauenklinik, UniKiD, Düsseldorf, 
Deutschland

Fragestellung  Forschung im Bereich der 
humanen Implantation ist auf Zellkulturex-

Figure 3. DaCosta R, et al. (P33). Effect of exposure to UV light on sperm DNA displayed in Raman spectra under 
different hydration conditions.
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perimente limitiert. Die Isolation und Kultur 
primärer Zellen aus Endometrium als Alter-
native zu Zell-Linien hat sich in den vergan-
genen Jahren fest etabliert. Welchen Einfluss 
die In-vitro-Kultur auf die Eigenschaften 
der Zellen hat, ist bisher jedoch nicht aus-
reichend geklärt. Daher stellt sich uns die 
Frage, inwieweit sich primäre, endometriale 
Stromazellen von unterschiedlichen Patien
ten voneinander unterscheiden und welchen 
Einfluss die In-vitro-Kultur auf die Zellen 
bezüglich ihrer Hormonrezeptorexpression 
hat.

Methodik  Aus „endometrial scratchings“ 
(ES) während der Sekretionsphase verschie-
dener Patienten (fertil, Implantationsversa-
ger [RIF], mit habituellen Aborten [RSA] 
und mit Endometriose) wurden primäre, en-
dometriale Stromazellen isoliert und bis Pas-
sage 10 kultiviert. Aus jeder Passage wurde 
RNA isoliert und die Expression des Proges-
teronrezeptors (PR), der Östrogenrezeptoren 
(ER1/2) und der membranständigen Proges-
teronrezeptoren (PGRMC1/2) per Real-time-
PCR untersucht. Weiterhin wurden Zellen 
verschiedener Passagen mit Progesteron und 
zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) 
dezidualisiert und die Prolaktinsekretion mit-
tels ELISA bestimmt. Zusätzlich wurden von 
ES und mit Zellen bewachsene Objektträ-
ger immunhisto- bzw. -zytochemisch auf die 
Hormonrezeptoren gefärbt.

Ergebnisse  Generell wiesen die unter-
schiedlichen Proben, obwohl sie alle zu ei-
nem vergleichbaren Zykluszeitpunkt (LH+7) 
entnommen worden waren, unterschiedliche 
Eigenschaften auf. So zeigte die Hormon
rezeptorexpression in ES unterschiedliche 
Muster und die isolierten Stroma-Zellen 
unterschieden sich bezüglich Morpholo-
gie, Proliferation und Alter bis zur Senes-
zenz. Mit zunehmender Passage und somit 
Alter der Stroma-Zellen wurde ein Abfall 
in der mRNA-Expression für PR, ER1 und 
PGRMC2 gesehen. Der ER2 und PGRMC1 
konnten nicht in den Stroma-Zellen detek-
tiert werden. Auch die Kultur in hormonfrei-
em Serum (FBS) verursachte eine Reduktion 
des PR, sodass von einem additiven Effekt 
aus Kulturbedingungen und Alter der Zel-
len ausgegangen wird. Die Prolaktinsekreti-
on als Marker der Dezidualisierung war da-
gegen nur geringfügig vom Alter der Zel-
len beeinflusst, was an der kombinierten Be-
handlung mit Progesteron und cAMP liegen 
könnte.

Schlussfolgerung  Die In-vitro-Kultur von 
endometrialen Primärzellen ist das Mittel 
der Wahl, um die Forschung im Bereich Re-
produktionsmedizin am ehesten an die In-
vivo-Gegebenheiten anzupassen und gilt als 
bessere Alternative zu Zell-Linien, die auf-
grund ihres Tumorhintergrundes oder der 
Immortalisierung als verändert angesehen 
werden. Allerdings deuten unsere Ergebnis-
se darauf hin, dass die Zellen wie ihre Spen-
derinnen als Individuen aufzufassen sind, 
die unterschiedliche molekular- und zellbio-
logische Eigenschaften aufweisen und dass 
diese Eigenschaften nochmals durch die Ge-
gebenheiten der In-vitro-Kultur verändert 
werden.

P36
Analyse von extrazellulären 
Vesikeln in der humanen Follikel-
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T. Strowitzki1, B. Toth3

1Gynäkologische Endokrinologie und Fertilitäts
störungen, Universitätsfrauenklinik Heidelberg, 
Germany; 2Department of Clinical Chemistry 
and Vesicle Observation Center, Amsterdam, 
Netherlands; 3Gynäkologische Endokrinologie und 
Reproduktionsmedizin, Medizinische Universität 
Innsbruck, Austria

Fragestellung  Extrazelluläre Vesikel (EV) 
stellen eine heterogene Gruppe von Zellober-
flächenabschnürungen dar, die in der Größen-
ordnung zwischen 0,03–1 µm liegen [1]. EV 
kommen ubiquitär im Körper vor. Ziel die-
ser Arbeit war es, die Konzentration und Zu-
sammensetzung der EV aus Follikelflüssig-
keit (FF) zu analysieren.
Methodik  Insgesamt 31 Patientinnen, die 
im Rahmen ihrer Kinderwunschtherapie zur 
Durchführung einer IVF/ICSI hormonell sti-
muliert wurden, konnten in diese Studie ein-
geschlossen werden. Von ihnen wurde durch 
die transvaginale ultraschallgesteuerte Folli-
kelpunktion die FF von jeweils 2 führenden 
Follikeln gewonnen. Im Anschluss wurde 
analysiert, ob in der FF eine Oozyte enthalten 
ist. In Abhängigkeit des Ergebnisses erfolgte 
die Einteilung in die jeweilige Studiengruppe 
(Studiengruppe 1: mit Eizelle, 2: ohne Eizel-
le). Nach Aufbereitung wurden die FF durch-
flusszytometrisch (FACS) analysiert und auf 
ihre EV-Gesamt- und Subtypenkonzentra-
tionen mithilfe verschiedener Oberflächen-
marker (Lactadherin, , CD9, CD11b, CD45, 
CD81 und CD138) untersucht [2].
Ergebnisse  Von den 31 Patientinnen, die 
in die Studie eingeschlossen wurden, konn-
ten 44 FF zur endgültigen Analyse gewonnen 
werden. Davon enthielten n = 17 FF (39 %) 
eine Oozyte und n = 27 FF (61  %) keine. 
Eine durchflusszytometrische Analyse wur-
de mit allen 44 Proben durchgeführt. Die Ge-
samtzahl Lactadherin-bindender EV lag im 
Median bei 1,11×109 EV/mL. FF mit Oozy-
te enthielten im Median 1,25 ×109 EV/mL, 
FF ohne Oozyte 1,04 ×109 EV/mL. Die Sub-
typisierung der EV konnte bei allen 44 Pro-
ben durchgeführt werden. Dabei ließen sich 
CD9-, CD45-, CD81- und CD138-positive 
EV in 98 % der Proben detektieren, während 
CD11b-positive EV in 41 % der Proben nach-
gewiesen wurden. Die Gesamtzahl der EV 
der jeweiligen Subgruppen betrug 105–107 

EV/mL. Zwischen den beiden Studiengrup-
pen konnte kein signifikanter Unterschied in 
der Gesamtkonzentration der EV in der FF 
bzw. in der Konzentration der jeweiligen EV-
Subtypen in der FF festgestellt werden.
Schlussfolgerung  Die Konzentration und 
Subtypisierung von EV in humaner FF ist 
möglich. Dabei überwiegt die Konzentration 
an CD9-, CD45-, CD81- und CD138-positi-
ven EV in der FF, wohingegen CD11b-posi-
tive EV nur in 40 % der Proben nachgewie-
sen werden konnten. Vergleicht man die Zu-
sammensetzung der EV in der FF in Abhän-

gigkeit des Vorliegens einer Oozyte, zeigen 
unsere ersten Ergebnisse keinen signifikanten 
Unterschied.

Literatur:
1. van der Pol E, et al. Recent developments in the no-
menclature, presence, isolation, detection and clinical im-
pact of extracellular vesicles. J Thromb Haemost 2016; 
14: 48–56.

2. Otzen DE, et al. Lactadherin binds to phosphatidyl
serine-containing vesicles in a two-step mechanism sensi-
tive to vesicle size and composition. Biochim Biophys 
Acta 2012; 1818: 1019–27.
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Validation of a novel ELISA assay 
for serum AMH determination
K. Neumann, M. Depenbusch, A. Schultze-Mosgau, 
G. Griesinger
Sektion für Gynäkologische Endokrinologie und 
Reproduktionsmedizin, Universität Lübeck, Germany

Background  Serum Anti-Mullerian Hor-
mone (AMH) levels correspond to ovarian 
function and reserve. Clinically, AMH levels 
are routinely assessed in infertility treatment 
to estimate the prognosis and risk profile of a 
given woman. Different AMH ELISA assays 
have been developed and are available on the 
market; however, significant inter- and intra-
assay variations have been reported. Herein, 
the novel Euroimmun MRH/AMH ELISA is 
validated using the Gen II ELISA by Beck-
mann Coulter (GenII-BC) as a standard.

Methods  This was a prospective, single-
center study. Frozen serum samples from 121 
infertile female patients were analysed by the 
Euroimmun AMH ELISA and GenII-BC as-
say, respectively; values were generated with/
without buffer pre-mixing. Furthermore, dif-
ferent lots of the GenII-BC were tested as ref-
erence. The novel Mullerian-duct repression 
hormone (MRH/AMH) ELISA from Euroim-
mun (referred to as EU AMH ELISA here-
in) is based on the combination of two high-
ly specific antibodies. Quantitative measure-
ment is performed at 450 nm wavelength. 
Results are expressed as nanogrammes per 
milliliter (ng/ml). To study assay agreement, 
a Passing-Bablok regression model and a 
Bland-Altman analysis were performed.

Results  The Passing-Bablok analysis of 
n =  121 samples ranging from 0.00 ng/ml–
17.93 ng/ml – AMH concentration (based 
on measurements of the GenII-BC ELISA) 
shows y = 1.17–0.05x, 95-%-CI: 1.12–1.23 
and a concordance correlation coefficient Rc 
= 0.93 for the performance of the EU AMH 
ELISA.

Conclusions  The novel EU AMH ELISA 
achieves adequate performance as compared 
to the established GenII-BC ELISA and is 
suitable for broader utilization in clinical and 
research settings.

J Reproduktionsmed Endokrinol_Online 2017; 14 (5)
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Assoziation geringer Libido mit 
aktuellem Sexualverhalten, Kör-
perbild sowie Komorbiditäten 
und Lifestyle: Eine Querschnitts-
studie an 10.962 heterosexuellen 
45-jährigen Männern im Rahmen 
der GMS-Studie
L. Schroeter1, F.-M. Köhn2, M. Kron3, H. Schulwitz1,  
C. Arsov4, B. Hadaschik5,6, F. Imkamp7,  
J. E. Gschwend1, K. Herkommer1

1Klinik und Poliklinik für Urologie, Klinikum rechts 
der Isar, Technische Universität München;  
2Andrologicum München; 3Institut für Epidemiologie 
und Medizinische Biometrie, Universität Ulm;  
4Klinik für Urologie, Universitätsklinikum Düssel-
dorf, Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf; 5Klinik 
für Urologie, Uroonkologie und Kinderurologie, Uni-
versitätsklinikum Essen; 6Urologische Klinik, Univer-
sitätsklinikum Heidelberg, Ruprecht-Karls-Univer
sität Heidelberg; 7Klinik für Urologie und Urologische 
Onkologie, Medizinische Hochschule Hannover, 
Deutschland

Fragestellung  Geringe Libido zählt neben 
Erektions- und Orgasmus-/Ejakulationsstö-
rungen zu den häufigsten Sexualstörungen 
des Mannes. Bekannte Risikofaktoren sind 
neben Testosteronmangel unter anderem Vor-
erkrankungen wie zum Beispiel Adipositas 
und Diabetes mellitus. Die vorliegende Stu-
die untersuchte die Prävalenz geringer Libi-
do bei 45-jährigen Männern in einer bevöl-
kerungsbasierten Zufallsstichprobe. Ermittelt 
wurden Assoziationen zu verschiedenen Ri-
sikofaktoren (soziodemographisch, Lifestyle, 
Körperbild, Sexualleben, Komorbiditäten).

Methodik  Im Rahmen der German Male 
Sex-Study (GMS-Study, Teil der PROBASE-
Studie) wurden 16.605 45-jährige Männer 
von April 2014 bis April 2016 bevölkerungs-
basiert in den 4 Studienzentren (Düsseldorf, 
Hannover, Heidelberg, TU München) rekru-
tiert.

Im jeweiligen Studienzentrum wurden die 
Probanden nach Aufnahme in die Studie in 
einem ärztlichen Anamnesegespräch über ak-
tuelle Medikation und Vorerkrankungen be-
fragt. Auch Gewicht und Taillenumfang aller 
Probanden wurden vor Ort gemessen. An-
schließend füllten die Probanden Fragebögen 
zu soziodemographischen Daten, Lifestyle 
(sportliche Aktivität, Alkoholkonsum, Rau-
chen), intrapersonellen Faktoren (Ängstlich-
keit: GAD2-Score ≥ 3; Depression: PHQ2-
Score ≥ 3; Körperbild, Maskulinität, sexu-
elles Selbstbewusstsein, Empfinden sozialen 
Drucks: jeweils 3 Fragen) sowie Sexual
leben (sexuelle Aktivität und Masturbations-
frequenz in den letzten 3 Monaten; Wichtig-
keit von Sex; Zufriedenheit mit Partnerschaft; 
Anzahl der Sexualpartner) aus.

