


Aus der Frauenklinik und Poliklinik
der Universitidt Wiirzburg

Direktor: Professor Dr. med. J. Dietl

Mutationen im Leukaemia Inhibitory Factor (LIF)-Gen
bei wiederholtem Implantationsversagen nach

extrakorporaler Befruchtung

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung der Doktorwiirde der
Medizinischen Fakultit
der
Bayerischen Julius-Maximilians-Universitit zu Wiirzburg
vorgelegt von
Stephanie Wiest

aus Kiel

Wiirzburg, Dezember 2004



Referent: Professor Dr. med. T. Steck
Korreferent: Professor Dr. med. H. Hohn

Dekan: Professor Dr. med. G. Ertl

Tag der miindlichen Priifung: 03. Mai 2005

Die Promovendin ist Arztin



INHALTSVERZEICHNIS

1. Einleitung 1
1.1.Kinderlosigkeit: Epidemiologie und AtiolOZIe ............c.cccvevevevevereeeeeeeereeeeeeseeeseennn, .1
1.1.1 Definitionen: Sterilitdt und Infertilitit...........cocooriiiiiiiiiiiiiieeeeeee 1
1.1.2 Ursachen fiir Sterilitidt und Infertilitdt ............ccoooiiiiiniiiieee 2
1.1.3 Idiopathische Sterilitat...........ccovuiiiiiiiiiiiiiiiie e 3

1.2 ReproduktionSMEAIZIN........ceeruuiiiiiiiiiiie ittt ettt esbte e sbeeesabee e 4
1.2.1 In-vitro-Fertilisation und Embryotransfer (IVF-ET) ........ccccceeviiieiiiiiiiieieeeiee 4
1.2.1.1 IVF-ET: INAIKQtONEN «...covuiiiiiiiiiiiiieieet ettt 5
1.2.1.2 IVF-ET: Technischer Ablauf............cccccooiiriiiiiiniiiiccceeceecece e 5
1.2.1.3 IVF-ET: KryOKONSEIVIEIUNG .....ccouvtieiiiiiiiieeiiieeiite ettt sttt 6

1.2.2 Intrazytoplasmatische Spermieninjektion (ICSI) und ihre Indikationen................. 7
1.2.3 IVF/ICSI-ET: ErEDNISSE ....c..eeiuieuiiiieiieiieeiiesieeeeeieeste et see st ene s 7
1.2.4 IVF/ICSI-ET: Ursachen fiir MisSerfolge..........ccceevviiiniiiiniiiiiiieiieeeiceeeeeeieeee 8

1.3 IMPIANTATION ....uetiiiiiieiiieeeieee ettt ettt e et e et e st eesbbeesnbteesabeeenas 9
1.3.1 ImplantationSVOTZANG .....c..coeuieruiiriieiieeieenite ettt et ettt et e sbeesbbe et esbbesbeesaneens 9
1.3.2 IMplantatioNSVETSAZEI ......ccevreerreeerireeerireeeiieeeeeeeeseeesseeessseeessseeessseeessseesseeesssees 10
1.3.2.1 Endometriale ReZePIVILAL ......c.eeeviiiiiiiieeiiieeiee ettt eiee e 10
1.3.2.2 IMMUNEOIETANZ....c...eoiiiiiiiiiieeieeiteee ettt ettt ettt e 11
1.3.2.3 Steuerung der Implantation ............ccoocueeevieiiiiieiiiieiiceceeeeee e 12
1.3.2.3.1 Hormonelle Regulation der Implantation.............cceccueeveuveerciveencieenneeennee. 12
1.3.2.3.2 Regulation der Implantation durch lokale Faktoren............ccccccccveveunenneee. 12

Lo ZYEOKINIC ..ottt ettt ettt et e et e e et e e bt e e abe e s e e e e bt e e nabee s 13
1.4.1 Definition und FUNKHtONEN .........ccocviiiiiiiiiiiiiiiieiieceecscce e 13
1.4.2 Zytokine und ihre Rolle bei der menschlichen Reproduktion.............cccccvveennee. 14

1.5 Leukaemia Inhibitory Factor (LIF)........cccciiiriiiiiiiiiieceeeceeeee e 16
1.5.1 LIF: Definition und Eigenschaften ..........cc.ccccooviiiniiiiiiiiiniiiiicceeiceee e 16
LL5.2 LIF-GRIN ..ttt ettt et sttt sttt ettt st e nbe e 16
1.5.3 LIF und seine Funktionen: PIEIOtroPie ..........cccouveerriiieiiiieeniieeiee e eiee e 17
1.5.4 LIF-REZEPLOT ...ttt ettt et ettt 19
1.5.4.1 LIF-Rezeptor und Signaltransduktion .............ccoeeveeiviieniieeniiieniieeniie e 19

1.5.4.2 LIF-Rezeptor: Basis fiir Pleiotropie und Redundanz verwandter Zytokine ....20



1.5.5 LIF und seine Rolle bei der Fortpflanzung.............cccoooviieiiiiiiiiinniiiniieiieene, 21

1.5.5.1 LIF im Tiermodell der Fortpflanzung ..............ccooveeiiiiiniiiniiiiiieenieeeeeee 22
1.5.5.2 LIF und menschliche Fortpflanzung ...........ccccceeviieeiiieeiiieeiiecieecieeeeene 23
1.5.5.3 Endometriale LIF-Produktion ..........cc.cccooiiiiiiiiiniiiiiiicceeeceeeses 23
1.5.5.3.1 Hormonelle Regulation der endometrialen LIF-Produktion ..................... 25
1.5.5.3.2 Regulation der endometrialen LIF-Produktion durch Zytokine................ 26

1.5.5.4 LIF und embryonale EntwicKIUung..........cccceeviieeriieiniieeiieeiee e 26
1.5.5.5 LIF und IMplantation...........ccccveeriieeeriieeeniieesieeesireeesreeeireeesneeessneesnsneesseeens 27
1.5.5.6 LIF und ImplantationSVeTrSAZEN .......cccueerrurierriieeeiiieniieesireesieeesieeesieeesieeenns 29

1.6 Fragestellung und Ziele der StUdi€........cooueeiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 31
2. Patientinnen, Material und Methoden 33
2.1 Patientinnen und Kontrollruppe. ......c..eeeiieiiiiiiiiiieniieeiecte e 33
2.1.1 Einschlusskriterien und Charakteristika der Patientinnen............ccccceecveeveeneennnee. 33
2.1.2 Einschlusskriterien der Kontrollgruppe..........occveeeieeerieeeniieeiee e 35
2.1.3 Genehmigung der Studie und Einwilligungserklarung ...........cccceeeveevvveencveennnnn. 36
2.1.4 Material SAmmMIUNG .......cc..eeiiiiiiiiie ettt ettt ettt e e s 36
2.2 MULAtIONSANALYSE ....eeenivieiiiie ittt e et e st e e st eesabeeesabeeenabeeas 37
2.2.1 DEIINITIONEN ...ttt ettt ettt et et s e saeeene e eeanees 37
22,11 MIULALION .ottt ettt et sttt sttt e sab e et e it e e e e neee 37
2.2.1.2 POlYMOTPRISIUS ....eeeiiiiieiiiieeriiieeiiteetee et et e e st e e saeeesebeeeaaeeesneesnnneesnneeennnes 38
2.2.2 Gewinnung genomischer DNA aus Leukozyten der EDTA-Blutproben.............. 38
2.2.3 Alkoholische Fillung der DNA .........cooiiiiiiiiiiieeeeceeeeee e 39
2.2.4 Photometrische Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der DNA ................. 39
2.2.5 Polymerasekettenreaktion (PCR) zur Amplifikation des LIF-Gens...................... 40
2.2.5.1 PCR: ReaKtiONSPIINZIP cecuvveeiriiieiiiieiiieeeiteeeiteesit ettt st 40
2.2.5.2 PCR: Auswahl der Primer ..........ccoceeiiiriiiiiiiniieiccecececcecee e 42
2.2.5.3 PCR-Programm zur Amplifikation des LIF-Gens..........c.cccccveerveenrveenneeennne. 43
2.2.5.4 Gel-Elektrophorese von DINA ........cccciiiiiiiiiiieieeeee et 44
2.2.5.5 Agarose-Gelelektrophorese der PCR-Produkte des LIF-Gens........................ 46
2.2.6 SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism)-Analyse.........cc.ccccevueeennneen. 47

