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EDITORIAL I

Ungewollte Kinderlosigkeit — Schicksal oder zu bewiltigende

Aufgabe?

Wenn ein Paar sich ein Kind wiinscht und eine
Schwangerschaft nicht eintritt, so bedeutet dies eine
schwere Belastung in vielerlei Hinsicht. Stellt doch die
Fihigkeit zu empfangen und zu gebéren fiir viele Frau-
en die Essenz ihrer Weiblichkeit dar, ebenso wie die
Zeugungsunfihigkeit fiir viele Médnner von entschei-
dender Bedeutung ist. Der sich nicht erfiillende Kin-
derwunsch hat weitreichendere psychologische Konse-
quenzen als die alleinige Tatsache der Kinderlosigkeit.
Das Lebenskonzept und das Bild der Betroffenen von
sich selbst als vollwertige Menschen wird dabei in Fra-
ge gestellt.

Das betroffene Paar hat nun verschiedene Moglichkei-
ten, sich diesem Problem zu stellen und zu versuchen,
es fiir sich zu 18sen. Es kann die Kinderlosigkeit als
Schicksal annehmen, und aus diesem Verzicht heraus
Kraft fiir andere Aufgaben schopfen. Es kann versuchen,
ein Kind zu adoptieren, wobei festzustellen ist, dafl die
Zahl der zu adoptierenden Kinder weit hinter der Zahl
der gestellten Antréige zurlickbleibt. Die Moglichkeit,
ein Pflegekind zu bekommen, erscheint ungleich glinsti-
ger. Auch hier kommt der tief empfundene Wunsch der
Paare nach einem eigenen Kind zum Ausdruck. Das Paar
kann sich aber auch in #rztliche Behandlung begeben
und versuchen, die Moglichkeiten der Medizin in der
Behandlung der Kinderlosigkeit zu nutzen.

In den letzten zwanzig Jahren haben sich auf diesem
Gebiet entscheidende innovative Entwicklungen erge-
ben. Mit der Geburt des ersten Kindes nach erfolgrei-
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cher In-vitro-Fertilisation und anschliefendem Em-
bryotransfer im Jahre 1978 begann eine neue Ara der
Reproduktionsmedizin. Die Einfiihrung der Techniken
der Mikromanipulation, insbesondere der Intracyto-
plasmatischen Spermieninjektion (ICSI) hat den Indi-
kationsbereich fiir den Einsatz der Techniken zur assi-
stierten Reproduktion zur minnlich bedingten Ehe-
sterilitdt erweitert. Methoden der Kryokonservierung
und der Priimplantationsdiagnostik ergénzen das
Spektrum unserer Zugriffsmoglichkeiten auf Keim-
zellen und Embryonen. Diese technische Verfiigbar-
keit menschlicher Fortpflanzung hat zu deutlichen
Kontroversen und Spannungen in der Gesellschaft
gefiihrt. Unsere angebotenen Hilfen miissen deshalb
immer von uns und vor uns, sowie vor der Gesellschaft
verantwortet werden.

Daher muf es die vornehmste Aufgabe des Arztes blei-
ben, das Hilfe suchende Paar umfassend iiber die Er-
folgsaussichten, Durchfithrung, Belastung — sowohl
korperlich, als auch psychisch — und die Risiken dieser
neuen Behandlungsmethoden aufzukliren und zu bera-
ten, so daB das Paar sich dann entscheiden kann, ob es
diese medizinischen Hilfen zur Erfiillung des Kinder-
wunsches in Anspruch nehmen will oder die ungewoll-
te Kinderlosigkeit als Faktum hinnimmt und zu bewil-
tigen versucht. Das vorliegende Heft versucht, einen
moglichst umfassenden Uberblick itber den aktuellen
Stand der Reproduktionsmedizin zu geben.

K. Diedrich*

# Professor Dr. med. Klaus Diedrich, Gast-Editor dieses Themenhef-
tes Focus MUL, ist Direktor der Klinik fiir Frauenheilkunde und
Geburtshilfe der Medizinischen Universitit zu Liibeck
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AKTUELLES I

Aus der Klinik fiir Frauenheilkunde und Geburtshilfe (Direktor Prof. Dr. K. Diedrich) der Medizinischen Univer-

sitdt zu Liibeck:

Aktuelle Aspekte der assistierten Reproduktion
K. Diedrich, R. Felberbaum, M. Ludwig, O. Bauer

Einleitung

Ungewtiinschte Kinderlosigkeit bedeutet fiir das betrof-
fene Paar eine schwere Belastung in vielféltiger Hin-
sicht. Auch heute noch stellt die Fihigkeit, zu empfan-
gen und zu gebiiren fiir viele Frauen die Essenz ihrer
Weiblichkeit dar, ebenso wie fiir viele Ménner die Fa-
higkeit, ein Kind zu zeugen, von entscheidender Be-
deutung ist. Die ausbleibende Erfiillung eines beste-
henden Kinderwunsches hat dabei Folgen, die weit
iiber die Tatsachen der alleinigen Kinderlosigkeit hin-
ausgehen. Das Bild der Betroffenen von sich selbst als
vollwertige Menschen, ihre Lebensplanung und ihre
Perspektiven werden in Frage gestellt. Je nach sozio-
kulturellem Umfeld, kann die ungewollte Kinderlosig-
keit auch schwere soziale Folgen nach sich ziehen,

Mit der Geburt von Luise Brown im Jahre 1978 begann
eine neue Ara in der Reproduktionsmedizin. In der ex-
emplarischen Zusammenarbeit zwischen dem Repro-
duktionsbiologen Robert Edwards und dem Gynikolo-
gen und Endoskopiker Patrick Steptoe war es gelun-
gen, dort menschliches Leben zu initiieren, wo es per
vias naturales, nimlich bei einer Frau, die aufgrund
vorhergegangener Operationen ihre beiden Eileiter
verloren hatte, nicht méglich war. Anfangs heftig ange-
feindet und von zahlreichen sozialen Gruppen abge-
lehnt, hat sich die In-vitro-Fertilisation mittlerweile
fest im Kanon der Therapiemdglichkeiten bei beste-
hender Ehesterilitit etabliert. Allerdings war dies nur
aufgrund eines Continuums fortlanfender Verbesserun-
gen der Therapiemodalititen moglich.

Die kontrollierte ovarielle Hyperstimulation
(COH)

Waurde anfangs nur der im natiirlichen, nicht beeinfluB-
ten Spontanzyklus gewonnenen Eizelle die Fihigkeit
zugesprochen, sich in vitro fertilisieren zu lassen, zeig-
te sich bald, da} es moglich war, durch die exogene
Gabe von aus dem Urin postmenopausaler Frauen ge-
wonnener Gonadotropine mehrere Follikel aus der Fol-
likelkohorte bis zur follikuldren Reife heranzuziehen
und sie so ihrem physiologischen Schicksal, ndmlich
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der Atresie, zu entreifen. Somit standen mehrere reife
Eizellen in der Metaphase I zur Fertilisierung zur Ver-
fiigung. Dies bedeutete gleichzeitig eine hohere Zahl
von befruchteten Eizellen, respektive Embryonen, die
dann fiir die Riicksetzung in die Gebdrmutter der be-
troffenen Frau zur Verfiigung standen. Wurden diese
Eizellen anfangs in erster Linie laparoskopisch in Voll-
narkose der Patientin durch Aspiration gewonnen, so
werden mittlerweile in Deutschland iiber 90 % der Fol-
likelpunktionen transvaginal unter sonographischer
Kontrolle durchgefiihrt. Dieser Eingriff kann ambulant
und ohne die Notwendigkeit einer Natkose durchge-
fithrt werden. Die Komplikationsrate dieses wohl stan-
dardisiertesten Eingriffes innerhalb der assistierten Re-
produktion liegt dabei bei ca. 0,4 %, was die hohe Si-
cherheit dieser Therapiemodalitit widerspiegelt [2].
Standen bisher nur Gonadotropin-Priiparationen aus
dem Urin postmenopausaler Frauen zur Verfiigung, die
follikelstimulierendes Hormon (FSH) und luteinisie-
rendes Hormon (LH) zu gleichen Teilen beinhalteten
und durch einen hohen Anteil urinérer Begleitproteine,
die nicht zur stimulierenden Aktivitét beitrugen, verun-
reinigt waren, so stehen heutzutage hochgereinigte
FSH-Priparationen und als neueste Entwicklung gen-
technisch hergestellte, sogenannte rekombinante Go-
nadotropine zur Verfiigung. Diese haben ihre therapeu-
tische Gleichwertigkeit bewiesen [3].

Der vorzeitige LH-Anstieg

Einer der Hauptgriinde fiir eine relativ niedrige Effizi-
enz der kontrollierten ovariellen Hyperstimulation nur
mit Gonadotropinen, war das Auftreten der sogenann-
ten vorzeitigen Luteinisierung. Dies bedeutet, daf auf-
grund der rasch und steil ansteigenden Ostradiolkon-
zentration im Serum im Sinne eines positiven feed-
back-Mechanismus, die normalerweise die Ovulation
auslésende, pidtzliche Ausschiittung von luteinisieren-
dem Hormon zu einem zu friihen Zeitpunkt, an dem die
Follikel noch relativ klein und die darin befindlichen
Qozyten unreif sind, auftritt. Dieses Ereignis, mit sei-
nen negativen Auswirkungen auf die Qualitit der zu
gewinnenden Eizellen, auf die Qualitét der Embryonen
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und damit auf die Schwangerschaftsrate insgesamt, lag
urspriinglich bei ca. 15-20 % pro Therapiezyklus. Erst
die Einbindung der sogenannten GnRH-Superagoni-
sten konnte die Inzidenz der vorzeitigen Luteinisierung
auf unter 2 % senken [4].

GnRH-Analoga

Das vom mediobasalen Hypothalamus pulsatil sezer-
nierte Gonadotropine releasing hormone spielt die
zentrale Rolle in der Steuerung des ovariellen Zyklus
der erwachsenen Frau. Durch Modifikation der mole-
kularen Struktur dieses Dekapeptids ist es gelungen,
sowohl agonistisch als auch antagonistisch wirkende
Analoga zu synthetisieren. Wihrend die Agonisten zu-
néchst einen stimulierenden Effekt an der Adenohypo-
physe austiben (,,flare up“), um dann {iber eine Ver-
minderung der zellmembranstindigen Rezeptoren
(. down regulation “) zur Desensitivierung der gonado-
tropen Zellen zu fithren, bewirken die Antagonisten
tiber eine klassisch kompetitive Hemmung am GnRH-
Rezeptor eine sofortige Entkoppelung der hypothala-
mo-hypophysir ovariellen Achse. In der Diskussion
um das sogenannte lange Protokoll, das die vollige hy-
pophysire Desentisierung vor Beginn der Gonadotro-
pin-Stimulation zum Ziel hat und um die den flare-up-
Effekt auszunutzenden Short- und Ultrashortprotokol-
le, hat sich allgemein das lange Protokoll als das effek-
tivste durchgesetzt (Abb. 1). Das lange Protokoll, unter
Verwendung entweder eines GnRH-Agonisten in De-
potform oder aber unter Verwendung einer tiglichen
GnRH-Agonisten-Medikation muB zur Zeit als golden
standard der kontrollierten ovariellen Hyperstimulati-
on betrachtet werden. In Deutschland wurden im letz-
ten Jahr bei tiber 35.000 Stimulationszyklen {iber 70 %,
entsprechend diesem Stimulationsprotokoll durchge-
fihrt [2].

Das "lange" agonistische Protokoll

Ostradiol ~ 300-400 pg per follicle
>18mm

GnRH-ugonist HCG 10.000 1.U.
depot
HMG-ampoules
3 puncture ET
2 HMG

22 Mdays | 2468 10 11 12 13 14 15 16

days of eycle @

Abbildung 1: Kontrollierte ovarielle Hyperstimulation
mit Gonadotropinen und agonistischen GnRH Analo-
gu: das lange Protokoll
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IVF

Die Therapieergebnisse der In-vitro-Fertilisation (IVF)
bei gegebener tubarer Sterilitiit sind beachtlich. So be-
triigt, entsprechend den Angaben des Deutschen IVF-
Registers (D 1 R.), die Schwangerschaftsrate pro
durchgefiihrter Punktion bei Patientinnen bis zum 39.
Lebensjahr zwischen 20 und 23 %. Erst oberhalb des
39. Lebensjahres macht sich das biologische Alter mit
Schwangerschaftsraten von nur ca. 13 % bemerkbar.

Miinnliche Infertilitiit

Betrachtet man die Ursachen einer bestehenden Ehe-
sterilitiit, so zeigt sich, daf} weibliche und ménnlich be-
dingte Ursachen zu fast gleichen Teilen urséchlich vor-
liegen. Es erscheint versténdlich, daB eine Technik wie
die TVF, die es erlaubte, den Fertilisationsvorgang un-
ter kontrollierten Bedingungen in vitro zu initiieren,
auch dort eingesetzt wurde, wo eine Einschriinkung des
Ejakulates vorlag. Machte die andrologische Ursache
einer bestehenden Ehesterilitéit in den Jahren 1981-84
nur 3 % der Indikationen zur IVF aus, so stieg dieser
Anteil bis zum Anfang der neunziger Jahre auf fast 30
% an (Tab. 1). Allerdings zeigte sich bald, daB auch fiir

Ursache 1981-1984  1985-1987 1988-1991
tubar 92 % 75 % 67 %
ménnlich 3% 18 % 29 %
idiopathisch 5% 7 % 4 %
n=4169

Tabelle 1: Indikationsstellung zur IVF (1981-1991) an
der Universitdtsfrauenklinik Bonn (nach Diedrich)

Konzentration/ml 5-10 Millionen
Motilitit 15 %
Progression (schnelle progressive Beweglichkeit) 50 %
normale Morphologie 10%

Tabelle 2: Minimalanforderungen an das Nativsper-
miogramm fiir die IVF

die In-vitro-Fertilisation einige Minimalanforderungen
an das Nativspermiogramm gestellt werden muften,
damit die IVF eine erfolgversprechende Therapiemali-
nahme blieb (Tab. 2). Bei einer Spermienkonzentration
von unter 5.000.000/ml, einer Motilitit von weniger
als 15 % und einer normalen Morphologie von unter 10
%, sanken die Schwangerschaftsraten auf unter 5 %.

ICSI

Seit 1992 etablierte sich die intracytoplasmatische
Spermatozoninjektion (ICST) als Behandlungsmethode
der Wahl bei schwerer ménnlicher Subfertilitit. Die
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rein mechanische Uberwindung einer Zellmembran
und die Einbringung eines einzelnen Spermatozoons
tiber eine Mikrokapillare in das Zytoplasma der Eizelle
revolutionierte die Behandlung der ménnlichen Sterili-
tat. Die ICSI garantiert hohe Fertilisierungs- und
Schwangerschaftsraten, auch bei ausgeprigter Thera-
tozoospermie. In Kombination mit der Spermatozoon-
gewinnung durch Nebenhodenpunktion (mikrochirur-
gische epididymale Spermienaspiration = MESA) oder
Hodenbiopsie (testikuldre Spermienextraktion =
TESE), gelingen Fertilisierungen durch ICSI auch in
Fillen von Azoospermie. Im Jahr 1995 wurden welt-
weit 47.654 Follikelpunktionen zur intrazytoplasmati-
schen Spermieninjektion registriert [5]. Diese fiihrten
zu einer Schwangerschaftsrate von 24 % pro durchge-
fiihrtem Embryotransfer, 7.595 Geburten wurden er-
zielt. Diese-Ergebnisse kann man nur entsprechend
wiirdigen, wenn man zur Kenntnis nimmt, dall bislang
die schwere minnliche Subfertilitit im Rahmen der
Sterilititsbehandlung als nicht therapierbar galt.

Schwangerschaftsverlauf und Geburt nach
assistierter Reproduktion

Weltweit sind von 1978 bis 1995 iiber 170.000 Kinder
geboren worden, in Deutschland zwischen 1982 und
1995 iiber 15.000. Die Fehlbildungsrate dieser Kinder,
und dies gilt auch fiir die Kinder nach intrazytoplasma-
tischer Spermieninjektion, liegt dabei nicht hoher als
im Normalkollektiv. Allerdings scheint es im Falle der
chromosomalen Aberrationen nach ICSI eine etwas ho-
here Inzidenz von 1,2 % gegeniiber nur 0,6 % in der
Normalpopulation zu geben. Daher gilt die dringende
Empfehlung, nach erzielter Schwangerschaft durch in-
trazytoplasmatische Spermieninjektion die Techniken
der priinatalen Diagnostik anzuwenden.

Fines der zentralen Probleme der assistierten Repro-
duktion stellt die hohe Inzidenz von Mehrlingsschwan-
gerschaften dar. Betriigt diese im Normalkollektiv ca.
1,19 %, so liegt die Mehrlingsschwangerschaftsrate
nach IVF oder IVF-ICSI bei ca. 27 %. Dabei ist die
Inzidenz von Schwangerschaftspathologie nach IVF
direkt mit der Rate der Mehrlingsschwangerschaften
korrelliert. Liegt die Inzidenz vorzeitiger Wehen bei
einer Einlingsschwangerschaft nach IVF bei ca. 11 %,
so steigt diese bei Zwillingen auf ca. 38 % und bei Dril-
lingen auf tiber 46 % an. Ebenso miissen ca. 42 % aller
Drillingsschwangeren nach IVF hospitalisiert werden,
wiihrend dies bei einer Einlingsschwangerschaft nur in
ca. 11 % der Fall ist. Dabei ist die Inzidenz der Mehr-
lingsschwangerschaften direkt korrelliert mit der Zahl
der zuriickgesetzten Embryonen. Liegt die Inzidenz
der Zwillingsschwangerschaften nach Riicksetzung
von nur zwei Embryonen bei nur 12,6 %, so steigt diese
nach Riicksetzung von drei Embryonen auf ca. 24 %
an. Drillinge treten bei Riicksetzung von drei Embryo-
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nen in 4,1 %, nach Riicksetzung von vier Embryonen
aber in fast 6 % der Fille auf [6] (Tab. 3). Der deutsche
Gesetzgeber hat diese Ergebnisse zur Kenntnis genom-

Einlinge (%) Zwillinge (%) Drillinge (%)

EPH-Gestose 6.7 11.5 17.1
vorzeitige

Wehentitigkeit 10.7 37.8 46.1
‘Wachstums-

retardierung 3.9 7.4 10.5
Hospitalisierung 11.2 28.1 421

Tabelle 3: Schwangerschaftspathologie nach IVF
(1991 ART World Report, Kyoto 1993)

men und verniinftigerweise die Zahl der maximal zu-
riickzusetzenden Embryonen auf drei beschrinkt [7].

Priimplantations-Diagnostik

Schwere, genetisch determinierte Erkrankungen, die je
nach Vererbungsmodus mit unterschiedlicher Wahr-
scheinlichkeit an die Kinder weitergegeben werden,
haben von jeher die betroffenen Elternpaare schwer
belastet. Durch die Prdimplantationsdfagnostik bietet
sich in jiingster Zeit eine Moglichkeit, bei Hochrisiko-
paaren bereits vor Etablierung einer Schwangerschaft
betroffene Embryonen von eben dieser Schwanger-
schaft auszuschlieBen und den ansonsten eventuell an-
stehenden belastenden Schwangerschaftsabbruch zu
vermeiden. Eine Blastomerenbiopsie im Achtzellstadi-
um hat offensichtlich keine negativen Auswirkungen
auf die weitere Entwicklung und bietet die Moglich-
keit, zwei Blastomeren untersuchen zu konnen. Zur
molekulargenetischen Diagnostik stehen heute mit der
Polymerasekettenreaktion und der Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung zwei verldBliche Techniken zur Verfii-
gung. Weltweit sind bisher nach Anwendung dieser
Technik tiber 100 Kinder geboren worden, bei gleich-
bleibender Schwangerschaftsrate von ca. 25 % pro
durchgefiihrtem Transfer.

Es bleibt festzustellen, daB ein neues Kollektiv unge-
wollt kinderloser Paare existiert, die zwar auf natiirli-
chem Wege Eltern werden konnten, aber das Risiko
nicht tragen wollen, ein Kind mit einer schwerwiegen-
den genetischen Frkrankung zu haben. Allerdings
bleibt zu betonen, daB die Priaimplantationsdiagnostik
in Deutschland zum jetzigen Zeitpunkt vor dem recht-
lichen Hintergrund des Embryonenschutzgesetztes
hinsichtlich ihrer Durchfiihrbarkeit nicht eindeutig ge-
klsrt ist. Daher wird sie bislang nicht durchgefiihrt.
Unter anderem liegt das Problem in der moglichen
Totipotenz der Blastomeren friiher Embryonen, die im
Sinne des Embryonenschutzgesetzes als einzelne Em-
bryonen zu betrachten sind. Embryonen verbrauchende
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Forschung und Untersuchung verbietet jedoch das Em-
bryonenschutzgesetz. Allerdings liegen zahlreiche Er-
gebnisse reproduktionsbiologischer Untersuchungen
vor, die darauf hindeuten, dafl bereits im Vierzellstadi-
um, ganz sicher schlieflich im Achtzellstadium die
Blastomeren nicht mehr totipotent sein kénnen, son-
dern bereits so weit differenziert sind, daB sie ihre Toti-
potenz verloren haben [8]. Insofern bestiinde kein Wi-
derspruch zum Embryonenschutzgesetz.

Epilog

Die Reproduktions-Medizin fokussiert auf die biologi-
schen Grundlagen unserer menschlichen Existenz. Sie
fithrt uns zwangsldufig in Grenzgebiete der Ethik und
der Legislation. Sie stellt dabei Fragen, die im Gesell-
schaftsvertrag hiiufig nicht beantwortet werden. Dazu
kontrastiert sehr stark unser einfaches #rztliches Be-
miihen, dem betroffenen Paar seinen Wunsch nach ei-
nem eigenen gesunden Kind zu erfiillen. In diesem
Spannungsfeld bewegen wir uns.
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Kryo TESE - Ein neues Konzept zur Behandlung der nicht
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Einleitung

Bis vor kurzem galt die nicht-obstruktive Azoospermie
als nicht behandelbar. Die erfolgreiche Einfithrung der
intrazytoplasmatischen Spermatozoeninjektion (ICSI)
und die Beobachtung, dafl einzelne bewegliche Sper-
matozoen auch bei Patienten mit schwersten Spermato-
genesestorungen durch eine Hodenbiopsie gewonnen
werden kénnen, ermutigte, daf auch in Fillen nicht-
obstruktiver Azoospermie Befruchtungen und Schwan-
gerschaften moglich sein kénnten. Die vorliegende
Studie beschreibt die Vorteile der Anwendung kryo-
konservierten Hodengewebes fiir die intrazytoplasma-
tische Injektion im Rahmen einer ICSI-Behandlung.

Methoden

Bei 103 Minnern mit nicht-obstruktiver Azoospermie
wurde eine TESE-Behandlung durchgefiihrt (Testicu-
lar sperm extraction). Nach direktem Nachweis von
Spermatozoen wurde das testikulire Gewebe in ver-
schiedenen Fraktionien kryokonserviert. Nach histolo-
gischer Aufarbeitung und Beurteilung der Spermatoge-
nese erfolgte dann separat die kontrollierte ovarielle
Stimulation und Oozytengewinnung durch Follikel-
punktion bei der Partnerin. Zeitgleich wurde das kryo-
konservierte Hodengewebe aufgetaut und Spermatozo-
en fiir die intrazytoplasmatische Injektion isoliext.

Ergebnisse

In 61 % aller Patienten, bei denen eine Hodenbiopsie
durchgefiihrt wurde, konnten freie vitale Spermatozo-
en in den Tubuli seminiferi nachgewiesen werden. Die
histopathologische Untersuchung erbrachte in 21 % ein
Sertoli cell only-Muster, in 60 % einen Reifungsarrest
und in 19 % der Fille eine Hypospermatogenese. In 4,9
% der biopsierten Patienten wurde ein Carcinoma in
situ oder ein Keimzelltumor nachgewiesen. Es wurden
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63 Behandlungszyklen zur intrazytoplasmatischen
Spermatozoeninjektion durchgefiihrt mit einer Be-
fruchtungsrate von 52 % sowie einer klinischen
Schwangerschaftsrate von 35 % pro Zyklus.

Zusammenfassung

Die beidseitige Hodenfreilegung und Biopsie in Fillen
nicht-obstruktiver Azoospermie garantiert den Nach-
weis klinisch nicht erwarteter Keimzell- tumoren und
gibt einen reprisentativen Uberblick tiber den Status
der Spermatogenese. Die Anwendung kryokonservier-
ter Hodenbiopsate mit Nachweis freier vitaler Sperma-
tozoen erlaubt die geplante ovarielle Stimulation mit
anschlieBender Follikelpunktion bei der Partnerin und
vermeidet den vorzeitigen Abbruch eines begonnenen
Behandlungszyklusses in den Fillen, in denen Sperma-
tozoen im Hodenbiopsat nicht nachweisbar sind.

1. Einleitung

Die intrazytoplasmatische Spermatozoeninjektion hat
sich seit ihrer Erstbeschreibung 1992 als effektive Be-
handlungsmethode der Wahl bei schwerer ménnlicher
Subfertilitit etabliert. Dariiber hinaus konnte gezeigt
werden, daB mit der Aspiration epididymaler Sperma-
tozoen (MESA = microsurgical epididymal sperm aspi-
ration) und der direkten Hodenbiopsie (TESE = testi-
cular sperm extraction) in Kombination mit der intra-
zytoplasmatischen Spermatozoeninjektion Fertilisie-
rungen und Schwangerschaften erzielt werden konnten
auch in Fillen obstruktiver und nicht-obstruktiver
Azoospermie, wie beispielsweise bei der CBAVD
(congenital absence of the vas deferens), beim kom-
pletten Fehlen des Nebenhodens oder auch in Fillen
schwerster Spermatogenesestorungen. Jiingste Studien
(1, 2) weisen darauf hin, dafl auch in Féllen des Fehlens
reifer Spermatozoen im testikuldren Gewebe unreife
Zellen der Spermatogenesevorstuben, wie beispiels-
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weise runde oder elongierte Spermatiden, erfolgreich
in einer Eizelle injiziert werden konnen und es zu Ferti-
lisierungen kommt,

Minner mit nicht-obstruktiver Azoospermie zeigen
den klinischen Aspekt kleiner Hoden und im Serum
deutlich erhthte FSH-Werte. Testisbiopsate in diesen
Fillen ergeben histologischerseits das Bild einer Hypo-
spermatogenese, eines Reifungsarrestes oder eines Ser-
toli cell only-Musters. In Fillen eines inkompletten
Sertoli cell only-Syndromes lassen sich fokale Areale
mit Zeichen einer Spermatogenese im Testisbiopsat
nachweisen, so daf8 nach Entnahme mehrfacher Biop-
sien auch hier eine TESE-Behandlung méglich wird.
Die Verwendung kryokonservierter Spermatozoen
wurde bereits erfolgreich in Inseminationszyklen oder
im Rahmen eines konventionellen In-vitro-Fertilisati-
ons-(IVF-)Programms mit ejakulierten Spermatozoen
durchgefiihrt. Ebenfalls wurden epididymale Gameten
nach Kryokonservierung fiir die intrazytoplasmatische
Injektion mit erfolgreicher Fertilisation verwendet (3).
Bisher gibt es jedoch nur einige Fallberichte iiber die
Verwendung kryokonservierter testikuldrer Spermato-
zoen, die durch eine TESE gewonnen und zur ICSI ver-
wendet wurden. Die vorliegende Studie berichtet tiber
63 erfolgreiche ICSI-Zyklen nach Isolation freier Sper-
matozoen aus kryokonserviertem Hodengewebe.

2, Methoden
2.1 Patientengut

Nach klinisch-andrologischer Untersuchung wurden
Minner mit Verdacht auf nicht obstruktive Azoosper-
mie einer urologisch-chirurgischen Intervention zuge-
fithrt. Bei 103 Ménnern wurde eine Testis-Biopsie
durchgefiihrt. Die beidseitige Biopsie wird in der sog.
offenen Technik (Abb. 1) in Vollnarkose durchgefiihrt.
Der Eingriff beginnt mit der skrotalen Inzision der me-
dianen Raphe. Es wird die Anatomie des kompletten
Hodens und des Nebenhodens dargestellt unter Ver-

Abb.1: Offene Hodenbiopsie (Kranialer und kaudaler
Pol)
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wendung eines Operationsmikroskopes in 8bis
15facher VergroBerung. Nach Inzision der Tunica al-
buginea wird zur Biopsie eine Region geringster Vas-
kularisierung gewihlt, um die vaskulire Feinarchitek-
tur des Hodenparenchyms nicht zu traumatisieren. Die
Biopsie erfolgt an mehreren Stellen. RoutinemiBig
wird jedoch die Biopsie kranial und kaudal durch zwei
Biopsien von jedem Hoden durchgefiihrt. Das extra-
hierte Biopsat wird sofort in 5 mm Falcon-Réhrchen
(Falcon 2003) mit 1 ml Ham’s F-10 Medium verbracht.
Dann werden die Biopsate (Abb. 2) direkt in das Labor

2. Extrahiertes Hodengewebe vor dem Einfrieren

transportiert und in Petri-Schalen (Falcon 3037) in
Ham’s F-10 Medium bearbeitet. Unter Zuhilfenahme
einer sterilen Schere werden die Biopsate fraktioniert
und das individuelle Tubulussystem isoliert. Dann er-
folgt die Kontrolle unter dem Mikroskop zum Nach-
weis freier beweglicher Spermatozoen. Hier kommt
ein Phasenkontrast-Mikroskop (Zeiss-Standard 20,
Jena) mit 200- bis 400facher VergréRerung zum Ein-
satz, Bei Nachweis von Spermatozoen werden samtli-
che Biopsate dann fiir '/, Stunde in Ham’s F-10 Medi-
um bei 37° inkubiert, bevor der Einfrierproze beginnt.
Erst dann wird der Eingriff urologischerseits beendet
und die Tunica albuginea mit 4/0 Vieryl-Nahten ver-
schlossen. Um eine minimale Narbenbildung zu ge-
wiihrleisten, wird vor VerschluB heparinisierte Koch-
salzlosung unter die Tunica albuginea getriufelt. Die
skrotale Inzision wird mit 3/0 Catgut-Nihten ver-
schlossen.

2.2 Ovarielle Stimulation

Die kontrollierte ovarielle Stimulation erfolgt im lan-
gen Protokoll. Nach hypophysirer Suppression durch
Gabe eines GnRH-Agonisten (Decapeptyl-Gyn-Depot,
Ferring, Kiel, und Zoladex-Gyn, Zeneca, Plankstadt)
wird HMG injiziert (Menogon, Ferring, Kiel, Pergonal,
Serono, Miinchen, Humegon, Organon, Miinchen) (4).
Die Ovulationsinduktion erfolgt durch Gabe von
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10.000 IE HCG bei sonographisch nachweisbarem
Leitfollikel von 20 mm Durchmesser und addquat an-
gestiegenem  Serum-Ostradiolspiegel. Die Follikel-
punktion wird 36 Stunden nach Gabe des HCG ultra-
schallgesteuert auf vaginalem Wege durchgefiihrt.

2.3 Einfrierprozef3

Nach Identifikation freier und vitaler Spermatozoen in
der Direktpriiparation erfolgt die Kryokonservierung
des Hodengewebes in bis zu 10 Fraktionen zur weite-
ren Verwendung in kontrollierten therapeutischen Sti-
mulationszyklen. Ein Teil des krykonservierten Gewe-
bes wird direkt zur histopathologischen Begutachtung
versandt.

Der EinfrierprozeB erfolgt in Anlehnung an die von
Salzbrunn und Schulze (5) beschriebene Methode. Das
testikulire Gewebspréparat wird in 0,5 ml HEPES-ge-
pufferten Medium (Sperm Freeze, Medicult, Ham-
burg), das aus Earles Losung und 0,4%igen humanen
Serumalbumin sowie 15%igem Glycerol als Gefrier-
schutz besteht, gelagert. Dann werden die Biopsate so-
fort in einem Planer Kryo 10 III Apparat (Messer
Griesheim) in fliissigem Stickstoff eingefroren. Der
EinfrierprozeB selbst erfolgt ebenfalls in fliissigem
Stickstoffdampf innerhalb der ersten 5 Minuten bis -30
°C und dann exponentiell bis -150° in einem Zeitab-
laufvon 55 Min.

2.4 Auftauen

Nach, durch Follikelpunktion gewonnenen reifen Me-
taphase II Oozyten wird das testikulire Gewebe aufge-
taut und fiir die intrazytoplasmatische Injektion vorbe-
reitet. Die Gewebspriiparation erfolgte in 10 Fillen en-
zymatisch sowie in den verbleibenden 53 Fiillen me-
chanisch.

2.4.1 Enzymatische Methode

Das gefrorene Gewebe wird in einen kleinen Glascon-
tainer verbracht und zunéchst in warmem Wasserbad
auf 37 °C aufgetaut. Dieser Vorgang dauert 3-5 Min.
Dann werden die Préiparate in 1 ml Sperm Prep (Medi-
cult, Hamburg) fiir 2 Std. in 5%igem CO, Gas bei 37 °C
inkubiert. Der Auftauldsung werden 0,8 mg Kollagen-
ase, Type Al (Sigma, Heidelberg) und 0,2 ug Trypsin
inhibitor (Sigma, Heidelberg) beigefiigt. Die Losungen
werden iiber einen 0,2 um-porigen Sartorius-Filter
(Sartorius, Gottingen) gefiltert. Der enzymatisch ge-
stiitzte AuftauprozeB wird iiber weitere 2 Stunden im
Inkubator fortgefithrt, Dann werden die Préparate aus
der Inkubationslosung entfernt und das Gewebe erneut
geschnitten, GroRere Partikel werden entfernt und die
verbleibenden Tubuli in Suspension bei 800 g fiir 10
Min. zentrifugiert. Das Sediment wird dann in einen
Tropfen Medium verbracht und vitale freie Spermato-
zoen kénnen aus dem Gewebsverband herausschwim-
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men. Diese Spermatozoen werden dann in einem 5 pl
Tropfen Ham’s F-10 Medium gelagert. Nun erfolgt die
Immobilisation der einzelnen Spermatozoen und die
Aspiration in die Mikropipette in einem 5 pl Tropfen,
der 10%iges PVP (Polyvinylpyrrolidone, Medicult,
Hamburg) enthilt. Dann wird die Oozyte injiziert.

2.4.2 Mechanische Methode

Die Gewebsproben werden bei 37 °C fiir 3-5 Min. in
einem Wasserbad aufgetaut, Dann erfolgt ein zweima-
liger Waschvorgang in Ham’s F 10 Medium und 15
%igem humanem Nabelschnurserum. Dann wird das
testikuldre Gewebe in eine Petri-Schale mit Ham’s F-
10 Medium verbracht und mit sterilen Scheren und ei-
nem Skalpell vorsichtig zerkleinert, so daB die einzel-
nen Tubuli semniferi frei werden. Dann erfolgt {iber ei-
nen Zeitraum von 3-5 Stunden ein weiterer Inkubati-
onsvorgang. Danach wird der Uberstand in 2 ml Ep-
pendorf-Réhrchen bei 500 g fiir 1 Min. zentrifugiert.
Das Pellet wird resuspendiert in 3 ul Ham’s F 10. Die
zur intrazytoplasmatischen Injektion bereitstehenden
Gameten werden dann direkt vor Injektion in einem
Mikrotropfen, der 10% iges PVP enthilt, gelagert.

2.5 Prdparation der Oozyten

Die Qozyten werden fiir 10 Sekunden mit 0,5%iger
Hyaluronidase (Sigma, Heidelberg) behandelt, um die
Zellen des Cumulus oophorus enzymatisch zu entfer-
nen. Unter 50facher Vergroferung durch ein Stereo-
Mikroskop wird dann die Corona radiata mechanisch
unter Zuhilfenahme einer 200 um durchmessenden Pa-
steur-Pipette entfernt. Es erfolgt dann die Pritfung des
Reifegrades der Oozyten. Fiir die Injektion werden
ausschlieBlich reife Eizellen der Metaphase II verwen-
det.

