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Festvortrag
Hirn und Hoden

Holstein AF

Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf, Hamburg

Die Keimbahn als unendliche Kette der Keimzellen über Individuen und Generationen berührt von den vergänglichen somatischen Zellen vor allem die Zellen des Neuroektoderms. Das Neuroektoderm gilt in der Embryonalentwicklung als Material für die Entwicklung des Zentralnervensystems. Über die bekannten endokrinen Beziehungen des Zentralnervensystems zu den Gonaden und den damit verbundenen Steuerungssystemen hinaus haben neueste Untersuchungen gezeigt, dass eine Fülle weiterer Zellsysteme aus dem Neuroektoderm entsteht. So findet man auch im Hoden Zellen, die neuroektodermaler Herkunft sind und alle Eigenschaften neuraler Zellen besitzen. Sie treten zuerst als pluripotente gefäßbegleitende Zellen auf, die dann als Stammzellen für die Entwicklung der Leydigzellen dienen. Damit wird erklärbar, warum Leydigzellen nicht nur das bekannte endokrin wirksame Testosteron bilden, sondern auch eine große Zahl bisher in ihrer funktionellen Bedeutung nicht ausreichend verstandener neuroendokrin wirksamer Katecholamine, Neuropeptide und Zytokine herstellen. Außerdem kann jetzt erstmalig ein Konzept geliefert werden, um zu verstehen, wodurch es trotz postmitotischer Eigenschaften der Leydigzellen unter bestimmten Bedingungen zu einer Leydigzellhyperplasie kommen kann. Der neuroektodermale Ursprung von Nervenzellen und Leydigzellen wird nicht zuletzt dadurch wahrscheinlich gemacht, dass gleiche neuronale Botenstoffe sowohl die Funktionen von Nervenzellen im Zentralnervensystem als auch von Leydigzellen im Hoden regeln. Zentralnervöse Steuerung und Fortpflanzung garantieren Existenz und Reproduktion des Individuums und die Folge der Generationen. 

Plenarvorträge (PV)
PV-1

EIN JAHR FORSCHUNG AN HUMANEN EMBRYONALEN STAMMZELLEN

IN DEUTSCHLAND
Beier HM

Institut für Anatomie und Reproduktionsbiologie, Medizinische Fakultät der RWTH Aachen,

Universitätsklinikum Aachen

Keine wissenschaftliche Erkenntnis hat der Reproduktionsmedizin heftigere Anfeindungen gebracht als die Herstellung menschlicher embryonaler Stammzellen, weil diese ES-Zellen aus menschlichen Blastozysten gewonnen wurden. ES-Zellen der Maus waren schon jahrelang hergestellt und beforscht worden. Doch erst die ES-Zell-Linien, aus denen menschliche Herzmuskel- oder Nervenzellen in vitro gezüchtet wurden, erfassten die volle öffentliche Aufmerksamkeit (vgl.Übersicht HM Beier Reproduktionsmedizin 18:25-31,2002)

Gewiss sind Vorstellungen von in vitro entwickelten neuen Organen eine  Fiktion, aber die Perspektive von neuen in vitro entstandenen Zellen oder Geweben, mit denen man erkrankte Organe restaurieren könnte, ist durchaus eine greifbar nahe therapeutische Perspektive. Wenn wir Wissenschaftler von „Perspektiven“ reden, sind dies keineswegs „Versprechungen“, wie die Gegner der biotechnologischen Therapieforschung immer wieder unterstellen. Aber vor der Therapie steht nicht nur die Diagnose, sondern in der klinischen Entwicklung auch die verantwortungsvolle Forschung. In der Embryologie  ist man sich einig, dass embryonale Stammzellen pluripotent sind, weil sich eine ES-Zelle praktisch zu jedem adulten Zelltypus differenzieren kann. Bis heute konnte indessen kein Nachweis erbracht werden, dass eine ES-Zelle sich unter geeigneten Bedingungen im mütterlichen Organismus  zu einem lebensfähigen Individuum entwickeln kann (vgl.EScHG §8).

Für die Forschung mit humanen ES-Zellen sind inzwischen zwei Probleme zu Prüfsteinen unserer Gesellschaft geworden, die Entstehung „überzähliger“ Embryonen und die zellbiologische Technik des „therapeutischen Klonens“.  Einerseits führt der Weg zu einer humanen ES-Zell-Linie nur über die Isolierung von Embryoblastzellen, die aus „überzähligen“ Blastozysten der IVF-Praxis verfügbar sind. Wie in allen Ländern der Welt üblich, werden mehr Eizellen bei der Follikelpunktion gewonnen und in vitro inseminiert, als später von den Eltern für den Retransfer akzeptiert werden. Der biologische Weg, ES-Zell-Linien aus überzähligen menschlichen Blastozysten herzustellen, bleibt ethisch höchst umstritten. Andererseits haben die Überlegungen, genetisch identische und für eine Transplantation somit immunologisch kompatible Zellen für individuelle Patienten zu züchten, zur Perspektive des „therapeutischen Klonens“ geführt. An diesem Schnittpunkt wissenschaftlicher Arbeitshypothesen trennen sich die ethischen, juristischen, weltanschaulichen und reproduktionsmedizinischen Einschätzungen. Während die einen jegliche zukunftsorientierte medizinische Forschung verbieten wollen, plädieren die anderen für eine kontrollierte Grundlagenforschung mit menschlichen embryonalen Stammzellen bis sich entscheidet, ob dies eine sinnvolle Entwicklung oder ein Irrweg ist (vgl. Editorial HM Beier, Reproduktionsmedizin 19:73-75,2003).

Seit der deutsche Bundestag am 30. Januar 2002  ein Gesetz zur Stammzellforschung verabschiedete, besteht über einen in diesem Gesetz festgeschriebenen Genehmigungsweg die Ausnahmemöglichkeit, in einer deutschen Forschungseinrichtung, sei es einer Universität, einer Großforschungsinstitution, einem Institut der Max-Planck-Gesellschaft oder in einem Industrie-Unternehmen mit importierten menschlichen ES-Zellen zu forschen. Allerdings dürfen die importierten Zelllinien nicht nach dem 1.1.2002 im Ausland hergestellt worden sein. Dies besagt die sogenannte Stichtagsregel, die dafür garantieren soll, dass in Deutschland auf gar keinem Fall mit embryonalen Stammzellen gearbeitet werden kann, für welche nach Beratung des Gesetzes noch überzählige, verwaiste menschliche Blastozysten im Ausland geopfert wurden.

Die Kontrolle über die Importgenehmigung wird vom Robert-Koch-Institut Berlin ausgeübt. Diese Institution wird von einer gesetzlich eingerichteten  Zentralen Ethikkommission beraten, deren Mitglieder von der Bundesregierung berufen werden. Im Sommer 2002 hat sich diese ZES (Zentrale Ethikkommission für Stammzellforschung) konstituiert, ihr Vorsitzender ist der Professor für Philosopie, Ludwig Siep (Münster), stellvertretende Vorsitzende sind der Professor für Anatomie und Reproduktionsbiologie, Henning M. Beier (Aachen) und die Professorin für Gynäkologie und Geburtshilfe, Marion Kiechle (München) (vgl. Bericht in der Reproduktionsmedizin 18:295, 2002). Inzwischen wurden nach  Kriterien der wissenschaftlichen Hochrangigkeit und der ethisch begründeten Alternativlosigkeit drei Forschungsprojekte genehmigt, die mit importierten humanen ES-Zelllinien an den Universitäten in Bonn (Institut für Rekonstitutive Neurologie), Köln (Institut für Physiologie) und München (Medizinische Klinik der LMU) durchgeführt werden.

PV-2

Das väterliche Alter aus Humangenetischer Sicht

Engel W

Institut für Humangenetik, Georg-August-Universität, Göttingen 

Nicht nur die Zahl der Schwangeren über 35 Jahre  wird in unserer Bevölkerung immer größer (1990: 10%; 2000: 18%), sondern auch der Anteil älterer Väter. Während 1991 das durchschnittliche Vateralter bei 31.3 Jahre lag, betrug dieses 1999 bereits 33 Jahre. Besonders deutlich wird das erhöhte väterliche Alter bei IVF- und ICSI-Schwangerschaften: in 2002 36,5 Jahre. Es ist hinreichend bekannt, dass mit dem mütterlichen Alter das Risiko für numerische Chromosomenanomalien ansteigt, das trifft bezüglich des väterlichen Alters nicht zu. Für strukturelle Chromosomenanomalien gibt es keine Abhängigkeit weder vom mütterlichen noch vom väterlichen Alter. Gesichert ist aber, dass mit dem Alter des Vaters das Risiko für Genmutationen bei den Nachkommen zunimmt. Eindeutig gezeigt werden konnte dies z. B. für die Achondroplasie, das Apert-Syndrom, das Marfan-Syndrom, die Myositis ossificans und andere genetisch bedingte Syndrome. Es ist nicht bekannt, warum diese Abhängigkeit des Risikos vom väterlichen Alter nicht für alle autosomal dominanten und X-chromosomal rezessiven Erkrankungen zutrifft. Bezüglich autosomal rezessiver Erkrankungen ist bislang aus methodischen Gründen eine solche Abhängigkeit nicht analysierbar, wenngleich die zugrundeliegenden Gendefekte mit dem Alter des Vaters zunehmen müssen. Die Berichte in der Literatur über die Zunahme des Risikos mit dem Alter des Vaters für polygen-multifaktorielle Erkrankungen, wie z. B. Herzfehler, Morbus Alzheimer, Schizophrenie und Tumorerkrankungen müssen mit Vorsicht betrachtet werden.

Die Grundlage für den paternalen Alterseffekt ist die Tatsache, dass bei jeder Teilung der Spermatogonien und der dabei stattfindenden DNA-Replikation Mutationen auftreten (600 Mutationen bei jeder Zellteilung). 99.9% dieser Mutationen werden zwar repariert, aber es bleiben Mutationen übrig. Ein Spermium eines 27-jährigen Mannes stammt von einer Spermatogonie ab, die etwa 300 Zellteilungen/DNA-Replikationen durchgemacht hat. Dieses Spermium trägt etwa 180 neue Mutationen. Ein Spermium eines 35-jährigen Mannes trägt 270 neue Mutationen, das eines 40‑jährigen Mannes 330 neue Mutationen. Relevant werden diese Mutationen in der Regel nur dann, wenn sie Gene betreffen (nur 3% des Genoms sind funktionelle Gene),  in den Genen funktionell wichtige Domänen betreffen und sich die Mutation dann auch noch unmittelbar auswirkt, also dominant ist. Betrachtet man nur die tatsächlich deletärten Mutationen, dann geht man davon aus, dass beim 27-jährigen Mann eines von 10 Spermien eine solche Mutation aufweist. Bei einer Spermienzahl von 100 Millionen im Ejakulat tragen 10 Millionen eine solche Mutation. Die Zahl solcher Spermien dürfte im Ejakulat eines 35-jährigen Mannes etwa 15 Millionen, beim 40-jährigen Mann etwa 20 Millionen betragen. Exaktere Zahlen liegen hierzu nicht vor. Wenn ein solches Spermium zur Befruchtung kommt, dann dürften embryonale und fetale Selektionsprozesse zum Tragen kommen, die letztlich zu einer nur geringen Steigerung der Rate von Neugeborenen und Kindern mit schweren körperlichen und/oder geistigen Fehlbildungen führen. Auch wenn unter populationsgenetischen Aspekten das Risiko für Nachkommen älterer Männer zu keiner dramatischen Steigerung von Kindern mit deletären Neumutationen führt, so kann dies für das einzelne Paar wichtig sein. Wir informieren daher jedes Paar, bei dem der Vater 40 Jahre oder älter ist, dass das Risiko für ein Kind mit relevanter Neumutation und schweren Fehlbildungen gegenüber Paaren mit jüngerem Vateralter um etwa 0,5% erhöht ist. Da die meisten dominanten Neumutationen mit schweren Fehlbildungen des Herzens und des Skelettsystems einhergehen, empfehlen wir jedem Paar mit Vateralter über 40 Jahre die Inanspruchnahme qualifizierter Ultraschalluntersuchungen des Feten in der 18.-22. Schwangerschaftswoche. 

PV-3 

SINGLE EMBRYO TRANSFER TO AVOID MULTIPLE PREGNANCIES

Gerris J, Van Royen E, De Neubourg D, Mangelschots K, Vercruyssen M

MIDDELHEIM Hospital, Antwerp, Belgium

Introduction: The present report is a retrospective analysis of the impact of an increasing application of single day-3 embryo transfer on the overall and twin pregnancy rates of an IVF/ICSI program.

Material and methods: Over a five year period (1998-2002), SET was applied in a gradual manner in three categories of patients: 1. women participating in a prospective randomised trial comparing the transfer of one putative high competence (PHC) embryo versus two PHC embryos ( strictly defined ); 2. women participating in a health economic impact study comparing the transfer of SET with DET after the patient's free choice and 3. women who did not fulfil the inclusion criteria but nevertheless wanted only one embryo to be replaced. No patients were compelled to receive only one embryo. In all cases, they had the free choice: either to participate to a randomised trial or not (SET-I study) or to receive one or two embryos (SET-II study). Patients allotted by randomisation (SET-I) or by their own choice (SET-II) to receive only one embryo, received one embryo only on the condition that it was a PHC embryo, as strictly defined. If not, they received either the two best non-PHC embryos or one non-PHC embryo at their explicit request (usually women with children ).
Results: An uninterrupted series of 2007 ovum retrievals led to 1882 (93.8%) transfers, of which 578 of a single embryo (30.1%): 461 (24.5%) of a single PHC embryo and 117 (5.2%) of a non-PHC embryo. We considered the complete IVF/ICSI patient population receiving one embryo and compared their outcome with all other patients receiving two or more embryos. The impact of the progressive introduction of eSET over these five years on the overall ongoing pregnancy rate and the multiple pregnancy rate (per year) is analysed. The percentage of SETs increased from 11% in 1998 to 46% of all cycles in 2002. The ongoing implantation rate and the ongoing pregnancy rate remained stable at 21% and 31% per cycle, respectively, whereas that multiple pregnancy rate dropped from 33.6% in 1998 ( 29.5% twins and 4.1% triplets )to 11.7% in 2002 ( only twins ). The ongoing pregnancy rate in the patients receiving one PHC was 174/461 = 37.7% (172 singletons, 2 monozygotic twins); in the group receiving DET it was 365/1034 = 35.3% ( 241/365 = 66% singletons, 117/365 = 32% twins, 5/365 = 2% dizygotic triplets ).
Conclusions: These results show that a judicious application of SET can maintain a high IR and a high OPR, while causing a dramatic decrease in the twinning rate and almost completely excluding triplets.

PV-4

EMBRYONIC STEM CELLS – BETWEEN CELL THERAPY AND EMBRYO PROTECTION

Prelle K

CRBA Gynecology and Andrology, Schering AG, Berlin

Early differentiation of the mammalian embryo leads to the development of two distinct lineages – the inner cell mass (ICM) and the trophectoderm. Cells of the ICM are pluripotent and give rise to all tissues of the foetus, while trophectoderm cells are restricted in their potential to the extra-embryonic cell layers of the placenta. In the mouse, and meanwhile the human, apparently immortal stem cell lines can be obtained from the ICM, called embryonic stem (ES) cells. These cells are morphologically and molecularly unique, depend on various signalling pathways for their maintenance, and show different cell fates when introduced into early embryos to generate chimeras, at least in the mouse. Manipulation of both intrinsic and extrinsic regulators may be needed to reveal the full potential of human ES cells as source of differentiated cells for repair of degenerating or damaged tissue. Recent studies have reported successful derivation of multiple cell types, including neurons, glia, neuronal stem cells, islet cells, hepatocytes, osteoblasts, and adipocytes from mouse and human ES cells in vitro. Human ES cell lines have recently been generated from early human blastocysts (5 days post fertilisation) by several laboratories and maintained for over 1 year in vitro, they remain karyotypically and phenotypically stable and may therefore provide an excellent source material for cell therapies. Current protocols for dissociation of human embryos to generate ES cells are adapted from the mouse and culture conditions are similar to those in mouse except growth factor requirements. Murine ES cells require the cytokine leukemia inhibitory factor (LIF) to maintain their pluripotent state, whereas human stem cells are not responsive to this cytokine perhaps due to the longer cell cycle of human ES cells in vitro. To which extent signaling pathways are shared between human and mouse ES cells will determine to which extent experimental protocols must be adjusted from mouse to human ES cell culture. Progress in understanding if all human ES cell lines (currently, reliable data are available for 26 lines) are equal requires the comparison of molecular markers of the undifferentiated pluripotent state as well as cellular characteristics and potency among the different cell lines. And it is already obvious that not all mouse markers are expressed in human cells (e. g. SSEA-3 and –4 are expressed in human but not in murine ES cells, whereas SSEA-1 is expressed just opposite). A number of reports already have documented successful transfection of human ES cells, although the use of retroviral vectors and biochemical strategies has to be addressed with care, if the genetically altered ES cells are going to be used for therapy. Up to now cell replacement therapies in human medicine have been limited by the availability of sufficient quantities of cells for transplantation. Although human ES cells form embryoid bodies and differentiate in vitro into a variety of cell types that derive from the three embryonic germ layers, it is unclear whether this would also occur during normal embryogenesis. Therefore it is important to follow all the intermediate steps up to the final commitment of the more specific derivatives e.g. endodermal cell rising to pancreas. For ethical reasons, the implantation of human ES cells into human embryos as hosts should not be performed. The only in vivo assay to test differentiation potential so far is the subcutaneous injection into immunocompromised mice, where the human ES cells behaved like murine cells and formed maligne teratocarcinomas. In other more difficult, but comprehensive in vivo assays marked human ES cells could be transplanted into defined tissue environments in discrete regions of the adult mammalian organism to test the incorporation ability.

Human ES cell research is controversial, however, mostly because of the source of material (mainly blastocysts) used to generate the lines. Because of this and the intrinsic advantages of accessing adult tissues, there is also intensive research on the potential ability of tissue-restricted adult stem cells to be redirected into other cell lineages. Self-renewing stem cells can be isolated at different stages of development from various tissues and organs and maybe a favourable alternative to derive human ES cells from spare IVF embryos or biomedical research cloning. This latter technique involves the transfer of a somatic cell or its nucleus into an enucleated human oocyte and the use of the resulting blastocyst to establish autologous, patient-specific ES cells without rejection problems after cell transplantation. However, the reprogramming of a somatic nucleus in an oocyte is still very inefficient and may be mainly due to epigenetic anomalies. Fortunately, these failures would not hamper the establishment of fully competent and genetically normal ES cells because they do not have to undergo complete embryonic development and irregular imprinting does not play a role in terminal differentiated cell derivatives. The recent findings that ES cells might also be capable to differentiate into normal oocytes might also offer another step forward towards efficient human ES cell technology without destroying human beings but helping ailing people.

Eingeladene Vorträge (EV)
EV-1

Richtlinien zur Diagnostik und Therapie von Hodentumoren

Albers P

Klinik und Poliklinik für Urologie, Universitätsklinikum Bonn

Seit 1996 bestehen in Deutschland Konsensusempfehlungen zur Diagnostik und Therapie von Hodentumoren. Der damalige Konsens entstand bereits interdisziplinär (Strahlentherapeuten, medizinische Onkologen, urologische Onkologen) und wurde 2001 in einer „update“-Konferenz revidiert und international publiziert (u. a. European Urology). Im November 2002 fand die erste europäische Konsensuskonferenz zur Diagnostik und Therapie von Hodentumoren statt, die zu einer weiteren Verbesserung der Konsensusempfehlungen geführt hat. Das Ergebnis dieser Konferenz wird 2003 international publiziert werden. Diese Richtlinie entstand EBM basiert und ist einer S 3 Leitlinie äquivalent. Von der Epidemiologie über die pathohistologische Aufarbeitung, das Staging und die stadienorientierten Therapieempfehlungen beinhaltet diese Richtlinie die neuesten Daten zum Management von Hodentumoren. Das Übersichtsreferat wird sich auf die klinisch wichtigen Neuerungen konzentrieren und diese stadienorientiert darstellen.

EV-2

QUALITÄTSKONTROLLE IM IVF/ICSI-LABOR

Baukloh V

Fertility Center Hamburg

Einleitung: Qualitätsmanagement (QM) spielt im humanmedizinischen Bereich eine zunehmend wichtige Rolle. Ein Modell zur Einführung und Durchsetzung eines QM-Systems bietet die DIN EN ISO-Norm 9001: „Qualitätsmanagementsysteme – Anforderungen“, die die Grundlage zur Zertifizierung einer Einrichtung liefert. Darüber hinaus unterwerfen sich einige IVF-Zentren in Deutschland dem Akkreditierungsverfahren für Prüflabore gemäß der DIN EN ISO 17025 speziell für den Laborbereich. Zur Erfüllung dieser Normforderungen zur Akkreditierung ist der Nachweis der engmaschigen detaillierten Kontrollen aller methodischen Teilschritte für alle beteiligten Mitarbeiter maßgeblich. Selbstverständlich sollte jedes etablierte IVF-Labor - auch ohne Bestrebungen zur Akkreditierung - über Mechanismen der Fehler-Früherkennung und –Vermeidung verfügen, um eine optimale Patientenversorgung zu gewährleisten.    

Material und Methoden: Da die Erfolge der IVF durch ein gleichwertiges Zusammenarbeiten der medizinischen und der Laborteilbereiche erreicht werden, sollten auch beide Anteile durch geeignete „Kenngrößen“ auf die Qualität ihrer Leistungen hin überprüft werden. Für den Laborbereich bieten sich – neben detaillierten Routineüberwachungen aller relevanten Arbeitsgeräte und aller verwendeten Medien -  folgende Daten zur regelmäßigen Einschätzung der Leistung jedes Mitarbeiters an:

IVF/ICSI: Anteil degenerierter Eizellen durch Handhabung, Anteil befruchteter Eizellen nach Insemination oder Injektion, Anteil erzielter Schwangerschaften nach Transfer

Kryo-Labor: Überlebensrate nach Einfrieren und Auftauen von Pronucleusstadien, Weiterentwicklung aufgetauter Stadien, Schwangerschaftsrate nach Transfer.

Die Bewertung von Gameten, Fertilisationserfolg und Embryomorphologie kann vergleichend zwischen Mitarbeitern eines Labors (interne Vergleiche) an gleichen Testobjekten, aber auch mit denen anderer Labors durchgeführt werden (externe Vergleiche):

Andrologie: Bewertung von Spermien-Konzentration, -Morphologie, -Motilität und -Progressivität 

IVF/ICSI: Bewertung von Oocytenreife und –morphologie, von Fertilisationsrate und Embryonenqualität (erreichtes Teilungsstadium und Morphologie)

Ergebnisse: Im Rahmen des Akkreditierungsverfahrens, dem sich unsere Einrichtung im Jahr 2002 unterzog, wurden regelmäßige interne Vergleiche zwischen den Labormitarbeiter eingeführt. Die niedrigsten Schwankungen in der Beurteilung von weiblichen Gameten und Embryonen ergaben sich für Oocyten (keine Unterschiede) und Fertilisationserfolg (1 Abweichung in 11 Beurteilungen, 7 Mitarbeiter insgesamt). Die Embryonenqualität wurde für niedrige Teilungsstadien (2- bis 8-Zeller) und geringe Fragmentationsgrade (<25%) gleichförmig beurteilt, für höhere Entwicklungsstadien und/oder schwerwiegendere Fragmentationen streuten die Ergebnisse deutlicher (bei 4/29 Embryonen bezüglich der erreichten Zellzahl, bei 5/29 bezüglich des geschätzten Fragmentationsgrades).

Bei der Beurteilung männlicher Gameten wurden die Parameter Konzentration, Gesamtmotilität und Progressivität (WHO-Grad A) vor und nach der Präparation zur assistierten Fertilisation zu Vergleichen herangezogen. In 9 Proben, die je von zwei verschiedenen Mitarbeitern beurteilt wurden, differierte die Nativkonzentration im Mittel um 5,3 Millionen (Range der ursprünglichen Konzentrationen 1 bis 113 Millionen/ml), die Konzentration der präparierten Probe um 1,3 Millionen Spermien pro ml. Die entsprechenden Werte für die Gesamtmotilität betrugen 9,2% Schwankungen im Nativbefund (Range 31,5 bis 80,5%) und 6,9% nach Präparation, wohingegen die Progressivmotilität erwartungsgemäß die größten Streuungen nach Präparation aufwies mit 7,9% nativ (Range 0 bis 32,5% A-Motilität) und 17,2% nach Aufarbeitung. 
Aus den prospektiv in elektronischer Form erhobenen Zyklusdaten jeder Patientin (RecDate) ließen sich verschieden Teilschritte der Behandlung für den Zeitraum 2000 bis 2002 dem ausführenden Mitarbeiter zuordnen und retrospektiv auswerten. 

Die Degenerationsrate behandelter Oocyten nach ICSI schwankte um 3,4% (Standardabweichung) zwischen den Mitarbeitern (Mittelwert 12,1%),  die Fertilisationsrate überlebender Oocyten dagegen um 6,5% (Mittelwert 60,4%). Hierbei zeigte sich ein deutlicher Lerneffekt - je länger die Personen die Prozedur ausführten desto gleichmäßiger wurden die Ergebnisse. Die erreichten Schwangerschaftsraten nach Transfer  differierten nicht signifikant mit einer Schwankung von nur 1,4% zwischen den Mitarbeitern (Mittelwert 32,0% Schwangerschaften pro Transfer).

Die Überlebensraten kryokonservierter imprägnierter Oocyten waren in Abhängigkeit vom „einfrierenden“ oder „auftauenden“ Mitarbeiter etwa gleich (55,2% und 57,9% der Oocyten) mit ebenfalls vergleichbaren Schwankungen (9,0% und 8,8% Standardabweichung). 

Schlussfolgerungen: Ein engmaschiges Qualitätssicherungssystem ermöglicht schnelles Reagieren auf Abweichungen von üblicherweise erreichten Erfolgsraten. Vorraussetzung sind selbstverständlich routinemäßige Kontrollen sowie Festlegung der Aktionsgrenzen für die wichtigsten Geräte – im Fall der IVF/ICSI-Methoden in erster Linie der Brutschränke. 

Exakte Datenerfassung aller Behandlungsteilschritte - möglichst in elektronischer Form - mit Notierung der ausführenden Person ist unerlässlich zur anschließenden Auswertung  der erzielten Teilergebnisse. Diese Maßnahmen erhöhen als Nebeneffekt die Aufmerksamkeit der beteiligten Mitarbeiter für die auszuführenden Techniken. Fallen individuelle oder generelle Schwächen oder auch Stärken auf, kann kurzfristiger Schulungsbedarf ermittelt werden. Insbesondere ist dieses Konzept hilfreich bei der Einarbeitung neuer Laborkräfte, die selbst einen raschen Überblick über den Stand der eigenen Leistungen im Vergleich zu den routinierten Kollegen erhalten.

EV-3

ERECTILE DYSFUNCTION AND QUALITY OF LIFE  –  RESULTS OF A REPRESENTATIVE SURVEY

Beier KM1, Schäfer GA1, Englert HS2, Willich SN2

1Institute of Sexology and Sexual Medicine, 2Institute of Social Medicine, Epidemiology and Health Economics,
Charité Hospital, Humboldt University, Berlin

Introduction: Empirical research on erectile dysfunction (ED) has increased dramatically during the past 10 years. Due to methodological shortcomings, however, there exists much disparity in prevalence estimates and not one of the studies conducted until 1999 utilised the DSM criteria (Simons and Carey, 2001). Likewise, the vital role quality of life in general and relationship satisfaction in particular play as risk factors needs more attention in both diagnosis and treatment. The goal of this study was threefold: to determine the point prevalence of ED amongst 40 to 79 year old Berlin men and to investigate their general health status, life style and quality of life. The main outcome measure was the prevalence of ED in Berlin, stratified by four age categories. The presence of ED was determined using two different approaches (EF-domain and DSM-IV criteria).

Material and methods: A cross-sectional study was conducted using a questionnaire comprised of six major sections (socio demographics, health history data, health status, quality of life, sexuality, and lifestyle), which was mailed to a representative sample of 6000 men. 
Results: A total of 2082 questionnaires were returned (34,7 % response rate), of which 2070 were suitable for analysis Using the EF-domain the adjusted total prevalence of 49.7 % was found, and following the DSM-IV criteria the overall prevalence was 21.2 %. Across all age groups men without ED report a subjective health status using the EuroQol-VAS that is significantly higher than that reported by men with ED. The differences between ED and Non-ED groups with respect to satisfaction with relationship are significant for the first three age groups; within men aged 70-79 years no difference was found. For example, within the youngest age group men who indicate low satisfaction with their relationship are twice as likely to have ED than men moderately satisfied with their relationship and three times as likely to have ED when compared to men highly satisfied with their relationship.

Conclusion: The prevalence of ED largely depends on the definition of ED. Even the lowest prevalence indicates, however, that erectile dysfunction is an important public health concern. The correlation between satisfaction with ones relationship and ED was demonstrated empirically. The results of this study, therefore, highlight the necessity to consider the status of the relationship to improve both diagnosis and treatment of erectile dysfunction.

EV-4

Ultraschall und sonstige apparative Diagnostik bei Kinderwunsch

Bock K1, Duda VF1, Hadji P1, Krause W2, Wagner U1
1Klinik für Gynäkologie, Gynäkologische Endokrinologie und Onkologie, 2Andrologische Klinik am Zentrum für Dermatologie, Philipps-Universität, Marburg

Einleitung: Im Zyklusmonitoring ist der herausragende Stellenwert des gynäkologischen Ultraschalles unbestritten. Welche Bedeutung hat die Sonographie im Vergleich zu anderen apparativen Untersuchungsverfahren in der Basisdiagnostik bei unerfülltem Kinderwunsch?

Material und Methoden: 

· Nicht-selektioniertes Patientenkollektiv einer universitären Sterilitätssprechstunde (140 Patientinnen)

· Qualifizierte Basissonograhie von Uterus und Adenexe unter Zuhilfenahme der Farbdopplersonographie versus Hysteroskopie und Laparoskopie

· Hysterokontrastsonographie versus Chromolaparoskopie und Hysteroskopie zur Abklärung des tubaren und uterinen Faktors

Ergebnisse: PPV der nicht- bzw. minimal-invasiven sonographischen Verfahren hinsichtlich des Nachweises einer Tubendurchgängigkeit und unauffälliger uteriner Verhältnisse >90%; NPV ~60%.

Schlussfolgerungen: Die Ergebnisse rechtfertigen den primären Einsatz der sonographischen Verfahren auch in der Basisdiagnostik bei unerfülltem Kinderwunsch. Bei sonographisch unauffälligem Befund kann auf weitere apparative Untersuchungsverfahren verzichtet werden. Bei pathologischem Befund besteht eine höhere Unsicherheit, so dass weitere invasivere Verfahren indiziert erscheinen.

EV-5

FLOW CYTOMETRIC INVESTIGATIONS OF SPERM QUALITY 

Bollwein H

Veterinary Clinic for Gynaecology and Obstetrics, Ludwig-Maximilians University, Munich

Introduction: Conventional methods for the evaluation of sperm quality are often time-consuming and show a weak repeatability because of the limited number of subjectively evaluated sperm. In contrast, using flow cytometry objective data from thousands of cells can be obtained rapidly. The aim of this study was to establish flow cytometric assays for the determination of different sperm parameters and to relate them to fertility of bulls and stallions.

Material and methods: Investigations were carried out on cryopreserved sperm of bulls and stallions used in breeding programs. In addition, changes of sperm quality in 4 bulls were investigated after inducing heat stress by scrotal insulation for 48 hours. Sperm quality was evaluated by conventional microscopic methods (motility, vitality and morphology) and following flow cytometric assays: SYBR14/PI for the analysis of plasma membrane integrity (PM), JC-1 for the evaluation of mitochondrial membrane potential (MMP), SYTO/FITC-PNA/PI for the determination of acrosomal status (AS) and acrosomal reaction (AR) and SCSA for the investigation of chromatin structure (CS). Precision of flow cytometric assays was determined by calculating intra-class correlation coefficients (ICC) of repeated measurements of cryopreserved semen samples from the same ejaculates.

Results: Results of flow cytometric assays were highly repeatable (ICC > 0.86) and showed only moderate or no correlations to conventional evaluations. After scrotal insulation significant, different changes in PM, MMP, AS, AR and CS occurred. CS and AR, but not PM, MMP and AS were related to fertility.

Conclusion: The results of this study show that flow cytometric assays provide precise, valuable information on sperm quality.

EV-6

SEXUELLE ÜBERGRIFFE – EIN MÄNNERPROBLEM ?

Bosinski HAG

Sexualmedizinische Forschungs- und Beratungsstelle, Universitätsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel

Die „klassischen“ Sexualdelikte (Vergewaltigung, sexuelle Nötigung, sexueller Kindesmissbrauch, Exhibitionismus) werden (fast) ausschließlich von Männern begangen. Eine sich als „Männerheilkunde“ verstehende Andrologie wird deshalb nicht umhin kommen, sich zumal in der klinisch-praktischen Arbeit auch diesem Thema zuzuwenden. So zeigt beispielsweise die sexualmedizinische Praxis, dass eine Vielzahl der Männer mit potentiell gefährlichen Paraphilien auch weitere sexuelle Störungen (sexuelle Funktionsstörungen, Geschlechtsidentitätsstörungen) aufweisen. Der Vortrag gibt einen Überblick über die Epidemiologie der Sexualdelinquenz und betrachtet unter therapeutischen und prognostischen Gesichtspunkten die Haupt-Tätergruppen.

EV-7

Spannungsfeld Reproduktionsmedizin - PID aus patientinnen- und ärztinnenspezifischer Sicht

Bühren A, du Bois G, Perl FM

Deutscher Ärztinnenbund, Köln

Der Vortrag möchte aus der Sicht von Ärztinnen auf Konflikte in der Reproduktionsmedizin hinweisen. Der Deutsche Ärztinnenbund hat sich in seiner Stellungnahme zur Präimplantationsdiagnistik (PID) mit den kritisch zu bedenkenden Seiten dieser neuen Technik beschäftigt und gefragt, ob diese nicht schwerer wiegen als die unbestreitbaren Vorteile, die einzelnen Frauen und Paaren damit zugute kämen. Die PID könnte unserer Meinung nach nur nach einer Änderung des Embronen-Schutz-Gesetzes in Deutschland eingeführt werden. Es ist zu fragen, wem eine Liberalisierung nützt und welche negativen Folgen sich daraus ergäben? Es ist unbestritten, dass eine Frau, der ein lange versagter Kinderwunsch durch Hochtechnologie endlich erfüllt wird, erfreut ist. Andererseits bleibt ihr ein bitterer Nachgeschmack, weil die Anwendung des gewaltigen Aufwandes ihr verdeutlicht, dass es so wichtig ist, ein Kind zu haben, dass sie ohne dieses Kind sehr viel weniger Anerkennung finden würde, weniger wert wäre. Durch die Einführung der PID könnte sich diese Situation noch verschärfen, denn die Frau würde damit in die Pflicht genommen, nur eine Schwangerschaft mit einem genetisch gesunden Kind einzugehen.

EV-8

RISK OF HORMONE-RELATED CANCERS AFTER OVARIAN STIMULATION FOR IN VITRO FERTILISATION IN A COHORT OF 25,152 WOMEN

Burger CW1, Klip H2, Van Leeuwen PE3
1Department of Obstetrics and Gynaecology, Erasmus University Medical Center, Rotterdam, 2 Department of Epidemiology, Isala Clinics, Zwolle, 3 Department of Epidemiology, Netherlands Cancer Institute, Amsterdam , The Netherlands

Introduction: Since hormonal and reproductive factors are known to be involved in the aetiology of cancers of the female reproductive system, a stimulating effect of fertility drugs (FDs) on the risk of these cancers is theoretically possible. Low statistical power and lack of control for important confounders, such as the cause of subfertility and/or parity, have limited previous studies of fertility treatment and cancer risk. Furthermore, the follow-up time after subfertility treatment has been relatively short in most studies.

We report here on a large-scale nation-wide cohort study that was initiated to examine whether women who received one or more in vitro fertilization (IVF) treatment cycle(s) with ovarian stimulation are at increased risk of ovarian cancer and other hormone-related cancers. 

Methods:

Study population We identified a historical cohort of 26,428 women diagnosed with subfertility problems between 1980 and 1995 in all twelve IVF hospitals in the Netherlands. Subfertility was defined as unable to achieve conception after one or more years of frequent unprotected intercourse. Furthermore, all women had to have a known date of birth, and be older than 18 years at the time of their first visit to the fertility clinic. 

Women were included in the exposed cohort after completing at least one IVF treatment between 1983 and 1995 (n=19,840). We were able to include almost all women who ever had an IVF treatment in the Netherlands in the study period. The control group consisted of subfertile women diagnosed between 1980 and 1995 who did not have an IVF treatment (n= 6,588 unexposed women). We extensively checked whether women in the unexposed group received IVF in other hospitals. 

Study procedures and follow-up: All cohort members received a risk factor questionnaire (overall response rate of the total group was 66.9%), subfertility data were collected from their medical records, and cancer incidence through 1997 was ascertained through linkage with the population-based Netherlands Cancer Registry (NCR). Finally, after excluding incomplete medical data or questionnaires 18,298 women with IVF and 6,320 women in the unexposed (control) group were eligible. 

Medical records: Research assistants specifically trained for data collection in this study abstracted detailed information from the medical records of 13,216 women in the cohort. Due to the fact that ovarian stimulation in another hospital was given and the limited funding we were not able to include all medical records

Assessment of cancer incidence: The study outcome, cancer incidence, was assessed through record linkage with the Netherlands Cancer Registry (NCR) for the period 1989-1997 and through the health questionnaire survey (including medical verification of self-reported tumours), for the periods before 1989 and after 1997. The NCR is a population based nation-wide registry, established in 1989, and has 96% complete data on invasive malignant neoplasm’s occurring in the Netherlands. 

Statistical analysis: First, a comparison was made between cancer incidence in the cohort of subfertile women and cancer incidence in the general population. We determined the Standardised Incidence Ratio (SIR), which is defined as the ratio of the observed (O) and expected (E) number of cancers in the study population. Expected numbers were calculated by applying the person-year distribution in the cohort to sex-, age- and calendar period-specific reference data from the NCR.

Results: The mean age at first IVF treatment or visit was 33.1 years for the exposed group and the 31.5 years for unexposed group. Not only did women in the unexposed group have a longer median duration of follow-up compared to women in the exposed group (8.0 years vs. 5.2 years), but they were also slightly older at the end of follow-up (mean ages of 40.1 years and 38.6, respectively). The results the of SIR’s is given of the women who underwent IVF treatment (Table 1). No increased risk of breast and ovarian cancer was found. The increased risk of endometrial cancer is significant.  

