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ABSTRACTS”

Allgemeine Gyndkologie

P o1

ENDOMETRIALE EXPRESSION DES ADULTEN
STAMMZELLMARKERS MUSASHI-1: RELE-
VANZ IM KONTEXT VON ENDOMETRIOSE UND
ENDOMETRIUMKARZINOM

M. Gotte', M. Wolf', A. Staebler?,

O. Buchweitz!, A. N. Schiiring', L. Kiesel'
'Klinik und Poliklinik fiir Frauenheilkunde
und Geburtshilfe, Universititsklinikum
Miinster, ?Gerhard-Domagk-Institut ftir
Pathologie, Universitétsklinikum Mtinster

Einleitung: Wahrend des Menstruations-
zyklus laufen im humanen Endometrium
zyklische Prozesse der Regeneration,
Zelldifferenzierung und Desquamation
ab. Als Grundlage dieser hohen regene-
rativen Kapazitat wird eine Beteiligung
von Stammzellen angenommen. Dar-
tber hinaus wird eine Beteiligung endo-
metrialer Stammzellen an der Patho-
genese der Endometriose und des Endo-
metriumkarzinoms diskutiert. Bislang
sind endometriale Stammzellpopulatio-
nen nur unzureichend charakterisiert,
woraus die Notwendigkeit resultiert,
molekulare Marker endometrialer Pro-
genitorzellen zu identifizieren. Einen
moglichen Kandidaten stellt hierbei das
RNA-bindende Protein Musashi-1 (Msi1)
dar, welches die Pluripotenz neuronaler
und epithelialer Progenitorzellen auf-
recht halt. In dieser Studie sollte die Ex-
pression von Msil im humanen Endo-
metrium, in Endometriose- und Endo-
metriumkarzinomgewebe vergleichend
charakterisiert werden.

Methoden: Mittels Immunhistochemie,
quantitativer real-time PCR und Immun-
fluoreszenzmikroskopie wurde die
Expression und Lokalisation von Msi1

in Endometrium-, Endometriose- und
Endometriumkarzinomgewebe von

46 Patientinnen untersucht.

Resultate: Die Expression von Msil
mRNA wurde im humanen Endo-
metrium nachgewiesen. Im Vergleich
zum Myometrium war die endometriale
Msi1-Expression signifikant erhoht.
Immunfluoreszenzmikroskopisch wurde
eine Kolokalisation von Msi1 mit sei-
nem funktionellen Partner Notch-1

und Telomerase nachgewiesen. Die
Zahl Msi1-exprimierender Zellgruppen/
Gesichtsfeld war im proliferativen
Endometrium gegeniiber dem sekre-
torischen Endometrium um den Fak-
tor 4 signifikant erhoht. Die Zahl Msi1-
exprimierender Stromazellen/Gesichts-
feld war in Endometriumkarzinom-
gewebe und in Endometrioseldsionen
im Vergleich zu sekretorischem Endo-
metrium signifikant um den Faktor 5
erhoht.

SchluBfolgerung: Die Existenz eines
endometrialen Zellpools der Msit,
Notch-1 und Telomerase exprimiert,
weist auf das Vorkommen adulter
Stammzellen im Endometrium hin.
Der im Vergleich zu sekretorischem
Endometrium signifikant erh6hte Anteil
Msi1-positiver Zellen in proliferativem
Endometrium, in Endometriose- und
Endometriumkarzinomgewebe unter-
streicht den proliferativen Charakter
dieser Zellen und stiitzt aktuelle Hypo-
thesen tber stammzellvermittelte Patho-
genesemechanismen endometrialer Er-
krankungen.

* Begutachtet und zusammengestellt vom Programmkomitee:

V. Baukloh, Hamburg
H. Behre, Halle

M. Bergmann, Gielsen
K. Buhler, Langenhagen
R. Fischer, Hamburg

F. Geisthovel, Freiburg

A. Meinhardt, Giellen
M. Montag, Bonn

T. Rabe, Heidelberg

G. Schreiber, Jena
H.-C. Schuppe, Giellen
M. Simoni, Miinster

Ein alphabetisches Verzeichnis der Erstautoren finden Sie auf Seite 286.
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Psychologie

P 02

EFFEKTIVITAT PSYCHOSOZIALER HILFE BEI
FERTILITATSSTORUNGEN — EINE KRITISCHE
BESTANDSAUFNAHME

T. Wischmann

Institut fiir Medizinische Psychologie,
Zentrum fiir Psychosoziale Medizin,
Universitétsklinikum Heidelberg

Einleitung: Eine Reihe psychosozialer
Interventionen wird beim Vorliegen von
Fertilitatsstorungen fir die Betroffenen
empfohlen, aber es ist immer noch un-
klar, was ihre Effekte sind.

Material und Methode: Es wurde eine
Literaturrecherche in PubMed, Medline,
PsycINFO and Scopus mit den Schliis-
selwortern ,infertility” und , Internet”
oder ,counseling” oder ,group work”
oder ,psychotherapy” oder ,coping”
durchgefiihrt. Die aufgefundenen Zita-
tionen wurden vom Autor danach
durchgesehen, ob sie der Zielsetzung
dieser Ubersichtsarbeit entsprachen.

Ergebnisse und SchluSfolgerungen:
Psychosoziale Interventionen bei Fer-
tilitatsstorungen werden tberwiegend
von Personen in Anspruch genommen,
denen ihre Fruchtbarkeitsstorungen be-
wult sind und die sich selber bereits als
Patienten definieren, hierbei insbeson-
dere von Frauen. Dabei werden in der
Regel meist eher informelle Strategien
(wie das Sprechen mit Freunden oder
mit der Familie) verfolgt als formellere,
wie das Aufsuchen professioneller Kin-
derwunschberatung. Das Angebot von
technischen Informationen (in Form von
Broschiiren oder Videos) tber Fertilitats-
storungen und zur assistierten Repro-
duktion (ART) erleichtert sehr wahr-
scheinlich den Umgang mit der unge-
wollten Kinderlosigkeit und mit ART.
Die Nutzung des Internets zur Informa-
tions- und Unterstiitzungssuche kann
nur fur vertrauenswirdige Websites
empfohlen werden, da sonst das Risiko
falscher oder irrefithrender Informatio-
nen zu hoch ist. Chatrooms werden

nur selten genutzt, ihre Effekte sind
bisher nicht evaluiert worden. Wenn
das Internet als einzige Moglichkeit der
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(virtuellen) Kommunikation genutzt
wird, scheint es eine negative Problem-
verarbeitung eher zu fordern. Telefoni-
sche Beratung kann hilfreich sein, wenn
es um die Bereitstellung spezifischer
Sachinformationen zur ART geht, sie
kann aber eine ,Face-to-face”-Beratung
zu moglicherweise belastenden psycho-
sozialen Belangen nicht ersetzen. Die
Teilnahme an Selbsthilfegruppen hilft in
der Regel, die Bewiltigungsmoglichkei-
ten zu verbessern, insbesondere bei
4third-party reproduction”. Bei der Ver-
abschiedung des Kinderwunsches ist
deren hilfreicher Wert dagegen kriti-
scher einzuschitzen. Die Effekte von
Gesprachsgruppen bei ungewollter Kin-
derlosigkeit sollten aber insgesamt noch
systematischer evaluiert werden.

Psychosoziale Beratung und Psycho-
therapie reduzieren ,negative” Gefiihle
erwiesenermalen effektiv und dies
bereits meist nach wenigen Sitzungen.
Psychoedukativ ausgerichtete Interven-
tionen, welche Informationen und neue
Fertigkeiten vermitteln, erscheinen hier-
bei effektiver als Beratungsgesprache mit
der ausschlieRlichen Diskussion infertili-
tatsbezogener Gedanken und Gefuhle.
Die allermeisten systematischen Studien
konnten keinerlei Verbindung zwischen
psychosozialen Interventionen und er-
hohten Schwangerschaftsraten nachwei-
sen.

Psychosoziale Kinderwunschberatung
sollte betroffenen Frauen und Ménnern
zu allen Zeitpunkten der ART kostenfrei
und auch unabhingig von der medizi-
nischen Therapie zur Verfigung stehen.
Zur Verringerung der Schwellenangst
und zum Abbau von Vorurteilen ist es
sicherlich sinnvoll, Verlauf, Inhalte und
Ziele dieser Beratungen frithzeitig trans-
parent zu machen, und die Beratung
beziiglich der Beendigung der ART
sollte deren integraler Bestandteil sein.
Hilfreich konnen hierfiir auch schriftli-
che Informationen oder Videoprasenta-
tionen zu den tblichen emotionalen
und psychosozialen Auswirkungen un-
gewollter Kinderlosigkeit und von ART
auf Frauen und Manner sein.

Eine Reihe von methodischen Proble-

men (wie die Frage der Kontrollgruppen
und die der hohen Drop-out-Raten) in

der Evaluation psychosozialer Interven-
tionen bei Fertilitatsstorungen mufd noch
gelost werden, bevor ihre unterschiedli-
chen Effekte nicht nur beschrieben, son-
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dern auch systematisch beztiglich ihres
,Impacts” in zufriedenstellender Weise
eingeschatzt werden konnen.

P 03

KRYOKONSERVIERUNG VON OVARGEWEBE
ALS EINE MOGLICHKEIT DES FERTILITATS-
ERHALTS BEI KREBSPATIENTINNEN — EIN

GEWINN FUR DIE PSYCHE?

M. Wollenschein’, M. Montag?,

K. van der Ven?, A. Rohde'
'Gynékologische Psychosomatik, Zen-
trum fiir Geburtshilfe und Frauenheil-
kunde, ?Abteilung fiir Gyndkologische
Endokrinologie und Reproduktions-
medizin, Universitats-Frauenklinik,
Universitétsklinikum Bonn

Fragestellung: Die Therapie von onkolo-
gischen Erkrankungen kann die Fertilitat
von Patienten beeintrachtigen. Insbeson-
dere die Fertilitdtsprotektion von Frauen
ist medizinisch oftmals problematisch
und fir die Frauen z. T. mit zusatzlichen
Belastungen verbunden. Nicht selten
werden Krebspatientinnen nicht ausrei-
chend tiber die bestehenden Optionen
informiert, moglicherweise auch aus
Sorge der Behandler, die Patientin in
dieser ohnehin schwierigen Zeit rund
um die Diagnose mit diesem Thema
zusatzlich psychisch zu tGberfordern.

In der Literatur ist bislang nur wenig
Uber die psychischen Aspekte von ferti-
litatserhaltenden MafRnahmen bekannt.
In der hier vorgestellten Studie wurde
diese Thematik untersucht.

Methode: In einer offenen Pilotstudie
wurden Frauen, die eine Kryokonservie-
rung von Ovargewebe in der Kryobank
am Universitatsklinikum Bonn haben
vornehmen lassen, etwa 6 Monate nach
der Kryokonservierung schriftlich kon-
taktiert und um Beantwortung eines
selbst entwickelten Fragebogens gebe-
ten. Krebspatientinnen wurden nach
ihren Motiven, Erfahrungen und Verbes-
serungsvorschlagen beziglich der Kryo-
konservierung von Ovargewebe gefragt.
Von 45 Frauen konnten bislang 30 Frau-
en fiir die Teilnahme rekrutiert werden.

Ergebnisse: Die befragten Frauen waren
hauptsachlich am Mammakarzinom,

Hodgkin-Lymphom oder an Darmkrebs
erkrankt. Die Stichprobe war charakteri-

siert durch einen hohen Bildungsstand
(50 % Hochschulstudium). Die Frauen
dulerten sich vorwiegend zufrieden mit
der medizinischen Aufklarung zur Kryo-
konservierung, jedoch hielten sie den
Informationsstand vorbehandelnder
Gynikologen bzw. Onkologen hinsicht-
lich Fertilitatsprotektion fur deutlich ver-
besserungsbediirftig. Alle Frauen hatten
zumindest einen theoretischen Kinder-
wunsch, der sie zur Inanspruchnahme
der Kryokonservierung bewegt hatte.
Das Gefiihl, ,jede Moglichkeit ausge-
schopft zu haben”, um einer drohenden
Kinderlosigkeit durch aktive Manah-
men zu begegnen, vermittelte ihnen
einen positiven Einfluf auf das Krank-
heitserleben.

SchluBSfolgerung: Die mogliche Sorge
von Gyndkologen und Onkologen,
Krebspatientinnen im reproduktiven
Alter durch ein Gesprach uber die
Gefahr des Fertilitatsverlustes und zur
Verfligung stehenden Optionen des
Fertilitatserhaltes psychisch zu tiberfor-
dern, zeigte sich anhand der hier be-
fragten Stichprobe als unbegriindet.

Im Gegenteil: Krebspatientinnen be-
schreiben einen positiven Einfluf8 der
fertilitatsprotektiven Malnahmen auf
ihre Krankheitsbewaltigung. In einer
Zeit von korperlicher und psychischer
Belastung kann der Blick auf eine mog-
liche ,normale” Zukunft nach der
Krebserkrankung einen wichtigen
Beitrag zur psychischen Stabilisierung
leisten. Der Einsatz der Kryokonservie-
rung ist aus psychoonkologischer Sicht
positiv zu bewerten — auch wenn die
Methode aufgrund der Schwanger-
schaftsraten noch als experimentell
betrachtet wird.
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DAS SEHR GROSSE, REIFE, ZYSTISCHE
TerATOM (DERMOID) DES OVARS —
OPERATIVES MANAGEMENT IM HINBLICK
AUF DIE FERTILITAT — EIN CASE REPORT
MIT LITERATURANALYSE

C. Kissel, J. Seldte, J. Schuster
Frauenklinik Stuttgart, Krankenhaus Bad
Cannstatt

Fragestellung: 15-20 % aller Ovarialtu-
moren sind Keimzelltumoren. Dermoide
sind gutartige Keimzelltumoren (Terato-
me) mit zystischem Anteil und die am
haufigsten vorkommenden gutartigen
Veranderungen am Ovar bei Frauen im
reproduktiven Alter.

Die Dermoide kénnen zum Teil sehr
grols werden und so das funktionelle
Ovargewebe verdrangen. Der Fokus des
chirurgischen Managements liegt des-
halb auf der Erhaltung des Ovarialgewe-
bes. Je nach Grolle des Dermoids wird
per Laparoskopie oder Laparotomie
operiert.

Methoden und Ergebnisse: In diesem
Case Report wird die Diagnostik und
operative Therapie (mit Photodokumen-
tation) eines grofen Dermoids bei einer
16jahrigen Patientin beschrieben.

In der Diskussion wird auf die verschie-
denen Moglichkeiten der operativen
Therapie eingegangen (Laparoskopie vs.
Laparotomie), auf das intraoperative
Rupturrisiko und die moglichen Folgen
sowie auf das postoperative Adhésions-
risiko. Das Rezidivrisiko wird ebenfalls
diskutiert, wie auch das Risiko der mali-
gnen Entartung.

Ein besonderer Schwerpunkt liegt auf
der Fragestellung: Wieviel Ovargewebe
muf erhalten sein fir die normale
Funktion? Gibt es Daten zur spéteren
Fruchtbarkeit bei Patientinnen, die an
grollen Dermoiden operiert wurden?

Eine aktuelle Literaturanalyse ergdnzt
den Case Report.

SchluSfolgerung: Hier wird eine Empfeh-
lung, basierend auf der Literaturanalyse,
zur Therapie von grofen und sehr gro-
en Dermoiden bei Frauen im reproduk-
tionsfahigen Alter gegeben.

Endokrinologie

P 05

PCO-SYNDROM — GENETISCHE POLYMOR-
PHISMEN UND KLINISCHE BEFUNDE

M. Bals-Pratsch’, N. Geneidy', R. Gruber?,
C. Aslanidis?, G. Schmitz?, B. Seifert’!
'Kinderwunschzentrum Regensburg,
2Institut fiir Klinische Chemie, Universitat
Regensburg

Einleitung: Wahrscheinlich l6sen geneti-
sche Veranderungen im Zusammenwir-
ken mit duleren Faktoren das Polyzysti-
sche Ovarsyndrom (PCOS) aus. Es gibt
bisher keine eindeutigen und reprodu-
zierbaren genetischen Befunde, die eine
Pradisposition fiir ein PCOS darstellen.
Ebenso ist unklar, nach welchem Modus
das Syndrom vererbt wird. Viele Kandi-
datengene sind untersucht worden. Bei
der Suche nach Kandidatengenen stehen
vor allem Gene im Mittelpunkt, die fir
Verdnderungen in der Steroidogenese,
in der Follikelreifung und im Glukose-
stoffwechsel verantwortlich sind.

Methoden: Bei 340 zwischen Juli 2000
und Mdrz 2007 im Kinderwunschzen-
trum Regensburg behandelten Patient-
innen wurde ein PCOS diagnostiziert
(Rotterdam-Kriterien). Bei 242 von die-
sen Patientinnen sowie bei 161 gesun-
den weiblichen Kontrollpersonen wurde
eine DNA-Praparation mit anschliel’en-
der genetischer Analyse von 3 Polymor-
phismen durchgefihrt, die bisher als
Kandidatengene beim PCOS bereits an
kleinen Kollektiven untersucht wurden:
(1) R653Q-Polymorphismus des Methyl-
entetrahydrofolatdehydrogenase-
(MTHFD-) 1-Gens (Follikelreifung),

(2) Apal-Variante des Insulin-like
growth factor- (IGF-) 2-Gens (Glukose-
stoffwechsel), (3) 4G5G-Polymorphis-
mus in der Promotor-Region des Plasmi-
nogenaktivatorinhibitor- (PAI-) 1-Gens
(Gerinnung).

»

ABSTRACTS

Resultate: MTHFD-1-Gen: Von 242
PCOS-Patientinnen hatten 55 (22,7 %)
einen homozygoten A/A-Genotyp.

Bei 118 (48,8 %) lag ein heterozygoter
Genotyp vor, 69 (28,5 %) waren homo-
zygot fur die G/G-Variante.

Von den 161 Kontrollpersonen wiesen
31 (19,3 %) einen homozygoten A/A-
Genotyp auf, 76 (47,2 %) waren hetero-
zygot, bei 54 (33,5 %) fand sich eine
Homozygositat fur das G-Allel. Sowohl
hinsichtlich der Genomverteilung als
auch zusétzlich der Allelverteilung fand
sich kein signifikanter Unterschied zwi-
schen PCOS-Patientinnen und den Kon-
trollen.

IGF-2-Gen: 116 (53 %) von 219 PCOS-
Frauen hatten einen homozygoten G/C-
Genotyp, 81 (37 %) waren heterozygot.
Bei 22 (10 %) lag ein homozygoter
Genotyp des A-Allels vor. 71 (46,7 %)
der 152 Kontrollpersonen wiesen eine
G/G-Variante auf, 66 (43,4 %) hatten
einen heterozygoten Genotyp. 15

(9,9 %) waren homozygot beztiglich
des A-Typs. Im Gegensatz zur Literatur
fanden sich im IGF-2-Gen sowohl fir
die Genomverteilung als auch fur die
Allelverteilung keine signifikanten Un-
terschiede zwischen beiden Gruppen.

PAI-1-Gen: 65 (27,1 %) von 240 PCOS-
Patientinnen wiesen einen homozygo-
ten Genotyp der 4G-Variante auf. 56
(23,3 %) waren flr den 5G-Genotyp
homozygot. 119 (49,6 %) hatten einen
4G/5G-Typ. Es fanden sich keine signifi-
kanten Unterschiede in der Genotyp-
verteilung von PCOS-Patientinnen und
Kontrollpersonen. Bei der Allelverteilung
zwischen PCOS-Patientinnen und den
Kontrollen waren die Ergebnisse signi-
fikant unterschiedlich (p < 0,01). Von
480 Allelen bei 240 PCOS-Patientinnen
waren 249 (51,9 %) 4G-Allele (231
[48,1 %] 5G-Allele). Bei den Kontrollen
fanden sich bei insgesamt 304 Allelen
182 (59,9 %) 4G-Typen und 122 (40,1 %)
5G-Varianten. Diese Ergebnisse sind in
der Literatur kontrovers.

Eine Korrelation zwischen den unter-
suchten Polymorphismen und BMI bzw.
Androgenisierung konnte nicht festge-
stellt werden. Andere klinische Para-
meter wie Hyperandrogenamie, Dys-
lipiddmie, Gestationsdiabetes und er-
hohte Abortneigung waren mit unter-
schiedlichen Polymorphismen assozi-
iert.
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SchluBfolgerung: Die Ergebnisse fir
einige der untersuchten Polymorphis-
men stimmen mit den Befunden in der
Literatur Gberein und sprechen fir den
Zusammenhang zwischen PCOS und
metabolischen Veranderungen. Es sind
umfangreiche Studien mit hoher Fall-
zahl unter strikter Einhaltung der Dia-
gnosekriterien fiir ein PCOS notwendig,
um die Bedeutung der Genetik bei der
Entstehung eines PCOS zu klaren.

P 06

[DENTIFIZIERUNG UND FUNKTIONELLE CHARAK-
TERISIERUNG DENDRITISCHER ZELLEN IM
NORMALEN UND CHRONISCH ENTZUNDETEN
HODEN DER RATTE

M. Fijak’, V. Guazzone?, W. von Wulffen?,
H. Hackstein?, E. Schneider’, C. Riva?,
A. Meinhardt’!

'Institut fir Anatomie und Zellbiologie,
Justus-Liebig-Universitat, Gielsen, 2Center
for Research in Reproduction, University
of Buenos Aires, Argentinien, *Institut fir
Pneumologie und Intensivmedizin, Uni-
versity of GielSen Lung Center (UGLC),
4Institut fir Klinische Immunologie und
Transfusionsmedizin, Justus-Liebig-Uni-
versitit, Gielsen

Einleitung: Ziel unserer Studie war die
Untersuchung der Rolle dendritischer
Zellen (DC) in der Pathogenese der
experimentellen Autoimmun-Orchitis
(EAO) der Ratte. Die EAO dient als
Modell zur Untersuchung immunolo-
gisch bedingter Infertilitit des Mannes
(ca. 13-15 % aller Falle). DC sind die
wichtigsten antigenprasentierenden
Zellen und sind durch die Prasentation
von Autoantigenen oft entscheidend in
die Initiation von Autoimmunerkrankun-
gen eingebunden. Im Krankheitsfall
migrieren antigenbeladene DC in regio-
nale Lymphknoten und stimulieren anti-
genspezifische T-Zellen zur Autoreak-
tion. Der Aktivierungs- und Migrations-
status [aBt wichtige Riickschlisse auf
die Rolle von DC im Krankheitsverlauf
zu. Die Identifikation von Hsp70 als
pathologisch relevantem Autoantigen
und eine siebenfach erhéhte Anzahl
von DC in EAO-Hoden deuten auf eine
DC-gesteuerte antigenabhéngige Ant-
wort von T-Lymphozyten gegen testiku-
ldre Antigene hin. Um den Phanotyp
der DC zu bestimmen, wurde in testiku-
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ldren DC zundchst eine detaillierte Ana-
lyse von Reifungsmarkern (kostimulato-
rische Molekiile CD80, CD86, MHC
Klasse-lI-Molekiilen, Zytokine IL-10,
IL-12p70) und Migrationsmarkern
(Chemokin-Rezeptoren CCR2, CCR7)
durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die
Fahigkeit von testikuldaren DC zur Sti-
mulation von naiven T-Zellen in einem
funktionellen In-vitro-Assay analysiert.
In weiteren Vorversuchen wurde der
EinfluB von in vitro mit Autoantigenen
beladenen DC auf den Krankheitsver-
lauf der EAO getestet.

Methoden: Die EAO wurde in Wistar-
Ratten durch Injektion von syngenem
Hodenhomogenat unter Zusatz von
Adjuvans durchgefiihrt. Kontrollratten
wurden nur mit Adjuvans immunisiert.
Die Hoden wurden 30 bzw. 50 Tage
nach der ersten Immunisierung entnom-
men. Die phanotypischen DC-Marker
CD80, CD86 und MHC Il wurden mit-
tels DurchfluBzytometrie in einer testiku-
laren Einzelzellsuspension gemessen.
Mit Hilfe von Ox-62-beschichteten
Magnetpartikeln und FACS-Sorting ge-
lang es, testikuldre DC mit einer Rein-
heit von > 94 % zu isolieren. Die iso-
lierten DC wurden auf die Expression
von IL-10, IL-12p70 sowie der Chemo-
kin-Rezeptoren CCR2 und CCR7 mit
Hilfe der quantitativen real-time RT-PCR
untersucht. Zusatzlich wurden testiku-
lare DC mit T-Zellen kokultiviert und
deren Proliferation mit Hilfe von [*H]-
Thymidin-Inkorporation bestimmt. Zur
Untersuchung des therapeutischen Po-
tentials wurden DC aus dem Knochen-
mark von syngenen Ratten gewonnen
und in vitro mit Autoantigenen gepulst
(Hsp70 oder Hodenextrakt). Die Tiere
wurden 4 Wochen vor der EAO-Induk-
tion mit antigenbeladenen oder unge-
pulsten DC behandelt.

Resultate: Im Hoden normaler und EAO-
Ratten existiert eine DC-Population, die
neben Ox-62 sowohl MHC Il als auch
kostimulatorische Molekiile exprimiert.
In 95-100 % der testikuldren DC von
Normal-, Kontroll- und EAO-Ratten
werden diese Molekiile 30 oder 50 Tage
nach der ersten Immunisierung syntheti-
siert. Allerdings ist die MRNA-Expres-
sion von CCR2 als Marker immaturer
DC in der 50 Tage Orchitis-Gruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant
niedriger. Dagegen ist die relative
mRNA-Expression des Migrationsmar-
kers CCR7 in der experimentellen

Gruppe, beginnend 30 Tage nach der
ersten Immunisierung, signifikant und
kontinuierlich gestiegen. Weiterhin ist
die Expression der Reifungsmarker IL-10
und der IL-12-Untereinheit p35 aus-
schlieBlich in der 50-Tage-EAO-Gruppe
nachweisbar. In Kultur zeigten isolierte
DC aus EAO-Hoden eine wesentlich
stiarkere Fahigkeit zur Induktion der
Proliferation von T-Lymphozyten als
Kontroll-DC. In vivo hatte die Injektion
von ungepulsten unreifen DC vor der
EAO-Induktion eine hemmende, anti-
genunspezifische Wirkung auf den
Krankheitsverlauf gezeigt. Nur 20 %
der Tiere, die mit den ungepulsten DC
behandelt wurden, entwickelten eine
EAO. Die Injektion von Hsp70-belade-
nen DC vor der EAO-Induktion zeigte
nur bei 33 % der Ratten eine EAO, wo-
hingegen Kontrolltiere ohne Injektion von
DC zu 87,5 % eine EAO entwickelten.

SchluBfolgerung: Unsere Ergebnisse
zeigen, dal} die testikuldren DCs eine
wichtige Rolle in der Pathogenese der
EAO spielen. Im normalen Hoden be-
finden sich die DC in einem reifen und
funktionell tolerogenen Zustand, wo-
gegen die Produktion von IL-12, CCR7
und die Stimulation der Proliferation
von naiven T-Zellen auf einen reifen
immunogenen und migrationsbereiten
Zustand der DC im EAO-Hoden hin-
weist. Die In-vivo-Versuche deuten auf
eine mogliche Therapieoption der DC
bei der Autoimmun-Orchitis hin.

P 07

PARAKRINER EFFEKT UTERINER KILLERZELLEN
AUF DIE GENEXPRESSION ENDOMETRIALER
STROMAZELLEN

A. Germeyer', A. Sharkey?, M. Prasadajudio’,
R. Sherwin?, K. Biback®, S. Clausmeyer?,
R. Popovici', A. Moffett?, T. Strowitzki',
M. von Wolff!

"Abteilung fiir Gynakologische Endo-
krinologie und Reproduktionsmedizin,
Universitéts-Frauenklinik Heidelberg,
2Pathologisches Institut, Universitét
Cambridge, England, ?Blutspendezen-
trale, Universitdt Mannheim, *Endokrino-
logisches Labor Heidelberg

Fragestellung: Das hochspezialisierte
endometriale Immunsystem erlaubt die
Einnistung des semiallogenen Tropho-



blasten trotz erhaltener Abwehrfunktion
gegen pathogene Keime. 80 % der uteri-
nen Immunzellen sind CD56+/CD16-
uterine Killerzellen (uKZ), die nur selten
im peripheren Blut anzutreffen sind und
Uberwiegend Zytokine produzieren.
Zyklische Schwankungen der Zahl uKZ
u. a. durch IL-15-vermittelte Migration
und Proliferation im Endometrium legen
einen Einflul® auf das lokale endometri-
ale Milieu nahe. Ziel dieser Studie ist
es, den parakrinen Effekt der uKZ auf
die globale Genexpression der stationd-
ren endometrialen Stromazellen mittels
Mikroarrays zu beleuchten.

Material und Methoden: Nach Einver-
standniserklarung der Patientinnen er-
folgte die Isolierung von endometrialen
Immunzellen aus Ersttrimester-Dezidua
und endometrialen Stromazellen von
gesunden, regelmalig menstruierenden
Frauen ohne Hormoneinnahme. Immun-
zelltiberstand von 20 h mit IL-15-inku-
bierten uKZ wurde fiir 6 h auf konfluen-
te, endometriale Stromazellen gegeben.
Nach RNA-Isolierung dieser Stromazel-
len und Hybridisierung auf cDNA-Chips
erfolgte die Verifizierung der Ergebnisse
mittels real-time PCR und ELISA.

Ergebnis: Durch die Behandlung mit
Immunzelltberstand fanden sich 54 sta-
tistisch signifikant, mindestens 2fach
regulierte Gene. Unter den 45 hoch-
regulierten Genen fanden sich zahlrei-
che immunmodulatorisch wirksame
Gene, wie u. a. Interleukin 8 (IL-8),
Chemokine ligand-8 (CCL-8), Interleu-
kin 15 (IL-15), Chemokine ligand-1
(CXCL-1), aber auch Zytokinrezeptoren.
Auch Adhéasionsmolekiile wie Intercel-
lular adhesion molecule 1 (ICAM-1),
Signaltransduktionsgene wie Leukemia-
inducing factor (LIF) sowie verschie-
dene Enzyme, wie z. B. Nicotinamide
N-methyltransferase (NNMT) waren
hochreguliert. Unter den lediglich

9 herunterregulierten Genen fand sich
u. a. Solute carrier family 11 member

3 (SLC11A3), ein Regulator des intra-
zelluldren Eisenhaushaltes, neben zahl-
reichen in der Funktion bisher nicht
identifizierten Gene. Die Verifizierung
erfolgte mittels real-time PCR fiir IL-8,
CXCL-1, ICAM-1, LIF, NNMT und
SLC11A3, sowie durch ELISA fiir IL-8
im Uberstand.

SchluSfolgerung: Wir konnten zum
ersten Mal einen parakrinen Effekt ukZ
auf die Genexpression endometrialer

Stromazellen zeigen. Durch die Regu-
lierung von IL-8, CXCL-1 und CCL-8,
u. a. ebenfalls durch Trophoblast-regu-
lierte endometriale Gene (s. Literatur),
vermuten wir eine fiir die Implantation
erfolgende endometriale Vorbereitung
durch endometriale Immunzellen. Des
weiteren spricht die zusatzliche Hoch-
regulation von IL-15, einem entschei-
denden Faktor fur die Migration endo-
metrialer KZ, fiir einen sich selbst ver-
starkenden migratorischen Effekt der
uKZ im Endometrium.

Zusammenfassend kann gesagt werden,
daB uKZ einen deutlichen parakrinen
Effekt auf endometriale Stromazellen
ausliben.

P 08

EXPRESSION DES INTERLEUKIN-1-SYSTEMS
IM MENSCHLICHEN EILEITER: VERHINDERT
[L-1RA DIE IMPLANTATION IN DER TUBE?

A. Hess', D. Baston-Biist', A. Schanz’,
P. Bielfeld?, J. Krtissel’
"UniKiD-Universitéts-Frauenklinik,
Diisseldorf, 2Novum — Zentrum ftir
Reproduktionsmedizin, Essen

Einleitung: Der menschliche Eileiter
stellt die Umgebung fiir die ersten 5
Tage der embryonalen Entwicklung in
vivo dar. Die Interleukin-1-Familie
(IL-1B, IL-1ra [IL-1-Rezeptor-Antagonist]
und IL-1R Typ | [IL-1-Rezeptor Typ I])
scheint bei der Implantation und Etab-
lierung einer Schwangerschaft eine be-
deutende Rolle zu spielen. In den ver-
gangenen Jahren konnten alle Kompo-
nenten des IL-1-Systems immunhisto-
chemisch in Praimplantationsembryo-
nen nachgewiesen werden. Hohe Kon-
zentrationen an IL-1f in Kulturmedien
von in vitro fertilisierten humanen
Embryonen konnten mit erfolgreichen
Implantationen korreliert werden.

