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Einleitung

1 Einleitung

Ungewollte Kinderlosigkeit ist ein Problem, von dem weltweit 15-20 % aller Paare
mit bestehendem Kinderwunsch betroffen sind. Es wird geschitzt, dass die Zahl
betroffener Paare in Deutschland bei 1,5 Millionen liegt, wobei es keine gesicherten
Zahlen zur Haufigkeit der Sterilitdt in Deutschland gibt. Bei den untersuchten Fillen
zeigt sich, dass ca. 45 % der Fille von ungewollter Kinderlosigkeit durch die Frau
und 40 % der Fille durch den Mann begriindet sind; ca. 15 % sind ungeklarter
Genese (Schill et al. 2000). In 35 % der Fille findet man bei beiden Partnern eine
eingeschrinkte Fertilitdit. Bei den weiblichen Sterilititsursachen stehen in
Industrienationen die endokrinen Stérungen mit 40 % an der Spitze, gefolgt von
tubaren mit 20-30 %. Uterine, zervikale und vaginale Ursachen sind mit 4-6 %
deutlich seltener zu finden. Ursache fiir die ménnliche Infertilitit ist meist eine
Storung der Spermatogenese, seltener ein kompletter Verschluss der ableitenden
Samenwege, eine Ejakulations- oder Erektionsstorung. In 50 % der Fille ldsst sich

keine Ursache der Fertilitdtsstorung finden.

Ein sich nicht erfiillender Kinderwunsch hat oft weitreichendere psychologische
Konsequenzen als die alleinige Tatsache der Kinderlosigkeit. Die meisten
betroffenen Paare haben mit mehr oder weniger schweren psychologischen,

familidren und sozialen Problemen zu kampfen.

Auf dem Gebiet der Reproduktionsmedizin haben sich in den letzten 20 Jahren
entscheidende innovative Entwicklungen ergeben. Steptoe und Edwards gelang die
erste Schwangerschaft nach erfolgreicher In-vitro-Fertilisation (IVF) und
anschlieBendem Embryo-Transfer (ET) mit daraus resultierender Geburt des Kindes
im Jahre 1978 (Steptoe et al. 1978). Die Einfithrung der intracytoplasmatischen
Spermieninjektion (ICSI) durch Palermo et al. 1992 konnte schlieBlich einen neuen

Aspekt in der Therapie der médnnlichen Subfertilitit bieten (Palermo et al. 1992).

Dennoch ist es so, dass zahlreiche Paare, die in der Reproduktionsmedizin Hilfe
suchen, kinderlos bleiben. Die Fertilisationsrate nach IVF lag im Jahre 2003 bei
50,38 %, die nach ICSI bei 60,83 % (Deutsches-IVF-Register, Jahresbericht 2003).
Der Nachweis einer klinischen Schwangerschaft gelang nach IVF in 24,80 % der

Fiélle. In nur 43,56 % der klinischen Schwangerschaften kam es zur Geburt eines
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Kindes. In 19,68 % der Fille trat ein frithzeitiger Abort ein. Nach ICSI lag die
Schwangerschaftsrate mit 26,41 % und die Geburtenrate mit 45,28 % etwas hoher als
nach einer IVF-Behandlung. Die Abortrate wurde mit 18,42 % angegeben.

Vom Erfolg dieser Methoden kann nur dann gesprochen werden, wenn eine
Schwangerschaft nicht nur induziert, sondern auch ausgetragen wird und mit der
Geburt eines gesunden Kindes endet (,,Baby-Take-Home-Rate*). Diese lag im Jahre
2003 nach IVF bei 10,80 %, nach ICSI bei 11,84 %.

Aufgrund dieser noch niedrigen Erfolgsquoten ist man seit langem auf der Suche
nach zuverldssigen Tests, um pridiktive Aussagen iiber einen moglichen Erfolg in

der assistierten Reproduktion machen zu kdnnen.

Die Erfolge der artifiziellen reproduktiven Technologien (ART) hidngen von vielen
verschiedenen Faktoren ab. Zu diesen zidhlen das Alter der Patienten, das
Hormonprofil wihrend der Stimulationsbehandlung, die Rezeptivitit des
Endometriums und die Qualitdt und Reife von Spermium und Eizelle. Bisher gibt es
noch keine Moglichkeit, die Eizellqualitit direkt zu bestimmen, auBler durch eine
morphologische Beurteilung mittels Mikroskopie. Andere Methoden wie die
Auswertung der Cumulusgrofe oder die Hormonmessung in der Follikelfliissigkeit
zur Beurteilung der Fertilisierbarkeit einer Oozyte erbrachten bisher keine

verldsslichen Ergebnisse (Rattanachaiyanont et al. 1999).

Aufgrund des Embryonenschutzgesetzes vom 13.12.1990 ist es in Deutschland nicht
erlaubt, befruchtete Eizellen zu selektieren, sobald diese das Vorkernstadium
iiberschritten haben. Deshalb ist es besonders wichtig, Parameter zu finden, mit
deren Hilfe man indirekt etwas iiber die Qualitit der Eizelle in einem friiheren
Stadium aussagen kann. Da die Oozyte selbst fiir qualitative Untersuchungen nicht

zur Verfiigung steht, konnten die Cumuluszellen als solch ein Parameter dienen.

1.1 Die intracytoplasmatische Spermieninjektion

Cohen et al. gelang es erstmals, bei minnlicher Subfertilitit nach mechanischer Off-
nung der Zona pellucida mittels einer Glaspipette eine Schwangerschaft zu erreichen
(,,Partial Zona Dissection”, PZD). FEine Schwangerschaft nach subzonaler

Insemination (SUZI), bei der einzelne Spermien direkt in den perivitellinen Raum
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eingebracht werden, wurde das erste Mal 1987 von Laws-King erzielt. 1992
berichteten Palermo et al. iiber Fertilisationen mit nachfolgenden Schwangerschaften
durch Mikroinjektion, d.h. durch die direkte Injektion eines Spermiums in das
Cytoplasma der Eizelle bei der intracytoplasmatischen Spermieninjektion (ICSI)

(Palermo et al. 1992).

Indikationen fiir die Mikroinjektion sind Akrosomendefekte, ausgeprigte
Oligoasthenoteratozoospermie  (OAT), immunologische Sterilitit, retrograde
Ejakulation und Anejakulation. Bei ausgeprigter OAT und selbst bei Azoospermie
ist es heute moglich, mittels mikrochirurgischer epididymaler Spermienaspiration
(MESA), testikulérer Spermienextraktion (TESE) oder perkutaner
Spermienaspiration (PESA) Spermien zu gewinnen, um dann die Mikroinjektion

durchzufiihren.

Bei der intracytoplasmatischen Spermieninjektion wird das Oolemma als letzte
Barriere zum Cytoplasma der FEizelle iiberwunden. Bei einer 200-fachen
VergroBerung wird die Samenzelle immobilisiert und mit einer Injektionspipette
aufgenommen. Die Oozyte wird mit einer Haltepipette angesogen, so dass der
Polarkorper entweder auf zwolf Uhr oder auf sechs Uhr zu liegen kommt. Die
Injektionspipette wird in die Oozyte und das Cytoplasma eingestochen und die

Samenzelle anschlieBend injiziert.

Abb. 1: Injektionsvorgang bei der intracytoplasmatischen Spermieninjektion (ICSI)
[Schill et al. 2000]

-10 -
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Damit diese Methode Erfolg hat, ist es vor allem wichtig, dass die Eizelle mit ihren
nukledren und zytoplasmatischen Faktoren in der Lage ist, den Fertilisierungsprozess
zu ermoglichen. Die Grundlage einer erfolgreichen Sterilitdtsbehandlung bildet die
suffiziente hormonelle Stimulation mit Gewinnung zahlreicher Eizellen durch die
Verwendung  verschiedener hormoneller Pharmaka wie  Gonadotropine,
Gonadotropin-Releasing-Hormone =~ (GnRH)-Analoga  als  Agonisten  oder

Antagonisten und Antiostrogene (Felberbaum und Diedrich 1999).

1.2 Hormonelle Stimulation

Der funktionelle Zyklus des Ovars wird geregelt durch das Organsystem von
Hypothalamus und Hypophyse. Der Hypothalamus als iibergeordnetes Organ setzt in
pulsatiler Form das in den Neuronen seines mediolateralen Anteils freigesetzte
Gonadotropin-Releasinghormon (GnRH) frei. Das GnRH gelangt iiber das
hypophysire Pfortadergefdsystem zur Adenohypophyse. Es bindet dort an die
GnRH-Rezeptoren der gonadotropen Zellen, die darauthin die Gonadotropine,
follikelstimulierendes Hormon (FSH) wund luteinisierendes Hormon (LH),
synthetisieren und sezernieren. Uberschreitet die Konzentration von FSH im Serum
einen bestimmten, individuell unterschiedlichen Schwellenwert, kommt es zur
Rekrutierung der so genannten Follikelkohorte in beiden Ovarien. Der heranreifende
dominante Follikel produziert vermehrt Ostrogene und zwischenzeitlich sinken die
FSH und LH Konzentrationen aufgrund des ,,negativen Feedbacks* ab. Wird eine
maximale Ostrogenkonzentration von 150 bis 500 pg/ml Ostradiol im Serum
erreicht, wird LH aus der Adenohypophyse freigesetzt (,,positiver Feedback®). Als
Folge dieses ,,LH-Peaks* erfolgt ca. 10-12 Stunden spiter die Ovulation.

1.2.1 Gonadotropine

Humanes Menopausales Gonadotropin (hMG) wird aus dem Urin postmenopausaler
Frauen extrahiert und steht als subkutan oder intramuskuldr zu applizierende

Substanz mit 75 L.LE. FSH und 75 L.LE. LH pro Ampulle zur Verfiigung.

Die Stimulation mit Gonadotropinen war vor der Einfithrung der GnRH-Analoga die

hiufigste Stimulationsart. Sie war indiziert bei Clomifen- und Clomifen/hMG-

-11 -
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Versagern und gegebener andrologischer Indikation. Die Ovulationsinduktion erfolgt
mittels hCG bei einem Follikeldurchmesser von ca. 20 mm und Ostradiolwerten von
300-400 pg/ml pro Follikel. Ein wesentliches Problem dieser Behandlungsmethode
stellt die individuell stark unterschiedliche Reaktion der Patientinnen auf die
Gonadotropine dar (March 1993). Es kommt zur Inkongruenz zwischen
Ostradiolanstieg und tatsdichlicher Follikelreifung. Der positive Feedback-
Mechanismus fithrt auch hier zu einem vorzeitigen LH-Anstieg und der

Stimulationszyklus muss abgebrochen werden.

Seit einigen Jahren steht als neueste Entwicklung in der Behandlung mit
Gonadotropinen das rekombinante FSH (rec. FSH) fiir die ovarielle Stimulation zur
Verfiigung. Es zeigt viel versprechende Erfolge in Kombination mit GnRH-

Antagonisten.

1.2.2  GnRH-Agonisten

Der vorzeitige Anstieg der LH-Konzentration bei alleiniger Stimulation mit
Gonadotropinen und Antiostrogenen bewirkt eine Verschlechterung der Eizell- und
Embryoqualitit (Loumaye 1990; Stanger et al. 1985). Durch eine Stimulation mit
GnRH-Agonisten kann ein solcher Nachteil behoben und die Rate abzubrechender
Stimulationszyklen bis auf 2 % gesenkt werden (Schmutzler et al. 1990). Die
Ablosung von humanem Choriongonadotropin (hCG) als Ovulationsausloser soll
auBerdem das Auftreten des ovariellen Hyperstimulationssyndrom (OHSS)
reduzieren (Tay 2002). GnRH-Agonisten sind in der Lage, einen endogenen Anstieg
von LH und FSH zu erzeugen. Dieser Effekt ist physiologischer als die Gabe von

exogenem hCG.

Nach der Entdeckung des GnRH-Molekiils 1971 von Schally et al. wurde das
Dekapeptid strukturell an den Positionen 6 und 10 verdndert und konnte somit
therapeutisch eingesetzt werden (Schally et al. 1971; Burgus et al. 1972). Durch die
Modifizierung wurde eine hohere Rezeptorbindungsaffinitit an den gonadotropen
Zellen der Adenohypophyse geschaffen und ein rascher enzymatischer Abbau des
Molekiils verhindert (Koch et al. 1977).

