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Endometrium, Endome-
triose, Myome, Fertilitats-
chirurgie

PO1

Metformin treatment changes
the expression of metastasis-as-
sociated genes and proteins in
human endometrial cancer cell
lines

J. Briiggemann, C. Lange, J. Jauckus, T. Strowitzki,
A. Germeyer

Universitats-Frauenklinik Heidelberg, Gynékologi-
sche Endokrinologie und Fertilitétsstdrungen, Heidel-
berg, Deutschland

Endometrial cancer (EC) is one of the most
common malignancies in women. Risk fac-
tors for EC are unopposed estrogen levels, as
often seen in women with diabetes mellitus
type II (T2DM) or polycystic ovary syn-
drome (PCOS). Metformin, a drug used in
T2DM and off-label in PCOS, significantly
improved overall-survival in EC patients in
retrospective studies. Additionally, several
in-vitro studies discovered direct anti-cancer
effects of metformin on different types of
cancer. Further effects were investigated on
gene and protein level in EC cells.

Methods In this in-vitro study, EC cell lines
Ishikawa and HEC-1A were cultured under
12 different conditions over 7 days. Besides
an untreated control, treatment with met-
formin (0.1 and 1.0 mmol/L), insulin (100 ng/
mL) or a combination of both were applied
in either normoglycemic (5.5 mmol/L) or
hyperglycemic (17.0 mmol/L) medium sup-
plemented with 10 nmol/L $-estradiol.

Using a transcriptome array approach (> 160
genes), 10 genes were selected to be further
investigated by qPCR. Promising effects on
gene regulation after treatment were identi-
fied for COL1A1, TIMP2 and MMP9. For
these genes, additional protein analysis was
carried out by western blotting. Statistics
were performed using a mixed-effect model
and Tukey’s multiple comparisons post-hoc
test (significance at p < 0.05).

“Begutachtet und zusammengestellt vom wissen-
schaftlichen Komitee. Ein alphabetisches Ver-
zeichnis der prisentierenden Autoren finden Sie
auf Seite 265.
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Results COL1A1 encodes the pro-alphal
chain of type I collagen and may contribute
to endometrial cancer metastasis. In Ishikawa
cells, COL1A1 was downregulated when
treated with high-dose metformin and insulin
under normoglycemic conditions.

MMP9 degrades collagen, among other sub-
strates. A downregulation can lead to less
tumor progression and lower metastatic po-
tential. In qPCR, MMP9 was downregulated
by high-dose metformin treatment under both
normo- and hyperglycemic conditions with
and without insulin in HEC-1A cells. In pro-
tein analysis, high-dose metformin downregu-
lated MMP9 under hyperglycemic conditions
in the HEC-1A cell line, whereas MMP9 was
downregulated under normoglycemic condi-
tions by high- or low-dose metformin with or
without insulin in Ishikawa cells.

TIMP2 inhibits metalloproteinases like
MMP9, and therefore a low expression could
be linked to myometrial invasion and me-
tastasis. In protein analysis, an upregulation
of TIMP2 occurred under hyperglycemic
conditions when comparing the combina-
tion of insulin and metformin with the in-
sulin treatment in HEC-1A cells whereas in
Ishikawa cells TIMP2 was downregulated.
In Ishikawa cells, the treatment with low- or
high-dose metformin alone as well as high-
dose metformin with insulin under normogly-
cemic conditions caused a downregulation of
TIMP2 in gPCR.

This study confirmed an effect of metformin
on the expression of COL1A1, MMP9 and
TIMP2 in EC cell lines. However, as the
current study was performed in vitro, the ef-
fects of metformin cannot be extrapolated to
patients.

Genetik, PKD, PID

P02

Praimplantationsdiagnostik (PID)
im MGZ - Medizinisch Geneti-
schen Zentrum

U. Koehler, U. Schén, T. Harasim, I. Diebold,

T. Neuhann

MGZ — Medizinisch Genetisches Zentrum, Miinchen,
Deutschland

Das PID-Zentrum (https://www.pid-zentrum.
de/) des Medizinisch Genetischen Zentrums
in Miinchen (https://www.mgz-muenchen.de/)

fiihrt Praimplantationsdiagnostik fiir Chromo-
somenverinderungen und monogen vererbte
Erkrankungen seit seiner Zulassung im Juni
2015 durch. Eine Kooperation mit derzeit
zwOlf Kinderwunschzentren (Stand Juli 2021)
gewihrleistet, dass Paare wohnortnah repro-
duktionsmedizinisch betreut werden konnen.
Nach zustimmender Bewertung der Bayeri-
schen Ethikkommission fiir Praimplantations-
diagnostik erfolgen die genetischen Analysen
an Trophoblasten nach Biopsie einer Tag-5-
oder Tag-6-Blastozyste.

PID fiir Chromosomenverinderungen

Die PID an Trophektodermproben um-
fasst die Untersuchung bei strukturellen
Chromosomenverdnderungen des Paares
(reziproke Translokation, Robertsonsche
Translokation, Inversion, Insertion) und die
Untersuchung von numerischen Chromo-
somenverdnderungen nach wiederholten
Fehlgeburten. Seit 2015 wurden insgesamt
904 Trophektodermproben von 272 Zyklen
mittels Array-CGH oder Next-Generation-
Sequencing untersucht. 660 Analysen (73 %)
entfielen auf strukturelle Chromosomen-
veridnderungen, 244 (27 %) auf numerische
Chromosomenverdnderungen. 274 (30,3 %)
der untersuchten Proben waren fiir einen
Transfer geeignet, 579 (64 %) Proben waren
strukturell oder numerisch auffillig. Von 13
(1,4 %) Proben konnte keine ausreichende
Menge DNA fiir eine Analyse vervielfiltigt
werden, 38 Analysen (4,2 %) entsprachen
nicht den Qualititskriterien fiir eine zwei-
felsfreie Interpretation. Bislang wurden nach
196 Transfers durchgefiihrt und 88 klinische
Schwangerschaften (44,9% pro Transfer) er-
zielt.

PID fiir monogene Erkrankungen

Seit 2015 wurden insgesamt 495 Trophek-
todermproben von 130 PID-Zyklen unter-
sucht (74 autosomal rezessive, 37 autosomal
dominante und 19 X-Chromosomale Erkran-
kungen. 204 (41 %) Proben waren fiir einen
Transfer geeignet, in 149 Proben (30,1 %)
wurde der die Sequenzvariante(n) tragende
Haplotyp nachgewiesen. Durch die angewen-
dete Untersuchungsmethode (Karyomap-
ping) konnten dariiber hinaus in 78 (16 %)
Proben numerische Chromosomenaberratio-
nen nachgewiesen werden. Bislang wurden
88 Transfers durchgefiihrt und 39 klinische
Schwangerschaften (44 % pro Transfer) er-
zielt. Zu den haufigsten im PID-Zentrum
Miinchen untersuchten Erkrankungen zih-


https://www.pid-zentrum.de/
https://www.pid-zentrum.de/
https://www.mgz-muenchen.de/

len: Spinale Muskelatrophie (19), Cystische
Fibrose (10), Muskeldystrophie Duchenne
(7), Myotone Dystrophie Typ 1 (7).

Die PID ist eine sichere Untersuchungs-
methode zur Feststellung unbalancierter
Chromosomenaberrationen und pathogener
Sequenzvarianten. Verglichen mit der Ge-
samtzahl der in Deutschland durchgefiihr-
ten PIDs verfiigt das Medizinisch Geneti-
sche Zentrum mit {iber 1400 untersuchten
Trophektodermproben iiber eine groBle Er-
fahrung auf diesem Gebiet.

Klinische Embryologie /
Reproduktionsbiologie /
Grundlagenforschung /
Stammzellen

P03

Analyse von Schadstoffen aus
dem Konsum von Tabakprodukten
oder nikotinhaltigen Substanzen
in der Follikelfliissigkeit (FF) von
Frauen im Rahmen einer intrazy-
toplasmatischen Spermieninjek-
tion (ICSI)-Behandlung

T Trapphoff, C. Ontrup, S. Dieterle
MVZ Kinderwunschzentrum Dortmund, Dortmund,
Germany

Hintergrund Beim Tabakkonsum entstehen
mehr als 4000 toxische Chemikalien. Zu den
bekannten neurotoxischen Substanzen zdhlen
Nikotin und sein Hauptmetabolit Cotinin. In
der gegenwirtigen Literatur wurde die Akku-
mulation dieser Schadstoffe in der FF nicht
oder nur unzureichend untersucht und kont-
rovers diskutiert.

Zielsetzung Analyse der FF von Frauen mit
unerfiilltem Kinderwunsch im Rahmen einer
ICSI-Behandlung auf die Prisenz von Schad-
stoffen aus der Verbrennung von Tabakpro-
dukten oder dem Konsum von nikotinhaltigen
Substanzen und Ermittlung des Einflusses
dieser Substanzen auf den Ausgang einer
Kinderwunschbehandlung (primérer End-
punkt: klinische Schwangerschaftsrate).

Studiendesign Die Proben wurden zwi-
schen 2017 und 2020 im Kinderwunschzen-
trum Dortmund von Frauen ohne Endomet-
riose, PCO-Syndrom oder einem Ovarial-,
Uterus- oder Mammakarzinom gesammelt.
Nur Patientenpaare mit ménnlichem Faktor
im Rahmen einer ICSI-Behandlung wurden
eingeschlossen.

Die Konzentration von Nikotin und Cotinin
in der FF wurde mittels Gaschromatographie-
Massenspektroskopie bestimmt.

Die statistische Auswertung erfolgte mittels
Mann-Whitney- und Fisher-Test fiir die Kon-
trollgruppe (Nichtraucher) und Studiengrup-
pe (Raucher).

Ergebnisse Insgesamt wurden n = 101 Pro-
ben fiir die Kontrollgruppe und n = 46 Pro-
ben fiir die Studiengruppe untersucht. In der
Kontrollgruppe konnte in keiner der Proben

Nikotin oder Cotinin nachgewiesen werden.
In der Studiengruppe wurde Nikotin in 24 %
(11/46) und Cotinin in 76 % (35/46) der ana-
lysierten Proben detektiert. Die durchschnitt-
liche Konzentration betrug 6,1 + 6,9 ng/ml FF
[MW = s.d.] fiir Nikotin und 119,5 + 97,5 ng/
ml FF fiir Cotinin. Signifikante Unterschiede
zwischen Nichtrauchern und Rauchern fiir
die Anzahl an gewonnenen Eizellen, reifen
Metaphase-II-Eizellen und die Befruchtungs-
rate lagen nicht vor. Die klinische Schwan-
gerschaftsrate in der Studiengruppe (28,6 %;
CI 0,95: 14,9-42,6 %) und Kontrollgruppe
(46,2 %; CI 0,95: 35,9-56,4 %) war nicht
signifikant unterschiedlich (p = 0,08).

Erstmalig konnten Cotinin und Nikotin auch
nach dem ausschliellichen Konsum von e-Zi-
garetten in der FF nachgewiesen werden. Die
durchschnittliche Konzentration von Nikotin
in der Follikelfliissigkeit betrug 13,1 + 6,2 ng/
ml FF und 97,5 + 94,4 ng/ml FF fiir Cotinin
(n=3).

Zusammenfassung Der Konsum von Ta-
bakprodukten hat keinen signifikanten Ein-
fluss auf den Ausgang einer ICSI-Behand-
lung, auch wenn ein Trend hinsichtlich einer
reduzierten klinischen Schwangerschaftsrate
erkennbar ist. Nikotin und Cotinin konnten
erstmalig nach dem ausschlieBlichen Kon-
sum von e-Zigaretten in der FF nachgewiesen
werden.

Einschrinkungen dieser Studie beinhalten die
Ubertragbarkeit der Daten auf die gesamte
Bevolkerung und die bislang geringe Stich-
probengrofe.

P04

Vergleich von 3 Organkulturbedin-
gungen fir adultes Hodengewebe
hinsichtlich Stimulation der Tes-
tosteronproduktion, Zellerhalt
und IL-6-Sekretion

N.L. Aden’, A. Salzbrunn', S. W. Schneider?,

K. von Kopylow’

'Abteilung fiir Andrologie, Klinik und Poliklinik fir
Dermatologie und Venerologie, und ?Zentrum fiir
Innere Medizin, Klinik und Poliklinik fiir Dermatolo-
gie und Venerologie, Universitétsklinikum Hamburg-
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Einleitung Hochdosierte Strahlentherapie
u. Chemotherapie (insbes. alkylierende Zy-
tostatika) gelten als gonadotoxisch [Jahnu-
kainen et al., 2015]. Deshalb wird den zu
behandelnden Ménnern vor Therapiebeginn
angeboten, Ejakulat fiir eine Kinderwunsch-
behandlung einzufrieren. Fiir pridpubertire
Jungen gibt es dagegen noch keine funktio-
nierenden Techniken fiir den Fertilitéitserhalt.
Um ihnen nach gonadotoxischer Therapie
trotzdem die Option auf biologische Vater-
schaft zu geben, muss eine Moglichkeit ohne
Ejakulat-Abgabe geschaffen werden, da die-
ses noch nicht gebildet werden kann.

Experimentelle Ansitze fiir diese Fragestel-
lung umfassen die Propagierung von SSCs in
der Zellkultur zur spiteren autologen Trans-
plantation und die In-vitro-Spermatogenese
fiir eine Befruchtung via ICSI [Oliver &

Stukenborg, 2020]. Seit Jahren werden hier-
fiir in den Zentren weltweit Hodenbiopsien
von solchen Jungen eingefroren. Eine viel-
versprechende Methode fiir die Reifung des
Keimepithels und die In-vitro-Spermatoge-
nese ist Ex-vivo-Organkultur, bei der kleine
Gewebefragmente kultiviert u. die Keimzell-
nische erhalten bleibt. Um &hnliche Erfolge
wie im Mausmodell [Sato et al., 2011] im
humanen Kontext zu erzielen, miissen noch
grofle Hiirden tiberwunden werden.

Material und Methoden Fiir die Zellkultur
wurde Hodengewebe von adulten Patienten
der Andrologie des UKE (Vasektomie oder
OA) verwendet, das im Rahmen einer TESE
fiir eine Kinderwunschbehandlung gewonnen
wurde. Die Gewebefragmente wurden fiir
21d auf Agarosegel-Kissen kultiviert. Vergli-
chen wurden 3 Nihrmedien, supplementiert
mit Wachstumsfaktoren und Hormonen. Die
Gewebefragmente wurden auf makroskopi-
sche Veridnderungen (Schrumpfung, Gewebe-
erhalt) evaluiert und Nahrmedien fiir ELISA
gesammelt. Nach der Fixierung der Gewebe
in modified Davidson’s Fluid wurden Im-
munfirbungen mit zellspezifischen Antikor-
pern angefertigt.

Ergebnisse Nach 21d konnten sowohl in-
takte Keimzellen und somatische Zellen, als
auch proliferierende Zellen und Spermatiden,
die bereits vor der Kultivierungsperiode vor-
handen waren, detektiert werden. Gleichzei-
tig waren die kultivierten Hodenbiopsien in
der Lage, gro3e Mengen Testosteron zu pro-
duzieren. Weiterhin enthielt das Zellkultur-
medium das Zytokin IL-6, ein Indiz fiir eine
inflammatorische Situation.

Ausblick Um den nichsten Schritt in
Richtung erfolgreicher humaner testikuldrer
Organkultur zu gehen, muss die ,,Entziin-
dungssituation in der Zellkulturschale® ein-
geddmmt werden. Der Einsatz von NSAIDs
konnte einen Losungsansatz darstellen.