Bei Mausen verhindert die Gabe des
Rezeptor-Antagonisten eine erfolgreiche
Implantation des Embryos. Ebenso konn-
ten wir zeigen, dals murine Praimplan-
tationsembryonen unterschiedliche
mRNA-Expressionsniveaus fiir die Mit-
glieder der IL-1-Familie aufweisen.

Fragestellung: Exprimieren menschliche
Eileiter IL-1B, IL-Tra und IL-1R Typ | und
existieren raumliche (Fimbrien, ampulla-

»
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rer und isthmischer Abschnitt) und hor-
monell bedingte zyklische Unterschiede?

Methoden: Isolation von Gesamt-RNA
aus Tuben (follikulidre Phase, Luteal-
phase, post-menopausal, extrauterine
Schwangerschaften und intrauterine
Schwangerschaft).

Reverse Transkription mit anschliefen-
der PCR fur IL-1B, IL-Tra und IL-1R Typ I.
Immunhistochemie reprasentativer Pro-
ben der follikuldren und Lutealphase.

Ergebnisse: 1L-1p mRNA konnte in allen
Proben mit Ausnahme der postmeno-
pausalen detektiert werden, wohinge-
gen die IL-1-Rezeptor mRNA in allen
Proben nachgewiesen werden konnte.
Die IL-Tra mRNA-Expression konnte nur
in Proben aus sekretorischen Phasen und
in der intrauterinen Schwangerschaft
gezeigt werden.

Immunhistochemisch konnten IL-1B
und sein Rezeptor mit hoherer Intensitat
in der sekretorischen Phase visualisiert
werden. Fiir den Rezeptor-Antagonisten
konnten wir die Ergebnisse der PCR be-
statigen, da auch auf Proteinebene der
Nachweis nur in der sekretorischen
Phase erfolgte.

SchluBfolgerung: Die Expression des
Rezeptor-Antagonisten IL-1ra allein in
der sekretorischen Phase des menschli-
chen Zyklus erlaubt den Schluf%, daf8
IL-1ra aktiv in den Prozels der Verhinde-
rung extrauteriner tubarer Schwanger-
schaften involviert ist.

P 09

TIMP-1 REGULIERT DIE SEKRETION DES
LOSLICHEN VEGFR-1-REzEPTORS IN
MENSCHLICHEN ENDOTHELZELLEN

J. Neulen, K. Motejlek
Abteilung fiir Gynakologische Endokrino-
logie, Universitatsklinikum Aachen

Fragestellung: VEGF (,vascular endo-
thelial growth factor”) und sein Ioslicher
Rezeptor sVEGFR-1 nehmen Schliissel-
positionen in der Regulierung der ovari-
ellen Angiogenese ein. Beim Menstrua-
tionszyklus der Frau férdern Granulosa-
zellen durch die Produktion von VEGF
das Wachstum von Blutgefdlen im rei-
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fenden Follikel. Als ein vielversprechen-
der Kandidat in der Regulation der
sVEGFR-1-Sekretion in Endothelzellen
gilt TIMP-1 (,tissue inhibitor of metallo-
proteinases 1), der am Ab- und Umbau
der extrazelluldren Matrix beteiligt ist.
Das Ziel unserer Forschung war, heraus-
zufinden, ob TIMP-1 die Produktion von
SsVEGFR-1 in humanen Endothelzellen
beeinflussen kann.

Methoden: Gepoolte Endothelzellen
aus der Nabelschnurvene wurden in
24-Well-Zellkulturschalen ausgest.
Zum einen wurde den Zellen TIMP-1 in
steigenden Konzentrationen zugesetzt
und der sVEGFR-1-Gehalt nach 4 Tagen
Inkubation im Kulturtiberstand durch
ELISA (,enzyme-linked immunosorbent
assay”) bestimmt. Des weiteren wurde
TIMP-1 mit Hilfe von RNA-Interferenz
herunterreguliert und die TIMP-1- und
sVEGFR-1-Konzentration nach 4 Tagen
im Kulturtiberstand durch ELISA quanti-
fiziert. Fir den Knock-down wurden

4 TIMP-1-siRNAs (,small interfering”
RNAs) und 2 unspezifische siRNAs ver-
wendet. Als Kontrollen fiir beide Experi-
mente dienten Endothelzellen, die ohne
zusatzliche Behandlung kultiviert wor-
den waren.

Ergebnisse: Endothelzellen, welche
mit 50, 125, 400, 1000, 4000 oder
10.000 pg/ml TIMP-1 kultiviert worden
waren, zeigten im Vergleich zu Kontroll-
zellen bei 125 pg/ml eine signifikante
Erhohung des sVEGFR-1-Gehalts von
35 %, wahrend bei 10.000 pg/ml eine
signifikante Reduktion von 20 % zu er-
kennen war. Beim TIMP-1-Knock-down
in den Endothelzellen konnte durch die
4 spezifischen siRNAs der TIMP-1-Ge-
halt im Kulturiberstand signifikant um
65-78 % im Vergleich zu unbehandel-
ten Kontrollen gesenkt werden. Ein ent-
sprechendes Ergebnis wurde beziiglich
des sVEGFR-1-Gehalts im Kulturtiber-
stand beobachtet. Durch die 4 TIMP-1-
spezifischen siRNAs wurde die sVEGFR-
1-Konzentration, verglichen mit unbe-
handelten Kontrollzellen, um 39-69 %
signifikant reduziert. Die mit den unspe-
zifischen siRNAs transfizierten Zellen
zeigten sowohl einen dhnlichen TIMP-1-
als auch sVEGFR-1-Gehalt wie die un-
behandelten Kontrollen.

Schluffolgerung: TIMP-1 erhoht bei nied-
riger Dosis die endotheliale sVEGFR-1-

Produktion, wihrend hohere Konzentra-
tionen diese hemmen. Zudem wurde

J. REPRODUKTIONSMED. ENDOKRINOL. 5/2007

beim TIMP-1-Knock-down auch der
Gehalt an sVEGFR-1 herunterreguliert.
Folglich kann TIMP-1 die sVEGFR-1-
Sekretion in Endothelzellen regulieren.

P10

ST DER SPIEGEL DES GRANULOZYTENKOLONIE-
STIMULIERENDEN-FAKTORS (G-CSF) EIN
PRADIKTIVER FAKTOR FUR DEN IVF-ERFOLG?

A. Salmassi, K. Koch, A. Schmutzler,
F. Piingel, L. Mettler
Universitats-Frauenklinik, Christian-
Albrechts-Universitit, Kiel

Fragestellung: G-CSF wird primdr in
hamatopoetischen Zellen produziert,
interessanterweise aber auch in nicht-
hamatopoetischen Zelltypen, wie Osteo-
blasten, Endothelzellen, Epithelzellen,
Zellen des Ovars, des Endometriums und
auch im Hoden. Ziel der vorliegenden
Arbeit war, die Rolle von G-CSF bei der
induzierten Ovulation zu untersuchen.

Material und Methoden: Serum und
Follikelflussigkeit (FF) von 82 IVF/ICSI/
ET-Patienten (mittleres Alter = 33,8 Jah-
re) wurden am Tag der Follikelpunktion
gewonnen.

In Response zur ovariellen Stimulations-
therapie wurden die Patientinnen in
eine schlechte (n = 11), eine normale
(n=53) und eine gute (n = 18) Gruppe
eingeteilt.

Zusatzlich wurde der G-CSF-Spiegel im
Serum von Schwangeren und Nicht-
schwangeren verglichen. Bei 23/53
Patientinnen mit normaler Response
auf die ovarielle Stimulation (davon

11 Schwangere) wurde Serum in allen
Zyklusphasen bis zur Frithschwanger-
schaftsphase (4 Wochen nach dem Tag
des Embryotransfers) gesammelt.

Die Hohe des G-CSF im Serum und in
der FF bestimmten wir mit der ELISA-
Technik.

Ergebnisse: Der G-CSF-Spiegel im
Serum bei Patientinnen mit guter Re-
sponse (G-CSF = 72,4 + 16,4 pg/ml) war
deutlich hoher als bei Patientinnen mit
normaler (G-CSF = 59,3 + 19,3 pg/ml)
bzw. schlechter Response (G-CSF =
40,74 = 14,3 pg/ml; p < 0,001). Daraus

ergab sich ein eindeutiger Zusammen-
hang zwischen der ovariellen Stimula-
tion und dem G-CSF-Spiegel im Serum.
Ebenfalls gab es eine positive Korrela-
tion zwischen der G-CSF-Konzentration
und der Schwangerschaftsrate.

Der G-CSF-Spiegel stieg im Serum wah-
rend der ovariellen Stimulation an und
erreichte einen maximalen Wert am Tag
der Injektion von humanem Chorion-
gonadotropin (hCG) (p = 0,01). Nach
dem Beenden der ovariellen Stimula-
tion mit FSH und Injektion von hCG fiel
der G-CSF-Spiegel vom Tag der hCG-
Gabe bis zum Tag des Embryotransfers
(ET) deutlich ab (p = 0,001).

Der G-CSF-Spiegel stieg nur bei schwan-
geren Patientinnen vom ET bis zum Tag
der Implantation (ET + 1 Woche) und
weiter in der Frihschwangerschaft (ET +
3-4 Wochen) an (p = 0,005).

SchluBfolgerung: Die Ergebnisse zeigen,
dalt G-CSF an der Follikelentwicklung,
den Mechanismen der Ovulation, der
Implantation des Embryos und an der
Aufrechterhaltung der Schwangerschaft
beteiligt ist.

P11

PRAVENTION EINES HYPERSTIMULATIONS-
SYNDROMS (OHSS) BEI EIZELLSPENDERIN-
NEN MIT GNRH-ANTAGONISTEN-PROTOKOLL

K. Schwenn, D. Bodri, J. Guillen,
A. Galindo, R. Vidal, M. Durban, O. Coll
Clinica Eugin, Barcelona, Spanien

Einfiihrung: Das Risiko eines ovariellen
Hyperstimulationssyndroms als Folge
einer Stimulationsbehandlung bei Eizell-
spenderinnen, die aus altruistischen
Griinden eine solche Behandlung auf
sich nehmen, macht die Entwicklung
eines sicheren und effektiven Behand-
lungsprotokolls erforderlich.

Uber die Inzidenz des OHSS bei Eizell-
spenderinnen, die eine Stimulation mit
einem Antagonisten-Protokoll erhalten,
liegen nur wenige Daten vor. Der Einflufl
des Ovulationsauslésers auf das Risiko
eines OHSS ist bekannt. In dieser retro-
spektiven Studie wurde das Auftreten
eines OHSS nach Gabe eines rekombi-
nanten hCG im Vergleich zu einem



GnRH-Agonisten als Trigger der Ovula-
tion analysiert. Die Stimulation wurde
mit einem GnRH-Antagonisten durchge-
fuhrt. Gleichzeitig wurde der pradiktive
Wert der Estradiolwerte und der Anzahl
der Follikel untersucht.

Patienten und Methoden: Alle Behand-
lungszyklen erfolgten zwischen Novem-
ber 2003 und Mérz 2007 in einer Privat-
klinik fur Reproduktionsmedizin. Insge-
samt wurden 2076 Stimulationszyklen
zur Eizellspende untersucht.

Die Stimulation erfolgte mit rFSH
(Gonal-F, Serono oder Puregon, Orga-
non) oder hAMG (Menopur, Ferring) ab
Zyklustag 2 mit einer mittleren Initialdo-
sis von 225 IU. Das Monitoring erfolgte
durch Vaginalultraschall und Serum-
Estradiolwerte, die erste Kontrolle am
5. Stimulationstag. Abhangig von den
MelRdaten der Ovarantwort wurde die
weitere Dosierung angepal’t. Ab einer
Grole des dominanten Follikels von

14 mm oder Estradiolwert > 400 pg/ml
wurde die Gabe des Antagonisten
(Cetrotide, Serono) initiiert (0,25 mg/die).

Die Ovulationsauslosung erfolgte bei
Nachweis von mindestens 3 Follikeln

> 18 mm, bei 1030 Zyklen mit rhHC
(Ovitrelle, Serono) bzw. bei 1046 Zy-
klen mit 0,2 mg s.c. Triptorelin (Deca-
peptyl, Ipsen Pharma). Der Trigger wur-
de gewdhlt nach Auswertung der Folli-
kelzahl und/oder des Estradiolwertes im
Serum.

Die letzte Gabe des Antagonisten er-
folgte innerhalb von 24 Stunden vor der
Triggerung, die Ovarpunktion 36 Stun-
den nach Ovulationsauslosung.

Das Follow-up der Patientinnen erfolgte
durch telefonische Befragung, im Falle
von Beschwerden wurden sie in auswér-
tigen Kliniken behandelt. Die OHSS-
Klassifikation erfolgte entsprechend den
Navot-Kriterien [Navot et al., 1992].

Untersucht wurde die Inzidenz eines
moderaten/schweren OHSS. AuRerdem
wurde der pradiktive Wert des hochsten
Serum-Estradiolwertes und der Follikel-
zahl von > 10 hinsichtlich des Auftretens
eines schweren bzw. moderaten OHSS
analysiert.

Ergebnisse: Die mittlere Stimulations-
dauer lag bei 10 = 1,6 Tagen, mittlere
FSH/hMG-Dosis bei 2200 + 569 UL.

Der mittlere Estradiol-Peak lag bei
2790 + 1406 pg/ml, die mittlere Zahl
der rekrutierten Eizellen bei 11,8 + 6,7.

Im Fall von 1030 Zyklen erfolgte die
Ovulationsauslosung mittels rhCG, bei
1046 Zyklen mit GnRH-Agonist. Die
Monitorwerte fiir Serum-Estradiol und
die Follikelzahl lagen signifikant héher
in der Gruppe, die mit GnRH-Agonist
behandelt wurde.

Ein moderates bzw. schweres Hypersti-
mulationssyndrom wurde bei 13 Patient-
innen ausschlieRlich der Gruppe mit
hCG-Triggerung beobachtet. Dies ent-
spricht einer Inzidenz von 1,26 %

(95 %-Cl: 0,74-2,15). In der Gruppe
mit Ovulationsauslosung durch GnRH-
Agonisten trat kein solcher Fall auf.

Bei allen Eizellspenderinnen kam es
zum passageren Auftreten von sono-
graphisch oder klinisch nachweisbarem
Aszites. Eine Himokonzentraion mit
Hkt > 45 wurde in 6, eine Erhhung
der Leberenzyme in 5 Fillen beobach-
tet. 26 Spenderinnen wurden mit leich-
teren Symptomen eines OHSS behan-
delt (abdominales Spannungsgefihl,
Schmerzen, Ubelkeit), in all diesen Fil-
len erfolgte die Triggerung ebenfalls mit
hCG.

Die weitere Analyse zeigte, daf die
sonographisch gemessene Follikelzahl
der signifikant bessere Pradiktor eines
OHSS ist als der Estradiolwert (Grenz-
wert von 17 Follikeln > 10 mm beim
letzten Monitoring vor Triggerung,
100 % Sensitivitdt, 69,1 % Spezifitat).

SchluSfolgerung: Der Einsatz von GnRH-
Agonisten zur Ovulationsauslésung ver-
mindert signifikant das Risiko des Auf-
tretens eines moderaten und schweren
Hyperstimulationssyndroms bei Eizell-
spenderinnen, insbesondere bei Patient-
innen mit einem hoheren OHSS-Risiko.
Dabher sollte der standardisierte Einsatz
bei Spenderinnen der Hochrisikogruppe
diskutiert werden.
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INHIBINE UND AKTIVIN A BEIM PCO-SyN-
DROM

R. Seufert!, T. Maltaris', V. Passuello’,

M. Schaffrath?, B. Pfister?, F. Fischl?,

K. Pollow?

"Universitéts-Frauenklinik Mainz, 2Abtei-
lung fiir Experimentelle Endokrinologie,
Johannes-Gutenberg-Universitit, Mainz

Das PCO-Syndrom stellt eines der hau-
figsten endokrinen Krankheitsbilder der
jungen Frau mit einer komplexen und
unverstandenen Pathophysiologie dar,
wobei eine bestehende Insulinresistenz,
Veranderungen der Sekretion der Gona-
dotropine und erhohte ovarielle Andro-
gensynthesen eine besondere Bedeutung
besitzen. Die Rolle der Inhibine — als
ovarielle Proteohormone aus den Gra-
nulosazellen, die FSH stark supprimie-
ren, und die des Aktivin A sind vollig
unklar.

Fragestellung: Sind Inhibine und Aktivin
A bei PCOS verandert und welche Be-
deutung konnte sie erlangen?

Methoden: Bei 21 Patienten mit PCOS
und 19 gesunden Patientinnen wurden
die Serumkonzentrationen von Inhibin A,
Inhibin B, Pro-Alpha-C und Aktivin A zu
verschiedenen Zykluszeitpunkten mittels
EIA der Firma Serotect bestimmt und
die Ergebnisse durch den Wilcoxon-Test
statistisch verglichen. Ebenfalls wurden
Korrelationen bestimmt. Zusatzlich wur-
den bei je 8 Patientinnen Tagesprofile
gemessen.

Ergebnisse: Sowohl die Konzentrationen
an Inhibin B, Inhibin A und Pro-alpha-C
waren statistisch auffallig bei Patienten
mit PCOS erhéht, wihrend sich Verian-
derungen fur das Aktivin A nicht finden
lieRen.

Wahrend gesunde Patientinnen mor-
gens um 9.00 Uhr ein Maximum und
abends um 21.00 Uhr ein Minimum der
Inhibin-B-Konzentrationen zeigten, lie-
Ren sich bei PCO-Patientinnen keine
eindeutigen tageszeitabhdngigen Veran-
derungen mehr finden. Es fand sich nur
in der PCOS-Gruppe eine positive Kor-
relation zwischen der Inhibin-B-Kon-
zentration und dem Serumtestosteron,
wihrend das Inhibin A deutlich negativ
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mit der FSH-Konzentration korreliert
war.

Eine anschliefende Therapie mit 30 pg
EE und 2 mg CPA unterdrtickte die Se-
kretion der Inhibine fast vollstandig,
wahrend Aktivin A nicht beeinflulSt
wurde.

SchluBfolgerungen: Inhibin A, Inhibin B
und Pro-alpha-C werden bei PCOS ver-
mehrt synthetisiert und deuten auf eine
erhohte endokrine Aktivitat der Granu-
losazellen. Offenbar sind die feineren
Regulationsmechanismen der Synthese
der ovariellen Proteohormone aufgeho-
ben, was sich an dem Wegfall der zirka-
dianen Rhythmik zeigt. Die erhohten
Inhibin-Serumkonzentrationen kénnten
damit zu einer weiteren Verfestigung
der PCOS-Veranderungen beitragen,
indem sie die FSH-Sekretion hemmen
und damit zusétzlich die Follikelreifung
negativ beeintrachtigen.

Die Bestimmung der Inhibine bei PCOS
erlaubt tiefere Einblicke in die Fehlsteu-
erung des Ovars — unter klinischen Be-

dingungen — und kénnte dartiber hinaus
— als zusatzlicher Marker — das Ausmal}
der ovariellen Fehlregulation aufzeigen.
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BEURTEILUNG DER OVARIELLEN FUNKTIONS-
RESERVE VON PATIENTINNEN UNTER CHEMO-
THERAPIE WEGEN KREBS- UND AUTOIMMUN-
ERKRANKUNGEN: DIE RoLLE voN AMH
UND INHIBIN B

1. Zervomanolakis, V. Mattle, S. Hofer,

K. F. Murach, 1. Berger, L. Wildt
Klinische Abteilung fiir Gyndkologische
Endokrinologie und Reproduktionsmedi-
zin, Universitatsklinik fiir Frauenheilkun-
de, Medizinische Universitit Innsbruck

Einleitung: Die Uberlebensrate der Pati-
entinnen, die sich wegen Krebs- und
Autoimmunerkrankungen einer Chemo-
therapie unterziehen, nimmt durch die
Optimierung der Chemotherapiesche-
mata standig zu. Als Langzeitkomplika-
tion wird die vorzeitige Menopause
beobachtet, an der ca. 30-70 % der
betroffenen Patientinnen aufgrund der
Gonadotoxizitdt der Chemotherapeu-
tika leiden. In der vorliegenden Studie
werden das Anti-Miiller-Hormon (AMH)
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und das Inhibin B als Marker der ovari-
ellen Funktionsreserve untersucht.

Methoden: Die Normwerte fir AMH im
Serum einer pramenopausalen Patientin
betragen 1-10 pg/l, wéahrend ein Inhibin-
B-Wert < 45 ng/l eine eingeschrankte
ovarielle Funktion zeigt. Seit Mdrz 2005
werden das AMH sowie das Inhibin B
im Serum in unserer Abteilung mittels
der ELISA-Kits DSL-10-14400 bzw. DSL-
10-84100 (Firma DSL, Texas, USA) be-
stimmt. 21 Patientinnen, die eine Che-
motherapie zum Teil seit Juli 2003 er-
hielten, wurden nach Abschluf der Che-
motherapie zur Hormonbestimmung
rekrutiert. Anamnestisch wurden bei

4 der Patientinnen diverse Malignitats-
erkrankungen diagnostiziert, wahrend
2 an Autoimmunerkrankungen und 15
an hamatologischen Erkrankungen lit-
ten. Der Altersmittelwert bei Diagnose-
stellung lag bei 24,0 Jahren. Nachdem
die Patientinnen eine laparoskopische
Ovarialprobeentnahme zur Kryokonser-
vierung des Gewebes vor der Chemo-
therapie bzw. spatestens nach dem
ersten Zyklus bekamen, erhielten sie
wihrend der Chemotherapie zum Ovar-
schutz einmal monatlich GnRH-Analoga.
Mindestens 6 Monate nach Abschlufy
der Chemotherapie wurden zur Beurtei-
lung der ovariellen Funktionsreserve
eine Hormondiagnostik sowie Bestim-
mung des AMH und des Inhibins B
durchgefiihrt.

Resultate: Bis auf eine normogonado-
trope Patientin nach Chemotherapie
wegen Non-Hodgkin-Lymphoms, bei der
das Inhibin B und das AMH 11 Monate
nach der Chemotherapie mit 8 Zyklen
nach dem R-CHOP-Schema nachgewie-
sen wurden (Inhibin B 41 ng/l, AMH
0,48 pg/l), liegt das Inhibin B bei allen
anderen Patientinnen nach Chemothe-
rapie aufgrund hamatologischer bzw.
diverser Malignitétserkrankungen unter
der nachweisbaren Grenze (Inhibin B

< 7 ng/l). Wéhrend das AMH bei 13
hypergonadotropen Patientinnen unter
der nachweisbaren Grenze liegt (AMH
< 0,017 pg/l), variiert der Wert bei den
restlichen 5 hypergonadotropen Patient-
innen zwischen 0,179 und 0,760 pg/l.
Bei den 2 Patientinnen mit Autoimmun-
erkrankungen, die ihre Chemotherapie
mit Zyklophosphamid wegen systemi-
schem Lupus erythematodes bzw.
Goodpasture-Syndroms bereits vor 17
bzw. 6 Monaten abgeschlossen haben,
zeigte sich ein normogonadotroper Hor-

monstatus mit grenzwertig erniedrigten
AMH- und Inhibin-B-Werten als Zeichen
ihrer Ovarfunktion (Inhibin B 36 bzw.
24 ng/l, AMH 0,89 bzw. 1,03 pg/l).

SchluBfolgerung: Nach den vorliegen-
den Daten wird eine Schadigung der
ovariellen Funktion nach Chemothera-
pie beobachtet, die vom Alter der Pati-
entin, Wirkstoff und kumulativer Dosis
abhdngig ist. Dies deutet auf die Not-
wendigkeit eines vielféltigen Versuchs
zum Ovarschutz hin, denn die aktuellen
Moglichkeiten (Verabreichung GnRH-
Analoga, Kryokonservierung Ovargewe-
be) sind nicht voll etabliert. Es zeigt sich
trotzdem, dal® die Anwendung von Inhi-
bin B und AMH als Marker der ovariel-
len Funktionsreserve zur Optimierung
der Methoden des Fertilitatserhalts bei-
tragen wird.

Genetik
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ERSTE FORTLAUFENDE SCHWANGERSCHAFT
NACH POLKORPERDIAGNOSTIK FUR MONO-
GENE ERKRANKUNG NACH M-I1-EizELL-
V/ITRIFIKATION

M. Bals-Pratsch’, A. Hehr?, U. Hehr?,

B. Seifert’, D. Seifert
'Kinderwunschzentrum Regensburg,
2Zentrum fiir Humangenetik, Regensburg

Einleitung: Die Polkorperdiagnostik (PKD)
ist eine Methode zur Praimplantations-
diagnostik genetisch bedingter Erkran-
kungen. In unserem Zentrum wird diese
Methode seit dem Jahr 2001 fiir die Dia-
gnostik monogener Erkrankungen ange-
wendet. Nach der Entnahme der Polkor-
per werden mittels Multiplex-Fluores-
zenz-PCR die zu untersuchende familien-
spezifische Mutation und/oder eng be-
nachbarte polymorphe und fir die jewei-
lige Familie informative DNA-Marker
amplifiziert. Die anschliefende Analyse
der resultierenden Amplifikationsproduk-
te ermoglicht eine Aussage zum geneti-
schen Status der Polkorper. Mittels se-
quentieller Analyse des 1. und 2. Polkor-
pers ist es moglich, fir die Eizelle eine
genetische Diagnose fiir die zu untersu-
chende Mutation innerhalb des vom
Embryonenschutzgesetz vorgegebenen
Zeitrahmens zu erstellen. Bisher wurde



diese Eizelldiagnostik jeweils am Tag

der Follikelpunktion durchgefiihrt. Mit
der Vitrifikation ist es jetzt erfolgreich

moglich, auch Metaphase-II- (M-II-) Ei-
zellen einzufrieren und die PKD an Ei-
zellen nach dem Auftauen im Rahmen
eines Kryoauftauzyklus durchzufiihren.

Methode: Bei einer 33jdhrigen Tragerin
der CFTR-Mutation Delta F508 im
heterozygoten Zustand wurde eine
Ovarstimulation im langen Protokoll
mit recFSH/hMG fir die Polkorperdia-
gnostik durchgefiihrt. Der Partner ist
ebenfalls heterozygoter Trager einer
CFTR-Mutation (R553X) und das Risiko
fur ein Kind mit Zystischer Fibrose be-
tragt 25 %. Die gemeinsame 6jahrige
Tochter ist an Zystischer Fibrose er-
krankt (,compound heterozygot” fiir
Delta F508 und R553X). Es wurden

19 Eizellen gewonnen, davon 11 M-II-
Eizellen. Diese wurden vitrifiziert
(Vitasep Vitrification Kit, MTG Medical
Technology, Altdorf, Deutschland), da
unerwartet technische Probleme mit
dem Testsystem fir die Polkorperdia-
gnostik auftraten. In einem kiinstlichen
Zyklus (Estradiolvalerat 3 x 2 mg konti-
nuierlich, Progesteron 90 mg vaginal
beginnend 3 Tage vor Embryotransfer)
wurden die vitrifizierten Eizellen
zyklusphasengerecht aufgetaut und mit
der intrazytoplasmatischen Spermien-
injektion (ICSI) behandelt. Die Polkor-
perbiopsie mit nachfolgender geneti-
scher Diagnostik der familienspezifi-
schen Mutation erfolgte sequentiell fir
das 1. und 2. Polkérperchen.

Resultate: 8 Eizellen waren nach dem
Auftauen vital, davon waren nach ICSI
5 Eizellen im Vorkernstadium. 2 impra-
gnierte Eizellen wurden wegen Muta-
tionsnachweis und 1 Eizelle wegen
Verlust des 2. Polkorperchens verwor-
fen, so daR 2 Eizellen mit miitterlichem
Wildtyp-Allel weiterkultiviert und trans-
feriert wurden. 11 Tage spater war der
Schwangerschaftstest mit 176 U Chori-
ongonadotropin (hCG) positiv. In der

6. Schwangerschaftswoche (SSW) konn-
te zeitgerecht intrauterin eine Einlings-
schwangerschaft mit Herzaktion dia-
gnostiziert werden. Aktuell ist die Pati-
entin in der 18. SSW intakt schwanger.

SchluBfolgerungen: Erstmals konnte ge-
zeigt werden, daB nach Vitrifikation von
M-lI-Eizellen auch die Polkérperdiagno-
stik fir monogene Erkrankungen erfolg-
reich mit nachfolgender intakter Schwan-

gerschaft moglich ist. Eventuell ist auch
mit der wiederholten Vitrifikation von
M-lI-Eizellen in mehreren stimulierten
Zyklen die Polkorperdiagnostik bei Pati-
entinnen mit reduzierter ovarieller Re-
serve erfolgreich moglich, bei denen in
einem Zyklus nicht ausreichend Eizellen
fir eine PKD gewonnen werden konnen.
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SCHWANGERSCHAFTSVERLAUFE BEI TRANS-
LOKATIONSTRAGERINNEN — SINNVOLLER EIN-
SATZ DER PKD

T. Buchholz, M. Klehr-Martinelli,
A. Clement-Sengewald

Zentrum fiir Polkérperdiagnostik,
Gyn-Gen-Lehel, Miinchen

Einleitung: Translokationstrdger tragen
durch eine unbalancierte Fehlverteilung
der translozierten Chromosomen ein
hoheres Risiko fir rezidivierende Fehl-
geburten. Manche Fehlgeburten zeigen
jedoch einen balancierten Karyotyp in
bezug auf die translozierten Chromoso-
men, aber eine zusitzliche Fehlvertei-
lung eines anderen Chromosoms.

Ziel: Das Ziel unserer retrospektiven
Untersuchung ist, die Rate der zusatzli-
chen Chromosomenfehlverteilungen in
Schwangerschaften von Translokations-
trdgern zu ermitteln.

Ergebnisse: In unserem Zentrum fir Pol-
korperdiagnostik haben sich 55 Patien-
tinnen mit einer balancierten Transloka-
tion vorgestellt (48 mit reziproker Trans-
lokation und 7 mit Robertson-Transloka-
tion). Von insgesamt 145 registrierten
Schwangerschaften wurden nur 17 Kin-
der geboren (11,5 %); 10 Kinder waren
gesund mit einem unauffilligen oder
balancierten Karyotyp, 6 tragen einen
unbalancierten und eines tragt einen
47,t(4:18),+ XXY Karyotyp. Von 128 Fehl-
geburten wurden 87 nicht-chromoso-
mal untersucht. Von den 44 untersuch-
ten Fehlgeburten zeigten 9 einen unauf-
falligen Chromosomensatz, 27 einen
unbalancierten Chromosomensatz in
bezug auf die translozierten Chromoso-
men. Die verbleibenden 5 Fehlgeburten
zeigten einen balancierten Chromoso-
mensatz mit einer zusatzlichen Fehlver-
teilung. Von den insgesamt 58 karyo-
typisierten Schwangerschaften hatten

»
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33 (57 %) einen unbalancierten und
19 (33 %) einen balancierten Chromo-
somensatz. In 6 Schwangerschaften
zeigte sich eine zusétzliche Chromo-
somenfehlverteilung, in 5 Féllen eine
Aneuploidie eines einzelnen Chromo-
soms, in einem Fall eine Triploidie.

SchluBfolgerung: Unsere Ergebnisse be-
statigen die erwartet hohe Rate einer
unbalancierten Verteilung der translo-
zierten Chromosomen in Schwanger-
schaften. Sie lassen auch vermuten, da®
die Rate von Aneuploidien unter Trans-
lokationstragern sehr viel hoher ist als
unter Patienten mit unauffilligem Chro-
mosomensatz. Es kann spekuliert wer-
den, daf8 der Teilungsablauf zum Bei-
spiel durch die Quadrupletformation
der translozierten Chromosomen auch
fur die tibrigen Chromosomen gestort
wird. Um das Risiko fir weitere Fehl-
geburten durch Fehlverteilungen von
Chromosomenabschnitten oder ganzen
Chromosomen zu reduzieren, kann ftir
Translokationstrdgerinnen die PKD
angeboten werden. Dabei werden die
translozierten und zumindest die hdu-
figsten bei Fehlverteilungen vorkom-
menden Chromosomen untersucht.
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CHROMOSOMENBEFUNDE NACH IVF/ICSI-
THERAPIE

D. Hansmann', H. Weil8', A. Geipel?,

U. Gembruch?

"Prdnatalmedizin und Genetik, Bonn-
Meckenheim, 2Abteilung Geburtshilfe und
Prdnatalmedizin, Universitétsklinikum
Bonn

Einleitung: Im Zeitraum vom 01.01.2002
bis 31.12.2006 wurden bei 228 Schwan-
gerschaften nach IVF/ICSI-Therapie 325
pranatale Chromosomenanalysen durch-
gefuhrt. Nicht in allen Fallen lagen
Chromosomenbefunde der Eltern nach
Lymphozytenkultur vor.