2.6 Die intrazytoplasmatische Injektion (Abb.3)

Unter 200facher VergroBerung wird die Injektionspi-
pette zun#chst mit einem minimalen Volumen PVP ge-

Abb. 3. Intrazytoplasmatische Spermatozoeninjektion
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fillt und dann aus dem die Gameten enthaltenden Mi-
krotropfen ein freies, bewegliches Spermatozoon von
der Kopfseite her aufgenommen und zunéchst in einem
weiteren Mikrotropfen, der Ham’s F 10-Medium ent-
hilt, gespiilt und von umgebenden Zellbestandteilen
gereinigt, Dann wird dieses Spermatozoon in den PVP-
Tropfen verbracht und immobilisiert, indem man die
Spitze der Injektionspipette auf das Mittelstiick bringt.
Dann wird das Spermatozoon mdglichst flach vom
Ende der Geiflel her in die Injektionspipette aufgenom-
men, wobei zu beachten ist, daB die GeiRel in der Pipet-
te keine Schlinge bildet. Dann wird die Injektionspi-
pette zu dem Mikrotropfen bewegt, in der sich die erste
Fizelle befindet. Bei 100facher VergroBerung wird die
Oozyte mit der Injektionspipette gedreht bis der Polar-
korper entweder oben (12 Uhr) oder unten (6 Uhr) zu
liegen kommt, um den Spindelapparat vor Traumatisie-
rung zu schiitzen. In dieser Position wird die Qozyte
mit der Haltepipette angesogen und festgehalten, Dann
werden die Pipetten und die Oozyte bei 200facher Ver-
groBerung scharf fokussiert, die Samenzelle in der In-
jektionspipette an deren Spitze gebracht und bei 3 Uhr
in die Oozyte in das Cytoplasma eingestochen, um die
Oolemm-Membran leicht und atraumatisch zu bre-
chen. Erst dann wird die Samenzelle injiziert. Um kein
oder nur minimales Volumen von Medium und PVP-
Losung in das Cytoplasma einzubringen wird die In-
jektionspipette, nachdem der Kopf der Samenzelle die
Pipettenspitze verlassen hat, zurlickgezogen und nicht
mehr weiter injiziert. Nach Injektion aller Oozyten
werden diese im Brutschrank inkubiert und dann nach
16-18 Stunden auf das Vorhandensein von 2 oder mehr

Zyklen ) ‘ 63

Alter 24-38

Oozyten 778

Injizierte Oozyten 665

Intakte Oozyten (%) 506 (76)
Fertilisierte Oozyten (%) 346 (52)
Embryotransfers (%) 63 (100)
Schwangerschaften

(Rate/Zyklus %) 22 (35)

Tab. 1: Ergebnisse der Kryo-TESE (Medizinische Uni-
versitdt Liibeck 1995-1997)

Vorkernen untersucht. Falls mehr als 3 Oozyten Zei-
chen der Imprégnierung zeigen, werden diese iiberziih-
ligen Oozyten im Pronokleusstadium kryokonserviert.
Nach weiteren 24 Stunden erfolgt der Transfer in den
Uterus. Hier werden, entsprechend den Vorschriften
des Deutschen Embryonenschutzgesetzes (1991) ma-
ximal 3 Embryonen transferiert.
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Patienten (n) 22
Aborte 2%
Fortlaufende Schangerschaften 12
Einlinge (geboren) 6*
Zwillinge (geboren) 2%

* keine Fehlbildungen, keine chromosomalen Anomalien

Tab. 2: Schwangerschaften nach Kryo-TESE

2.7 Histopathologie

Jeweils ein Fragment von jeder Lokalisation der Testis-
biopsien gelangt zur histopathologischen Untersu-
chung. Das Gewebe wird in 5,5%igem Glutaraldehyd
fiir 2 Stunden fixiert und fiir weitere 2 Stunden in Os-
miumtetroxid (OsO4) nachfixiert. Es folgen dann die
Dehydration durch Anwendung von Ethanol und Pro-
pyleneoxid, bevor das Gewebe in einem Epoxidharz
(Epon 812) eingebettet wird. Dann werden Semi-
Diinnschnitte angefertigt, die mit Toluidine Blau und
Pyronin gefirbt werden.

3. Ergebnisse

Insgesamt wurden 103 Ménner mit nicht obstrukti-
ver Azoospermie behandelt. Bei allen Patienten fan-
den sich keine Auffilligkeiten bei der Karyotypisie-
rung, noch wurden Azoospermie-asoziierte Mikro-
deletionen auf dem Y-Chromosom nachgewiesen. In
61 % (63/103) konnten in der Direktpriiparation
nach Hodenbiopsie motile Spermatozoen im Gewe-
be aufgefunden werden. Dies bestiitigte sich durch
die endgiiltige Histologie. In den verbleibenden 40
Fillen konnten keine motilen Spermatozoen gesehen
werden. Dies wurde ebenso durch den histologi-
schen Befund bestitigt. In diesen Féllen fanden sich
Spermatogenesevorstufen unterschiedlichen Stadi-
ums. Histologischerseits wurde in 21 % ein Sertoli
cell only Muster gefunden, in 60 % ein Reifungsar-
rest und in 19 % ein Hypospermatogenese. In 5 der
103 Fille (4,9 %) zeigte sich ein Carcinoma in situ,
in 3 Fillen ein Seminom sowie ein Fall eines Ley-
dig-Zell-Tumors.

Lediglich in einem Fall kam es zu einer postoperativen
Komplikation, zu einem akuten Skrotal-Hématom. In
den 63 Fillen, in denen vitale Spermatozoen nachge-
wiesen werden konnten, wurde ein ICSI-Zyklus durch-
gefiihrt, Die ovarielle Stimulation der Partnerin erfolg-
te in einem geplanten Stimulationszyklus. Nach Ge-
winnung der Eizellen wurde das testikulire Gewebe
aufgetaut. Nach einer Inkubationszeit von 5 Stunden
wurden in allen Féllen vitale Spermatozoen aufgefun-
den. Insgesamt wurden 665 Metaphase I Qozyten inji-
ziert, Die Fertilisationsrate betrug 52 % pro injizierter
Oozyte (Tab. 1). Es wurden 63 Transfers durchgefiihrt
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Autor Zyklen Frisch- Kryo- Fertili- Schwanger-

TESE TESE sations- schaftsrate
rate pro Transfer

Schoysman 6 + - 45 % 333%

1994

Devroey 3 + - 29.4 % Keine SS

1994

Devroey 15 + - 47.8 % 25 %

1995

Nagy 17 + - 48 % 46 % pos. hCG

1995

Madgar 12 + - 28.7 % 25 %

1996

Schiegel 10 + - 52 % 50 %

1996

Kahraman 16 + - 50.8 % 392 %

1996

Romero 2 - + 60 % Keine SS

1996

Gil-Salom 17 - + 59 % 33 %

1996

Fischer 1 - + 37.5% 1 X Zwilling

1996

Perraguin-Jayot 2 - + 44.4 % 1 X Zwillinge

1997 1 Einling

Liibeck 63 - + 52 % 35%

Tab. 3: Ergebnisse der TESE (Literaturiibersicht)

mit dem Erfolg von 22 klinischen Schwangerschaften.
8 Frauen wurden von gesunden Kindern entbunden (2
x Zwillinge, 6 x Einlinge). 12 Schwangerschaften be-
stehen bis dato noch. Bei 2 Aborten wurde eine Karyo-
typisierung ohne Hinweis auf chromosomale Aberra-
tionen durchgefiihrt (Tab. 2).

4, Diskussion

Schon 1913 wurde dariiber spekuliert, dafl moglicher-
weise Spermatozoen aus testikuldren Biopsien gewon-
nen werden konnten zum Einsatz bei der extrakorpora-
len Befruchtung (8). Jow et al. 8 (9) berichteten, daf3
bis zu 34 % in der Testisbiopsie von Ménnern mit nicht
obstruktiver Azoospermie einzelne Spermatozoen
nachweisbar waren, Es waren dann Schoysman et al.
(10, 11) und Devroey et al. (12, 13) (Tab. 3) die erste
Fertilisierungen und Schwangerschaften nach intrazy-
toplasmatischer Injektion von testikuldren Spermato-
zoen berichteten. Sie berichteten itber eine Erfolgsquo-
te bis zu 70 % eines positiven Nachweises reifer Sper-
matozoen im testikuliren Gewebe. Eine Reihe weiterer
Autoren berichteten iiber die Kombinationsbehandlung
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einer TESE mit der ICST unter Verwendung frischer te-
stikuldrer Spermatozoen bei Ménnern mit Azoosper-
mie (3,15,13,16,17) (Tab. 3). Die durchschnittliche
Fertilisierungsrate (43-47%) schien geringfligig niedri-
ger zu sein als nach Verwendung frisch ejakulierter
Spermatozoen. Es wurde eine Schwangerschaftsrate
von 20-50% pro Biopsie erreicht. In der Literatur exi-
stieren jedoch lediglich nur einige Fallberichte iiber die
Verwendung kryokonservierter Spermatozoen bzw.
kryokonservierten Hodengewebes (18, 19, 20, 21).
Hier werden durchschnittliche Fertilisationsraten von

Zyklen 1493
Fertilisierungsrate 72 %
Embryotransfers 1452 (97 %)
Schwangerschaften 406 28 %)
(Rate/Zyklus)

Tab. 4: Ergebnisse der ICSI mit ejakulierten Spermato-
zoen (Medizinische Universitit Liibeck 1994-1997)
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52 % berichtet, die vergleichbar denen unter Verwen-
dung frischer Testisbiopsien sind. In der vorliegenden
Studie wurden 63 ICSI-Zyklen mit kryokonservierten
testikuldren Spermatozoen durchgefiihrt. Aus der In-
jektion von 665 Metaphase-11-Oozyten resultierte eine
Fertilisationsrate von 52 %. Die klinische Schwan-
gerschaftsrate lag bei 35 % und ist somit derjenigen
nach Verwendung frisch ejakulierter Spermatozoen
vergleichbar (28 %) (Tab. 4).

Der Vorteil kryokonservierter Testisbiopsien liegt dar-
in, daf} das Muster der Spermatogenese durch eine aus-
fiihtliche histologische Begutachtung beurteilt werden
kann, bevor ein Behandlungszyklus bzw. ovarieller Sti-
mulationszyklus der Partnerin begonnen wird. Ferner
ist aufgrund der Tatsache, da} mehrere, bis zu 10 Frak-
tionen des Gewebes kryokonserviert zur Verfiigung
stehen, ein zweiter operativer Eingriff beim Mann
nicht notwendig, um dem Kinderwunschpaar eine Fol-
ge mehrerer Behandlungszyklen zu gewihrleisten. Des
weiteren kann in den Fillen, in denen definitiv keine
Spermatozoen im testikuliren Gewebe nachweisbar
sind, auf die ovarielle Stimulation der Partnerin ver-
zichtet werden. Dariiber hinaus darf nicht vergessen
werden, dal bei Mehrfachbiopsien die physiologische
Integritit der Testes nicht unerheblich traumatisiert
wird, Uber die Folgen einer testikuldren Spermatozo-
enextraktion berichten Schlegel et al. (22). An einer
Untersuchungsreihe, die 64 Minner nach Durchfiih-
rung einer TESE umfaBte, konnten sie intratestikulire
Himatome oder Entziindungsreaktionen nach einem
Zeitraum von 3 Monaten beobachten. Weiterhin zeigte
sich, daf} der intratestikuldre Blutfluf} gestort war. Die
Dopplersonographie zeigte teilweise sogar eine kom-
plette Devaskularisierung, insbesondere in Fillen, in
denen multiple Biopsien entnommen wurden. Es wur-
de eine zweite Hodenbiopsie innerhalb von 6 Monaten
durchgefiihrt. Es gelang hierbei lediglich in 25 % ein
positiver Spermatozoennachweis.

In der vorliegenden Studie wurden in den meisten Fl-
len lediglich 2 Biopsien am kranialen und kaudalen Pol
des Hodens in einer moglichst wenig vaskularisierten
Region durchgefiihrt. In der noch laufenden Untersu-
chung scheint sich zu bestéitigen, daB} trotz limitierter
Gewebeentnahme diese reprisentativ fiir den Status
der Spermatogenese und andererseits so atraumatisch
wie moglich ist. Auch in den Fillen eines Sertoli cell
only-Musters konnten kleine Areale intakter Spermato-
genese dargestellt werden (Abb. 4),

Die bilaterale testikulire Biopsie optimiert nicht nur
die Moglichkeit des Spermatozoennachweises, son-
dern hélt auch eine prizise Diagnostik vor, Immerhin
ist, entsprechend der Literatur, mit einer Inzidenz von
2-3 % testikuldrer Neoplasien im Kollektiv schwerer
ménnlicher Subfertilitit anzunehmen (23, 24). Auch
kleinste Seminome wurden gelegentlich bei subfertilen
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Abb. 4: Sertoli cell only-Muster mit fokaler Spermato-
genese

Minnern entdeckt (25). In der vorliegenden Studie er-
gab sich mit 4,9 % ein relativ hoher Anteil testikulirer
Neoplasien. Umso mehr ist eine prizise histologische
Aufarbeitung des Gewebes vor jeglichem Beginn einer
Behandlung von wesentlicher Bedeutung.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie geben klar
zum Ausdruck, daf unter Verwendung kryokonservier-
ter testikuldrer Spermatozoen fiir die intrazytoplasma-
tische Injektion Fertilisierungs- und Schwanger-
schaftsraten vergleichbar sind mit dem Konzept der
Verwendung frischer Gameten. Auffillig ist die etwas
niedrigere Fertilisierungsrate im Vergleich zu frisch
ejakulierten Spermatozoen. Hier mag die anzunehmen-
de Unreife testikulérer Spermatozoen eher als kausale
Erklidrung dienen als der EinfrierprozeB. Vielmehr
zeigte sich in der Aufarbeitung eingefrorenen testikuli-
ren Gewebes, dafi die Spermatozoen keine signifikante
Alteration durch den Einfrier- und Auftauprozef erlit-
ten hatten. In allen Fillen konnte nach dem Auftauen
Motilitdt der Spermatozoen nachgewiesen werden.
Hingegen ist fiir die Kryokonservierung ejakulierter
Spermatozoen eine signifikante Zunahme von Briichen
des Spermatozoenhalses nach dem Auftauen beschrie-
ben worden. Hieraus wurde die geringere Fertilisie-
rungskapazitit kryokonservierter, ejakulierter Sperma-
tozoen geschlossen, da das fiir die Fertilisierung essen-
tielle paternale Zentrosom in der Halsregion des Sper-
matozoen lokalisiert ist (26). Ob es ein Vorteil ist, die
Gameten in ihrem testikuliren Gewebsverband zu be-
lassen, und ob hierdurch ein gewisser protektiver Ef-
fekt fiir die Kryokonservierung erreicht wird, bleibt zu
diskutieren und durch weitergehende, insbesondere
elektronenmikroskopische Studien, zu kliren,

Der Verlauf der erreichten Schwangerschaften nach
Kryo-TESE bestitigen die Vorteile eines programmier-
ten ICSI-Behandlungszykluses. Es zeigte sich, daB in
den 63 Fillen, in denen Spermatozoen in der Direkt-
préparation nachweisbar waren, auch nach dem Ein-
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frierprozell gentigend freie Spermatozoen zur Durch-
fithrung der ICSI vorhanden waren. In den Fillen, in
denen keine Spermatozoen nachweisbar waren, konnte
eine unnédtige ovarielle Stimulationsbehandlung der
Partnerin vermieden werden. Zusammenfassend 1aft
sich sagen, dafl das Kryo-TESE Konzept Vorteile hat
und vergleichbare Fertilisierungs- und Schwanger-
schaftsraten fiir die Behandlung der nicht obstruktiven
Azoospermie aufweist, wie fiir die Verwendung fri-
scher testikuldrer Spermatozoen berichtet ist (14, 15,
17). Ein bedeutender Vorteil der Kryokonservierung
testikuldren Gewebes ist, daB unter Erhalt hoher
Schwangerschaftsraten pro Zyklus eine fundierte Hi-
stologie gewonnen werden kann, und ein Mehrfachein-
griff am Hoden ebenso vermieden wird wie eine unné-
tige ovarielle Stimulationsbehandlung der Partnerin.

Ein Dank geht an die Unterstiitzung durch die Abteilung
fiir Andrologie Universitits-Hospital Hamburg Eppen-
dorf, W. Schulze, und das Department of Urology, Cor-
nell Medical Center, New York, PN. Schlegel MD
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Numerische Chromosomenaberrationen in Spermien von
fertilen und infertilen Spendern
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Zusammenfassung

Spermien von gesunden Spendern und infertilen Pati-
enten, die am Programm der intracytoplasmatischen
Spermieninjektion (ICSI) der Abteilung fiir Reproduk-
tionsmedizin der MUL teilnahmen, wurden hinsicht-
lich der Disomieraten* der Chromosomen 13/21, 18, X
und Y sowie der Diploidieraten* untersucht. Dafiir wur-
den Zwei- und Dreifarb-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisie-
rungen (FISH) nach einer Probanden-adaptierten De-
kondensierungs-(= Quellungs-)Vorbehandlung einge-
setzt: in vorgeschalteten Dekondensierungsserien wurde
die optimale Qualitit der Fluoreszenzsignale individuell
ermittelt, indem die Konzentration der Quellungsrea-
genzien wie auch die Dauer der Inkubation mit diesen
Reagenzien variiert wurden. Bei der nachfolgenden
Auswertung kamen strenge Kriterien zur Beurteilung
der beobachteten Signalmuster zur Anwendung,

Die durchschnittlichen Disomieraten reichten von 0,10
% (Chromosomen 13/21) bis 0,44 % (Disomie XY) bei
den infertilen Probanden und von 0,07 % (Disomie
XX) bis 0,36.% (Disomie XY) in der Kontrollgruppe.
Die durchschnittlichen Diploidieraten lagen bei 0,22 %
fiir die infertilen Probanden und bei 0,20 % fiir die
Kontrollgruppe. Hinsichtlich der Disomie~- und Diploi-
dieraten ergab sich kein statistisch signifikanter Unter-
schied zwischen den beiden betrachteten Kollektiven.
Innerhalb der beiden Gruppen fanden sich in einigen
Fillen interindividuelle Unterschiede von statistischer
Signifikanz.

Summary

Spermatozoa from healthy donors and infertile patients
taking part in the local program of intracytoplasmic-
sperm-injection (ICSI) were investigated for the diso-
my rates of the chromosomes 13/21, 18, X and Y as
well as for the diploidy rates. Two- and three-colour
fluorescence in situ hybridization (FISH) was applied
after a donor-adapted decondensation pretreatment: in
a preliminary decondensation series the optimum fluo-
rescence signals were individually determined by va-
riation of the concentration of the decondensation
reagents and the duration of incubation with these
reagents. Strict scoring criteria were applied.
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The average disomy rates ranged from 0.10 % (chro-
mosomes 13/21) to 0.44 % (disomy XY) in the infertile
donors and from 0.07 % (disomy XX) to 0.36 % (diso-
my XY) in the controls. The average diploidy rates
were 0.22 % and 0.20 % for the infertile donors and the
controls respectively. There was no statistically signifi-
cant difference between the two groups with respect to
the disomy and diploidy rates. Within the two groups
there were interindividual differences which were part-
ly statistically significant.

Einleitung

Eine der Hauptursachen fiir Aborte und Fehlgeburten
ist eine Aneuploidie*: mehr als 25 % aller Fehlgebur-
ten sind monosom* oder trisom* (1). Frithere Untersu-
chungen an menschlichen Gameten* lassen einen ho-
hen Anteil von Aneuploidien bereits zum Zeitpunkt der
Befruchtung vermuten.

Da menschliche Eizellen verhdltnismidBig schwierig zu
gewinnen sind, konzentrieren sich die Untersuchungen
auf Spermien. Diese sind relativ einfach in grofen
Mengen zu erhalten.

1978 beschrieben Rudak et al.(2) eine Methode, mit de-
ren Hilfe die in vitro Befruchtung von Hamster-Eizellen
mit menschlichen Spermien erméglicht wurde. Durch
die Analyse der Vorkerne war die Darstellung numeri-
scher und struktureller Aberrationen* mdiglich. Diese
Methode wurde in groBen Studien eingesetzt (3,4,5). Al-
lerdings ist sie ausgesprochen zeitaufwendig, so daf bis
zum heutigen Zeitpunkt damit weltweit erst 20000 Sper-
mienkomplemente untersucht werden konnten.

In den vergangenen Jahren gewann die Untersuchung
von Spermien mit Hilfe der Fluoreszenz-in-situ-Hybri-
disierung (FISH) zunehmend an Bedeutung (6,7,8).
Diese Methode stellt ein zuverlissiges Diagnostikum
dar, um bei vergleichsweise geringem Zeitaufwand
viele Chromosomen von Interphase-Spermien zu un-
tersuchen.

Grundlage fiir aussagekriftige Ergebnisse ist jedoch
eine effiziente Dekondensierung des stark komprimier-

* Zur Definition der mit Sternchen gekennzeichneten Fachtermini s.
das Glossar auf S. 214,
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Aberration —numerische A, Die Zahl der Nondisjunktion ~ Fehlende Trennung von Chromo-
Chromosomen einer Zelle weicht somen oder Chromatiden z. B.
von der Norm ab wihrend der Reifeteilungen, fithrt
— strukturelle A. Der Aufbau zu aneuploiden Tochterzellen
eines Chromosoms weicht von Trisomie Ein bestimmtes Chromosom ist
der Norm ab. dreifach in einer Korperzelle ent-

Aneuplodie Ein Zuviel oder Zuwenig von halten; im Normalzustand enthélt
einzelnen Chromosomen oder eine Korperzelle 46 Chromoso-
aber sogar des gesamten Chro- men, d. h. jedes Chromosom ist
mosomensatzes einer Zelle zweifach vorhanden.

Autosomen Die Chromosomen 1 bis 22

Diploidie Doppeltes Vorhandensein der|  ten Chromatins in den Spermien. Ziel der vorliegenden
einzelnen Chromosomen einer Studie war es zum einen, durch einen der eigentlichen
Zelle; der Normalzustand einer|  Hybridisierung vorausgehenden individuell angepaB-
Korperzelle (vgl. Haploidie) ten Dekondensierungsschritt eine optimale Auswer-

Disomie UberschuB eines Chromosoms in tung zu ermdglichen und zum anderen Zwei- und Drei-
einer Keimzelle —> die Zelle ist farb-FISH sowohl an den Spermien fertiler als auch in-
disom fiir das entsprechende fertiler Spender durchzufithren.

Chromosom .

Gameten Die menschlichen Keimzellen: Probanden, Material und Methode
Eizellen und Spermien Spermienproben

Gonosomen Die sogenannten Geschlechts- Ejakulate von sieben gesunden Spendern (Medizinstu-
chromosomen X und ¥ denten und Mitarbeiter der Klinik; A-G) und von fiinf

Haploidie Jedes Chromosom ist einfach in | jpfertilen Patienten, die am Programm der intracyto-
einer Zelle vorhanden; Normal- plasmatischen Spermieninjektion (ICST) der Abteilung
zustand der Keimzellen (vgl. Di- fir Reproduktionsmedizin der MUL teilnahmen (I-V)
ploidie) wurden fiir die Untersuchungen verwandt. Spermio-

Meiose Tund IT  Sogenannte Reifeteilungen im Rah- gramme sind in Tabelle T zusammengefaBit. Mit Hilfe
men der Spermienentwicklung; da- von Lymphozyten-Karyotypisierung ergab sich fiir
bei werden die Chromosomen und Spender I der Karyotyp 47,XYY.

Chromatiden auf die entstehenden | {yymittelbar nach Erstellung der Spermiogramme wur-
Zellet} Veltel}t’ so dal am Ende eine den die Ejakulate mit Hilfe einer Percoll-Dichtegradi-
haploide Keimzelle steht. entenzentrifugation gereinigt. Die Spermien wurden

Monosomie Fehlen eines bestimmten Chro-|  gleichmiBig auf Objekttriiger aufgetragen und ihre
mosoms in einer Zelle — die Zel- | Dichte wurde im Phasenkontrastmikrospkop ermittelt.
le ist monosom fiir das enspre- |  Im folgenden fand eine Fixierung der Zellen in einem
chende Chromosom 3:1 Methanol;Eisessig-Fixativ fiir 20 Min. bei -20°C

statt.

Priparate 1 2 3 4 5 6 7
1. Schritt 5 mM DTT 10 mM DTT

fiir 10 min. fiir 10 min.
Zwischenschritt Spiilung mit

TrisHCI pH=8

2. Schritt N, N, N, N, H, H, H,

30 min. 50 min. 70 min. 90 min. 30 min. 50 min. 70 min.

Abbildung 1: Darstellung der Quellungsreihe — Die unteren Késten zeigen die Quellungsieagenz und die Inkuba-
tionszeit des 2.Schritts fiir das jeweilige Priparat. Dabei steht N, fiir 0,5mM DTT und 10mM LIS, H, fiir 10mM

DTT und 10mM LIS
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Proband Ejakulat- Spermiendichte Mobilitdt  Progression  Anteil morpholo- Alter der
menge (mill./ml) (%) 0-4) gisch normaler Probanden
(ml) Spermien (%)

Infertile

Probanden ;

I 4,5 10,0 35% 2-3 1% 34

I 2,5 16,0 58 % 2 5% 31

i 6,0 15,0 55 % 2-3 2% ‘ 29

v 8,0 38,0 55 % 2-3 7 % 40

v 5.4 28,0 54 % 3 8 % 32

Kontroll-

Probanden

A 6,0 80,0 68 % 3-4 20 %

B (3 Kinder) 1,0 48,0 65 % 3-4 17 % 31

C 6,0 58,0 67 % 3 15 % 23

D 5,5 65,0 70 % 3-4 25 % 36

E 4,0 75,0 50 % 3-4 20 % 25

F 1,0 100,0 48 % 3 39 % 30

G (1 Kind) 33 48,0 75 % 3 28 % 27

Tabelle 1. Spermiogramme der Probanden

Dekondensierung der Spermien

Die Methode von Wyrobek et al. (1990) (9) wurde mit
eigenen Modifikationen angewandt: insgesamt wurden
zwei Dekondensierungsserien durchgefiihrt, die aus je
zwei Schritten bestanden, wobei der zweite Schritt je-
weils zeitlich variiert wurde (siehe Abb.1). Der erste
Schritt stellte eine Inkubation der Objekttriger in
Dithiothreitol (DTT) dar, in Schritt 2 erfolgte eine In-
kubation in DTT und Lithiumsalicylat (LIS). Sowohl
bei DTT als auch bei LIS handelt es sich um Reagen-
zien welche zur Denaturierung von Zellen angewendet
werden. Dabei wirkt insbesondere DTT auf die das
Chromatin stabilisierenden Disulfidbriicken, wohinge-
gen die Wirkungsweise von LIS nicht genau bekannt
ist. Die beiden Serien unterschieden sich durch die
Konzentrationen der verwendeten Quellungsreagenzi-
en. Auf diese Weise erhielt man fiir jeden Probanden 7
verschiedene Dekondensierungsstadien. Das optimale
Quellungsniveau konnte nun individuell am Fluores-
zenzmikroskop anhand der GroBe und Intensitdt der
Fluoreszenzsignale festgestellt werden und ist in Ta-
belle II aufgefiihrt. Mit dieser Dekondensation wurden
die weiteren Untersuchungen durchgefiihrt.

Fluoreszenz in-situ Hybridisierung

Es wurden Alpha-Satelliten-Sonden fiir die Chromoso-
men 13/21 (D13Z1/D217Z1), 18 (D18Z1), X (DXZ1),
und Y (DYZ3) eingesetzt. Sie waren entweder mit dem
Antikorper Digoxigenin oder Biotin markiert. In Zwei-
farb-Ansitzen kamen je eine Digoxigenin- und eine
Biotin-markierte Sonde zum Einsatz. Fiir Dreifarb-
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FISH wurden die Sonde fiir das X-Chromosom mit Di-
goxigenin, die Sonde fiir das Y-Chromosom mit Biotin
sowie die Sonde fiir das Chromosom 18 mit beiden An-
tikorpern markiert. Nach getrennter Denaturierung der
Préparate und der Sonden fand die Hybridisierung iiber
Nacht bei 37°C im Wirmeschrank statt. Die Detektion
der Hybridisierungssignale erfolgte in drei Schritten
mit gegen Digoxigenin und Biotin gerichteten Antikor-
pern, die jeweils mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert

Quellung  Serie 1, Serie 1, Serie 1
Proband 30 Minuten 50 Minuten 70 Minuten
1 +

I +
I + +
v + +
\'% + +

A +

B +

C +

D +

E +

F + +

G +

Tabelle II. Die individuell optimale Quellung gemdf3
der Quellungsreihe (Fiir Spender I, I und B wurde nur
eine Dekondensation durchgefiihrt)
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Proband  Status  Dis Qmierﬁate - D iplQidi o
W rate (%)
18 1321 XX YY XY @ XX, YY+Xy
1 i 054 021 018 071*
(10050) (10050)  (10000) (10000)
| i - 015 013 047 075
(100 (10002)  (10002) (10002)
1 i 033 o0 o021
(10142) (14166) (9408)
v i 03 0100 013 010 041
(10087) (5006) (10087) (5006) (10683)
v i 0,32 0’10 0’03* 0,22a 0’4031
(5001)  (5001) . (10002) (5000)  (5000)

1030
- (251,45)

Infertile Probanden®

A £ 0,21
(5237)
B £ 0,08
(5217)
C f 0,16
(5000)
D f 0,08
(5000)
E f 0,30
(5000)
F f 0,72"
(4586)
G f 0,34

(5004)
0,26

Fertile Probanden® 0,22
(73556)

Status: i, infertil; f, fertil

_ (8500)

0,16

. (24416)

0’143 ‘) s

 dooony (o
0,05 044

(10100) (1

0,21*

0,75

0,84

0,39

) (10002)

0,120
(9998)
0,04°
(10012)
0,09

0,63

0,50

In den Klammern ist die Zahl der jeweils bewerteten Spermien angegeben.
“ Diese Ergebnisse wurden in Zweifarb-Ansditzen ermittelt und repriisentieren disome und diploide Spermien.
b Die in® erwdihnten Werte sind nicht beriicksichtigt; daher reprdsentieven diese Ergebnisse eindeutig die Disomie-

und Diploidieraten der Probanden.

" Diese Ergebnisse unterscheiden sich signifikant von denen der anderen Probanden des jeweiligen Kollektivs

(p=0.05).

Tabelle II1: Die Disomie- und Diploidieraten der vorliegenden Studie

waren. Nach einer Gegenfirbung der Zelleiber konnte
die Auswertung erfolgen.

Auswertung

Zwei Untersucher fithrten unabhéingig voneinander die
Auswertung an einem Zeiss Axiophot Fluoreszenzmi-
kroskop bei einer 1250fachen VergréRerung durch. Die
bei der Detektion eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffe
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waren CY3 (rote Signale) und FITC (griine Signale).
Waurde die hybridisierte Sonde fiir Chromosom 18 in
den Dreifarbansétzen mit beiden Farbstoffen markiert,
so ergab sich ein gelbes Mischsignal (siehe Abb. 2).
Pro Proband und Chromosom wurden 4500 bis 15000
Spermien ausgewertet. Dabei wurden nur Zellen mit
erhaltenen Schwinzen bewertet, um Verwechslungen
mit Kérperzellen zu vermeiden. Signale unterschiedli-
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a) Disomie 18 (18,18,X)

c) Diploidie (2x18-gelb, 2xY-rot)

b) Diploidie (4x13/21, 2x18)

d) Diploidie (2x18, X-griin, Y-rot)

Abbildung 2: Dreifarb- und Zweifarb-Fluoreszenz in-situ Hybridisierung, Vergroferung: 1250fach. Aufnahme-
technisch bedingt sind die Schwiinze der Zellen nicht erkennban:

cher Farbe konnten direkt nebeneinander lokalisiert
sein, Signale der gleichen Farbe muBten eine Distanz
von mindestens einem Signaldurchmesser aufweisen,
um getrennt gewertet zu werden. Lediglich bei der
Auswertung der Ansitze mit der Sonde fiir die Chro-
mosomen 13/21 wurde auch ein geringerer Abstand
zwischen den beiden Signalen zugelassen. Die statisti-
schen Berechnungen wurden mit Hilfe der Poisson-
Verteilung durchgefiihrt (10).

Ergebnisse

In Tabelle II sind die im einzelnen angewandten Inku-
bationszeiten aufgefiihrt. Es kamen lediglich die nied-
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Abbildung 3: Diploide Spermien mit deutlich sichtba-
ren, erhaltenen Schwdinzen, Vergrofierung: 1250fach
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rig konzentrierten Quellungsreagenzien der Serie 1 zur
Anwendung.

Die fiir die Probanden beider Gruppen ermittelten Di-
somie- und Diploidieraten und die Anzahl der jeweils
ausgewerteten Zellen sind in Tabelle 11T dargestellt.

Die Disomierate fiir Chromosom 18 betrug im Durch-
schnitt 0,22 % (0,06 %-0,44 %) fiir die fertilen Proban-
den und 0,30 % (0,26 %-0,33 %) fiir die infertilen. Die
durchschnittliche Disomierate von 13/21 wurde mit
0,26 % (0,08 %-0,72 %) fiir die fertilen Probanden und
0,10 % fiir die infertilen ermittelt. Bei den Gonoso-
men* ergaben sich durchschnittliche Disomieraten von
0,07 % (0,0 %-0,21 %) fiir Disomie X, 0,09 % (0,05
%-0,21 %) fiir Disomie Y und 0,36 % (0,11 %-0,59
%) fiir Disomie XY in der Fertilengruppe. Die Ergeb-

nisse in der Gruppe der Infertilen waren 0,15 % (0,03
%-0,21 %) fiir Disomie X, 0,16 % (0,10 % - 0,21 %)
fiir Disomie Y und 0,44 % (0,41 %-0,47 %) fiir Diso-
mie XY.

Beim Vergleich der durchschnittlichen Disomieraten
der beiden Kollektive ergab sich kein statistisch signi-
fikanter Unterschied.

0,20 % (0,10 %-0,36 %) der Spermien der fertilen Pro-
banden waren im Durchschnitt diploid, in der Gruppe
der Infertilen ergab sich eine durchschnittliche Diploi-
dierate von 0,22 % (0,12 %-0,36 %). Auch hierbei be-
stand kein statistisch signifikanter Unterschied zwi-
schen beiden Gruppen.

Anhand von Drei-Farb-FISH-Ansétzen der Probanden
11, 1V, C, D, E und G war es mdglich zu differenzieren,

Zihl- 7 9
kri-
terien
I): Dreifarb-Studien
Moosani 1995 1
Pfeffer 1996
Vorliegende 1998 1
Studie
1I): Zweifarb-Studien
Bernardini 1997 1
Guttenbach 1997 1 0,12*
042¢ 0,154
Lihdetie 1997 7 0,080,220 . 0,07
- 0,13
010 006
1I0): Einfarb-Studien .
Finkelstein 1995 ?
Miharu 1994 0,5 013t
' 0,5 o4t

12 17 21
0,12-0,28
0,15
- (0,10-0,25)
0,101
0,26
(0,08-0,72)
0,372
0,74°
0,13*
0,16'

016
017

Tabelle IV: Disomie- und Diploidieraten in Spermien infertiler und fertiler Minner Literaturiibersicht — In der ersten Z
die der fertilen angegeben. Im Gegensatz zu Tab. V werden mehr; als nur die in der vorliegenden Studie untersuchten

darzustellen und (2) um einen ausfithrlicheren Vergleich von fertilen und infertilen Probanden darzustellen.

1 Keine Unterscheidung zwischen den Chromosomen 13 und 21 méglich, also reprisentieren die Werte die Disomieraten beider

Chromosomen zusammen.
2; Patienten mit idiopathischer Infertilitét
3: OAT-patients

4: Hier wurde die Disomierate indirekt bestimmt: Zellen mit 2 Signalen minus Diploidierate

5. Infertile Ménner mit normalem oder annéihernd normalem Spermiogramm

6; Keine Unterscheidung von disomen und diploiden Zellen

218

FOCUS MUL 15, Heft 4 (1998)



ob eine gonosomale Disomie ihren Ursprung in der
Meiose* I oder II hatte. Mit Ausnahme des Probanden
D wiesen alle der oben aufgezihlten eine signifikant
hoéhere Rate an Disomien auf, die aus der Meiose I her-
vorgegangenen waren. Dies galt auch, wenn die ferti-
len und infertilen Probanden jeweils zu einer Gruppe
zusammengefalit wurden.