Zur Erfassung des benignen Prostatasyn-
droms sowie der erektilen Dysfunktion wur-
den validierte Fragebögen verwendet (Inter-
national Prostate Symptom Score und Inter-
national Index of Erectile Function-6 [be-

nignes Prostatasyndrom: IPSS-Score > 7; 
erektile Dysfunktion: IIEF6-Score ≤ 25]). 
Ejaculatio praecox wurde anhand von 2 Fra-
gen erhoben und ist definiert als Samen
erguss, der beim Geschlechtsverkehr oft bis 
fast immer innerhalb der ersten 2 Minuten er-
folgte bezogen auf die letzten 6 Monate.

Die Libido wurde mit folgender Frage er-
hoben: „Wie oft verspürten Sie in den letz-
ten vier Wochen das Verlangen, sexuell aktiv 
zu sein“? Mögliche Antworten waren: sehr 
oft, oft, gelegentlich, selten, sehr selten, wo-
bei „selten“ und „sehr selten“ geringer Libido 
zugeordnet wurde gegenüber keiner geringen 
Libido (sehr oft, oft, gelegentlich).

In die Untersuchung wurden kaukasische und 
heterosexuelle Männer eingeschlossen, die 
weder 5a-Reduktase-Inhibitoren noch Anti
depressiva einnahmen sowie die Frage über 
das eigene Verlangen nach Sex beantwor
teten.

Die Analyse erfolgte mittels Chi-Quadrat-
Test mit einem Signifikanz-Niveau von 5 %.

Ergebnisse  Insgesamt erfüllten 10.962 Pro-
banden die Einschlusskriterien. Die Präva-
lenz geringer Libido im vorliegenden Kollek-
tiv betrug 4,7 %.

Folgende Assoziationen zwischen geringer 
Libido und soziodemographischen Faktoren 
wurden identifiziert: Nicht-Zusammenleben 
mit Partner, lang andauernde Beziehung, kei-
ne Kinder und Arbeitslosigkeit (p < 0,001). 
Bezüglich Lifestylefaktoren zeigten Män-
ner mit geringer physischer Aktivität eben-
so wie Männer, die kein/wenig oder exzes-
siv Alkohol konsumierten, einen signifikan-
ten Zusammenhang zu geringerer Libido 
(p < 0,001).

Probanden, die empfindlicher auf sozialen 
Druck reagieren, ängstlicher sind und ein ge-
ringeres Körperbild haben, zeigten ebenso 
wie Männer mit niedrigem sexuellen Selbst-
bewusstsein ein geringeres Verlangen nach 
Sex auf (p < 0,001). Auch bei Männern, die in 
den letzten 3 Monaten nie/selten masturbier-
ten oder Geschlechtsverkehr hatten, weniger 
als 11 Sexpartner im bisherigen Leben hat-
ten, Sex als unwichtig und ihre Partnerschaft 
als unglücklich bezeichneten, konnten signi-
fikante Korrelationen zu geringer Libido dar-
gestellt werden (p < 0,001).

Folgende Komorbiditäten zeigten eine Asso-
ziation mit geringer Libido: benignes Prosta-
tasyndrom, erektile Dysfunktion, Hypertonie 
und Ejaculatio praecox (p < 0,001).

Kein statistisch signifikanter Zusammenhang 
ergab sich zu folgenden Faktoren: Bildung, 
Rauchen, Fragen zur Maskulinität sowie Dia-
betes und Taillenumfang.

Schlussfolgerung  Knapp 5 % der 45-jähri-
gen Probanden zeigten eine geringe Libido. 
Es konnte gezeigt werden, dass geringe Libi-
do mit psychologischen (Angst), soziokultu-
rellen (sozialer Druck, Arbeitslosigkeit, keine 
Kinder) und Beziehungsfaktoren assoziiert 
war. Darüber hinaus korrelierte eine geringe 
Masturbations- sowie Geschlechtsverkehr-
frequenz mit geringer Libido. Des Weiteren 
zeigte die Studie, dass Männer mit modera-
tem Alkoholkonsum und Männer, die sport-

lich aktiv waren (2–5x/Woche) eine höhe-
re Libido aufwiesen als die jeweiligen Ver-
gleichsgruppen.

Entgegen den Ergebnissen bestehender Stu-
dien konnte der Komorbidität Diabetes mel-
litus kein statistisch signifikanter Zusammen-
hang zu geringer Libido nachgewiesen wer-
den. Eine mögliche Erklärung ist das ver-
gleichsweise junge Alter des untersuchten 
Probandenkollektivs.

�� Erektile Dysfunktion und 
Ejakulationsstörungen

P39
Association between prematu-
re ejaculation (PE) and serum sex 
steroid concentrations
M. Zitzmann, W. Mousa, S. Kliesch
Centrum für Reproduktionsmedizin und Andrologie, 
Universitätsklinikum Münster, Deutschland

Background  PE is a common male sexual 
disorder, with a worldwide prevalence of ap-
proximately 15%. The definition of prema-
ture ejaculation according to the Guidelines 
of the ISSM is: ejaculation which always or 
nearly always occurs prior to or within about 
one minute of vaginal penetration and the in-
ability to delay ejaculation on all or nearly all 
vaginal penetrations as well as negative per-
sonal consequences, such as distress, both-
er, frustration and/or the avoidance of sexual 
intimacy. Putative imbalances of sex steroid 
concentrations might contribute to the clini-
cal picture. DHT as the most potent androgen 
might play a pivotal role in the hormone pro-
file of these patients.

Methods  A retrospective study included 48 
Patients who visited our outpatient clinic with 
the complaint of PE according to ISSM crite-
ria. 49 age matched patients, who presented 
with female factor infertility without any sex-
ual disorder served as controls. Assessment of 
serum concentrations of FSH, LH, total serum 
Testosterone, free Testosterone, dihydrotes-
tosterone (DHT), SHBG, estradiol, prolactin 
and PSA was performed in all subjects.

Results  PE patients had higher serum tes-
tosterone levels than control patients (21.0 ± 
11.3 vs 17.0 ± 6.3 nmol/L, p = 0.048) and also 
higher estradiol concentrations (96.4 ± 43.5 
vs 72.2 ± 22.8 pmol/L, p = 0.001). Never
theless, serum DHT concentrations were low-
er in PE patients (0.70 ± 0.25 vs 0.92 ± 0.42 
nmol/L, p = 0.003). Correspondingly, the ra-
tio of DHT to estradiol and the ratio of DHT 
to testosterone was lower in PE patients com-
pared to controls (p = 0.013 and p < 0.001, re-
spectively).

Conclusion  PE patients exhibit a differen
tial sex steroid profile compared to age-
matched controls, pointing both towards 
higher aromatization and less 5-alpha-reduc-
tion of testosterone. The physiological back-
ground of this finding and potential treatment 
options have to be further elucidated.

J Reproduktionsmed Endokrinol_Online 2017; 14 (5)
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Assoziation des HIV-Status mit 
sexuellen Funktionsstörungen, 
soziodemographischen Faktoren, 
Lebensstil und Komorbiditäten – 
Ergebnisse der German Male Sex-
Studie
S. Schneider-Wirth1, M. Kron2, H. Schulwitz1,  
M. Büttner3, C. Arsov4, B. Hadaschik5,6, F. Imkamp7,  
J. E. Gschwend1, K. Herkommer1

1Klinik und Poliklinik für Urologie, Klinikum rechts 
der Isar, Technische Universität München; 2Institut 
für Epidemiologie und Medizinische Biometrie, 
Universität Ulm; 3Klinik und Poliklinik für Psycho-
somatische Medizin und Psychotherapie, Klinikum 
rechts der Isar, Technische Universität München; 
4Klinik für Urologie, Universitätsklinikum Düsseldorf, 
Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf; 5Urologische 
Klinik, Universitätsklinikum Heidelberg, Ruprecht-
Karls-Universität Heidelberg; 6Klinik und Poliklinik 
für Urologie, Uroonkologie und Kinderurologie, Uni-
versitätsklinikum Essen; 7Klinik für Urologie und 
Urologische Onkologie, Medizinische Hochschule 
Hannover, Deutschland

Fragestellung  Erektile Dysfunktion, Eja-
culatio praecox und geringe Libido gehören 
zu den häufigsten sexuellen Funktionsstörun-
gen bei Männern. In vorangegangenen Studi-
en, die meist Risikokollektive untersuchten, 
konnte gezeigt werden, dass HIV-positive 
Männer signifikant häufiger als HIV-negative 
Männer davon betroffen sind. Diese Studie 
untersucht mit bevölkerungsbasiertem An-
satz als erste unter anderem die Assoziation 
des HIV-Status mit sexuellen Funktionsstö-
rungen bei 45-jährigen Männern in Deutsch-
land. Aufgrund der derzeitigen Studienlage 
erwarten wir eine höhere Prävalenz der se-
xuellen Funktionsstörungen bei HIV-positi-
ven Männern.

Methodik  Im Rahmen der German Male 
Sex-Study, einem Begleitprojekt der deutschen 
Prostatakrebs-Screening-Studie PROBASE, 
wurden 45-jährige Männer zwischen April 
2014 und April 2016 rekrutiert. In den 4 Stu-
dienzentren (Düsseldorf, Hannover, Heidel-
berg, TU München) wurden die Probanden 
mittels Fragebögen zu ihren soziodemogra-
phischen Daten, ihrem Lebensstil und dem Se-
xualverhalten befragt. Außerdem wurden ein 
ärztliches Anamnesegespräch und eine kurze 
körperliche Untersuchung durchgeführt. Ein-
schlusskriterien waren die Angabe der sexuel-
len Identität als homosexuell sowie der HIV-
Status, der anamnestisch erfragt bzw. durch 
den Abgleich mit der Medikation erhoben 
wurde. Die erektile Funktion wurde mit dem 
IIEF-6 erhoben (erektile Dysfunktion: IIEF-6–
25). Ejaculatio praecox wurde über die Frage, 
ob der Proband seine sexuelle Erregung „oft“ 
oder „fast immer/immer“ nicht unter Kontrol-
le halten kann, innerhalb von 2 Minuten nach 
Penetration einen Samenerguss/Orgasmus be-
kommt und dies für ihn „ein gewisses Pro
blem“, „ein beträchtliches Problem“ oder „ein 
sehr großes Problem“ darstellt, identifiziert. 
Die geringe Libido wurde mit der Frage, ob 
das sexuelle Verlangen in den letzten 4 Wo-
chen „selten“ oder „sehr selten“ verspürt wur-
de, erhoben.

Ergebnis  Von den 471 homosexuellen 
Männern waren 54 HIV-positiv (11,5 %). Na-
hezu alle Probanden (84,5  %) gaben an, in 
den letzten 3 Monaten sexuell aktiv gewesen 
zu sein. Der Definition einer erektilen Dys-
funktion entsprachen mehr HIV-positive Pro-
banden als HIV-negative (63,2 % vs. 50,2 %, 
p = n. s.). Eine Ejaculatio praecox konnte bei 
HIV-positiven Probanden häufiger identifi-
ziert werden als bei HIV-negativen Proban-
den (12,1 % vs. 6, 7%, p = n. s.). Eine ge-
ringe Libido wurde von HIV-positiven und 
HIV-negativen Probanden nahezu gleich häu-
fig berichtet (5,5 % vs. 5,9 %, p = n. s.). Die 
HIV-positiven Probanden gaben signifikant 
seltener an, in einer festen Beziehung zu le-
ben als HIV-negative Probanden (p = 0,023). 
Es konnte ein starker Zusammenhang zwi-
schen einer HIV-Infektion und einem nied-
rigen Bildungsgrad gezeigt werden (61,1 % 
vs. 35,4 %, p < 0,001). HIV-positive Proban-
den rauchten signifikant häufiger als HIV-
negative (p = 0,014). Kein signifikanter Zu-
sammenhang bestand zwischen einer HIV-
Infektion und Alkoholkonsum, sportlicher 
Aktivität, Adipositas und dem gesundheit-
lichen Allgemeinzustand. Zwischen einer 
HIV-Infektion und allen analysierten Komor-
biditäten (Depression, Diabetes mellitus, Hy-
pertonie, Schilddrüsenfunktionsstörungen, 
Prostatitis, Varikozele, Zirkumzision, LUTS, 
Hepatitis B/C) konnte kein signifikanter Zu-
sammenhang nachgewiesen werden.

Schlussfolgerung  In unserer bevölkerungs-
basierten Studie konnten wir zeigen, dass die 
Prävalenz der erektilen Dysfunktion und der 
Ejaculatio praecox bei HIV-positiven Män-
nern tendenziell, aber nicht signifikant, hö-
her ist als bei HIV-negativen. Die Prävalenz 
einer geringen Libido war in unserem Kollek-
tiv niedriger als in anderen Studien und über-
raschender Weise in beiden Gruppen gleich 
stark ausgeprägt. Im Vergleich zur Litera-
tur konnten wir zwischen keiner der sexuel-
len Funktionsstörungen und dem HIV-Status 
einen signifikanten Zusammenhang zeigen. 
Lediglich bei den soziodemographischen 
Faktoren Partnerschaft und Bildung, sowie 
dem Lifestylefaktor Rauchen konnte eine si-
gnifikante Assoziation zum HIV-Status ge-
funden werden.

P41
Ejaculatio praecox: Prävalenz  
und Assoziation mit Lebensstil 
und psychosozialen Faktoren  
von 45-jährigen, heterosexuellen 
Männern – Ergebnisse der Ger-
man Male Sex-Studie
V. Zehe1, H. A. G. Bosinski2, A. Dinkel3, M. Kron4,  
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Fragestellung  Die Ejaculatio praecox ist 
eine häufige Sexualstörung des Mannes. Sie 
steht in Zusammenhang mit Komorbiditäten, 
wie arterieller Hypertonie, Diabetes mellitus, 
erektiler Dysfunktion und benignem Prosta-
tasyndrom. In der vorliegenden Studie soll-
ten die Zusammenhänge zwischen Ejacula-
tio praecox und anderen Faktoren, wie sexu-
elles Selbstwertgefühl und gefühlter sozialer 
Druck, herausgearbeitet werden.