P05

Lower spermatozoal PIWI-LIKE 1
and 2 transcript levels are signifi-
cantly associated with higher fer-
tilization rates in IVF

T_Greither', M. Giebler, D. Handke, G. Seliger,

H. M. Behre

Zentrum Fiir Reproduktionsmedizin Und Andrologie;
MLU Halle-Wittenberg, Halle (Saale), Deutschland

PIWI-LIKE 1-4 play a pivotal role in stem
cell maintenance and transposon repression
in the human germline. Therefore, dysregu-
lation of these genes negatively influences
genetic stability of the respective germ cell
and subsequent development and maturation.
The aim of this study was to analyze whether
spermatozoal PIWI-LIKE 1-4 mRNA levels
associated with fertilization rate in IVF and
ICSI cycles.

130 patients undergoing one or more ART
cycles between April 2018 and July 2020
were included. Primary outcome was fertili-
zation rate associated with PIWI-LIKE 1-4
transcript levels in the swim-up spermatozoa
used in the respective ART cycle.

J Reproduktionsmed Endokrinol 2021; 18 (5) 249



From 160 IVF or ICSI cycles, portions of
swim-up spermatozoa used for fertilization
were collected and total RNA was isolated.
After cDNA synthesis, PIWI-LIKE 1-4
mRNA expression was measured by quan-
titative PCR using commercially available
TagMan probes. GAPDH was used as refer-
ence gene. Relative mRNA expressions were
correlated to semen variables and fertilization
rate in ART.

PIWI-LIKE 1 and 2 mRNA expression were
positively correlated in spermatozoa of the
swim-up fraction (rS = 0.78; p < 0.001).
PIWI-LIKE 4 mRNA expression was in-
versely correlated with PIWI-LIKE 1 and 2
mRNA expression (rS =-0.25 and rS =-0.28,
p < 0,001). PIWI-LIKE 1-4 mRNA expres-
sion in spermatozoa of the swim-up fraction
was not associated with sperm concentration,
motility or morphology in the native ejacu-
late. However, a low PIWI-LIKE 2 mRNA
expression in the swim-up spermatozoa was
positively associated with a fertilization rate
> 50% (p = 0.02, Mann-Whitney-U-Test).
Furthermore, a low PIWI-LIKE 1 mRNA
expression in the swim-up spermatozoa was
also significantly associated with a fertiliza-
tion rate > 50% (p = 0.0499). When analysing
IVF and ICSI cycles separately, lower PIWI-
LIKE 1 and 2 transcript levels were only as-
sociated with higher fertilization rates in IVF
(p = 0.002 and 0.02, respectively), but not in
ICSI cycles (p = 0.91 and 0.22, respectively).
In our study, we observed an association be-
tween lower PIWI-LIKE 1 and 2 transcript
levels and higher fertilization rate in IVF
cycles. Based on these results, spermatozoal
PIWI-LIKE 1 and 2 transcripts could be a sur-
rogate marker for proper sperm development
and fertilization capacity of spermatozoa. It
could be speculated that patients with higher
PIWI-LIKE 1 or 2 transcript levels in swim-
up sperm should be offered ICSI rather than
IVF despite relatively good classical sperm
characteristics.

P06

Immune characteristics of testicu-
lar germ cell tumours: a compara-
tive study

M. Figura', J. Heyer', R. Islam’, K. Hartmann',

S. Kliescl?, A. PilatZ, F. Dittmar’, F. Wagenlehner?,
K. Loveland*®, M. Hedger*®, B. Lovelanc®,

H.-C. Schuppe®’, D. Fietz'”

'Dept. of Veterinary Anatomy, Histology and Embryo-
logy, Justus Liebig University, Gielen, Germany;
2Centre of Reproductive Medicine and Andrology,
University of Miinster, Miinster, Germany; *Dept. of
Urology, Pediatric Urology and Andrology, Justus
Liebig University, GieBen, Germany; *Centre for
Reproductive Health, Hudson Institute for Medical
Research, Clayton, Australia; *Dept. of Molecular
and Translational Sciences, Monash University, Clay-
ton, Australia, Burnet Institute, Prahran, Australia,
’Hessian Center for Reproductive Medicine HZRM,
Justus Liebig University, GieBen, Germany

Testicular germ cell tumours (TGCT) origi-
nate from germ cell neoplasia in situ (GC-
NIS) cells that differentiated into different
cancer types, i.e. seminoma (SE) and non-
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seminoma, e.g. embryonic carcinoma (EC).
Factors involved in tumour development,
progression, and prognosis are poorly under-
stood but infiltrating immune cells and re-
spective cytokines/chemokines are involved.
In an ongoing prospective cohort study, pa-
tients undergoing surgery for suspicion of
testis cancer are enrolled (starting 03/2017,
n=70; age 18-69y, median 37.7). Along with
a comprehensive clinical database, biopsies
from different areas of tumour-bearing testes
and contralateral “healthy” testis samples are
collected. A special focus is on immune cell
infiltration and the tumour immune microen-
vironment.

In this study, we compared SE (n = 37) with
EC (= 80% in tumour, n = 9). For histological
and immunohistochemical (IHC) analysis,
testis biopsies from tumour (tu), tu-adjacent,
tu-distant sites, upper and lower pole of the
contralateral testis were fixed in Bouin’s
solution. Tissue sections were stained with
hematoxylin/eosin and specific antibodies for
representative immune cell types including
rare T cell subtypes (CD3, CD20cy, CD68,
CDllc, CD25, FOXP3, CXCR5, BCLO6).
IHC analysis was performed using a semi-
quantitative scoring system including a)
density and b) spatial distribution of immune
cell infiltration. Gene expression analysis
was performed using cryopreserved tissue
of the same locations; biopsies showing nor-
mal spermatogenesis (NSP) were included
as controls. By qRT-PCR, expression of im-
mune cell markers, cytokines, chemokines,
non-immune somatic, and germ cell markers
were analysed.

Histological analysis of SE- and EC-derived
samples revealed heterogeneous pathological
patterns, with predominance of GCNIS in
tu-adjacent and tu-distant sites. Contralateral
testis samples mainly contained preserved
spermatogenesis. IHC showed significantly
increased numbers of T cells, B cells, macro-
phages, and dendritic cells in different loca-
tions of SE and EC compared to NSP. T cells
represented the most abundant subgroup
with highest density in SE (tu > tu-adjacent
> tu-distant), exceeding those in EC. Similar
differences in immune cell markers between
locations and pathologies were observed
by qRT-PCR. Moreover, expression of pro-
inflammatory cytokines such as IL-6 was
increased.

These preliminary results show that SE and
EC samples differ with regard to density and
spatial distribution of immune cell infiltration
and cytokine/chemokine expression profiles.
Further investigations aim at deciphering how
immune cell infiltration shape the tumour mi-
croenvironment. By correlation of clinical
data and gene expression/IHC results, novel
prognostic factors and/or immune therapeutic
concepts for TGCT could be identified. Sup-
ported by DFG GRK 1871/2.

P07

A whole transcriptome atlas at
germ cell-type resolution reveals
regulatory changes in gene ex-
pression throughout human sper-
matogenesis

L. Siebert-Kuss', H. KrenZ, T. Tekath?, M. Waste?,

S. Di Persio’, N. Terwort', J.-F. Cremers®,

J. Wistuba', M. Dugas?, S. Kliesch®, S. Schiatt’,

£ Tiittelmann®, J. Gromoll', N. Neuhaus’,

S. Laurentino’

'Centre of Reproductive Medicine and Andrology,
University Hospital of Miinster, Miinster, Germany;
2Institute of Medical Informatics, University Hospital
of Miinster, Miinster, Germany; *Centre of Reproduc-
tive Medicine and Andrology, Department of Clinical
and Surgical Andrology, University Hospital of Miins-
ter, Miinster, Germany; *Institute of Reproductive Ge-
netics, University of Miinster, Miinster, Germany

In human spermatogenesis, diploid germ
cells undergo genomic and morphological
transformations in order to build haploid male
gametes, the spermatozoa. In obstructive
azoospermia, no sperm are found in the ejacu-
late, however sperm can be retrieved through
microdissection testicular sperm extraction.
For many patients with non-obstructive azoo-
spermia (NOA), sperm retrieval is difficult as
they present germ cell arrests at different sper-
matogenic stages or even no germ cells at all.
Less than 30% of infertile patients receive a
causative diagnosis, as to date, genes control-
ling the human spermatogenic process remain
largely unknown. To provide patients with
a better genetic diagnosis, comprehensive
cell type-specific expression patterns are re-
quired. These also include transcript isoforms
produced by alternative splicing, as different
isoforms influence the functional output of a
gene. To this end, we aimed at generating a
whole transcriptome atlas at germ cell-type
resolution for human spermatogenesis. We
sequenced total RNA isolated from testicu-
lar biopsies of patients with Sertoli cell-only
phenotype (SCO, n = 3), spermatogenic ar-
rests at spermatogonial (SPG, n = 4), sper-
matocyte (SPC, n = 3) and spermatid (SPD,
n = 3) level, as well as of patients with quali-
tatively and quantitatively normal spermato-
genesis (N, n = 3). We identified germ cell-
specific gene expression profiles by analysis
of differentially expressed genes (DEGs) and
captured germ cell-specific usage of different
isoforms by analysis of differential transcript
usage (DTU) between samples varying only
in one consecutive germ cell-type (e.g. SCO
vs SPG, SPG vs SPC, SPC vs SPD, SPD vs
N). We detected between 839 and 4138 DEGs
per group comparison. Pathway analysis con-
firmed the enrichment of genes involved in
germ cell-specific processes, including de-
velopment of stem cells or spermiogenesis,
respectively. In-depth analysis of these gene
lists allowed the identification of multiple
germ cell-specific genes for spermatogonia
(TSPY4), spermatocytes (FTHL17), sperma-
tids (TMCOS5A), and elongated spermatids
(TP53TGS). DTU analysis revealed between
1062 and 2153 alternatively spliced genes per
group comparison. Intriguingly, DTU genes



showed limited overlap with DEGs. More-
over, pathway analyses indicates that DTU
genes are involved in more general biological
functions (i.e. RNA metabolism), suggesting
these kinds of functions are predominantly
regulated at the post-transcriptional level
during human spermatogenesis. Our study
constitutes a powerful resource for the field
as it reveals the transcriptomic programming
changes during human spermatogenesis at
germ cell-type resolution. This dataset con-
tributes to the identification and characteriza-
tion of novel infertility candidate genes and
may help to unravel the pathogenesis of NOA.

This work was supported by the German Re-
search Foundation (CRU326).

P08

Cluster analysis revealed two sub-
phenotypes of cryptozoospermic
patients displaying common alte-
rations of the spermatogonial
stem cell compartment

L. C. Schiilke', S. Di Persio', J. Wistuba',

J.-F. Cremers?, S. Kliescl?, N. Neuhaus’

'Centre of Reproductive Medicine and Andrology,
Institute of Reproductive and Regenerative Biology,
University of Miinster, Miinster, Germany, *Centre of
Reproductive Medicine and Andrology, Department

of Clinical and Surgical Andrology, University of
Miinster, Miinster, Germany

Cryptozoospermia is a severe form of oligo-
zoospermia in which patients present with a
sperm concentration below 0.1 mil/ml. While
the etiology remains unclear, the testicular
histology is highly heterogeneous suggesting
the existence of cryptozoospermic (Crypto)
patient subgroups. Moreover, the spermato-
gonial stem cell compartment is altered in
individual Crypto patients with an unex-
pected increase in the most undifferentiated
spermatogonia (PIWIL4+) and a decrease of
the reserve stem cells (Adark).

We aimed to assess if the group of Crypto
patients can be subclassified and if alterations
in the spermatogonial compartment are as-
sociated with the severity of testicular tissue
impairment.

Clinical and histological parameters of 150
Crypto and 162 patients with obstructive
azoospermia and normal spermatogenesis
(Normal controls, Bergmann-Kliesch score
7-10), who underwent a testicular biopsy at
the Centre of Reproductive Medicine and An-
drology in Miinster, were selected retrospec-
tively from the Androbase database. These
samples were used for principal component
analysis (PCA) and hierarchical clustering.
A representative cohort of 43 patient sam-
ples was analyzed by determination of the

Bergmann-Kliesch score and immunohis-
tochemistry (MAGEA4 and PIWIL4). The
number of MAGEA4+, PIWIL4+ and Adark
spermatogonia was quantified in 20 round
tubules per sample.

The PCA and hierarchical clustering revealed
3 different clusters. Leading factors deter-
mining the clusters were the percentage of
tubules with elongated spermatids (Cluster 1,
all normal samples), the percentage of tubules
with spermatocytes (Cluster 2, Crypto sam-
ples) and tubules containing Sertoli cells only
(Cluster 3, Crypto samples), respectively.
Additional differences were increased FSH
levels (p < 0.001) and decreased testicular
volumes (p < 0.001) in Cluster 3 compared to
Cluster 2 samples. In the stem cell compart-
ment, however, we found reduced numbers
of MAGEA4+ and Adark spermatogonia as
well as increased proportions of PIWIL4+
spermatogonia, which were significantly cor-
related with lower Bergmann-Kliesch Scores,
in both Crypto Clusters.

Crypto patients can be divided into two sub-
groups mainly defined by the histological
composition of their testicular tissues. Crypto
patients show alterations in the spermatogo-
nial compartment compared to normal pa-
tients. These alterations are similar between
patients from both Crypto Clusters and are
worse in patients with lower Bergmann-
Kliesch-Scores.
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Nachweis von hohen HCMV-
Viruslasten in Samenproben eines
Samenspenders liber einen Zeit-
raum von mehr als 2 Jahren nach
Primérinfektion
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"Berliner Samenbank GmbH, Berlin, Deutschland;
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Hintergrund Das Vorhandensein von infek-
tiosen humanen Herpesviren in Spermapro-
ben ist ein bekanntes Phinomen [Kaspersen
und Hollsberg, 2013] und stellt ein poten-
tielles Risiko fiir eine Virusiibertragung und
einen frilhen Abort nach assistierter Repro-
duktion dar. Es liegen keine Daten iiber die
longitudinale Virusausscheidung von latent
infizierten Samenspendern vor. Tatsédchlich
ist in Deutschland ein HCM V-Seroscreening
von Samenspendern ,,in Abhédngigkeit von
der Vorgeschichte des Spenders® nach der
Transplantationsgesetz-Gewebeverordnung
vorgeschrieben und wird ,,zu Beginn des
Spendezyklus und dariiber hinaus in regel-
miBigen Abstinden* nach den Richtlinien
des ,,Arbeitskreises Spenderinsemination*
empfohlen.

Fragestellung  Gibt es Hinweise auf eine
persistierende  HCMV-Ausscheidung  bei
einem Samenspender nach Serokonversion in
Blut, Samenplasma und Samenzellen?

Methoden Im Mai 2018 wurde in der Ber-
liner Samenbank ein Anti-HCMV-IgG-nega-
tiver Samenspender rekrutiert, der in seinem
ersten Spendezyklus 19 Spenden generierte.
Im Januar 2019 wurde der HCMV-Immun-
status erneut analysiert (HCMV-IgG und
IgM) gemifl den nationalen Empfehlungen.
HCMV-Viruslasten in Blut, Urin, Samen-
plasma und Samenzellen wurden retro- und
prospektiv iiber einen Zeitraum von mehr als
2 Jahren iiberwacht.