-12 -



Einleitung

Der GnRH-Agonist hat eine 100-200fach hohere Affinitit zu den GnRH-Rezeptoren

als das natiirliche Peptid.

Heute werden verschiedene Behandlungsprotokolle angewendet. Es wird das so
genannte lange Protokoll vom kurzen und ultrakurzen Protokoll unterschieden. Das
lange Protokoll zielt auf eine komplette Hypophysensuppression hin, wihrend das
kurze und ultrakurze Protokoll den initialen Gonadotropinanstieg im Sinne der
Follikelstimulation nutzen (Macnamee et al. 1989; Loumaye et al. 1988; Smitz et al.
1992). Das lange Protokoll ist das effektivste der drei und wird zur Zeit am
hiufigsten genutzt (Tan 1996).

Die ovarielle Stimulation mit hMG und GnRH-Agonisten kann eine Insuffizienz der
Lutealphase hervorrufen. Eine Unterstiitzung dieser Phase erfolgt mit der weiteren
Gabe von 5000 IU hCG i.m. am 2. und 5. Tag nach Follikelpunktion. Dadurch ist es
moglich eine zeitgerechte Entwicklung des Endometriums und eine entsprechende

Erhohung der Schwangerschaftsraten zu erzielen (Smitz et al. 1988).

Die Kombination von GnRH-Agonisten mit humanen urindren oder rekombinanten
Gonadotropinen hat sich als hoch effizient herausgestellt (Smitz et al. 1992;
Loumaye et al. 1994). Allerdings hat das lange Protokoll den Nachteil, dass eine
lange, mit relativ hohen Kosten verbundene Behandlungsperiode vorausgeht, bevor

eine Desensitivierung der Hypophyse erfolgt.

Die Gonadenfunktion wird stark gehemmt und es zeigen sich die typischen
Nebenwirkungen des Ostradiolentzugs wie SchweiBausbriiche, Hitzewallungen und

Kopfschmerzen.

1.2.3 GnRH-Antagonisten
Parallel mit der Einfithrung der GnRH-Agonisten wurde das GnRH-Molekiil

zusdtzlich an den Positionen 1, 2, 3 und 8 strukturell modifiziert. Es entstand ein
Analogon, das mit &dhnlicher Affinitdt kompetitiv an die hypophysidren GnRH-
Rezeptoren bindet, aber keine Ausschiittung von Gonadotropinen bewirkt. Die
antagonisierende Wirkung an der Hypophyse setzt sofort ohne zwischenzeitlich
stimulierenden Effekt ein (Coy et al. 1982). Die Sekretion von Gonadotropinen wird

innerhalb von Stunden reduziert. Dieser Mechanismus ist abhédngig vom
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Gleichgewicht zwischen appliziertem Antagonisten und endogenem GnRH und ist
deshalb in hohem Male dosisabhingig (Felberbaum et al. 1995). Die erste
Generation der Antagonisten verursachte anaphylaktoide Reaktionen aufgrund von
Histaminfreisetzungen. Diese Probleme wurden jedoch in Studien iiber die neueste
dritte Antagonistengeneration nicht mehr beobachtet (Klingmiiller et al. 1993; Behre

et al. 1994).

Ganirelix (Organon, OSS, Netherlands) und Cetrorelix (Serono, Frankfurt/M,
Germany) sind die beiden modernen GnRH-Antagonisten der dritten Generation, die
zur Zeit klinische Anwendung finden. Bei beiden Pridparaten wurden an den
Positionen 1, 2, 3, 6 und 10 Aminosauren substituiert. Bei Ganirelix wurde auflerdem

Position 8 strukturell modifiziert.

Die Stimulation beginnt mit zwei Ampullen hMG oder rec. FSH am 2. Zyklustag,
wobei am 5. Zyklustag eine Dosisanpassung entsprechend der individuellen
Response der Patientin erfolgen kann. Ab dem 7. Zyklustag wird téglich ein GnRH-
Antagonist in der minimal effektiven Dosis von 0,25 mg verabreicht, bis die Krite-
rien zur Ovulationsinduktion erfiillt sind (siehe Abb.2). Die Ovulationsinduktion
wird mit 10.000 IU hCG im. durchgefiihrt, sobald der Leitfollikel einen
Durchmesser von 18-20 mm aufweist und die Ostradiolkonzentration 300-400 pg/ml

betrigt (siehe auch langes Agonisten-Protokoll).

Amp. GnRH-Antagonist Ostradiol > 1000 pg/ml

HMG )
(0,25 mg/die) Follikel
~ 20 mm

4
3
2 | | FOPU
o
M ET
€nscs ¢
| |
0 7 14

Abb. 2: Ovarielle Stimulation mit hMG und begleitender GnRH-Antagonistenmedikation (,,s0g.
Liibecker Protokoll‘‘) [Felberbaum et al. 2000]
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1.3 Cumuluszellen

In den meisten Saugetierspezies umgeben Cumuluszellen die Oozyte wihrend der
Befruchtungsperiode. Werden die Cumuluszellen entfernt, fiihrt dies oft zu einem
Abfall der erfolgreichen Befruchtungsraten (Van Soom et al. 2002). Es ist bis heute
noch immer nicht bekannt, welche Mechanismen dafiir sorgen, dass der Cumulus
Oopherus die Befruchtung der Eizelle positiv beeinflusst. Van Soom et al.
postulierten drei Moglichkeiten: a) Den Cumuluszellen gelingt es mittels
mechanischer Wirkung, abnormal geformte Spermatozoen zuriickzuhalten und nur
solche zu leiten, die iiberaktiv sind. b) Die Cumuluszellen schaffen ein Milieu rund
um die Oozyte, das die Kapazitation und das Eindringen des Spermiums in die
Eizelle erleichtert. ¢) Die Cumuluszellen kénnen schiddlichen Verdnderungen der

Zona pellucida oder des Oozytencytoplasma vorbeugen.

Im Ovar besteht zwischen der Oozyte und dem Cumulussyncytium eine enge
Beziehung iiber groBe Gap Junctions. Gap Junctions sind interzelluldre Kanile, die
es benachbarten Zellen erlauben kleine Molekiille (< 1 kDa) untereinander

auszutauschen.

Basalmembran

Theca
interna

Antrum mit
Follikel-
fliissigkeit

Oozyte

Granulosa-
zellen

Abb. 3: Antraler Follikel [Roche Molecular Biochemicals, Roche Diagnostic GmbH,
Mannheim]
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Sun et al. kultivierten in einem in vitro-Maus-Experiment frisch isolierte ,,cumulus-
cell-oocyte-complexes* (COC) in verschiedenen Kombinationen von FSH, inter-
alpha-inhibitor (I alpha I) und Link Protein (LP), um deren Cumuluszellexpansion zu
untersuchen. FSH oder LP allein waren nicht in der Lage, die Cumuluszellexpansion
zu stimulieren. Die Behandlung mit I alpha I in Kombination mit FSH jedoch konnte
die COC Expansion steigern und nach zusitzlicher Gabe von LP konnten erheblich
gesteigerte Expansionslevel verzeichnet werden. Die Zugabe von LP stabilisiert die
Komplexe zwischen 1 alpha 1 und Hyaluronidase in der umgebenden
Cumuluszellmatrix und unterstiitzt so moglicherweise das Wachstum des COC (Sun

et al. 2002).

Auch Wachstumsfaktoren, apoptotische Vorgidnge und Proteinkinasen spielen eine
Rolle in der Entwicklung des Follikels, des Cumulus Oophorus und dessen
Interaktionen mit der Oozyte. Sirotkin et al. kultivierten Cumuluszellen und Oozyten
vom Schwein fiir 40 Stunden zusammen mit Insulin-like-Growth-Factor IGF-I, IGF-
IT und EGF. Es konnte festgestellt werden, dass die Zugabe von IGF-I oder EGF die

Apoptoserate der Cumuluszellen signifikant senkte (p < 0,001).

In der Studie von Su et al. zeigte sich, dass auch die Mitogen-Assoziierte-
Proteinkinase (MAPK) einen Einfluss auf die Cumuluszellkomplex-Expansion sowie
auf die meiotische Aktivitidt (Germinal-Vesicle-Breakdown (GVB)) in Oozyten hat.
Ein gonadotropin-induzierter GVB bedarf in vitro der Beteiligung von MAPK-
Aktivitdt in den Cumuluszellen, jedoch nicht in der Oozyte. Dariiber hinaus ist auch

fiir die Expansion des COC einer MAPK-Beteiligung notig (Su et al. 2002).
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1.4 Apoptose

Durch den Anstieg der FSH-Konzentration in der ersten Zyklushilfte kurz vor dem
mittzyklischen LH-Anstieg wird der enge Kontakt der Cumuluszellen zur Oozyte
unterbrochen (Hoest et al. 2000). Zum Zeitpunkt der Ovulation schlieBen sich die
Gap Junctions und die Cumuluszellen unterliegen dem Vorgang der Apoptose.
Dieser Vorgang, auch als programmierter Zelltod bezeichnet, lduft sehr schnell ab, so
dass die maximale Apoptoserate der Cumuluszellen nur in einem engen Zeitfenster

detektiert werden kann.

Der Vorgang der Apoptose spielt auch in der Selektionierung und Rekrutierung von
Eizellen aus dem Primordialpool eine grofle Rolle. Weiterhin scheint sie ein
wichtiger Faktor bei der Zellzahlminderung wéhrend des Alterns zu sein (De Pol et

al. 1997).

Die Apoptose beginnt, indem die Zelle die Verbindung zu den benachbarten Zellen
verliert, kleiner wird und sich damit aus dem Zellverband herauslost. Sie verliert ihre
Mikrovilli, die Zellmembran alteriert und exprimiert Phosphatidylserin auf ihrer
Oberflache. Die Membran bleibt ebenso wie die Organellen der Zelle intakt. Das
Chromatin im Nukleus fragmentiert, das Cytoplasma der Zelle kondensiert und es
bilden sich Apoptosekorperchen, die in vivo sofort von Makrophagen erkannt und

phagozytiert werden, so dass jegliche Entziindungsreaktion unterbleibt.

Apoptosis

| mitochondrial morphology intact membranes
preserved |

nuclear changes apoptotic bodies

normal condensation (cell blebbing) fragmentation 1 secondary necrosis

Abb. 4: Darstellung der morphologischen Eigenschaften des Apoptosevorganges [Roche
Molecular Biochemicals, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim]

Im Gegensatz dazu findet die Nekrose als eine zweite Form des Zelltodes statt, wenn
die Zelle extremen physikalischen und biochemischen Bedingungen ausgesetzt ist.

Die Zelle schwillt an, die Zellmembran rupturiert frithzeitig und es werden
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cytoplasmatische Enzyme freigesetzt, die eine inflammatorische Reaktion

hervorrufen konnen.

Die Apoptose, als ein aktiver Prozess bereits 1972 von Kerr et al. beschrieben, kann
durch verschiedene physiologische und physikalische Mechanismen initiiert werden
( Kerr et al. 1972; Ostling und Johanson 1984). Es kénnen hormonelle Faktoren wie
z.B. der fas-Ligand oder der Tumornekrosefaktor alpha (TNFo) an die
korrespondierenden Rezeptoren (z.B. CD9S5) der Zelloberfldche binden und damit
den Apoptosevorgang auslosen. Andererseits konnen auch schiadigende Faktoren wie
Chemotherapeutika, radikale Toxine, Hypoxie oder Bestrahlungen auf die Zelle
einwirken und dadurch den gleichen Vorgang auslosen. Es wird Cytochrom C aus
den Mitochondrien freigesetzt. Diese Freisetzung ist abhidngig vom Verhiltnis
apoptosechemmender Faktoren (z.B. BCL-2-Proteine) zu apoptosefdrdernden
Faktoren (z.B. BAX-Proteine). Cytochrom C, auch als Apoptose-aktivierender-
Faktor 2 (Apaf-2) bezeichnet, bindet an den Apoptose-aktivierenden-Faktor 1 (Apaf-
1) und aktiviert somit den Apoptose-aktivierenden-Faktor 3 (Apaf-3), der auch als

Cysteinyl-Aspartat-spezifische-Proteinase 9 (Caspase 9) bezeichnet wird.

