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Zusammenfassung

Hintergrund: Fast 50% der im Rahmen einer IVF-Behandlung gewonnenen
Embryonen weisen eine Aneuploidie auf. Seit der kommerziellen EinfiUhrung des
Praimplantationsscreenings vor ungefahr 20 Jahren hat man sich eine mit der
Anwendung einhergehende Verbesserung der Schwangerschafts- bzw.

Lebendgeburtenrate in der IVF-Behandlung erhofft.

Als Forschungsfrage interessierte uns, ob sich in den Polkorperbiopsien unseres
subfertilen Patientenkollektivs Haufungen an unbalancierten Chromosomen-
aberrationen mittels a-CGH-Verfahren feststellen lassen. Zudem wollten wir
erfahren, ob diese Chromosomenaberrationen mit klinischen Parametern in
Verbindung zZu bringen sind bzw. welchen Stellenwert  das

Praimplantationsscreening (PGT-A) in der klinischen Routine einnimmt.

Methoden: In dieser monozentrischen, retrospektiven Studie wurden die in den
Jahren 2013-2017 von der Kinderwunsch Institut Schenk GmbH beim Institut far
Humangenetik der Medizinischen Universitat Graz bzw. der HLN-Genetik GmbH in
Auftrag gegebenen a-CGH-Untersuchungen ausgewertet. Es wurde an 73
subfertiien Patientinnen an 129 Polkérperuntersuchungszeitpunkten eine
Polkdrperbiopsie an 465 Oozyten durchgefuhrt. Da bei 15 Polkdrperbiopsien die a-
CGH-Auswertung als Polkorper-Paar (getrennte Untersuchung der Polkdrper 1 & 2)

erfolgte, wurden 480 a-CGH-Untersuchungen ausgewertet.

Ergebnisse: Im Gesamtkollektiv (n=480) traten 72,08% unbalancierte Polkdrper
bzw. 20,21% balancierte Polkdrper auf. Von den unbalancierten Polkdrpern (n=346)
wiesen 85,26% einzelne Chromosomenveranderungen bzw. 14,74% multiple
Chromosomenveranderungen auf. Die a-CGH-Auswertung der unbalancierten
Polkdrper mit einzelnen Chromosomenveranderungen (n=295) zeigte am oftesten
Zugewinne an den Chromosomen 9, 16, 19, 22 bzw. Verluste an den Chromosomen
4, 13-16, 18, 21.

Diskussion: Die erhobenen und ausgewerteten Daten decken sich mit den in der
Literatur bereits publizierten Zahlen.

Eine weitere routinemaRige Anwendung des PGT-A zur Verbesserung des IVF-
Outcomes kann anhand der verodffentlichten Arbeiten derzeit nicht empfohlen

werden.
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Abstract

Background: Nearly 50% of the embryos created by in vitro fertilization (IVF) are
aneuploid. Since the commercial introduction of preimplantation genetic screening
(PGT-A) 20 years ago, hope for an improvement of pregnancy and life birth rates in

IVF-treatment has been raised.

Our research question was, if accumulations of chromosomal aberrations in the a-
CGH analyses of polar bodies in our subfertile patient collective as described in the
literature could be found. Besides we wanted to find associations between
chromosomal aberrations and clinical parameters, and asses the value of

preimplantation genetic screening (PGT-A) in clinical routine.

Methods: In this monocentric, retrospective study the a-CGH analyses from the
years 2013-2017 ordered by the Kinderwunsch Institut Schenk GmbH at the
Diagnostic and Research Institute of Human Genetics of the Medical University of
Graz and the HLN-Genetik GmbH were evaluated. A polar body biopsy was
performed in 465 oocytes, at 129 consultations of 73 subfertile patients. 480 -CGH
analyses were performed as in 15 polar body biopsies separate a-CGH-evaluation

of the 1. & 2. polar body was done.

Results: In our patient collective (n=480) 72,08% unbalanced polar bodies and
20,21% balanced polar bodies were found. Of the unbalanced polar bodies (n=346)
85,26% had single chromosomal aberrations and 14,74% had multiple
chromosomal aberrations. A-CGH of the unbalanced polar bodies with single
chromosomal aberrations (n=295) showed most frequently gains in chromosome 9,
16, 19, 22 and losses in chromosome 4, 13-16, 18, 21.

Conclusion: The gained data is in accordance with the literature.
According to the literature a continuous routine clinical utilization of PGT-A cannot

be recommended at the moment for the improvement of IVF-outcome.
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1 Einleitung

1.1 Definition Infertilitat/Sterilitat, Epidemiologie, Ursachen

Es wird geschatzt, dass weltweit bis zu 15% der Gesamtbevolkerung (1) bzw. in
manchen Regionen bis zu 30% an Infertilitat leiden (2). Hierbei kdnnen Lifestyle-
Faktoren einen positiven wie auch negativen Einfluss auch die Fertilitdt haben (3).
Der starkste negative Vorhersagefaktor fur die Fertilitat ist ein hoheres Lebensalter
der Frau bei Schwangerschaftseintritt. Viele Paare verschieben die Verwirklichung
des Kinderwunsches aufgrund der Ausbildung bzw. der Verfolgung der Karriere

immer weiter nach hinten (2, 3).

Die Diagnose Infertilitat wird hierbei von der ,American Society of Reproductive
Medicine” als fehlender Schwangerschaftseintritt nach mindestens 1-jahrigem

Versuch einer spontanen Konzeption definiert (4).

Als Subfertilitat gilt jede Form bzw. Auspragung von reduzierter Fertilitat bei Paaren
mit unerfilltem Kinderwunsch, die eine Schwangerschaft anstreben (2).

Der Begriff Sterilitat entspricht einem permanenten Zustand der Infertilitat (5).

Mit der Weiterentwicklung der Reproduktionsmedizin (u.a. der Oozyten- und
Embryonen-Vitrifikation) und damit einhergehend der Erhdhung der
Schwangerschafts- und Lebendgeburtenraten auf vergleichbare Werte zu dem
Gebrauch von frischen Oozyten haben Frauen die Mdglichkeit bekommen auch im

fortgeschritteneren Lebensalter Kinder zu bekommen (4).

Bei Frauen kommt es mit zunehmendem Alter zu einer Zunahme der Dauer bis zum
Schwangerschaftseintritt bzw. einer Abnahme der Fertilitat (6). 6-7 Jahre vor der

Menopause beginnen Menstruationsunregelmafigkeiten. Aber nicht nur die
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Wabhrscheinlichkeit auf einen Schwangerschaftseintritt nimmt ab, sondern auch die
Chance auf Aufrechterhaltung der Schwangerschaft. Es besteht eine inverse
Korrelation des mdutterlichen Alters und dem Eintritt einer euploiden
Schwangerschaft (3). So ist bei Frauen im Alter von Gber 40 Jahren von einer
Chromosomenfehlverteilungsrate bei den Eizellen von bis zu 80% auszugehen (7).
Diese Zunahme an Chromosomenanomalien bzw. Aneuploidien mit dem
matterlichen Alter erhdht das Risiko flr spontane Aborte. Insgesamt ist die Fertilitat

bei Frauen ab ca. 35 Jahren herabgesetzt (8).

Mit zunehmendem Alter kommt es jedoch nicht nur bei Frauen, sondern auch bei
Mannern zu einer Abnahme der Fertilitat. So sinken mit zunehmendem Alter bei
Mannern die Testosteronspiegel ab, was in Folge zu Hypogonadismus fuhrt. Wird
diesem Hypogonadismus mit Testosterongabe entgegengewirkt, so kann es
dadurch zu einer Unterdriickung der Spermatogenese kommen. Zusatzlich beginnt
ab dem 35. Lebensalter eine Abnahme der Samenqualitat hinsichtlich Motilitat und
Volumen bzw. einer Zunahme der morphologisch abnormalen Spermien.
Uberschreitet ein Mann das 40. Lebensjahr zeigt sich ein Abfall in der Motilitat und
in der Lebensfahigkeit der Spermien, eine Zunahme der Dauer bis zum
Schwangerschaftseintritt, sowie eine signifikante Zunahme der DNA-Schaden in

den Spermien (3).

1.1.1 Ursachen der Infertilitat

Es gibt Faktoren, die die Fertilitdt beider Geschlechter einschranken bzw. spezifisch

nur ein Geschlecht betreffen konnen. Siehe Tabelle 1.




Beide Geschlechter betreffend

e Infektion

e Hypogonadotroper Hypogonadismus
e Systemische Erkrankungen

e Hyperprolaktinamie

e Beeintrachtigungen der Ziliarfunktion
e Cystische Fibrose

e Lifestyle-Faktoren/-Erkrankungen

Weiblich Mannlich
e Pramature Ovarialinsuffizienz e Testikulare Defizienz
e Uterusmyome e Post-testikulare

e Polyzystisches Beeintrachtigungen
Ovarialsyndrom
e Endometriumpolypen

e Endometriose

Tabelle 1 — Ursachen der Infertilitat (modifiziert nach Borght MV et Wyns C(2))

1.1.1.1 Fertilitdt beeintrdchtigende Ursachen beide Geschlechter betreffend

Krankheitserreger kénnen auf Frauen bzw. Mannern unterschiedliche
fertilitatsschadigende Auswirkungen haben. Als die wichtigsten, die Fertilitat
beeintrachtigenden Erreger, gelten Chlamydia trachomatis bzw. Neisseria

gonorrhoeae (2).

Beim hypogonadotropen Hypogonadismus kommt es zu einer unzureichenden

Stimulation der Gonaden mittels Luteinisierendem Hormon (LH) bzw.

3



Follikelstimulierendem Hormon (FSH). Die Ursache hierfur liegt in einer
geschadigten Hypophyse oder einer unzureichenden/fehlenden Sekretion von
Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH) durch den Hypothalamus (9).

Der vererbte zentrale Hypogonadismus tritt haufiger bei Mannern als bei Frauen auf

(2).

Zahlreiche systemische Erkrankungen kénnen eine negative Auswirkung auf die
weibliche Fertilitat haben u.a. Sepsis, schwere Nierenerkrankungen, schlecht
eingestellter Diabetes mellitus, unbehandelte Zoliakie, aktive
Autoimmunerkrankungen, Vitamin-D-Mangel und subklinische Hypothyreose.
Betrachtet man das mannliche Geschlecht so wirken sich ein schlecht eingestellter
Diabetes mellitus, ein metabolisches Syndrom oder ein arterieller Hypertonus

negativ auf die Zeugungsfahigkeit aus (2).

Hyperprolaktinamie fuhrt bei Frauen aufgrund der Hemmung der Gonadotropin-
Ausschattung zu einer Anovulation bzw. bei Mannern 2zu niedrigen
Testosteronwerten mit in Folge Infertilitat bzw. sexueller Beeintrachtigung. Die
Pravalenz einer Hyperprolaktinamie liegt ungefahr bei 10/100.000 Mannern und
30/100.000 Frauen (2).

Eine gute Ziliarfunktion im Eileiter ist wichtig fur den Transport der Spermien bzw.
in Folge des Embryos. Neben Schadigung der Ziliarfunktion durch Pathogene bzw.
Entzindungen kann auch eine primare ziliare Dyskinesie (PCD) flr einen
beeintrachtigenden Tubentransport verantwortlich sein (9). Dabei handelt es sich
um eine autosomal rezessive Erkrankung mit einer geschatzten Pravalenz von ca.
1/10.000 bis 1/40.000 pro Lebendgeburt. Bei Mannern aullert sich eine PCD als
Unbeweglichkeit der Spermien aufgrund einer fehlerhaften Geilzelbewegung der

Spermien (2).

Die Erkrankung Cystische Fibrose (CF) zeichnet sich durch eine Funktionsstérung
exokriner Drusen mit der Bildung von zu zahflissigem Schleim aus. Die Ursache

der Erkrankung liegt in einer Mutation im Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator
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(CFTR)-Gens (9). CF ist weltweit verbreitet - gehauft bei Ashkenazi-Juden (circa
1/2270 Neugeborenen) und weilRen Europaern (circa 1/2500 Neugeborenen) (10).
Bei Frauen wirkt sich hauptsachlich die Verdickflissigung des Zervixsekrets, welche
den Spermiendurchtritt erschwert, negativ auf die Fertilitdt aus. Bei Mannern
schrankt die mit einer CF gewohnlicherweise einhergehende kongenitale bilaterale
Aplasie des Vas deferens bei gleichzeitig nicht beeintrachtigter Spermatogenese

die Zeugungsfahigkeit ein (2).

Fir die Zeugungsfahigkeit beeintrachtigende Lifestyle-Faktoren siehe Seite 9.

1.1.1.2 Fertilitit beeintrdchtigende Ursachen das weibliche Geschlecht
betreffend

Bei der pramaturen Ovarialinsuffizienz kommt es zu einem Ausbleiben des
Menstruationszyklus vor dem 40. Lebensjahr in Kombination mit erhéhten Serum-
FSH-Werten bei Messungen an 2 verschiedenen Zeitpunkten. Betroffen sind
hiervon 1% aller Frauen. Eine pramature Ovarialinsuffizienz kann aufgrund
genetischer, infektioser, metabolischer bzw. umweltbedingter Ursachen
hervorgerufen werden. Zudem ist sie mit Autoimmunerkrankungen assoziiert bzw.
kann in Folge von Chemotherapeutika und/oder Operationen entstehen. Als
genetische Ursachen sind das Turner-Syndrom bzw. das Fragile-X-Syndrom zu

nennen (9).

Bei Uterusmyomen handelt es sich um die haufigsten gutartigen Tumore des
weiblichen Genitaltrakts. Sie treten gehauft und mit starkerer Auspragung bei
dunkelhautigen Frauen auf. Der genaue Pathomechanismus, der zur
Einschrankung der Fertilitat fuhrt, ist nicht geklart. Es konnte u.a. ein mit ihnen
zusammenhangender reduzierter Blutzufluss zum Endometrium, eine veranderte
endometriale Rezeptivitdt, eine Verdrangung der Gebarmutterhdhle bzw. eine

gestorte uterine Kontraktilitat verantwortlich sein (2).




Beim polyzystischen Ovarialsyndrom (PCO) handelt es sich um eine endokrine
Storung, welche bis zu 20% aller Frauen im zeugungsfahigen Alter betrifft (4).

Es handelt sich hierbei um die haufigste endokrine Stérung bei Frauen (11).

Dabei sind 75% aller Frauen, welche an anovulatorisch bedingter Unfruchtbarkeit
leiden, vom PCO-Syndrom betroffen.