2.2.6.1 Theoretische Grundlagen der SSCP-Analyse........ccccceeeviveenieeeiieenieeeieeeene 47



2.2.6.2 SSCP-Analyse der PCR-Produkte des LIF-Gens ........cccccccevveeriieeniieenieennnne. 50

2.2.6.3 Silberimprignierung zur Darstellung der DNA-Banden..........c.cccoceevieenneenee. 52

2.2.7 DNA-Sequenzierung zur Identifizierung auffélliger SSCP-Banden...................... 53
2.2.7.1 Grundlagen der SEQUENZIETUNG ........cc.eeervreriiieeriiieeniieenieeerreeeireeenneeeneeennns 53
2.2.7.2 Gewinnung gereinigter DNA .. ..ottt 55
2.2.7.3 Sequenzierung der LIF-Gen-Abschnitte..........cc.ccooviiiniiiiiiiiniiiiiecieee, 55

2.2.8 DNA-DAtenbanK ........cc.coruiiiiiiiiieiieeieeite ettt s 56

2.3 StatiStiSChe ANALYSEI.....cccuiiiiiieiiiie ettt ettt e et e e teeeseaeeestaeeeaaeeensaeesnsaeennseeas 56
3. Ergebnisse 57
3.1 Patientinnen: DIaZNOSEI .......c.ueieiieeiiieiiiieeiieeeteeesiteeeiteeeieeesteeeseaeeesreeesaeesnneesseeenns 58
3.2 Mutationsanalyse des LIF-Gens: Ergebnisse .........cccccoeeiiiiiiiiniiiienieeiecieeeeeeeeee 60
3.2.1 Polymerasekettenreaktion (PCR) .........cccooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeceee e 60
3.2.2 SSCP-ANALYSE ....eeeiiieiiiie ettt ettt ettt ettt s 61
3.2.3 SEQUENZICTUNE ....eeeeuvieeeiiieeeiieesieeeeteeesteeestteeessseeessseeensseesssseessssesssseesnseeessseesssees 64
3.2.3.1 Nachweis des LIF-Gen-Polymorphismus G3453T bei einer Patientin ........... 64
3.2.3.2 Nachweis des LIF-Gen-Polymorphismus C3235T in der Kontrollgruppe......65
3.2.3.3 Kein Nachweis von Mutationen im LIF-Gen.........c.cccoocevviiniiniiinicniccneene. 65

3.3 Zusammenfassung der ErgebniSse........cocueiiiiiiiiiieiiiieiiieeriieeieeeeeeee e 66
3.4 StatistiSChe AUSWETTUING .....cccvviiriieeiiieeetteeiieeeiteeesteeeteeesaeeessbeeeseseeessseeesseessseesseeenns 67
3.5 FOIZEAALEN ...t et e et e e et e e tbeeenbeeesaeeentaeeennaeeenrneens 67
4. Diskussion 69
4.1 Patientinnenauswahl und Implantationspotential ..........cc..coceeiiiiiiiiiiniiniienieeeeees 70
4.1.1 Sterilititsdiagnose und Implantationspotential............cccceeervieerieeeniieeniieenieeeene 71
4.1.2 Zusitzliche Sterilititsfaktoren und Implantationspotential ...........c.ccccevveeenneennee. 72
4.1.3 Alter der Patientinnen und Partner und Implantationspotential ...............ccc.c...... 74
4.1.4 Patientinnenauswahl und LIF-Gen-Mutationen .........c...ccoceeveerieineeniieeneeneennnen. 75
4.1.5 IVF/ICSI-Behandlung und Implantationspotential ............cccceevveeerieenieeenneeennne. 76
4.1.5.1 Stimulationsbehandlung und Implantationspotential ...............cceeveeviiieennnene 77

4.1.5.2 Embryotransfer und Implantationspotential ............cccccceeviieriieinnieeniieeninenne 78



4.1.5.3 Kryokonservierung und Implantationspotential ...........ccccceeveerieenieniennecnnene 79

4.1.5.4 Anzahl der IVF/ICSI-Versuche und Implantationspotential................cc......... 80

4.2 PCR-SSCP-Analyse zur Detektion von Mutationen im LIF-Gen............cccceeeuveenneennee. 80
4.2.1 PCR als Amplifikations-Methode ..........cccceecuiieriieeniiiieriieeiee e 80
4.2.2 Methoden der MutationSanalySe..........cooueeeriieeriieeniieeiieeeiiee e 81
4.2.3 PCR-SSCP-Analyse als Screening-Methode ............ccoooeeiiiiiiiiiiiniiiiniieenieee, 82
4.2.4 Sensitivitit der PCR-SSCP-ANALYSE ......c.cceeoiiieriieeiieeiieciee e 83
4.2.4.1 Fragmentldnge und Sensitivitidt der PCR-SSCP-Analyse ........cccccceeveuveennnenns 83
4.2.4.2 Elektrophoresebedingungen und Sensitivitiat der PCR-SSCP-Analyse........... 84
4.2.4.3 Sequenzeigenschaften und Sensitivitdt der PCR-SSCP-Analyse.................... 85

4.2.5 Spezifitdt der PCR-SSCP-ANAlYSE ......ccccviiiiiieiieeiieeieeeee e 86
4.2.6 PCR-SSCP: Methode der Wahl fiir den Nachweis von LIF-Gen-Mutationen? ....87

4.3 Ursachen von LIF-Mangel und Implantationsversagen ............ccocceeevvveerrieeeniieeenneeennne 88
4.3.1 LIF-Gen-Mutationen und LIF-Mangel...........cccocceeeiiiiiiiiiiniiiiiiieneeeeeeeeeee 88
4.3.2 IVF/ICSI-Behandlung und LIF-Mangel........cccccoocieriiiniiniiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeen 90
4.3.2.1 Gestorte hormonelle Regulation der LIF-Expression bei IVF/ICSI................ 90
4.3.2.2 Defekte im Zytokin-Netzwerk bei Infertilitdt und IVF/ICSL...............ccooee. 90

4.3.3 LIF-Rezeptor-/Signaltransduktionsstorungen und LIF-Mangel...............c............ 91
4.4 Klinische Bedeutung von LIF und Konsequenz fiir die IVF/ICSI-Behandlung ............ 93
4.4.1 Therapeutische Anwendung des LIF-Proteins ...........coceeveeiiiniiiniiniinnienienen. 94
4.4.2 Diagnostische Anwendung des LIF-Proteins ...........ccocceevveeiiiniiinicniieenienieeen, 96
4.5 SChIUSSTOIZEIUNG .....eeieiiiiiiiiee ettt ettt sttt e et e e 97
5. Zusammenfassung 99
6. Literaturverzeichnis 102
7. Anhang 116
7.1 ADBKUIZUNZSVEIZEICHNIS ...eviiiiiieiiiieeiiie ettt ettt ae e e e e e b e eeaeeeaneeenns 116
7.2 Reagenzien UNA GETALE........ccc.ueiiiiieeriiieeiieeeitee et e ettt et ettt e et e eat e sibeesaneeeane 120
T 2.1 HETSTEIIET ..ot et 120

T 2.2 GETALE ...t e 120



7.2.3 Gefile, Pipetten, Elektrophoresematerial ............oocoeeviieniiiiiiiiinniiinieenieeeee, 121

7. 2.4 REAZENZICIL. ...ceeutieiiiieeiite ettt ettt ettt ettt e et e e st e e it e e sabee st e e sabbeesabeeesabeeenanes 121
7.2.4.1 DNA-ISOLAION ...ueeniiiieiieieeie ettt sttt ettt 121