Table 1. Number of observed cases, expected cases and Standardized Incidence Ratios (SIR) for different cancer sites in the OMEGA-study of the IVF group after linkage with the NCR NCR (cohort and NCR plus cohort)

	
	Obs
	Exp
	SIR
	95% CI

	Total
	169
	145.2
	1.2
	1.0-1.4

	
	
	
	
	

	Breast
	74
	61.8
	1.2
	1.0-1.5

	Ovary
	10
	7.7
	1.3
	0.6-2.4

	Endometrium
	8
	2.1
	3.8
	1.6-7.5

	Melanoma
	22
	14.8
	1.5
	0.9-2.3

	Thyroid
	3
	2.9
	1.0
	0.2-3.0


Table 2. Number of observed cases, expected cases and Standardized Incidence Ratios (SIR) different cancer sites in the OMEGA-study of the control (unexposed) group after linkage with the NCR.

	
	Obs
	Exp
	SIR
	95% CI

	Total
	93
	88.7
	1.0
	0.9-1.3

	
	
	
	
	

	Breast
	42
	39.2
	1.1
	0.8-1.4

	Ovary
	7
	4.5
	1.5
	0.6-3.2

	Endometrium
	4
	1.7
	3.6
	1.3-7.9

	Melanoma
	11
	8.3
	1.5
	0.7-2.5

	Thyroid
	1
	1.5
	1.4
	0.02-3.7


For endometrial cancer and melanoma an increased risk was observed in both the IVF group and the control group. 
Since the increase in risk was observed in both groups, an effect of subfertility itself is likely.
Discussion: For women in the Omega-cohort, the overall risk for breast cancer was similar to that of the general population. In the exposed group, slightly more cases of breast cancer were observed after 5 years of follow-up, but not significantly so. In the study by Venn et al., women had significantly more breast cancers diagnosed than expected within one year since last IVF treatment (Obs=17; Exp=8.7; SIR=1.96; 95% CI 1.22-3.15). As mentioned by the authors, ovulation induction may promote the development of pre-existing cancers; a short-term increase in breast cancer risk has also been related to the tumour promoting effects of high oestrogen concentrations during pregnancy and the use of OC. However, based on 41 cases, we found no increase in breast cancer risk in the first year of follow-up after IVF treatment. In the Israeli cohort, Ron et al. and Modan et al. examined the use of HMG, CC and HCG in relation to the risk of endometrial cancer. After 21.4 years of follow-up, endometrial cancer risk was significantly increased among women treated with ovulation induction compared to the general population (SIR=6.8; 95% CI: 3.6-11.5). Untreated subfertile women had an increased risk of 3.3 (95% CI: 1.4-6.6) compared to the general population. In contrast, Venn et al. Found no increased  QUOTE "" 
risk of uterine cancer afer IVF treatment, but the risk estimate was based on small numbers. Highly elevated risks of tumours of the ovary, breast and melanoma in women exposed to IVF in the Netherlands can be excluded, based on the present data which involve a median follow-up of 5.6 years. Due to the still rather young attained age in our cohort, further follow-up is warranted. Future studies will be facilitated by obtained consent and possibilities of automatic follow-up and record linkage procedures. 

In conclusion, the increased risk for endometrial cancer is significant and is further explored in multivariate analyses.
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IMPLEMENTIERUNG EINES QUALITÄTSMANAGEMENTSYSTEMS IN EINE IVF-PRAXIS

Buurman O1, Klusmann P1, Offermanns G2, Glaser M3
1 Gemeinschaftspraxis Buurman/Dumschat/Heidecker, Minden; 2 Fakultät für Gesundheitswissenschaften, Universität Bielefeld; 3 Landesgewerbeanstalt LGA InterCert, Nürnberg

Einführung: Im Sommer 1998 führten die ersten IVF-Praxen ein Qualitätsmanagementsystem (QMS) ein. Seither gibt es ca. 40 IVF-Arbeitsgruppen in Deutschland, die diesen Vorgang abgeschlossen und sich einem externen Audit unterzogen haben. Durch Einführung einer Norm werden Prozesse optimiert, transparent und rückverfolgbar. Das Ziel der Implementierung eines QMS ist die Umsetzung der Unternehmensphilosophie, Verbesserung der Ergebnisqualität, bessere Ausnutzung vorhandener Ressourcen sowie Verbesserung von Rechtssicherheit mit der Folge einer gesteigerten Zufriedenheit von Patienten, Zuweisern, Mitarbeitern und Praxisinhabern. Zukünftig wird es nicht mehr ausreichen, lediglich gute Qualität zu erbringen, man wird sie gegenüber unterschiedlichen Anspruchsgruppen auch darlegen müssen. Der Aspekt der Ergebnisqualität steht dabei im Mittelpunkt. 

Material und Methoden: Bei der Implementierung eines QMS in eine medizinische Einrichtung orientiert man sich an der international anerkannten Norm EN DIN ISO 9001:2000. Diese patienten- und prozessorientierte Norm ist mittlerweile so umgestaltet, dass sie auf  IVF-Praxen anwendbar ist. Wenn eine Überprüfung des QMS einer IVF-Praxis gewünscht wird, so stellt sich die Einrichtung einem internen Audit. Später kann die Praxis nach einem externen Audit gemäß ISO-Norm zertifiziert werden. - Tiefergehende, detailiertere Bemühungen um ein umfassenderes QM-System machen die Anwendung der DIN 17025 erforderlich. Diese wird abgeschlossen mit einer Begutachtung durch ein externes, qualifiziertes Team. Nach Begutachtung und gegebenenfalls Kompensation von Abweichungen erstellen die Begutachter einen Bericht. Dann entscheidet ein Sektorkommitee auf Basis der Empfehlung der Begutachter über die Akkreditierung der IVF-Praxis als Prüflaboratorium. - Diese beiden Methoden haben internationale Normen als Grundlage und lassen nur eine Ja/Nein-Entscheidung ohne Benchmarking zu. Demgegenüber erlaubt die eher wissenschaftliche Beurteilung einer IVF-Praxis nach den Kriterien der Europäischen Gesellschaft für Qualitätsmanagement (EFQM) durch Punktwertung einen Vergleich verschiedener Einrichtungen. Im Mittelpunkt steht jedoch auch in diesem System die Suche nach Stärken und Verbesserungspotentialen. Sich daraus ergebende Projekte werden strukturiert umgesetzt und deren Ergebnisse abgebildet und bewertet. Das EFQM-Modell unterstützt primär die Darlegung der Ergebnisqualität eines IVF-Zentrums unter Berücksichtigung von Struktur- und Prozessqualität. Dabei werden soziale, gesellschaftspolitische und gesundheitsökonomische Aspekte in die Beurteilung einbezogen. Eine hohe Punktzahl ist nur bei positiven Trends über mehrere Jahre zu erzielen. Durch Einführung des Gedankengutes vom Total Quality Management („immer besser“, statt „gut genug“) rücken Patienten- und Mitarbeiterzufriedenheit in den Mittelpunkt. – Allen Systemen ist gemeinsam, dass für ein erfolgreich absolviertes externes Audit eine Urkunde überreicht wird, mit der in zunehmendem Maße Außenwirkung zu erzielen sein wird.

Ergebnisse: Die Einführung eines Qualitätsmanagementsystems in eine IVF-Einheit wird jeweils bidirektional beeinflusst von den Faktoren Zeit und Geld. Sie dauert durchschnittlich 9 bis 12 Monate. Die Kosten setzen sich zusammen aus einem Beraterhonorar, den Gehältern für Mitarbeiter und Geschäftsführung sowie den Auditkosten. So kann z.B. durch höheren finanziellen Aufwand in kürzerer Zeit eine umfassendere Verbesserung der Ergebnisqualität erreicht werden, dagegen dauert mit geringerem finanziellen Aufwand die Verbesserung länger. Finanzielle Vorteile lassen sich erzielen z.B. durch Einsparung von Ressourcen, durch Vermeidung juristischer Komplikationen sowie durch verbesserte Ergebnisqualität mit konsekutiver Umsatzsteigerung. Die Aushändigung einer ISO- oder Akkreditierungsurkunde oder eines EFQM-Gutachtens ist jeweils nur ein Zwischenergebnis im Bemühen um eine ständige Verbesserung. Durch Einführung von Führungstechniken wie Delegation, Zielvereinbarung etc. werden Führungskräfte zu Coaches. Menschen, die TQM einführen, müssen sich darüber im Klaren sein, dass ihr Unternehmen umgekrempelt wird. Langfristig werden jedoch  bessere Ergebnisse produziert und der Erfolg der IVF-Gruppe gesichert.

Schlussfolgerungen: Die Implementierung eines QMS ist eine Maßnahme, die dazu führt, dass der Patient noch mehr im Mittelpunkt steht, in angenehmerer Atmosphäre betreut wird und bei der die Therapeuten eine hohe Schwangerschaftsrate erzielen. Zusammen mit der Qualitätssicherung soll die Norm helfen, die Effizienz und die Effektivität zu erhöhen, um so einen größtmöglichen Nutzen für Mitarbeiter und Geschäftsführung zu erzielen. Langfristig ist es nicht vorstellbar, dass eine IVF-Einheit ohne optimiertes QMS in einem Wettbewerb bestehen kann, welcher durch die geplante Gesundheitsreform gewollt ist. Über den Markt wird die Frage reguliert werden, welches der drei genannten QM-Systeme sich in Zukunft durchsetzen wird, ob alle drei Systeme nebeneinander Bestand haben werden, oder ob eventuell eine weitere, eventuell sogar eine spezielle IVF-Norm entwickelt werden wird.

EV-10

Qualitätskontrolle im Andrologielabor: Erfahrungen mit QuaDeGA (Qualitätskontrolle der Deutschen Gesselschaft für andrologie)

Cooper TG, Hellenkemper B,  Nieschlag E

Institut für Reproduktionsmedizin der Universität, Münster

Einleitung: Zur Qualitätssicherung im Andrologielabor hat die Deutsche Gesellschaft für Andrologie (DGA) ein Qualitäts-Kontrollprogramm eingeführt. Bisher haben drei QuaDeGA-Ringversuche stattgefunden: im März 2002 (31 teilnehmende Laboratorien), in November 2002 (50) und in März 2003 (73).

Materialien und Methoden: Die Teilnehmer erhielten jeweils zwei fixierte Ejakulatproben für die Spermienkonzentration und die morphologische Bestimmung. Die Motilität wurde mit Hilfe von Filmsequenzen per CD-Rom oder Videoband analysiert.

Ergebnisse: Beispielhaft sind hier die Ergebnisse des 3. QuaDeGA-Laufs dargestellt: 

Spermien-Konzentration. 56% der Teilnehmer trafen das Zielfenster nicht. Gründe können die Verwendung 7 unterschiedlicher Zählkammern oder die Probenverdünnung mit 6 verschiedenen Diluents sein. In den meisten Fällen wurde die Probe für die Konzentrationsbestimmung nicht vorverdünnt. 

Morphologie. 13 verschiedene Färbemethoden wurden eingesetzt:  31% der Teilnehmer benutzten Testsimplets, Papanicolaou (19%), Shorr (13%),  Pappenheim (5%), Diffquick und H&E (je c.3%), Anilinblau, Berenyi, Eosin, Giemsa, May-Grünwald, Sangodiff, SpermAc (jeweils c.2%). 8% bestimmten die Morphologie ohne vorhergehende Färbung. Als Bewertungskriterium gaben die meisten Teilnehmer (78%) die Richtlinien der WHO an, c.3% analysierten nach Krüger strict, c.3% nach Hoffmann (Düsseldorf), c.2% nach Frick und c.8% differenzieren ohne ein definiertes Schema.

Entwicklung durch die QuaDeGA-Qualitätskontrolle. Der  Anteil an Laboratorien, die den besten Rank 1 erzielten, nahm von Lauf zu Lauf zu. Gleichzeitig nahm die Anzahl der Labore ab, die den schlechten Rank 4 erzielten. Teilnehmer, die einen Kurs zur Angleichung der Methodik in Münster absolvierten, wiesen die höchsten Verbesserungsraten auf.

Schlussfolgerungen: Die Teilnahme am QuaDeGA-Programm verbessert die Qualität der Ejakulatanalyse. Die Schulung der MTAs in zentral organisierten Kursen erweist sich als zweckmäßig.

EV-11

EPIDEMIOLOGIE UND KONSERVATIVE THERAPIE VON PENISDEVIATIONEN

Derouet H

Klinik für Urologie und Kinderurologie, Universität des Saarlandes,  Homburg/Saar

Einleitung: Ziel der Studie war es, einen aktuelle Übersicht über epidemiologische Daten und konservative Therapiemöglichkeiten von Penisdeviationen zu geben. Konservative Therapieoptionen bestehen nur für erworbene Penisdeviationen, während kongenitale Penisdeviationen nur auf operativem Weg korrigiert werden können.

Material und Methoden: Die Datenerhebung erfolgte durch Literaturrecherche (Medline) unter Verwendung eigener wissenschaftlicher Ergebnisse.

Ergebnisse: Die Prävalenz kongenitaler Deviationen wird mit 0,4%, die der Induratio penis plastica (IPP) als häufigster erworbener Deviation mit 3,2% (Schwarzer) bis 3,7% (Rhoden) angegeben. Konservative Therapieoptionen bestehen nur bei IPP. Die Spontanremissionsrate wird mit 3,2% (Kardioglu, 2002) angegeben. Unter strengen Studienkriterien(doppelblind, randomisiert) konnte bei der oralen Pharmokotherapie nur Para-aminobenzoat einen signifikanten Effekt auf die Progression, nicht jedoch auf die Rückbildung der Deviation zeigen. Bei der intraläsionalen Pharmakotherapie hat gemäß strengen Studienkriterien keine der getesteten Substanzen einen Effekt auf die Deviation zeigen können. Die Raten der Deviationsbesserungen bei extrakorporaler Stoßwellentherapie (ESWT) reichen von 11-91%, wobei eine case-control study nur tendentiell eine Deviationsbesserung angab. Die lokale Strahlentherapie weist Deviationsbesserungen zwischen 23% (Incrocci, 2000) und 25% (Niewald, 2002) auf.

Schlussfolgerungen: Lokale Veränderungen des Stützskelettes des Schwellkörpers sind gemäß epidemiologischer Daten nicht selten. Die Erfolgsaussichten konservativer Therapiestrategien der Penisdeviation sind sehr limitiert und für neue Therapieoptionen wie der ESWT derzeit nicht abschließend beurteilbar.

EV-12

MOLEKULAR- UND ZYTOGENETISCHE ASPEKTE DER ALTERNDEN EIZELLEN

Eichenlaub-Ritter U, Sun F, Cukurcam S, Vogt E 

Universität Bielefeld, Fakultät für Biologie, Gentechnologie/Mikrobiologie, Bielefeld

Einleitung: Zytogenetische Untersuchungen an humanen Oozyten belegen, dass der Anteil aneuploider Eizellen mit zusätzlichen Metaphase II Chromosomen bzw. zusätzlichen Chromatiden mit zunehmendem Alter der Patientin ansteigt. Das Auftreten von Chromatiden in der Meiose II deutet auf eine Störung in der Zellzyklusregulation gealterter Oozyten hin. Reifung von nackten Eizellen aus ICSI Zyklen scheint unabhängig vom Alter ebenfalls mit hohem Risiko für Chromosomenfehlverteilung assoziiert. 

Material und Methoden: Wir untersuchten Spindelbildung, Chromosomeneinordnung und chromosomale Konstitution in Oozyten der Maus aus prä-antraler Follikelzellkultur und in in-vitro gereiften Oozyten aus antralen Follikeln. Der Einfluss von Veränderungen in der Expression Zellzyklus-regulierender Proteine wurde mittels fluoreszenzmarkierter Fusionsproteine nach Mikroinjektion von mRNA im Mausmodel untersucht.

Ergebnisse: Die hormonale Homeostase während des Oozytenwachstums in-vitro beeinflusst Spindelbildung und Chromosomenanordnung in murinen Eizellen aus prä-antraler Follikelzellkultur. In Anwesenheit nicht geordneter Chromosomen exprimieren Eizellen von Mammaliern Proteine der "Checkpoint" Kontrolle des Zellzyklus, die eine vorzeitige Chromosomentrennung verhindern. Chromatidentrennung kann jedoch in in-vitro reifenden, nackten Mausoozyten durch Kultur in bestimmten Medien ausgelöst werden, die die Verteilung der Mitochondrien beeinflussen. Zugabe von Komponenten, die in-vivo von Granulosazellen produziert werden, wirkt dem entgegen.

Schlussfolgerungen: Störungen in der Aktivität der somatischen Zellen im Follikel z.B. in Abhängigkeit von veränderter hormoneller Homeostase im entleerten Ovar können die Qualität der Oozyte beeinflussen und stellen ein hohes Risiko für Fehlverteilung von Chromosomen während der Eizellreifung und im Präimplantationsembryo dar. Wir können experimentell belegen, dass Störungen in der Expression von "Checkpoint" Proteinen kritisch für die Reifung der Eizelle und die geregelte Verteilung von Chromosomen sind.

Supported by EU(QCRT-200-00058).
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RISIKOFAKTOR HYPERANDROGENÄMIE FÜR DIE OVARIELLE STIMUALATION

Geisthövel F

Center für Gynäkologische Endokrinologie und Reproduktionsmedizin Freiburg (CGE&RMF), Freiburg i. Br. 

Sicherheitsaspekte in der Fortpflanzungsmedizin: Unter Berücksichtigung eines adäquaten Qualitätsmanagements nehmen Erfolg und Sicherheit in der Fortpflanzungsmedizin eine gleichwertige Stellung ein. Sicherheitsaspekte gelten der zu behandelnden Patientin, aber auch den prospektiven Föten, und letztlich der entstehenden oder sich erweiternden Familie. In diesem Kontext kommt der Vermeidung eines ovariellen Hyperstimulationssyndroms (oHSS) und einer Mehrlingsschwangerschaft (ML-SS) im Rahmen von in-vivo- oder in-vitro-Therapieverfahren außerordentliche Bedeutung zu. Ausgangspunkt eines oHSS und der Induktion einer ML-SS ist – von schweren Behandlungsfehlern abgesehen - eine verstärkte Empfindlichkeit der Ovarien auf endokrine Stimulativa wie Clomiphen und Gonadotropine (GT: FSH, LH, hCG). Meiner Erfahrung nach kann in der Reaktivität auf GT-Stimulationstherapien der assisted reproductive techniques (ART) zwischen einem „very low“, „low“, „normal“ und „high response“ der Ovarien unterschieden werden. 

Das hypersensitive Ovar: Während beim „very low response“ praktisch keine therapeutischen Verbesserungsmöglichkeiten zur Verfügung stehen, verlangt der ovarielle „high response“ eine entsprechend individualisierte diagnostische, prognostische und therapeutische Anpassung, um – unter Sicherheitskriterien - zum Erfolg zu kommen. Es sind die „hypersensitiven“ Ovarien, die zum „high response“ neigen: unter einer FSH-Dosis von 200 IU/Tag kommt es innerhalb von 8 bis 10 Stimulationstagen zu einer poly-makro-follikulären Reaktion von >8 Follikeln (>10 mm) pro maximalem Ovardurchmesser mit einer Östradiolkonzentration >3000 pg/ml; wird bei diesem sensitivisierten Ovarstatus hCG appliziert, kann es innerhalb von 4-6 Tagen zu einer massiven Vergrößerung der einzelnen Follikel/Luteinzysten mit einer drastischen Volumenzunahme der Ovarien und Aszitesbildung kommen. Dieser pathologische Status wird zudem durch das endogene hCG eines implantierenden Embryos ab dem Tag + 4 nach Embryotransfer amplifiziert. Es entwickelt sich das Vollbild des oHSS. Hypersensitive Ovarien fallen in unstimuliertem Zustand sonographisch durch einen polyfollikulären Status (>6 Follikel <11mm/max. Ovardurchmesser) auf. Klinisch sind drei unterschiedliche funktionelle Ausgangszustände zu unterscheiden: (i) der Status des einfachen polyfollikulären Ovars (PFO I°) (1,2,3) ist durchaus physiologisch und wird vor allem bei jüngeren (<35 Jahren) und schlanken (BMI< 22 kg/m2) Patientinnen angetroffen; (ii) besonders hypersensitiv reagiert das PFO I° bei Patientinnen mit normo-hypogonadotroper Oligo-Amenorrhoe; (iii) von quantitativer Bedeutung ist das PFO III° (polyfollikulärer Status, Ovarvergrößerung >30 mm, zentrale Hyperfibrose >1/3 des Gesamtorgans (( „polycystisches Ovar: PCO“)(. Das PFO III° findet sich im Rahmen des funktionellen Hyperandrogenismus. (FHA) (1,2,3). Es wird ein FHA I-V unterschieden. Der ovarielle FHA II (PFO III°, ovarielle Hyperandrogenämie ((“lean PCOD“)( und der FHA IV (PFO III°, Hyperandrogenämie, Hyperinsulinämie, Adipositas ((„obese PCOD“)( sind per definitionem mit dem dysmorphologischen Ovarstatus des PFO III° assoziiert.

Therapie: „safe“ ART-Zyklus: Bei der Diagnose eines PFO als prognostisches Warnzeichen eines hypersensitiven Ovars („high responder“) sollte ein „safe“ ART-Zyklus programmiert und durchgeführt werden. Prospektiv sollte die GT-Dosis auf <150 IU/Tag reduziert werden; in Extremfällen sind Dosierungen von ca 70. IU/Tag ausreichend, um die gewünschte Anzahl von ca 5 Follikeln/Ovar ohne Gefahr des oHSS zu erreichen. Bei einzelnen Patientinnen ist die Dosisspanne zwischen einer zu geringen follikulären Reaktion und einem Trend zum oHSS außerordentlich gering und bewegt sich mitunter in einem Bereich von <20 IU FSH. Unter laufender Therapie sollte bereits am ca. 6. Stimulationstag ein sonographische Kontrolle erfolgen, um zu entscheiden, ob evt. ein „step-down-protocol“ (Dosisreduktion der laufenden GT-Stimulationstherapie) sinnvoll wäre. Besteht unter der bereits laufenden Therapie der eindeutige Hinweis für die Ausbildung eines oHSS, empfiehlt es sich, die Therapie abzubrechen, und mit einer entsprechend niedrigeren FSH-Dosis den Zyklus neu zu starten. Alternativ bietet sich an, die hCG-Applikation frühzeitig bei einem Durchmesser des dominanten Follikels von ca 15 mm durchzuführen, da auch aus Follikeln mit Durchmessers <18 mm durchaus mature, fertilisierbare Oozyten zu gewinnen sind. Die minimalste hCG-Dosis, die neben der Luteinisierung der Granulosazellen zur Dissoziation des Cumulus oophorus führt, liegt bei 4.000 IU hCG; unterhalb dieser Dosierung kann man nach 36 h Abstand keine Oozyten gewinnen. Eine hCG-Dosis von 5000 IU sollte nicht überschritten werden. Eine weitere, klinisch wertvolle Alternative ist nach der hCG-Apllikation und Ooztytengewinnung die konsekutive Kryokonservierung aller eumorphen 2-PN-Zellen/Embryonen ohne aktuellen Embryotransfer. Zwar kann sich auch ein schweres, klinikpflichtiges oHSS (Hämatokrit >42%) entwickeln, dieses hält aber – wenn der ovarielle Ausgangszustand nicht bereits exzessive Ausmaße angenommen hat - nur wenige Tage an, im Gegensatz zu einem oHSS im Falle einer erfolgreichen Implantation, in deren Folge es zu wochenlangen Klinikaufenthalten mit intensivmedizinischen Maßnahmen kommen kann. Mit der Kryokonservierung ohne aktuellen Embryotransfer geht ein aufwendiger und teurer Behandlungszyklus nicht verloren, ohne dass die Patientin in eine wirkliche Gefährdung gerät. Im Allgemeinen können schon im übernächsten spontanen oder milde stimulierten Folgezyklus die aufgetaut-kryokonservierten Embryonen oder Embryonen entwickelt von aufgetaut-kryokonservierten 2-PN-Zellen retransferiert werden. Ist ein aktueller Embrytransfer unter der Zeichen eines oHSS erfolgt, sollte maximal 1 eumorpher 8-Zellen-Embryonen am Tag 3 (post punctionem) transferiert und auf keinen Fall hCG zum Lutealphasensupport verabreicht werden. Übriggebliebene Embryonen müssen kryokonserviert werden.

1. Geisthövel F, Schulze E (2000) Funktionelle ovarielle Hyperandrogenämie (FOHA). In: Geisthövel et al, eds: www.gyn-endo-handbuch.de
2. Geisthövel F (2002) Funktioneller Hyperandrogenismus (sog. "polyzystisches Ovarsyndrom"): neue Aspekte zur Klassifizierung, Ätiologie, Diagnostik und Therapie.  Gynäkologe 35:48-63

3. Geisthövel  F (2003) Functional hyperandrogenism (so-called "polycystic ovary disease"): etiology, diagnosis and therapy based on a new classification. In: Geisthövel F and Spinner DM, eds: www.cer-online.com (in preperation)
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GENETISCHE DISPOSITION ZUR INDURATIO PENIS PLASTICA?

Hauck EW

Klinik und Poliklinik für Urologie und Kinderurologie, Justus-Liebig-Universität, Gießen

Die Induratio penis plastica (IPP) tritt bei ca. 3% der männlichen Bevölkerung zwischen dem 50. – 60. Lebensjahr auf. Ca. 25-30% dieser Patienten leiden auch an einem M. Dupuytren, während nur 1-3% der Gesamtbevölkerung eine Dupuytrensche Kontraktur aufweisen. Dieser Zusammenhang läßt einen unbekannten - möglicherweise genetischen - Faktor  vermuten, der zu einer vermehrten Fibrose führt. 

10 Publikationen beschäftigen sich an sehr kleinen Kollektiven mit der Frage nach einer möglichen Assoziation mit dem HLA-System mit sehr unterschiedlichen Ergebnissen: Die Spannbreite reicht von einer fehlenden zu bis zu hoch signifikanten Assoziation mit bestimmten HLA-Antigenen. In einer aktuellen, repräsentativen Serie von 154 IPP-Patienten vs. 2450 bzw. 316 Kontrollen konnte keine Assoziation der IPP mit den Antigenen des HLA-Systems nachgewiesen werden.

In den IPP-Plaques konnte eine vermehrte Expression von Transforming Growth Factor-beta (TGF-() nachgewiesen werden. Außerdem lassen sich durch Injektion von Zytomodulin – einer Substanz mit TGF-(-ähnlicher Aktivität – bei der Ratte in der Tunica albuginea Veränderungen erzielen, die denen der Frühphase der IPP entsprechen.  Daher wurde untersucht, ob es bei Patienten mit IPP ein genetisches Risiko für eine vermehrte TGF-(1-Expression gibt. Die prospektive Analyse der SNPs im TGF-β1 kodierenden Gen zeigte eine erhöhte Frequenz des homozygoten Genotyps des SNP G915C bei IPP-Patienten gegenüber dem Kontrollkollektiv (89% versus 79%; p=0.04). Dieser Befund könnte die Prädisposition zur IPP beeinflussen, stellt aber sicher keinen wesentlichen genetischen Risikofaktor dar.

Eine Arbeitsgruppe konnte signifikant niedrige (1-Antitrypsinspiegel bei IPP-Patienten in einer relativ kleinen Serie nachweisen. Es wurde postuliert, daß das (1-Antitrypsindefizit zu einer Änderung des Kollagenstoffwechsels führen könnte. Die niedrigeren Konzentrationen konnten nicht durch die bekannten genetischen Variationen der M, Z und S- Allele erklärt werden, die bei anderen Erkrankungen mit unterschiedlichen (1-Antitrypsinspiegel einhergehen. Diese Befunde wurden auch in einer Serie von 94 IPP-Patienten und 134 Kontrollen bestätigt. Allerdings konnte ein altersabhängiges Absinken der (1-Antitrypsinspiegel auch in der Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Genetische Analysen (S, Z Varianten; SNPs T-395A, M2, M3, G6118A) konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Gruppen darstellen.

Genotypische Analysen zeigten in den Kulturen aus Plaques eine Aneusomie für die Chromosomen 7, 8, 17 und 18. In einer anderen Untersuchung der Chromosomen 3, 8 und 9 mit 20 verschiedenen polymorphen Markern zeigte sich in jeweils 40% der Patienten Mikrosatellitenalterationen und ein Verlust der Heterozygotie. Ob diese Befunde einen Einfluß auf die Ätiopathogenese der IPP haben ist nicht geklärt. 

Zum jetzigen Zeitpunkt kann eine genetische Disposition bei IPP nur vermutet werden, eine definitive Ätiopathogenese ist nicht bekannt. 

EV-15

Möglichkeiten und Grenzen der Polkörperchendiagnostik zum Nachweis von Aneuploidien

Hehr U, Gross C, Paulmann B, Gassner P, Hehr A, Seifert B

Zentrum für Gynäkologische Endokrinologie, Reproduktionsmedizin und Humangenetik, Regensburg 

Einleitung: Zufällige Chromosomenfehlverteilungen während der Meiose, aber auch in den ersten postzygotischen Teilungen, mit resultierenden Aneuploidien gehören zu den häufigsten Ursachen für Implantationsversagen und frühe Aborte und limitieren nachhaltig die Möglichkeiten der assistierten Reproduktion. Solche Aneuploidien treten häufiger während der Eizellreifung auf und zusätzlich steigt die Wahrscheinlichkeit hierfür signifikant mit zunehmendem Alter der Frau. Entsprechend bestätigen erste Studien insbesondere auch für die Gruppe der Patientinnen ab dem 35. Lebensjahr eine Verbesserung der Implantationsrate und/bzw. eine Reduktion der Abortrate nach ART und Blastomerendiagnostik mit anschließender FISH-Analyse ausgewählter Chromosomen im Rahmen der in Deutschland derzeitig gesetzlich nicht geregelten Präimplantationsdiagnostik (Verlinsky et al., 1996, Munné et. al., 1999, Gianaroli et al., 1999). Die weltweit überwiegend für die Aneuploidiediagnostik von Blastomeren eingesetzte FISH-Analyse erfasst nur Fehlverteilungen einer begrenzten Anzahl von Chromosomen, so dass ein erheblicher Anteil aneuploider Zellen nicht erkannt werden kann bei einer zusätzlichen hohen methodischen Fehlerrate von ca. 10%. So bestätigen erste Ergebnisse der sehr zeitaufwendigen Blastomerenanalyse mittels comperative genome hybridization (CGH), welche einen Nachweis von Aneuploidien des gesamten Chromosomensatzes ermöglicht,  dass durch die FISH-Analyse in Abhängigkeit von der Zahl der eingesetzten Sonden potentiell bis zu 60% der aneuploiden Embryonen (5 color-FISH) fälschlich als normal beurteilt werden. Unter den Rahmenbedingungen des gültigen deutschen Embryonenschutzgesetzes erscheint derzeitig – bis zur eventuellen gesetzlichen Neuregelung – die Polkörperdiagnostik zum Nachweis von Aneuploidien als einzige gangbare Alternative zur Verbesserung der Ergebnisse nach ART für Paare mit erhöhtem Risiko einer Chromosomenfehlverteilung. Gegenüber der Blastomerendiagnostik erfasst die Polkörperanalyse jedoch keine Aneuploidien infolge nicht seltener postzygotischer Chromosomenfehlverteilungen. Zusätzlich sinkt die Detektionsrate weiter, wenn für die Analyse nur der erste Polkörper herangezogen wird. 

Material und Methoden: Wir berichten über die Etablierung eines CGH-Protokolls zum Nachweis von Aneuploidien im ersten und zweiten Polkörper. Das Verfahren wurde zunächst an mononukleären Blutzellen für die Einzelzellanalyse optimiert. Nach Zell-Lyse mit Proteinase K erfolgte die initiale Präamplifikation mittels „ligation mediated PCR“.  Nach Hybridisierung, Waschen und Immunodetektion wurden die Metaphasen mit dem ISIS/CGH-Modul (Metasystems) analysiert. 

Ergebnisse: Das von uns optimierte CGH-Protokoll ermöglicht hoch reproduzierbar den Nachweis von chromosomalen Imbalancen zwischen einzelnen Kontrollzellen und Probenzellen des peripheren Blutes sowie Polkörperchen. Unter primär retrospektiver Fragestellung konnte für einzelne erste und zweite Polkörperchen eine Aneuploidie z.B. der Chromosomen 6, 13 und 15 nachgewiesen werden. Erste eigene Vorversuche zur Etablierung eines CGH-CHIP legen nahe, dass eine Automatisierung des Verfahrens mit ausreichender zeitlicher Verkürzung des Arbeitsablaufes für einen Einsatz im ICSI-Zyklus potentiell möglich ist.

Schlussfolgerungen: In der aktuellen Literatur ist ein Benefit einer Polkörperdiagnostik mittels FISH zum Nachweis von Aneuploidien im Sinne einer signifikanten Steigerung der Erfolgschancen nach ART bisher nicht hinreichend belegt, wobei jedoch in Abhängigkeit von den eingesetzten Testsystem insbesondere eine Reduktion der Rate der frühen Aborte möglich erscheint. Nach weiterer Optimierung und Automatisierung könnte die CGH eine effiziente Alternative für den Einsatz im ICSI-Zyklus bei Paaren mit erhöhtem Risiko einer Chromosomenfehlverteilung werden. 

EV-16

Pathophysiologie der Androgenwirkung

Hiort O

Klinik für Kinder- und Jugendmedizin, Universität Lübeck

Die männliche Sexualentwicklung bedarf einer molekularen Interaktion von Androgenen, vornehmlich Testosteron (T) und Dihydrotestosteron (DHT) mit dem Androgenrezeptor (AR) in Androgen-responsiven Zielzellen.  Der AR ist ein Liganden-abhängiger Transkriptionsfaktor Androgen-regulierter Gene.  Es wird angenommen, dass die kontrollierte und zeitabhängige Expression Androgen-regulierter Gene während der Embryogenese zu einer gezielten Differenzierung führt, die den männlichen Phänotyp ausmacht.  Der AR wird jedoch auch bei genetisch weiblichen Individuen exprimiert und eine vermehrte Androgenausschüttung kann, wie beim adrenogenitalen Syndrom, zu einer irreversiblen Virilisierung führen.  Der AR gehört zur Familie der Steroidrezeptoren.  Die Transkriptionsregulierung durch den AR erfordert eine Prozessierung mit Androgenbindung, Konformationsänderung des AR-Proteins, AR-Phosphorylierung, Translokation in den Zellkern, DNS-Bindung, Interaktion mit Kofaktoren und schließlich Zielgen-Aktivierung.

Eine gestörte Androgenwirkung auf Grund einer zellulären Resistenz gegenüber Androgenen führt bei Individuen mit 46,XY Karyotyp zum Androgen Insensitivitätssyndrom (AIS).  AIS spiegelt klinisch ein großes Spektrum wider, das von phänotypisch komplett weiblich bis hin zum leicht unter-virilisierten Mann mit Sub-/Infertilität reichen kann.  Ursächlich sind Mutationen im X-chromosomal lokalisierten AR-Gen.  Mehr als 300 verschiedene Mutationen wurden bisher beschrieben, dabei sind Punktmutationen mit einer Aminosäure-Substitution im AR am häufigsten.  Diese Mutationen führen über ein Funktionsdefizit des AR embryonal zu einem veränderten Genexpressionsmuster in definierten Zielzellen und behindern damit die Differenzierung männlicher Genitalstrukturen.  Kürzlich konnte nachgewiesen werden, dass in Genitalhautfibroblasten etwa 400 Gene durch den AR permanent reguliert sind.  Hierbei handelt es sich im Wesentlichen um Zelldifferenzierungsfaktoren.  Diese Veränderung des Expressionsprofils Androgen-abhängiger Zielgene ist somit wahrscheinlich für den individuellen Phänotyp von Patienten mit AIS verantwortlich.  Die Identifizierung der durch Androgene kontrollierten Gene wird zukünftig wesentliche neue Einblicke in die Wirkungsweise von androgenen Steroidhormonen erlauben.  Im Vordergrund steht dabei das Verständnis für zellspezifische und zeitabhängige Wirkungsmechanismen.

EV-17

INTRAOVARIELLE REGULATION IM VERGLEICH ZUR EIZELL- UND EMBRYONENMORPHOLOGIE

Hoppe I, Starker W, Schlehnvoigt D, Börner A

Klinik für Frauenheilkunde und Geburtshilfe, Friedrich-Schiller-Universität, Jena

Einleitung: Das Syndrom der polyzystischen Ovarien stellt ein Krankheitsbild dar, das im unbehandelten Zyklus häufig zu Follikel- und Eizellreifungsstörungen der betroffenen Patientinnen führt. Innerhalb seiner  multifaktoriellen Pathophysiologie spielt das IGF-System eine zentrale Rolle. Ziel der Untersuchung war es, Unterschiede im ovariellen IGF-System bei Patientinnen mit unterschiedlicher Ausprägung polyzystischer Ovarien aufzuzeigen und mögliche Einflüsse auf  die Morphologie von Eizellen, PN-Stadien und Embryonen aufzuzeigen. 

Material und Methoden: Die untersuchten Parameter des IGF-Systems sind Insulin, IGF-I und IGF-II, IGFBP-1, -2 und-3. Eine Analyse erfolgte sowohl im Serum als Basalwert und nach Stimulationsbehandlung als auch in klaren Follikelflüssigkeiten aus Einzelfollikeln. Morphologische Einschätzungen wurden im Sinne eines Scoring-Systems an Eizellen, befruchteten Eizellen und Embryonen erhoben. In einer noch laufenden Untersuchung wurden bisher 139 Patientinnen aus dem IVF-Programm nach anamnestischen, sonographischen und hormonellen Befunden in drei unterschiedliche Gruppen eingeordnet: Patientinnen mit unauffälligem hormonellem und sonographischem Befund (Kontrollgruppe, 42), Patientinnen mit polyzystischen Ovarien im sonographischen Bild ohne begleitende Hyperandrogenämie (PCO, 58) und Patientinnen mit polyzystischen Ovarien im sonographischen Bild und begleitender Hyperandrogenämie (PCOS, 39). Von diesen Patientinnen wurden insgesamt 895 Eizellen und PN-Stadien sowie die resultierenden Embryonen morphologisch klassifiziert. Für 338 Eizellen konnten die morphologischen Kriterien zusätzlich dem endokrinen Milieu der Einzelfollikel zugeordnet werden.

Ergebnisse: Insbesondere Patientinnen mit Hyperandrogenämie sind in ihren Basalwerten durch erhöhte Insulin-Konzentrationen und erniedrigte IGF-I-Serumspiegel charakterisiert. Diese erniedrigten IGF-I-Konzentrationen finden sich auch nach Stimulationsbehandlung im Serum wieder und lassen sich intrafollikuär ebenfalls nachweisen. Dagegen werden für die Bindungsproteinkonzentrationen in Follikeln keine Unterschiede gefunden, obwohl sich diese im Serum deutlich für die einzelnen Patientinnengruppen charakterisieren lassen. Es wird versucht, einen Zusammenhang zur Eizell- und Embryonenqualität herzustellen.