Die Diagnose wird anhand der Rotterdam-Kriterien gestellt, wobei mindestens 2 fur
die Diagnosestellung zutreffen muissen: Hyperandrogenismus, Oligo- bzw.
Anovulation oder durch das typische, durch Ultraschall festgestellte Aussehen des
Ovars (mindestens 12 Follikel zwischen 2-9 mm im Durchmesser oder = 10cm?
Ovarialvolumen).

Hyperinsulinamie, Insulinresistenz und Hyperandrogenismus spielen eine
entscheidende Rolle in der Pathogenese des PCO-Syndroms. Der genaue
Mechanismus, wie es zur Storung der ovariellen Funktion und in Folge Anovulation
kommt, ist nicht genau bekannt. Fur das PCO-Syndrom ist hierbei charakteristisch,
dass es zu einem Entwicklungsstopp der Antralfollikel bei 5-10mm kommt.
Behandelt werden kann das PCO-Syndrom mit der Einnahme von Metformin,
welches eine Zunahme der Insulinsensitivitat, eine Abnahme der hepatischen
Gluconeogenese, die hepatische Aufnahme von Laktat und Alanin und eine
Zunahme der Umwandlung von Pyruvat in Alanin bewirkt.

Zudem kann eine kohlenhydratarme Diat eine Reduktion der Insulinproduktion als
Behandlungsalternative zur medikamentdsen Therapie bewirken. Diese Therapien
konnen zu einer Zunahme der Oozyten-Reifung und in Folge besseren Fertilitat bei

Patientinnen mit PCO-Syndrom fihren (4).

Beim Vorhandensein von Endometriumpolypen sind ein reduziertes
Implantationspotential des Embryos bzw. eine hohere Rate an

Schwangerschaftsverlusten in der Frihschwangerschaft beschrieben worden (2).

Die Pravalenz von Endometriose wird auf 0.8 — 6% bei Frauen im reproduktiven
Alter bzw. bei subfertilen Frauen bis auf 20 — 50% geschatzt. Man geht davon aus,
dass es im Rahmen der Erkrankung zu einer herabgesetzten Fertilitdt aufgrund von
Adhasionen bzw. Fibrosierungen, chronischen peritonealen Entzindungen,

endokrinen Veranderungen und immunologischen Stérungen kommt (12).




1.1.1.3 Fertilitat beeintrachtigende Ursachen das ménnliche Geschlecht
betreffend

Bei der testikularen Dysfunktion kann zwischen der vererbten Form, der erworb-

enen Form und der idiopathischen Form unterschieden werden (2).

Zu den vererbten Formen der testikularen Dysfunktion zahlen die Anorchie, die
testikulare Dysgenesie und der Kryptorchismus.

Die haufigsten genetischen Veranderungen bei denen eine testikulare Dysfunktion
auftritt sind das Klinefelter-Syndrom (47,XXY) und Mikrodeletionen im Bereich des
Y-Chromosoms (2).

Das Klinefelter-Syndrom zeichnet sich durch einen hypergonadotropen
Hypogonadismus im Erwachsenenalter mit hohen FSH- und LH-Werten und
niedrigen bis niedrig-normalen Testosteronwerten bzw. nicht nachweisbaren
Serum-Inhibin-B-Werten in den meisten Patienten aus. Wenngleich bei Mannern mit
Klinefelter-Syndrom meistens eine Azoospermie besteht, kénnen bei manchen
Erkrankten einzelne Restherde, in denen eine Spermatogenese bis zu reifen
Spermien stattfindet, bestehen. Der genaue Mechanismus der testikularen
Degeneration ist bisher nicht eindeutig geklart. Die Pravalenz des Klinefelter-
Syndroms liegt bei 1/500 bis 1/1000 Mannern (2).

Mikrodeletionen im Bereich der Azoospermiefaktor (AZF)-Region des Y-
Chromosoms kdnnen zu einer Verschlechterung der Samenqualitat bzw. zu einer
Veranderung der Histologie des Hodens, wie z.B. einer Hypospermatogenese oder
eines Sertoli-cell-only-Syndroms, fuhren (2). Mit nachweisbaren Mutationen in 8-
12% der Manner mit Azoospermie und 3-7% der Manner mit Oligozoospermie
stellen sie die haufigste molekulargenetische Ursache der mannlichen Infertilitat dar
(13).

Die AZF-Region befindet sich auf dem proximalen Anteil des langen Arms des Y-
Chromosoms und wird in die Subregionen AZFa, AZFb und AZFc unterteilt.
Mutationen in den Subregionen AZFa und AZFb sind mit einer Azoospermie
vergesellschaftet. Veranderungen in der AZFc-Region, welche am haufigsten

betroffen ist, fihren zu moderater bis ausgepragter Oligozoospermie (2).




Zu der erworbenen Form der testikularen Dysfunktion zahlen u.a. die Hodentorsion,
die Orchitis, exogene Noxen (Medikamente usw.), endogene Faktoren (u.a.

Varikozele, systemische Erkrankungen) bzw. Hodentraumen oder -Operationen (2).

Bei den post-testikularen Beeintrachtigungen unterscheidet man zwischen der
Storung der Ejakulationsfahigkeit und einer Verlegung der Samenwege. Die
Verlegung der Samenwege kann in den Nebenhoden, in den Vasa deferentia oder
in den Ductus ejaculatorii liegen.

Als haufigste post-testikulare Beeintrachtigung tritt eine Verlegung im Nebenhoden,
welche als erworbene Form i.e.L. auf eine abgelaufene Infektion des Nebenhodens
zurUckzuflhren ist, auf.

Verlegungen des Vas deferens kdnnen nach Infektionen, Herniotomien oder gewollt
nach Vasektomien auftreten.

Verlegungen der Ductus ejaculatorii, welche nur 1-3% der post-testikularen
Beeintrachtigungen ausmachen, konnen entweder cystisch oder
postinflammatorisch bedingt sein. Postinflammatorisch nach abgelaufener

Prostatitis bzw. cystisch als Muller-Gang-Zyste/Utrikuluszyste (2).




1.2 Lifestyle Auswirkungen auf die Fertilitat

1.2.1 Koitus-Frequenz

Regelmaliger ungeschutzter Geschlechtsverkehr ist bei Paaren mit Kinderwunsch
ein  wichtiger  Faktor  zur  Verwirklichung einer = Schwangerschaft.
Kurz nach der Menstruationsblutung sollte alle 1-2 Tage miteinander verkehrt
werden (14).

1.2.2 Konsanguinitat

Als konsanguine Ehe wird eine Ehe zwischen Verwandten zwischen zweitgradigen
Cousins und Cousinen oder enger verstanden. In westlichen Landern sind
konsanguine Ehen, bis auf ethnische und religidse Minderheiten, selten. In weiten
Teilen der Welt, wie etwa Nordafrika, im mittleren Osten, in Asien und Indien ist sie
jedoch noch weit verbreitet.

Bei weiblichen Nachkommen aus konsanguinen Beziehungen sind eine Assoziation
mit Infertilitdt und eine pramatur reduzierte Ovarialreserve beschrieben.
Zudem ist bei Nachkommen aus konsanguinen Ehen die Inzidenz von rezessiv-
vererbten Erbkrankheiten erhoht (15).

1.2.3 Erndhrung

Eine ausgewogene und gesunde Ernahrung ist ein wichtiger Bestandteil, um einen
guten allgemeinen Gesundheitszustand zu erhalten. Aber auch auf die Fertilitat hat

unsere Ernahrung Einfluss.

So fuhrt bei Mannern eine Diat reich an Kohlenhydraten, Ballaststoffen, Folsaure,
Lycopin, Gemuse und Fruchten zu einer verbesserten Samenqualitat. Auch eine
Reduktion der Eiwei- sowie Fettaufnahme sind von Vorteil fur die Fertilitat.
Die Aufnahme von Antioxidantien koénnte zu einer Verbesserung der
Spermienqualitat fuhren. Antioxidantien sind Moleklle wie Albumin, Ferritin,

Caeruloplasmin sowie kleinere Molekule wie etwa a-Tocopherol (Vitamin E),
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Ascorbinsaure (Vitamin C), B-Carotin, Harnsaure, reduziertes Glutathion, Bilirubin,
die Superoxiddismutase, die Katalase und die Glutathion-Peroxidase. Diese spielen
eine zentrale Rolle bei der Entgiftung des Korpers von reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS). Bei ROS handelt es sich um freie Radikale wie etwa dem Hyperoxid-
Anion (O2-), dem Wasserstoffperoxid (H202) und dem Hydroxyl-Radikal (OH").
Weiters zahlen auch freie Radikale, welche Derivate des Stickstoffs sind, dazu:
unter anderem das Peroxinitrit-Anion (ONOO~), das Stickstoffmonoxid (NO’) als
auch das Stickstoffdioxid (NOz2’). Diese freien Radikale entstehen als
Nebenprodukte bei der Zellatmung. Ein Uberangebot an ROS, was in Folge zu
oxidativem Stress fuhrt, hat eine Einschrankung der Spermienmotilitat, eine
Veranderung der DNA und eine Verringerung der Membranintegritat zur Folge (3,
16). So konnte durch einen Cochrane-Review 2014 unter Einschluss von 48 Studien
gezeigt werden, dass Manner nach oraler Einnahme von Antioxidantien eine
signifikante Zunahme in der Lebendgeburtenrate sowie Schwangerschaftsrate

aufwiesen im Vergleich zur Kontrollgruppe (17).

Betrachtet man die Ernahrung von Patientinnen mit Kinderwunsch so scheint ein
Konsum von tierischem Eiweil3, insbesondere Huhner- und Putenfleisch, statt
Kohlenhydraten mit einem hdéheren Risiko fur die Entwicklung einer ovulatorischen
Unfruchtbarkeit einherzugehen. Gegenteilig zeigt sich beim Austausch von

Kohlenhydraten mit pflanzlichem Eiweil3 ein protektiver Effekt (18).

Kinderwunsch-Patientinnen sollten angewiesen werden, vermehrt einfach
ungesattigte Fettsauren, anstatt Trans-Fettsauren zu konsumieren, da der Konsum
von Trans-Fettsduren mit einem hdheren Risiko flr die Entwicklung einer
ovulatorischen Unfruchtbarkeit einherzugehen scheint. Auch die Einnahme von
Vitaminen, Mineralstoffen, Nahrungsmitteln mit niedrigem glykdmischem Index, von
nicht fettreduzierten  Molkereiprodukten im Gegensatz zu fettarmen
Molkereiprodukten und Eisen zeigen einen positiven Effekt auf die ovarielle Fertilitat
(3).

Bei der Einnahme von Folsaure zeigt sich, dass hohere Dosierungen als jene,
welche in der Schwangerschaft zur Vorbeugung vor Neuralrohrdefekten empfohlen
werden, mit einer geringeren Rate an Infertilitdt, einem geringeren Risiko fur einen

Schwangerschaftsverlust als auch mit gréleren Erfolgschancen in einer
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Kinderwunschbehandlung in Verbindung stehen (16). Hierbei ist hervorzuheben,
dass Polymorphismen im MTHFR-Gen, wie etwa c.677C>T (p.Ala222Val;
rs1801133) oder c.1298A>C (p.Glu429Ala; rs1801131), zu einer verringerten
enzymatischen Aktivitat und in Folge zu erhéhten Homocystein-Spiegeln fluhren
konnen. Dies kann den Eintritt einer Schwangerschaft negativ beeinflussen. Um
diese erhohten Homocystein-Spiegel auszugleichen ist bei Vorliegen eines
MTHFR-Polymorphismus bei infertilen Frauen auf die notwendige hdéhere Zufuhr
von Folsaure zu achten (4).

Die Zufuhr von Antioxidantien und von Vitamin D, wenn kein Mangel besteht,

scheint bei Frauen nicht von Vorteil zu sein (16).

Zusammenfassend kann man bei Mannern als auch bei Frauen zur
Fertilitatssteigerung eine gesunde Ernahrung mit dem Hauptaugenmerk auf Fisch

bzw. Meeresfrichten, Vollkorn, Frichten und Gemuse empfehlen (16).

1.2.4 Gewicht

Ubergewichtigkeit wird, insbesondere in den Industrienationen, zu einem immer
groBeren Problem. Bei einem Body-Mass-Index (BMI) von unter 18.5 kg/m? wird
von Untergewicht gesprochen, bei einem BMI zwischen 18.5 kg/m? und 24.9 kg/m?
von Normalgewicht, bei einem BMI von Uber 25 kg/m? von Ubergewicht und ab
einem BMI von 30 kg/m? spricht man von Fettleibigkeit (3). Diese wird nochmals in
3 Klassen unterteilt: Adipositas Grad | zwischen 30.0-34.9 kg/m?, Adipositas Grad
Il zwischen 35.0-39.9 kg/m? und Adipositas Grad Ill Giber 40 kg/m?(19).

Weltweit leiden 13% der Manner bzw. 21% der Frauen an Fettleibigkeit (2).
Die Gewichtszunahme in der westlichen Welt ist auf eine hochkalorische Ernahrung
in Verbindung mit dem Verzicht auf eine angemessene korperliche Bewegung
zuruckzufuhren. Diese Entwicklung bewirkt nicht nur die Entstehung von Diabetes
und kardiovaskularen Erkrankungen unter der Bevolkerung, sondern wirkt sich auch
negativ auf die mannliche als auch weibliche Fertilitat aus.

So zeigen Ubergewichtige Manner eine Reduktion in der Beweglichkeit bzw. der
Konzentration der Spermien als auch eine Zunahme der DNA-Schaden in den
Spermien. Zusatzlich besteht eine Beziehung zwischen Fettleibigkeit und erektiler
Dysfunktion. Die erhéhten Estradiol-Werte kénnten hierflir verantwortlich sein,
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welche durch das im Fettgewebe vorhandene Enzym Aromatase entstehen. Dieses
Enzym sorgt fur die Umwandlung von Androgenen zu Estradiol.
Weitere durch die Gewichtszunahme beeintrachtigte Hormone mit Auswirkung auf
die Fertilitat sind das Inhibin B und das Leptin. Fallende Inhibin B-Werte im Rahmen
einer Gewichtszunahme bewirken eine Verringerung der Sertoli-Zellen und der
Spermienproduktion. Bei Leptin handelt es sich um ein Hormon, das einen Effekt
unter anderem auf Entzindungen, die Appetitkontrolle und eine verringerte
Insulinsekretion zeigt. Im Maus-Modell konnte gezeigt werden, dass die
Leptinkonzentrationen in ubergewichtigen Mausen im Vergleich zu dinnen Mausen
beinahe funfmal so hoch waren. Damit einhergehend deckten sich die erhohten
Leptinwerte bei den Ubergewichtigen Mausen mit einer flinfmal niedrigeren Fertilitat.
Zudem zeigte sich eine Down-Regulation der Leptinrezeptoren auf dem Hoden, was

auf eine Leptinresistenz als Ursache flir mannliche Infertilitat hindeutet (3).