T2 4.2 PCRuceeee ettt ettt ettt eae e 122

T 243 SSCP ettt 122
7.2.4.4 SEQUENZICTUINE ...ccouveeeiieeeiieeeitee ettt eeiteesteeesitteesabeeesabeeebteesbbeesbeeesaneeesaneeas 123

7.3 Patientenaufklarung und -einWilligung ..........cccoevvieiiiiieriiieeiiieeee e 124

7.4 EMDIyONeNSCRULZZESEIZ .....ceeouvieiiiieeiiieeiieeeieeeeiee et e e steeesveeeseaeeesaeeessaeeesnaeesnseeennnes 125



1. Einleitung

Die Fortschritte in der Reproduktionsmedizin konnten in den vergangenen 25 Jahren
vielen ungewollt kinderlosen Paaren den ersehnten Kinderwunsch erfiillen. Dennoch
bleiben Versuche einer ,kiinstlichen Befruchtung® immer wieder erfolglos. Als
mogliche Ursache wird vor allem ein Versagen des Implantationsvorganges
verantwortlich gemacht. Diese Phase der menschlichen Reproduktion unterliegt einer
komplizierten Steuerung durch eine Vielzahl von Faktoren, die bislang noch nicht bis
ins Detail aufgekldart werden konnte. Leukaemia Inhibitory Factor (LIF) spielt eine
zentrale Rolle bei der Implantationskontrolle. Tierversuche zeigten, dass bei einem
Mangel an LIF, verursacht durch Mutationen im LIF-Gen, die Implantation des
Embryos ausbleibt (168). In dieser Arbeit wurde die Priavalenz von Mutationen im LIF-

Gen bei Frauen mit wiederholtem Versagen einer [VF/ICSI-Behandlung untersucht.

1.1 Kinderlosigkeit: Epidemiologie und Atiologie

Kinderlosigkeit stellt ein bedeutendes Gesundheitsproblem dar und iibt auf die
Betroffenen einen groB3en sozialen und psychischen Leidensdruck aus (104, 183). Die
WHO schitzt, dass weltweit 80 Millionen Menschen von Infertilitit betroffen sind,
wobei die Infertilitdtsraten der einzelnen Linder von weniger als 5% bis mehr als 30%
variieren (183). Bis zu 5% aller Geburten sind in einigen europdischen Léndern
Ergebnis einer assistierten Reproduktion (183).

Neben sexuell iibertragbaren Infektionskrankheiten mit der Folge tubarer Sterilitit in
den betroffenen Entwicklungsldndern trigt in den Industriestaaten unter anderem der
durch verénderte gesellschaftliche Bedingungen immer spiter aufkommende
Kinderwunsch zur Zunahme der Kinderlosigkeit bei, da die Fertilitit gleichzeitig

physiologisch mit zunehmendem Alter abnimmt.

1.1.1 Definitionen: Sterilitit und Infertilitiit

Von einer sterilen Partnerschaft spricht man, wenn bei bestehendem Kinderwunsch und
regelméfiger Kohabitation ohne Antikonzeption innerhalb von zwei Jahren keine
klinisch fassbare Schwangerschaft eingetreten ist, die mit der Implantation der
befruchteten Eizelle beginnt (WHO). Definitionsgemédll wird zwischen den Begriffen

Sterilitdt und Infertilitdt unterschieden. Sterilitidt bezeichnet das Unvermogen einer Frau



zu konzipieren bzw. das Unvermogen eines Mannes, eine fertile Frau zu befruchten.
Besteht jedoch nach erfolgter Konzeption die Unfihigkeit, eine Schwangerschaft bis zur
Geburt eines lebensfihigen Kindes auszutragen, spricht man von Infertilitdt. In der

angelsichsischen Literatur wird generell von ,,infertility* gesprochen.

1.1.2 Ursachen fiir Sterilitit und Infertilitit

Mogliche Ursachen fiir Kinderlosigkeit liegen in einer gestorten Anatomie oder
Physiologie des weiblichen oder ménnlichen Reproduktionssystems, in Defekten der
Gametogenese, des Spermien- und Eizelltransports, der Befruchtung, der
Zygotenwanderung, der Implantation und der Embryoentwicklung. In einer sterilen
Partnerschaft finden sich die Sterilititsgriinde zu ungefihr je einem Drittel beim Mann,
bei der Frau oder bei beiden Partnern. Addieren sich gleichzeitig mehrere
fertilitdtsstorende Faktoren bei Frau und Mann, vermindert sich die Wahrscheinlichkeit
fiir eine Spontanschwangerschaft weiter.

Bei der Frau sind hypothalamisch-hypophysire Storungen (z.B. Hyperprolaktindmie,
Tumore), ovarielle Ursachen (Gonadendysgenesie, Ullrich-Turner-Syndrom, Zysten,
Tumore), tubare, uterin-zervikale und vaginale Hindernisse (Stenosen/Synechien,
Verschluss, Adhédsionen, Dysmukorrhd), psychosoziale Faktoren (Dyspareunie,
Vaginismus, Libidoverlust, Konflikte) oder extragenitale Ursachen (Schilddriisen-,
Nebennierenrindenfunktionsstorungen, Diabetes mellitus, Adipositas) mogliche Griinde
fiir eine Sterilitét.

Auf Seiten des Mannes liegen bei Sterilitdit moglicherweise ebenfalls hypothalamisch-
hypophysidre Storungen (Hypophyseninsuffizienz/-tumore) vor oder es zeigen sich
testikulédre Ursachen (Klinefelter-Syndrom, Testosteronbiosynthesedefekt,
Spermatogenesestorung, Anorchie/Kryptorchismus, vorausgegangene Infektionen,
Traumen, Radiatio), Hindernisse in den Samenwegen (Obstruktion z.B. nach Infektion
oder beim Vorliegen einer CFTR-Mutation) oder am #@uBleren Genitale (Hypospadie,
Phimose), immunologische Defekte (Spermatozoen-Antikorper), psychisch-funktionelle
Storungen (erektile Dysfunktion) oder extragenitale Ursachen (Hyperdstrogenidmie z.B.
bei Leberschaden). Vor jeder invasiven Diagnostik bei der Frau ist die Abkldrung der
Fertilitdt des Partners anhand eines Spermiogramms erforderlich, das nach WHO-

Kriterien beurteilt wird (Tab. 1.1) (190).



Bezeichnung Befund

Aspermie kein Sperma

Azoospermie keine Sparmatozoen im Ejakulat
Kryptozoospermie < IMio. Spermatozoen/ml
Oligozoospermie < 20Mio. Spermatozoen/ml
Polyzoospermie >250Mio. Spermatozoen/ml
Asthenozoospermie <50% progressiv motile Spermatozoen
Teratozoospermie <30% normale Formen

Tab. 1.1: Pathologische Befunde im Spermiogramm (nach WHO 1992 (190)).

Bei andrologischer Sterilitit liegt hdufig eine Kombination aus Oligo-, Astheno- und
Teratozoospermie vor (OAT-Syndrom). Nach der Spermienzahl wird das OAT-
Syndrom in drei Schweregrade eingeteilt (190):

OATL: >10-20 x 10%/ml

OATII: 5-10 x 10%ml

OAT III: <5 x 10%/ml (<20% progressive Motilitit, <10% normale Morphologie).

1.1.3 Idiopathische Sterilitit

Sind alle MaBnahmen der klinischen Standarddiagnostik ohne dtiologische Kldrung der
Sterilitdt ausgeschopft und primédre Therapiemoglichkeiten erfolglos, kann vom
Vorliegen einer idiopathischen Sterilitdt ausgegangen werden. Ungefdahr 10-15% der
infertilen Paare sind davon betroffen (63).