Methodik  Probanden wurden im Rah-
men der German Male Sex-Study, Teil der 
PROBASE-Studie, rekrutiert. Die Daten wur-
den im Zeitraum von April 2014 bis April 
2016 erhoben. Nach einer kurzen Familien- 
und Medikamentenanamnese wurden den 
Probanden Fragebögen zu soziodemographi-
schen Daten, Lebensstil und Sexualverhalten 
ausgehändigt.

Einschlusskriterien waren eine heterosexu-
elle Orientierung, kaukasische Herkunft und 
die Beantwortung der Fragen zur Ejaculatio 
praecox.

Ergebnis  Insgesamt erfüllten 10.166 Pro-
banden die Einschlusskriterien. Die Präva-
lenz der Ejaculatio praecox betrug 6,0  %. 
Probanden mit Ejaculatio praecox waren 
sportlich weniger aktiv, waren sexuell weni-
ger aktiv, waren häufiger in einer festen Part-
nerschaft, hatten weniger Geschlechtspart-
ner in ihrem Leben und einen geringeren Bil-
dungsstand (p < 0,001). Es gab einen star-
ken Zusammenhang zwischen Ejaculatio 
praecox und erektiler Dysfunktion, benig-
nem Prostatasyndrom, Libidostörungen, se-
xuellem Selbstwertgefühl, gefühltem sozi-
alen Druck, sexueller Unzufriedenheit und 
schlechtem gesundheitlichen Allgemeinzu-
stand (p < 0,001). Kein signifikanter Zusam-
menhang bestand zwischen Ejaculatio prae-
cox und Rauchen, Alkoholkonsum, Mastur-
bationshäufigkeit, Zirkumzision, arterieller 
Hypertonie, Diabetes mellitus, Hyper-/Hy-
pothyreose, chronischer Prostatitis und einer 
Varikozele (p > 0,05).

Schlussfolgerung  Eine Ejaculatio prae-
cox zeigt eine Assoziation zu psychosozia-
len Faktoren, wie sexuelles Selbstwertgefühl 
und gefühlter sozialen Druck. Hingegen zeig-
te keine regelmäßige sportliche Aktivität als 
einziger Lebensstilfaktor einen signifikanten 
Zusammenhang. Komorbiditäten, wie Hy-
pertonie und Diabetes mellitus, ergaben in 
der vorliegenden Studie keinen signifikan-
ten Zusammenhang, im Gegensatz zu ande-
ren Vorerkrankungen in der Literatur.
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�� Ejakulatqualität und 
Fertilität

P42
Gene expression analysis of 
single human spermatozoa: ap-
proaches and caveats
A.-N. Spiess, H. Cappallo-Obermann
Klinik für Dermatologie und Venerologie, Andro
logische Forschung, Uniklinik Hamburg-Eppendorf, 
Germany

Study Question  The gene expression 
analysis of human ejaculates or purified sper-
matozoa comprises the averaging of millions 
of single expression values from a highly 
heterogeneous population. Consequently, 
gene expression changes of some sperm sub-
populations may be obscured, resulting in an 
extreme loss of information. In addition, it 
is nearly impossible to eliminate all “round” 
cells (somatic cells such as leukocytes, mac-
rophages, genital tract epithelial cells, im-
mature germ cells) from the sperm popula-
tion, resulting in a dilution effect that mim-
ics “downregulation” [Cappallo-Obermann, 
et al., Hum Reprod. 2013; 28: 590–8] and 
which is a consequence of the ~500–1000-
fold higher mRNA levels of a somatic cell 
(10–15 pg) compared to a sperm (20–50 fg). 
We previously demonstrated that standard 
methods of sperm purification do not suffi-
ciently deliver a pure sperm population, as 
evident by a high contamination of somatic 
transcripts in most of the published microar-
ray/RNAseq data [Cappallo-Obermann and-
Spiess, Sci Transl Med 2016; 8: 353tc1]. Sin-
gle-cell gene expression analysis may cir-
cumvent this problem by enabling the quan-
tification of expression levels at the single 
sperm level, thereby constituting the molecu-
lar pendant to a spermiogram. The paradigm 
behind this is to substitute the population-av-
eraged gene expression by a distribution of 
many single gene expression values, which 
provides much higher informational content. 
Differences in gene expression between two 
populations (i.e. two ejaculates) can then be 
estimated from differences in distribution pa-
rameters such as mean, median, skewness 
etc., by employing the corresponding statis-
tical tests (e.g. KS-test, c2-test).

Methods  Here, we demonstrate approach-
es that we have undergone to establish a sin-
gle cell analysis platform for human sperm. 
Our methodology encompasses the deposi-
tion of single human spermatozoa into micro-
titer plates by flow cytometry sorting (FACS). 
The specific gating we developed enables 
the complete absence of contaminating so-
matic cells (leukocytes, epithelial cells) to 
avoid the RNA dilution problem. In this ad-
vent, we observed that most of the FACS sys-
tems are unable to deposit single cells into 
plates/tubes efficiently, because the plate an-
gle is not parallel to the deposition stream. 
The deposited sperm are lysed and subjected 
to either quantitative real-time PCR (qPCR) 
or digital-droplet PCR (ddPCR). Acquired 
Cq values (qPCR) or absolute copy numbers 

(ddPCR) are displayed as histograms and 
compared by distributional testing.

Results  The deposition of sperm by FACS 
is highly accurate and we were able to depos-
it predefined sperm numbers with a deviation 
1–5%. qPCR analysis of defined sperm num-
bers for the single-copy protamine-2 gene 
demonstrates a linear response of Cq values, 
indicating a realistic quantification of tem-
plate molecules. However, for single sperm, 
the qPCR approach delivers considerable 
technical variance at low copy numbers, so 
that biological differences are difficult to dis-
cern. Nonetheless, qPCR analysis on a large 
number of single human sperm for the pro-
tamine-2 transcript revealed a large hetero-
geneity within the sperm population. We are 
in the process of evaluating ddPCR as well 
as Stellaris probes, where the latter enables 
(by fluorescence microscopy) the visualiza-
tion of single transcripts in sperm of ejacu-
late smears.

Conclusions  We demonstrate a proof-of-
principle for the gene expression analysis of 
single sperm. There are essential problems 
associated with this setup, because the calcu-
lated 5–20 transcript copies/gene/sperm de-
liver considerable biological variance that is 
hard to distinguish from the technical noise 
at low copy numbers. Hence, we believe that 

qPCR is not a viable approach to tackle these 
problems. However, applying ddPCR or Stel-
laris probes may be more feasible for estab-
lishing a robust and realistic quantification of 
sperm transcript numbers.

P43
Akute Epididymitis: Auswirkun-
gen auf die Hodenfunktion
L. Sturdza, T. Diemer, H.-C. Schuppe, F. Wagenlehner, 
A. Pilatz
Klinik für Urologie, Kinderurologie und Andrologie, 
Justus-Liebig-Universität, Giessen, Deutschland

Fragestellung  Die Auswirkungen einer 
akuten bakteriellen Epididymitis auf Hoden
funktion und Ejakulatparameter nach ad-
äquater antimikrobieller Therapie sind bis-
her überwiegend in Tiermodellen untersucht 
worden. Gegenstand der vorliegenden Studie 
ist daher die Untersuchung der Hodenfunk
tion anhand der Ejakulatqualität und eines 
basalen Hormonstatus von Patienten 14 und 
84 Tage nach akuter Epididymitis.

Methoden  Seit 2007 wurden im Rahmen 
einer prospektiven Studie 228 Männer mit 
akuter Epididymitis rekrutiert. Die Patienten 
erhielten eine leitliniengerechte antibiotische 
Therapie. Alle Patienten wurden 14 und 84 

Tabelle 3: A. Pilatz, et al. (P 43). Ejakulatbefunde und Sexualhormone im Verlauf 
nach akuter Epididymitis.

Parameter§ Tag 14# Tag 84# p*

Volumen (≥ 1,5 ml) 
n = 66

2,2 (1,4–3,6) 2,4 (1,3–3,3) p = 0,295*

pH Wert (≥ 7,2) 
n = 66

8,3 (7,8–8,8) 8,1 (7,8–8,4) p = 0,023*

Spermatozoenkonzentration 
(≥ 15 Mio/ml) 
n = 66

15,9 (3,9–41,9) 39,5 (12,4–57,5) p = 0,000*

Progressivmotilität (≥ 50 %) 
n= 56

47,0 (27,0–62,8) 50,0 (38,3–61,5) p = 0,024°

Normalformen (≥ 4 %) 
n = 54

4,0 (1,0–9,0) 5,0 (3,0–9,0) p = 0,024*

Peroxidase pos. Leukozyten 
(< 1 Mio/ml) 
n = 59

0,9 (0,3–4,9) 0,2 (0,04–0,5) p =0,000*

Granulozyten-Elastase 
(< 250 ng/ml) 
n = 62

854,8 (263,3–2000,0) 353,0 (127,2–814,7) p =0,000*

α-Glukosidase (> 20 mU/
Ejakulat) 
n = 38

12,3 (8,3–16,6) 13,6 (8,2–19,3) p = 0,526*

Zink (≥ 2,4 µmol/Ejakulat) 
n = 34

2,0 (0,5–4,3) 2,5 (0,9–4,3) p = 0,221*

Fruktose (> 13 µmol/Ejakulat) 
n = 44

5,2 (3,5–7,8) 8,4 (4,0–12,4) p = 0,000*

FSH (1,0–10,0 mU/ml) 
n = 63

4,9 (2,8–8,0) 5,2 (3,0–8,9) p = 0,067*

LH (1,9–9,0 mU/ml) 
n = 62

5,2 (3,7–7,3) 4,4 (3,4–6,4) p = 0,010*

Testosteron, gesamt 
(300,0–1000,0 ng/dl) 
n = 64

370,0 (274,3–487,3) 435,5 (318,0–568,5) p = 0,036*

§unterer Grenzwert nach WHO 2010; #Median (Interquartilsabstand) 
*Wilcoxon-Test, °T-Test-verbundene Stichprobe; n = Anzahl gepaarter Analysen
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Tage nach akuter Epididymitis gebeten eine 
Ejakulat- und Blutprobe abzugeben. Dies er-
folgte grundsätzlich zwischen 8 und 11 Uhr 
am Morgen. Die Ejakulatanalyse nach WHO 
1999/2010 beinhaltete neben den Standard-
parametern (Volumen, pH-Wert, Konzentra-
tion, Motilität und Morphologie) unter ande-
rem Peroxidase-positive Leukozyten, Gra-
nulozyten-Elastase und alpha-Glukosidase. 
FSH, LH und Testosteron im Serum wurden 
über das Zentrallabor (Siemens ADVIA Cen-
taur) bestimmt. Die statistische Auswertung 
erfolgte als verbundene Stichproben mittels 
Wilcoxon-Test. Die Werte sind als Median 
und Interquartilenabstand (ICR) dargestellt.

Ergebnisse  Von den 228 Männern (Medi-
anes Alter: 53 Jahre) lagen von 66 Patien-
ten gepaarte Ejakulat- und Hormondaten so-
wohl nach 14 als auch 84 Tagen vor. Wäh-
rend sich das Ejakulatvolumen im Verlauf 
nicht signifikant änderte (p = 0,295), sank der 
pH-Wert von 8,3 auf 8,1 ab (p < 0,05). Alle 
Spermienparameter (Konzentration, Motili-
tät und Morphologie) waren im Verlauf nach 
84 Tagen deutlich verbessert (stets p < 0,05). 
Damit verbunden war eine Reduktion der In-
flammationsparameter Peroxidase-positive 
Leukozyten und Elastase (stets p < 0,001). 
Bei den Sexualhormonen zeigte sich keine 
Veränderung der FSH-Werte (4,9 vs. 5.2 mU/
ml; p > 0,05), während LH sank (5,2 vs. 4.4 
mU/ml; p < 0,05) und das Gesamttestosteron 
anstieg (370 vs. 435 ng/dl; p < 0,05) (Tab. 3).

Schlussfolgerung  Die Hodenfunktion zeigt 
84 Tage nach akuter Epididymitis im Ver-
gleich zur Frühphase nach 14 Tagen unter 
leitliniengerechter antibiotischer Therapie 
eine signifikante Erholung. Neben rückläufi-
gen Entzündungsparametern im Ejakulat wa-
ren sowohl verbesserte Spermienparameter 
als auch eine Zunahme der Serum-Testoste-
ronspiegel im Verlauf zu beobachten.

�� Fertilitätschirurgie

P44
Morzellierung von Myomen und 
Malignitätsrisiko
L. Mettler, I. Alkatout, K. Abdusattarova
Frauenklinik, Universitätsklinikum Kiel, Schleswig-
Holstein, Deutschland

Fragestellung  Frequenz uteriner Sarkome 
bei Patientinnen mit Myomchirurgie an der 
Universitätsfrauenklinik Kiel und Inzidenz 
prä-operativ nicht bekannter Myome.

Methodik  Retrospektive Analyse operierter 
Myome an der Universitätsfrauenklinik Kiel 
der Jahre 2003–2015.