Ergebnisse Beim HCMV-Antikorper-Scree-
ning des Spenders wurde eine Serokonversion
innerhalb des ersten Spendezyklus zwischen
Mai 2018 und Januar 2019 festgestellt. Im
Februar 2019 wurde eine latente HCMV-In-
fektion mit starker Anti-GB2-IgG-Reaktivitit
ohne Nachweis von HCMV-DNA im Blut
festgestellt. Wihrend des gesamten Beobach-
tungszeitraums von Juli 2018 bis September
2020 lie6 sich jedoch infektivses HCMV in
der Samenprobe nachweisen. Die retrospek-
tive Analyse der Samenspenden zeigte einen
starken Anstieg von niedrigen Viruslasten im
Juli 2018 auf Spitzenwerte im September 2018
(3,64 x 10° Kopien/ml) mit persistierendem
HCMV-Ausscheidung in das Seminalplasma
und die Spermazellen bis September 2020.

Schlussfolgerungen Wir prisentieren den
ersten Nachweis fiir eine langfristige HCM V-
Ausscheidung nach Primérinfektion und wih-
rend der Entwicklung einer latenten Infektion
ohne Nachweis viraler DNA in Blut und Urin
im Kontext einer hohen IgG-Aviditit. Semina-
les Plasma und seminale Zellen waren fiir 26
Monate nach der Infektion hoch infektios. Die
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unerkannte persistierende lokale Ausschei-
dung infektioser Viren in den Samen im Kon-
text der Samenspende hat Auswirkungen auf
die 6ffentliche Gesundheit und daher sollte das
Screening latent infizierter HCMV-Samen-
spender, das ausschlieBlich auf der HCM V-Se-
rologie basiert, auf die PCR aus Spermaproben
in regelméfBigen Abstinden erweitert werden.
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tional report
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Purpose Some studies suggest intravenous
intralipid infusions (IVIL) to be effective in
the treatment of immune-mediated pregnancy
failure. To this date it remains to be estab-
lished, how IVIL might protect pregnancy
and therefore a specific subgroup of RPL
patients that might benefit from IVIL has not
been defined.

Anti-trophoblast antibodies (ATAb) have
been associated with RPL and appear to me-
diate immune pathology. We have shown, that
ATAD in vitro decrease HCG- and progester-
one production pointing to a mechanism how
ATAD interfere with normal pregnancies. We
have measured ATAb-activities in patients
undergoing off label IVIL-treatment.

Materials and Methods 10 RPL-patients
with positive ATAb, determined by using
the choriocarcinoma cellline JEG-3 and flow
cytometry as described before, and otherwise
unexplained RPL, received off-label IVIL
during pregnancy. Two ATAb-positive RPL
patients preferred expectant management. In
addition, ATAb-activity was studied in preg-
nancies of two healthy ATAb-negative volun-
teers without miscarriages.

Results In RPL patients receiving IVIL,
relative ATAb-activity decreased from an
average of 56.8 + 17.0% to 20.8 +1 1.0%
(p <0.001).

The two RPL-patients without IVIL, aborted
at 6 + 3 gw and 7 + 4 gw and embryonic
genetic testing revealed euploid karyotypes.
During pregnancies of the two healthy
ATAb-negative individuals, ATAb-activities
remained negative (16 + 9.8%) without sig-
nificant changes (p = 0.22).

Nine of the 10 pregnancies receiving IVIL
proceeded uneventful with healthy newborns
>37" gw. One patient receiving IVIL aborted
at 7 + 6 gw and embryonic genetic-testing re-
vealed a trisomy 16. No specific side effects
concerning IVIL were noted.

Conclusion Intralipid preparations during
pregnancies of ATAb-positive RPL-patients
significantly reduce ATAb-activities and this

may indicate a therapeutic mechanism of the-
se preparations.
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Currently, the age of prospective fathers
shows an increasing trend in industrialised
societies. This tendency has potentially nega-
tive consequences, as advanced paternal age
is associated with lower fertilisation rates,
longer time to pregnancy, and a higher risk of
miscarriage. In addition, older fathers carry
an increased change of paternal age effects
(PAE) in the offspring, which include mono-
genic and complex disorders. The age-associ-
ated increase in de novo mutations that occurs
with age in the human male germline does
not fully explain the increased prevalence of
PAE disorders in the offspring of older men.
Epigenetic alterations have been suggested to
be involved in the pathogenesis of PAE. Al-
though epigenetic drift is one of the hallmarks
of ageing, this phenomenon was understud-
ied in the germline. In order to study the
effects of pure ageing on the male germline
and reproductive parameters, independent
of age-associated morbidities, we have as-
sembled the Fertility and Ageing in Healthy
Men (FAMe) cohort. This was composed of
197 men between 18 and 84 years of age who
underwent a careful clinical evaluation prior
to inclusion in the study. For each volunteer
swim-up sperm samples were obtained. Us-
ing whole genome bisulfite sequencing, we
analysed the sperm methylome in the two
extreme age groups (n = 6 per group, 18-25
versus > 65 years of age). After bioinformatic
analysis we were able to identify 236 differ-
entially methylated regions (DMR) with over
30% methylation difference between the two
groups and at least 5 CpG sites in length.
These DMRs were highly specific for sperm
and not identifiable in ageing blood DNA.
The regions showed an overrepresentation of
DNA transposons (p < 0.001) and LINE ele-
ments (p < 0.01). Moreover, gene ontology
analysis of neighbouring genes resulted in an
enrichment in homeobox genes (p < 0.05),
while gene set enrichment analysis showed
enrichment in multiple gene sets involved in
transcriptional regulation (e.g. transcription
factor binding, p < 0,001) and nervous system
development (e.g. central nervous system de-
velopment, p < 0.001). We made use of six of
the age-dependent sperm DMRs to construct
a biological clock for the prediction of age
in human sperm. This sperm age predictor
can be used to evaluate the effects of fertility,
health, and other factors on the human male
germline ageing process.

In conclusion, the human male germline dis-
plays a highly characteristic pattern of DNA
methylation changes with age, which is dif-



ferent from the one found in somatic lineages.
In the future, it would be interesting to evalu-
ate whether these alterations are associated
with PAE and with the decreasing fertility
observed with increasing paternal age.

Grants This project was supported by the
DFG (GR1547/19-1 and Clinical Research
Unit 326).

These data form part of Laurentino et al.,
Aging Cell. 2020 19):e13242. doi: 10.1111/
acel.13242.
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Einleitung Die Bestimmung der fruchtba-
ren Phase einer Frau stellt trotz etlicher Me-
thoden noch immer ein Problem in der Repro-
duktionsmedizin dar. Viele dieser Methoden
sind ungenau, schwer durchfiihrbar oder auf-
wendig. VOCs (volatile organic compounds)
sind gasformige Stoffe, die unter anderem bei
Stoffwechselprozessen im Korper entstehen
konnen und beispielsweise iiber die Ausatem-
luft, Schweil und Urin ausgeschieden wer-
den. Durch den hormonellen Einfluss verin-
dern sich die Konzentrationen der VOCs im
Laufe des Menstruationszyklus. Das Ziel der
Pilotstudie war es, herauszufinden, ob diese
Verinderungen zur Bestimmung der frucht-
baren Phase herangezogen werden kdnnen.

Methoden Zehn gesunde Probandinnen,
die nicht hormonell verhiiteten, wurden re-
krutiert. Bei jeder Frau wurden 5 Messtage
innerhalb eines Zyklus festgelegt, idealer-
weise 2 in der Follikelphase, einer am Tag
der Ovulation und 2 in der Lutealphase. An
der Universititsklinik fiir Gynékologische
Endokrinologie und Reproduktionsmedizin
wurden jeweils Blutproben zur Hormonbasis-
diagnostik abgenommen. Im Atemgaslabor
wurden anschliefend volatile Stoffe in der
Ausatemluft mittels online PTR-ToF-MS und
im Schweil} mittels GC-IMS gemessen.

Die statistische Auswertung erfolgte mit
SPSS. Mittels Friedman-Test wurde jeder de-
tektierte Stoff in der Ausatemluft auf Unter-
schiede in den Konzentrationen zwischen
Follikelphase, Ovulation und Lutealphase
gepriift. Die volatilen Stoffe im Schweill wur-
den mittels ANOVA mit Messwiederholung
oder dem Friedman-Test auf Unterschiede
der Intensititen zwischen den drei Zyklus-
phasen gepriift. Zur graphischen Darstellung
der Daten wurden jeweils Boxplot-Diagram-
me erstellt.

AuBerdem werden die Hormonwerte im Se-
rum noch mit den Konzentrationen der Stoffe
in der Ausatemluft und den Intensitdten im
Schweil korreliert.

Resultate Fiir die Auswertung der Aus-
atemluftproben wurden 5 Probandinnen
ausgeschlossen. Es konnte bei keinem der
Stoffe ein signifikanter Unterschied der Kon-
zentrationen zwischen den Zyklusphasen
festgestellt werden. Fiir die Auswertung der
Schweil3proben wurden 3 Probandinnen aus-
geschlossen. Auch hier gab es bei keinem der
identifizierten Stoffe signifikante Unterschie-
de zwischen den Zyklusphasen.

In den graphischen Darstellungen war bei
manchen Stoffen, wie beispielsweise bei
Aceton in der Ausatemluft, ein Trend einer
hoheren Konzentration um die Ovulation er-
kennbar.

Schlussfolgerung Diese Arbeit kann als
Grundlage fiir weitere Studien mit einem
grofleren Probandinnenkollektiv dienen, um
feststellen zu konnen, ob sich VOCs in der
Ausatemluft oder im Schweifl zur Bestim-
mung der fruchtbaren Phase eignen.

P13

Natriuretische Peptide beeinflus-
sen die prostatischen glatten
Muskelzellen und kénnten poten-
tielle Therapieoptionen fiir BPH
ohne negativen Einfluss auf die
Ejakulation sein

M. A. Kuchta', C. Rager', F. Wagenlehner?,

R. Middendorff'

'Institut fiir Anatomie und Zellbiologie, GielSen,
Germany; ?Klinik fiir Urologie, Kinderurologie und
Andrologie, Gielsen, Germany

Seit der Entdeckung der natriuretischen Pep-
tide (NPs; ANP, BNP, CNP) zwischen 1980
und 1990 wurden ihre Funktionen in vielen
Organen und Geweben gut beschrieben. Eine
hohe Konzentration von CNP wurde in den
ménnlichen Fortpflanzungsorganen wie der
Prostata gefunden. Dariiber hinaus wurden
hohe CNP-Konzentrationen auch im Semi-
nalplasma von Schweinen nachgewiesen.
Weitere Studien zur Funktion von NPs in der
Prostata fehlen jedoch. NPs wirken iiber zy-
klisches GMP (cGMP) Signalwege, die z. B.
die Relaxation von glatten Muskelzellen oder
die Zellproliferation regulieren. Dies konnte
fiir die Behandlung der benignen Prostata-
hyperplasie (BPH) von Interesse sein, da eine
Erhohung des Muskeltonus und die Zellpro-
liferation die Hauptveridnderungen bei dieser
Erkrankung sind. Hierfiir muss der hormonel-
le Einfluss von NPs auf den cGMP-Signalweg
und seine Bedeutung fiir die BPH untersucht
werden. Die Beeinflussung des ¢cGMP-Sig-
nalweges, wie z. B. iiber PDES-Inhibitoren
hat bereits gezeigt, dass es keinen negativen
Einfluss auf die Ejakulation gibt, wie es jedoch
bei Alpha-1-Rezeptorblockern, wie Tamsulo-
sin, der Fall ist. Zunichst konnten wir zeigen,
dass Komponenten des cGMP-Signalwegs,
z. B. die Rezeptoren fiir die natriuretischen
Peptide GC-A und GC-B, im menschlichen
Prostatagewebe und in kultivierten humanen
priméren prostatischen glatten Muskelzellen
(HPrSMCs) exprimiert werden. Interessan-
terweise war GC-B, der Rezeptor fiir CNP,
hoher exprimiert als der ANP- und BNP-Re-

zeptor GC-A. In Ubereinstimmung damit
fanden wir mittels cGMP-ELISA, dass CNP
mehr als ANP, die cGMP-Produktion in
HPrSMCs in einer dosisabhingigen Weise
aktiviert. Humane primére glatte Aortenmus-
kelzellen (HAoSMCs) wurden als Referenz-
zellen gemessen. Um die Auswirkungen der
NPs auf die Zellproliferation in einer kurz-
und langfristigen Weise zu zeigen, wurden
MTT-Assays durchgefiihrt. Fiir ein Ex-vivo-
Setup wurden einzelne Rattenprostatadriisen
isoliert und die Auswirkungen von NPs auf
die Kontraktilitdt dieser Driisen mittels Live-
Imaging untersucht. CNP (und ANP) konn-
ten die Kontraktionsfrequenz und den Mus-
keltonus signifikant senken. Somit konnten
natriuretische Peptide, die den Muskeltonus
und die Proliferation beeinflussen, vielver-
sprechende potentielle Medikamente fiir die
Behandlung der BPH sein.
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Kontraktionsfahige glatte Muskelzellen sind
in verschiedensten Organen an der Regula-
tion des Transports von Korperfliissigkeiten
beteiligt. Im minnlichen Reproduktionstrakt
umgeben kontraktile peritubuldre Muskel-
zellen (PTCs) das Keimepithel der Tubuli
seminiferi, in dem die Proliferation und
Reifung der Keimzellen zu Spermatozoen
erfolgt. Diese noch unbeweglichen Zellen
benotigen eine aktive Schubkraft, die sie
Richtung Rete testis befordert. Die Kontrak-
tilitdt der PTCs und ihre Regulation ist daher
wichtig fiir die ménnliche Fertilitit. Tubuli
seminiferi der Ratte enthalten die verschiede-
nen Spermatogenesestadien des Keimepithels
in aufeinanderfolgenden Abschnitten und
eignen sich daher fiir die Analyse regions-
spezifischer Unterschiede in der Funktion der
glatten Muskulatur.

In dieser Studie wurde erstmals ein FIJI-ba-
sierter Code etabliert, um ex vivo an isolier-
ten Tubuli seminiferi der Ratte die spontanen
Kontraktionen der Tubuluswand in Abschnit-
ten vor (Dark) und nach Spermiatio (Pale) zu
charakterisieren. Neben einer pixelgenauen
optischen Umwandlung zur Darstellung der
unterschiedlichen Kontraktionen wéihrend
der Live-Aufnahme, ermoglicht dieser Code
eine Quantifizierung und statistische Auswer-
tung dieser Bewegungen. Es zeigte sich ein
signifikanter Unterschied im schnellen spon-
tanen Kontraktionsverhalten der verglichenen
Dark- und Pale-Abschnitte. Nach Behand-
lung mit einem relaxierend wirkenden NO-
Donor zeigte sich unabhingig vom jeweiligen
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Spermatogenesestadium eine signifikante
Reduktion dieser spontanen Kontraktionen in
einem &dquipotenten Ausmal. Interessanter-
weise konnte tiber die Adaption des Codes
im Sinne einer Lingsschnittdarstellung kein
gerichteter Fluss des Lumeninhaltes vor oder
nach NO-Behandlung detektiert werden. Im
Gegensatz dazu zeigte sich nach Oxytocin-
Gabe eine koordinierte Kontraktion lingerer
‘Wandabschnitte, die einen gerichteten Trans-
port luminalen Inhaltes induzierte.

Auch in Hodentubuli aus humanen Biopsien
konnten unter Verwendung desselben Ex-
vivo-Aufbaus spontane Kontraktionen als
auch deren NO-induzierte Verinderungen
visualisiert werden.