Die fiir die Entstehung einer Schwangerschaft wesentlichen Schritte der Eiaufnahme
durch die Tuben, des Eitransports, der Wechselwirkungen zwischen Embryo und
Tubenschleimhaut oder Endometrium und schlieBlich des Implantationsvorganges sind
in ihren molekularen Einzelheiten bislang nur unzureichend aufgeklirt. Somit handelt es
sich bei dem Phdnomen der idiopathischen Sterilitdt vermutlich um ein Produkt der
fehlenden spezifischen Diagnostik. Insbesondere genetische Defekte sollen den meisten
Fiéllen idiopathischer Sterilitdt zugrunde liegen, wie viele Tiermodelle anhand der
Identifizierung von Schliisselereignissen und Defekten in der Reproduktionsphysiologie

zeigen konnten (104).



1.2 Reproduktionsmedizin

Kann der Kinderwunsch nicht auf natiirlichem Weg erfiillt werden, existieren in
Abhingigkeit von der zugrundeliegenden Sterilititsursache eine Vielzahl von
therapeutischen Moglichkeiten. Thre Durchfithrung wird durch die Richtlinien der
Bundesdrztekammer  geregelt, ethische = Grundlagen legt das  Deutsche
Embryonenschutzgesetz von 1991 fest (7, Deutsches Embryonenschutzgesetz 1991 im
Anhang, S. 125).

Zu den Methoden der assistierten Reproduktion zdhlt man folgende Techniken: Bei der
IUI (Intrauterine Insemination) wird natives, aufbereitetes Sperma des Partners
(homologe IUI) oder eines Spenders (heterologe IUI) periovulatorisch iiber einen
diinnen Katheter ins Uteruskavum eingebracht. Indikationen sind vaginale oder
zervikale Hindernisse der Frau oder Einschrinkungen der Spermaqualitit. Da bei
diesem Vorgehen eine Storung der Spermien-Eizell-Interaktion nicht beurteilbar ist,
sollten nach drei optimalen Inseminationszyklen ohne Erfolg alternative
reproduktionsmedizinische Methoden zur Anwendung kommen.

Beim GIFT (Gamete intrafallopian transfer) erfolgt die Fertilisation der Oozyten in der
Eileiterampulle, nachdem maximal drei Eizellen nach ovarieller Stimulation
laparoskopisch durch Follikelpunktion entnommen und zusammen mit den
Spermatozoen durch das Ostium in die Eileiterampulle eingebracht wurden. Varianten
dieses Vorgehens sind der ZIFT und der EIFT (Zygote/Embryo intrafallopian transfer),
bei welchen eine bereits in vitro befruchtete Eizelle nach einem Tag (Zygote) oder zwei
Tagen (Embryo) auf dieselbe Art und Weise transferiert wird. Angesichts der
Modifikation der In-vitro-Fertilisation (IVF) durch die intrazytoplasmatische
Spermieninjektion (ICSI) mit deutlich besseren Erfolgsraten haben diese Methoden

jedoch nur noch geringe Bedeutung.

1.2.1 In-vitro-Fertilisation und Embryotransfer (IVF-ET)

1978 berichteten der Physiologe Edwards und der Gynikologe Streptoe in England
erstmals von der Geburt eines Kindes, das aullerhalb des Mutterleibes in vitro gezeugt
wurde (169). Die Grundlagen des von ihnen entwickelten Verfahrens der In-vitro-
Fertilisation, bei der eine Eizelle und eine Samenzelle extrakorporal im Reagenzglas
vereinigt und als Embryo in die Gebarmutter eingefiihrt werden, erfahren seither eine

intensive Fortentwicklung und Verbesserung der Behandlungsergebnisse.



1.2.1.1 IVF-ET: Indikationen

Die urspriingliche Indikation fiir die Durchfiihrung einer IVF-Behandlung war die
tubare Sterilitit, also ein Tubenverschluss oder fehlende Tuben. Zusitzlich stellen die
andrologische, die immunologische und die idiopathische Sterilitit relative Indikationen
dar. Vorraussetzung fiir den Behandlungserfolg sind ein normaler Uterus und
funktionsfihige Ovarien.

Der therapeutische Nutzen der IVF-Behandlung liegt darin, dass in ihrem Rahmen
Storfaktoren der physiologischen Reproduktionsvorginge wie eine gestorte
Tubenfunktion sowie die physiologische Verminderung der Spermienzahl auf dem Weg
durch den weiblichen Genitaltrakt umgangen werden. Die Spermienqualitit wird
verbessert und die Fertilisationsbedingungen werden optimiert. Fiir die idiopathische
Sterilitdt bedeutet dies, dass auch latent bestehende Storfaktoren auf ein Minimum

reduziert werden.

1.2.1.2 IVF-ET: Technischer Ablauf

Der IVF-Prozess ldsst sich in vier Phasen gliedern: Kontrollierte ovarielle Stimulation
(1), Follikelpunktion (2), Fertilisation (3) und Embryotransfer (4).

(1) Um gleichzeitig mehrere befruchtungsfihige Oozyten zu gewinnen, werden
zunichst die Ovarien ab dem 3. Zyklustag durch die Gabe von Clomiphen, FSH oder
HMG iiberstimuliert. Clomiphen bewirkt als Antiostrogen iiber die Aufhebung der
negativen Riickkopplung die vermehrte hypophysdre Freisetzung der Gonadotropine.
HMG-Priparate enthalten sowohl FSH als auch LH und stimulieren direkt die Reifung
mehrerer Follikel. Da es durch die gleichzeitige Ostradiolsekretion mehrerer Follikel zu
einem vorzeitigen LH-Anstieg und zur Ovulation mehrerer unreifer Eizellen reduzierter
Qualitdit kommen wiirde, wird die hypophysire Sekretion zuvor mit der Gabe von
GnRH-Agonisten ab dem 20. Tag des vorausgehenden Zyklus supprimiert (,,Down-
Regulation® iiber das ,,Lange Protokoll*). Um den Gonadotropinanstieg zu Beginn der
GnRH-Behandlung zu supprimieren, wird zusétzlich ein Gestagen verabreicht.

Die Stimulationsbehandlung verbessert zum einen durch die grolere Anzahl geeigneter
Oozyten iiber eine erhohte Fertilisations- und Embryotransferrate die Chancen auf eine
Schwangerschaft. Zum anderen ist die Follikelpunktion durch die exakt gesteuerte

Ovulation zeitlich genau planbar und leichter mit der endometrialen Rezeptivitit zu



synchronisieren, was deutlich seltener Abbriiche eines IVF-Zyklus zur Folge hat und
die IVF-Erfolgsraten erhoht (182).

(2) Wenn sonographisch mehrere sprungreife Follikel vorliegen, wird am Tag 12 HCG
verabreicht, dessen LH-dhnliche Wirkung die Ovulation auslost. Noch vor der
spontanen Ovulation erfolgen am Tag 14 die sonographisch gesteuerte transvaginale
Follikelpunktion und die Inkubation der so gewonnenen Oozyten.

(3) Die Insemination erfolgt mit durch Masturbation gewonnenen, motilen,
vorinkubierten Spermatozoen (ca. 100.000 pro Eizelle). Nach 15-20h befinden sich die
imprégnierten Eizellen im Pronukleusstadium. Die eigentliche Fertilisation wird mit der
Vereinigung der Vorkerne, also des genetischen Materials von Eizelle und Spermium,
und der Entstehung eines Embryos abgeschlossen.

(4) Der Embryotransfer findet im 4-8-Zell-Stadium nach zwei Tagen statt. Zur
Verminderung des Mehrlingsrisikos werden hochstens drei Embryos iiber einen
Katheter transvaginal in das Uteruskavum eingebracht.