Die Disomierate der Gonosomen war in beiden Grup-
pen signifikant hoher als die Disomierate fiir das Chro-
mosom 18. Dies galt fiir die individuelle Betrachtung
der Probanden II, C, D, E und G wie auch fiir die bei-
den Kollektive als ganzes.

Beide Gruppen wurden auf inter-individuelle Homoge-
nitét hin untersucht. In der Gruppe der Infertilen stach
Proband V mit einer signifikant erhéhten Disomie-XX-

005

008

0030,17) (0,10-043) (008

Diploidie  durchschn, =
. Disi

. 0,06:0,12
0,18

0,16 044 0,22
) (0,10-0,21) : (0, (0,12-0,36)
0,09 034 0,20
0,04-021) (0,10-0,80
0,14%/0,27° 0,3%0,53°
0,25 04
0,10° 0,1
0,114 0,05
0,17°
0,56°
0,15
0,116 0,23
0,08° 0,18

|sind jeweils die Werte der infertilen Probanden, in der zweiten
pmosomen dargestellt, um (1) die interchromosomale Streuung
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Rate im Vergleich mit den {ibrigen infertilen Probanden
hervor. In der Gruppe der Fertilen zeigte Proband C
hohere Raten fiir Disomie 18, Disomie YY und Diso-
mie XY, der Anteil diploider Zellen war signifikant
niedriger im Vergleich mit den iibrigen Fertilen. Pro-
band F wies eine signifikant hohere Disomierate fiir die
Chromosomen 18, 13/21 und fiir die Disomie XX auf.
Proband G hatte einen signifikant niedrigeren Anteil an
Disomie YY, die Raten fiir Disomie XY und fiir die
Diploidie waren signifikant hoher als bei den iibrigen
fertilen Probanden (in allen aufgefiihrten Fillen p <
0,05).

Die X:Y-Verteilung wurde mit Hilfe des *-Tests iiber-
priift. In der Gruppe der Infertilen wies Proband I ein
Uberwiegen der Y-tragenden Spermatozoen in allen re-
levanten Ansétzen auf und Proband G zeigte einen er-
niedrigten Anteil X-tragender Zellen (in allen Fillen p
<0,025).

Diskussion

Vorteile einer individuell angepafiten Quellungsvorbe-
handlung

Spermien sind vergleichsweise kleine Zellen mit ex-
trem kompaktem Chromatin. Im Gegensatz zu Siuge-
tier-Spermien weisen menschliche Spermatozoen in-
terindividuell sehr unterschiedliche Form und Stabili-
tit auf (11,12). Dies kénnte durch eine unterschiedlich
lange Verweildauer im Ductus epididymidis begriindet
sein, wihrend der das Chromatin stabilisierende Disul-
fidbriicken gebildet werden (13,14). Bis zum heutigen
Tag sind die genauen Mechanismen noch nicht be-
kannt, durch die die Veréinderungen der Chromatin-
struktur wihrend der Spermatogenese zustande kom-
men (15). Wir fanden deutliche interindividuelle Un-
terschiede im Dekondensationsverhalten von Spermien
unterschiedlicher Probanden.

Seitdem mit Hilfe der FISH-Technik gleichzeitig drei
(und mehr) Farben zur Markierung von Chromoso-
mensonden eingesetzt werden konnen (7,16,17) wird
immer wichtiger, daB die Fluoreszenzsignale klar ab-
grenzbar und kriftig sind. So miissen zum Beispiel drei
Sonden parallel eingesetzt werden, wenn in einem An-
satz fiir die Gonosomen eine Unterscheidung von di-
ploiden und disomen Spermien auf der einen und zwi-
schen Meiose-I- und -II-Reifeteilungsstérungen auf
der anderen Seite mdglich sein soll. Dies bedeutet bis
zu vier Signale in einem Spermium.

Dennoch fithrten die meisten Autoren bisheriger FISH-
Studien an menschlichen Spermien einen standardi-
sierten Quellungsschritt durch (7,16,18). Fine Proban-
den-Adaptation dieses Vorbehandlungsschritts wurde
erstmalig von Williams et al. (1993) (19) angegeben. In
dieser Veroffentlichung wurden allerdings keine Krite-
rien fiir optimal dekondensierte Spermien und entspre-
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chende Fluoreszenzsignale angegeben. Chevret et al.
(1995) (8) setzten ein Phasenkontrastmikroskop ein,
um die GroBe der dekondensierten Spermien zu kon-
trollieren. Guttenbach et al, (1997) (20) lieBen die Zel-
len in 2M NaOH fiir 2-8 Min. quellen und richteten
sich ebenfalls nach der ZeligréBe, um das beste Quel-
lungsstadium festzulegen.

In der vorliegenden Studie verwendeten wir DTT und
LIS als Quellungsreagenzien in zwei Dekondensie-
rungsserien, die aus je zwei Schritten bestanden. Beide
Serien unterschieden sich hinsichtlich der Konzentrati-
on der eingesetzten Quellungsreagenzien.

Es zeigte sich, dab in vielen Fllen kein Zusammenhang
zwischen der Grofe der vorbehandelten Spermien und
der GroBe der Fluoreszenzsignale bestand. Daher beur-
teilten wir den Grad der optimalen Dekondensation
mafgeblich an der Grofie und Intensitdt der Fluores-
zenzsignale (siehe Abb. 2). Mit den in Tabelle II darge-
stellten Quellungsansitzen wurden die am besten zu be-
urteilenden Signale fiir alle Probanden erzielt. In keinem
der untersuchten Fille lieen sich mit den Konzentratio-
nen der Quellungsserie 2, welche auch in der Literatur
(19) Verwendung fanden (hohe DTT-Konzentration von
10mM) zufriedenstellende Ergebnisse erzielen. Die ge-
forderte Feinabstimmung des Quellungsverhaltens indi-
vidueller Probanden konnte also durch Veréinderung der
Inkubationszeit erreicht werden, nachdem durch Ein-
stellung der richtigen Konzentration der Rahmen ge-
steckt war. Dieser Rahmen wiederum ist unter anderem
abhéngig von den verwendeten Sonden. So wurden in
weitergehenden Untersuchungen mit lokus-spezifischen
Alpha-Satelliten-Sonden fiir Chromosom 21 gute De-
kondensationen bei der hoher konzentrierten Quellung
gefunden.

Des weiteren blieben nach dem gesamten Versuchsab-
lauf noch die spermalen Flagellen auf den Objekittri-
gern erhalten (siehe Abb. 3). So konnte bei der Auswer-
tung der Prdparate eine Verwechslung mit Korperzel-
len ausgeschlossen werden, indem lediglich Spermien
mit erhaltenen Schwinzen beriicksichtigt wurden.

Um diese Methode vor allem auch fiir diagnostische
Zwecke an Teilnehmern der hiesigen Infertilitéts-
sprechstunde nutzen zu konnen, mufite sie Untersu-
chungen an Spermien von geringerer Qualitét ermogli-
chen. So war es uns moglich, Dreifarb-FISH an einem
Spender mit einer Spermiendichte von nur 16Mill/ ml
und einer Morphologie von nur 5 % normalen Zellfor-
men und Zweifarb-FISH an einem karyotypisierten
XYY-Mann mit einer Dichte von nur 10Mill/ml und 1
% normaler Formen durchzufiihren. In weiterfiihren-
den Untersuchungen konnte Dreifarb-FISH auch an ei-
nem Probanden mit einem Y-Ringchromosom und ei-
ner Spermiendichte von unter 1 Mill./ml durchgefiihit
werden (Ergebnisse hier nicht erwihnt).
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Bisherige FISH-Studien an Spermien von fertilen und
infertilen Mdnnern

Frithere FISH-Studien an Spermien von fertilen und
infertilen Minnern ergaben widerspriichliche Ergeb-
nisse, wenn die ermittelten Aneuploidieraten der bei-
den Gruppen verglichen wurden. Auch fiir gleiche
Chromosomen wurden stark variierende Ergebnisse
berichtet (7,8,17,21).

Miharu et al. (1994) (22) und Guttenbach et al. (1997)
(20) fanden in ihren Untersuchungen keinen statistisch
signifikanten Unterschied der Disomie- oder Diploidie-
rate zwischen den beiden Kollektiven und stimmen so-
mit mit den FErgebnissen der vorliegenden Studie iiber-
ein (allerdings machten die Autoren keine Angaben iiber
die Spermienparameter der einzelnen Probanden). Da
Ein- und Zweifarb-FISH durchgefiihrt wurden, war in
diesen Studien keine eindeutige Differenzierung von di-
somen und diploiden Spermien moglich, wenn gonoso-
male Sonden zum Einsatz kamen. Bei Verwendung von
Sonden fiir beide Gonosomen ist ndmlich der zusétzli-
che Einsatz einer Autosomensonde* unbedingt notwen-
dig, wenn eindeutig zwischen disomen und diploiden
Zellen unterschieden werden soll. Die Ergebnisse der
einzelnen Probanden dieser Studien waren relativ homo-
gen und beziiglich der Disomieraten ergab sich kein sta-
tistisch signifikanter Unterschied.

Andere Autoren fanden signifikante Unterschiede
beim Vergleich der spermalen Aneuploidieraten fertiler
und infertiler Minner (siehe Tabelle IV), Finkelstein et
al. (1998) (27) untersuchten 12 infertile Probanden und
verglichen diese mit einem Kontrollkollektiv. Dabei
fanden Sie bei den Infertilen signifikant hthere Diso-
mieraten fiir die Chromosomen 1, 15, 18, X und Y. Lei-
der wurden auch in diesem Fall nicht die genauen Er-
gebnisse der Spermiogramme dargestellt, so daB3 ein
direkter Vergleich mit unseren Ergebnissen nicht mog-
lich ist. Die Gesamtdisomierate (Summe der fiinf be-
trachteten Chromosomen) war fiir die Infertilen zehn-
fach hoher als fiir die Fertilen. Pfeffer et al. (1996) (24)
untersuchten  zehn  Oligoasthenoteratozoospermie
(OAT)- Patienten, die an einem ICSI-Programm teil-
nahmen, und verglichen diese mit Kontrollprobanden.
In Dreifarb-FISH-Ansétzen fiir die Chromosomen 1,
18 und 21 sowie 13, X und Y fanden sie eine durch-
schnittliche Aneuploidierate von 0,003-0,004 % fiir die
fertilen und 0,017-0,019 % fiir die infertilen Proban-
den. Bernardini et al. (1997) (25) untersuchten eben-
falls OAT-Patienten (n=9) mit Zweifarb-FISH, dariiber
hinaus betrachteten sie die Aneuploidieraten von sechs
Patienten mit idiopathischer Infertilitit; demgegeniiber
stellten sie drei fertile Kontrollprobanden. Dabei konn-
ten sie einen Trend in Richtung erhShter Gonosomen-
und Autosomen-Aneuploidie nachweisen, der mit dem
AusmaBl der Spermiogrammbeeintrichtigung einher-

ging.
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Moosani et al. (1995) (23) verglichen fiinf Patienten
mit idiopathischer Infertilitit mit gesunden Probanden.
Die Chromosomen 1, 12, X und Y wurden mittels Drei-
farb-FISH untersucht. Drei der fiinf Patienten wiesen
signifikant hohere Disomieraten fiir Chromosom 1 auf.
Bei den Geschlechtschromosomen zeigten vier der
finf Infertilen eine signifikant erhéhte Rate an Diso-
mie XY.

Des weiteren fanden wir in der iiberwiegenden Zahl
der Fille von gonosomaler Aneuploidie eine Stérung
der ersten Reifeteilung (M I) vor. Der Unterschied von
M-I- zu M-II-Reifeteilungsstérungen war dabei bis auf
eine Ausnahme statistisch signifikant. Diese Ergebnis-
se sind konkordant mit denen von Armstrong et al.
(1994) (28), andere hingegen fanden keine Unterschie-
de (29,19,17).

Auch untersuchten wir einen infertilen Mann mit dem
Karyotyp 47,XYY und fanden keine erhéhte Rate an
Spermien mit einer Disomie YY. Diese Ergebnisse ste-
hen im Widerspruch zu Untersuchungen an einem in-
fertilen Patienten mit der gleichen Anomalie (30) und
von zwei fertilen 47,XYY-Minnern in denen erhhte
Raten von Spermien mit einer Disomie YY nachgewie-
sen wurden (31). Han et al. (1994) (32) fiihrten ver-
schiedene Ansétze bei der Untersuchung eines
47,XYY-Mannes durch: mit Zweifarb-FISH fiir die
Gonosomen fanden sie keine Erhohung der spermalen
Disomie-YY-Rate, wihrend ein Dreifarb-Ansatz mit
Sonden fiir die Chromosomen 18, X und Y eine signifi-
kante Erhohung der Disomie YY (1.31 %) im Vergleich
mit Spermien einer Kontrollgruppe ergab. Die Diso-
mie-XX- (0.13 %) und Disomie-XY-Raten (0.39 %)
waren bei diésem Patienten ebenfalls relativ erhoht.

Verschiedene Ursachen fiir einander widersprechende
Ergebnisse in den erwihnten Studien kommen in Be-
tracht: methodische Unterschiede (dies betrifft vor al-
lem die Dekondensierungsbedingungen), der Einsatz
von Ein- oder Zweifarb-FISH bei Fragestellungen, zu
deren Beantwortung Dreifarb-FISH unerldBlich wire,
eine ungeniigende Stichprobengréfie, unzureichende
Kriterien fiir die Beurteilung der Fluoreszenzsignale
(so geben die meisten Autoren nicht an, wie grof} die
minimale Distanz zwischen zwei getrennt zu bewerten-
den Signalen einer Farbe sein sollte) und nicht zuletzt
interindividuelle Unterschiede zwischen verschiede-
nen Probanden.

Es ist durchaus vorstellbar, daB bei infertilen Ménnern
eine Beeintrichtigung nicht nur der Spermiogenese
vorliegt, was zu niedrigen Spermiogrammparametern
fithrt, sondern ebenso eine Beeintréichtigung der Reife-
teilungen, was zu Aneuploidien fithren kann. Den Er-
gebnissen unserer Studie und auch fritheren Untersu-
chungen zufolge sind unterschiedliche Chromosomen
in unterschiedlichem Ausmaf von Reifeteilungsstorun-
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gen betroffen. So weist vieles darauf hin, daf die Go-
nosomen hiufiger von Nondisjunktion* betroffen sind
als Autosomen.
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Hyperthermie: Effekte auf die Keimzellreifung der
minnlichen Ratte (Rattus norvegicus)?

C. Metzler*, R. Johannisson

Zusammenfassung

Die Wérmeexposition von Hodengewebe wird als eine
Ursache von Fertilitéitsstorungen angesehen. Neben
epidemiologischen Studien zu Auswirkungen der Noxe
Hyperthermie auf die Fertilitit sind Effekte auf die te-
stikuléire Histologie und die Spermien sowohl beim
Menschen als auch bei M#usen und Ratten beschrieben
worden. Der kausale Zusammenhang zwischen Wiir-
meexposition und Keimzellatrophie ist bisher jedoch
noch nicht verstanden, Es gilt zu erkldren, ob Schidi-
gungen der Meiosechromosomen oder Alterationen ih-
res Paarungsverhaltens in den priméren Spermatozyten
hierbei eine Rolle spielen.

Dis bisher erhobenen experimentellen Daten am Tier-
modell wurden weitgehend unter unphysiologischen
Bedingungen gewonnen, Daher war es Ziel dieser Stu-
die, bei einem Sdugetier, nimlich der Ratte, durch Er-
hohung der Umgebungstemperatur einen mdglichen
EinfluB} der Hyperthermie auf die testikuldre Histolo-
gie, die Spermiogenese und die Meiosechromosomen
in der Rekombinationsphase zu priifen. Die Ratte eig-
net sich insbesondere fiir eine derartige Untersuchung,
da ihre Hoden wie beim Mann extraperitoneal in einem
Skrotum lokalisiert sind.

Die Tiere wurden tiber fiinf Tage fiir je acht Stunden an
eine erhohte Raumtemperatur von 38°C gewohnt und
anschliefend durchgiingig acht Tage bei di¢ser Tempe-
ratur gehalten. Die Analyse der testikuldren Histologie
und der Meiosechromosomen erfolgte sowohl unmit-
telbar als auch — zur Untersuchung von Langzeitwir-
kungen — eine Woche und einen Monat nach Abschluf3
der Hyperthermiebehandlung. Histologisch zeigten
sich zu keinem Untersuchungszeitpunkt qualitative
oder quantitative Veréinderungen des Keimepithels.
Der normale Ablauf der Keimzelldifferenzierung weist
auf eine Adaptation der Tiere an die erhohten Umge-
bungstemperaturen wihrend der Eingewohnungsphase
hin. In der elektronenmikroskopischen Darstellung der
Meiosechromosomen wiesen die Autosomen keinerlei
Veriinderungen auf, demhingegen zeigten die Gonoso-
men eine dreifache erhohte Frequenz von Ringforma-
tionen. Dies kann durch die erhshte Adh#sionsneigung
der ungepaarten Chromosomensegmenten sowohl der
X als auch der Y Chromosomen erklidrt werden. Eine
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derartige Konfiguaration ist als Ausgangspunkt fiir
eine fehlerhafte Segregation der Geschlechtschromo-
somen in der Meiose mit der Konsequenz der Ausbil-
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Abb. 1.: Spermatogenesezyklus der Ratte (modifiziert
nach Clermont 1972)

Dargestellt ist ein Querschnitt durch einen Tubulus mit
einer diagrammatischen Reprdsentation des Sperma-
togeneseverlaufes in seiner rdumlichen Schichtung.
Das Diagramm ist rdumlich so zu verstehen, dafi die A-
Spermatogonien der Basalmembran der Lamina pro-
pria aufliegen, wihrend die dariiberliegenden Zell-
schichten dem Lumen zugewandt sind.
Die romischen Ziffern reprisentieren die einzelnen
Stadien des Spermatogenese-Zyklus.

Eine A-Spermatogonie entwickelt sich, am Tag I begin-
nend, im Laufe der folgenden 13 Tage zu einer Sperma-
togyte im Pachytdn, nach 3,5 Zyklen ist iltre Entwick-
lung zum Spermium abgeschlossen.

Die Buchstaben und die arabischen Ziffern bedeuten
die verschiedenen Entwicklungsstufen der Spermato-
genese und der postmeiotischen Spermiogenese:

A, In, B: A-, Intermedidrtyp-, B-Spermatogonien

Pl, L, Z, P, Di: Spermatozyten der Entwicklungsstufen
Prileptotdn (Pl), Leptotdn (L), Zygotin (Z), Pachytdn
(P), Diplotin (Di)

SSp: Sekunddre Spermatozyten

1-19: Postmeiotische Entwicklungsstufen der Spermio-
genese
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Abb. 2: Zeittafel der Versuchsgruppen — Die schwarzen Segmente reprisentieren die Zeit der Hyperthermie,

dung von Gameten mit unbalancierten Chromosomen-
sétzen zu erwigen.

Einleitung

Den verschiedenen stdrenden Einfliissen, denen die
miénnliche Fertilitdt unterliegt, wird die Hyperthermie
zugerechnet. Wenn auch der Zusammenhang zwischen
erhohter Temperatur und Fertilitdtseinschrinkung all-
gemein akzeptiert zu sein scheint, zeigt sich doch bei
Sichtung der umfangreichen Literatur eine ausgeprigte
Heterogenitit der Daten und ihrer zugrundeliegenden
Erhebungsmodi (z.B. Zorgniotti und MacLoid 1973,
Levine et al. 1988, Spira 1991). Fiir den Mann mit ein-
geschrénkter Fertilitit ist in bezug auf Hyperthermie
im wesentlichen die Frage von Bedeutung, ob die Ar-
beitsplatzbedingungen oder sein Lebensstil Ursache
fiir eine Beeintrichtigung der Keimzellproduktion dar-
stellen (Micusett 1998). Arbeitsmedizinische Befunde
wurden nur punktuell erhoben (Rachootin und Olsen
1983, Spira 1991). Uber die Reduktion von Spermien-
quantitit aufgrund erhthter Umgebungstemperatur fin-
den sich einige Untersuchungen, die sich z.B. mit Un-
terschieden in der Arbeits- und Schlaftemperatur (La-
ven et al, 1988), spezieller Unterwische (Robinson und
Rock 1968) und Saunagingen (Procopé 1965) beschif-
tigen. Andere Arbeiten zeigen jedoch, daB keinerlei Ef-
fekte zu beobachten sind (Oldereid et al. 1992). Die
von Mieusset et al. (1991) durchgefithrten Experimen-
te an jungen Ménnern mit Riickverlagerung der Hoden
in die Periodtonealhthle erbrachten eine deutliche Ver-
minderung der Spermienmenge, die in allen Fillen re-
versibel war. Diese Versuche sind in Zusammenhang
mit der Diskussion um die Auswirkungen des Kryptor-
chismus auf die Keimzellreifung zu sehen.

Es gibt erste widerspriichliche Hinweise fiir eine Alte-
ration des Paarungsverhaltens der Meiose- chromoso-
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men in den primédren Spermatozyten der Maus nach
Hyperthermie (Waldbieser und Chrisman 1986) und
nach experimentellem Kryptorchismus der Ratte
(Gamperl 1976). Aberrante Paarungsmuster der
Meiosechromosomen sind als Ursache fiir Keimzell-
differenzierungsstorungen bekannt (Johannisson et al.
1993, Johannisson und Winking 1994). In der vorlie-
genden Untersuchung sollte daher am Experimental-
modell der Ratte eine systematische Untersuchung
zum Effekt der Hyperthermie auf das Verhalten der
Chromosomen wihrend der Prophase I der Meiose und
auf die histologische Morphologie des Keimepithels
gefithrt werden.

Material und Methoden

Experimentelles Design

Miénnliche Wistar-Ratten wurden einer erhShten
Raumtemperatur von 38°C ausgesetzt. Diese Tempera-
tur wurde gewihlt, da nach Hensel et al. (1973) Ratten
diesen Grad an Erwidrmungs-Temperatur bei einer rela-
tiven Luftfeuchtigkeit von 15% noch tolerieren®. Im
Gegensatz zu den in der Literatur beschriebenen Versu-
chen mit lokaler Erwdrmung mittels Wasserbiidern, die
auch bei deutlich héheren Temperaturen komplikati-
onslos vertragen wurden, tolerierten die von uns ver-
wendeten Tiere die erhdhte Raumtemperatur erst nach
einer 5-tigigen EingewShnungsphase mit einer Wir-
meexposition von 8 Stunden téglich. In den Phasen
zwischen der Hyperthermie wurden die Tiere bei einer
normalen Raumtemperatur von 22°C gehalten, Aus
diesen Voruntersuchungen resultieren folgende Ver-
suchsgruppen: 1) Raumtemperatur 22°C -~ Kontroll-
gruppe 2) 8 Tage lang & 8 Stunden Wirmeexposition,
Untersuchung unmittelbar anschliefend. 3)'5 Tage & 8
Stunden Wirmeexposition, 7 Tage Dauerexposition,
Untersuchung unmittelbar anschliefend. 4) 5 Tage a 8
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Stunden Wéirmeexposition, Dauerexposition fiir 7
Tage, anschliefend Raumtemperatur von 22°C fiir 2
Wochen. 5) 5 Tage a 8 Stunden Wirmeexposition, 7
Tage Dauerexposition, anschlieBend Raumtemperatur
von 22°C fiir 4 Wochen (Abb. 2).

*Die Genehmigung der Versuche erfolgte durch das
Ministerium fiir Natur und Umwelt des Landes Schles-
wig-Holstein am 28. Mai 1992.

Histologische Aufarbeitung

Das entnommene Hodengewebe wurde zur histologi-
schen Untersuchung geméB den Standardmethoden des
Institutes fiir Pathologie aufgearbeitet (Paraffineinbet-
tung, Férbung mit HE).

Elektronenmikroskopische Aufarbeitung

Die Darstellung der Meiosechromosomen der Propha-
se I erfolgte mittels einer Oberflichenspreitung. Hier-
bei werden die Keimzellen auf einer hyperosmolaren

E& @?\\ P

o

P1

M /

P4 Ps5

3

Abb. 3: Pachytin und Diplotinstadien der Ge-
schlechtschromosomen nach Joseph und Chandley
(1984). Autosomale Bivalente als zarte Strukturen dar-
gestellt. P1-P5 bezeichnen die einzelnen Pachytdinsta-
dien mit zundichst noch Univalenten, dann zunehmen-
der Paarung bis zur vollstindigen Paarung (P4), De
und DI frithes und spéites Diplotdn.
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Losung zum ,,Platzen® gebracht, so daB} die Kerninhal-
te freigesetzt werden konnen. Das Material wird mit
Optilux-beschichteten EM-Grids aufgenommen, an-
schliefiend fixiert und kontrastiert, wodurch die Prote-
instruktur der Synaptonemalen Komplexe (SC) zur
Darstellung kommt. Die Geschlechtschromosomen la-
gern sich in Pachytén und Diplotén zu charakteristi-
schen Formationen zusammen, die nach Joseph und
Chandley (1984) in sieben unterschiedliche Stadien
eingeteilt werden (Abb. 3).

Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mittels des Chi?-
Tests.

Ergebnisse

Testikuldre Histologie

Die Préparate wurden auf die Anwesenheit aller Stadi-
en des Spermatogenesezyklus hin untersucht (nach
Clermont 1972, s. Abb. 1). Verwendet wurden nur or-
thogonal angeschnittene Tubuli. Die Histologie der
Kontrollgruppen wies Samenkanélchen mit einem
Durchmesser von 250-350 pm auf. Pro Schnitt waren
200 Kanilchen zu erkennen, wobei die Zahl der quer-

25+

1. 2. 3. 4, 5.
El Ringformationen
1. Kontrollgruppe
2. Intervallbehandlung
3. Dauerbehandlung, Untersuchung sofort
4. Dauerbehandlung, Untersuchung nach einer
Woche
5. Dauerbehandlung, Untersuchung nach einem
Monat :

Abb. 4: Prozentualer Anteil der XY-Ringformationen
pro Versuchsgruppe
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getroffenen Tubuli unterschiedlich grof war. In der
Regel betrug ihre Zahl 60. Im Interstitium fanden sich
Bindegewebe, Leydigsche Zwischenzellen und kleine
Blutgefife. Der Aufbau des Keimepithels variierte in
den verschiedenen Tubuli beziiglich der unterschiedli-
chen Stadien des Zellzyklus in Abhiingigkeit von Tu-
bulusanschnitten (Abb. 5, 6). Die testikuldren Pripara-
te der vier Versuchsgruppen wurden nach den gleichen
Kriterien wie die Kontrollgruppen untersucht: hierbei
wurde insbesondere auf die Zahl der Spermatiden und
Spermien, die eventuelle Abflachung des Keimepithels
und Vermehrung des umgebenden Bindegewebes ge-
achtet. Die vier Versuchsgruppen wiesen in der testiku-
liren Histologie keinen Unterschied zu den Kontrollen
auf., Dies bedeutet, dal weder unmittelbar nach der Hy-
perthermie noch vier Wochen nach Beendigung der
Wiirmeexposition eine Veriinderung in der Morpholo-
gie des Keimepithels bzw. der Hodenhistologie zu be-
obachten war.

Meiosechromosomen

Im Spreitungspréparat der priméren Spermatozyten der
Ratte stellen sich 20 Autosomen-Bivalente und ein Ge-
schlechtschromosomenpaar dar (Abb. 7). Insgesamt
wurden 948 Kerne mit jeweils 21 Synaptonemalen
Komplexen ausgewertet. Die Autosomen lagen voll-
stindig gepaart vor, wihrend die Gonosomen nur im
pseudoautosomalen Bereich gepaart erschienen. Die
iibrigen Segmente des X- und des Y-Chromosoms sind
in der Regel ungepaart und weisen eine Verdickung des
lateralen Elementes auf. Wihrend des Pachytins bis
hin zum Diplotin durchlduft die Paarungskonfigurati-
on einen charakteristischen Formwandel (Abb. 3).

Eine besonders auffillige Konfiguration der Ge-
schlechtschromosomen stellen die Ringassoziationen
dar. In den frither Pachytéin-Stadien P1-2 werden keine
Ringbildungen beobachtet (Abb. 8). In den Stadien P3
und P5 nach Joseph und Chandley (1984) lassen sich
prinzipiell zwei verschiedene Formen unterscheiden
(Abb. 3): zum einen kann es zu einer Anlagerung des
langen Armes des X Chromosomens an den gemeinsa-
men Endpunkt der kurzen Arme von X und Y Chromo-
somen kommen (pseudoautosomaler Bereich), zum an-
deren kommt es zu einer endstindigen Paarung beider
Arme (Abb. 9).

Bei der Auswertung der SC-Strukturen wurde beson-
ders auf Briiche und Fehl- bzw. Nichtpaarungen geach-
tet. Diese Alterationen traten in keinem nennenswer-
tem MaB auf. Es zeigten sich bei den vier Versuchs-
gruppen keine Verénderungen im Vergleich zur Kon-
trollgruppe. Ausgenommen hiervon war die Hiufigkeit
der sog. Ringbildung der Gonosomen. Die Frequenz
dieser Ringbildung wurde durch die Hyperthermiebe-
handlung signifikant veréindert. Wihrend in der Kon-
trollgruppe eine Haufigkeit von ca. 5,6% zu beobach-
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Abb. 5: Hodenhistologie. Ubersichtsaufnahme. Unter-
suchung eine Woche nach Wirmeexposition. Die Zu-
sammensetzung des Keimepithels zeigt keine Verdnde-
rungen gegeniiber der Kontrollgruppe.

LI=Tubuluslumen ohne Spermien. L2=Tubulusliumen
mit Spermien. Lp=Lamina propria. I=Interstitielles
Bindegewebe. Vergrdfierung des Originalbildes: 220x

BB e

Abb. 6: Samenkandlchen. Detailaufnahme. Untersu-
chung direkt nach Wirmeexposition. L: Tubuluslumen
ohne Spermien. Lp=Lamina propria. Sg=Sperma-
togonien. Sz=Spermatozyten. S=Spermatiden. Ver-
groflerung des Originalbildes: 1100x
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Abb. 7: Ubersicht tiber einen vollstindigen Pachytdn-
kern mit 20 Autosomen und einem Geschlechtschromo-
somenpaar. Stadium P4 nach Joseph und Chandley
(1984). Pfeilkopf=Paarungszone von X und Y.
Sternchen=das Y-Chromosom erscheint nur in einem
sehr kurzen Segment ungepaart. Mafistab=4pm

Abb. 8: Geschlechtschromosomen im Pachytdn. Stadi-
um P3/P5 nach Joseph und Chandley (1984). Die late-
ralen Elemente des SC-Abschnittes sind im Gegensatz
zu den ungepaarten Bereichen nicht verdickt. Kleine
Granula finden sich in unmittelbarer Nachbarschaft zu
den ungepaarten Segmenten.Pfeilkopf=Paarungszone.

B=autosomales Bivalent vom Y-Chromosom tiber-

lappt. Mafistab=20 tm.
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ten war, so fanden sich in den Versuchsgruppen Fre-
quenzen von ca. 16% bis nahezu 20% (Abb. 4).

Diskussion

Die iiberwiegende Zahl der experimentellen Hyper-
thermie-Fertilitits-Studien nutzt die Methode einer lo-
kalen Applikation durch warme Bider bei Nagetieren
(Bowler 1967, Fahim et al. 1975, Reid et al. 1981, Le-
bovitz und Johnson 1987, De Vita et al. 1990, Gasinska
und Hill 1990, Loughlin et al. 1991)., So werden nach
einmaliger Wirmeexposition von lediglich 15 Min. in
einem Wasserbad von 43°C bei Long-Evans Ratten be-
reits eine Stunde nach Abschlufi der Wirmebehand-
lung histologische Verinderungen beschrieben
(Chowdhury und Steinberger 1964, 1970). Die bei die-
sen unphysiologischen experimentellen Bedingungen
auftretenden Verdnderungen sind in unserer Studie mit
erh6hter Raumtemperatur nicht zu finden.

Prinzipiell ergeben sich mehrere Erkldrungsansitze fiir
das Fehlen von derartigen histopathologischen Verén-
derungen: verschiedene Rattenstdmme sind moglicher-
weise unterschiedlich empfindlich fiir Wirmeeinfliis-
se. Fiir unsere Versuche wurden Wistar-Ratten ausge-
sucht, die als besonders robuste Tiere bekannt sind. In
den Hyperthermieversuchen der Literatar wurden vor
allem Sprague-Dawley und Long-Evans Ratten ohne
spezifische Begriindung verwendet (Chowdhury und
Steinberger 1964 und 1970, Pucak et al. 1977, Lebovitz
und Johnson 1987, Loughlin et al. 1991). Bei Wistar-
Ratten konnte es sich demnach um besonders hitzeun-
empfindliche Tiere handeln. Dem steht jedoch entge-
gen, daB die Wistar-Ratten die erhohten Temperaturen
fiir liinger als 8 Stunden nicht spontan tolerierten, son-
dern erst iiber mehrere Tage eingewdhnt werden muB-
ten.

Ein weiterer Erkldrungsansatz konnte darin liegen, da3
die allmihliche Gewthnung der Tiere an die Tempera-
tur von 38°C zu einer Adaptation an die verénderten
Umweltverhiltnisse fiihrte. Epidemiologische Unter-
suchungen an Ratten in wirmeren Regionen der Erde,
die Informationen tiber Langzeitwirkungen von erhéh-
ten Temperaturen auf das Hodengewebe der Tiere erge-
ben kénnten, sind nicht bekannt, jedoch werden bei an-
deren Vertebraten, z.B. den Kénguruhs in Australien, in
Zusammenhang mit erhdhten Sommertemperaturen
mit Werten zwischen 32 und 45°C, Atrophien des Ho-
dengewebes beschrieben (Newsome 1973). Entspre-
chende histologische Befunden finden sich — jedoch
ohne Angabe iiber die TemperaturhShe — auch bei Anti-
lopen in Stidafrika (Skinner 1971). Diese Beobachtun-
gen stehen der These einer Adaptation der Ratte hin-
sichtlich der Keimzelldifferenzierung entgegen, jedoch
sind die Beobachtungen zum Einen sporadisch und
zum Anderen nur ungeniigend oder gar nicht kausal
analysiert. Eine physiologisch normale Adaptation der
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Ratten in den vorliegenden Versuchen an die erhthte
Umgebungstemperatur kénnte somit durchaus die feh-
lenden histologischen Verinderungern erkliren.

Es ist zu vermuten, da Hyperthermie und damit korre-
lierte vérénderte Stoffwechselvorginge EinfluB auf die
Meiose nehmen. Die beobachtete erhthte ,,stickiness”
ungepaarter Chromosomensegmente der Geschlechts-
chromosomen, die per se zu einer Assoziation neigen,
weist darauf hin. Fiorenza und Mangia (1992) konnten
zeigen, daf} aufgrund von Hyperthermie die Bivalent-
trennung in der Metaphase I in Maus-Oozyten behin-
dert wird. Die Autoren vermuten die Ursache in einer
Dysfunktion eines thermolabilen Faktors, der in der
normalen Segregation eine Rolle spielt. Wenn hier
auch ein gegenldufiger ProzeR zu erkennen ist, durch
den die Segregation unterbunden und nicht eine ver-
mehrte Adhésion induziert wird, zeigt dies doch, daB
Hyperthermie bei chromosomalen Paarungsprozessen

Abb. 9: Ringformation der Geschlechtschromosomen
im Pachytdn. Stadium P3/P5 nach Joseph und Chand-
ley (1984). Es lifit sich nicht mit Sicherheit bestimmen,
welche Bereiche der gepaarten Region bzw. der Asso-
ziationszone zuzuordnen sind. Pfeilkopf= wahrschein-
liche Paarungsregion. Sternchen=vermutete Assoziati-
onszone. Ya, Ye=Beginn und Ende des Y-Chromosoms
(oder vice versa). Xa, Xe=Beginn und Ende des X-
Chromosoms (oder vice versa). Mafstab=2 Lim.
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einen EinfluB nehmen kann. Die z.T. fragmenthaften
und widerspriichlichen Befunde von Garriot und Chris-
man (1980) und Waldbieser und Chrisman (1986) sol-
len hier nur am Rande erwiihnt werden, die bei der
Maus, mit intraperitoneal gelegenen Hoden, nach Wir-
meexposition durch Raumtemperaturerhéhung die Bil-
dung von Univalenten zeigen.