Die beobachteten unterschiedlichen Kon-
traktionsmuster der PTCs konnten innerhalb
der Tubuli seminiferi diverse Funktionen
erfiillen. Wihrend lokale Kontraktionen und
NO-Effekte Spermatogenese-abhingig auf
das Keimepithel wirken konnen, hingt der
Transport der unbeweglichen Spermatozoen
im Tubuluslumen moglicherweise von einer
koordinierten Aktivitit der PTCs in groBeren
Tubulusabschnitten ab.
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Einleitung Im Jahr 2017 wurden 8,4 % der
Kinder in Deutschland vor der vollendeten
37. SSW und somit als Frithgeburt geboren
[1]. Weltweit werden bis zu 11 % der Kinder
zu frith geboren, was weitreichende Konse-
quenzen fiir die Kinder selbst, deren Familien
und das jeweilige Gesundheitssystem hat [2].

Ein Gestationsdiabetes ist ein bekanntes Ri-
siko fiir eine Frithgeburt [3]. Daher ist fiir
die Pridvention die friihzeitige Erkennung
und ausreichende Behandlung eines Ges-
tationsdiabetes bzw. eines Diabetes melli-
tus wichtig [4]. Bekannte demographische
Risikofaktoren sind hierfiir der Anstieg
des miitterlichen Alters in der Schwanger-
schaft und die damit verbundene erhohte
Privalenz eines Gestationsdiabetes [5]. Um
hier bei den Patienten eine Risikokonstel-
lation schon prikonzeptionell erkennen zu
konnen, erfolgt in unserem Zentrum bereits
parallel zur Sterilitdtsdiagnostik eine pra-
konzeptionelle Stoffwechseldiagnostik im
Rahmen unseres Stoffwechselkonzeptes [6].
Bei Glukosestoffwechselstorungen und einer
Insulinresistenz erfolgt die prikonzeptionelle
Intervention durch eine professionelle Ernih-
rungsberatung und Erndhrungsumstellung,
wenn notwendig auch eine diabetologische
Mitbehandlung mit Blutzuckerselbstmes-
sung, sowie der Start einer Metformin-Thera-
pie mit der ART-Behandlung.

Methodik Die Datenerhebung fiir Proferti-
lita erfolgte mittels des Auswertungseditors
von MedITEX. In diesem Programm wird die
gesamte elektronische Patientenakte gefiihrt.
Es wurden alle von 2012 bis 2018 durchge-
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fithrten IVF-, ICSI-, IVF/ICSI- und Auftau-
zyklen untersucht. Alle geborenen Einlinge
mit Dokumentation der SSW bei Geburt
wurden ermittelt. Aus dem Anteil der vor
Vollendung der 37. SSW geborenen Einlinge
wurde die Friihgeburtenrate berechnet. Die
Daten des Deutschen IVF-Registers (D-I-R)
wurden den jeweiligen Jahrbiichern entnom-
men. Die Friihgeburtlichkeit wurde fiir jedes
einzelne Jahr berechnet. Die Mittelwerte der
jéhrlichen Frithgeburtenraten, die Standard-
abweichungen und der Zweistichproben-t-
Test unter der Annahme gleicher Varianzen
mit a = 0,05 wurden mittels Excel errechnet.

Ergebnis Um einen moglichen Effekt unse-
res Stoffwechselkonzeptes auf die Friihge-
burtlichkeit in unserem Patientenkollektiv zu
bestimmen, wurden alle in unserem Zentrum
geborenen Einlinge in den Jahren 2012 bis
2018 (n gesamt Profertilita = 1008) unter-
sucht und der Anteil der vor der vollendeten
37. SSW geborenen Kinder (n < 37. SSW
Profertilita = 150) ermittelt. Diese Daten
wurden mit den Zahlen des D-I-R verglichen
(n gesamt D-I:R = 88554, n < 37. SSW D-I-R
= 18471). Die 7 Jahre ergeben eine Friihge-
burtlichkeit von 14,9 + 1,1 % bei Profertilita
und von 21,1 = 1,8 % beim D-I-R. Dieser
Unterschied ist signifikant (p < 0,01).

Schlussfolgerung Die ausgewerteten Daten
von 2012-2018 zeigen, dass mit 14,9 + 1,1 %
der Anteil an Frithgeburten bei Einlings-
schwangerschaften in unserem Patientenkol-
lektiv deutlich kleiner ist wie der im D-I-R re-
présentierte, deutschlandweite Durchschnitt
von 21,1 + 1,8 % frilhgeborenen Einlingen
nach ART-Behandlung. Diese Verringerung
der Friihgeburtlichkeit um den Faktor 1,5 re-
sultiert in einer Frithgeburtenrate, die deutlich
ndher an der der Gesamtbevolkerung ohne
ART-Behandlung liegt.

Es kann somit angenommen werden, dass
durch unser praxisinternes Stoffwechselkon-
zept und die dadurch resultierende effiziente,
prikonzeptionelle Stoffwechseltherapie zur
Behandlung des friihen GDM, ein entschei-
dender Beitrag zur Vermeidung einer Friih-
geburtlichkeit geleistet wird.
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Effect of mild a-chymotrypsin
treatment of highly viscous
semen samples on fertilization
rates

A. Schallmoser, N. Sanger
Universitétsklinikum Bonn, Bonn, Germany

Background Highly viscous semen reduces
sperm motility significantly and can contrib-
ute to infertility. When processing semen
samples, few techniques exist to induce lig-
uefaction in case of seminal hyperviscosity
such as different washing steps and mechani-
cal treatment. The use of a-chymotrypsin
seems controversial due to possible negative
effects on fertilisation rates after in vitro fer-
tilization (IVF). The main objective of this
study was to examine the influence of mild
a-chymotrypsin treatment of semen samples
on the fertilisation rate after artificial repro-
ductive treatment (ART).

Methods The fertilization rate of 52 ART
cycles was examined following IVF using a
low dose of a-chymotrypsin to induce lique-
faction of highly viscous semen and was com-
pared to a control group of 88 ART cycles.

Results There was no significant difference
in the fertilization rates of a-chymotrypsin
treated semen samples compared to the con-
trol group; pregnancy rates were unaffected.

Conclusions The use of mild a-chymo-
trypsin treatment of semen samples in case
of hyperviscosity does not appear to impact
negatively on the fertilization rates after ART
and could be regarded as an additional meth-
od to induce liquefaction of highly viscous
semen samples in IVFE.
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Kann SARS-CoV-2 durch Ejakulat
uibertragen werden? Ergebnisse
eines Pilotprojektes
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Studienfrage Ist SARS-CoV-2-RNA im
Ejakulat positiv getesteter ménnlicher Pro-
banden oder nach iiberstandener Infektion
mittels Real Time (RT) PCR nachweisbar?

Material und Methoden Neben Ejakulat
(WHO-Spermiogramm und SARS-CoV-2-
RT-PCR gegen einen Abschnitt des E-Gens
an nativer Probe und nach Dichtegradienten-
zentrifugation) wurde auch eine Blutprobe
zur Antikorperbestimmung mittels kommer-
ziellem ELISA (IgA und IgG) analysiert. 34
ménnliche Probanden konnten eingeschleust
werden und wurden in folgende Gruppen un-
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terteilt: a) Probanden in Rekonvaleszenz nach
mildem (kein stationdrer Aufenthalt) oder
moderatem (stationdrer Aufenthalt mit teil-
weise Oxygenierung) SARS-CoV-2-Krank-
heitsverlauf (n = 18 [n = 14 milde und n = 4
moderate Verldufe]; 8-54 Tage nach Symp-
tomende); b) Kontrollgruppe (kein positiver
Antikorpernachweis) (n = 14); c) akut an
SARS-CoV-2 erkrankte Probanden (n = 2).
Kein Proband wies Vorerkrankungen (z. B.
Bluthochdruck, Diabetes) gemidl Anamnese
auf. Das Ethikvotum der Uniklinik Diissel-
dorf (Studiennummer 2020-938) als auch die
Zustimmung der Probanden lagen vor.

Ergebnisse SARS-CoV-2-RNA konnte in
keiner Ejakulatprobe (nativ oder nach Dich-
tegradientenzentrifugation) mittels RT-PCR
nachgewiesen werden. Allerdings waren
sowohl das Ejakulatvolumen, die Spermien-
konzentration als auch die Motilitit gemif
WHO-Spermiogramm von Probanden nach
moderater SARS-CoV-2-Infektion gegen-
iiber dem Kontrollkollektiv und Probanden
mit mildem Krankheitsverlauf eingeschrénkt
(keine signifikanten Unterschiede in Alter
oder BMI unter den Gruppen).

Schlussfolgerung SARS-CoV-2 kann nicht
mittels Ejakulat iibertragen werden. Ein mil-
der SARS-CoV-2-Krankheitsverlauf scheint
keine bzw. geringe Auswirkungen auf die Ho-
den- und Nebenhodenfunktion in Bezug auf
die erfassten Spermiogrammparameter zu ha-
ben. Probanden mit einem moderaten Krank-
heitsverlauf als auch Probanden mit mildem,
aber fiebrigem Verlauf zeigten jedoch Ein-
schriankungen bei den Spermiogrammpara-
metern (Volumen, Konzentration, Motilitit).
Vermutlich sind diese Einschrinkungen auf
das aufgetretene Fieber kombiniert mit einer
langeren Krankheitsdauer bei den moderat er-
krankten Probanden zuriickzufiihren.
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Significance of the sperm DNA
fragmentation index (DFI) for
male fertility diagnostics

0. Vedrines, A. Mathwig, M. Stumm
Medicover Genetics, Berlin, Germany

Introduction A number of studies [1-3]
around the world showed a decrease in sperm
quality in men. Male infertility diagnostics
is mainly based on analysis of clinical his-
tory, physical examination, hormone tests
and sperm analysis. Sperm analysis involves
analyzing the concentration, motility and
percentage of normally formed sperm. These
are the three parameters that are routinely
assessed to choose the most appropriate as-
sisted reproductive technology (ART) for the
patient.

However, these parameters do not provide
complete information as they do not take into
account the analysis of another important pa-
rameter, the integrity of the DNA molecule in
the sperm head. For an optimal assessment of
sperm quality, this parameter should also be
evaluated, as a high level of DNA fragmenta-
tion in sperm has a detrimental effect on natu-
ral fertilization, successful implantation and

achievement of pregnancy following ART,
and is considered a risk factor for recurrent
miscarriage [4-6].

In our study, we analyzed whether the age
of the patients correlates with an increase in
DNA fragmentation in sperm and to what ex-
tent the DNA fragmentation correlates with
the values of other sperm parameters.

Material and Methods We compared the
data of standard sperm analysis and DNA
Fragmentation Index (DFI) of 715 patients
(2009 to 2021) from four different fertil-
ity centers. The DFI was assessed using the
Halosperm® Test from Halotech, which is an
indirect method to detect DNA strand breaks
based on Sperm Chromatin Dispersion (SCD)
technic. Using a chemical treatment that de-
naturates the DNA strands, each sperm shows
a special pattern of dispersion: Sperms with
low fragmentation present loops of DNA
spreading in the shape of a halo around the
head. Sperms with DNA fragmentation pre-
sent either a small halo or a clear outline
(no halo), depending on the level of dam-
ages. DAPI (4’,6-Diamidino-2-phenylindole)
stained sperms were analyzed using a fluo-
rescent microscope. 500 sperms/patient were
analyzed and the DFI was calculated. We
grouped the patients according to their DFI:
1) DFI < 15%: According to this DNA frag-
mentation level, it is assumed that pregnancy
with a fertile female partner can be achieved
by natural conception.

2) DFI between 16 and 29%: The DNA frag-
mentation starts to impact fertility and intra
uterine insemination (IUI) is recommended.
3) DFI > 30%: To achieve a pregnancy by nat-
ural conception with a fertile female partner
is unlikely and in vitro Fertilization (IVF) or
Intracytoplasmic Sperm Injection (ISCI) are
recommended.

We analyzed the normal distribution of each
parameter, performed t-tests to highlight the
significance of our results, and calculated the
correlation coefficient p to determine, which
sperm parameter is most impacted by the DFL.
Results There is a direct correlation bet-
ween the DFI and the age of the patients. The
DFlI increases significantly with patient’s age.
Patients with high DFI > 30% are on average
40 years old. In comparison, patients with
low and medium DFI categories have a me-
dian age of 36.5 and 38.5 years, respectively.
There is also a direct correlation between DFI
and the other routinely tested sperm para-
meters:

1) DFI increases significantly as sperm con-
centration decreases: mean concentrations
are 66.0 M/ml, 51.3 M/ml and 39.9 M/ml in
the low, medium and high DFI categories,
respectively.

2) DFI increases significantly as the percent-
age of normally formed sperm decreases: the
average percentages are 4.04%, 3.37% and
2.69% in the low, medium and high DFI cat-
egories, respectively.

3) DFI increases significantly when sperm
motility decreases: The average percentage
of motile cells is 52.1%, 43.3% and 32.4%
in the low, medium and high DFI categories,
respectively.

The motility parameter correlates best with
DFI: its correlation coefficient is —0.46, com-
pared to —0.25 and —0.21 for the percentage
of normally formed sperm and concentration,
respectively.

Finally, we analysed the correlation between
combined spermiogram parameters and the
DFI. Patients were divided into 4 groups ac-
cording to the number of abnormal spermio-
gram parameters:

Group 1: All 3 parameters are normal. 4.3%
of these patients have a DFI > 30%.

Group 2: One of 3 parameters is abnormal.
10.5 % of these patients have a DFI > 30%.
Group 3: Two of the 3 parameters are ab-
normal. 29.2 % of these patients have a DFI
>30%.

Group 4: All 3 spermiogram parameters are
abnormal. 47.6 % of these patients have a DFI
>30%.

Conclusions The DFI shows a direct cor-
relation to the age of the patients. Also, the
DFI shows a correlation to all 3 standard
spermiogram parameters, alone and in com-
bination.

Interestingly, 4% of patients with a normal
spermiogram and < 40 years show a high DFI
(> 30%). This highlights the fact that DNA
fragmentation analysis can provide additional
information that routine sperm analysis does
not.

Especially in patients with a normal spermio-
gram and unexplained fertility problems, the
DNA fragmentation index can serve as an
additional clinical biomarker. DFI analysis
allows a more detailed assessment of male
fertility. It can help to determine an indi-
vidual and appropriate fertility treatment or
explain previously unsuccessful therapeutic
approaches.
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Cryopreservation of sperm prior
and post-orchiectomy in patients
with testicular germ cell cancer -
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Background Testicular germ cell cancer
(TGCC) is the most frequent malignancy
among men aged 20-44 years. Many patients
have not fathered children yet when receiv-
ing the diagnosis. After being diagnosed, pa-
tients are scheduled for surgery very soon and
sometimes subsequent gonadotoxic therapies
are necessary. According to German and
EAU guidelines, semen cryopreservation for
fertility protection should be performed prior
to orchiectomy. Often patients have little time
to make a decision about family planning and
fertility protection before surgery. Thus, this
study aims at comparing semen parameters
before and after orchiectomy.

Patients and Methods After thorough po-
wer analysis (power = 80%, p < 0.05) we pro-
spectively recruited 25 TGCC patients who
performed semen cryopreservation at our
Centre between April 2019 and March 2021.
Study participation included, besides the re-
gular pre-surgery cryopreservation (TO), a
post-surgery visit within 8 weeks (T1) with
additional semen analysis (with or without
cryopreservation), physical examination,
blood sampling and ultrasound. The prima-
ry endpoint was the change in total sperm
count (ATSC) over the period of TO-T1. A
binominal test under the null hypothesis of
no clinically relevant change in TSC was
applied. A relative decrease of more than
50% was considered as relevant. Consecutive
analyses were performed using a Wilcoxon
signed rank test. The latter was applied for
sperm motility, vitality, semen volume and
concentration.