Um die Transformation des Endometriums als wichtige Vorraussetzung fiir eine
erfolgreiche Implantation sicherzustellen, wird die bei stimulierten Zyklen verkiirzte
Lutealphase durch wiederholte HCG-Injektionen unterstiitzt, bis die HCG-Produktion
durch den Trophoblasten selbst erfolgt (7. Tag p.o.), oder iiber zwei Wochen vaginal
Progesteron appliziert. Ist innerhalb von zehn Tagen nach dem Transfer eine HCG-
Konzentration von >50U/1 als Zeichen einer erfolgreichen Trophoblastimplantation
messbar, liegt biochemisch eine normale Friihschwangerschaft vor. Eine klinische
Schwangerschaft besteht beim sonographischen Nachweis eines

Schwangerschaftsprodukts in der 7. Woche (182).

1.2.1.3 IVF-ET: Kryokonservierung

Durch die ovarielle Stimulationsbehandlung iiberzihlig gewonnene Eizellen kdnnen im
Pronukleusstadium eingefroren werden. Ihr Transfer ist nach Wiederauftauen, Kultur
und abgeschlossener Verschmelzung ihrer Kerne in einem Spontanzyklus vier Tage
nach dem LH-Anstieg ohne erneute Stimulation moglich (Kryo-ET/KET). Eizellen im
Pronukleusstadium iiberstechen den Kryokonservierungsprozess besser als nicht

impréagnierte Eizellen (7).



1.2.2 Intrazytoplasmatische Spermieninjektion (ICSI) und ihre Indikationen

Bei diesem Verfahren wird als Modifikation der konventionellen IVF-Behandlung zur
Befruchtung ein isoliertes Spermatozoon mit Hilfe einer feinen Glaskapillare direkt in
das Zytoplasma der Eizelle injiziert. So konnen Storungen der Fertilisation aufgrund
von reduzierter Spermienqualitit sowie von Spermien-Eizell-Interaktionsstrungen
umgangen werden. Seit der ersten Geburt eines Kindes nach ICSI in Belgien 1992 hat
sich diese Technik rasant weiterentwickelt und gilt als erfolgreichste, einzig effektive,
aber auch sehr invasive Reproduktionsmethode fiir Paare mit schwerer andrologischer
Sterilitidt (OAT III) oder wiederholt erfolglosen Versuchen einer konventionellen IVF-

Behandlung (7, 129).

1.2.3 IVF/ICSI-ET: Ergebnisse

Seit 1982 werden von den deutschen Reproduktionsmedizin-Zentren Daten zur
Qualitédtssicherung und Beurteilung der Therapieergebnisse im Deutschen IVF-Register
(DIR) gesammelt und dokumentiert (46). Die stetigen Fortschritte in der Methodik
steigerten die Erfolgsraten der IVF/ICSI-Behandlung und haben sie zu einer weltweit
verbreiteten und erfolgreichen Therapie bei Sterilitidt gemacht. Noch 1998, mit Beginn
der vorliegenden Studie, lagen die Erfolgsraten der assistierten Reproduktion auf dem
Niveau der natiirlichen Schwangerschaftsrate von 25% (DIR 1998, Tab. 1.2). Dagegen
liegt die derzeitige Schwangerschaftsrate nach IVF knapp unter 27% pro
Embryotransfer (Tab. 1.2) (46). Die Geburtenrate ist definiert als Anzahl der Geburten
bezogen auf die Anzahl der durchgefiihrten Transfere, fiir ihre Berechnung wird eine
Mehrlingsgeburt als eine einzige Geburt gezihlt (182). Die tatsdchliche Geburtenrate ist
durch das leicht erhohte Risiko fiir eine Extrauteringraviditit und durch die Abortrate
auf ca. 17% reduziert. Mit hoheren Fertilisierungsraten als bei der konventionellen IVF
und &dhnlichen Implantationschancen werden durch ICSI Schwangerschaftsraten von
iiber 27% pro Embryotransfer erzielt (Tab. 1.2) (46). Der Abfall der
Schwangerschaftsraten mit dem Lebensalter der Frau verdeutlicht die Notwendigkeit

einer frithen Diagnostik und Anwendung der fiir die Indikation effektivsten Therapie.



Rate (%) Methode 1998 2002

Schwangerschaftsrate IVF 25,88 26,84
ICSI 26,20 27,21
KET 15,96 17,67
Geburtenrate IVF 17,49
ICSI 19,79
KET 10,28
Rate (%) Alter IVF (2002) ICSI (2002)
Schwangerschaftsrate <31.LJ 31,34 30,92
31.-35.LJ 29,35 28,88
36.-40. LJ 23,07 23,88
>40. L] 10,55 9,54

Tab. 1.2: Erfolgsraten nach assistierter Reproduktion, prospektiv und retrospektiv erfasste Daten
(DIR 1998/2002, 46).

1.2.4 IVF/ICSI-ET: Ursachen fiir Misserfolge

Obwohl insbesondere die extrakorporalen Schritte einer IVF/ICSI-Behandlung wie die
Stimulationsbehandlung der Ovarien, die transvaginale Follikelpunktion zur
Eizellgewinnung, die Spermaaufbereitung, die Gametenkultivierung, die Fertilisierung,
die Embryokultivierung, der Embryotransfer und die Kryokonservierung durch stiandige
Weiterentwicklung optimiert wurden, bleibt die Rate erfolgreich induzierter
Schwangerschaften gering.

Auch unter natiirlichen Bedingungen kann nicht jede Eizelle befruchtet werden und
nistet nicht jeder Embryo ein. Die natiirliche Schwangerschaftsrate liegt bei nur 20 bis
25% pro Zyklus (45). Angesichts der physischen und psychischen Belastungen fiir alle
Betroffenen sowie des Aufwandes und der Kosten fiir das Gesundheitssystem
erniichtern dabei die dhnlich niedrigen Erfolgsraten nach IVF/ICSI-Behandlung, obwohl
durch die assistierte Reproduktion optimale Voraussetzungen geschaffen wurden. Als
Ursache fiir einen IVF/ICSI-Misserfolg wird hauptsidchlich ein Implantationsversagen
nach dem Embryotransfer vermutet, das durch mindestens drei erfolglose IVF-Versuche
definiert ist (63). Die Storung dieses komplexen, hormonell gesteuerten

immunologischen Ereignisses fithrt zum frithen Verlust der Schwangerschaft.



1.3 Implantation

Die Implantation ist das entscheidende Stadium fiir die Entstehung einer
Schwangerschaft, in dem der Embryo Kontakt zum Endometrium aufnimmt, sich dort
einnistet und damit von der miitterlichen Versorgung abhingig wird. Die erfolgreiche
Implantation héngt von drei wesentlichen Aspekten ab:

1) Die Entwicklung des Embryos zum aktiven Stadium der Blastozyste.

2) Die Differenzierung des Endometriums zum rezeptiven Stadium.

3) Die Koordination dieser Vorginge durch die Kommunikation zwischen der
Blastozyste und dem Endometrium (19, 163). Versagt diese Synchronisation, resultiert

ein Ausbleiben der Implantation.

1.3.1 Implantationsvorgang

Der Implantationsvorgang gliedert sich in die Anlagerung (Apposition), die Anheftung
(Adhision) und die Penetration (Invasion) des Embryos in das hormonell vorbereitete,
rezeptive Endometrium und ist vergleichbar mit der Chemotaxis, Anheftung und
Diapedese von Leukozyten durch die GefdBwand oder mit der Gewebeinvasion von
Tumorzellen (122, 145). Das Implantationsfenster als Zeitspanne vom Beginn bis zum
Abschluss der Implantation reicht vom 6. bis zum 10. Tag nach Ovulation.