TNF g CDg5L/FasL

TNF-R Qg CD95/Fas Granzym B

Zell- @
ran
o Perforin
Bestrahlung Radikale l
Toxine \ \ ¥ l @
Effekte auf

Hypoxie —, e Zellmembran

Bel2 —
4

Effekte auf
Zytoplasma

Zytoplasma

Zellkern Etfekte im

Zellkern

Abb. 5: Darstellung der unterschiedlichen Mechanismen, durch die Apoptose ausgelost werden
kann [Denk et al. 2001]
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Diese Caspasen aktivieren Endonukleasen, die zur Fragmentierung der
Desoxyribonucleinsidure (DNS) fithren. Die DNS wird an charakteristischen Stellen

zwischen den Nukleosomen in einem Abstand von 180 Basenpaaren (Bp)

geschnitten.
,,Beads-on-a-string* Mono- and Oligonucleosomes ,,DNA ladder*
form of chromatin (HMW-DNA) (LMW-DANN) after gel electrophoresis

f

: Distance between cuts =
multiple of 180 base pairs
Linker DNA |
|
e, | —
Endonuclease DNA subjected to
| gel electrophoresis

e

e e = — -

Histone octamer of
nucleosome core

Base pairs

Abb. 6: Darstellung der DNS-Fragmentierung [Roche Molecular Biochemicals, Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim]

1.5 Comet Assay

Bereits 1984 entwickelten Ostling und Johanson (Ostling und Johanson 1984) eine
mikroelektrophoretische Technik zur Darstellung von DNS-Schidden in einzelnen
Zellen. Diese Methode wurde damals zur Evaluierung radiogener Effekte an
Patientenmaterial entwickelt. Unter Verwendung eines neutralen Puffers konnten
Doppelstrangbriiche nachgewiesen werden und es zeigte sich, dass die Lange des
Schweifes mit der Strahlendosis zunahm (Ostling und Johanson 1984).
Weiterentwickelt wurde der Comet Assay durch Singh und Olive Ende der achtziger

Jahre des letzten Jahrhunderts.

Im Comet Assay werden vereinzelte Zellen in einem Agarosebett auf Objekttrigern
immobilisiert und durch Anlegen elektrischer Spannung wandern ausgeschnittene
DNS-Molekiile in Richtung der Kathode. Intakte DNS verbleibt im Kern und

zusammen mit der mobilisierten geschiadigten DNS entsteht die Kometenform.
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Beim Vorgang der Apoptose wird die DNS an charakteristischen Stellen zu
Fragmenten von 180 Basenpaaren (Bp) oder einem Vielfachen davon geschnitten.
Diese Tatsache wird im Comet Assay wie auch in vielen anderen Verfahren genutzt,
um Apoptose zu detektieren. In der neutralen Einzelzell-Elektrophorese wandern die
zahlreichen kleinen, durch Doppelstrangbriiche entstandenen Fragmente in Richtung
der Kathode, so dass ein typischer tropfenformiger Kometenschweif entsteht. Die
apoptotische Zelle ldsst sich aufgrund der Entstehung dieses charakteristischen
Schweifes sehr gut von einer nekrotischen Zelle unterscheiden, bei der die durch
Einzelstrangbriiche chaotisch entstehenden DNS-Fragmente aus dem Zellkern
wandern. Hierbei entsteht eine Kometenform mit einem spitz zulaufenden Schweif.
Nichtgeschidigte Zellen zeigen im Comet Assay einen intakten Kern ohne Schweif

(siehe Abb. 7).

€.

Abb. 7: Vergleichende Darstellung der verschiedenen Zellarten im Comet Assay; (a. nicht .......
geschadigte Zelle; b. apoptotische Zelle; c. nekrotische Zelle) [Kizilian et al. 1999]

Das Ausmall der chromosomalen Schiden kann durch den sogenannten ,tail
moment* bestimmt werden. Dieser wird aus dem Produkt der Kometenlinge und
dem anteiligen DNS-Gehalt des Kometen berechnet (McKelvey-Martin VJ et al.
1993). Der Comet Assay bietet eine schnelle Screeningmethode, um den Anteil

apoptotischer Zellen einer Population zu ermitteln.

Der Comet Assay kann in alkalischem oder neutralem Milieu durchgefiihrt werden.
Die alkalische Form des Comet Assays detektiert neben den Doppelstrangbriichen
auch Einzelstrangbriiche der DNS und dient somit der Toxizitdtsanalyse und der
resultierenden nekrotischen Form des Zelltodes. Die neutrale Methode dient dem
Nachweis von den fiir die Apoptose typischen DNS-Doppelstrangbriichen und ist

damit geeigneter zum Nachweis von Apoptose als die alkalische Methode.
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2 Problemstellung

Ziel dieser Arbeit ist es, unter Anwendung des Comet Assays zur Bestimmung der
apoptotischen Aktivitit von Cumuluszellen, die im Rahmen einer ICSI-Behandlung
gewonnen wurden, zu iiberpriifen, inwieweit diese Aktivitit als neuer Indikator zur
Beurteilung der Eizellqualitit und als priadiktiver Faktor fiir das

Behandlungsergebnis verwendet werden kann.
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3 Material und Methoden

3.1 Studienteilnehmer

In dieser Studie wurden Cumuluszellen von 86 Patientinnen untersucht, die
zusammen mit ihren Partnern im Rahmen einer Kinderwunschbehandlung an einem
ICSI-Programm teilgenommen haben. Die zufillig ausgewihlten Patientinnen
befanden sich zwischen Februar und Oktober 2002 in Behandlung bei Arzten der
Abteilung fiir Reproduktionsmedizin und Endokrinologie der Klinik fiir Frauen-
heilkunde und Geburtshilfe der Universitit zu Liibeck. Das Patientenkollektiv ist mit

seinen demographischen Daten in Tabelle 1 ausfiihrlich dargestellt.

Die Analyse des Spermiogramms wurde im andrologischen Labor der Abteilung
nach WHO-Standards durchgefiihrt. Bei den Minnern galten folgende Einschluss-
kriterien: eine Spermienkonzentration unter 20 Mio./ml, eine Progressivmotilitit
unter 20 % und weniger als 10 % normal geformte Spermatozoen. Bei den Frauen
galt lediglich das Vorliegen von polyzystischen Ovarien als Ausschlusskriterium. Es
gab keine Alters- oder Gewichtsbeschriankungen. Vor Beginn der Behandlung unter-
schrieben alle Paare eine Einverstindniserklirung und erklirten sich damit bereit,

ihre Daten fiir diese Studie zur Verfiigung zu stellen.

Durchschnitt + Stand. Abw. Min. Max.
Alter (Jahre) 32,35+5,24 21 46
Body Mass Index (kg/m®) 24,29 + 4,20 18,2 40,5
vorherige Zyklen (Anzahl) 1,12+1,24 0 8
Stimulationseinheiten (IU) 2548 + 2726 150 24800
transferierte Embryos (Anzahl) 2,22 +0,79 0 3

Tab. 1: Demographische Daten

3.2 Gewinnung der Oozyten

36 Stunden nach der subkutanen Applikation von 10.000 IU hCG, durch die der
letzte Schritt der Eizellreifung induziert wurde, erfolgte die Follikelpunktion. Dabei
wurden die Follikel unter sonographischer Kontrolle einzeln punktiert und vier der
Follikel getrennt gesammelt. Es schloss sich zunidchst die mechanische Denudierung
an, bei der mittels zweier Spritzen mit aufgesetzten sterilen Kaniilen (Marke Micro-

lance™ 3, 0.4 x 19 Nr. 20) die Cumuluszellen nah der Corona von der Oozyte
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abgetrennt wurden, um die Eizellen zu fertilisieren und die Cumuluszellen zu analy-
sieren. Fizellen und Cumuluszellen wurden korrespondierend beziffert, um eine
Moglichkeit zu erlangen, die Ergebnisse zuzuordnen. Die Oozyten wurden entspre-
chend ihres Entwicklungszustandes in drei Reifegrade unterteilt: Germinal Vesikel
(GV), Mitose I (MI) und Mitose II (MII). Diese drei Stadien lassen sich durch
folgende Kriterien voneinander abgrenzen: Der Germinal Vesikel enthélt noch einen
Zellkern und einen vollstindigen diploiden Chromosomensatz. Bei der Oozyte im
Reifegrad MI ist noch kein Polkorper zu erkennen, wihrend die Oozyte im Reifezu-
stand MII durch die Ausbildung eines Polkorpers mit einem Chromosomensatz
charakterisiert ist. Bei der darauf folgenden intracytoplasmatischen Spermienin-
jektion wurden fast ausschlieBlich Oozyten im Reifegrad MII injiziert. Nur in

Ausnahmefillen wurden auch Oozyten im Reifegrad MI fertilisiert.

Die injizierten Eizellen wurden fiir 18-20 Stunden im Inkubationsmedium (HAM’s
F-10; 70 pg Penicillin und Streptomycin; 0,25 mg Calciumlactat; 2 mg/ml NaHCOs3;
10 % v/v Nabelschnurserum) bei 37 °C unter 5 % CO, im Brutschrank (Water-
Jacketed Incubator, Nuare) inkubiert. 18-20 h nach der ICSI erfolgte die
Uberpriifung der Fertilisierung der injizierten Eizellen morphologisch unter dem
Mikroskop anhand des Auftauchens von zwei Pronuclei. Es wurden maximal drei
Oozyten mit zwei normalen Vorkernen kultiviert. Nicht fertilisierte Eizellen oder
solche mit Triploidien wurden sorgfiltig dokumentiert. Nach deutschem
Embryonenschutzgesetz ist die weitere Inkubation und damit die embryonale
Entwicklung von nur drei fertilisierten Eizellen moglich, die zufillig ausgewihlt
wurden. Uberschiissige Eizellen wurden im Vorkernstadium kryokonserviert oder
mussten verworfen werden. Zwei Tage nach der Injektion wurde der
Embryonentransfer (ET) durchgefiihrt. Kurz vor dem ET wurde die Qualitidt der
Embryonen bestimmt. Es wurden in Anlehnung an Steer et al. drei morphologische
Qualitdten unterschieden: 1: ideal (runde, wohlgeformte, gleichgroe Blastomeren
ohne Fragmentationen), 2: schon (ungleichgrof3e Blastomeren mit bis zu 50 %
Fragmentationen) und 3: unregelméfig (> 50 % blastomerische Fragmentationen)
(Steer et al. 1992) (siehe Abbildungen 8-10). Nach weiteren 14 Tagen wurde mittels
hCG-Bestimmung im miitterlichen Serum das Vorliegen einer Schwangerschaft
kontrolliert. HCG-Werte iiber 50 IU/ml wurden als eine biochemische

Schwangerschaft dokumentiert.
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Abb. 8: ,,idealer** Embryo im Vierzell-Stadium (IVF-Labor Frauenklinik Liibeck)

Abb. 9: ,,schoner* Embryo im Vierzellstadium (IVF-Labor Frauenklinik Liibeck)

Abb. 10: ,,unregelméBiger* Embryo im Vierzellstadium (IVF-Labor Frauenklinik Liibeck)
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3.3 Gewinnung der Cumuluszellen

Nach der mechanischen Denudierung der Eizellen wurden die Cumuluszellkomplexe
getrennt voneinander in 4 Schritten in je 1 ml Mg~ und Ca™- freier ,,phospate
buffered saline* (PBS) / Ethylendiaminotetraessigsdure (EDTA) gewaschen. Sie
wurden anschlieBend mit 1 Vol. Mg"™*- und Ca™"-freier Hyaluronidase (0.02 % [w/v],
88 U/ml) gemischt und vereinzelt. Da der Apoptosevorgang Ca''-abhingig ist,

wurde den Medien EDTA zugesetzt, um Ca**-Ionen zu chelatieren.

3.4 Die Einzelzell-Gelelektrophorese (Comet Assay)

Der Comet Assay wurde nach der neutralen Variante des Protokolls der Firma

Trevigen (R&D Systems, Wiesbaden) durchgefiihrt.