Schlussfolgerungen: Die intrafollikulären Regulationsmechanismen werden bei den untersuchten Patientinnen durch die basale endokrine Störung bestimmt. Inwieweit diese durch eine Stimualtionsbehandlung beeinflusst wird und sich auf  die Eizellentwicklung auswirkt, wird diskutiert.

EV-18

PROSTATA UND ALTERN

Jocham D

Klinik für Urologie, Universitätsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Lübeck

Einleitung: Die Prostata gehört zu denjenigen Organen, die mit zunehmendem Alter eine deutliche Größenzunahme (Hyperplasie) zeigen. Im Vergleich zu anderen altersassoziierten Erkrankungen nimmt die Prostatavergrößerung eine Spitzenposition ein. Nach der WHO werden derzeit etwa 30% aller Männer in ihrem Leben wegen einer Prostatavergrößerung operiert. Weiterhin ist das altersabhängig hohe Potential der malignen Entartung der Prostatazellen zu nennen. So stellt das Prostatakarzinom mittlerweile in vielen westlichen Ländern den häufigsten malignen Tumor des Mannes dar.     

Material und Methoden: Die getroffenen Aussagen basieren sämtlich auf der Analyse von Tumorstatistiken, randomisierten Studien und Metaanalysen zur Problematik benigner und maligner Veränderungen der Prostata.

Ergebnisse: Die Olmsted County Studie gehört zu den besten longitudinalen Studien, die zu den Fragestellungen der benignen Prostatahyperplasie (BPH) verfügbar sind. Hierbei zeigte sich, dass das mittlere Prostatavolumen um etwa 1,9% jährlich zunimmt und sich der Harnstrahl um 2% jährlich abschwächt. Parallel dazu nimmt der Symptom-Score um durchschnittlich 0,18 Punke pro Jahr zu. Das Risiko für einen 60jährigen Mann, innerhalb der nächsten 10 Jahre einen Harnverhalt zu erleben, liegt dreimal höher als das Risiko, einen Myokardinfarkt oder Diabetes mellitus zu entwickeln. Medikamentöse und operative Therapiemöglichkeiten sind vielfältig und sollten an das Alter und den Allgemeinzustand des Patienten adaptiert werden.

Für das Prostatakarzinom sind einige Risikofaktoren bekannt. Neben dem Alter per se sind insbesondere die Rasse, fettreiche Ernährung und eine familiäre Belastung zu nennen. Mit dem prostataspezifischen Antigen (PSA) steht ein hilfreicher Tumormarker zur Verfügung. Organbegrenzte Tumoren werden in kurativer Absicht operiert oder bestrahlt. Fortgeschrittene Tumoren können unter antihormoneller Therapie in ihrem Wachstum gestoppt oder verlangsamt werden. Unabhängig hiervon ist eine Kuration bei Vorhandensein von Metastasen in der Regel nicht mehr möglich. 

Mit zunehmender BPH-assoziierter Miktionssymptomatik aber auch bei Vorliegen eines Prostatakarzinoms (und nach Therapie desselben) werden bei einer relevanten Patientenzahl die Parameter allgemeiner Gesundheitszustand und Sexualfunktion und somit die Lebensqualität negativ beeinflusst.      

Schlussfolgerungen: Sowohl die BPH als auch das Prostatakarzinom nehmen alterabhängig deutlich zu. Neben der Ursachenforschung gilt ein Schwerpunkt aber auch der Definition von Risikofaktoren und eventuellen Früherkennung. Ferner muss aus dem Spektrum der therapeutischen Möglichkeiten die für Patienten individuell beste Therapie selektiert werden. Aus endokrinologischer Sicht besteht ein bisher kaum gelöster Konflikt zwischen der Therapie des Prostatakarzinoms und der Thematik des „aging male“ mit der Frage der Hormonsubstitution.  

EV-19

SUBSTITUTION THERAPY WITH TESTOSTERONE

Kaufman JM

Ghent University Hospital, Ghent, Belgium

Introduction: Even though information from controlled studies is limited, substitution therapy in younger hypogonadal men is relatively straight forward in as much that there is general agreement that most of these men will benefit from such a treatment and that the treatment modality should ideally combine good patient acceptability with the achievement of physiological blood hormone levels. Albeit the risk-benefit ratio of hormone replacement might also be favourable in at least part of the frankly hypogonadal elderly men, in a broader context androgen substitution therapy in the elderly raises a series of fundamental and practical issues that can presently not be resolved.

Material and methods: A critical and systematic review of the literature.

Results: There are indications from observational studies and intervention studies that apparent partial androgen deficiency in elderly men can play a role in some of the multifactorially determined signs and symptoms of aging in men. However, in the absence of clinically useful marker of (tissular) androgen activity, it remains unknown whether and how androgen sensitivity and requirement may change with age. Therefore, diagnosis of hypogonadism in the elderly remains uncertain as is also the distinction between replacement- and pharmacological doses of androgen for treatment. Nevertheless, there is evidence suggesting that substitution therapy is beneficial only in those elderly men with serum testosterone levels below the range of young men. Furthermore, although the limited data available does not raise major safety issues, long term safety and risk-benefit ratio of replacement therapy in the elderly remain unknown.

Conclusions: The present state of the art imposes a prudent approach to substitution therapy with testosterone in the elderly. This treatment should be reserved to those men presenting with both clear signs and symptoms of hypogonadism and a frankly low serum (free or bioavailable) testosterone, who do not have contraindications. Markedly supraphysiological testosterone levels should be avoided and the treatment should be carefully monitored as well as periodically reassessed such as to integrate new scientific and clinical evidence.
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MESA/TESE – MÖGLICHKEITEN UND GRENZEN

Kliesch S

Klinik und Poliklinik für Urologie, Universitätsklinikum, Westfälische Wilhelms-Universität, Münster

Einleitung: Mit der Einführung der intrazytoplasmatischen Spermatozoeninjektion (ICSI) 1992 durch Palermo wurde die Behandlung der andrologischen Infertilität revolutioniert. Es folgte die Etablierung der operativen Spermiengewinnung, entweder mikrochirurgisch epididymal (MESA) bei Patienten mit nicht anderweitig korrigierbarer Verschlussazoospermie oder testikulär (TESE) bei Patienten mit sowohl obstruktiver als auch nicht-obstruktiver Azoospermie, um diesen klinisch azoospermen Patienten eine Therapie ihres Kinderwunsches zu ermöglichen. Es werden im folgenden die operativen Möglichkeiten, ihre Risiken, die Erfolgschancen und die inzwischen erarbeiteten prädiktiven Parameter, die für die Beratung der Patienten wichtig werden könnten, zusammengefasst.

Material und Methoden: Zugrunde liegt eine Medline-Recherche aus den Jahren 1992 bis 2003 mit den einschlägigen Suchbegriffen der übergeordneten Thematik sowie die Abstractbände der aktuellen Kongresse der Jahre 2002/2003. Schwerpunktthemen bilden die operativen Verfahren für die epididymale und testikuläre Spermiengewinnung, die peri- und postoperativen Nebenwirkungen, der Vergleich des Einsatzes frischer vs. kryokonservierter Proben, die z.T. im Deutschen IVF-Register und vergleichbaren europäischen Datenbanken publizierten Schwangerschaftsraten nach Einsatz von MESA/TESE und ICSI. Besonderes Augenmerk wird auf die am schwierigsten zu behandelnde Patientengruppe gelegt, die hypergonadotrop azoospermen Patienten. 

Ergebnisse: Sowohl für die epididymale als auch für die testikuläre Spermiengewinnung liegen Untersuchungen zu perkutanen und offenen OP-Verfahren vor, die alle der ausreichenden Spermiengewinnung zu Gute kommen, jedoch in der diagnostischen Wertigkeit einen Vorteil der offenen Biopsieentnahme zeigen. Je nach Aufbereitungsstandard und Reifegrad der Spermien (epididymal > testikulär) führen die kryokonservierten Proben zu vergleichbaren Ergebnissen wie die frisch eingesetzten Proben. Lediglich in ausgewählten Einzelfällen ist der Aufwand der zeitgleichen Probenentnahme zum Oozyten-Punktionstermin  gerechtfertigt. Die Vergleichbarkeit der Schwangerschaftsraten der verschiedenen Zentren und Länder bleibt schwierig, die Ergebnisse reichen von < 19% bis > 33% Schwangerschaftsraten pro Embryotransfer, die Betrachtung der schwerst fertilitätsgestörten Männer zeigt in Subkollektiven jedoch auch deutlich geringere Erfolgsraten. Betrachtet man die „Baby-take-home-Raten“, wird die Auswertung schwierig und die Erfolgsraten sinken. Insbesondere in der schwierigsten Patientengruppe zeigt sich, dass mit Hilfe von Prädiktoren möglicherweise eine bessere Einschätzung des Fertilisierungspotentials möglich werden könnte.  So z.B. konnte ein histologischer Score entwickelt werden, der mit der klinischen Schangerschaftsrate und den Lebengeburten korreliert (Zitzmann et al. 2002). Ferner konnte der Nachweis der Telomerase und anderer keimzellspezifischer Gene (RBMY1, Cyclin A1) in Hodenbiopsien für die möglicherweise einfachere Detektion von Spermatiden in Hodenbiopsien mit überwiegendem SCO-Anteil identifiziert werden (Schrader et al. 2003).  Im Bereich der Protamine und damit der Chromatinkondensierung, die bedeutend für die Befruchtungsfähigkeit der Spermatiden ist, konnte eine verminderte Transkription von Protamin1 und dadurch bedingt ein erhöhter Protamin1-zu-Protamin2 mRNA-Quotient dokumentiert werden, der möglicherweise eine Rolle bei der männlichen Infertilität durch Beeinflussung der Befruchtungsfähigkeit der Spermien im Rahmen einer ICSI-Therapie mit testikulären Spermien spielt (Steger et al. 2003).

Schlussfolgerungen: Zusammenfassend haben sich MESA und v.a. TESE als klinisch einsetzbare Verfahren im Rahmen der assistierten Fertilisation zur Behandlung der andrologischen Infertilität mit guten Erfolgsraten bei geringem postoperativen Nebenwirkungsprofil für die behandelten Männer etabliert. Insbesondere bei der nicht-obstruktiven, hypergonadotropen Azoospermie sind Verbesserungen in der Selektion und Beratung und damit in den Erfolgsaussichten der Patienten für eine Vaterschaft erforderlich und zu erwarten, da ein tieferes Verständnis der Spermien(patho)physiologie und verfeinerte Untersuchungstechniken Gegenstand intensiver Forschung sind. 
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THE AGING MALE CLINIC

Legros JJ

Centre Hospitalier Universitaire de Liège, Belgique

A two-step approach of detection and treatment of andropause has been developed in the Province de Liège.

1. Mobile detection program: A letter explaining symptoms and checking interest for detection of andropause was sent to all men aged 50-70 years. Mobile laboratories for detection of andropause were dispatched and 1852 out of 6890 men of this age group attended to the bus (mean age: 58 ± 6.1 years). A low fT (( 70 ng/L), calculated according to Vermeulen, was found in 47.5 % of samples among which 10 % had high FSH (≥ 8 mlU/mL). The St Louis ADAM questionnaire was positive in 62.5 %. However, 11.2 % had a pathological ADAM questionnaire (( 5), while fT, FSH, LH were normal.

2. Interdisciplinary andropause outpatient clinics: Situated in the outpatient clinic of the university hospital as part of the Menopause and Andropause Center, this structure reassembles urology, medical psychology and endocrinology services. 122 patients (mean age:  57± 7.4 years) were referred to our clinic, and in these the ADAM questionnaire was + in 95 %, low fT was found in 65 % (together with high FSH and/or LH in 9 %).

Conclusions  (1) Andropause is well understood in the Province of Liège; (2) in the detection program, there is weak correlation between endogenous androgens and the St Louis ADAM Questionnaire; (3) in the andropause clinic, 20 % of patients suffer from depression independent of androgen status; (4) andropause (fT( 70 ng/L) is found in 40-65 years, while ‘true’ andropause (combined with high FSH and/or LH) is reported in 10 %.  
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Geschlechtsangleichende Operationen in der Urologie

Liedl B
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MAST CELLS AND TESTICULAR FUNCTION

Mayerhofer A

Anatomisches Institut der Universität München

Introduction:  Electronmicroscopical and histochemical studies clearly established that mast cells are normal constituents of the interstitial spaces or the testicular capsule of the human and non-human testis (cf. Mayerhofer et al., 1989, 1999). However, at present time neither the secretory products of human testicular mast cells, nor their testicular role(s) are known. Interestingly, an increase in mast cell numbers in the testes of young men suffering from idiopathic infertility was reported by several investigators. Furthermore, our electronmicroscopic studies revealed that most of the mast cells observed in testes of patients with germ cell arrest-, Sertoli cell only-, and mixed atrophy-syndromes were activated, i.e. partially degranulated (Meineke et al., 2000).  How these changes are brought about remains currently unclear, but these alterations raise the intriguing possibility that mast cells via their secretory products are involved in the pathogenic events leading to male infertility. In a first step to address this possibility, we examined whether and how activated mast cells could be linked to tubular fibrosis, a hallmark of idiopathic male infertility. Although the consequences of tubular fibrosis are not fully understood, impairment of intratesticular paracrine interactions, nutrition of the tubular compartment and breakdown of the blood-testis barrier are likely to be associated events.  We focussed on the major mast cell secretory product tryptase, because tryptase is present in all human mast cells and it can activate protease-activated receptors 2 (PAR2), expressed by fibroblasts/myofibroblasts, thereby inducing proliferation and production of extracellular matrix.

Materials and methods: We employed a combined approach, in vitro-studies (using human fibroblasts) and ex vivo-studies (laser-microdissection/RT-PCR of human testicular biopsies of infertile men; Frungieri et al., 2002). 

Results: In cell culture studies, we surprisingly found that upon activation of PAR2 by human recombinant tryptase or a PAR2 agonist peptide, the inducible crucial enzyme for prostaglandin synthesis, cyclooxygenase 2 (COX2), is rapidly induced and is active. Of the prostaglandins subsequently produced, PGJ2 and its metabolites (e.g. 15d-PGJ2), appear to be important and via a nuclear receptor (PPARgamma) increase cell proliferation of fibroblasts. A COX2-antagonist, as well as a PPARgamma-antagonist can effectively prevent the effects initiated by tryptase. This novel cell-cell signaling pathway may well be functional in the testes of men suffering from infertility: In these cases activated mast cells secrete tryptase, which appears to act primarily on interstitial PAR2-bearing Leydig cells, rather than on fibroblasts/peritubular cells directly. Thus we found that these cells express COX2, albeit only in men suffering from idiopathic infertility, implying intratesticular prostaglandin production and action in these cases. We propose that testicular PGJ2 and metabolites via PPARgamma, which is present in peritubular cells, are likely to initiate fibrotic remodelling of the tubular wall. 

Conclusions: Our results imply that mast cells are as yet unknown key testicular players in human male infertility. Importantly, since drugs preventing mast cells degranulation have been found to be effective in treating oligospermia (e.g. Hibi et al. 2002; Yamamoto et al., 1994, Schill et al., 1986), further elucidation of the details of the mast cell-initiated events may also help in evaluating the potential of new therapeutic approaches (including COX2- and PPPARgamma-antagonists) in treatment of impaired male reproduction. Clearly, the role of testicular mast cells in the human is far from being understood and further insights await a detailed characterization of the cellular phenotype of activated human testicular mast cells. From pilot studies we anticipate that mast cells products, including TNFalpha or histamine, as well as prostaglandins, may interfere with other testicular functions, for example steroid production. 

References: Frungieri et al., Proc Natl Acad Sci USA. 99:15072-7, 2002; Hibi et al., Arch  Androl. 48:451-9, 2002; Mayerhofer et al., Endocrinology, 125:2212-4, 1989; Mayerhofer et al., J Androl 20:341-7, 1999; Meineke et al., Fertil Steril, 74:239-44, 2000; Schill et al., Andrologia 18:570-3, 1986; Yamamoto et al., Act Urol Jpn 40:541-3, 1994. 

Supported by DFG Ma1080/13-1 

EV-24

IVF-Gestern-Heute-Morgen
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Kein Abstract eingegangen

EV-25

Modulation von Spermatozoenfunktionen durch ein CBG-ähnliches Glykoprotein

Miska W1, Sánchez R2, Peña P2, Teves E3,  Guidobaldi A3 , Giojalas L3
1Zentrum für Dermatologie und Andrologie, Justus-Liebig-Universität, Giessen; 2Centro de Biotecnología en Reproducción, Universidad de La Frontera, Temuco, Chile; 3Biología Celular, Universidad Nacional, Córdoba, Argentina
Einleitung: Auf dem Weg zur Eizelle sind männliche Gameten unterschiedlichen Sekreten des weiblichen Genitaltrakts ausgesetzt, die in der Lage sind die Spermatozoenfunktionen zu beeinflussen. Eine dieser Funktionen, die akrosomale Reaktion (AR), die für die Fertilisation von essentieller Bedeutung ist, wird von einem CBG (Corticosteroidbindendes Globulin)-ähnlichen Glykoproteinprotein moduliert.

Material und Methoden: Dieses Protein, das Progesteron binden und durch limitierte Proteolyse wieder freisetzen kann, untersuchten wir in verschiedenen Sekreten und Geweben des weiblichen Genitaltraktes mittels Western-Blot und Immunhistochemie aber auch aufgrund seiner biologischen Aktivität die AR zu induzieren und über Absorptionsverfahren an monoklonalen anti-CBG. Da CBG auch vom Eizell-Cumulus-Komplex in biologisch aktiver Form sezerniert wird, lag die Vermutung nahe, dass dieses Protein möglicherweise auch an der Chemotaxis von Spermatozoen beteiligt ist. Hierzu wurde das chemotaktische Verhalten kapazitierter menschlicher Spermatozoen in unterschiedlichen Konzentrationsgradienten von CBG-P mittels computergestützter Bildanalyse gemessen.

Ergebnisse: In allen untersuchten Sekreten und Geweben des weiblichen Genitaltraktes konnte z.T. zyklusabhängig die Expression und Sekretion von CBG nachgewiesen werden. Auch konnte gezeigt werden, dass das Glykoprotein biologisch aktiv war und durch Absorption an monoklonalem anti-CBG inaktiviert werden konnte. Eine Teilpopulation von Spermatozoen reagierte signifikant mit Chemotaxis auf den CBG-P-Komplex, ohne die Geschwindigkeit oder das Bewegungsmuster zu ändern.

Schlussfolgerungen: Die erhaltenen Ergebnisse weisen nicht nur auf eine Modulation der akrosomalen Reaktion von humanen Spermatozoen im weiblichen Genitaltrakt durch das CBG-ähnliche Glykoprotein hin, sondern auch auf dessen chemotaktisches Potential. Somit kann ein weiterer Teilschritt im komplexen Geschehen der in vivo-Fertilisation besser verstanden werden.

Das Forschungsprojekt wurde von GTZ (Gesellschaft für Technische Zusammenarbeit; VN: 810 24 462), DFG (Deutsche Forschungsgemeinschaft; FKZ: Mi 325/8-2) sowie von FONDECY, Chile (Project no.: 7010729-2001)  finanziell unterstützt. 
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AKTUELLE MÖGLICHKEITEN DER KONVENTIONELLEN KRYOKONSERVIERUNG SOWIE DER VITRIFIKATION VON HUMANEM OVARIALGEWEBE

Nawroth F

Klinik und Poliklinik für Frauenheilkunde und Geburtshilfe des Universitätsklinikums Köln, Funktionsbereich Gynäkologische Endokrinologie und Reproduktionsmedizin, Köln

Neben der konventionellen langsamen Kryokonservierung oder Vitrifikation von Zellen erlangt auch das Einfrieren von humanem Ovarialgewebe zunehmend Interesse. Eine potentielle Indikation stellt der Erhalt der Fertilität bei onkologischen Patientinnen im juvenilen und reproduktiven Alter dar. Hintergrund ist das verbesserte Langzeitüberleben nach malignen Erkrankungen bei posttherapeutisch allerdings oft irreversiblen Schädigungen des Germinalgewebes. 

Während für Zellen viele mit der Kryokonservierung verbundene Probleme weitgehend gelöst erscheinen, besteht noch erheblicher Klärungsbedarf hinsichtlich der Kryokonservierung/Vitrifikation von humanem Ovarialgewebe sowie dessen optimaler Nutzung nach dem Auftauen.

Wir wissen heute, daß sowohl nach konventioneller Kryokonservierung als auch nach Vitrifikation mit großer Wahrscheinlichkeit vitales Gewebe erhalten bleibt. Unklar bleibt aber weiterhin die optimale Verwendung des Gewebes. Die Autotransplantation nach konventioneller Kryokonservierung führte bisher lediglich zu einer passageren Follikelreifung bzw. Hormonsynthese.

Wir erwarten angesichts der vorliegenden publizierten sowie eigenen Untersuchungen, daß sich die Vitrifikation von humanem Ovarialgewebe zu einer praxisrelevanten Alternative gegenüber der langsamen programmierten Kryokonservierung entwickeln wird. Gründe dafür liegen in der beträchtlichen Zeit- und Kostenersparnis. 

Schlussfolgerungen: Weitere klinische Studien an einer größeren Patientenzahl sind erforderlich, um das Langzeitüberleben der Transplantate, die längerfristige Hormonsynthese und Follikelreifung, die Möglichkeit und den Verlauf von Schwangerschaften sowie die Sicherheit der Autotransplantation bei malignen Erkrankungen zu evaluieren. Unter der Voraussetzung, daß die Patientinnen kritisch über die aktuellen Möglichkeiten und Probleme der Methoden aufgeklärt sind, ist zum jetzigen Zeitpunkt eine konventionelle Kryokonservierung von humanem Ovarialgewebe gerechtfertigt. 
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Infektionen des männlichen Genitaltrakts und Reaktive Sauerstoffspezies

Ochsendorf FR

Universitäts-Hautklinik Frankfurt

Es gibt noch immer zahlreiche offene Fragen bezüglich der genauen Rolle von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) im Rahmen von Infektionen des männlichen Genitaltrakts. Dies liegt an der Schwierigkeit, den Ort bzw. die kurzlebigen ROS selbst am möglichen Ort ihrer Bildung spezifisch und genau zu messen. Im männlichen Genitaltrakt werden ROS durch Spermatozoen und Leukozyten (Neutrophile und Makrophagen) gebildet. ROS sind bei der Regulation von Kapazitation und Akrosomreaktion beteiligt. Im Rahmen von Infektionen werden Neutrophile/Makrophagen aktiviert, was zu einer erhöhten ROS-Produktion führt. Diese wird durch Zytokine und pro-oxidative Mechanismen moduliert. Ob Spermatozoen geschädigt werden oder nicht hängt vom am Ort der Infektion vorliegenden Gleichgewicht zwischen pro- und antioxidativen Mechanismen ab. Ein Ungleichgewicht zugunsten pro-oxidativer Faktoren, sogenannter „oxidativer Stress“, beeinträchtigt neben den genannten Spermatozoenfunktionen auch Motilität und Fertilisierungskapazität. Insbesondere Infektionen von Nebenhoden und Hoden sind wegen der langen Kontaktzeit und dem Mangel an Antioxidantien für Spermaotzoen besonderes schädlich. Im Ejakulat selbst sind nur besonders hohe Konzentrationen von ROS-produzierenden Leukozyten schädlich für die Spermatozoenfunktionen. Eine Infektion in den akzessorischen Drüsen (Prostata, Bläschendrüsen) kann die Spermatozoenfunktion indirekt beeinflussen. Pro- und antioxidative Eigenschaften von Therapeutika und der Einsatz antioxidativer Substanzen zusätzlich zur spezifischen antibiotischen Therapie gewinnen zunehmendes Interesse.
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Malignomrisiko bei ovarieller Stimulation

Ortmann O
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Datenbanken in der Andrologie

Paasch U

Ausbildungszentrum der Europäischen Akademie (EAA), Leipzig
Einleitung: Daten aus medizinischen Prozessen werden zunehmend elektronisch gespeichert und partiell generiert. Die elektronische Verarbeitung ermöglicht die Qualitätskontrolle durch standardisierte Erfassung und Analyse, wobei aktuelle Richtlinien implementiert werden können. Die interdisziplinär koordinierte Datenverarbeitung setzt Softwaresysteme zur strukturierten Erfassung von Rohdaten neben Extraktionswerkzeugen zur systematischen Nutzbarmachung empirischen Wissens voraus, um eine Verbesserung der Patientenversorgung zu ermöglichen.

Material und Methoden: Ab 1996 wurde ein am Arbeitsablauf (Workflow) orientiertes, netzwerkfähiges Datenbanksystem (Winsperm®, WSP) entwickelt. Das relationale Datenbankmodell stützt sich auf bereits standardisierte Algorithmen der Therapie und Diagnostik der Andrologie unter Berücksichtigung wichtiger Leitlinien. Die Portabilität auf weit verbreitete Computersysteme, die Netzwerkfähigkeit und das Workflow-Management-System assistiert die Organisation der Arbeitsabläufe und bildet die Grundlage standardisierter multizentrischer Datenakquisition. Die genaue Definition und Kontrolle über Art und Umfang der einzugebenden Daten dient der internen Qualitätssicherung. Datensicherheitsaspekte werden durch das Betriebssystem, Codierungen, verteilte Datenspeicherung, Zugriffsrechte und Hardwareschutz realisiert. WSP unterstützt die Generierung freier Abfragen neben definierten Auswertungsalgorithmen zu Datenbankinhalten, Bewertung von Spermiogrammen und der Fertilität. Integriert ist ein komplettes Repository-System für kryokonservierte Proben mit automatisierter Vertrags- und Rechnungserstellung sowie Alarmierungsfunktionen. Zusätzliche Interfaces zu anderen elektronischen Systemen und der IvF-Software Recdate® ermöglichen den interdisziplinären Datenaustausch.

Ergebnisse: Bis Mai 2003 wurden 6250 Paare mit ca. 51000 relationalen Datensätzen im EAA-Zentrum Leipzig zum Zeitpunkt ihrer Entstehung qualitätskontrolliert aufgenommen. In weiteren 5 universitären Zentren kommt das System zum Einsatz, womit epidemiologische Untersuchungen möglich werden. Interfaces und Repository-Systeme meiden Erhebungsredundanz und rationalisieren die Arbeitsabläufe. Frei definierbare Abfragen ermöglichen erstmals den einfachen, schnellen und selektiven Zugriff auf relevante Teilmengen der Daten.

Schlussfolgerungen: Systeme zur elektronischen Verarbeitung von Daten werden in naher Zukunft einen enormen Wettbewerbsvorteil darstellen, sowohl in der Qualität und Effizienz der Patientenbetreuung als auch in der klinikrelevanten Forschung. WSP assistiert die Organisation der Arbeitsabläufe, bildet die Grundlage standardisierter multizentrischer Datenakquisition und unterstützt klinische, administrative und wissenschaftliche Entscheidungsfindungen auf dem Gebiet der Reproduktionsmedizin. Es ermöglicht die Anwendung neuer Verfahren der Wissensgewinnung, eine wichtige Basis für die als notwendig erachteten epidemiologischen Untersuchungen. Die Komplexität der Aufgabe erfordert jedoch Investitionen zum Aufbau der Hard- und Softwarestrukturen.
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Experiences with preimplantation genetic diagnosis and oocyte donation in spain

Ruiz A
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Falloposkopie, Mikrochirugie oder IVF?

Schmidt S

Zentrum für Frauenheilkunde und Geburtshilfe, Philipps-Universität, Marburg

Einleitung: Fortschritte in der Sterilitätstherapie erfordern diagnostische Methoden, die eine sichere Indikationsstellung der einzelnen Therapieschritte ermöglichen, um erfolglose Eingriffe zu vermeiden. In der vorliegenden Untersuchung wurde der Frage nachgegangen, ob mit Hilfe einer endoskopischen Beurteilung der intratubaren Morphologie die Erfolgsrate der therapeutischen Maßnahmen vorhergesagt und beeinflusst werden kann.

Material und Methoden: Bei 62 Patientinnen mit bekannter Sterilitätsanamnese war vor einer weiteren Therapie der intratubare Sterilitätsfaktor mit dem Falloposkop  (Imagyn, Irvine, USA), einem System aus linear evertierendem Katheter (LEC) und Mikroendoskop, evaluiert worden.

Ergebnisse: Bei 20 der 62 untersuchten Patientinnen zeigten sich beidseitig intratubare Pathologien, bei 15 Patientinnen eine einseitige Tubenpathologie und bei 25 Patientinnen waren die Schleimhautverhältnisse beider Tuben unauffällig. Bei 2 Patientinnen waren die Tubenostien durch intramurale Myome verlegt, so dass eine Beurteilung nicht erfolgen konnte. Die Schwangerschaftsrate der Patientinnen mit unauffälliger Tubenmukosa lag insgesamt bei 52%, nach mikrochirurgischer Therapie bei 80%. Extrauteringraviditäten waren in dieser Patientengruppe nicht eingetreten. Bei beidseitiger Tubenpathologie lag die Schwangerschaftsrate insgesamt bei 35%, in diesem Patientenkollektiv konnte durch die Mikrochirurgie kein Schwangerschaftseintritt erzielt werden und durch den Versuch der Insemination trat eine Extrauteringravidität ein. Auch die Schwangerschaftsrate durch IVF war bei normaler Tubenmorphologie günstiger.

Schlussfolgerung: Die Falloposkopie stellt für die Evaluation von intratubaren Sterilitätsfaktoren vor infertilitätschirugischen Eingriffen aber auch anderen Maßnahmen der Reproduktionsmedizin eine wichtige Entscheidungshilfe dar. 
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PROBLEME DER HETEROLOGEN INSEMINATION IN DEUTSCHLAND

Schreiber G 

Klinik für Dermatologie und dermatologische Allergologie, Friedrich-Schiller-Universität, Jena 

In Deutschland wird die heterologe Insemination (hI) in 35 medizinischen Einrichtungen durchgeführt; seit den 70er Jahren sind über  60.000 Kinder geboren worden.

Die Entwicklung der gesetzlichen und standesrechtlichen Rahmenbedingungen in Deutschland seit 1970 zeigen, dass die hI berufsethisch vertretbar, nicht sittenwidrig oder rechtswidrig ist, sie ist international akzeptiert und in den EU-Ländern zulässig. Das Embryonenschutzgesetz von 1990 enthält keine Regelungen. Nach den Richtlinien zur Durchführung von GIFT, IVF und ET von 1994 wurde die hI erleichtert. Die Reform des §1600 BGB im April 2002 bringt mit dem Ausschluss des Anfechtungsrechtes von Vater und Mutter eine weitere Entscheidung zugunsten der Behandlung. Standards der ADI und Richtlinien zur Führung einer Samenbank finden sich beim Arbeitskreis für donogene Insemination e.V.    

Rechtliche Risiken ergeben sich in Deutschland für den Samenspender aus der Tatsache, dass eine Feststellung seiner Vaterschaft möglich ist. Daraus leiten sich theoretische Rechte aus einem Eltern-Kind-Verhältnis ab, wie z.B. Umgang mit dem leiblichen Vater, Erbrecht.

Der Arzt ist in seiner Mitwirkung an der ADI nur durch den Grundsatz der Freiwilligkeit gebunden. Zu seiner Absicherung empfiehlt sich die strenge Berücksichtigung folgender Modalitäten: Aufklärung der Patienten und des Spenders, deren zusätzliche Beratung durch einen Juristen, notariell beurkundete Willenserklärung des Patienten-Paares, Dokumentation, keine Anonymitätszusage an den Spender, kein Mischsperma, angemessene Aufbewahrungsfristen der Unterlagen.  

Regelungsbedarf zur ADI besteht in Deutschland hinsichtlich des Arztvorbehaltes (z.B. im Umgang mit Spermakonserven), der Freistellung des Samenspenders,  der Aufhebung des über das Kind praktikable Anfechtungsrechtes der Eltern, der kassenrechtlichen Behandlung sowie der Schaffung eines zentralen Registrierungs-, Beratungs- und Prüforgans zur Sicherung der Qualität. 
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LEITLINIE VASEKTOMIE

Schroeder-Printzen I, Weidner W

Klinik und Poliklinik für Urologie und Kinderurologie, Justus-Liebig-Universität, Gießen

Die Leitlinie „Vasektomie“ dar AMWF hat den Evidenzgrad 2 (Konsensus) und wurde vom Arbeitskreis Andrologie der DGU unter Mitarbeit der DGA, des BDU, Sektion Mikrochirurgie des Arbeitskreises Operative Techniken der DGU erstellt. 

Eine Vasektomie ist in ca. 99% erfolgreich. In Deutschland kommen zwei Techni​ken zur Anwendung, die Ligaturtechnik und die Fulgurationstechnik. Entscheidend für einen Erfolg sind die Erfahrung des Operateurs sowie seine Operationsfrequenz. Unterschiede bezogen auf Sterilitätserfolg und Komplikationen sind für die genann​ten Verfahren derzeit nicht erkennbar. Für die Effektivität entscheidend ist wahr​scheinlich nicht die Länge des resezierten Samenleiterstückes, sondern die Interposition von Gewebe zwischen die Samenleiterstümpfe. Beide Techniken sind gleichermaßen juristisch akzeptiert, bei gerichtlichen Entscheidungen wird keine Mindestlänge des Resektates gefordert. Die histologische Untersuchung des Resektates ist von juristischer Seite nicht zwingend erforderlich.

Die postoperative Azoospermie ist das entscheidende Kriterium für eine erfolgreich durchgeführte Vasektomie. Die erste postoperative Kontrolle des Spermiogramms erfolgt frühestens nach 6 Wochen oder nach 15 Ejakulationen. Eine zweite Kontrolle wird nach 12 Wochen durchgeführt. Sind beide zentrifugierte Ejakulate (zentrifugiert 3000U/min 10min lang) frei von Spermatozoen, so gilt die Operation auch forensisch als erfolgreich. 

Bei der Aufklärung ist neben den üblichen Operationsrisiken zwingend darauf hinzuweisen dass die Sicherung des Sterilisationserfolges durch postoperative Spermiogrammuntersuchungen abgeklärt werden muß. Weitere anzusprechende Veränderungen nach Vasektomie sind der fehlende endokrinologische Zusammenhang zur erektilen Impotenz, kein vermehrtes Risiko bezüglich Arteriosklerose, Hodentumor und Prostatakarzinom. Psychogenen Veränderungen bestanden in der Regel schon vor der Vasektomie. 

Insgesamt handelt es sich bei der Vasektomie um eine sichere, nebenwirkungsarme Methode zur Empfängnisverhütung.

EV-34

Entzündungsdiagnostik im Ejakulat

Schuppe HC

Kein Abstract eingegangen
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REFERTILISIERUNGSOPERATIONEN

Schwarzer JU

Urologische Abteilung, Klinikum Freising,  Freising

Einleitung: Bei obstruktiver Azoospermie aufgrund eines postentzündlichen Samenwegsverschlusses oder stattgehabter Vasektomie gilt die mikrochirurgische Refertilisierung als mögliche Therapie (neben der ICSI mit epididymalen oder testikulären Spermien).

Material und Methoden: Von 10/93 bis 04/03 wurden 561 Patienten mit obstruktiver Azoospermie von einem Operateur einer Rekonstruktion der Samenwege unterzogen. Die Obstruktionszeit lag zwischen 18 Stunden und 26 Jahren (Ø 7 Jahre) Alle Eingriffe erfolgten ausschließlich mit dem Operationsmikroskop. Die Anastomosen wurden in zweischichtiger End-zu-End-Vasovasostomie (VV) bzw. in zweischichtiger Seit-zu-End-Tubulovasostomie (TV) mit Ethilon 10-0 bzw. 9-0 ausgeführt. Alle Eingriffe erfolgten tageschirurgisch in Allgemeinanästhesie.

Ergebnisse: Es wurden 316 VV bilateral, 15 VV unilateral, 101 VV mit kontralateraler TV, 78 TV bilateral und 51 TV unilateral durchgeführt. In einem vorläufigen Follow-up konnten 432 Patienten erfaßt werden, bei denen die Refertilisierung zumindest 6 Monate zurücklag. Dabei konnten bei 86 % der Patienten nach VV (uni - oder bilateral sowie kontralateraler TVST) spermiographisch ejakulierte Spermien nachgewiesen werden, bei den Patienten mit uni- oder bilateraler TV in 68 % der Fälle. Eine Schwangerschaft konnte in 53 % der Fälle nach VV und in 40 % nach TV verzeichnet werden.

Schlußfolgerung: Die mikrochirurgische Refertilisierung ermöglicht auch bei langer Obstruktionszeit der Samenwege die Wiedererlangung natürlicher Fertiltät und sollte vorrangig vor der MESA / TESE mit ICSI empfohlen werden.
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microdeletions of the y chromosome. The eaa/emqn external quality assessment scheme

Simoni M1, Krausz C2, Bakker E3, Vogt PH4

1Institute of Reproductive Medicine, University of Münster; 2Andrology Unit, Department of Clinical Pathophysiology, University of Florence, Italy; 3Department of Human and Clinical Genetics, University of Leiden, The Netherlands; 4Institute of Human Genetics, University of Heidelberg

Introduction: Microdeletions of the Y chromosome are found in 1-10% of men with azoospermia or severe oligozoospermia. Microdeletions are detected by PCR amplification of genomic DNA using specific primers. A previous external quality assessment (EQA) scheme for Y-chromosomal microdeletions on the initiative of the European Academy of Andrology (EAA) showed a rate of misdiagnosis of 5% and resulted in laboratory guidelines in collaboration with the European Molecular Genetics Quality Network (EMQN) in 1999. Thereafter two EAA/EMQN EQA trials have been performed.

Materials and methods: First trial: 56 laboratories from 17 European and 3 non-European countries participated. Four fully characterised genomic DNA samples with a deletion in AZFa, AZFb, AZFc, and no deletion, respectively, were distributed together with mock clinical questions. Second trial: 82 laboratories from 22 European and 7 non-European countries participated. Five genomic DNA samples with a deletion in AZFa, AZFb, AZFc, AZFb+c and no deletion, respectively, were distributed.

Results: About 70% of the labs performed the analysis according to the EAA/EMQN guidelines. 20% of the labs used an own method and 10% used a commercial kit (Promega, version 1.1). This distribution was not significantly different between the first and second trial. Seven labs in the first trial (12.5%) and 8 labs in the second trial (9.7%) made at least one wrong diagnosis, while at least one STS was wrongly detected by 21.4% and in 20.7% of the labs in the first and second trial, respectively. All laboratories employing the Promega kit failed to detect the deletion in the AZFa-deleted sample in the first trial, while 3/7 laboratories integrated the Promega kit with AZFa-specific primers in the second trial. In both trials, at least one laboratory mixed-up two DNA samples in a sample swap and at least one laboratory failed completely to genotype correctly all DNA samples. Overall, 22% of the labs make at least one genotyping mistake. The methods employed by these labs were: own method (n=9), Promega kit (n=6), EAA/EMQN modified (n=2) and EAA/EMQN as recommended (n=1).