Bis zum Erreichen des definitiven Implantationsortes im Endometrium am 6. Tag p.o.
entwickelt sich der Embryo zur Blastozyste. Diese besteht aus einer
fliissigkeitsgefiillten Blastozystenhohle, umgeben von einer dufleren Zellschicht
(Trophoblast) und einer inneren Zellmasse (Embryoblast). Nach Abschluss der
Blastozystenbildung schliipft der Embryo wunter dem Einfluss 0Ostrogenabhing
produzierter proteolytischer Enzyme aus der rigiden, nichtadhisiven Zona pellucida, die
ihn bislang umgeben hat (Hatching). Anschlieend verzahnen sich die Mikrovilli im
Bereich des basalen Trophoblasten locker mit den Mikroprotrusionen (Pinopodien) des
endometrialen Epithels (Apposition). Die breitflichige Verklebung der Blastozyste mit
dem Endometrium erfolgt iiber Kollagen und embryonales onkofetales Fibronectin aus
den Trophoblastzellen (Adhision).

Im Anschluss wichst der Trophoblast invasiv in das endometriale Stroma, indem er das
luminale Endometriumepithel und die Basalmembran durch proteolytische Enzyme
auflost und gleichzeitig eine Apoptose des luminalen Epithels stattfindet. Die

Penetration 16st die Dezidualisierung des endometrialen Stromas aus, das rasch



proliferiert und sich differenziert (25). Die Dezidualisierung dient der Erhaltung des
Embryos und der streng kontrollierten Begrenzung der Trophoblastinvasion (26). Mit
der Invasion des Trophoblasten werden miitterliche Gefde und Driisen im
Endometrium erdffnet und eine Vielfalt hdamatogener Substrate sowie endometrialer
Sekrete zur Erndhrung des Embryos freigesetzt. Aus embryonalen und maternalen
Anteilen bildet sich in der Dezidua die Plazenta aus. Bis zum 12. Tag p.o. ist der

Embryo vollstindig von Endometriumepithel iiberdeckt und in Dezidua eingebettet.

1.3.2 Implantationsversagen

Die menschliche Fortpflanzung ist ein ineffizienter Prozess. Die Mehrzahl der Eizellen
(85-95%) geht nach der Befruchtung verloren (27). Diese Schwangerschaftsverluste
erfolgen zu einem hohen Anteil vor der Implantation und basieren auf Embryos mit
chromosomalen Anomalien und morphologischen Auffilligkeiten (27). Die
verbleibenden Schwangerschaftsverluste sind normale Embryos, die wihrend oder nach
der Implantation verloren gehen (27, 154). Im Gegensatz zu den vielseitigen Einfliissen
vor und wihrend der Implantation sind mit dem Abschluss der Implantation konstante
Bedingungen geschaffen. Dies spiegelt sich in dem steilen Abfall der Absterberate der
Schwangerschaftsprodukte mit der Beendigung des Implantationsvorganges wider.

In der Reproduktionsmedizin wird die Anzahl der fetalen Schwangerschaftsprodukte
bezogen auf die Anzahl der transferierten Embryos als Implantationsrate definiert (182).
In einem natiirlichen Zyklus des Menschen betrigt die Implantationsrate maximal 30%
(111). Nach einer IVF-Behandlung bleibt bei 83-89% der transferierten Embryos die
Implantation erfolglos, so dass diese heute als limitierender Faktor fiir die natiirliche
oder assistierte Einrichtung einer Schwangerschaft gilt (68, 77, 182). Die geringe
Effizienz der Implantation wird auf embryonale Faktoren, auf eine Storung der
endometrialen Rezeptivitit, der Immunantwort oder der Kommunikation zwischen
Embryo und Endometrium zuriickgefiihrt (42). Bei diesen Vorgidngen spielt LIF

zusammen mit anderen Zytokinen eine wichtige Rolle.

1.3.2.1 Endometriale Rezeptivitit
Endometriale Rezeptivitit ist definiert als ein Stadium wihrend der frithen Lutealphase

(Tag 20 bis 24), in dem das Endometrium zur erfolgreichen Implantation der
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Blastozyste fihig ist, wihrend es fiir den Embryo im verbleibenden Zyklus oder nach
ausbleibender Implantation eine refraktire Umgebung darstellt (14).

Im Rahmen der endometrialen Rezeptivitit kommt es zu histologisch nachweisbaren
morphologischen Veridnderungen im Endometrium wie Vaskularisierung und
Odembildung, Sekretion endometrialer Driisen und Ausbildung von Pinopodien, die
sich in gewisser Weise als pradiktive Marker fiir die Beurteilung der endometrialen
Rezeptivitit eignen (12, 19, 124). Fiir die eindeutige Beurteilung der endometrialen
Rezeptivitit gibt es bislang keine allgemein akzeptierten molekularen oder zellulidren

Parameter (12, 19, 136).

1.3.2.2 Immuntoleranz

Das Uberleben des Embryos als allogenes Transplantat im miitterlichen Organismus
wird durch immunologische Phidnomene wie das Fehlen klassischer viterlicher MHC-
Klasse-I-Antigene auf dem Trophoblasten als Angriffspunkte fiir die T-Zell-vermittelte
miitterliche Immunantwort, sowie durch die Sekretion immunsuppressiver Zytokine
immunkompetenter Zellen im Endometrium ermoglicht (51). Dabei ist die miitterliche
Immunantwort auf der Ebene der materno-fetalen Grenzfldache nach einem Th2-Switch
CD4-positiver T-Zellen auf die Produktion anti-inflammatorischer Th2-Zytokine
ausgerichtet (133). Th2-Zytokine (z.B. LIF, IL-4, IL-6) unterstiitzen das Uberleben und
das Wachstum des Feten. Sie induzieren die Freisetzung von HCG aus dem
Trophoblasten, welches die Produktion von Progesteron durch das Corpus luteum
stimuliert, das zur Aufrechterhaltung der Schwangerschaft unerldsslich ist (27, 150).
Progesteron wiederum fordert die Differenzierung von CD4-positiven T-Zellen in Th2-
Zellen und deren Produktion von Th2-Zytokinen, wihrend es die von Thl-Zytokinen
reduziert (133).

Inflammatorische Thl-Zytokine (z.B.IL-1, TNF-B, IFN-y) dagegen fordern unter
anderem die zelluldre AbstoBungsreaktion eines allogenen Transplantats. Sie kénnen
durch Stérungen der embryonalen Entwicklung und der Funktion des Trophoblasten die
Schwangerschaft gefihrden und zu Aborten fiithren (27). Thl-Zytokine sind in der
Schwangerschaft insofern von Bedeutung, als sie die notwendige Infektabwehr im

miitterlichen Reproduktionstrakt darstellen (51).
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1.3.2.3 Steuerung der Implantation

An der Steuerung der Implantation sind eine Reihe embryonaler und uteriner Faktoren
auf zelluldrer, molekularer und genetischer Ebene gemeinsam beteiligt, deren diskrete
Storung bereits zum Misserfolg des Vorganges fiihren kann, deren Bedeutung aber noch

nicht endgiiltig geklrt ist (57, 68).

1.3.2.3.1 Hormonelle Regulation der Implantation

Hormonelle Einfliisse mit einem exakt abgestimmten Verhiltnis von ovariell
sezerniertem Ostradiol und Progesteron bereiten das Endometrium auf die Implantation
vor und synchronisieren dessen Differenzierung mit der Entwicklung des Embryos
(181). Besteht ein Progesteronmangel, so wird das Endometrium nicht ausreichend
transformiert und die Implantation verhindert. Obwohl Progesteron fiir die Entwicklung
eines rezeptiven Endometriums essentiell ist, kann eine angemessene Antwort des
Endometriums auch bei physiologischen Hormonspiegeln ausbleiben, was auf
molekulare, noch iiberwiegend ungeklirte Defizite zuriickgefiihrt wird (12).