Results Of the 25 patients, 15 had a semi-
noma, and 8 had a non-seminoma of stage I or
II (2 unknown). 18 patients had a higher TSC
before orchiectomy (T0). Seven patients re-
vealed higher TSC after surgery (T1). Median
total sperm count was 52.8 Mill/ejac. before
and 26.5 Mill/ejac. after orchiectomy. There
was a decline of semen concentration from
17.6 Mill/ml to 6.3 Mill/ml and a decline in
motility a+b from 35% to 20% in median. The
binominal test did not result in a statistically
significant decrease in TSC (p = 0.69). The
Wilcoxon signed rank test showed a decrease
in sperm concentration (p = 0.004), motility
(p =0.004) and TSC (p = 0.083).

Conclusion Our findings indicate that se-
men cryopreservation should be performed
before orchiectomy. In most patients a de-
cline in semen parameters can be observed.
Thus, cryopreservation prior to surgery seems
mandatory in TGCC patients, especially with
initially reduced sperm production. However,
some patients have a higher total sperm count
after orchiectomy, indicating an individual-
ized additional potential for cryopreserva-
tion post-surgery. The current study with its
limited patient number, but relevant results,
forms the ideal starting point for a prospective
multicentre study to evaluate both the obliga-
tion for presurgical cryopreservation and the
identification of patient subgroups who could
benefit from additional post-surgery cryo-
preservation.
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Loss of profilin-3 impairs spermio-
genesis by affecting acrosome
biogenesis, autophagy, manchette
development and mitochondrial
organization
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Profilins (PFNs) are key regulatory proteins
for the actin polymerization in cells and are
encoded in mouse and humans by four Pfn
genes. PFNs are involved in cell mobility, cell
growth, neurogenesis and metastasis of tumor
cells. The testes specific PFN3 is localized in
the acroplaxome-manchette complex of de-
veloping sperm. We demonstrate, that PFN3
further localizes in the Golgi complex and
proacrosomal vesicles during spermiogen-
esis, suggesting a role in acrosome formation.
Using CRISPR/Cas9 genome editing we gen-
erated mice deficient for Pfn3. Pfn3” males
are sub-fertile displaying a type II-globo-
zoospermia. We revealed, that Pfn3” sperm
display abnormal manchette development
leading to an amorphous sperm head shape.
Additionally, Pfn3” sperm showed reduced
sperm motility resulting from flagellum de-
formities. We show, that acrosome biogenesis
is impaired starting from the Golgi phase.
RNA-seq analysis revealed an upregulation
of Trim27 and downregulation of Atg2a.
As a consequence mTOR was activated and
AMPK was suppressed resulting in the in-
hibition of autophagy. This dysregulation of
AMPK/ mTOR affected the autophagic flux
which is hallmarked by LC3B accumulation
and increased SQSTM1 protein levels. Auto-
phagy is involved in proacrosomal vesicle
fusion and transport to form the acrosome.
We conclude that this disruption leads to
the observed malformation of the acrosome.
TRIM?27 is the binding partner of PFN3, con-
firmed by co-immunoprecipitation of both
proteins from testis extracts. Further, actin
related protein ARPM1 was absent in the nu-
clear fraction of Pfn3 testes and sperm. This
suggests, that lack of PFN3 leads to destabi-
lization of the stable PFN3-ARPM1 complex
resulting in the degradation of ARPMI. In-
terestingly, in the Pfn3" testes, we detected
increased protein levels of essential actin
regulatory proteins, cofilin-1 (CFL1), cofi-
lin-2 (CFL2) and actin depolymerizing fac-
tor (ADF). Taken together, our results reveal
the importance for PFN3 in male fertility and
implicates this protein as a candidate for male
factor infertility in humans.
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Which parameter predicts the
probability of finding sperm in an
mMTESE sample best?
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Miinster, Deutschland

Introduction In case of azoospermia the
combination of microsurgical testicular
sperm extraction (mTESE) and intracytoplas-
mic sperm injection (ICSI) has become the
standard treatment in assisted reproduction.
However, predicting the potential retrievabili-
ty of spermatozoa in a cryopreserved mTESE
on the day of ICSI is still a major issue. Sever-
al clinical parameter as potential predictors
are being discussed in the literature; but it is
still unclear which parameter predicts sperm
outcome best.

Methods We retrospectively analysed 198
azoospermic patients who had a TESE-ICSI
at our department between the years 2009 and
2019. Patient data including hormonal values,
mTESE data including respective histologi-
cal analysis, and the number of spermatozoa
extracted from a small, pre-processed sample
(PPS) before freezing procedure were col-
lected. Moreover, we included the total sperm
number of 872 single mTESE tissue samples
thawed at time of TESE-ICSI into our analy-
sis. A multiple linear regression analysis us-
ing SPSS was performed to identify the best
predictor for sperm outcome on the day of
ICSI.

Results We found a significant (p = 0.01)
and strong (rs = 0.926) correlation of the
sperm count of the PPS and the corresponding
mTESE sample on the day of ICSI, indicating
that the PPS reflects very well the probability
of finding equal numbers of spermatozoa with
respect to the PPS on the day of ICSI. More-
over, the analysis of a histological specimen
using the Bergmann-Kliesch score correlated
very well with the occurrence of spermatozoa
in the PPS (rs= 0.729; p < 0.001). A multiple
linear regression analysis including hormonal
values like FSH, testosterone, age, BMI and
PPS revealed that FSH (p = 0.001) and PPS
(p < 0.001) had the highest predictive power
to forecast the occurrence of spermatozoa on
the day of ICSI. The amount of time needed
for sperm retrieval at ICSI decreased sig-
nificantly (p > 0.001) with increasing sperm
numbers from 13.8 min per spermatozoon to
2.16 min due to absolute sperm numbers in
PPS.

Conclusion Treatment options for azoo-
spermic patients are mostly related to the
ability to find spermatozoa on the day of
ICSI. Predicting the findable amount is of
utmost importance, not only for the IVF lab-
oratory searching for spermatozoa, but also
aids in counselling about the chances for the
respective couple already before the start of
TESE-ICSI therapy.
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Background In December 2019 the first
case of COVID-19 was reported and since
then several groups have already published
that the virus can be present in the testis.

Objective To study the influence of SARS-
CoV-2 in the dysregulation of the androgen
receptor (AR) level which may lead to fertil-
ity problems and induce germ cell testicular
changes in patients after COVID-19.

Design, Settings Formalin-Fixed-Paraffin-
Embedded (FFPE) testicular samples from
patients who died with or as a result of
COVID-19 (n = 8) compared with con-
trols (n = 6), inflammatory changes (n = 5),
seminoma without/without metastasis (n=10)
compared with healthy biopsy samples
(n = 3) were analyzed and compared via
gRT-PCR for the expression of miR-371a-
3p. Immunohistochemical analysis (IHC)
and ELISA for androgen receptor (AR) as a
target of miR-371a-3p were performed. Se-
rum samples of patients with mild or severe
COVID-19 symptoms (n = 34) were analyzed
for miR-371a-3p expression.

Results In 70% a significant upregulation
of the miR-371a-3p was detected in postmor-
tem testicular tissue samples, 75% showed a
reduced spermatogenesis. In serum samples
the upregulation of the miR-371a-3p was also
detectable.

Conclusion Dysregulation of the AR is as-
sociated with infertility and, in addition may
trigger malignant transformation of intratu-
bular germ cell neoplasia, unclassified type
(IGCNU) germ cells leading to the devel-
opment of testicular germ cell tumors as a
possible late onset complication after SARS-
CoV-2 infection. Further study have to con-
firm our findings to evaluate if reconvalescent
men younger than 50 years need regular uro-
logical examinations probably accompanied
with the analysis of serum for miR-371a-3p
expression.
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Two groups of OAT syndromes -
special receptor responsible for
successful Tamoxifen therapy?
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Introduction Infertility is a major condition
worldwide with approximately 70 million
men suffering from this condition. Frequently,
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sperm quality is a big problem. There are sev-
eral different abnormal pathological ejaculate
syndromes; however, the Oligoasthenotera-
tozoospermia (OAT) syndrome is the most
common one. In cases of fertility problems
due to the OAT syndrome, 61% of patients
can be treated with Tamoxifen. Nevertheless,
in 39% of the treated Tamoxifen patients the
therapy fails.

Methods We analyzed n = 18 OAT syn-
drome ejaculates and n = 15 Normozoosper-
mic ejaculates according to the expression of
different receptors via Western Blot as well as
immunofluorescence.

Results In 45% the postulated receptor
was expressed. OAT syndrome sperm with
no postulated receptor presence shows the
prescencs of an other receptor. In sperm from
normozoospermic patients, the postulated
receptor was detectable but not the second
one, in teratozoospermic sperms the situation
was vice versa. The ET-1 expression, evalu-
ated via ET-1 specific ELISA, in sperms from
OAT patients ET-1 level was significantly
lower in comparison to sperms from normo-
zoospermic patients.

Conclusion Since it is known from litera-
ture that Tamoxifen treatment induces in-
creasing ET-1 levels, ET-1 sperm levels were
analyzed via ELISA showing significantly
lower levels in OAT syndrome compared to
normozoospermic. Due to the treatment with
Tamoxifen, the ET-1 levels in ejaculates in-
crease and therefore the presence of the spe-
cial receptor increases as well which seems
to be necessary for normal sperm appearance,
number and movement. Increasing ET-1 lev-
els are responsible for decreasing NO (nictric
oxide) levels, which regulate the postulated
receptor. Concluding this, patients with a
decreased presence of the special receptor in
sperms can be the target group for successful
Tamoxifen treatment.
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Establishment and analysis of a
Protamine-1-deficient mouse line
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During spermiogenesis histones are replaced
by protamines, which leads to hyperconden-
sation of the chromatin and transcriptional
silencing in sperm. Thereby the paternal ge-
netic material is protected. In mice and men
Protamine-1 (Prm1) and Protamine-2 (Prm2)
are expressed in a species-specific ratio. In
human, alteration of this ratio has been cor-
related to male sub- or infertility.

Our group has shown that in mice loss of
Prm2 triggers a reactive oxygen species
(ROS)-induced destruction cascade during
epididymal transit, which ultimately renders
male mice infertile. Loss of one allele of
Prm?2 causes no pathomorphological effect.

Here, we used CRISPR/Cas9-based gene-
editing to generate Prml-deficient mice to
analyze the consequences of loss of Prm1.

Prm1-- males are sterile. Loss of one allele of
Prm1 (Prm1*") renders males subfertile.

The testis/body weight ratio is not signifi-
cantly different between Prm1-deficient and
WT mice. Spermatogenesis appears normal
in Prm1*" and Prm1” males.

However, epididymal sperm counts are re-
duced for Prm1” males compared to Prm1*"
and WT males. Prm1” males show a defect
sperm membrane integrity. Sperm from
Prm1* males show a 65% reduction in mo-
tility compared to WT sperm. Prm1” sperm
are completely immotile. While DNA from
Prm1* epididymal sperm is mainly intact,
DNA from Prm17 sperm is degraded into frag-
ments. Prm17 sperm show defective chroma-
tin hypercondensation, detachment of the cell
membrane and impaired acrosome integrity.
Further, Prm1” sperm lose the typical hooked
head shape. 3’-mRNA sequencing of the whole
testis showed transcriptional deregulation/
impaired transcriptional silencing in Prm1”
compared to Prml* and Prml** samples.
Chromomycin A3 (CMA3) staining revealed
a global impairment of protamination already
in Prm1*- sperm. In comparison approx. 30%
of Prm2* sperm stained positive for CMA3.
Staining against 8-OHdG detected, like in
Prm2" sperm, increased ROS-induced DNA
damage in Prm1” sperm compared to Prm1*
and WT sperm. Lastly, unprocessed PRM2 was
detected in the nuclear protein fraction isolated
from Prm1*" and Prm1" epididymal sperm.

Interestingly, Prm1*" males are subfertile
already, while Prm2*- males remain fertile.
This suggests that loss of one allele of Prml
cannot be fully compensated. Transmission
electron microscopy- based analyses revealed
that DNA of Prm1* and Prm2*" sperm ap-
peared electron dense with intact chromatin.

This raises the question as to why the Prm1+"
males are subfertile. Prm1*- sperm display
impaired protamination and a defect in pre-
PRM?2 processing. This could lead to uncoor-
dinated gene-silencing, defective chromatin
hypercondensation and potential loading of
Prm?2 precursors to the DNA resulting in fail-
ure of proper sperm function.
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Sperm require the activity of the sperm-
specific Ca2* channel CatSper (cation chan-



nel of sperm) to break through the egg coat.
Consequently, men suffering from a loss of
CatSper function are infertile and their sperm
also fail to fertilize the egg upon IUI and IVF
treatment. CatSper-deficient patients can only
father a child using ICSI.

However, a loss of CatSper function does not
affect the production, basal motility, or mor-
phology of sperm and, thus, escapes state-of-
the-art semen analysis — CatSper-deficient
patients are ‘“normozoospermic”. Therefore,
affected patients are prone to experience fail-
ing cycles of assisted reproductive treatment
— if the infertility is identified at all.

To close this diagnostic gap, we have devel-
oped the prototype of a novel laboratory test
to assess the function of CatSper in semen
samples from patients undergoing semen
analysis. Using this “CatSper-Activity-Test*
in a pilot study, we identified nine patients suf-
fering from a loss of CatSper function caused
by deletions and/or mutations of CATSPER
genes. According to standard semen analysis,
the majority of these CatSper-deficient pa-
tients are normozoospermic, feature no other
pathological condition, and were “diagnosed”
as idiopathic infertile. The CatSper-deficient
sperm from these patients were character-
ized with a battery of techniques, including
motility analysis, electrophysiology, Ca*-
fluorimetry, and 3D-STORM. We show that
CatSper-deficient sperm indeed fail to hy-
peractivate and penetrate the egg coat, and
that the homozygous deletion of CATSPER2
represents the most common genetic cause
underlying a loss of CatSper function. More-
over, we propose that the loss of CatSper
function is among the most frequent causes
of total fertilization failure in classical IVF.

With a hands-on-time of only a few min-
utes and no special equipment or training
required, the CatSper-Activity-Test is suited
for a seamless integration into every andro-
logical laboratory. Therefore, in the form of
a designated in-vitro-diagnostic test, we en-
visage the CatSper-Activity-Test as a novel,
powerful tool for the early diagnosis of male
infertility and an evidence-based treatment
decision in assisted reproduction.