Conclusions: The molecular diagnosis of microdeletions of the Y chromosome still suffers of rather poor performance and both false-positive and false-negative results occur. An internationally marketed kit was confirmed to be inadequate for detection of AZFa deletions. Errors occur more frequently among participants not following the EAA/EMQN guidelines. 
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FOLLICULOGENESIS IN VITRO

Smitz J, Cortvrindt R

Follicle Biology Laboratory (AZ-VUB), Vrije Universiteit Brussel, Brussels, Belgium

Human ovarian folliculogenesis is a long process of which only very few physiological steps have been unraveled.  The pool of primordial follicles, formed in fetal life and laid down in the cortex of the ovary is systematically depleted.  From a reproduction standpoint ovarian function in human females stops between 40 and 50 years. In parallel, a decrease in fertility and an increased embryonic aneuploidy rate in conception are observed in women over 35 years.  The first steps of follicle recruitment and growth are intrinsically regulated by intraovarian factors. The exact mechanisms by which primordial (dormant-) follicles are initiated to grow are as yet unknown.  It is learned from several mouse knock-out models that a whole range of paracrine and autocrine factors play a role in the coordinated transformation of granulosa cells and oocyte volume increase that is observed during the initiation of follicle growth.  The TGF( family of growth factors intrinsic to follicle cells plays a predominant role during the earliest stages of follicle growth, but also factors from the vascular and neuronal system are implicated.  Insight into the process of follicle recruitment from the pool and the acquirement of the several layers of granulosa and theca cells that are orchestrated by the primary oocyte has increased thanks to fundamental in vitro culture studies in animal models.  In the mouse model, follicle formation and follicle growth can be mimicked completely in vitro.  Proof of concept in the mouse model has been provided by the birth of normal healthy animals in a few laboratories.  A focus has been given by a few researchers on the earliest stages of follicle growth in large mammalians including human.  For human ovarian tissue the culture systems still need optimisation and this exercise is only possible when healthy well populated ovarian tissues become available for experimental purposes.  Results using human tissue for growth in vitro suggest that the very slow follicle growth process in vivo cannot be speeded up  by manipulating culture conditions.  Progress in tissue culture will benefit from integrated research projects including new molecular biology techniques and innovative cell culture setups.

More close to clinical application is the use of prolonged in vitro maturation of oocyte-cumulus complexes (IVM).  Although the yield in terms of a live offspring is significantly lower compared to conventional IVF/ICSI, the practice of IVF is appealing for some categories of infertile patients.  While simplification of patient treatment management becomes possible with IVM, much more performant culture techniques still need standardised development prior to widespread clinical implementation.
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DIE BESONDERE BEDEUTUNG VON HAPLOIDEN SPERMATIDEN FÜR DIE PRODUKTION FERTILER SPERMIEN

Steger K

Institut für Veterinär-Anatomie, -Histologie und –Embryologie, Justus-Liebig-Universität, Gießen

Einleitung: Der Histon-Protamin-Austausch während der Spermiogenese führt zu einer enormen Chromatin-kondensation, die schließlich in einem vollständigen Stopp der Genexpression resultiert. Der Mensch besitzt zwei Protamine, die in fertilen Spermien in einem Verhältnis von 1:1 vorliegen. Es ist bekannt, dass Spermien von infertilen Männern ein davon abweichendes Protaminverhältnis aufweisen (1). Eigene Studien konnten dies auf RNA-Ebene an den Vorläuferzellen der Spermien bestätigen (2, 3). Unsere Daten stimmen sehr gut mit Untersuchungen an Mäusen überein, bei denen festgestellt wurde, dass Haploinsuffizienz für Protamin-1 und Protamin-2 zu Infertilität führt (4). Material und Methoden: In-situ-Hybridisierung und real-time quantitative PCR für Protamin-1 und –2 an Hodenbiopsien von 65 infertilen Männern.

Ergebnisse: Beide Methoden belegen eine Reduktion der Genexpression für Protamin-1 und –2 in runden Spermatiden von Hodenbiopsien infertiler Männer. Die stärkere Reduktion von Protamin-1 verursacht ein Ungleichgewicht des Protamin-1 zu Protamin-2 Verhältnisses. Das Fertilisierungspotential von Spermatozoen dieser Patienten war signifikant niedriger als bei Patienten mit ausgewogenem Protamin-1 zu Protamin-2 Verhältnis.

Schlussfolgerungen: Die Expression von Protaminen zeigt, dass die Kenntnis des RNA-Gehalts in runden Spermatiden Rückschlüsse auf den Proteingehalt und somit die Fertilität von Spermatozoen erlaubt. Bei der Beurteilung von Hodenbiopsien sollten künftig molekularbiologische Methoden mit einbezogen werden. 

Balhorn R, Reed S, Tanphaichitr N (1987) Experientia 44:52-55 (2) Steger K, Failing K, Klonisch T, Behre HM, Manning M, Weidner W, Hertle L, Bergmann M, Kliesch S (2001) Hum Reprod 16:709-716 (3) Steger K, Fink L, Failing K, Bohle RM, Kliesch S, Weidner W, Bergmann M (2003) Mol Hum Reprod, in press (4) Cho C, Willis WD, Goulding EH, Jung-Ha H, Choi YC, Hecht NB, Eddy EM (2001) Nat Genet 28:82-86.
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Therapeutische Optionen bei erektiler Dysfunktion

Stief CG

Urologische Klinik, MHH, Hannover

Jeder Patient, der an einer erektilen Dysfunktion leidet, muss eine Basisdiagnostik durchlaufen. Diese umfasst Anamnese, körperliche Befunderhebung, Labor und die Sexualanamnese. Im Anschluss an diese Basisabklärung kann bei vielen Patienten eine komplikationslose, oder zumindest sehr komplikationsarme, Therapieoption eingeleitet werden. Patienten mit spezifischen Besonderheiten sollten nach Abschluss der Basisuntersuchung einer spezifisch-andrologischen Diagnostik zugeführt werden. Die hier erhobenen Befunde erleichtern zum einen die Differentialdiagnose einer überwiegend psychogenen versus überwiegend organogenen erektilen Dysfunktion, zum anderen erlauben sie (im Einklang mit den Wünschen des Patienten) vielfach die Einleitung einer individuell adaptierten und Erfolg versprechenden Therapie. Im Anschluss an diese beiden diagnostischen Stufen benötigen nur noch wenige Patienten eine weitergehende, oft wesentlich invasivere und aufwendigere Diagnostik.

Auf Grund der intensivierten Forschungsanstrengungen, die innerhalb der letzten Jahrzehnte auf den Gebiet des normalen und gestörten Erektionsmechanismus unternommen worden sind, steht heute ein breit gefächertes, wenn auch noch keineswegs zufriedenstellendes Angebot von Behandlungsmöglichkeiten zur Verfügung. Diese erlauben in vielen Fällen das weitgehende Eingehen auf Wünsche und individuelle Gegebenheiten des Patienten. In Anbetracht der Tatsache, dass  erektile Dysfunktion oft ein multifaktorielles Geschehen darstellt, erlaubt dieses Armentarium aber auch, sich die Kompensationsfähigkeit des Organismus zu Nutze zu machen: So kann durch eine geeignete orale Substanz mit ausreichend selektiver Wirkung auf die glatte Schwellkörper-Muskulatur (z. B. Phosphodiesterase5 - Inhibitor) eine arterielle Einflussstörung oder eine kavernös-venöse Insuffizienz wettgemacht werden. Oder es kann durch die erhöhte zentrale Aktivität Erektions-induzierender Zentren mittels oraler Dopamin-Agonisten (z. B. Apomorphin) eine milde Erektionsschwäche, die durch Versagensangst oder Stress verursacht ist, behoben werden. In  gleicher Weise kann eine psychologische Beratung oder eine Sexualtherapie einen ”milden” organischen Faktor kompensieren. Neben diesen oralen Therapeutika stehen hoch effektive lokal applizierbare Pharmaka sowie Vakuumsysteme und Prothesen zur Verfügung, die je nach Befund und Indikation eingesetzt werden können.

EV-40

PSYCHIATRISCHE PROBLEME DES ALTERNDEN MANNES

Stoppe G

Psychiatrische Universitätsklinik, Basel, Schweiz

Generell ist Altern zwar mit einer Zunahme des Erkrankungs- und Invalidisierungsrisikos verbunden, jedoch zeigen inzwischen eine Reihe von Untersuchungen, dass die Lebenszufriedenheit gleichzeitig zunimmt. Maßgebliche Faktoren für den Erhalt von Autonomie und Alltagskompetenz sind Bildung, Persönlichkeitsvariablen, körperliche Beweglichkeit und vor allem kognitive Kompetenz. Dabei spielt die Kompetenz zur Selektion, Optimierung und Kompensation eine zentrale Rolle.

Psychiatrische Probleme in Krankheitsbegriffen sind vor allem Demenzen, Depressionen, Delirien. Sexual-, Angst- und Schlafstörungen sind weitere Probleme. Während Demenzen Männer und Frauen gleich häufig betreffen, ist die damit verbundene Betreuungslast ungleich verteilt. Depressionen sind bei Männern mit einem besonders hohen Selbstmordrisiko verbunden. Und Delirien treten besonders häufig im Kontext somatischer Erkrankungen und stationärer Aufenthalte auf. Diese Störungen gewinnen derzeit zunehmend Aufmerksamkeit auch deshalb, weil sie mit einer Verlängerung von Aufenthaltsdauer(n) und erhöhter Mortalität assoziiert sind. Demenzen sind zudem Hauptgrund für Einweisung in Pflegeheime. 

Der Vortrag gibt einen Überblick über die Hauptrisiken und –störungen und zeigt auf, inwieweit die Diagnostik und Therapie dieser Erkrankungen zu einer Verbesserung von Lebensqualität und Selbstständigkeit beitragen kann. 
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Bedürfen infertile Paare nach erfolgloser ART der psychologischen Betreuung?

Strauß B, Beyer K

Institut für Medizinische Psychologie, Klinikum der Friedrich-Schiller-Universität, Jena

Einleitung: Untersuchungen zur Lebenssituation und zum Wohlbefinden ungewollt kinderloser Paare, bei denen eine reproduktionsmedizinische Behandlung erfolglos verlaufen ist, fehlen bis heute. Dennoch wird in der Literatur immer wieder vermutet, dass der Verarbeitungs- und Trauerprozess in den meisten Fällen erst einmal durch eine Behandlung hinausgezögert wird und erst nach dem Ende einer erfolglosen Behandlung beginnt. Unklar ist bis heute ebenfalls, welche Auswirkungen der unerfüllte Kinderwunsch auf das Wohlbefinden der Betroffenen im mittleren und späteren Erwachsenenalter hat. Darüber hinaus mangelt es bisher an Aussagen zum psychologischen Betreuungsbedarf bei den Betroffenen selbst, den Belastungsfaktoren sowie zu den protektiven Faktoren für eine gelungene Bewältigung. 

Material und Methoden: In der vorliegenden Studie wurden 68 ungewollt kinderlose Frauen im Alter zwischen 43 und 65 Jahren untersucht. Zusätzlich wurde eine Vergleichsgruppe von Frauen im gleichen Alter mit Kind(ern) befragt. Ausgehend von der Tatsache, dass in bisherigen Studien vor allem Frauen untersucht worden sind, die sich aufgrund von Fruchtbarkeitsstörungen an (reproduktions-)medizinische Behandlungszentren gewandt haben, sind in diese Untersuchung auch Betroffene einbezogen worden, die trotz unerfülltem Kinderwunsch keine medizinisch (invasive) Behandlung angestrebt haben. Die Studie fokussiert auf eine vergleichende Untersuchung zur körperlichen und psychischen Befindlichkeit sowie zu Lebenszufriedenheit und -qualität ungewollt kinderloser Frauen. Darüber hinaus sollten Faktoren erarbeitet werden, die eine günstige bzw. weniger günstige Verarbeitung bedingen.

Ergebnisse und Schlussfolgerungen: Anhand der Ergebnisse lassen sich Empfehlungen für die inhaltliche Gestaltung, aber auch für den Zeitpunkt eines psychologischen Beratungsangebotes für langfristig ungewollt kinderlose Paare ableiten. 

EV-42

Ovarian responsiveness to recombinant follicle-stimulating hormone is affected by the common C677T mutation of the 5,10- methylene​tetrahydro​folate reductase (MTHFR) gene

Thaler CJ1,, Summerer-Moustaki M1,  Ochsenkühn R1, Ruebsamen H2,  Lohse P2
1 Klinik und Poliklinik für Frauenheilkunde und Geburtshilfe; 2 Institut für Klinische Chemie, Klinikum der Ludwig-Maximilians Universität München–Grosshadern, München

Introduction: The common C677T mutation of the 5,10-methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) gene appears to be less prevalent in mothers of spontaneously conceived dichorionic twins than in those with singleton pregnancies (Hasbargen U, Lohse P, Thaler CJ; Hum Reprod 2000; 15: 2659-2662). As polyovulation is a prerequisite for dichorionic pregnancies, we investigated if the 677T allele results in reduced ovarian responsiveness to follicle-stimulating hormone (FSH).

Methods: We studied 105 infertility patients undergoing a total of 269 cycles of controlled ovarian hyperstimulation by using the long protocol with recombinant (r)-FSH. The MTHFR C677T genotype was analyzed by digestion of polymerase chain reaction (PCR)-amplified DNA fragments with the restriction endonuclease Hinf I.

Results: C/C patients required significantly (p<0.03) less r-FSH than C/T and T/T patients. The cycles of C/C patients resulted in significantly (p<0.005) more oocytes than the cycles of C/T and T/T patients. Maximal estradiol concentrations were also significantly (p<0.001) higher in cycles of C/C patients than in cycles of C/T (p<0.003) and 677 T/T patients (p<0.005).

Conclusion: Our results suggest that the MTHFR C677T mutation affects ovarian responsiveness to r-FSH. This observation might be useful for optimising ovarian hyperstimulation protocols.
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ART BEI HIV UND HEPATITIS?

Weigel M

Universitätsklinikum Mannheim, Frauenklinik, Fakultät für klinische Medizin Mannheim der Universität Heidelberg

Einleitung: Chronische, sexuell übertragbare Virusinfektionen wie Hepatitis B (HBV) und C (HCV) sowie HIV sind reproduktionsmedizinisch nicht unproblematisch. Insbesondere wenn Verfahren der assistierten Reproduktion (ART) geplant sind, gilt es das Infektionsrisiko für den gesunden Partner bzw. die gesunde Partnerin ebenso abzuwägen wie für das erhoffte Wunschkind. 

Material und Methoden: Anhand von eigenen Untersuchungen und Literaturdaten werden die horizontalen und vertikalen Infektionsrisiken einer ART bei Infektion mit HBV, HCV und HIV dargestellt. 

Ergebnisse: Bei Infektion der (Ehe-)Frau korreliert das materno-fetale Transmissionsrisiko mit der Viruslast in Blut und beträgt ohne Intervention >90% für HBV, ~ 25% für HIV und ~ 5% für HCV. Bei HBV kann die Infektionsrate durch neonatale Simultanimpfung auf ~5%, bei HIV durch ein Maßnahmenpaket aus antiretroviraler Therapie, primärer Schnittentbindung, neonataler antiretroviraler Prophylaxe und Stillverzicht auf <2% reduziert werden, für HCV sind keine gesicherten Strategien etabliert. Bei Infektion des (Ehe-)Mannes kann die gesunde Partnerin durch erfolgreiche Vakzinatinon gegen HBV immunisiert werden. Da HIV im wesentlichen im Seminalplasma und in der Rundzellfraktion nachweisbar ist, kann eine mehrstufige Spermienaufbereitung mit hochsensitiver Testung das Infektionsrisiko zu einer hypothetischen Größe reduzieren. Bei HCV ist das nur wenig kontagiöse Virus durch einfachere Aufbereitungstechniken eliminierbar. Unter Berücksichtung gängiger Laborstandards besteht auch für Mitpatientinnen kein Infektionsrisiko. 

Schlussfolgerungen:  Bei Infektionen mit HBV, HCV oder HIV sind ART keinesfalls generell kontraindiziert.  HBV und HCV sind nach eingehender Risikoabwägung mit dem (Ehe-)Paar insgesamt recht unproblematisch. Für HIV-positive Männer ist die Sequenz aus Spermienaufbereitung – Testung – ART etabliert, bei HIV-positiven Frauen dagegen  sind wegen des vertikalen Transmissionsrisikos haftungsrechtliche Bedenken zu berücksichtigen.   
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GENETISCHE ASPEKTE DES POF-SYNDROMS

Wieacker P

Institut für Humangenetik, Otto-von-Guericke-Universität, Magdeburg

POF (premature ovarian failure) ist als Menopause vor dem 40. Lebensjahr definiert und hat eine Häufigkeit von ca. 1 % in der allgemeinen Bevölkerung. Pathogenetisch kann eine follikuläre von einer afollikulären Form unterschieden werden. Eine follikuläre Form kann in eine afollikuläre Form übergehen, wobei letztere durch eine beschleunigte Regression des Follikelapparats bedingt ist.

Aus genetischer Sicht kommen Chromosomenstörungen, monogene Defekte sowie eine polygen-multifaktorielle Entstehung in Frage. Bei Chromosomenstörungen stehen numerische und strukturelle Aberrationen des X-Chromosoms im Vordergrund, wobei insbesondere Mosaike zu berücksichtigen sind. Die Karyotyp/Genotyp-Korrelationen bei strukturellen Aberrationen des X-Chromosoms erlauben teilweise Rückschlüsse auf die Lokalisation von Genen, die für die Erhaltung der Ovarialfunktion bedeutsam sind. Dadurch konnten zwei hierfür kritische Regionen auf dem X‑Chromosom identifiziert werden: POF1 in Xq26-q28 und POF2 in Xq13.3-q22. Allerdings konnten durch die Charakterisierung von Bruchpunkten bei X/Autosomen-Translokationen bis jetzt nur wenige verantwortliche Gene identifiziert werden. Bei monogenetischer Ursache kann eine POF als eigenständiges Krankheitsbild (z. B. FSH-Rezeptordefekt) oder im Rahmen übergeordneter Erkrankungen wie Blepharophimose-Epikanthus-inversus-Syndrom, APECED oder Galaktosämie auftreten. Ferner kann eine POF im Zusammenhang mit bestimmten Trinukleotid-Repeat-Erkrankungen wie der myotonen Dystrophie (DM1) und in seltenen Fällen der proximalen myotonen Myopathie (PROMM/DM2) oder dem Überträgerstatus für das Fragile-X-Syndrom auftreten. Mögliche pathogenetische Mechanismen hierfür werden diskutiert.
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COMPLETE KARYOTYPING OF HUMAN EMBRYOS USING COMPARATIVE GENOMIC HYBRIDISATION (CGH)

Wilton L

Melbourne IVF, Melbourne, Australia

Introduction: Recent studies have demonstrated that up to 50% of human IVF embryos may harbour a lethal chromosomal aneuploidy causing the embryos to die early in development, perhaps around the time of implantation.  A number of IVF clinics around the world perform preimplantation genetic diagnosis (PGD) using fluorescent in situ hybridisation (FISH) to identify up to 5-9 chromosomes in single cells biopsied from embryos and select chromosomally “normal” embryos for transfer.  However, because FISH is limited to up to 9 chromosomes, many embryos that would be diagnosed as normal using FISH would have lethal aneuploidies of other chromosomes that were not tested for.  Comparative genomic hybridisation (CGH) is a molecular cytogenetic which enables enumeration of all chromosomes simultaneously. We have applied single cell CGH in our PGD program to fully karyotype embryos prior to transfer.

Materials and Methods: Twenty IVF patients who suffered recurrent implantation failure (i.e. > 10 embryos transferred without pregnancy) were subjected to routine IVF procedures. A single cell was removed from embryos on day 3 of development and subjected to CGH.  The whole genome of the single cell was amplified using degenerative oligonucleotide primed-PCR (DOP-PCR) and this test DNA was labelled with green fluorochrome.  Known normal reference DNA was labelled red for comparison.  Test and reference DNA were simultaneously hybridised to normal template metaphase chromosomes.  The green:red fluorescence ratio of the template chromosomes was indicative of the relative chromosome copy number in the test DNA compared to the reference DNA.  CGH takes 5-7 days to complete so embryos were frozen while awaiting results. Embryos determined as normal by CGH were thawed and transferred to patients.

Results: Single cells from 141 embryos were analysed by CGH which was successful in 89% of cells.  40% of cells were diagnosed as normal for every chromosome.  Of the abnormal cells, 34% had aneuploidy involving a single chromosome, 14% had aneuploidy of two chromosomes and 51% had extensive aneuploidy of three or more chromosomes.  Many of the aneuploidies involved chromosomes that would not have been detected if the cells had been analysed using FISH.  Twenty embryos diagnosed as normal by CGH have been transferred in 14 embryo transfer procedures.  Three live births have resulted giving a live birth rate per transfer of 21% and an implantation rate per embryo of 15%.

Conclusions: CGH is more effective than FISH in PGD as it enables a complete karyotype and identification of chromosomal errors that would be missed using FISH.  A larger study will be required to determine if the clinical outcomes can be improved using PGD with CGH in recurrent implantation failure patients. 
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Pharmacogenetics of testosterone action

Zitzmann M, Nieschlag E

Institute of Reproductive Medicine of the University, Münster

The androgens testosterone (T) and its metabolite dihydro-T exert their effects on gene expression and thus affect maleness via the androgen receptor (AR). A diverse range of clinical conditions starting with complete androgen insensitivity has been correlated with mutations in the AR. Subtle modulations of the transcriptional activity induced by the AR have also been observed and frequently assigned to a polyglutamine stretch of variable length within the N-terminal domain of the receptor. This stretch is encoded by a variable number of CAG-triplets in exon 1 of the AR gene located on the X-chromosome. First observations of pathologically elongated AR CAG repeats in patients with X-linked spino-bulbar muscular atrophy showing marked hypoandrogenic traits were supplemented by partially conflicting findings of statistical significance also within the normal range of CAG repeat length: an involvement of prostate tissue, spermatogenesis, bone density, hair growth, cardiovascular risk factors and psychological factors has been demonstrated. The highly polymorphic nature of glutamine residues within the AR protein implies a subtle gradation of androgenicity among individuals within an environment of normal testosterone levels providing relevant ligand binding to ARs. This modulation of androgen effects may be small but continuously present during a man’s lifetime and, hence, exerts effects that are measurable in many tissues as various degrees of androgenicity and represents a relevant effector of maleness. It remains to be elucidated whether these insights are important enough to become part of individually useful laboratory assessments in otherwise healthy, eugonadal men. Extending these findings to pharmacogenetic considerations, a possible modulation of androgen effects during T administration has to be considered. An influence of the CAG repeat polymorphism on efficacy of hormonal male contraception in healthy men was recently reported, showing better inhibition of spermatogenesis in  volunteers with longer triplet residues in the subgroup of those subjects with not fully suppressed gonadotropin secretion. T substitution in hypogonadal men leads to a signficant growth of the prostate gland. This process was recently demonstrated to be markedly influenced by the CAG repeat polymorphism of the AR gene. The findings were more pronounced in older men and seem to put patients with a repeat chain of 20 or less triplets at an increased risk to develop an enlarged organ. These pharmacokinetic findings may provide the basis for individualised testosterone substitution therapy by adjusting the dose to the AR polymorphism. 

Freie Vorträge (FV)
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INSL3-mediated activity is responsible for testis descent
Adham IM

Institute of Human Genetics, University of Göttingen

During early development of the urogenital tract, mesentery connects the gonads and Wolffian and Müllerian duct to the abdominal wall. Differential development of two parts of the genital mesentery, the cranial suspensory ligament (CSL) and the caudal genital ligament, gubernaculum, during male and female development is believed to be responsible for sexual dimorphic position of testis and ovary. Insulin-like factor 3 (INSL3) belongs to the insulin-like hormone superfamily. It is expressed in pre- and postnatal Leydig cells and in postnatal theca cells. Key insights into the role of INSL3 came from analyses of INSL3 knockout mice. These mice exhibit bilateral cryptorchidism,  which is due to failure of gubernaculum development. In double mutant mice,  which lack the androgen- and INSL3-mediated activities, the testes are located in a position comparable to that of ovaries in wild-type mice and attached to the abdominal wall via well-developed CSLs. These results indicated that androgen and INSL3 are essential for the establishment of the sexual dimorphic position of the gonads via regulation of the CSL regression and gubernaculum development, respectively. To determine whether in vivo the INSL3-mediated gubernaculum development is independent of androgens, we generated male and female mice that overexpressed the INSL3 in the islet β-cells of pancreas. All transgenic females displayed bilateral inguinal hernia and the ovaries descended into the inguinal region. These results indicate that INSL3-mediated activity induces gubernaculum development and precludes a role of androgen in this process. 

FV-2

VARIATIONS IN THE CREM GENE EXPRESSION PATTERN BETWEEN NORMAL AND IMPAIRED HUMAN SPERMATOGENESIS

Blöcher S1, Behr R2, Weinbauer GF3, Bergmann M1, Steger K1

1Institute of Veterinary-Anatomy, -Histology and –Embryology, University of Giessen, 2Institute of Anatomy and Cell Biology, University of Essen, 3Covance Laboratories GmbH, Münster

Introduction: Expression of cAMP-responsive element modulator (CREM) plays an essential role for spermatogenesis, since CREM knock-out mice have been demonstrated to be infertile due to round spermatid maturation arrest. Additionally, in man with round spermatid maturation arrest no CREM protein could be found. The CREM gene consists of 14 exons. Due to alternative exon splicing, transcription results in the production of different CREM activator and repressor proteins, starting with three different exons, namely B, (1 and (2. CREM activators are present in round spermatids, whereas all germ cells contain repressors. To study whether alternative start exons are related to spermatogenic impairment we investigated the CREM expression pattern in man with normal and impaired spermatogenesis.

Material and methods: The CREM expression pattern of testis homogenates with normal and impaired spermatogenesis was investigated by RT-PCR .

Results: In normal spermatogenesis we found one activator and three repressor isoforms starting with exon B and two activator and two repressor isoforms using the alternative start exons (1 or (2. In impaired spermatogenesis the expression of CREM activators was reduced (arrest at the level of spermatids and spermatocytes) or totally absent (arrest at the level of spermatocytes), whereas the expression of repressors was normal or only slightly reduced.

Conclusion: The expression of CREM activators is essential for normal spermatogenesis and its down-regulation is related to spermatogenic arrest at the level of round spermatids. 

FV-3

PROTEOMIC RESEARCH IN HUMAN AND BOVINE SPERMATOZOA MEMBRANES IN IMMUNOLOGICAL INFERTILITY

Bohring C1, Fijak M 2, Krause E3, Krause W1 
1Department of Andrology, University Hospital, Phillip University, Marburg; 2Institute of Anatomy, Justus Liebig University, Gießen; 3Institute of Molecular Pharmacology, Berlin
Introduction: Analysis of the sperm membrane proteome is important in understanding the role of sperm antigens and antisperm antibodies (ASA) in immune infertility. Studying the similarity of antigens from human and animal sperm by means of the binding of human ASA may be helpful in order to develop animal models as a tool for further investigations. 

Material and methods: Highly enriched spermatozoa membranes from healthy men and from bovine spermatozoa were isolated and the proteins were separated using 2-D electrophoresis. Proteins were identified by subsequent western blot using ASA from seminal plasma of infertile patients. The antigens recognized were isolated and analyzed by means of mass spectrometry and peptide matching.

Results: Together 18 antigens were found in men and a positive binding of human ASA to 43 different bovine sperm membrane proteins was observed. The comparison of 2-D separated antigenic proteins in the two species showed a similar pattern. In men six of the proteins were identified: as ER60, caspase-3, heat shock proteins HSP70 and HSP70-2, proteasome subunits (component 2, zeta chain). In bovine sperm proteins HSP70; TCP-1-epsilon, cAMP-dependent kinase type-I-alpha-regulatory-chain and three subunits of the proteasome complex (TBP-1, TBP-7 and 26S subunit ATPase) were recognized.

Conclusion: The biochemical identification of animal sperm proteins as antigens of ASA will be helpful to enrich proteins for further investigations in sperm function and the fertilization process. The results of this study may facilitate further investigations by the use of animal spermatozoa as a tool. 

FV-4

PRÄIMPLANTATIONSDIAGNOSTIK AUS SICHT VON KINDERWUNSCHPAAREN:
ERSTE ERGEBNISSE EINER QUALITATIVEN-QUANTITATIVEN ERHEBUNG

Borkenhagen A, Kentenich H

Charité-Campus Virchow, Klinik für Frauenheilkunde; DRK-Kliniken Berlin, Frauen- und Kinderklinik Westend, Berlin 

Einleitung: Kaum ein Thema der Reproduktionsmedizin ist in den letzten zwei Jahren so intensiv diskutiert worden wie die Frage, ob man die sogenannte Präimplantationsdiagnostik (PID) in Deutschland zulassen sollte. Das positive Mehrheitsvotum des Nationalen Ethikrates der Bundesregierung vom 23.01.2003 - die Präimplantationsdiagnostik in Deutschland unter strengen Auflagen zu gestatten - wird noch dieses Jahr zur gesetzgeberischen Initiative eines neues Fortplanzungsmedizin​gesetzes führen. Es stellt sich die Frage, welche Einstellungen Kinderwunschpaare - als potentiell Betroffene - zur Präimplantationsdiagnostik und genetischen Screeningverfahren (Aneuploidie-Screening) haben. Fokus des Interesses der vorliegenden qualitativ-quantitativen Pilotstudie sind Einstellung und Wissen bezüglich PID, Aneuploidiescreenings  und besonders der Zulassung von Screeningverfahren zur Vermeidung von Mehrlingsschwangerschaften.  

Material und Methoden: Quantitative Untersuchung mittels mehrdimensionalen Fragebogenset und qualitativen Leitfaden-Interviews. Vorgestellt werden Studiendesign der multizentrischen und erste Ergebnisse der Pilotstudie. 

Ergebnisse: Die qualitativen Interviews zeigen eine eindeutige Tendenz der Befürwortung prädikativer diagnostischer Verfahren, wobei PID und genetische Screeningverfahren als Stärkung der individuellen reproduktiven Entscheidungs​möglichkeit angesehen werden, wobei die Konflikthaftigkeit prädiktiver Diagnostik durchaus antizipiert wird. Aufgrund des noch geringen Stichprobenumfangs haben die Ergebnisse der quantitativen Erhebung vorrangig explorativen Charakter.  
Schlussfolgerung: Die eingesetzten psychometrischen Verfahren stellen ei​​nen patientenorientierten und innovativen Ansatz zur Untersuchung von Einstellungen und Wissen zu prädiktiver Diagnostik in der Reproduktionsmedizin dar, die die tatsächlichen Argumentationsstrukturen und Meinungen der untersuchten Kinderwunschpaare abbilden.

FV-5

BEURTEILUNG VON EIZELLEN DURCH DIAGNOSTIK AM ERSTEN UND ZWEITEN POLKÖRPER

Buchholz T1, Clement-Sengewald A1, Würfel W2, Berg FD3

1Gemeinschaftspraxis Pränatal-Medizin München, 2IVF-Zentrum Frauenklinik Dr. Krüsmann, 3Gemeinschaftspraxis Prof. Berg - Dr. Lesoine, München

Einleitung: Die Polkörper entstehen bei den Reifeteilungen der Eizellen und können zur indirekten Diagnostik auf chromosomale Fehlverteilungen der Eizellen im Rahmen der künstlichen Befruchtung (IVF/ICSI) herangezogen werden. Im engen zeitlichen Fenster ist es möglich beide Polkörper mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) auf die Chromosomen 13, 16, 18, 21 und 22 vor Abschluss der Verschmelzung der Vorkerne zu untersuchen. Ein bei der Teilung der Eizelle häufig zu beobachtendes Phänomen der vorzeitigen Chromatidseparation kann dabei beurteilt werden. 

Material und Methoden: Mehr als 200 Polkörper (90% erste und 10% zweite) aus verworfenen Eizellen und aus zur Verwendung im IVF/ICSI - Zyklus vorgesehenen Eizellen wurden im standardisierten Verfahren entnommen und mit 3 oder 5 Sonden hybridisiert. 

Ergebnisse: In mehr als zwei Drittel (67%) der untersuchten Polkörper konnte das Fehlen eines (22%) oder mehrerer (30%) Chromosomen und/oder das Fehlen eines oder mehrerer Chromatiden (41%) festgestellt werden. Anhand mehrerer Einzelkasuistiken mit 2-13 Eizellen wird das durch die Polkörperdiagnostik erkennbare Teilungsverhalten der Eizellen für die untersuchten Chromosomen dargestellt. Die eingeschränkte Beurteilbarkeit der Eizellen bei der ausschliesslichen Analyse nur des ersten Polkörpers wird verdeutlicht. 

Schlussfolgerungen: Der Anteil der vorzeitigen Chromatidseparation scheint bei den Reifeteilungen der Eizelle sehr hoch. Zur Vermeidung falsch positiver oder falsch negativer Beurteilung ist die gemeinsame Untersuchung beider Polkörper für die Diagnostik der Eizelle erforderlich. 

FV-6

AUTOAKTIVIERUNG VON CASPASEN IN HUMANEN SPERMATOZOEN

Dathe S, Paasch U, Grunewald A, Glander HJ 

Ausbildungszentrum der Europäischen Akademie für Andrologie, Leipzig
Einleitung: Die Signaltransduktion der Apoptose wird auch in humanen Spermatozoen über Aktivierung von Caspasen (CP) vermittelt. Sowohl rezeptorvermittelte als auch mitochondriale Signale führen neben der Kryokonservierung zur spezifischen Aktivierung der korrespondierenden Initiator-CP. Ziel dieser Studie war es herauszufinden, ob Caspasen ohne externe Stimuli unter Inkubation aktiviert werden können.

Material und Methoden: Es wurden Ejakulate von 10 gesunden Spendern nach 15 Minuten Verflüssigungszeit und nachfolgender Glaswollfiltration gewaschen und die Zellen in einem Phosphatpuffer in Raumtemperatur inkubiert. Die durchflusszytometrische Bestimmung aktivierter Pan-Caspasen erfolgte mit einem zellpermeabelen und nicht zytotoxischen Carboxyfluoreszinderivat. Es wurden 6 Aliquots der Samenproben nach dem Waschen (0h) und nach 1, 2, 3, 4 sowie 5 Stunden untersucht.

Ergebnisse: Ein signifikanter Anstieg des Prozentsatzes von Spermatozoen mit aktivierten (Pan-)Caspasen war in Abhängigkeit von der Zeit zu beobachten (%, Mittelwert(SD): (0): 49,13 ( 5,36; (1): 55,54 ( 5,91; (2): 59,01 ( 6,67; (3): 62,75 ( 4,75; (4): 72,55 ( 7,59 und (5): 72,55 ( 4,31 % (p < 0,05).

Schlussfolgerungen: Die Untersuchungen zeigen u.W. erstmalig die Potenz ejakulierte Spermatozoen zu einer Autoaktivierung von Caspasen ohne äußere Einflüsse. Der reproduktionsmedizinische Einsatz ejakulierter Spermatozoen muss daher in einem möglichst kurzem Zeitraum erfolgen, um optimale Resultate zu erzielen. Ziel weiterer Studien sollte es sein, die genauen Subtypen zu bestimmen und aufzuzeigen, ob bestimmte Subpopulationen von Zellen im Ejakulat graduelle Variationen aufweisen. 

FV-7

Do reactive oxygen species affect sperm dna-fragmentation, fertilization and pregnancy in IVF?

Henkel R1, Kierspel E1, Hajimohammad M1, Stalf T2, Hoogendijk C3, Mehnert C2, Menkveld R3, Schill W-B1 and Kruger TF3
1Department of Dermatology and Andrology, 2Institute for Reproductive Medicine, Justus Liebig University, Giessen;

3Department of Obstetrics and Gynaecology, Reproductive Biology Unit, University of Stellenbosch and Tygerberg Hospital, Tygerberg, South Africa
Introduction: Despite of the increasing knowledge of the fertilization process, there is still a demand for a better understanding of the causes of sperm DNA damage and its impact on fertilization and pregnancy.

Material and methods: We investigated human sperm DNA fragmentation by means of the TUNEL assay and the production of reactive oxygen species (ROS) in the ejaculate by a chemiluminescent technique. ROS-producing spermatozoa were identified by a fluorescence method. In addition, basic semen parameters and the count of peroxidase-positive cells were also taken. These data were then correlated with fertilization rate, embryo fragmentation rate and pregnancy.

Results: Sperm DNA fragmentation did not correlate with fertilization. However, the pregnancy rate in women inseminated with ejaculates containing a high number DNA fragmented sperm was significantly reduced by half. The determination of ROS in the ejaculate and ROS-producing spermatozoa revealed markedly stronger correlations between sperm functions like motility for the percentage of oxidant-producing sperm. By taking seminal white blood cells, which produce high amounts of ROS, into consideration, an influence of these cells on sperm DNA damage should not be neglected and the importance of genital tract infections should be re-evaluated.

Conclusions: Our results imply that spermatozoa with damaged DNA can still fertilize an oocyte, but at the time when the paternal genes are switched on, further embryonic development stops. Further attention should also be directed to childhood cancer due to the fertilization of oocytes with DNA damaged sperm.

Acknowledgements: This work has been supported by the Volkswagen Stiftung, grant number I/76 810.
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KINDERWUNSCH UND MEHRLINGSAKZEPTANZ

Kowalcek I, Kasimzade T, Diedrich K

Klinik für Frauenheilkunde und Geburtshilfe, Klinikum Schleswig Holstein, Campus Lübeck

Einleitung:  Die Einführung der assistierten Reproduktion und ihre rasche Entwicklung hat zu einem deutlichen Anstieg der Mehrlingsschwangerschaften und Mehrlingsgeburten geführt. Ziel der vorliegenden Studie ist, die Akzeptanz von Mehrlingsschwangerschaften trotz der bestehenden hohen Risiken bei Frauen mit unerfülltem Kinderwunsch zu erfassen.

Material und Methoden: Eine Konsekutivstichprobe von Patientinnen unter ovarieller Stimulation  zur assistierten Reproduktion wurde befragt hinsichtlich der jeweiligen Erwartung sowie der jeweiligen Erwünschtheit einer Einlings-, Zwillings- und Drillingsschwangerschaft. Deskriptive Auswertung und inferenzstatistische Auswertung mit dem Chi-quadrat-test.  