Aber ebenso Untergewicht scheint bei Mannern mit einer verringerten

Spermienkonzentration bzw. Fertilitat einherzugehen (3).

Bei Frauen liegen ahnliche Forschungsergebnisse vor: sowohl ein BMI unter 19
kg/m? als auch ein BMI lber 25 kg/m? wirkt sich bei Frauen negativ auf deren
Fertilitat aus (4).

So zeigt sich bei fettleibigen Frauen eine signifikant hdhere Fehlgeburtenrate im
Vergleich zu normalgewichtigen Frauen (3, 19). DaruUber hinaus war auch die Rate
an rezidivierenden Frihaborten bei Ubergewichtigen Frauen im Vergleich zu nicht
Ubergewichtigen Frauen erhoht (3). Betrachtet man die Lebendgeburtenrate pro
durchgefuhrtem IVF/ICSI-Zyklus, so sieht man eine statistisch signifikante
Reduktion bei Frauen mit einem BMI >25 kg/m? im Vergleich zu normalgewichtigen
Frauen (19).

Auch eine negative Korrelation zwischen Zunahme des BMI und der Implantation
ist beschrieben. Auffallend ist jedoch, dass bei Ubergewichtigen und fettleibigen
Frauen unter 35 Jahren eine geringere Rate an Aneuploidien als im
Vergleichskollektiv nachweisbar ist.

Diese negativen Schwangerschafts-Outcomes konnten auf die bei fettleibigen
Frauen veranderte Zusammensetzung der Follikelflissigkeit zuriickzufiihren sein.

Hierbei weist die Follikelflissigkeit eine erhdhte Insulin-, Laktat-, CRP- und
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Triglyceridkonzentration  auf, mit  erniedrigten Werten an  SHBG.
Die negativen Effekte von Fettleibigkeit scheinen reversibel zu sein — so kann bei
fettleibigen anovulatorischen Frauen ein Gewichtsverlust zur Wiederaufnahme der

Ovulation fuhren (3).

Bei untergewichtigen Frauen tritt gehaufter eine ovarielle Dysfunktion bzw. eine
ovarielle Infertilitat auf. Zudem konnte in einer Meta-Analyse gezeigt werden, dass

untergewichtige Frauen ein erhdhtes Risiko fur eine Frihgeburt haben (3).

1.2.5 Bewegung

Ein gesundes Mal} an korperlicher Ertichtigung kann bei Mannern zu einer
Verbesserung der Fruchtbarkeit fihren. So konnte bei Ubergewichtigen Ratten
gezeigt werden, dass Bewegung in Verbindung mit einer Diat zu einer
Verbesserung der Morphologie bzw. Motilitat der Spermien und zu einer Abnahme
der freien Sauerstoffradikale und der DNA-Schaden in den Spermien flhrt.
Zudem ist bekannt, dass moderat sportliche Manner eine bessere
Spermienmorphologie aufweisen, als Wettkampf- oder Leistungssportler.

Bei Ubermaligem Radfahren kann es 2zu einer Verschlechterung der
Spermienqualitat kommen. So konnte gezeigt werden, dass mehr als 5 Stunden
Radfahren pro Woche mit einer geringeren Spermienmotilitat und -konzentration bei
diesen Mannern einhergeht (3). Anabole Steroide, die von manchen Sportlern zur
Leistungssteigerung eingenommen werden, konnen uUber die Hemmung der
Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse zu einem  hypogonadotropen
Hypogonadismus mit teilweiser bzw. kompletter Unterbindung der Spermatogenese
fuhren (20).

Bei Frauen zeigt ein moderates korperliches Training unabhangig vom BMI eine
schwache Korrelation mit einer erhéhten Fortpflanzungsfahigkeit. Jedoch kann eine
ubermalige  sportliche  Betatigung zu einer  Beeintrachtigung  der
Reproduktionsfahigkeit im Sinne einer hypothalamischen Funktionsstérung flihren.
Dabei kommt es zur Veranderung der pulsatilen GnRH-Ausschuttung mit als Folge
auftretenden Zyklusstérungen. Es besteht eine signifikante negative Korrelation mit
der Fertilitdt und der Intensitat, der Dauer und der Frequenz des durchgefihrten
Trainings. Bei Frauen, welche sich einer IVF-Behandlung unterziehen und
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zumindest fur 1 Jahr mehr als 4 Stunden pro Woche Ausdauersport betrieben
haben, ist eine geringere Lebendgeburtenrate als auch eine hdhere Rate an

Implantationsfehlern bzw. Zyklusabbrtichen beschrieben (3).

1.2.6 Psyche

Stress spielt eine wichtige Rolle in unserer Gesellschaft.

Zusatzlich zum Alltagsstress haben Paare mit unerfilltem Kinderwunsch auch mit
dem sozialen Druck, den finanziellen Kosten, den unerfullten Wuinschen, der
Diagnosestellung, der Behandlung als auch mit den mit der Behandlung
einhergehenden Fehlschlagen zu kampfen (21).

Bei Mannern, die mehr als 2 belastende Lebensereignisse vor der
Kinderwunschbehandlung erfahren haben, kommt es entsprechend den WHO-
Standards eher zu einer herabgesetzten Motilitat, Morphologie und Konzentration
der Spermien. Auch ein signifikanter Einfluss durch Stress auf die Spermiendichte
ist beschrieben. Es wird angenommen, dass es durch Depression und Stress zu
einer Verringerung der Ausschuttung von luteinisierendem Hormon (LH) und
Testosteron kommt. Dies hat eine gestorte Gonadenfunktion und damit
einhergehend eine herabgesetzte Spermatogenese bzw. Spermienparameter zur
Folge. Ob niedrige Testosteronwerte, eine Depression zur Folge haben, oder eine
Depression niedrige Testosteronwerte ist noch ungeklart. Bemerkenswert dabei ist,
dass 10% der Manner, die sich in einer Kinderwunschabteilung vorstellen, die
Diagnosekriterien einer Angststorung bzw. einer Depression erfullen. Zudem wird
davon ausgegangen, dass Manner oftmals ihre Angste und ihren sexuellen Stress

nicht mitteilen (3).

Auch bei Frauen hat Stress einen negativen Einfluss auf die Fertilitat. So ist eine
langere Zeitspanne bis zur Konzeption bei Frauen, welche mehr als 32 Stunden pro
Woche arbeiteten, als bei Frauen, die zwischen 16-32 Stunden pro Woche ihrer
Arbeit nachgingen, beobachtet worden. Um die 30% der Frauen, die sich mit
unerfulltem Kinderwunsch an einer Kinderwunschabteilung vorstellen, erflllen die
Diagnosekriterien  einer  Angststérung bzw. einer Depression. Unter
Miteinbeziehung von kognitiver Verhaltenstherapie bzw. Selbsthilfegruppen kann
eine Steigerung der Konzeptionsrate erzielt werden. Zudem ist bekannt, dass eine

positive Grundstimmung eine héhere Chance flr ein lebendgeborenes Kind mit sich
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bringt bzw. hohere Angstlevel mit einem hoheren Risiko fur eine Totgeburt

vergesellschaftet sind (3).

1.2.7 Koffein-Konsum

Koffeinkonsum scheint einen negativen Effekt auf die weibliche Fertilitat zu haben
(21). So ist mit einer Zunahme der Zeitdauer bis zum Schwangerschaftseintritt bei
erhdhtem Koffeinkonsum, insbesondere bei einer Aufnahme von mehr als 500mg
Koffein pro Tag, zu rechnen. Weitere negative Effekte sind ein hoheres Risiko fur
eine Fehlgeburt, einen intrauterinen Kindstod bzw. eine Totgeburt. Auffallend ist,
dass bei Frauen, die mehr als 500mg Koffein pro Tag zu sich nahmen, seltener
auffallige Karyogramme im Abortmaterial nachgewiesen werden konnten. Dies lasst
darauf schlieen, dass nicht genetische Defekte fur die Fehlgeburten verantwortlich

seien, sondern unbekannte durch Koffein verursachte Mechanismen (3).

In einem systematischen Review von Ricci et al. (22) konnte fur Manner, die Koffein
konsumierten, keine Veranderung der Samenqualitat festgestellt werden. Jedoch
scheint es, dass Koffeinkonsum mit DNA-Defekten, Aneuploidien und DNA-
Strangbrichen, in den Spermien in Verbindung gebracht werden kann. In einigen
der in diesem systematischen Review eingeschlossenen Studien zeigt sich eine
verlangerte Zeitdauer bis zur Empfangnis, was auf eine herabgesetzte
Zeugungsfahigkeit unter dem Einfluss von Koffein hindeuten kdnnte (22). Dennoch
ist nicht klar, ob diese Ergebnisse nicht mit einer mit haufigem Koffeinkonsum
einhergehenden ungesunden Lebensweise (22) oder mit der methodischen Qualitat

zahlreicher Studien zusammenhangen konnten (16).

1.2.8 Nikotinabusus

Es ist hinlanglich bekannt, dass das Tabakrauchen, mit seinen Uber 4700
enthaltenen Schadstoffen, ein hohes Gesundheitsrisiko darstellt.

Rauchende Manner scheinen im Vergleich zu Nichtrauchern eine verringerte
Fertilitat zu besitzen. Sie neigen dazu eine Abnahme in der Dichte, der Morphologie,
der Beweglichkeit, in der Befruchtungsfahigkeit der Spermien als auch in der

Vitalitdt aufzuweisen (23). Darlber hinaus wurde in zahlreichen Studien ein
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Zusammenhang zwischen dem Rauchen und der Zunahme der DNA-Schaden in
den Spermien gefunden. Es wird angenommen, dass die Stoffwechselprodukte des
Tabakkonsums zu einer Entziindungsreaktion fihren, welche mit einer erhdhten
Leukozytenzahl in der SamenflUssigkeit und in Folge erhéhten Werten an reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) einhergeht. Zudem wurde gezeigt, dass Rauchen sich auf
das endokrine System auswirkt. Es kommt zu verringerten Testosteronwerten bei
gleichzeitig erhdhten Werten an luteinisierendem und follikelstimulierendem
Hormon (FSH) (3).

Obwohl die Zahl der Raucherinnen in den Vereinigten Staaten von Amerika unter
den Frauen im reproduktiven Alter in den letzten Jahren zurtickgegangen ist, wird
sie noch auf ca. 21% geschatzt. Wie bei den Mannern scheinen Raucherinnen eine
herabgesetzte Fertilitat im Vergleich zu Nichtraucherinnen zu besitzen.
Zuruckzufuhren sei dies unter anderem auf eine mit dem Rauchen einhergehende

reduzierte ovarielle Reserve und Ovarialfunktion (24).

Zusatzlich konnte sich auch ein durch Rauchen gestorter Hormonhaushalt negativ
auf die Fertilitat auswirken. So stellten Windham et al. (25) fest, dass starke
Raucherinnen, welche taglich mehr als 20 Zigaretten rauchten, geringere
Progesteronspiegel in der Lutealphase im Vergleich zu Nichtraucherinnen
aufwiesen bzw., dass Raucherinnen, welche taglich mehr als 10 Zigaretten
rauchten, im Ubergang von der Lutealphase auf die Follikelphase erhéhte urinére
FSH-Werte aufwiesen (25).

Darlber hinaus nimmt man an, dass die Schadstoffe im Zigarettenrauch die Eizell-
Aufnahme und den Transport des Embryos im Eileiter beeintrachtigen. Eine hohere
Rate an ektopen Schwangerschaften und eine herabgesetzte Fertilitat von
Raucherinnen spricht fur diese Annahme (9).

Aber auch die uterine Umgebung scheint durch das Zigarettenrauchen verandert zu
sein. So zeigte sich bei Eizellspenden im Rahmen einer IVF bei Frauen, die 0-10
Zigaretten pro Tag rauchten, eine signifikant hdhere Schwangerschaftsrate (52.2%)
als bei Frauen, die 10-20 Zigaretten pro Tag rauchten (34,1%) (3).

Dies konnte durch Rauchen bedingte anti-ostrogene Effekte auf das sich
entwickelnde Endometrium, eine veranderte Angiogenese des Endometriums, eine

veranderte Gen-Expression im Endometrium bzw. einen Einfluss auf die
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Trophoblastinvasion erklarbar sein (9).

1.2.9 Alkoholabusus

Bei Mannern wurde Alkoholkonsum mit einer herabgesetzten Libido, einer Atrophie
der Hoden und einer verringerten Spermienzahl in Verbindung gebracht (21).
Aulerdem ist eine geringere Ejakulatsmenge, eine Verschlechterung der
Spermienmorphologie bzw. der Spermienmotilitit und eine Abnahme der
Gesamtzahl der Spermien beschrieben worden (23). Ob der durch Alkoholkonsum
im Korper erhohte oxidative Stress auch zu einer Zunahme an oxidativem Stress

bei den Spermien fuhrt, ist unklar (3).

Frauen mit Ubermaligem Alkoholkonsum scheinen im Vergleich zur
Normalbevolkerung eher an Infertilitat zu leiden. Eine klare Menge an Alkohol,
welche in der Schwangerschaft sicher konsumiert werden kann ist nicht festgelegt.
Aus diesem Grund besteht derzeit die Empfehlung zur Alkoholkarenz fir Frauen,
die eine Schwangerschaft planen (26). Zahlreiche negative Effekte kdnnten mit dem
Konsum von Alkohol verbunden sein. So scheint sich die Wahrscheinlichkeit des
Schwangerschaftseintritts zu verringern und das Risiko eines spontanen Aborts
bzw. eines intrauterinen Kindstods zu erhdhen (27).

Daruber hinaus kann eine Stérung der Lutealphase, das Ausbleiben des Eisprungs
sowie eine gestorte Blastozystenentwicklung verursacht werden. Zurlckzufihren
sei dies auf Hormonschwankungen u.a. erhéhte Ostrogenwerte, die in Folge zu
einer verringerten FSH-Ausschuttung fuhren. Dadurch kann es zu einer

Unterdrickung der Follikulogenese und der Ovulation kommen (3).