AT

MEDHIABE.L

Abb. 11: Comet Assay Slide [Trevigen, Inc., Gaithersburg, MD, USA]

Von den vereinzelten Cumuluszellen wurden pro Oozyte fiir jeden Comet Assay ca.
1000 Cumuluszellen einer Oozyte mit 50 ul ,Jlow melting point* (LMP)-Agarose
(1 % in PBS) gemischt und auf einem beschichteten Objekttriger (Comet Slide)

immobilisiert.

Die LMP-Agarose wurde zuvor in einem heilen Wasserbad geschmolzen und in
einem Heizblock auf 42 °C abgekiihlt. Zum Erstarren der in Agarose gemischten
Zellsuspension wurden die Objekttrager fiir 10 min in den Kiihlschrank gelegt.
Anschlieend wurden die Objekttrdager fiir 30 min in einem Lysispuffer, bestehend
aus 2.5 M NaCl, 100 mM EDTA pH 10, 10 mM Tris Base, 1 % Natrium Lauryl
Sarcosinat und 1 % Triton X-100 bei 4 °C im Kiihlschrank (dunkel) inkubiert. Dabei
wurden die Zellmembranen zerstort, Proteine von der DNS gelost und die DNS

entwunden. Die Comet Slides wurden zweimal 5 min in Tris-Borat-EDTA (TBE)-
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Elektrophoresepuffer gewaschen. 10 x TBE-Puffer setzte sich zusammen aus 108 g

Tris Base, 55 g Borsdure und 9,3 g EDTA, gel6st in 900 ml deionisiertem Wasser.

Daraufthin wurde eine Elektrophorese (10 min bei 14 Volt) durchgefiihrt. Die Slides
wurden 5 min in 70 % Ethanol inkubiert und anschlieend an der Luft getrocknet.
Dadurch wurde die Agaroseschicht in eine plane Ebene gebracht, um die Zellen in

der Mikroskopie besser beurteilen zu konnen.

Zum Farben der DNS wurden 50 ul SYBR-Green (1 ml SYBR Green I nucleic acid
gel stain, 10000 x concentrate in DMSO, BMA Bio Whittaker Molecular
Applications) auf jeden Ansatz gegeben. Die Analyse erfolgte mit einem
Lichtmikroskop. Apoptotische Zellen waren durch einen typischen, tropfenidhnlichen

Kometen leicht von nicht apoptotischen Zellen zu unterscheiden.

Fiir jeden Cumuluszellkomplex fand eine Auswertung von 15 Gesichtsfeldern mit
200facher Vergroerung unter dem Mikroskop statt. Um die apoptotische Aktivitit
der Cumuluszellen zu bestimmen, erfolgte die Ermittlung des prozentualen Anteils

apoptotischer Zellen.
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3.5 Korrelation der Apoptoseaktivitit mit Faktoren der Sterilititsbehandlung

Die Gesamtapoptoseaktivitidt aller Cumuluszellen einer Patientin wurde mit dem
Behandlungsergebnis im Sinne der Fertilisierungsrate und der Schwangerschaftsrate
korreliert. Ebenfalls schloss sich eine Suche nach Zusammenhédngen zwischen der
apoptotischen Aktivitdt aller Cumuluszellen und den verschiedenen Stimulations-
protokollen, der Menge der verbrauchten Gonadotropine und dem Alter der Patientin
an. Die Apoptoseaktivitit der vereinzelten Eizell-Cumuluszell-Komplexe wurde mit
der Eizellreife und der Embryoqualitit korreliert. Des Weiteren wurde berechnet, ob
die Cumuluszellen befruchteter Eizellen im Durchschnitt eine andere Apoptose-

aktivitat aufwiesen als die Cumuluszellen nicht befruchteter Eizellen.

3.6 Statistische Auswertung

Die statistischen Auswertungen und Berechnungen erfolgten nach freundlicher
Beratung durch Herrn Dr. Frohlich, Mitarbeiter des Instituts fiir Biometrie und
Statistik der Universitdt zu Liibeck, mit Hilfe des Statistikprogramms Graph Pad

Prism.

Von allen erhobenen Parametern wurden Mittelwert und Standardabweichung

bestimmt.

Bei den erhobenen Daten handelt es sich um unverbundene, nicht normalverteilte
Stichproben. Zur Berechnung von signifikanten Unterschieden fand der aus dem
Kreis der Rang-Summen-Tests stammende U-Test von Mann und Whitney
Verwendung, da dieser sich besonders fiir den Vergleich nicht normalverteilter,
unverbundener Stichproben eignet. Das Vorliegen von Signifikanzen wurde auf

p-Werte < 0,05 festgelegt.
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4 Ergebnisse

Die apoptotischen Zellen stellen sich nach Anfiarbung mit SYBR-Green im
Fluoreszenzmikroskop als typische, tropfenihnliche Kometen dar. Sie lassen sich
anhand ihres charakteristischen Schweifes gut von nicht apoptotischen Zellen

unterscheiden (siehe Abb. 12).

Abb. 12: Comet Assay: apoptotische und nicht apoptotische Cumuluszellen
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4.1 Bestimmung der Korrelation zwischen dem Ausgang der Sterilitits-

behandlung und der Apoptoseaktivitit

4.1.1 Zusammenhang vom Eintritt einer Schwangerschaft und der apoptotischen

Aktivitit aller Cumuli einer Patientin

Um die Gesamtapoptoseaktivitidt aller Cumuli einer Patientin zu bestimmen, wurde
der Mittelwert der Anteile apoptotischer Zellen von allen Cumuluszellen einer
Patientin gebildet. Die Werte einzeln behandelter Cumuli wurden anteilig in diesen
Gesamtwert eingebracht. Als eine biochemische Schwangerschaft wurden hCG-

Werte iiber 50 IU/ml im miitterlichen Serum dokumentiert.

Es stellte sich heraus, dass die Cumuluszellen der Patientinnen, die erfolgreich
schwanger wurden (n = 18), eine niedrigere Apoptoseaktivitit aufwiesen (Mean:
4.83 %) als die der Patientinnen, die nicht schwanger werden konnten (Mean:
6.48 %). Bei Anwendung des Mann Whitney Tests ergibt sich allerdings keine
statistische Signifikanz (siehe Tab. 2).

Schwangerschaft eingetreten? n Mittelwert + SD p-Wert
schwanger 18 4,83 % £2,50 % 0.1489
nicht schwanger 68 6,48 % + 4,07 %

Tab. 2: Vergleich der apoptotischen Aktivitit: schwanger / nicht schwanger; [n = Anzahl der
Patientinnen]; Uberpriifung der Signifikanz im Mann-Whitney-Test (p < 0,05)
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wang nicht schwanger Abb. 13: Vergleich der Apoptoseaktivitiit in
Cumuluszellen: schwanger / nicht schwanger
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4.1.2 Korrelation der Eizellfertilisierungsrate mit der Apoptoseaktivitit in den

Cumuli einer Patientin

Die Fertilisierungsrate jeder Patientin gibt an, wie viele der gewonnenen Eizellen
durch ICSI befruchtet werden konnten. Die Raten variierten zwischen 0 und 100 %.
Ein minimaler Abfall der Apoptoseaktivitit in allen Cumuluszellen einer Patientin
bei erhohter Fertilisierungsrate ohne statistische Relevanz konnte festgestellt werden

(siche Abb.14).
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Abb. 14: Darstellung der Fertilisierungsrate gegeniiber der Apoptoseaktivitét

4.1.3 Apoptoseaktivitidt in Cumuluszellen von befruchteten und nicht befruchteten

Eizellen

In dieser Studie wurden von 72 Patientinnen 246 Oozyten und deren Cumuluszellen
streng separat gesammelt und untersucht. Von diesen 246 Oozyten konnten 130

befruchtet werden, entsprechend einer Fertilisierungsrate von 52,85 %.

Bei der Untersuchung der einzelnen Eizellen stellte sich heraus, dass die
Cumuluszellen der Oozyten, die befruchtet werden konnten, eine niedrigere
Apoptoserate aufwiesen als die Cumuluszellen von Oozyten, die nicht befruchtet
werden konnten. Dieser Unterschied ist statistisch signifikant (p < 0,05) (siehe Tab. 3
und Abb. 15).
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Befruchtung gelungen? n Mittelwert + SD p - Wert
nicht befruchtet 116 6,59 % £ 5,16 % 0,0449
befruchtet 130 4,95 % +2,99 %

Tab. 3: Vergleich der apoptotischen Aktivitit: Fertilisation / keine Fertilisation; [n = Anzahl der
Eizellen]; Uberpriifung der Signifikanz im Mann-Whitney-Test (p < 0,05)

apoptotische Aktivitiit (%)
(<] [}
—

0 Abb. 15: Vergleich der Mittelwerte der
unbefruchtet befruchtet apoptotischen Aktivitit: Fertilisation / keine
Fertilisation

4.1.4 Zusammenhang der Embryoqualitdt mit der Apoptoseaktivitit in vereinzelten

Eizell-Cumuluszell-Komplexen

Mitarbeiter des IVF-Labors bestimmten 48 h nach der ICSI-Behandlung mittels
morphologischer Kriterien die Embryoqualitit unter dem Lichtmikroskop (siehe
Kap. 3.2), wobei eine Einteilung der fertilisierten Eizellen in die drei Qualititen

unregelmiBig, schon und ideal vorgenommen wurde.

Die Cumuluszellen der nicht fertilisierten Oozyten wiesen die hochste apoptotische
Aktivitat auf (Mean: 6.59 %), wihrend sich die niedrigste Aktivitit bei idealen
Embryonen zeigte (Mean: 4.73 %). Zwischen diesen beiden Werten besteht ein
signifikanter Unterschied (p = 0.047). Die Mittelwerte der apoptotischen Aktivitit
der Cumuluszellen fielen mit zunehmender Embryonenqualitit ab (unregelméBig
5.63 % > schon 4.99 % > ideal 4,73 %) (siehe Abb. 16 und Tab. 4). Diese Tendenz
ist jedoch nicht statistisch signifikant (p = 0.6101) (siehe Tab. 5).
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Abb. 17: Verteilung der Apoptoseaktivitit in den vier Embryoqualititen
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Aufgrund der starken intraindividuellen Schwankungen der Apoptoseaktivitit in den
Cumuluszellen wurde fiir jede Patientin, von der drei oder vier Cumuli vereinzelt
untersucht werden konnten (n = 68), eine Rangfolge aufgestellt, um erkennen zu
konnen, ob die Embryonen mit der schlechtesten Qualitiit einer Patientin tendenziell
die hochste Apoptoserate aufwiesen, bzw. die besten Embryonen auch die niedrigste.
Das heiflt, der Cumulus-Eizell-Komplex mit der hochsten Apoptoserate innerhalb
dieser Patientin erhielt die Rangnummer eins, der Cumulus-Eizell-Komplex mit der
niedrigsten apoptotischen Aktivitdt die Nummer drei oder vier. Die Abb. 18 zeigt,
dass die Embryonen mit den schlechten Qualititen in den meisten Fillen eine
niedrige Rangordnung erhalten haben, was bedeutet, dass sie innerhalb einer

Patientin die hochste apoptotische Aktivitdt der Cumuluszellen aufwiesen.

So konnte sich fiir jede individuelle Patientin eine erhohte Wahrscheinlichkeit
ergeben, dass der Cumulus-Eizell-Komplex mit der niedrigsten apoptotischen
Aktivitat auf eine gute Qualitidt der dazugehorigen Eizelle hindeutet, wihrend eine
Eizelle, deren Cumuluszellkomplex die hochste Apoptoseaktivitit aufweist, eine

schlechtere Qualitidt haben konnte.
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Abb. 18: Darstellung der Rangordnung der Embryoqualitiiten
innerhalb einer Patientin
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4.2 Eizellreife in Abhiingigkeit der apoptotischen Aktivitit der dazugehorigen

Cumuluszellen

Die Reife der Eizellen wurde unter dem Lichtmikroskop bestimmt. Es wurden die
drei Reifestadien Germinalvesikel (GV), Mitose I (MI) und Mitose II (MII)
festgestellt. Bei der Betrachtung der apoptotischen Aktivitidt in Cumuluszellen lief3
sich erkennen, dass die GV im Mittel eine etwas hohere Apoptoseaktivitit (Mean:
6.04 %) ihrer Cumuluszellen aufwiesen als die Cumuluszellen der Eizellen mit dem
Reifegrad MI (Mean: 5.39 %) und MII (Mean: 5.73 %). Die p-Werte ergaben keine
Signifikanzen (siehe Tab. 6).