Ergebnisse  2269 gutartige Myome und 7 
Sarkome wurden in diesem Zeitraum opera-
tiv behandelt. Folgende Operationen fanden 
statt: Myomektomien per laparoskopiam und 
laparotomiam sowie vaginale, laparoskopi-
sche und abdominale Hysterektomien. Sechs 
der prä-operativ als uterine Leiymyosarko-
me (ULMS) oder endometriale Sarkome 
(ESS), HGUS oder ERMS erkannten Patien-
tinnen wurden konventionell mit der entspre-

chenden Therapie behandelt. Nur bei einer 
Patientin, 48 Jahre alt, die eine laparoskopi-
sche subtotale Hysterektomie mit Morzellie-
rung erhielt, wurde die Diagnose einer ESS 
postoperativ gestellt. Die Immunohistoche-
mie zeigte CD 10 (+), Desmin (+), Smooth 
Muscle Aktin (SMA) (-), Aktin (-) und 5 % 
Ki 67(+). Zwei Wochen nach der Erstopera-
tion folgte bei dieser Patientin eine Zervix-
Stumpf-Resektion mit bilateraler Salpingo-
Oophorektomie und Omentektomie.

Schlussfolgerung  Die Inzidenz uteriner 
Sarkome war 7 in 2275 (0,31  %) und das 
Auftreten präoperativ nicht erkannter en-
dometrialer Stroma-Sarkome (ESS) war 
1:2269 (0,044 %) bei Patientinnen mit Uterus 
myomatosus oder uterinen Sarkomen. Unse-
re Kieler Daten korrelieren gut zu anderen in-
ternationalen Publikationen und zeigen, dass 
bei guter Vordiagnostik – MRT in Verdachts-
fällen, Ultraschall und LDH-Bestimmung – 
ein Sarkom weitgehend ausgeschlossen wer-
den kann.

�� Genetik in der Reproduk-
tionsmedizin und Endo-
krinologie

P45
Expanded genetic carrier screen
ing decreases the risk of con-
ceiving an affected child in both 
selected and unselected popula-
tions
A. Abraham1, J.-J. Guillén1, M. Palahí2, E. Alsina2,  
R. Vassena1, A. Rodríguez1

1Clinica Eugin, Reproduktionsmedizin; 2Repro
genetics, Humangenetik, Barcelona, Spain

Objective  It is estimated that there are more 
than 1300 recessively inherited disorders, 
whose symptoms range from very mild to se-
vere, cumulatively affecting at least 30 in eve-
ry 10,000 children. Carrier screening is de-
fined as the detection of carrier status of reces-
sive diseases in couples or persons who do not 
have an a priori increased risk of being a carri-
er based on their or their partners´ personal or 
family history. Facilitated by new genetic test-
ing technologies expanded carrier screening 
allows to screen for multiple autosomal and 
X-linked recessive disorders, regardless of an-
cestry or geographic origin. This study exam-
ines the question if expanded carrier screen-
ing (ECS) does reduce the risk of conceiving 
an affected child through assisted reproduc-
tion with either own or donated gametes?

Material and Methods  Retrospective con-
secutive cohort study including 2380 women 
(both patients and donors) and 986 men be-
tween March and December 2015. All were 
tested with CarrierMap (Recombine), an ex-
panded carrier screening test covering 2647 
mutation in 311 genes implicated in 311 dis-
eases. DNA samples were prepared and pu-
rified following the QIAamp DNA Purifica-
tion Protocol via QIAcube (QIAGEN). Sam-
ples were assayed using the Infinium iSelect 

HD Custom Genotyping BeadChip platform 
(Illumina). Donor candidates with a family 
history of FXS or more than 45 CGG triplets 
repetitions, mental retardation, chromosomal 
abnormalities, genetics or neurological con-
ditions are excluded from the donor program. 
In addition 894 matches to identify the repro-
ductive risk were performed.

Results  A total of 3366 expanded carrier 
screening test were performed, 2380 women 
and 986 men. Of the 3366 individuals test-
ed, 1458 (43.3%) were positive for at least 
one mutation; of them, 1091 (32.4%) carried 
1 mutation, 306 (9.1%) 2 and 54 (1.6%) 3; 
7 individuals carried 4 or more of the muta-
tions analyzed. The most frequent mutations 
found were for Nonsyndromic Hearing Loss 
and Deafness (GJB2 Related): 152 (10.4%); 
carrier frequency 1:22. Pseudocholinester-
ase Deficiency: 98 (6.7%); 1:34. Fragile X 
syndrome: 97 (6.6%); 1:34. Cystic Fibrosis: 
89 (6.1%), 1:38. Familial Mediterranean fe-
ver (FMF): 82 (5.6%), 1:41. Alpha-1-Anti
trypsin Deficiency: 74 (5.0%), 1:45. 21-Hy-
droxylase-Deficient-Nonclassical Congen-
ital Adrenal Hyperplasia: 40 (2.7%), 1:84. 
Sickle-Cell Anemia: 29 (1.9%), 1:116. Out 
of the total of 894 matches (747 between do-
nor and patient, 114 between 2 donors and 33 
between patients), 26 (2.9%) showed a high 
reproductive risk, since both members were 
carrier for mutations leading to the same dis-
ease, thus having a 1 in 4 probability to gen-
erate an effected child. While matching with 
high reproductive risk involving donor gam-
etes were replaced with different donors, the 
2 couples of patients with high reproductive 
risk received genetic counseling and PGD 
was recommended.

Conclusion  Expanded carrier screening ef-
fectively detects couples at a higher risk of 
conceiving an affected child with a posi
tive match rate of 2.9%. This value should 
be higher in unselected patients, as most at-
tempted matchings were made with donors 
preselected for lower carrier status by exten-
sive family history review and initial specif-
ic genetic testing.

P46
FAMe (Fertility and Aging in 
healthy Men): Molecular features 
of ageing in sperm and blood 
DNA of healthy men
S. Laurentino1, E. Pohl1, C. Krallmann1, J.-F. Cremers1, 
K. Czeloth2, S. Kliesch1, J. Gromoll1

1Centrum für Reproduktionsmedizin und Andrologie, 
Universitätsklinikum Münster, Germany; 2Depart
ment of Urology, Medical University of Vienna, 
Austria

Introduction  In Western societies, there is 
a tendency for increasing parental age. While 
the effects of ageing on female fertility and 
germline have been thoroughly studied, rela
tively little is known about the impact of age-
ing in the germline and fertility of men. More-
over, it is difficult to differentiate between the 
true effects of ageing and those of associated 
morbidities. The objective of this study was 
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to study molecular features of ageing such as 
telomere length and epigenetic changes in the 
blood and sperm of a cohort of healthy men.

Material and Methods  The FAMe cohort is 
composed of a total of 197 healthy men aged 
between 18 and 84 years. All probands un-
derwent a thorough physical evaluation and 
provided sperm and blood samples. Sperm 
was analysed and swim-up fractions were 
prepared according to WHO criteria (2010). 
DNA was isolated from blood and swim-
up sperm and analysed for relative telomere 
length (rTL) and DNA methylation of LINE1 
by pyrosequencing.

Results  Relative telomere length in blood 
was inversely correlated with age (ρ = –0.41, 
p < 0.001), while in sperm rTL this correla-
tion was positive (ρ = 0.39, p < 0.001). DNA 
methylation of LINE1 repetitive elements did 
not show any alterations with age in this co-
hort (mean methylation = 79.29 ± 0.14).

Conclusion  Telomere attrition is consider
ed one of the hallmarks of ageing. In this co-
hort, we could confirm that telomeres be-
come shorter with increasing age. In the male 
germline, however, telomerase has been pre-
viously shown to remain active, maintain-
ing the telomeres long in sperm. Our re-
sults show that rTL in fact increases substan-
tially in sperm with age. Some studies have 
shown an overall ageing-associated decrease 
of DNA methylation, including in repetitive 
elements. We could not detect any changes in 
the DNA methylation of LINE1 with increas-
ing age. This is likely due to the health status 
of the studied cohort, as LINE1 methylation 
is probably affected by co-morbidities asso-
ciated with ageing but not by the ageing pro-
cess itself. In conclusion, this cohort allows 
differentiating between the molecular chang-
es caused by ageing itself (telomere attrition 
in somatic lineages) from those caused by co-
morbidities (LINE1 demethylation).

P47
Array-CGH bei infertilen Männern 
mit Meiosearrest
A. Röpke1, S. Kliesch2, P. Wieacker1, F. Tüttelmann1

1Institut für Humangenetik, Universität Münster; 
2Centrum für Reproduktionsmedizin und Andrologie, 
Münster, Deutschland

Fragestellung  Infertile Männer mit Sper-
matogenesestörungen zeigen eine höhere 
Prävalenz von Chromosomenanomalien als 
die Allgemeinbevölkerung. Mehrere genom-
weite Analysen zum Nachweis von chromo-
somalen Imbalancen, die bei einer konventio-
nellen Chromosomenanalyse nicht detektiert 
werden können, haben bei infertilen Män-
nern (u. a. aufgrund eines Sertoli-Cell-Only-
Syndroms, SCOS) ebenfalls häufiger Copy-
Number-Variants (CNVs) ergeben (u. a. [1]). 
Abgesehen davon wurden in den vergange-
nen Jahren zunehmend Gene identifiziert, 
in denen Sequenzveränderungen eine Oligo- 
oder Azoospermie verursachen.

Methodik  26 Patienten mit Azoospermie 
aufgrund eines Meiosearrests wurden mit-
tels Array-CGH (Comparative Genomic Hy-

bridization) untersucht. Verwendet wurde das 
400k Array Set (Agilent). Die Ergebnisse 
wurden mit Daten aus Array-CGH-Analysen 
bei Männern mit normaler Spermatogenese 
verglichen und Kandidatengene selektiert.

Ergebnisse  Die durchschnittliche Gesamt-
zahl an CNVs war in der Patienten- und Kon-
trollgruppe vergleichbar. Ebenfalls zeig-
te sich kein Unterschied bei der getrennten 
Analyse der beobachteten Verluste (Deletio-
nen) oder Zugewinne (Duplikationen). Wie 
bei den zuvor untersuchten Patienten mit 
SCOS, fand sich allerdings auch bei den Pa-
tienten mit einem Meiosearrest ein leicht er-
höhter Anteil an geschlechtschromosomalen 
Imbalancen. Von den CNVs, die ausschließ-
lich bei den Patienten mit Meiosearrest zu 
finden waren und auch nicht als polymorphe 
CNVs in der Database of Genomic Variants 
(DGV) beschrieben wurden, wurden 32 
CNVs zur weiteren Bewertung der betroffe-
nen Gene selektiert. Insbesondere wurde ein 
CNV innerhalb des spermien-spezifischen 
CATSPERB-Gens (OMIM 611169) nachge-
wiesen. CATSPERB ist zusammen mit den 
anderen Proteinen des CatSper-Ionenkanals 
(CatSper1–4, CatSperG) im Hauptstück des 
Flagellums lokalisiert. Die CatSper-Kanäle 
sind für die Aufnahme von Kalzium notwen-
dig und wurden bislang im Zusammenhang 
mit der Spermienmotilität beschrieben.

Schlussfolgerung  Die Analyse von spezifi-
schen CNVs bei Patienten mit einem Meiose
arrest ergab Hinweise auf neue Kandidaten-
gene, die einen Einfluss auf die Spermatoge-
nese haben könnten.

Literatur:
1. Tüttelmann F, Simoni M, Kliesch S, Ledig S, Dwor
niczak B, et al. Copy number variants in patients with se-
vere oligozoospermia and Sertoli-cell-only syndrome. 
PLoS One 2011; 6: e19426.

Abbildung 4: B. Paulmann (P48). Entnahme von 5–10 
Trophektodermzellen einer expandierten Blastozyste.

Abbildung 5: B. Paulmann (P48). Mosaikbefund durch NGS.
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Abbildung 6: B. Paulmann (P48). Klinische Schwangerschaftsraten nach PID.
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P48
Aktivitäten zur PID im MVZ KITZ 
Regensburg GmbH
B. Paulmann
MVZ KITZ Regensburg GmbH, Regensburg, 
Deutschland

Einleitung  Die Zulassung als PID-Zentrum 
besteht seit dem 30.06.2015 sowohl mit dem 
Zentrum für Humangenetik Regensburg von 
Frau Prof. Hehr als auch mit dem Medizi-
nisch Genetischen Zentrum (MGZ) München 
von Frau Prof. Holinski-Feder.

Methodik  Die kritischen Punkte des Ver-
fahrens stellen die Trophektodermbiopsie 
und die Vitrifikation von Blastozysten dar 
(Abb. 4). Aus genetischer Sicht sind für eine 
sichere Diagnostik etwa 30  % Mosaike zu 
berücksichtigen [1]. Durch NGS wurde die-
se Diagnostik möglich; die Befunde müssen 
häufig durch Pränataldiagnostik ergänzt wer-
den (Abb. 5).

Ergebnisse  Es wurden von Juli 2015 bis 
Juni 2017 insgesamt 69 Patientinnen nach 
Vorliegen eines Ethikvotums zur PID behan-
delt. Die klinischen Schwangerschaftsraten 
erreichen 70 % pro Embryotransfer (Abb. 6).

Schlussfolgerung  Die PID könnte alterna-
tiv nach Abschluss von Validierungsuntersu-
chungen durch die Untersuchung der Blasto-
zoelflüssigkeit und des Kulturmediums ersetzt 

werden, die beide zellfreie DNA des Embryos 
enthalten und eine atraumatische Vorgehens-
weise gewährleisten. Bei entsprechenden me-
thodischen Voraussetzungen ist eine Konkor-
danz zum DNA-Befund des Embryos zu er-
warten (Abb. 7). Im Rahmen der Aneuploidie-
diagnostik konnten durch PID im Blastozoel 
klinische Schwangerschaftsraten pro Embryo-
transfer von 80 % erreicht werden.