Bei 307 Feten fand sich ein normaler
Chromosomensatz (Karyotyp: 46,XY
bzw. 46,XX), in 15 Fallen lag eine
numerische Chromosomenaberration
und in 3 Fallen ein unbalancierter
Strukturumbau vor. Bei den untersuchten
Schwangerschaften war erwartungsge-
mal die Anzahl der Mehrlinge erhoht.
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Es handelte sich dabei um 57 Zwillinge,
17 Drillinge und 2 Vierlinge.

Im Rahmen einer genetischen Beratung
wurden alle auffdlligen Pranatalbefunde
mit den betroffenen Eltern ausftihrlich
besprochen. Die fetalen Chromosomen-
strukturauffalligkeiten waren alle de novo
entstanden.

Beispielhaft wird eine Familie mit Zwil-
lingen dargestellt, bei denen ein Junge
eine strukturelle Chromosomenaberration
de novo aufweist (Duplikation 15¢12),
wahrend der zweite Junge bei normalem
Karyotyp eine Entwicklungsverzogerung
nach Multiorganversagen und Atemwegs-
infektion in der 4. Lebenswoche zeigt.

Die Entwicklung der Kinder bei gezielter
Forderung konnte Gber einen Zeitraum
von 5 Jahren verfolgt werden.

Methoden: Es erfolgten diagnostische
Ultraschalluntersuchungen in SSW 12,
16 und 20.

Die Chromosomenanalysen nach Lym-
phozytenkultur, Chorionbiopsie und
Amniozentese wurden nach Standard-
anderungsverfahren durchgefiihrt (GTG,
CBG, NOR). Erganzend wurden Mikro-
dissektion und reverse FISH-Techniken
eingesetzt.

Resultate: Das gehdufte Auftreten von
Mehrlingsschwangerschaften und die
vermehrt vorliegenden fetalen Chromo-
somenaberrationen nach Infertilitdtsthe-
rapie stellen fiir den Schwangerschafts-
verlauf eine Komplikation dar, die eine
detaillierte genetische Beratung und
eine intensive Schwangerschaftsbetreu-
ung erfordern.
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POLKORPERDIAGNOSTIK (PKD) FUR MONO-
GENE ERKRANKUNGEN IN REGENSBURG —
SECHS JAHRE IM UBERBLICK

A. Hehr', B. Paulmann?, M. Bals-Pratsch?,
B. Seifert?, U. Hehr!

'Zentrum fiir Humangenetik, Regensburg,
2Kinderwunschzentrum Regensburg

Einleitung: Die Polkorperdiagnostik ist
unter den Bedingungen des Embryonen-
schutzgesetzes (EschG) in Deutschland
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derzeit die einzige zulassige Form der
Praimplantationsdiagnostik. Unser
Regensburger Zentrum fuhrt seit 6 Jah-
ren fur ausgewdhlte monogene Erkran-
kungen eine Polkorperdiagnostik durch,
unsere bisherigen Ergebnisse sollen hier
zusammenfassend dargestellt werden.

Methode: Vor Beginn des ICSI-Zyklus
wird zundchst ein familienspezifisches
Testsystem etabliert und hinsichtlich
Reproduzierbarkeit und Allel-drop-out-
Rate (ADO) getestet. Im Behandlungs-
zyklus werden dann der 1. und 2. Pol-
korper eine bzw. 9 Stunden nach ICSI
entnommen und ummittelbar im An-
schluf PCR-Produkte fiir flankierende
informative Marker und, falls moglich,
auch die familienspezifische Mutation
mittels einer Multiplex-Fluoreszenz-PCR
amplifiziert. Nach Auftrennung der ent-
standenen PCR-Produkte mittels Kapil-
largelelektrophorese wird auf Basis der
bekannten Segregation der verschiedenen
Allele innerhalb der Familie die geneti-
sche Konstitution der Eizelle bestimmt.
Die Erstellung eines abschlieBenden hu-
mangenetischen Befundes mit Empfeh-
lung fir Weiterkultur/Transfer jener Ei-
zellen, die die jeweilige familienspezifi-
sche Mutation nicht aufweisen, erfolgt
bis spatestens 21 Stunden nach ICSI
und damit noch im Vorkernstadium.

Resultate: Bisher wurden an unserem
Zentrum in 26 PKD-Zyklen 167 Eizellen
entnommen (durchschnittlich 6,42 Eizel-
len pro Zyklus). Fiir 26 Eizellen konnte
nachgewiesen werden, dal} sie die Muta-
tion nicht tragen, diese wurden in 17 Zy-
klen transferiert (durchschnittlich 65 % Zy-
klen mit Transfer, durchschnittlicher Trans-
fer von 1,5 Embryonen pro Zyklus mit
Transfer). Daraus resultierten 6 klinische
Schwangerschaften (klinische Schwanger-
schaftsrate 35,29 % pro Transferzyklus).
Bislang wurden 7 gesunde Kinder gebo-
ren (2 x Zwillinge), gegenwartig besteht
eine Schwangerschaft in der 16. SSW.

SchluBfolgerungen: Die Polkorperdiagno-
stik kann nach unserer Erfahrung auch
unter den Bedingungen des deutschen
Embryonenschutzgesetzes bei Vorliegen
einer genetischen Pradisposition fur eine
monogene Erkrankung erfolgreich ein-
gesetzt werden. Voraussetzung ist eine
umfassende interdisziplindre Beratung
und Betreuung der ratsuchenden Paare.
Die im Vergleich zur PID relativ hohe
Schwangerschaftsrate von mehr als 35 %
fir unsere zundchst kleinen Fallzahlen

deutet darauf hin, dal die Entnahme
der Polkorper moglicherweise weniger
negative Auswirkungen auf das Entwick-
lungspotential der Eizellen hat als die
weltweit derzeit tiberwiegend eingesetz-
te Blastomerendiagnostik.
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MANNLICHE MAUSE MIT EINEM UBERZAHLI-
GEN X-CHROMOSOM (41, XX™Y) ZEIGEN
KOGNITIVE EINSCHRANKUNGEN BEI DER
OBJEKTERKENNUNG

J. Wistuba', O. Damm’, C. Luetjens’,

M. Simoni', E. Nieschlag', L. Lewejohann?
'Institut fiir Reproduktionsmedizin,
Universitatsklinikum Miinster, 2Abteilung
fiir Verhaltensbiologie und Otto Creutz-
feldt Center, Universitit Miinster

Fragestellung: Unter den numerischen
Chromosomenaberrationen, die bei
Maénnern auftreten, ist der Karyotyp

47 ,XXY (Klinefelter-Syndrom, KS) der
am haufigsten auftretende mit einer
Pravalenz von einem unter 500 mannli-
chen Neugeborenen. Das KS ist durch
Hypogonadismus und weitere physi-
sche und kognitive Storungen gekenn-
zeichnet. Ein tiberzdhliges X-Chromo-
som wird zudem zumeist von Infertilitat
begleitet, so dal® die Erzeugung geeig-
neter Tiermodelle schwierig ist.

Methoden: In der vorliegenden Studie
wurden phanotypisch mannliche Mau-
se, die liber zwei X-Chromosomen und
einen Teil des Y-Chromosoms verfligen
(41, XX*Y) durch Zucht mit mutanten
mannlichen Tieren mit einem strukturell
reorganisierten Y-Chromosom (Y*) gene-
riert. Ein Teil der Gameten solcher Viter
erhilt in der Meiose die Geschlechts-
chromosomen X*¥. Ein Teil des Y-Chro-
mosoms bleibt an das X-Chromosom
gebunden. Daraus resultieren mannli-
chen Nachkommen mit einem zweiten
X-Chromosom (41, XX*Y, in etwa 25 %).
Diese Tiere zeigen viele physiologische
Eigenschaften, die denen von KS-Patien-
ten dhneln.

Wir charakterisierten das Verhalten sol-
cher XX*Y-Mdnnchen. Hierzu wurden
15 XX*Y-Mannchen und 15 XY*-Wurf-
geschwister (Kontrollen) einer Reihe
von Verhaltensexperimenten unterzo-
gen. Neben einer allgemeinen Prifung



des Gesundheitszustandes wurden
Spontanexploration (Barriere-Test),
lokomotorische Aktivitat (Open Field-
Test), angstdhnliches Verhalten (Elevated
Plus Maze) und Lernen (Novel Object-
Test) analysiert.

Ergebnisse und SchluBfolgerung: Alle
Tiere waren gesund. Die XX*Y-Mann-
chen unterschieden sich nicht von den
Kontrollen beziiglich Spontanexplora-
tion, lokomotorischer Aktivitit und im
angstahnlichen Verhalten, zeigten aber
im Gegensatz zu ihren XY*-Wurf-
geschwistern kein signifikantes Lern-
verhalten beziiglich der nicht-konditio-
nalen Objekterkennung. Diese Ergeb-
nisse unterstiitzen die Hypothese, dal}
die Anwesenheit eines tiberzdhligen
X-Chromosoms die kognitiven Fahig-
keiten von ménnlichen Mausen beein-
fluft.
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MANNLICHE MAUSE MIT EINEM UBERZAHLI-
GEN X-CHRoMOSOM (41, XX™Y): EN
MODELL FUR XX-MANNER?

J. Wistuba', J. Gromoll', J. Stukernborg’,
O. Damm’, T. Haméldinen?, M. Simoni’,
E. Nieschlag', C. Luetjens’

'Institut fiir Reproduktionsmedizin,
Universitétsklinikum Mtinster, 2Biomedi-
zinisches Institut, Abteilung fiir Physio-
logie, Universitat Turku, Finnland

Fragestellung: Numerische Aberrationen
der Geschlechtschromosomen, wie sie
bei Klinefelter-Patienten oder bei XX-
Mannern gefunden werden, sind die
haufigste genetische Ursache von Hypo-
gonadismus und Infertilitit des Mannes.
Die aberranten, von einem zusitzlichen
X-Chromosom gepragten Karyotypen
werden phanotypisch von reproduktiven,
kognitiven und endokrinologischen Sto-
rungen begleitet. Dies weist auf eine ge-
schlechtschromosomale Ursache fiir den
frihen Verlust der mannlichen Keim-
bahn, fir den Androgenmangel und die
Infertilitat hin. Tiermodelle fur derartige
geschlechtschromosomale Aberrationen
— insbesondere fiir XX-Manner, die kein
vollstandiges Y-Chromosom haben — sind
kaum vorhanden, obwohl sie eine un-
erldBliche Voraussetzung fiir die experi-
mentelle Untersuchung der Folgen hier-
mit verbundener Defekte darstellen.

Methoden: Wir konnten phanotypisch
mannliche Mause generieren, die tber
zwei X-Chromosomen und einen klei-
nen Teil des Y-Chromosoms verfiigen
(41, XX*Y). Diese Tiere wurden detailliert
analysiert und ihr Phanotyp mit publi-
zierten Daten anderer Mausmodelle und
von Mannern mit Gberzahligen X-Chro-
mosomen verglichen.

Ergebnisse und SchluBfolgerungen: Die
histologische und stereologische Unter-
suchung sowie die Analyse des endo-
krinen Status und der Expression von
Leydig-Zell-Markergenen und -Funktio-
nen zeigten erhebliche Unterschiede
zum normalen ménnlichen Phéanotyp.
Bei Tieren mit einem tberzahligen X-
Chromosom waren zwar die Korper-
proportionen unverdndert, jedoch sind
postpubertdr keine Keimzellen mehr
vorhanden, Hoden- und Nebenhoden-
gewicht sind erheblich reduziert und
die Gonadotropinkonzentrationen im
Serum signifikant erhoht. Die stereologi-
sche Auswertung bestétigte eine Hyper-
plasie der Leydig-Zellen bei einer erhoh-
ten Expressionsrate Leydig-Zell-spezifi-
scher Gene (est, tsp2, LHR und rlf). Dar-
Gber hinaus zeigten aus den Hoden von
XX*Y-Tieren isolierte Leydig-Zellen im
Vergleich zu aus Kontrolltieren isolier-
ten Zellen eine verstdrkte sekretorische
Antwort auf hCG-Stimulation in vitro.

Die Charakterisierung dieses Tiermodells
ergab zahlreiche Ahnlichkeiten zu Min-
nern mit tiberzahligem X-Chromosom.
Die erhaltenen Resultate lassen dem-
nach den SchluB zu, dal® sich mannli-
che Mduse mit dem Karyotyp 41, XX*Y
als ein neues experimentelles Tiermo-
dell zur Analyse gestorter geschlechts-
chromosomaler Balance im Mann nut-
zen lassen.
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EiNSATZ DES GNRH-ANTAGONISTEN
GANIRELIX BEI KONTROLLIERTER OVARIELLER
HYPERSTIMULATION — EINE ONLINE-ANWEN-
DUNGSBEOBACHTUNG

T. Frambach, S. Blissing

Abteilung fiir Gyndkologische Endo-
krinologie und Reproduktionsmedizin,
Universitéts-Frauenklinik Wiirzburg

Einfiihrung: Gonadotropin-Releasing
Hormon- (GnRH-) Antagonisten wurden
im Bereich der IVF eingefiihrt, um bei
Durchfihrung von kontrollierten ovari-
ellen Stimulationen einen vorzeitigen
LH-Anstieg zu vermeiden. Die GnRH-
Antagonisten binden kompetitiv an die
GnRH-Rezeptoren der Hypophyse und
vermeiden so eine Beeinflussung durch
endogenes GnRH. Innerhalb von weni-
gen Stunden kommt es zu einer Suppres-
sion der Gonadotropinausschiittung
ohne initialen ,Flare up”. Im Vergleich
zu den heute als ,Goldstandard” ver-
wendeten GnRH-Agonisten werden
GnRH-Antagonisten haufig als zweite
Wahl eingesetzt. Breite Erfahrungen

in der klinischen Anwendung fehlen.
Aus diesem Grund wurde im Rahmen
einer Anwendungsbeobachtung die
Handhabung in der taglichen Praxis
dokumentiert und die Ergebnisse daraus
analysiert.

Methoden: Ziel der vorliegenden Studie
war die Uberpriifung der Wirksamkeit,
Effizienz und Vertraglichkeit einer The-
rapie mit dem GnRH-Antagonisten
Ganirelix bei Patientinnen, die sich einer
kontrollierten ovariellen Stimulation zur
intrauterinen Insemination (IU1) und kon-
trollierten ovariellen Hyperstimulation
(COH) unterzogen. Es handelt sich um
eine offene, prospektive Anwendungs-
beobachtung. Die Datenerhebung er-
folgte elektronisch Gber Eingabemasken.
Innerhalb der Anwendungsbeobachtung
wurden die Art der Stimulation, die ein-
zelnen Ganirelix-Gaben, die Ovulations-
auslosung, Labordaten und Ultraschall-
kontrollen erfafit. Die Anwendungs-
beobachtung wurde von 6 deutschen
IVF-Zentren im Zeitraum Januar 2005—
Januar 2006 durchgeftihrt. Es wurden
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Daten von Patientinnen > 18 Jahren
und < 45 Jahren erhoben.

Ergebnisse: Insgesamt wurden bei 120
Patientinnen 136 Stimulationszyklen
dokumentiert. Das durchschnittliche
Alter der Patientinnen betrug 32,8 + 4,6
(21-41) Jahre. Die durchschnittliche Dau-
er des Kinderwunsches betrug 3,8 + 2,5
(0,6-12) Jahre. Im Rahmen der 136 Be-
handlungszyklen wurde 14mal eine IUI-,
53mal eine IVF- und 69mal eine ICSI-
Therapie durchgefiihrt. In 118 Zyklen
wurde mit rFSH, in 12 Zyklen mit HMG
und in 6 Zyklen mit rFSH und HMG sti-
muliert. Die mittlere Stimulationsdauer
bis zur Ovulationsinduktion betrug 10,6 =
2,8 (6-20) Tage. Im Durchschnitt wurden
pro Patientin 2041 L.E. appliziert. Die
tagliche Ganirelix-Injektion begann im
Durchschnitt 6,7 = 2 Tage nach Stimula-
tionsbeginn und dauerte 5,4 + 2,3 (1-18)
Tage. Unter Therapie kam es in keinem
dokumentierten Fall (n = 49) zu einem
frihzeitigen LH-Anstieg. Die Ovulations-
induktion fand durchschnittlich 11 + 2,5
Tage nach Stimulationsbeginn mit HCG
statt. Die Ostrogenspiegel lagen am Tag
der Ovulationsinduktion bei den IVF-
und ICSI-Zyklen bei durchschnittlich
3391 pg/ml (n = 41), bei den [UI-Zyklen
bei durchschnittlich 749 pg/ml (n = 8).
Durch 119 Punktionen konnten in 116
Fallen im Durchschnitt 10,4 = 5,6 Eizel-
len gewonnen werden, von denen 8,6 =
5,1 Eizellen als reif eingestuft wurden.
In 115 Zyklen wurden durchschnittlich
2,2 £ 0,6 Embryonen transferiert. Daraus
resultierte in 41 Zyklen eine Schwanger-
schaft, die durch Sonographie mit posi-
tiver Herzaktion (n = 24) oder positivem
Dottersack (n = 17) nachgewiesen wurde.
Dies entspricht einer klinischen Schwan-
gerschaftsrate von 35,6 %. Die Mehr-
lingsrate betrug 19,5 %, dabei handelte
es sich um 6 Zwillings- und 2 Drillings-
graviditaten. In 40 % (n = 46) der Zyklen
wurden durchschnittlich 5 + 2,3 Vorkern-
stadien kryokonserviert. Die Handhab-
barkeit und die Akzeptanz gegentiber
der Therapie wurden in 98 % der Félle
von den Patientinnen mit ,gut” bis ,sehr
gut” beschrieben.

SchluBfolgerung: Die Auswertung der
Anwendungsbeobachtung zeigt, dal¥
eine sehr gute Schwangerschaftsrate
mit dem GnRH-Antagonisten-Protokoll
erzielt werden konnte. Die Schwanger-
schaftsrate in den 119 IVF/ICSI-Zyklen
betrug 35,6 %. Vergleichbare Werte
wurden auch in Studien von Obruca
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(35,5 % SS-Rate), Ludwig (36 % SS-
Rate) und Villars-Pelzer (36 % SS-Rate)
unter Verwendung eines Antagonisten-
Protokolls dokumentiert. Die Gesamt-
behandlungsdauer ist deutlich krzer
und der durchschnittliche Gonado-
tropinverbrauch niedriger als unter
Verwendung eines langen Agonisten-
Protokolls. Ein vorzeitiger LH-Anstieg
konnte durch die Gabe von Ganirelix
zuverldssig unterdrickt werden. Die
Verwendung von GnRH-Antagonisten
in Stimulationsprotokollen offeriert eine
Moglichkeit der ovariellen Stimulation
mit guter Vertraglichkeit, einfacher
Handhabung und wenig Nebenwir-
kungen. Durch die vorgelegte Anwen-
dungsbeobachtung kann die Wertigkeit
der GnRH-Antagonisten im Bereich
der IVF-Behandlung unterstrichen wer-
den.
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STARKERE REDUKTION DER |VF-ZYKLEN-
ZAHL NACH GMG 2004 IN OKONOMISCH
SCHWACHEREN BUNDESLANDERN

G. Griesinger, K. Diedrich, C. Altgassen
Abteilung fiir Gynédkologie und Geburts-
hilfe, Universitétsklinikum Schleswig-
Holstein — Campus Liibeck

Fragestellung: Die Gesetzesanderung
im Gesundheitsmodernisierungsgesetz
(GMG) zum § 27a SGB V, welche am
01. Januar 2004 in Kraft getreten ist,
bedeutet fiir deutsche Kinderwunsch-
paare einen 50 %-Eigenteil an den
finanziellen Kosten der MaBnahmen
der kunstlichen Befruchtung. Dartiber
hinaus ist eine Kostenerstattung durch
die gesetzliche Kasse nur innerhalb
der Altersgrenzen von 25-40 Jahren,
bzw. <50 Jahren fiir Frauen bzw. Man-
ner gewdhrleistet. Die Folgewirkungen
des GMG mit Hinblick auf das IVF-
Behandlungsvolumen in Deutschland
(DIR 2005) sowie die Zahl der gebore-
nen Kinder nach IVF (Thaele und
Uszkoreit, 2007) sind in der Literatur
ausfiihrlich diskutiert worden. Bisher
ungeklart ist, ob sich die Auswirkungen
des GMG, gemessen an der IVF-Zyklen-
zahl, in unterschiedlichen deutschen
Bundeslandern in Abhédngigkeit des
Bruttoinlandsprodukts (BIP) per capita
des jeweiligen Bundeslandes unter-
scheiden.

Methoden: Es handelte sich um eine
retrospektive Datenexploration. Es wur-
den die Datenbanken des deutschen
IVF-Registers sowie die Datenbank des
statistischen Bundesamtes verwendet.
Der primdre Ergebnisparameter war die
relative Reduktion der IVF-Zyklenzahl,
stratifiziert nach Bundeslandern. Zu
Vergleichszwecken wurden die Bundes-
lander nach Tukey-Hinges-Perzentilen
des BIP pro Einwohner (BIP per capita
per annum) gruppiert. Der Zeitraum der
Auswertung bezieht sich auf einen Ver-
gleich der Jahre 2002-2003 und 2004—
2005.

Ergebnisse: Die relative Reduktion der
IVF-Zyklenzahl war in der niedrigsten
BIP-Perzentilengruppe der Bundes-
lander am stédrksten ausgepragt. Die
durchschnittliche relative Reduktion an
durchgefiihrten IVF-Zyklen war 51,5 %,
35,7 % bzw. 38,8 % in der 0-25, 25-75
bzw. 75-100 BIP-pc-Perzentilengruppe.

Diskussion: Die vorliegenden Daten
zeigen, dals Einwohner finanziell
schwiécherer Bundeslander tber-
proportional durch das GMG 2004
betroffen sind. Die Vermutung liegt
nahe, dalk Paare mit Kinderwunsch
durch die 50 %-Eigenbeteiligung an
der IVF-Behandlung finanziell tiber-
fordert werden, mit besonderer Aus-
pragung in geographischen Regionen
mit geringem BIP per capita.
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GIBT ES PROGNOSEPARAMETER FUR DIE
FERTILITAT BEIM KLINEFELTER-SYNDROM?

S. Kemper!, G. Piihse', M. Bergmann?,
E. Nieschlag®, S. Kliesch’

'Klinik und Poliklinik fir Urologie, Uni-
versitdtsklinikum Miinster, 2Institut fiir
Veterindranatomie, Justus-Liebig-Univer-
sitat Gielsen, *Institut fir Reproduktions-
medizin, Universititsklinikum Miinster

Ziele: Die haufigste genetische Ursache
der mannlichen Infertilitdt ist das Kline-
felter-Syndrom (KS). Lt. Literaturangaben
findet sich bei bis zu 50 % der Patienten
eine Restspermatogenese als Vorausset-
zung fur eine Therapie, wobei Schwan-
gerschaften noch sehr selten sind. Als
einziger signifikanter Prognoseparameter
wird in der Literatur das Alter < 30 Jah-




ren diskutiert. Wir evaluierten prospektiv
die interdisziplinar behandelten KS-Pati-
enten hinsichtlich moglicher Prognose-

parameter fiir eine Restspermatogenese.

Material und Methoden: 54 Biopsien
von 27 Infertilitatspatienten mit nachge-
wiesenem KS (47, XXY) wurden evalu-
iert. Zur Korrelation wurden folgende
klinische Parameter erfalét: Alter,
Hodenvolumen (Sonographie 12,5
MHz) sowie LH, FSH und Testosteron.

Ergebnisse: Das Durchschnittsalter lag
bei 27,4 = 1,2 Jahren (Mittelwert = SD).
7 Patienten (26 %) waren < 20 (Gruppe 1),
9 (33 %) 21-30 (Gruppe II) und 11 (41 %)
> 30 Jahre (Gruppe Ill) alt. In 15 Biopsien
(28 %) bei 13 Patienten fanden sich unter-
schiedliche Stadien der Spermatogenese
(1: 58 %, II: 33 %, lll: 55 %). Alle anderen
boten eine vollstandige Atrophie. 7 Pati-
enten hatten eine Spermatogenese bis zu
den elongierten Spermatiden (I: 29 %,
11: 22 %, lll: 27 %). Das Alter zwischen
den Patienten mit und ohne Spermato-
genese unterschied sich nicht signifikant.
FSH betrug 31,3 £ 10,4 U/l, LH 17,9 =
6,4 U/l und Testosteron 10,66 + 3,3 nmol/l
und zeigte keine signifikanten Unter-
schiede mit und ohne Spermatogenese
(FSH bei Patienten mit elongierten Sper-
matiden tendenziell niedriger und Testo-
steron noch normal). Das Einzelhoden-
volumen lag bei 2,8 + 1,2 ml.

SchluBfolgerung: Anhand unserer Daten
lassen sich pradiktive Prognoseparame-
ter fiir die Fertilitat bei KS-Patienten wie
Alter, Hodenvolumen oder Hormon-
parameter nicht ableiten.
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(GEBURTENRATE NACH WIEDERHOLTEM
IMPLANTATIONSVERSAGEN

C. Kling', A. Schmutzler?, D. Kabelitz'
lInstitut fir Immunologie, Frauenklinik,
Abteilung Reproduktionsmedizin, *Insti-
tut fiir Immunologie, Universitatsklini-
kum Schleswig-Holstein — Campus Kiel

Fragestellung: Die Geburtenraten, die
nach 3 und mehr erfolglosen Punktions-
zyklen im IVF-Programm erreicht werden,
sind wegen der Fluktuation der Paare
von einzelnen Zentren nur schwer zu
ermitteln. Hier werden die Daten einer

Gberregional tatigen Einrichtung vorge-
stellt, die im Anschlul% an eine Lympho-
zyten-Immuntherapie (LIT) wegen wie-
derholten Implantationsversagens aus

deutschen IVF-Zentren erhoben wurden.

Methoden: Prospektive Multicenter-
Beobachtungsstudie. Zwischen 1999 und
2002 wurden 1700 Paare aus 47 bundes-
deutschen Zentren nach 3-21 erfolglo-
sen Punktionszyklen an das Institut fir
Immunologie zur begleitenden Lympho-
zyten-Immuntherapie (LIT) Gberwiesen
und 2 Jahre spater ebenso wie die tber-
weisenden Zentren zum weiteren Ver-
lauf befragt. Bei 1174 Paaren konnte die
Geburtenrate pro Zyklus ermittelt wer-
den. Der Ausgang von Schwangerschaf-
ten wurde im Sommer 2005 erfafit.
Nicht berticksichtigt wurden die Trans-
fers mit kryokonservierten Embryonen,
die unmittelbar nach LIT vor einer wei-
teren Punktion stattfanden, sowie im
Ausland durchgefiihrte Behandlungen.
Der Einfluf der Immuntherapie kann
hier mangels geeigneten Vergleichs-
kollektivs nicht beurteilt werden.

Ergebnisse: Von 1700 Paaren hatten 183
(10,8 %) die IVF-Behandlung aufgege-
ben und 78 Paare (4,6 %) lediglich noch
Transfers mit kryokonservierten Embryo-
nen durchgefihrt. 265 Paare (15,6 %)
blieben ohne Riickmeldung.

Insgesamt 1174 Paare setzten die IVF-
oder ICSI-Behandlung mit durchschnitt-
lich weiteren 1,5 Punktionen und 1,7
Embryotransfers in der BRD fort. Das
Alter der Frau bei LIT betrug 34,2 + 2,9
Jahre (21-43 Jahre). 333 Geburten wur-
den verzeichnet: 310 nach frischem
Embryotransfer und 23 nach Kryotrans-
fer. Es wurde eine Geburtenrate von
17,3 % pro frischem Transfer und von
18,6 % pro Punktionszyklus (inkl. der
erzielten Kryotransfers) erreicht. Die Ge-
burtenrate pro frischem Transfer betrug
ab dem 4.-8. Punktionszyklus 17,4 %
(701 Paare), 18,3 % (306 Paare), 15,0 %
(92 Paare), 12,9 % (42 Paare), 12,9 %
(17 Paare), ab dem 9.-22. Zyklus 28,0 %
(17 Paare). Das durchschnittliche Alter
der Frau stieg dabei kontinuierlich von
33,7 Jahre auf 37,3 Jahre an.

Wenn in den vorangegangenen Zyklen
Kryotransfers durchgefiihrt worden
waren, wurde eine signifikant hohere
Geburtenrate beobachtet als bei Paaren
ohne Kryokonservierung (pro frischem
Transfer 20,4 % vs. 16,1 %; p < 0,05,
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pro Punktionszyklus 22,9 % vs. 16,9 %;
p < 0,005, Gesamtgruppe 346 vs. 828
Paare). Der Trend war in den Untergrup-
pen auch nach hohergradigem Implan-
tationsversagen erkennbar.

Die hier fir die BRD festgestellten Raten
waren den Ergebnissen aus 8 internatio-
nalen zwischen 1994 und 2005 publi-
zierten Studien vergleichbar.

SchluSfolgerung: Erstmals werden in
der BRD erzielte Geburtenraten nach
wiederholtem Implantationsversagen
vorgestellt. Die Abnahme der Chancen
ab der 6. Punktion ist teilweise durch
das hohere weibliche Alter erklart.

Die ovarielle Reserve spielt auch in die-
ser Patientengruppe eine signifikante
Rolle. Wenn zusitzlich zu den frischen
Embryotransfers in der Vergangenheit
eine Kryokonservierung moglich gewe-
sen war, spiegelt dies eine bessere Chan-
ce bei weiteren Behandlungen wider.
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SCHWANGERSCHAFTEN NACH SPONTANER
KONZEPTION UND NACH EMBRYOTRANSFER
IM IVF-PROGRAMM

C. Kling, F. Weilenborn, D. Kabelitz
Institut fir Immunologie, Universitétskli-
nikum Schleswig-Holstein — Campus Kiel

Fragestellung: Durch Vergleich von
Einlingsgeburten nach Embryotransfer
(ET) mit spontanen Schwangerschaften
im IVF-Programm gingen wir der Frage
nach, welche Risiken maternalen Fakto-
ren oder der IVF-Technik zugeschrieben
werden missen. Die Prognose des wei-
teren Kinderwunsches wurde ebenfalls
beschrieben.

Methoden: Nach wiederholtem Implan-
tationsversagen im IVF-Programm und
Lymphozyten-Immuntherapie in den
Jahren 1999-2002 wurden Angaben zu
513 konsekutiven Einlingsgeburten er-
mittelt. Im Jahre 2006 folgte eine Erhe-
bung zu weiteren Schwangerschaften
per Fragebogen.

Ergebnisse: Die Dauer des Kinderwun-
sches betrug 6,6 Jahre (2-17), das mt-
terliche Alter bei Geburt 34 Jahre (22—
43 Jahre). Nach ET wurden 409 Kinder
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geboren, nach spontaner Konzeption
104 Kinder; das Gestationsgewicht lag
jeweils leicht unterhalb der 5er und der
50er Perzentile. Die Friihgeborenenrate
(< 37. SSW) betrug nach spontaner
Konzeption 6 % (bis 32. SSW), nach

ET 13 % (bis 24. SSW), wobei keine sig-
nifikanten Unterschiede zwischen ET
mit frischen oder kryokonservierten
Embryonen sowie zwischen konventio-
neller IVF und ICSI bestanden. Schwan-
gerschaftskomplikationen nach ET
waren mit denen nach Spontankonzep-
tion vergleichbar: Spatgestose (EPH,
HELLP: 7,6 % vs. 10,6 %), Gestations-
diabetes (5,4 % vs. 7,7 %), mitterliche
Blutungen im 3. Trimenon (7,8 % vs.
2,9 %), Sectio (45,0 % vs. 42,3 %).
Allerdings kam es nach ET signifikant
haufiger zum Abortus imminens im 1.
Trimenon (23,2 % vs. 8,7 %; p < 0,001),
wobei die Rate nach ICSI geringer war
als nach konventioneller IVF (20,1 %
vs. 29,8 %; p < 0,05). Blutungen im
ersten Trimenon waren ein Indikator fir
Frihgeburtlichkeit (22,1 % bei vorange-
gangenem Abortus imminens vs. 10,8 %
ohne Abortus imminens; p < 0,005).
Eine Mehrlingsanlage (,vanishing twin”)
wurde nur nach ET beobachtet.