Die Voraussetzung einer regelrechten Paarung der Ge-
schlechtschromosomen fiir den Ablauf der Meiose
wird hiufig diskutiert (Miklos 1974, Burgoyne und
Baker 1984, Burgoyne und Mahadevaiah 1993, Hale
1994). Dabei wird die Notwendigkeit einer XY Paa-
rung innerhalb der ,,pseudoautosomalen Region* der
Chromosomen fiir den weiteren Ablauf der Spermato-
genese gefordert. Bei Vorliegen einer regelhaften Paa-
rung im pseudoautosomalen Bereich, wie dies in der
vorliegenden Studie der Fall ist, ist zwar ein Fort-
schreiten der Meiose moglich, jedoch konnte die se-
kundidre Assoziation der Ringbildung zu Chromoso-
menfehlverteilungen fithren. Neben dieser Erkldrungs-
moglichkeit bietet sich eine ginzlich andere Ursache
fiir diese Beobachtung an. Meistrich et al. (1973) beob-
achteten bei unverénderter Hodenhistologie Veridnde-
rungen in der Keimzellkinetik. Die von ihnen gezeigte
Beschleunigung der Spermatozyten-Differenzierung
konnte die ,,Meioseuhr* (Goldmann et al. 1992, Johan-
nisson et al. 1996) aus dem Takt bringen und verant-
wortlich fiir aberrantes Paarungsverhalten der Pachy-
tanchromosomen sein.

Die Analyse experimenteller Wirmeexposition des
Mannes beschrinkte sich in der Regel auf die Untersu-
chung der Spermienparameter, auch wenn im Rahmen
ethisch abzulehnender Versuche in China nach Mikro-
wellenbehandlung tiber z.T. 10 Jahre neben einer Be-
stimmung der Spermienqualitiit ebenfalls testikulire
Biopsien untersucht wurden (Liu et al. 1991). Der dra-
stischen Abnahme der Spermienzahl bis auf 0,02 Mill./
ml folgte ca. 1,5 Jahre nach Beendigung der Versuche
eine Normalisierung der Spermienzahl. Eine Restituti-
on der Spermienzahlen fand sich ebenfalls nach vor-
iibergehender Abnahme z.B. nach Saunagéingen (Pro-
copé 1965, Brown-Woodman et al. 1984) und heifien
Volibiidern (Rock und Robinson 1965).

In Zusammenhang mit Hyperthermie wird Kryptor-
chismus als Ursache gestorter Spermatogenese disku-
tiert, wiewohl der causale Nachweis einer erhthten
Temperatur als auslosender Faktor bislang nicht ge-
fiihrt wurde. Bei experimentellem Kryptorchismus der
Ratte zeigte Gamperl (1976) sowohl kompletten Sper-
matogenesearrest als auch eine gestorte Meiose.
Mieusset et al. (1991) verlagerten bei freiwilligen
Minnern die Hoden in die Peritonealhdhle zurtick und
hielten sie durch eine extrakorporale Befestigung im
Leistenkanal. Nach drastischer Verminderung der
Spermienzahl fand sich nach 6-8 Monaten wieder eine
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normale Situation. Angesichts der Diskussion, ob bei
der um das 15- bis 20fach erhhten Inzidenz von Ho-
dentumoren bei kryptorchen Minnern eine erhdhte
Temperatureinwirkung auf die Keimzellen der ausio-
sende Faktor sei, erscheinen derartige experimentelle
Untersuchungen sehr fragwiirdig.

In diesem Zusammenhang sind die Befunde von Bron-
son und Heidemann (1993) aufschlufireich, die bei
zwei skrotalen Nagetieren, der in Aquatornihe leben-
den Bambusratte und der in gem#Bigten Breitengraden
lebenden WeiBfuBmaus (zu den Méuseartigen geho-
rend), experimentell Kryptorchismus erzeugten. Nahe-
zu alle Bambusratten zeigten eine normale Spermato-
histogenese, wihrend die WeiBfuBBméuse einen kom-
pletten Spermatogenesearrest aufzeigten. Diese relati-
ve Unempfindlichkeit der Bambusrattenhoden gegen
Temperaturerhdhung spiegelt nach Ansicht der Auto-
ren wohl die Verhiltnisse der meisten scrotum-tragen-
den S#uger wieder, die tiberwiegend in den Tropen le-
ben. Dies stellt das generelle Konzept des ,kiihlen”
Hodens in Frage, zumal wenn man berticksichtigt, dafl
bei Walen und Elefanten die Hoden im Leistenkanal
bzw. in der Bauchhohle verbleiben (Weinbauer et al.
1996), damit der Korperkerntemperatur ausgesetzt
sind, und dennoch eine normale Spermatogenese zei-
gen.

Die hier nur angedeutete Vielzahl von unterschiedli-
chen und auch widerspriichlichen Befunden sowohl
experimenteller als auch epidemiologischer Erhebung
spiegelt z.T. mdglicherweise auch die Breite biologi-
scher Moglichkeiten wieder. Betrachtet man die am
Manne erhobenen Daten und Vermutungen, so 146t sich
die fiir den Menschen/Patienten wichtige Frage nach
dem Effekt der Hyperthermie auf seine Spermatohisto-
genese und damit Spermienproduktion u.E. nach kei-
neswegs beantworten. Bislang ist z.B. nicht nachge-
wiesen, daB der Lebensstil tatséchlich eine ErhShung
der Skrotaltemperatur zur Folge hat (Mieusset 1998).
In einer neueren Studie konnte keine Auswirkung von
ausdauerndem Sitzen, regelmdfigem Saunabesuch,
eng anliegender Unterwésche und heier Bider auf die
Spermienmenge bzw. -qualitét gezeigt werden (Olde-
reid et al. 1992).

Wie problematisch jedoch die Wertung und ein Ver-
gleich derartiger Studien zur Hyperthermie ist, zeigt
die Diskussion um die Frage, ob die Spermienqualitit
des Mannes abnimmt, sich nicht verdndert oder sich
sogar verbessert (Carlsen et al. 1992, Olsen et al.
1995). Aufgrund analytischer und methodischer Feh-
ler der Studien sind wahrscheinlich die Aussagen zu
dem Thema unzureichend; erst eine zuverlidssige,
kontrollierte andrologische Labordiagnostik im Sinne
der ,,evidence-based medicine” wird gesicherte Ana-
lysen und Prognosen gestatten (Lerchl und Nieschlag
1996).
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Wenn auch die zahlreichen Arbeiten zur Hyperthermie
widerspriichlich sind, so stellen sich fiir den Infertili-
titspatienten bzw. den Mann mit Kinderwunsch die
Fragen, ob eine Arbeitsplatzsituation oder/und generell
der Lebensstil eine Hyperthermie des Hodengewebes
mit der Konsequenz einer verminderten oder gar feh-
lenden Keimzellproduktion hervorrufen konnen. Wenn
auch beide Fragen nicht klar beantwortet werden kon-
nen, sollten die Faktoren nichtsdestotrotz bei einer Be-
ratung erwogen werden.

Unabhiingig von diesen Uberlegungen sind die Befun-
de zur Anderung des Paarungsverhaltens der Meiose~
Geschlechtschromosomen als ein Phdnomen der exo-
genen Wirmeeinwirkung in Erwiigung zu ziehen als
eine subtile Veriinderung, die mit den tiblichen Fertili-
titsparametern nicht erfaBt werden kann. Wenn auch
die Ubertragung von tierexperimentellen Befunden auf
den Menschen mit aller Vorsicht erfolgen mu8, stellt
die Hyperthermie als Ursache fiir das verdnderte Paa-
rungsverhalten der Geschlechtschromosomen in der
Meiose eine Alteration in der Phase der genetischen
Rekombination dar, als deren Konsequenz eine erhéhte
Malsegregation der Geschlechtschromosomen in Er-
wigung gezogen werden mufl.
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Aus der Klinik der Frauenheilkunde und Geburtshilfe (Direktor: Prof. Dr. K. Diedrich) der Medizinischen

Universitiit zu Liibeck:

Rationelle Therapie bei unerfiilltem Kinderwunsch

aus gynikologischer Sicht
R. Felberbaum, K. Diedrich

Einleitung

Die Zahl unfruchtbarer Paare hat in den vergangenen
Jahren zugenommen und wird auf 15-20% aller Paare
mit bestehendem Kinderwunsch geschitzt. In Deutsch-
land geht man inzwischen von mehr als 1,5 Millionen
ungewollt kinderlosen Paaren aus. Die Ursachen fiir
die steigende Unfruchtbarkeit sind vielféltig und teil-
weise umstritten. Diskutiert werden schédliche Um-
welteinfliisse, insbesondere die hohe Belastung an
Schadstoffen, aber auch die ver#nderten Lebensge-
wohnheiten. So wird bei vielen Frauen die Erfiillung
des Kinderwunsches in eine spitere Lebensphase ge-
legt, so daf die Sterilitit begiinstigende Faktoren (z.B.
Entziindungen) iiber einen lingeren Zeitraum wirksam
werden konnen und zum anderen auch die altersbe-
dingte Fruchtbarkeitsminderung ins Gewicht fillt.

Dabei ist die Ursache fiir die Sterilitit in 40-50% bei
der Frau und in 35-40% beim Mann zu suchen. Bei 10-
15% bleibt die Ursache der Sterilitdt ungeklért, so dafl
von einer idiopathischen Sterilitit gesprochen werden
muf, Bei den sterilen Frauen stehen mit 35-40% die
ovariellen Funktionsstérungen an der Spitze, in 30-
40% liegen tubare Ursachen vor. Zervikale (7-10%),
vaginale (7%) und uterine Ursachen (10%) stehen
deutlich zuriick. Immer stelit jedoch die ungewollte
Kinderlosigkeit einen Krankheitszustand des betroffe-
nen Paares dar. Beide Partner miisser daher von Anfang
an in die Untersuchungen miteinbezogen werden.

Therapie der ovariellen Funktionsstorungen

Ziel der Behandlung ist der ovulatorische, biphasische
Zyklus mit nachfolgender Schwangerschaft. Die The-
rapie soll effektiv, sicher und kostengiinstig sein und
die Patientin wenig belasten. Daher mu8 sie soweit wie
moglich individualisiert und auf die einzelne Patientin
abgestellt werden. Voraussetzung fiir den sinnvollen
und wirksamen Einsatz der zahlreichen zur Verfiigung
stehenden Medikamente, die der ovariellen Stimulati-
on und Ovulationsinduktion dienen, ist daher die klare
Indikationsstellung, die auf einer gezielten Diagnostik
zu beruhen hat.

Die zyklische Funktion des Ovars der erwachsenen
Frau ist eingebettet in den Regelkreis der Organsyste-
me von Hypothalamus, Hypophyse und Ovar. Dabei
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sezerniert der Hypothalamus als tibergeordnete Organ-
struktur das in seinen mediobasalen Anteilen gebildete
Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH), welches
iiber das Pfortadersystem der Adenohypopyse zu den
gonadotropen Zellen gelangt und hier den gleichfalls
pulsatilen Ausstof der Gonadotropine Follikel Stimu-
lierendes Hormon (FSH) und Luteinisierendes Hor-
mon (LH) initiiert. Diese wiederum steuern Follikelrei-
fung und Sexualsteroidbiosynthese in den Ovarien.
Nach Erreichen einer maximalen Ostradiolkonzentrati-
on zwischen 150 und 500 pg/ml unmittelbar praovula-
torisch bewirkt der positive ,,Feed back” Mechanismus
eine massive LH-Freisetzung aus der Hypophyse. Die-
ser LH-Peak 16st die Ovulation aus, die etwa 10-12
Stunden nach dem LH-Maximum eintritt. Er induziert
somit die Bildung des Corpus luteum, die im Anstieg
des Progesterons zum Ausdruck kommt. Stérungen
und storende Einfliisse kdnnen an jeder Stelle dieses
Regelwerkes auftreten bzw. einwirken und sich kli-
nisch in einem breiten Spektrum von Symptomen zwi-
schen der azyklischen Amenorrhoe und dem normalen
ovulatorischen Zyklus duflern. Als ausgesprochen hilf-
reich fiir die strukturierte diagnostische Untersuchung
einer sterilen Patientin und fiir die Einordnung einer
erkannten ovariellen Stérung hat sich die ,, Therapieori-
entierte Klassifikation der anovulatorischen Ovarialin-
suffizienz nach Lunenfeld, Insler und Glezerman
(1992) erwiesen.

Hyperprolaktinimie

Die Bestimmung des Prolaktins im Serum gehéort an
den Anfang der Diagnostik direkt nach der klinischen
Untersuchung. 75% aller Frauen mit Galaktorrhoe und
15% aller Frauen mit Zyklusstrungen weisen unter-
schiedliche Grade der Hyperprolaktindmie auf. Werte
von > 20ng/ml gelten dabei als pathologisch. Ursache
der Ovarialfunktionsstérung bei Hyperprolaktindmie
ist die reduzierte GnRH-Sekretion durch den Hypotha-
lamus. Dementsprechend kann die hyperprolaktindmi-
sche Ovarialinsuffizienz als Sonderform der hypotha-
lamischen Ovarialinsuffizienz verstanden werden. In
allen Fillen, die einer kausalen und eventuell auch
chirurgischen Therapie bediirfen, sollte diese durchge-
fithrt werden. Bei funktioneller Hyperprolaktindmie
oder auch bei einem hypophyssidren Mikroadenom ist
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die Behandlung mit Dopaminrezeptoragonisten (Bro-
mocriptin, Lisurid, Metergolin) Therapie der Wahl. Es
hat sich bewihrt, die Behandlung einschleichend zu
beginnen, wobei eine halbe Tablette ein - dreimal per
die erforderlich sein kann. Die Dosierung orientiert
sich dabei am Ausgangswert des Prolaktins. Mit dieser
Therapie lassen sich Schwangerschaftsraten von ca.
45% erzielen. Versagt die Therapie, so ist die ovarielle
Stimulation mit Clomiphen oder HMG hiufig erfolg-
reich.

Hypothalamisch-hypophysire Dysfunktion

Die Behandlung dieser Patientinnen, die das Gros der
anovulatorischen Frauen ausmacht, ist komplex. Dies
erscheint verstindlich, weil die begonnene Stimulati-
onstherapie stets auf eine Anzahl unterschiedlich weit
entwickelter und angereifter Follikel trifft.

Antidstrogene

Antitstrogene (Clomifen, Tamoxifen) stellen das The-
rapeutikum der 1. Wahl bei der hypothalamisch-hypo-
physéren Dysfunktion dar. Die Antidstrogene, oral gut
resorbierbar, besitzen einen schwachen Ostrogenef—
fekt. Thre hauptsichliche therapeutische Wirkung er-
klart sich jedoch durch deren Kompetition mit dem
Ostradiol um die Bindung an den Ostrogenrezeptoren.
Durch diese Bindung abgeschirmt sind Hypothalamus
und Hypophyse nicht in der Lage, auf die tatsichlich
zirkulierende Ostrogenmenge addquat zu reagieren.
Die ,,Falschmeldung* einer unzureichenden Ostrogen-
konzentration wird mit einer vermehrten Sekretion von
FSH und LH beantwortet. Diese erhdhte Gonadotro-
pinsekretion *soll die Follikelreifung stimulieren und
schlieflich zur Ovulation fiihren.

Die Behandlung mit Clomifen wird am 3.-5. Tag nach
Einsetzen einer spontanen Regelblutung oder nach ei-
ner Gestagenentzugsblutung begonnen, Die initiale
Dosis betrigt 50mg per die. Bleibt eine Ovulation aus,
so wird die Dosis auf 100mg/die im nachfolgenden
Zyklus erhoht. Eine weitere Erhdhung der Dosis des
Antitstrogens macht keinen Sinn, da dann die erthhten
antidstrogenen Effekte wiederum eine Verschlechte-
rung der Follikulogenese bewirken und einen deletiren
Effekt auf die Qualitit des Endometriums haben.

Antidstrogene und humanes Choriogonadotropin
(hCG)

Weist die Patientin eine ausreichende Follikelreifung
auf (sonographische Follikulometrie und Ostradiolbe-
stimmungen im Serum), bleibt jedoch die Ovulation
aus, so kann diese durch die i.m. Applikation von
5.000-10.000 i.e. hCG 8-10 Tage nach der Behandlung
mit Clomifen ausgeldst werden. Durch eine zusitzliche
hCG-Gabe eine Woche nach der 1. Injektion an das
Corpus lutum in seiner Funktion unterstiitzt werden.
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Bei Patientinnen mit hypothalamisch-hypophysirer
Dysfunktion 148t sich mit der Antidstrogenbehandlung
eine Ovulationsrate von etwa 70% und eine Schwan-
gerschaftsrate von etwa 20-40% erzielen. Diese Dis-
krepanz ist dabei zum Teil auf den anti6strogenen Ef-
fekt an Zervix, Vagina und Uterus zuriickzufiihren.

Ovarielle Stimulation mit humanen
Menopausen-Gonadotropinen (HMG)

Fiihrt die Behandlung mit Antistrogenen alleine nicht
zum Erfolg, so kbnnen diese mit HMG kombiniert wer-
den. Auch eine alleinige Stimulation mit HMG ist
mdglich. Neue Wege der ovariellen Stimulation stellen
die Verwendung hochgereinigter, sogenannter ,,reiner*
FSH-Priparationen und die Vorbehandlung mit einem
GnRH-Analogen dar. Das sogenannte ,lange Proto-
koll* strebt dabei durch die Vorbehandlung mit einem
GbRH-Agonisten die vollige Suppression der hypo-
physéren und gonadalen Funktion an, um dann aus der
Suppression heraus mit HMG zu stimulieren, wihrend
die ,,kurzen“ Protokolle die kurzzeitige vermehrte Go-
nadotropinausschiittung (sog. ,,flare up*) zur Stimulati-
on auszunutzen suchen, Die Tatsache, daB mittlerweile
gentechnisch gewonnenes rekombinantes FSH zur Ver-
fligung steht, erdffnet neue interessante Perspektiven
ebenso wie der Einsatz der GnRH-Antagonisten, die
iiber eine klassische kompetitive Hemmung an der Hy-
pophyse wirken und einen sofortigen Arrest der folliku-
ldren Reifung nach sich ziehen. Die Ovulationsausls-
sung erfolgt durch die intramuskulire Gabe von 5.000
iE. hCG, wenn in der sonographischen Kontrolle ein
Leitfollikel > 18mm und ein die follikuldre Reifung wi-
derspiegelnder Ostradiolwert im Serum festgestellt wer-
den konnen. Auch mit diesem Therapieschema lassen
sich Schwangerschaftsraten zwischen 38 und 58% errei-
chen, Allerdings sind die Abortrate (ca. 22%) und die
Rate der Mehrlingsgraviditiiten erhsht (20-30%).

Das Syndrom der Polycystischen Ovarien (PCOD)

Das Syndrom der Polycystischen Ovarien stellt die
hiufigste Ursache einer hyperandrogenéimisch beding-
ten Anovulation dar. Die Diagnose wird sonographisch
und anhand der vorliegenden Hormonparameter ge-
stellt. Dabei gilt ein Verhiltnis von LH:FSH>3 als sen-
sibelster Parameter. Durch die erhhte Androgensekre-
tion und die periphere Konversion der Androgene in
Ostrogene im Fettgewebe kommt es zu einer Stérung
der hypophysidren Gonadotropinsekretion mit typi-
scherweise erhohter Ausschiittung des luteinisierenden
Hormons. Diese wiederum wirkt sich negativ auf die
Follikelreifung aus. Anovulatorische Zyklen, eine Cor-
pus luteum Insuffizienz bis hin zur sekundéren Ame-
norrhoe sind die Folge.

Mittel der ersten Wahl fiir die ovarielle Stimulation
beim PCOD ist weiterhin das Clomifen. Allerdings
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muf man mit einem Therapieversagen in bis zu 30%
der Fille rechnen. Die Stimulation mit Gonadotropinen
orientiert sich an dem bisher Gesagten. Allerdings ist
die erzielte Schwangerschaftsrate deutlich geringer als
bei anderen Patientinnen mit hypothalamisch-hypo-
physirer Dysfunktion und liegt bei nur ca. 9%. Das
Hauptproblem stellt je- doch die hohe Sensibilitit die-
ser Patientinnengruppe gegeniiber der Stimulation dar.
Diese wiederum schligt sich in einer htheren Rate an
zum Teil schweren ovariellen Uberstimulationssyndro-
men nieder (OHSS). Da die erhdhte LH-Konzentration
in der Follikelphase in Zusammenhang mit der niedri-
gen Schwangerschaftsrate und der erhdhten Abortrate
zu stehen scheint, erschien die Méglichkeit, hoch ge-
reinigtes FSH zu verabreichen vielversprechend. Aller-
dings hat diese Therapie keine Vorteile beziiglich der
Rate an OHSS gezeigt. Wird bei diesen Patientinnen die
Konzeption per vias naturales angestrebt, das heifit nach
einem Sexualverkehr ,zum optimalen Zeitpunkt®
(VZO) oder aber nach einer intrauterinen Insemination
(IUI), so erscheint die sogenannte FSH-low-dose“~
Stimulation der effizienteste Weg mit der groBten the-
rapeutischen Breite zu sein, um eine moglichst mono-
follikuldre Reifung zu erzielen. Hierzu wird nach einer
spontanen oder durch Gestagene induzierten Men-
struationsblutung die Stimulation mit einer maximalen
Dosis von 75 L.E. FSH per die begonnen. Diese Dosis
wird langfristig beibehalten und frithestens nach 14 Ta-
gen um 32,5 L.E. oder 75 i.E. gesteigert. Dieses Schema
wird beibehalten, bis sowohl die sonographischen
Kontrollen, als auch die Ostradiolwerte im Serum den
Beginn der follikulidren Reifung anzeigen. Ab dann
wird mit gleicher Dosierung fortgefahren, bis die Kri-
terien fiir die Ovulationsinduktion erfiillt sind. Wird
dagegen die kontrollierte ovarielle Hyperstimulation
fiir die assistierte Reproduktion angestrebt, so ist es
sinnvoll, die Stimulation erst nach vollstindiger
,Down-Regulation“ mittels eines GnRH-Agonisten zu
beginnen, Da das Hyperstimulationssyndrom erst nach
der hCG-Applikation auftritt, kann es durch den Ver-
zicht auf die Auslosung zumindest sicher verhindert
werden.

Die hypothalamisch bedingte Amenorrhoe —
Ausfall der hypothalamischen Funktion

Der Ausfall der hypothalamischen Funktion mit einer
Storung der regelrechten GnRH-Sekretion hat einen
hypogonadotropen Hypogonadismus zur Folge mit ei-
nem Ausbleiben der hypophysiren Gonadotropinse-
kretion und nachfolgendem Arrest oder primérem Aus-
bleiben der follikuliren Reifung. Die hypothalamische
Amenorrhoe und Anovulation kann dabei sowohl pri-
mirer als auch sekundérer Art, zum Beispiel nach einer
Schidigung der hypothalamischen Kerngebiete oder
auch nach Hypophysektomie sein. Die Diagnose hypo-
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thalamische Amenorrhoe ist eine AusschluBdiagnose.
VerliBliche Messungen von GnRH im Blut sind nicht
mdglich. Andere Ursachen der Amenorrhoe sowie in-
ternistische oder neurologische Ursachen miissen vor-
her abgeklirt sein. Die Anorexia nervosa kann zu einer
durch psychischen und physischen Streff bedingten se-
kundidren hypothalamischen Amenorrhoe fithren. Ahn-
lich ist der Entstehungsmechanismus der sogenannten
,Lageramenorrhoe* zu erkliren. Bei diesen Sonderfor-
men der hypothalamischen Amenorrhoe scheinen er-
hohte Endorphinspiegel eine Rolle zu spielen. Jeden-
falls kann durch die Infusion des Opiatantagonisten
Naloxon die gedimpfte LH-Pulsatilitit normalisiert
und durch Umstellung auf eine lingerfristige Behand-
lung mit dem oral wirksamen Opiatantagonisten Nalt-
rexon ein normaler ovulatorischer menstrueller Zyklus
induziert werden. In den anderen Fillen eines Ausfalls
der hypothalamischen Funktion ist die pulsatile Gabe
von nativem GnRH iiber ein automatisches Pumpensy-
stem (Zyklomat, Ferring) das Therapeutikum der Wahl.
Bei strenger Indikationsstellung ist diese Therapie al-
len anderen {iberlegen und fiihrt in fast 100% zum Auf-
treten ovulatorischer Zyklen.

Die zervikale Sterilitét

Die zunehmende Ostrogenproduktion des heranreifen-
den Follikels fithrt zu Veriinderungen im Bereich des
Zervikalkanals und des Muttermundes. Die Menge des
Zervikalschleims nimmt zu, ebenso seine Spinnbar-
Kkeit. Der Muttermund weitet sich, und priovulatorisch
ist das sogenannte Farnkrautphinomen nach dem Ein-
trocknen des Zervikalschleims auf einem Objekttrédger
unter dem Mikroskop zu betrachten. Die Qualitét der
Zervixfunktion 148t sich dabei anhand der Parameter
des sog. ,.Insler-Scores* bewerten. Ursache einer funk-
tionellen zervikalen Sterilitit kann dabei eine unzurei-
chende Ostrogenstimulation im Rahmen einer ovariel-
len Funktionsstorung sein, aber auch eine primére oder
sekundére Schidigung der Zervix, z.B. nach traumati-
sierender Geburt oder Konisation.

Liegt eine Unterwertigkeit der zervikalen Schleimbil-
dung aufgrund einer unzureichenden Ostrogensekreti-
on vor, so werden Ostrogene verabreicht. Infektionen
der Zervix sind systemisch oder lokalantibiotisch zu
behandeln. Im Falle einer immunologisch bedingten
zervikalen Sterilitit kann ein Therapieversuch mit Kor-
tikosteroiden unternommen werden, wenngleich die
Behandlung wenig effektiv ist. Empfehlenswert ist der
Kondomverkehr iiber mindestens ein halbes Jahr, um
die Antigenexposition zu vermeiden. Eine Moglich-
keit, die gestorte Zervixpassage zu umgehen, stellt die
Technik der intrauterinen Insemination (IUI) dar. Diese
kann auch im Falle einer gestorten Spermadeposition
aufgrund psychischer oder anatomischer Faktoren in-
diziert sein.
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Die tubare Sterilitit

Stérungen der Tubenfunktion gehtren zu den hiufig-
sten Ursachen fiir eine bestehende ungewollte Kinder-
losigkeit. Die Inzidenzzahlen schwanken je nach Lite-
raturangabe und geographischer Provenienz zwischen
20 und 40%. Verantwortlich sind meist entziindliche
Erkrankungen durch Keimaszension im kleinen Bek-
ken, Endometriose und peritubare Verwachsungen als
Folge fritherer operativer Eingriffe, intrauteriner Kon-
trazeption oder einer ektopen Graviditit. Bei diesen
Patientinnen gilt es nun zu entscheiden, welche einer
rekonstruktiven Tubenchirurgie oder aber einer alter-
nativen Therapieform wie IVF/ET zugefiihrt werden
soll. Erfolg und MiBerfolg der gewihlten Therapie
héngen dabei primér von der Qualitit der durchgefiihr-
ten Diagnostik ab. Nicht jede tubare Pathologie ist ge-
eignet fiir eine chirurgische Versorgung. Die zur Verfii-
gung stehenden diagnostischen Moglichkeiten zur Ab-
kldrung der tubaren Situation umfassen die Hysterosal-
pingographie, die Sonographie, die Laparoskopie mit
Chromopertubation sowie die Hysteroskopie, Salpin-
goskopie und Tuboskopie. Es besteht Ubereinkunft in
eindeutigen Kontraindikationen fiir den mikrochirurgi-
schen Eingriff. Betrachtet man die Schwangerschafts-
raten nach mikrochirurgischer Intervention, so fallen
diese je nach Eingriff und je nach Befund sehr unter-
schiedlich aus und eben deutlich schlechter als nach
Einsatz der Techniken extrakorporalen Befruchtung.
Allein die Behandlung der cornualen Obstruktion und
die Reanastomose im Sinne der Refertilisierung nach
stattgehabter Tubenligatur scheinen eine Domine der
Mikrochirurgie mit guten Ergebnissen zu bleiben.

In-vitro-Fertilisation und Embryotransfer

Durch die Technik der Befruchtung der miitterlichen
Eizelle auBerhalb des Kdorpers durch den viterlichen
Samen, die in-vitro-Fertilisation, und anschlieBenden
Transfer des Embryo in die Gebédrmutter der Frau wur-
de eine Moglichkeit geschaffen, den physiologischen
Eiauffang- und Befruchtungsmechanismus zu umge-
hen. Es eréffnete sich erstmals ein Weg der Behand-
lung der ansonsten gesunden, aber an den Tuben er-
krankten Frau. Das erste Kind, das seine Existenz die-
ser Technik verdankt, ist Louise Brown und wurde
1978 in England geboren. Anfangs heftig umstritten
und angefeindet ist diese Technik heute wissenschaft-
lich anerkannt und hat sich in den Kanon der Behand-
lungsmoglichkeiten der Sterilitdt eingereiht. Aller-
dings hat sich in der letzten Zeit der Indikationsbereich
deutlich zur andrologisch bedingten Sterilitét hin er-
weitert, umso mehr, als wir in den letzten drei Jahren
durch die Einfiihrung der Intracytoplasmatischen Sper-
mieninjektion mittels  der Technik der Mikromanipu-
lation an der Eizelle eine Revolution der andrologisch
bedingten Sterilitiit erlebt haben.
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Wiihrend die ovarielle Stimulation fiir die Befruchtung
in vivo die Reifung und Ovulation mdglichst nur eines
einzigen Follikels zum Ziel hat, wird im Rahmen der
extrakorporalen Befruchtung bewulit die Hyperstimu-
lation angestrebt, um moglichst mehrere Eizellen und
respektive Embryonen zur Verfligung zu haben. Man
spricht von der kontrollierten ovariellen Hyperstimulati-
on (COH). Eingesetzt werden die gleichen Stimulations-
schemata, die bereits zur Behandlung der anovulatori-
schen Patientin geschildert worden sind, wobei sich an
grofleren Zentren das sog. ,,lange" Agonistenprotokoll
weitestgehend durchgesetzt hat. Es synchronisiert die
Follikelreifung und ermdglicht die Selektion einer gro-
Beren Anzahl von Follikeln respektive Eizellen, als dies
bei den anderen Protokollen der Fall ist. Gleichzeitig
verhindert es jede Form der vorzeitigen Luteinisierung
der heranreifenden Follikel. Die Integration der GnRH-
Antagonisten in die Protokolle zur ovariellen Stimulati-
on (sog. ,Liibecker Protokoll”) scheint dabei die Mog-
lichkeit zu ertffnen, die Stimulationszyklen zu verkiir-
zen und den Verbrauch an HMG zu senken.

In den Anféngen der IVF erfolgte die Eizellgewinnung
durch Punktion der Follikel unter laparoskopischer
Sicht. Mittlerweile wird sie fast ausschlieBlich mittels
vaginaler Punktion unter sonographischer Kontrolle
durchgefiihrt. Nach der Inkubation von Ei- und Samen-
zellen von durchschnittlich 24 Stunden werden die Ei-
zellen auf die Ausbildung von Vorkernen als Zeichen
der stattgehabten Imprignation hin untersucht. Das
Zweizellstadium ist nach weiteren 24 bis 36 Stunden
zu erwarten, das Vierzellstadium nach 36 bis 48 Stun-
den. Dann erfolgt der Embryotransfer mittels eines
weichen Katheters in das Cavum uteri, wobei entspre-
chend dem deutschen Embryonenschutzgesetz nicht
mehr als drei Embryonen transferiert werden diirfen.
Bei guter Qualitidt der Embryonen scheinen zwei zu-
rlickgesetzte Embryonen bei gleicher Schwanger-
schaftsrate das Mehrlingsrisiko zu minimieren,

Weltweit wurden im Jahr 1993 115.314 Follikelpunk-
tionen durchgefiihrt. In 83,9% kam es zum Embryo-
transfer und 22.899 klinische Schwangerschaften
konnten erzielt werden. Dies entspricht einer Schwan-
gerschaftsrate von 19,9%, bezogen auf die Zahl der
durchgefiihrten Follikelpunktionen. Die Geburtenrate
wurde mit 12,9% angegeben, bezogen auf die Zahl der
Stimulationszyklen, Die Abortrate lag bei 22,6%.

Die andrologische Subfertilitiit

Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Befruchtung ist das
Zusammentreffen einer reifen Eizelle in der Metaphase
II und eines kapazitierten Spermiums nach abgelaufener
akrosomaler Reaktion. Probleme konnen dabei sowohl
von Seiten der follikuldren Reifung als auch von Seiten
der Spermatozoenqualitét auftreten. Normozoospermie
entsprechend der Definition der WHO besteht bei einem
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Ejakulatvolumen von 2-6 ml, einer Spermatozoendichte
von >20 Millionen Spermien pro Milliliter, einer Be-
weglichkeit von mehr als 50% der Spermien und einer
normalen Morphologie von mehr als 30% (WHO,
1993). Ausmal einer Oligozoospermie und Schwanger-
schaftsrate nach spontaner Konzeption sind direkt mit-
einander korreliert. Bei einer Spermatozoendichte von
15-20 Millionen Spermien/ml konzipieren tiber 80% ei-
nes gesunden Frauenkollektivs innerhalb von 10 Jahren,
wihrend bei einer Spermatozoendichte von nur 100.000-
1.000.000/ml nur ca. 8,7% des gleichen Kollektivs konzi-
pieren werden. Da das Ausmal} an Pathologie bezliglich
Spermatozoendichte, Motilitdt der Spermien und Mor-
phologie von leichten Einschrinkungen bis hin zum
schweren Oligoasthenoteratozoospermie-Syndrom
(OAT-Syndrom I-III) variieren kann, kommen verschie-
dene therapeutische Mafinahmen zur Anwendung.

Intrauterine Insemination

Im Falle einer reduzierten Spermatozoendichte ist die in-
trauterine Insemination als am wenigsten invasive Thera-
pie immer noch das Mittel der Wahl. Eine Aufbereitung
des Ejakulates durch Zentrifugation, Waschen, Filtration
oder auch des ,,Swim-up“-Verfahrens fithren zu einer Er-
héhung der Spermatozoenkonzentration und einer Selek-
tion normal mobiler Spermien. Das Seminalplasma mit
seinen agglutinierenden Faktoren, Mikroorganismen und
Begleitzellen sollte dabei durch die Waschung zum Zeit-
punkt des spontanen Eisprungs oder der induzierten Ovu-
lation entfernt werden, Dennoch ist auch der Erfolg dieser
Therapie abhéngig vom Ausmal} der ménnlichen Subfer-
tilitdt. Im Falle eines OAT III-Syndroms ist die Schwan-
gerschaftsrate nach TUI nicht hoher als 6,6% pro Zyklus.
Eine Spermatozoenkonzentration von 1 Million Spermi-
en/ml, eine Motilitét von 80-100%, eine progressive Mo-
tilitdt von >50% und eine normale Morphologie von mehr
als 20% stellen dabei die Minimalanforderungen an das
aufbereitete Ejakulat dar.