Reifezustand n Mittelwert + SD Ubesl.'pr}lfung der p-Wert
ignifikanz

GVO 9 6,04 % + 4,11 % O = O 0,3854

MI @ 13 5,39 % + 5,76 % @ = 6 0,2604

MIL® 224 573 % + 4,17 % O = B 0,7738

Tab. 6: Apoptotische Aktivitit und Eizellreifezustand GV (Gprminal Vesikel), MI (Mitose I)
und II (Mitose II); [n]: Anzahl getesteter Oozyten; Uberpriifung der Signifikanz im
Mann-Whitney-Test (p < 0,05)

4.3 Einfluss der kontrollierten ovariellen Stimulation (COH) auf die

Apoptoserate der Cumuluszellen

4.3.1 Unterschiede zwischen den einzelnen Stimulationsprotokollen

Im Zeitraum der Durchfithrung dieser Arbeit fanden in der Sterilitdtsbehandlung drei
verschiedene Stimulationsprotokolle Anwendung. Zwei der Protokolle wurden mit
dem GnRH-Antagonisten Cetrotide durchgefiihrt, das dritte in Form des ,langen
Protokolls* mit einem GnRH-Agonisten. Bei den Antagonisten-Protokollen wurden
zwei verschiedene Formen verwandt: Die Kombination von GnRH-Antagonist mit
rec. FSH und alternativ die Kombination von GnRH-Antagonist mit hMG. Um zu
erkennen, ob sich die verschiedenen Hormonbehandlungen unterschiedlich auf die
apoptotische Aktivitit der Cumuluszellen auswirken, wurden die -einzelnen
Stimulationsprotokolle miteinander verglichen. Man erkennt, dass sich die
apoptotischen Aktivititen, die als Mittelwert aller Cumuli einer Patientin ermittelt

wurden, kaum zwischen den einzelnen Protokollen unterschieden (siehe Tab. 7).
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Stimulationsprotokoll n Mittelwert + SD Ubesli.;) ;}gﬁ:ﬁzder p-Wert
Cetrotide + rec. FSH @ 61 6,10% +3,61% O > @ 0,7335
Cetrotide + hMG @ 22 6,14% + 4,58% @ = 0 0,7762
langes Protokoll ® 4 4,89% + 3,04% ® = O 0,6040

Tab. 7: Apoptotische Aktivitit in Abhingigkeit von der Stimulation; [n]: Anzahl der
Patientinnen; Uberpriifung der Signifikanz im Mann-Whitney-Test (p < 0,05)

4.3.2 Apoptoseaktivitit in Korrelation zur Menge verbrauchter Gonadotropine

Der Bedarf an Gonadotropinen, gemessen in IU, variierte stark zwischen den

Patientinnen. Der minimale Bedarf lag bei 150 IU und das Maximum bei 13050 IU

pro Zyklus. Patientinnen, die mehr als 2500 IU bendtigen, um ausreichend reife

Eizellen zu produzieren, werden als ,,poor responder* bezeichnet (n = 30). Es stellte

sich heraus, dass diese Patientinnen eine signifikant hohere apoptotische Aktivitét

ihrer Cumuluszellen (Mean: 7,35 %) aufwiesen als Patientinnen, die mit weniger

Einheiten auskamen (Mean: 5,48 %). Der p-Wert betrigt 0,0393 und zeigt damit eine

statistische Signifikanz (siehe Tab. §).

Verbrauch an Gonadotropinen n Mittelwert + SD p - Wert
> 2500 IU 30 7,35 % + 4,32 % 0,0393
<2500 1IU 56 5,48 % + 0,34 %

Tab. 8: Vergleich der apoptotischen Aktivitit von ,,poor respondern‘ [Verbrauch > 2500 IU]
g_nd restlichen Patientinnen [Verbrauch < 2500 IU]; [n]: Anzahl der Patientinnen;
Uberpriifung der Signifikanz im Mann-Whitney-Test (p < 0,05)

apoptotische Aktivitit (%)
o

Abb.

> 2500 IU <2500 IU
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4.3.3 Zusammenhang zwischen der Anzahl reifer Oozyten und der apoptotischen

Aktivitét der gepoolten Cumuluszellen einer Patientin

Wie in Kap. 4.3.2. gezeigt, variierte der Bedarf an Gonadotropinen, gemessen in IU,
stark. Ebenso gab es grofle individuelle Unterschiede in der Follikelbildung unter der
Hormonbehandlung. Die Anzahl variierte unter den 86 Patientinnen von einem
Minimum von einer reifen Eizelle bis zu einem Maximum von 29 reifen Eizellen.
Eine Anzahl von < 4 reifen Eizellen galt als ein weiteres Kriterium fiir einen ,,poor
responder* (n = 15). Im Vergleich stellte sich heraus, dass die ,,poor responder “ eine
geringfiigig hohere apoptotische Aktivitidt (Mean: 6,36 %) aufwiesen als die anderen
(Mean: 6,08 %). Mit einem p-Wert von 0,6572 ist dieses Ergebnis nicht als

statistisch signifikant anzusehen (siehe Tabelle 9).

Anzahl reifer Eizellen n Mittelwert + SD p - Wert
<4 15 6,36 % +5,26 % 0.6572
>4 71 6,08 % + 3,52 %

Tab. 9: Vergleich der mittleren apoptotischen Aktivitit zwischen ,,poor respondern* [<4
]f__‘,izellen] und restlichen Patientinnen [>4 Eizellen]; [n]: Anzahl der Patientinnen;
Uberpriifung der Signifikanz im Mann-Whitney-Test (p < 0,05)

4.4 Zusammenhang zwischen dem Lebensalter der Patientinnen und der

Apoptoseaktivitit in den gepoolten Cumuluszellen

Das Alter der Patientinnen in dieser Studie variierte zwischen 21 und 46 Jahren.
Ordnet man die Patientinnen in Altersgruppen von 21-30 Jahre, 31-35 Jahre und 36-
46 Jahre und vergleicht die Apoptoseaktivitdt der Cumuluszellen (siehe Tab. 10), so
ist nur ein geringer, nicht signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen

Altersgruppen zu erkennen.

Altersgruppen n Mittelwert + SD Ubgli'gll;:g:;glzder p - Wert
21-30 Jahre @ 26 6,42 % + 4,12 % O = O 0,4035
31-35 Jahre @ 34 5,80 % + 4,16 % @ = 0 0,2665
36-46 Jahre ® 26 6,16 % +322 % ® => O 0,9489

Tab. 10: Apoptoseaktivitiit in Abhéngigkeit vom Lebensalter; [n]: Anzahl der Patientinnen;
Uberpriifung der Signifikanz im Mann-Whitney-Test (p < 0,05)
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5 Diskussion

5.1 Ergebnisse

In dieser Arbeit sollte festgestellt werden, ob die apoptotische Aktivitit von
Cumuluszellen einen moglichen Pridiktor fiir das Behandlungsergebnis einer
Sterilitdtsbehandlung durch ICSI darstellt. Der enge Kontakt der Cumuluszellen mit
der Oozyte und ihr stetiger Substrataustausch bis kurz vor dem Eisprung legen nahe,
dass Vorginge im Entwicklungsprozess der Cumuluszellen einen Einfluss auf die
Entwicklung der Eizellen haben. Zahlreiche Studien haben untersucht, ob der
natiirliche Zelltod der Cumuluszellen eine Rolle im Entwicklungs- und
Reifungsprozess der Eizelle spielt (Van Soom et al. 2002; Arellano et al. 2002;
Kidder et al. 2002; Sun et al. 2002; Su et al. 2002; De Pol et al. 1997; Host et al.
2000). Verschiedene Techniken zur Ermittlung der apoptotischen Aktivitit in
Cumuluszellen fanden dabei Anwendung. Aus der Mehrheit der Publikationen geht
hervor, dass eine hohe apoptotische Aktivitit in Cumuluszellen mit Faktoren
korreliert, die sich negativ auf das Ergebnis einer Sterilitdtsbehandlung auswirken.
Bisher verwendete nur eine Arbeitsgruppe den Comet Assay (Raman et al. 2001).
Diese Gruppe fand in einer Gruppe von 15 Patientinnen einen positiven
Zusammenhang von Apoptose in den Cumuluszellen und der Fertilisierungsrate der
gewonnenen Eizellen einer Frau. Wir strebten an, mit einem groBeren
Patientinnenpool und der Untersuchung einzelner Eizell-Cumuluszell-Komplexe

diese Behauptung unter Verwendung des Comet Assay zu iiberpriifen.

Unsere Ergebnisse mit dem Comet Assay stehen im Widerspruch zu der oben
genannten Publikation. Eine hohe apoptotische Aktivitit in Cumuluszellen scheint
mit einer schlechteren Eizellqualitit und einem schlechteren Ergebnis der ICSI-

Behandlung einherzugehen.

In der vorliegenden Studie konnte anhand der Untersuchungen aller Cumuluszellen
einer Patientin gezeigt werden, dass die Apoptoseaktivitit der Cumuluszellen von
Patientinnen, die durch die Behandlung schwanger wurden, tendenziell niedriger war
als die der Frauen, die nicht schwanger werden konnten (siehe Kap. 4.1.1). Der

Unterschied ist allerdings sehr gering und als statistisch nicht signifikant einzustufen.
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Da der Erfolg einer IVF-Behandlung von vielen Faktoren abhédngt, wie z.B. dem
Alter der Patientin, der Eizell- und Spermatozoenqualitit, dem Hormonprofil, dem
Embryotransfer und der Endometriumrezeptivitit, scheint dieses Ergebnis nicht zu
tiberraschen. Es stimmt mit den Behauptungen der Gruppe Lee et al. iiberein, die
eine signifikant geringere Apoptoserate bei erfolgreich behandelten Patientinnen
finden konnten (p < 0,001) (siche Tab. 11) (Lee et al. 2001). Diese Gruppe
untersuchte die apoptotische Aktivitit von Cumuluszellen von 91 reifen Eizellen, die
in 34 IVF/ET-Zyklen gewonnen wurden. Allerdings wurde in dieser Studie die
Apoptose im TUNEL-(Tdt-mediated dUTP nick end labeling-) Assay analysiert.

In der vorliegenden Studie konnten wir zeigen, dass die Apoptoseaktivitit in allen
Cumuluszellen einer Patientin bei guter Fertilisierungsrate minimal niedriger liegt als
bei schlechteren Fertilisierungsraten (siehe Kap. 4.1.2). Dieses Ergebnis steht in
klarem Kontrast zu dem Ausgang der Studie von Raman et al. Diese fanden eine
positive Korrelation zwischen der Fertilisierungsrate und der Apoptose in
Cumuluszellen (Raman et al. 2001). Eine Erkldrung fiir diese widerspriichlichen
Ergebnisse konnte sein, dass Raman et al. den Comet Assay mit einer abweichenden
Auswertungstechnik zur Bestimmung der apoptotischen Aktivitit verwendeten. Alle
Cumuluszellen einer Patientin wurden zusammen untersucht und die GrofBe und
Intensitit (tail-moment) der Kometen bestimmt. Die Gesamtapoptoserate der 15
untersuchten Patientinnen korrelierte positiv mit der erhaltenen Fertilisierungsrate.
Nach unserer Auffassung ist die Bewertung der Intensitét einzelner ,tail-moments*
zur Bestimmung der apoptotischen Aktivitdt in Cumuluszellen nicht geeignet. Der
Vorgang der Apoptose ist nicht umkehrbar und der Status der DNS-Fragmentation ist
fiir die Bestimmung der Apoptoseaktivitit nicht relevant. Allein das Auftreten von

Kometen kann zur Bestimmung der Apoptoseaktivitit herangezogen werden.

Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit bestand darin zu iiberpriifen, ob die Art der
vorausgegangenen hormonellen Stimulation einen Einfluss auf die apoptotische
Aktivitat der Cumuluszellen besitzt (sieche Kap. 4.3). Dabei wurden sowohl die
verschiedenen Stimulationsprotokolle als auch die Mengen der verwendeten
Gonadotropine (gemessen in [U) auf eine mogliche Korrelation zur apoptotischen
Aktivitit aller Cumuluszellen einer Patientin hin untersucht. Es zeigte sich, dass es

kaum Unterschiede zwischen den drei verschiedenen Stimulationsprotokollen gab
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(siche Tab.7). Zwei der drei verwendeten Protokolle wurden mit GnRH-
Antagonisten durchgefiihrt, wihrend das dritte Protokoll GnRH-Agonisten zur
Verhinderung einer spontanen Ovulation verwendete. Laut der Studie von Billig et
al. verursachen GnRH-Agonisten eine zeit- und dosisabhidngige vermehrte
apoptotische DNS-Fragmentierung im Ovar von Ratten (Billig et al. 1994). Andere
Gruppen zeigten, dass es unter Einsatz von GnRH-Agonisten zwar zu einer
deutlichen Zunahme der Anzahl an Embryonen kam, dass aber der Anteil an
Embryonen mit guter Qualitdt abnahm (Testart et al. 1989). Kaneko et al. zeigten in
ihrer Studie an 20 Patientinnen, dass die apoptotische Aktivitit von Granulosazellen
in einem Agonisten-Zyklus signifikant hoher war als in einem natiirlichen Zyklus (p
< 0,0002), wihrend die Stimulation nur mit hMG und hCG ohne Verwendung eines
GnRH-Analogons eine wesentlich niedrigere Apoptoserate aufwies als in einem
natiirlichen Zyklus (p < 0,01) (siehe Tab. 11) (Kaneko et al. 2000). Inwieweit diese

Feststellungen klinische Relevanz besitzen, ist jedoch zum jetzigen Zeitpunkt unklar.

In der vorliegenden Studie wurden nur vier Patientinnen mit dem sog. “langen
Agonisten Protokoll* behandelt, so dass ein Vergleich zwischen den beiden Gruppen
von GnRH-Analoga anhand dieser Studie wenig aussagekriftig ist. Es ldsst sich
jedoch feststellen, dass es auch innerhalb der zwei verschiedenen Antagonisten-
Protokolle offensichtlich keine Unterschiede in der apoptotischen Aktivitit der
Cumuluszellen gibt. Die apoptotische Aktivitit der Cumuluszellen ist also beim
Einsatz von rec. FSH &hnlich wie beim Einsatz der Kombination rec. FSH und LH in
Form des hMG. Somit scheint der Zusatz von LH keinen Effekt auf die

Apoptoseaktivitiat der Cumuluszellen zu besitzen.

Im Gegensatz dazu scheint die Menge der verabreichten Gonadotropine einen
entscheidenden Zusammenhang mit dem natiirlichen Zelltod der Cumuluszellen
aufzuweisen (siehe Tab. 8). Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen
»gut“ und ,,schlecht” auf die Stimulation ansprechenden Patientinnen (sogenannte
,»good responder und ,,poor responder): Die Cumuluszellen von Patientinnen, die
mit mehr als 2500 IU stimuliert werden mussten, um eine ausreichende follikulire
Reifung zu erzielen, wiesen eine signifikant hohere Apoptoseaktivitit auf als die der
Patientinnen, die mit weniger als 2500 IU stimuliert werden konnten (p < 0,039). Es

ist anzunehmen, dass nicht erst die Mengen der Gonadotropine die Apoptoserate
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erhohen, sondern dass die Eigenschaft der Patientin als sog. ,,poor responder* eine

erhohte Apoptoserate und damit eine schlechtere Eizellqualitéit mit sich bringt.

Patientinnen, die weniger als vier reife Eizellen ausbildeten, konnen ebenfalls als
,»poor responder* bezeichnet werden. Hier konnte im Vergleich zu Patientinnen, die
mehr als vier Eizellen nach der Hormonbehandlung ausbildeten, keine signifikant
unterschiedliche apoptotische Aktivitidt der Cumuluszellen festgestellt werden (siehe
Kap. 4.3.3). Im Gegensatz dazu zeigten Lee et al. in ihrer Studie, dass die
apoptotische Aktivitdt in Cumuluszellen bei den Patientinnen signifikant niedriger
war, bei denen fiinf oder weniger Eizellen gewonnen werden konnten (p < 0,05)
(siehe Tab. 11) (Lee et al. 2001). Hier konnte jedoch auch eine zu milde Stimulation

bei eigentlichen ,,good respondern® eine Erklarung dieses Ergebnisses sein.

Zusatzlich spielt das Alter der Patientin eine bedeutende Rolle fiir das
Behandlungsergebnis der Sterilititsbehandlung im Rahmen der ICSI. Die Aussicht
auf Erfolg in der ART wird mit zunehmendem Lebensalter der Patientin mit
Kinderwunsch schlechter. Die Qualitidt der Eizellen sinkt und die endometrialen
Verhiltnisse sind aufgrund der verdnderten Hormonausschiittung nur noch
suboptimal fiir das Einnisten und Heranreifen befruchteter Eizellen geeignet. Hier

konnte allerdings kein Unterschied in den Apoptoseraten herausgearbeitet werden.

Die Gruppe Lee et al. konnte tatsdchlich zeigen, dass das Alter der Patientin das
Auftreten von Apoptose beeinflusst. Patientinnen, die iiber 40 Jahre alt waren,
zeigten eine signifikant hohere Apoptoserate ihrer Cumuluszellen als die jlingeren
Patientinnen unter 40 Jahren. Auch die Studie von Sadraie et al. an 28 ICSI-
Patientinnen zeigt, dass die Granulosazellen idlterer Frauen eine hohere apoptotische

Aktivitat aufweisen als die Zellen jiingerer Frauen (Sadraie et al. 2000).

Diese Korrelation konnte in der vorliegenden Arbeit nicht aufgezeigt werden. Die
drei Altersgruppen wiesen alle eine #hnliche apoptotische Aktivitdt ihrer
Cumuluszellen auf (siehe Kap. 4.4). Auch die Gruppe um Raman et al. konnte keine
Korrelation zwischen dem Alter der Patientin und der Apoptoseaktivitit feststellen
(Raman et al. 2001). Da aber das biologische Alter der Patientin nicht nur die
Eizellqualitit, sondern auch die Endometriumrezeptivitit, den hormonellen Status

und die psychische Situation der Patientin beeintridchtigt, kann die Eizellqualitit
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nicht als alleiniger Faktor fiir die Erfolgswahrscheinlichkeit der Sterilititsbehandlung

betrachtet werden.

Anhand der oben diskutierten Ergebnisse wird deutlich, dass die Gesamtapoptoserate
aller Cumuluszellen einer Patientin nur bedingt dazu geeignet ist, eine pradiktive
Aussage iiber das Ergebnis der Sterilitdtsbehandlung zu treffen. Aus diesem Grund
erscheint es sinnvoll, die apoptotische Aktivitidt der Cumuluszellen fiir jede einzelne

Eizelle zu untersuchen.

Bei der Untersuchung einzelner Eizell-Cumuluszell-Komplexe fanden wir eine
negative Korrelation zwischen der apoptotischen Aktivitdt der Cumuluszellen und
der Qualitit der dazugehorigen Eizelle, reflektiert durch die beobachtete
Fertilisationsrate. Cumuluszellen, deren Eizelle befruchtet werden konnte, zeigten
eine signifikant niedrigere Apoptoseaktivitit als Cumuluszellen, deren zugehorige
Eizelle nicht befruchtet werden konnte (p = 0,0449) (siehe Kap. 4.1.3). Zudem wurde
tendenziell deutlich, dass eine erhdhte Apoptoseaktivitdt in Cumuluszellen mit einer
schlechteren Qualitdt des erzielten Embryos einhergeht (sieche Kap. 4.1.4). Ein
signifikanter Unterschied war jedoch nur zwischen den Embryonen mit der Qualitét
»ideal* und den Eizellen, die nicht befruchtet werden konnten zu bemerken (p =
0,0473). Es wurden nach 72 Follikelpunktionen insgesamt 246 Eizellen einzeln
untersucht, von denen 130 Eizellen befruchtet werden konnten. Dies entspricht einer
Fertilisierungsrate von 52,85 %. Die befruchteten Eizellen entwickelten sich in der
Mehrzahl zu idealen oder schonen Embryonen. Bei den 14 unregelmiBigen
Embryonen, die zum Transfer kamen, zeigten die Cumuluszellen eine tendenziell
erhohte Apoptoseaktivitit auf im Vergleich zu den Cumuluszellen von schénen oder
idealen Embryonen (unregelmifig: 5,63 % vs. schon: 4,99 % vs. ideal: 4,73 %)
(siehe Tab. 4). Aufgrund der geringen Anzahl der unregelmifligen Embryonen ist
dieses Ergebnis nur richtungsweisend und erreicht keine statistisch signifikante

Aussage.

Anhand der Bestimmung der Rangordnungen bei einer Patientin (sieche Abb. 18)
kann man jedoch deutlich sehen, dass die Eizelle, die den Embryo mit der besten

Qualitét hervorbringt, die niedrigste Apoptoseaktivitit ihrer Cumuluszellen aufweist.

Andere Studien bestitigten ebenfalls eine negative Korrelation zwischen der

Apoptoseaktivitiat und der Eizellqualitdt. Host et al. beispielsweise wiesen in einer
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prospektiv randomisierten Studie an insgesamt 164 Eizell-Cumuluszell-Komplexen
nach, dass in den Oozyten, die letztlich mittels ICSI fertilisiert werden konnten, die
Apoptoserate der dazugehorigen Cumuluszellen signifikant geringer war als in den
nicht fertilisierten Eizell-Cumuluszell-Komplexen (p < 0,0082) (siehe Tab. 11) (Host
et al. 2000). Diese Gruppe detektierte apoptotische Zellen mithilfe des TUNEL-
Assays.

Auch in der Studie von Lee et al. konnte eine positive Korrelation zwischen der
Apoptoseaktivitit und verminderter Eizellqualitit nachgewiesen werden (Lee et al.

2001).

Daraus kann abgeleitet werden, dass die Wahrscheinlichkeit der Entwicklung eines
Embryos mit einer guten Qualitdt hoher ist, wenn der Reproduktionsmediziner
diejenige Eizelle im 2 Pronukleusstadium zur weiteren Kultivierung auswéhlt, deren
Cumuluszellen die niedrigste Apoptoseaktivitit im Comet Assay aufweisen. Die
Richtigkeit dieser Behauptung zu iiberpriifen, bleibt jedoch weiteren Studien

vorbehalten.

Zusitzlich zur Qualitit der Eizelle wurde erforscht, ob der Reifegrad der Oozyte mit
der Apoptoseaktivitit der dazugehorigen Cumuluszellen korreliert. Dies ist allerdings
nicht der Fall. Die Cumuluszellen von Eizellen im Stadium des Germinalvesikels
weisen zwar im Mittel eine hohere apoptotische Aktivitdt auf, eine statistische
Signifikanz besteht jedoch nicht (siehe Kap. 4.2). Die Studie von Moffatt et al. zeigt
dhnliche Ergebnisse. Diese Gruppe untersuchte die Expression von
Apoptoseproteinen wie Fas, Fas-L, Bcl-xp und TIAR auf Cumuluszellen von 23
Patientinnen im Rahmen einer ICSI-Behandlung und stellte fest, dass diese nicht
durch den Reifezustand der Eizelle beeinflusst wird (Moffatt et al. 2002). Host et al.
konnten jedoch nachweisen, dass die Apoptoserate in Cumuluszellen von Eizellen im
Stadium des Germinalvesikels und der Metaphase I Oozyten signifikant hoher war
als in Cumuluszellen der Metaphase II Oozyten (p < 0,0001) (siehe Tab. 11) (Host et
al. 2000).
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Auftreten von Apoptose in Cumuluszellen in der ART
Schwangerschaft - | natiirlicher Zyklus - | Germinal Vesikel + Fertilisierung -
Alter + hMG+hCG Metaphase 1 + Menge an +
- p Gonadotropinen
Anzahl GnRH+hMG+ Schwanger-
gewonnener + + Metaphase 11 - -
: N hCG schaft
Eizellen iiber 5
Embryoqualitit - Fertilisierung - Fertilisierung - Embryoqualitit -
Alter +
Lee KS, Kaneko T, Host E, Vorliegende Studie
South Korea 2001 Japan 2000 Denmark 2000 Liibeck 2002
Tab. 11: Darstellung der Ergebnisse der Studien von Lee, Kaneko, Host und vorliegende Studie
[ + = positive Korrelation; - = negative Korrelation ]

5.2 Schlussfolgerung

Auf der Grundlage eines relativ groen Patientinnenpools von 86 Patientinnen und
der Verwendung des Comet Assay zur Bestimmung der Apoptoseaktivitit in
Cumuluszellen von zur ICSI verwendeten Eizellen stehen die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit im Einklang mit der Mehrheit der Publikationen zu diesem
Thema. Durch die Analyse der Apoptoseaktivitit in Cumuluszellen einzelner
Eizellen konnten genauere Aussagen iiber die Korrelation der Apoptoseaktivitit und
der  dazugehorigen  Eizelle  getroffen  werden.  Damit  kann  dem
Reproduktionsmediziner eine Methode aufgezeigt werden, die das Auswihlen der
Eizellen im Pronukleusstadium erleichtert. Eine erhohte Apoptoseaktivitit in
Cumuluszellen von Eizellen, die zur ICSI verwendet werden sollen, ist offensichtlich
mit einem schlechteren Behandlungsergebnis verkniipft, bedingt durch schlechtere

Qualitét der Eizellen und der gewonnenen Embryonen.