1.2.10 Medikamenten- & Drogeneinnahme

Generell scheinen illegale Drogen einen negativen Effekt auf die Fertilitat zu haben.
Marihuana, eines der verbreitetsten Suchtgifte weltweit, enthalt Cannabinoide, die
an Rezeptoren des Uterus bzw. des Ductus deferens binden und so ihre
fertilitatseinschrankende Wirkung entfalten.

Bei Mannern fihren Cannabinoide zu einer Reduktion der Testosteronproduktion
der Leydig-Zellen, zu einer Modulation der Apoptose der Sertoli-Zellen und zu einer

Abnahme der Spermatogenese, der Spermienmotilitat, der Akrosomenreaktion
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bzw. der Kapazitation der Spermien.

Marihuana-konsumierende Frauen haben im Vergleich zum Normalkollektiv ein
héheres Risiko fur eine primare Infertilitat. Es wird angenommen, dass
Cannabinoide einen negativen Einfluss auf den Eileitertransport und auf die fetale
bzw. plazentare Entwicklung haben. Bei kurzzeitigem Konsum kann es zu einem
Abfall der LH-Werte kommen, welche sich jedoch bei dauerhaftem Konsum
aufgrund der Toleranzentwicklung normalisieren. Mitunter kénnte der Marihuana-

Konsum auch eine Ursache fur den Eintritt einer Totgeburt sein (3).

Ein Langzeitkonsum von Kokain kann bei Mannern Impotenz bzw. ein erschwertes
Erreichen des Orgasmus bewirken (28).

Zugleich kann der Konsum eine Zunahme der Prolaktinwerte und eine Abnahme
der freien und der totalen Testosteronwerte im Serum hervorrufen, was zu einer
Beeintrachtigung der Spermatogenese fuhren kann (3).

Bei Frauen kann es zu einer gestorten ovariellen Antwort auf Gonadotropine
kommen, zu einer vorzeitigen Plazentalésung (3) bzw. zu einer Abnahme der
sexuellen Aktivitat (28).

Die Einnahme von Opiaten kann bei Mannern zu einer eingeschrankten
Sexualfunktion bzw. Spermienqualitat, in erster Linie Spermienmotilitat, fihren (3).
So konnen heroinabhangige Manner an einem Verlust der Libido, an erektiler
Dysfunktion, an einem verzdogerten Samenerguss, an einer Unfahigkeit einen
Orgasmus zu erreichen bzw. an Infertilitat leiden (28).

Bei Frauen kdnnen vorzeitige Plazentaldsungen unter Opiateinnahme auftreten (3).
Zudem koénnen Opioide mit ihrer direkten Wirkung auf die Hypothalamus-
Hypophysen-Achse die Inzidenz an Zyklusstorungen bzw. Oligomenorrhéen
erhohen (29).

Betrachtet man verschreibungspflichtige Arzneimittel so kbnnen einige sowohl bei
Frauen als auch bei Mannern als Nebenwirkung die Einschrankung der Fertilitat zur
Folge haben. Zu diesen gehdéren Medikamente aus unter anderem folgenden
Gruppen: anabole Steroide, Antiandrogene, Antibiotika, Antiepileptika,
Antihypertensiva,  Antimalariamittel, Chemotherapeutika, Antihelminthika,

Antipsychotika, Kortikosteroide, Antiemetika (z.B. Metoclopramid), H2-Rezeptor-
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Antagonisten, Nichtsteroidale Antirheumatika (NSAR) und Selektive
Ostrogenrezeptor-Modulatoren (u.a. Clomiphen) mit inren negativen Wirkungen auf
das Wachstum der Gebarmutterschleimhaut. Nattrlich sind hier auch Kontrazeptiva
und Abortiva zu nennen, deren Zweck die Verhinderung bzw. der Abbruch einer

Schwangerschaft ist (3).

1.2.11 Luftverschmutzung

Manner scheinen mit einer zunehmenden Luftverschmutzung eher eine Abnahme
der Spermienmotilitat, eine Verschlechterung der Spermienmorphologie und ein
erhdhtes Risiko fir eine DNA-Fragmentation zu zeigen. Auch wurde von einer
signifikant negativen Korrelation der Spermienkonzentration mit den Ozonwerten,
welche auf die Manner einwirkten, beschrieben. Bei Frauen kdnnen Fehlgeburten,

Totgeburten und Fruhgeburten auftreten (3).

1.2.12 Pestizide, endokrine Disruptoren und weitere Chemikalien

Far eine Vielzahl verschiedener Chemikalien ist ein negativer Effekt auf die
Reproduktionsfahigkeit von Frauen wie auch Mannern beschrieben (30). So kdnnen
durch diese naturliche Hormone nachgeahmt, eine normale Hormonaktivitat
verhindert bzw. eine veranderte Funktion und Regulation des endokrinen Systems

bewirkt werden (3).

1.2.13 Schwermetalle

Zu den Schwermetallen werden unter anderem Cadmium, Arsen, Lithium, Kobalt,
Aluminium, Quecksilber, Blei und Bor gezahlt. Fir einige dieser Metalle ist eine
Auswirkung auf die reproduktive  Fahigkeit  beschrieben  worden.
So wurde experimentell fir Cadmium bei Mausen gezeigt, dass es zu testikularer
Nekrose und zu Veranderungen in der Libido und der Fertilitat fUhren kann.
Fur Blei, welches unter anderem in Farben, Metallprodukten, Batterien und Keramik
enthalten sein kann, ist eine Stérung der Hormonwerte und des Pubertatsbeginns,
ein Eingriff in die Hypothalamus-Hypophysen-Achse und eine generelle Abnahme

der Fertilitat beschrieben. Zudem kann es zu Menstruationsstorungen, einer
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herabgesetzten Samenqualitat und zu Fruh-, Fehl- bzw. Totgeburten kommen.
Betrachtet man Quecksilber, das unter anderem in Batterien, der Industrie und
Thermometern Anwendung findet, so kann es eine gestérte Spermatogenes bzw.
eine gestorte fetale Entwicklung bewirken. Da sich Quecksilber in der
Nahrungskette immer weiter anreichert, kann es Uber den Verzehr von belasteten
Meeresfrichten zu einer Bioakkumulation im Menschen mit entsprechenden Folgen
fuhren. Bei dem Schwermetall Bor, welches in der Herstellung von Glas, Zement,
Seife, Leder und Teppichen benutzt wird, sind ahnliche Auswirkungen auf die

Hypothalamus-Hypophysen-Achse wie bei Blei beschrieben (3).

1.2.14 Strahlung

Unterschiedliche Arten von Strahlung kénnen einen bleibenden Schaden auf den
menschlichen Korper haben. Dabei wird zwischen ionisierender und nicht-
ionisierender Strahlung unterschieden (31).

Rontgen- und Gammastrahlung kann hierbei eine permanente Schadigung der
empfindlichen Zellen im Korper bewirken. Eine bleibende Sterilitat kann durch die
Einwirkung auf die Keim- und die Leydig-Zellen hervorgerufen werden (3).
Aber nicht nur ionisierende Strahlung kann einen negativen Einfluss auf die
Reproduktionsfahigkeit haben.

So geht mit der zunehmenden Verwendung von unter anderem Mobiltelefonen,
Laptops, WLAN-Netzwerken bzw. Mikrowellenherden, in den letzten Jahren eine
neue Gefahr fir den Erhalt der Fertilitat einher. Denn die emittierte Strahlung konnte
in zahlreichen Studien mit einer Abnahme der Samenqualitat in Verbindung
gebracht werden. Es ist eine Verringerung der progressiven Spermienmotilitat, der
Spermienmotilitdt, der morphologisch normalen Spermien und der Spermienvitalitat
sowie eine Zunahme der freien Sauerstoffradikale (ROS) in der Samenflussigkeit
bei Mobiltelefonnutzung gezeigt worden (31). Interessant ist hierbei, dass das
Tragen eines Mobiltelefons in der Huftgegend mit einer signifikant schlechteren
Spermienmotilitat in Verbindung steht als das Tragen an einer anderen Korperstelle
bzw. der Verzicht auf das bei sich Tragen des Mobiltelefons (32).

Welchen Einfluss elektromagnetische Strahlung auf die weibliche Fertilitat hat ist
bisher nicht geklart (33).
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1.2.15 Kontrazeptiva

Wenngleich die Verwendung von Kontrazeptiva die Verhinderung einer
Schwangerschaft bezwecken soll, so kdnnen sie auch einen positiven Effekt auf den
Erhalt der reproduktiven Fahigkeit zeigen.

So kann der Einsatz von oralen Kontrazeptiva Endometriose bzw.
Unterleibsentziindungen (,pelvic inflammatory disease®) entgegenwirken. Weiters
konnen Praservative das Risiko fur die Infektion mit sexuell Ubertragbaren

Krankheiten senken und somit zum Erhalt der Zeugungsfahigkeit beitragen (3).

1.2.16 Arztbesuche

Regelmalige Arztbesuche scheinen fur beide Geschlechter von Vorteil fur die
Zeugungsfahigkeit zu sein.

Jedoch scheinen Manner bei Infektionen oder sexuellen Funktionsstérungen selten
medizinische Hilfe in Anspruch zu nehmen. Zurlckzufihren ist dies auf mangelndes
Bewusstsein  fur Behandlung und Beratung hinsichtlich  sexueller
Funktionsstorungen.

Bei Frauen ist die jahrliche PAP (Papanicolaou)-Abstrich-Abnahme bei dem/der
Frauenarztin mit dem Erhalt der Fertilitat assoziiert. Zudem scheinen Frauen,
welche von sich selbst angeben in einem guten Gesundheitszustand zu sein,
fruchtbarer zu sein. Zurlckzufuhren konnte dies auf die damit einhergehende
frihere Erkennung von sexuellen Funktionsstérungen und sexuell Gbertragbaren
Erkrankungen sein. In Summe ist demnach ein besserer Zugang zu medizinischer

Versorgung mit einer verbesserten Fertilitat verbunden (3).

1.217 Bekleidung

Dass die Erhéhung der Hodentemperatur einen negativen Einfluss auf die
Spermienparameter hat, ist hinlanglich bekannt. Es konnte gezeigt werden, dass es
bei enganliegender Unterwasche zu einer signifikant hdheren Hodentemperatur
kommt und damit einhergehend zu einer Verschlechterung der Samenparameter
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kommen kann (34).

1.2.18 Sauna, Whirlpools & heiRe Bader

Da es mit der Erhdhung der Hodentemperatur zu einer Verschlechterung der
Samenqualitat kommt, ist der Gedanke naheliegend, dass Besuche von Saunen,
Whirlpools und heiRen Badern bei Mannern auch zu einer Abnahme der
Zeugungsfahigkeit flhren kénnten (35).

Garolla et al. (36) konnten zeigen, dass bei Mannern mit Normozoospermie die
durch Saunabesuche bedingte skrotale Hyperthermie eine signifikante, jedoch
reversible, Beeintrachtigung der Spermatogenese bedingt (36).

Ahnlich konnten Shefi et al. (37) zeigen, dass mit dem Verzicht auf nasse Hitze
(Whirlpools & heil’e Bader) bei einigen Patienten in seinem Patientenkollektiv (5/11)
eine signifikante Verbesserung der Spermienqualitat erreicht werden konnte.
Anzumerken ist hierbei, dass sich Shefi et al. die Non-Responder (6/11) durch

vermehrten Nikotinabusus (mean 5.6 pack years (py) vs. 0.11 py) erklaren (37).

1.2.19 Gleitgele

In der Literatur ist sowohl fur nicht kommerzielle Gleitmittel, wie etwa Pflanzenol,
Glycerin, Olivendl bzw. Speichel, als auch fir kommerziell erhaltliche Gleitmittel ein
negativer Effekt auf die Samenqualitdt beschrieben. Gleichzeitig benutzen
zahlreiche Paare beim Geschlechtsverkehr Gleitmittel, auch wenn Kinderwunsch
besteht, um vaginaler Trockenheit bzw. Schmerzen wahrend des Koitus entgegen

zu wirken (38).
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1.3 Bedeutung der Genetik in der Reproduktionsmedizin

Die Humangenetik hat seit der erstmaligen erfolgreichen Durchfliihrung einer
Praimplantationsdiagnostik 1990 durch Handyside et al. (39) ihren festen
Bestandteil in der Reproduktionsmedizin gefunden. In  Abbildung 1  sind
Meilensteine der Genetik, der Praimplantationsdiagnostik, des
Praimplantationsscreenings und der Einzelzell-Genom-Diagnostik aufgezeigt.
Zudem ist die Erfindung des PCR-Verfahrens Anfang der 1980er, die vollstandige
Sequenzierung des menschlichen Genoms Anfang der 2000er und die erstmalige
vollstandige 1000$-Genom-Sequenzierung (,whole genome sequencing®) im Jahre
2014 dargestellt.

Polymerase chain reaction Human genome sequenced 51000 genome
SINGLE CELL GENETICS AND GENOMICS
PGD proposed (Penketh and McLaren) Single cell WGA by MDA
Polar body analysis first attempted SNP genotyping arrays
First report of targeted gene knock out in mice Vitrification of human oocytes and blastocysts
First PGD in mouse model of Lesch-Nyhan syndrome Mulplex fluorescent PCR
Effects of human cleavage stage biopsy reported First personal genomes by NGS
Mested PCR WGA by PCR library based method
single cell WGA by PCR Array CGH 24 chr copy number
Multicolar FISH for gender in sex-linked disease SNP genotyping and karyomapping
Multicolor FISH for aneuploidy NGS 24 chr copy number

Laser assisted blastocyst biopsy
Multicolor FISH for reciprocal translocations

PREIMPLANTATION GENETIC DIAGNOSIS
First PGD births world-wide in sex-linked diseases
First birth PGD SGD (Cystic fibrosis)
First PGD cancer predisposing 5GD
First PGD for chromosome translocations
First birth following PGD and HLA matching
First karyomapping
pregnancies in US and UK

PREIMPLANTATION GENETIC SCREENING

First PGS (FISH) births First RCT PGS array CGH
First PGS (FISH) using polar bodies ESTEEM PGS RCT (polar bodies)
First births by CGH Real time gPCR PGS
First array CGH First NGS5 PGS births

STAR PGS RCT (blastacyst)
First birth array CGH (polar body)

SINGLE CELL GENOMIC DIAGNOSTICS
2dsure PGS array  Karyomapping SNP array

VeriSeq NGS based PGS
I I I 3 & I I I
1985 | 1990 | 1995 2000 | 2005 | 2010 2015 2020
Abbildung 1 - Meilensteine der Humangenetik & der Prdimplantationsdiagnostik

tibernommen von Niederberger C et al.(40)
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Schatzungsweise 50% aller Embryonen, welche von Kinderwunsch-Paaren unter
IVF-Therapie gewonnen werden, weisen eine Aneuploidie auf. Da 50-70% aller
Fehlgeburten in der Durchschnittsbevolkerung durch eine Aneuploidie bedingt sind,
erwartet man sich eine Verringerung der Fehlgeburtenrate nach IVF-Therapie durch

den Verwurf der aneuploiden Embryonen (41).