Binnen 4 Jahren (1-7 Jahre) nach Ge-
burt des 1. Kindes bekamen 80/409
Paare (16 %) nach IVF-Geburt weitere
Kinder, davon 52 durch erneuten
Embryotransfer und 28 durch spontane
Schwangerschaft. Nach Spontankon-
zeption wurden dagegen 36/104 (35 %;
p < 0,002) Frauen ein zweites Mal ent-
bunden; und zwar tberwiegend (32)
nach weiterer Spontankonzeption und
selten (4) nach ET. Von 513 Paaren wur-
den 16 (3 %) bereits zum dritten Mal
Eltern.

SchluBSfolgerung: Extreme Frihgeburt-
lichkeit ist ein spezifisches Schwanger-
schaftsrisiko fiir Einlinge nach Embryo-
transfer. Ein Abortus imminens im ersten
Trimenon tritt dreimal haufiger auf als
nach spontaner Konzeption und ist mit
einer Verdoppelung des Frithgeborenen-
risikos verbunden. Ein Zusammenhang
mit dem Transfer mehrerer Embryonen
mul vermutet werden, fiir einen Einflul}
der kontrollierten Uberstimulation auf
die Frihgeburtlichkeit bestand kein An-
halt. Zusatzliche matterliche Faktoren
sind nicht auszuschliefen. Rund ein
Drittel der Frauen, die ein Kind nach
spontaner Schwangerschaft bekommen
haben, kénnen binnen 4 Jahren mit
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weiteren spontanen Schwangerschaften
rechnen.
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KRYOKONSERVIERUNG VON EIZELLEN IM
\/ORKERNSTADIUM NACH POLKORPERBIOPSIE:
VERGLEICH UNTERSCHIEDLICHER METHODEN
UND BERICHT DER ERSTEN GEBURT

M. Montag, M. Késter, V. Isachenko,

B. Kolzen, K. van der Vien, H. van der Ven
Abteilung fiir Gynakologische Endokrino-
logie und Reproduktionsmedizin, Univer-
sitdts-Frauenklinik, Universitétsklinikum
Bonn

Fragestellung: Das sogenannte langsame
Einfrierprotokoll wird seit mehr als 20
Jahren erfolgreich zum Einfrieren von
Eizellen im Vorkernstadium (2PN) einge-
setzt. Seit der Einfihrung der Polkorper-
biopsie (PKB) wurden mit diesem Ein-
frierprotokoll auch 2PN-Eizellen nach
PKB kryokonserviert. Bedingt durch die
damit verbundenen schlechten Erfolgs-
raten nach dem Auftauen und Transfer,
wurden alternative Einfriermethoden,

z. B. die Vitrifikation, eingesetzt. In die-
ser Arbeit stellen wir unsere Ergebnisse
aus 5 Jahren klinischer Anwendung der
Kryokonservierung von 2PN-Eizellen
nach PKB vor.

Methoden: Nach erfolgter PKB wurden
alle chromosomal unauffélligen 2PN-
Eizellen (FISH 13,16,18,21,22,X), die
nicht fir einen Embryotransfer genutzt
wurden, eingefroren. Von Juni 2001 bis
November 2003 wurde das konventio-
nelle langsame Einfrierprotokoll einge-
setzt (1,5 M Propandiol [PrOH], 0,1 M
Sukrose). Von Dezember 2003 bis
Dezember 2005 wurde alternativ die
Vitrifikation (15 % Ethylenglykol, 15 %
DMSO) verwendet. Seit Januar 2006
kam dann ein modifiziertes langsames
Einfrierprotokoll zum Einsatz (1,5 M
PrOH und 0,2 M Sukrose).

Ergebnisse: Nach Kryokonservierung
von zuvor biopsierten 2PN-Eizellen mit
der langsamen Einfriermethode wurden
105 Eizellen in 60 Zyklen aufgetaut.

81 Eizellen tberlebten (77,1 %) und
76 entwickelten sich zu Embryonen
(93,8 %). Durchschnittlich wurden 1,4
Embryonen in 54 Transferzyklen tiber-
tragen. Daraus resultierten 6 biochemi-

sche Schwangerschaften. Nach
Vitrifikation wurden in 38 Zyklen 69 Ei-
zellen erwiarmt, von denen 59 iberleb-
ten (85,5 %). Signifikant weniger Eizel-
len entwickelten sich zum Embryo nach
Vitrifikation/Erwarmung (79,7 %;

p < 0,025) im Vergleich zum langsamen
Einfrieren/Auftauen. Nach dem Transfer
von durchschnittlich 1,3 Embryonen in
34 Transferzyklen resultierten 4 bioche-
mische Schwangerschaften. Das modifi-
zierte langsame Einfrierprotokoll wurde
bisher bei 20 Eizellen aus 14 Behand-
lungszyklen nach PKB eingesetzt. Bei

5 Patientinnen wurden insgesamt 10 Ei-
zellen aufgetaut und transferiert. Bisher
wurde eine Patientin schwanger und hat
ein gesundes Madchen geboren.

SchluBfolgerungen: Offensichtlich be-
einfluBt die dauerhafte Offnung in der
Zona pellucida nach PKB die Bedingun-
gen der Kryokonservierung und das
Implantationsverhalten der resultieren-
den Embryonen. Die Einfihrung eines
modifizierten Einfrierprotokolls lalt im
Vergleich zu den herkommlichen Ein-
frierverfahren trotz bisher geringer Fall-
zahlen einen Trend zu besseren Uber-
lebens- und Entwicklungsraten erken-
nen. Mit diesem Protokoll konnte eine
erste klinische Schwangerschaft und
nachfolgende Geburt eines Kindes nach
Kryokonservierung von zuvor biopsier-
ten 2PN-Eizellen erzielt werden.
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UNTERSUCHUNGEN ZUM EINFLUSS DES
MEDIUMS AUF DEN TRANSPORT VON QVA-
RIALGEWEBE IM RAHMEN DER FERTILITATS-
PROTEKTION

M. Montag', R. Tolba?, M. Schulz?,

F. Sadek’, H. van der Ven’

"Abteilung fiir Gyndkologische Endokri-
nologie und Reproduktionsmedizin, Uni-
versitdts-Frauenklinik, 2Haus fiir Experi-
mentelle Therapie, Universitatsklinikum
Bonn

Fragestellung: Im Rahmen der
Fertilitatsprotektion wird bei Frauen un-
ter anderem die Kryokonservierung von
Ovarialgewebe durchgefihrt. Der expe-
rimentelle Charakter und die techni-
schen Anforderungen des Transplanta-
tionsgesetzes legen eine Ansiedlung der
Ovar-Kryokonservierung an spezialisier-



ten Zentren nahe. In diesem Zusammen-
hang stellt sich die Frage nach einer
Optimierung des Transports von ent-
nommenem Ovarialgewebe aus einem
operativen Zentrum zu einer auf das
Einfrieren von Ovarialgewebe speziali-
sierten Gewebeeinrichtung. Im Rahmen
einer Transportsimulation haben wir den
EinfluB des Transportmediums unter-
sucht.

Methoden: Ovarialgewebe wurde nach
Entnahme unter Narkose in gleich grofie
Gewebestlicke geteilt. Ein Teil wurde
fir 24 h bei 4 °C in HTK-L6sung (Custo-
diol, Kohler) inkubiert. HTK-Lésung ist
ein zugelassenes Produkt fiir den Lang-
zeittransport von Organen (z. B. Herz:
36 h) in der Transplantationschirurgie.
Ein weiterer Gewebeteil wurde in einem
kommerziellen Ovarialgewebe-Trans-
portmedium (OTM; Brahma I, Consarc-
tic) inkubiert. Nach Ende der Inkuba-
tionszeit wurde im Medium Malon-
dialdehyd (MDA) als Parameter fir die
Lipid-Peroxidation gemessen. Zusatz-
lich wurde jedes Gewebesttick histo-
logisch beurteilt.

Ergebnisse: Nach 24 h Inkubation
konnte histologisch in beiden Losungen
eine gute Uberlebensrate der Primor-
dialfollikel festgestellt werden. Generell
zeigte der histologische Befund fir die
HTK-Losung einen besseren Gewebe-
erhalt im Vergleich zum kommerziel-
len OTM. Die MDA-Messung zeigte
deutlich niedrigere Werte fiir HTK-
Losung im Vergleich zu OTM (2,56 =
0,01 nmol/ml vs. 10,88 + 0,02 nmol/ml;
p < 0,001). Der MDA-MeRwert der
HTK-L6sung liegt innerhalb der Tole-
ranzgrenze fir den Organtransport und
ist vernachldRigbar. Ausfiihrlichere
Daten zur Transportlogistik werden auf
dem Poster prasentiert.

SchluBfolgerungen: Die Uberfiihrung
von Ovarialgewebe von einem operati-
ven Zentrum zu einer Gewebeeinrich-
tung fur die anschliefende Bearbeitung,
Kryokonservierung und wissenschaftli-
che Nachuntersuchung ist mit optimier-
ten Transportbedingungen auch tber
lingere Zeitraume durchfihrbar. Neben
der damit verbundenen Transportlogistik
kommt dem verwendeten Medium eine
wesentliche Rolle zu.

Unsere Untersuchungen belegen, daf8
hierzu eine kommerzielle, fiir Trans-
plantationszwecke zugelassene Organ-

transportlosung mit sehr gutem Erfolg
verwendet werden kann. Damit konnen
die bisher bereits mit einem ausgewie-
senen OTM erzielten Ergebnisse noch
weiter verbessert und optimiert werden.
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HIV-INFEKTION HAT EINEN NEGATIVEN EIN-
FLUSS AUF DIE SCHWANGERSCHAFTSRATE
BEI IVF MIT EIZELLSPENDE

M. Nitzschke, M. Lopez, K. Schwenn,
D. Mataré, S. Casadests, O. Coll
Kinderwunschabteilung, Clinica Eugin,
Barcelona, Spanien

Einleitung: HIV-positive Frauen, die mit
Hilfe eines klassischen IVF-Zyklus be-
handelt werden, weisen eine geringere
Schwangerschaftsrate auf als nichtinfi-
zierte Patientinnen [1]. Daflir werden
vor allem eine vorzeitige Ovarialinsuffi-
zienz und Mitochondrien-Depletion in
den Eizellen verantwortlich gemacht.

In der Literatur findet sich jedoch bisher
keine Information Gber den spezifischen
Einflul einer HIV-Infektion auf die
Implantation des Embryos.

Methoden: Im Rahmen einer Fall-Kon-
troll-Studie wurden zwischen Juni 2000
und Dezember 2006 90 IVF-Zyklen mit
Eizellspende bei HIV-infizierten Frauen
durchgefiihrt. Diesem Kollektiv wurden
270 IVF-Zyklen mit Eizellspende bei
HIV-negativen Frauen gegenibergestellt
(Verhdltnis Studiengruppe zu Kontroll-
gruppe 1:3). Die zu vergleichenden
Patientinnen aus beiden Gruppen waren
jeweils etwa gleich alt (+ 6 Monate)
und es wurde darauf geachtet, dafl die
betreffenden Kontrollzyklen zur glei-
chen Zeit wie die Studienzyklen durch-
gefiihrt wurden.

Bei der Eizellspende wurde streng nach
dem spanischen Gesetz fiir Reproduk-
tionsmedizin vorgegangen. Mit Hilfe
einer univariaten Analyse wurden die
epidemiologischen Daten ausgewertet
und die klinischen Schwangerschafts-
raten verglichen.

Ergebnisse: Das durchschnittliche Alter
der Frauen betrug 40 Jahre. Die klini-

sche Schwangerschaftsrate bei den HIV-
infizierten Frauen war signifikant gerin-
ger als bei der gesunden Kontrollgruppe
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(30,0 %, 24/90 zu 43,0 %, 117/270;
OR =0,48; 95 %-Cl: 0,27-0,83).

SchluSfolgerung: Die Ergebnisse dieser
Studie zeigen, dal’, obwohl die fir die
IVF-Zyklen verwendeten Eizellen ur-
spriinglich keiner HIV-Infektion oder
antiretroviralen Therapie ausgesetzt
waren, HIV-positive Frauen trotzdem
eine geringere Implantationsrate auf-
weisen als nichtinfizierte Frauen. Die
hierfir verantwortlichen Mechanismen
sind noch nicht vollstandig geklart.

Literatur:

1. Coll O, Suy A, Figueras F, Vernaeve V,
Martinez E, Mataré D, Durban M, Lonca M,
Vidal R, Gatell JM. Decreased pregnancy
rate after in-vitro fertilization in HIV-infected
women receiving HAART. AIDS 2006; 20:
121-3.
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DAS LANGE PENTRAXIN PTX3 IM HUMANEN
ENDOMETRIUM: REGULATION DURCH
STEROIDE UND TROPHOBLAST

R. Popovici

Abteilung fiir Gynédkologische Endokrino-
logie und Fertilitatsstorungen, Universi-
tats-Frauenklinik Heidelberg

Einleitung: Die humane Implantation ist
durch die Adhidsion der Blastozyste an
endometriale Stromazellen, gefolgt durch
die Invasion von Trophoblastzellen in die
maternale Dezidua charakterisiert. Zu-
nehmend wird PTX3, ein langes Pantraxin,
mit der Embryoimplantation in Verbin-
dung gebracht. PTX3 ist erhoht im Serum
von Patientinnen mit Praeklampsie und
intrauteriner Wachstumsretardierung,
beides Erkrankungen, die auf eine insuf-
fiziente Implantation zurtickzufthren
sind. PTX3-Knock-out-Mduse weisen
zum einen eine reduzierte Fertilitdt auf-
grund einer Cumulus oopherus-Malfor-
mation auf, zum anderen zeigen sie ein
Implantationsversagen. In einem In-vitro-
Modell haben wir gezeigt, da8 Tropho-
blast eine PTX3-mRNA-Induktion in
endometrialen Stromazellen bewirkt.

Methoden: In dieser Studie haben wir
die PTX3-Expression wéhrend des Men-
struationszyklus untersucht sowie die
Regulation von PTX3-mRNA und Pro-
tein durch Faktoren analysiert, die bei
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der Implantation eine Rolle spielen.
Auch wurde die PTX3-mRNA-Expression
und Proteinproduktion in endometrialen
Stromazellen durch direkten Tropho-
blastkontakt vs. Trophoblasttberstand
verglichen.

Ergebnisse: PTX3-mRNA wird in endo-
metrialen Stromazellen durch Progeste-
ron, Ostrogen sowie durch IL-1 reguliert.
HCG hat keinen Einfluf8 auf die PTX3-
Expression. Sowohl Trophoblastzellen
als auch Trophoblastiiberstand erhchen
die PTX3-Produktion signifikant. Wie
wir durch Western Blot zeigen konnten,
erfolgt die PTX3-Proteinproduktion und
-regulation parallel zur mRNA-Expres-
sion.

SchluBfolgerung: Ostrogen und Progeste-
ron spielen in der PTX3-Induktion und
-regulation wahrend der Implantation
eine Rolle. IL-1, als ein vom Trophobla-
sten sezernierter Faktor, reguliert die
PTX3-Produktion in endometrialen
Stromazellen.
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GONADOTROPINAUSSCHUTTUNG BEI FRAUEN
MIT EPILEPSIE UND NERVUS VAGUS-STIMU-
LATION

B. Rosing', J. Bauer?, H. van der Ven'

' Abteilung fiir Gynédkologische Endokrino-
logie und Reproduktionsmedizin, *Klinik
fiir Epileptologie, Universitétsklinikum
Bonn

Fragestellung: Das reproduktive Endo-
krinium ist bei Frauen mit Epilepsie be-
eintrachtigt, ihre Schwangerschaftsrate
ist bis zu 30 % erniedrigt. Dabei kann
die Therapie der Epilepsie eine Quelle
der endokrinen Stérung sein. Die
Vagusnervstimulation (VNS) ist eine
neue Therapieform fiir Patienten mit
medikamentos therapierefraktarer Epi-
lepsie. Der implantierte Stimulator wird
mit dem Nervus vagus verbunden und
erzeugt alle 2-5 Minuten elektrische
Impulse fir eine Dauer von 20 Sekun-
den. Die Impulse propagieren tiber die
Medulla oblongata in die Temporallap-
pen. Die Fragestellung der Studie war,
ob die Gonadotropinausschttung durch
eine mogliche Kostimulation des Hypo-
thalamus bei dieser Form der Epilepsie-
behandlung verandert ist.

J. REPRODUKTIONSMED. ENDOKRINOL. 5/2007

Methode: Bei 10 Patientinnen im repro-
duktionsfahigen Alter wurden am selben
Tag einmal unter aktiviertem Stimulator
(Bedingung ,ON*) und einmal unter
deaktiviertem Stimulator (Bedingung
,OFF“) je 4 Serumproben im Abstand
von 15 Minuten entnommen. Eine
Bestimmung erfolgte fiir LH, FSH, PRL,
TSH und SHBG (Kontrolle). Die Deakti-
vierung des Stimulators dauerte etwa

3 Stunden.

Ergebnisse: Unter ,ON“-Bedingung ist
ein signifikanter (p = 0,006) LH-Anstieg
gegentiber der ,OFF“-Bedingung zu
verzeichnen (,ON* 1,8-18,2 IE/ml,
Median 7,7 IE/ml; ,OFF“ 0,9-8,9 IE/ml,
Median 5,4 IE/ml). Bei 8 der Patientin-
nen stellt sich ein individueller ,Cut off“-
Wert zwischen den beiden Aktivie-
rungsbedingungen der VNS dar. Die
Ubrigen gemessenen Parameter (FSH,
PRL, TSH, SHBG) zeigten keine signifi-
kanten Unterschiede.

SchluSfolgerung: Offensichtlich haben
die VNS-Impulse einen Einfluf auf die
LH-Auschattung. Ob eine dauerhafte
LH-Erhohung zu einer Endokrinopathie,
z. B. einer Hyperandrogenamie, oder
einem polyzystischen Ovarsyndrom
fuhrt, ist durch eine Longitudinalstudie
zu Uberprifen.
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HOHE ANEUPLOIDIERATEN BEI MENSCHLI-
CHEN EIZELLEN

A. Schmutzler, B. Acar, J. Weimer,

A. Salmassi, N. Arnold, L. Mettler, W. Jonat
Universitats-Frauenklinik, Christian-
Albrechts-Universitit, Kiel

Einleitung: Es ist Ziel der PGS, die Er-
folgsraten der artifiziellen reproduktiven
Techniken (ART) zu verbessern. Eine
hohe Aneuploidierate, auch bei jungen
Frauen, rechtfertigt eine weite Indika-
tion. Da wir nunmehr vergleichbare
Erfolgsraten mit und ohne PGS haben,
analysierten wir retrospektiv die Embryo-
logie und Klinik unserer Erfolgskaskade,
um ggf. Hinweise fiir eine Anderung des
Vorgehens zu erhalten.

Material und Methoden: Nach Geneh-
migung der Ethikkommission fiihrten wir
insgesamt 60 Zyklen durch. PGS wurde

allen Patienten mit mehr als 5 Eizellen
angeboten, unabhingig vom Alter oder
anderen Indikationen, durchgeftihrt durch
Laserbiopsie des ersten Polkorpers am
Tag 0O, Fixierung durch FISH und Hybri-
disierung der Chromosomen 13, 16, 18,
21, 22. Zygotenselektion wurde am Tag
1 durchgefuhrt, der Embryotransfer nor-
malerweise am Tag 2, mit einem ange-
strebten elektiven Doppelembryotransfer
nachweisbar ,euploider” (fiir 5 Chromo-
somen) Eizellen. Wenn keine 2 euploi-
den Eizellen verfligbar waren, wurden

1 oder 2 nicht detektierte Eizellen trans-
feriert.

Ergebnisse: Das Durchschnittsalter der
Frauen war 36 Jahre (Range 25-44 Jah-
re). Embryotransfers wurden in 57 Fal-
len durchgefihrt (95 %), resultierend
in 14 (25 %) Schwangerschaften, 8 Ge-
burten und 6 Aborten. 584 reife Eizel-
len wurden gewonnen, 489 (85 %)
biopsiert, 454 (91 %) tiberlebten, 365
(73 %) wurden befruchtet. 449 (90 %)
konnten fixiert, 334 (74 %) genetisch
analysiert werden; 129 (39 %) waren
euploid, 205 (61 %) aneuploid. 106
Embryos wurden transferiert, 66 (62 %)
wurden durch euploide Eizellen gene-
riert. Die Implantationsrate betrug

14 %. In 47 Féllen (77 %) mit einem
Durchschnittsalter von 35 Jahren waren
50-100 % der biopsierten Eizellen an-
euploid.

SchluBfolgerungen: PGS ist sicher in
dem Sinne, daf8 die Schwangerschafts-
rate pro Embryotransfer (25 %) ver-
gleichbar ist mit dem deutschen Durch-
schnitt (28 %). Die Aneuploidierate pro
Patientin ist hoch, auch bei einer wei-
ten, nicht altersabhangigen Indikation.
Ferner gibt es eine grolle Rate von
Patientinnen, bei denen die Mehrzahl
der Eizellen aneuploid ist. Um die an-
gestrebten Vorteile der PGS zu finden,
sollten die Indikationen embryologisch
(Morphologie der Eizellen), nicht nur
klinisch (Alter der Patientin) definiert
werden. Die Vorteile der Methodik
(Selektion) scheinen mit ihren Nachtei-
len (Entwicklung nach der Biopsie) zu
konkurrieren.
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HOHERE UBERLEBENSRATEN VON ZYGOTEN
UND HOHERE LEBENDGEBURTRATE PRO
PATIENTIN NACH VITRIFIKATION IM VERGLEICH
ZUR SLOW-COOLING-KRYOKONSERVIERUNG

A. Schultze-Mosgau

Klinik fiir Frauenheilkunde und Geburts-
hilfe, Universitétsklinikum Schleswig-
Holstein — Campus Liibeck

Fragestellung: Seit kurzem wird welt-
weit von sehr guten Ergebnissen bei
Kryoembryotransfer nach ultrarapidem
Einfrieren, der sogenannten Vitrifikation,
berichtet. Im Rahmen unseres ICSI/IVF-
Programmes wurden die Uberlebens-
raten von Uberzdhligen Eizellen im
Vorkernstadium und die Lebendgeburt-
raten pro Patientin nach Vitrifikation (V)
mit denen nach konventioneller Slow-
cooling-Kryokonservierung (SC) vergli-
chen.

Methodik: Zwischen 7/2004 und 12/2006
kamen insgesamt 113 Auftauzyklen (88
Patientinnen) nach Vitrifikation zur Aus-
wertung. 185 Auftauzyklen nach klassi-
scher Slow-cooling-Kryokonservierung
(8/2002-12/2004) wurden evaluiert
(157 Patientinnen). Die Vitrifikation er-
folgte unter Verwendung des Kryotops
[Kuwayama M et al., Repromed Biomed
Online 2005; 11: 608-700].

Die Eizellen im Vorkernstadium wurden
hierbei in Aquilibrierungslésung (7,5 %
Ethylenglykol, 7,5 % DMSO) 5-10 min
bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. An-
schlieBend wurden die Zellen in Vitrifi-
kationslosung (15 % Ethylenglykol, 15 %
DMSO) gegeben. Nach 45-60 s bei RT
wurden die Zellen auf das Kryotop tiber-
fuhrt, tberschussiges Medium abgesaugt
und das Kryotop sofort in fliissigen Stick-
stoff getaucht. Im Rahmen des Auftau-
vorganges nach Vitrifikation wurde das
Kryotop in Auftaulosung (1 M Saccha-
rose, 37 °C) getaucht. Die abgelosten
Eizellen im Vorkernstadium wurden
nach 60 s in die Verdinnungslosung
(0,5 M Saccharose) umgesetzt und

3 min bei RT inkubiert. Es folgte ein
5minttiger Waschschritt in Kulturme-
dium. Die vitalen Eizellen im Vorkern-
stadium wurden in beiden Fallen 24 h
kultiviert und als Embryonen in den
Uterus zuriickgesetzt. Die Uberlebens-
raten der Zygoten nach dem Auftauen

und die Lebendgeburtraten pro Patien-
tin sowie die Abortraten pro Transfer-
zyklus wurden fir die beiden
Kryokonservierungsmethoden vergli-
chen.

Ergebnisse: Die Uberlebensrate der Zy-
goten nach Auftauen lag nach Vitrifika-
tion bei 89,5 % + 18,91 vs. 62,1 % =+
26,7 bei Slow-cooling (p < 0,01). Der
mittlere Embryoscore unterschied sich
ebenfalls signifikant (p < 0,01) zugunsten
der Vitrifikation (11,35 = 5,2 vs. 8,93 +
3,36). Ebenso war die Implantationsrate
mit 16,5 % + 31,0 vs. 9,7 % = 21,2

(p £0,04) hoher bei der V im Gegensatz
zur SC. Die Lebendgeburtrate pro Patien-
tin unterschied sich signifikant (p < 0,02)
zwischen den beiden Methoden (V vs.
SC): 24/88 (27,3 %) (95 %-Cl: 19,1-37,4)
vs. 23/157 (14,6 %) (95 %-Cl: 10,0-21,0).
Die Abortraten pro Transferzyklus unter-
schieden sich nicht (p = 0,71): 18/113
(15,9 %) (95 %-Cl: 10,3-23,8) vs. 25/183
(13,7 %) (95 %-Cl: 9,4-19,4).

SchluBfolgerung: Mit der Vitrifikation
von Uberzahligen Eizellen im Vorkern-
stadium unter Anwendung des Kryotops
werden hohe Auftautiberlebensraten der
Zygoten und Lebendgeburtraten pro Pa-
tientin erzielt, so dall diese Methode
eine schnelle und einfach anzuwenden-
de Alternative zur konventionellen Kryo-
konservierung darstellt.
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MoaLicHE RoLLE pES LHRINST9LQ-
PoLymorpHISMUS BEIM PCOS

A. N. Schiiring', A. Jiirgens', J. Gromoll?,
M. Zitzmann?, E. Nieschlag? L. Kiesel'
'Klinik und Poliklinik fiir Frauenheilkunde
und Geburtshilfe, 2Institut fiir Reproduk-
tionsmedizin, Universitatsklinikum
Mlinster

Einleitung: Das PCOS ist eine hetero-
gene Erkrankung mit genetischem Hin-
tergrund. Im Zentrum stehen die Effekte
von Androgenen, die in ovariellen The-
kazellen unter dem Einflull von hypo-
physdarem LH produziert werden. Die
Wirkung von LH wird tber den LH-
Rezeptor (LHR) vermittelt, der einen
genetischen Polymorphismus in Exon 1
aufweisen kann (LHRins19LQ) und pro
Allel in 2 Varianten vorkommt: +LQ
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und —LQ. Obwohl vermutet wird, daf3
der Polymorphismus funktionelle Be-
deutung hat, wurde seine Wirkung auf
den Phénotyp haufiger Erkrankungen
bisher unzureichend untersucht. Auf-
grund der zentralen Bedeutung von
LH fur die Regulation der ovariellen
Androgenbiosynthese untersuchten
wir die Rolle des LHRins18LQ-Poly-
morphismus in Exon 1 des LHR beim
PCOS.

Methoden: Sterilitatspatientinnen einer
Universitits-Frauenklinik, die sich
diagnostischen Mafsnahmen vor ART
unterzogen, wurden nach Zykluslange,
endokrinen Parametern, klinischen
Zeichen der Hyperandrogenamie und
sonomorphologischen Kriterien des
PCOS charakterisiert. Genomische
DNA wurde aus peripheren Lympho-
zyten isoliert. Nach PCR erfolgte der
Nachweis des Insertionspolymorphis-
mus mit Hilfe einer Gel-Elektrophorese.
Der Vergleich der beiden Gruppen
erfolgte mittels T-Test, ein p < 0,05 galt
als statistisch signifikant.

Ergebnisse: 134 Patientinnen erfillten
die Kriterien des PCOS, 176 Patientin-
nen ohne PCOS dienten als Kontrollen.
Im Vergleich von PCOS-Gruppe vs.
Kontrollgruppe verteilte sich der Poly-
morphismus folgendermafen: Homo-
zygote Insertion (LQ+/LQ+) 9,7 % vs.
9,7 %; heterozygote Insertion (LQ+/LQ-)
40,3 % vs. 45,5 % und Fehlen der Inser-
tion (LQ-/LQ-) 50,0 % vs. 40,9 %.
Keine der Verteilungen unterschied sich
signifikant zwischen den untersuchten
Gruppen.

SchluBSfolgerung: Der LHRins19LQ-Poly-
morphismus unterschied sich im unter-
suchten Kollektiv mit 134 PCOS-Patien-
tinnen nicht signifikant von der Vertei-
lung bei den Kontrollen. Es ist allerdings
denkbar, dafl der Polymorphismus in
bestimmten Subgruppen des hetero-
genen PCOS eine Rolle spielt, dies wire
an grofBen Fallzahlen gut charakterisier-
ter Patientinnen zu tiberprifen.
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DEUTSCHE SAMENSPENDER — LIBERALER
ALS DIE VORGABEN DES BERUFSRECHTS?

P. Thorn', T. Katzorke?, K. Werdehausen?,
K. Daniels’

'Evangelische Fachhochschule Darmstacit,
2Novum — Zentrum fiir Reproduktions-
medizin, Essen, *University of Canter-
bury, Christchurch, Neuseeland

Fragestellung: Im Gegensatz zu einigen
angelsachsischen Landern soll die Be-
handlung mit Spendersamen fiir lesbi-
sche und alleinstehende Frauen gemaf
der Bundesarztekammer in Deutschland
nicht zuldssig sein. Darlber hinaus be-
steht fur Spender die Gefahr, daB Kinder
Unterhalts- und Erbschaftsanspriiche
einklagen. Die folgende Studie unter-
suchte in Deutschland lebende Samen-
spender bezuglich ihrer Bereitschaft, fir
unterschiedliche Gruppen zu spenden,
ihre Haltung gegeniiber den Kindern
und ihr Wissen tiber die juristischen
Implikationen.

Methoden: Alle 15 deutschen Samen-
banken wurden tber die Studie infor-
miert. 13 signalisierten Bereitschaft zur
Mitarbeit und erhielten Fragebogen fur
die Manner, die wihrend des Untersu-
chungszeitraums (August 2006—Juni 2007)
aktiv Samen spendeten. Die anonymi-
sierten Fragebogen enthielten 22 Gber-
wiegend geschlossene Fragen und wur-
den von den Samenbanken an die
Spender verteilt. Von 153 ausgeteilten
Fragebogen wurden insgesamt 63 von
8 Samenbanken zurlickgeschickt; die
Rucklaufquote betragt somit 41 %.

Resultate: Das Durchschnittsalter der
Spender betrug 29 Jahre; 76 % hatten
die deutsche Staatsangehorigkeit; 68 %
hatten einen hohen, 34 % einen mittle-
ren und 8 % einen niedrigen Bildungs-
abschluB. 54 % waren verheiratet bzw.
in einer festen Beziehung; 25 % hatten
bereits eigene Kinder und 68 % &duler-
ten (weiteren) Kinderwunsch. Die Be-
reitschaft der Manner, unterschiedlichen
Gruppen Samen zu spenden, ist in
Tabelle 1 zusammengefaft.

57 (90 %) der Samenspender erklarten,
dal} sie vom Arzt bzw. vom Personal der
Samenbank tber ihre juristischen Rech-
te und Pflichten aufgeklart wurden. Ein
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Tabelle 1: P Thorn et al. (P 33)

Bereitschaft, fiir die folgende Gruppe zu spenden* Ja Unsicher Nein
Verheiratetes Paar 2 (98 %) 0 1(2 %)
Paar in fester Beziehung 7 (90 %) 5 (8 %) 1(2 %)
Lesbisches Paar 42 (67 %) 7 (11 %) 3 (21 %)
Verwitwete Frau 6 (57 %) 11(17 %) 4 (22 %)
Alleinstehende Frau 4 (54 %) 9 (14 %) 8 (29 %)
Geschiedene Frau 3(52%) 12(19 %) 6 (25 %)
* nicht alle Samenspender beantworteten alle Fragen

Tabelle 2: P Thorn et al. (P 33)

Haltung gegeniiber dem Kind Ja Unsicher Nein
Die Eltern sollten das Kind tGber

seine Zeugungsart aufkldren 23 (37 %) 21 (33 %) 8 (29 %)
Der Arzt darf dem Kind Informationen

Giber mich mitteilen 25 (41 %) 6 (25 %) 22 (35 %)
Ich wére bereit, mit einem volljdhrigen

Kind in Kontakt zu treten 27 (43 %) 4(22 %) 22 (35 %)

Spender (2 %) wurde von einem Juris-
ten informiert und 19 (30 %) Spender
recherchierten zusétzlich im Internet.
Acht (13 %) gingen davon aus, dafl
Pflichten auf sie zukommen konnten,
17 (27 %) waren sich diesbeziiglich
unsicher. 38 (60 %) vermuteten, von
rechtlichen Verpflichtungen dem Kind
gegentiber freigestellt zu sein.