Inwieweit diese Technik, die prinzipiell in den klinischen Routineablauf integriert

werden konnte, sich etablieren wird, bleibt jetzt abzuwarten.
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5.3 Ausblick

Um eine umfassende priadiktive Aussage iiber den weiteren Verlauf der ART-
Behandlung zu treffen, muss auch die Qualitit der ménnlichen Spermatozoen
betrachtet werden, denn auch sie spielt eine wesentliche Rolle in der Entwicklung
eines gesunden Embryos. Es wire ein interessanter Ansatzpunkt fiir weiterfithrende
Studien, die Apoptoseaktivititen der Spermatozoen und der Eizellen eines Paares
parallel zu untersuchen und dann vergleichende Aspekte zum Ergebnis der IVF-
Behandlung zu betrachten. Es gibt bereits einige Arbeiten, die sich damit auseinan-
dersetzen, ob Apoptose tatsdchlich einen priadiktiven Faktor in der Entwicklung der
Spermatozoen darstellt. Morris et al. konnten unter Anwendung des Comet Assays
nachweisen, dass eine positive Korrelation zwischen dem Auftreten von Apoptose in
Spermatozoen und der schlechten Entwicklung des Embryos nach ICSI besteht
(Morris et al. 2002). Auch andere Gruppen zeigten einheitlich bei Nachweis von
Apoptose mithilfe des TUNEL Assays, dem Nachweis von Apoptosemarkern wie
Fas, Bcl-x und p53 und durch Anfirbung der Zellen mit Annexin V, dass eine hohe
Apoptoserate mit einer schlechten Spermatozoenqualitit einhergeht (Sakkas et al.

2002; Marchetti et al. 2002; Shen et al. 2002; Host et al. 2000).
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6 Zusammenfassung

In Deutschland verbietet das bestehende Embryonenschutzgesetz, befruchtete
Eizellen im Embryonenstadium zu selektieren. Die Entwicklung neuer Methoden zur
Beurteilung von Oozyten im Vorkernstadium ist daher von groBer Bedeutung, um
die Behandlungschancen einer reproduktionsmedizinischen Behandlung zu

verbessern.

Ohne die Oozyte selbst zu manipulieren, lassen sich im Rahmen der ICSI die
Cumuluszellen zur Untersuchung der apoptotischen Aktivitit heranziehen. Wihrend
der Eizellreifung haben die Cumuluszellen die Aufgabe, die Oozyte zu versorgen
und Signale von auflen an sie weiterzuleiten. Die Integritdt der Cumuluszellen konnte

demnach Einfluss auf die qualitative Entwicklung der Oozyte haben.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie lassen tendenziell erkennen, dass die Ent-
wicklung einer Oozyte zu einem Embryo mit guter Qualitit wahrscheinlicher ist,
wenn deren Cumuluszellen niedrige apoptotische Aktivititen aufweisen. Diese
Erkenntnis konnte deutschen Reproduktionsmedizinern helfen, geeignete Oozyten im
2 Pronukleusstadium zu wéhlen und den weiteren Behandlungsverlauf zu optimieren.
Deutlich wurde, dass Cumuluszellen, deren Eizellen nicht befruchtet werden
konnten, eine hohere apoptotische Aktivitat aufwiesen als Cumuluszellen, deren
Eizellen erfolgreich befruchtet werden konnten. Eine hohe Apoptoseaktivitit in
Cumuluszellen scheint also mit einer schlechten Qualitit der dazugehorigen Eizelle
zusammen zu hédngen. Zusitzlich konnte eine hohe apoptotische Aktivitdt in
Cumuluszellen festgestellt werden, wenn die Patientinnen mit einer hohen Anzahl an

hormonellen Einheiten stimuliert wurden.

Der Comet Assay wird auch in Zukunft im IVF-Labor der Frauenklinik der
Universitdt zu Liibeck angewendet werden um herauszufinden, ob sich diese neue
viel versprechende Methode zur Verbesserung der Behandlungschancen in der ART
iiber einen ldngeren Zeitraum hinweg bewédhrt und so in die klinische Routine

eingebracht werden kann.
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7 Tabellarische Auflistung aller verwendeten Rohdaten

Altersgruppen: Hormonelle Cet. = Cetrotide Schwanger: Qualitat Embryo:
21J.-30J.=1  Stimulation: Gon.F = Gonal F Nein = 1 keine Befruchtung =1
31J.-35J.=2 Meno. = Menogon Ja =2 unregelmaBig =2
36J.-46J.=3 Pur. = Puregon schén =3