So nimmt die genetische Untersuchung der Oozyte bzw. des Embryos vor der
Auswahl bzw. dem anschlieBenden Transfer des ausgewahlten Embryos in die

Gebarmutter im Rahmen einer IVF-Therapie weltweit zu (42).

Es wird hierbei die Praimplantationsdiagnostik von dem Praimplantationsscreening
unterscheiden. Bei der Praimplantationsdiagnostik wird bei Eltern mit einem hohen
Risiko fur die Weitergabe einer bestimmten Erbkrankheit der Embryo auf ebendiese
untersucht. Das Praimplantationsscreening findet hingegen Anwendung um bei
fortgeschrittenem mutterlichem Alter, wiederholtem Einnistungsversagen bzw.
Schwangerschaftsverlusten bei Paaren mit normalen Karyotypen und bei schwerer
mannlicher Infertilitat ("male factor”) die Schwangerschaftsraten zu erhéhen (43,
44).

Dabei wird zwischen dem ehemals durchgefuhrten PGS 1.0 und PGS 2.0
unterschieden. Beim PGS 1.0 wurde eine Blastomer-Biopsie am Tag 3 nach
Befruchtung durchgefiihrt (45, 46) und in Folge eine Uberprifung der
Chromosomen, welche am haufigsten bei Spontanaborten bzw. Lebendgeburten

mit chromosomalen Veranderungen betroffen sind, mittels FISH-Sonden (45, 47).

Beim PGS 2.0 wird eine Polkorperbiopsie bzw. Trophektodermbiopsie durchgefiihrt

und in weiterer Folge eine Uberpriifung aller 23 Chromosomen auf Euploidie (45).

Mit Juli 2016 erfolgte ein weiterer groRer Schritt im Praimplantationsscreening mit
der Einflhrung von mosaikartig klassifizierten Embryonen (PGS 3.0) (48). So
erfolgte im PGS 2.0 die Einteilung von Embryonen in normal/abnormal. Beim PGS
3.0, welches in PGT-A (“preimplantation genetic testing for aneuploidy”) umbenannt
wurde, erfolgt die Einteilung der Embryonen in normal-euploid, mosaikartig bzw.
abnormal-aneuploid (49). So sind vor allem bei der Blastomerbiopsie (bis 50%),
aber auch bei der Trophektodermbiopsie (3-5%) in der genetischen Aufarbeitung
Zellmosaike feststellbar (50). Da sich mittels NGS-Verfahren aus einer Biopsie-
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Probe mehr als eine Zelllinie festzustellen lasst, wurden sie zu der von der PGDIS
(Preimplantation  Genetic Diagnosis International Society) empfohlenen
diagnostischen Plattform fur das PGT-A (49). In einer weltweiten Befragung von
Patrizio et al. (51) gaben 90% der IVF-Institute an, PGT-A mittels NGS-Verfahren
durchzufihren (51). Um als mosaikartiger Embryo eingeteilt zu werden, mussen in
einer Trophektodermbiopsie mindestens 2 verschiedene Zelllinien mit einem
aneuploiden DNA-Anteil zwischen 20-80% feststellbar sein. Unter 20% aneuploider
DNA in der Probe wird der Embryo als normal-euploid bzw. Gber 80% aneuploider
DNA in der Probe wird der Embryo als abnormal-aneuploid eingeteilt. Mosaikartige
Embryonen kdonnen in Abhangigkeit des Mosaikbefundes potentiell transferierbar
sein (49). So gehen Munné et Wells (52) davon aus, dass die Mehrheit der
Embryonen mit aneuploiden Zellen zwischen 20-40% in der Biopsie einen euploiden
Embryoblasten haben und somit bei Nichtvorhandensein eines euploiden Embryos
transferiert werden konnten. Blastozysten mit komplexen Mosaiken bzw. 40-80%
abnormen Zellen sollten vom Transfer ausgeschlossen bzw. als zuletzt zu

transferierende Blastozysten betrachtet werden (52).

Gleicher et Orvieto (46) haben in einem Review dargelegt, dass ein PGS 2.0 ihrer
Meinung nach nur bei Paaren mit einer guten Prognose, welche zuvor schon
multiple erfolglose Embryonentransfers durchgemacht haben, bzw. einer grof3en
Anzahl an qualitativ hochwertigen Embryonen, durchgefihrt werden sollte.
Dieses Vorgehen sollte einer weiteren Reduktion der Schwangerschafts- und

Lebendgeburtenrate bei Paaren mit schlechter Prognose vorbeugen (46).

Rubio et al. (63) konnten zeigen, dass mit dem Praimplantationsscreening die
Wahrscheinlichkeit fir eine erfolgreiche Schwangerschaft bzw. Lebendgeburt im
Vergleich zur herkdbmmlichen morphologischen Embryo-Auswahl erhoht werden
kann. So konnte es zu einer Verringerung von fur die Frau belastenden

Fehlgeburten und damit einhergehenden medizinischen Risiken kommen (53).

Bei der Gewinnung von Probenmaterial wird zwischen der Polkdrperbiopsie, der
Embryobiopsie, der Trophektodermbiopsie, der Blastozentese und verbrauchtem

Blastozystenkulturmedium unterschieden (7, 43, 54, 55).
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In Abbildung 2 sind die unterschiedlichen Entwicklungsstadien, an denen eine
Praimplantationsdiagnostik (PID) durchgeflihrt werden kann, abgebildet.

Abbildung 2 — Entwicklungsstadien, an denen eine Praimplantationsdiagnostik (PID) durchgefiihrt

werden kann: a befruchtete Eizelle mit erstem und zweitem Polkérper, b Embryo im Acht-Zell-Stadium,

c Blastozyste — libernommen von Montag M et al.(7)

1.3.1 Polkorperbiopsie

Da in der Meiose aus einem diploiden Chromosomensatz durch 2 Reifeteilungen
eine Reduktion auf einen haploiden Chromosomensatz erfolgt, werden bei Mannern
aus diploiden Vorlauferzellen schlussendlich 4 haploide Spermien.
Betrachtet man Frauen, so entstehen aus einer diploiden Vorlauferzelle eine Eizelle
und 2 Polkdrper. Der 1. Polkdrper enthalt einen Satz an Chromosomenbivalenten

und der 2. Polkorper einen Chromatidensatz (7).

Bei der Polkorperbiopsie werden im Entwicklungsstadium der Metaphase-Il der
Eizelle bis zu inrem Vorkernstadium die Polkorper zur weiteren Analyse gewonnen
(7, 43).

Mithilfe der Polkorperbiopsie kdnnen nur matterliche chromosomale Veranderungen
bzw. im weiteren Sinne Aneuploidien der Eizelle diagnostiziert werden (44, 56).
Aneuploidien paternalen Ursprungs konnen, wenngleich sie auch nur 3-4% der
nummerischen Chromosomenaberrationen darstellen, mit der Polkérperbiopsie
nicht erkannt werden (57). Ebenso konnen numerische Chromosomen-
fehlverteilungen, welche erst nach Beendigung der Meiose entstehen, nicht
festgestellt werden (7). Weitere Nachteile der Polkorperbiopsie sind der vor allem
bei der Entnahme von vielen Eizellen einhergehende, Zeitaufwand bzw. die

Untersuchungskosten. Die erhdhten Untersuchungskosten sind darauf
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zuruckzufuhren, dass bei Durchfihrung der Polkorperbiopsie im Vorhinein nicht klar
ist, welche Eizelle Potential hat sich in weiterer Folge zur Blastozyste

weiterzuentwickeln (56).

Die Eroffnung der Zona pellucida kann mechanisch bzw. mittels Laser erfolgen. In
den Handen von erfahrenen Embryologlnnen funktionieren beide Techniken gleich

gut, wenngleich die Biopsie mittels Laser weniger zeitaufwendig ist (58).

Bei der Erdffnung der Zona pellucida ist auf eine adaquat groRe Offnung zu achten.
Bei einer zu grolRen Erdoffnung konnten Blastomere wahrend der
Embryonalentwicklung verloren gehen, bei einer zu kleinen Eroffnung konnte der
Embryo beim ,Hatching“ im Blastozystenstadium eingeklemmt werden (58). Die
Entnahme der Polkérper kann zu verschiedenen Zeitpunkten (sequentiell) oder zur
selben Zeit (simultan) durchgefuhrt werden (7, 56). Dabei ist zu beachten, dass eine
simultane Entnahme lediglich eine einmalige Manipulation erfordert und so den mit
der Entnahme verbundenen Stress auf die Oozyte verringert. Das optimale
Zeitfenster fur die simultane Entnahme ist zwischen 8-14 Stunden nach der
Befruchtung der Eizelle. Die nicht zeitgerechte Entnahme der Polkorper hat
folgende Risiken: bei zu fruher Entnahme konnten noch Reste des
Spindelapparates des 2. Polkérpers vorhanden sein bzw. bei zu spater Enthahme
konnte sich der 1. Polkorper bereits zersetzt haben. Es hat sich gezeigt, dass bei
jungen Frauen der 1. Polkorper anfalliger fur meiotische Fehler ist als der 2.
Polkorper bzw. sich die Situation fur altere Frauen umgekehrt verhalt. Dennoch
kann eine verlassliche Aussage Uber die Integritat der Eizelle nur durch die Analyse
beider Polkorper gestellt werden (58).

Normalerweise erfolgt die a-CGH-Auswertung des 1. und des 2. Polkérpers
getrennt, jedoch beschreiben Feichtinger et al. (57) die Moglichkeit der Auswertung
der Polkorper im ,Polkdrper-Pool“ ohne einen signifikanten Verlust an Sensitivitat

und mit geringeren Analysekosten (57).

1.3.2 Blastomerbiopsie

Bei der Blastomerenbiopsie wird im Entwicklungsstadium der Furchungsteilungen

eine Blastomere zur weiteren Analyse entnommen. Dies erfolgt gewdhnlich im
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Sechs- bis Acht-Zell-Stadium (7). Mit einem Anteil von 90% aller weltweit
pranataldiagnostisch durchgefihrten Testungen, handelt es sich um die haufigste
Biopsie-Methode des Embryos (44).

Dabei ist zu beachten, dass Embryonen in diesem Entwicklungsstadium hohe Raten
an chromosomalen Abnormalitdten bzw. Mosaiken zeigen konnen. Die Rate an
Mosaiken bei der Blastomerbiopsie kann bis zu 50% betragen (50). Somit sind die
gewonnenen Befunde oftmals flr eine Aussage Uber den kompletten genetischen
Status des Embryos nicht zu verwenden (43, 44).

Zudem konnten Scott et al. (59) zeigen, dass eine Embryobiopsie im Vergleich zu
einer Trophektodermbiopsie einen risikoreicheren Eingriff in Bezug auf die
Implantationsfahigkeit des Embryos bzw. die Lebendgeburtenrate darstellt. Ein
Grund hierfur kdnnte sein, dass bei der Embryobiopsie (13%) mehr Gewebe
entnommen wird als bei der Trophektodermbiopsie (2-3%) relativ zur Gesamtmasse
des Embryos. Zudem wird bei der Trophektodermbiopsie im Gegensatz zur
Embryobiopsie extraembryonales Gewebe entnommen bzw. findet die Entnahme
am 5. Tag nach Befruchtung bereits nach der Aktivierung des embryonalen Genoms
statt (59). Aus diesem Grund wird zunehmend, je nach Indikation, zur

Polkorperbiopsie bzw. der  Trophektodermbiopsie = gewechselt (7).

1.3.3 Trophektodermbiopsie

Bei der Trophektodermbiopsie werden Trophektodermzellen einer Blastozyste zur
weiteren diagnostischen Aufarbeitung enthommen (43).

Die Entnahme wird gewdhnlich am Morgen des 5 bzw. 6 Tages nach Befruchtung
durchgefuhrt. Hierbei ist von Vorteil, dass mehrere Zellen fir die Auswertung
entnommen werden koénnen, die Entnahme des Materials einfacher als die
Entnahme von Polkérpern bzw. Blastomeren ist und die entnommenen
Trophektodermzellen im Grunde kein Bestandteil des Embryos sind, da sie spater
an der Bildung der Plazenta beteiligt sind (7, 44). Zusatzlich ist mit der
Trophektodermbiopsie eine umfassende Bewertung der chromosomalen Anteile
des Embryos beider Elternteile mdglich (7, 60). Zu beachten ist, dass in 3-5 % der
Trophektodermbiopsien Zellmosaike feststellbar sind (50).

Singh et al. (61) empfehlen eine Trophektoderm-Biopsie erst ab dem ,Hatching“ der
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Blastozyste durchzufuhren, da eine zu frihe Biopsie moglicherweise den Embryo

schadigt und zu niedrigeren Schwangerschaftsraten fuhren konnte (61).

1.3.4 Minimal- & Nicht-invasive Praimplantationsdiagnostik

1.3.4.1 Blastozentese

Die Blastozentese stellt eine neuere Biopsiemethode zur genetischen Uberpriifung
des zukinftigen Embryos dar. Hierbei wird mit einer ICSI-Pipette von einer
ausgedehnten Blastozyste Flussigkeit aus der Blastozystenhdhle unter der
Vermeidung von jedweder Zellaspiration gewonnen. Das gewonnene Material kann
in weiterer Folge z.B. mittels NGS-Verfahren bzw. a-CGH ausgewertet werden.
Ein Nachteil dieser Biopsiemethode ist, dass eine messbare DNA-Amplifikation
mittels WGA aus dem gewonnenen Material im Vergleich zu den herkdmmlichen
Methoden seltener mdglich ist. Von Vorteil ist, dass mit der Blastozentese die
Integritat der Blastozyste im Vergleich zur Trophektodermbiopsie moglicherweise
eher gewahrt werden kann (54). Zudem erfordert sie weniger Laborequipment (u.a.
Laser), ist in der technischen Durchflihrung einfacher und wird oftmals sowieso vor
einer Kryokonservierung der Blastozysten durchgefiihrt, um die Uberlebensrate

nach dem Auftauen zu maximieren (55, 60).