IVF/ET

Im Falle einer bestehenden ménnlichen Subfertilitit er-
laubt die IVF einen Kontakt von Eizelle und Samenzel-
le unter kontrollierten Bedingungen. Die Befruch-
tungsfihigkeit der Spermatozoen kann dabei unter the-
rapeutischen, aber auch diagnostischen Gesichtspunk-
ten iiberpriift werden. Die ,,andrologische Indikation
zur IVF hat in den Jahren von 1981 bis 1990 von durch-
schnittlich 3% auf tber 30% zugenommen (UFK
Bonn). Nach erfolgreicher Fertilisation variiert die
Schwangerschaftsrate zwischen 15 und 20% und unter-
scheidet sich damit nicht von den Schwangerschaftsra-
ten bei Patienten mit Normozoospermie. Allerdings
sind die Fertilisationsraten nach IVF bei einem OAT
II-Syndrom schlecht, Ahnlich wie bei der TUI kénnen
Minimalanforderungen an das aufbereitete Ejakulat fiir
die IVF definiert werden.
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Assistierte Fertilisation

Unter assistierter Fertilisation versteht man die mecha-
nische Unterstiitzung der Spermienpenetration, entwe-
der in Form einer partiellen Zona Dissektion (PZD),
einer subzonalen Spermieninsemination (SUZI) oder
die direkte intracytoplasmatische Spermieninjektion
(ICSI) (Abb. 14). Diese Techniken sind angezeigt nach
einem frustranen IVF-Versuch, einem OAT III-Syn-
drom, einer ausgeprigten Teratozoospermie (<50%),
nachgewiesenen Spermienantikorpern oder bestehen-
der akrosomaler Defekte. Selbst in Fillen einer dista-
len Obstruktion des Vas deferens (Agenesie des Vas
deferens oder irreparable Schidigung des Vas) kénnen
epididymale oder testikuldre Spermatozoen, mikro-
chirurgisch gewonnen (MESA = microsurgical epidi-
dymal spermaspiration; TESE = testicular sperm ex-
traction) verwendet werden. Wihrend bei der PZD
oder der SUZI eine grofiere Annéherung zwischen dem
Oolemma und dem Spermium ermdglicht wird, wird
bei der ISCI die letzte Hiirde, die zelluldire Membran
selbst mechanisch tiberwunden. Mittels einer Mikropi-~
pette wird ein einzelnes Spermium direkt in das Zyto-
plasma einer Metaphase II-Eizelle verbracht. Selbst in
Fiillen eines schweren OAT III-Syndromes werden da-
bei Fertilisationsraten von 65% und Schwangerschafts-
raten von iiber 28% erzielt.

In Fillen einer bestehenden ménnlichen Subfertilitit
sollten 3-6 IUI-Versuche als initiale Therapie durchge-
fiihrt werden. Wenn die angestrebte Schwangerschaft
ausbleibt, sollte ein erster IVF-Versuch durchgefiihrt
werden, Bei erfolgreicher Fertilisation, aber ausblei-
bender Schwangerschaft sind weitere TUI-Versuche si-
cherlich gerechtfertigt. Bei ausbleibender Fertilisation
kann ein weiterer IVE-Versuch vertreten werden. Ist
auch dieser Versuch frustran, so sollte das Paar an ein
Zentrum iiberwiesen werden, an dem die Technik der
Intracytoplasmatischen Spermieninjektion etabliert ist
und routinemiBig durchgefithrt wird.

Fazit fiir die Praxis

Durch die Techniken der modernen Reproduktionsme-
dizin kann den allein in Deutschland derzeit geschétzten
1,5 Millionen ungewollt kinderlosen Paaren die Hoff-
nung auf ein eigenes Kind erhalten werden. Die
Schwangerschaftsraten nach konventioneller In Vitro
Fertilisation liegen derzeit bei ca. 20% pro Embryo-
transfer, die nach ICSI sogar bei ca. 30%. die kumulati-
ven Schwangerschaftsraten nach sechs Behandlungszy-
klen liegen bei 60% der behandelten Paare. Dies bedeu-
tet, da8 diese noch jungen Behandlungsmethoden fiir
viele betroffenen Paare ein erfolgversprechender Weg
zur Erfiillung des Kinderwunsches geworden sind.
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Aus der Klinik fiir Urologie (Direktor: Prof. Dr. med. Jocham) der Medizinischen Universitit zu Litbeck:

Spermienentnahmetechniken zur intracytoplasmatischen

Spermieninjektion (ICSI)

J. Sandmann, P. Fornara, D. Jocham

Zusammenfassung

Aus urologischer Sicht hat sich durch die neuen repro-
duktionsmedizinischen Techniken das Indikations-
spektrum in der Behandlung der ménnlichen Infertilitdt
nachhaltig erweitert, die mikrochirurgischen Techni-
ken erleben durch die mikrochirurgische Spermatozo-
enentnahme eine Renaissance, die Entnahme von Ge-
webe aus dem Hoden zur Diagnostik ist um die thera-
peutische Komponente ergdnzt worden.

Somit stellen die mikrochirurgische epididymale Sper-
mienaspiration und die testikuldre Spermienextraktion
in Kombination mit der Kryokonservierung einen
wichtigen Bestandteil der Behandlung des unerfiillten
Kinderwunsches bei ménnlicher Infertilitdt dar. Die
perkutane epididymale Spermienaspiration (PESA)
sollte nicht durchgefiihrt werden, diese Patienten sind
einer mikrochirurgischen, wenn moglich auch kausa-
len Therapie zuzufiihren.
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Abb. Real-Encyklopdidie der gesamten Heilkunde
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Einleitung

Die Einfiihrung der intracytoplasmatischen Spermato-
zoeninjektion (ICSI) 1992 bedeutete zweifelsohne ei-
nen Quantensprung in der Behandlung der androlo-
gisch bedingten ungewollten Kinderlosigkeit (8, 10).
Bei minnlicher Infertilitit bietet diese Methode in
Kombination mit den Spermienentnahmetechniken die
Méglichkeit, den unerfiillten Kinderwunsch trotz
schlechter Parameter im Spermiogramm oder Azoo-
spermie zu erfiillen. Neben der mikrochirurgischen Re-
fertilisierung zur Ermoglichung einer Schwangerschaft
auf natiirlichem Wege nehmen diese Techniken ihren
Platz in der operativen Therapie der ménnlichen Infer-
tilit#t ein.

Die Aktualitdt der zum Teil kontrovers diskutierten
Teilaspekte der modernen Reproduktionsmedizin 146t
kaum dem Gedanken Raum, daf die Idee der Befruch-
tung mittels direkt aus Hoden oder Nebenhoden ent-
nommener Spermatozoen nicht neu ist, sondern schon
Anfang dieses Jahrhunderts Eingang in die medizini-
sche Fachliteratur fand.

Bereits 1913 wird in der Real-Encyclopidie der ge-
samten Heilkunde fiir praktische Arzte im Band XIII
(Abb. 1) die Moglichkeit beschrieben, Hodenpunktate
wzur kiinstlichen Befruchtung zu benutzen, wenn es
sich um Patienten handelt, in dessen Hodenpunktat
zahlreiche wohlgebildete, lebhaft sich bewegende
Spermatozoen eingeschlossen sind. Die Idee ist aus na-
hen Griinden nicht unsinnig und ihre Verwertung in
verzweifelten Fillen wohl auch nicht zu widerraten ...*
Auch die von Rotleder vorgeschlagene Verbesserung
der Zeugungsfihigkeit durch die Zugabe von ,,Prosta-
tasaft einer gesunden Person® findet Erwihnung. Mit
der intrauterinen Insemination wurde dieses Konzept
erst spiter aufgenommen, an die intracytoplasmatische
Spermatozoeninjektion und ihre Moglichkeiten wurde
damals sicherlich noch nicht gedacht.

Priivalenz

Brukkert hat 1991 die Anzahl ungewollt kinderloser
Paare in der Bundesrepublik Deutschland auf 1,5 Mio.
geschitzt. Bs wird davon ausgegangen, dafl mindestens
50% dieser Paare erfolgreich therapiert werden kénnen
(15), wihrend 4% trotz aller therapeutischen Bemii-
hungen ungewollt kinderlos bleiben (23). Nach der
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WHO 1987 liegt der alleinige Anteil des Mannes an der
ungewollten Kinderlosigkeit bei ca. 20%, zusitzlich
liegen bei weiteren 26% der infertilen Paare Stérungen
beider Partner zugrunde (27, 28). So belduft sich die
Anzahl der ungewollt kinderlosen Paare mit allein an-
drologisch oder auch kombiniert andrologisch beding-
ter Infertilitit auf 46%.

EIStorungen der Frau 39
EIStorungen des Mannes 20%

=46 %
Hkombinierte Stérungen 26%

Bnicht erkennbare Ursache 15%

ADb. 2 Verteilung ungewollter Kinderlosigkeit (nach
Nieschlag 1996)

Geht man von diesen Zahlen aus, so resultiert eine An-
zahl von 750.000 Ménnern mit schwerer Infertilitit in
der Bundesrepublik Deutschland. Nieschlag geht da-
von aus, dafl mit einer Prévalenz von 7% die androlo-
gisch bedingte Infertilitét hiufiger als Diabetes melli-
tus auftritt (9).

Ursachen der ménnlichen Infertilitit

Vor dem Hintergrund des anatomischen Aufbaus der
minnlichen Reproduktionsorgane, sowie des komple-
xen neuro-endokrinen Regelkreises ergeben sich eine
Vielzahl unterschiedlicher Krankheitsbilder, die auf
verschiedenen Ebenen wirken kénnen, Nieschlag hat
1996 die Stérungen der ménnlichen Fertilitit systema-
tisch nach der Lokalisation der Ursache als erstes Ord-
nungsprinzip und nach der Art der Ursache als zweites
Ordnungsprinzip eingeteilt (9). In seinem Patientengut
wird der Anteil der infertilen Patienten ohne erkennba-
re Ursache mit 32% angenommen.

Hldiopathische Infertilitét 32%
B Varicocele testis 16%
Oendokriner Hypogonadismus 8%
ElKryptorchismus und Gleithoden 8%
B ableitende Samenwege 6%
Hsystemische Erkrankungen 10%
Hodentumore 2%

ElObstruktion der Samenwege 2%

35%

25% £
20%
15% £
10%
5%
0% &

Abb. 3 Diagnosen andrologisch bedingter Infertilitiit
(nach Nieschlag 1996)

FOCUS MUL 15, Heft 4 (1998)

Zur Diagnosesicherung ist eine Hodenbiopsie héufig
unumginglich. Aber erst seit 1996 kénnen wir diesen
diagnostischen Schritt mit einer therapeutischen Opti-
on verbinden, da das gewonnene Material nicht nur hi-
stologisch untersucht, sondern auch fiir die weitere
Therapie durch die Kryokonservierung erhalten wer-
den kann.

Operative Therapieformen

Die operative Reanastomosierung war bis zur Einfiih-
rung der intracytoplasmatischen Spermieninjektion
(ICSI) die einzige Méglichkeit, eine Schwangerschaft
bei Verschliissen der Samenwege zu ermdglichen. Al-
lerdings konnten beim Ausbleiben des erhofften Ope-
rationsergebnisses keine Therapiealternativen angebo-
ten werden, es blieb lediglich der erneute operative
Versuch. Durch die Einfithrung der intracytoplasmati-
schen Spermatozoeninjektion (ICSI) haben die mikro-
chirurgischen Techniken zur Entnahme von Samenzel-
Ien aus dem Hoden und Nebenhoden ein neues Ge-
wicht erlangt (10). Die Kryokonservierung erdffnete
spiitere weitere Optionen, so daf dem andrologisch ti-
tigen Urologen zur Zeit eine Palette von operativen
Eingriffen offenstehen, die einzeln oder kombiniert
zum Einsatz kommen.

TESE Spermiennachweis i MESA

imher

Spermienhqchweis

mikrochirurgische

Kryokonservierung Refertilisierung

Abb. 4 Das Liibecker Modell: Kombination von kausa-
len und nicht-kausalen Therapieformen

Die Kombination der kausalen und nicht-kausalen
Therapie, der Refertilisierung und Kryokonservierung
bietet alle Moglichkeiten im Rahmen eines einzigen
operativen Eingriffs (13, 14).

Spermienentnahmetechniken

Testikuldre Spermatozoenextraktion (TESE)

Die testikuldre Spermatozoenextraktion gleicht opera-
tiv einer Hodenbiopsie. Die Entnahme von Hodenge-
webe kann durch eine Fensterbiopsie erfolgen, bei der
nur ein kleiner Schnitt im Skrotum die Darstellung ei-
nes kleinen Areals der tunica albuginea erméglicht.
Diese Methode erlaubt die Durchfithrung des Eingriffs
in Lokalanaesthesie, ermdglicht aber keine makrosko-
pische Beurteilung von Hoden und Nebenhoden.

Die Entnahme von Hodengewebe in explorativer Tech-
nik mit Hodenfreilegung erlaubt die makroskopische

239



Beurteilung von Hoden und Nebenhoden sowie die ge-
zielte Entnahme aus einem gefiffreien Areal des Ho-
dens, um die Blutungsgefahr zu minimieren und die
Versorgung des Parenchyms nicht zu gefidhrden. Gene-
rell wird dieser Eingriff in Allgemeinnarkose durchge-
fiihrt.

Durch die Einfiihrung der Kryokonservierung kann die
Entnahme von Hodengewebe zur Beurteilung der
Spermatogenese mit dem therapeutischen Schritt ver-
bunden werden, da das entnommene Gewebe fiir eine
spitere Spermatozoeninjektion verwandt werden kann.
Durch die intraoperative Beurteilung des Biopsats auf
Spermien ist eine vorgeschaltete, zweizeitige Hoden-
biopsie nicht mehr notwendig, vom intraoperativ ge-
wonnenen mikroskopischen Befund kann das weitere
Vorgehen abhiingig gemacht werden. Zusitzlich kann
in einem nicht voroperierten Gebiet gearbeitet werden.
Bei Patienten mit rasch fortschreitender Verschlechte-
rung der Spermatogenese entspricht ein #lterer histolo-
gischer Befund nicht unbedingt dem Befund am Opera-
tionstag, so daB unter Umstinden eine rekonstruktive
MaBnahme trotz versiegter Spermatogenese versucht
wiirde.

Ein groBer Vorteil der Kryokonservierung liegt in der
Moglichkeit, die Partnerin erst nach Kenntnis des aktu-
ellen Befunds stimulieren zu kénnen. Damit kommt es
in unserem Patientengut nicht mehr zu einer Stimulati-
on bei ausbleibender Fertilisierungsméglichkeit auf-
grund eines testikuldren Spermatogenesearrests.

Die Kryokonservierung erlaubt die Kombination von
diagnostischem und therapeutischem Eingriff. Damit
stellt sich die Frage, ob bei positivem Spermatozoen-
nachweis in einem Hoden die Biopsie des anderen Ho-
den notwendig ist. Mit dem Nachweis ist zwar aus re-
produktionsmedizinischer Sicht der gewiinschte Erfolg
erreicht, wegen der hohen Inzidenz von Hodentumor
und Infertilitiit sollte allerdings trotzdem der kontrala-
terale Hoden biopsiert werden, um einen nicht palpa-
blen und sonographisch nicht sichtbaren Tumor wie ein
Seminoma in situ auszuschlieBen.

Fiir die einseitige Biopsie bei Spermatozoennachweis
spricht die verbleibende Unversehrtheit des Hodens,
der fiir weitere Eingriffe optimale Operationsbedin-
gungen bietet. Wiirde man nur die reproduktionsmedi-
zinische Seite betrachten, so wire ein einseitiges Vor-
gehen ausreichend., Aus den oben genannten Griinden
sollte aber trotzdem beidseitig vorgegangen werden.

Die mikrochirurgischen Refertilisierungsoperationen
mit hodennahen Anastomosen und die Erfahrungen der
intracytoplasmatischen Spermieninjektion haben ge-
zeigt, da} auch mit Spermien aus dem Hoden eine er-
folgreiche Konzeption moglich ist (1, 12, 18), so daB3
sich auch fiir Patienten mit Azoospermie ohne Ob-
struktion eine Behandlungsoption, die vor Einsatz der
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modernen Refertilisierungstechniken nicht denkbar
war, ergibt.

Operationstechnik

Es sollte prinzipiell mit einer explorativen Hodenbiop-
sie in Allgemeinnarkose begounen werden. Dazu wird
der Hoden nach gefiBschonender Querinzision auf der
einen Skrotalhilfte, die grofl genug sein sollte, um den
Hoden anschlieBend ohne Druck wieder zu reluxieren,
freigelegt. Nun wird der Hoden nach dem Hautschnitt
wieder losgelassen, nur die Schnittréinder gefalit, um
ein Finschneiden in den Nebenhoden zu vermeiden.
Der Schnitt darf nicht zu weit proximal liegen. Nach
Erdffnung der tunica vaginalis entleert sich meist klare
Fliissigkeit. Unter Sicht kann die Einschnittstelle er-
weitert, der Hoden nun aus dem Skrotum hervorluxiert
werden. Es schlieft sich die Inspektion von Hoden,
Nebenhoden und Samenstrang an. Die Entnahme der
Proben erfolgt vom cranialen und caudalen Ende, nicht
zu nah am caudalen Ende, um die Durchblutung nicht
zu gefidhrden. Nach dem Einschneiden der tunica al-
buginea mit dem spitzen Skalpell quillt das Hodenpar-
enchym hervor, leichter Druck auf den Hoden ermég-
licht die Entnahme einer gut linsengroen Probe, die
mit der Schere tangential abgetrennt wird. Anschlie-
Bend wird eine subtile Blutstillung betrieben und die
tunica albuginea mit Vicryl 4 x 0 verschlossen (Abb.
5).

Die Probe wird von den Branchen der Schere direkt in
eine verschlossene 5 ml-Spritze ohne Stempel gege-
ben, ohne daB das Gewebe beriihrt oder gequetscht
wird (no-touch-Technik). Die Reagenzgliser lassen
sich auf die Spritze aufstecken, so da} die Losung in
die Spritze laufen und mit der Probe wieder in das Ge-
fiB zuriickflieBen kann (Abb. 6). Auf diese Weise ist
ein steriles Arbeiten und eine sichere Handhabung bei
der Probenabgabe moglich. Bewiihrt hat sich auch die
standardisierte Entnahme der Proben.

So kann man immer rechts cranial (Probe 1) beginnen
und links caudal (Probe 4) enden. Diese Standardisie-
rung hat gerade fiir die interdisziplinére Arbeit von Gy-
niikologie, Urologie und Pathologie grofe Vorteile, bei
der das Material durch viele Hiinde geht. Die intraope-
rative mikroskopische Beurteilung bestimmt den Fort-
gang der Operation. Die Teilung jeder Probe nach der
von Schultze beschriebenen Technik erlaubt eine ge-
zielte Auswahl der Proben zur weiteren Verarbeitung.
Nach Schultze wird jede gewonnene Probe viergeteilt
und getrennt weiterverarbeitet. Ein Teil wird in EPON
eingebettet und histologisch in Semidiinnschnitt-Tech-
nik begutachtet, der Spermatogenesestatus bestimmt
und ein moglicher Tumor ausgeschlossen. Das zweite
Stiick wird zur Probe-TESE herangezogen, das dritte
kryokonserviert, um nach Stimulation der Frau zur
ICSI verwandt zu werden. Es bleibt noch ein Stiick fiir
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weitere Untersuchungen z.B. bei Tumorverdacht fiir
immunhistochemische Verfahren oder zur Fertilisation
(5,7, 12, 14).

Bei einer Spermatogenesestorung wird der Eingriff nicht
erweitert, ein Anhalt fiir eine VerschluBazoospermie fiih-
ren zur MESA bzw. rekonstruktiven MaBnahmen.

1.) intraoperative mikroskopi-
sche Befundung des Nativpré-
parates

2.) histologische Befundung im
Semidiinnschnitt, Bestimmung
der Spermatogenese, Ausschlul3
maligner Zellen

3.) Kryokonservierung zur ICSI

4.) Kryokonservierung als
Reserve

Abb. 6: Verarbeitung der Hodenbiopsie nach W. Schulze

Je nach Verlauf der Operation wird entweder sofort
oder nach der anschliefenden Erweiterung der Operati-
on der Wundverschluf} eingeleitet.

Die Kompression des Hodens fiir einen Tag durch den
sogenannten Schwalbenschwanzverband, ein 60 cm lan-
gerund 10 cm breiter Klebestreifen, der an beiden Enden
mittig eingerissen wird, so dal nur noch 15 c¢m in der
Mitte zusammenhédngend verbleiben, erweist sich als
giinstig. Die Mitte wird auf das Skrotum geklebt, die bei-
den oberen Enden zu den Flanken gefiihrt, die unteren
Enden um die Oberschenkel herum auch zu den Flanken.
Die Urethra darf dadurch nicht eingeengt werden, die
Hoden diirfen an den Seiten nicht hervorquellen und
miissen ebenfalls abgekiebt werden. Patienten mit be-
kannter chronischer Epididymitis oder voroperierte Pati-
enten erhalten perioperativ eine antibiotische Prophyla-
xe mit einem Chinolon. Unter diesen Mafnahmen sind
postoperative Komplikationen duBerst selten.

Mikrochirurgische epididymale
Spermatozoenaspiration (MESA)

Die Technik der mikrochirurgische Spermatozoenaspi-
ration wurde erstmalig 1987 von Silber an der Univer-
sity of St. Louis, Missourri, durchgefiihrt und beschrie-
ben. Sie konnte sich jedoch im Zeitalter der in vitro
Fertilisation vor Einfiihrung der mikroskopischen In-
jektionstechniken nicht durchsetzen, da die Schwan-
gerschaftsrate mit 9% zu niedrig war (97, 98). Die Me-
thode verlor an Bedeutung und geriet in Vergessenheit.
Erst durch die Einfithrung der intracytoplasmatischen
Spermatozoeninjektion (10) spielten die klassischen
Parameter des Spermiogramms bei den gewonnenen
Spermatozoen wie Anzahl, Motilitit und Morphologie
sowie die Penetrationsfihigkeit nicht mehr die ent-
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scheidende Rolle. Lag die minimale Anzahl der zur
IVF erforderlichen Spermien bei 1 Mio., so reicht heu-
te ein vitales Spermium zur Befruchtung einer Eizelle
durch ICSI aus. Damit waren neue Voraussetzungen
fiir diese Methode geschaffen, neue Moglichkeiten in
der Behandlung der ungewollten Kinderlosigkeit er6ff-
net, so dafl die Methode unter anderem aufgrund der
hohen Schwangerschaftsrate ihren Siegeszug begann
24).

Die mikrochirurgische Spermatozoenaspiration ist eine
nicht-kausale Therapieform der ménnlichen Infertili-
tét.

Die klassische Indikation ist die Aplasie des Ductus
deferens. Diese tritt iiberzufillig hiiufig mit der cysti-
schen Fibrose auf. Genetische Untersuchungen zeigen,
daB die Viter hdufig mindestens eine Mutation fiir cy-
stische Fibrose tragen, die neue Technik also eine
Schwangerschaft durch Gentriiger der cystischen Fi-
brose ermdglicht (11). Aufgrund dieser Erfahrungen ist
die genetische Untersuchung Pflicht, um mogliche
Mutationstriger zu erkennen.

Die mikrochirurgische Spermatozoenaspiration er-
moglicht Patienten mit inoperablen Verschliissen der
Samenwege und Therapieversagern nach Vaso-Vasosto-
mie oder Tubulo-Vasostomie eine Vaterschaft (Abb. 7).
Die Kryokonservierung brachte eine weitere Erweite-
rung der therapeutischen Moglichkeiten, da bei den mi-
krochirurgischen Reanastomosierungen Aspirationen
aus Samenleiter oder Nebenhoden notwendig sind, um
die Stenose zu finden und die Aussicht auf Erfolg der
Operation zu zeigen. Das gewonnene Material kann
kryokonserviert werden.
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Operationstechnik

Die Serosa des Nebenhodens wird distal auf 3 mm Lin-
ge unter dem Operationsmikroskop eréffnet und ein Ne-
benhodentubulus so dargestellt, daB Kapillargefifie
méglichst nicht erdffnet werden. Kleinere Blutungen
werden bipolar koaguliert. Anschiieend wird der Tubu-
lus lings erdffnet und die herausquellende Fliissigkeit
mittels eines modifizierten Periduralkatheter (Vigon 0,6
x 1 x 900 mm, gekiirzt auf ca. 12 - 14 mm) angesaugt.
Die angeschlossene 2 ml-Spritze enthélt Ham’s-F-10-
Losung. Intraoperativ wird ein Teil der Losung auf vitale
Spermatozoen untersucht, bei ausbleibendem Spermato-
zoennachweis gegebenenfalls auf andere, antegrad lie-
gende Tubuli ausgewichen. Es kann dann bis zum rete
testis vorgegangen werden, um Spermatozoen zu aspi-
rieren, wobei der Vorteil gegeniiber den gewonnenen te-
stikuldren Spermatozoen kritisch zu bewerten ist. Die
ertffneten Tubuli werden mit Prolene 10 x 0 verschlos-
sen, das Serosafenster mit Prolene 10 x 0.

Besteht der Verdacht auf eine Stenose des Samenleiters
oder Nebenhodens, so wird zuerst versucht, diese zu
beseitigen und eine Vaso-Vasostomie oder Tubulo-Va-
sostomie auszufiihren, wobei aus der hervorquellenden
Fliissigkeit ein Spermiennachweis gelingen sollte. Bei
groBflichigen Stenosen mufl der Eingriff auf eine mi-
krochirurgische Spermienaspiration beschréinkt bleiben.

Nach Beendigung dieses Teiles der Operation wird der
Hoden reluxiert und die tunica vaginalis mit Vicryl 4 x
0 verschlossen. Um die Narbenbildung zu minimieren,
werden 2 ml Heparin-versetzte NaCl-Lésung peritesti-
kuldr in die tunica vaginalis eingegeben. Nach Ver-
schluf der tunica Dartos wird die Haut mit Catgut 3x 0
Einzelknopfnihten verschlossen.

Perkutane epididymale Spermatozoenaspiration
(PESA)

Die Entnahme von Samenzellen aus dem Hoden durch
die perkutane Punktion des Nebenhodens wurde auch
fiir die VerschluBazoospermie beschrieben. Ist das al-
leinige Ziel die Entnahme von Spermien aus dem Ne-
benhoden, mit man der Unversehrtheit des Nebenho-
dens keine Bedeutung bei, so kénnte diese kostengiin-
stige Methode geeignet erscheinen, da der gestaute Ne-
benhoden sonographisch gut sichtbar ist. Die sichtba-
ren Tubuli-Anschnitte diirfen aber nicht verdriingen,
daB der Nebenhodenschwanz aus einem Tubulus be-
steht, der normalerweise 0,1 mm im Querschnitt mift.
Die Kaniile durchsticht das Kanélchen mehrfach, wo-
durch eine groBflichige Zerstorung resultiert (Abb. 8).
Erst das hervorquellen aus vielen aufgeschnittenen Tu-
bulusabschnitten erméglicht die Aspiration.

Im Gegensatz zur Nebenhodenfreilegung und tangen-
tialem Anschnitt des Tubulus wird hier mit einer spit-
zen Kaniile ohne direkte Sicht in den Nebenhoden ge-
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stochen. Dabei wird die Nadel so vorgeschoben, daf}
Fliissigkeit aspiriert werden kann. Es werden unwei-
gerlich mehrere Tubulusanteile aufgerissen, die Fliis-
sigkeitsausbeute ist gering, der Nebenhoden fiir eine
Reanastomosierung verloren. Aus diesem Grund ist die
perkutane Nebenhodenpunktion abzulehnen. Auch hier
gilt, daB primér eine Reanastomosierung anzustreben
ist, bei Undurchgiingigkeit der Samenleiter eine MESA
durchgefiihrt werden sollte. Hier ist die gezielte Eroff-
nung und der Verschlufl eines Tubulus unter direkter
Sicht méglich, was die anatomische Struktur erhélt und
nicht den Nebenhoden zerstort. Aufgrund der kleinen
Fallzahlen sind die Komplikationsraten auch noch
nicht erhoben worden. Die Ergebnisse bei intracyto-
plasmatischer Spermieninjektion sind zudem schlech-
ter als bei einer MESA (3).

Minilaparoskopische Hoden- und
Nebenhodenpunktion

Die Laparoskopie des Skrotum ist ein nicht etabliertes
Verfahren und befindet sich im experimentellen Stadi-
um. Die weitere Entwicklung ist aber noch nicht abzu-
sehen Diese Methode zeichnet sich durch die geringere
Traumatisierung des Gewebes und die geringere Frei-
setzung von Entziindungsmediatoren (4, 6) aus. Im Ge-
gensatz zur Hodenfreilegung wird bei dieser Methode
lediglich mit mehreren kleinsten Einstichen der Ein-
gang der Mini-Laparoskopie-Instrumente bis durch die
tunica vaginalis ermoglicht. Der Hoden verbleibt im
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Skrotum, die Beurteilbarkeit ist gut. Im Gegensatz zur
Hodenfreilegung ist eine anschlieBende Fibrosierung
der Hodenhiillen durch das Belassen des Hodens in der
tunica vaginalis nicht zu befiirchten. Eine schonende
Biopsierung und Beurteilung des Nebenhodens ist mit
dieser Methode moglich.

Dabei werden die Mini-Trokare beim nicht voroperier-
ten Hoden nach Stichinzision bis auf die tunica albugi-
nea vorgebracht. Durch Anspannen des Skrotums kann
ein gutes Sichtfeld erreicht werden und die Probeent-
nahme durchgeftihit werden. Die Entnahme von Sper-
mien aus dem Nebenhoden wurde nicht durchgefiihrt,
da sie aufgrund der schlechteren Sichtverhéltnisse der
offenen Entnahme unterlegen zu sein scheint. Beim
voroperierten Hoden empfiehlt sich diese Methode
nicht, da prioperativ nicht beurteilt werden kann, ob
die tunica vaginalis der tunica albuginea anhaftet.
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Aus der Klinik fiir Urologie (Direktor: Prof. Dr. med. D. Jocham) der Medizinischen Universitdt zu Liibeck:

Mikrochirurgische Refertilisierung im Zeitalter der ICSI:
Uberholte Prozedur oder sinnvolle Erginzung?

P. Fornara, J. Sandmann, D. Jocham

Operative Therapieformen

Lange Zeit waren mikrochirurgische Operationen zur
Refertilisierung die einzige Moglichkeit, bei Ver-
schliissen der samenableitenden Wege eine Schwan-
gerschaft zu induzieren. Allerdings konnten bei Aus-
bleiben des erhofften Operationsergebnisses keine
Therapiealternativen angeboten werden; es blieb ledig-
lich der erneute operative Versuch. Durch die Einfiih-
rung der intrazytoplasmatischen Spermatozoeninjekti-
on (ICST) haben die mikrochirurgischen Techniken zur
Entnahme von Samenzellen aus dem Hoden und Ne-
benhoden einen neuen Weg zur Exrfiillung des Kinder-
wunsches geebnet (Palermo et al. 1992). Die Kryokon-
servierung erdffnete weitere Moglichkeiten, so daB}
dem andrologisch titigen Urologen zur Zeit diverse
operative Méglichkeiten offenstehen, die im Sinne des
Patienten einzeln oder kombiniert zum Einsatz kom-
men.

Diese Moglichkeiten unterteilen sich in kausale und
nichtkausale Therapieformen. Die Durchfiihrung einer
kausalen Therapie ermdglicht dem Patienten die Vater-
schaft auf natiirlichem Wege und ist daher prinzipiell
anzustreben. Dieses Ziel darf nicht {iber die Indikation
zur Behandlung gestellt werden. Wenn es um die Wahl
der Therapie geht, muB die Belastung durch Wartezeit,
Behandlungszeit, frustrare Versuche berticksichtigt
werden. Die meisten Paare haben eine lingere bela-
stende Phase der; Diagnostik und Therapie hinter sich,
haben dariiber hinaus vielleicht die Grenze zum limitie-
renden Patientenalter erreicht, so daB die Toleranz zu
warten erschopft, die Indikation zu einer ziigigen Thera-
pie gegeben ist. Die Kombination von Refertilisierung
und Spermatozoenentnahme mit Kryokonservierung er-
moglicht es, beim Fehlschlagen der Operation auf die
entnommenen Spermien zuriickzugreifen und dem Pati-
enten eine erneute Operation zu ersparen. So kann auch
die alleinige nichtkausale Therapie trotz einer mdgli-
chen mikrochirurgischen Reanastomosierung indiziert
sein. Eine kategorische Indikationsstellung muf} vermie-
den werden (Sandmann et al. 1996, a, b).

Mikrochirurgische Refertilisierungstechniken

Die kausalen Refertilisierungstechniken bei Verschliis-
sen der samenableitenden Wege sind die Vasovasosto-
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mie und die Vasoepididymostomie, besser Tubulovaso-
stomie genannt, die unter mikrochirurgischen Bedin-
gungen durchgefijhrt werden sollten, um die feinen
Strukturen erkennen zu konnen. Nach Vasektomie ist
die Vasovasostomie die Therapie der Wahl, aber auch
bei anderen Ursachen des Verschlusses sollte wenn
moglich die Durchgingigkeit erreicht werden. Eine
mikrochirurgische Reanastomosierung ist als kausale
Therapie immer anzustreben, um dem Patienten die
Zeugung eines Kindes per vias naturales zu ermogli-
chen. ‘

Erfahrene Autoren mit groRen Patientenkollektiven be-
richten tiber Durchgingigkeitsraten nach Refertilisie-
rungsoperationen von 75-97% bei der Vasovasostomie
bzw. 70-83 % bei der Tubulovastostomie aber iiber
Schwangerschaftsraten von nur 19-72 % bei der Vaso-
vasostomie bzw. 31-56% bei der Tubulovasostomie
(Weicher 1997), wobei der Patient mindestens ein Jahr
bis zur abschlieBenden Betrachtung der Durchgiingig-
keit der Anastomose warten muf.

Vasovasostomie

Die Vasovasostomie ist bei kurzstreckigen Verschliis-
sen des Samenleiters oder bei Zustand nach Vasekto-
mie indiziert, Sie erfolgt unter dem Operationsmikro-
skop, da so die feinen Strukturen und das Lumen er-
kennbar sind. Bei Zustand nach Vasektomie wird der
Samenstrang aufgesucht, anschlieBend das proximale
und distale Ende des Samenleiters prépariert und ge-
priift, ob eine spannungsfreie Anastomose méglich ist.
Nachdem die verschlossenen Enden der Samenleiter
abgetrennt worden sind, fliet meistens kurze Zeit spé-
ter Samenfliissigkeit aus dem distalen Ende und zeigt
die Durchgingigkeit des distalen Samenleiters an. Die
frither eingesetzte Kontrastmitteldarstellung des Sa-
menleiters kann zur Stenosierung fithren, weswegen
diese Methode nur im Einzelfall intraoperativ ange-
wendet oder besser ginzlich vermieden werden sollte.
Kommt es trotz leichtem intermittierenden Druck auf
den Nebenhodenschwanz nicht zu einem Fliissigkeits-
austritt, so muB von einer weiteren Stenose oder einem
blow-out-Phéinomen des Nebenhodens ausgegangen
werden. Die austretende Fliissigkeit wird auf Samen-
zellen untersucht und kryokonserviert. Anschlieend
werden die beiden Enden des Samenleiters fixiert und

FOCUS MUL 15, Heft 4 (1998)



zur zweischichtigen Naht zuerst die Mukosa der Sa-
menleiter mit Prolene 10/0 adaptiert. Dabei ist beson-
ders darauf zu achten, daB die Lumina spannungsfrei
und paBgerecht ancinander zu liegen kommen, da aus-
tretende Spermien zu einer Immunreaktion mit Bil-
dung von Autoantikérpern fiihren konnen und so die
Menge der Spermien reduzieren (Silber 1978, 1984,
1988).

Autor Jahr Patien- Durchgéin-  Schwanger-

ten (n) gigkeit(%) schaft(%)
Derik  (1973) 1630 38 19
Silber  (1978) 400 94 71
Lee (1986) 610 92 58
Belker (1991) 1469 80 52
Weiske (1996) 376 78 25
Gesamt 4485 76 45

Tabelle 1: Ergebnisse der Vasovastosomie

Nun wird die Muskularis der beiden Samenleiter eben-
falls spannungsfrei und wasserdicht vernéiht. Nach ei-
nem Monat kann das erste Spermiogramm einen pro-
gnostischen Aufschluf} {iber den Erfolg der Operation
geben, ein Mifierfolg 148t sich allerdings erst nach ei-
nem Jahr feststellen. Die Durchgiingigkeit hiingt sehr
stark von der zuriickliegenden Zeit und sicherlich auch
den operativen Moglichkeiten ab, weshalb Durchgin-
gigkeits- und Schwangerschaftsraten stark differieren.
So sind die Daten von Derik auf die makroskopische
Technik zurtickzufiihren, wihrend andere Autoren mi-
krochirurgischrvorgehen (Tab. 1).