Literatur:
1. Esfandiari N, et al. Human embryo mosaicism: did we 
drop the ball on chromosomal testing? J Assist Reprod 
Genet 2016; 33: 1439–44.

P49
Probleme bei der Aneuploidie
diagnostik durch PKD
A.-K. Sommer
MVZ KITZ Regensburg GmbH, Regensburg, 
Deutschland

Fragestellung  Die Aneuploidiediagnostik 
(PGS) hat sich in den vergangenen Jahren in-
ternational als Verfahren im Rahmen der Re-
produktionsmedizin etabliert. Als Indikatio-
nen gelten:

–– Implantationsversagen
–– Habituelle Abortneigung ohne Nachweis 
von Aneuploidien

–– Alter > 38 Jahre

Bei diesen Indikationen ist von einer Aneu
ploidierate > 80 % auszugehen. Für diese Fäl-
le ist kein Ethikvotum für eine PID zu erwar-
ten. Die PKD muss deshalb als Alternative 
gesehen werden (Abb. 8).

Methodik  Die Entnahme der Polkörper am 
Tag 0 und 1 stellen technisch kein Problem 
dar. Molekulargenetisch wurden Schwierig-
keiten bei der Diagnostik durch Degradierung 
der Polkörper deutlich. Die Diagnosestel-
lung durch NGS wird erschwert, eine fehlen-
de Diagnose durch PKD ist in 12,2 %, durch 
PID jedoch nur in 5,7 % zu erwarten [1]. Wei-
terhin ist die Aussagefähigkeit aufgrund post-
zygotischer methodischer Fehler reduziert. 
Der prädiktive Wert der PKD für Aneuploi-
die beträgt 70,3 % [1]. Nach der ESHRE-Stu-
die besteht jedoch eine 94-%-Vorhersage für 
einen Ploidiestatus der Zygote [2] (Abb. 9). 
Die PKD ist durch diesen Mangel der PID 
unterlegen.

Ergebnisse  Es konnten bisher bei 11 Pa-
tientinnen PKD zur Aneuploidiediagnostik 
vorgenommen werden. Bei 8 Frauen wurden 
klinische Schwangerschaften (73 %) mit ei-
ner Abortrate von 12,5 % erzielt.

Schlussfolgerung  Die PKD wird in 
Deutschland trotz schwieriger Diagnostik 
weiterhin aufgrund fehlender gesetzlicher 
Möglichkeiten erforderlich sein.

Literatur:
1. Salvaggio CN, et al. Polar body based aneuploidiy 
screening is poorly predictive of embryo ploidy and re-
productive potential. J Assist Reprod Genet 2014; 31: 
1221–6.

2. Geraedts J, et al. What next for preimplantation genetic 
screening? A polar body approach! Hum Reprod 2010; 
25: 575–7.
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P50
Endometriosis and infertility: Ana-
lysis of microRNA profiles in fol-
licular fluid of women with or 
without ovarian endometriosis
K. Glaß, S. Kusche1, I. Trinkaus, P. Wimberger,  
M. Goeckenjan
Klinik und Poliklinik für Frauenheilkunde und 
Geburtshilfe, Gynäkologische Endokrinologie und 
Reproduktionsmedizin, TU Dresden, Germany

Abbildung 7: B. Paulmann (P48). NGS-Muster im Blastozoel.

Abbildung 8: A.-K. Sommer (P49). PKD-Entnahme.

Abbildung 9: A.-K. Sommer (P49). Chaotische Befunde im NGS-Muster.
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Introduction  Recent research shows that 
microRNAs (miRNAs) might play a lead-
ing role in the pathophysiology of infertility 
in women with endometriosis. A key to un-
derstanding infertility in women with ovarian 
endometriosis is based on altered ovarian mi-
cromilieu and oocyte maturation.

Methods  To identify possible miRNAs of 
interest in women with or without ovarian en-
dometriosis follicular fluid (FF) was collect-
ed during assisted reproduction techniques 
(ART) between 10/2015 and 10/2016 at a uni-
versity hospital. Women were included after 
informed consent. The local ethic committee 
approved the study protocol. FF was collect-
ed after oocyte retrieval for ART. RNA puri-
fication mirVANA Paris Kits (Ambion) were 
used after spike-in with athmiR-159a for nor-
malization. Two pools were formed using FF 
samples from 10 women with and 10 wom-
en without ovarian endometriosis. 754 human 
miRNAs were analyzed with TaqMan miR-
NA array. To confirm the results single qPCR 
of possible target-miRNAs was performed.

Results  11.2 ± 3.5 oocytes were retrieved 
in the control group compared to 7.4 ± 4.4 
oocytes in the group with ovarian endome-
triosis. The maturation index in patients with 
ICSI was 75.6% vs 60.3% (controls vs. ovar-
ian endometriosis).

In follicular fluid and serum of both groups 
we identified a specific miRNA profile in 
women with ovarian endometriosis. 208 of 
754 miRNAs were detectable in FF and had a 
Ct < 30, 70 were up-regulated, 32 down-regu
lated with at least 25 % chance.

Five possible miRNAs in follicular fluid were 
selected according to the current research on 
miRNAs and endometriosis as well as ovar-
ian micromilieu. The expression of these 5 
miRNAs was controlled with qPCR-specific 
miR-primers and showed persistent signifi
cant differences for miR-142-3p and miR-
451 (n = 20, p < 0.01).

Discussion/Conclusion  Our results of 
miRNA-profiles in follicular fluid of women 
with ovarian endometriosis vs. controls show 
differences in the expression of target miR-
NAs which were already discussed in the 
context of oocyte maturation, ovarian micro-
milieu and endometriosis.

The miRNAs of the let-7-family are consider
ed as unique miRNAs of gonadal tissue and 
play cellular “housekeeping” roles [Li et al. 
2015]. These did not show a difference in 
both groups after single qPCR-analysis.

miR-451 expression correlates with oocyte 
maturation in humans. Overexpression is 
found in the follicular fluid of oocytes in ear-
ly stages of maturation [Moreno et al. 2015]. 
The 2.2-fold overexpression in women with 
ovarian endometriosis compared to the con-
trol group in this study may reflect the low-
er maturation index. miR-142-3p is described 
as a modulator of inflammation in the context 
of endometriosis [Ludwig 2014]. In our study 
follicular fluid of women with ovarian endo-
metriosis also showed an overexpression with 
a fold change of 2.5 which reflects the local 
inflammation process induced by ovarian en-
dometriosis.

These first results are to be confirmed in a 
higher number of patients.

P51
Myofibroblastic Metaplasia in En-
dometriosis (EM) can be induced 
by Seminal Plasma (SP) and its 
Transforming Growth Factor beta 
1 (TGFβ1)-content
M. G. Ibrahim1, S. Schäfer2, S. Kliesch3, L. Kiesel2,  
M. Götte2, A. Schüring1

1Klinik und Poliklinik für Frauenheilkunde und 
Geburtshilfe – Kinderwunschzentrum; 2Klinik und 
Poliklinik für Frauenheilkunde und Geburtshilfe; 
3Centrum für Reproduktionsmedizin und Andrologie, 
Universitätsklinikum Münster, Germany

Introduction  TGFβ1 mediates a myofibro-
blastic metaplasia in EM lesions, in which 
myofibroblasts predominate and express al-
pha smooth muscle actin (ASMA). TGFβ1 is 
highly concentrated in the peritoneal fluid (PF) 
in EM, but higher concentrated in SP. Our ob-
jective was to determine whether SP and its 
TGFβ1-content can induce metaplasia in EM.

Materials and Methods  Liquefied semen 
samples were obtained from normozoosper-
mic men (n = 23), centrifuged and the su-
pernatant was pooled. PF from EM pa-
tients (n = 12) was collected intra-operative. 
TGFβ1-ELISA was carried out. Endometri-
al biopsies (n = 4), 12Z (endometriotic epi-
thelial) and St-T1b (endometrial stromal) cell 
lines were used for in-vitro studies and PCR 
was performed.

TGFβ1 was measured in SP and in PF. In-vit-
ro-studies were conducted to investigate an 
effect of 2h/6h incubation with SP 10% re-
garding the expression of metaplasia mark-
ers (ASMA, Fibronectin) and metaplasia me-
diators (SNAIL 1/2, ZEB2, and TWIST). To 
neutralize TGFβ1 in SP, anti-TGFβ1 anti-
body was added.

Results  TGFβ1 concentration in SP-pool 
(88.17 ng/ml) was significantly (p < 0.001) 
higher than in PF (6.79 pg/ml). ASMA and 
fibronectin expression was significantly high-
er in both endometrial biopsies as well as in 
both cell lines after 2h and 6h incubation with 
SP 10%. Furthermore, neutralizing TGFβ1 in 
SP down-regulated ASMA and fibronectin 
expression. Incubation with SP 10% induced 
a rapid up-regulation of SNAIL1/2 (as early 
as 2h incubation), in addition to a delayed up-
regulation of ZEB2 expression (as late as 6 h 
incubation). In contrast, TWIST expression 
was down regulated in both cell lines.

Conclusion  SP induces a robust myofibro-
blastic metaplasia of both endometriotic and 
endometrial cells which is a key biological 
step in the pathogenesis of EM. This meta-
plasia is (early) SNAIL-mediated but (late) 
ZEB2-mediated. This effect could be a new 
start point for further research about the influ-
ence of SP on the pathogenesis of EM.

P52
mikroRNA miR-218 als Regulator 
von Zellviabilität und Invasivität 
bei der Endometriose
A.-B. Kensy1, B. Greve2, S. D. Schäfer1,  
A. N. Schüring1, L. Kiesel1, M. Götte1

1Klinik für Frauenheilkunde und Geburtshilfe, Uni
versitätsklinikum Münster; 2UKM, Strahlentherapie-
Radioonkologie, Münster, Deutschland

Fragestellung  Die Endometriose ist eine 
benigne Erkrankung, die das Vorhandensein 
endometrialer Drüsen und endometrialen 
Stromas außerhalb des Cavum uteri bezeich-
net. Pathogenetisch wird eine Fehlregulation 
von mikroRNAs, darunter auch der mikroR-
NA-218, diskutiert. Bei diesen handelt sich 
um kleine, nicht kodierende RNA-Abschnit-
te, die zelluläre Prozesse auf posttranskripti-
oneller und translationaler Ebene regulieren. 
Ziel dieser Arbeit war es, die funktionellen 
Auswirkungen der mikroRNA-218 hinsicht-
lich Zellviabilität, Motilität und Apoptose in 
der epithelialen 12Z-Endometriosezell-Li-
nie zu analysieren und mögliche Zielgene zu 
identifizieren.

Methodik  Die immortalisierte Endometrio
sezell-Linie 12z, die endometriale Stroma-
zell-Linie St-T1b und primäre Stromazel-
len von Endometriosepatientinnen wurden 
in vitro transient mit mikroRNA-Vorstufen 
transfiziert. Änderungen im Zellverhalten 
wurden mittels MTT-Assay und Videomik-
roskopie analysiert. Expressionsunterschie-
de vorhergesagter Zielgene wurden mittels 
qPCR, Western-Blot und Durchflusszytome-
trie untersucht.

Ergebnis  Die Überexpression von 
mikroRNA-218 führte zu einer signifikan-
ten Zunahme der Zellviabilität und -motili-
tät. Hinsichtlich der Apoptose zeigten sich 
keine Unterschiede. Gleichzeitig konnte auf 
Gen- und Proteinebene eine signifikant ver-
minderte Expression des Proteoglycans De-
corin dargestellt werden. Darüber hinaus 
zeigte sich ebenfalls eine verminderte Ex-
pression des epidermalen Wachstumsfaktor-
Rezeptors EGFR auf mRNA- und Proteine-
bene bei gleichbleibender mRNA-Expres
sion von ERBB2, ERBB3 und IGF-1R, sowie 
eine verminderte Survivinexpression auf mR-
NA-Ebene. Die beiden weiteren untersuchten 
Zielgene WASL und MMP2 zeigten keine si-
gnifikant veränderte Regulation.

Schlussfolgerung  Unter den analysierten 
Zielgenen steht die nach mikroRNA-
218-Transfektion verminderte Decorinex-
pression mit seinen bekannten anti-prolife-
rativen und anti-invasiven Eigenschaften im 
Einklang mit den gleichzeitig beobachteten 
phänotypischen Veränderungen, also der Zu-
nahme der Zellviabilität und -motilität. Die 
Ergebnisse legen daher nahe, dass die Fehl-
regulation der mikroRNA-218 einen Ein-
fluss auf die Pathophysiolgie der Endometri-
ose hat, und bilden eine Grundlage für weite-
re experimentelle Studien.

J Reproduktionsmed Endokrinol_Online 2017; 14 (5)
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P53
Erhöht das „endometrial scrat-
ching“ in 2 konsekutiven Zyklen 
die Chance auf den Eintritt einer 
Schwangerschaft bei RIF-Patien-
tinnen?