Ob das gewonnene DNA-Material wirklich reprasentativ die genetische Verfassung

des gesamten Embryos wiedergibt, ist bisher nicht eindeutig geklart (62).

1.3.4.2 Verbrauchtes Blastozystenkulturmedium

Bei der Analyse von verbrauchtem Blastozystenkulturmedium handelt es sich um
eine neuartige nicht-invasive kostengunstige Form der Praimplantationsdiagnostik.
Dabei wird verbrauchtes Kulturmedium zum Zeitpunkt des Blastozystenstadiums

zur weiteren Untersuchung auf embryonische DNA gewonnen (55).
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1.4 Uberblick iliber genetische Analysen des Priaimplantations-

screenings

Beim Praimplantationsscreening findet eine Uberpriifung der biopsierten Zellen auf
Euploidie aller 23 Chromosomen statt. Dabei kénnen zahlreiche Verfahren zur

genetischen Analyse angewendet werden (42).

1.4.1 FISH

Beim FISH-Verfahren (,fluorescence in situ hybridization®) handelt es sich um das
erste im Praimplantationsscreening eingesetzte Testverfahren (42). Das FISH-
Verfahren kann dazu dienen chromosomale Veranderungen bzw. das Geschlecht
des Embryos, bei Patientinnen die Tragerinnen einer x-chromosomalen
Erbkrankheit sind, festzustellen (43).

Vorteile des FISH-Verfahrens sind eine kurze Bearbeitungszeit der Proben bzw.
dass keine DNA-Amplifizierung, welche mit Amplifizierungsfehlern einhergehen

koénnte, notwendig ist (42).

Als Fehlerquellen sind Unterschiede in der Hybridisierungseffizienz und subjektive
Fehler in der Befundung des Fluoreszenzsignals zu nennen (42). Jedoch ist es
mithilfe des Interphase-FISH mdglich, zahlreiche Zellen parallel zu untersuchen und
dadurch mogliche Fehlerquellen wie etwa Signallberlagerungen und Variationen in
der Hybridisierungseffizienz zu minimieren (43).

Eine simultane Beurteilung aller 23 Chromosomenpaare auf Euploidie ist mit dem
FISH-Verfahren nicht moglich (42).

1.4.2 Quantitative Realtime-PCR

Mithilfe PCR-basierter (,polymerase chain reaction®) Verfahren ist es grundsatzlich
moglich, spezifische genetische Erkrankungen zu diagnostizieren (43).

Bei der quantitativen Realtime-PCR kdnnen alle 23 Chromosomenpaare in kurzer
Zeit (4-12 Stunden) auf Aneuploidie untersucht werden (42, 50, 63).
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Nachteile der qRT-PCR sind ein hoher Arbeitsaufwand und, dass nur eine
begrenzte Anzahl an Loci entlang jedes Chromosoms untersucht werden kann.
Zudem koénnen strukturelle Chromosomenaberrationen bzw. uniparentale Disomien

nicht diagnostiziert werden (42, 50).

1.4.3 Microarray-Diagnostik

1.4.3.1 CGH

Bei der CGH-Untersuchung (,comparative genomic hybridization“) handelt es sich
um eine Untersuchungstechnik, welche einen Brickenschlag zwischen der
Zytogenetik und Molekulargenetik darstellt.

Dabei wird die DNA einer Testprobe bzw. einer normalen Kontrollprobe separat
mittels WGA-Verfahren (,whole genome amplification®) vervielfaltigt. Danach
werden die amplifizierten DNA-Proben mit 2 verschiedenen Fluorochromen
markiert. Zur Veranschaulichung dient Abbildung 3.

In dieser Abbildung wurde die Kontroll-DNA mit einem roten Fluorochrom und die
DNA der Testprobe mit einem grinen Fluorochrom markiert. In Folge werden beide
Proben zu gleichen Teilen vermischt, auf einen Metaphase-Ausstrich einer
mannlichen Kontrollprobe (m-CGH) oder auf eine Array-Plattform, auf welcher
kleine DNA-Fragmente aufgedruckt sind, aufgebracht, um nun in gegenseitigem
Wettstreit auf dieser um die Hybridisierung mit bestehender Probe zu treten.

Bei der m-CGH wird so mittels spezieller Computersoftware das Rot-zu-Grun-
Fluoreszenz-Verhaltnis entlang eines jeden Metaphase-Chromosoms bei
zumindest 6 Metaphase-Sets ausgewertet und als Ideogramm dargestellit.
Zugewinne in Rot deuten auf einen Verlust einer Region bzw. eines Chromosoms
in der Testprobe hin, Zugewinne in Grin auf einen Zugewinn einer Region bzw.
eines Chromosoms in der Testprobe. Bei dieser Methode handelt es sich um ein
aufwendiges und zeitintensives Testverfahren, wo die reine Laborarbeit ohne
Auswertung bis zu 72 Stunden betragen kann (43).

Die a-CGH-Untersuchung arbeitet nach denselben Grundlagen wie das m-CGH-
Verfahren, ermoglicht jedoch eine vollautomatische Analyse innerhalb von 12-24
Stunden (43, 50). Damit ist zumindest theoretisch eine Embryobiopsie an Tag 3
madglich, eine Auswertung der Probe und in Folge, anstatt eines Kryo-Transfers, ein

31



frischer Transfer an Tag 5 (43). Eine a-CGH-Untersuchung hat im Vergleich zu
einem SNP-Array eine kurzere Bearbeitungszeit, jedoch auch eine, bei ca. 4000 im
Genom untersuchten Positionen, geringere Auflésungsgrenze als ein SNP-Array
(41, 50).

Schwachstellen der CGH-Untersuchung sind, dass Polyploidien und balancierte
chromosomale Veranderungen (Translokationen, Inversionen) aufgrund des
Testverfahrens nicht erkannt werden kénnen (63). Weiters ist zu beachten, dass
Veranderungen in der Nukleotid-Abfolge, wie Punktmutationen, intragenische
Insertionen oder Deletionen bzw. Triple-Repeat-Veranderungen, mit diesem
Verfahren nicht diagnostiziert werden kénnen (43). Auch eine uniparentale Disomie

kann mit diesem Verfahren nicht erkannt werden (50, 63).

Zugewinne oder Verluste in Genomregionen, welche durch den Array nicht
abgedeckt sind, werden nicht erfasst (43). Weiters ist zu bedenken, dass es im

Rahmen der Amplifizierung zu Fehlern kommen kann (42).

Ein Aufldsungsvermdgen von 2-10 Mbp, je nach verwendetem a-CGH-Chip bzw. an
welcher Stelle im Genom die Chromosomenaberration liegt, wurden beschrieben
(64).

32



Biopsied cell(s)

Biopsied cell(s)
DNA

Whole genome amplification

Combined labelled
D & D D control and biopsied

cell(s) DNA
Control DNA Biopsied cell(s)
DNA
A s TR EEHIRE
Metaphase S e 0685085680000600 | Aray
CGH \.,:.f;ll 0000000000000 00 CGH
v 0000000000000
1:1 2:1 2:3 :
Normal Monosomy Trisomy Normal Monosomy Trisomy

Abbildung 3 — Darstellung m-CGH & a-CGH iibernommen von Harper JC et Harton G(43)

1.4.3.2 SNP-Array

Bei SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) handelt es sich um Variationen
einzelner Basenpaare (Adenin, Thymin, Cytosin, Guanin) in der genomischen DNA.
Beim PGS werden ungefahr 300.000 SNPs ublicherweise in nicht kodierenden
Bereichen Uber das gesamte Genom ausgewertet. Dabei erhalt man fur die
untersuchten Stellen jeweils einen Genotyp (AA, AB, BB) (50). Die gewonnenen

Daten werden in Folge mit einem Referenzgenom (HapMap) abgeglichen (42, 50).

Auch bei der Durchfuhrung eines SNP-Arrays ist eine Amplifizierung der mittels
Biopsie gewonnenen DNA-Probe notwendig. Im Anschluss daran wird diese Probe
auf an einen Microarray gebundene Oligonukleotide bestimmter SNP-Stellen
hybridisiert. Durch die Hybridisierung kann mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoffen
darauf ruckgeschlossen werden, ob es sich beim jeweiligen SNP um einen homo-

bzw. heterozygoten Genotyp handelt (42).
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Vorteile dieses Verfahrens sind, dass sowohl kleine Deletionen/Duplikationen
gefunden werden kdnnen, eine uniparentale Disomie festgestellt werden kann bzw.

gleichzeitig alle 23 Chromosomenpaare auf Euploidie Uberpruft werden kdnnen.

Zudem ist es mittels Abgleich mit elterlicher DNA mdglich, im untersuchten Material

zu bestimmen, welches Allel von welchem Elternteil stammt (42).

Dennoch ist es moglich, dass strukturelle de novo-Aberrationen unter der

Auflésungsgrenze des SNP-Arrays verborgen bleiben (50).

1.4.4 NGS

Auch das  NGS-(“Next-generation  sequencing“)-Verfahren  kann im
Praimplantationsscreening eingesetzt werden. Eine moglichst fehlerfreie
Amplifizierung des Probenmaterials ist hierbei wichtig, um die Entstehung von

Artefakten gering zu halten (50).

Nach der Amplifizierung der Probe erfolgt die Fragmentierung der DNA bzw. eine
Adapterligation an die zuvor entstandenen DNA-Fragmente — dieser Schritt wird
,Library Preparation“ genannt (50). Wenn nur bestimmte Gene bzw. Gen-Panels
ausgewertet werden sollen, kann eine Anreicherung der bestimmten Zielregionen

(,Target Enrichment®) erfolgen (65).

Je nach verwendeter NGS-Plattform erfolgt im Anschluss eine Emulsions-PCR (lon
Torrent™) bzw. eine Bricken-PCR (lllumina).
Als nachster Schritt erfolgt eine optisch-basierte (lllumina). bzw. pH-basierte

Sequenzierung (lon Torrent™) der Probe (50).

Im Rahmen der Datennachbearbeitung mittels Bioinformatik-Software werden die
gewonnenen Daten mit einem Referenzgenom (z.B. hg19) abgeglichen (42) und die
Artefakte identifiziert bzw. entfernt (50).

Das Verfahren eignet sich sowohl fir das Praimplantationsscreening als auch
insbesondere zeitgleich flr die Praimplantationsdiagnostik der bei den Eltern
bekannten bestehenden Mutationen, da mit diesem Verfahren auch einzelne bzw.

multiple Genmutationen des Embryos diagnostiziert werden konnen (42).
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1.5 Forschungsfrage

Unsere Forschungsfrage ist, ob sich im Rahmen des Praimplantationsscreenings
der Polkorper mittels a-CGH-Verfahren Haufungen an unbalancierten strukturellen
Chromosomenaberrationen bezogen auf spezifische Chromosomen aufzeigen
lassen. Zudem wurde untersucht, ob in weiterer Folge diese mit klinischen
Parametern korreliet werden koénnen bzw. welchen Stellenwert das

Praimplantationsscreening (PGS) in der klinischen Routine einnimmt.
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2 Material und Methoden

2.1.1 Studiendesign

Es handelt sich hierbei um eine monozentrische, retrospektive Studie anhand von
Krankenakten. Es bestand ein aufrechtes Votum der Ethikkommission der
Medizinischen Universitat Graz (26-430 ex13/14) fur die Durchfihrung dieser
Masterarbeit. Fur die in diese Arbeit Ubernommenen Abbildungen wurden die

Bildlizenzen eingeholt.

2.1.2 Patientlnnenkollektiv

Im Rahmen dieser Masterarbeit wurden die a-CGH-Polkérperuntersuchungen,
welche durch die Kinderwunsch Institut Schenk GmbH in den Jahren 2013-2017

veranlasst wurden, ausgewertet.

Dabei fanden Patientinnen mit einem Mindestalter von 18 Jahren mit unerfulltem
Kinderwunsch nach mehr als einem Jahr ungeschitzten Geschlechtsverkehr mit
ihrem Partner Einschluss. Es wurden fir diese Studie weder ein Héchstalter noch
Begleiterkrankungen als Ausschlusskriterien definiert.

Eine Bestimmung einer StichprobengrolRe erfolgte aufgrund des Studiendesigns

nicht.

Die Polkérperauswertungen wurde am Institut fir Humangenetik der Medizinischen
Universitat Graz bzw. der HLN-Genetik GmbH mittels a-CGH durchgeflhrt.

Im Rahmen dieser Studie wurden 480 a-CGH-Untersuchungen an Polkérpern in die
Auswertung miteinbezogen. Dabei wurden Polkorperbiopsien an 465 Oozyten
durchgefuhrt. Da bei 15 Polkorperbiopsien die a-CGH-Auswertung als Polkorper-
Paar (getrennte Untersuchung der Polkorper 1 & 2) erfolgte, wurden 480 a-CGH-
Untersuchungen ausgewertet.

Diese wurden in 129 Besuchen von 73 subfertilen Patientinnen gewonnen. 16
Patientinnen lieRen an zwei, 5 Patientinnen an drei, 6 Patientinnen an vier, eine

Patientin an sechs und eine weitere Patientin an acht verschiedenen Zeitpunkten
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eine Polkorperuntersuchung durchfuhren.

Die untersuchten HauptzielgroRen waren die Array-CGH-Auswertung
unbalancierter Polkdrper mit einzelnen Chromosomenveranderungen, die Array-
CGH-Auswertung unbalancierter Polkorper mit einzelnen
Chromosomenveranderungen bei Nichtrauchern, die Array-CGH-Auswertung
unbalancierter Polkérper mit einzelnen Chromosomenveranderungen bei
Rauchern, die Array-CGH-Auswertung unbalancierter Polkdrper mit einzelnen
Chromosomenveranderungen bei Fehlen eines OAT-Syndroms und die Array-
CGH-Auswertung unbalancierter Polkérper mit einzelnen Chromosomen-

veranderungen bei Bestehen eines OAT-Syndroms.

Als Nebenzielgrofien dienten das Alter bei Punktion, die BMI-Verteilung bei der
Polkdrperpunktion, der Nikotinabusus im Patientenkollektiv, die Haufigkeit von
Oligoasthenoteratozoospermie (OAT) im Patientenkollektiv, der chromosomale
Status der Polkdrper im Patientenkollektiv, die Aufteilung unbalancierter Polkorper
in einzelne und multiple Chromosomenveranderungen, die Einteilung der
eingesendeten Polkorper im Kollektiv, der Anteil fragmentierte Polkdrper unter den
gepoolten Polkorpern, die Polkorperverteilung nach Alter sowie die

Polkorperverteilung nach BMI.