Tabelle 2 fallt die Haltung der Spender
gegeniiber dem Kind zusammen.

SchluBfolgerung: Aufgrund des anhal-
tenden Tabus der Spendersamenbehand-
lung ist die niedrige Riicklaufquote nicht
Uberraschend. Interessant ist jedoch, dal’
Uber die Halfte der untersuchten Spen-
der bereit ist, auch fiir Gruppen zu spen-
den, die in Deutschland derzeit von der
Behandlung ausgeschlossen werden.
Offensichtlich haben Samenspender
diesbeziglich eine liberale Haltung,
die sich nicht mit den Vorgaben der
Bundesarztekammer deckt. Dar(iber
hinaus ist es aufschluBreich, daR nur
weniger als ein Drittel der Spender eine
Aufkldrung des Kindes, einen Kontakt
zu ihm oder die Informationsweitergabe
durch den Arzt ablehnt. Besorgniserre-
gend ist die Tatsache, da8 die Mehrzahl
der Spender vermutet, von Vaterschafts-
verpflichtungen freigestellt zu sein, un-
abhangig davon, wer mit ihrem Samen
inseminiert wird. Ob die liberale Hal-
tung der Spender auf einer falschlichen
juristischen Annahme beruht oder ob
die Spenderbereitschaft fir alleinstehen-

de und lesbische Frauen trotz des juri-
stischen Risikos besteht, wird nicht deut-
lich. Die Studie zeigt jedoch auf, da8
die juristische Beratung der Spender ver-
bessert werden mul8. Diese Ergebnisse
legen nahe, die berufsrechtlichen und
juristischen Vorgaben kritisch zu hinter-
fragen, zumal erste Untersuchungen
aufzeigen, daf8 die Entwicklung von
Kindern in Familien mit lesbischen und
alleinstehenden Muittern keinen Anlafl
zur Besorgnis gibt.

Wir danken Ferring GmbH, Merck-
Serono GmbH und Organon GmbH fiir
die finanzielle Unterstitzung.
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FERTILITATSERHALT BEI MAMMAKARZINOM:
ERSTE ERFAHRUNGEN BEI KOMBINATION
VON IN-VITRO-MATURATION MIT OVAR-
KORTEXASSERVIERUNG SOWIE MODIFIZIERTER
OVARSTIMULATION MIT V/ITRIFIKATION

S. von Otte, G. Griesinger, A. Schultze-
Mosgau, B. Schopper, S. Al-Hassani,

K. Diedrich

Klinik fir Frauenheilkunde und Geburts-
hilfe, Universitétsklinikum Schleswig-
Holstein — Campus Liibeck

Hintergrund: Verbesserte Behandlungs-
moglichkeiten bei Patientinnen mit pra-
menopausalem Mammakarzinom fithren



zu einer Steigerung der Langzeittiberle-
bensraten. Die in der pramenopausalen
Situation indizierte Chemotherapie scha-
digt die ovarielle Reserve und fiihrt zu
einem hohen Prozentsatz zu einem
transienten oder permanenten Ovarial-
versagen. Um jungen Patientinnen nach
Therapieabschluf die Perspektive einer
Familiengrindung zu erhalten, werden
in jingster Zeit zunehmend ovarprotek-
tive, d. h. fertilitatserhaltende Verfahren
untersucht.

Material und Methode: Bei 6 prameno-
pausalen Patientinnen (mittleres Alter
28,8 = 3 Jahre) wurden 2 Varianten des
Fertilitatserhalts angewandt. Bei Grup-
pe 1 (n = 3) wurde eine zyklusphasen-
unabhéngige transvaginale Aspiration,
In-vitro-Maturation und Vitrifikation von
Oozyten, gefolgt von einer laparoskopi-
schen Asservierung und Kryokonservie-
rung von Ovarialkortex durchgefiihrt.
Bei Patientinnen der 2. Gruppe wurde
eine modifizierte kontrollierte Ovarsti-
mulation (rFSH + Tamoxifen + Letrozol
im Antagonisten-Protokoll, Ovulations-
induktion mit GnRH-Agonist) zur kon-
ventionellen assistierten Reproduktion
(ICSI) und Vitrifikation eingesetzt.

Ergebnisse: In Gruppe 1 konnten insge-
samt 24 Oozyten (8 = 2) im Germinal-
vesikelstadium gewonnen werden. Nach
In-vitro-Maturation und Fertilisation konn-
ten insgesamt 16 Oozyten (5,3 + 0,6) fer-
tilisiert und vitrifiziert werden. Bei allen
3 Patienten wurde bilateral etwa 1/3 des
Ovarialkortex asserviert und kryokonser-
viert. In Gruppe 2 konnten insgesamt 44
Oozyten (14,6 + 6,3) aspiriert werden.
Bei 2 Patientinnen wurde ICSI mit Sper-
mien des Partners angewandt, alle Oo-
zyten im 2-PN-Stadium (n = 8 bzw. 9)
wurden vitrifiziert. Bei Patientin 3 erfolg-
te mangels Partner keine Fertilisation, alle
Oozyten wurden im M2-Stadium vitrifi-
ziert (n = 11). Die maximalen Estradiol-
spiegel erreichten zum Zeitpunkt der
Ovulationsinduktion durchschnittlich
895 = 181 pg/ml und fielen 3 Tage nach
Aspiration auf 488 + 117 pg/ml ab.

Diskussion: Die Anwendung der In-vitro-
Maturation fihrt weder zu einer onko-
logischen Therapieverschiebung noch
zu einer Erhohung des zirkulierenden
Estradiolspiegels, ihre Effizienz (Eizell-
zahl) erscheint jedoch geringer. Aussa-
gen zur Effizienz einer Kryokonservie-
rung von Ovarialkortex sind heute nicht
moglich, das Verfahren ist bei einzelnen

positiven Fallberichten weltweit nicht
evaluierbar. Ideal erscheint die theore-
tisch risikoarme Kombinationsmoglich-
keit von Kortexgewinnung mit voraus-
gehender IVM-Aspiration. In Gruppe 2
wurde dies vor einem potentiell erhoh-
ten Komplikationsrisiko (Blutungen) un-
terlassen. Eine Verschiebung der onko-
logischen Therapie ist bei dieser Strate-
gie erforderlich. Die Kombination mit
antiostrogen wirksamem Tamoxifen (pe-
riphere Rezeptorblockade) und Letrozol
(reduzierte Synthese) wahrend Ovarsti-
mulation sowie die rasche Downregula-
tion bei Einsatz eines GnRH-Agonisten
zur Ovulationsinduktion lassen diese
Variante des Fertilitatserhalts sicher er-
scheinen, Langzeitdaten zur onkologi-
schen Sicherheit fehlen jedoch fiir alle
fertilitdtserhaltenden Methoden. Auch
zu Auswirkungen einer Graviditat auf
die onkologische Grunderkrankung lie-
gen noch keine verldlklichen Daten vor.
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INTRAVAGINALE UND INTRAZERVIKALE APPLI-
KATION VON SEMINALPLASMA IN [VF/ICSI-
ZYKLEN — EINE DOPPELBLINDE PLACEBO-

KONTROLLIERTE RANDOMISIERTE PILOTSTUDIE

M. von Wolff, S. Résner, C. Thone,

T. Strowitzki

Abteilung fiir Gynédkologische Endokrino-
logie und Fertilitatsstorungen, Universitats-
Frauenklinik Heidelberg

Fragestellung: Seminalplasma fihrt im
Mausmodell und in humanen endo-
metrialen Epithelzellen in vitro zu einer
Regulation implantationsrelevanter Fak-
toren. Diese Regulation vermag gemdal$
eigener Untersuchungen die Dysregula-
tion verschiedener Zytokine aufzuheben,
die bei ovariellen Stimulationsbehand-
lungen auftreten. Die Untersuchungen
werfen die Frage auf, ob Seminalplasma
auch im Humansystem in vivo bei IVF/
ICSI-Therapien zu einer Verbesserung
der Implantation fithren kann, zumal
durch die Vermeidung von Geschlechts-
verkehr zum Zeitpunkt der Eizellent-
nahme ein Kontakt der Patientin mit
Seminalplasma nicht erfolgt.

Methoden: Patientinnen der Heidelber-
ger Kinderwunschsprechstunde wurde
vor einem IVF/ICSI-Zyklus einmalig
eine Studienteilnahme angeboten. Eine

»
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Stratifizierung erfolgte nach der Wahr-
scheinlichkeit eines Schwangerschafts-
eintritts unter Verwendung der Para-
meter Lebensalter und Implantations-
versagen. 500-1500 pl Seminalplasma
von den Partnern der Patientinnen
wurde vor den IVF/ICSI-Zyklen durch
Zentrifugationsschritte gewonnen,
verblindet und kryokonserviert. Direkt
nach der Follikelpunktion erfolgte die
Instillation von 500 pl Seminalplasma
(Verum) oder Placebo (NaCl) in die
Zervix und die Restmenge in die
Vagina. Ermittelt wurde die klinische
Schwangerschaftsrate.

Ergebnisse: 168 Patientinnen willigten
in die Studie ein. 82 Patientinnen wur-
den dem Stratum | (< 35 Jahre) und

86 dem Stratum Il (> 36 Jahre oder
Transfer von = 6 Embryonen bei > 3
Transfers ohne eingetretene Schwanger-
schaft) zugeordnet. 31 Patientinnen
mufiten von der Studie aufgrund fehlen-
der Eizellen, wegen eines Fertilisations-
versagens oder eines drohenden Uber-
stimulationssyndroms mit Kryokonser-
vierung aller Embryonen ausgeschlos-
sen werden. Die Verum- und Placebo-
gruppe waren identisch hinsichtlich
Patientinnenalter, dem Anteil an IVF-
und ICSI-Zyklen, der Zahl transferierter
Embryonen und der Infertilitatsursache.
Die Qualitat der Embryonen war in der
Verumgruppe etwas geringer. Die
Schwangerschaftsrate in der Placebo-
gruppe betrug 25,7 %. In der Verum-
gruppe lag die Schwangerschaftsrate
mit 37,3 % absolut 11,6 % und relativ
45 % (Odds Ratio 1,72; 95 %-Cl: 0,8—
3,6) hoher als in der Placebogruppe.
Eine Signifikanz (p = 0,19) konnte nicht
erreicht werden. Fur ein signifikantes
Ergebnis mifSten bei einer Erhohung der
angenommenen Schwangerschaftsrate
um 13 % insgesamt 422 Patientinnen
rekrutiert werden.

SchluBfolgerung: Die Studie stutzt, be-
weist aber nicht die Annahme, daf in-
trazervikal und intravaginal appliziertes
Seminalplasma zum Zeitpunkt der Folli-
kelpunktion die Implantationsrate ver-
bessern kann. Ob dieser Effekt auf einer
direkten Stimulation des Endometriums
durch eine Aszension tiber den Zervikal-
kanal, auf einer indirekten Stimulation
des Endometriums durch einen Trans-
port tiber die Vagina zum Endometrium
(,first-pass effect”) oder auf einem im-
munologischen Effekt beruht, bleibt zu
diskutieren.
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EXPRESSION DES RELAXIN-REZEPTORS
RXFP1 AUF MURINEN BLASTOZYSTEN

D. Baston-Biist, A. Hess, J. Hirchenhain,
J. Kriissel
UniKid-Universitéts-Frauenklinik,
Diisseldorf

Fragestellung: RXFP1 (,relaxin family
peptide receptor 1“; friher LGR7 [, leu-
cine-rich repeat G-protein coupled
receptor 7“]) gehort zur Subfamilie der
Glykoprotein Hormon G-Protein-gekop-
pelten Rezeptoren und wird u. a. im
Endometrium exprimiert. Relaxin (RLX)
wird in seiner zirkulierenden Form vom
Corpus luteum gebildet, sodal8 dessen
Konzentration durch Stimulationen im
Rahmen von IVF-Zyklen aufgrund der
Bildung mehrerer Corpora lutea erhoht
vorliegt. Relaxin wird, ebenso wie des-
sen Rezeptor, u. a. im Endometrium ex-
primiert und tibt auto-, para- und endo-
krine Einfltsse aus (z. B. Aktivierung
von fiir die Implantation entscheiden-
den Molekiilen: VEGF [, vascular endo-
thelial growth factor”], IGFBP1 [,insu-
lin-like growth factor binding protein”]
und Prolaktin). Es ist bekannt, daR die
Aktivierungen von VEGF und Relaxin
wahrend der Dezidualisierung endo-
metrialer Stromazellen einen wichtigen
Beitrag zur regelrechten Implantation
eines Embryos leisten. Das Peptidhor-
mon Relaxin ist beispielsweise an der
Aktivierung von Matrix-Metalloprotein-
asen (MMPs) bei gleichzeitiger Hem-
mung des Inhibitors TIMP (,tissue inhi-
bitor of matrix metalloproteinases”) und
folglich an Vorgangen der Umstrukturie-
rung von Geweben beteiligt. Da der
komplexe Vorgang der embryonalen
Implantation von feto-maternalen
Wechselwirkungen — u. a. auf immuno-
logischer Ebene — gepréagt ist, sollte un-
tersucht werden, ob bereits im Rahmen
der frithen Embryonalentwicklung und
Implantation eine mogliche Rolle des
Relaxin-Systems besteht.

Exprimieren murine Blastozysten (d [day]
3,5 nach Verpaarung) den Relaxin-Re-
zeptor RXFP1 (,relaxin family peptide
receptor 1“)?

J. REPRODUKTIONSMED. ENDOKRINOL. 5/2007

Methoden: Reverse Transkription/nested-
PCR fir RXFP1 einzelner Blastozysten
(Kontroll-cDNA aus murinem Ovarge-
webe). Klonierung der mittels nested-
PCR generierten Fragmente und Sequen-
zierung Immunhistochemie-muriner
Blastozysten.

Ergebnis: Die untersuchten Blastozysten
exprimieren bereits an den 3,5 den
Relaxin-Rezeptor RXFP1, dessen Ampli-
fikat wir anhand von Sequenzierungen
verifizieren konnten.

SchluBfolgerung: Wir konnten RXFP1 in
murinen Blastozysten nachweisen und
propagieren eine potentielle Rolle inner-
halb embryo-maternaler Wechselwirkun-
gen, die zur embryonalen Implantation
beitragen und fiir die Etablierung einer
Schwangerschaft von entscheidender
Bedeutung sind. Bereits 1995 konnte die
Arbeitsgruppe um Bani et al. zeigen, daB
RLX die Differenzierung endometrialer
Zellen zu Laminin-produzierenden, funk-
tionellen Deziduazellen unterstiitzt. Die
Expression des RLX-Rezeptors auf Pra-
implantations-Blastozysten kann poten-
tiell als weiterer Indikator fir die aktive
Kommunikation zwischen Embryo und
maternalen Geweben angesehen werden.
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KULTURDAUER VOR DEM EMBRYOTRANSFER
UND SCHWANGERSCHAFTSAUSGANG

V. Baukloh, R. Fischer, O. Naether, K. Rudolf
Fertility Center Hamburg

Fragestellung: In einigen ausldndischen

Zentren wird Embryoselektion und Bla-

stozystentransfer als Mittel zur Erzielung

hoher Schwangerschaftsraten nach assi-
stierter Reproduktion teilweise aggressiv
eingesetzt. Ungeklart ist bislang, ob die-
se ausgedehnte In-vitro-Periode langer-

fristige Auswirkungen auf die Embryo-

Tabelle 3: V. Baukloh et al. (P 37)

HET-Tag: 2 3

% SS/ET (275/700)  (1875/4870)
39,3 38,5

% Verluste/Implant. 26,5 27,6

% Gesamtabort/SS 25,6 26,4

nen und eventuell auch auf die gebore-
nen Kinder zeigen kann.

Methoden: In unserem Zentrum wird
generell am Tag 3 nach Follikelpunktion
(FP) transferiert. Da aber moglichst jede
Patientin durchgehend von ihrem be-
handelnden Arzt betreut wird, kénnen
diese Zeiten gelegentlich variieren —

z. B. aufgrund von Wochenendvertre-
tungen oder eines zu vollen Tagesbe-
handlungsplans. Die vorliegende retro-
spektive Auswertung bezieht sich auf
den Zeitraum Juli 1998-Dezember
2006, die Transfers (ET) der am Tag 1
nach FP ausgewdhlten PN-Stadien fan-
den zwischen Tag 2 und Tag 5 statt.
Eingeschlossen wurden nur Zyklen mit
relativ gtinstiger Prognose, d. h. solche
mit mindestens 5 Oozyten bei FP und
mindestens 3 fertilisierten Oozyten
ohne Unterscheidung, ob die Befruch-
tung mittels Insemination oder ICSI er-
zielt wurde. Die betrachteten priméaren
Endpunkte waren: Schwangerschafts-
(SS-) und Implantationsrate nach Kultur-
dauer, Rate an Implantationsverlusten
und Rate an Gesamtaborten.

Ergebnisse: Insgesamt konnten 9619
Transfers tiber den genannten Zeitraum
ausgewertet werden. Die Verteilung auf
die entsprechenden ET-Tage (2-5) war
wie folgt: 7,3 %, 50,6 %, 30,1 % und
12,0 % der Transfers. Die Werte fiir die
ausgewerteten primaren Endpunkte sind
in Tabelle 3 dargestellt.

Fur alle 3 Parameter liellen sich signifi-
kante negative Trends mit Zunahme der
Kulturdauer aufzeigen. Die Unterschie-
de waren nicht dramatisch grof3, be-
wirkten jedoch, daB die Endrate an in-
takten Schwangerschaften zwischen
Transfers am Tag 2 und 5 um 4,5 % dif-
ferierte (im einzelnen: 29,2 %, 28,3 %,
25,8 % und 24,7 % pro ET).

SchluBfolgerungen: Die dargestellten

Ergebnisse legen nahe, dal bei Zyklen
mit guter Prognose (mindestens 5 Oozy-

Trendanalyse:

4 5 chiz=/p =
(1083/2899) (411/1150) 3,857/0,0495
37,4 35,7
33,0 35,9 17,825/ < 0,001
31,0 30,9 8,407/ 0,0096



ten, mindestens 3 fertilisiert) unabhangig
von der Kulturdauer gute Schwanger-
schaftsraten erreichbar sind. Eine ausge-
dehnte Kulturperiode tiber 3 Tage nach
FP kann offensichtlich negative Auswir-
kungen auf die Embryonenqualitat haben,
die sich in verringertem Implantations-
potential und leicht erhohter Abortnei-
gung nach erfolgreicher Einnistung zeigt.
Die hierfiir zugrundeliegenden Mecha-
nismen lassen sich nur vermuten. Es
konnte sich um einen Effekt eventuell
unzureichender Kulturbedingungen
handeln, der sich unter Umstianden als
Imprinting-Defekt/e manifestiert. Da es
sich in dieser Studie nicht um selektierte
Embryonen, sondern lediglich um eine
verldngerte Kulturdauer handelt, ist ein
Vergleich mit den Ergebnissen nach
gezielter Selektion nicht direkt moglich.
Zum einen gibt es sehr wenige prospek-
tive Studien tber den Effekt der Blasto-
zystenselektion, zum anderen fehlen
nach Wissen der Autoren bisher auch
Analysen tber den weiteren Verlauf der
nach Blastozystentransfer erreichten
Schwangerschaften. Eine solche Be-
trachtungsweise gabe eine exaktere
Bewertungsmoglichkeit dieser nach wie
vor umstrittenen Methode.
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EiNFLUSS vON GNRH-AGONISTEN AUF DAS
FOLLIKELWACHSTUM IN HUMANEM OVARIAL-
GEWEBE IN DER SCID-Maus

R. Dittrich, T. Maltaris, I. Hoffmann,

H. Binder, M. W. Beckmann, A. Miiller
Frauenklinik, Universitétsklinikum Erlan-
gen, Friedrich-Alexander-Universitat,
Erlangen-Ntirnberg

Fragestellung: Nach Transplantation
ovariellen Gewebes gehen sehr viele
Follikel zugrunde. Ein Grund hierfur
konnte sein, dalt Gonadotropine das
Follikelwachstum stimulieren, bevor
eine ausreichende Neovaskularisierung
stattgefunden hat. Ziel der Studie war
daher, prospektiv den Effekt von GnRH-
Analoga (GnRH-a, Triptorelin) auf die
Anzahl von Follikeln in den unterschied-
lichen Entwicklungsstadien in kryokon-
servierten humanen Transplantaten in
gonadotropinstimulierten oder nicht
stimulierten SCID- (,Severe Combined
Immunodeficiency Disorder”-) Mausen
zu untersuchen.

Methodik: SCID-Médusen (C.B-17/
IcrHanHsd.scid) wurde kryokonservier-
tes humanes Ovarialgewebe von 7 Krebs-
patientinnen tbertragen. Die Kryokon-
servierung des Gewebes erfolgte nach
dem langsamen Einfrierverfahren unter
Verwendung von 1,5 M DMSO/PrOH
als Gefrierschutzmittel. Nach dem Auf-
tauen des Gewebes wurde dieses den
narkotisierten Tieren in eine Tasche im
Nackenmuskel transplantiert. Die trans-
plantierten Gewebestiicke hatten dabei
einen Durchmesser von ca. 1 mm. Alle
Tiere wurden ovariektomiert. Es wurden
4 Untersuchungsgruppen gebildet. In
Gruppe A1 erhielten die Tiere HMG
(11U FSH/1 1U LH per Tier/Tag) ohne
Triptorelin und in Gruppe A2 HMG und
Triptorelin (8 mg GnRH-a depot Tripto-
relin/4 Wochen). In Gruppe B1 erhiel-
ten die Tiere nur Salzlésung oder nur
Triptorelin. Nach 17 Wochen wurden
die Tiere getétet und die Follikelzahl
bestimmt.

Ergebnisse: Direkt nach dem Auftauen
konnten in allen Gewebeproben mit
Hilfe einer Lebend/Tod-Farbung leben-
de Follikel gefunden werden. Die Trip-
torelin-Gabe flihrte zu einer signifikan-
ten Reduktion der Follikelanzahl in den
nicht mit Gonadotropinen stimulierten
Tieren. In den mit Gonadotropinen
stimulierten Tieren kam es zu keiner
Reduktion an Primordial-, Primér- oder
Praantralfollikeln. Es wurden jedoch
signifikant weniger Antralfollikel gefun-
den.

SchluBfolgerung: Die Gabe von GnRH-
Analoga ist nicht in der Lage, den Ver-
lust an Primordialfollikeln in ovariellen
Gewebeproben nach Transplantation
in die SCID-Maus sowohl in stimulier-
ten als auch nicht stimulierten Tieren
zu verhindern. Dartber hinaus fthrte
die Gabe von Triptorelin zu einem zu-
satzlichen Verlust an Follikeln, wenn
Triptorelin direkt zum Zeitpunkt der
Transplantation gegeben wird. Dies

ist ein indirekter Hinweis darauf, das
Gonadotropine das ,Angehen” der
ovariellen Transplantate fordern kon-
nen, obwohl Gonadotropine im weite-
ren Verlauf zu einem beschleunigten
Aufbrauchen des primordialen Follikel-
pools fihren.
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STORUNGEN IN REIFUNG, SPINDELBILDUNG
UND CHROMOSOMENVERTEILUNG IN 3,3'-
DINTRITRO-BIsPHENOL A (DN-BPA)
BEHANDELTEN, IN VITRO REIFENDEN MAUS-
00ZYTEN

U. Eichenlaub-Ritter', S. Lueke’,

S. Masuda?, E. Vogt!

"Fakultat fiir Gentechnologie/Mikrobio-
logie, Universitat Bielefeld, *Graduate
School of Nutritional and Environmental
Sciences, University Shizuoka, Shizuoka,
Japan

Fragestellung: Bisphenol A (BPA) ist ein
endokrin-aktives Agens, das in Lebens-
mitteln und in der Umwelt auftritt und
im Verdacht steht, Aneuploidien in so-
matischen Zellen und in Mammalier-
oozyten zu induzieren [1, 2]. Wahrend
wir keinen Anstieg in numerischen chro-
mosomalen Aberrationen in jungen, ge-
sunden, in vitro reifenden Mausoozyten
feststellen konnten, die entweder in vivo
vor der Reifung oder wéhrend der Rei-
fung in vitro mit BPA behandelt wurden,
induzierten hohere Dosen (10 pg/ml ent-
sprechend 43,8 pM/I) Reifungsarrest und
Spindelaberrationen [3]. Da Nitrit in der
Nahrung zur Bildung von 3,3'-dinitro-
BPA (dn-BPA) fiihren kann, das im Ames-
Test positiv ist [4] und nach In-vivo-Be-
handlung von mannlichen Mdusen zur
Bildung von Mikronuclei in Retikulo-
zyten fuhrt [4], untersuchten wir Maus-
oozyten, die in Anwesenheit von dn-BPA
in vitro reiften.

Methoden: Die Reifungsrate, Spindel-
bildung und chromosomale Konstitution
von in vitro reifenden Mausoozyten
wurde mittels nicht-invasiver Polarisa-
tionsmikroskopie, Immunfluoreszenz
mit Anti-Tubulin- und Anti-Pericentrin-
Antikorpern sowie Anti-Mad2L1 und
mittels Spreiten und C-Banding in Kon-
trollen und in 1, 5 und 10 pg/ml dn-BPA-
behandelten Mausoozyten analysiert [3,
5,6].

Ergebnisse: Oozyten, die mit 1 oder

5 pg/ml dn-BPA behandelt waren, hat-
ten normale Spindeln und Polkérperab-
schnirung im Polarisationsmikroskop.
Es gab einen signifikanten Anstieg in
Oozyten mit unfokussierten Spindel-
polen und ungewdhnlich breiten Spin-
deln nach 10 pg/ml dn-BPA (p < 0,001).
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Die Polkorperabschniirung erfolgte zum
etwa gleichen Zeitpunkt in Kontrollen
und mit bis zu 10 pg/ml behandelten
Mausoozyten. LOAEL fiir Arrest in der
Meiose | (,germinal vesicle breakdown”,
GVBD) war 5 pg/ml dn-BPA verglichen
mit der Losungsmittelkontrolle, wih-
rend bei 10 pg/ml dn-BPA (31,4 pM/I)
fast 50 % der Oozyten in der G2-Phase
verharrten (p < 0,001). Von den reifen-
den Oozyten konnten weniger als 60 %
einen Polkorper abschniiren (p < 0,001).
Arretierte Meiose-I-Stadien besafen
typische Bivalente, die Mad2L1-Signale
an den Zentromeren aufwiesen, dhnlich
wie bei Nocodazol-geblockten Meiose-I-
Oozyten. Metaphase-11-Oozyten, die in
Anwesenheit von 1, 5 und 10 pg/ml
dn-BPA reiften, zeigten keinen Anstieg
in Hyperploidie oder in strukturellen
Chromosomenaberrationen. In Anwe-
senheit von 10 pg/ml dn-BPA bildeten
sich hochaberrante und multipolare
Metaphase-II-Spindeln. Etwa 50 % der
Oozyten besalRen verstreute, nicht ein-
geordnete Chromosomen (p < 0,001).

SchluBfolgerung: Oozyten zeigen einen
dhnlichen dosisabhdngigen Arrest in der
Meiose | nach Behandlung mit dn-BPA
wie nach BPA [3], aber dariiber hinaus
scheinen viele Oozyten die Reifung
nicht wiederaufnehmen zu kénnen. Ob-
wohl Spindelaberrationen und Stérungen
in der Einordnung der Chromosomen
am Spindeldquator bei den hoheren
Dosen von dn-BPA auftreten, scheint
die Aktivierung von Checkpunkten im
Zellzyklus in gesunden jungen Oozyten
zum meiotischen Arrest zu fiihren und
damit vor Chromosomenfehlverteilung
zu schitzen. Vor allem gealterte Oozy-
ten, die einen permissiven Spindelcheck-
punkt haben [7], konnten demnach ein
erhohtes Riskio fiir Nondisjunction
durch BPA und dn-BPA haben. Da die
wirksame niedrigste Konzentration fiir
Reifungsstorungen etwa 1000fach tiber
den physiolgischen Werten fiir BPA liegt
(ca. 2 ng/ml in follikularer und etwa

10 ng/ml in amniotischer Flussigkeit
beim Menschen [8]) und BPA in vivo
offenbar rasch abgebaut wird, scheint
zumindest fur junge, gesunde Oozyten,
die wahrend der Reifung ausschlieflich
BPA oder dn-BPA ausgesetzt sind, ein
geringes Risiko ftir Chromosomenfehl-
verteilung zu bestehen, wahrend mogli-
cherweise Risiken durch niedriges BPA
in Prophase-Oozyten des embryonalen
Ovars durch Storungen in der hormo-
nellen Homeostase entstehen konnten
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[9] und der genetische Hintergrund
des weiblichen Organismus den Dose-
Response auch wahrend der Reifung
beeinfluRen konnte [3].
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FSH-REZEPTOREN IN HUMANEN KUMULUS-
ZELLEN UND IHR EINFLUSS AUF DIE Q0ZYTEN-
REIFE

N. Gneist, G. Keck, I. Trinkaus, B. Heiss,
B. Thieme, K. Hinseroth, W. Distler
Klinik fiir Frauenheilkunde und Geburts-
hilfe, Medizinische Fakultit Carl Gustav
Carus, TU Dresden

Einleitung: Multiple Faktoren sind fir
den erfolgreichen Ausgang einer ART-
Behandlung von Bedeutung. Dabei ist
die Basis ein adaquates Follikelwachs-
tum. Bereits auf einen leichten Anstieg
von FSH im Serum reagieren die Granu-
losa- und Kumuluszellen des Follikels
mit einer erhohten Expression von FSH-
Rezeptoren (FSH-R) und ermdglichen so
durch die Produktion von Estradiol (E,)

die Entwicklung und Reifung der Oo-
zyte. Ungefahr 9-24 % der Frauen, die
sich einer ART-Therapie unterziehen,
reagieren insuffizient auf die Stimula-
tionstherapie und werden als ,poor
responder” bezeichnet, wobei auch
eine Steigerung der FSH-Dosis nicht zu
einem verbesserten Ansprechen fiihrt.
Andere Arbeiten zeigten, daf8 die Ex-
pression von FSH-R bei ,poor respon-
dern” erniedrigt und bei Vorkommen
von reifen Oozyten und hohen E,-Wer-
ten erhoht waren. Insgesamt ist aller-
dings das Vorkommen von FSH-R im
einzelnen Follikel oder im jeweiligen
Cumulus oophorus und dessen Einfluf8
auf die Oozytenqualitat ungekldrt. Die
Analyse von FSH-R konnte die bisheri-
gen Parameter der Oozytenauswahl er-
gdanzen.

Methoden: Wir analysierten immun-
zytochemisch die FSH-R-Expression

in Kumuluszellen von insgesamt 57 in-
dividuell denudierten Oozyten (10 Pa-
tientinnen, mittleres Alter 32,0 + 3,8
Jahre, mittlere Anzahl aspirierter Oozy-
ten 11,2 + 4,8, mittlere Anzahl einzeln
denudierter Oozyten 5,7 = 0,9). Die
Paare unterzogen sich einer ICSI-Thera-
pie in unserem Kinderwunschzentrum.
Es kam das lange Stimulationsprotokoll
mit dem GnRH-Analogon (Synarela®)
zur Downregulation und rekombinan-
tes FSH (Puregon®) zur ovariellen Sti-
mulation zum Einsatz. Die FSH-Ge-
samtdosis lag zwischen 1250 und
4275 I.E.

Nach der enzymatischen Denudation
(Hyase™, Vitrolife, Goteborg, Schwe-
den) wurden die Oozyten in frisches
Medium umgesetzt. Die Praparation der
verbleibenden Kumuluszellen erfolgte
durch Zytospinzentrifugation. Die Ob-
jekttrager wurden dann luftgetrocknet
und in absolutem Ethanol fixiert. Die
immunzytochemische Farbung erfolgte
mit einem FSH-R-spezifischen Antikor-
per (Acris Antibodies, Hiddenhausen,
Deutschland) und der Farbnachweis mit
dem LSAB-Detektionskit und DAB* als
Chromogen (DakoCytomation, Glostrup,
Dénemark). Kriterien zur Beurteilung
der Oozyte waren Parameter zur Oozy-
tenreifung wie die Fragmentierung der
ersten Polkorperchens und die Adhésivi-
tat der Kumuluszellen an die Zona pel-
lucida.