Sexualmedizin, Varia
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Validierung des Fragebogens
I-Transqol zur Erhebung der Le-
bensqualitat von Trans*personen
unter geschlechtsangleichender
Hormontherapie
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Universitétsklinik fir Gynékologische Endokrinologie
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Innsbruck, Innsbruck, Osterreich

Einleitung Viele Trans'personen sind so-
wohl aufgrund ihrer Geschlechtsdysphorie
als auch Diskrimierung einer starken psy-
chischen Belastung ausgesetzt. Mit dem Fra-
gebogen iTransQol wird ein valides Mess-
instrument zur Erhebung der Lebensqualitit

von Trans“personen vor und wihrend einer

geschlechtsangleichenden Hormontherapie
entwickelt.
Methoden Entsprechend  internationaler

Guidelines umfasst die Fragebogenent-
wicklung mehrere Stufen: (1) systematische
Literaturrecherche und strukturierte Inter-
views mit Patient'Innen und Behandler'innen
zur Identifikation zentraler Problembereiche
(,,Issues”), (2) Umwandlung der Issues in
Fragebogenitems fiir eine vorldufige Fra-
gebogenversion, (3) Vorab-Testung des
provisorischen Fragebogens und (4) breite
psychometrische Testung des Fragebogens.
Die ersten 3 Phasen der Entwicklung hat der
Fragbogen bereits durchlaufen, aktuell befin-
det sich diese prospektive Studie in Phase 4.
Der Fragebogen wird anhand der Befragung
von n = 200 Trans“personen und n = 200 Cis-
personen als Kontrollgruppe validiert. Als ex-
terne Validitdtskriterien werden drei weitere
Fragebogen verwendet, der SF-36 (korperli-
che und mentale Lebensqualitit), der PHQ-9
(Depressivitit) und der GAD-7 (Angst).

Resultate Im Zuge der Literaturrecher-
che wurden 64 Issues (44 allgemein, 20
geschlechtsspezifisch) identifiziert und in
Itemformate umgewandelt. In den kognitiven
Interviews wurden die Issues hinsichtlich der
jeweiligen Relevanz, Bedeutung und Ver-
stiandlichkeit sowie Redundanz bzw. fehlende
Inhalte beurteilt. Basierend auf den Bewer-
tungen der Teilnehmer'innen, wurden die 64
Items auf insgesamt 38 Items reduziert. Auf-
grund der Vorab-Testung wurde ein weiterer
Item entfernt.

Schlussfolgerung Der Fragebogen soll in
Phase 4 in seiner endgiiltigen Fassung vali-
diert werden, um ein Werkzeug zu erstellen,
das mit einer kurzen und prégnanten Abfrage
das Wohlbefinden der Trans*personen unter
geschlechtsangleichender  Hormontherapie
widerspiegeln kann.
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., Failures (with some successes) of assisted
reproduction and gamete donation pro-
grams*“ lautet der (etwas provokative) Titel
eines Artikels 2013 in der Fachzeitschrift
Human Reproduction, in dem der Fokus — an-
ders als sonst iiblich — auf den Misserfolgen
der Reproduktionsmedizin liegt. In der hier
vorliegenden Ubersicht sollen zunichst die
Erfolgschancen der assistierten Reproduktion
(ART) einer kritischen Betrachtung unter-
zogen werden, bezogen auf die kumulative
Lebendgeburtenrate. Es folgen dann die Stu-
dienergebnisse zur Lebensqualitit ungewollt
kinderlos gebliebener Paare. AbschlieSend
werden Beispielinterventionen der psycho-
sozialen Kinderwunschberatung aufgezeigt
sowie wichtige Hinweise fiir Arztinnen und
Arzte gegeben, falls die ART erfolglos blei-

ben sollte. Optimismus ist sicherlich keine
zwingende Voraussetzung zum Start einer re-
produktionsmedizinischen Behandlung: Das
ist ein Mythos. Von daher sollte bereits beim
Erstgesprach im Kinderwunschzentrum der
,Plan B* aktiv durch den Reproduktionsme-
diziner unbedingt angesprochen werden. Die
Aussicht definitiver Kinderlosigkeit ist eine
gefiihlsméBig herausfordernde Vorstellung,
das Thema sollte aber kein Tabuthema sein,
weder fiir das Paar noch fiir den Arzt.
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Sexual and reproductive health
in transgender and non-binary
gender individuals during the
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Background Preliminary research shows
a substantial impact of the COVID-19 pan-
demic on sexual health and the desire for own
parenthood [1]. Since published research
suggests that gender minorities are at a
higher risk of experiencing negative changes
in mental health [2], we studied sexual and
reproductive health as indicators for mental
wellbeing in transgender individuals during
the COVID-19 pandemic.

Methods An anonymous nationwide online
survey was conducted among transgender and
non-binary individuals in Germany during the
first COVID-19 lockdown from April 20" to
July 20", 2020. Demographic variables and
self-report measures of sexual health and mo-
tives for and against having a child (including
questions from Sexual Behavior Questionnaire
(SBQ-G)) were collected. The questions items
refer to the time “since the pandemic began”.

Results A total of 197 participants were
included: (I) Transgender men (n = 102,
51.8%), (II) Transgender women (n = 64,
32.4%), (III) Non-binary gender identities
(n = 31, 15.8%). Approximately two-third
of the study population indicated a desire for
own children. 45.6 % would like to have two
children (n = 90). 66.5 % (n = 131) reported
no change in their desire for own parent-
hood since the COVID-19 pandemic. 22.8 %
(n=45) stated an increase and 4.1 % (n=8) a
decrease in their desire for own children. The
motives for and against having a child did not
differ from cis*gender individuals. During
the COVID-19 pandemic the average weekly
frequency of masturbation increased signifi-
cantly compared to the time before the pan-
demic (p < 0.05). In contrast, sexual contacts
did not change significantly since the pan-
demic. Furthermore, all study groups showed
an increase in satisfaction with the frequency
of sexual contacts since the COVID-19 pan-
demic. Moreover, the level of sexual arousal
and capability to enjoy sexual intercourse or
masturbation increased significantly in all
study groups during quarantine compared to
the time before the pandemic.
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Conclusion During the COVID-19 pan-
demic, intense social restrictions and physi-
cal distancing measures have been imple-
mented. Several studies show that mental
and sexual wellbeing as well as the motives
for and against having a child has been af-
fected since the pandemic. This is the first
study for Germany to examine reproductive
health of the particularly vulnerable group of
gender minorities. The findings suggest that
during a pandemic, as is now the case in the
COVID-19 pandemic, sexual and reproduc-
tive health care should be provided, espe-
cially for sexual minority groups.
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Weibliche Infertilitat und
MAR: IUI, IVF, ICSI, natiir-
licher und stimulierter Zy-
klus
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Einleitung Das humane Choriongonado-
tropin (hCG) ist ein schwangerschaftsspezi-
fisches Hormon, das hauptsichlich von Syn-
cytiotrophoblasten gebildet wird. Friihestens
eine Woche nach der Befruchtung ist es im
Serum der Mutter nachweisbar und wird als
diagnostischer Test zum Schwangerschafts-
nachweis verwendet.

Nach einer Behandlung mittels assistierter
reproduktionsmedizinischer Therapie (ART)
wird das hCG zu einem standardisierten Zeit-
punkt nach dem Embryotransfer (ET) im
Serum bestimmt, um eine Schwangerschaft
festzustellen. Hierbei zeigen sich mitunter
grofle Schwankungen der Werte. Die Bedeu-
tung dieser Schwankungen ist bislang noch
unklar. Studien lassen vermuten, dass erhohte
Werte von hCG in der Frithschwangerschaft
auf ein erhohtes Risiko fiir Schwanger-
schaftskomplikationen hinweisen konnen.
Ziel dieser Studie war zu untersuchen, ob ein
hoher hCG-Wert 11 Tage nach ET mit einem
schlechteren Schwangerschaft-Outcome as-
soziiert ist.

Material und Methoden In dieser retro-
spektiven Studie wurde der hCG-Wert am
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Tag 11 nach ET mit den Werten des Ersttri-
mestertests und dem Outcome der Schwan-
gerschaft verglichen. Eingeschlossen wur-
den alle Patientinnen, die im Zeitraum vom
2014-2019 an der Klinik fiir Gynédkologische
Endokrinologie der Uniklinik Innsbruck eine
ART-Behandlung mit Single-Embryotrans-
fer (sET) erhalten haben, zum Zeitpunkt der
Datenerhebung zwischen 18 und 45 Jahren
alt waren und bei welchen ein positiver hCG-
Wert nachgewiesen wurde. Die Ausschluss-
kriterien wurden definiert als das Vorliegen
einer Mehrlingsgraviditit, ,,Vanishing-twin®
und einer Extrauteringraviditit.

Ergebnisse Bei einem Kollektiv von insge-
samt 638 Patientinnen kam es bei 202 Patien-
tinnen zu einem Abort, bei 436 Patientinnen
stellte sich eine vitale Schwangerschaft ein.
In der statistischen Auswertung zeigte sich
ein signifikanter Unterschied (p < 0,001)
zwischen den beiden Gruppen beziiglich des
hCG-Wertes am Tag 11 nach ET (Abort: 212
+ 191 U/L, vitale Schwangerschaft 358 +
218). Die ROC-Analyse ergab bei einem Cut-
off-Wert des hCG von 18 U/I, 100-%-Sen-
sitivitdt filir eine gestorte Graviditit. Eine
Einteilung des hCG-Wertes in 3 Gruppen
(< 15., 15.-85., > 85. Perzentile) wurde fiir
weitere statische Analysen angewendet. Im
Ersttrimesterscreening zeigten sich beziig-
lich der Parameter hCG (p = 0,200), PAPP-A
(p =0,358) und PI der A. uterina (p = 0,082)
im Gruppenvergleich hohere Werte bei initial
erhohtem hCG. Die Unterschiede waren je-
doch nicht signifikant. Ein signifikanter Un-
terschied im Gruppenvergleich beziiglich der
Schwangerschaftskomplikationen ergab sich
im Auftreten einer Praeklampsie (p = 0,025)
und eines HELLP-Syndroms (p = 0,025). Ein
hoherer Ausgangwert von hCG konnte mit
diesen Komplikationen assoziiert werden.
Die Analyse der miitterlichen und kindlichen
Geburtskomplikationen zeigte keine signifi-
kanten Unterschiede.

Diskussion Erhohte erste hCG-Werte nach
ET scheinen mit einigen Schwangerschafts-
komplikationen assoziiert zu sein und stellen
damit moglicherweise einen Risikomarker
fir Plazentationsstorungen dar. Von Kkli-
nischer Bedeutung bei der Betreuung von
IVF-Patientinnen ist zudem der ermittelte
Cut-off-Wert des hCG-Wertes von 18 U/,
hCG-Werte < 18 U/I deuten hierbei auf eine
gestorte Graviditit hin.

Unsere Ergebnisse erlauben moglicherweise
eine frithe Identifizierung von Risikoschwan-
gerschaften und in der Folge den fritheren
Einsatz von therapeutischen Optionen wie
beispielsweise Acetylsalicylsdure zur Pri-
vention von Plazentationsstérungen (z. B.
Priaeklampsie).
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Einleitung Die in der Literatur beschriebe-
nen Schwangerschaftsraten nach Ovulations-
induktion (OI) und intrauteriner Insemination
(IUI) sind sehr heterogen. Es wurden ver-
schiedene pridiktive Faktoren beschrieben,
dennoch ist bisher kein klinisches Hilfsmittel
verfiigbar, das diese Faktoren kombiniert und
eine Vorhersage der Schwangerschaftschan-
cen eines Paares durch OI und IUI ermog-
licht.

Methoden Im Rahmen einer retrospektiven
Kohortenstudie wurden 1437 IUI-Zyklen
ausgewertet, die zwischen 2009 und 2017
bei 758 Paaren an einem universitdren re-
produktionsmedizinischen Zentrum durchge-
fiihrt wurden. Eingeschlossen wurden Frauen
zwischen 18 und 45 Jahren, bei denen nach
einer Stimulation mit Clomiphen und/oder
Gonadotropinen oder im natiirlichen Zyklus
eine OI und eine homologe IUI erfolgt war.
Das primére Outcome war Schwangerschaft,
definiert als positives humanes Choriongo-
nadotropin (hCG) 12-14 Tage nach der UL
Der IUI-Erfolg wurde sowohl als Schwanger-
schaftsrate pro Zyklus als auch kumulativ pro
Paar berechnet. Parameter, die als pradiktive
Faktoren in Betracht gezogen wurden, um-
fassten weibliches Alter und Body-Mass-
Index (BMI), Anti-Miiller-Hormon (AMH),
weibliche Infertilititsdiagnose und Gesamt-
zahl der beweglichen Spermien (;total pro-
gressive motile sperm count®, TPMSC). An-
hand der Resultate wurde unter Verwendung
eines multivariablen Continuation-Ratio-Mo-
dells ein préadiktiver Score entwickelt.

Resultate In unserem Kollektiv lag die
Schwangerschaftsrate pro Zyklus bei 10,9 %
und kumulativ bei 19,4 %, vergleichbar mit
den in der Literatur beschriebenen Raten. Die
meisten Paare lieBen 1-3 [UI-Zyklen durch-
fiihren, wihrend sich nur 56 (7,4 %) 4 oder
mehr Zyklen unterzogen. In einer multivaria-
blen Analyse war die Schwangerschaftswahr-
scheinlichkeit negativ mit einem weiblichen
Alter > 35 Jahren (Odds-Ratio [OR] 0,63,
95-%-Konfidenzintervall [CI]: 0,41-0,97;
p = 0,034), Endometriose, unilateralem Tu-
benfaktor oder anatomischen Malformatio-
nen im Vergleich zu anovulatorischer Inferti-
litdt oder ohne weibliche Infertilitdtsursache
(OR 0,54, 95-%-CI: 0,33-0,89; p = 0,016),
AMH < 1 ng/ml (OR 0,50, 95-%-CI 0,29—
0,87; p = 0,014), und TPMSC < 5 Mio (OR
0,47, 95-%-CI: 0,19-0,72; p = 0,004) assozi-
iert. Auf der Basis dieser Ergebnisse wurde
ein klinischer Score entwickelt, der von O bis
5 reicht und die Schwangerschaftsrate pro
Zyklus vorhersagt. In unserer Kohorte hatten
Paare mit einem Score von 5 nach 3 IUI-Zy-
klen eine kumulative Schwangerschaftswahr-
scheinlichkeit von knapp 45 %, wihrend Paa-
re mit einem Score von 0 nach 3 Zyklen eine
Wabhrscheinlichkeit von nur 5 % erreichten.

Schlussfolgerung [UI-Erfolgsraten variie-
ren stark anhand der Eigenschaften des Paa-
res. Der von uns entwickelte, einfach anwend-
bare klinische Score unterstiitzt Arzte bei der



Einschidtzung der Schwangerschaftschancen
eines Paares mittels OI und IUI und ermog-
licht eine evidenzbasierte und individuelle Be-
ratung. Um die Generalisierbarkeit des Scores
zu priifen, sollten Validierungsstudien in an-
deren Kohorten durchgefiihrt werden.
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nach Auftauzyklen mit und ohne
Corpus luteum

. Waschkies', L. Kroning', T.Schilf, A. Chandra®,

C. Schippert', D. Tépfer, Y. Ziert',

£ von Versen-Héynck!

'"Medizinische Hochschule Hannover, Hannover,
Deutschland; ?Kinderwunschzentrum Langenhagen
und Wolfsburg MVZ, Langenhagen, Deutschland;
3Kinderwunsch-Zentrums Deutsche Klinik Bad Miin-
der, Bad Miinder, Deutschland

Hintergrund Heutzutage nimmt der Trans-
fer kryokonservierter Embryonen einen
hohen Stellenwert im Rahmen von Kinder-
wunschbehandlungen ein. Aktuelle Beob-
achtungsstudien legen nahe, dass es abhingig
vom Behandlungsprotokoll Unterschiede im
maternalen und neonatalen Outcome nach
Auftauzyklen geben konnte. Unsere Studie
analysierte, ob sich die Haufigkeiten ausge-
wihlter maternaler und neonataler Outcomes
nach Auftauzyklen ohne Corpus luteum-
(CL-) Entwicklung im Vergleich zu Zyklen
mit CL-Entwicklung unterscheiden, um Zu-
sammenhénge zwischen dem Fehlen des CL
und unerwiinschten Schwangerschaftsoutco-
mes aufzudecken.