Infolge der Diskussion um den ménnlichen Beitrag zur
Empfingnisverhiitung hat sich der Anteil der vasekto-
mierten Patienten erhdht. Aufgrund einer neuen Part-
nerschaft oder dem Tod eines Kindes bereuen spiiter
einige dieser Patienten die durchgefiihite Unterbin-
dung; 6 % der sterilisierten Ménner wiinschen eine Re-

Abb. 1: Vasovasostomie nach Vasektomie
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fertilisierung, bei 1,9 % wurde dieser Eingriff durchge-
fiihrt (Engelmann et al. 1989). Es ist anzunehmen, daB
dieser Anteil weiter wachsen wird, wobei auch der
Wunsch nach einer alleinigen Spermiengewinnung
ohne Refertilisierung vorgebracht wird. Bei der Vasek-
tomie werden die Samenleiter durchtrennt, das Lumen
elektrokoaguliert und die Enden umgeschlagen. Im
Verlauf des Samenstranges ist eine Liicke zwischen
dem proximalen und distalen Ende palpabel.

Die hiufigste Indikation fiir Vasovasotomie ist der er-
neute Kinderwunsch bei Zustand nach Vasektomie. Die
Daten der amerikanischen Vaso-Vasostomie-Study-
Group, die von Belker 1991 verdffentlicht wurden,
zeigten eine zeitabhingige Verschlechterung der Sper-
miogramm-Parameter. Aufgrund dieser Daten ging
man davon aus, dal eine Refertilisierung nach 15 Jah-
ren fast aussichtslos wire (Abb. 1).

Neue Daten der Deutschen Vaso-Vasovasostomie-
Gruppe, die von Weiske 1997 auf dem Kongrel der
Deutschen Gesellschaft fiir Urologie vorgestellt wur-
den, zeigten diese Zeitabhéngigkeit nicht, Hier konn-
ten hohe Durchgingigkeitsraten gezeigt werden, was
sicherlich auf der Tatsache beruht, daB nur mikrochir-
urgische Reanastomosierungen Beriicksichtigung fan-
den.

Bei der Refertilisierung bestimmen das makroskopi-
sche Bild des Nebenhodens und der mikroskopische
Befund des intraoperativ gewonnenen Spermas aus der
Schnittstelle das operative Vorgehen. Ist der Ductus in-
takt und befinden sich lebendige Spermien im Aus-
strich, so wird eine Vaso-Vasostomie durchgefiihrt,
Gibt es einen Anhalt fiir ein blow-out-Phinomen des
Nebenhodens, fiir das ZerreiBen eines Tubulusab-
schnittes, so wird antegrad diese Ruptur eine Tubulo-
Vasostomie angeschlossen.

Das gewonnene Aspirat wird kryokonserviert und steht
so fiir eine ICSI bei Fehlschlagen der Operation zur
Verfligung. Da die Refertilisierung aber keine Aussicht
auf Erfolg hat, wenn eine testikulire Schidigung vor-
liegt, beginnen wir den Eingtiff mit einer TESE. Erst
der Nachweis von Spermien erlaubt die Refertilisie-
rung. Da es auch Patienten gibt, die sich ohne Vater-
schaft einer Vasektomie unterzogen haben, ist dieser
Schritt obligat. Gerade hier muB der Nachweis der
Zeugungsfihigkeit erst einmal gefiihrt werden. Bei den
Patienten nach Vaterschaft muB lediglich der Nachweis
geftihrt werden, ob noch eine Zeugungsfihigkeit vor-
liegt.

Vasoepididymostomie (Tubulovasostomie)

Die zweite kausale Therapieform ist die Tubulovaso-
stomie. Sie ist technisch aufwendiger, da zwei unter-
schiedlich groBe Lumina anastomosiert werden miis-
sen. Bei Stenosen im Nebenhodenschwanzbereich
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kann es zu einer Aufweitung des Lumens des Nebenho-
denkanilchens kommen, so daB eine Anastomose zwi-
schen diesem und dem Samenleiter erfolgversprechend
erscheint. Die Erfolgsraten sind aufgrund der schwieri-
gen anatomischen Verhiltnisse und des hohen An-
spruchs an die operativen Fertigkeiten etwas geringer
als bei der Vasovasostomie.

7u unterscheiden sind die End-zu-End-Anastomosie-
rung und die End-zu-Seit-Anastomosierung am Neben-
hoden. Wihrend bei der End-zu-End-Anastomosierung
ein Nebenhodenkanilchen quer abgeschnitten wird, er-
folgt bei der End-zu-Seit-Anastomosierung eine tan-
gentiale Auftrennung eines Nebenhodenkanilchens.
Bei beiden Verfahren wird zuerst gepriift, ob sich Sa-
menfliissigkeit entleert. Anschliefend wird unter Span-
nungsfreiheit der Tubulus mit der Mukosa des Samen-
leiters verbunden. Danach wird die Tunica des Neben-
hodens mit der Muskularis des Samenleiters verbun-
den. Ein AusreiBen der diinnen Tubulusnihte 148t sich
durch Vorlegen und Kniipfen der Muskularisnéhte auf
der unten liegenden Seite von Samenleiter und Neben-
hoden vermeiden. Auch hier kann nach einem Monat
eine Trfolgskontrolle durch ein Spermiogramm erfol-
gen, eine abschlieBende Beurteilung erst nach einem
Jahr.

Von den meisten Autoren werden Schwangerschaftsra-
ten bis 50% angegeben (Schlegel u. Goldstein 1993;
Silber 1988; Weiske 1994). Weit hohere Schwanger-
schaftsraten werden in Kombination mit der intracyto-
plasmatischen Spermieninjektion (ICSI) beschrieben,
die trotz erfolgreicher mikrochirurgischer Refertilisie-
rung prinzipiell und bei ausbleibender Schwanger-
schaft immer angeschlossen werden soll (Siiber 1989).
Allerdings muf hier die Frage gestellt werden, welchen
Stellenwert die Operation bei Durchftihrung einer ICSI
hat (Tab. 2.).

Fin MiBerfolg der Operation ist auf eine Sklerosierung
der Anastomose, Spermienantikorper, eine epididyma-
le Dysfunktion oder unerkannte Extravasationen am
Neberthoden mit nachfolgender Obstruktion zuriick-
fithrbar, Durch die Unterbindung der Samenleiter kann
die produzierte Samenfliissigkeit nicht abflieBen, so
dafB es zu einem Spermagranufom oder einem Reiflen
von Nebenhodenkanilchen, dem sog. ,,blow out™ kom-
men kann (Silber 1984, Weiske 1994). Die pridoperati-
ve Bestimmung des FSH kann Aufschluf iiber einen
mdglichen Spermatogenesearrest geben. Gerade bei
lange zuriickliegender Unterbindung sollte vor dem
aufwendigen mikrochirurgischen Eingriff eine Hoden-
biopsie vorgeschaitet sein, um eine mogliche Hoden-
schidigung aufzuzeigen, die von vornherein eine er-
folgreiche Operation verhindert. Nach intraoperativer
Befundung der Biopsie und Spermiennachweis kann
das Hodengewebe kryokonserviert und der mikrochir-
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Autor Jahr Patien- Durchgin- Schwanger
ten (n) gigkeit (%) schaft (%)

Fodgestam

et al. 1986 41 85 37

Silber 1988 139 78 56

Fuchs 1991 39 60 36

Schiegel/

Goldstein 1993 107 70 31

Nieder-

berger/Ross1993 22 48

Thomas 1993 153 76 42

Matsuda 1994 26 81 42

Gesamt 527 71 41

Tab 2: Ergebnisse der mikrochirurgischen Vasoepidi-
dymostomie

urgische Teil begonnen werden. Ein zweizeitiges Vor-
gehen ist heute nicht mehr gerechtfertigt.

Zusammenfassung

Die neuen reproduktionsmedizinischen Maglichkeiten
und Entwicklungen der letzten Jahre haben die Thera-
pie der ménnlichen Infertilitdt zweifelsohne neu belebt.
Es gibt jedoch einige zusitzliche Aspekte. Berechnet
man z.B. die Kosten der modernen Reproduktionsme-
dizin und vergleicht sie mit den Kosten fiir einen mi-
krochirurgischen Eingriff, so ist die Mikrochirurgie
weit iiberlegen. Sie bietet sich aber nicht bei jedem Pa-
tienten an. Vergleicht man die Schwangerschaftsraten
nach mikrochirurgischer Refertilisierung mit denen
nach ICST, so ist diese wieder weit iiberlegen. Wir ver-
gleichen hier aber ungleiche Kollektive: auf der einen
Seite Patienten mit Spermatogenesearrest, auf der an-
deren Seite Patienten, die keine ,,Produktionsstrung®,
sondern lediglich ein Transportproblem haben.

7u bedenken ist ferner, daR auch die Mikrochirurgie
keine Durchgiingigkeit und Schwangerschaft garantie-
ren kann. Es gibt auch hier MiBerfolge. Eine sinnvolle
Erginzung von kausaler mikrochirurgischer Refertili-
sierung und nichtkausaler optionaler Therapie stellt flir
den Patienten ein Hochstma® an Erfolgsaussicht und
Nutzen dar. Genauso wenig wie der alleinige reproduk-
tionsmedizinische Ansatz wiinschenswert ist, so solite
die Miglichkeit einer natlirlichen Vaterschaft nicht un-
beriicksichtigt bleiben. Bei einer operativen reproduk-
tionsmedizinischen MaRnahme zur Samengewinnung
muB daher eine gleichzeitige mikrochirurgische Refer-
tilisierungstherapie grundsitzlich mit angestrebt wer-
den.
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Aus der Klinik fiir Frauenheilkunde und Geburtshilfe (Direktor: Prof. K. Diedrich) der Medizinischen Universitiit

Liibeck:

Psychosomatische Aspekte in der Sterilititshehandlung
I. Kowalcek, G. Buhrow, N. Wihstutz, K. Diedrich

Zusammenfassung

Ziel dieser Studie ist die Brfassung der Psychodynamik
der Paarbeziehung bei ungewollt kinderlosen Paaren
zum Zeitpunkt des Erstgespréiches im Zentrum fiir Re-
produktionsmedizin der Klinik fiir Frauenheilkunde
und Geburtshilfe der Medizinischen Universitit Lii-
beck (Direktor: Prof. Dr. K. Diedrich). Aufgezeigt wer-
den mogliche Unterschiede in der Psychodynamik der
Paarbeziehung in Abhiingigkeit von der Dauer des
Kinderwunsches und Unterschiede in der Psychodyna-
mik der Paarbeziehung in Abhingigkeit von bereits
bestehenden reproduktionsmedizinischen  Behand-
lungserfahrungen. Die Stichprobe umfaft 208 unge-
wollt kinderlose Frauen und Minner. Als Untersu-
chungsmaterial diente der Giessen-Test von BECK-
MANN und RICHTER (1972). Das erstellte Paarprofil
zeigt vor allem bei den Frauen eine narziBtische Krin-
kung, ein verringertes Selbstvertrauen und eine deutli-
che Tendenz zur Depression. Diese Beobachtung deu-
tet darauf hin, daf die Frauen stirker von der ungewoll-
ten Kinderlosigkeit getroffen sind, als ihre Partner. Fiir
Paare, die sich erst nach langjihrigem Kinderwunsch
in Behandlung begeben, 148t sich bei den Frauen eine
geringere psychische Beeintriichtigung beschreiben,
als fiir Paare, deren Kinderwunsch erst kurze Zeit be-
steht, Offensichtlich ist der Leidensdruck dieser Paare
geringer, moglicherweise haben die Frauen die Situati-
on bereits akzeptiert und Bewiiltigungsstrategien ent-
wickelt. Bei Paaren mit reproduktionsmedizinischer
Behandlungserfahrung 148t sich eine deutlich stirkere
narziBtische Krinkung sowie ein gréBeres MaB an De-
pressivitiit bei Patientinnen und Patienten nach frustra-
nen INS- und IVF-Zyklen finden, verglichen mit Paa-
ren chne Vorbehandlung bzw. lediglich Erfahrung mit
VZO.

Einleitung

Die ungewollte Kinderlosigkeit stellt fiir eine zuneh-
mende Zahl von Paaren in den westlichen Industriena-
tionen ein Problem dar. Die Anzahl der ungewollt kin-
derlosen Paare wird in Deutschland auf mehr als 1,5
Mio. geschitzt. Es wird davon ausgegangen, daB etwa
15-20% aller Paare unfruchtbar sind (Diedrich 1996).
In unserem Jahrhundert hat sich eine Wandlung vollzo-
gen von der ehemals schicksalshaften Natur- und Glau-
benshéngigkeit der Erfiillung und auch der Nichterfiil-
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lung des Kinderwunsches zu einem weitgehend be-
wufiten und planbaren individuellen Lebensziel
»Wunschkind®. Hiufig wird von einem nach Plan ein-
setzbaren generativen Potential ausgegangen. Sterili-
tit ist ein komplexes Geschehen, das neben den soma-
tischen und funktionellen Voraussetzungen auch unter-
schiedliche individuelle emotionale Reaktionen und
Bewilltigungsstrategien umfalt. Eine unfreiwillige
Kinderlosigkeit bedeutet fiir das betroffene Paar einen
erheblichen Leidensdruck , der zu groBen Teilen auf
sozialen Aspekten beruht. Unfruchtbarkeit wird még-
licherweise bei dem betroffenen Paar zum Ausléser
einer Lebenskrise. Der Leidensdruck durch den uner-
filllten Kinderwunsch ist zuriickzufiihren auf eine ge-
stérte Lebensperspektive eines oder beider Partner, Im
individuellen Lebenskonzept einer Frau und dhnlich in
dem des Mannes bedeutet ein eigenes Kind héufig eine
»Selbstverstindlichkeit und die Bestitigung der eige-
nen Identitét. Bei Nichterfiillung des Kinderwunsches
kommen Gefiihle von ,,Verletzung®, ,,Wut*, , Enttiu-
schung®, ,,Anspannung®, ,,Verirgerung®, ,,Trauer* auf.
Unfruchtbarkeit fiihrt in der Interaktion beider Partner
zu einem  sozialen Symptom. In neueren Ansitzen
wird der Kinderwunsch als Konstrukt aufgefaBt, das
neben den individuellen Anteilen vor allem durch die
Paardynamik bestimmt wird und in der Reproduktion
konkret wird. So wird menschliche Reproduktion als
eine komplexe Interaktion von Motiven, Gedanken,
Verhalten einer Person mit den Motiven, Gedanken,
Gefiihlen, Verhalten einer anderen Person in bezug auf
sexuelle Befriedigung, Zeugung und emotionale Be-
diirfnisse beschrieben (BLITZER et al. 1995, S5.264).
STAUBER (1979) beschreibt eine anklammernd-sym-
biotische Beziehungsstruktur bei ungewollt kinderlo-
sen Paaren. Das Paar fliichte in eine nach auBen abge-
schirmte Beziehung. Eine Reihe von Untersuchern fin-
det dabei #hnlich wie STAUBER, besonders bei den
ungewollt kinderlosen Frauen, die Tendenz zu Depres-
sivitit, Minderwertigkeitsgefiihlen, Angstlichkeit und
geringem  Selbstvertrauen (NIJS, 1986; DANI-
LUK,1988; WRIGHT,1991). Andere Autoren be-
schreiben dagegen unauffillige psychische Strukturen
bei Sterilitdtspatientinnen und -patienten im Vergleich
zu gesunden Kontrollgruppen (PAULSON, 1988;
BERNT, 1985).

Seit den 80er Jahren bis heute entstanden eine Reihe
von Arbeiten, die sich mit den Auswirkungen der Steri-
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litdtsbehandlung, insbesondere der nenen Reprodukti-
onstechniken, auf das Befinden der Betroffenen befas-
sen. GroBe Erwartungen und Hoffnungen werden von
den betroffenen Paaren in die sich stindig weiterent-
wickelnden reproduktionsmedizinischen Techniken
gesetzt. Kentenich et. al. (1991) haben in einer Unter-
suchung an 204 Paaren mit IVF-Behandlung die per-
sonlichen Bewertungen der Frauen dieser Methode ge-
geniiber zusammengestellt. So fand er nur 16 % der
Frauen, die iiber keine Schwierigkeiten berichten. 66
% der Frauen dagegen fithlten sich seelisch deutlich
beeintrichtigt; weitere 12 % berichten von neu aufge-
tretenen sexuellen Problemen und 7 % von Folgesto-
rungen in der Partnerschaft.

Andere Studien befassen sich mit dem Grad der psy-
chischen Belastung zu unterschiedlichen Zeiten der
Sterilititsbehandlung. DANLUCK (1988) findet eine
signifikant erhShte Belastung zum Zeitpunkt des Erst-
gespriichs sowie zum Zeitpunkt der Diagnosestellung.
VISSER (1994) weist auf starke depressive Tendenzen
bei Sterilititspatientinnen nach gescheiterten IVF-Zy-
klen hin. LAFONT (1994) beschreibt fiir die IVF-Be-
handlung groBere Auswirkungen auf das emotionale
Befinden bei den betroffenen Frauen, als bei ihren
Partnern.

Spezielle Fragestellung

Im Rahmen der vorliegenden Studie soll die Psychody-
namik der Paarbeziehung ungewollt kinderloser Paare
untersucht werden:

A: Wie stellt sich das Selbst- und Fremdbild ungewollt
kinderloser Paare zum Zeitpunkt des Erstgesprichs
dar?

B: Unterscheiden sich Selbst- und Fremdbild unge-
wollt kinderloser Paare in Abhingigkeit von der
Dauer des Kinderwunsches?

C: Unterscheiden sich Selbst- und Fremdbild unge-
wollt kinderloser Paare in Abhingigkeit von den
bestehenden Behandlungserfahrungen?

Material und Methoden
1. Stichprobe

Die Studie umfaBt 208 ungewollt kinderlose Frauen
und Ménner, die sich in der Sterilitidtssprechstunde der
Klinik fiir Fravenheilkunde und Geburtshilfe der Medi-
zinischen Universitét Liibeck (Leiter Prof. Dr. K. Died-
rich) zu einem Erstgespréch vorstellten.

2. Erfassung der abhiingigen Variablen

Die Psychodynamik der Paarbeziehung

Das Selbst- und Fremdbild beider Partner wird mit
dem Giessen-Test ethoben (BECKMANN und RICH-
TER, BRAHLER und BRAHLER, 1993).
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Der Giessen-Test erlaubt die Erfassung von Perstn-
lichkeitsmerkmalen und psychischen Strukturdomi-
nanten sowohl bei Einzelperonen, als auch bei Paaren.
Fiir diese Studie wird der Test in einer etwas abgewan-
delten Version genutzt, die von E. BRAHLER und Ch.
BRAHLER (1993) speziell fiir die Paardiagnostik be-
schrieben wurde. Die 40 Items werden hier in 5 statt in
der urspriinglichen Version in 6 Skalen zusammenge-
faB, die folgende Bereiche der Personlichkeit erfassen:
Skala 1: Soziale Resonanz, Skala 2: Dominanz, Skala
3: Kontrolle, Skala 4: Grundstimmung und Skala 5:
Durchlissigkeit.

Teder Partner muf den Test in zwei Versionen bearbei-
ten, einmal fiir die Selbsteinschéitzung und einmal fiir
die Einschitzung seines Partners. Die 40 Fragen bzw.
Aussagen sind bipolar angelegt, wobei auf einer Skala
von -3 bis +3 die Zustimmung zu einer der beiden Sei-
ten ausgedriickt werden muB.

Entsprechend den Anweisungen des Handbuches wird
ein Rohwert je Skala ermittelt, der fiir die Einzelfall-
diagnostik in ein Profilblatt eingetragen werden kann,
in dem dann insgesamt vier Profile eines Paares
(Selbst- und Fremdbilder beider Partner) miteinander
verglichen werden konnen. Fiir den hier angestrebten
Gruppenvergleich werden die Skalenrchwerte in T-
Werte transformiert und deren Mittelwerte in drei Pro-
filbldtter eingetragen.

3. Statistische Auswerfung

Die erhobenen Daten werden mit Hilfe des Statistik-
programms ,,SPSS* (Statistical Package for social sci-
ences) in Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Medizi-
nische Statistik und Dokumentation (PD Dr. H.-J.
Friedrich) der Medizinischen Universitit Liibeck aus-
gewertet. Zum inferenzstatistischen Gruppenvergleich
werden gingige Verfahren der schliefenden Statistik
eingesetzt. Zur Anwendung kommen nicht-parametri-
sche Verfahren zum Gruppenvergleich (Mann-Whitney
U-Test und Wilcoxon Matched Pairs Signed-Ranks-
Test). Zugrunde liegen die iiblichen Signifikanzsni-
veaus.

Ergebnisse

1. Stichprobenmerkmale
1.1. Alrersverteilung

Das Alter der Frauen liegt bei 22 bis 39 Jahren, der Al-
tersdurchschnitt bei 30 Jahren (Abb.1). Das Alter der
Partner streut zwischen 25 und 54 Jahren bei einem
Durchschnitt von 33 Jahren (Abb.2).

1.2. soziale Schichtung

Zur groben Einteilung nach sozialer Schichtung wurde
der Schulabschluf beider Partner erhoben. Von den
Frauen haben 19,2% einen Hauptschulabschluf, 52,9%
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48,1%
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22-29 Jahre

30-34 Jahre

35-39 Jahre keine Angabe

ADbb. I: Altersverteilung der Frauen

36,6%

10,6%

n 6,7%

25-29 Jahre 30-34 Jahre 35-39 Jahre 40-54 Jahre kelne Angabe

Abb: 2: Altersverteilung der Ménner

die mittlere Reife und 6,7% das Abitur. 10,6% haben
einen Universitéts- oder Fachhochschulabschlufl, 1%
eine Promotion erreicht. Bei 9,6% fehlt die Angabe
zum Schulabschluf.

Bei den Ménnern verfiigen 26% iiber den Hauptschul-
abschluB, 43,3% die mittlere Reife und 5,8% das Ab-
itur. 14,4% besitzen einen Universitits- oder Fach-
hochschulabschluB. Fiir 9,6% der Minner fehlt auch
hier die Angabe des Schulabschlufes.

1.3. Erwerbstdtigkeit der Frau

79,8% der befragten Patientinnen sind zum Zeitpunkt
der Erhebung erwerbstitig, 12,5% sind Hausfrauen
bzw arbeitslos. Bei 7,7% der Befragten fehlt die Anga-
be zur Erwerbstitigkeit. Die Partner sind ausnahmslos
erwerbstitig.

1.4. Dauer des Kinderwunsches

Die Frage nach der Dauer des Kinderwunsches wird
von der Frau bearbeitet. Die Bandbreite liegt hier zwi-
schen 0,75 und 12 Jahren bei einem Mittelwert von 4,5
Jahren. 35,6% der Frauen nennen eine Kinderwunsch-
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Abb: 3: Dauer des Kinderwunsches

dauver zwischen 3 und 6 Jahren, 34,6% einen Kinder-
wunsch seit weniger als 3 Jahren (Abb.3).

3.1.5. Vorbehandlung

Die bisherige Erfahrung der betroffenen Paare mit re-
produktionsmedizinischen Interventionen (Verkehr
zum optimalen Zeitpunkt (VZO), Inseminationen
(INS) und In-vitro-Fertilisationen (IVF) ) wurde er-
fragt (Tabelle 1).

53% der Paare haben bisher weder VZO praktiziert,
noch Inseminationen oder IVF durchfiihren lassen.
18,3% der Paare haben Erfahrungen mit VZO, 12,6%
hatten mindestens eine Inseminationsbehandlung. Die
Anzahl der Behandlungen schwankt hier von einer bis
zu 17. 14,5% der Paare haben bereits zwischen einer
und vier IVF-Behandlungen erlebt. In diese Gruppe
fallen besonders Paare mit andrologischer Sterilitiit,

n %
keine Vorbehandlung 55 52,9
VZO 19 18,3
INS 13 12,6
IVF 15 14,5
keine Angabe 7 6,7

Tabelle 1:Behandlungserfahrungen der Paare

die nach gescheiterten Versuchen mit der konventio-
nellen IVE-Behandlung nun zur IVF mit Mikroinjekti-
on nach Liibeck kommen.

2. Ergebnisse des Giessen-Tests fiir die Gesamt-
stichprobe

Die Rohwerte der 5 Skalen des Giessen-Tests werden
in T-Werte laut Handbuch zur Paardiagnostik mit dem
Giessen-Test (E.Bréhler, Ch.Brihler, 1993) transfor-
miert. Zur anschliefenden Darstellung im Profilblatt
wird jeweils der Mittelwert der T-Werte einer Skala
gewihlt.
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Die Benennungen der Kurven im Profilblatt gehen aus
der Legende hervor. Als Abkiirzungen werden ver-
wandt:

WW Selbstbild der Frau

mw Fremdbild des Mannes iiber die Frau
mm Selbstbild des Mannes

wm Fremdbild der Frau tiber den Mann

Fiir die Gesamtstichprobe ergibt sich die Paarstruktur
aus Abbildung 4. Die Sterilitdtspatientin sieht sich
(ww) nach Skala 1 eher negativ sozial resonant, also
unbeliebt, miBachtet, nicht durchsetzungsfihig und un-
attraktiv. Die Ergebnisse in Skala 2 (Dominanz) und
Skala 3 (Kontrolle) sind demgegeniiber unauffillig im
Vergleich zur Eichstichprobe. In Skala 4 wiederum
zeigt sich ein deutlicher Ausschlag in Richtung De-
pression. Die Frauen halten sich damit fiir bekiimmert,
Angstlich, selbstkritisch, wenig durchsetzungsfihig. In
Skala 5 tendiert das Selbstbild leicht zur Durchldssig-
keit.

Das Bild, das der durchschnittliche Sterilititspatient
von seiner Frau hat (mw), weicht nur in Skala 1 deut-
Tlich von deren Selbstbild ab. Er hiilt sie flir positiv sozi-
al resonant, d.h. beliebt, geachtet, attraktiv. Wihrend
sich Selbst- und Fremdbild in Skala 2,4 und 5 fast ge-
nau entsprechen, weicht die Einschiitzung des Mannes
iiber seine Frau in Skala 3 etwas zur Zwanghaftigkeit
hin ab.

Das Selbstbild des Partners (mm) weicht im Vergleich
zu dem der Frau weniger von den Werten der Durch-
schnittsbevolkerung ab. Auch er hilt sich eher fiir ne-
gativ sozial resonant. Vergleicht man seine Selbstein-
schitzung mit seinem Bild von seiner Partnerin, so hiilt
er diese fiir signifikant positiver sozial resonant
(p=0,05) als sich selbst. In Skala 2,4,5 entspricht das
Selbstbild des Mannes weitgehend den Normalwerten
der Eichstichprobe. In Skala 3 schitzt er sich eher
leicht unterkontrolliert ein.

Die Frau schitzt ihren Mann dhnlich ein, wie er sich
selbst sieht (wm). Allerdings hélt auch sie ihren Partner
fiir weniger negativ sozial resonant, als er sich selbst.
Die Diskrepanz zwischen Selbst- und Fremdbild ist
beim Mann nicht so groB wie bei der Frau. Dennoch
gilt auch hier, daB} die Frau ihren Mann fiir signifikant
positiver resonant hilt, als sich selbst (p=0,0355). Da-
neben schitzt sie ihn in Skala 4 leicht depressiv ein.
Die Profile des durchschnittlichen Kinderwunsch-Paa-
res weichen damit in Skala 4 (Grundstimmung) am
deutlichsten voneinander ab. Sowohl im Vergleich der
Selbsteinschitzungen (ww zu mm) und der Fremdein-
schitzungen (wm zu mw) ist diese Differenz hochsi-
gnifikant ( P= jeweils 0,0001), als auch zwischen
Selbst- und Fremdbild jedes einzelnen Partners ( ww
zu wm: p=0,0001; mm zu mw: p=0,0001). Die Frau
tendiert demnach zu einer depressiven Grundstim-
mung, wihrend der Mann sich ,,neutral* sieht. Die Frau
sieht ihren Partner ganz schwach zur depressiven Stim-
mung neigend.

3, Paarstruktur in Abhiingigkeit von der Dauer des
Kinderwunsches

Anhand der Dauer ihres Kinderwunsches wurden die
Paare in 3 Gruppen eingeteilt. Die Abbildungen 5,6
und 7 zeigen die Profile der 3 Gruppen: Kinderwunsch
seit weniger als 3 Jahren (n=36), Kinderwunsch seit 3
bis 6 Jahren (n=37) und Kinderwunsch seit 7 bis 12
Jahren (n=18) .
Die Profile der ersten beiden Gruppen sind sehr #hn-
lich. Typisch ist die starke Depressivitit der Frau im
Selbstbild und auch im Fremdbild. Der Mann zeigt da-
gegen nur einen leichten Ausschlag in Richtung De-
pressivitit im Selbstbild, einen stéirkeren im Fremd-
bild. AuBerdem sieht sich der Mann leicht unterkon-
trolliert. Die Frauen aus der Gruppe mit Kinderwunsch
zwischen 3 und 6 Jahren sind in Selbst- und Fremdbild
als zwanghaft charakterisiert.
Die schon oben als fiir Sterilitéitspatientinnen und -pa-
tienten typisch beschriebene negativ sozial resonante
Selbsteinschitzung in Skala | nimmt

TWert 40 45 50 55 60 beim Vergleich aller Gruppen mit Zu-
I neg. soz. pos.soz.1  nahme der Kinderwunschdauer ab.

resonant \< resonant Dies fillt besonders fiir die Frauen
I— N i auf. Beim Vergleich der Selbstbilder
| dominant A gefuegig el . o
! p N (ww) dieser Skala von Frauen der er-
W - = W sten (Kinderwunsch unter 3 Jahren)
‘ unterkontrolligrt i = zwanghaft und der dritten (Kinderwunsch {iber 6
‘Eiv /\ > v Jahren) Gruppe erreicht der Unter-
1 hypomanisch depressiv schied Signifikanzniveau

AT (p=0,0302).

Y durchiaessig retently

—ww TTmw T mm "~ wm

Abb. 4: Selbst- und Fremdbilder der Gesamtstichprobe
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Die Frauen aus der Gruppe mit dem
lingsten Kinderwunsch schitzen sich
(ww) auBerdem im Unterschied zu
denen aus den anderen Gruppen un-
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T-Wert 40 45 50 5 60 Die miénnlichen Patienten aus der

' neg. soz. y pos. soz. | Gruppe mit langjdhrigem Kinder-
resonant " resonant wwunsch unterscheiden sich von ihren

[T dominant S % gefuegig I Geschlechtsgenossen aus den ersten
e zwei Gruppen im Selbstbild (mm)

I nterkentroliiet ~ awanghatt M durch einen fehlendep Ausschlag in
e ~ Skala 3 (Kontrolle), eine Tendenz zur

Y : 7v  Depression in Skala 4 und zur Durch-
hypomanisch A /’ - depressiv lissigkeit in Skala 5. Das zugehérige

— v Fremdbild (wm) fiir die Skalen 3 und

v durchlaessig

L—WW TTmw T mm T wm ’

AbD. 5: Selbst- und Fremdbild der Paare mit Kinderwunsch seit weniger

als 3 Jahren

retentiv

5 verhilt sich praktisch spiegelbild-
lich.

Ergebnisse in Abhéingigkeit von
der Behandlungserfahrung

Die Abbildungen 8,9,10 und 11 zei-

T-Wert 40 45 50 55 60 . .

7 —— - gen die Paarprofile von Paaren ohne
neg. soz. AN / pos. soz. | handl P di
resonant . resonant Vorbehand }J.l}g, von Paaren, die nur

R VZO praktiziert haben, von Paaren

I domirant \ gefuegig || die schon mindestens eine Insemina-

| tion hatten und von Paaren, die

[

unterkontrolliert ~

swanghatt | schon mindestens einen IVF-Versuch
gemacht haben.

Ivhypomanlsch

> >

\ durchlaessig

TTWW TTmw T mm T wm

Abb. 6: Selbst- und Fremdbild der Paare mit Kinderwunsch seit 3 bis 6

Jahren

T-Wert 40 45 50 55

depressivlv Das Profil der Paare ohne Vorbehand-
. lung (n=55) (Abb.7) unterscheidet
retenty? Sich kaum von dem der Gesamtstich-

probe. Die Ergebnisse fiir Paare mit
VZO-Erfahrung (n=15) (Abb.8) wei-
chen deutlich davon ab, besonders
das Selbstbild der Frau (ww) betref-
fend. In Skala 1 sieht sie sich weniger

T neg.soz. 1. \
resonant e
)

T gominant \//
. ~

L <

I unterkontrolliart RN ~o

v hypomanisch

v durchlaessig

TTWW T Tmw T mim T wm

Abb.7: Selbst- und Fremdbild der Paare mit Kinderwunsch seit iiber 6

Jahren

terkontrolliert und deutlicher durchliissig ein. Beson-
ders bemerkenswert ist zusiitzlich eine starke Abnahme
der Depressivitit im Vergleich zu den iibrigen Frauen.
Das Fremdbild fiir die Frauen aus dieser Gruppe (mw)
variiert hier verglichen mit dem Selbstbild stirker als
gewohnlich. Die Partner sehen ihre Frauen positiver
resonant, gefiigig, eher zwanghaft als unterkontrolliert
und wesentlich stirker depressiv.

FOCUS MUL 15, Heft 4 (1998)

& | negativ sozial resonant. AuBerdem
pos- S°Zt' hilt sie sich fiir gefiigig, was ihr Part-
fosenan ner nicht bestitigt. Die Depressivitit
aefuegig | in Skala 4 ist nicht so stark wie beim

Gesamtdurchschnitt. In Skala 5 be-
swangnait 1| schreibt sich d?e Frau als ausgespro-
chen durchiéssig.
| - IV1 Das Selbstbild des Mannes (mm) ist
epressiv R . N
nicht auffillig gegeniiber dem Ge-
retenm;v samtdurchschnitt bis auf leichte De-

pressivitiit in Skala 4, wohl aber die
Einschétzung seiner Frau iiber ihn
(wm). Sie sieht ihn sehr dominant
und zwanghaft im Gegensatz zu sei-
ner Selbsteinschitzung.

Sowohl bei den Paaren mit INS-Er-
fahrung (n=10) (Abb. 10), als auch bei denen mit IVF-
Erfahrung (n=14) (Abb. 11) fillt in Skala 4 des Selbst-
bildes der Frau (ww) eine starke Depressivitit der Frau
auf, die vom Partner bestétigt wird. Daneben #hneln
die Profile wieder weitgehend denen der Gesamtstich-
probe. Auffillig ist lediglich bei den INS-Paaren in
Skala 2 die Dominanz im Selbstbild der Frau (ww) und
die Gefligigkeit im Selbstbild des Mannes (mm), sowie
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T-Wert 40 45 50 55 60

I neg. soz. 3 pos. soz. |
resonant ) N resonant
Il dominant B . gefusgig t
Py o \
m unterkontrolliert R R ™~ zwanghaft H
.. ™~~~
.. ~.
p =
IVhypcmanIsch /[/ / — depressiv (\Y
L ==

v durchlaessig

retentiv
'—WW TTmw T mm T owm I

Abb. 8: Selbst- und Fremdbild der Paare ohne Vorbehandlung

T-Wert 40 45 50 56 60
neg. soz. ~ " pos. soz. |
resonant -7 7 resonant
Il dominant BN N ‘\ gefuegig i
m unterkontroliiert ¥ zwanghaft i
‘,l
Ivhypomanisch z . — depresslv f
///,'; .
\Y durchiaessig ,menﬁvv

Tww T Tmw TTTmim T wm |

Abb. 9: Selbst- und Fremdbild der Paare mit VZO-Erfahrung

T-Wert 40 45 50 55 60
T neg. soz. Tl - ! pos. soz, | |
resonant \ I~ S resonant
< S~ ~
I dominant - ,’/ gefuegig i
P
; -
m i TN n
unterkontrollient RN zwanghaft
\ LN
e \Y
lvhypomanlsch T depressiv
P - e
" - - _

v durchlaessig retantiv

TwwW TTmw T mm T wm '

Abb. 10: Selbst- und Fremdbild der Paare mit bereits mindestens ei-
ner Insemination

T-Wert 40 45 50 55 60
T neg. soz. ] N pos. soz. |
resonant RN resonant
[ dominant [ ‘ gefuegig f
i
. L
f unterkontrolfiert AN 3 zwanghaft i
W
Ivhy;:aomanlsch A depressiv
M 2z
V' durchlaessig retentiv

“TwwoTTmw Tmm o wnj

Abb. 11: Selbst- und Fremdbild der Paare mit IvF-Erfahrung
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ein relativ starker Ausschlag zur Depressi-
vitit im Selbstbild des Mannes, der im
Fremdbild (wm) noch wesentlich deutli-
cher ist.