Ergebnisse: FSH-R konnten in allen Ku-
muluszellproben nachgewiesen werden.



Die Proben wurden mikroskopisch eva-
luiert und eine Imageanalyse zur Quan-
tifizierung durchgefiihrt. Mit einem hier-
fur etablierten Meffmodul des Programms
CellD (Olympus, Hamburg, Deutsch-
land) konnte die FSH-R-positive Flache
in Kumuluszellen erfallt und zur Ge-
samtzellflache ins Verhdltnis gesetzt
werden. Aullerdem erfolgte die Beurtei-
lung der Intensitat in einem vierstufigen
Scoringsystem. Der FSH-R-Anteil konn-
te nun erfaBt und mit der Oozytenquali-
tat verglichen werden. Sowohl die Ex-
pression wie die Intensitdt der Farbung
waren von unterschiedlicher Auspra-
gung. Pro Patientin wurden Werte von
3,2-8,6 % FSH-R-Anteil an der Gesamt-
zellflache ermittelt. Innerhalb der Zell-
population einer Patientin war ebenfalls
eine verschiedene FSH-Expression zu
beobachten. Es wurde bisher kein Zu-
sammenhang zwischen FSH-R und dem
Alter der Patientinnen und der Anzahl
insgesamt aspirierter Oozyten gefunden.
Auch resultierte ein gesteigerter FSH-
Gesamtverbrauch nicht in einer verstark-
ten Expression von FSH-R. Kumuluszel-
len von Oozyten mit einer starken Ad-
harenz von Kumuluszellen an die Zona
pellucida zeigten eine hohere FSH-R-
Expression (p < 0,05).

SchluSfolgerung: Die vorliegende Arbeit
zeigte, dafs die Expression von FSH-R

in den Kumuluszellen einer Patientin
variabel sein kann. Nicht jeder Follikel
spricht demnach in gleichem Male auf
die ovarielle Stimulationstherapie an,
wobei Kumuluszellen von tendenziell
eher unreifen Oozyten eine hohere FSH-
R-Expression aufwiesen. Bei der ovariel-
len Stimulationstherapie werden Follikel
vor der Atresie bewahrt. Letztendlich
werden dabei Oozyten von der Kohorte
rekrutiert, die im nattrlichen Zyklus
niemals zu einer reifen Eizelle herange-
wachsen wiren. Diese Variabilitat spie-
gelt sich unter anderem in der FSH-R-
Expression wider. Im Fokus weiterer Un-
tersuchungen wird das Fertilisierungs-
outcome in Relation zur FSH-R-Expres-
sion stehen.
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CORRELATION OF AUTOMATIC EVALUATION OF
THE ZONA PELLUCIDA USING POLARAIDE®

ZP-ScORE AND EMBRYO MORPHOLOGY ON
Day 5

L. Jelinkova, N. Reeka, A. Heine,
F. Gagsteiger
Praxis Dr. Gagsteiger, IVF-Zentrum Ulm

Introduction: To increase the effective-
ness of IVF/ICSI methods, patients un-
dergo hormonal stimulation to obtain
more than 1 oocyte available for the
treatment cycle. Different methods are
used to identify the oocyte with the
highest developmental potential from
the cohort of obtained oocytes. Most of
those methods are based on morpho-
logical evaluation of oocytes and early
embryos. Recently, several publications
have described a new, simple and non-
invasive method for the evaluation of
ZP structure, which correlates with ART
outcome. The inner layer of ZP is syn-
thesized by the oocyte and the high ZP
score could reflect the optimal meta-
bolic conditions during the growth
phase of oocyte and indirectly the high-
est quality of the oocyte cytoplasm.
Moreover, an automatic ZP scoring
system was developed to eliminate the
subjective factor in this technique.
Using this method, positive correlation
between ZP score and embryonic de-
velopment at day 3 was described by
Montag. We studied the correlation be-
tween ZP score and the embryo mor-
phology at day 5 in vitro.

Material and Methods: Patients: 43 pa-
tients, < 35 years, < 3 cycles of IVF/ICSI,
> 5 oocytes, ICSI method of insemina-
tion.

ZP Scoring: Oocytes were denuded using
Cumulase (Medicult) one hour after
punction and after culturing in Cleavage
PPM (Sage) covered by mineral oil (Sage)
until ZP scoring. Automatic ZP scoring
was performed using the OCTAX polar
AIDE TM system in the special glas-petri
dishes (Willco) in numbered drops of
medium with HEPES supplemented
with HSA (Sage) 30-60 min before ICSI.

After ICSI, oocytes were cultured indi-
vidually in drops of Cleavage PPM cov-
ered by mineral oil until fertilization
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control. 18 hours after ICSI, 2 fertilized
oocytes with the highest ZP score were
chosen for the culture, other zygotes
were cryopreserved. At day 3 of culture,
embryos were replaced into Blastocyst
PPM (Sage) until day 5.

Embryo morphology at day 5 was evalu-

ated as follows:

A: Distinct, compact ICM, trophoblast
with many epithelium-like cells,
without fragments and degenerated
cells.

B: ICM with few loose cells, trophoblast
created by few cells, presence of not
differentiated big cells.

C: No ICM or very small ICM with de-
generated cells, trophoblast created
by very few cells, many fragments
and degenerated cells.

Results: The ZP score ranged from
—10,4 to +36,8 with a mean value of
+7,2. We observed a trend towards
positive correlation between the higher
ZP score and better embryo morphol-
ogy at day 5, however, the oocytes with
extreme high ZP score (> 2 SD) failed to
develop into blastocyst stage to a higher
extent compared to oocytes with an in-
termediate ZP score (32 % vs 46 % of
blastocyst formation rate). Similarly, the
higher percentage of optimal morphol-
ogy blastocysts were observed in the
group of intermediate ZP score oocytes
(68 % vs 18 %) comparing the oocytes
with extreme high ZP score.

The ZP score of immature oocytes

(GV and MI) from the same patient was
extreme high comparing to the average
ZP score of MIl oocytes (> 2 SD).

Conclusion: Automatic ZP scoring sys-
tem could be an important tool to iden-
tify the oocyte with the highest develop-
mental potential, however, more studies
should be performed to find the optimal
interpretation of obtained score values.
In our study, we observed a trend to-
wards positive correlation between high
ZP score and better embryo morphol-
ogy at day 5, nevertheless oocytes with
an extremely high ZP score failed in
high percentage to achieve the blasto-
cyst stage. This phenomenon could be
explained by asynchrony between the
nuclear and cytoplasmic maturation in
these oocytes.

Oocytes with an intermediate ZP score
seem to have higher developmental po-
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tential compared to oocytes with an ex-
tremely high ZP score.
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GDF9-MUTATIONEN UND PRAMATURE
OVARIALINSUFFIZIENZ

S. Ledig', K. SchiessP?, P. Wieacker' ?
"Institut fiir Humangenetik, Universitats-
klinikum Magdeburg, *Klinik fiir Repro-
duktions-Endokrinologie, Universitats-
spital Ziirich, Department Frauenheil-
kunde, 3Institut fir Humangenetik,
Universitatsklinikum Miinster

Fragestellung: Unter dem Begriff ,pra-
mature Ovarialinsuffizienz” (, premature
ovarian failure”, POF) wird eine Viel-
zahl von Erkrankungen zusammenge-
falt, die durch das Auftreten einer hyper-
gonadotropen Amenorrhoe vor dem 40.
Lebensjahr charakterisiert sind. Neben
X-chromosomalen Aberrationen konnten
homozygote oder ,compound heterozy-
gote” Mutationen im FSHR-Gen bei fin-
nischen Frauen als genetische Ursache
der POF identifiziert werden. Allerdings
scheinen FSHR-Mutationen auf8erhalb
der finnischen Bevolkerung von geringer
Relevanz zu sein.

Erst kiirzlich wurden heterozygote Mu-
tationen in dem autosomal kodierten
GDF9-Gen (,growth differentiation fac-
tor 9“) und seinem X-chromosomalen
Paralog BMP15 (,bone morphogenetic
factor 15”) als weitere mogliche Ursa-
chen fir POF identifiziert. Bei GDF9
und BMP15 handelt es sich um von
Oozyten sezernierte Granulosazell-
Mitogene. Ebenso wie andere Mitglie-
der der TGFB-Superfamilie werden
GDF9 und BMP15 als Préproproteine
translatiert, bestehend aus einem kur-
zen Signalpeptid, einer langen Pro-
region und einer sehr kurzen reifen Pro-
teinregion. Die Prodomane ist fur die
Dimerisierung und die anschlieffende
posttranslationelle Prozessierung zum
biologisch aktiven dimeren Protein zu-
standig.

Patientin: Bei der 24jahrigen Patientin
besteht seit 3 Jahren eine hypergonado-
trope Amenorrhoe. Der Karyotyp ist un-
auffallig weiblich. Die Mutter der Patien-
tin ist im Alter von 46 Jahren noch nicht
menopausal, wihrend bei der GroB-
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mutter mutterlicherseits im 38. Lebens-
jahr ein vorzeitiges Ovarialversagen
auftrat. Blut der GroRmutter war leider
nicht verfligbar.

Methoden: Die kodierenden Bereiche
des GDF9- und des BMP15-Gens wur-
den sequenziert.

Ergebnisse: Aus der Sequenzierung der
kodierenden Bereiche des BMP15-Gens
ergab sich keine Sequenzverdnderung
bei der Patientin. Durch die Sequen-
zierung des Exons 1 des GDF9-Gens
konnten wir bei der Patientin Hetero-
zygotie fur eine Transition von Zytosin
nach Thymin an Basenposition 307
(.307C > T) nachweisen. Diese Transi-
tion verursacht einen Aminosiureaus-
tausch von Prolin zu Serin des Kodons
103 (p.P103S) in der Pro-Region des
Proteins. Diese Sequenzverdnderung
konnte in 160 untersuchten weiblichen
Kontrollen nicht nachgewiesen werden.
Zudem wurde die Sequenzvariante
¢.307C > T in der aktuellen Literatur
als ursachlich fir die pramature
Ovarialinsuffizienz einer Patientin be-
schrieben und konnte ebenfalls in

60 untersuchten Kontrollen nicht identi-
fiziert werden. Um die pathologische
Bedeutung der Variante c.307C > T
absichern zu kénnen, fiihrten wir eine
Untersuchung der Eltern der Patientin
durch. Die Sequenzveranderung
¢.307C > T wurde tiber die nicht von
einer POF betroffene Mutter auf die
Tochter vererbt. Die ebenfalls betroffe-
ne GroBmutter miitterlicherseits konnte
nicht untersucht werden.

SchluBfolgerung: Daf8 die nicht betrof-
fene Mutter unserer Patientin ebenfalls
als Tragerin der Veranderung ¢.307C > T
im GDF9-Gen identifiziert wurde,
konnte gegen diese Mutation als allei-
nige Ursache einer POF sprechen. Ware
die von einer POF betroffene Grofmut-
ter der miitterlichen Seite ebenfalls Tra-
gerin der Veranderung c.307C > T, ware
von einem Erbgang mit verminderter
Penetranz auszugehen. Leider war es
nicht moglich, Material der GroBmutter
fur eine Sequenzanalyse zu erhalten.

Es konnte sich bei der Veranderung
¢.307C > T allerdings auch um einen
seltenen Polymorphismus handeln.
Unser Ergebnis zeigt dartiber hinaus
die Notwendigkeit von Familienunter-
suchungen bei der Beurteilung der pa-
thologischen Bedeutung einer gefunde-
nen Sequenzvariante.
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NICHT-INVASIVE QUANTITATIVE MESSUNGEN
DER LICHTBRECHUNG AN SPINDELN VON
METAPHASE-I- UND METAPHASE-II-EIZELLEN

M. Montag, T. Schimming, E. Koster,

H. van der Ven

Abteilung fiir Gynékologische Endokrino-
logie und Reproduktionsmedizin, Univer-
sitats-Frauenklinik, Universitatsklinikum
Bonn

Fragestellung: Bei der Ausreifung der
Eizelle vom Germinalvesikel- (GV-) Sta-
dium zur befruchtungsféhigen Meta-
phase-lI-Eizelle erféhrt die Eizelle eine
zweifache Umgestaltung des geneti-
schen Materials. Zunéchst wird in der
1. meiotischen Reifeteilung ein Chro-
mosomensatz unter Bildung des ersten
Polkorpers ausgeschleust. Die dabei ge-
bildete Metaphase-I- (M-I-) Spindel wird
nach Bildung des 1. Polkorpers aufge-
|6st. Nach ca. 60-70 min bildet sich
dann die Metaphase-II- (M-II-) Spindel
aus. In dieser Konfiguration verharrt die
Eizelle bis zur Aktivierung durch das
Spermium. Im Vergleich zur M-II-Spin-
del liegt in der M-I-Spindel mehr chro-
mosomales Material vor. In dieser Stu-
die wurde mittels Polarisationsmikro-
skopie untersucht, ob sich die M-I-Spin-
del und die M-II-Spindel in bezug auf
ihre lichtbrechenden Eigenschaften un-
terscheiden und sich daraus moglicher-
weise eine klinische Anwendung ergibt.

Methoden: Unreife menschliche Eizellen
im GV-Stadium wurden in vitro nachge-
reift. Nach Auflosen des GV wurde mit
Hilfe eines polarisationsmikroskopischen
Verfahrens (Octax polarAide™) und einer
integralen Software (Octax Eyeware™)
Time-lapse-Aufnahmen erstellt und der
Zellzyklusverlauf von der M-I-Spindel
Gber die Bildung des ersten Polkorpers
bis hin zur M-II-Spindel dokumentiert.
Auf der Basis der so erhaltenen Daten
wurde die Doppelbrechung der Spindel
in nm berechnet.

Ergebnisse: Die Mefdaten zeigen, dafs
die M-I-Spindel generell eine hohere
Doppelbrechung aufweist als eine M-I1-
Spindel. Der dynamische Verlauf der

1. Reifeteilung wird in der konstant zu-
nehmenden Lichtbrechung der M-I-Spin-
del reflektiert. Diese Zunahme betragt bis
kurz vor dem Zeitpunkt der Ausschleu-



sung des 1. Polkérpers 50 %. Bei der
Arretierung des Zellzyklus der Eizelle in
der Metaphase-Il zeigt die M-1I-Spindel
Uber eine ldngere Inkubationszeit Varia-
tionen der Lichtbrechung um 10 %.

SchluBfolgerungen: Unsere Ergebnisse
belegen, dall sich die M-I- und die M-II-
Spindel bezuglich ihrer lichtbrechenden
Eigenschaften unterscheiden. Die Veran-
derungen wihrend des fortschreitenden
Zellzyklus der 1. meiotischen Reifetei-
lung wie auch die Variationen innerhalb
des statischen Zustandes der M-II-Spin-
del deuten darauf hin, dall Messungen
der Lichtbrechung als qualitativ progno-
stische Marker (z. B. Eizellqualitat, An-
euploidiestatus) in der klinischen Routi-
ne unter den derzeitigen technischen
Bedingungen nicht sinnvoll erscheinen.

Andrologie
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DER VVATERSCHAFTSNACHWEIS IM SPIEGEL
VERGANGENER ZEITEN

K. Albrecht’, D. Breitmeier?, U. Jonas',
D. Schultheiss?

'Klinik fiir Urologie, Medizinische Hoch-
schule Hannover, 2Institut fiir Rechtsme-
dizin, Medizinische Hochschule Hanno-
ver, *Urologische Praxis GieSen, Uro-
logische Belegabteilung, Evangelisches
Krankenhaus Gielsen

Einleitung: Seit Jahrhunderten treten
Streitigkeiten beim forensischen Nach-
weis ungeklarter Vaterschaften auf.
Neben den modernen standardisierten
DNA- oder serologischen Nachweis-
methoden stellten in fritherer Zeit Ahn-
lichkeits- und Tragzeitgutachten schwan-
gerer Frauen sowie Fertilisationsgutach-
ten die Bewertungsgrundlage tiber die
Entscheidung einer moglichen Vater-
schaft dar. Die Begutachtung erfolgte
durch Arzte, Physici oder einen Chirur-
gus forensis. Ein entscheidender wissen-
schaftlicher Fortschritt stellte sich im
17. Jahrhundert durch die mikroskopi-
schen Entdeckung der Spermatozoen
durch die Niederlander Johan Ham und
Antoni van Leeuwenhoek ein.

Im Romischen Reich galt die Rechts-
sprechung, dal die in Blutschande

Gezeugten (incestuosi) rechtlos waren.
Selbst von ihrer Mutter konnten sie kei-
ne Alimentation erwarten. Alle anderen
unehelichen Kinder, wie die beispiels-
weise im Ehebruch Gezeugten, hatten
ihrem unehelichen Vater keine Rechts-
anspriiche geltend zu machen. Erst un-
ter Justinian | (482 n. Chr.; ostréomischer
Kaiser) konnten in Einzelfillen Alimen-
tationsanspriiche an den Vater erfolgen.
Er gab dem Rechtsleben eine Grundlage
durch Festsetzung des romischen Rechts
im Corpus iuris civilis. Eine Unterbre-
chung der von Justinian eingefiihrten
Gleichstellung der Unehelichen erfolgte
im Jahr 1804 durch das franzosische
Gesetz, welches sich auch auf das deut-
sche Recht auswirkte. Nach dem Grund-
satz ,La recherche de la paternité est
interdite” konnten weder von der Mut-
ter noch vom Kind des unehelichen
Vaters Anspriiche geltend gemacht wer-
den. Dieser Einschnitt wurde zum
schlechten Los vieler unehelicher Kin-
der. In den Kulturstaaten heutiger Zeit
hat auch der uneheliche Vater fir die
Alimentation des Kindes zu sorgen.

Methoden/Ergebnisse: Im sogenannten
congressus wurden gerichtlich festge-
setzte ,geschlechtliche Kampfe” unter
der Beobachtung von Chirurgen und
Matronen ausgetragen, wenn es um die
Beantwortung der Frage der Aufhebung
einer Ehe oder einer potentiellen Vater-
schaft aufgrund einer angeschuldigten
Impotenz ging. Hierzu mufite der Ge-
schlechtsverkehr direkt vor Zeugen
durchgefiihrt werden, um somit die
Erektionsfahigkeit des Mannes zu be-
weisen.

Giovanni Baptista Codronchius dulerte
sich um das Jahr 1595 mit dem Zitat:
,Der die Ehe ausmachende Beischlaf
brauchte dreierlei Dinge: die Kréfte, die
Instrumente und den Samen.” Weiterhin
beschrieb er eine unzureichende Frucht-
barkeit nach GberméaBiger Safte-Evakua-
tion, korperlicher Anstrengung oder lan-
gem Fasten sowie bei Milkbildungen der
Genitalien oder unzureichender Quali-
tit des Samens (,Die Fettleibigen sind
oft unfruchtbar, weil das Blut, das zur
Samenbildung bestimmt wire, bei ihnen
zu fett wird.”).

Fortunatus Fidelis (1550-1630) hielt
Ménner fiir nicht fruchtbar, wenn ein
»zu krummer” Penis vorlage, da so eine
gradlinige Ejakulation des Samens nicht
erfolgen konne.

»
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Der Begriinder der gerichtlichen Medi-
zin in Europa und Leibarzt des Papstes,
Paolo Zacchia, unterschied im Jahr 1652
in seiner ,Impotentia Coeundi & Gene-
randi” erstmals klar zwischen Potenz
und Fruchtbarkeit. Beiderlei Geschlech-
ter konnen sowohl impotent als auch
infertil sein. Er zitierte, dal er eine
,mannliche Rute von so aulRerordentli-
cher GroRe gesehen hétte, dafl der Bei-
schlaf dieses Menschen lebensgefahr-
lich sein muikte”. Albrecht von Haller,
erster Ordinarius fir Anatomie, Chirur-
gie und Botanik der Universitat Gottin-
gen (1736), schilderte: ,Unfahigkeit
zum Beischlaf findet bei allen Manns-
personen statt, die beiderseitig keine
Hoden haben. ... Uberhaupt gehort
zum Beischlafe nur eine mannliche
Ruthe, die untadelhaft ist.”

Der Rathenower Kreisarzt Gottschalk
differenzierte im Jahr 1909 eine ,rela-
tive und absolute Impotenz”. Die abso-
lute Impotenz lage vor, wenn Storungen
der Erektion, eine abnorme Grofe des
Gliedes oder Geschwiilste die Penetra-
tion behindern wiirden. Gottschalk
fiihrte weiter aus, dal® die erfahrensten
Gerichtsirzte dartiber tibereinstimmen,
dal auf keinem Gebiete der gerichts-
arztlichen Tétigkeit so unglaubliche
Ligen und freche Behauptungen vorge-
tragen werden, um ein guinstiges Gut-
achten zu erzielen, als auf dem der
strittigen geschlechtlichen Zustdnde vor
Gericht.

SchluBfolgerung: In dieser Prasentation
wird ein historischer Rickblick tber die
Entwicklung der andrologisch-forensi-
schen Paternitatsbegutachtung gegeben
und durch historische Fallbeispiele ver-
deutlicht.
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DURCHFLUSSZYTOMETRISCHER NACHWEIS
VON MASTZELLEN IM EJAKULAT VON
MANNERN MIT PRIMARER INFERTILITAT

J. Allam, M. Langer, I. Oltermann, G. Haidl
Abteilung fiir Andrologie, Klinik und
Poliklinik fiir Dermatologie, Universitats-
klinikum Bonn

Neben mikrobiologischen Untersu-
chungen ist der Nachweis von
neutrophilen Leukozyten im Ejakulat
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von infertilen Mannern mit
Oligoasthenozoospermie von zentraler
Bedeutung, wohingegen anderen
inflammatorischen Zellen im Ejakulat,
wie Mastzellen, kaum Beachtung ge-
schenkt werden. Wahrend Mastzellen
bei der Orchitis von pathogenetischer
Bedeutung sind, ist Giber Mastzellen im
Ejakulat von Médnnern mit primarer
Infertilitat kaum etwas bekannt.

Im Ejakulat von 100 Ménnern mit pri-
marer Infertiliat wurden Mastzellen
durchfluBzytometrisch durch Anfarbung
von CD117 untersucht und anschlie-
Bend mit der Spermienzahl, -motilitat,
-morphologie, Granulozytenelastase
und dem Nachweis von IgA und IgG
auf Spermien korreliert.

Dabei zeigte sich im Gesamtkollektiv
der untersuchten Ejakulate eine groRe
Streubreite von Mastzellen (0 bis > 1000
Mastzellen/ml Ejakulat). Es konnte we-
der eine Korrelation zu Spermienzahl,
-motilitat, -morphologie noch zu der
Granulozytenelastase nachgewiesen
werden. Dennoch zeigte sich eine
signifikante Korrelation zu dem Nach-
weis von IgA-Antikorpern auf Spermien,
wahrend sich keine Korrelation zu
1gG-Antikorpern auf Spermien zeigte.

Aus unseren Ergebnissen kann geschlos-
sen werden, dal® Mastzellen unabhin-
gig von Entziindungsreaktionen mit
Beteiligung von neutrophilen Granulo-
zyten im Ejakulat auftreten kénnen und
moglicherweise im Rahmen immuno-
logischer Storungen bei Mannern mit
primarer Infertilitdt von Bedeutung sein
konnten.
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INHIBIN-B ALS PRADIKTIVER MARKER FUR
EINE VERBESSERUNG DER SPERMIOGRAMM-
WERTE NACH ERFOLGREICHER V/ARIKOZELEN-
EMBOLISATION BEI PATIENTEN MIT INFER-
TILITAT

J. Allam, C. Kéhler, G. Haidl

Abteilung fiir Andrologie, Klinik und
Poliklinik fiir Dermatologie, Universitats-
klinikum Bonn

Der Stellenwert der Varikozelenverddung
in der Behandlung von infertilen Man-
nern mit Oligoasthenozoospermie ist
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derzeit umstritten. Wahrend retrospek-
tive Studien keine signifikante Verbesse-
rung der Spermiogrammwerte nach
Varikozelenbehandlung nachweisen
konnten, zeigt die klinische Erfahrung,
dal es bei einem Teil der Patienten zu
einer signifikanten Verbesserung der
Spermiogrammwerte kommt. Kurzlich
publizierte Studien konnten zeigen, daf8
es bei Patienten mit deutlicher Verbesse-
rung der Spermiogrammwerte nach
Varikozelenverédung zu einem Anstieg
der Inhibin-B-Konzentrationen im Serum
kam, so daf sich die Frage stellte, ob
die Inhibin-B-Konzentration im Serum
vor Varikozelenverédung ein pradiktiver
Marker sein konnte.

In einer retrospektiven Studie an infer-
tilen Ménnern, die sich im Zeitraum
von 2000 bis 2006 in unserer Fertili-
tatssprechstunde zur Varikozelenver-
6dung vorstellten, wurden Gruppen
von Varikozelenpatienten mit niedrigen
(< 30 ng/ml), mittleren (> 30 ng/ml und
< 100 ng/ml) und hohen (> 100 ng/ml)
Inhibin-B-Konzentrationen gebildet, um
anschliellend Spermienzahl, -motilitat,
-morphologie und -vitalitat vor und
nach Varikozelenverodung innerhalb
der Gruppen zu untersuchen.

Dabei zeigte sich, dal’ insbesondere die
Gesamtspermienzahl nach Varikozelen-
verddung in der Gruppe mit niedrigen
und mittleren Inhibin-B-Konzentratio-
nen signifikant anstieg, wahrend es in
der Gruppe der Patienten mit hohen
Inhibin-B-Konzentrationen zu keinem
signifikanten Anstieg kam. In der Grup-
pe der Patienten mit mittleren Inhibin-
B-Konzentrationen wurde der hochste
Anstieg 12 Wochen nach erfolgtem
Eingriff beobachtet. Zudem kam es zu
einer signifikanten Verbesserung der
Spermienmorphologie und -motilitat,
wohingegen keine Veranderung der
Spermienvitalitdt zu beobachten war.

Den vorliegenden Ergebnissen nach zu
urteilen konnten Varikozelenpatienten
bei primarer Infertilitidt und niedrigen
bzw. mittleren Inhibin-B-Konzentratio-
nen im Serum von einer Varikozelen-
verddung profitieren.
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HAT DIE DURCHFLUSSZYTOMETRISCHE UN-
TERSUCHUNG DES EJAKULATES PRADIKTIVEN
WERT FUR DAS ERGEBNIS EINER TESE?

L. Beiglbock-Karau, C. Yeung, E. Nieschlag
Institut fir Reproduktionsmedizin,
Universitétsklinikum Miinster

Fragestellung: Nur bei etwa 50 % der
TESE-Versuche konnen fiir ICSI geeig-
nete Spermien aus dem Hodengewebe
isoliert werden. Es fehlen nicht-invasive
Methoden, die die Isolierbarkeit von
Spermien aus Biopsiematerial besser
vorhersagen. FSH und Inhibin haben fur
diese Fragestellung eine niedrige Sensi-
bilitat und Spezifitat. Wir gingen der
Frage nach, ob die Analyse aller zellula-
ren Anteile im Ejakulat mittels Durch-
fluBzytometrie bei Patienten mit nicht-
obstruktiver Azoospermie das Ergebnis
der Hodenhistologie und TESE vorhersa-
gen kann.

Methoden: In den Ejakulaten von 50
Patienten mit Azoospermie wurden
samtliche zelluldre Bestandteile des
Ejakulates anhand ihrer DNA, einer
mitochondrialen Farbung und bestimm-
ter Streuungsmuster des Laserlichts als
elongierte Spermien (HC), runde Sper-
matiden (1N), primare Spermatozyten
(4N) oder diploide Zellen (2N) durch-
fluBzytrometisch quantifiziert. Anschlie-
Bend wurden die Patienten einer Hoden-
biopsie mit histologischer Untersuchung
und TESE-Versuch unterzogen.

Ergebnisse und SchluBfolgerung: Das
Muster und die Konzentration der Keim-
zellen in den verschiedenen Reifestadi-
en im Ejakulat ist nicht mit der Prasenz
elongierter Spermien im histologischen
Praparat oder nach enzymatischer Ge-
webeaufbereitung korreliert. Alle Ejaku-
late wiesen HC-Zellen auf. Die Haufig-
keit eines HC-Peaks war hoher, wenn
Tubuli mit intakter Spermatogenese vor-
lagen bzw. die TESE erfolgreich war. Die
Héaufigkeit eines HC-Peaks war bei den
Patienten mit nicht-obstruktiver Azoo-
spermie sogar hoher als bei Patienten mit
vermuteter oder nachgewiesener Ob-
struktion und vollstandig erhaltener Sper-
matogenese. Die Anzahl primérer Sper-
matozyten im Seminalplasma stimmte
mit dem Befund eines Spermatogenese-
arrests auf der Stufe der Spermatozyten




Gberein. Keimzell-Peaks waren mit einer
erhohten Apoptoserate korreliert.

Der differenzierte Nachweis von Keim-
zellen im Ejakulat azoospermer Patienten
hat nur geringe prognostische Aussage-
kraft fiir das Ergebnis der TESE. Dennoch
kann die Prasenz von Keimzellen im
Ejakulat als Hinweis fiir testikuldre Sper-
matogeneseaktivitat gewertet werden.
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QUALITATSKONTROLLE DER DEUTSCHEN GE-
SELLSCHAFT FUR ANDROLOGIE (QUADEGA)
— DIE ERSTEN 5 JAHRE

T. Cooper, B. Hellenkemper, E. Nieschlag
Institut fiir Reproduktionsmedizin,
Universitétsklinikum Miinster

Einleitung: Chemische Analysen der Se-
rum- bzw. Blutparameter werden meist
durch automatisch geeichte Analyse-
gerdte erstellt. Fur die Ejakulatanalyse
hingegen ergeben sich Schwierigkeiten:
viskose Ejakulate erschweren die Sper-
mienkonzentrationsbestimmung; die
Ermittlung von Spermienmotilitat und
-morphologie unterliegt subjektiven
Aspekten; unterschiedliche Methoden
konnen zu unterschiedlichen Ergebnis-
sen fiihren. Externe Qualititskontrollen
sind fur die Samenanalyse daher beson-
ders wichtig.

Methoden: Die QuaDeGA-Ringversuche
finden zweimal jahrlich statt. Zu jedem
Ringversuch gehoren 2 fixierte Ejakulat-
proben zur Konzentrationsbestimmung
und zur Ermittlung der morphologischen
Normalformen. Ausstreichen und Far-
bung der Ejakulatproben werden von
den teilnehmenden Laboren selbst vor-
genommen. Zur Analyse der Spermien-
motilitdt werden Filmsequenzen nativer
Ejakulate auf einem Datentrager bereit-
gestellt. Die Ergebnisse der Auswertung
fir beide Proben werden mit Hilfe eines
Youden Plots dargestellt. Jedes Labor
erhalt ein entsprechendes Ranking, von
1 (gut) bis 4 (schlecht).

Resultate: Zur Ermittlung der Spermien-
konzentration wurden 12 unterschiedli-
che Zahlkammern benutzt: nur 46 %
aller Teilnehmer benutzt WHO-empfoh-
lene Kammern. Verschiedene Ejakulat-
verdiinnungslosungen wurden benutzt:

nur 25 % aller Teilnehmer verwendeten
den WHO-Puffer. 17 Farbemethoden
zur Bewertung der Normalformen wur-
den verwendet; nur ein Drittel der Zen-
tren nutzte die WHO-empfohlenen
Methoden Papanicolaou, Shorr oder
DiffQuik. Zu Beginn des QuaDeGA-Pro-
gramms erzielten einige Labore nur den
Rank 4, der auf mehrere Fehlerquellen
hinweist, nach dem 4. Ringversuch
multe dieser Rank nicht mehr vergeben
werden. Eine deutliche Reduktion der
Fehler und damit Erlangung niedriger
Ranks konnte im Laufe der Zeit beob-
achtet werden. Die Daten der Teilneh-
mer, die ununterbrochen an 6 aufeinan-
derfolgenden Ringversuchen teilgenom-
men haben, wurden separat analysiert.
Der Mittelwert der Rankingergebnisse
aus den ersten und letzten 3 Laufen
zeigt eine Verbesserung der Ranking-
ergebnisse. Die Steigerung der Prazi-
sion bei der Konzentrationsbestimmung
verdeutlichte sich am starksten nach
4maliger Teilnahme am QuaDeGA-
Ringversuch, aber auch die Ergebnisse
fur die Morphologie- und Motilitats-
bestimmung verbesserten sich.