Die im Rahmen dieser Studie erhobenen Patientendaten wurden

pseudoanonymisiert verarbeitet.

2.1.3 Statistische Analyse

Zur Speicherung der erhobenen Patientinnendaten diente eine MS Excel 365
Arbeitsmappe. Die statistische Auswertung erfolgte ebenso tber die Software MS
Excel 365.

Die Analyse der erhobenen Parameter erfolgte mittels deskriptiver Statistik.
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3 Ergebnisse

Die Altersverteilung in unserem Patientinnenkollektiv (n=73) im Rahmen der 129
durchgefuhrten Polkérperuntersuchungen ist in Abbildung 4 ersichtlich. Die
Alterspanne bei Polkorperpunktion erstreckte sich vom 21 bis 49 Lebensjahr mit

einem medianen Alter von 39 Jahren (mean = 38.9, SD = 4 .4).

Absolute Altersverteilung bei
Polkorpeuntersuchung
(n=129)
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Abbildung 4 — Absolute Altersverteilung bei Polkorperpunktion

Bei 127 Polkorperpunktionen wurde die KorpergroRe und das Korpergewicht der
Patientin bei Punktion dokumentiert und daraus der BMI berechnet.

In unserem Patientinnenkollektiv war Normalgewicht mit 74% am haufigsten
vertreten. Siehe Abbildung 5.
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BMI-Verteilung bei Polkorperuntersuchung

(n=127)
24%  4.7%

4,7%
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24.99)

mPraadipositas (BMI 25.00-
29,99)

Adipositas Grad 1 (BMI 30,00-
34.99)

m Adipositas Grad 2 (BMI 35.00-
39.99)

74,0%

Abbildung 5 — BMI-Verteilung bei Polkorperpunktion

Im Rahmen der Vorstellung zur Polkdrperentnahme (n=129) gaben in unserem
Patientinnenkollektiv 88,37% der Patientinnen an ,Nichtraucher zu sein und
11,63% ,Raucher” zu sein. Siehe Abbildung 6.

Nikotinabusus im Patientinnenkollektiv
(n=129)

m Michtraucher

mRaucher

Abbildung 6 — Nikotinabusus im Patientinnenkollektiv
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Bei 125 Polkorperpunktionen war die Samenqualitat des fur die Befruchtung der
Eizelle verwendeten Samens aus der Datenbank erhebbar. Bei 17,6% der
Samenspender in unserem Kollektiv bestand eine Oligoasthenoteratozoospermie.
Siehe Abbildung 7.

Oligoasthenoteratozoospermie (OAT) im

Patientenkollektiv
(n=125)

mein OAT

m Oligoasthenoteratozoospermie
[OAT)

Abbildung 7 — Oligoasthenoteratozoospermie (OAT) im Patientenkollektiv

Betrachtet man alle durchgefihrten Polkdrperauswertungen mittels a-CGH in
unserem Kollektiv, so handelt es sich bei 72,08% um unbalancierte Polkérper, bei
20,21% handelt es sich um balancierte Polkorper, bei 4,79% war keine Analyse
aufgrund unzureichender DNA-Qualitat moglich, bei 1,67% wurde keine Analyse
des Polkérpers angefordert und bei 1,25% war aufgrund eines systemischen

Fehlers keine Auswertung maéglich. Siehe Abbildung 8.
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Polkorperverteilung im Kollektiv
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Abbildung 8 — Polkorperverteilung im Kollektiv

In Abbildung 9 sind die unbalancierten Polkorper unseres Kollektivs in Polkorper
mit einzelnen Chromosomenveranderungen und in Polkdrper mit multiplen
Chromosomenveranderungen aufgeschlisselt. Hierbei haben 85,26% der
untersuchten unbalancierten Polkérper einzelne Chromosomenveranderungen und
14,74% der untersuchten unbalancierten Polkoérper multiple Chromosomen-

veranderungen in der a-CGH-Auswertung gezeigt.

Aufteilung unbalancierter Polkorper
(n=346)

14,74%

mEinzelne
Chromosomenverdnderungen

m Muliple
Chromosomenveranderungen

85,26%

Abbildung 9 — Aufteilung unbalancierter Polkérper
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Betrachtet man die 480 durchgefuhrten a-CGH-Untersuchungen genauer, so
wurden bei 5,83% (28) der Untersuchungen nur der Polkdrper 1. untersucht, in
6,25% (30) der Untersuchungen wurden Polkdrper 1. & 2. getrennt als Polkdrper-
Paar untersucht und in der Mehrzahl der Falle mit 87,92% (422) kam es zur
Untersuchung der eingesendeten Polkorper als Polkorper-Pool (gemeinsame
Untersuchung der Polkorper 1. & 2.). In keinem der Falle kam es zur alleinigen
Untersuchung des 2. Polkorpers. Insgesamt wurde an 465 Oozyten eine
Polkdrperbiopsie durchgefuhrt. Siehe Abbildung 10.

Eingesendete Polkérper im Kollektiv
(n=480)

90% 87,92%

10% 5,83% 6,25%
e 0.00% S

Folkarper 1 Polkdrper 2 Folkdrper-Faar Polkérper-Fool

Abbildung 10 — Eingesendete Polkorper im Kollektiv

Betrachtet man die durchgeflihrten Untersuchungen der gepoolten Polkérper
(n=422) genauer, so waren 2,84% der Polkérper-Proben fragmentiert. Siehe
Abbildung 11.
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Anteil fragmentierte PolkGrper unter den gepoolten

Polkorpem
(n=422)

mFragmentierte Polkérper

mRestlicher Polkdrper-Fool

97,16%

Abbildung 11 — Anteil fragmentierte Polkérper unter den gepoolten Polkorpern

In Abbildung 12 ist die a-CGH-Auswertung der unbalancierten Polkorper mit
einzelnen Chromosomenveranderungen (n=295) ersichtlich. In griner Farbe sind je
nach Chromosomenarm die relativen Zugewinne bzw. in roter Farbe sind je nach
Chromosomenarm die relativen Verluste dargestellt.

Auffallend ist hierbei, dass die Chromosomen 9, 16, 19 und 22 am o&ftesten
Zugewinne bzw. im Gegensatz dazu die Chromosomen 4, 13-16, 18 und 21 gehauft

Verluste an chromosomalem Material zeigen.
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Array-CGH-Auswertung unbalancierter Polkorper

mit einzelnen Chromosomenveranderungen

(n=295)
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Abbildung 12 — Array-CGH-Auswertung unbalancierter Polkérper mit einzelnen Chromosomen-

veranderungen
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Polkorperauswertungen
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Abbildung
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sich um balancierte Polkdrper, bei 4,48%

Qualitat keine Analyse moglich, bei 1,79% wurde keine Analyse des Polkorpers

angefordert und bei 1,35% war aufgrund eines systemischen Fehlers keine

Auswertung maglich.
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Polkorperverteilung - Nichtraucherinnen

(n=446)
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Abbildung 13 — Polkoérperverteilung — Nichtraucherinnen

In Abbildung 14 ist die a-CGH-Auswertung der unbalancierten Polkérper mit
einzelnen Chromosomenveranderungen bei den Nichtraucherinnen in unserem
Kollektiv (n=270) ersichtlich. Es zeigt sich wie bereits im Gesamtkollektiv (Siehe
Abbildung 12) vor allem ein Zugewinn bei den Chromosomen 9, 16, 19 und 22

bzw. ein Verlust bei den Chromosomen 4, 13-16, 18 und 21.
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Array-CGH-Auswertung unbalancierter Polkorper

mit einzelnen Chromosomenveranderungen -

Nichtraucherinnen

(n=270)
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Abbildung 14 — Array-CGH-Auswertung unbalancierter Polkorper mit einzelnen

Chromosomenveranderungen - Nichtraucherinnen

34) unseres Patientinnenkollektivs dargestellt.
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In Abbildung 15 ist die Verteilung der Polkorperauswertungen der Raucherinnen
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% um unbalancierte Polkorper, bei 11,
sich um balancierte Polkdérper und bei 8,82% war aufgrund unzureichender DNA-

Qualitat keine Analyse mdglich.
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Polkorperverteilung - Raucherinnen

(n=34)
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Abbildung 15 — Polkérperverteilung - Raucherinnen

In Abbildung 16 ist die a-CGH-Auswertung der unbalancierten Polkérper mit
einzelnen Chromosomenveranderungen bei den Raucherinnen in unserem
Patientinnenkollektiv (n=25) dargestellt. Es zeigt sich vor allem ein Zugewinn bei
den Chromosomen 1, 4, 7, 14-16, 19-20 bzw. ein Verlust bei den Chromosomen 1,
3-4,9, 13-15, 18-19 und 21.

In  Abbildung 17 st die Polkorperverteilung nach BMI in unserem
Patientinnenkollektiv (n=476) dargestellt. Auffallend ist hierbei, dass bei
Patientinnen mit Untergewicht (BMI < 18.49) 8,7% balancierte Polkorper und
86,96% unbalancierte Polkdrper bzw. bei Patientinnen mit Adipositas Grad 2 (BMI
35-39,99) 28,57% balancierte Polkérper und 64,29% unbalancierte Polkorper

auftreten.
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Array-CGH-Auswertung unbalancierter Polkorper
mit einzelnen Chromosomenveranderungen -

Raucherinnen
(n=25)
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Abbildung 16 — Array-CGH-Auswertung unbalancierter Polkérper mit einzelnen

Chromosomenveranderungen - Raucher
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In Abbildung 18 wird die Polkorperverteilung nach Alter in unserem
Patientinnenkollektiv (n=480) aufgezeigt. Dabei zeigt sich erwartungsgemald ein
Abfall der balancierten Polkdrper und ein Anstieg der unbalancierten Polkorper mit
dem Alter.
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Abbildung 18 — Polkorperverteilung nach Alter
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Abbildung 19 — Polkorperverteilung - Kein OAT
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In Abbildung 19 ist die Verteilung der Polkdrperauswertungen der Patientinnen
ohne OAT-Samen (n=395) unseres Patientinnenkollektivs dargestellt.

So handelt es sich bei 71,39% um unbalancierte Polkdrper, bei 20% handelt es sich
um balancierte Polkorper, bei 5,32% war aufgrund unzureichender DNA-Qualitat
keine Analyse moglich, bei 1,77% wurde keine Analyse der Polkorper angefordert
und bei 1,52% war aufgrund eines systemischen Fehlers keine Auswertung

moglich.
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Abbildung 20 — Array-CGH-Auswertung unbalancierter Polkérper mit einzelnen

Chromosomenveranderungen - Kein OAT

In Abbildung 20 ist die a-CGH-Auswertung der unbalancierten Polkérper mit
einzelnen Chromosomenveranderungen bei den Patientinnen ohne OAT-Samen in
unserem Patientinnenkollektiv (n=239) dargestellt. Es zeigt sich vor allem ein
Zugewinn bei den Chromosomen 9, 16, 19-20, 22 bzw. ein Verlust bei den
Chromosomen 4, 10, 13-16, 18 und 21-22.
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Abbildung 21 — Polkérperverteilung - OAT

In Abbildung 21 ist die Verteilung der Polk6rperauswertungen der Patientinnen mit
OAT-Samen (n=81) unseres Patientinnenkollektivs dargestellt.

So handelt es sich bei 74,07% um unbalancierte Polkdrper, bei 22,22% handelt es
sich um balancierte Polkdrper, bei 2,47% war aufgrund unzureichender DNA-
Qualitat keine Analyse mdglich und bei 1,23% wurde keine Analyse der Polkdrper

angefordert.

In Abbildung 22 ist die a-CGH-Auswertung der unbalancierten Polkérper mit
einzelnen Chromosomenveranderungen bei den Patientinnen mit OAT-Samen in
unserem Patientinnenkollektiv (n=53) dargestellt. Es zeigt sich vor allem ein
Zugewinn bei den Chromosomen 3-4, 9, 16, 18-20, 22 bzw. ein Verlust bei den
Chromosomen 5-6, 8, 13-18 und 20-22.
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Abbildung 22 — Array-CGH-Auswertung unbalancierter Polkdrper mit einzelnen

Chromosomenveranderungen - OAT



4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wollen wir einen Abriss Uber Ursachen der Infertilitat, der
fertilitatseinschrankenden Lifestyle-Faktoren, der Bedeutung der Genetik in der
Reproduktionsmedizin sowie Uber mogliche genetische Analysen im Rahmen eines

Praimplantationsscreenings geben.

Als Forschungsfrage interessierte uns, ob sich eine Haufung an unbalancierten
Chromosomenaberrationen mittels a-CGH-Verfahren in den Polkdrperbiopsien
unseres Patientinnenkollektivs an subfertilen Paaren wie bereits in der Literatur (66)
beschrieben feststellen lasst. Zudem wollten wir erfahren, ob diese

Chromosomenaberrationen mit klinischen Werten in Verbindung zu bringen sind.

Da nahezu die Halfte aller, durch IVF-Therapie gewonnenen, Embryonen eine
Aneuploidie aufweisen (41), ist diese Erhebung fur Kinderwunsch-Paare zur
moglicherweise  zukunftigen Verbesserung der Schwangerschafts- und

Lebendgeburtenrate von Relevanz.

4.1 Einfluss von epidemiologischen und Lifestyle-Faktoren auf

chromosomale Veranderungen

Es wurden an 73 Patientinnen 129 Polkdrperuntersuchungen in Auftrag gegeben

bzw. in Summe 480 a-CGH-Untersuchungen dieser Polkorper durchgeflhrt.

In Abbildung 4 ist die absolute Altersverteilung unseres Patientinnenkollektivs bei
Vorstellung zur Polkdrperentnahme (n=129) aufgelistet. Diese Altersstruktur ist
vergleichbar mit in der Literatur beschriebenen Kollektiven (44, 66), bei denen
ebenfalls eine Abklarung der Polkorper mittels a-CGH-Verfahren durchgefihrt

wurde.