Methoden In unsere retrospektive Be-
obachtungsstudie sind Daten aller zwischen
1997 und 2019, an 3 niederséchsischen Kin-
derwunschzentren, durchgefiihrten Auftau-
zyklen eingeflossen (n = 8700). Unser finales
Studienkollektiv umfasste 2 Patientinnen-
kohorten mit Lebendgeburten von Einlingen
(0 CL-Kohorte [Embryotransfer im artifi-
ziellen Zyklus, n = 114] und > 1 CL-Kohorte
[Embryotransfer im (modifiziert) natiirlichen
oder stimulierten Zyklus, n = 68]). Die Studi-
enteilnehmerinnen fiillten einen Fragebogen
zum Schwangerschafts- und Geburtsverlauf
aus. Aus den zugesandten Geburtsakten der
jeweiligen Krankenhduser wurden Daten zu
maternalen und neonatalen Verldufen extra-
hiert und validiert. Um den statistischen Zu-
sammenhang zwischen den Outcomes und
dem Fehlen des CL zu analysieren, wurden
multivariable logistische und lineare Regres-
sionsmodelle berechnet. Ubereinstimmungen
zwischen den Selbstauskiinften der Teilneh-
merinnen und den validierten Diagnosen der
Behandlungsakten wurden durch die Berech-
nung von Cohen’s Kappa bestimmt.

Ergebnisse Das Risiko, eine hypertensive
Schwangerschaftserkrankung zu entwickeln,
war in der Kohorte mit Embryotransfer ohne
CL im Vergleich zu Transferen mit CL gestei-
gert (aOR 5,56, 95-%-CI: 1,12-27,72). Die
Geburtsgewichte und Gewichtsperzentilen
waren dariiber hinaus in der 0-CL-Kohorte si-
gnifikant hoher. Das Fehlen des CL zeigte sich
als Pridiktor fiir ein hoheres Geburtsgewicht
(adjustierter Koeffizient B 179,74, 95-%-CI:

13,03-346,44) sowie fiir hohere Gewichtsper-
zentilen (adjustierter Koeffizient B 10,23, 95-
9%-ClI: 2,28-18,40). Dies galt insbesondere fiir
weibliche Neugeborene innerhalb der 0-CL-
Kohorte. Die Ubereinstimmung zwischen den
Selbstauskiinften der Teilnehmerinnen im
Fragebogen und den Diagnosen aus den me-
dizinischen Behandlungsunterlagen war mit
Ausnahme der Hypertonie (x = 0,38) in den
iiberwiegenden Fillen grof3.

Schlussfolgerungen Trotz niedriger Fall-
zahlen untermauert diese Studie Beobach-
tungen zu einer potentiellen Assoziation zwi-
schen dem Fehlen des CL in Auftauzyklen
und unerwiinschten maternalen bzw. neona-
talen Outcomes. Die in den vergangenen Jah-
ren beschriebenen hoheren Geburtsgewichte
und die hohere Anzahl makrosomer Neuge-
borener nach Kryo-Zyklen im Vergleich zu
frischen IVF-Embryotransferen konnen mog-
licherweise auch mit dem Fehlen eines CL in
artifiziellen Auftauzyklen zusammenhéngen.
Weiterfithrende Untersuchungen sind nétig,
um die Kausalitit zu verifizieren (z. B. RCT)
und zugrundeliegende Mechanismen, wie
z. B. den Einfluss fehlender CL-Hormone, zu
erforschen.
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MicroRNAs are small, non-coding RNAs
regulating the translation of their respective
target genes. Extracellular circulating micro-
vesicle-bound microRNAs can be detected in
various body fluids including blood, and can
be utilized as markers of pathophysiological
and physiological changes. During the initia-
tion and duration of a pregnancy, the embryo
and the placenta induce changes in the circu-
lating microRNA patterns of the mother. Aim
of this study was the analysis of the expres-
sion of different previously trophoblast-anno-
tated microRNAs during the early pregnancy
following ART treatment.

We isolated total RNA from the serum of 51
patients undergoing ART treatment at differ-
ent time points (day 8 of hormonal stimulation
as baseline; two weeks after embryo transfer
(ET); three weeks after ET and six weeks after
ET). The serum levels of miR-27b, miR-141,
miR-191, miR-222, miR-433, miR-593, the
miR-372/373 cluster, miR-411 and miR-539¢
were measured via quantitative PCR using
miR-16 expression as internal reference.

All microRNAs were detectable in the serum
of ART patients to different extents, with
miR-593, miR-411 and miR-539¢ exhibiting
the lowest expression. In bivariate correlation
analyses on baseline, levels of miR-141 and
miR-433 (rfS =0.51; p < 0.001), miR-191 and
miR-539 (S = 0.36; p = 0.01) and miR-222
and miR-433 (S = 0.39; p = 0.005) were
significantly associated, pointing towards
a co-regulation of these microRNAs during
follicle stimulation. Two weeks after ET,
increased circulating miR-141 levels were

significantly associated with a pregnancy
(p=0.03; Mann-Whitney U test). Eight weeks
after ET, no further association between cir-
culating microRNAs and pregnancy could be
detected. Furthermore, decreased miR-222
and miR-539 levels on the second week after
ET were associated with an increased risk of
later miscarriage (p = 0.015 and 0.01, Mann-
Whitney U-test).

In conclusion, miR-141 serum levels may
serve as indicator of an ongoing implantation
during ART. Circulating microRNAs miR-
222 and miR-539 may be an early indicator of
a miscarriage. Further studies are necessary
to validate these results.
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Hohere klinische Schwanger-
schaftsrate nach Verabreichung
eines Oxytocin-Rezeptor-Antago-
nisten bei einer Embryoneniiber-
tragung: Eine systematische
Ubersichtsarbeit und Metaanaly-
se von 11 randomisierten Studien

K. Neumann', G. Griesinger?

'Praxisklinik Kinderwunsch Fleetinsel, Hamburg,
Deutschland; ?Universitéres Kinderwunschzentrum
Liibeck, Liibeck, Deutschland

Hintergrund Uterine Kontraktionen werden
als eine mogliche Ursache fiir ein Implanta-
tionsversagen nach Embryoneniibertragung
im Rahmen einer assistierten Reproduktion
beschrieben. Als ein therapeutischer Ansatz-
punkt zur Erhohung der Lebendgeburtenrate
pro Embryoneniibertragung sind daher ver-
schiedene Oxytocin-Rezeptor-Antagonisten
in randomisierten klinischen Studien unter-
sucht worden.

Methode Verschiedene Literaturdatenban-
ken wurden nach randomisierten klinischen
Studien, die eine Verabreichung von einem
Oxytocin-Rezeptor-Antagonisten vor, wih-
rend oder nach einer Embryoneniibertragung
versus Plazebo/nil untersucht haben, durch-
sucht. Es wurde eine Meta-Analyse von ag-
gregierten Daten nach standardisierter Vorge-
hensweise durchgefiihrt. Alle Ergebnisse sind
pro randomisierter Patientin dargestellt. Es
wurde eine Sensitivititsanalyse zur Studien-
qualitdt, Art des Medikaments und Tag der
Embryoneniibertragung durchgefiihrt.

Ergebnisse Die elektronische Literatur-
suche zeigte n = 11 randomisierte klinische
Studien (RCTs), die in die Auswertung
eingeschlossen werden konnten. Das unter-
suchte Medikament war Atosiban in n = 7,
Barusiban in n = 1 und Nolasiban in n = 3
Studien, welches jeweils intravends, subku-
tan oder per os appliziert wurde. Relevante
Heterogenitidt zwischen den Studien waren
die Patientinnenpopulation (Endometriose,
Patientinnen mit Implantationsversagen), Art
des Behandlungszyklus (Frisch- oder Auftau-
zyklus), Medikamentenart und methodische
Validitit. Die Lebendgeburtenrate war hoher
bei Frauen, die einen Oxytocin-Rezeptor-An-
tagonisten zur Embryoneniibertragung ver-
abreicht bekommen hatten (relatives Risiko:
1,09, 95-%-CI: 0,98-1,20; p = 0,11, 12 =
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25 %, n = 5 Studien, n = 2765) wie auch die
klinische Schwangerschaftsrate (relatives Ri-
siko: 1,31, 95-%-CI: 1,13-1,51; p = 0,0002,
12 = 61 %, n = 11 Studien, n = 3,611). Eine
Sensitivitdtsanalyse unter Einschluss von Stu-
dien mit geringem Risiko fiir systematische
Verzerrung bestitigte eine hohere klinische
Schwangerschaftsrate fiir Patientinnen, die
einen Oxytocin-Rezeptor-Antagonisten ver-
abreicht bekommen hatten (relatives Risiko:
1,11, 95-%-CI: 1,01-1,22; p=0,03,12 =5 %,
n=>5RCTs, n =2765).

Schlussfolgerung Die Verabreichung von
Oxytocin-Rezeptor-Antagonisten zur Em-
bryonentiibertragung hat das Potential die
Lebendgeburtenwahrscheinlichkeit und kli-
nische Schwangerschaftsrate pro Embryo-
neniibertragung zu erhohen.

P34

Plasmalevel von Dydrogesteron
und Dihydrodydrogesteron in arti-
fiziellen Kryo-ET Zyklen: eine pro-
spektive Kohortenstudie

G. Griesinger', A. Masuch', M. Depenbusch’,

A. Schultze-Mosgau', T. Eggersmann’, K. Neumann'?
"Universitéres Kinderwunschzentrum Liibeck und
Manhagen, Liibeck, Deutschland, *Kinderwunsch-
zentrum Fleetinsel Hamburg, Hamburg, Deutschland

Im artifiziellen Kryozyklus werden Fol-
likelwachstum und Ovulation durch eine
exogene Ostradiolgabe unterdriickt und die
Rezeptivitit des Endometriums durch eine
exogene Gestagengabe induziert. Durch
die Abwesenheit eines Corpus luteum sind
endometriale Rezeptivitit und Fortbestand
einer Schwangerschaft im artifiziellen Kryo-
zyklus somit gidnzlich abhingig vom exogen
zugefiihrten Gestagen. Bei Verwendung von
vaginalem, mikronisiertem Progesteron in
iiblicher Dosierung bleiben 25-30 % der
Frauen unterdosiert. Orales Dydrogesteron
(DYD) kann vaginales, bioidentisches Pro-
gesteron im Frischzyklus ersetzen und bietet
sich ebenso als Gestagen mit guter oraler Bio-
verfiigbarkeit fiir den Einsatz im artifiziellen
Kryozyklus an. Bisher wurden aber keine
Studien durchgefiihrt, die die inter- und intra-
individuelle Varianz der Plasmaspiegel von
DYD (und dem Hauptmetaboliten Dihydro-
dydrogesteron, DHD) nach oraler Gabe von
3 x 10 mg beschreiben und den Zusammen-
hang zwischen Plasmaspiegeln in der Luteal-
phase und Behandlungsergebnis explorieren.

Im Rahmen einer prospektiven, klinischen
Kohortenstudie (5/2018-11/2020) (Studien-
register: NCT03507673) wurden 217 Frauen
in einem artifiziellen Kryozyklus behandelt
(3 x 2 mg orales Ostradiol gefolgt von zu-
sdtzlich 3 x 10 mg oralem Dydrogesteron);
Einschlusskriterium: am Tag 12-15 der Os-
tradiolgabe kein Follikelwachstum und das
Serumprogesteron < 1,5 ng/ml. Am Tag des
Embryotransfers wurden Serum und Plasma-
proben asserviert (—80°C) und durch LC/MS
die DYD- und DHD-Spiegel bestimmt.

Bei 14/217 (6,4 %) Patientinnen wurde eine
Ovulation detektiert, sodass diese Patientin-
nen ausgeschlossen wurden. Bei weiteren 5
Patientinnen konnten die DYD- und DHD-
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Werte nicht gemessen werden, sodass fiir den
ET an Tag 2 oder 3 n = 41 und fiir den ET an
Tag 5 n = 157 Plasmaproben zur Verfiigung
standen. Die mittleren Werte von DYD und
DHD waren 1,6 mg/ml (+ 1,6) und 41,3 ng/ml
(£ 28,4) an ET Tag 2, 1,6 mg/ml (= 1,1) und
40,4 ng/ml (+ 24,4) an ET Tag 3, und 1,3 mg/
ml (£ 0,9) und 35,8 ng/ml (+ 21,2) an ET Tag
5, sodass ein ,,plasma steady-state* schon am
dritten Tag der Einnahme erreicht zu werden
scheint. Die Plasmawerte von DYD und DHD
waren nicht bzw. nur sehr schwach mit dem
BMI und dem Korpergewicht der Frau asso-
ziiert, sodass die Plasmakonzentrationen von
DYD und DHD nicht relevant vom Vertei-
lungsvolumen bestimmt zu sein scheinen. Die
DYD- und DHD-Werten waren bemerkens-
wert stark korreliert (Korrelationskoeffizient
~0,93), sodass fiir zukiinftige Studien die
Messung nur eines der beiden Wirkstoffe hin-
langlich sein diirfte. Patientinnen im untersten
Viertel der DYD- und DHD-Konzentrationen
am Tag des ET hatten eine deutlich niedrigere
Wahrscheinlichkeit fiir den Eintritt einer fort-
laufenden Schwangerschaft und Geburt. Wei-
tere Studien sind deshalb notwendig.
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Ergebnisse der intraovariellen
Injektion von plattchenreichem
Plasma (PRP) bei vorzeitiger
ovarieller Erschopfung und low
Response: Eine Kohortenstudie

I. Eggersmann
Universitares Kinderwunschzentrum Liibeck und

Manhagen, Liibeck, Deutschland

Vorzeitige ovarielle Erschopfung (POI),
geringe ovarielle Reserve und damit ein-
hergehend die altersbedingte Infertilitéit
sind zentrale Herausforderungen in der Re-
produktionsmedizin. Unter physiologischen
Umstidnden befinden sich die meisten Fol-
likel des weiblichen Ovars lebenslang in
einem Ruhezustand, bevor sie schlieBlich
atretisch werden. Histologische Untersu-
chungen haben gezeigt, dass der ovarielle
Follikelpool einer Frau erst mit Beginn der
70. Dekade [1] vollstindig aufgebraucht ist,
sodass sich die zentrale Frage stellt, ob und
wie dieser Pool aus oogonialen Stammzellen
[2] zu reaktivieren ist. Verschiedene Ansitze,
um Stammzellen im weiblichen Ovar zu re-
aktivieren, sind in den vergangenen Jahren
berichtet worden. Dabei spielt die intraova-
rielle Injektion von autologem plittchenrei-
chem Plasma (PRP) eine grofie Rolle. PRP
wird aus ca. 60 ml Vollblut der Patientin
durch Zentrifugation gewonnen und besteht
aus zahlreichen Zellen und Botenstoffen, die
fiir die Differenzierung und Regeneration
verantwortlich sind.