SchluBSfolgerung: Die Auswertung soll
die Entwicklung der Samenanalysequa-
litat dokumentieren. Das Rankingsystem
konnte zeigen, daf sich die Qualitét der
Analysen durch die konstante Teilnahme
an den QuaDeGA-Ringversuchen deut-
lich steigert. Weitere Verbesserungen
sind zu erwarten, wenn alle Teilnehmer
ihre Methoden an die WHO-Empfeh-
lungen anpassen.
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BOTULINUMTOXIN A: EINE NEUE THERAPIE-
OPTION DER MAMILLODYNIE DES MANNES

S. Eigelshoven, R. Kruse, N. Neumann
Universitéts-Hautklinik, Dtisseldorf

Einleitung: Es soll eruiert werden, ob
Botulinumtoxin A zur Behandlung der
Mamillodynie beim Mann wirksam ist.

Methoden: Bei einem 42jdhrigen Pati-
enten, der seit der Pubertit unter einer
schweren beidseitigen Mamillodynie
litt, fihrten wir im Rahmen eines dop-
pelblinden und placebokontrollierten
Studiendesigns die lokale Injektion von
80 U Botulinumtoxin A (Dysport®, Ipsen

»
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Pharma, Ltd., Ettlingen, Deutschland)
im Bereich der rechten Mamille und
0,9 % Natriumchloridlosung im Bereich
der linken Mamille durch.

Resultate: 48 Stunden nach Injektion
von Botulinumtoxin A kam es auf der
mit Botulinumtoxin-behandelten Seite
zu einer vollstandigen Schmerzremis-
sion, wihrend sich im Bereich der mit
0,9 % Natriumchloridlosung behandel-
ten Mamille keine Befundbesserung
einstellte. 6 Monate nach anschliefen-
der Injektionsbehandlung beider
Mamillen mit Botulinumtoxin A wurde
der Patient vollstandig schmerzfrei.

SchluBSfolgerung: Der Einsatz von Botu-
linumtoxin A bei der bislang schwer zu
behandelnden Mamillodynie des Man-
nes stellt moglicherweise eine neue er-
folgversprechende Therapieoption dar.
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EPIGENETISCHE KONTROLLE DER DAZ-GEN-
EXPRESSION IM AZFC-FERTILITATSLOKUS

C. Falcao, C. Enders, T. Strowitzki, P. Vogt
Abteilung fiir Gynakologische Endokrino-
logie und Fertilitatsstorungen, Universi-
tats-Frauenklinik Heidelberg

Einleitung: Der AZFc-Fertilitatslokus liegt
in einer lokus-spezifischen komplexen
repetitiven Sequenzblockstruktur im
distalen Bereich des langen Arms des
Y-Chromosoms (Yq11.23). Dies hat zur
Folge, dal} alle proteinkodierenden Y-
Gene in dieser Sequenzregion repetitiv
vorkommen und daf es aufgrund der
hohen Sequenzhomologie zwischen
den homologen Repeatblocken experi-
mentell schwierig ist, die spezifische
Funktionalitat der einzelnen Genkopien
in der Human-Spermatogenese zu un-
terscheiden.

Nur nach Deletion der gesamten soge-
nannten AZFc-Region — durch ein Re-
kombinationsereignis zwischen 2 homo-
logen Sequenzblocken im Abstand von
etwa 3 Megabasen (b2/b4) — wurde bis-
her in allen mannlichen Populationen
der Welt das Auftreten von Azoosper-
mie und Oligozoospermie beobachtet.
Partielle AZFc-Deletionen, die immer
zumindest eine Kopie der verschiedenen
Y-Gene in AZFc zurticklassen, werden
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auch bei fertilen Mannern gefunden.

Es ergibt sich somit die Frage, ob nur
die Deletion aller Y-Gene in AZFc eine
deutliche Reduktion der mannlichen
Fertilitit bewirkt, oder ob auch die De-
letion einer bestimmten Y-Genfamilie
oder sogar nur einer bestimmten Y-Gen-
kopie eine vergleichbare Storung in der
Human-Spermatogenese auslésen kann.

Wir haben uns diese Fragen zuerst in
bezug auf die DAZ- (Deleted in Azoo-
spermia-) Genfamilie gestellt, da diese
DAZ-Gene - strukturell wie funktionell —
mit einem hoch konservierten Gen auf
Chromosom 3 (3p25; DAZL) und auf
Chromosom 2 (2q13; BOULE) verwandt
sind. Sie kodieren Keimbahn-spezifi-
sche RNA-Bindungsproteine, wobei erst
wahrend der Primatenevolution die Y-
Genkopien in AZFc nach Transposition
einer DAZL-Genkopie von Chromosom
3 etabliert wurden. Es liegt somit die
Vermutung nahe, daf die Lokus-spezi-
fische repetitive Strukturumgebung in
AZFc eine spezifische und eventuell
spezifisch epigenetische Kontrolle auf
die Expression der verschiedenen DAZ-
Genkopien in AZFc ermoglicht, die die
konservierte Keimbahnfunktion des
DAZL-Gens in den Primaten erweitert.

Methoden: Die vergleichende ,In-sili-
co”-Analyse der Promoter-Regionen aller
DAZ-Gene wurde mit dem HUSAR-Soft-
warepaket der Universitat Heidelberg
durchgefiihrt. Das CpG-Methylierungs-
muster der CpG-Kluster im Promoter-
bereich der DAZ-Gene wurde mit Hilfe
des ,Bisulfit Assays” von Qiagen mit
anschlieBender Sequenzanalyse (ABI-
Kapillarsequenzer) quantifiziert. Fir die
DAZ-Genkopie-spezifische quantitative
Expressionsanalyse wurden transkript-
spezifische Sequenzprimer entwickelt.

Resultate: Nur die Promoterstrukturen
von DAZL und den DAZ-Genen in AZFc
lassen noch eine gewisse Verwandtschaft
erkennen, der Promoter von BOULE ist
davon deutlich verschieden. Allerdings
ist die funktionelle Feinstruktur von
DAZL und DAZ-Promoter ebenfalls un-
terschiedlich. Dies driickt sich u. a. in
einer unterschiedlichen Liange des CpG-
Klusters vor Exon 1 aus und in einem
unterschiedlichen Muster von konser-
vierten Bindungsstellen keimbahn-spe-
zifischer Transkriptionsfaktoren.

Interessanterweise wurde mit Hilfe des
Bisulfitassays und anschlieBender Se-
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quenzanalyse festgestellt, dalt das CpG-
Methylierungsmuster des CpG-Klusters
im Promoter von DAZL1 und DAZ in
den Leukozyten (beide Gene inaktiv)
und im Hodengewebe (beide Gene
aktiv) variabel ist. Vollstandig demethy-
lierte CpG-Domanen wurden nur fir
einzelne DAZ-Genkopien und dann nur
im Hodengewebe identifiziert. Nur in
Leukozyten erscheint das CpG-Methy-
lierungsmuster des CpG-Klusters im
DAZL1 und DAZ-Promoter einheitlich.
Die Genkopie-spezifische Expressions-
analyse weist auf eine unterschiedliche
Expression der verschiedenen DAZ-
Genkopien im Hodengewebe hin.

SchluBfolgerungen: Das variable CpG-
Methylierungsmuster im CpG-Kluster
von DAZL und DAZ-Promoter in der
genomischen DNA von Hodengewebe,
aber nicht in Leukozyten, weist auf eine
epigenetische Kontrolle der Expression
von DAZL und DAZ in diesem Gewebe
hin. Sie ist vermutlich die Grundlage fur
die gefundene differenzierte Expression
der verschiedenen DAZ-Genkopien in
AZFc.

Nativpraparat keine motilen Spermato-
zoen, aber einen hohen Anteil von
Spermatozoen mit aufgerollten Schwan-
zen vergleichbar mit HOS-reaktiven
Spermatozoen. Vitale Spermatozoen
wurden entweder mittels des HOS-Test
oder durch den Einsatz eines 1,48 ym
Diodenlasers selektiert und anschlie-
Bend fir die ICSI eingesetzt. Wéhrend
im Falle der HOS-selektierten Sperma-
tozoen 2 von 4 Oozyten (50 %) be-
fruchtet werden konnten, fiihrte der
Einsatz Laser-selektierter Spermatozoen
bei 4 von 7 Oozyten (57,1 %) zu einer
erfolgreichen Befruchtung. Durch den
Transfer zweier via Laser-selektierter
Spermatozoen befruchteten Oozyten
konnte bei der Patientin eine Schwan-
gerschaft erreicht werden.

SchluBfolgerung: Der Einsatz eines
Diodenlasers bietet eine sichere und
innovative Technik zur Selektion vitaler
aber immotiler Spermatozoen. Seine
Anwendung ist eine vielversprechende
Alternative, insbesondere in Fillen, in
denen die Aussagekraft des HOS-Tests
eingeschrankt ist.
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ERFOLGREICHE INTRAZYTOPLASMATISCHE
SPERMIENINJEKTION BEI PRIMARER ZILIEN-
DYSKINESIE DURCH DEN EINSATZ LASER-
SELEKTIERTER SPERMATOZOEN

P. Gerber, R. Kruse, J. Hirchenhain,

J. Kriissel, N. Neumann

Hautklinik und Frauenklinik, Heinrich-
Heine-Universitit, Diisseldorf

Fragestellung: Erstbeschreibung einer
Schwangerschaft einer 34 Jahre alten
Patientin nach intrazytoplasmatischer
Spermieninjektion (ICSI). Laser-selek-
tierte Spermatozoen bei primérer Zili-
endyskinesie (PCD) eines 37 Jahre alten
Patienten mit kompletter Asthenozoo-
spermie.

Methoden: ICSI nach Selektion vitaler
aber immotiler Spermatozoen mittels
hypoosmolaren Schwelltests (HOS) oder
mittels eines 1,48 ym Diodenlasers.

Resultate: Ein 37jahriger Patient stellte
sich mit einer primaren Infertilitét auf-
grund einer bekannten PCD vor. Wie-
derholte Spermiogramme zeigten im
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ANALYSE DES ADIPOZYTOKINS RESISTIN IN
HUMANEM SEMINALPLASMA

S. Grunewald

Abteilung Andrologie, Klinik fiir Dermato-
logie, Venerologie und Allergologie, Uni-
versitdt Leipzig

Einleitung: Resistin ist ein Adipozytokin,
das beim Menschen im Gegensatz zur
Maus weniger von den Adipozyten als
von Monozyten und Makrophagen und
Endothelzellen exprimiert wird. Resistin
induziert im Serum und in der Synovial-
flussigkeit die Sekrektion proinflamma-
torischer Zytokine, z. B. Elastase und
Interleukin-6 (IL-6). Ziel der vorliegen-
den Studie war es, Resistin im Seminal-
plasma nachzuweisen und Assoziatio-
nen zu anderen Entziindungsmediato-
ren bzw. zur Ejakulatqualitdt zu analy-
sieren.

Methoden: Es wurden Ejakulate 54 nor-
malgewichtiger Infertilitatspatienten
ohne klinische Zeichen einer Entziin-
dung des Genitaltraktes und 18 Patien-
ten nach Vasektomie untersucht. Dabei



wurden neben den klassischen Spermio-
grammparametern (WHO) die Konzen-
trationen von Resistin, Elastase und IL-6
im Seminalplasma (ELISA) und von Re-
sistin, Testosteron, FSH und Inhibin B
im Serum bestimmt.

Resultate: Die mediane Resistin-Kon-
zentration im Seminalplasma lag bei
1,62 ng/ml (IL-6: 12,0 pg/ml und Elast-
ase: 16,7 ng/ml). Es zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede in der Resi-
stin-Konzentration von Ejakulaten mit
normalen vs. subnormalen Spermio-
grammparametern (p > 0,05), zudem
fand sich keine Korrelation zur Spermi-
enqualitat (Konzentration, Motilitat,
Morphologie). Auch die Vasektomie
hatte keinen Einflul} auf die Resistin-
spiegel (p >0,05) im Seminalplasma.
Hingegen korrelierte die Resistinkon-
zentration im Seminalplasma hoch-
signifikant zur Konzentration der Ent-
ztindungsmarker Elastase (r = 0,86;

p <0,01) undIL-6 (r=0,71; p<0,01).
Die Resistinspiegel im Seminalplasma
korrelierten nicht mit den Serumspie-
geln des Adipozytokins und auch nicht
mit den Serumspiegeln von Testosteron,
FSH und Inhibin B. Dartiber hinaus
fand sich kein Zusammenhang mit dem
Body-mass-Index.

SchluBfolgerung: Resistin konnte erst-
malig in humanem Seminalplasma
nachgewiesen werden. Die enge Korre-
lation zur Konzentration anderer Ent-
zindungsmediatoren (Elastase, IL-6)
legt eine pro-inflammatorische Rolle
des Adipozytokins im Seminalplasma
nahe. Da die Vasektomie keinen Einfluf®
auf den Resistinspiegel im Seminal-
plasma hat und die Konzentration von
Resistin im Seminalplasma nicht zu der
im Serum korreliert, wird fiir den mann-
lichen Genitaltrakt eine multilokulare
Produktion z. B. durch Monozyten oder
Leydig-Zellen postuliert.
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\/ERBESSERUNG DER SPERMIEN-CHROMATIN-
DEKONDENSATIONSRATEN BEI INFERTILITATS-
PATIENTEN DURCH ANNEXIN-V-MACS
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weis mittels lipophiler Kationen) erfafit.
Die SCD der Spermatozoen wurde durch
Hamsteroozyten-1CSI (H-ICSI) an kryo-
konservierten Hamsteroozyten (20 pro
Aliquot) evaluiert.

Resultate: Im Vergleich zu den Vorunter-

S. Grunewald', V. Blumenauer?,

M. Reinhardt', A. Hmeidan?,

H. Glander!, U. Paasch’

'Abteilung Andrologie, Klinik fiir Dermato-
logie, Venerologie und Allergologie, Uni-
versitit Leipzig, ?Praxisklinik Reproduk-
tionsmedizin und Gynékologische Endo-
krinologie, Leipzig

Einleitung: Die Depletion apoptotischer
Spermien mittels Annexin-V-basierter
magnetischer Zellseparation (MACS)
wurde als neue Methode zur Verbesse-
rung der Ergebnisse der assistierten Re-
produktion eingefiihrt. Dabei werden
Spermatozoen infolge der Bindung von
Annexin-V-Microbeads an externalisier-
tes Phosphatidylserin (EPS) in 2 Fraktio-
nen separiert: EPS— (nicht-apoptotische)
und EPS+ (apoptotische). Die Annexin-V-
MACS-Separation von Spermien gesun-
der Spender verbesserte deren Oozyten-
penetrationsfahigkeit (Hamsteroozyten-
penetrationstest), nicht jedoch die Sper-
mienchromatindekondensationsraten
(SCD, Hamster-ICSI). Ziel der vorlie-
genden Studie war es, die SCD nach
Annexin-V-MACS-Separation bei Infer-
tilitdtspatienten zu untersuchen.

Methoden: 21 Ejakulate von Infertilitats-
patienten mit subnormalen Spermio-
grammparametern wurden nach Dichte-
gradientenzentrifugation mittels Anne-
xin-V-MACS separiert. In den unbehan-
delten Kontrollen und in der EPS— bzw.
EPS+ Fraktion wurde der Anteil apopto-
tischer Spermien durch Bestimmung der
Caspase-3-Aktivierung (CP3, fluoreszein-
markierter CP3-Inhibitor) und des trans-
membrandsen mitochondrialen Mem-
branpotentials (MMP, Disruptionsnach-

Tabelle 4: S. Grunewald et al. (P 53)

suchungen an gesunden Spendern ent-
hielten die Ejakulate der Infertilitats-
patienten deutlich mehr Spermien mit
aktivierter CP3 und disruptiertem MMP.
In der EPS-negativen Fraktion wurden
im Vergleich zur Kontrolle und zur EPS-
positiven Fraktion signifikant Spermien
mit inaktiver CP3 und intaktem MMP
angereichert. Damit einhergehend fand
sich eine signifikant verbesserte Sper-
mienchromatindekondensationsrate
(Tab. 4).

SchluBfolgerung: Die Aktivierung der
Apoptosekaskade in humanen Sperma-
tozoen beeintrachtigt deren Chromatin-
dekondensation. Die Anreicherung vita-
ler, nicht-apoptotischer Spermien konnte
somit eine Verbesserung der Ergebnisse
der intrazytoplasmatischen Spermien-
injektion bei Infertilititspatienten bei er-
hohtem Anteil apoptotischer Spermato-
zoen bewirken.
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L ANGZEITERGEBNISSE DER OPERATIVEN
PENISSCHAFTBEGRADIGUNG MITTELS SMALL
INCISION/GRAFT-INTERPONAT BEI PATIENTEN
MIT INDURATIO PENIS PLASTICA

S. Haag, E. Hauck, A. Pilatz,

A. Hauptmann, T. Diemer, W. Weidner
Klinik und Poliklinik fir Urologie und
Kinderurologie, Universitatsklinikum
Gielsen

Fragestellung: Zur Vermeidung einer
Penislangenreduktion wird bei Patienten
mit Induratio penis plastica und ausge-

Parameter Kontrolle EPS-negativ EPS-positiv
Aktive CP3 (% Spermien) 43,5+ 13,8 26,8 +12,3* 58,4 £11,7*
Intaktes MMP (% Spermien) 54,7 £ 23,2 71,6 £21,5* 9,8 +12,0*
SCD (% Oozyten nach H-ICSI) 31,3 +13,1 44,2 + 15,8* 18,3 + 6,7*

Angabe als Mittelwert + Standardabweichung. * p < 0,01 im Vergleich zur Kontrolle.

Statistischer Test: Wilcoxon-Test.
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pragter dorsaler Penisdeviation von tber
60° eine kombinierte Small Incision
Plaque-Therapie mit Graft-Interponat
durchgefiihrt. Die Ergebnisse von 30 re-
konstruktiven Operationen wurden aus-
gewertet.

Methoden: Insgesamt wurde bei 30 kon-
sekutiven Patienten eine Penisschaftbe-
gradigung mittels Small Incision Plaque-
Therapie in der Sleeve-Technik durch-
gefiihrt. Interponiert wurde 4x ein veno-
ses Graft, 5x Tutoplast® und 21x Tuto-
patch®. Prioperativ erfolgte die Diagno-
stik mit IIEF-Fragebogen, SKAT-Test,
Duplexsonographie und DICC. Es wur-
den Penisdeviation, -lange und Erektion
pra- sowie 3 und 12 Monate postopera-
tiv evaluiert.

Ergebnisse: Bei den Patienten bestand
eine dorsale Penisdeviation von 45-90°,
im Durchschnitt 82°. Postoperativ be-
klagten nur 4 von 30 Patienten eine sub-
jektive Restdeviation. Die mittels IIEF-
Fragebogen ermittelte Erektionsfahigkeit
war pra- und postoperativ unverandert,
bei 2 Patienten lag eine mittlere, bei 23
Patienten eine milde Erektionsstorung
vor. Die mittlere Penislange betrug bei
Erektion praoperativ 13,3 cm (1115 cm)
sowie postoperativ 13,2 cm (10-15 cm).

Insgesamt gaben 8 Patienten subjektiv
einen Penislangenverlust von ca. T cm
an, keiner eine Erektionsverschlechte-
rung. Geringgradige Sensibilitatsstorun-
gen der Glans, die nach 3 Monaten bei
16 Mannern vorhanden waren, bildeten
sich jedoch innerhalb von 12 Monaten
bis auf einen Fall komplett zurtick. Ein
Fremdkorpergefiihl durch das verwen-
dete Nahtmaterial blieb bei 2 von 30
Patienten anhaltend nachzuweisen.

SchluBfolgerung: Unsere Ergebnisse der
Operationstechnik mit Small Incision
Plaque-Therapie und Graft-Interponat
zeigen, dall mit dieser Technik bei guter
Deviationskorrektur, Erhaltung der Penis-
ldange und des Erektionsvermogens nach
12 Monaten ein sehr gutes funktionelles
Ergebnis bei den Patienten erreicht wer-
den kann.
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DIE EXPRESSION VON SPEZIFISCH AZETYLIER-
TEM HISTON H4 WAHREND DER NORMALEN
UND GESTORTEN SPERMATOGENESE DES
MENSCHEN

N. Hecht!, A. Paradowska', M. Bergmann?,
W. Weidner', K. Steger’

'Klinik und Poliklinik ftir Urologie und
Kinderurologie, Justus-Liebig-Universitat,
2Institut fiir Veterindr-Anatomie, Histologie
und Embryologie, Gielien

Fragestellung: Die Azetylierung von
Kernhistonen resultiert in einer Locke-
rung der DNA-Histon-Interaktion. Sie
steht daher in engem Zusammenhang
mit der DNA-Replikation in Spermato-
gonien und dem Histon-Protamin-Aus-
tausch in elongierenden Spermatiden.
Letzterer erfolgt in den Stadien 3-5 der
Spermatogenese und fihrt zur Konden-
sation des Kernchromatins, was fiir die
Befruchtungsfahigkeit der Spermien von
entscheidender Bedeutung ist. Ziel un-
serer Studie war es, das Expressions-
muster von spezifisch an Lysin 5, 8, 12
und 16 aztyliertem Histon H4 (H4KS5,
H4K8, H4K12, H4K16) wihrend der
normalen Spermatogenese zu untersu-
chen. Ferner sollte gekldrt werden, ob
eine gestorte Spermatogenese mit einem
verdnderten Azetylierungsmuster asso-
ziiert ist.

Methoden: Fiir die Immunhistochemie
wurden von Bouin-fixierten und in Par-
affin eingebetteten Hodenbiopsien mit
normaler Spermatogenese (n = 2) und
Spermatidenreifungsdefekt (n = 4) 5 ym
dicke Schnitte hergestellt. Zusatzlich
standen Ausstriche von normalem Eja-
kulat (n = 3: WHO-Kriterien) zur Verfu-
gung. Das zu untersuchende Material
wurde mit polyklonalen Primarantikor-
pern gegen H4K5ac, H4K8ac, H4K12ac
und H4K16ac (Abcam, Cambridge, UK),
mit biotinyliertem Ziege-anti-Kaninchen-
Sekundarantikérper (Dako, Hamburg,
Deutschland) und mit ABC-Komplex in-
kubiert und mit DAB-Reagenz entwickelt.

Ergebnisse: Wahrend der normalen
Spermatogenese zeigte H4K5ac positive
Signale in den runden und elongieren-
den Spermatiden der Stadien IlI-V. Bei
Spermatidenarrest waren die noch vor-
handenen runden Spermatiden eben-
falls positiv. Zusdtzlich waren einzelne

Spermatogonien gefarbt. Im Fall von
H4K8ac waren bei normaler Spermato-
genese ca. 50 % der Spermatogonien
sowie runde und elongierende Sperma-
tiden der Stadien Il1-V positiv. Bei ge-
storter Spermatogenese waren keine ab-
weichenden Farbungen feststellbar. Die
Immunreaktion von H4K12ac glich der
von H4K8ac. Zusatzlich waren jedoch
die elongierten Spermatiden der Stadien
I-Il immunopositiv. Das Expressions-
muster bei Spermatidenarrest war iden-
tisch mit dem bei normaler Spermatoge-
nese mit Ausnahme der fehlenden elon-
gierten Spermatiden der Stadien I-II.
Der Antikorper gegen H4K16ac reagierte
bereits mit pachytanen Spermatozyten
ab Stadium Il der normalen Spermato-
genese. Auflerdem waren die runden
Spermatiden der Stadien I-Ill und die
elongierenden Spermatiden der Stadien
IV=V positiv. Bei Spermatidenarrest wa-
ren alle Spermatozyten immunonegativ.
Im Ejakulat zeigte nur der Antikorper
gegen H4K12ac in ca. 20 % der Sper-
matozoen ein positives Signal.

SchluBfolgerung: Die fehlende Azetylie-
rung von H4K16 in Spermatozyten bei
Spermatidenarrest konnte eine mogli-
che Ursache fiir die gestorte Entwick-
lung der Spermatiden darstellen. Die
Tatsache, dalk H4K12 als einziges Lysin
in Spermatozoen azetyliert war, lalt
eine wichtige Rolle fir die Befruchtung
bzw. frithe Embryonalentwicklung ver-
muten.
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\/ERGLEICH DREIER MIETHODEN ZUR MOR-
PHOLOGISCHEN EVALUATION MENSCHLICHER
SPERMATOZOEN

U. Hipler!, R. Henkel?, G. Schreiber,

S. Anita’

'Klinik fiir Dermatologie und Dermato-
logische Allergologie, Jena, ?Department
of Medical Biosciences, University of
the Western Cape, Bellvile, South Africa,
*Klinik fir Urologie, Friedrich-Wilhelms-
Universitit, Bonn

Einleitung: Die Morphologie von Sper-
matozoen korreliert hochsignifikant mit
der Fertilisationsrate im Rahmen der as-
sistierten Reproduktion. Sie stellt einen
wichtigen Parameter in der andrologi-
schen Diagnostik dar, auf dessen Basis



unter anderem auch das therapeutische
Konzept fiir die Patienten entwickelt
wird. Zur Untersuchung der Morpho-
logie sind verschiedene Methoden be-
schrieben worden, von denen die Fir-
bung nach Papanicoulaou und anschlie-
Bende Auswertung nach strikten Kriteri-
en weltweit als Standard angesehen
wird. Ziel dieser Untersuchung war es
deshalb, 3 haufig verwendete Metho-
den zur Evaluierung der Spermienmor-
phologie miteinander zu vergleichen.

Methoden: Bei 77 Patienten wurde die
Spermienmorphologie nach Ausstrich
je eines Ejakulattropfens auf einem
Objekttrager nach Farbung nach
Papanicoulaou und Shorr analysiert.
Dartber hinaus wurde ein Schnelltest
mittels Testsimplets® durchgefiihrt. Die
Auswertung erfolgte jeweils nach strik-
ten Kriterien. Der Vergleich der Metho-
den erfolgte mit den statistischen Me-
thoden nach Bland und Altman sowie
Passing und Bablok. Dartber hinaus
wurden Mountain Plots durchgefiihrt.

Resultate: Fur alle untersuchten Para-
meter korrelierten die verschiedenen
Methoden signifikant. Allerdings lagen
die Korrelationskoeffizienten mit den
Testsimplets® jeweils deutlich niedriger.
Waihrend die Ergebnisse fir die Kopf-,
Mittelstiick- und Schwanzmorphologie
sowie fiir den Anteil normalgeformter
Spermatozoen zwischen der Papanicou-
laou- und der Shorr-Farbung gute Uber-
einstimmung zeigten, wiesen die Ergeb-
nisse mit den Testsimplets® deutliche bis
signifikante Abweichungen, insbeson-
dere fur die Schwanzmorphologie

(p < 0,01) auf. Die Variation war sehr
stark von der Hohe der MeBwerte ab-
hdngig. Die Mittelwerte aller untersuch-
ten Parameter unterschieden sich beim
Vergleich mit den Testsimplets® in jedem
Fall signifikant (p < 0,05), nicht jedoch
bei Vergleichen zwischen Papanicoulaou
und Shorr.

SchluSfolgerungen: Die Ergebnisse legen
eine weitgehende Ubereinstimmung
zwischen der Papanicoulaou- und Shorr-
Farbung dar, wahrend der Schnelltest
signifikante Abweichungen aufweist.
Dies diirfte auf die Tatsache zurtickzu-
fiihren sein, daB die Proben hier nicht
fixiert werden. Da die Spermienmorpho-
logie eine hohe Bedeutung im Rahmen
der andrologischen Diagnostik hat und
dieser Parameter wesentlich fiir die Be-
urteilung des Ejakulats ist, ist eine exakte

morphologische Beurteilung der Sper-
mien essentiell. Die Verwendung von

Schnelltests kann daher nicht empfoh-
len werden.
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EINFLUSS VON MODERATEM RADFAHREN
AUF DIE SKROTALTEMPERATUR

A. Jung, P. Strau8, H. Lindner, H. Schuppe
Zentrum fiir Dermatologie und Andro-
logie, Justus-Liebig-Universitét, GielSen

Fragestellung: Die Hodentemperatur
korreliert gut mit der Skrotaltemperatur
als einem unter dynamischen Bedingun-
gen meflbarem Parameter. Es wurde po-
stuliert, dal® Radfahren zu einer erhoh-
ten Skrotaltemperatur und konsekutiv
Uber die testikuldre Temperaturbelastung
zu einer Einschrankung der Samenqua-
litat fuhrt. Ziel dieser Studie war es, den
Einflu von moderatem Radfahren unter
standardisierten Laborbedingungen auf
die Skrotaltemperatur zu ermitteln.

Methoden: 25 Probanden mit unauffal-
liger andrologischer Untersuchung wur-
den fur die Studie rekrutiert. Um mog-
lichst standardisierte Bedingungen fur
die korperliche Belastung zu erreichen,
wurde ein Fahrradergometer in einem
klimatisierten Raum mit einer auf 22 °C
adjustierten Umgebungstemperatur be-
nutzt. Skrotaltemperaturen wurden beid-
seits minttlich mit Thermistorsensoren
gemessen und mittels tragbarem Daten-
rekorder aufgezeichnet. Ein weiterer
Temperatursensor wurde an der zentra-
len Oberflache des Fahrradsattels befes-
tigt. Die Probanden begannen das Ex-
periment jeweils zur gleichen Tages-
zeit. lhre Kleidung bestand passend zur
KorpergroBe aus standardisierten Baum-
wollhosen, -unterhosen und -shirts.
Nach Akklimatisation an die Laborgege-
benheiten fir 90 Minuten in sitzender
Position radelten die Probanden fr

60 Minuten mit einer Belastung von

25 Watt und einer Geschwindigkeit von
25 km/h auf einem Fahrradergometer.

Ergebnisse: Die Satteloberflichentem-
peratur erreichte nach 60 Minuten Rad-
fahren im Median 35,59 °C. Die Medi-
anwerte fir die Skrotaltemperatur lagen
linksseitig zu Beginn bei 35,75 °C und
nach 60 Minuten bei 35,82 °C, rechts-
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seitig bei 35,50 °C und 35,59 °C. Mit-
tels ANOVA fand sich keine Korrelation
zwischen der Dauer des Radfahrens und
der Skrotaltemperatur. Die Skrotaltempe-
raturen wahrend des Radfahrens waren
jedoch signifikant niedriger (p < 0,001)
als wihrend der letzten 10 Minuten der
Sitzphase vor Beginn des Radfahrens
mit einer Differenz von 1,31 °C links-
seitig und 1,46 °C rechtsseitig.

SchluBfolgerung: Moderates Fahrrad-
fahren mit einer Belastung von 25 Watt
kann nicht als wesentlicher genitaler
Temperaturbelastungsfaktor interpretiert
werden, sodal$ der verallgemeinernd
postulierte Zusammenhang zwischen
Fahrradfahren und genitaler Hitzebela-
stung nicht haltbar ist.
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MANNLICHE FERTILITATSPROTEKTION BEI
KREBS-DIAGNOSE

G. Keck, I. Trinkaus, B. Thieme,
K. Hénseroth, B. Heiss, W. Distler
Universitétsklinikum TU Dresden

Fragestellung: Steigende Uberlebens-
raten bei Krebserkrankungen haben zu
einem erhohten BewuBtsein fir die
Lebensqualitdt nach Uberwindung der
Krankheit gefiihrt. Der durch die onko-
logische Therapie, insbesondere nach
Einsatz alkylierender Substanzen, nach
hochdosierter Chemotherapie in Verbin-
dung mit einer Knochenmarktransplan-
tation oder einer gonadalen Radiothera-
pie oft nicht vermeidbare irreversible
Verlust von Keimzellen, bedeutet gleich-
zeitig den Verlust der Fortpflanzungs-
moglichkeit. Da sich jedoch 3/4 aller
kinderlosen onkologischen Patienten

zu einem spéteren Zeitpunkt ein Kind
wiinschen, sollte jedem Patienten vor
der Behandlung der Grunderkrankung
die Moglichkeit zur Wahrnehmung von
fertilitatserhaltenden MaRnahmen ange-
boten werden.

Methoden: Im Poster wird die Literatur
des aktuellen Standes der praxisrelevan-
ten und der sich in der Forschungsstufe
befindenden Moglichkeiten der Fertili-
tatsprotektion ausgewertet, welche dem
onkologisch mannlichen Patienten die
Chance einer spateren Vaterschaft be-
wahren.
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Resultate: Die praventive Fertilitatskon-
servierung bei onkologisch erkrankten
mannlichen Patienten ist keinem starren
Schema unterworfen, sondern richtet
sich nach den individuellen Faktoren,
der Krebsart und den Behandlungsmog-
lichkeiten der Erkrankung. Sie sollte so
frith wie moglich ins Behandlungskon-
zept aufgenommen werden. Das kom-
plexe Behandlungsschema zum Ange-
bot und zur Durchfiihrung fertilitatser-
haltender MaBnahmen stellt eine fach-
lbergreifende Herausforderung dar, die
nur mit hohem integrativem Einsatz und
Kompetenz des Fachpersonals erfolg-
reich sein kann.