Ergebnisse: Die Stichprobe umfasst 158 Patientinnen, im mittleren Alter von 32.4 + 4.2 Jahre (range 21- 42), die Dauer des Kinderwunschs beträgt im Mittel 4.5 + 2.5 Jahre (range 0.5 – 15 Jahre), die Frauen waren bei Aufkommen des Kinderwunschs im Mittel  27.2 + 2.4 Jahre. Zum Zeitpunkt der Befragung gingen durchschnittlich 2.7 Sterilitätsbehandlungen voraus.  Im Mittel erwarteten die Befragten den Eintritt einer Einlingsschwangerschaft zu 53%, den Eintritt einer Zwillingsschwangerschaft zu  30.6 % sowie den Eintritt einer Drillingsschwangerschaft zu 20%. Bei angenommener Wahlmöglichkeit würden sich auf jeden Fall für eine Einlingsschwangerschaft die  Befragten zu 88.6% entscheiden, eine Zwillingsschwangerschaft wird zu 61.9% auf jeden Fall gewünscht und für eine Drillingsschwangerschaft würden sich 16.6% auf jeden Fall entscheiden. Signifikante Zusammenhänge zwischen dem Grad der Erwünschtheit einer Zwillingsschwangerschaft (Chi-quadrat-test, p=0.011*) und der Erwünschtheit einer Drillingsschwangerschaft (Chi-quadrat-test, p=0.008*) finden sich mit der Anzahl der vorangegangenen Behandlungen.

Schlussfolgerungen: Auf Seiten der Patientinnen bestehen überhöhte Erwartungen an den Erfolg  der reproduktionsmedizinischen Behandlung. Nach vorausgehenden frustranten Behandlungen sind die Patientinnen in besonderem Maße bereit Mehrlingsschwangerschaften zu wünschen, trotz der bekannten Risiken.

FV-9

measureMENTS OF DNA INTEGRITY USING SPERM CHROMATIN STRUCTURE ASSAY and SINGLE CELL GEL ELECTROPHORESIS assay and THEIR RELATIONSHIPS TO fertility in stallions

Krienke M1, Schmid TE2, Sieme H3, Stolla R1, Bollwein H1
1Veterinary Clinic for Gynecology and Obstetrics, Ludwig Maximilians University, Munich, 2Department of Biomedical Sciences, University of Bradford, UK, 3National State Stud of Lower Saxony, Celle

Introduction: There are different assays for the determination of DNA integrity in spermatozoa. While the sperm chromatin structure assay (SCSA) is based on the susceptibility of sperm chromatin to acid-induced denaturation in situ, the COMET determines the extent of DNA strand breakage by measuring the DNA fragmentation in individual sperm nuclei based upon a gel electrophoretic pattern. The aim of this study was to investigate the correlation between the results of both tests and their relationships to fertility in stallions.

Material and methods: DNA integrity of spermatozoa from 30 stallions was analysed by measuring the percentage of sperm with a detectable DNA fragmentation index (DFI) using the SCSA and by determining the tail moment (TM) of sperm using the COMET assay. Fertility estimate for each stallion was based on its seasonal pregnancy rate (SPR).

Results: Weak positive correlations (r = 0.42; P < 0.05) occurred between DFI and TM. DFI (r = - 0.60; P < 0.01), but not TM (r = - 0.25;.P > 0.05) was related to SPR.
Conclusions: The results show that there is only a weak relationship between alterations in DNA integrity determined by SCSA and COMET. Only the SCSA seems to be useful for prediction of fertility in stallions.

FV-10

Einfluss vorausgehender Schwangerschaften auf den Ausgang einer IVF/ICSI Therapie – Erfahrungen aus 175.00 Zyklen

Kupka MS, Kriegel S, Friese K

Ludwig-Maximilians-Universität, Klinik und Poliklinik für Frauenheilkunde und Geburtshilfe, Klinikum der Universität München-Innenstadt

Einleitung: Ziel der Untersuchung war es, den Einfluss vorausgehender Schwangerschaften auf den Erfolg einer Behandlung im Bereich der humanen Reproduktionsmedizin zu ermitteln. Dabei wurden in-vitro-Fertilisationsversuche (IVF) analysiert mit und ohne Zuhilfenahme der intrazytoplasmatischen Spermieninjektion (ICSI) und Behandlungen mit dem Transfer aufgetauter, zuvor kryokonservierter Pronuclei-Eizellen (cryopreserved embryo transfer, CPE).

Methodik: Es wurden Daten von 103 Deutschen IVF-Zentren im Zeitraum Januar 1998 bis Dezember 2000 ausgewertet. Insgesamt wurden 174,909 Behandlungszyklen analysiert. Die Daten wurden anonymisiert vom Deutschen IVF-Register zur Verfügung gestellt. Ein multiples logistisches Regressionsmodell wurde eingesetzt. Untersucht wurden Kenngrößen wie Art der vorherigen Konzeption (mit oder ohne reproduktionsmedizinische Behandlung), Ausgang der Schwangerschaft, Dauer der Subfertilität, Alter der Frau und klinische Schwangerschaftsrate pro Punktion.

Ergebnisse: Mehr als eine vorausgehende Schwangerschaft war negativ korreliert zur Erfolgsrate einer IVF-Behandlung. Bei Patientinnen unter 35 Jahren verschwand diese Korrelation wieder. Eine Schwangerschaft durch eine IVF-Therapie war wahrscheinlicher bei Paaren mit einer vorausgehenden Schwangerschaft, die ebenfalls durch eine reproduktionsmedizinische Behandlung erzielt wurde verglichen mit vorausgehenden spontanen Konzeptionen. Eine vorherige Lebendgeburt oder ein vorausgehender Abort hatten einen stärkeren positiven Einfluss auf die IVF-Erfolgsrate als eine vorausgehende Extrauterinschwangerschaft bzw. Interruptio.
Schlussfolgerung: Die reproduktive Anamnese muss bei der Beratung von Paaren über die Erfolgsaussichten einer IVF-Therapie mit einbezogen werden. Das Alter der Frau, die Art einer vorausgehenden Konzeption und der Schwangerschaftsausgang zeigten signifikanten Einfluss auf die Erfolgsaussicht einer reproduktionsmedizinischen Therapie. 

FV-11

PEROXIDASEPOSITIVE LEUKOZYTEN UND ELASTASE BEIM CHRONISCHEN BECKENSCHMERZSYNDROM: NEUE GRENZWERTE?

Ludwig M1, Diemer T1, Hauck EW1, Pabst W2, Failing K3, Weidner W1
1Klinik und Poliklinik für Urologie und Kinderurologie; 2Institut für Medizinische Informatik; 3FB Veterinärmedizin, Arbeitsgruppe Biomathematik und Datenverarbeitung; Justus-Liebig-Universität, Giessen

Einleitung: Die neue Klassifikation des chronischen Beckenschmerzsyndroms (CBSS) beinhaltet die Bestimmung von Leukozyten im Ejakulat als Klassifizierungskriterium, um das entzündliche (NIH IIIA) vom nichtentzündlichen (NIH IIIB) Beckenschmerzsyndrom zu trennen. Ziel der Studie war es, zu evaluieren, ob die Patienten, die erhöhte Leukozyten im Prostatasekret zeigen, auch erhöhte Leukozytenzahlem im Ejakulat und erhöhte Elastasewerte als weiteren Entzündungsmarker aufweisen. Für diese Marker sollten zur Erleichterung der Differentialdiagnose Grenzwerte bestimmt werden.

Material und Methoden: Bei 112 symptomatischen Patienten (34,3; 21-64 Jahre) wurde eine 4-Gläser-Probe mit Leukozytenanalyse und eine anschließende Ejakulatanalyse nach WHO durchgeführt. Patienten ab 10 Leukozyten im Prostatasekret (EPS; 1000x) und ab 10 Leukozyten (400x) im Urin nach Prostatamassage (VB 3) wurden als NIH IIIA klassifiziert. Patienten mit bakterieller Prostatitis wurden ausgeschlossen. Die Ejakulatanalyse beinhaltete die Bestimmung peroxidasepositiver Leukozyten (PPL) und Elastase. Grenzwerte wurden mittels receiver operating characteristic curves (ROCC) ermittelt.

Ergebnisse: Bei 64 Männern waren vermehrt Leukozyten im Prostatasekret nachweisbar (NIH IIIA), bei 48 Patienten nicht (NIH IIIB). PPL und Elastase waren bei den Patienten mit NIH IIIA signifikant erhöht (p<0,001). Als Grenzwerte wurden berechnet: für PPL 0,113 mill/ml (Sensitivität 68,75%, Spezifität 89,6%) und für Elastase 280 ng/ml (Sensitivität 75%, Spezifität 82,6%), um ein entzündliches von einem nichtentzündlichen CBSS abzugrenzen.

Schlussfolgerungen: Beim CBSS sind Leukozytenzahlen in EPS/VB 3 mit Leukozyten im Ejakulat assoziiert, vorausgesetzt, daß eine 4-Gläser-Probe gefolgt von einer Ejakulatanalyse am gleichen Tag durchgeführt wird. Möglicherweise ist die WHO-Definition einer signifikanten Leukozytospermie (1 mill/ml) für dieses Krankheitsbild nach unten zu korrigieren. PPL und Elastase sind gleichermaßen zur Entzündungsdiagnostik geeignet. 

FV-12

Effektive Rekonstruktion erektiler Nerven mittels homologer Schwann‘scher Zellen bei der Ratte

May F,  Weidner N,  Mrva T,  Caspers C,  Matiasek K,  Gänsbacher B,  Hartung R

Urologische Klinik des Klinikums rechts der Isar, Technische Universität München, München

Einleitung: Die radikale Prostatektomie führt durch bilaterale Exzision der erektilen Nerven bei vielen Patienten zur erektilen Dysfunktion. Die Verwendung Schwann‘scher Zellen stellt eine der experimentell erfolgversprechendsten Strategien dar, die Regeneration von Axonen nach Läsionen im peripheren und zentralen Nervensystem zu fördern. In diesem Projekt wurde die regenerative Kapazität homologer Schwann‘scher Zellen untersucht werden, die in Silikonröhrchen eingebracht und nach bilateraler Exzision eines kavernösen Nervensegmentes interponiert werden.

Methoden: Schwann‘sche Zellen wurden aus dem N. ischiadicus adulter Fischer Ratten isoliert, kultiviert und in Silikonröhrchen in einer Konzentration von 25000 Zellen/(l eingebracht. Adulte Fischer Ratten wurden in 5 Gruppen von jeweils 10-12 Tieren (20-22 Nervi erigentes) randomisiert: 1) Tiere mit bilateraler Exzision eines 5 mm langen Nervensegmentes, 2) Kontrollgruppe mit einer Sham Operation (Exposition der kavernösen Nerven), 3) bilaterale Interposition eines autologen Transplantats des N. genitofemoralis, 4) bilaterale Interposition von Silikonröhrchen, 5)  bilaterale Interposition von Silikonröhrchen mit Schwann‘schen Zellen. Nach drei Monaten erfolgte die Relaparotomie mit  Elektrostimulation des rekonstruierten Nervs und simultaner intrakavernöser Druckmessung. 

Ergebnisse: Nach drei Monaten führte die Relaparotomie mit Elektrostimulation zu folgenden Ergebnissen: Keine Erektionen in Gruppe 1 (Exzision), 100% Erektionen in Gruppe 2 (Sham), 30% (6/20) in Gruppe 3 (Transplantat N. genitofemoralis) , 50% (11/22) in Gruppe 4 (Silikonröhrchen) und die besten Ergebnisse wurden in Gruppe 5 (Schwann‘sche Zellen) mit einer Erektionsrate von 91% (20/22) erreicht. Der intrakavernöse Druckanstieg in dieser Gruppe war signifikant höher als in den Vergleichsgruppen (p<0,001).

Schlussfolgerung: Homologe Schwann`sche Zellen fördern effektiv die Regeneration autonomer erektiler Nerven und haben eine deutlich höhere Erfolgsrate als autologe Nerventransplantate. 
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Expression and mutational analysis of selenoprotein phospholipid hydroxyperoxide glutathione peroxidase (PHGPx)  gene

Nayernia K1, Tangat Y, Diaconu M, Kühn H, Haidl G3, Schreiber G4, Aumüller G5, Engel W1
1Institute of Human Genetics, University of Göttingen, 2Institute of Biochemistry, University of Berlin, 3Clinic and Polyclinic of Dermatology, University of Bonn, 4Clinic of Dermatology, University of Jena,  5Institute of Anatomy and Cell Biology, University of Marburg 

Introduction: Phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase (PHGPx) is an intracellular antioxidant of spermatozoa and protects it against the oxidative stress generated by reactive oxygen species. The abundance of PHGPx in the mitochondrial capsule of the spermatozoa midpiece and impaired sperm motility in selenium-deficient animals, is considered to result from insufficient PHGPx content, suggest the role of PHGPx in male fertility. 

Materials and methods: Isolation of DNA from blood. PCR. Automated sequencing. Indirect immunofluoresence. 
Results: In an attempt to verify the expression pattern and localization of PHGPx, immunostaining and electron microscopical studies were performed on sections and spermatozoa of different species. In mouse, PHGPx was detected in Leydig cells and spermatids.  A localization of PHGPx was found in midpiece of spermatozoa of Drosophila melanogaster, frog, fish, cock, mouse, rat, pig, bull and human. This result was verified using electron microscopical analysis. Furthermore, we studied the relationship between sperm PHGPx expression, mutation in PHGPx gene and human oligoasthenozoospermia, a defect in which both the number and the motility of spermatozoa are significantly below normal. Sperm specimens from 44 infertile males were analysed for fertility-related parameters according to World Health Organisation and were classified as suffering from oligoasthenozoospermia. Two patients (4.54%) showed no expression of PHGPx and in 9 patients (20.45%) a reduced expression of PHGPx was observed. Genomic DNA sequences of PHGPx coding and its 5´flanking regions  from these patients and 9 fertile volunteers were analysed for polymorphisms by PCR amplification and direct sequencing. Sequence analysis revealed no cause/effect relationship for any of the polymorphisms. 

Conclusion: From these data it can be concluded that oligoasthenozoospermia is associated with a decrease in the level of expression of mitochondrial PHGPx in mitochondria in the spermatozoa of some infertile men (24.4%) but is not linked to mutations in PHGPx gene.  
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Tep22 is involved in the biogenesis of the acrosome and the midpiece of the murine sperm tail

Neesen J1, Hartwich T1, Brandhorst G1, Aumüller G2, Mendoza-Lujambio I1
1Institute of Human Genetics, University of Göttingen, 2Department of Anatomy and Cell Biology, University of Marburg 

Spermatogenesis in mammals is an excellent model system to study cellular and developmental processes. Here we report the identification of a new gene named Tep22 (testis expressed protein of 22 kDa), which is translational regulated and is involved in the development of male germ cells of mice. 

The gene encoding Tep22 consists of three exons and is localized in the telomeric region of mouse chromosome 12. Sequence and computer analyses of Tep22 revealed no significant similarity to any known gene. Specific antibodies against Tep22 detected an approximately 22 kDa band in testicular protein extracts which was first observed in 18-day-old mice. Indirect immunofluorescence and immunoelectron microscopy experiments demonstrate that Tep22 is localized in the acrosomal region of early elongating spermatids, while the surrounding cytoplasm is barely labeled. During further germ cell development the intensity of the staining in the acrosomal region decreases and is not longer detectable in late stages of elongating spermatids, whereas the amount of the Tep22 protein increases in the cytoplasm. Finally, Tep22 is incorporated into the midpiece of spermatids and is also present in the mitochondrial sheath of mature spermatozoa. Taken together, our results indicate the involvement of Tep22 in the biogenesis of the acrosome and the midpiece of the sperm tail as well as in the function of mature murine spermatozoa. To prove this assumption we have generated Tep22-deficient mice using the “knock-out “ approach. The phenotype of Tep22-deficient mice will be presented.
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Protein phosphorylation/dephosphorylation signalling is involved in the control of the sperm cell volume

Petrunkina AM1 , Jebe EC1, Harrison RAP2, Ekhlasi-Hundrieser M1,  Töpfer-Petersen  E1
1Institute for Reproductive Medicine, Hannover School of Veterinary Medicine, Hannover; 2 Laboratory of Gamete Signalling, The Babraham Institute, Babraham, Cambridge, UK

Introduction: The ability to maintain cellular volume is an important general physiological function, which is achieved by specific molecular mechanisms. For example, hypotonically induced swelling results in the opening of potassium and chloride channels, through which ions exit with accompanying water loss. This process is known as regulatory volume decrease (RVD). The molecular mechanisms that control the opening of the ion channels are as yet poorly understood, however evidence suggests that changes in protein kinase/phosphatase activity are involved. RVD may be an important function in spermatozoa, because these cells experience hypotonic shock during transfer from the epididymis to the female tract. RVD has been shown to occur in boar, bull, mouse and human spermatozoa, primarily through the opening of quinine-sensitive potassium channels, and mutant mouse sperm that show defects in RVD are infertile. Here we have made a preliminary study of the effect of inhibitors of protein kinases and phosphatases on boar sperm RVD, as a means of investigating further the mechanisms involved in sperm volume control. We have also studied changes in protein tyrosine phosphorylation under iso- and hypotonic conditions. 

Material and methods: Semen samples were obtained from 4 mature boars. Percoll-washed spermatozoa were incubated at 38ºC in isotonic (300 mOsmol/kg) Hepes-buffered saline solution (HBS) in the presence or absence of effector drugs. After a 10-min preincubation, aliquots of the suspensions were diluted into isotonic and hypotonic (180 mOsmol/kg) HBS supplemented with effectors accordingly and incubated further. Subsamples were taken after 5 and 20 min, and volumetric measurements were performed electronically using a Schärfe CASY 1 system.  Membrane integrity was assessed flow cytometrically (DAKO Galaxy, DakoCytomation) using propidium iodide. The following inhibitors were tested: staurosporine (0.1-5 µM, broad-spectrum Ser/Thre protein kinase inhibitor), lavendustin A (1-15 µM, tyrosine kinase inhibitor), bisindolylmaleimide I (1-15 µM; protein kinase C inhibitor), H-89 (5-50 µM, protein kinase A inhibitor), protein phosphatase PP1 and PP2A inhibitors calyculin A and okadaic acid (10-100 nM), and tyrosine phosphatase inhibitor sodium vanadate (100 µM). To trace the role of tyrosine phosphorylation processes in volume regulation, sperm SDS-extracts were subjected to gel electrophoresis and Western blotting, probed with a biotinylated anti-phosphotyrosine antibody (PY20) / streptavidin-alkaline phosphatase system. The overall changes in tyrosine phosphorylation in cell suspensions were quantified by means of flow cytometry using a FITC-labelled mouse anti-phosphotyrosine antibody (Oncogene)

Results: Treatment with protein kinase inhibitors led to highly significantly dose-dependent increases of both hypotonic and isotonic volumes after 20 min of incubation. However, as the isotonic volume was affected more than  the hypotonic volume (1.5 – 2-fold increase of isotonic volume after 20 min with 1µM staurosporine, 5 μM lavendustin or GF, or 15 µM H-89), the kinase inhibitors appeared to improve RVD. Staurosporine , H-89 and lavendustin led to 8-25% lower levels of the relative volume shift (hypotonic volume/isotonic volume) after 5 min, interpretable as an acceleration of RVD. Inhibition of protein kinase C with bisindolylmaleimide resulted in an increased final degree of RVD (i.e. after 20 min):  swelling was reduced  by about 95% as compared with 53% reduction in the control (p<0.05). The protein phosphatase inhibitors calyculin and okadaic acid only slightly increased isotonic volume but they greatly increased the relative volume shift (1.6 – 1.9-fold; p<0.05) and blocked RVD. Vanadate treatment led to a markedly accelerated RVD (27%; p<0.08). During 20 min incubation under isotonic and hypotonic conditions, tyrosine phosphorylation of 30, 21 and 14.5 kDa SDS-PAGE bands increased regardless of whether volumes remained constant or decreased, whereas the mean intensity of phosphotyrosine-specific flow cytometric fluorescence increased by 15% and 17% respectively (p<0.05). Under both isotonic and hypotonic conditions, staurosporine (0.1 μM) reduced the SDS-PAGE staining as well as the flow cytometric fluorescence.  Okadaic acid (10 nM) reduced both isotonic and hypotonic fluorescence but had an effect upon SDS-PAGE staining only under hypotonic conditions. Other treatments had no observable effect, except that bisindolylmaleimide markedly increased 5-min levels of flow cytometrically assessed phosphotyrosine.

Conclusions: The mechanism of sperm RVD appears to involve alterations in protein phosphorylation /dephosphorylation balance. The effects of serine/threonine protein kinase inhibitors were somewhat obscured due to their swelling effects under isotonic conditions (kinase involvement in isotonic volume maintenance?). However, protein phosphatase inhibitors clearly blocked boar sperm RVD, suggesting that dephosphorylation of serine/threonine residues is a necessary step in RVD signalling, perhaps resulting in the opening of an ion channel. Because inhibition of protein kinase C led to an enhancement of RVD, this enzyme may be responsible for closing the channel after volume adjustment. Our results also suggest that tyrosine phosphorylation levels are also involved in RVD. Although overall levels as well as phosphorylation of specific protein bands increased during incubation under both iso- and hypo-tonic conditions, vanadate clearly accelerated RVD under hypotonic conditions.  Thus the increased levels of tyrosine phosphorylation under hypotonic conditions may be due to inhibition of tyrosine phosphatase rather than to activation of tyrosine kinase, although tyrosine kinase may be involved in isotonic volume control.
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MIT WELCHER ANEUPLOIDIERATE IST IN MENSCHLICHEN EIZELLEN ZU RECHNEN?
EINE AKTUALISIERTE ZUSAMMENFASSUNG UND BEWERTUNG KONVENTIONELLER CHROMOSOMENANALYSEN

Rosenbusch B

Frauenklinik, Sektion Gynäkologische Endokrinologie und Reproduktionsmedizin, Universität Ulm, Ulm/Donau

Einleitung: Zur Ermittlung der Rate numerischer Chromosomenanomalien in weiblichen Keimzellen werden seit ca. 20 Jahren Eizellen analysiert, die nach Anwendung unterschiedlicher Verfahren der assistierten Reproduktion unbefruchtet geblieben sind. Die entsprechenden Daten wurden in einer Übersicht zusammengefasst und einer kritischen Beurteilung unterzogen.

Material und Methoden: Nach einer Literaturrecherche fanden Arbeiten mit folgenden Merkmalen Berücksichtigung: a) Darstellung des gesamten Chromosomensatzes nach Fixierung und Homogen-, selten Bandenfärbung; b) Angabe der Verteilung von Hypo- und Hyperhaploidie bzw. zumindest der Gesamtrate der Aneuploidie. Die Detektion einzelner Chromosomen mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) wurde nicht einbezogen. Zwischen den zu numerischen Aberrationen führenden Mechanismen (Nondisjunction bzw. Predivision) war in der Übersicht nicht zu differenzieren, da dies in den meisten Studien unterblieb. Zur Präzisierung der Aneuploidierate in reifen Eizellen wurden diploide Zellen ausgeschlossen, nachdem letztere überwiegend unreife Oozyten repräsentieren.

Ergebnisse: Es wurden 58 Studien ermittelt, die zwischen 8 und 1321 (gesamt: 9313) Eizellen analysierten. In drei Fällen fand sich nur die Gesamtrate der Aneuploidie, in 55 Publikationen eine getrennte Angabe von Hypo- und Hyperhaploidie. Die mittlere Aneuploidierate für 9313 Zellen berechnet sich zu 21,1% (1,3 - 57,7%). Für Studien mit gegliederten Daten (gesamt: 8485 Eizellen) ergeben sich folgende Mittelwerte: Hypohaploidie = 12,0% (0 - 51,9%); Hyperhaploidie = 7,9% (0 - 26,9%); Aneuploidie (Hypo- plus Hyperhaploidie) = 19,9% (1,3 - 57,7%); Aneuploidie (konservative Schätzung = 2x Hyperhaploidie) = 15,8% (0 - 53,8%). Eine Aufschlüsselung der Ergebnisse nach Art der Zellpräparation deutet eine niedrigere Aberrationsrate für die graduelle Methode im Vergleich zum Vorgehen nach Tarkowski (Cytogenetics 5, 394-400, 1966) an. Ein Anstieg der Aneuploidie mit zunehmendem mütterlichen Alter wird in der bislang umfassendsten Studie (1321 Eizellen) bejaht. Numerische Anomalien können alle Chromosomen betreffen, finden sich aber gehäuft in bestimmten Gruppen.  

Schlussfolgerungen: Eine uneinheitliche Präsentation der Ergebnisse, stark differierende Fallzahlen und unterschiedliche Methoden erschweren die Interpretation der Daten. Ausgehend von der zuverlässigsten Fixierungstechnik ist in menschlichen Eizellen mit einer mittleren Aneuploidierate von ca. 12% zu rechnen. Diese Zahl erscheint relevant für die Diskussion um die Berechtigung einer Polkörperdiagnostik, spiegelt aber nur Verteilungsfehler während der ersten Reifeteilung wider. Zudem ist zu beachten, dass die übliche Polkörperdiagnostik mittels FISH für ausgewählte Chromosomen zwar die wichtigsten, aber nicht alle Aneuploidien erfassen wird.
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Silent seminal infection: the apoptotic mechanism

Sánchez R1-3, Villegas J2-3,  Schulz M3,  Soto L1-3, Iglesias T1-3,  Boehme C1-3, Miska W4
1Department of Preclinical Sciences, 2Department of Internal Medicine, 3Center of Reproductive Biotechnology, Faculty of Medicine, Universidad de La Frontera, Temuco, Chile; 4Center of Dermatology and Andrology, Justus Liebig University, Giessen

Introduction: Male accessory sex glands infections (MAGI) are considered deleterious to male reproductive capacity. Specific molecular processes involved in infection could affect particularly the function of spermatozoa. During male genital tract inflammation an increased number of sperm undergoing apoptosis have been observed. This has been attributed to the elevated levels of ROS produced through bacterial stimulation of seminal leukocytes. The aim of this study was to evaluate the effect of bacteria on the induction of apoptosis in mature human sperm cells.

Materials and methods: Human spermatozoa selected by Percoll gradient (10x106/ml) were incubated with either 3x108 CFU ml-1 of E. faecalis, E. coli or S. aureus. ROS level and apoptosis were determined after 60-min incubation. Apoptosis was evaluated with annexin V-FITC kit (Nexins Research) by two-color flow cytometry.

Results: Addition of E. coli significantly induced early apoptosis in sperm (p<0.025). This increase was similar to that observed in sperm after incubation with leukocytes activated by PMA (apoptosis induced by elevated ROS).  E. faecalis, E. coli and S. aureus caused a significant increase of late apoptosis compared to control sperm incubated without bacteria or incubated with activated leucocytes.

Conclusions: Our results show that bacteria directly initiate apoptosis in mature human sperm. This way of inducing apoptosis does not require ROS but may result from one of the molecular mechanisms that account for changes in motility, vitality and DNA integrity characteristics of spermatozoa in MAGI.

Acknowledgment: Supported by Fondecyt: Project Nº 1010 729-2001 and Nº 7010 729
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AUSWAHL VON CHROMOSOMAL INTAKTEN EIZELLEN OHNE PID?

Schmutzler AG , Chen W, Weimar J, Salmassi A, Mettler L, Jonat W, Arnold N

Christian-Albrechts-Universität Kiel, Universitätsfrauenklinik, Kiel

Einleitung: Ziel ist die Korrelation zwischen der Morphologie des 1. Polkörpers menschlicher Eizellen und der Eizell-Euploidie, um einen nicht invasiven Marker zu bekommen für die Selektion von Eizellen in der

IVF.

Material und Methoden: Metaphase II-Eizellen, die sich nach IVF oder ICSI nicht befruchten ließen, wurden fixiert und hybridisiert mit FISH mit Proben für die Chromosomen 13, 16, 18, 21 und 22 (Vysis). Aneuploidien wurden festgestellt, wenn eine Non-disjunction oder eine unbalancierte Prädivision vorlagen. Die Ergebnisse wurden korreliert zur Morphologie des 1. Polkörpers (Ebener): Gruppe (1): oval oder rund, glatte Oberfläche; Gruppe (2): rauhe Oberfläche; Gruppe (3): fragmentiert; Gruppe (4): groß oder klein.

Ergebnisse: Von 98 Patientinnen wurden 298 Eizellen fixiert. 216 Eizellen waren in der Metaphase II, der Rest degeneriert, in der Interphase oder wurden verloren. 170 Eizellen waren gut gespreitet. 128 gut gespreitete Metaphase II-Eizellen wurden mit FISH analysiert, was 119 analysierbare Ergebnisse erbrachte. Von diesen waren 112 mit der Morphologie des ersten Polkörpers dokumentiert worden. 

In der Gruppe (1) waren 15% (5/34) aneuploid, in der Gruppe (2) 17% (4/23), in der Gruppe (3) 30% (11/37), in der Gruppe (4) 61% (11/18). Der Unterschied zwischen Gruppe (1) und Gruppe (4) ist statistisch signifikant (p<0.001). 

Schlussfolgerungen: Menschliche Eizellen, die durch IVF oder ICSI nicht fertilisiert wurden, aber morphologisch einen idealen 1. Polkörper zeigen, sind chromosomal meist normal. Wenn ihr 1. Polkörper groß oder klein ist, ist die Eizelle meist aneuploid. Diese Eizellen sollten nicht die erste Wahl sein für einen Embryotransfer. 
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Functional Tissue Engineering of Autologous Tunica Albuginea:

a possible graft for Peyronie’s Disease Surgery

Schultheiss D1, Lorenz RR2, van Griensven M3, Gabouev AI1, Mertsching H4, Schlote N1, Wefer J1, Winkler M2, Haverich A4, Stief CG1, Jonas U1
Departments of Urology1, Visceral and Transplantation Surgery2, Trauma Surgery3, Leibniz Laboratories for Biotechnology and Artificial Organs4; Medizinische Hochschule Hannover

Introduction: In vitro applied mechanical strain has a positive effect on proliferation, differentiation and de novo extracellular matrix (ECM) synthesis of mature fibroblasts. The aim of the present study was to generate mechanically stable autologous grafts as a possible replacement of tunica albuginea for penile surgery in Peyronie’s disease.

Methods: Porcine fibroblasts isolated from fascia biopsies were seeded on acellularized collagen matrices in a density of 1x105 cells/cm2 and then cultivated in a bioreactor under continuous multiaxial stress (strain 5%, frequency 0,2 Hz) for 2, 7, 14 or 21 days, respectively (n=3 for each group). Static cultures without mechanical stress served as controls. Cellular metabolic activity was evaluated by sequential MTS-formazane assays; proliferation und de novo synthesis of ECM proteins (procollagen I+III, elastin) were proven by pentachrome and immuno-staining. Additionally, porcine fibroblasts were isolated enzymatically from small skin punch biopsies (Ø4mm).

Results: Mechanically strained cultures of fibroblasts showed a higher cell metabolism, a homogeneous multilayer matrix infiltration after 7 days, de novo production of ECM proteins as well as a regular cell alignment in the direction of strain axis compared to the static control. After two passage more than 5x106 fibroblasts could be obtained from two Ø4mm skin punch biopsies.

Conclusions: This study shows that continuous multiaxial stimuli improve proliferation and ECM synthesis of mature fibroblasts reseeded on biological matrices making this a feasible autologous tissue engineered graft for penile surgery. For the clinical setting fibroblasts harvested from small skin biopsies can be a comfortable cell source.
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A CONSERVATIVE TREATMENT OPTION OF CURING VENOUS LEAKAGE IN IMPOTENT MEN

Sommer F, Engelmann U

Klinik und Poliklinik für Urologie der Universitätskliniken, Köln

Introduction: The incidence of impotence after the age of 40 rapidly increases from 5.6% to 61% in men being older than 70 years. Investigations have shown that 35 to 60% of these men had venous leakage or insufficience of the veno-occlusive system. It has been shown that contractions of the ischiocavernosus (IC) and bulbocavernosus (BC) muscles are very important in the process of penile rigidity. The aim of the present study was to assess the influence on penile rigidity of a special designed IC and BC (pelvic floor) exercise programme – named VigorRobic® - in patients suffering from mild to medium venous leakage or insufficience of the veno-occlusive system.

Methods: 124 impotent patients entered the placebo-controlled trial (three arms: 1. special pelvic floor programme, 2. oral PDE5 inhibitor, 3. placebo). All patient were assessed using a standard protocol which included history and examination, colour flow duplex doppler ultrasonography and where indicated dynamic infusion cavernosometry and cavernosography. The training programme was given 3 times, in weekly sessions. The potency of each male was evaluated by a well validated German questionnaire of Erectile Dysfunction (KEED), IIEF-Q3 and 4, GAQ at the first visit, after 4 weeks and after 3 months. Cavernosometry was performed after 3 months to obtain the penile rigidity values.

Results: 16 patients wanted to have other treatment options (two in the pelvic floor exercise group, 4 of the oral drug group, 14 from the placebo group) So 40 patients did pelvic floor exercises, 36 received oral PDE5 inhibitor and 28 received a placebo. There was a significant difference in the subjective results by the pelvic floor exercise group (80% of the patients had  better erections) and PDE5 inhibitor (74%) compared to placebo (18%).

	
	Placebo
	PDE5 inhibitor
	Exercise

	Initial maintenance flow
	54 ± 12 ml/min
	51 ± 13 ml/min
	53 ± 12 ml/min

	Maintenace flow
after 3 months
	56 ± 13 ml/min
	47 ± 12 ml/min
	24 ± 10 ml/min


Additionally, an improvement of penile rigidity was measured in the pelvic floor exercise group of mean 46% after 3 months.

Conclusion: Pelvic floor exercise is a realistic conservative alternative treatment option in patients with mild to medium degrees of venous leakage or insufficience of the veno-occlusive system.
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Sildenafil taken at bedtime - a tool for curing erectile dysfunction?

Sommer F, Engelmann U

Klinik und Poliklinik für Urologie der Universitätskliniken, Köln

Introduction: Nocturnal erections occur at all ages and contribute to the maintenance of the morphodynamic integrity of smooth muscle cells within the corpora cavernosa. It has been shown that sildenafil taken at bedtime induced a significant improvement in nocturnal penile erections. This study was aimed at evaluating the effect of sildenafil taken at bedtime on erectile function.

Methods: In a prospective, randomised, controlled trial to determine whether sildenafil taken at bedtime affected erectile function after one year, 64 patients were randomly assigned to two groups (1st group: 50 mg sildenafil taken every night at bedtime, 2nd group [control group]: 50-100 mg sildenafil on demand). Additionally, a 3rd group was followed up, comprising patients who did not undergo any medical therapy. The average patient age was 46.3 years and all patients had experienced ED for more than 6 months. Sildenafil was taken by groups 1 and 2 for a period of 12 months, followed by a “wash-out” phase of one month. The primary efficacy measures were EF domain score (questions 1-5 and 15) on the International Index of Erectile Function (IIEF) questionnaire and peak systolic velocity (PSV) of penile arteries after 12 and 13 months of treatment (study design is illustrated below). 
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Results: All patients with an IIEF domain score > 26 were defined as having normal erectile function. After the one-month "wash-out“ phase, 57.1 % of group 1, and 10.3 % of group 2 had an IIEF domain score > 26. PSV of the cavernous arteries improved in group 1 from 28.4 + 9.7 cm/s to 38.3 + 10.1 cm/s (p<0.05). In group 2 a small,  statistically not significant average improvement in PSV (+2.7 cm/s) was seen. In Group 3 PSV declined slightly.

Conclusion: We showed that sildenafil taken at bedtime is a useful tool for curing erectile dysfunction. Sildenafil regularly taken at bedtime may be able to bring about regression of even severe ED after only one year.
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Detection of sperm VDAC usinG subtype-specific ANTI-PORIN ANTIBODIES

Aires VA1, Schneider X1, Hinsch E1, de Pinto V2, Hinsch KD1
1Centre of Dermatology and Andrology, Biochemistry of Reproduction, Justus Liebig University, Giessen

2 Department of Chemistry, Laboratory of Biochemistry and Molecular Biology, University of Catania, Italy

Introduction: Porins or voltage-dependent anion channels (VDAC) are small pore-forming proteins that form the major pathway for metabolite flux (e.g. ATP) across the outer mitochondrial membrane. VDAC have been found to bind to enzymes such as hexokinase and glycerol kinase. Porin is also involved in the regulation of apoptosis and attachment of mitochondria to the cytoskeleton. Recent results suggest the occurrence of porin in plasma membranes of somatic cells. In a recent investigation, we determined the localization of porin type 1 and 2 mRNA in bovine spermatogenic cells. We reported the generation of antibodies directed against synthetic porin peptides and detected porin type 1 and 2 proteins in both spermatids and spermatozoa. The aim of this study was the identification of porins in different sperm extracts using well characterised subtype-specific anti-porin antibodies.

Materials and Methods: Fresh ejaculated bovine spermatozoa were processed for differential protein extraction. With this procedure we generated protein fractions that presumably derive from different sperm compartments. Extracted proteins were separated by SDS-PAGE. Detection of VDAC was achieved by immunoblotting. 

Results: Our preliminary data suggest that porin subtypes are localized in different compartments of bovine spermatozoa. 

Conclusions: Porin subtypes in spermatozoa might be involved in the regulation of different sperm functions, e.g. motility and acrosome reaction. This could explain the localisation of the porin subtypes in different compartments.

P-2

Messung der induzierten Akrosomenreaktion - Relevanz für die Vorhersage der Befruchtungskapazität

Allgeyer M, Kirschenhofer N, Mann U, Brucker C

Universitätsfrauenklinik Ulm, Zentrum für Gynäkologische Endokrinologie und Reproduktionsmedizin, Ulm

Einleitung: Die Akrosomenreaktion (AR) ist eine notwendige Voraussetzung für die erfolgreiche Befruchtung. Eine pathologische AR ist eine mögliche Ursache des fertilization failure (ff) nach IVF. Die „induzierte AR“ untersucht das Potential der Spermien zum Durchlaufen der AR. Ca-Ionophore umgehen dabei den natürlichen Ablauf der AR. Wir untersuchten die induzierte AR bei fertilen Männern und bei ff-Patienten unter Zuhilfenahme physiologischer Stimuli.

Material und Methoden: 50 Patienten mit normalen Spermiogrammen, davon 26 mit normaler Befruchtung nach IVF und 24 mit ff. Spermienselektion durch Swim-up, anschließend 30 min Inkubation mit je 10 µM Ca-Ionophor A23187, Progesteron, PGE1 oder Puffer (BWW). Auswerten des Prozentsatzes der akrosomenreagierten Spermien nach Färben mit PSA-FITC. Statistische Analyse deskriptiv mit Boxplots zur Beschreibung der Stichproben, Konfidenzintervallen für den Median und Punktwolken. Berechnung von Diskriminanzanalysen.
Ergebnisse: A23187 induzierte die AR bei 46% der Spermien (Median) von fertilen Männern und bei 24% (Median) der Spermien von ff-Patienten. Der Median der induzierten AR mit Progesteron und PGE1 lag bei fertilen Männern jeweils bei 17,5% und bei ff-Patienten bei 8% bzw. 6%. Die Pufferkontrollen zeigten eine spontane AR von 4% (fertil) und 2% (ff). Die Verwendung physiologischer Stimuli erlaubte im Gegensatz zu Ca-Ionophor eine eindeutige Diskriminierung zwischen fertilen Patienten und ff-Patienten.