Aber auch der priovulatorische Ostradiolanstieg ist Voraussetzung fiir die Aktivierung
der Blastozyste {iber die Stimulation der glanduldren Sekretion und die
Dezidualisierung des Endometriums unter der Progesteron-Dominanz der Lutealphase
(122). Noch ist unklar, wie dem Embryo die Gegenwart des Ostrogens signalisiert wird.
Es wird vermutet, dass dies moglicherweise iiber LIF vermittelt wird, das nur unter
einer ostrogenen Uberlagerung der Lutealphase von den endometrialen Driisen gebildet
wird. Hierfiir sprechen LIF-Rezeptoren an der Oberfliche des Trophoblasten sowie die
Tatsache, dass in LIF-defizienten Méusen keine Implantation erfolgt (168).

Neben den Ovarialsteroiden spielt auch das vom Trophoblasten gebildete HCG eine
Rolle bei der Implantationssteuerung. HCG beeinflusst die endometriale Aktivitit zum
einen indirekt durch seine luteotrope Wirkung iiber die vermehrte Freisetzung von
Progesteron, zum anderen wirkt es direkt in parakriner Weise aufs Endometrium (68).
Dabei moduliert es als eines der frithesten embryonalen Produkte Implantationsfaktoren

wie LIF, M-CSF, IGFBP-1 und MMP-9.

1.3.2.3.2 Regulation der Implantation durch lokale Faktoren
Ostradiol und Progesteron regulieren nach der Bindung an ihre nukleiren Rezeptoren

die Expression der spezifischen Gene von Adhédsionsmolekiilen, Zytokinen,
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Wachstums-, Angiogenese- und Transkriptionsfaktoren, die als Effektoren der
Steroidhormone schlieBlich die Implantation vermitteln, deren umfassenden
Wechselwirkungen aber noch nicht ausreichend verstanden sind (12, 40, 57, 68, 98).
Dabei wird die Expression dieser Faktoren nicht nur hormonell reguliert, sondern sie
induzieren und hemmen sich auch gegenseitig in einem kaskadenartigen Prozess. Eine
gestorte Implantation ist daher auch auf dem Boden einer mangelhaften Expression,
Funktion oder Rezeptorbindung und Signaltransduktion jedes einzelnen dieser Faktoren

vorstellbar.

1.4 Zytokine

1.4.1 Definition und Funktionen

Zytokine sind Botenstoffe, die von Zellen sezerniert werden und sowohl parakrine
Signale an andere Zielzellen (interzelluldr) als auch autokrine Signale auf dieselbe Zelle
zuriick (intrazelluldr) darstellen. Strukturell handelt es sich um kleine, l6sliche
Polypeptide oder Glykoproteine mit einem Molekulargewicht zwischen 10.000 und
50.000d, die lokal und in der Regel voriibergehend freigesetzt werden und iiber eine
kurze Entfernung bereits in kleinsten Konzentrationen wirken.

Zytokine wirken pleiotrop, das heillit ein spezifisches Zytokin hat vielféltige
Auswirkungen auf verschiedene Zelltypen. Charakteristisch ist zudem ihre Redundanz,
das heiflt an einer spezifischen Zelle haben einige verschiedene Zytokine dhnliche, sich
tiberlappende Funktionen. Die funktionelle Pleiotropie und Redundanz vieler Zytokine
kann auf molekularer Ebene durch die Nutzung gemeinsamer Signaltransduktions-
Untereinheiten in ihrem sonst spezifischen Rezeptor an der Zelloberfliche erklart
werden. Nach der Zytokinbindung wird eine fiir die Rezeptorklasse spezifische
Signaliibertragungskaskade in der Zelle in Gang gesetzt und die Wirkung des Zytokins
vermittelt.

Die verschiedenen Zytokine bilden ein Netzwerk aus gegenseitiger synergistischer und
antagonistischer Aktion. Sie regulieren hauptsidchlich die Proliferation und
Differenzierung von Zellen. Dabei agieren sie als Entziindungsmediatoren und
Modulatoren der Immunantwort, Stimulatoren der Himatopoese sowie in der Steuerung
des Nerven- und Hormonsystems. In diesen Bereichen kamen sie in den letzten Jahren

auch therapeutisch zum Einsatz (Interferone, koloniestimulierende Faktoren).
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1.4.2 Zytokine und ihre Rolle bei der menschlichen Reproduktion

Bei der Kommunikation zwischen Endometrium und Embryo wihrend des
Implantationvorgangs spielen Zytokine eine entscheidende Rolle (57, 175). Sie werden
vom Embryo selbst sowie im glanduldren oder luminalen endometrialen Epithel oder im
dezidualisierten Stroma, aber auch von endometrialen immunkompetenten Zellen wie
Leukozyten produziert (143). Insbesondere der Invasionsvorgang des Trophoblasten ist
durch uterine und trophoblastiare Zytokine und Wachstumsfaktoren wie LIF, TGF-p,
EGF, TNF-q, IL-1, IGFBP-1 und IL-6 streng raumlich und zeitlich reguliert (17).

Die gezielte Ausschaltung von Zytokin- und Zytokinrezeptorgenen in sogenannten
Knockout-Méausen, die Verfiigbarkeit rekombinanter Zytokin-Proteine und Zytokin-
spezifischer Antikorper hat das Wissen iiber den Vorgang der Implantation um mehrere
molekulare Details erweitert. Dabei wurde jedoch immer klarer, dass kein Zytokin
allein dieses komplexe Ereignis steuert, sondern dass der Grofteil der bekannten
Molekiile redundant ist. Es bestehen Uberlappungen und Interaktionen innerhalb des
Zytokinnetzwerkes, die den Ausfall eines Zytokins kompensieren konnten. Mit
Ausnahme von LIF und IL-11, die fiir die Implantation der Maus absolut essentiell sind,
kann dieser Prozess in Abwesenheit der meisten Zytokine trotzdem und gegebenenfalls
mit Einschrinkungen der weiteren Embryonalentwicklung stattfinden (143). Solch
redundante Mechanismen iiberraschen nicht bei einem Vorgang, der fiir das
Fortbestehen einer Spezies essentiell ist.

Wie bei der Maus werden auch beim Menschen Zytokine, die am Prozess der
Implantation beteiligt sind, hauptsdchlich in der sekretorischen Phase insbesondere
wihrend des Implantationsfensters exprimiert (143). Sowohl das rdumliche als auch das
zeitliche, zyklisch variierende Expressionsmuster verschiedener Zytokine machen eine
hormonelle Regulation neben der durch endometriale und embryonale Faktoren
wahrscheinlich und sprechen fiir ihre Rolle als lokale Effektoren der Steroidhormone in
der Vermittlung der Implantation (143, 163, 175).

In Tab. 1.3 sind Zytokine, die eine Rolle fiir die menschliche Reproduktion spielen, ihre
Rezeptoren, ihr Expressionsmuster und ihre reproduktive Funktion dargestellt. Das
Zytokin LIF, das LIF-Gen, der LIF-Rezeptor, die Funktionen LIFs im allgemeinen und

bei der Fortpflanzung werden im folgenden gesondert dargestellt.
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1.5 Leukaemia Inhibitory Factor (LIF)

1.5.1 LIF: Definition und Eigenschaften

Leukaemia Inhibitory Factor (LIF) ist ein Zytokin mit unterschiedlichen Wirkungen in
einer Vielzahl organischer Systeme, das erstmals 1987 durch Metcalf und seine
Mitarbeiter als Differenzierungsfaktor myeloischer Leukdmie-Zellinien der Maus
identifiziert wurde (49).

Das reife menschliche LIF-Protein ist ein Polypeptid-Einzelstrang aus 180
Aminosduren, deren Sequenz zu 79% mit dem LIF-Protein der Maus iibereinstimmt
(114, 162). Im AnschluB an die Translation unterliegt das LIF-Protein einer
umfangreichen Glykosylierung, deren Ausmall vom jeweiligen Ursprungsgewebe
abhédngt und das Molekulargewicht (38 bis 67kd) sowie die Ladung, nicht aber die
Funktion des Glykoproteins bestimmt (69, 72). Das menschliche Zytokin besitzt sechs
Cysteinreste, deren Disulfidbindungen zusammen mit den letzten neun Aminoséduren
des carboxyterminalen Endes fiir die biologische Aktivitit des Proteins verantwortlich
sind (49, 154).