Als etablierte Methode ist die Kryokon-
servierung von Sperma bei erwachse-
nen und adoleszenten onkologischen
Patienten am weitesten verbreitet. Die
Verwendung der Kryodepots erfolgt in
Kombination mit Mallnahmen der Artifi-
ziellen Reproduktionsmedizin (ART)
wie Insemination, IVF oder IVF mit ICSI.
Das Kryodepot kann aus Sperma sowohl
nach Spermiengewinnung nach Mastur-
bation, nach Spermien nach Aufarbei-
tung aus dem Hodenmaterial, Elektro-
ejakulation oder aus Urin nach Mastur-
bation angelegt werden. Eine Alternative
ist gegebenenfalls die Kryokonservierung
von testikuldren Spermien im Hoden-
gewebe.

Ubereinstimmend berichten mehrere
Autoren zum einen eine Inanspruchnah-
me der Kryodepots von weniger als 10 %
fiir Mallnahmen der ART, zum anderen
betonen sie aber die durchweg positive
retrospektive Bewertung der Moglichkeit
der Anlage eines Kryodepots aus psy-
chologischer Sicht durch die Patienten.

Mit gutem Erfolg wird haufig die Gona-
denabschirmung wéhrend der Bestrah-
lung angewandt, wéhrend die hormo-
nelle Therapie zur Abschirmung des
testikularen Gewebes wéhrend Chemo-
therapie und Bestrahlungstherapie mit
GnRH-Analoga oder Antagonisten bei
Ménnern wenig effektiv ist und daher
selten angewendet wird. Die bisher im
Forschungsstadium erprobte Verwen-
dung von kryokonserviertem testikula-
rem Gewebe zur Reimplantation nach
der Krebsbehandlung und die In-vitro-
Reifung kryokonservierter Germinalzel-
len wurde beim Menschen noch nicht
angewandt. Jedoch stellt fur prapuber-
tare mannliche Patienten bei zu be-
furchtendem vollstandigem Verlust aller
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Keimzellen die friihzeitige Entnahme
und extrakorporale Lagerung von die-
sen Keimzellen die einzige Option fiir
die Erhaltung der Keimbahn des Patien-
ten und spatere Initiierung der Fertilitat
dar. Deshalb wird im Glauben an einen
schnellen Fortgang der Forschung und
eine zukunftige Nutzung empfohlen,
die Anwendung dieser Moglichkeit in
ausgewahlten Féllen zu erwdgen.

Die Leistungen fur Fertilitatsprophylaxe
sind keine Leistungen der Krankenkas-
sen, sondern missen von den Patienten
privat liquidiert werden. Die Verwen-
dung der Spermienkryodepots zu Maf-
nahmen der ART wird von den Kran-
kenkassen nur teilweise liquidiert.

SchluBfolgerung: Fertilitatsprophylaxe
sollte heute zu einem festen Bestandteil

des individuellen Behandlungskonzepts
gehoren.

Durch die Moglichkeit der Inanspruch-
nahme von fertilititsprophylaktischen
Malnahmen stiirmen viele Geftihle und
Erwartungen auf den Patienten ein, die
er in allerkirzester Zeit bewaltigen und
neben der Diagnosestellung verarbeiten
mufB. Neben der familidren und sozio-
kulturellen Ebene wird der Patient mit
hohen finanziellen Belastungen konfron-
tiert. In interdisziplindrer Zusammen-
arbeit gilt es, dem Patienten respektvoll
zu begegnen, Druck moglichst zu ver-
meiden und komplex und kompetent
auf seine Situation zugeschnitten zu
beraten und zu behandeln.
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VOLLSTANDIGE SPERMATOGENESE NACH
AUTOLOGER TRANSPLANTATION VON HODEN-
GEWEBE IN NICHT-HUMANEN PRIMATEN

C. Luetjens, J. Stukenborg, E. Nieschlag,
M. Simoni, J. Wistuba

Institut fiir Reproduktionsmedizin,
Universitétsklinikum Miinster

Fragestellung: Die Transplantation von
Hodengewebe soll infertilen Patienten
eine Perspektive eroffnen, eigene Sper-
mien zu erzeugen, insbesondere pra-
pubertdre onkologische Patienten, die
vor einer zytotoxischen Therapie Ge-
webe kryokonservieren und dieses zu
einem spateren Zeitpunkt zuriicktrans-

plantiert erhalten wiirden. Zunachst ist
in einem moglichst eng mit dem Men-
schen verwandten Tiermodell zu zei-
gen, daf die autologe Transplantation
von immaturem Hodengewebe tiber-
haupt in vollstandiger Spermatogenese
mindet, da in bisherigen Studien ftir
menschliches Gewebe lediglich ein
zeitweises Uberleben, jedoch keine
vollstandige Spermatogenese gezeigt
werden konnte — ebenso wie bei dem in
der vorliegenden Studie experimentell
untersuchten Marmoset (Callithrix
jacchus). Dieser Krallenaffe weist eine
dem Menschen sehr dhnliche Organisa-
tion der Spermatogenese auf.

Methoden: In einer vierarmigen Studie
haben wir die autologe Transplantation
von Hodengewebe an Krallenaffen un-
tersucht. Ziel der Studie war die Klarung
der Ursachen des bisher schon bekann-
ten meiotischen Arrests nach ektoper
Transplantation sowie die Uberpriifung
der Moglichkeit, in orthotopischen
Hodentransplantaten vollstandige Sper-
matogenese zu erreichen.

Bei 3 Gruppen von 4wdochigen Krallen-
affen und einer weiteren Gruppe mit
adulten Tieren (n = 20) wurde Hoden-
gewebe entnommen und autolog zu-
rick transplantiert. Die erste Gruppe
wurde hemikastriert und Teile des ent-
nommenen Hodens ektopisch unter
die Ruckenhaut zurticktransplantiert.
Die 2. und 3. Gruppe wurde kastriert
und Stiicke eines Hodens wie bei der
1. Gruppe unter die Riickenhaut trans-
plantiert. Zusatzlich wurde bei der

2. Gruppe Stiicke des anderen Hodens
unter die Skrotalhaut transplantiert. Bei
der 3. Gruppe wurden Teile des 2. Ho-
dens fiir 4 Monate kryokonserviert und
dann anschliefSend autolog ektopisch
neben die bereits dort vorliegenden
Transplantate gebracht. In der 4. hemi-
kastrierten adulten Primatengruppe wur-
de der entnommene Hoden in Stticken
unter die Riickenhaut und in den Hoden-
sack zuriick transplantiert. Allen Tieren
wurden anschliefend regelmaRig Blut
entnommen. Den prapubertaren Ver-
suchstiere wurden 15 Monate und den
erwachsenen Tiere 6 Monate nach der
Transplantation die Transplantate ent-
nommen und histologisch analysiert.

Ergebnisse und SchluBfolgerungen: In
allen Gruppen wurde Hodengewebe
unter der Riickenhaut gefunden, die
Meiose wurde jedoch in keinem Gewe-




bestiick durchschritten. Kryokonservierte
Gewebestlicke wurden nicht gefunden
und mussen demnach resorbiert worden
sein. Die Transplantate in den adulten
Tieren zeigten deutliche Degeneration
und waren deutlich schlechter entwik-
kelt als die der immaturen Tiere. Nur

in 2 Tieren der adulten Gruppe wurde
fibrotisches Gewebe im Hodensack ge-
funden. Im Gegensatz dazu wurde in
Tubuli der skrotalen Transplantate bei
allen immaturen Tieren der 2. Gruppe
eine vollstandige Spermatogenese fest-
gestellt, obwohl auch bei diesen Tieren
die ektopischen Transplantate meiotisch
arretiert waren. Wir nehmen an, daf
der Temperaturunterschied zwischen
Riickenhaut und Skrotum fiir diesen
Unterschied verantwortlich ist.

In dieser Studie zeigen wir erstmalig,
daB bei nicht-humanen Primaten voll-
standige Spermatogenese in autologen
Transplantaten unreifen Hodengewebes
erreicht werden kann. Wir postulieren,
daf8 diese Technik der Transplantation
von eigenem Hodengewebe als Fertili-
tatsreserve von onkologischen Patienten
zur Anwendung kommen kann, falls es
moglich wird, maligne Zellen sicher
auszusortieren.
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TRYPTASEKONZENTRATION IN
SEMINALPLASMA UND BLUT VON
INFERTILITATSPATIENTEN

R. Ludwig, W. Boehncke, H. Beschmann,
F. Ochsendorf

Zentrum Dermatologie und Venerologie,
Klinikum der Johann Wolfgang Goethe-

Universitadt Frankfurt/Main

Hintergrund: Tryptase kann die Spermi-
enmotilitat Gber Bindung an PAR2-Re-
zeptoren und intrazelluldre Aktivierung
der MAP-Kinasen ERKS1/2 einschran-
ken. Tryptase-sezernierende Mastzellen
wurden im mannlichen und weiblichen
Genitaltrakt nachgewiesen.

Fragestellung: Erlaubt die Messung der
Tryptasekonzentrationen in Seminal-
plasma bzw. Blut Riickschlisse auf eine
Mastzellaktivierung im Hoden? Finden
sich Assoziationen zwischen Tryptase
im Seminalplasma bzw. im Blutserum
und Spermiogrammparametern?

Material und Methode: Bei 96 konseku-
tiven, sich erstmals wegen unerfilltem
Kinderwunsch in unserem Labor vorstel-
lenden Patienten wurde nach Einwilli-
gung in die Untersuchung die Tryptase
im Blutserum sowie im Seminalplasma
mittels eines ELISA (Fa. Pharmacia) be-
stimmt. Daneben wurde ein Spermio-
gramm angefertigt. Die Auswertung er-
folgte deskriptiv mittels GraphPad Prism.

Ergebnisse: Bei 12 Patienten (12,5 %)
fanden sich meBbare Tryptasekonzentra-
tionen im Seminalplasma (1,09-6,25 pg/l,
Median 1,72, Mittelwert 2,19). Es fanden
sich bei der Gesamtbetrachtung keine
Korrelationen zwischen den Tryptase-
konzentrationen im Serum und Seminal-
plasma oder einem Parameter des Sper-
miogramms, insbesondere nicht mit der
Motilitit. Die ausschlieRliche Analyse
der Patienten mit meRbarer Tryptase im
Seminalplasma zeigte eine negative
Korrelation zwischen der Tryptase im
Seminalplasma und der normalen Mor-
phologie (Pearson r = -0,6; p = 0,04).

SchluBSfolgerung: Die Bestimmung der
Tryptase im Blut erlaubt keine Riick-
schlusse auf die Konzentration im Semi-
nalplasma. Bei 12 % unausgewdhlter
andrologischer Patienten finden sich
mefbare Konzentrationen im Seminal-
plasma. Mogliche Zusammenhdnge mit
Spermiogrammparametern beddirfen der
Bestatigung an einem grolReren Kollektiv.
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DiE AZETYLIERUNG VON LYSIN 12 IN
Histon H4 (H4K12AC) IN MANNLICHEN
KEIMZELLEN UND IHRE ROLLE FUR DIE
EXPRESSION FERTILITATSRELEVANTER GENE

A. Paradowska’, S. Schumacher’,

M. Bergmann?, W. Weidner', K. Steger'
'Klinik und Poliklinik fiir Urologie und
Kinderurologie, Justus-Liebig-Universitat,
GielSen, 2Institut fiir Veterindr-Anatomie,
Histologie und Embryologie, Gielien

Fragestellung: Nach Fusion der Game-
ten mult das durch die DNA-Protamin-
Interaktion kondensierte Kernchromatin
des Spermatozoons dekondensiert und
die Protamine durch Histone zurtick ge-
tauscht werden. Hierbei spielt die Aze-
tylierung von Histonen, insbesondere
die von H4K12ac, eine wichtige Rolle.

»
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Dartiber hinaus ist die Azetylierung von
Histonen auch mit einer Zunahme der
transkriptionalen Aktivitat verbunden.
Ziel dieser Studie war es, (1) mit Hilfe
der Immunhistochemie das Expressions-
muster von H4K12ac wihrend der nor-
malen Spermatogenese nachzuweisen
und (2) mit Hilfe der Chromatin-Im-
munprézipitation (ChIP) eine mogliche
Assoziation von H4K12ac mit fertili-
titsrelevanten Genen zu untersuchen.

Methoden: Fiir die Immunhistochemie
wurden von Bouin-fixierten und Paraf-
fin-eingebetteten Hodenbiopsien mit
normaler Spermatogenese 5 pm dicke
Schnitte hergestellt. Zusatzlich standen
Ausstriche von normalem Ejakulat
(WHO-Kriterien) zur Verfligung. Das zu
untersuchende Material wurde mit dem
polyklonalen Primarantikorper gegen
H4K12ac (Abcam, Cambridge, UK), mit
biotinyliertem Ziege-anti-Kaninchen-
Sekundarantikérper (Dako, Hamburg,
Deutschland) und mit ABC-Komplex in-
kubiert und mit DAB-Reagenz entwickelt.

Der Chip-Assay wurde mit Chromatin,
das mit Hilfe des Antikorpers gegen
H4K12ac aus ejakulierten Spermato-
zoen gewonnen wurde, durchgefiihrt.
Die spezifischen Primerpaare fur die aus-
gewdhlten Gene dienten fiir die Untersu-
chung der Antikorper-Anreicherung durch
real-time quantitative PCR (RTquPCR).

Ergebnisse: Die Immunhistochemie fir
H4K12ac zeigte in den Hodenbiopsien
mit normaler Spermatogenese positive
Signale in ca. 50 % der Spermatogonien,
sowie in runden und elongierenden
Spermatiden der Stadien 1lI-V und in
elongierten Spermatiden der Stadien I-I1.

In den Ejakulaten konnte in ca. 20 %
der Spermatozoen eine positive Immun-
reaktion nachgewiesen werden.

CHIP in Kombination mit RTquPCR
identifizierte folgende mit H4K12ac
immunprdzipitierte Gene: NANOG,
C-MYC, und B-ACTIN.

SchluBfolgerung: Die Expression von
H4K12ac von runden Spermatiden des
Stadiums Ill bis hin zu ejakulierten Sper-
matozoen deutet auf eine wichtige Funk-
tion dieser Modifikation fur die Sperma-
tozoenreifung und moglicherweise fiir
die Befruchtung und frithe Embryonal-
entwicklung hin. Letztere Vermutung
wird durch die Assoziation von H4K12ac
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mit NANOG und C-MYC bekréftigt. So
ist bekannt, dal® der Transkriptionsfaktor
NANOG in embryonalen Stammzellen
exprimiert wird und hier wahrscheinlich
in die Aufrechterhaltung der Pluripotenz
dieser Zellen involviert ist. C-MYC ist
ein Vertreter der ,immediate early genes
(IEQ)”, die als frithe Regulatoren von
Zellwachstum und Differenzierungs-
signalen bekannt sind.
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SERUM-FSH — PROGNOSTISCH AUSSAGE-
KRAFTIG FUR PATIENTEN MIT AZOOSPERMIE?

F. Kolodziej', M. Rickert-Foehring',

H. Sperling?, H. Rtibben®, S. Wohlers',
D. Propping', P. Bielfeld', T. Katzorke'
"Novum — Zentrum fiir Reproduktions-
medizin, Essen, 2Kliniken Mariahilf GmbH,
Monchengladbach, ?Universitétsklinikum
Essen

Fur Kinderwunschpatienten mit der Dia-
gnose Azoospermie eroffnet seit langem
die Methode der testikuldren Spermien-
extraktion (TESE) mit nachfolgender intra-
zytoplasmatischer Spermieninjektion
(ICSI) die Moglichkeit, eine Vaterschaft
herbeizufihren.

Im Vorfeld einer ART-Behandlung ist es
von arztlicher Seite wiinschenswert, fiir
das Patientenpaar eine fundierte Pro-
gnose beziglich des Eintritts einer
Schwangerschaft geben zu kénnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde anhand
retrospektiver Datenauswertung von
610 TESE-ICSI-Zyklen die prognostische
Wertigkeit von Serum-FSH des Mannes
beziiglich des Eintritts einer Schwanger-
schaft und Geburt untersucht.

Methoden: Die Blutentnahme und Be-
stimmung von LH, FSH, AMH, Inhibin B
(DPC Biermann, Bad Nauheim, Deutsch-
land) erfolgte unmittelbar vor der TESE-
OP. Diese wurde in der urologischen
Abteilung des Universitatsklinikums
Essen durchgefiihrt.

Der Transport der Hodenbiopsate er-
folgte in kommerziell erhaltlichem Sper-
mienaufbereitungsmedium (Medicult,
Berlin, Deutschland). Die Hodenbiop-
sate wurden mechanisch aufbereitet.
Bei Vorhandensein von Spermien wur-
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den die Proben in SpermFreeze

(FertiPro, Beernem, Belgien)
kryokonserviert [Kaden et al., 1985]. Im
Rahmen der ICSI-Behandlung wurde die
Probe aufgetaut, mittels
Dichtegradientenzentrifugation aufberei-
tet und fir die ICSI verwendet. Die
ovarielle Stimulation der Patientinnen
erfolgte auf tibliche Weise mit
Gonadotropinen [Devroy et al., 1992].

Ergebnisse: Von Juni 1997—Juni 2007
wurde in unserer Praxis bei 281 Patien-
ten aufgrund einer diagnostizierten Azoo-
spermie die TESE-OP durchgeftihrt und
der Serum-FSH-Wert bestimmt. Das mitt-
lere Alter der Frau zum Behandlungs-
zeitpunkt lag bei 32,1 Jahren, das des
Partners bei 37,5 Jahren.

Daraus ergaben sich 610 TESE-ICSI-Zy-
klen (2,2 Zyklen pro Paar). In 544 Zyklen
(89 %) wurde ein Embryotransfer (ET)
durchgefiihrt. In 157 Zyklen, respektive
bei 133 Paaren, wurde eine Schwanger-
schaft erzielt (25,7 % pro Zyklus; 47,3 %
pro Paar).

Die Serum-FSH-Werte der Mdnner lagen
im Bereich von 0,01-89,3 IU/ml (MW
12,4 1U/ml), wobei sich in 495 Zyklen
der Serum-FSH-Wert unter (Gruppe A),
in 117 Zyklen tiber 20 1U/ml belief
(Gruppe B).

In Gruppe A betrug das mittlere Alter
der Frau 32,2 Jahre bzw. das des Man-
nes 38,0 Jahre. Die Fertilisationsrate be-
trug 55,5 %. Es wurden 128 Schwanger-
schaften nach 450 durchgefiihrten ET
(28,4 % pro ET) erzielt. Die Baby-take-
home-Rate betrug 15,8 % (78 Lebend-
geburten). 35 Schwangerschaften

(27,3 %) endeten in einem Abort.

Fur Gruppe B lag das mittlere Alter der
Frau bei 31,4 Jahren, das des Mannes
bei 35,4 Jahren und es ergab sich eine
Fertilisationsrate von 44,2 %. Nach

94 durchgefihrten ET kam es zu 29
Schwangerschaften (31 % pro ET).

Die Baby-take-home-Rate betrug 15,4 %
(18 Lebendgeburten). 7 Schwangerschaf-
ten (24,1 %) endeten in einem Abort.

SchluBSfolgerung: Die Einschdtzungen
der Erfolgsaussichten fiir TESE-Patienten
gestalten sich aufgrund der individuell
unterschiedlichen Ursachen fir die
Azoospermie sehr schwierig.

Aus den von uns erhobenen Daten l4f3t
sich ein Zusammenhang zwischen der
Hohe des FSH-Wertes und der Wahr-
scheinlichkeit fiir den Eintritt einer
Schwangerschaft bzw. Lebendgeburt
nicht darstellen.

Dagegen besteht ein signifikanter Unter-
schied zwischen den Fertilisationsraten
bei Patienten mit Serum-FSH-Werten
Gber 20 1U/ml gegentiber denen mit
geringeren Werten (44,2 % vs. 55,5 %;
p <0,05).

Dieses Ergebnis steht in Ubereinstim-
mung mit den Ergebnissen von Ludwig
und Mitarbeitern, die ebenfalls eine Un-
abhangigkeit des FSH-Wertes vom Zy-
klusausgang festgestellt haben [Ludwig
et al., 2005].

Dagegen konnten Zitzmann und Mit-
arbeiter keine Schwangerschaft bei Se-
rum-FSH-Werten Gber 20 1U/ml erzie-
len.

Es bleibt zu erértern, ob der FSH-Wert
allein — im Hinblick auf das Erzielen
einer Schwangerschaft — einen signifi-
kanten prognostischen Wert besitzt.
Weitere endokrinologische Parameter
wie Anti-Maller-Hormon (AMH) und
Inhibin B werden ebenfalls im Zusam-
menhang mit TESE-Ergebnissen disku-
tiert [Duvilla et al., 2007].
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VEREINFACHTE HOCHAUFLOSENDE SPER-
MIENDIAGNOSTIK (MSOME)

B. Bartoov', S. Buck?, H. Ledermann’,

S. Peer’, A. Salmassi?, L. Mettler?,

A. Schmutzler?

'Male Fertility Laboratory, Mina & Everard
Goodman Faculty of Sciences, Bar-llan
University, Ramat Gan, Israel, *Universi-
tits-Frauenklinik, Christian-Albrechts-
Universitat, Kiel

Fragestellung: Die Untersuchung der
Morphologie von Spermienorganellen
motiler Spermien durch hohe Vergrofe-
rung (MSOME) wurde eingefthrt und
wird durchgefiihrt durch das Laborato-
rium fiir mannliche Fruchtbarkeit der
Bar-llan Universitét. Sie zielt darauf ab,
zwischen Midnnern, bei deren Partnerin-
nen eine reguldre Schwangerschafts-



chance durch ICSI zu erwarten ist, und
jenen, bei denen eine Spermienvor-
selektion durch MSOME vor ICSI zu
empfehlen wire, zu unterscheiden.
Die Notwendigkeit von frischen Sper-
mienproben fir diese Untersuchung ist
ein ernsthafter Nachteil der MSOME,
speziell fur weiter entfernt wohnende
Patienten. Das Ziel dieser Studie ist,
diesen Nachteil dadurch zu kompen-
sieren, dal’ die Untersuchung an Trok-
kenausstrichen beweglicher Spermien
durchgefiihrt wird.

Methoden: Die Vergleichs- und Vorher-
sagestudie wurde im IVF-Zentrum der
Universitdt Kiel sowie im Laboratorium
flr mannliche Fertilitat der Bar-llan Uni-
versitat durchgeftihrt. Fraktionen motiler
Spermien von 14 Patienten nach Swim-
up wurden fir den Vergleich zwischen
MSOME-Variablen von frischen und
trockenen Proben (nal vs. trocken
MSOME) genutzt. Nach ICSI wurden

11 trockene Proben motiler Spermien
nach Israel geschickt, durch MSOME
blind analysiert und mit dem Ausgang
der ICSI in Deutschland verglichen.
Hauptausgangsmelipunkte waren also
MSOME und Schwangerschaft nach
ICSI.

Ergebnisse: Der Anteil normaler Spermi-
ennuklei, analysiert durch MSOME in
frischen Spermien und in trockenen
Proben, war statistisch dhnlich (7,1 +
5,3 % vs. 6,7 = 6,4 %, Korrelation = 0,94;
Cronbach’s Alpha = 0,92). Bei den 5 Pa-
tienten, die mehr als 2 % Spermien mit
normalem Nukleus im Ausstrich hatten,
war die Schwangerschaftsrate nach ICSI
doppelt so hoch wie bei den 6 Patienten
mit weniger als 2 % normalem Nukleus
im Ejakulat (60 % vs. 33 %).

SchluBfolgerung: Trockene MSOME
scheint ein verldklicher Ersatz fur die
normale nasse Untersuchung zu sein,
auch bei der Vorhersage des ICSI-Aus-

gangs.
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PHTHALATBELASTUNG BEI PATIENTEN DER
FERTILITATSSPRECHSTUNDE: ASSOZIATIONEN
ZWISCHEN METABOLITSPIEGELN DES DIETHYL-
HEXYLPHTHALAT (DEHP) UND EJAKULAT-
PARAMETERN

C. Herr!, C. Fieber', A. zur Nieden’,

N. Stilianakis?, J. Angerer’, A. Jung?,

T. Eikmann', H. Schuppe*

'Institut ftir Hygiene und Umweltmedizin,
Justus-Liebig-Universitét, GielSen, ?Joint
Research Centre, European Commission,
Ispra, Italien, und Institut ftir Biometrie
und Epidemiologie, Friedrich-Alexander-
Universitét, Erlangen-Niirnberg, *Institut
und Poliklinik fiir Arbeits-, Sozial- und
Umweltmedizin (IPASUM), Friedrich-
Alexander-Universitét, Erlangen-Nirnberg,
4Zentrum fiir Dermatologie und Andro-
logie, Universitétsklinikum GieBen und
Marburg GmbH

Einleitung: Phthalate kommen als
,Weichmacher” in der Kunststoffindu-
strie zur Anwendung und sind entspre-
chend ubiquitar verbreitet. Hierbei ge-
hort Di(2-ethylhexyl)phthalat (DEHP)
zu den Phthalaten mit der groften jéhrli-
chen Produktionsmenge (ca. 2 Mio. Ton-
nen). Tierexperimentelle Daten belegen
eine entwicklungs- und reproduktions-
toxische Wirkung dieser Chemikalien,
insbesondere des DEHP. Beim Men-
schen sind neben der vorherrschenden
oralen Aufnahme auch inhalative und
dermale Exposition zu beriicksichtigen,
im einzelnen sind die Quellen der
Phthalatbelastung jedoch noch unklar.
Ziel der vorliegenden Studie war es, die
Phthalatbelastung kontaminationsfrei
mit Hilfe im Korper entstehender Meta-
bolite zu erfassen, mogliche Pradiktoren
der internen Phthalatexposition zu iden-
tifizieren und Zusammenhénge mit Eja-
kulatparametern zu analysieren.

Material und Methoden: Zwischen April
2004 und Oktober 2005 wurden von
335 Ménnern, die wegen unerfilltem
Kinderwunsch zur andrologischen Un-
tersuchung kamen, Spontanurinproben
gewonnen. In diesen Proben wurden
primére und sekundére Metabolite von
DEHP [Mono(2-ethyl-5-hydroxyhexyl)
phthalat (MEHP), 50H-MEHP, 5oxo-
MEHP, 5cxMEHP] sowie bei einer Sub-
gruppe von Patienten weitere Phthalat-
Metabolite [Mono-n-Butylphthalat

»

ABSTRACTS

(MnBP), Mono-Benzylphthalat (MBzP)]
bestimmt. Summenanteile wurden je-
weils flr die 4 DEHP-Metabolite (DEHP4)
sowie alle 6 gemessenen Metabolite
(DEHP 4 plus MnBP, MBzP = DEHP6)
berechnet. Die Ejakulatanalyse erfolgte
nach WHO-Richtlinien, die Beurteilung
der Spermatozoenmorphologie nach
der modifizierten Dusseldorfer Klassifi-
kation. Die Ergebnisse wurden anhand
der WHO-Referenzwerte (1999) dicho-
tomisiert.

Ergebnisse: Mittels logistischer Regres-
sionsanalysen wurden Odds Ratios (OR;
adjustiert fuir Alter, Karenzzeit, Raucher-
status) fur Einschrankungen der Ejaku-
latqualitdt berechnet (n = 165). Hierbei
diente jeweils die 75 %-Perzentile fur
DEHP4 (> 92,11 pg/l) bzw. DEHP6 als
Grenzwert der Phthalatbelastung. Die
Odds Ratio fur Einschrankungen der
Spermienmotilitat, -morphologie und
-konzentration betrugen bei Mdnnern
mit DEHP4-Werten oberhalb der 75 %-
Perzentile 2,23 (95 %-Cl: 0,98-5,05),
2,81 (95 %-Cl: 1,22-7,14) bzw. 2,61
(95 %-Cl: 1,24-5,56). Vergleichbare
Resultate fanden sich fiir DEHPG6.

SchluSfolgerungen: Die Konzentratio-
nen der Phthalatmetabolite bei den hier
untersuchten, in Deutschland lebenden
Mannern waren mit den Ergebnissen
anderer Studien vergleichbar. Erstmals
konnte gezeigt werden, dal% Einschran-
kungen der Ejakulatqualitdt mit einer
hoheren Exposition gegentiber DEHP-
Metaboliten (> 75 %-Perzentile) assozi-
iert sind.
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AMPLIFIKATION VON PROTAMINEN UND
BCL-2 IN TESTIKULAREN SPERMATIDEN UND
EJAKULIERTEN SPERMATOZOEN ALS PRO-
GNOSEMARKER FUR MANNLICHE INFERTILITAT

K. Steger', J. Wilhelm?, L. KonracP, T. Stalf,
R. Greb’, T. Diemer’, S. Kliesch®,

M. Bergmann’, W. Weidner'

'Klinik und Poliklinik fir Urologie und
Kinderurologie, Justus-Liebig-Universitat,
Giellen, ?Institut fiir Pathologie GielSen,
*Klinik und Poliklinik fiir Urologie und
Kinderurologie, Philipps-Universitét
Marburg, *Kinderwunschzentrum Mittel-
hessen, *Frauenklinik Miinster, °Klinik fiir
Urologie Miinster, “Institut fiir Veterinér-
Anatomie, Histologie und Embryologie,
GielSen

Fragestellung: Menschliche Spermien
enthalten vergleichbare Mengen der
Kernproteine Protamin-1 und Protamin-
2. Demgegentiber konnte in infertilen
Ménnern ein verandertes Protaminver-
héltnis nachgewiesen werden. Die zen-
trale Bedeutung eines ausgewogenen
Protaminverhdltnisses fiir die mannliche

Fertilitat wurde durch funktionelle Stu-
dien an Knock-out-Mdusen gezeigt. So
sind haploinsuffiziente Mause fur Prot-
amin-1 und Protamin-2 infertil. In der
vorliegenden Studie sollte geklart wer-
den, ob das Verhiltnis von Protamin-1-
zu Protamin-2-mRNA in testikuldren
Spermatiden und ejakulierten Sperma-
tozoen einen verlaBlichen Biomarker
reprasentiert, um zwischen fertilen und
infertilen Mdnnern zu unterscheiden.
Da die Integritdt der DNA in Spermien
zudem mit DNA-Fragmentation und
Apoptose verbunden ist, sollte zudem
geklart werden, ob die Amplifikation
des Apoptosemarkers Bcl-2 eine alter-
native Nachweismethode zu dem kosten-
intensiven ,sperm chromatin structure
assay” (SCSA) bzw. der unsicheren Me-
thode des ,terminal transferase-mediated
nick-end labeling” (TUNEL) darstellt.

Methoden: Real-time quantitative RT-
PCR fiir Protamin-1, Protamin-2 und
Bcl-2 in testikuldren Biopsien (74 infer-
tile Manner vs. 17 Kontrollen) und Eja-
kulaten (95 infertile Manner vs. 10 Kon-
trollen).

Ergebnisse: Das Verhaltnis von Prot-
amin-1 zu Protamin-2 war zwischen

den verschiedenen Gruppen signifikant
unterschiedlich. In testikuldren Sperma-
tiden war es 1:4 bei infertilen Mdnnern
vs. 1:3,2 bei den Kontrollen (p = 0,0038).
In ejakulierten Spermatozoen war es
1:1,7 bei infertilen Mannern vs. 1:1 bei
den Kontrollen (p = 0,0002). Hohe Prot-
aminverhdltnisse korrelierten mit hohen
Bcl-2-Werten, sowohl in testikuliaren
Spermatiden (p = 4,9 x 107) als auch in
ejakulierten Spermatozoen (p = 0,0073).
Im Vergleich zu den Kontrollen enthiel-
ten testikuldre Spermatiden ca. 250x
mehr (p = 0,0004) und ejakulierte Sper-
matozoen ca. 70x mehr (p = 7,8 x 1079
Bcl-2. Weder das Protamin-mRNA-Ver-
héltnis noch die Menge an Bcl-2 mRNA
korrelierten mit der absoluten Spermien-
dichte.

SchluBfolgerung: Sowohl in testikuldren
Spermatiden als auch in ejakulierten
Spermatozoen konnten signifikant un-
terschiedliche Protaminverhdltnisse
und signifikant hohere Bcl-2-Mengen
nachgewiesen werden. Beide Faktoren
eignen sich somit als Prognosemarker
zur ldentifizierung infertiler Mdnner.
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