Schlussfolgerungen: Bei ff-Patienten ist die Fähigkeit der Spermatozoen zum Durchlaufen der AR unter Verwendung physiologischer wie auch unphysiologischer Stimuli vermindert. Physiologische Stimuli erlauben jedoch eine bessere Diskriminierung zwischen normaler und pathologischer AR und sind damit für die Diagnosestellung besser geeignet. Bei der Entscheidung zwischen IVF und ICSI kann die Untersuchung der induzierten AR hilfreich sein und unnötige IVF-Versuche verhindern.
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KÖNNEN TEURE INTRAZYTOPLASMATISCHE SPERMATOZOENINJEKTIONEN (ICSI)
DURCH VARIKOZELENBESEITIGUNG VERMIEDEN WERDEN?

Andreeßen R

Urologische Praxis, Berlin

Einleitung: Ungefähr 90 % aller ICSI Behandlungen werden aus andrologischer Indikation durchgeführt. Die Entscheidung zur ICSI obliegt dem Gynäkologen, welcher die Entscheidung zur Behandlung an der Spermaqualität fällt. Diese Entscheidung wird auch von den Krankenkassen unterstützt, welche für eine Kostenübernahme zur ICSI zwei Spermiogramme im Abstand von 12 Wochen fordern. Da zusätzlich 18 – 20 % dieser Männer eine Varikozele haben könnten, befasst sich die nachfolgende Untersuchung mit der Frage, ob und wenn ja, wie viele dieser ICSI-Behandlungen durch zuvor durchgeführte Varikozelenbeseitigungen vermieden werden könnten.

Material und Methoden:  Insgesamt wurden 312 Männer mit linksseitigen Varikozelen im Zeitraum von 07.10.99 bis 31.09.02 mit präoperativer Spermaqualität < 5 Mill Spermatozoen/ml und einer Motilität < 20 % in A- und B-Kategorie einer laparaskopischen Varikozelektomie zugeführt, wenn durch Farbduplexmessungen am Plexus pampiniformis ein Reflux > 15 cm/s nachgewiesen werden konnte. Nachuntersuchungen beinhalteten den Operationserfolg, Spermiogramm-Kontrollen nach 3 und 6 Monaten und das Erzielen von Schwangerschaften.

Ergebnisse:  Der Operationserfolg lag bei 93,6 % (292 Patienten), bei 6,4 % (20 Patienten) persistierte die Varikozele; bei 18 dieser 20 Patienten wurde die Varikozele mittels antegrader Phlebosklerosierung als Zweiteingriff beseitigt, bei weiteren 2 dieser 20 Patienten war ein offen chirurgischer Dritteingriff erforderlich. Postoperative Spermiogrammkontrollen nach 3 und 6 Monaten konnten an 202 Patienten durchgeführt werden („Drop-out-Rate“ 35,2 % =110 Patienten). In 47 % (95 Patienten) blieb die Spermaqualität auch 6 Monate postoperativ im ICSI-Niveau (Anzahl < 5 Mill/ml, Motilität < 20 % in A und B), während in 53 % (107 Patienten) eine Verbesserung der Spermaquatität 6 Monate postoperativ erreicht wurde. In 34 (31,8 %) dieser 107 Patienten konnte ein IVF-Niveau (Anzahl zwischen  5 und 10 Mill/ml, Motilität zwischen 20 und 30 % in A und B) erreicht werden, während in 73 (68,2 %) der 107 Patienten eine Spermatozoenanzahl > 10 Mill/ml und eine Motilität > 30 % in A und B erreicht wurde. Die Schwangerschaftsrate lag insgesamt bei 27,1 % (29 Schwangerschaften bei 107 Patienten), wobei lediglich 7 (20,6 %) Schwangerschaften (bei 34 Patienten, deren Spermaqualität postoperativ im IVF-Niveau persistierte)  mittels IVF erreicht, während alle anderen 22 Schwangerschaften (28,9 % bei 76 Patienten) entweder durch Samenübertragung oder spontan erreicht wurden.

Schlussfolgerung: Die operative Varikozelenbeseitigung kann zur Verbesserung der Spermaqualität führen, so dass vor jeder ICSI-Behandlung eine fachandrologische Untersuchung zur Vermeidung teurer ICSI-Behandlungen erfolgen sollte. Vor dem Hintergrund der knapper werdenden Ressourcen im Gesundheitswesen sollte diese Forderung auch von den gesetzlichen Krankenversicherungen übernommen werden.
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Bei Patienten mit Klinefelter-Syndrom können trotz nicht-nachweisbarer Serumkonzentration des Inhibin B testikuläre elongierte Spermatiden durch Hodenbiopsien/TESE gewonnen werden

Behre HM, Fornara P

Sektion Andrologie, Universitätsklinik und Poliklinik für Urologie, Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg,  Halle

Einleitung: Für Patienten mit Kinderwunsch und einer testikulär bedingten Azoospermie gehört die Serumkonzentration des Inhibin B zu den etablierten Parametern, um vorherzusagen, ob testikuläre elongierte Spermatiden aus Hodenbiopsien durch eine TESE gewonnen werden können. Auch bei Patienten mit Klinefelter-Syndrom kann nach einer TESE mit testikulären elongierten Spermatiden eine ICSI-Therapie durchgeführt werden. Es ist bisher nicht bekannt, welche prädiktive Relevanz Inhibin B hinsichtlich einer erfolgreichen TESE für Patienten mit Klinefelter-Syndrom hat.

Material und Methoden: In einer prospektiven Untersuchung wurden bei drei konsekutiven Männern mit Klinefelter-Syndrom und Kinderwunsch (Karyotyp 47,XXY; Alter 30,8 ± 6,1 Jahre, Mittelwert ± SEM) präoperativ die morgendlichen Serumkonzentrationen von Inhibin B, FSH, LH und Testosteron bestimmt. Im Anschluß wurden beidseitig multiple Hodenbiopsien mit nachfolgender Kryokonservierung (jeweils mindestens 4 Biopsien pro Hoden) und eine mechanische und enzymatische Probe-TESE durchgeführt.

Ergebnisse: Bei allen drei Patienten waren die Gonadotropine FSH (40,3 ± 7,6 U/l, Norm 1 – 7 U/l) und LH (19,7 ± 3,9 U/l, Norm 2 – 10 U/l) stark erhöht, die Testosteronwerte im niedrig-normalen bzw. hypogonadalen Bereich (10,7 ± 1,6 nmol/l, Norm 12 – 35 nmol/l) und die Serumkonzentrationen von Inhibin B unterhalb der Nachweisgrenze (< 15 pg/ml, Norm > 93 pg/ml). Bei zwei der drei Männer konnten aus den Hodengewebsproben durch TESE testikuläre elongierte Spermatiden gewonnen werden.

Schlussfolgerungen: Bei Patienten mit Klinefelter-Syndrom und Azoospermie ist es möglich, durch TESE aus Hodengewebsproben auch bei einer nicht nachweisbaren Inhibin B-Konzentration testikuläre elongierte Spermatiden zu gewinnen. Diese Ergebnisse sind für die andrologische Beratung von Patienten mit Klinefelter-Syndrom und Kinderwunsch relevant.
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I. Die "Kölner 20.000er-Umfrage" – Prävalenz und Therapiebedarf von Männern mit erektiler Dysfunktion

Braun M, Sommer F, Abel M, Korda B, Engelmann U

Klinik und Poliklinik für Urologie, Klinikum der Universität zu Köln

Einleitung:  Epidemiologische Studien hinsichtlich männlicher Sexualstörungen zeigte, dass Sexualität ein wichtiger Bestandteil der Lebensqualität von älteren Männern ist. Studien hinsichtlich weiblicher Sexualstörungen (FSD) sind selten, liefern aber den Hinweis, dass dies auch für Frauen gilt.

Material und Methoden: Ein von uns entwickelter Fragebogen, der neben allgemeinen Fragen zu den Lebensumständen, Nebenerkrankungen, Sexualstörungen (KEED, FSFI), Miktionsstörungen (IPSS), Lebensqualitätsfragen und psychologische Fragen hinsichtlich der Auswirkungen der Erkrankung "ED" umfasste, wurde an insgesamt 20.000 Menschen (10.000 Frauen, 10.000 Männer, 30-80 Jahren) verschickt. Die Studienpopulation war entsprechend der Bevölkerungsstruktur der Bundesrepublik Deutschland ausgesucht worden. 
Ergebnisse: Die Rücklaufquote bei den Frauen betrug 41% (4150). Das Durchschnittsalter war 45,3 Jahre. Die Prävalenz der ED war alterskorreliert und lag insgesamt bei 59%. Es fanden sich analog der Untersuchungen bei Männern die bekannten Co-Morbiditäten wie: Hypertonie, KHK, Diabetes mellitus, PAVK. Interessanterweise fand sich eine hohe positive Korrelation mit hohen Depressionsscores.  

Schlussfolgerungen: Die hier vorliegende Studie ist eine der größten epidemiologischen Untersuchungen dieser Art. Die Prävalenz von FSD (definiert nach den Kriterien von Rosen et al.) ist sehr hoch. In weiteren Studien muss herausgefunden werden, ob diese Definition wirklich korrekt ist. Wie von den Ergebnissen klinischer Untersuchungen postuliert konnten wir einige Risikofaktoren für FSD identifizieren. Kritisch muss angemerkt werden, dass wir insgesamt erst am Anfang der Erforschung dieses Krankheitsbildes sind. Es müssen nun weitere diagnostische und vor allem therapeutische Algorithmen gefunden werden.
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II. Die "Kölner 20.000er-Umfrage" – Prävalenz und Therapiebedarf von Männern mit erektiler Dysfunktion

Braun M, Sommer F, Jawadi N, Jawadi R, Engelmann U

Klinik und Poliklinik für Urologie, Klinikum der Universität zu Köln

Einleitung: In den letzten Jahrzehnten und vor allem seit der Einführung von Sildenafil im Jahre 1998, stieg das Wissen über die Pathogenese der erektilen Dysfunktion (ED) stark an. Demgegenüber mangelte es an verlässlichen epidemiologischen Daten. Im Jahr 1998 haben wir die "Kölner 8000er-Umfrage" durchgeführt. Bei dieser Umfrage fanden wir, dass 19,2% der Männer an einer ausgeprägten ED erkrankt waren, wobei nur ein Drittel auch einen Therapiebedarf angaben. Nachdem wir nun seit fünf Jahren erfolgreich Männer medikamentös behandeln und neue Substanzen zugelassen wurden, würden wir möglicherweise eine Veränderung dieser Daten erwarten.   

Material und Methoden: Ein von uns entwickelter Fragebogen, der neben allgemeinen Fragen zu den Lebensumständen, Nebenerkrankungen, Sexualstörungen (KEED, FSFI), Miktionsstörungen (IPSS), Lebensqualitätsfragen und psychologische Fragen hinsichtlich der Auswirkungen der Erkrankung "ED" umfasste, wurde an insgesamt 20.000 Menschen (10.000 Frauen, 10.000 Männer, 30-80 Jahren) verschickt. Die Studienpopulation war entsprechend der Bevölkerungsstruktur der Bundesrepublik Deutschland ausgesucht worden. 
Ergebnisse: Die Rücklaufquote bei den Männern betrug 46% (4611). Das Durchschnittsalter war 51,6 Jahre. Die Prävalenz der ED war alterskorreliert und lag insgesamt bei 20,8%. Ein Therapiebedarf konnte nur bei 6,1% (283) der an einer ED erkrankten Männer nachgewiesen werden. Es fanden sich die bekannten Co-Morbiditäten wie: Hypertonie, KHK, Diabetes mellitus, PAVK und LUTS. Wie nicht anders zu erwarten bevorzugten 90% der Befragten eine orale Therapie, die Implantation einer Penisprothese wurde als Ultima-ratio angesehen.

Schlussfolgerungen: Interessanterweise unterscheiden sich die neuen Daten nicht signifikant von den Daten der "Kölner 8000er-Umfrage", was hinsichtlich des Therapiebedarfs erstaunt, aber auf der anderen Seite für die Güte beider Untersuchungen spricht.
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EINSATZ EINES DOPPELINSTRUMENTENHALTERS FÜR DIE POLKÖRPEREXTRAKTION

Clement-Sengewald A1,2, Buchholz T1, Berg FD2
1Pränatal-Medizin München, München; 2Gemeinschaftspraxis Prof. Berg, Dr. Lesoine, München

Einleitung: Die Polkörperdiagnostik (Präfertilisationsdiagnostik) erlaubt die Beurteilung des genetischen Status von Eizellen vor deren Befruchtung. Wir prüften die Eignung eines Doppelinstrumenenhalters für die Mikromanipulation mit und ohne Verwendung von saurer Tyrode-Lösung als Entnahmemethode für humane Polkörpern.
Material und Methoden: Erste Polkörper von humanen Eizellen wurden am Tag 0 oder am Tag 1 nach Follikelpunktion entnommen. Ein Doppelinstrumentenhalter (TwinTip-Holder, Eppendorf) nahm zum einen die Polkörperextraktionspipette (25 (m) auf, zum anderen eine Kapillare, die der Eröffnung der Zona pellucida diente: Methode 1. Eine Pipette (20 (m), in die saure Tyrode-Lösung (pH 2,5) aufgesogen wurde. Durch Ausströmen wurde nach Positionierung an der Zona pellucida diese lokal aufgelöst. Methode 2. Eine Schlitzpipette (Spitze <1 (m), mit der die Zona kreuzweise eingeschlitzt wurde. Hierzu wurde die Zona seitlich der Eizelle durchstochen und durch Reiben der Schlitzpipette gegen die Haltepipette aufgeschnitten.
Ergebnisse: Mit Methode 1 wurden 60 Eizellen behandelt, wobei 3 Polkörper (5%) und keine der Eizellen (0%) degenerierten, während mit Methode 2 bei 23 behandelten Eizellen 4 Polkörper (17%) und 4 Eizellen (17%) degenerierten.

Schlussfolgerungen: Die Gefahr der Polkörper- und Eizelldegeneration ist bei der Verwendung einer Schlitzpipette erhöht. Zusätzlich ist der Zeitaufwand größer, denn die Eizelle muss mehrfach von der Haltepipette gelassen und neu orientiert werden. Dagegen kann bei Verwendung von saurer Tyrode-Lösung die Eizelle durchgehend fixiert bleiben, was den Zeitaufwand herabsetzt. Der Doppelinstrumentenhalter erlaubt die sofortige Polkörperentnahme nach Eröffnung der Zona pellucida und macht einen Pipettenwechsel überflüssig. Durch den erheblich geringeren Anschaffungswert stellt er im Vergleich zur Laser-unterstützten Entnahme eine kostengünstige Alternative für die Polkörperextraktion dar.
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BETULINSÄURE GETRIGGERTE DISRUPTION DES MITOCHONDRIALEN MEMBRANPOTENTIALS IN EJAKULIERTEN HUMANEN SPERMATOZOEN

Dathe S, Paasch U, Grunewald S, Glander HJ 

Ausbildungszentrum der Europäischen Akademie für Andrologie, Leipzig
Einleitung: Der Zusammenbruch des mitochondrialen Transmembranpotentials (MMP) markiert den Beginn der terminalen Phase der Typ II Apoptose in somatischen Zellen. Betulinsäure (BA) aktiviert spezifisch die Signalkaskade der Typ II Apoptose und führt zu Disruption des MMP. Es sollte daher untersucht werden, ob mittels BA am ejakulierten Spermatozoon Typ II Apoptose, gemessen anhand der Disruption des MMP, induziert werden kann.

Material und Methoden: Ejakulate 7 gesunder Spender wurden nach 15 Minuten Verflüssigungszeit und nachfolgender Glaswollfiltration gewaschen. Anschließend wurden die Zellen über 1h mit BA entsprechend früheren Motilitätsstudien in einer Endkonzentration von 60µg BA/ml inkubiert. Der Anteil von Zellen mit intaktem MMP wurde mit einem lipophilen kationischen Farbstoff gemessen, der bei intaktem MMP infolge Aggregatbildung rot fluoresziert und bei aufgehobenem MMP infolge fehlender Aggregation eine grüne Fluoreszenz aufweist. Die Analyse der Fluoreszenzsignale erfolgte mit zweifarbiger Durchflusszytometrie. Ergänzend wurden Motilitätsstudien mittels „Computer Aided Sperm Analysis“ (CASA, Cell Motion Analysis, Mika Medical Switzerland) durchgeführt.

Ergebnisse: Die Inkubation mit BA verursachte eine signifikante Verminderung des Prozentsatzes von Spermatozoen mit intaktem MMP auf 37,06 ( 22,72 % vs. 93,80 ( 5,80 % (%, MW(SD, p < 0,05). Die Progressivmotilität (WHO a+b) wurde infolge BA - Inkubation sofort von 62,6% auf 41,4% gesenkt (p < 0,05). Nach einer weiteren Stunde sank sie auf 27,5 % (p < 0.05) im Vergleich zur unbehandelten Probe (58.4%, p > 0.05).

Schlussfolgerungen: Die Präsenz und funktionelle Kompetenz mitochondrial vermittelter Apoptose wurde u.W. erstmalig am humanen ejakulierten Spermatozoon anhand der Inkubation mit BA gezeigt. Die Störung der mitochondrialen Funktion durch zellinterne Apoptosesignale resultiert direkt in einer Reduktion der Motilität dieser Zellen.
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NO CORRELATION BETWEEN THE ABORTION RATE AFTER IVF/ICSI AND CHROMOSOMAL ABNORMALITIES OF CHROMOSOMES 13, 16 AND 21

Ditzel N1,2, Gläser B2, Strehler E1, Sterzik K1
1 Christian Lauritzen-Institut, Ulm; 2Universität Ulm, Abteilung Humangenetik, Ulm

Introduction: The use of reproductive techniques has allowed couples with severe infertility to reproduce. However, approximately 20% of the pregnancies resulted in miscarriages, showing often chromosomal abnormalities, most commonly a trisomy. A significantly higher frequency of sperm aneuploidy suggest that the patient is at an elevated risk of producing offspring with numerical chromosomal abnormalities. The purpose of our study was to assess the relation between the rate of some sperm chromosome abnormalities in case of recurrent pregnancy loss in an assisted reproduction program. 

Material and methods: In this prospective study, 14500 spermatozoa out of 29 sperm samples of the male partners of couples undergoing IVF with two or more first-trimester spontaneous abortions were analysed. As an internal control we analysed 5000 sperms from 10 patients with normozoospermia undergoing successful IVF cycles with at least two deliveries and no abortions. Diploidy and aneuploidy rates were assessed for chromosomes 13, 16 and 21 in decondensed sperm nuclei using three-colour FISH.

Results: Chromosomal abnormalities (nullisomy, disomy and diploidy) in sperm samples of men from recurrent abortion couples were increased but  not significantly increased compared to that from internal controls (3.24% vs. 2.78%). 

Conclusion: In this preliminary study we did not observe the clear correlation between the frequency of chromosomal aneuploidy of chromosomes 13, 16 and 21 and the diploidy rate in and the fertilization and /or abortion rates. This rate of chromosomal abnormalities do not appear to compromise the reproduction outcome. 
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ROUTINEANWENDUNG DER POLSCOPE-TECHNIK ZUR BEURTEILUNG DER SPINDEL IN MENSCHLICHEN EIZELLEN

Gaßner P, Paulmann B, Bals-Pratsch M, Hehr U, Seifert D, Seifert B

Zentrum für Gynäkologische Endokrinologie, Reproduktionsmedizin und Humangenetik, Regensburg

Einleitung: Die PolScope-Optik erlaubt die nicht-invasive Darstellung der Teilungsspindel in lebenden Zellen. Mehrere Studien belegen die Unbedenklichkeit der Technik bei der Untersuchung menschlicher Eizellen. In unserem Zentrum wird die Beurteilung der Spindel als Zusatzkriterium zur Auswahl optimaler Eizellen für Weiterkultur und Embryotransfer herangezogen. Die vorliegende, retrospektive Studie vergleicht die Behandlungsergebnisse der Patientinnen, bei denen das PolScope zur Anwendung kam, mit einer Kontrollgruppe.

Material und Methoden: Bei 44 Patientinnen (Gruppe A) wurde die Spindel unmittelbar nach Eizellgewinnung und Entfernung der Cumuluszellen analysiert. ICSI erfolgte getrennt 1-2 Stunden später. Am folgenden Tag wurden nur befruchtete Eizellen zur Weiterkultur ausgewählt, bei denen die Spindel am Vortag möglichst nahe beim ersten Polkörperchen nachweisbar gewesen war. Zweites Auswahlkriterium war der Vorkern-Score. Gruppe B bestand aus 44 Fallkontrollen des gleichen Behandlungszeitraumes, die hinsichtlich des Alters, der Anzahl vorangegangener Zyklen, der Anzahl reifer, mikroinjizierter und befruchteter Eizellen und in der Anzahl übertragener Embryonen mit den Patientinnen aus Gruppe A übereinstimmten. Eine Spindelanalyse wurde nicht durchgeführt, Auswahlkriterium für Weiterkultur und Embryotransfer war allein der Vorkern-Score.

Ergebnisse: Bei 83,6 % der 493 analysierten Eizellen aus Gruppe A konnte eine Spindel nachgewiesen werden. Der Winkel zwischen Spindel und erstem Polkörperchen betrug < 30° bei 67 %, 30-59,9° bei 24 % und ( 60° bei 9 % der Eizellen. Die Befruchtungsrate lag bei Eizellen ohne nachweisbare Spindel signifikant niedriger als bei Eizellen mit nachweisbarer Spindel (p < 0,001). Der Vergleich zwischen Gruppe A und B ergab keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich des Vorkern-Scores (Z-Score: Gr. A: 2,2; Gr. B: 2,2) und des mittleren Embryo-Scores (A: 10,9; B: 12,1). Die biochemische Schwangerschaftsrate lag in Gruppe A deutlich höher als in Gruppe B (31,7 % vs. 22,7 % pro ET; nicht signifikant).

Schlussfolgerungen: Das Zytoskelett spielt eine wesentliche Rolle bei der polaren Organisation der Eizelle. Die Beurteilung von Lage und Präsenz der Spindel kann daher zur Auswahl entwicklungskompetenter Eizellen beitragen. Weitere Untersuchungen müssen klären, ob bestimmte Patientengruppen besonders von dieser Methode profitieren.

P-11

DIE EXTERNALISATION VON PHOSPHATIDYLSERIN (EPS) IST AM EJAKULIERTEN SPERMATOZOON DURCH HYPOCHLORSÄURE (HOCl) INDUZIERBAR 

Gey C1, Paasch U2, Arnhold J1,  Glander HJ 2
1Institut für Medizinische Physik und Biophysik, Universität Leipzig; 2Ausbildungszentrum der Europäischen Akademie für Andrologie, Leipzig
Einleitung: Die aus der Apoptose resultierende DNA-Fragmentation ejakulierter Spermatozoen ist eine wichtige Ursache männlicher Infertilität, die durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) induziert werden kann. Hohe ROS-Aufkommen aus neutrophilen Granulozyten bestehen in Gebieten chronischer Entzündung. Stimulierte Granulozyten setzen Myeloperoxidase frei, die aus H2O2 und Cl- große Mengen an HOCl generieren kann. Eine EPS zeigt den Beginn der unumkehrbaren Phase der Apoptose an. Ziel der Studie war es, den Grad der Annexin V Bindung an ejakulierte Spermatozoen nach Inkubation mit HOCl als Modell einer durch chronische Entzündung induzierten Apoptose zu untersuchen.

Material und Methoden: Ejakulate von 5 gesunden Spendern wurden mit PBS gewaschen und mittels Glaswolle filtriert. Nachfolgend wurden Aliqoute mit 5x10-6M, 10-5M, 5x10-5M, 10-4M, und 5x10-4M HOCl für 60 min bei 30°C inkubiert. Das Abstoppen der Reaktion erfolgte mit Taurin (10-3 M). Der Grad der Annexin V Bindung an die Zellen wurde via Flowzytometrie gemessen.

Ergebnisse: 37,2% der gewaschenen Spermatozoen (ohne HOCl) zeigten eine Bindung von Annexin V. Der Prozentsatz von Zellen mit gebundenem Annexin V stieg kontinuierlich mit der Konzentration von HOCl bis zu 97,4% bei 5x10-4M HOCl.

Schlussfolgerungen: HOCl, das Produkt der von neutrophilen Granulozyten sezernierten Myeloperoxidase, induziert konzentrationsabhängig die Bindung von Annexin V an Spermatozoen als Ausdruck einer apoptotischen Membranschädigung. Darüber hinaus ist die Triggerung weiterer Signalkaskaden durch HOCl via Oxidation von Aminosäuren und anderer Zellbestandteile (oxidative tagging) denkbar. Möglicherweise werden wichtige Spermatozoenfunktionen durch eine chronische Entzündung der männlichen Adnexe über Veränderungen der Lipidkomposition an der Membran und konsekutiver Apoptose beeinträchtigt.
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SCHWANGERSCHAFTSRATEN NACH KOINKUBATION VON MAUSSPERMATOZOEN MIT E. COLI- BAK​TERIEN UND DEREN BAKTERIENFREIEM FITRAT

Grillo M, Buck S

Geburtshilflich-Gynäkologische Klinik St. Marienkrankenhaus Ludwigshafen, UFK Kiel

Einleitung: Es wird angenommen, dass Bakterien im Ejakulat die Schwangerschaftsraten der In-vitro-Fertilisation beeinflussen können. Die mikrobiologische Voruntersuchung des Ejakulates mit anschließender antibiotischer Partnerbehandlung nach Resistenzaustestung führt jedoch nur in ca. 80 % der Fälle bei der Kontrolle zu einem bakterienfreien Ejakulat. Auch durch Aufbereitungsverfahren lassen sich pathogene Bakterien nur teilweise entfernen.

Material und Methoden: Zwei E. coli- Stämme (101, 10³ KbE/ml), deren bakterienfreie Filtrate sowie Kulturmedium (als Kontrollgruppe) wurden mit Maus Spermatozoen koinkubiert und anschließend zweimal gewaschen. 6-8 Wochen alte Hybridmäuse (Stamm CB6 F1) wurden nach Superovulation und Ovulationsinduktion mit den erhaltenden Spermatozoen intrauterin inseminiert. Am Tag 17 nach Insemination erfolgte die Tötung der Weibchen und Registrierung von Schwangerschaften sowie die Anzahl der Schwangerschaftsprodukte.

Ergebnisse: Im Vergleich zur Leerwertgruppe mit Kulturmedium zeigten sich sowohl bei den beiden Bakterienkonzentrationen als auch in der bakterienfreien Filtratgruppe signifikant erniedrigte Schwangerschaftsraten als auch eine erniedrigte Fetenzahl bei den graviden Weibchen.

Schlussfolgerungen: Die Ergebnisse zeigen, dass die untersuchten E. coli Stämme sowie deren bakterienfreien Filtrate in der Lage sind, die Fertilität zu beeinflussen, auch wenn dabei zu berücksichtigen ist, dass Resultate aus einem Tiermodell nur eingeschränkt auf den Menschen übertragbar sind. Bakterielle Lyse- und/oder Stoffwechselprodukte beeinträchtigen die Schwangerschaftsraten sowie die Fetenzahl der graviden Weibchen. Aus diesen Ergebnissen wird klinisch die Forderung abgeleitet, dass vor Beginn einer Sterilitätstherapie sowohl der Genitaltrakt der Frau als auch das Ejakulat des Mannes frei von pathogenen Mikroorganismen sein sollten.
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p53 vermittelte apoptose in humanen spermatogenesezellen und ejakulierten spermatozoen

Grunewald S, Paasch U, Wündrich K, Glander HJ

Ausbildungszentrum der Europäischen Akademie für Andrologie, Universität Leipzig

Einführung: In somatischen Zellen triggert p53 Apoptose durch Induktion des pro-apoptotischen Proteins bax und wird durch mdm2 inhibiert. Das Vorhandensein von p53 konnte bei Mäusen in Spermatogonien nach Bestrahlung bzw. Hitzeapplikation, nicht aber in humanen Hoden von Nekrodonoren gezeigt werden. Die vorliegenden Untersuchungen analysieren p53, mdm2 und bax in Hoden von Infertilitätspatienten und in ejakulierten Spermatozoen gesunder Spender.

Material und Methoden: Native Samenproben (n=27, gesunde Spender) wurden im Westernblot auf das Vorhandensein von p53, mdm2 und bax untersucht. Zusätzlich wurden diese drei Proteine immunhistochemisch an Paraffinschnitten humaner Hodenbiopsien (10 Infertilitätspatienten) detektiert. Die Korrelation zwischen p53 vermittelter Apoptose und der Spermatogenesequalität wurde durch Rangbildung anhand des Johnson-Scores (JSC), der Anzahl gefärbter Zellen pro Reifungsstadium und der Intensität der Färbung ermittelt.

Ergebnisse: In ejakulierten Spermatozoen konnten p53 (53 kDa, in 75% der Proben), mdm2 (90 kDa, 44%, 30 kDa, 74%) und bax (21 kDa, 12,5 %; 42 kDa, 100%) mittels Westernblotanalyse nachgewiesen werden. Immunhistochemisch wurden die Proteine in allen untersuchten Hodenbiopsien in Spermatogonien, Spermatozyten sowie in Leydig- und Sertoli-Zellen, nicht aber in Spermatiden bzw. testikulären Spermien gefunden. Ein erhöhter Gehalt von p53, mdm2 und bax positiven Spermatogonien, Leydig- und Sertoli-Zellen im Hoden ging tendenziell mit einem schlechteren JSC einher. Das gleiche Verhalten zeigen Spermatozyten für mdm2, allerdings nicht für p53 and bax. Signifikanzen konnten aufgrund der kleinen Fallzahl nicht berechnet werden.

Schlussfolgerung: Die vorliegenden Untersuchungen weisen wesentliche Parameter p53 vermittelter Apoptose während der Spermatogenese (insbesondere bei schlechter Spermatogenesequalität) und in ejakulierten Spermatozoen nach.
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Einfluss der Spermienkonzentration im Ejakulat und nach Spermienpräparation auf die Schwangerschaftsrate nach intrauteriner Insemination (IUI)

 

Hammadeh ME, Molen S, Rosenbaum P, Schmidt W

Frauenklinik und Poliklinik, Universität des Saarlandes, Homburg/Saar 

 

Einleitung: Die intrauterine Insemination ist eine gängige Methode der Behandlung männlicher Subfertiltität, da sie einfach durchzuführen sowie wenig invasiv und kostengünstig ist. Ziel dieser retrospektiven Studie ist es, die Erfolgsaussichten der intrauterinen Insemination anhand der Spermienkonzentration vor und nach Spermienpräparation zu definieren.

Material and Methoden: 261 Paare mit bereits seit 2-3 Jahren bestehendem Kinderwunsch nahmen an dieser Studie teil, in dem sie sich in unserer Klinik einer IUI unterzogen.

Die Ejakulate wurden nach 3-4 Tagen sexueller Karenz durch Masturbation gewonnen. Die Spermaproben wurden nach WHO-Richtlinien (1999) analysiert. Die Patienten wurden aufgrund der Spermienzahl in drei Gruppen unterteilt (G.I ; 0-19Mill/ml; G.II, 20-39 Mill/ml und G.III; >40 Mill/ml) sowohl vor als auch nach Spermienpräparation.

Ergebnisse: Vor Spermienpräparation liegt die Schwangerschaftsrate in G.I (n=47) bei 14,3%, in G.II (n=59) bei 7,2% und G.III mit 87 Paaren weist eine Schwangerschaftsrate von 12,9% auf. Nach Spermienpräparation liegen die Schwangerschaftsraten bei G 1 (n=102) 10,1%, in G 2 (n=58) bei 10,8% und in G 3 mit 32 Fällen bei 14,6%.

Vor Spermienpräparation zeigt sich kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen den untersuchten Gruppen. Jedoch nach Bearbeitung lässt sich ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen Gruppe 1 und Gruppe 3 mit p=0,034 aufzeigen.

Zusammenfassung: Die Spermienzahl im Ejakulat zeigt keine Korrelation zur Schwangerschaftsrate, da sich kein statistischer Zusammenhang in allen drei untersuchten Gruppen aufzeigen lässt. Jedoch ist ein Zusammenhang zwischen Spermienkonzentration nach Präparation und der Schwangerschaftsrate nach intrauteriner Insemination festzustellen. Daher ist das Verfahren der Spermienselektion ein essentieller Bestandteil in der Behandlung männlicher Subfertilität.
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PROSPECTIVE INVESTIGATIONS OF HLA CLASS I AND II PHENOTYPES IN PATIENTS WITH PEYRONIE’S DISEASE

Hauptmann A1,2, Hauck EW1, Weidner W1, Bein G2, Hackstein H2
1Department of Urology, 2Institute of Clinical Immunology and Transfusion Medicine, Justus Liebig University, Giessen

Introduction: The etiopathology of Peyronie's disease remains unclear. Previous studies have described possible associations between various human leukocyte antigens (HLA) and Peyronie's disease. However, only small patient series comprising 9 to 52 patients were analyzed in these studies and the results published were controversial. The aim of this study was to investigate prospectively a possible association of Peyronie’s disease with HLA class I and II in a large patient group. 

Materials and methods: 154 consecutive patients with idiopathic Peyronie's disease were typed serologically for HLA class I antigens.  Molecular typing of HLA class II was performed by the polymerase chain reaction sequence specific primer method (PCR-SSP). The results were compared with healthy bone marrow donors for HLA class I (n = 2,450) and for HLA class II (n = 316) as representative controls selected from the local population. Additionally, HLA distribution in a German normal cohort (n=14,835) was used as a control.

Results: No significant difference in HLA class I and II phenotype frequencies was evident in patients with Peyronie's disease compared to healthy controls. 
Conclusion: The results of this study do not indicate any significant association between Peyronie's disease and the antigens of the HLA system.
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Influence of the macrophage migration inhibitory factor (MIF) on sperm zinc content

Henkel R1, Baldauf C1, Eickhoff R2, Koyro HW3, Meinhardt A2

1Center of Dermatology and Andrology, 2Department of Anatomy and Cell Biology, 3Institute for Plant Ecology, Justus Liebig University, Giessen

Introduction: Zinc is incorporated into mammalian spermatozoa during spermatogenesis resulting in an association of this element with the sulfhydryl-groups in the outer dense fibres (ODF). During epididymal maturation ODF are stabilized by oxidation and zinc is removed. Eventually, this step enables the sperm to move progressively. As MIF is also known to exhibit thiol-oxidoreductase activity and was found to be a component of the ODF, we aimed at investigating its importance for the ODF.

Material and methods: Rat spermatozoa obtained from the caput and cauda epididymis were stimulated overnight with recombinant MIF and with MIF-containing vesicles, which were isolated from rat epididymal fluid, respectively, at concentrations of 10 ng/ml, 50 ng/ml and 75 ng/ml. The zinc content of the spermatozoa and the medium was determined by means of atomic absorption spectrometry. In addition, sperm motility was measured.

Results: RecMIF and vesicle MIF significantly decreased the zinc content in stimulated caput sperm by about 50%. The conditioned media showed a clear increase of this element. While the effect was dose-dependent in caput-sperm with vesicle MIF, this was not observed for cauda-sperm and recMIF. The effect of MIF was less marked in cauda sperm. As the zinc concentration in cauda sperm is generally less than in caput sperm, a lower zinc content was expected. An increase in sperm motility could not be observed.

Conclusions: Our data implicate a role of MIF in the epididymal maturation of sperm by inducing the elimination of zinc and affecting the amount of free SH-groups in the sperm flagella.
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MICROENCAPSULATION OF LOW NUMBERS OF SPERM FOR CRYOPRESERVATION

Herrler A1, Eisner S1, Bach V1, Weißenborn U2, Beier HM1

1Department of Anatomy and Reproductive Biology, 2Department of Gynecological Endocrinology and Reproductive Biology, RWTH,  Aachen

Introduction: In patients with oligospermia cryopreservation is a problem as during standard protocols several sperm get lost. For those cases cryopreservation in empty zonae pellucidae has been introduced. As sperm are known to have the capability to bind foreign material to their surface and may introduce this to the oocyte by fertilisation we were looking for a biological harmless alternative. Here we present a protocol to encapsulate sperm within algenic acid globules. 

Materials: For uniformity of the experiments we used bovine sperm of one ejaculate of one proven fertile bull (RUW). 10 replicates per each experiment were performed. Sperm were centrifuged and resuspended in IVF medium (Gück), PBS/BSA (2%) or sperm freeze (Gück). Sperm plus 1.1% algenic acid (1+2) were mixed and 10 or 2.5µl droplets ((105 or 2.5x104 sperm) were polymerised for either 10 or 30sec in calcium chloride (1.5%). To free sperm from the droplets they were incubated in 100µl sodium citrate (3.5%). Sperm were washed once and resuspende in 10µl medium containing 1mM caffeine or not. The percent of motile sperm was counted and compared to motility before encapsulation. 

Results: Polymerisation of 30sec resulted in a dissolving time of 2.2(0.5min, 10sec in 1.5(0.3min. Large globules were better than small (loss of motility of 19% versus 29%). Caffeine increase motility of sperm by 50%. Therefore, encapsulation in 10µl globules, a polymerisation time of 10sec plus addition of caffeine for final sperm assessment was best. PBS/BSA and IVF medium gave comparable results while addition of sperm freeze reduced motility before encapsualtion by 54.4%. Following the whole procedure motility only was reduced by 8.3%. 

Conclusion: Algenic acid globules therefore may be a reasonable and harmless method for encapsulation and freezing low numbers of or single sperm.
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ERGEBNISSE REPRODUKTIONSMEDIZINISCHER MASSNAHMEN IM INTERNATIONALEN VERGLEICH IM HINBLICK AUF DAS DEUTSCHE EMBRYONENSCHUTZGESETZ

Hinrichsen MJ1, Jackson, K2, Racowsky C2
1Gemeinschaftspraxis Hinrichsen & Partner, Endokrinologikum Hamburg; 2Harvard Medical School, Department of Obstetrics and Gynecology, Boston

Einleitung: Reproduktionsmedizinische Maßnahmen unterliegen landesspezifischen  rechtlichen Rahmen​bedingungen bezüglich Selektion von Embryonen in vitro und Zahl intrauterin transferierbarer Embryonen nach in vitro Fertlisation (IVF), wobei dem Schutz des Embryos in vitro, den erzielbaren Schwangerschafts​raten und dem Risiko hochzähliger Mehrlingsschwangerschaften (>= Drillinge) unterschiedliches Gewicht zukommt. Dies schlägt sich nieder in den unterschiedlichen Schwangerschaftsraten nach IVF und Embryo​transfer (ET) und dem Anteil hochzähliger Mehrlingsschwangerschaften (>= 3 ), wie es aus den entsprechenden nationalen Registern Europas und den Vereinigten Staaten von Amerika (USA) hervorgeht. Im Folgenden wird demonstriert, wie anamnestische Kriterien (Alter, Anzahl vorangegangener Behandlungsversuche) und morphologische Kriterien an den Embryonen (Entwicklungsstand am Tag 3 nach Follikelpunktion, Symmetrie der Blastomeren und Anteil von Zellfragmenten) in einen Algorithmus zusammengeführt, und hiervon abhängigen Empfehlung bezüglich der Zahl intrauterin zu transferierenden Embryonen zu einer Optimierung der Ergebnisse nach IVF im Sinne einer hohen Schwangerschaftsrate bei niedrigem Anteil hochzähliger Mehrlingsschwangerschaften führt. 