D. M. Baston-Büst, S. J. Pour, S. Schu, J.-S. Krüssel, 
A. P. Bielfeld
UniKiD, Frauenklinik, Universitätsklinikum Heinrich-
Heine-Universität, Düsseldorf, Deutschland

Fragestellung  Bislang offerierte die Da-
tenlage zum Nutzen des „endometrial scrat-
ching“ einen moderaten Benefit bei Patien-
tinnen mit mindestens 2 vorausgegangenen 
erfolglosen Embryotransfers (ET) [1]. Viele 
dieser Patientinnen fallen unter die Definition 
des „recurrent implantation failure“ (RIF) 
mit ET von mindestens 4 Embryonen guter 
Qualität in mindestens 3 frischen oder Kryo-
Zyklen bei Patientinnen < 40 Jahren [2]. In-
itial ursächlich sind entweder der Embryo 
oder das Endometrium. Da sowohl die Un-
tersuchungen des Embryos mittels PKD oder 
PID ggf. gesetzlich limitiert bzw. auch im 
Fall des Endometriums kostenintensiv (bei-
spielsweise ERA) sind, sollte in dieser Unter-
suchung der Frage nachgegangen werden, ob 
bei RIF-Patientinnen das konsekutive „scrat-
ching“ in den Lutealphasen zweier nicht sti-
mulierter Zyklen die Chancen auf den Eintritt 
einer Schwangerschaft im nachfolgenden sti-
mulierten Zyklus mit ET bzw. im Kryozyklus 
erhöhen kann.

Methodik  Retrospektive Fall-Kontroll-Stu-
die mit 14 RIF-Patientinnen mit zweifachem 
konsekutiven „scratching“ vs. 42 RIF-Pati-
entinnen mit einfachem „scratching“ (Pro-
bet, Einmalbiopsiesaugkürettage, Gynemed, 
Lensahn) jeweils in der Lutealphase vor ge-
plantem Zyklus mit ET, durchgeführt im 
UniKiD zwischen April 2014 und November 
2016. Das Ethikvotum der Heinrich-Heine-
Universität lag vor (Studiennummer 4394R) 
inkl. der Zustimmung der Patientinnen.

Ergebnisse  Die Patientinnen zeigten hin-
sichtlich ihrer Anamnese an vorab durchge-
führten ETs mit Embryonen guter Qualität 
(mind. 2, max. 10 ETs) keinen Unterschied. 
Ebenso fanden sich keine statistisch signifi-
kanten Unterschiede hinsichtlich Alter der 
Patientinnen, Tag des ETs (Tag 2, 3 oder 5) 
oder der Anzahl der bislang transferierten 
Embryonen guter Qualität.

Das konsekutive „scratching“ erhöhte in den 
untersuchten Patientinnen den Eintritt einer 
Schwangerschaft um das 3,8-Fache (95-%-
CI 1,06–13,3).

Schlussfolgerung  Mit dem konsekutiven 
„scratching“ ist eine für RIF-Patientinnen 
kostengünstige Alternative geboten. Weitere 
Analysen schließen sich derzeit an, die ver-
suchen, diesen Benefit auf molekularer Ebe-
ne zu identifizieren.

Literatur:
1. Nastri CO, et al. Endometrial injury in women under-
going assisted reproductive techniques. Cochrane 
Database Syst Rev 2015; 3: CD009517.

2. Coughlan C, et al. Recurrent implantation failure: defi-
nition and management. Reprod Biomed Online 2014; 
28: 14–38.

Finanzielle Förderung: Ferring Frederick Paulsen Preis 
2014 an DMBB und APB.
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Seminal plasma (SP) and its high 
TGFβ1-content can differentially 
regulate the cell migration, apo-
ptosis and metaplasia of endo
metrial cells in regard to endome-
triosis (EM) pathogenesis
M. G. Ibrahim1, S. Schäfer2, S. Kliesch3, L. Kiesel2,  
B. Greve4, M. Götte2, A. Schüring1

1Klinik und Poliklinik für Frauenheilkunde und 
Geburtshilfe – Kinderwunschzentrum; 2Klinik und 
Poliklinik für Frauenheilkunde und Geburtshilfe; 
3Centrum für Reproduktionsmedizin und Andrologie; 
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Introduction  SP comes in contact with the 
endometrium following intercourse, deliver-
ing its TGFβ1 to endometrial cells. The latter 
contributes to EM pathogenesis. In this study 
we investigated a possible effect of SP and its 
TGFβ1-content on cell migration, apoptosis 
and metaplasia of the endometrial cells.

Materials and Methods  SP was collect-
ed from semen samples of normozoospermic 
men (n = 23). Peritoneal fluid (PF) (n = 14) 
was collected from EM patients. TGFβ1 level 
was assessed in both using ELISA. 12Z (en-
dometriotic epithelial), St-T1b (endometrial 
stromal) cell lines as well as endometrial bi-
opsies of premenopausal women (n = 4) were 
used for the in-vitro-studies.

In-vitro-studies were carried out in 6 groups; 
controls, SP1%, SP10%, SP1%+TGFβ1 
Activin receptor-Like Kinase Inhibitor 
(ALK- I), ALK-I and TGFβ1. Flow cytome
try to assess apoptosis, a scratch wound as-
say to assess cell migration and real-time 
PCR to assess the expression of a meta-
plasia marker (alpha smooth muscle actin 
“ASMA”) were done.

Results  TGFβ1 in SP (average = 92.88 ng/
ml) as well as in SP-pool (88.17 ng/ml) was 
significantly higher than in PF (average = 
6.79 pg/ml) (p < 0.001).

Cell migration and apoptosis: SP 1% inhibit
ed cell migration of endometrial epitheli-
al cells, yet not reversed by blocking TGFβ1 
in SP. Nevertheless, TGFβ1 alone stimulated 
cell migration, yet partially blocked by add-
ing TGFβ1-inhibitor.

SP 1% forced endometriotic cells into apop
tosis; the latter was partially reversed by 
blocking TGFβ1 in SP. SP10% massively in-
duced apoptosis and reduced cell viability af-
ter prolonged incubation times (24h), result-
ing in cell detachment from culture plates.

Myofibroblastic metaplasia. While SP 10% 
robustly up-regulated the ASMA-expression 
in endometrial tissue as well as cell lines, the 
effect of SP 1% was yet more variable.

Conclusion  SP induces metaplasia and 
apoptosis, but inhibits the endometrial cell 

migration, suggesting a possible (protective) 
effect against EM. However, TGFβ1 stimu-
lates cell migration and metaplasia, favouring 
EM genesis. This suggests a differential ef-
fect of SP and TGFβ1 on the endometrial cell 
behaviour regarding EM pathogenesis.

P55
Expression of prostaglandin E2 
receptor EP1 in human healthy 
and diseased Endometrium
J. Zhu, C. Kuhn, M. Rahmeh, S. Mahner, V. von 
Schönfeldt, U. Jeschke
Department of Obstetrics and Gynecology, Campus 
Großhadern and Campus Innenstadt, LMU, Mün
chen, Germany

Background  Prostaglandin E2 (PGE2) is 
well-described to be associated with both en-
dometrial functions and disorders.

Objectives  Primary aim of this study was 
to access the expression of prostaglandin E2 
receptor 1 (EP1) in human healthy endome-
trium across menstrual cycle and in patho-
logical endometrium, such as ovarian endo-
metriosis and endometrial cancer to explore 
the underlying mechanisms that affect the 
growth and function of endometrial epitheli-
um and stroma.

Methods  We retrospectively analyzed the 
EP1 expression in 42 human nonpregnant en-
dometria across the menstrual cycle and dis-
eased endometira by immunohistochemistry. 
The variation of EP1 was compared among 
health endometrium, ovarian endometriosis 
(n = 14), and endometrial cancer (n =140) 
crosswise.

Results  EP1 presented cyclical changes 
with apparently increased expression in both 
epithelium and stroma during the prolifera-
tive phase. EP1 expression in epithelium was 
increased in endometriotic tissue compared to 
healthy endometrium and tumor tissue, while 
in stroma, the staining in tumor was lower 
than that in both normal tissue and endome-
triosis. No significant differences in EP1 ex-
pression were detected for stage subtypes in 
endometriosis and histological, stage, grad-
ing, metastatic and recurrent subtypes in en-
dometrial cancer. EP1 was also correlated to 
neither progression-free survival nor overall-
survival of patients with cancer. EP1 expres-
sion in progesterone receptor B (PRB)-posi
tive tumor was stronger compared to PRB-
negative tumour.

Conclusion  EP1 may play a role in human 
endometrial physiology and pathology. Fur-
ther studies on the effect of EP1 on human 
endometrium are needed.
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SART in der Kinderwunschthera-
pie – Ergebnisse einer Beobach-
tungsstudie
A. Schweizer-Arau1, Y. von Hasselbach2, A. Vogel3,  
V. Hochpöchler3, R. M. Popopvici3, K. Meissner4

1Private Praxis, Diessen; 2Praxis Prof. Hempen, 
München; 3Praxis Kiiz, München; 4Hochschule 
Coburg, Germany

Fragestellung  Patientinnen mit langjähri
gem Kinderwunsch und erfolglosen kon-
ventionellen IVF- (cIVF-) Zyklen wenden 
sich oft an Psychotherapeuten und Ärzte der 
TCM (Traditionelle Chinesische Medizin). 
Ob diese Therapien Erfolg haben, ist un-
klar. Im Jahr 2014 haben wir ein sogenanntes 
„TCM-Register“ begonnen, um die Ergeb-
nisse der komplementären Kinderwunsch
behandlung mit TCM zu verfolgen. Wir ha-
ben nun erstmals die Ergebnisse des Jahres 
2014 für eine Praxis ausgewertet, in der die 
sogenannte Systemische Autoregulations-
therapie (SART), eine Kombinationstherapie 
aus tiefenpsychologischer Psychotherapie 
und TCM, im Rahmen der Kinderwunschbe-
handlung angewandt wurde.

Material und Methoden  Prospektive Be-
obachtungsstudie aller 119 Frauen (Alter im 
Jahr 2014, 36 ± 4,2 [SD] Jahre, Spannwei-
te 25–45 Jahre), die 2014 in einer privaten 
Praxis am Ammersee für Psychotherapie und 
TCM wegen unerfüllten Kinderwunsches in 
Behandlung waren oder sich 2014 dort erst-
mals vorstellten. Die Therapie bestand aus 
Akupunktur, Moxibustion, Schröpfen, chine-
sischen Heilkräutern, Nahrungsergänzungs-
mitteln und tiefenpsychologischer Psycho-
therapie. Die Durchschnittsdauer des uner-
füllten Kinderwunsches betrug im Mittel 4,7 
± 3,0 Jahre (1–15 Jahre), 28 der 119 Patien-
tinnen hatten bereits erfolglose konventionel-
le IVF-Behandlungen (cIVF) mit Gonadotro-
pinen durchgeführt.

Ergebnisse  Von den 119 Patientinnen wur-
den 92 (77 %) bis August 2017 mindestens 
einmal schwanger, davon gebaren 84 Frau-
en (71 %) ein Kind und 8 Frauen (7 %) hat-
ten mindestens einen Abort ohne weitere er-
folgreiche Schwangerschaft. Von den 84 er-
folgreichen Schwangerschaften erfolgten 
23 Geburten (27  %) nach spontaner Kon-
zeption, 35 (42  %) nach „natural cycle“-
IVF (nC-IVF) bzw. nC-ICSI, 1 (1  %) nach 
IUI, 10 (12 %) nach cIVF bzw. c-ICSI, und 
15 (18  %) nach alternativen Befruchtungs-
methoden. In der Altersgruppe bis 36 Jahre 
(Alter Beginn 2014) lag die Geburtenrate bei 
79 % (n = 50), in der Gruppe von 37–39 Jah-
ren lag sie bei 68 % (n = 19), und in der Grup-
pe > 40 war sie 58 % (n = 15). Zwei Patien
tinnen stehen derzeit vor der Niederkunft. 
Es gab 4 (11  %) Zwillingsgeburten, davon 
2 nach cIVF, eine nach Clomifenstimulation 
mit IVF und eine spontan. Es kam zu 2 Früh-
geburten (<  1500g): Das mittlere Geburts-

gewicht lag bei 3300 g ± 510 g, die mittlere 
Körpergröße lag bei 52 cm ± 3 cm.

Nach SART-Behandlung erfolgreiche Patien
tinnen wurden im Durchschnitt 12 Stunden 
(mindestens 1– maximal 81 Std) über einen 
Zeitraum von 17 Monaten (0–64 Monate) be-
handelt. Eine erfolgreiche Schwangerschaft 
trat im Mittel nach 14 Monaten SART (1–
53 Monaten) ein. Von den 28 Patientinnen, 
die schon erfolglose cIVF hinter sich hatten, 
kam es bei 19 (70 %) Frauen (8 nach nC-IVF/
ICSI, 2 nach cIVF/ICSI, 3 spontan, 6 nach al-
ternativen Behandlungsmethoden) zur Ge-
burt eines gesunden Kindes.

Schlussfolgerung  Die Auswertung der ku-
mulativen Schwangerschaftsraten weist dar-
auf hin, dass Patientinnen – auch in höherem 
Alter – von einer ganzheitlichen Behandlung 
wie SART profitieren können. Auch Patien-
tinnen, die nach erfolglosen cIVF-Behand-
lungen zur Behandlung kamen, hatten eine 
hohe Chance auf eine erfolgreiche Schwan-
gerschaft. Die Therapieerfolge sind vermut-
lich nicht zuletzt auf das längere Durchhalte-
vermögen der Patientinnen zurückzuführen.

�� Stammzellen

P57
Gamma secretase inhibition of 
the notch signaling pathway as a 
therapeutic approach in endome-
triosis
L. Kettler1, K. Brüggemann1, B. Greve2, L. Kiesel1,  
M. Götte1

1Klinik für Frauenheilkunde und Geburtshilfe; 2Strah
lentherapie-Radioonkologie, Universitätsklinikum 
Münster Germany

Research Question  Adult stem cells are 
involved in the regeneration of the endome-
trium during the menstrual cycle . We have 
previously demonstrated that expression of 
Msi1, a modulator of the stemness-associ-
ated notch signaling pathway, is upregulat-
ed in endometriosis and endometrial carcino-
ma. Interference with Msi1 function leads to 
a downregulation of notch-1 and to an induc-
tion of apoptosis in endometrial carcinoma 
cells. In the present study, we investigated the 
effects of notch pathway inhibition via gam-
ma secretase inhibitors (GSI) on stemness-as-
sociated properties of the epithelial endome-
triotic cell line 12Z and on primary endome-
triotic stroma cells.