Syn. = Synarela Qualitat Eizelle: ideal =4

Enan. = Enantone schlecht =1

Zol. = Zoladex OK/normal = 2 Kryo = X

Luv. = Luveris

g S Cumulus 1 Cumulus 2 Cumulus 3 Cumulus 4 Cumulus rest
= =
A - = i) g . PR PR PR PR =
2| & @ 3 RAlzl=2|l=z|5|8|e|E|l2|2ss| || E|2|cs|N|c|E|%|sg|3|a|E|%|2gl 2 5 g = 55| £
5| ¢ 2 £ |z |S|E|E|E|S|2|9|S|E8|2|5(2s|E2|8|=|2|2|E82|2|x|9|2|E23|8| = = S |52 £
S8 3 £ sl 8|8l |E8|l=z|s|2|8%|&8|z3|s|2|S8|l&8|=ls|2|8|l&8|=z|&8|2|2% & = = - Ve S
s | = 5 = Sl<| << |2 |=|R|2|5|Z3[=|R|Z2|=5|Z8|s|RIZ2|=5|Z8|=|8I2|35(28= g = = — 2 =
== £ £ | < Sle| S| 8|25\ 8|2 |2 |5|25|&8|=2|2|5|25|&|=|5|5(25|&| = | S |35
1 1 Cet.+Gon.F 2325 121121210 ]2 1 | 12x342x2 3 8x2 0,97 | 0,97
2 1 Cet.+Gon.F 1650 26 125] 0 1 2 2 | 25x3+1x1 4 17x2+8x1 | 3,22 | 3,22
3 1 Cet.+Gon.F 2475 18116 ] 1 1 1 2 | 16x3+1x2 4 8x2 7,48 | 7,48
4 | 3 Cet.+Meno. 4275 3 210 1 1 2 2x3 4 2x2 5,03 | 5,03
5 2 Cet.+Meno. 1650 121121 0 ] 0 1 2 12x3 2+3+4 9x2 19,65 | 19,65
6 | 3 Cet.+Gon.F 1500 616|010 1 2 12x3 243 2x2 7,28 | 7,28
7 3 Cet.+Gon.F 4950 7161010 1 1 6x3 3 2x2 16,37 | 16,37
8 2 Cet.+Gon.F 4500 5 5 0] 0 1 2 5x3 4 3x24+2x3 | 9,68 | 9,68
9 1 Cet.+rec FSH 900 20119 ] 1 0 1 1 | 19x3+1x2 3 13x2+1x3 | 6,61 | 6,61
10 ]| 1 Cet.+Gon.F 2700 4141010 1 213 3 21903 2|3 3 2 11290 2 | 3 1 3 111431 2 | 3 3 2 17,14 10,13
11] 2 Cet.+Gon.F 2025 616|010 1 1 6x3 3+4 | 3x2+1x3 | 4,93 | 4,93
12 ] 1 Cet.+Gon.F 1200 8 7 1 0|2 2|3 4 [ 2 1090 2 | 3 4 121985 10,38
132 Cet.+Gon.F 1350 9l9fofo 123 [3|2]673]2 3 [1]0]1541]2 (3 [3]2]735[2|3]4]21]623 8,93
141 3 Cet.+Gon.F 600 7 6|10 1 2 1213 4 [ 2145112 ]3 1 01940 2 | 3 4 [ 2 176011 1 1 0 9,63 7,79
15] 1 Cet.+Gon.F 1650 7 6|00 2]2]3 1 0|50 ] 2] 3 4 [ 2 5532 ]3 4 [ 2 1426 2| 3 4 12 [721 5,50
16| 2 Cet.+Gon.F 1800 50 5(ojJoj 1|1 |{3f1]o]1756]1 3] 1]0/([2395{1 |3 1]0([873[1]3]1]0]/[602 14,07
17 ] 3 Cet.+Gon.F 4501 25120 ] 1 4 1 213 1 0 |717] 2|3 3 2 130123 1 0104 2|3 1 0 |8,82 5,01
18 | 2 | Cet.+Gon.F+rec.LH | 1200+900 [ 12 | 10 | 2 | O 1 213 3 2 150922 1 01207 2] 3 3 2 1123123 | X ]| 2288 2,82
19 ] 2 Cet.+Pur. 1500 3 3 0] 0 1 213 1 0306 2|3 2125511213 1 0| 792 5,50
20| 3 Cet.+Gon.F 1500 29120 ] 3 5 2 213 3 2 14931 2| 3 3 2 1726 | 2 1 1 0 |1424] 2 | 3 1 0 |490]| 2 3 X 2 422 | 7,11
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3 = %] S = = = = g o 5} =] = 0= o 5} =] Pl [T o 9] =] =) 0 = o 5} =] Pl [T o 9] =] =) 0= =
2 g E 2 = |F| S| E|E| 22| 2|ES|E|2 S| 2 5|22 2| L5\ €|\ 2|23|2|212| & |23 %
B & B 5 s|Ele|lsls|8ls|s|2|S88|l&8|l=zsl=sl2|S88l8(=|s5|2|183 |8 |35|58|2|92|E|=5|s Z 28 3)
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£ £ & 3|5|22|& Sl 2228 3121228 S| 2|22|% 3 g £ 3
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21 | 2 Cet.+Gon.F+rec.LH 4500+75 3 2 0 0 1 2 3 2 2 | 2,64 2 3 1 0 | 10,63 6,64
22 | 2 Cet.+Gon.F 2400 9 7 1 1 1 1 3 4 2 | 6,47 1 3 1 0 3,90 1 3 1 0 3,29 1 3 4 2 7,71 5,34
23 | 1 Cet.+Pur. 1350 7 7 0 0 1 2 3 4 2 112,03 | 2 3 4 2 9,76 2 3 1 0 | 13,43 11,74
24 | 2 Cet.+Gon.F 5400 3 3 0 0 1 1 3 3 2 | 6,94 1 3 1 0 4,29 1 3 3 2 1,53 4,25
25 | 1 Cet.+Gon.F 1500 8 8 0 0 1 2 3 2 2 | 9,00 2 3 1 0 2,79 2 3 2 2 8,99 2 3 2 2 2,61 5,85
26 | 1 Cet.+Gon.F 3225 5 4 1 0 1 1 3 1 0 | 6,67 1 3 1 0 2,92 1 3 1 3 3,66 1 3 1 0 4,68 1 3 1 0 2,61 4,11
27 | 3 Cet.+Gon.F 2700 4 4 0 0 1 1 3 2 2 | 11,26 | 1 3 2 2 4,94 1 3 1 0 | 19,61 11,94
28 | 3 Cet.+Gon.F 2275 1413 ] 0 1 1 2 3 4 2 | 2,23 1 3 X 2 1,37 1 3 4 2 4,22 1 3 1 3 5,27 1 3 X 5x2 4,02 | 3,79
29 | 3 Cet.+rec.FSH 3150 1119 0 0 1 2 3 4 2 | 2,60 2 3 X 2 1,24 2 3 4 2 11033 2 3 X 2 | 10,58 | 2 3 X 4x2 6,59 | 6,41
30 | 1 Cet.+Gon.F 1650 7 6 1 0 1 2 2 1 0 | 3,76 2 3 X 2 6,53 2 3 4 2 2,22 2 3 4 2 4,30 2 3 X 2x2 2,35 3,41
31 1 Cet.+Gon.F 1350 8 4 0 4 1 2 3 1 0 | 517 2 3 3 2 3,58 2 1 1 0 6,65 2 1 1 0 1,54 2 2 3 1x2 3,93 | 4,08
32| 2 Cet.+Gon. F+HMG 1650+150 | 8 8 0 0 1 2 3 1 0 | 2,46 2 3 1 0 4,00 2 3 4 2 5,00 2 3 1 0 1,52 2 3 1 0 2,57 2,91
33 2 Cet.+HMG 2400 8 7 0 1 1 2 3 3 2x2 1,07 1,07
34 | 2 Cet.+HMG HP 3000 3 1 0 2 1 2 3 2 2 16,30 | 16,30
35| 1 Cet.+Gon.F 2550 10[10] 0O 0 2 2 3 4 2 | 7,77 2 3 X 2 5,99 2 3 3 2 6,21 2 3 X 2 7,54 2 3 X 4x2 2,93 | 4,51
36 | 3 Cet.+Gon.F 2700 201171 0 0 2 2 3 1 0 | 534 2 3 1 2 6,44 2 3 1 2 5,91 2 3 4 10x2 4,82 | 5,02
37| 2 Cet.+Gon.F 1350 15(14]1 0 1 1 2 3 3 2 1,72 2 3 3 2 1,54 2 3 4 2 3,33 2 3 X 2 2,12 2 3 X 8x2 2,76 | 2,59
38 | 1 Cet.+Gon.F 1350 1918 ] 0 1 2 2 3 4 2 | 7,80 2 3 4 2 | 10,17 | 2 3 1 0 4,54 2 3 1 0 8,23 2 3 1 2x3 3,46 | 5,34
39 [ 2 Cet.+Gon.F 1350 6 6 0 0 2 2 3 1 0 | 9,31 2 3 1 0 4,81 2 3 1 0 2,34 2 3 1 4 4,47 2 3 4 2x2 4,09 | 4,85
40 | 2 Cet.+Gon.F 1425 6|6 00| 1|23 |4]2]145]2 (3|3 [2]369|2]|3[3]2]|[38|2]3 1 |3]163 | 2|3 1 3+0 6,30 | 5,16
41 ] 3 Cet.+Meno. 1800 2 2 0 0 1 1 3 3 2 | 3,00 1 3 3 2 3,05 3,02
42 1 2 Cet.+Pur. 2475 221171 0 1 2 2 3 4 2 | 2,06 2 3 4 2 0,52 2 3 1 0 4,82 2 3 1 0 8,02 2 3 4 3x2 2,77 2,90
431 3 Cet.+Gon.F 1200 6 5 1 0 1 2 3 4 2 1,33 2 3 3 2 6,31 2 3 4 2 7,01 2 3 4 3 5,28 4,98
44 | 1 Cet.+Gon.F 2700 3131010 1|3 1 |0 [2655] 1|3 1|0 |14,06 20,30
451 3 Cet.+Gon.F 675 9 8 1 0 2 2 3 1 0 | 3,81 2 3 4 2 3,44 3 2 1 3 1,34 2 3 4 2 3,09 2 3 4 243 0,80 1,74
46 | 3 Cet.+Gon.F 1650 11 (11] 0 0 1 2 31X |2 110,79 2 3 X 2 11046 | 2 3 X | 2 7,09 2 3 X 2 4,20 8,13
47 1 3 Deca+Gon.F+Luv. 4500+975 2 2 0 0 1 2 3 2 2 | 3,55 2 3 1 0 2,21 2,88
48 | 1 Cet.+Pur. 1500 27 123 ] 4 0 2 2 3 4x3+12x2 | 2,63 2,63
49 | 2 Deca+Gon.F 6750 6 6 0 0 1 2 3 3 2 | 7,80 2 3 3 2 8,06 2 3 1 0 7,18 2 3 1 2x3 16,80 | 11,33
50 2 Cet.+Meno. 1650 15[15]1 0 0 2 2 3 4 2 1,05 2 3 X 2 2,25 2 3 3 2 0,57 2 3 3 2 3,71 1,90
51| 2 Cet.+Pur. 1350 11 (10] 0 1 2 1 3 1 0 | 291 2 3 3 2 4,51 2 3 3 2 2,09 2 3 2 2 1,93 2 3 3 3x2 3,67 3,38
52 2 Cet.+Gon.F 900 8 8 0 0 1 2 3 4 2 | 0,36 2 3 4 2 1,76 2 3 4 2 2,51 2 3 X110 2,44 2 3 X 4x2 4,69 | 3,23
53| 1 Cet.+Gon.F 600 121211 0 0 1 2 3 3 2 8,24 2 3 3 2 7,15 2 3 1 0 | 1091 | 2 3 X Tx2 12,60 | 11,55
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54| 3 Cet.+Pur. 2700 S|510|0 |1 |23 |3 |2]191]|2|3|1]0|615|2 |3 |3 |2][79 |2 |3]|]1|01]1095]| 2 3 3 2 13,23 | 8,04
55| 3 Cet.+Meno. 3075 6 | 51011 2 |3 3|1 211,792 (3 [3]2]1628 (2|2 |1]0]222]2 3 1 3 5,02 | 10,07
56 | 2 Cet.+Pur. 2100 20018 0 | 2 | 1 | 2|3 |42 [19 |2 |3 |4]|2]|553|2]|3 110394 |2 |3 |1]3]333]2 3+1 X | 2x3+9x2 | 7,03 | 6,87
57| 3 Cet.+Pur. 1350 8 |6 |1 1 1 231|058 |2 |3 | 1|3 (25492 |3 [3[|2]68 |2]1 110|771 |2 3 2 2x2 2,10 | 6,79
58 | 3 | Syn.+Gon.F+Meno. | 1800+900 | 2 | 1 1|0 |1 |23 |3 [2]297|2|2]1]0] 101 1,99
59| 2 Zol.+Gon.F+Luv. | 13050+2175| 4 | 3 1101 1|2 1]0]220]1 |3 |22 ]|35|1]3 110|745 |1 |3 ]3]|2]|517 4,59
60 | 2 Cet.+Gon.F 1500 2131 (21|23 |3]2 (2482 |3 |1]|0]25]|2]3 1 {04792 |3 |3 |2|23]|2 3 X 6x2 3,11 | 3,08
61 | 2 Cet.+Gon.F 150 S50 (0]|1|2[3]|3[2]052|2]|3[3]|2]|136]|2]|3 1 |3 31323 ]1]3]268]|2 3 1 0 1,06 | 1,75
62| 1 Cet.+Pur. 1800 6 [ 31211 1 1 10| 1,14 |2 |3 |22 [1,5|2[2]1]0]219]|2 3 3 2 3,13 | 2,23
63 | 2 Cet.+Gon.F 2250 41212101 |2 |33 |2 3472 |3 |32 ]1773 12332129 |2 |3 |X]|2]|373]2|2x248x3]| 1 0 4,17 | 4,19
64| 2 Cet.+Gon.F 3500 9l 7101 |23 |2]2]661 |23 |3 [2]251 2|34 |2[151]2]2]1]07]411]2 3 1 2x3 4,55 | 4,12
65| 2 Cet.+Gon.F 2700 301021 1 1 110 [479] 1 1 1 |0 [442 |2 |3 |3 ] 2]5.23 4,81
66 | 1 Cet.+Meno. 3450 1 1100|123 ]|4]2]5,16 5,16
67 | 2 Enan.+Meno. 1800 9191001 |23 |[4]2]633|2]|3|3[2]68]|1]3 1 10408 |2 |3 [3]2]571]1 3 1 | 4x0+1x3 | 6,35 | 6,08
68 | 1 Cet.+Pur. 975 3130012310137 ]2]|3[1]0]09]2]|3 1|10 082 1,06
69 | 1 Cet.+Pur. 1500 817100223 |1]01[260|2 |3 |10 |[11,74]2]3|3|2]297]|1 1 110|422 |2 3 3 2x2 7,19 | 6,29
70 | 2 Cet.+Pur. 1600 111010 |1 1 | 3|1 (3|33 |13 [1]0/|515]|1[3 2|2 /[11,93|2 3] 1]|3] 19 |2 |5x3+Ix2]| 2 2x2 7,94 | 7,09
71| 2 Cet.+Meno.HP 1350 4|3 110|223 |3 ]2]1081|2|3]|3|21]0928/|2]3 110|735 |2 |2]1]0]593 8,34
72| 3 Cet.+Meno. 3000 09001 |23 |42 [432]|2[3[3]|2]09]|2]3 1 | 31654 |3 |31 ]3]|464]2 3 1 0 7,61 | 6,06
73| 2 Cet.+Meno. 2250 9 | 8 | 1 |0 |1 |23 |3 |2 ]34 |2 |3 |X]|2 245 |2 |3 |3 |2 [216|2|2]|3|2]|157]|2 3 X 2 4,01 | 3,30
74| 1 Cet.+Meno. 1650 7171010123 |[3]|2]|317|2]|3|3[2]706]|2]3 1 [0 [1825] 2 |3 | 1|0 |367]|2 3 1 0 742 | 7,77
75| 3 Gon.F+rec.LH 33004825 | 3 | 3 | O | O |1 |2 |3 |3 |2 4212 |3 |3 |2 894 |23 1|0 | 687 6,67
76 | 3 Cet.+Meno. 5100 20210101 2342|1942 ]3]1]2]475 3,35
77 | 1 Enan.+Gon.F 3900 2112100 |1 |23 |4 |2 [467|2 |3 |4|2]|451 |23 1 {0 |68 | 2|3 |4]|2]|720]2 3 X 4x2 10,42 | 8,88
78 | 1 Cet.+Pur. 1650 24120 2 | 2|1 | 2|3 |4 |2 (33023 |4 |2]458 |2 |3 |4 ]2]|238|2]|2|1]0]641 |2 3 X 10x2 4,59 | 4,51
79| 3 Cet.+Gon.F 3000 m| 7120201t [2]3]1]0/[325]2[3(1[0]|214]|2]2]1[0]|861 |2 ]|2][1]0]1,19]2]|2x1+4x3]| 3 2x2 6,60 | 5,58
80 | 1 Cet.+Gon.F 1800 0|91 0|1 ]2 31052023 |1]0]623|2]3 1 10 |1036] 2 |3 |3]2]693 ]2 2+9x3 3 3x2 3,27 | 4,83
81 | 3 | rec.FSH+Meno.HP 1200 4 3 ]1]0]1 2 [ 3x3+1x2 | 4 2x2 2,15 | 2,15
82| 1 Cet.+Meno. 1650 2 |1 1 {01 ]2 3|32 [78 |2 |2]|1]0]900 8,40
83| 3 Cet.+Meno.HP 2025 8171011 1 1 | 3|1 [3]65|1 3|13 ][11,51|1]3 1 10 13391 |3 [3]2]278]1 3 3 2x2 3,67 | 6,46
84 | 2 Cet.+Pur. 1200 11|92 11 1232|2471 2|3 |42 |147 |2 ] 3 1 |0 | 474 3,64
85| 3 Cet.+Pur. 3300 I3[(13]00 (1|2 |3 |42 1462 |3 |1]0]|64 |2 |3 110297 |2 |3 ] 1] 0 ]|14,65 6,37
86 | 2 Cet.+Pur. 2600 71610022 [3[4]2]00|1]3[1]0][561 2|3 ]4]2][49 |2 ]|3]4]2]943 4,99
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