Material und Methoden: Die Ergebnisse der retrospektiven Erhebung  von Daten bezüglich Anamnese, der Behandlungszyklen und dem Schwangerschaftverlauf nach IVF/ET - einschließlich der intrazytoplas​ma​tischen Spermatozoeninjektion (ICSI) - des Brigham an Womens`s Hospitals, Harvard Medical School, Boston, (von Januar 1999 bis Dezember 2002) unter Anwendung unterschiedlicher Algorithmen (s. Einleitung) werden den Geburtenraten und hochzähligen Mehrlingsschwangerschaftsraten der Register der Vereinigten Staaten, Schweden, Dänemark, England und der Bundesrepublik Deutschland gegenüber​gestellt.

Ergebnisse: Die Berücksichtigung anamnestischer Kriterien und die morphologische Beurteilung der Embryonen nach IVF für die Entscheidung der Anzahl an Embryonen, die intrauterin transferiert werden, führt bei im Vergleich hoher Geburtenrate pro Embryotransfer (46,3%) zu einer im Vergleich zu der BRD niedrigen Rate hochzähliger Mehrlingsschwangerschaften (1,8%).

Schlussfolgerung: Die Berücksichtigung anamnestischer Kriterien in Verbindung mit der morphologischen Beurteilung von Embryonen nach IVF kann bei nicht restriktiver Gesetzgebung bezüglich Selektion von Embryonen in vitro zu einer hohen Geburtenrate in Verbindung mit einer niedrigen Rate hochzähliger Mehrlingsgeburten führen. Diese Ergebnisse geben Anlass, die entsprechenden berufsrechtlichen Richtlinien und deren Interpretation des deutschen "Embryonenschutzgesetzes"  zu überdenken.
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ERFAHRUNGEN MIT DEM REKOMBINANTEN ENZYMIMMUNOASSAY ZUR QUANTITATIVEN BESTIMMUNG VON IgG-ANTIKÖRPERN GEGEN DAS CHLAMYDALE HEAT SHOCK PROTEIN 60

Hipler UC, Knöll B, Schreiber G

Klinik für Dermatologie und dermatologische Allergologie, Friedrich-Schiller-Universität, Jena

Einleitung: Heat Shock Proteins (HSP) sind lebensnotwendige bakterielle und Säugetier-Stressproteine. Bei  chronischen mikrobiellen Infektionen ist das chlamydiale HSP 60 am intensivsten untersucht.

Material und Methoden: In der vorliegenden Studie wurden 67 Patienten aus der andrologischen Sprechstunde retrospektiv mit dem rekombinanten cHSP-60-IgG-ELISA (medac, Deutschland) untersucht. Darüber hinaus wurden bei allen Patienten (w=13, m= 54) die IgG-und IgA-Antikörper gegen Chlamydia trachomatis im Serum bestimmt. Der dazu benutzte ELISA verwendet ein synthetisches Peptid-Antigen aus der immundominanten Region des MOMP (Major outer membrane protein). Das MOMP trägt auf seinen variablen Domänen die entscheidenden speziesspezifischen Epitope für Chlamydia trachomatis. 

Ergebnisse: Es konnten spezifische Antikörper sowohl gegen MOMP als auch gegen cHSP 60 gefunden werden, wobei sich eine signifikante Korrelation (rs= 0,594 bzw. 0,409; p< 0,0001) zwischen den IgG-und IgA-Antikörpern gegen Chlamydia trachomatis und dem IgG-AK gegen das chlamydiale HSP 60 ergab. Auf der Basis der gefunden Ergebnisse konnten die untersuchten Patienten in 5 Gruppen eingeteilt werden : I= zurückliegende Chlamydia trachomatis-Infektion, II= persistierend latente Chlamydia trachomatis -Infektion, III= persistierend chronische Chlamydia trachomatis -Infektion, IV= kein Hinweis auf  Chlamydia trachomatis -Infektion, V= cHSP 60 Antikörper bei nicht nachgewiesener Chlamydia trachomatis -Infektion).

Schlussfolgerungen: Der  rekombinante Enzymimmunoassay zur quantitativen Bestimmung von IgG-Antikörpern gegen das chlamydiale Heat Shock Protein 60 stellt eine sinnvolle Ergänzung in der Diagnostik von Chlamydia trachomatis –Infektionen dar.
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EVALUATION OF SPERM-ANTIBODIES USING THE DIRECT SPERMMAR(-TEST AND THE DIRECT IMMUNOBEAD TEST IN ANDROLOGICAL PATIENTS WITH UROGENITAL INFECTIONS AND TESTICULAR DISORDERS

Huwe P, Nowotny A, Diemer T, Ludwig M, Slavov M*, Weidner W

Department of Urology, Justus Liebig University, Giessen

Introduction: The influence of antisperm antibodies for urogenital infections, especially in chronic prostatitis, is under debate. Two tests, the SpermMAR(- Test and the direct Immunobead- Test have been recommended (WHO). The aim of our study was the comparison of both tests in the evaluation of ejaculate specimens of patients with urogenital infections, especially chronic prostatitis and epididymitis, and testicular disorders including orchitis and varicocele.

Material and methods: Ejaculates from 113 patients attending our andrological outpatient department were investigated and classified into 5 groups: chronic prostatitis (NIH III a, n=32, NIH III b, n=16), epididymitis (n=15), testicular disorders including orchitis (n=21) and varicocele (n=19). As positive controls, ejaculates of patients after succesful vasovasostomy (n=10), as negative controls ejaculates of healthy ejaculate donors (n=40) were analyzed. Neccessary condition for the performance of both tests was the evidence of motile spermatozoa. Both tests were performed using the WHO proposal. For the MAR-Test( and the Immunobead Test less than 50 % of binding were considered to be normal. 
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Results: In healthy controls, 1 of 40 cases was positive for the MAR-Test(, all ejaculates post refertilization demonstrated high IgG and IgA levels of antibodies. In all the clinical groups, the antibody levels for both tests and both immunoglobulines were low.

Conclusions: The data clearly demonstrate no significant sperm antibody levels in the ejaculates of men with defined urogenital infections, especially chronic prostatitis. A biological significance of sperm antibodies in andrological patients with urogenital infections seems to be more than doubtful.

*Support: DFG Graduiertenkolleg „Zell-Zell-Interaktion im Reproduktionsgeschehen“ Gießen- Marburg     
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Immunolocalization of osteopontin, bone sialoprotein and CD56 

in normal human endometrium and in patients with unexplained infertility

Jeziorowski T1, von Wolff3 M, Strowitzki T3, Thaler CJ2

1Abt. Mikroskopische Anatomie, Anatomische Anstalt,  2Klinik und Poliklinik für Frauenheilkunde und Geburtshilfe im Klinikum Großhadern, Ludwig-Maximilians-Universität, München, 3Universitätsfrauenklinik, Heidelberg

Introduction: Osteopontin (OPN) and Bone Sialoprotein (BSP) are related extracellular matrix-proteins. OPN is expressed in the human endometrium and has been detected in uterine secretions. It acts as a ligand for (3-integrin. This integrin is present in embryonic and trophoblast cells. OPN may play a role in adhesion and implantation of human embryos. BSP has synergistic functions with OPN in bone, but there are no data on BSP expression in uterine tissue. CD56-positive large granular lymphocytes occur in high numbers in the stroma of the secretory endometrium and during early pregnancy.

Material and methods: Cryosections of human endometrial tissue biopsied either from fertile or idiopathic fertility-impaired women were examined for OPN, BSP and CD56 expression by immunohistochemistry with mono- and polyclonal antibodies. The observations were correlated to different cycle phases, as determined by individual endocrine profiles. In addition, the endometrial localization of CD56-immunopositive cells was investigated and CD56-mRNA expression was also analysed.

Results: In normal patients OPN expression varies considerably during the cycle. OPN immunoreactivity is located in the glandular epithelial cells, at the epithelial surface and in some single cells inside the stroma. No BSP reactivity could be detected in uterine tissues. Comparing the control group and the infertility patients no clear difference in expression of CD56 and in the immunohistochemical localization of OPN was found. CD56-positive cells did not colocalize with OPN-positive cells in endometrial glands.

Conclusion: Endometrial immunolocalization of CD56 and of OPN shows no obvious difference between fertile women and women with idiopathic infertility.
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Improvement of semen quality by nocturnal scrotal cooling in oligozoospermic patients with a history of testicular maldescent

Jung A, Schuppe HC, Schill WB

Center of Dermatology and Andrology, Justus Liebig University, Giessen

Introduction: For infertile patients with a history of testicular maldescent only few therapeutic options exist beside assisted reproduction. The aim of our study was to evaluate the influence of nocturnal scrotal cooling on semen quality in such patients presenting with oligozoospermia.

Material and methods: 20 infertile men with a history of testicular maldescent and oligozoospermia were included for nocturnal scrotal cooling over 12 weeks for every night. To increase nocturnal periscrotal air circulation we used a membrane pump connected via plastic tubes to receptacles placed in both groins. Semen analysis was performed at the beginning of the cooling period and at week 4, 8 and 12. At the same time 20 further infertile patients with a history of testicular maldescent and oligozoospermia were followed as control group.

Results: Scrotal cooling at night by means of a perigenital air stream resulted in a scrotal temperature drop by 0.9°C (median). A significant increase in sperm concentration and total sperm count was achieved by nocturnal cooling after 8 weeks (p < 0.01; p<0.05; respectively) and 12 weeks (p < 0.01; p < 0.01; respectively). The improvement of sperm motility and sperm morphology was statistically insignificant.

Conclusions: The present study suggests nocturnal scrotal cooling as a therapeutic option to improve semen quality. In a further controlled prospective study the influence on pregnancy rates should be evaluated.
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Kryokonservierung und sichere post-thaw recovery bei schwerer männlicher Infertilität und bei Azoospermie

Just A1, Gruber I1, Wöber M2, Lahodny J1, Obruca A2, Strohmer H2
1. Department of Gynaecology and Obstetrics, IVF Outpatient Department, General Hospital of St. Pölten, St. Pölten, Austria

2. Privat Hospital Goldenes Kreuz, Privat IVF Unit, Wien, Austria

Einleitung: Die erfolgreiche Etablierung der intracytoplasmatischen Spermieninjektion (ICSI) im Rahmen der In-vitro Fertilisation (IVF) als Behandlungsoption bei schwerer männlicher Infertilität war ein Meilenstein in der Reproduktionsmedizin. Durch die Gewinnung einzelner Samenzellen direkt aus dem Hoden mittels testikulärer Spermienextraktion (TESE) oder aus dem Nebenhoden mittels mikrochirurgischer Spermienaspiration (MESA) erlaubt die ICSI sogar in einigen Fällen von Azoospermie noch die Befruchtung von Eizellen. Einschränkend muss gesagt werden, dass mit der Kryokonservierung eine Qualitätsminderung der Gewebeproben und damit der Samenzellen verbunden ist. Eine mögliche Alternative könnte die Kryokonservierung einzelner motiler Samenzellen sein. Wir möchten hier eine sehr viel einfachere Technik für die Kryokonservierung einzelner funktionsfähiger Samenzellen vorstellen: wir benutzen die Kugelalge „Volvox globator“ als Behältnis für eine ausreichende Anzahl von beweglichen Samenzellen.
Material und Methodik: Das Patientenkollektiv umfasste 15 Patienten mit schwerer männlicher Infertilität (Dichte < 100 bewegliche Spermien/ml), die aus zwei IVF Programmen (3 Patienten Privatinstitut Goldenes Kreuz, Vienna, Austria; 12 Patienten Allg. Öffentliches KH St. Pölten, Austria) rekrutiert wurden. Es wurde immer eine definierte Anzahl (n=8) beweglicher und morphologisch einwandfreier Samenzellen in eine Volvoxkugel injiziert und dann kryokonserviert. 

Ergebnisse: Es erfolgte eine Beurteilung hinsichtlich des Handlings, der Samenqualität und der Identifikation des Volvox. Von den insgesamt 45 eingefrorenen Volvoxkugeln waren alle nach dem Auftauen intakt und konnten eindeutig identifiziert werden. Darüber hinaus konnten auch alle der insgesamt 360 Spermien mit Hilfe der Injektionspipette aus der Kugelalge gewonnen werden. Somit betrug die post thaw recovery rate 100%. Aus jeder Volvoxkugel waren zumindest 5 der 8 Samenzellen motil.

Schlußfolgerung: Volvox globator ist eine Kugelalge, die billig, einfach kultivierbar und in unbegrenztem Maß vorhanden ist. Aufgrund ihrer Größe (200 µm) und der grünen Farbe ist sie leicht zu identifizieren. Ihre Größe und ihr Membranverhalten erlauben ein ähnliches Handling wie bei der ICSI an der humanen Eizelle. Damit ist bei Personen, die bereits Erfahrung auf dem Gebiet der Mikromanipulation haben, mit einer sehr kurzen Einschulungsphase zu rechnen. Die Gitterstruktur bietet dabei ein stabiles Membranverhalten und schützt die Alge einerseits vor Überdehnung durch übermäßige Flüssigkeitsinfiltration und andererseits vor dem Kollaps durch zu starken Flüssigkeitsentzug. Die Kugelalge muss vor der Injektion nicht präpariert werden. Es ist möglich die Alge steril zu filtrieren, um etwaige Verunreinigungen zu verhindern.

Zusammenfassend stellt die Verwendung der Kugelalge Volvox globator einen vielversprechenden, billigen und methodisch einfachen Ansatz für die Krykonservierung einzelner motiler Samenzellen dar.
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cryopreservation of semen from adolescents with malignancies

Kamischke A1, Jürgens H2, Nieschlag E1

1Institute of Reproductive Medicine, 2Children’s Hospital of the University, Münster

Introduction: Although cryopreservation of semen is routinely performed in adult oncological patients, only limited information is available on its feasibility in adolescent patients.

Patients and methods: After exclusion of patients with relapses of the original or secondary cancers, known bitesticular lesions or unknown diagnosis, 851 of 936 patients attending for cryopreservation of semen were eligible for this retroperspective analysis. Patients were grouped according to primary diagnosis and age (< 15, 15 - < 16, yearwise up to < 20, 20 - < 25, 25 - < 30, 30 - < 35, 35 - < 40 years). Measurements analysed were sonographic testicular volume, semen and hormone (LH, FSH, testosterone) parameters.

Results: Among the 111 adolescents (age < 20 years, youngest patient 13,5 years), no significant differences between the different diagnoses could be detected for any investigated parameter. Among the adults, patients with testicular cancer showed significantly higher FSH values and significantly lower sperm concentrations and were significantly older compared to patients with lymphomas, leukemias and bone cancers. Comparing the different age groups it was evident that patients < 16 years had significantly lower ejaculate volumes compared to men > 25 years. In addition, testosterone values were significantly higher among patients 20 - < 30 year compared to the youngest patient group.

Conclusion: Cryopreservation of sperm can be performed in adolescent patients with similar overall success rates (defined as evidence of at least a single motile sperm after thawing) as in adults and should be recommended even to patients below 15 years of age. 
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COMPUTERASSISTIERTE DIAGNOSETELLUNG IN DER ANDROLOGIE (CADIA) FÜHRT ZU VERBESSERTER PROZESS- UND ERGEBNISQUALITÄT

Meumann B, Thieme C, Glander HJ, Paasch U,

Ausbildungszentrum der Europäischen Akademie, Leipzig
Einleitung: Computergestütztes Datenmanagement erleichtert qualitätsgesichert die Organisation klinischer Arbeitsabläufe. Die manuell erstellte ärztliche Bewertung spermatologischer Befunde kann unvollständig und fehlerhaft sein. Es wurde geprüft, inwiefern eine Computerassistenz die Bewertung von Spermiogrammparametern im Verlauf vereinfacht, die Datenqualität verbessert sowie Datenlücken erkennt.

Material und Methoden: Winsperm® (WSP), die andrologische Spezialsoftware wird seit 1996 zur Erfassung aller relevanten Daten eingesetzt. Grundlage der neu entwickelten und in WSP implementierten CADIA sind Algorithmen, die die nach WHO standardmäßig erhobenen spermatologischen Parameter aller Spermiogramme eines vorzugebenden Zeitraumes verwenden und bewerten. Die dadurch generierte Klassifikation in Spermiogrammgruppen ermöglichte eine gegenwärtig noch durchgeführte standardisierte Befragung hinsichtlich des realisierten Kinderwunsches.

Ergebnisse: Bis Februar 2003 wurden 6007 Paare aufgenommen und bei 2450 Männern Spermiogramme erfasst. Ohne CADIA waren in 16,9% keine spermatologischen und in 34,0% keine klinischen Diagnosen erstellt worden. Die Verwendung von CADIA führte zu einer Vervollständigung spermatologischer Diagnosen (p<0,01). In lediglich 3,4% der spermatologisch untersuchten Männer war aufgrund fehlender Spermiogrammparameter keine automatische Bewertung möglich. In 25,7% konnte keine klinische Bewertung erstellt werden (p>0,05). Erste Analysen der Befragung der Patientengruppe mit normalen Spermiogrammparametern (WHO) ohne Therapie zeigten eine Konzeptionsrate von 34,9% (N=623 befragte Patienten)

Schlußfolgerungen: Die Computerassistenz zur Bewertung von Spermiogrammparametern in der klinischen Praxis hilft dem Arzt seine Diagnostik konsistent zu beurteilen. Fehler können leicht erkannt und Auswertungen präzisiert werden. Bei der Erstellung klinischer Diagnosen hingegen ist die Unterstützung des Arztes durch CADIA aufgrund der Komplexität der notwendigen Daten geringer. Insgesamt führt die Computerunterstützung zu einer verbesserten Prozess- und Ergebnisqualität.
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SIND HIV-INFIZIERTE SUBFERTIL? – UND WARUM?

Müller D, Gentili M, Beichert M, Melchert F, Weigel M

Universitätsklinikum Mannheim, Frauenklinik, Fakultät für klinische Medizin Mannheim der Universität Heidelberg

Einleitung: Im Zuge unseres Programms „Kinderwunsch HIV-diskordanter Ehepaare“ fielen uns, bei den sämtlich asymptomatischen Männern, gehäuft eingeschränkte Spermiogramme auf. Die vorliegende Studie geht daher der Frage nach, ob bei HIV-Infizierten die Spermienqualität alteriert ist. 

Material und Methoden: Spermiogramme von 112 HIV-Infizierten wurden 93 Spermiogrammen einer Vergleichsgruppe gegenübergestellt. Diese stammen von Männern, die aufgrund tubarer Sterilität der Ehepartnerin in unserer IVF-Ambulanz betreut wurden. Die HIV-seropositiven Männer wurden in Subgruppen mit antiretroviraler Therapie (ART, n=86) bzw. ohne ART (n=26) unterteilt und analysiert. Die statistische Analyse des Volumens und der Konzentration erfolgte mittels t-Test, von Motilität und Morphologie mit dem U-Test (Wilcoxon, Mann & Whitney).

Ergebnisse: Bei HIV-Infizierten sind im Mittel das Ejakulatvolumen, die Spermienmotilität sowie die Spermienmorphologie signifikant um 27% (p<0,01), 6,4% (p<0,05) bzw. 11,4% (p=0,04) reduziert, die Spermienkonzentration dagegen nicht wesentlich alteriert. In der Subgruppenanalyse sind unter ART die beobachteten Veränderungen gegenüber Vergleichsgruppe wesentlich ausgeprägter (Volumen –28,5%, p=<0,01:  Progressivmotilität –6,8%, p=0,04; Morphologie –14,1%, p=0,02) als bei therapienaiven HIV-Infizierten, bei denen lediglich das Ejakulatvolumen (-28,5%; p=0,01) deutlich vermindert ist. 

Schlussfolgerungen: Bei HIV-Infizierten weist das Spermiogramm gehäuft Einschränkungen in Bezug auf Ejakulatvolumen, Spermienmotilität und –morphologie auf. Es ist noch unklar, welche Bedeutung dabei der eigentlichen HIV-Infektion zukommt. Offensichtlich alteriert jedoch insbesondere eine antiretrovirale Kombinationstherapie die Spermienqualität, was gut durch eine mitochondriale Toxizität der dabei verwendeten Medikamente erklärbar wäre. Selbstverständlich sollte deshalb aber kein HIV-Infizierter mit Kinderwunsch seine Therapie unterbrechen! 
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EFfekte von SpermienantikörperN und Leukozyten im Seminalplasma auf die endometriale Expression von Zytokinen 

Ochsenkühn R1, Bauer E1, Nieschlag E2, Hepp H1, Thaler CJ1  

1Klinik und Poliklinik für Frauenheilkunde und Geburtshilfe- Großhadern, Ludwig-Maximilians Universität, München; 2Institut für Reproduktionsmedizin der Universität, Münster

Einleitung: Bei der Insemination kommt Seminalplasma (SP) in Kontakt mit endometrialen Oberflächen und dies induziert die Expression pro-inflammatorischer Zytokine. Dieser Mechanismus könnte bei der Öffnung des „Implantationsfensters“ eine Rolle spielen. In dieser Studie wurden gezielt die endometrialen Effekt von SP von Männer mit Leukozytospermie oder Spermien-Autoimmunität untersucht. 

Material und Methoden: Ejakulate von Probanden mit normalen Ejakulatparametern (n=7), Anti-Spermienantikörpern (ASA) (n=7) oder Leukozytospermie  (n=7) wurden gepoolt und die SP-Konzentrationen für die Zytokine Il-1(, IL-6, IL-10, TGF-(1 und LIF mit kommerziellen ELISA´s bestimmt. Epitheliale Endometriumszellkulturen aus 9 Hysterektomiepräparaten wurden für 24 h mit SP (10%) inkubiert. Die Protein- und mRNA-Expression von Il-1(, IL-6, IL-10, TGF-(1 und LIF (nur Protein) wurden per ELISA bzw. kolorimetrischen, quantitativen Assays nach 3 und 24 h Kulturzeit bestimmt.

Ergebnisse: Die SP- Konzentrationen [pg/ml] für die pro-inflammatorischen Zytokine IL-1( und IL-6 lagen bei Patienten mit Leukozytospermie (25,7 bzw.13,3) und ASA (12,5 bzw.12,8) signifikant (p<0,01) höher als in der normalen Kontrollgruppe (7,3 bzw. 2,4). Die SP-Konzentrationen für die anti-inflammatorischen Zytokine IL-10 und TGF-(1 lagen hingegen in der Leukozytengruppe (3,0 bzw. 516) und der Antikörpergruppe (5,4 bzw. 725) signifikant (p<0,01) niedriger als in der normalen Kontrollgruppe (9,5 bzw. 958). LIF war in keinen der untersuchten Gruppen im SP nachweisbar. In den Endometriumszellkulturen konnten alle genannten Zytokine sowie deren mRNA quantitativ nachgewiesen werden in maximaler Konzentration nach 24 h Kulturzeit (Mittelwerte für mRNA-Konzentration  [amol/ml]: Il-1(: 76, IL-6: 36 , IL-10: 19 und TGF-(1: 31), wobei die Zugabe von SP, unabhängig von der jeweiligen Probandengruppen, die mRNA-Expression der Zytokine um den Faktor 1,9 - 2,7 steigerte.

Schlussfolgerungen: Die Expression implantationsrelevanter Zytokine in epithelialen Endometriumszellen wird durch SP von Probanden mit normalem Ejakulat, seminalen Leukozyten oder Spermienantikörper gleichermaßen stimuliert. Für die reduzierten Schwangerschaftsraten bei Partnerinnen von Männern mit seminalen Leukozyten oder Anti-Spermienantikörpern scheinen die hier untersuchten Zytokinexpressionen keine Rolle zu spielen. 
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Clinical importance of inducible acrosome reaction for assisted reproduction

Paras L, Rovan E, Straberger A,  Fink K, Schmeller N, .Jungwirth A

Landesklinik für Urologie und Andrologie, Salzburg, Österreich

Introduction: Evaluation of the acrosomal status can be a useful approach of sperm fertilizing ability. Different studies have shown that determination of the ability of spermatozoa to undergo the acrosome reaction can be a useful parameter to evaluate male fertility. The aim of this study was to determinate the relationship between induced acrosome reaction and  fertilization rate in standard in vitro fertilization (IVF)  and in intracytoplasmic sperm injection (ISCI). 

Methods: This retrospective study was undertaken to evaluate 20 patients undergoing IVF and 29 patients undergoing ISCI treatment in our hospital. The assessment of AR was performed with Ca-Ionophore A23187, measured with FITC-PSA staining and expressed as difference between induced and spontaneous AR (ARIC). 

Results: A positive and statistically significant correlation was found for ARIC and fertilization rate in standard IVF.  Patients with reduced ARIC <12% had an average fertilization rate of 48%, while patients with normal ARIC >12% had an average of  85%, and only in this group was reached maximal fertilization rate of 100%. As expected, there was no correlation between ARIC and fertilization rate in ISCI. 

Conclusion: The results would indicate that inducible acrosomal reaction can predict the outcome of IVF. There seems to be no influence of ARIC on the outcome of ISCI procedure. In conclusion, evaluation of the acrosomal status can be used as an additional diagnostic test to evaluate male infertility and to choose the therapy of assisted reproduction. 
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VARIABILITY IN uterine blood flow and THEIR EFFECT ON early pregnancy rates in mares 

Ratjen J1, Stolla R1, Sieme H2 and Bollwein H1
1Veterinary Clinic for Gynecology and Obstetrics, Ludwig Maximilians University, Munich; 2National State Stud of Lower Saxony, Celle 

Introduction: The aim of this study was to examine the variability in uterine perfusion between mares and its effect on early pregnancy rates in mares. 

Material and methods: Thirty five mares with a mean age of 14.2±3.5 yrs (range, 10 to 22 yrs) were investigated on Days –2 and -1 (0 = ovulation). All mares were inseminated twice on Days -1 and 0 using sperm from stallions of proven fertility. Uterine blood flow was studied transrectally using a colour Doppler ultrasonograph. Blood flow was expressed as blood flow volume (BFV). Pregnancy diagnosis was carried out sonographically in B mode between Days 14 and 16.

Results: BFV ranged from 16 to 222 ml/min (mean±SD: 91±51 ml/min). It was not related to age and parity of the mares (P > 0.20), but lactating mares showed higher BFV values than barren mares (P < 0.05). In 24 (68.6%) mares a conceptus could be observed sonographically between Days 14 and 16 after ovulation, while 11 (31,4%) mares were not pregnant at this time. Uterine perfusion before insemination did not differ (P > 0.94) between pregnant and non pregnant mares.

Conclusions: The results indicate that there is a high variability in uterine blood flow between mares, but blood perfusion is not a limiting factor for early pregnancy rates in mares.
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Inhibin B als prädiktiver WERT vor TESE – wertvolle Ergänzung oder Kostenfaktor ?

Rau O1, Reiher F1, Leißner JL1, Nickel I2, Allhoff, EP1, Kleinstein J2
1Klinik und Poliklinik für Urologie, 2Klinik für Reproduktionsmedizin und Gynäkologische Endokrinologie,
Otto-von-Guericke-Universität, Magdeburg 

Einleitung: In der Literatur wird Inhibin B als prädiktiver Marker für eine erfolgreiche Spermienextraktion (TESE) kontrovers diskutiert. Ziel unserer Untersuchung war zu überprüfen, inwieweit Inhibin B als zuverlässiger Marker für eine ausreichende Spermatogenese fungiert.

Material und Methoden: Bei 78 Patienten (33 ( 4,8 Jahre) wurden folgende Parameter erhoben: (a) Hodenvolumina; (b) FSH-Spiegel und (c) Inhibin-B-Serumspiegel. Diese Parameter wurden in Korrelation zum TESE-Ergebnis (Nachweis von Spermatozoen) untersucht.

Ergebnisse: Bei  49 Patienten (62%) wurden Spermatozoen im Rahmen einer TESE asserviert. Der Inhibin-B-Spiegel in dieser TESE-positiven Gruppe betrug 103,5(12,5 pg/ml. Im Vergleich zu einer Kontrollgruppe (Probanden mit Normospermie) war ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Inhibin-B-Spiegel ebenso nachweisbar (103,5 vs. 183,6 pg/ml; p<0,05)  wie bei den 29 Patienten mit negativer TESE (92,8 vs. 183,6 pg/ml, p<0,05). Bezüglich des Inhibin-B-Spiegels konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der TESE-positiven Gruppe und der Gruppe ohne Spermatozoennachweis im TESE-Präparat erbracht werden (p>0,05). 

Im Gegensatz dazu war ein signifikanter Unterschied der FSH-Spiegel in beiden Gruppen nachweisbar. Bei TESE-positiven Patienten war ein FSH-Spiegel von 14,6 ( 1,9 IE/l, bei TESE-negativen Patienten von 20,3 ( 1,9 detektierbar (p<0,05). Während in der Gruppe mit normalen FSH-Werten in 82% der Fälle Spermatozoen im Bioptat nachweisbar waren, so gelang dies bei Patienten mit erhöhtem FSH nur noch in 45% (p<0.05).

Schlussfolgerungen: In unserer Patientengruppe bestätigte sich FSH als wertvoller Marker zur Abschätzung des zu erwartenden TESE-Resultates. Inhibin-B konnte in unserer Untersuchung keine zusätzlichen Informationen hinsichtlich Prädiktion des TESE-Ergebnisses liefern. Weitere Untersuchungen mit größeren Fallzahlen sollten weiteren Aufschluss über den Einsatz von Inhibin-B als Marker erbringen. 
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10-JAHRES-ERGEBNISSE DER MIKROCHIRURGISCHEN REFERTILISIERUNG IN KÖLN

Schierbaum KF, Haupt G, Nazari S, Wolter S, Engelmann U

Klinik und Poliklinik für Urologie, Universität zu Köln

Einleitung: Der Stellenwert der mikrochirurgischen Refertilisierung ist auch im Zeitalter der modernen Reproduktionsmedizin mit den Methoden der intrazytoplasmatischen Spermieninjektion unverändert hoch. Die Durchgängigkeitsraten werden in der Literatur mit Quoten von 74 bis 87 % angegeben, die Schwangerschaftsraten liegen zwischen 37 und 52 %.
Material und Methoden: An der Urologischen Universitätsklinik Köln wurden zwischen 1993 und 2002 insgesamt 267 Vasovasostomien durchgeführt. Als Operationstechnik verwenden wir nach skrotaler Hodenfreilegung und Resektion der Vasektomiestümpfe eine zweischichtige Nahttechnik mit 10-0 Nylonfäden für die Mucosa und 9-0 Nylonnähten für die Muskularis. Die Anastomosennähte erfolgten unter Zuhilfenahme eines Operationsmikroskops. Verschiedene Daten wurden retrospektiv mittels eines verschickten Fragebogens evaluiert. Postoperativ durchgeführte Spermiogramme wurden von den behandelnden Urologen erfragt. 

Ergebnisse: Zum Zeitpunkt der Vasektomie waren unsere Patienten 32,1 Jahre alt. Die VVST wurde bei einem Durchschnittsalter von 39,6 Jahren vorgenommen, daraus ergibt sich ein Intervall zwischen Vasektomie und VVST von 7,5 Jahren. Die Auswertungen ergaben eine Durchgängigkeit bzw. Spermatozoen im Ejakulat von 83,3 %. Insgesamt traten bei 35,4 % Schwangerschaften bei den Partnerinnen auf. 29,5 % der Patienten gaben postoperative Schmerzen an, die Dauer betrug im Mittel 19,1 Tage, wobei die Schmerzen überwiegend als moderat beschrieben wurden. In zwei Fällen wurde die Schwangerschaft nicht ausgetragen, da es zu einem Abort gekommen war. 22,6 % der Patienten beschrieben eine postoperative Veränderung ihres Sexuallebens, wobei 16,1 % eine Verbesserung und nur 6,5 % eine Verschlechterung angaben.

Schlussfolgerungen: Die VVST stellt eine gute Chance zur Refertilisation nach Vasektomie dar. Die erzielten Ergebnisse sind mit denen in der Literatur vergleichbar.
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AUCH BEI ICSI MIT OPERATIV GEWONNENEN SPERMIEN IST DIE FERTILITÄT DER FRAU VON BEDEUTUNG

Schleyer M, Suttner R, Krüsmann G, Fiedler K, von Hertwig I, Würfel W

Kinderwunsch Centrum München-Pasing an der Frauenklinik Dr. Krüsmann, München

Einleitung:  Bei Paaren, in denen die Ursache der ungewollten Kinderlosigkeit wegen unzureichender Hodenfunktion ganz eindeutig beim Mann liegt, besteht die Ver​führ​ung monokausalen Denkens und damit des Übersehens eines möglichen Beitrages der Frau zur ungewollten Kinderlosigkeit. 

Material und Methoden:  Intrazytoplasmatische Spermien-Injektionen (ICSI) mit Spermien verschiedener Herkunft. 

Ergebnisse:  Die Ergebnisse der Jahre 1998 bis 2001 sind in folgender Tabelle zusammengefasst.

	ICSI mit 
	Zyklen mit 
	Indikation der Frau unauffällig
	Indikation der Frau nicht unauffällig

	kryokonservierten Spermien
	bek. Ausgang 
	Zyklen
	SS
	%
	Zyklen
	SS
	%

	 - Orthograde Spermien
	149
	75
	23
	31%
	74
	24
	32%

	 - MESA-Spermien
	75
	45
	21
	47%
	30
	11
	37%

	 - TESE-Spermien
	606
	394
	136
	35%
	212
	54
	25%


Schlussfolgerungen: Auch wenn die Hauptindikation eindeutig beim Mann liegt, darf die Frau nicht ununtersucht bleiben: Auch in diesen Fällen muss das Paar und darf nicht allein der Mann therapiert werden. 
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Kryokonservierung unbefruchteter Eizellen

Schleyer M, Würfel W, Krüsmann G, Suttner R, Fiedler K, von Hertwig I

Kinderwunsch Centrum München an der Frauenklinik Dr. Krüsmann, München

Einleitung:  Die Kryokonservierung unbefruchteter Eizellen wurde nach frühen, nur in Einzelfällen erfolgreichen Versuchen (Chen 1986, van Uem et al. 1987, Feichtinger et al. 1987, Al-Hassani et al. 1987) aufgegeben. Neuere Publikationen (z. B. Fabbri et al. 1998) berichten über bessere Befruchtungen und höhere Schwan​ger​​​schaftsquoten, wenn die Befruchtung aufgetauter Eizellen nicht mit klassischem IVF, sondern mittels intrazytoplasmatischer Spermien-Injektion (ICSI) durchgeführt wurde. Es wurde daher untersucht, ob sich jene positiven Ergebnisse reproduzieren ließen. 

Material und Methoden:  Unbefruchtete Eizellen wurden mit denselben Lösungen und Methoden kryokonserviert wie Vor​kern​stadien (nach der Methode von Bourn Hall, leicht modifiziert). ICSI wurde durchgeführt wie bei frischen Ei​zellen. Hormon​stimulationen zum Aufbau des Endometriums wurden durchgeführt wie für den Transfer kryokonservierter Vorkern​stadien. 

Ergebnisse:  Die Ergebnisse der Jahre 1998 bis 2002 sind in folgender Tabelle zusammengefasst

	
	Zyklen (n)
	Anteil (%)

	Kryokonservierte Eizellen
	47
	

	Getaut für Transfer
	30
	100

	- alle Eizellen defekt
	3
	10

	- Eizellen für ICSI
	27
	90

	- mit Fertilisation
	25
	83

	- Schwangerschaften
	7
	23,3

	- Aborte
	3
	10

	- Geburten
	4
	13,3


Schlussfolgerungen:  Die erzielten Befruchtungen, Schwangerschaften und Geburten können als durchaus zufrieden stellend bezeichnet werden. Angesichts der früher publizierten, relativen Erfolgsarmut sind dreizehn Prozent Geburten pro Zyklus mit getauten Eizellen eine deutliche Erhöhung der Erfolgsquote auf die mit der Kryo​kon​ser​vierung von Vorkern-Stadien erreichte Höhe. Angesichts der mit ICSI verbundenen, nicht unerheblichen Kosten erscheint eine allgemeinere An​wen​dung der Methode nicht in Sicht. 
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SPERMIENAUFBEREITUNG ZUR HIV-ELIMINATION – RISIKOREDUKTION ODER RISIKOELIMINATION?

Schmidt TJ,  Gentili M, Beichert M, Melchert F, Weigel M

Universitätsklinikum Mannheim, Frauenklinik, Fakultät für klinische Medizin Mannheim der Universität Heidelberg

Einleitung: HIV-diskordante Paare können ihren mit Kinderwunsch nur durch Verfahren der assistierten Reproduktion mit speziell aufbereiteten Spermien des HIV-infizierten (Ehe-)Partners realisieren. Die vorliegende Studie analysiert Sicherheit und Effektivität der Spermienaufbereitung. 

Material und Methoden: Von 85 HIV-infizierten Männern unseres Kinderwunschprogrammes wurden 195 Ejakulate und 195 aufbereitete Spermienproben mittels hochsensitiver – 20 meq/ml – Polymerasekettenreaktion (PCR) auf virale RNA und provirale DNA getestet. Zur Aufbereitung wurden die Spermien zunächst durch Dichte-gradientenzentrifugation separiert, dann in Kulturmedium gewaschen und nach Zentrifugation durch Swim-up gewonnen. 

Ergebnisse: Im Nativejakulat war in 74 Proben HIV-RNA und in 51 HIV-DNA nachweisbar. Insgesamt wurden 41 Männer mehrmals untersucht: Bei 23 (56%) war der Test im Nativejakulat konstant negativ, bei 4 (10%) konstant positiv. Bei 14 (34%) variierte bei wiederholter Untersuchung die Virusbelastung des Ejakulats. In der aufbereiteten Fraktion motiler Spermien war provirale DNA in keinem Fall nachweisbar. Dagegen wiesen 5 Proben noch Spuren viraler RNA auf. Dies entspricht 2,6% aller Proben, aber 6,8% der Nativejakulate mit nachgewiesener  HIV-RNA.