In dieser prospektiven Kohortenstudie wur-
den 12 Patientinnen zwischen 02/2020—
02/2021 beobachtet. Das mittlere Alter der
Kohorte war 38,4 (+ 3,5) Jahre mit einem
mittleren BMI 24,3 (+ 3,2) kg/m? und einer
mittleren Kinderwunschdauer von 35,7 (=
19,3) Monaten (18-90 Monate). Es zeigte
sich vor Therapiestart ein mittlerer AFC von
1,7 (= 1,1), ein basales AMH mehrheitlich

unter der Nachweisgrenze von 0,23 (+ 0,10)
ng/ml und FSH 35,5 (+ 20,8) IU/I. Unter so-
nographischer Kontrolle und in tiefer Sedie-
rung wurden den Patientinnen 2,5-5 ml frisch
gewonnenes, autologes PRP (Arthrex ACP )
in jedes Ovar mittels einer 17 G einlumigen
Nadel injiziert. Es zeigte sich in seriellen
AMH-Kontrollmessungen eine geringfiigige
AMH-Erhohung bei 3/12 Patientinnen. Eine
IVF-Behandlung wurde 57 + 19 Tage (30-93
Tage) nach PRP-Injektion gestartet und es
konnten im Mittel 2,3 (+ 1,5) MII-Oozyten
gewonnen werden. Insgesamt 3 Patientinnen
wurden im Verlauf durch IVF schwanger (1x
biochemische SS, 1x Abort 14. SSW, 1 Le-
bendgeburt).

Diese Ergebnisse sind aufgrund der geringen
Fallzahl und der fehlenden Kontrollgruppe
bisher nicht von zufilligen Effekten unter-
scheidbar. Nach Etablierung der Methode
in-domo und erstem Erfahrungsgewinn pla-
nen wir nun eine kontrollierte, randomisierte
zweiarmige Studie (n = 140), die den Effekt
und die therapeutische Sicherheit der ein-
maligen Injektion von PRP in das Ovar vor
geplanter IVF-Therapie bei Patientinnen mit
reduzierter ovarieller Reserve untersucht.
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Deciphering the role of cleaved-
protamine 2 in sperm chromatin
dynamics

L. Arévalo, S. Schneider, G. E. Merges, . E. Oben,
H. Schorle

Uniklinikum Bonn, Entwicklungspathologie, Bonn,
Deutschland

The packaging of paternal DNA in the sperm
cell nucleus and its protection during transit
is a crucial aspect of correct sperm function.
Histones are therefore replaced by sperm
specific protamines leading to chromatin hy-
percondensation and shielding of the paternal
DNA.

The two mammalian protamines (PRM1 &
PRM2) have been studied extensively and
are crucial to sperm function. However, there
still is a missing piece in the puzzle of sperm
chromatin hypercondensation: the process-
ing of PRM2. While otherwise very similar
to PRM1, PRM2 is produced as a longer
pre-protein and then processed. Thereby, the
functionally unexplored cleaved domain of
PRM2 (cP2) is separated from the mature
domain of PRM2 (mP2). It has been shown
that this processing is imperative for proper
chromatin condensation, but the function of
this cleaved domain is still unknown.



We therefore studied the involvement of
cP2 in chromatin condensation during sper-
miogenesis by generating and analyzing two
PRM2 domain-specific KO lines. The mP2A
line expresses only the cP2 domain, while the
cP2A line expresses only the mP2 domain.

Fertility tests revealed that mP2A heterozy-
gous males retain normal fertility compared
to the wildtype, but homozygous are infer-
tile. Remarkably, heterozygous cP2A males
were already infertile. DNA extracted from
caudal sperm is completely fragmented in
the infertile genotypes but intact in heterozy-
gous mP2A males. Nucleus shape is only
slightly altered in heterozygous mP2A males,
while cP2A males show a stronger altera-
tion. However, all genotypes show a reduced
nuclear size compared to the wildtype with
homozygous animals having the smallest nu-
clei. Complete KO of either domain seems to
lead to a reduction in relative nuclear prota-
mine content. Heterozygous males of either
domain show incomplete PRM2 processing.
And surprisingly, loss of cP2 seems to lead to
a flip in the PRM ratio.

Detailed analyses are ongoing but so far,
we can conclude that cP2 is essential. Ad-
ditionally, we hypothesize that cP2 might
coordinate the interaction between PRMI1
and PRM2 (and potentially histones) and/or
the incorporation of PRMs during chromatin
condensation.

By deciphering the role of the cP2 domain and
the functional differences between PRM1 and
2 we can gain new insight into the organization
and protection of the paternal genome. And,
importantly, we can advance our understand-
ing of the involvement of protamine-mediated
DNA reorganization in male infertility.
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FMRP-associated microRNA ex-
pression in the human ovary in
distinct FMR1-related genotypes
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Introduction Premutation of the fragile X
mental retardation 1 (FMR1) gene can cause
fragile X associated premature ovarian in-
sufficiency (FXPOI). This is due to a CGG
trinucleotide expansion, leading to elevated
FMR1 expression and reduced RNA-binding
FMR protein (FMRP) levels. Within the
ovary, FMR1/FMRP are mainly expressed
in granulosa cells (GCs). GCs are located
in close proximity to the oocyte and are sur-
rounded by follicular fluid, creating a close
molecular network within the follicle. It is
suggested that normal CGG-repeat numbers,
deviating from the middle range (n < 25 and
35 <'n £ 55), also impact follicular develop-
ment, ovarian response and FMR1 expression
levels. FMRP associates with microRNAs —
small non-coding RNAs that participate in

translational regulation. miR-125b and miR-
132 are related to FMRP in neural cells and
play a role in cell morphology, but this con-
nection has yet to be researched in the ovary.

Methods 28 patients with different ovar-
ian response undergoing ovarian stimulation
were divided into 6 genotype groups based
on their biallelic CGG-repeat numbers. We
extracted DNA from peripheral blood leuko-
cytes to determine the CGG-repeat length and
RNA from GCs and FF. TagMan MicroRNA
Assay was used for cDNA synthesis and
gPCR. Statistical analysis was done with the
2 —AACt method, Student’s t-test and ordi-
nary one-way ANOVA.

Results We developed a protocol for miR-
NA extraction and relative expression level
quantification for GCs and FF. For the first
time, FMRP interaction with miR-125b and
miR-132 was researched in different com-
partments of the human ovary. A significant
increase in miR-125b levels has been ob-
served in GCs of patients with heterozygous
normal/high CGG-repeat-length compared
to normal/normal genotype (p = 0.0288).
miR-132 expression levels seem to have a
similar increase. In addition, miR-132 shows
a tendency towards lower expression levels in
poor ovarian responders compared to normal
responders. FF samples are currently under
investigation.

Conclusion High CGG-repeat number al-
leles may impact the FMRP interaction with
miR-125b and miR-132 in ovarian follicles.
Since these miRNAs have been shown to be
involved in the regulation of mTOR pathway,
which regulates cell growth and proliferation,
their interaction with FMRP might provide
valuable insight into pathogenetic mecha-
nisms of FXPOI and other follicular develop-
ment disorders. However, further investiga-
tions are necessary and we are continuing to
work on that.
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The spermatogonial stem cell (SSC) compart-
ment supports lifelong sperm production. The
human SSC system can be categorized into
two morphologically distinct subpopula-
tions, the reserve stem cells (Adark) — charac-
terized by tightly compacted chromatin — and
the self-renewing stem cells (Apale) — char-
acterized by more relaxed chromatin. The use
of single cell RNA sequencing (scRNA-seq)
technology facilitated a more thorough char-
acterization of the human SSC compartment
and identified PIWIL4 and EGR4 as markers
of the most undifferentiated human SSCs
at RNA and protein level. So far, it has not
been possible to link the two classification
systems. This study sought to investigate
the functionality and the regulation of SSCs
in a situation in which sperm production is
impaired. We analyzed testicular tissues
from cryptozoospermic patients (Crypto),
which present less than 0.1 million sperm in
the ejaculate and compared them to patients
diagnosed with obstructive azoospermia but
qualitatively and quantitatively normal sper-
matogenesis (Normal). Combining scRNA-
seq (>30.000 cells; n = 6) and histomorpho-
metric analyses (n=12), we found increased
numbers of PIWIL4* cells in Crypto patients,
which mostly showed an Apale morphology.
Intriguingly, we observed a transcriptional
switch within the SSC compartment driven
by the increased and prolonged expression
of the transcription factor EGR4. Among the
500 genes regulated by EGR4, we identified
the chromatin-associated transcriptional re-
pressor UTF1, which was downregulated at
both, RNA and protein level. Histomorpho-
metrical analyses showed that the majority
of Adark spermatogonia in the normal group
were UTF1+ (78.4%), and that their number
was reduced in Crypto patients. In conclu-
sion, we hypothesize that EGR4 activation
results in decreased UTF1 expression, lead-
ing to a more relaxed chromatin status in the
SSCs. Due to these changes, SSCs may fail
to maintain or to form a reserve SSC popula-
tion, rendering these tissues more susceptible
to cytotoxic damage. These findings suggest
that Crypto patients are at a disadvantage, as
fewer cells safeguard their germline genetic
integrity. These identified spermatogonial
regulators will be highly interesting targets to
uncover novel genetic causes of male infertil-
ity.

Grants This work was supported by the Ger-
man Research Foundation CRU326 (grants to
N.N,, S.L., and E.T. as well as a pilot project
to S.D.P. and S.L.) and by Innovative Medizi-
nische Forschung (grant to S.D.P.).
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Genetic architecture of severe
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infertility: Time to advance stan-
dard of care
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Half of all infertility cases, affecting 10-15%
of couples, arise from male factors like crypto-
and azoospermia (very few or no sperm in the
semen). The well-established genetic causes
include Klinefelter syndrome (KS, karyotype
47,XXY) and Y-chromosomal AZF microde-
letions for quantitative spermatogenic failure
(SPGF) and CFTR mutations for obstructive
azoospermia (OA). However, although gene
mutations are expected to explain most re-
maining cases, no respective analyses have
yet informed clinical practice.

To address this, since 2017, we prospectively
included crypto- and azoospermic men attend-
ing the Centre of Reproductive Medicine and
Andrology (CeRA, Miinster) into our Male
Reproductive Genomics (MERGE) study.
After excluding known conditions leading to
SPGF (e.g., testicular tumors and/or previous
gonadotoxic therapy) and ruling out chromo-
somal aberrations and AZF deletions, we of-
fered exome sequencing, analyzed 63 genes
with at least limited clinical validity based on
our recent review of 596 genes, and strictly
assessed variants according to ACMG-AMP
guidelines.

Out of 681 men, we identified 20 patients
(2.9%) with OA carrying causal variants in
CFTR or ADGRG2. In 39 patients (5.7%)
with SPGF, variants in 21 genes were iden-
tified as (likely) pathogenic. The most com-
monly affected genes were TEX14 (5 cases),
NR5A1 (4 cases) and AR, M1AP, SYCP2
(each 3 cases). Segregation analyses helped
in assessing the pathogenicity of some vari-
ants, highlighted by a de novo variant in
DMRTI. Including CFTR and ADGRG?2,
21 of the genes in which pathogenic variants
were identified, reach a clinical validity of at
least moderate evidence according to Clin-
Gen criteria.

The sequencing performed here offers a
substantial diagnostic yield on top of that of
current genetic tests. Further, some findings
are immediately relevant for infertility coun-
selling/treatment, as they can predict the suc-
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cess of treatments like testicular biopsy with
the aim of sperm extraction (TESE). Overall,
panel/exome sequencing now provides suf-
ficiently strong evidence to be included in
diagnostic workups of men with crypto- and
azoospermia. Including more genes and
functional assessments of variants of uncer-
tain significance (VUS) will quickly increase
relevant diagnostic findings.
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Unravelling M1AP’s role in mam-
malian fertility
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Infertility affects around 10-15% of couples.
Although frequently suspected, a genetic
cause often remains unidentified. Using
whole exome sequencing (WES), we recently
identified bi-allelic variants in M1AP — en-
coding meiosis 1-associated protein — in men
originating from four independent cohorts
and one consanguineous family [Wyrwoll
et al., AJHG 2020]. The common phenotype
was severely impaired spermatogenesis,
commonly associated with meiotic arrest
and azoo- or cryptozoospermia. Fittingly, a
published Mlap-deficient mouse indicated
meiotic disturbances, oligozoospermia, and
infertility [Arango et al., Biol Rep 2013].
Since this model is no longer available for
in-depth characterisation, we generated a
novel M1ap knockout (KO) mouse to unravel
molecular processes of the observed meiotic
failure.

Using CRISPR/Cas9 gene editing, a homozy-
gous M1ap KO mouse was generated. Analy-
ses of 12-week postnatal mice included vali-
dation of litter size, daily sperm production,
body and testicular weight, and histological
examinations of sperm and testes (n = 5).
Results were compared to infertile men car-
rying bi-allelic, (likely) pathogenic variants
in M1AP (n = 6). Men exhibiting intact sper-
matogenesis after vasectomy (n = 24) served
as controls.

KO mice appeared normal but exhibited
subfertility, decreased daily sperm produc-
tion, and low testicular weight. Histological
investigation using PAS staining revealed a
maturation arrest at the spermatocyte phase
and the presence of germ cells with signs
of apoptosis, including condensed, crescent
shaped or fragmented nuclei. Similar patterns
were observed in men with variants in M1AP,
including predominant meiotic arrest and dif-
ferent states of apoptotic germ cells within
the testicular tubules.

Subsequent analyses will focus on the im-
pact of M1AP loss during murine and human
meiosis, elucidating meiotic processes and
fertility disturbances in general. Moreover,
the mouse model enables investigation of
1) pre- and postnatal function of M1AP, 2)
age-dependent effects of germ cell loss, and

3) consequences for offspring by utilising
artificial reproductive techniques, e.g. for
cryptozoospermic men. As a long-term goal,
we aim at enabling well-informed treatment
decisions and improved patient counselling.

Grants This work was carried out within the
frame of the DFG-funded Clinical Research
Unit 326 ‘Male Germ Cells: from Genes to
Function’. The first two authors contributed
equally to this work.
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Background Infertility patients have a high
need for information and psychological sup-
port. While state-funded counseling is avail-
able the majority of patients does not get
access. One of the reasons are waiting times
for sessions after sign-up and physical access.
We designed a blended-care solution with an
online information program and video chat
counseling in both an individual and group
setting (psychologist-let self-help groups).
Participants were able to select interventions
in a self-directed and stepwise manner as
needed. The study evaluates user-friendliness
and effectiveness in supporting patients in or-
der to determine feasibility of integration into
standard care.

Materials and Methods Patients in infer-
tility treatment of two German university
hospitals were invited to participate. We used
a mixed-method pre-post design with struc-
tured interviews and self-report question-
naires, including validated scales such as
“Fertility Quality of Life” (FertiQoL) and
“WHOS5” (life satisfaction). In addition, we
obtained participant characteristics. For the
quantitative analysis, our main endpoint was
a subjective self-report rating of efficacy and
user-friendliness of the program. Our hy-
pothesis was that our blended-care support is
helpful for patients and that they want to and
like to use the program.

Results Of the 210 invited participants 100
registered for the program. So far, 32 baseline
interviews and 5 follow-up interviews were
conducted, and we obtained questionnaire
data from more than 40 participants. The
participants’ age ranged from 29 to 48 years
(mean = 36y). Only three participants were
male. On average, participants had been try-
ing to conceive for 3.25 years and 9% stated



to already have at least one child. Lastly, ferti-
lity treatment had negative impact on the par-
ticipants’ relationships in 61% of the cases.
Preliminary analyses showed a considerable
psychological strain due to infertility and its
treatment: 81% of the participants felt “sad

and depressed”, 49% felt only “partly able to
cope with their problems of infertility”. Rela-
tionships with health care professionals was
rated “not satisfying” by 53%. The subjective
efficacy of the program was rated as at least
“very helpful” by 50%.

Our blended care concept is well accepted by
the participants. They report a good usability
and subjective effectiveness of the program.
Continuation accompanied by a more rigor-
ous assessment of efficacy and effectiveness
is feasible.
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