Vergleicht man die BMI-Verteilung unserer Patientinnen (sieche Abbildung 5) mit
der BMI-Verteilung von 30 bis 45-jahrigen Frauen durch die Statistik Austria bei der
Gesundheitsbefragung 2014 (67) so fallt auf, dass unser Patientinnenkollektiv einen

niedrigeren BMI als die Normalbevolkerung aufweist. So weisen in der
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Gesundheitsbefragung 2014 der Statistik Austria 4.8% der Frauen zwischen 30-45
Jahren Untergewicht auf (vgl. zu 4.7% in unserem Kollektiv), 65% Normalgewicht
(vgl. zu 74% in unserem Kollektiv), 21.1% Praadipositas (vgl. zu 14.2% in unserem
Kollektiv) bzw. 9.1% einen BMI >30kg/m? (vgl. zu 7.1% in unserem Kollektiv) (67).

Vergleicht man den Nikotinabusus unseres Patientinnenkollektivs (siehe
Abbildung 6) mit den 30 bis 45-jahrigen Frauen der Gesundheitsbefragung
,2Aktueller Raucherstatus 2014“ der Statistik Austria (68), so sind nur 11.63%

unserer Patientinnen im Vergleich zu 39.9% im Vergleichskollektiv Raucherinnen.

Es ist davon auszugehen, dass die mit dem Rauchen (3) als auch die mit
Ubergewicht (3, 4, 19) einhergehenden negativen Auswirkungen auf die Fertilitat

unsere Patientinnen, dazu veranlassen, einen gesunden Lebensstil anzustreben.

Eine Oligoasthenoteratozoospermie ist mit 17.6% (siehe Abbildung 7) in unserem
Patientinnenkollektiv deutlich haufiger festzustellen, als wie von Owolabi et al. (69),
bei infertilen Kinderwunsch-Paaren mit 2.1% beschrieben. Dies ist unserer Meinung
nach darauf zuriickzufiihren, dass eine schwere mannliche Infertilitat eine Indikation

fur die Durchfihrung eines Praimplantationsscreenings darstellt (43).

Verpoest et al. (66) haben im Rahmen der ESTEEM-Multicenter-Studie in einem
Patientinnenkollektiv von 36-40 jahrigen Frauen (38.61£1.4 Jahre, N=205) an 1023
Oozyten eine Polkorperbiopsie und ein Aneuploidie-Screening mittels a-CGH-
Verfahren durchgefihrt. 242 Oozyten (24%) waren euploid, 525 Oozyten (51%)
waren aneuploid, 44 Oozyten (4%) waren euploid kompensiert, fiir 84 Oozyten (8%)
konnte nur ein unschlissiges Ergebnis gewonnen werden und bei 128 Oozyten

(13%) war keine Auswertung moglich (66).

Geraedts et al. (70) haben in einem Patientinnenkollektiv von 41 Kinderwunsch-
Paaren, bei denen eine ICSI durchgefuhrt wurde, die Polkdrper von 226 Oozyten
mittels a-CGH-Verfahren ausgewertet. Die a-CGH-Ergebnisse von beiden
Polkérpern konnten in 195 Oozyten gewonnen werden. Dabei waren 55 (28%)
Oozyten euploid und 140 (72%) Oozyten aneuploid (70).

Die Polkdrperverteilungen in unserem Patientinnenkollektiv (siehe Abbildung 8),
die Polkdrperverteilung der Nichtraucherinnen unseres Kollektivs (siehe Abbildung
13), die Polkdrperverteilung der Raucherinnen unseres Kollektivs (siehe Abbildung
15), die Polkorperverteilung der Paare ohne OAT unseres Kollektivs (siehe
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Abbildung 19), sowie die Polkorperverteilung der Paare mit OAT unseres Kollektivs
(siehe Abbildung 21) sind mit denen von Verpoest et al. (66) bzw. Geraedts et al.
(70) vergleichbar. Auffallend ist eine erhéhte Anzahl an unbalancierten Polkérpern
bzw. eine reduzierte Anzahl an balancierten Polkorpern bei den Raucherinnen
(n=34) unseres Kollektivs (sieche Abbildung 15). Die geringe Fallzahl sowie die
moglicherweise mit dem  Rauchen einhergehende  Anfalligkeit  fur

Chromosomenaberrationen kdnnten hierfiir verantwortlich sein.

In unserem Kollektiv wurde die Auswertung der Polkorper im ,Polkorper-Pool®
(gemeinsame Untersuchung der Polkdrper 1 & 2) angestrebt. Dies hat, wie von
Feichtinger et al. (57) beschrieben, den Vorteil geringerer Analysekosten ohne
einen signifikanten Verlust an Sensitivitat. So wurden 87.92% (422) unserer 480 a-
CGH-Untersuchungen an einem ,Polkdrper-Pool” durchgefuhrt (siehe Abbildung
10). Bei Kinderwunschpaaren mit balancierten Translokationen wurden die a-CGH-
Untersuchungen an Polkdrper-Paaren (getrennte Untersuchung der Polkdrper 1 &
2) durchgefihrt. In unserem Kollektiv entfielen 6.25% (30) der a-CGH-

Untersuchungen auf Polkérper-Paare.

In Abbildung 12 ist die a-CGH-Auswertung der unbalancierten Polkérper mit
einzelnen Chromosomenveranderungen (n=295) bzw. in Abbildung 14 ist die a-
CGH-Auswertung der unbalancierten Polkérper mit einzelnen Chromosomen-
veranderungen bei den Nichtraucherinnen in unserem Kollektiv (n=270) ersichtlich.
Am haufigsten sind in beiden Gruppen unbalancierte Zugewinne an den
Chromosomen 9, 16, 19, 22 bzw. Verluste an den Chromosomen 4, 13-16, 18, 21.
Unsere Ergebnisse decken sich mit den in der Literatur (57) am haufigsten

beschriebenen chromosomalen Aberrationen in aneuploiden Oozyten.

Betrachtet man Abbildung 20, in welcher die a-CGH-Auswertung der
unbalancierten Polkérper mit einzelnen Chromosomenveranderungen bei den
Patientinnen ohne OAT-Samen in unserem Kollektiv (n=239) dargestellt ist, so
decken sich die chromosomalen Veranderungen nahezu mit denen von Abbildung
12 bzw. Abbildung 14. Es ist davon auszugehen, dass aufgrund wesentlich
kleinerer Fallzahlen die Abbildung 16 (a-CGH-Auswertung unbalancierter

Polkdrper mit einzelnen Chromosomenveranderungen der Raucherinnen, n=25)
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sowie die Abbildung 22 (a-CGH-Auswertung unbalancierter Polkorper mit
einzelnen Chromosomenveranderungen der OAT-Paare, n=53) ein abweichendes
Bild zeigen. Bei der a-CGH-Auswertung unbalancierter Polkdrper mit einzelnen
Chromosomenveranderungen der Raucherinnen sind an den Chromosomen
1,4,7,14-16,19-20 Zugewinne bzw. an den Chromosomen 1, 3-4, 9, 13-15, 18-19,
21 Verluste aufgetreten. Bei der a-CGH-Auswertung unbalancierter Polkdrper mit
einzelnen Chromosomenveranderungen der OAT-Paare sind in den Chromosomen
3-4, 9, 16, 18-20, 22 Zugewinne bzw. in den Chromosomen 5-6, 8, 13-18, 20-22

Verluste feststellbar.

In  Abbildung 17 st die Polkorperverteilung nach BMI in unserem
Patientinnenkollektiv (n=476) dargestellt. Auffallend ist hierbei, dass in der Gruppe
der untergewichtigen Frauen (BMI <18.49) die Anzahl der balancierten Polkdrper
mit 8.7% am geringsten ist. In der Gruppe der Normalgewichtigen (BMI 18.5-24.99),
der Gruppe mit Praadipositas (BMI 25-29.99) bzw. der Gruppe mit Adipositas Grad
1 (BMI 30-34.99) verhalt sich die relative Anzahl an balancierten Polkdrpern mit
21.49%, 16.07% und 20% recht ahnlich. Bei Patientinnen mit einem BMI zwischen
35-39.99 kg/m? (Adipositas Grad 2) zeigt sich eine mit 28.57% tendenziell hohere
Menge an balancierten Polkdrpern. Auch in der Literatur (71, 72) sind bereits hohere
Zahlen an euploiden Fehlgeburten bei Frauen mit einem BMI >25 kg/m?

beschrieben.

In  Abbildung 18 wird die Polkorperverteilung nach Alter in unserem
Patientinnenkollektiv (n=480) dargestellt. Wie bereits in der Literatur (3, 71, 72)
beschrieben, zeigt sich auch in unserem Patientenkollektiv eine mit zunehmendem

maternalen Alter abnehmende Menge an balancierten Polkorpern bzw. Oozyten.

4.2 Praimplantationsdiagnostik — der richtige Weg?

Seit der kommerziellen EinflUhrung des Praimplantationsscreenings vor etwa 20
Jahren besteht ein lebhafter Diskurs Uber die Sinnhaftigkeit des PGT-A (ehemals
PGS) zwischen Befurworterlnnen und Kritikerinnen (49).
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In einer 2018 publizierten Studie von Neal et al. (73) proklamierten diese, dass bei
Kinderwunsch-Paaren mit mehr als einem durch IVF-Behandlung gewonnenen
Embryo die Kombination aus IVF/Aneuploidie-Screening kosteneffizienter zu einer
Lebendgeburt fuhre als eine alleinige IVF (73). Robins JC et McQueen DB (74)
fuhrten einige Bedenken an dieser Studie an - u.a. seien ihrer Meinung nach in der
Berechnung die genetischen Analysekosten zu gering angegeben bzw. sei in dem
Berechnungsmodell bei jeder Frau, welche eine Fehlgeburt erleide, entgegen der

klinischen Praxis eine Abort-Curettage einberechnet worden (74).

In der 2018 publizierten ESTEEM-Multicenterstudie von Verpoest et al. (66) konnte
keine signifikante Verbesserung der Lebendgeburtenrate durch ein Aneuploidie-
Screening (Polkérper untersucht mittels a-CGH-Verfahren) bei Frauen mit
fortgeschrittenem  Alter und Konzeption mittels intracytoplasmatischer
Spermieninjektion (ICSI) festgestellt werden. Jedoch ist eine signifikante Reduktion
an Aborten bzw. gesetzten medizinischen Interventionen, wie etwa eine geringere
Anzahl an Embryo-Kryokonservierungen, Embryotransfers bzw. doppelter

Embryotransfers, ersichtlich (66).

Auch in der 2019 publizierten STAR-Multicenterstudie von Munné et al. (75) konnte
keine Verbesserung der Lebendgeburtenrate durch ein Aneuploidie-Screening
(Trophektodermbiopsie analysiert mittels NGS-Verfahren [Veriseq PGS]) im
Vergleich zur morphologischen Embryonenauswahl festgestellt werden bei Frauen
im Alter zwischen 25 und 40 Jahren. In der Post-hoc-Analyse der Subgruppe der
35-40-jahrigen Frauen, zeigte sich eine signifikante Verbesserung der
Lebendgeburtenrate unter Zuhilfenahme des Aneuploidie-Screenings pro
Embryotransfer (75). In einer von Orvieto et Gleicher durchgefiihrten Re-Analyse
(48) der STAR-Multicenterstudie in der Subgruppe der 35-40-jahrigen Frauen
konnte keine signifikante Verbesserung der Lebendgeburtenrate durch sie
festgestellt werden (48). Die Re-Analyse erfolgte aufgrund statistischer Fehler in der
Arbeit von Munné et al. (75).

Aufbauend auf die Daten der ESTEEM-Multicenterstudie haben Neumann et al.
eine Kostenanalyse zur Aneuploidie-Untersuchung von Eizellen mittels
Polkorperbiopsie und a-CGH-Verfahren im Kontext der assistierten Reproduktion in
Deutschland (76) als auch eine allgemeine Kostenanalyse der Polkdrperbiopsie mit
in Folge a-CGH-Untersuchung (77) veroéffentlicht. In beiden Arbeiten konnte gezeigt
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werden, dass ein generelles Aneuploidie-Screening an Polkorpern mittels a-CGH-
Untersuchung bei fortgeschrittenem mutterlichem Alter mit hohen Kosten

einhergehen wirde und somit im Routinebetrieb nicht zu empfehlen ist (76, 77).

Zudem spricht es gegen das PGT-A, dass weltweit bereits von ca. 200
Lebendgeburten, bei denen die Embryonen mittels des PGT-A als abnormal-
aneuploid oder mosaikartig klassifiziert wurden, berichtet wurde. Von einer hdheren

Zahl an Lebendgeburten nach erfolgtem auffalligem PGT-A wird ausgegangen (51).

4.3 Limitationen

Als Limitation unserer Studie bzw. der Untersuchung der Polkérper an sich ist zu
nennen, dass mit der Polkorperbiopsie paternale meiotische Fehler ebenso wie

postmeiotische chromosomale Anomalien nicht feststellbar sind (47).

Weiters erfolgte in unserer Studie lediglich die Auswertung unbalancierter
Chromosomenaberrationen bezogen auf spezifische Chromosomen bei Polkdrpern
mit  einzelnen = Chromosomenveranderungen. Polkdérper mit  multiplen

Chromosomenveranderungen wurden nicht in die Auswertung miteinbezogen.

Zudem ist zu nennen, dass auch ein unauffalliges a-CGH-Ergebnis beider Polkorper
einer Oozyte nicht eine euploide Oozyte garantiert. So beschreibt Geraedts et al.
(70) eine Diskordanzrate des a-CGH-Ergebnisses beider Polkérper bzw. der Zygote
von 6% (70).

4.4 Conclusio

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Polkorperverteilung bzw. die
Verteilung der chromosomalen Aberrationen unseres Kollektivs in der aCGH-
Auswertung vergleichbar zu den in der Literatur bereits veréffentlichten Daten sind.
Am haufigsten sind in unserem Kollektiv unbalancierte Zugewinne an den
Chromosomen 9, 16, 19, 22 bzw. Verluste an den Chromosomen 4, 13-16, 18, 21
festgestellt worden. Auffallend ist, dass Patientinnen mit einem BMI > 35 kg/m?

tendenziell eine héhere Anzahl an balancierten Polkérpern aufweisen bzw. mit
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zunehmendem maternalen Alter eine Abnahme der balancierten Polkorper

einhergeht.

Betrachtet man die in der Literatur veroffentlichten Daten, so kann eine weitere
routinemafRige Anwendung des PGT-A zur Verbesserung des IVF-Outcomes

derzeit nicht empfohlen werden (48, 49).

Ob mittels Praimplantationsscreening das IVF-Outcome in Zukunft verbessert

werden kann, bleibt abzuwarten.
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