Methods  12Z cells and primary endome-
triotic stroma cells were subjected to gamma 
secretase inhibitor treatment and analyzed 
for changes in gene expression by TaqMan 
low density arrrays and qPCR. The impact of 
notch pathway inhibition on stem cell proper-
ties was investigated by flow cytometric alde-
hyde dehydrogenase activity assays, cell cy-
cle analysis and annexin V apoptosis assay.

Results  qPCR analysis demonstrated ex-
pression of the notch pathway components 
notch 1–4, Msi1–2, numb, DLL1,3,4, Hes1, 
Hey1 and the presence of an ALDH+ cell 

pool, a surrogate marker of stem cell activi
ty in this cell line. GSI treatment lead to a 
reduction of ALDH+ cells, reduced cell via-
bility in MTT assays, and increased apopto-
sis. In 12Z cells, the cell cycle shifted from 
the S- to the G2 phase after GSI-treatment. 
TaqMan Low density array analysis followed 
by qPCR confirmation revealed a signifi-
cant downregulation of the pluripotency-as-
sociated transcription factor SOX2, previous-
ly shown to be associated with endometrio-
sis, of the LIF receptor (confirmed by flow 
cytometry) , IFITM1, a regulator of primor-
dial germ cell function, and the stemness-as-
sociated factor PODXL. Expression of Msi1 
and the notch antagonist numb was upregu-
lated by GSI, while treatment of 12Z cells 
with recombinant notch-1 induced transcrip-
tional downregulation of Msi1, numb, and the 
notch ligands DLL1 and DLL4.

Conclusions  Our data suggest that pharma-
cological interference with the notch signal-
ing pathway may be a worthwhile approach 
in the treatment of endometriosis that war-
rants further investigation.

P58
Do primordial germ cells migrate 
along nerve fibres? An interspe-
cies comparison
E. Wolff, M. M. Suplicki, R. Behr
Plattform Degenerative Erkrankungen, Deutsches 
Primatenzentrum GmbH, Göttingen, Germany

Primordial germ cells (PGCs) are the em-
bryonic precursors of sperm and egg cells. 
In mammals, they arise early in embryonic 
development and have to translocate from 
their tissue of specification over a long dis-
tance to reach their destination, the genital 
ridges. The exact mechanism of transloca-
tion is still debated; however, it involves ac-
tive cell migration. A study on human embry-
os by Møllgard et al. published in 2010 dem-
onstrated a very close spatial association be-
tween migrating PGCs and peripheral nerves. 
Based on this, it was proposed that peripheral 
nerves may act as guiding structures for mi-
grating human PGCs. The goal of our study 
was to test this hypothesis in other mamma-
lian species to draw an inter-species com-
parison, in order to check whether the find-
ings by Møllgard and colleagues for human 
embryos may represent a general strategy to 
guide PGCs in mammals. Therefore, we in-
vestigated 16 embryos of different develop-
mental stages from the mouse and a non-hu-
man primate, the common marmoset mon-
key (Callithrix jacchus), covering the phase 
from PGC emergence to their arrival in the 
gonadal ridge. We used immunohistochemi-
cal double-staining. Embryo sections were co 
stained for β-III-tubulin to visualize neurons 
and OCT4 as marker for PGCs, and the dis-
tance between PGCs and the nearest detecta-
ble neuron was measured. We discovered that 
in all embryos analysed of both species, the 
majority of PGCs (> 94%) was found at a dis-
tance of 50 µm or more to the closest neu-
ron and, more importantly, that the PGCs had 
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reached the gonads before any β III-tubulin 
signal could be detected in the gonad’s vicin-
ity. In conclusion, our data in a rodent and a 
non-human primate species does not support 
the theory of PGCs migrating along peripher-
al nerves to reach the gonad.

P59
Altered marker expression of 
somatic and germ cell popula
tions in immature Androprotect 
patients at risk of germ cell loss
L. Heckmann, J. Wistuba, S. Schlatt, S. Kliesch,  
N. Neuhaus
Centre of Reproductive Medicine and Andrology, 
University Hospital of Münster, Münster, Germany

Introduction  Cryopreservation of immature 
testicular tissues is offered worldwide to pre-
pubertal and pubertal boys at risk of germ 
cell loss in specialized centers. Character-
ization of these immature tissues is essen-
tial as patients differ individually concern-
ing development, disease and previous treat-
ment. For evaluation of somatic cell differen-
tiation, anti-Müllerian hormone (AMH) and 
alpha-smooth muscle actin (SMA) are ideal 
markers. AMH is expressed in undifferentiat-
ed Sertoli cells and is downregulated by an-
drogen effects during development. In con-
trast, SMA is only expressed androgen-de-
pendent in differentiating peritubular cells. 
For germ cell characterization, the undiffer-
entiated embryonic cell transcription factor 
1 (UTF1) presents an interesting marker, be-
ing expressed in undifferentiated gonocytes 
and spermatogonia. UTF1 is considered a 
stem cell marker, but the proportions of hu-
man germ cells expressing this marker have 
not yet been assessed.

Material and Methods  We aimed at inves-
tigating the expression of AMH, SMA and 
UTF1 in testicular tissues (n = 49, age range: 
5 months to 20 years) cryopreserved for fer-
tility preservation at our Centre in frame of 
the network Androprotect. The patient co-
hort was heterogeneous regarding their dis-
eases and treatments. Thus, patients were as-
signed to three groups: Group A included pa-
tients who suffered from diseases which do 
not affect the testes (n = 8; 5–14 years), group 
B comprised patients who suffered from dis-
eases affecting the testes (n = 22; 5 months to 
17 years) and group C consisted of patients 
with Klinefelter syndrome (KS) (n = 19; 12–
20 years). Immunohistochemical semi-quan-
titative analyses for somatic markers (AMH, 
SMA) were performed to determine the tes-
ticular differentiation status. We used a scor-
ing system from one (no expression in the re-
spective cell type) to five (intense expression 
in all cells of the respective cell type). Ad-
ditionally, UTF1 positive and negative gono-
cytes, spermatogonia and spermatocytes were 
quantified in two independent tissue sections.

Results  The semi-quantitative analysis 
of somatic markers showed an expression 
switch during development. In group A, high 
AMH expression levels were detected until 
the age of 13 years; thereafter expression lev-

els declined with age. In contrast, SMA ex-
pression was first detectable in patients old-
er than 14 years. Interestingly, high AMH 
expression levels persisted during and after 
puberty in group B (affected tissues) and in 
Group C (KS patients), although SMA ex-
pression was already present. Regarding the 
germ cell marker UTF1, expression was de-
tected in approximately 70% of gonocytes, in 
45% of spermatogonia and in 0% of meiot-
ic spermatocytes in intact testicular tissues. 
Interestingly, in patients suffering from dis-
eases which potentially affecting the testis, 
UTF1+ cells only accounted for 49% of gono-
cytes and for 35% of spermatogonia.

Conclusion  Developmental stage, diagno-
sis and previous treatment had an effect on 
somatic and germ cell marker expression. So-
matic marker expression is dependent on age 
and is helpful to determine the developmen-
tal stage of patients´ tissue. Thus, high AMH 
expression in Sertoli cells reflects an undif-
ferentiated testis with gonocytes and sper-
matogonia, whereas declining AMH and ris-
ing SMA expression mirror a differentiating 
testis containing meiotic spermatocytes. Un-
expectedly, AMH expression remained high 
in patients’ testicular tissues which were af-
fected by disease or treatment and in KS pa-
tients during puberty and thereafter. This 
might be an indication of Sertoli cell matu-
ration failure. For germ cell marker analysis, 
we identified a UTF1+ subpopulation among 
the gonocytes and spermatogonia suggesting 
heterogeneity among those populations. In-
terestingly, the amount of UTF1+ spermato-
gonia was reduced in affected testicular tis-
sues compared to relatively healthy testicular 
tissues. As UTF1 is mainly staining quiescent 
(non-proliferating, Ki67-) spermatogonia re-
siding at the basement membrane, it needs to 
be further investigated if a specific spermato-
gonial subpopulation was impaired.

�� Psychologie in der Repro-
duktionsmedizin und En-
dokrinologie

P60
Ungewollte Kinderlosigkeit bei 
Männern: Qualitativ-quantitati-
ve Studie zur Untersuchung der 
Auswirkungen von medizinischen 
Ursachen, Rollenkonzepten und 
Behandlungsstufen auf die Le-
bensqualität von unfreiwillig kin-
derlosen Männern
M. Schick1, S. Rösner2, B. Toth2, T. Strowitzki2,  
A. Jank3, H. Kentenich3, C. Thöne4, T. Wischmann1

1Institut für Medizinische Psychologie; 2Abteilung  
für Gynäkologische Endokrinologie und Fertilitäts
störungen, Universitäts-Frauenklinik Heidelberg; 
3Fertility Center, Berlin; 4Kinderwunschpraxis, Heidel-
berg, Deutschland

Hintergrund  Ungewollte Kinderlosigkeit 
gilt als kritisches Lebensereignis und geht 

häufig mit Gefühlen von Sorge, Angst und 
Depression einher. Besonders die reproduk-
tionsmedizinische Behandlung wird als hohe 
Belastung aufgefasst wird. Ziel der Studie 
war die Exploration der männlichen Wahr-
nehmung von Fruchtbarkeitsbehandlungen 
sowie die Identifikation der Lebensqualität 
von Männern in Abhängigkeit verschiedener 
Behandlungsstufen, Ursachen der Unfrucht-
barkeit und Rollenkonzepten.

Methode  Die von der Ethikkommission 
des Universitätsklinikums Heidelberg ge-
nehmigte Studie fand von Juli bis Septem-
ber 2013 mit n = 115 Teilnehmern in 3 deut-
schen Fruchtbarkeitszentren statt. Alle Teil-
nehmer beantworteten einen standardisierten, 
spezifisch für Männer entwickelten Kinder-
wunsch-Fragebogen (TLMK) sowie weitere 
soziodemographische und rollenspezifische 
Items; n = 13 wurden zusätzlich interviewt. 
Die Datenanalyse erfolgte durch Grounded 
Theory, Korrelation, Regression, t-Test-Ana-
lyse und ANOVA.

Ergebnisse  Männer, bei denen schwere 
körperliche Erkrankungen persönlich oder in 
der Partnerschaft vorlagen, wie z. B. Krebs 
oder Gen-Dispositionen, berichteten über 
eine signifikant höhere Lebensqualität im 
Vergleich zu den anderen Teilnehmern (t[56] 
= –3.57, p = 0,001). Zudem zeigte sich eine 
signifikante Abnahme der Lebensqualität mit 
zunehmender Behandlungsdauer und invasi-
veren Methoden (F[2,111] = 4,94, p = 0.009). 
Die Teilnehmer unterstrichen die fehlenden 
Kontrollmöglichkeiten über den Behand-
lungsprozess und ihr Bemühen um eine ange-
messene Rolle im gesamten Prozess; wobei 
Männer, die viele Aufgaben im Behandlungs-
prozess übernahmen, eine höhere Lebensqua-
lität aufwiesen.

Diskussion  Die großen Unterschiede der 
Teilnehmer bezüglich ungewollter Kinderlo-
sigkeit sollten genauer identifiziert und von 
medizinischen Fachkräften beachtet werden. 
Die hohe Lebensqualität von Männern mit 
medizinisch schwerwiegenden Infertilitäts-
gründen enthält wertvolle und weitreichende 
Informationen über mögliche Resilienzfakto-
ren, die detailliert erforscht werden sollten. 
Die durch den Einsatz von invasiven Verfah-
ren steigende Belastung von Männern ver-
langt nach verstärkten psychosozialen Diens-
ten in Fruchtbarkeitskliniken.

P61
Bereitschaft zur Embryonenspen-
de von Paaren mit sicher abge-
schlossener Familienplanung 
nach erfolgreicher Kinderwunsch-
behandlung
A. Eder1, D. Gutknecht2, M. Bals-Pratsch1

1profertilita Fachklinik für Reproduktionsmedizin, 
Regensburg; 2ART Labor profertilita, Regensburg, 
Deutschland

Fragestellung  Nach erfolgreicher Therapie 
und abgeschlossener Familienplanung kön-
nen die Kinderwunschpaare ihre planwid-
rig überzähligen Embryonen und Vorkern-
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stadien vernichten lassen oder weiterhin la-
gern. Mit der Embryonenspende wird eine 
dritte Option für erfolgreich therapierte Paa-
re mit sicher abgeschlossener Familienpla-
nung geschaffen, nämlich die der Spende an 
ein anderes Kinderwunschpaar, das medizi-
nisch und biologisch nicht in der Lage ist, auf 
natürliche oder reproduktionsmedizinische 
Art ein Kind zu zeugen. In Deutschland feh-
len Daten zur Spendebereitschaft erfolgreich 
therapierter Paare. Ziel dieser Studie ist eine 
Darstellung der Bereitschaft solcher Paare, 
ihre überzähligen kryokonservierten Embry-
onen oder Vorkernstadien zu spenden, wenn 
die konkrete Entscheidung ansteht.

Methodik  Im Zeitraum von 10/2013 bis 
05/2017 kündigten 210 Paare nach erfolgrei-
chem Abschluss ihrer Kinderwunschbehand-
lung die Lagerung ihrer Proben mit planwid-
rig entstandenen Embryonen oder Vorkern-
stadien. Diese Paare erhielten ein Anschrei-
ben, in dem sie über die Möglichkeit der 
Spende informiert wurden.