Schlussfolgerungen: Die verwendete Spermienaufbereitungstechnik kann zuverlässig provirale DNA unter die Nachweisgrenze reduzieren, Spuren viraler RNA können aber in der aufbereiteten Spermienfraktion nachweisbar bleiben. Wegen der auch intraindividuell wechselnden Virusbelastung im Nativejakulat kann auch nicht auf das Ergebnis einer früheren Testung vertraut werden. Vor einer reproduktionsmedizinischen Behandlung sollte daher jede Probe hochsensitiv getestet werden. Die etablierte, beschriebene Sequenz von Spermienaufbereitung – PCR-Testung - Assistierte Reproduktion bietet ein Höchstmaß an Sicherheit und kann das Restrisiko einer Virustransmission auf eine hypothetische Größe reduzieren.  
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LOCALISATION AND FUNCTION OF PORIN PROTEINS IN BOVINE SPERMATOZOA

Schneider X, Aires VA, Hinsch E, Hinsch KD

Centre of Dermatology and Andrology, Biochemestry of Reproduction, Justus Liebig University, Giessen

Introduction: Induction of the acrosome reaction and progressive swimming of spermatozoa are essential for successful fertilisation. Porin is a pore-forming protein (VDAC = voltage dependent anion channel) which was found in bacterial and outer mitochondrial membranes as well as in the plasma membrane of somatic cells. Spermatozoa from VDAC-type 3 knock-out mice exhibited a decreased motility due to flagellar disfunction. The aim of this study was 1) to localise different porin subtypes in sperm and 2) to determine the effect of anti-porin antibodies upon bovine sperm function.

Materials and methods: Antisera were generated against synthetic porin peptides. For the identification of the porin subtypes immunocytochemical studies were performed with bovine sperm. Antibody binding was visualized with FITC-labeled secondary antibodies. Sperm were incubated with anti-porin antibodies for analysing the effect upon sperm function. Cell motility was assessed using the CASA system. The acrosomal status of live spermatozoa was determined by the Hoechst 33285/PSA-FITC stain.
Results: Immuncytochemical data suggest that at least two porin subtypes are present in bovine spermatozoa. They are located in different sperm compartments. Sperm motion analysis after incubation with anti-porin type 2 antibodies yielded a decrease of sperm motility. Preliminary results showed that the antibodies also induced acrosomal exocytosis.
Conclusion: Porin subtypes in spermatozoa are probably involved in regulation of different sperm functions, e.g. sperm motility and acrosome reaction. This could explain our finding that porin subtypes are located in different sperm compartments.
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STARKE SHORT-FEEDBACK- WIRKUNG DURCH TOREMIFEN

Schramm P, Ebert V

Universitätshautklinik der Johannes-Gutenberg-Universität, Mainz

Einleitung: Wenn der Tamoxifeneinsatz in der Andrologie nicht evidence-based ist, dann kann das Präparat, da sich im Tierversuch Tumorbildung ergeben hat, eigentlich hier nicht mehr eingesetzt werden. Als Ersatz bietet sich Toremifen, ein Anioestrogen der zweiten Generation an.

Material: Vorgestellt werden die basalen Hormonwerte von  n=30 andrologischen Patienten im Durchschnittsalter von 33,8 Jahren mit durchschnittlich 2 Jahren Kinderlosigkeit vor und nach 4 Wochen 60 mg Toremifen oral. Einschlusskriterium war pathologisches Spermiogramm und Serumtestosteronwert im unteren Referenzbereich.

Ergebnis: Vergleichbar mit Tamoxifen stieg gegenüber vorher der periphere Testosteronspiegel signifikant ( p=,0001) an. ( Vorher: Min: 177, 1. Quartil 289,8, Median 344, 3. Quartil: 381,2, Max. 747 ng/dl. Nachher Minimum 323, 1. Quartil:467,3, Median 5,42,5, 3. Quartil:696, Max. 831 ng/dl). Auch das FSH stieg signifikantan, nicht dagegen das LH! Der fehlende LH-Anstieg bei Toremifen, bei Tamoxifen ebenfalls beschrieben, verblüfft. Als Gegenprobe wurden nun N=8 Probanden ohne LH-Anstieg als eigene Gruppe abgetrennt. Nun war der LH–Anstieg der verbliebenen   N=22 signifikant. Bezüglich des Testosteronanstiege unterschieden sich diese beide Gruppen trotzdem nicht.   Schlussfolgerung: Demnach kann der beobachtete periphere Testosteronanstieg im Sinne eines Short-feedback durch Wirkung an der Leydigzelle bei der Untergruppe als belegt, bei der anderen Gruppe vermutet werden. Die Testosteronausschüttung beim Manne wird nicht nur durch LH gesteuert, sondern durch Östrogene moduliert, und durch Antiöstrogene wie Toremifen gesteigert.
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ZUM EINSATZ DER DIVISIVEN PROZESSANALYSE BEI DER BETRACHTUNG DES ZUSAMMENHANGES VON  PSYCHOSOZIALEN MERKMALEN UND SPERMIOLOGISCHEN PARAMETER IM ZEITLICHEN VERLAUF – EINZELFALLSTUDIEN

Seikowski K1, Brähler E2, Glander HJ1, Goldschmidt S2, Schmutzer, G2
1Andrologische Abteilung der Klinik und Poliklinik für Hautkrankheiten der Universität Leipzig 

2Selbständige Abteilung für Medizinische Psychologie und Medizinische Soziologie der Universität Leipzig

Einleitung: Im Rahmen einer Statuserhebung (Goldschmidt et al. 2001) fanden wir Zusammenhänge zwischen spermiologischen Parametern und der Qualität der Paarbeziehung. Auf dieser Basis gingen wir der Frage nach, ob die Paardynamik prospektiv im zeitlichen Verlauf betrachtet, ebenfalls Veränderungen dieser Art hervorbringt.

Material und Methoden: 4 Personen wurden über einen Zeitraum von 4 Monaten gebeten, wöchentlich folgende Fragebögen auszufüllen – den Leipziger Stimmungsfragebogen (LSB), den Giessener Beschwerdebogen (GBB), den Fragebogen zur Erfassung von Alltagsbelastungen (FzA) sowie die Partnerschaftsproblemliste (PL). Ebenfalls wöchentlich erfolgten die Spermaabgaben. Alle 4 Personen lebten in einer festen Beziehung und litten unter einem bisher nicht erfüllten Kinderwunsch. Zur Analyse der psychologsichen Daten kam die divisive Prozessanalyse zum Einsatz. Dabei handelt es sich um ein multivariates Verfahren zur Bestimmung von Phasen im zeitlichen Verlauf. Diese Phasen wurden dann mit den spermiologischen Parametern in Beziehung gesetzt.
Ergebnisse: Es zeigte sich, dass es keine generellen Muster zum Einfluss von psychosozialen Belastungen auf die Spermaqualität zu geben scheint. Individuelle Besonderheiten scheinen zu dominieren. Bei 2 Personen fanden sich keine Zusammenhänge. Bei einer weiteren Person mit massiven Partnerproblemen und Selbstzweifeln sank die Spermaqualität (Verringerung der Motilität), während bei der vierten Person sich Hinweise auf morphologische Kopfdefekte ergaben, deren Interpretation zum gegenwärtigen Zeitpunkt eher schwierig erscheint. 

Schlussfolgerungen: Die divisive Prozessanalyse scheint ein geeignetes Mittel zur Analyse von prospektiv erhobenen Daten für psychosomatische Fragestellungen zu sein. Allerdings sind die Ergebnisse wegen der geringen Fallzahl und dem relativ kurzen Zeitraum als vorläufig zu betrachten. Für die Zukunft sollte methodisch noch mehr differenziert werden. So empfiehlt sich für weiterführende Untersuchungen ein Design zum Vergleich von Männern mit vs. ohne Partnerschaft bzw. mit vs. ohne Kinderwunsch.
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Polscope to improve in-vitro maturation and select human oocytes with high developmental potential prior to ICSI

Shen Y1, Tinneberg HR1, Stalf T1, Vogt E2 and Eichenlaub-Ritter U2

1Frauenklinik der Justus-Liebig Universität Giessen, Giessen; 2Universität Bielefeld, Fakultät für Biologie, Gentechnologie/Mikrobiologie, Bielefeld

Introduction: Discarding aneuploid or morphologically aberrant embryos after IVF to improve implantation rate is prohibited for ethical considerations in Germany. This study was aimed at facilitating selection of high quality oocytes prior to ICSI and improving in-vitro maturation conditions for immature human oocytes from ICSI cycles using non-invasive methodology.

Materials and Methods: Human oocytes from consenting patients undergoing ICSI were non-invasively analysed by Polscope(1), and later assessed for PN score. Meiotic maturation and spindle formation were characterised in immature oocytes from ICSI patients during culture for up to 48 hours.

Results: The majority of in-vivo matured human oocytes contained a birefringent spindle. The one-cell embryos developing from ICSI with these oocytes had a significantly higher PN score compared to oocytes without spindle (p<0.05). Many immature oocytes from stimulated cycles emitted a polar body by the end of culture. However, expression of a birefringent spindle was significantly lower in in-vitro matured oocytes compared to the in-vivo group (p<0.01). A high percentage of in-vitro matured oocytes without spindle had unaligned chromosomes. 

Conclusion: Presence of a birefringent spindle appears correlated with higher developmental potential of human oocytes. Absence of a birefringent spindle was frequently associated with aberrant chromosome behaviour predisposing oocytes to non-disjunction. Culture conditions for immature oocytes need to be improved to yield fully mature, morphologically and chromosomally normal oocytes for ICSI. Polscope may help to identify specific risk factors for spindle formation in oocytes to improve counselling and treatment of patients.

Eichenlaub-Ritter et al., RBM Online 5(2):117-24, 2002.
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Die Präsenz von BAD, nicht aber von BID und MDM2 ist in klassischen humanen seminomen variabel

Sorger, C1, Paasch, U1, Grunewald, S1, Horn, LC2, Glander, HJ1
1Ausbildungszentrum der Europäischen Akademie für Andrologie, Leipzig 2Institut für Pathologie der Universität Leipzig

Einleitung: Die Apoptose stellt eine der wichtigsten Regulatoren während der Spermatogenese dar und alle wesentlichen Elemente der Signalkaskade wurden in verschiedenen Entwicklungsstadien der Keimzellen nachgewiesen. Eine fehlerhafte Apoptose ist Grundlage vieler Tumoren, über apoptoseassoziierte Proteine beim Seminom ist jedoch wenig bekannt. Daher wurde die Präsenz der proapoptotischen Proteine BID, BAD und MDM2 in klassischen Seminomen untersucht. Der spezifische Tumormarker PLAP wurde zur Kontrolle verwendet.

Material und Methoden: Paraffinschnitte von Hodengewebe (Seminome, n=7) wurden immunhistochemisch auf BID, BAD, MDM2 und PLAP untersucht. Ränge wurden sowohl anhand der Anzahl der gefärbten Zellen (0 bis 5) als auch anhand der Farbintensität (0 bis 3) pro Schnitt vergeben. Die Resultate wurden als Trends angegeben. Wegen der geringen Patientenzahl kann nur eine vollständige Übereinstimmung der Ränge zu einer signifikanten Unterscheidung führen.

Ergebnisse: BID und MDM2 konnten in allen Tumorzellen nachgewiesen werden. Eine mittelstarke Farbintensität ergab sich für BID (Mittel 2,0) und für MDM2 (Mittel 2,28). Demgegenüber war die Anzahl der gefärbten Zellen für BAD sehr unterschiedlich (0 bis 5). Gleichzeitig war die Färbung weniger intensiv (Mittel 1,25). PLAP konnte in allen Tumorzellen mit einer starken Farbintensität nachgewiesen werden.

Schlussfolgerung: Die Untersuchungen belegen, dass BID, BAD und MDM2 in humanen Seminomen präsent sind. Während die proapoptotischen Proteine BID und MDM2 uneingeschränkt nachgewiesen werden konnten, waren Anzahl und  Farbintensität von BAD hohen Schwankungen unterworfen. Möglicherweise führt die partielle Abnahme von BAD im Sinne einer aufgehobenen natürlichen Mortalität zur Entstehung der Neoplasmen. Weitere Untersuchungen sind erforderlich, um die genauen molekularen Mechanismen der Tumorentstehung aufzuklären.
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HUMANE SPERMATOGENESE WIRD REGULIERT DURCH AKTIVIERTE CASPASE 8 UND 3 IM KONTEXT MIT PROAPOPTOTISCHEM BID UND BAD SOWIE GESPALTENER POLY-(ADP-RIBOSE)-POLYMERASE

Sorger C1, Paasch U1, Grunewald S1 Schaller J2 , Glander HJ1
1Ausbildungszentrum der Europäischen Akademie für Andrologie, Universität Leipzig, 2St. Barbara Krankenhaus Duisburg
Einleitung: Die rezeptorvermittelte Apoptose wird als zentraler Regulator bei der Entwicklung ausreifender Keimzellen angesehen. Bisher ist die Präsenz einzelner Elemente der Signalkaskade jedoch nicht deren Aktivierung bewiesen worden. Ein Zielprotein der das Todessignal vermittelnden Caspasen 8 und 3 (CP) ist die Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP), ein Reparaturenzym, das spezifisch an apoptosevermittelte DNA-Strangbrüche bindet. Die Aktivierung der CP8 und 3 wird u.a. durch die bisher am humanen Hoden nicht dargestellten Regulatoren BID und BAD amplifiziert.

Material und Methoden: Paraffinschnitte humaner Hodenbiopsien (9 Infertilitätspatienten) wurden immunhistochemisch hinsichtlich Präsenz aktivierter CP8 und 3, proapoptotischer Proteine BID, BAD und gespaltener PARP untersucht.

Ergebnisse: Spermatiden und reife Spermatozoen waren nicht angefärbt. Die einzeln ausgewerteten Schnittpräparate zeigten in den verschiedenen Reifungsstadien und Zelltypen eine unterschiedlich starke Aktivierung der Apoptosekaskade (Tabelle).

	
	Spermatogonien
	Spermatozyten
	Leydigzellen
	Sertolizellen

	Epitop
	% Zellen
	Intensität
	% Zellen
	Intensität
	% Zellen
	Intensität
	% Zellen
	Intensität

	aktive CP3
	76-100
	intermediär
	76-100
	stark
	76-100
	intermediär
	76-100
	schwach

	aktive CP8
	51-75
	stark
	26-50
	intermediär
	1-25
	schwach
	76-100
	stark

	BID
	1-25
	intermediär
	76-100
	intermediär
	76-100
	schwach
	76-100
	intermediär

	BAD
	51-75
	schwach
	51-75
	intermediär
	51-75
	intermediär
	76-100
	intermediär

	gespaltene PARP
	51-75
	intermediär
	26-50
	intermediär
	keine
	-
	51-75
	intermediär


Schlussfolgerung: Erstmalig konnten die aktivierten Formen von CP8 und CP3 an humanen Hoden nachgewiesen werden. Im Kontext mit den koexsistent aufgezeigten proapoptotischen Regulatorproteinen BID und BAD sowie der gespaltenen PARP weisen die Befunde die Aktivierung der rezeptorvermittelten (TYP I) Apoptose nach. Der Nachweis von gespaltener PARP unterstreicht die Möglichkeit der Akkumulation von DNA-Fragmentationen der Keimzellen während der Ausreifung.
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KANN MAN BEI HIV-INFIZIERTEN DIE VIRUSBELASTUNG DES EJAKULATS VORHERSAGEN?

Stähle C, Gentili M, Beichert M, Melchert F, Weigel M

Universitätsklinikum Mannheim, Frauenklinik, Fakultät für klinische Medizin Mannheim der Universität Heidelberg

Einleitung: Von HIV-diskordanten Paaren wird immer wieder die Frage aufgeworfen, ob es eine Möglichkeit gibt, die individuelle Ejakulatbelastung vorherzusagen, um den bestehenden Kinderwunsch dann durch ungeschützten Geschlechtsverkehr zu realisieren. Die vorliegende Studie untersucht, ob mittels peripherer Serumparameter bzw. wiederholter Ejakulatuntersuchungen eine solche Vorhersage zuverlässig getroffen werden kann.

Material und Methoden: Von 85 HIV-infizierten Männern unseres Kinderwunschprojektes wurden insgesamt 195 Ejakulate mittels hochsensitiver-20 meq pro ml-PCR auf virale RNA und provirale DNA getestet. Viruslast, CD4-Zellzahl und ART (antiretrovirale Therapie) wurden dokumentiert. Von 41 Männern wurden über einen Zeitraum von 3 bis 9 Monaten Reihen von 3 bis 6 Ejakulaten untersucht. Die statistische Analyse erfolgte mittels X2-Test.

Ergebnisse: Der Prozentsatz HIV-positiver Ejakulate steigt mit der Viruslast (<100 c/ml:16,7%;100-2000 c/ml: 21,4%; >2000 c/ml: 64,7%) und mit sinkender CD4-Zellzahl (<250 CD4/(l: 56%; 250-500 CD4/(l: 45%; >500 CD4/(l:22%). Ohne Therapie ist HIV im Ejakulat signifikant häufiger nachweisbar als unter ART (54,8% vs. 18,8%). Aber auch bei hoher CD4-Zellzahl, nicht messbarer Viruslast im Blut und ART kann in Einzelfällen virale RNA und/oder provirale DNA im Ejakulat nachweisbar sein. In den Folgeuntersuchungen zeigen 34% der untersuchten Männer eine wechselnde Ejakulatbelastung.

Schlussfolgerungen: Sowohl CD4-Zellzahl als auch Viruslast im Blut korrelieren mit dem Prozentsatz HIV-positiver Ejakulate, lassen aber nicht zuverlässig auf die Ejakulatbelastung schließen. Auch die frühere Testung eines Ejakulats lässt keinen zuverlässigen Schluss auf die aktuelle Ejakulatbelastung zu. HIV-diskordante Paare sollten daher ihren  Kinderwunsch ausschließlich durch Verfahren der assistierten Reproduktion mit speziell aufbereiteten, getesteten Spermien realisieren.  
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PRÄVALENZ EINER MTHFR C677T-MUTATION IM  IVF/ICSI-KOLLEKTIV
Strehler E1, Sterzik K1, Ditzel N1, Gottlöber P2, Bezold G2

1Christian-Lauritzen-Institut, Ulm; 2Dermatologische Gemeinschaftspraxis, Neu-Ulm

Einleitung: MTHFR katalysiert die Reduktion von 5,10-Methylentetrahydrofolat zu 5-Methylentetrahydrofolat. Methylentetrahydrofolat ist der Kohlenstoffdonor für die Remethylierung von Homocystein zu Methionin. In der Gensequenz von MTHFR ist eine Punktmutation bekannt (MTHFR C677T), die zu einer Reduktion der Enzymaktivität um ca. 70% führt. Da bei Patienten mit idiopathischer Subfertilität eine Therapie mit Folsäure vereinzelt positive Effekte zeigt, wäre als eine mögliche Sterilitätsursache eine MTHFR C677T-Mutation denkbar. Ziel der Studie war es, die Prävalenz einer MTHFR-Mutation bei Sterilitätspatienten zu untersuchen und deren Häufigkeit mit einem Kontrollkollektiv zu vergleichen. 

Material and Methoden: Bisher wurden 132 Männer untersucht, die am IVF- (56 Patienten) bzw. ICSI-Programm (76 Patienten) teilnahmen. Indikation für ICSI war eine Spermienkonzentration < 10 Mio/ml, Progressivmotilität < 25%, normale Morphologie < 10%. DNA Proben von 200 randomisiert selektierten Männern ohne Fertilitätsprobleme dienten als Kontrolle. Mittels PCR und Restriktionsverdau  wurde das Vorliegen einer MTHFR C677T-Mutation untersucht. 

Ergebnisse:  Die Patienten unserer Studiengruppe sind bezüglich einer MTHFR-Mutation mit  46,4% normal, mit 42,6% heterozygot und mit 11,0% homozygot. Differenziert nach der durchgeführten Behandlung sind 43,5% der ICSI-Gruppe normal, 43,3 %  heterozygot und 13,2% homozygot. Die entsprechenden Werte der IVF Gruppe  liegen bei  51,8%, 39,3% und 8,9%. In der Kontrollgruppe ist bei 9,5% eine homozygote Mutation nachweisbar. Die Prävalenz einer homozygoten Mutation lag in der ICSI-Gruppe über den Werten der IVF-Gruppe (Chi-Quadrat-Test, n.s.). 

Schlussfolgerung: Eine homozygote MTHFR-Mutation scheint nach den vorläufigen Ergebnissen bei schweren Fertilitätsstörungen häufiger zu sein. Der Unterschied ist aber bei vorliegender Fallzahl nicht signifikant.
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ASSISTED HATCHING VOR TRANSFER KRYOKONSERVIERTER EMBRYONEN

Suttner R, Würfel W, Krüsmann G, Schleyer M, Fiedler K

Kinderwusch Centrum München-Pasing, München

Einleitung: Als einer der Gründe für die geringeren Schwangerschaftsraten nach Transfer kryokonservierter Embryonen wird die Möglichkeit einer durch die Kryokonservierung verursachten Verdickung der Zona pellucida diskutiert. Daher wurde in den letzten Jahren von unterschiedlichen Gruppen der Effekt des assisted hatching auf die Schwangerschaftsrate bei Kryotransfers untersucht. Dabei konnte sowohl eine Erhöhung der Schwangerschaftsrate (Tao et al 1996; Cech et al. 1996 u.a.) als auch eine gleichbleibende Rate (Mauri et al. 2001, Balaban et al. 2001) im Vergleich zu nicht manipulierten Embryonen nachgewiesen werden. In einem Zeitraum von 6 Monaten  sollte nun die Wirksamkeit dieser Methode untersucht werden. 

Material und Methoden: Im Zeitraum von August 2002 bis Januar 2003 wurde bei kryokonservierte Embryonen, die alle aus ICSI-Zyklen stammten und nach demselben Programm eingefroren und aufgetaut wurden (Medien und Protokoll nach Labotect)  am Transfertag ( 1 Tag nach dem Auftauen, im 2 – 6 Zellenstadium) assisted hatching mittel eines 1,48 µm Diodenlasers der Firma MTM durchgeführt (AH +). Dabei enstand jeweils eine Zonaöffnung von 20‑35 µm Durchmesser.

Als Kontrolle wurde bei kryokonservierten Embryonen im Zeitraum von Januar 2003 bis Mai 2003 assisted hatching nicht durchgeführt (AH -).

Ergebnisse:

	
	Zyklen
	Embryonen pro Transfer
	Schwangerschaften pro Anzahl transferierter Embryonen
	Gesamt

schwangerschaften  (%)

	
	
	1
	2
	3
	1
	2
	3
	

	AH +
	43
	8
	25
	10
	1 (12,5)
	5 (20)
	1 (10)
	7 (16,3%)

	AH -
	31
	5
	18
	8
	0
	4 (22,2)
	1 (12,5)
	5 (16,1%)


Schlussfolgerung: Eine Erhöhung der Schwangerschaftsrate, die u. a. von Tao oder Check beschrieben wurde, konnte nicht nachgewiesen werden. Vielmehr verhielten sich die Raten in beiden Gruppen gleich, was keinen negativen Effekt durch die Manipulation vermuten lässt. Bei den kleinen Fallzahlen konnten jedoch auch kein positiver Effekt gezeigt werden.
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MEASUREMENT OF CA2+-ATPASE ACTIVITY IN BOVINE SPERMATOZOA

Triphan J, Wennemuth G, Aumüller G, Wilhelm B

Department of Anatomy and Cell Biology, Philipps University, Marburg

Introduction: Sperm functions obligatory for the fertilization process of the egg are motility, capacitation and acrosomal reaction. These processes are known to be regulated by intracellular calcium concentrations. Breitbart et al.  (1985) have suggested that the Ca2+-ATPase has a functional role in the regulation of sperm motility. Previous studies by our group pointed out that PDC-109 (13 kD), the major secretory protein of the bovine seminal vesicles, is an important activator of the Ca2+-ATPase in the microsomal membranes of bovine epididymal spermatozoa. PDC-109 is known to bind to the midpiece of bovine sperm. The aim of this study was to characterize the interaction between PDC-109 and the Ca2+-ATPase in intact bull sperm.

Materials and methods: Ca2+-ATPase assays were performed using intact epididymal spermatozoa in the presence and absence of PDC-109. Furthermore, inhibition experiments were accomplished using calcium channel, PKC- and PKA-blockers. 

Results: In a first step we established an assay on the Ca2+-ATPase of intact spermatozoa. As shown in microsomal membranes, the Ca2+-ATPase of intact spermatozoa was activated by PDC-109 and inhibited by Ca2+ channel blockers. In addition, our preliminary data revealed that PDC-109 is capable to delete the inhibitory action of the PKA-blocker H89 on Ca2+-ATPase activity.

Conclusion: Using the currently established Ca2+-ATPase activity assay, it is now possible to analyse the Ca2+-ATPase and its interaction with PDC-109 in intact and vital bovine spermatozoa. Further experiments will clarify whether or not the Ca2+ activity is restricted to the head or flagellar fragments.

Breitbart et al., JBC, 260:11543-11553, 1985

P-45

Ist Serotonin ein zentraler Mediator der penilen Flakzidität und Detumeszenz?

Ückert S,  Fuhlenriede MH,  Becker AJ,  Stief CG,  Jonas U

Medizinische Hochschule Hannover, Urologische Klinik, Hannover

Einleitung: Seit mehr als 15 Jahren wird über eine zentrale Rolle serotoninerger Übertragungswege in der Regulation der männlichen Sexualfunktion, so auch in der Aufrechterhaltung der penilen Flakzidität und der Einleitung der Detumeszenz spekuliert. Ziel unserer Studie war es, die In-vitro–Effekte von Serotonin (5-HT) auf isolierte humane Schwellkörpermuskulatur (HCC) zu untersuchen und den Verlauf des Serotonin-Serumprofils im systemischen und kavernösen Blut gesunder männlicher Probanden über verschiedene penile Stadien zu detektieren.

Methoden: Die Effekte von Serotonin auf isolierte HCC wurden mit der Organbad-Technik untersucht. 41 gesunden Männern wurde während der penilen Flakzidität, Tumeszenz, Rigidität und Detumeszenz Blut aus dem Corpus cavernosum und einer Kubitalvene entnommen. Tumeszenz und Rigidität wurden durch audiovisuelle und taktile Reize herbeigeführt. Die Serotonin-Serumkonzentrationen (ng/ml) wurden mittels RIA bestimmt.

Ergebnisse: Die kumulative Gabe (0.001–10 µM) von Serotonin wirkte konstriktiv auf isolierte HCC, während keine inhibierenden Effekte auf die durch elektrische Feldstimulation (EFS) induzierten phasischen Relaxationen des Gewebes beobachtet wurden. Die konstriktive Wirkung von Serotonin wurde in der Gegenwart des 5-HT1(-Rezeptorblockers NAN-190 antagonisiert. Auch NAN hatte keinen Einfluss auf die EFS-induzierte Relaxation. Bei den gesunden Probanden lag die Serotoninkonzentration im CC in der Flakzidität bei 113 ± 62. Diese stieg während der Tumeszenz auf 140 ± 69, lag während der Rigidität bei 141 ± 54 und fiel während der Detumeszenz auf 123 ± 79. Die Veränderungen im systemischen Blut waren nicht signifikant. Die Serotoninspiegel im CC lagen in allen penilen Stadien unterhalb des Wertes in der systemischen Zirkulation.

Schlussfolgerungen: Unsere Resultate weisen auf eine physiologische Relevanz des Serotonin in der Regulation des Tonuszustands des HCC hin und geben möglicherweise eine Rationale für die Verwendung von Serotonin-Antagonisten (z.B. Ketanserin) in der Pharmakotherapie der ED.
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Region-Specific Expression of Nitric oxide synthases (NOS) in the bovine oviduct during the oestrus cycle

Ulbrich SE, Einspanier R

Institute of Physiology, Technical University of Munich, Freising

Introduction: Nitric oxide synthases (NOS) generating anorganic free NO radicals in several organs are supposed to be involved in  the regulation of mammalian reproduction. In this study, the expression and localization of endothelial NOS (eNOS) and inducible NOS (iNOS) in the bovine oviduct during the oestrus cycle were examined. 

Material and methods: Bovine oviducts collected at the slaughterhouse were grouped depending on the stage of the cycle and dissected into ampulla and isthmus. Total RNA was extracted, reverse transcribed (RT) and quantified by real-time PCR (LightCycler(). In addition, immunoreactive eNOS protein was localized on serial oviductal cryosections. 
Results: Transcripts of eNOS and iNOS were detected in bovine oviducts. The mRNA expression of both NO-synthases was highest at oestrus (days 19-21) and lowest during the luteal phase (days 6-12). Nevertheless, the expression of eNOS was higher in the isthmus when compared with the ampulla, whereas iNOS was significantly higher in the ampulla than in the isthmus part of the oviduct. Immunoreactive eNOS protein targeted the whole luminal epithelium of the isthmus, whereas in the ampulla, eNOS localization was restricted to the apical part towards the oviductal lumen. 
Conclusions: The modulated mRNA expression patterns of eNOS and iNOS in the bovine oviduct during the oestrus cycle give evidence for a hormonal regulation. Due to region-specific different transcript concentrations iNOS and eNOS seemed to be of different importance in the ampulla and the isthmus region. The present findings underline a physiological  importance of NOS in supporting a successful reproduction by regulating the oviductal environment.

P-47

Necrotizing endometritis and occlusive serometra caused by uterine tuberculosis  -  case report of a rare differential diagnosis of primary amenorrhea 

von Otte S,  Schüring AN,  Buchweiz O,  Kiesel  L, Greb RR  

University Hospital of Münster, Department of Obstetrics and Gynecology,  Münster

Background: Genital tuberculosis is a rare disease in industrialized countries. As we know from regions with endemic occurrence of tuberculosis, endometrial affection may lead to various menstrual irregularities, even amenorrhea and infertility due to severe endometrial destruction. 

Case: We report the case of a 23 year old woman who presented with primary amenorhea and unexplained infertility. Diagnosis of a necrotizing endometritis due to uterine tuberculosis was established by endometrial biopsy and PCR detection of mycobacterial DNA (Mycobacterium tuberculosis). Furthermore, transvaginal utrasound and hysteroscopy revealed an occlusive postinfectious serometra.

The patient was treated with a systemic combination of tuberculostatic drugs and a combined hysteroscopy/ laparoscopy after estradiol „priming“ in order to restore endometrial function and fertility.

Conclusion: In the last two decades a worldwide increase of tuberculosis due to socioeconomic destabilization and spread of the HIV-pandemia was reported. 

Although endometrial tuberculosis is very rare it has to be considered during the diagnostic work-up of primary amenorhea.

We describe our relevant findings and therapeutic regimen for infertility treatment in this rare disease and discuss them in the context of available data and recommendations from a literature review. 
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Gibt es eine Interaktion cAMP- und cGMP-abhängiger Signalübertragungswege im humanen Corpus cavernosum? 

Waldkirch E, Ückert S,  Stief CG, Jonas U

Urologische Klinik, Medizinische Hochschule Hannover

Einleitung: Es ist bekannt, dass nicht nur die NO-cGMP-Kaskade sondern auch cAMP-abhängige zelluläre Übertragungswege die Relaxation des humanen Corpus cavernosum penis (HCC) vermitteln. Bisher gibt es allerdings keine genauen Vorstellungen darüber, ob Interaktionen zwischen der cAMP- und cGMP-abhängigen Signaltransduktion im HCC existieren. Um mögliche Wechselwirkungen aufzuklären, haben wir die Effekte von Inhibitoren der Proteinkinase A (PKA) und Proteinkinase G (PKG) - die wichtigsten zellulären Rezeptorproteine für cAMP und cGMP - auf die durch Natriumnitroprussid (NNP), Forskolin (F), Sildenafil (S) und Tadalafil (T) induzierte Reversion des Norepinephrin-induzierten Tonus isolierter Streifenpräparate des HCC untersucht und mit immunhistochemischen Methoden die Expression von regulatorischen Proteinen der cAMP-Kaskade (PKA, cAMP-spezifische Phosphodiesterasen = cAMP PDEn) im HCC dargestellt.

Material und Methoden: Mit der Organbad-Methode wurden die Effekte kumulativer Dosierungen von NNP, F, S und T auf den Norepinephrin (NE)-induzierten Tonus cavernöser Streifenpräparate vor und nach Präinkubation mit dem PKA-Inhibitor Rp-8-CPT-cAMPS und dem PKG-Inhibitor Rp-8-pCPT-cGMPS (10 µM) bestimmt. Die Expression der PKA und cAMP-PDEn des Typs 3, 4 und 4A in Formaldehyd fixierten Dünnschnitten des HCC wurde mittels Immunfluoreszenz und konfokaler Laserrmikroskopie untersucht.

Ergebnisse: Die Dosiswirkungskurven von NNP, F, S und T wurden in der Gegenwart von Rp-8-pCPT-cGMPS oder Rp-8-CPT-cAMPS deutlich nach rechts verschoben. Immunohistochemisch zeigte sich eine intensive Immunfluoreszenz gegen die PKA und die PDEn des Typs 3, 4 und 4A in der glatten Muskulatur des HCC, eine Expression der PDE4 und 4A wurde außerdem in Nervenfasern und endothelialen Grenzschichten des erektilen Gewebes detektiert.

Schlussfolgerung: Unsere Ergebnisse unterstützen die Hypothese einer Interaktion zwischen cGMP- und cAMP-abhängigen Signaltransduktionskaskaden im HCC und zeigen, dass die pharmakologische Wirkung von PDE5-Inhibitoren auch über die cAMP-abhängige PK vermittelt. Die immunhistochemische Distribution von cAMP-PDEn und PKA weist auf eine Bedeutung dieser Enzyme in der Kontrolle der normalen Funktion des HCC hin.
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EFFECTS OF IMPAIRED TESTICULAR THERMOREGULATION ON HEAD MORPHOLOGY, CYTOPLASMIC DROPLETS AND CHROMATIN STRUCTURE OF BOVINE SEMEN

Wu CT, Weber F, Stolla R, Bollwein H

Veterinary Clinic for Gynecology and Obstetrics, Ludwig Maximilians University,  Munich

Introduction: The aim of this study was to examine time-related changes in head morphology, cytoplasmic droplets and chromatin structure of bovine spermatozoa after experimentally induced scrotal heat stress.

Material and methods: In 4 bulls scrotal temperature was elevated for 48 hours by scrotal insulation. Semen was collected 3 times a week between weeks -1 and 12 (week -1 = before scrotal insulation). Head abnormalities (HA) and cytoplasmic droplets (CD) were examined by subjective microscopic evaluation and abnormal chromatin structure by measuring DNA fragmentation index (DFI) using the flowcytometric sperm chromatin structure assay.

Results: Characteristic changes in HA, CD and DFI occurred in all bulls. HA showed high levels only during weeks 3 and 4. High CD levels were observed in weeks 4, 5 and 7. Elevated DFI values were measured between weeks 2 and 5 with maxima during weeks 3 and 4.

Conclusion: The results of this study show that an impaired testicular thermoregulation causes different time-related changes in chromatin structure, head morphology and the incidence of cytoplasmic droplets. While abnormalities in chromatin structure indicate disturbances in spermiogenesis, spermatocytogenesis and sperm maturation, head morphology is only affected by a failure in spermiogenesis. Surprisingly, the incidence of cytoplasmic droplets after scrotal heat stress does not seem to be an indicator of disturbed sperm maturation, but of impaired spermio- and spermatocytogenesis. 
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VOlUME REGULATION OF HUMAN SPERMATOZOA

Yeung CH, Anapolski M, Depenbusch M, Zitzmann M, Cooper TG

Institute of Reproductive Medicine of the University, Münster

Introduction: Sperm volume regulation is important because the osmolality in the female tract is lower than that in the male and compromised volume regulation induces infertility.

Materials and methods: Ejaculates were obtained from volunteers and osmotic pressure (OP) of their semen measured. Spermatozoa were unwashed or washed in BWW with OP of semen (BWWSP), 290, or 290+quinine (125, 250 µM)). The size of spermatozoa was determined by flow cytometry (Coulter Epics XL) and electronic sizing (Coulter Counter). The kinematics of more than 200 spermatozoa per volunteer were measured (CASA). 

Results: Forward scatter from non-treated and Triton-demembranated spermatozoa was linearly related to their volumes, validating the flow cytometric method. The volume of unwashed and washed sperm was maintained over 20 min when diluted in BWWSP (289 – 351, mean 318 mmol/kg) or BW290, indicating cell volume regulation. Volume increase with quinine was dose-dependent, indicating quinine-sensitive channels Quinine did not affect the percentage of motile spermatozoa but reduced the efficiency of forward progression without compromising the vigour of flagellation. Non-viable spermatozoa did not respond to quinine. Changes in volume were negatively related to changes in straightness of swim path (r = -0.70). Absolute values in volume measurement were inversely correlated with velocity of forward progression. The osmolality of the ejaculate was not correlated with size of sperm (forward scatter) or kinematic parameters in BWWsemen or BWW290.

Conclusion: Human spermatozoa maintain volume when transferred to hypotonic media. Failure to do so may cause infertility. Interfering with this may be of contraceptive significance. 
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Adverse effects of male smoking on the success rate of ICSI: quantification and reversIbility

Zitzmann M1, Rolf C1, Nordhoff V1, Behre HM1, Greb R2, Kiesel L2, Nieschlag E1
1Institute of Reproductive Medicine, 2Women’s Hospital of the University,  Münster

Introduction: We have previously demonstrated that cigarette smoking by the male partner adversely affects ICSI outcome. We further evaluated data from a larger cohort to determine the putative modulation of this effect by the degree of cigarette smoking and reversibility after discontinuation of smoking. 

Methods: 957 treatment cycles (male smoking status: non = 439, > 4 cig / d = 415, former smokers = 93) of 630 couples were evaluated. Data evaluation also included female smoking status, age, number of ICSI treatments and embryos transferred. Smoking was quantified as cigarettes consumed per day, discontinuation as years without smoking. Considering the success rates it has to be kept in mind that in Germany only 3 embryos can be produced and embryo selection is illegal.

Results: The ICSI success rate for the first treatment cycle in terms of clinical pregnancies in women with smoking partners was 18 % (33 % in non-smoking and 22 % in formerly smoking partners). A similar distribution of success rates was seen when only non-smoking women were considered. Success rates of further treatment cycles declined except for male quitters, who improved with time to achieve clinical pregnancies of 29 %. Stepwise binominal logistic regression revealed that smoking in men was a significant predictor of ICSI outcome (p < 0.001), along with the number of embryos transferred (p < 0.001), female age (p = 0.001) and female smoking (p = 0.04). In male smokers, the number of cigarettes consumed was negatively associated with treatment success (p < 0.001). The odds ratio for failure of ICSI for male smokers was 2.24 (95% CI 1.52 – 3.31, p < 0.001) in comparison to male non-smokers and 1.88 (95% CI 1.13 – 3.13, p = 0.01) in comparison to former smokers. Cessation of smoking for longer than 2 years  improves chances (p = 0.07) over short-term quitters. Female smoking significantly influenced the number of oocytes retrieved (p < 0.001) and no improvement in female quitters was observed.

Conclusion: Smoking males significantly decrease the success rates of ICSI. The effect is modulated by the degree of consumption and is reversible 2 years after quitting. 
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