1. Diskussion der Ergebnisse fiir die
Gesamtstichprobe

In den Ergebnissen des Giessen-Tests fillt
bei der Selbsteinschétzung der Frau be-
sonders die negative soziale Resonanz
auf, sowie die depressive Grundstim-
mung. Die Kinderwunschpatientin sieht
sich demnach im Umgang mit ihrer Um-
welt unbeliebt, kooperationsunfihig, mif-
achtet und unattraktiv im Vergleich zu an-
deren. Gleichzeitig beschreibt sie sich
dngstlich, bekiimmert, bedriickt, selbst-
kritisch und leicht beeinfluffbar. Dieses
Selbstbild 148t ein herabgesetztes Selbst-
bewuBtsein, mangelnde Selbstsicherheit
und narziBtische Frustration erkennen, die
in der Nichterfiillung des Kinderwunsches
zwar sicher nicht ihre alleinige Ursache
hatten, jedoch reichlich Nahrung findet.

Der minnliche Sterilititspatient fallt dem-
gegeniiber nicht durch Depressivitit auf,
auch bei ihm ist aber eine negative soziale
Resonanz im Selbstbild erkennbar, wenn
auch nicht so deutlich, wie bei seiner Part-
nerin. Offensichtlich ist er durch den un-
erfiillten Kinderwunsch weniger frustriert
und gekrinkt als seine Frau bzw. verarbei-
tet die Situation anders,

E. BRAHLER und CH. BRAHLER
(1993) erwihnen in ihrem Handbuch zur
Paardiagnostik mit dem Giessen-Test eine
reprisentative Ehepaarerhebung an 197
bundesdeutschen Ehepaaren, in der sie ty-
pische Ehepaarstrukturen beobachten,
wobei die Ergebnisse zur Grundstimmung
besonders interessant sind: ,,Die weibli-
che Rolle ist die der Depression. Die
ménnliche Rolle ist die der Hypomanie.
Diese Positionen entsprechen klassischen
Geschlechtsstereotypien, die besonders
bei weiblichen und ménnlichen Berufsrol-
len bis heute stark ausgepriigt sind.” (S.
26). Der Mann erhilt damit den Part des
unbekiimmerten, wenig #ngstlichen und
unbesorgten Partners, der weder selbstkri-
tisch, noch leicht beeinflufbar ist, wih-
rend die Frau eher sorgenvoll, bekiim-
mert, dngstlich und depressiv ist.
Hinzuzufiigen ist jedoch, daB das AusmaB
der Depressivitit der Frau in Brihlers:
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Ehepaarerhebung  sowohl im Selbst- als auch im
Fremdbild bei weitem nicht so ausgeprigt ist, wie es in
unserer Studie fiir die Kinderwunschpatientinnen der
Fall ist. Interessant ist aber, daB eine depressive Reakti-
on offensichtlich eine frauenspezifische Form der Kon-
fliktverarbeitung darstellt. Als weitere Parallele zur
Ehepaarerhebung von Brithler und Brihler ist die Kon-
stellation der Selbst- und Fremdbilder in der Skala I,
d.h. beziiglich der sozialen Resonanz, zu erwihnen.
Beide Partner stellen sich selbst negativ dar, ihren Part-
ner abert signifikant positiver als sich selbst. In unserer
Studie an den Kinderwunschpaaren fillt besonders fiir
die Frau eine grofie Diskrepanz zwischen ihrer Selbst-
einschitzung und dem Bild, das ihr Partner von ihr
zeichnet, auf, Dies deckt sich mit der von anderen Au-
toren bereits beschriebenen Beobachtung, daB Kinder-
wunschpaare und dabei besonders die Frauen, zur Idea-
lisierung der Paarbeziehung neigen. Jeder Partner stellt
den anderen als ,,besser dar, als sich selbst und kann
damit seine Zuneigung zum Ausdruck bringen, oder
aber, im Rahmen einer Reaktion, bestehende Konflikte
vor sich selbst und anderen verbergen.

STAUBER (1988) kam in seiner Untersuchung mit
dem Giessen-Test ebenfalls an Kinderwunschpaaren
zu ganz dhnlichen Ergebnissen wie die vorliegende
Untersuchung. Auch er sieht negative soziale Reso-
nanz und Depressivitit als typische Merkmale der
Kinderwunschpatientin. Allerdings beobachtet er die-
selben Auffilligkeiten, wenn auch abgeschwicht, bei
den minnlichen Patienten, was in dieser Untersu-
chung zumindest beziiglich der Depressivitit nicht
zutrifft.

Frauen sind durch das Problem der ungewollten Kin-
derlosigkeit offenbar stirker beeintrichtigt als ihre
Partner, Die Griinde hierfiir sind sicher vielfiltig. Trotz
der Ausweitung der Sterilititsdiagnostik und der stir-
keren Einbeziehung des Mannes als méglichem ,,Ver-
antwortlichen® fiir die Kinderlosigkeit, bleibt der
Komplex Sterilitéit in vielen Képfen noch mit der Fran
verbunden. Bleibt eine Ehe kinderlos, wird die Frau
ungleich héufiger darauf angesprochen und mit den Fr-
wartungen des Umfelds an eine ,,richtige Familie* kon-
frontiert. Von ihr wird, auch wenn sie im Beruf erfolg-
reich ist, immer noch zusitzlich die Geburt und das
Aufziehen von Kindern erwartet, um als Frau voll und
ganz akzeptiert zu sein, wihrend fiir den Mann Erfolg
im Beruf ausschlaggebend ist. Es ist die Frau, der die
sichtbaren ,,Beweise* fiir die ,,Normalitit* und ,,Funk-
tionsfihigkeit“ ihres weiblichen Kérpers, nimlich
Schwangerschaft und Geburt, vorenthalten werden,
wenn die Ehe kinderlos bleibt, egal welcher Partner im
Sinne der Diagnose steril ist. Nicht die medizinische
Ursache der Sterilitéit bewirkt das Leiden der Kinderlo-
sen, sondern die Auswirkungen, die die Kinderlosig-
keit auf ihr soziales Leben hat.
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Ein weiterer Grund fiir die stirkere Beeintrichtigung
der Frau durch die Kinderlosigkeit liegt in ihrer Thera-
pie. Die Frau ist ,,Patientin®, unabhéingig von der Steri-
litdtsursache. Besonders die Verfahren der extrakorpo-
ralen Befruchtung sind fiir die Frau zeitaufwendig und
kérperlich anstrengend. Sie ist gezwungen, ihr Leben
fiir eine bestimmte Zeit nach ihrem Therapieplan zu
richten, ihre Gedanken konzentrieren sich auf Hor-
monwerte und Ultraschalluntersuchungen.

Die Diskrepanz zwischen Mann und Frau beziiglich
der Grundstimmung ist in unserer vorliegenden Studie
wesentlich deutlicher, als Stauber es in seiner Erhe-
bung aus den 80er Jahren beobachtet hat, Denkbare Er-
kldrung ist die Etablierung aufwendigerer Verfahren in
Diagnostik und Therapie, die einerseits die Chancen
der Paare auf ein eigenes Kind verbessert haben, ande-
rerseits aber fiir die Frau auch eine stirkere Belastung
darstellen.

2, Diskussion der Ergebnisse in Abhiingigkeit von
der Dauer des Kinderwunsches

Beziiglich der Kinderwunschdauer gilt fiir Frauen und
Minner, daB die soziale Resonanz sich mit der Dauer
des Kinderwunsches zum positiven hin verdndert.
Hierfiir sind zwei Mechanismen verantwortlich zu ma-
chen. Einerseits wird die Krdnkung durch den unerfiil-
len Kinderwunsch im Laufe der Zeit verarbeitet, ande-
rerseits tragen berufliche oder andere Erfahrungen au-
Berhalb der Familienplanung zur Stirkung des Selbst-
bewuBtseins bei, je deutlicher die Wahrscheinlichkeit
wird, daB der Kinderwunsch unerfiillt bleibt.

Bei den Frauen nimmt auch die Depressivitit mit der
Dauer des Kinderwunsches erstaunlicherweise ab,
wihrend sie beim Mann zunimmt. Méglicherweise ge-
langt die Frau, dadurch daB sie in Diagnostik und The-
rapie stirker involviert ist und quasi gezwungen ist,
sich stidndig mit dem Problem zu befassen, schneller in
einen Zustand der Akzeptanz der Situation, wihrend
dem Mann erst wesentlich spiiter deutlich wird, daB
seine Partnerschaft immer wahrscheinlicher kinderlos
bleiben muB.

Diese Ergebnisse zeichnen ein recht erfreuliches Bild
beziiglich des Umgangs mit der ungewollten Kinderlo-
sigkeit, besonders durch die betroffenen Frauen. Eine
Zunahme der Depressivitit und der Selbstzweifel mit
wachsender Dauer des Kinderwunsches wiire eigent-
lich erwartet worden.

Diskussion der Ergebnisse in Abhiingigkeit von der
Behandlungserfahrung

Bei Betrachtung der Ergebnisse in Abhtingigkeit von
der Vorbehandlung fillt der deutliche Unterschied zwi-
schen den Paarprofilen von Paaren mit INS- oder IVF-
Erfahrung und denen von Paaren mit lediglich VZO-
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Erfahrung auf. Die starke Krinkung im Selbstbild, so-
wie die ausgepriigte Depressivitdt nicht nur bei der
Frau, sind als Folge des Scheiterns der therapeutischen
MaBnahmen verstindlich. Trotz des Wissens um die
Erfolgsraten dieser Verfahren sind die Hoffnungen der
Patienten und Patientinnen besonders bei den ersten
Therapieversuchen enorm hoch und die Enttiuschung
bei einem MifBerfolg umso groBer.

Beim Verkehr zum optimalen Zeitpunkt mit oder ohne
vorangegangene Stimulation als erster Therapiemal-
nahme werden MiBerfolge offensichtlich leichter ver-
arbeitet. Das Gefiihl, daB die Behandlung nun in An-
griff genommen wird, verbessert zumindest bei der
Frau die Stimmungslage gegeniiber Paaren, die noch
gar keine Behandlungserfahrung haben. AufBerdem
gibt das Wissen um die umfassenderen Behandlungs-
moglichkeiten, die noch nicht ausgesch&pft sind, genti-
gend Riickhalt, um MiBerfolge zu verkraften und Hoff-
nung aufzubauen.

Diese Ergebnisse machen deutlich, dal} die aufwendi-
gen modernen Therapieverfahren, besonders wenn sie
nicht den gewiinschten Erfolg bringen, auch eine grofie
Belastung fiir die Paare bedeuten. Dies ist ein wichtiger
Punkt, an dem psychologische Mitbetreuung der Paare
ansetzen miifite.

SchluBfolgerungen

Folgende Aspekte erscheinen besonders wichtig fiir
den Umgang mit Paaren wihrend der Sterilitdtsbe-
handlung:

— Die Frau leidet offensichtlich emotional stirker un-
ter der ungewollten Kinderlosigkeit als der Mann.

— Mit dexr Dauer der Sterilitéitsbehandlung und der stei-
genden Invasivitidt der Behandlungsmethoden steigt
die emotionale Beeintriichtigung der Paare.

— Je linger der Kinderwunsch vor dem Entschiufl zur
Sterilitdtsbehandlung besteht, desto positiver schei-
nen die Patienten ihre Situation zu verarbeiten, da
ihr individueller Leidensdruck offensichtlich nicht
so groR ist und sie in anderen Lebensbereichen be-
reits Bestiitigung gefunden haben.

— Das breiter werdende Wissen in der Bevolkerung um
die neueren, erfolgreicheren Behandlungsmethoden
fiihrt méglicherweise dazu, daf sich Paare, die sich
schon auf ein Leben ohne Kinder eingestellt hatten,
doch noch in Sterilititsbehandiung begeben.

Fiir eine optimale Betreuung von Kinderwunschpaaren
ist es wichtig zu wissen, dal Frauen und Ménner unter-
schiedliche Reaktionen und Verarbeitungsstrategien
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entwickeln. Besonders im Falle des Auftretens von
Spannungen in der Beziehung im Zusammenhang mit
der Sterilititsbehandlung ist es hilfreich, diese Diffe-
renzen anzusprechen und mit dem Paar gemeinsam zu
beraten, welche Konsequenzen gezogen werden miis-
sen, um die Situation zu entspannen. Die Beobachtung,
daB die psychische Beeintriichtigung bei Paaren nach
erfolglosen Inseminationen und IVF-Behandlungen
steigt, zeigt deutlich den Bedarf einer psychologischen
Betreuung der Paare wihrend und zwischen den Be-
handlungszyklen.
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Effekte von Progesteronantagonisten auf die uterinen

Eosinophilen der Ratte
E. Rumpel, A.-K. Schubert und O. Schmitt

Zusammenfassung

Ostrogene induzieren im Uterus von Ratten eine Inva-
sion von eosinophilen Granulozyten, ein Effekt, der
durch Progesteron antagonisiert wird, Im Uterus degra-
nulieren die Eosinophilen, wahrscheinlich durch Ver-
mittlung der Steroidhormone. Anhand des AusmaRes
der Eosinophileninvasion kénnen Riickschliisse auf die
Ostrogene Aktivitdt von Substanzen gezogen werden.
In der vorliegenden Studie wurde die Wirkung einer
Langzeitbehandlung mit den Progesteronantagonisten
Onapriston und ZK 112.993 auf die Bosinophilen im
Uterus von Ratten untersucht, Die Darstellung der Eo-
sinophilen erfolgte mit einem Antiserum gegen das in
den Sekundirgranula lokalisierte Major Basic Protein
(MBP). Dessen immunhistochemische Lokalisation in
der extrazelluldren Matrix in der Umgebung von Eosi-
nophilen an Carnoy-fixierten Uteri war als Marker fiir
deren Degranulierung gesehen worden (7). In unserer
Studie setzten wir verschiedene Fixierlosungen ein.

Onapriston verursachte eine starke Infiltration mit Eo-
sinophilen, die der von Ostrogen-substituierten, ovar-
ektomierten Ratten entsprach. Die Wirkung von ZK
112.993 war deutlich schwicher, womit die bei ande-
ren Parametern beobachtete geringere antiprogestive
Wirkung dieses Antagonisten bestitigt wird. Die Im-
munreaktivitidt war nach Bouin-Fixierung am stirksten
und auf die Eosinophilen beschréinkt. Bei Carnoy-fi-
xierten Uteri reagierte das Antiserum, bei deutlicher
Abschwichung der zelluliren Reaktion, mit der extra-
zelluldren Matrix in der Umgebung der Eosinophilen,
Wir folgern, daB im Rattenuterus in vivo keine stiirkere
extrazellulire Ablagerung des MBP stattfindet, aber
die Bosinophilenmembranen durch alkoholische Fi-
xantien permeabilisiert werden konnen.

Summary

In the uterus of rats estrogens induce an invasion of
eosinophilic granulocytes into the endometrium and
the myometrium. Progesterone prevents the estrogen
induced eosinophilia. The degranulation of eosiophils
in the uterus is assumed to be mediated by steroid hor-
mones. In the present study we investigated the effects
of a long-term treatment with the progesterone antago-
nists onapristone and ZK 112,993 on the eosinophils in
the uterus of rats. The extent of infiltration with eosino-
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phils may allow the clinically important estimation of
the estrogenic activity of such drugs. Eosinophils were
visualized with an antiserum against the Major Basic
Protein (MBP) of their secondary granules. The im-
munohistochemical demonstration of this protein in
the extracellular matrix around the eosinophils in Car-
noy-fixed uteri was taken as a marker for their degra-
nulation by Duchesne and Badia (7). In our study we
used uteri fixed with different solutions.

Onapristone-treated rats showed a strong infiltration
by eosinophils which corresponded to that seen in ova-
rectomized rats treated with estrogen. The effect of ZK
112.993 was clearly weaker. This confirms the lower
antiprogestive activity of ZK 112.993 found for other
parameters. After Carnoy fixation the antibody reacted
with the extracellular matrix in the vicinity of the eosi-
nophils and the staining intensity of the cells was weak.
However, we got a strong immunoreactivity which was
restricted to these cells in uteri fixed in Bouin’s soluti-
on. Our results do not support the idea of a substantial
extracellular deposition of MBP in the uterus of rats but
speak in favour of a permeation of the eosinophil mem-
branes by alcohol containing fixatives allowing granu-
le contents to leave the cell.

Einleitung

Wihrend des ovariellen Zyklus treten bei Ratten unter
dem Einflu} der ovariellen Steroidhormone im Uterus
groBe Schwankungen der Anzahl der eosinophilen
Granulozyten auf (33). Im Prodstrus erfolgt durch an-
steigende Ostrogenspiegel eine Invasion von Eosino-
philen, deren Zahl im Ostrus das Maximum erreicht.
Sie besiedeln in groBer Zahi das tiefe Endometrium
und das Myometrium, Mit dem Progesteronpeak im
Didstrus sinkt ihre Zahl auf ein Minimum. Elektronen-
mikroskopisch wurde demonstriert, daB, beginnend im
Ostrus, die Eosinophilen Iysieren und spiter durch Ma-
krophagen phagozytiert werden (30). Bei noch nicht
geschlechtsreifen oder ovarektomierten Ratten, deren
Uteri keine Eosinophilen enthalten, kann eine Eosino-
philie durch Ostrogengabe provoziert, durch gleichzei-
tige Progesteron- (19, 30) oder Glucocorticoidgabe
(19) verhindert werden. Progesteron (10, 11), aber
auch Ostradiol sollen bei der Degranulation eine Rolle
spielen (12). Zur Funktion der Eosinophilen im Uterus
von Nagern gibt es eine Reihe von Vermutungen, aber
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keine gesicherten Ergebnisse. Die Eosinophilen-Per-
oxidase soll an der Ostrogeninaktivierung (Klebanoff
1965) und, gemeinsam mit anderen hydrolytischen En-
zymen, an der Depolarisierung der extrazelluliiren Ma-
trix des Uterus (14, 42) beteiligt sein.

Progesteronantagonisten binden mit hoher Affinitit an
Progesteronrezeptoren und hemmen Progesteronwir-
kungen in Target-Zellen. Thre Entwicklung forcierte
die Analyse der molekularen Mechanismen der Proge-
steronwirkungen. Klinische Einsatzmoglichkeiten die-
ser Substanzen sind beispielsweise der medikamentdse
Schwangerschaftsabbruch (2, 29), die Behandlung von
Mammatumoren (21, 41) und die Therapie der Endo-
metriose (17).

Progesteron hemmt verschiedene biologische Effekte
von Ostrogen, Die Ausschaltung der Progesteronwir-
kung bei funktionstiichtigen Ovarien fiithrt deshalb zu
einer ungehemmten Wirkung von Ostrogenen auf
Zielorgane, zu einem funktionellen Hyperdstrogenis-
mus. Dieser ist bei Langzeitanwendung von Progeste-
ronantagonisten besonders fiir den Uterus von Bedeu-
tung, weil dabei die Inzidenz von Endometriumkarzi-
nomen steigt (18). Progesteronantagonisten kénnen
eine geringe Affinitit zu Ostrogenrezeptoren besit-
zen, wodurch direkte Ostrogene Effekte im Uterus
méglich sind, wie fiir Onapriston demonstriert wurde
(3.

In der vorliegenden Studie wurde der Einfluf} einer
Langzeitbehandlung mit den Progesteronantagonisten
Onapriston und ZK 112.993 auf die Anzahl und Lokali-
sation der Eosinophilen im Uterus von intakten adulten
Ratten untersucht. Damit sollte die antiprogestive Wir-
kung bzw. Sstrogene Potenz dieser Substanzen auf den
Uterus anhand eines leicht quantifizierbaren Parame-
ters gepriift werden. Fiir eine Quantifizierung unter
kontrollierten hormonellen Bedingungen wurden ovar-
ektomierte Ratten mit Steroidhormonen und Onapri-
ston behandelt. Die Darstellung der Eosinophilen er-
folgte mit einem Antiserum gegen das Major Basic
Protein (MBP), dem Hauptbestandteil ihrer Sekundér-
granula (9). MBP wurde auch extrazelluldr im Ratten-
uterus demonstriert (6, 7). Mit Hilfe der immunhisto-
chemischen Lokalisation von MBP bei mit Progeste-
ronantagonisten behandelten Tieren sollte die Rolle
von Progesteron bei der Degranulation der Eosinophi-
len weiter geklért werden.

Material und Methoden

Die Untersuchung erfolgte an adulten weiblichen Wi-
star- bzw. Sprague-Dawley-Ratten (Zentralinstitut fiir
Versuchstierzucht, Hannover) mit einem Korperge-
wicht (KG) von etwa 200 bzw. 300 g. Die Tiere wurden
in einem 12 h Tag-Nacht-Rhythmus bei Raumtempera-
tur gehalten und hatten freien Zugang zu Futter und
Wasser.
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Uns stand Material von Ratten aus Versuchsreihen der
Schering-AG, Berlin, zur Verfligung. Jede Versuchsrei-
he enthielt eine zyklische Kontrollgruppe. Vaginalab-
striche und Uterusmorphologie dienten zur Bestim-
mung des Zyklusstadiums. Die Testsubstanzen Onapri-
ston (ZK 98.299) und ZK 112.993 (13, 28) wurden in
0,1 ml eines 20 %igen Benzylbenzoat/Rizinustl-Gemi-
sches suspendiert und in einer Dosis von 5 bzw. 20 mg/
kg/d sechsmal wochentlich {iber 2 bis 6 Wochen s.c.
injiziert. Den Kontrollratten wurde nur das Suspensi-
onsmittel appliziert. Fiir die quantitative Untersuchung
wurden die Befunde von 28 zyklischen und von 15 mit
Onapriston und 13 mit ZK 112.993 behandelten Ratten
ausgewertet.

Fiir die Quantifizierung unter kontrollierten hormonel-
len Bedingungen wurden ovarektomierte Wistar-Rat-
ten, beginnend sechs Tage nach Ovarektomie, an drei
aufeinander folgender Tagen mit Ostron (10 pg/kg
KG), Ostron plus Progesteron (10 ug + 1 mg /kg KG),
Ostron plus Progesteron plus Onapriston (10 pg + 1 mg
+0,1 mg/kg KG) bzw. nur dem Vehikel behandelt. Jede
Gruppe umfafite sechs Ratten.

24 h nach der letzten Behandlung wurden die Tiere un-
ter Anisthesie dekapitiert, die Uterushgrner entnom-
men, in mehrere Segmente geteilt, immersionsfixiert,
entwissert und in Paraplast eingebettet. Als Fixantien
wurden Bouin-Losung (iiber Nacht), Carnoy-Fliissig-
keit (Dembele-Duchesne et al. 1991) und gepufferter
Formaldehyd (4%ig, iiber Nacht) verwendet. Von je-
dem Uterus wurden von mehreren Segmenten 5 [m
dicke Schnitte angefertigt und mit Himalaun/Eosin ge-
firbt bzw. fiir die Immunhistochemie ausgewihlt.

Der immunhistochemische Nachweis des MBP erfolg-
te mit einem polyklonalen Kaninchen-Antiserum ge-
gen Ratten-MBP (Dembele-Duchesne et al, 1991; 1 :
250 bis 1 : 750, von Frau Duchesne freundlicherweise
zur Verfligung gestellt). Wir wendeten die indirekte
PAP-Methode an und entwickelten den PAP-Komplex
mit DAB. Die Quantifizierung der Eosinophilen er-
folgte an 2-4 mit anti-MBP gefirbten Schnitten je Tier
durch Auszihlen unter dem Lichtmikroskop, wobei die
Werte fiir das Endometrium und das Myometrium ge-
trennt erhoben wurden. Die im Ergebnisteil angegebe-
nen Zahlen beziehen sich jeweils auf einen Querschnitt
durch ein Uterushorn, Zur statistischen Auswertung
wurde der Kruskal-Wallis-Test eingesetzt.

Um das Verteilungsmuster der Eosinophilen genauer
zu charakterisieren, wurde jeweils ein kontrastreiches
(MBP, Bouin-Fixierung), typisches Priparat von stri-
schen und von mit Onapriston bzw. ZK 112.993 behan-
delten Ratten automatisch ausgewertet. Dazu wurden
die Schnitte auf dem drehbaren Objekttisch eines Vi-
deomikroskopes positioniert. Mit Hilfe eines dreiach-
sigen Motorsystems konnte eine zuvor definierte ,,regi-
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Abb. I und 2: Abhiingigkeit der Immunreaktion gegen MBP im Ute

rus von Ratten von der Fixierlosung. Nach

Fixierung mit Bouin-Losung (Abb. 1) ist das Reaktionsprodukt ausschlieflich zellulér lokalisiert, und die Eosino-
Dphilen sind krdftig gefiirbt. Beachte die schwéichere Firbung degranulierter Eosinophiler. Nach Carnoy-Fixie-
rung (Abb. 2) kommt es zu einer Reaktion der extrazelluliren Matrix bei geringerer Farbintensitit der Zellen.

Intakte Ratten nach Onapristonbehandlung. x 380.

on of interest* (ROI) eingestellt werden. Fokussierung
und Abtastung des Schnittes wurden von dem Bildanaly-
sesystem IBAS (Interaktives Bildanalysesystem, Versi-
on 2.5, Kontron) automatisch gesteuert. Hierzu wurden
512* grofie Gfauwertbilder mit je 256 Intensitdtswerten
pro Pixel mit einer Videokamera aufgenommen. Die di-
gitalisierten Bilder sind mit einem dynamischen
Schwellwertverfahren derart bearbeitet worden, daB die
projizierten Eosinophilen (Vordergrund) vom iibrigen
Gewebe (Hintergrund) getrennt wurden. Von den so er-
haltenen Objektprofilen wurden morphometrische Maf-
zahlen bestimmt. Die 2D-Schwerpunkte der Objekte
wurden nach Beendigung der Auswertung einem Priif-
verfahren (Paarkorrelationsverfahren) (36) unterzogen,
welches die Verteilung der Eosinophilen mit einer Pois-
sonschen Zufallsverteilung (Poisson-ProzeB), einer Ver-
teilung, in der die Objekte relativ konstante Abstinde
voneinander haben (GitterprozeB oder hard core pro-
cess) und einer Verteilung der lokalen Objekthidufungen
(cluster process) vergleicht, Eine Randkorrektur wurde
bei der Berechnung der Paarkorrelation beriicksichtigt.

Ergebnisse
Fixierung und Féirbbarkeit

Die Darstellbarkeit der Eosinophilen war sowohl bei
der HE-Firbung als auch immunhistochemisch vom
verwendeten Fixiermittel abhiingig. Die beste Darstel-
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lung gelang nach Bouin-Fixierung, An mit Formalin fi-
xierten Uteri liefen sie sich mit der HE-Firbung gut
darstellen, die immunhistochemische Reaktion auf
MBP war hingegen schwach. Nach der Carnoy-Fixie-
rung fiel die Firbbarkeit der Eosinophilen mit Eosin
schwach aus, und die Kernform muBte fiir ihre Identifi-
zierung herangezogen werden.

Beim immunhistochemischen Nachweis von MBP
zeigte sich, daB die eosinophilen Granula nach Bouin-
Fixierung am kriftigsten gefirbt waren und das Reakti-
onsprodukt ausschlieflich zelluldr lokalisiert war
(Abb. 1). Im Gegensatz dazu war an Carnoy-fixierten
Uteri (Abb. 2) eine extrazellulire Lokalisation des
MBP zu beobachten. Die Eosinophilen zeigten dabei
eine deutlich schwiichere Reaktion als nach Bouin-Fi-
xierung. Die Firbung der extrazelluldren Matrix war in
der Umgebung von Eosinophilen-Ansammlungen im
tiefen Endometrium und im Myometrium, hier vor al-
lem im Stratum vasculare, am intensivsten. Sie erreich-
te nicht das luminale Epithel und korrespondierte mit
dem Grad der Eosinophilie. In Uteri von unbehandel-
ten ovarektomierten und didstrischen Tieren, die keine
bzw. wenige Eosinophile enthielten, trat nach Carnoy-
Fixierung keine extrazelluldre Firbung auf; ebenso
waren Negativkontrollen ungeftirbt. Deshalb kann eine
unspezifische Reaktion des Antiserums mit der extra-
zelluldren Matrix ausgeschlossen werden,
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Abb. 3-6: Eosinophile im Uterus von Ratten im Ostrus (Abb. 3) und nach Gabe von Progesteronantagonisten (Abb.
4-6). Eine Behandlung mit Onapriston fiihrt bei adulten, intakten (Abb. 4) und bei ovarektomierten, mit ovariellen
Steroidhormonen substituierten Ratten (Abb. 5) zu einer starken Eosinophilie. Nach Gabe von ZK 112.993 (Abb.
6) ist die Infiltration mit Eosinophilen deutlich geringer und das Myometrium kaum besiedelt. Immunreaktion
gegen MBP. x 95.
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In allen Versuchsgruppen wurden Eosinophile mit un-
terschiedlicher Intensitdt der MBP-Immunreaktivitit
gleichzeitig beobachtet (siche Abb. 2). Bei den zykli-
schen Kontrolltieren war die zelluldre Reaktion im
Didstrus schwiicher als im Ostrus, AuSerdem war sie
bei 8strischen Ratten und nach Gabe von Onapriston
bei den im Myometrium Iokalisierten Eosinophilen
schwiicher als bei denen des Endometriums (siehe Abb.
4).

Zyklische und ovarektomierte Ratten

Bei den unbehandelten intakten Ratten bestitigte sich
die aus der Literatur bekannte Zyklusabhingigkeit der
Eosinophilie. Im Didstrus waren relativ wenig Eosino-
phile vor allem im tiefen Endometrium vorhanden
(Median 84,8 im Endometrium, 26,8 im Myometrium).
Im Prodstrus trat eine Invasion in das tiefe Endometri-
um, das Myometrium internum und das Stratum vascu-
lare auf. Die Zellen lagen, wie im Ostrus, vor allem in
der Nihe kleiner Gefifle (Abb. 3). Die hochsten Eosi-
nophilenzahlen wurden bei 6strischen Ratten gefunden
(Median 334 im Endometrium, 189 im Myometrium).
Bei Ratten im Metstrus hatte ihre Anzahl deutlich ab-
genommen, und sie waren gleichméBiger im Endome-
trium verteilt. Im Endometrium waren stets mehr Eosi-
nophile zu finden als im Myometrium, Die individuel-
len Streuungen waren in allen Stadien hoch.

Die Uteri von Wistar-Ratten enthielten, unabhingig
von der Art der Behandlung, deutlich mehr Eosinophile
als die von Sprague-Dawley-Ratten (Stammuntet-
schiede in Tabelle nicht beriicksichtigt) und zeigten
stirkere zyklische Anderungen.

Schnitte von Uteri ovarektomierter adulter Ratten ohne
bzw. mit alleiniger Progesteronbehandlung enthielten
selten Eosinophile (nicht dargestellt). Nach Gabe von
Ostron stieg ihre Anzahl auf Werte an, die leicht iiber
denen Ostrischer Ratten lagen (Tab. 1). Auch bei dieser
Versuchsgruppe war die individuelle Streuung, trotz

gleichzeitiger Gabe von Progesteron wurden in beiden
uterinen Kompartimenten nur wenige Eosinophile ge-
funden (Tab. 1).

Onapriston

Die Behandlung von intakten (Abb. 4) und hormonsub-
stituierten ovarektomierten Ratten (Abb. 5) mit Ona-
priston induzierte regelmiBig eine massive Eosinophi-
lie (Tab. ). Diese war zwar quantitativ geringer als bei
ovarektomierten Ratten nach Gabe von Ostron, doch
bestanden zwischen diesen Gruppen keine signifikan-
ten Unterschiede.

Nach Onapriston-Gabe wanderten die Eosinophilen z.
T. bis ins oberflichliche Endometrium (Abb. 4, 5). Wie
in Prodstrus und Ostrus waren sie oft in der Nachbar-
schaft von Mikrogefdfien lokalisiert. Auch das My-
ometrium internum, das Stratum vasculare und der
subserdse Bereich enthielten zahlreiche Eosinophile,
withrend das Myometrium externum schwach besiedelt
war (Abb. 5). Die statistische Auswertung zeigte, daB
signifikant mehr Eosinophile im Endometrium lagen (p
<0,05) und die Anzahl individuell stirker streute als im
Myometrium. Die Dauer der Behandlung oder die
Hohe der Dosierung hatten keinen EinfluB auf die An-
zahl der Eosinophilen im Endometrium. Im Myometri-
um war ihre Anzahl positiv mit der Dosis korreliert (r =
0,59; p £0,05).

Die Analyse der Verteilung der Eosinophilen erbrachte,
dafl nach Onapristongabe das gleiche Muster wie bei
strischen Tieren vorliegt. Sie bilden Cluster mit gerin-
gen Abstiinden im tiefen Endometrium und mit gréBe-
ren Abstéinden im Myometrium (Abb. 7 und 8), Das
Punktfeld (Abb. 7) zeigt, daB die Eosinophilen im Ge-
gensatz zu Ostrischen Tieren auch in groBerer Zahl im
subepithelialen Bindegewebe erscheinen. Die Paarkor-
relationsfunktion (Abb. 9) 148t eine Abweichung von
der Poisson- bzw. Zufallsverteilung erkennen mit einer
stéirkeren Clusterung bei niedrigen Intereosinophilen-

definierter hormoneller Bedingungen, groB. Bei  Abstinden (50-1000 pm) und einer zweiten, nicht ganz
Endometrium Myometrium

n M SD  Min Max M SD Min Max
ovx+El 414 139 151 440 288 112 182 4717
ovx+E1+P 6 1 4 0 8 2 7 0 15
ovx+E1+P+Ona 6 169 33 120 198 132 151 36 448
Onapriston 15 159 96 55 637 55 35 7 134
ZK 112.993 13 34 55 3 164 7 16 0 103

M = Median, SD = Standardabweichung, Min = Minimum, Max = Maximum, n = Versuchstierzahl, ovx = Ovarektomie, El = Ostron, P =

Progesteron, Ona = Onapriston

Tabelle 1: Anzahl der Eosinophilen pro Uterusquerschnitt bei Ratten nach Hormon- und Antihormongabe (Wistar-

und Sprague-Dawley-Ratten zusanmengefafit)
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Abb. 7: Darstellung des Verteilungsmusters (Punkt-
feld) der uterinen Eosinophilen bei einer intakten, mit
Onapriston behandelten Ratte.
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Abb. 8: Planares Voronoi-Mosaik des Punkifeldes der
Abb. 7. Da es sich um ein endliches Punktfeld handelt,
wurde auf eine vollstindige Tessalation der Randzellen
verzichtet.

so stark ausgepriigten Clusterung bei gréferen Abstiin-
den (1000-1400 um).

ZK 112.993

Die Anzahl der Eosinophilen sowohl im Endometrium
als auch im Myometrium war nach Gabe von ZK
112.993 (Tab. 1, Abb. 6) signifikant geringer als nach
Ostrogenbehandlung von ovarektomierten Ratten (p <
0,0001). Obwohl die Mediane bei ZK 112.993 sowohl
fiir das Endometrium als auch fiir das Myometrium
deutlich unter denen von Onapriston lagen, waren die
Differenzen zwischen diesen beiden Gruppen aufgrund
der hohen Strenung nicht signifikant.

Wie nach Onapriston-Behandlung lagen die eosinophi-
len Granulozyten bevorzugt im tiefen Endometrium,

260

=y

500 1000 1500

Abb. 9: Paarkorrelationsfunktion (g(r), wobei r der
Radius in pm ist) des Punktfeldes der Abb. 7. Pfeil 1
weist auf die starke Kumulation von dicht zusammen-
liegenden Eosinophilen hin. Pfeil 2 zeigt auf eine An-
héiufung von Zusammenlagerungen im mittleren Nah-
bereich. Bei relativ grofien Abstinden der Eosinophi-
len wurde ebenfalls noch eine diskrete Clusterung ge-
funden (Pfeil 3).

nur einzelne erreichten die subepitheliale Schicht. Die
GefiBnihe war nicht so offensichtlich wie bei Onapri-
ston-behandelten Tieren. Bei Sprague-Dawley-Ratten
war das Myometrium kaum besiedelt. Bei den Wistar-
Ratten war die myometriale Lokalisation die gleiche
wie nach Onapristongabe.