Voraussetzung für die Spende ist die sicher 
abgeschlossene Familienplanung nach Ge-
burt eines Kindes und dass die Spenderin 
zum Zeitpunkt der Follikelpunktion nicht äl-
ter als 37 Jahre war.

Interessierte Spenderpaare erhielten eine 
standardisierte ärztliche Beratung, inklusive 
einer detaillierten Darstellung des Spenden
ablaufes. Jedem Paar wurde eine juristische 
Beratung und eine weiterführende behand-
lungsunabhängige psychosoziale Beratung 
gemäß den Leitlinien für die psychosoziale 
Beratung bei Gametenspende der Deutschen 
Gesellschaft für Kinderwunschbehandlung 
(BKiD) [1], beziehungsweise der Leitlini-
en für Embryoadoption von Donum vitae [2] 
angeraten. Die Unterzeichnung der Spenden-
formulare war anschließend frühestens nach 
einer Bedenkzeit von mindestens 2 Wochen 
möglich.

Ergebnisse  Von den 210 Paaren, die nach 
Kündigung des Lagerungsvertrages über die 
Möglichkeit der Spende informiert wurden, 
stellten sich 19 (9,0 %) zur Beratung in un-
serem Zentrum vor. Unter Einhaltung der Be-
denkzeit entschieden sich nach der Beratung 
8 Paare (42,1 %) für die Spende und 11 Paa-
re (57,9 %) dagegen. Insgesamt entschieden 
sich 96,2  % der informierten Paare gegen 
eine Spende.

Die Beweggründe für die Spende waren ethi-
sche Bedenken über die Verwerfung lebens-
fähiger Zellen und das Empfinden, dass ihre 
überzähligen Embryonen und Vorkernstadi-
en ihre potentiellen Kinder und die Vollge-
schwister ihrer Kinder sind, die man nicht 
„verwerfen“ kann. Ferner konnten alle Paare 
die ungewollte Kinderlosigkeit der potentiel-
len Empfängerpaare nachempfinden.

Die Beweggründe der Nicht-Spenderpaare 
waren die theoretische Möglichkeit von Un-
terhalts- und Erbansprüchen, sowie die Un-
möglichkeit, das Empfängerpaar auswählen 
zu können.

Insgesamt wurden 22 Spenden an 22 Emp-
fängerpaare vermittelt. Es erfolgten 21 Trans-
fers, daraus resultierten 10 klinische Schwan-
gerschaften (47 %). Fünf davon endeten im 

Abort (50  %) und 2 mit einer Geburt (Ein-
lings- und Zwillingsgeburt). Drei Schwan-
gerschaften sind noch fortlaufend.

Schlussfolgerung  Die Spende kryokonser-
vierter Embryonen oder Vorkernstadien ist 
nur für eine kleine Gruppe (3,8  %) der er-
folgreich therapierten Paare eine Option. Für 
die Entscheidung der Paare war das Entwick-
lungsstadium der gespendeten Embryonen 
nicht relevant. Im Ausland mit hochregulier-
ter, altruistischer Embryonenspende (Neu-
seeland, Australien) wird ebenfalls nicht zwi-
schen den unterschiedlichen Entwicklungs-
stadien unterschieden [3]. Ob die planwidrig 
überzähligen Embryonen und Vorkernstadien 
hinsichtlich einer Spende gleichgestellt wer-
den können, wird momentan juristisch disku-
tiert [4].
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Psychosoziale Kinderwunsch
beratung als Teil des Teamangebo-
tes – Websiteanalysen reproduk
tionsmedizinischer Zentren in den 
Jahren 2011 und 2016
T. Wischmann1, B. Mayer-Lewis2, P. Thorn3

1Institut für Medizinische Psychologie, 
Universitätsklinikum Heidelberg; 2Staatsinstitut 
für Familienforschung an der Universität Bamberg;  
3Deutsche Gesellschaft für Kinderwunschberatung – 
BKiD, Mörfelden, Deutschland

Fragestellung  Aus Expertensicht sollte 
psychosoziale Kinderwunschberatung inte-
graler Bestandteil jedes reproduktionsmedi-
zinischen Behandlungsangebotes sein. Un-
klar ist, inwieweit dieses den Internetange-
boten reproduktionsmedizinischer Zentren in 
Deutschland zu entnehmen ist und inwieweit 
psychosoziale Beratung online als Teil des 
Teamangebotes identifizierbar ist.

Methodik  Sowohl im Jahr 2011 als auch 
2016 wurden die verfügbaren Internetange-
bote der im jeweils aktuellen IVF-Register 
aufgeführten reproduktionsmedizinischen 
Zentren nach der Internetpräsenz psycho
sozialer Beratungsangebote analysiert. Wei-
terhin wurde untersucht, inwieweit psycho-
soziale Beratungsfachkräfte als Teil des Be-
handlungsteams auf der Internet-Homepage 
explizit aufgeführt sind.

Ergebnisse:

Studie von Stöbel-Richter et al. (2011)

103 analysierte Homepages (von 123 Zent-
ren):

–– bei 89 Webseiten waren Angaben zum 
ärztlichen und nicht-medizinischen Perso-
nal vorhanden

–– 37 Zentren (ca. 36 %) gaben eine Koopera-
tion bezüglich behandlungsunabhängiger 
psychosozialer Beratung an

–– 7 Zentren hatten eine Beraterin direkt im 
Team (ca. 7 %).

Insgesamt gaben 62 Zentren eine detaillierte 
Übersicht über ihre angebotenen Leistungen 
an, davon gaben 4 Zentren (ca. 6,5 %) „psy-
chologische Betreuung“ explizit als Leistung 
an.

Studie von Wischmann (2016)

123 analysierte Homepages (von 127 Zent-
ren) mit Fokus „Team“:

–– 20 Zentren nannten psychosoziale Be-
ratungsfachkräfte als Teil des Teams 
(16,3 %)

–– 4 Zentren gaben eine psychotherapeutische 
Zusatzqualifikation bei reproduktionsme-
dizinischen Fachkräften an

–– in 6 Zentren war die psychosoziale Bera-
tung prominent auf der Homepage vertre-
ten.

Insgesamt zeigt die Analyse, dass 93 Zentren 
keine Angaben zu psychosozialen Fachkräf-
ten im Team machen (75,6 %).

Schlussfolgerung  Obwohl laut einer Um-
frage für das Bundesfamilienministerium ca. 
39 % der Auskunft gebenden reproduktions-
medizinschen Zentren angaben, dass im Zen-
trum eine psychosoziale Fachkraft arbeitet, 
die eine behandlungsunabhängige psychoso-
ziale Kinderwunschberatung anbietet, waren 
in den Internetauftritten im Jahr 2011 nur zu 
ca. 7 % und im Jahr 2016 nur zu 16,3 % die-
se Fachkräfte als Teil des Behandlungsteams 
aufgeführt. Auch wenn dieses nominell einer 
Verdoppelung des Prozentsatzes entspricht, 
erscheint psychosoziale Kinderwunschbe-
ratung in den Internetauftritten der Zentren 
marginalisiert, was (auch) deren geringe In-
anspruchnahme durch die Patientinnen und 
Patienten mit unerfülltem Kinderwunsch er-
klären könnte.

Weiterführene Literatur:
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P63
Neuronale Antwort auf viszera-
le Schmerzreize bei Patientinnen 
mit Dysmenorrhö
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R. Steiger2, M. Verius3, D. Riedl4, A. Ischebeck5,  
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Neuroradiologie; 3Department Radiologie; 
4Universitätsklinik für medizinische Psychologie, 
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Fragestellung  Chronische Unterbauch-
schmerzen, insbesondere Regelschmerzen, 
sind ein relevantes Problem der gynäkolo-
gischen Praxis. Dennoch ist bei Dysmenor-
rhö die neuronale Schmerzverarbeitung noch 
wenig verstanden. In dieser Studie sollte die 
neuronale Schmerzverarbeitung eines visze-
ralen Schmerzreizes bei Dysmenorrhöpatien-
tinnen im Vergleich zu gesunden Probandin-
nen untersucht werden.

Methode  Rektale Distensionen wurden 
mittels eines Ballons durch ein MRT-
kompatibles BAROSTAT-Gerät gesetzt. Bei 
23 Frauen mit Dysmenorrhö und 23 gesun-
den Frauen wurde die Messung im 3T MRT 
(Verio) an Tag 1–5 des menstruellen Zy
klus durchgeführt. Es wurde die individuel
le Wahrnehmungs- und Schmerzschwelle 
bestimmt. Anschließend wurden 6 schmerz-
volle Distensionen, gefolgt von 6 schmerz-
freien Distensionen während der fMRT-
Messung verabreicht. Die Analyse der 
fMRT-Daten erfolgte mittles SPM 12 im Ge-
neral Lineal Modell (GLM). Fragebögen zur 
Schmerzintensität, Lebensqualität und Angst 
und Depression wurden ausgehändigt.

Ergebnisse  Frauen mit Dysmenorrhö be-
richteten mehr Schmerzen und eine hö-
here Schmerzbeeinträchtigung im Alltag. 
Dennoch zeigten sich im Vergleich zu den 
gesunden Frauen keine Unterschiede in der 
viszeralen Sensitivität. Die Analyse der ze-
rebralen Antwort auf die Schmerzreize zeig-
te eine Aktivierung der typischen Schmerz-

regionen, aber keine Unterschiede zwischen 
den Gruppen.

Schlussfolgerung  Patientinnen mit Dys-
menorrhö zeigen eine unveränderte Wahr-
nehmung und Verarbeitung von viszeralen 
Schmerzreizen. Dieses spricht gegen eine ge-
neralisierte Sensitivierung auf viszerale Sti-
muli und für spezifische Schmerzmechanis-
men bei Dysmenorrhöpatientinnen. Diese 
sollten in weiteren bildgebenden Studien mit 
geeigneten Modellen untersucht werden.

�� Varia

P64
Restitutio ad integrum? Fallbe-
richt einer Kinderwunschpatientin 
mit Agenesie des linken Ovars 
und Stieldrehung des rechten 
Ovars
S. Feigl1, R. Heider2, B. Böttcher1, B. Seeber1, B. Toth1

1Universitätsklinik für Gynäkologische Endokrinologie 
und Reproduktionsmedizin, Innsbruck;2Abteilung für 
Frauenheilkunde und Geburtshilfe, Bezirkskranken
haus Kufstein, Österreich

Fragestellung  Ist die Wiederaufnahme der 
Ovarfunktion bei einer Patientin mit Ovara-
genesie links und Stieldrehung mit nekroti-
schem Ovar rechts möglich?

Methodik  Darstellung des Behandlungs-
verlaufs einer 28-jährigen 0-Gravida mit 
Ovaragenesie links sowie Stieldrehung rechts 
aufgrund einer Dermoidzyste.

Ergebnisse  Die Patientin wurde uns im 
April 2017 im Z. n. Ovartorsion und Ent-
fernung einer Dermoidzyste im Januar 2017 
zugewiesen. Die Agenesie des linken Ovars 
wurde erstmalig im Rahmen der Laparosko-
pie festgestellt.

Sie litt an einer sekundären Amenorrhö, Hit-
zewallungen, Schlafstörungen sowie Schmer-
zen beim Geschlechtsverkehr. Im transva-
ginalen Ultraschall zeigte sich ein 16 × 8 
mm kleines Ovar, es ließen sich keine ant-
ralen Follikel darstellen. Das FSH betrug 25 
IU/l bei einem E2 von < 10 ng/l, woraufhin 

eine kombinierte Hormontherapie begonnen 
wurde.

Im Rahmen der Kontrolluntersuchung im 
August 2017 berichtete die Patientin über 
Schmierblutungen. Sonographisch zeigte 
sich eine Follikelreifung, woraufhin eine 
Punktion veranlasst wurde. Dabei konnte kei-
ne Eizelle gewonnen werden. Im darauffol-
genden Zyklus wurde eine Eizelle entnom-
men, welche sich fertilisieren ließ. Allerdings 
kam es zu einem Arrest der Embryonalent-
wicklung am Tag 2. Im Anschluss an die 
Punktion entwickelte die Patientin eine In-
fektion mit unklarem Fokus und diffusen Un-
terbauchschmerzen, welche nach einer ein-
wöchigen antibiotischen Behandlung kom-
plett sistierten.

Die Patientin wünscht weitere Natural Cycle- 
(NC-) Punktionen mit Kryokonservierung des 
Embryos, da der Kinderwunsch aufgrund ei-
ner beruflichen Weiterbildung derzeit noch 
nicht realisiert werden soll. Eine aktuelle Kon-
trolle zeigte einen AMH-Wert von 0,45 ng/ml 
bei einem antralen Follikelcount von 1–2.

Das mögliche Infektionsrisiko bei Z. n. Der-
moidzystenentfernung und nekrotischem 
Ovar wurde intensiv mit der Patientin erör-
tert. Laut einer aktuellen Literaturrecher-
che ist das Infektionsrisiko bei ovariellen 
Dermoidzysten gering, in einigen Fallberich-
ten jedoch bereits beschrieben [1–4].

Schlussfolgerung  Eine Restitutio nach 
Stieldrehung und Dermoidzystenentfernung 
ist möglich, allerdings scheint zum jetzi-
gen Zeitpunkt keine vollständige Erholung 
im Falle unserer Patientin absehbar. Auf-
grund der persönlichen Lebenssituation sind 
trotz erhöhtem Infektionsrisiko vonseiten der 
Patientin weitere NC-IVF-Zyklen erwünscht.
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