Das Paarkorrelationsdiagramm zeigte wiederum eine
Clusterung der Eosinophilen mit Abstéinden zwischen
50 bis 1000 pm und auBlerdem eine schwach ausge-
prigte Tendenz zur Gitterverteilung im Bereich von
1200 bis 1800 pm, so daB auch hier eine statistisch
nicht als zufillig zu bewertende Abweichung von der
Poisson-Verteilung vorliegt (nicht dargestelit).

Der statistische Vergleich der Eosinophilenzahlen bei-
der Kompartimente von allen Versuchsgruppen mittels
des Pearson-Rangkorrelationskoeffizienten ergab eine
Korrelation zwischen Endo- und Myometrium in 58 %
der Fille (r = 0,766, Determinationskoeffzient r* =
0,586; p < 0,001).

Diskussion

Die der Eosinophileninvasion in den Uterus zugrunde
liegenden Mechanismen sind noch nicht vollsténdig
geklirt. Die Arbeitsgruppe um Tchernitchin (37) favo-
risiert einen direkten Einfluf der Ostrogene im Blut
und konnte ein Ostrogenbindungssystem der Eosino-
philen nachweisen. Sie zeigte, dal} die Eosinophilenin-
vasion wenige Minuten nach Ostrogengabe beginnt
(39). Der auf Eosinophile stark chemotaktisch und de-
granulierend wirkende Plittchen-aktivierende Faktor
(22) kénnte von Bedeutung sein, da seine Aktivitét im
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Rattenuterus durch Ostrogene gesteigert wird (27). Al-
lerdings existieren dazu bisher keine Untersuchungen.
Aus dem Uterus unreifer Ratten wurde nach Ostrogen-
gabe ein ,,Eosinophilic Chemotactic Faktor* (ECF-U)
extrahiert (23), der die Chemotaxis eosinophiler Gra-
nulozyten in einem in-vitro-System, in dem Ostradiol
selbst keinen Effekt zeigte, signifikant erhohte. Die
Blockierung der Ostrogenrezept01'en durch Tamoxifen
hemmt die Bildung oder Aktivitit des EGE-U (23).
Progesteron antagonisiert den stimulierenden Effekt
von Ostradiol auf die Aktivitit des ECF-U, der Proge-
steronantagonist RU 486 hebt die Wirkung von Proge-
steron auf (16, 23). Es handelt sich also auch hier um
einen Rezeptor-vermittelten Effekt,

Unsere Befunde zeigen, daB auch die Progesteronant-
agonisten Onapriston und ZK 112.993 die hemmende
Wirkung von Progesteron auf die Invasion von Eosino-
philen in den Uterus antagonisieren. Dabei hatten die
beiden verwendeten Antagonisten unterschiedlich star-
ke Effekte. Die Eosinophilie war bei Onapriston-be-
handelten Tieren mit der von &strischen Ratten ver-
gleichbar, wihrend sie bei ZK 112.993 signifikant ge-
ringer als nach Ostron-Gabe war. Die Unterschiede
zwischen den beiden Antagonisten waren allerdings
aufgrund der starken individuellen Schwankungen der
Eosinophilenzahl nicht signifikant. Die Antagonisten
Onapriston und ZK 112.993 unterscheiden sich auch
bei anderen Effekten auf den Uterus. So ist nach Ona-
pristongabe bei intakten Ratten der Anteil der glandu-
ldren Apoptosen signifikant gréBer und die Induktion
von Epithelmetaplasien hiufiger als nach Gabe von ZK
112.993 (31, 32). Diese Befunde sprechen, wie anch
die hohere Eosinophilie, fiir eine stirkere antiprogesti-
ve Wirkung von Onapriston im Uterus von Ratten.

Die unterschiedlichen Wirkungen von Onapriston und
ZK 112.993 kénnten durch ihre verschiedene Wir-
kungsweise am Rezeptor (8) zustande kommen. Das
herkdmmliche Modell der Rezeptoraktivierung durch
Liganden hat sich als zu einfach erwiesen. Steroidre-
zeptoren interagieren mit verschiedenen Koaktivato-
ren, wodurch auch verwandte Rezeptorproteine beein-
fluB3t werden, so dafl mehrere simultan aktivierte Syste-
me kooperieren und ungeplante Effekte verursachen
konnen (15). So werden z.B. RU 486 und ZK 112.993,
nicht aber Onapriston, bei Erhéhung der zelluldren
CcAMP-Spiegel zu Progesteronagonisten (34). Es ist
deshalb denkbar, daf} eine partielle Progesteron-agoni-
stische Aktivitit von ZK 112,993 die Ursache der nied-
rigen Eosinophilenzahlen ist. Progesteronantagonisten
koénnen die hypophysire und ovarielle Hormonsekreti-
on stimulieren (25, 40). Vor allem nach Onapristonga-
be findet man bei intakten Ratten hohe Ostrogenspie-
gel, die die hichsten Werte von zyklischen Tieren er-
reichen. Da dieses Ostrogen nicht durch Progesteron
antagonisiert wird, konnte es eine gesteigerte Aktivitit
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des ECF-U (23) und damit eine starke Eosinophilenin-
vasion hervorrufen.

Die uterinen Effekte von Progesteronantagonisten sind
von der Tierspezies und den Versuchsbedingungen ab-
hiingig (26). So waren bei unserer Untersuchung be-
reits deutliche Unterschiede in der Eosinophilenzahl
zwischen Wistar- und Sprague-Dawley-Ratten zu regi-
strieren. Bei ovarektomierten oder noch nicht ge-
schlechtsreifen Nagern mit niedrigen endogenen
Ostrogenspiegeln kann Onapriston, nicht aber RU 486,
Ostrogene Effekte hervorrufen (3). Diese bestanden u.
a. in der Synthese von Ostrogen- und Progesteronre-
zeptoren und konnten durch die gleichzeitige Gabe ei-
nes Antiostrogens unterdriickt werden. Onapriston hat
bei Ratten eine geringe Affinitit zum Ostrogenrezeptor
(35). Eine Eosinophileninvasion kann durch alleinige
Gabe von Onapriston bzw. RU 486 in Dosen bis zu 10
mg/kg KG bei ovarektomierten Ratten nicht ausgeldst
werden, obwohl beide Antagonisten leichte dstrogene
Wirkungen auf den Uterus haben (eigene, unverdffent-
lichte Befunde). Offensichtlich aktivieren sie keine
Ostrogenrezeptor-abhiingigen Gene, die die Migration
von Eosinophilen in den Uterus induzieren. Die Eosi-
nophileninvasion nach Gabe von Progestercnantagoni-
sten bei intakten oder ovarektomierten, hormonsubsti-
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tuierten Ratten ist deshalb als eine ,,unopposed estro-
gen action* (5) zu interpretieren.

MBP ist im kristalloiden Zentrum (Core) der Sekun-
dirgranula der Eosinophilen enthalten (9). Eine extra-
zelluldre Ablagerung des Proteins in der Haut konnte
bei atopischer Dermatitis immunhistochemisch de-
monstriert werden (24). Bei Ratten wurde das hydro-
phobe Protein im Uterus erstmals von Badia et al. (1)
nachgewiesen, spiter als MBP identifiziert und im-
munhistochemisch dargestellt (6). Im Ostrus wurde
MBP vor allem extrazellulir und in gleicher Lokalisati-
on wie die eosinophilen Granulozyten beobachtet (7).
Dieser Befund wurde an Uteri erhoben, die mit
Carnoy’scher Losung fixiert waren.

Unsere Untersuchungsergebnisse zeigten zunéchst ei-
nen EinfluB des Fixiermittels auf die anti-MBP-lm-
munreaktivitit der Eosinophilen. Sie fiel nach Bouin-
Fixierung am stirksten aus. Der Extrazellularraum
blieb ausgespart. Nach Carnoy-Fixierung lief§ sich ent-
sprechend den Ergebnissen von Duchesne und Badia
(7) das MBP immunhistochemisch extrazelluldr in der
Nachbarschaft der Eosinophilen nachweisen. Gleich-
zeitig war die Reaktionsstirke der Zellen deutlich
schwicher. Unsere Befunde nach Bouin-Fixierung
sprechen gegen eine massive extrazellulére Deposition
des MBP im Uterus. Dies gilt fiir alle untersuchten hor-
monellen Bedingungen. Wir schliefen deshalb, dafl das
MBP von intakten Eosinophilen im Uterus nur in gerin-
gen Mengen freigesetzt wird und sich dadurch dem im-
munhistochemischen Nachweis in der extrazelluldren
Matrix entzieht. Die Ergebnisse lassen auf einen che-
misch bedingten Austritt von MBP aus den Eosinophi-
len bei Carnoy-Fixierung schliefen, wodurch auch die
mangelnde Firbbarkeit mit Eosin erklért werden konn-
te. Unterstiitzt wird unsere Annahme durch die Befun-
de von Badua et al. (1988), die MBP im Uterus als zel-
lulires Protein identifizierten.

Carnoy ist ein alkoholhaltiges Fixiermittel, das z.B.
beim Nachweis zelluldrer Antigene an Kryostatschnit-
ten eingesetzt wird, da es Zellmembranen permeabili-
siert und zelluldre Antigene fiir Antikorper zugénglich
macht. Es liegt nahe anzunehmen, daB es auch intrazel-
luldren Proteinen ermdglicht, wahrend des Fixiervor-
ganges die Zelle zu verlassen. Vermutlich ist das MBP
fiir die Affinitét der eosinophilen Granulozyten zu dem
sauren Farbstoff Eosin von grofler Bedeutung, da es
mehr als 50 % der Granula-Proteine ausmacht (22).
Wenn unsere Annahmen zutreffen, sollte bei Carnoy-
fixierten Uteri in der Umgebung von Eosinophilen-An-
sammlungen eine stirkere Firbbarkeit der extrazelluli-
ren Matrix mit Eosin auftreten. Dal} diese nicht zu be-
obachten.war, kdnnte an einer Verdeckung des Effektes
durch die Eosinophilie der umliegenden Kollagenfa-
sern liegen. Zu priifen wére, ob sich auch andere Pro-
teine der Eosinophilen nach Carnoy-Fixierung extra-
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zelluldr darstellen lassen, wenn sie nach Bouin-Fixie-
rung ausschlieflich intrazelluldr lokalisierbar sind. Ein
anderes, mengenmifig bedeutendes Enzym der Eosi-
nophilen, die Peroxidase, ist in unfixierten Gefrier-
schnitten vom Uterus zelluldr lokalisiert (19).

Auch fiir die Degranulation der uterinen Eosinophilen
werden hormonelle Stimuli verantwortlich gemacht.
Es wurde gezeigt, daB Progesteron den Anteil degranu-
lierter Eosinophilen im Uterus erhdht (10, 11) und in
vitro die Degranulation von Blut-Eosinophilen steigert
(11), woraus gefolgert wurde, dafl der durch Progeste-
ron ausgeldste Eosinophilenmangel im Uterus auf ei-
ner verfrithten Degranulation und Verkiirzung der Le-
bensspanne der Eosinophilen beruht.

Unsere Ergebnisse sind mit dieser Schlufifolgerung
nicht im Einklang. Die Uteri ovarektomierter Ratten
enthielten nach gleichzeitiger Gabe von Progesteron
und Ostrogen nur wenige Eosinophile, und diese unter-
schieden sich in der Reaktion mit anti-MBP nicht von
denen der anderen Versuchsgruppen. Elektonenmikro-
skopisch werden bei diesen Tieren selten Zeichen fiir
den Abbau von Eosinophilen beobachtet (eigene Befun-
de). Unsere Befunde stiitzen hingegen die Hemmung der
Ostrogen-induzierten Produktion eines Eosinophilen-
chemotaktischen Faktors durch Progesteron (16, 23).

Die Blockierung der Progesteronrezeptoren durch
Onapriston und ZK 112.993 hemmte die Degranulation
der Eosinophilen nicht signifikant, da in diesen Ver-
suchsgruppen neben Eosinophilen mit einer starken
Reaktion mit anti-MBP stets zahlreiche schwach rea-
gierende auftraten. Dies wird durch unsere ultrastruk-
turellen Untersuchungen bestétigt. Falls Progesteron
an der Degranulation beteiligt ist, kann es sich dabei
nicht um einen durch den Progesteronrezeptor vermit-
telten Prozef handeln. Damit stimmt {iberein, daf} Pro-
gesteron durch Eosinophile nicht spezifisch gebunden
wird (38). Auch bei nur mit Ostron behandelten ovar-
ektomierten Ratten war der Anteil an schwach MBP-
positiven Eosinophilen hoch, sie miissen also MBP ab-
gegeben haben. Dies unterstiitzt Befunde, nach denen
auch Ostrogene die Degranulation der Eosinophilen
steigern konnen (12). Vielleicht liegt der Auslosung der
Degranulation durch beide Hormone ein gemeinsamer
Wirkmechanismus zugrunde., Denkbar wire ein Ein-
fluf auf die Membranen der Eosinophilen. Steroidhor-
mone als lipophile Substanzen kénnen némlich in die
Phospholipidbilayer von Zellmembranen eingebaut
werden, deren Fluiditét verfindern und so Ionenkanile
blockieren. Diese nichtklassischen (nicht genomi-
schen) Effekte der Steroidhormone sind durch rasches
Auftreten charakterisiert. Sie sind fiir ovarielle Steriod-
hormone nachgewiesen und zellunspezifisch (4.).

Unsere Befunde zeigen, daB MBP, ein quantitativ be-
deutendes Protein der Eosinophilen, wéhrend der De-
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granulierung im Uterus nicht massiv freigesetzt wird
und nicht extrazelluldr akkumuliert. Die getesteten
Progesteronantagonisten induzierten eine Eosinophi-
lie, die durch die ungehemmte Ostrogenwirkung er-
klédrbar ist. Ihre unterschiedliche Effektivitiit ist mit ih-
rer verschiedenen Wirkungen auf Rezeptorebene in
Einklang. Die Ergebnisse sprechen nicht fiir eine wich-
tige Rolle von Progesteron bei der Degranulation der
Eosinophilen. Falls ein solcher Effekt existiert, kann er
nicht durch den Progesteronrezeptor vermittelt sein.
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sitéit zu Liibeck:

Die Priaimplantationsdiagnostik im Spannungsfeld von Recht

und Ethik
W. Kiipker, K. Diedrich

Der medizinische Fortschritt und der Ruf
nach Ethik

‘Was die Krankheit angeht, wiirden wir nicht fast zu
fragen versucht sein, ob sie uns iiberhaupt entbehrlich
ist? Diese Sentenz aus der Vorrede zu Nietzsches
‘Frohlicher Wissenschaft’ (1) konterkariert den Hinter-
grund, der dem Wissenschaftler der Moderne Aus-
gangspunkt und Ziel seiner Tdtigkeit ist. Wie kann es
moglich sein, ohne die Dimension von Zeit und Ge-
schichte gewissermaBen per Dekret hier und jetzt zu
entscheiden, was ethisch richtig sein soll, wenn wir die
Errungenschaften der modernen Reproduktions- und
Fetalmedizin beurteilen wollen. Die wissenschaftli-
chen Erkenntnisse iiber den Menschen ereilen uns mit
rasanter Geschwindigkeit. In wenigen Jahren wird man
den Bauplan, das menschliche Genom, komplett ent-
schliisselt haben. Die molekulare Genetik gibt uns fun-
damental neue Mdglichkeiten zur Entwicklung von
Strategien zur Erkennung und Behandlung von Erkran-
kungen. Warum geben diese Entwicklungen {iberhaupt
AnlaB, ihre Bedeutung fiir unser zukiinftiges Leben zu
hinterfragen? Geben sie nicht vielmehr Hoffnung auf
eine qualitative Verbesserung unseres Daseins? Die er-
ste Frage ist also, warum es ein 6ffentliches Desiderat
nach ethischer Reflexion gibt. Die Antwort liegt wohl
begriindet im Netz unseres soziokulturellen Kontextes,
dem unser Denken verhaftet ist. Die christlich-abend-
lindische Kultur ist die Basis unseres Selbstverstind-
nisses und ermoglicht uns erst, in der einen oder ande-
ren Weise Stellung zu nehmen, sei sie affirmativ oder
kontrovers. Die christlich-abendliindische Gesellschaft
ist die konstituierende Macht von Moralvorstellungen
und ethischen Vorschriften, die das westliche Europa
und die anglo-amerikanische Welt durch Jahrhunderte
begleitet hat. So muB sich jedwede ethische Reflexion
seiner historischen Dimension bewuft sein. Normative
Ethik und deontologisches Denken sind prigende Fak-
toren, auch der positiven Gesetzgebung und erhalten
den sozialen Kontext. Immer sind es die faszinieren-
sten Erkenntnisse einer freidenkenden Wissenschaft
gewesen, die die Akzeptanz der Gesellschaft herausge-
fordert haben und auf den mithsamen Weg der Integra-
tion gebracht wurden.
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Was noch unlingst als medizinischer Fortschritt galt,
wie beispielsweise der Einsatz der Ultrasonographie in
der vorgeburtlichen Diagnostik, gehort heute bereits
zum  routineméBigen  Vorsorgeprogramm  einer
Schwangeren. Der Fortschritt der Technologie hat wie-
der einen Schritt weiter gefiihrt und erméglicht uns
eine invasive Diagnostik und Therapie des heranwach-
senden Feten. Mehr noch: Die moderne Reprodukti-
onsmedizin offeriert uns die Moglichkeit einer Praim-
plantationsdiagnostik. Diese steht nun im Fokus kon-
troverser Diskussionen und fordert eine Begrifflichkeit
der Menschwerdung, die zwar schon von jeher ihre
Theoreme fand, die es jedoch nun zu realisieren gilt.

Das Konzept der Priimplantationsdiagnostik

Das Ziel einer Praimplantationsdiagnostik ist es, in
Fillen von Paaren, die mit einem hohen Risiko belastet
sind, eine schwerste, mit dem momentanen Stand der
medizinischen Méglichkeiten nicht behandelbare oder
zwingend letale Erkrankung an den erwiinschten Kon-
zeptus zu vererben, bereits an der Embryonalzelle die-
se nachzuweisen oder auszuschlieRen, bevor man die
Einnistung der Blastozyste zuliBt. Die Idee einer derart
frithen prénatalen Diagnostik ist bei weitem nicht so re-
volutiondr oder futuristisch, wie sie dem Zeitgenossen
in den Medien vorgehalten wird. Bereits 1965 versf-
fentlichte R. Edwards (2) ein solches Verfahren, das
aus einzelnen Trophoblastenzellen eine Geschlechts-
bestimmung vornehmen konnte, um X-chromosomal
gebundene Erkrankungen zu diagnostizieren. Durch
Bestimmung des Sex-Chromatins in Kaninchenblasto-
zystenzellen konnte das Geschlecht korrekt vorherge-
sagt werden. Die neuen Verfahren der Polymeraseket-
tenreaktion (PCR) und der Fluoreszenz in situ Hybridi-
sierung (FISH) erm&glichen heute die Darstellung um-
schriebener Genorte. Hingegen erfordert jedoch die
Gewinnung von Blastozystenzellen den Umstand einer
uterinen Lavage, die sich als nicht probat herausstellte,
oder aber die Konzeption im System der in vitro Ferti-
lisierung. Eine Variante der Priimplantationsdiagno-
stik ist die sogenannte Priikonzeptionsdiagnostik. Hier
wird in technisch aufwendiger Art vor der Syngamie
beider Gameten eine Polkdrperanalyse durchgefiihrt,
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die sich zwar dadurch auszeichnet, da der Embryo
nicht traumatisiert wird, auf der anderen Seite jedoch
nur bedingt eine Aussage iiber den genetischen Status
der Eizelle moglich ist, da im Falle einer maternalen
Heterozygotie die Eizelle selbst genetisch different
wiire oder aber im Zuge des chromosomalen Crossing
over sowohl Polkérper als auch die Eizelle selbst ein
mutiertes Allel triigen. Eine weitere Variante der Pré-
konzeptionsdiagnostik stellt die Spermatozoenselekti-
on mittels DurchfluBzytometrie dar, die eine Trennung
von Y-Chromosom und X-Chromosom tragenden
Spermatozoen ermbglicht. Die bis dato vorliegenden
Studien zur Validierung der Praimplantationsdiagno-
stik lassen vermuten, daB die Biopsie extraembryona-
ler Zellen nach dem Acht-Zellstadium als geeignet er-
scheint. Nachstehende Tabelle gibt einen Uberblick
{iber die einzelnen Krankheitsbilder, die von medizini-
scher Seite eine Diagnostik rechtfertigen.

— Mukoviszidose

— Morbus Tay Sachs

—Lesch Nyhan Syndrom

— Muskeldystrophie Duchenne
— Hémophilie

— Alpha-1 Antitrypsin Mangel
— Retinitis pigmentosa

— Pragile X Syndrom

— Alloimmunthrombozytopenie

Tabelle 1 Indikationen zur Prdimplantationsdiagnostik

Einen besonderen Stellenwert nimmt in Westeuropa
die Diagnostik der Mukoviszidose und der Muskeldys-
trophie Duchenne ein. Die Mukoviszidose als autoso-
mal rezessiv vererbte Erkrankung hat eine Inzidenz
von 1:2500 in der Bevolkerung. Besondere Bedeutung
erlangte die Mukoviszidose in jtingster Zeit durch die
Erkenntnis der Assoziation verschiedenster Mutatio-
nen im Mukoviszidosegen mit schwerer ménnlicher
Subfertilitit, Die Inzidenz betriigt etwa 1:100 in der
subfertilen mannlichen Population und 1:10 unter
Minnern mit obstuktiver Azoospermie (3). Da die
schwere minnliche Subfertilitiit durch die Methoden
der assistierten Fertilisierung behandelbar wurde, ver-
vielfacht sich die Zahl heterozygoter Triiger einer Mu-
tation als potientielle Viiter erkrankter Nachkommen.

Als immanente Kritik der Methode der Prédimplantati-
onsdiagnostik und ihres erfolgreichen Einsatzes ist die
Frage nach der Fehlerquote hier von besonderer Rele-
vanz. Der Literatur folgend wurden drei Fehldiagnosen
bekannt, die auf technische Unzulinglichkeiten der
PCR zuriickgefithit wurden. Mit der zunehmenden
Verfeinerung der PCR-Technik und dem verbreiteten
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Einsatz der FISH-Methode konnte jetzt eine Vorhersa-
gesicherheit von etwa 99% erzielt werden. Somit ergibt
sich eine kalkulierbare Fehlerquote, die sich im Rah-
men der Treffsicherheit wiederfindet, die fiir da Cho-
rionic villus sampling (CVS) und die Amniozentese in
der routinemiBigen Prénataldiagnostik angegeben
wird.

Eine Sonderstellung nimmt die Priimplantationsdia-
gnostik insofern im Rahmen vorgeburtlicher Diagno-
stik ein, als dafl in Ubereinkunft eine strengste Indikati-
onsstellung gefordert wird. Das klar erkidrte Ziel der
Prﬁimplantationsdiagnostik ist es, dem mit hohem Ri-
siko belasteten Kinderwunschpaar im Vorfeld eines po-
tentiellen Schwangerschaftskonfliktes eine reale Ent-
scheidungshilfe zu geben.

Die Vorbehalte

Die Priimplantationsdiagnostik als medizinisch-dia-
gnostische Mafinahme geht zurtick auf die Erkenntnis-
se der Reproduktionsbiologie, genauer der Embryolo-
gie. Die Embryologie selbst ist Motor zeitgenossischer
juristischer und ethischer Debatten. Die Embyrologie
hat den Dialog der Gameten, deren Synganiie und die
weitere embryonale Entwicklung zum Gegenstand der
Erforschung. Mithin entfacht sie die Frage nach der
menschlichen Individuation und Persénlichkeitsent-
wicklung, Der Embryo und sein Status gerit in ein
Spannungsfeld von rechtlichen und ethischen Vorstel-
lungen. Die Gesetzgebung will die Interessen des Em-
bryos vertreten, die wiederum an seine vorbehaltliche
Autonomie gekniipft sind. Eine positive Ethik gibt ihm
diese Autonomie oder versagt sie ihm. Die Prédimplan-
tationsdiagnostik, die eng verkniipft mit der Embryo-
nenforschung erscheint, wird an diesem Urteil gemes-
sen.

Die Frage nach der Autonomie von Gameten und Em-
bryonen wird kontrastiert in der Frage nach ihrer Rela-
tionalitit zur Person ihres Ursprungs. Die moderne Re-
produktionsmedizin hilt Gameten und Embryonen vor
zu multidirektionaler Bestimmung, Die Methode der in
vitro Fertilisierung, die Spermatozoen, Qozyten und
Embryonen generiert, ermoglicht ihre zielgerichtete
Verwendung zur Erzielung einer Schwangerschaft.
Ferner kénnen sie Objekt vielseitiger Diagnostik oder
Forschung sein.

Die Ethik beansprucht hier eine Anwaltschaft auf Ga-
meten und Embryonen zur Garantie ihres Schutzes zur
Sicherung des Humanum proprium. Normative Religi-
onssysteme, die siikulare Philosophie, Soziologie und
Kulturwissenschaft, und damit unabldsbar verkniipft
die Rechtssprechung reklamieren fiir sich, dieses Hu-
manum zu reprisentieren.

Angewandte Forschung und therapeutische Praxis las-
sen sich zwar unterscheiden, aber nicht trennen. Die
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Erzeugung von Embryonen impliziert im Grunde ge-
nommen Forschung, die unverzichtbare Sicherheitsan-
forderungen garantiert und den Erfolg der Methoden
der assistierten Reproduktion verbessern soll. Sicher-
lich geben tierexperimentelle Untersuchungen Hinwei-
se, lassen sich aber nicht ohne weiteres auf die Human-
medizin iibertragen, so daB man die Forschung an
menschlichen Embryonen, d.h. de facto iiberziihligen
Embryonen, eigentlich als notwendige Voraussetzung
zum Erfolg und zur Sicherheit der Priimplantations-
diagnostik betrachten miifite, gleichsam auch als In-
strument ihrer Qualitétssicherung.

Der Genfer Theologe J.M. Thévoz (4) prigte den Be-
griff des ‘Projet parental’, was bedeutet, daf} Embryo-
nen nicht eigens zu Forschungszwecken erzeugt wer-
den diirfen, sondern Embryonenforschung nur disku-
tierbar ist im Zusammenhang mit medizinisch assi-
stierter Zeugung als Behandlung von Unfruchtbarkeit.
Das heifit weiter, daB das Forschen von therapeuti-
schem Charakter ist, und unter diesen Bedingungen
nicht nur als ethisch zulissig, sondern geradezu als
ethisch notwendig zu betrachten wire. Und dies wiirde
im ganz besonderen Fall auch fiir die Priimplantations-
diagnostik zutreffen. Anderenfalls miiBte sich die Re-
produktionsmedizin vorwerfen lassen, sie versdume
auf Kosten der Patientinnen und Patienten die Verbes-
serung ihrer Techniken. Um den Status des menschli-
chen Embryos zu erfassen, gibt es nach Thévos prinzi-
piell drei Argumentationsweisen: eine biologische,
eine ontologische und eine relationale. Die biologisch
orientierte Argumentation sucht nach Einschnitten
oder Stadien der Embryonalentwicklung, die tiber den
Anfangszustand eines Zellaggregates mit menschli-
chen Chromosomen hinaus mehr oder weniger spezifi-
sche Eigenschaften oder unerldBliche Féhigkeiten ei-
nes menschlichen Wesen zum Ausdruck bringen und
dadurch eine besondere wiirde begriinden konnen (Ver-
lust der Totipotenz, Individuation, Neuralfurchenbil-
dung und Ausbildung des zenfralen Nervensystems,
Herzschlag und Lebensfihigkeit). Das Problem ist al-
lerdings, abgesehen von der philosophischen Grundla-
ge von Sein und Sollen, daf die biologischen Entwick-
lungsstufen kontinuierlich sind, daf sie einen Uber-
gang von der Verfiigbarkeit zur Unverfiigbarkeit nicht
rechtfertigen ktnnen.

Schon Aristoteles definierte das Entstehen des mensch-
lichen Seelenlebens als flieBende Ubergiinge: Anima
vegetativa, sensualis, imaginationis und rationalis.
Auch der Warnock-Report von 1987 (§) nahm sich des
Problems des beginnenden Lebens an. Das Warnock-
Komitee pointierte, und hierauf griindet sich bis heute
die Behandlung von Embryonen in Grofibritannien,
daB die letzte Moglichkeit zur Zwillingsbildung um
den 14. Tag, also zum Zeitpunkt der Ausbildung des
Primitivstreifens in der Primidrplatte der Blastozyste,
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als Zeitpunkt des Beginns der Individualentwicklung
zu interpretieren sei. Nach anfénglicher Favorisierung
des 40. Tages als Beginn der Neuralentwicklung war
dann einheitlich diese Ubereinkunft akzeptiert worden.
Mit der Vereinigung von Eizelle und Spermatozoon
konnen ja tatsichlich zwei oder mehr kiinftige Perso-
nen angelegt werden. Es giibe aber auch noch andere
signifikante Einschnitte in der Embryonalentwicklung.
So kann das menschliche Subjekt definiert werden als
ein Subjekt einer Form von BewuBtsein, das gebunden
ist an das Vorhandensein des zentralen Nervensystems.
A. Warren postulierte 1991 zur Frage, wann ein Pré-
embryo, Embryo, oder Fetus Qualitiiten entwickelt,
daB das menschliche Wesen das ausmacht, was ihm die
Fihigkeit zur Wahrnehmung verleiht. Jedoch wann ein
menschlicher Embryo diese Fithigkeit entwickelt, kann
nicht exakt bestimmt werden. Die ontologische Argu-
mentation nach Thévoz orientiert sich am Beispiel des
katholischen Lehramtes (Donum vitae) (6). Dieser
Auffassung zufolge ist die menschliche Natur mit der
befruchteten Eizelle in einer Weise gegeben, dall der
Embryo — und das ab conceptione naturale - wie eine
Person zu behandeln und zu schiitzen sei. Das mensch-
liche Genom der befruchteten Eizelle erlangt eine her-
ausragende Bedeutung als quasi-Personlichkeit. Diese
Position wird hinsichtlich ihrer Grundlagen und ihres
Ergebnisses jedoch vehement verworfen. Weder 146t
sich eine universale menschliche Natur aufweisen,
noch LiBt sich das Personsein des Menschen im Erbgut
kristallisieren. ,

Thévoz’ dritte Argumentationsweise ist die relationale.
Er sagt, wenn wir dem Embryo einen Status zuschreiben
wollen, handelt es sich weniger darum, seine eigene
wirklichkeit zu difinieren, von der wir wissen, daf} sie
objektiv unbeschreibbar ist, als vielmehr darum, uns
selbst als Person, Elternteil, Arzt oder Forscher ihm ge-
geniiber zu definieren. Der Status des Embryos ist eine
ihm verlichene Wiirde, die nicht auf eine ihm inhérente
Qualitit, und das wiire die Gemeinsamkeit vom biologi-
schen und ontologischen Modell, sondern auf eine Hal-
tung autonomer Subjekte ihm gegentiber beruht.

Eine andere Argumentation stiitzt sich auf die Hirntod-
diskussion und definiert die beginnende Personlichkeit
durch erste postmitotische stationdre Neurone nach
dem 54. Tag post conceptionem (brainlife 1) bzw. die
beginnende synaptische Verschaltung nach dem 70.
Tag post conceptionem (brainlife II). Dies seien signi-
fikante Schritte auf dem Weg zur sich entwickelnden
Personlichkeit eines Embryos oder Feten. Von diesem
Zeitpunkt an sei menschliches Leben zu schiitzen. Die
reine Potentialitit, daB heift die bloBe Mdglichkeit ei-
nes Embryos, sich zu einer Personlichkeit zu entwik-
keln und daraus entsprechende Rechte abzuleiten, ist
ein weiterer Denkansatz, der im vorstehenden Konzept
aber abgelehnt wird.
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P. Singer (7) und M. Thooley (8) fordern, daB das We-
sentliche des Menschen als Person seine Selbstbewul3t-
heit in seiner Stellung in der Zeit, also Gegenwart, Ver-
gangenheit und Zukunft, sei. Hiermit wiren aber je-
doch auch Feten und Neugeborene nicht Personen in
diesem Sinne und es konnte vertreten werden, daf auch
ein spiter Schwangerschaftsabbruch ebenso wie die
Tstung von Neugeborenen, ethisch vertretbar sei. Hier
zeigt sich die Nihe einer solchen Diskussion zum Pro-
blem des Schwangerschaftsabbruchs, besonders bri-
sant im Hinblick auf die Neufassung des § 218 in der
deutschen Gesetzgebung.

Wer strikt gegen den Schwangerschaftsabbruch votiert,
pflegt auch ebenso strikt gegen die Priaimplantations-
diagnostik und das Verwerfen von Embryonen Stellung
zu nehmen. Wer einen Schwangerschaftsabbruch nicht
in jedem Fall fiir ethisch vollig unverantwortbar hlt
und dennoch strikt gegen eine Praimplantationsdiagno-
stik eingestellt ist, sieht sich mit der Frage konfrontiert,
ob er nicht mit zweierlei Mafl messe.

Fine weitere Frage ist die der genetischen Einzigartig-
keit des menschlichen Embryos. Hier fragt sich, war-
um denn nicht auch Oozyten und Spermatozoen einen
dhnlichen Status haben. Sie haben ebenfalls einen ein-
zigartig genetischen Status. Was ist also, wenn man Ei-
zelle und Spermatozoen verwirft. Wird so argumen-
tiert, erinnert man sich an Positionen der Sakralisie-
rung von Gameten.

Tn Deutschland hat der Gesetzgeber mit dem Embryo-
nenschutzgesetz (9) jegliche Embryonenforschung un-
tersagt. So verbietet § 2 Abs. 1 jegliche MaBnahme an
einem Embryo, die nicht seiner Erhaltung dienen. § 2
Abs. 2 bestimmt dariiberhinaus, dal Embryonen nur
zur Herbeifiihrung einer Schwangerschaft in vitro ge-
halten werden diirfen, sowie, daB die in vitro Fertilisie-
rung nur zur Erzielung einer Schwangerschaft erlaubt
ist und dies nach § 1 Abs. 1 Nr. 2 auch nur bei der von
der betreffenden Frau stammenden Eizelle. Auch die
Gewinnung von Embryonen aus dem Uterus, die in
vivo gezeugt wurden, ist verboten, wenn das Verfahren
nicht zu einem dem Erhalt des Embryos dienenden
Zweck fiihrt. Somit ist jegliche verbrauchende Em-
bryonenforschung in jedem Falle unterbunden. Uber-
zihlige Embryonen existieren qua legem sowieso
nicht.Die Priimplantationsdiagnostik per se wird ex-
pressis verbis gar nicht erwéhnt.
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Wenngleich auch ein solch restriktives Gesetz wie das
deutsche erstaunlicherweise jetzt auch die franzosische
und amerikanische Gesundheitspolitik zum Nachden-
ken gebracht hat, bietet es jedoch nicht mehr als einen
gesetzlich zementierten Anachronismus, der ange-
sichts insbesonders gentechnologischer Errungen-
schaften neueren Datums mehr als hinterfragt werden
muf.

Der Diskurs

Nicht klerikale noch sikulare Deontologie, nicht Stre-
ben nach normativem Universalismus kann hilfreich
sein, in einer Zeit medizinischen Wandels, dem Em-
bryo zu seinem guten Recht zu verhelfen. Nicht die
unreflektierte verbrauchende Embryonenforschung,
nicht der uneingeschriinkte Infantizid sind das Ziel ei-
nes zukiinftigen Konsenses, der positives Recht zu
werden beanspruchen kann. Hingegen ist die kontinu-
ierliche Reflexion gegenwirtigen und zukiinftigen
Handelns, der praktische Diskurs, zu fordern. Nur so
kann den Erfordernissen Rechnung getragen und die
Interessen der uns anvertrauten Patienten gewahrt wer-
den und schlieBlich auch Recht werden.
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