LIF wird in einer Vielzahl von Zellen gebildet, hauptsidchlich von aktivierten T-
Lymphozyten, aber auch von Monozyten, Makrophagen, Megakaryozyten,
Stromazellen des Knochenmarks, Fibroblasten, Osteoblasten, Myoblasten, Neuronen,
Astrozyten, Adipozyten, Hepatozyten, embryonalen Zellen der Blastozyste, Epithel-
und Stromazellen des Endometriums und des Eileiters, ovariellen Granulosa-, Theka-
und Stromazellen sowie Zellen von Thymus, Lunge, Hypophyse, Myokard, Niere und
Haut (72, 109, 154).

1.5.2 LIF-Gen

LIF ist durch ein einzelnes Gen kodiert, das beim Menschen mit einer Nukleotidsequenz
von 7,6kb auf Chromosom 22ql2 liegt (166, 172). Es besteht aus drei Exons, zwei
Introns und einem ungewohnlich langen 3°-Ende (3,2kb), welches nicht in eine
Aminosdurensequenz abgelesen wird (166). Das Transkriptionsprodukt ist eine mRNA
mit einer Lange von ungefihr 4,1kb (114).

Vergleicht man die LIF-Gen-Sequenzen von Maus und Mensch, so sind vor allem die
kodierenden Regionen aber auch kurze Segmente innerhalb der nichtkodierenden
Regionen hochgradig konserviert mit Homologien von 78 bis 94%, die auf eine

mogliche regulatorische Rolle dieser Regionen hinweisen (59, 166). Eine jeweils
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spezifische Regulation der LIF-Gen-Transkription und -Translation unter verschiedenen
Bedingungen und bei unterschiedlichen Zelltypen bietet eine Erkldrung fiir die groBe
Variabilitét der biologischen Wirkungen des Proteins (72, 166).

Die komplexe Organisation des LIF-Gens resultiert in der Expression dreier LIF-
Transkripte und entsprechender LIF-Isoformen (61). LIF-T wird als intrazellulédres
Protein nicht sezeniert und ist somit nicht durch ein ELISA-Kit detektierbar so wie LIF-
M, das an der Extrazellularmatrix gebunden bleibt. LIF-D ist das sezernierte l6sliche
LIF-Protein, das z.B. in uteriner Spiilfliissigkeit nachgewiesen werden kann (97). Die
LIF-Isoformen haben aufgrund ihrer unterschiedlichen Signaltransduktionswege
verschiedene Funktionen (29, 61). Im Gegensatz zum extrazelluldren LIF-Protein ist die

intrazelluldre LIF-Aktivitit unabhéngig von einer Rezeptorvermittlung (61).

1.5.3 LIF und seine Funktionen: Pleiotropie

Die vielfdltigen Wirkungen LIFs in unterschiedlichen Zellsystemen wurden zunichst
von verschiedenen Arbeitsgruppen als Funktionen unterschiedlicher Faktoren gedeutet.
Erst spidter wurde erkannt, dass es sich um die Funktionen eines einzigen Zytokins

handelt. Dies spiegelt sich in der Vielzahl der Synonyme fiir LIF wider (Tab. 1.4) (70).

Synonym/Abkiirzung Biologische Aktivitit

Leukaemia Inhibitory Factor/LIF (49) Induktion der M 1-Differenzierung
Differentiation-Inducing-/D-Factor (1)

Differentiation-Inhibitory Activity/DIA (162) Hemmung der Differenzierung embryonaler
Differentiation-Retarding Factor/DRF (88) Stammzellen

Hepatocyte-Stimulating Factor/HSF-III (11) Induktion der Synthese akuter Phase-Proteine
Cholinergic Neuronal Differentiation Factor/ Induktion der cholinergen Nerven-Funktion
CNDF/CDF (191)

Melanocyte-Derived Lipoprotein-Lipase Inhibitor/ Hemmung der Lipoprotein-Lipase

MLPLI (115)

Human Interleukin for DA-1A myeloid Cells/ Stimulation der DA-1A-Proliferation
HILDA (114)

Tab. 1.4: LIF-Synonyme und Funktionen (nach Hilton 1991 (70)).

Die pleiotrope Natur LIFs mit Auswirkungen auf eine Vielzahl von Zellen ist in Tabelle

1.5 im Uberblick dargestellt.
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Zielzelle Wirkung Referenz
Hématopoetische Vorlduferzellen
- M1-Monozyt Differenzierung zum Makrophagen 48, 69
- DA-1a myeloische Zelle Proliferation 114
- Myeloblast Proliferation 44
- Megakaryozyt Proliferation und Differenzierung in 188
Megakaryozyten: Produktion von
Thrombozyten
Embryonale Stammzelle Hemmung der Differenzierung und 162, 189
Erhaltung der Totipotenz
Primordiale Keimzellen Proliferation 103
Spermatozyten Proliferation 147
Adipozyt Hemmung der Lipoproteinlipase
Hepatozyt Produktion von Akute-Phase-Proteinen 11, 107
Neuron: autonom Wechsel von adrenerger zu cholinerger 191
Funktion; Uberleben
motorisch/sensorisch Uberleben 119
Oligodendrozyten Uberleben 109
Knochen: Osteoblast Proliferation: Knochenneubildung 34
Osteoklast Proliferation: Kalziumfreisetzung 1
Kardiomyozyt Proliferation, veminderte Apoptose 118
Mesenchymzellen Differenzierung in renale Glomeruli und 9
Tubuli
Endokrine Zellen:
Adenohypophyse Entwicklung, POMC-/ACTH-Produktion, 6
Hemmung der Produktion von Prolaktin 13
und Wachstumshormon
Ovar Bildung von Primirfollikeln 121
Leydig-Zellen Hemmung der Testosteronproduktion 105
Melanozyten, Keratinozyten Proliferation 74,76

Tab. 1.5: LIF und Funktionen (nach Hilton 1992, Metcalf 2003 (72, 109)).

In Abhingigkeit von der Zielzelle fordert oder hemmt LIF deren Differenzierung oder
Proliferation (72). Der Differenzierungsvorgang von Zellen ist ein irreversibles Ereignis

im Zellzyklus nach dem Alles-oder-nichts-Prinzip. Die Fihigkeit LIFs, diesen Vorgang
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in Abhéngigkeit von der Zielzelle zu fordern oder zu hemmen, spricht fiir die
Aktivierung spezifischer nukledrer Transkriptionsfaktoren durch LIF, deren Wirkung
iiber die zellspezifische Funktion LIFs entscheidet (108). LIF induziert die
Differenzierung muriner myeloischer Zellen der MI1-Linie zum Makrophagen und
supprimiert dadurch deren klonale Vermehrung (69). Im Gegensatz dazu hemmt LIF die
Differenzierung embryonaler Stammzellen und fordert deren Proliferation, wodurch
deren Totipotenz erhalten bleibt (162, 189). Die Anzahl himatopoetischer Stammzellen
in Milz und Knochenmark war bei homozygot LIF-defizienten Maiusen stark
vermindert, bei Heterozygotie lag sie zwischen der Anzahl der homozygoten und der
Anzahl der Wildtyp-Miuse, was einen Dosiseffekt von LIF andeutet (44). Exogenes
LIF konnte den Mangel an Stammzellen ausgleichen.

Viele der Wirkungen LIFs wurden in vitro nachgewiesen, wobei LIF hiufig nicht
essentiell war, sondern zusammen mit anderen Faktoren wirkte (109). Bislang bleibt
ungeklirt, weshalb der Korper ein Molekiil produziert, das eine solche Vielzahl an zum
Teil gegensitzlichen Wirkungen ausiibt und dabei durch andere Molekiile und

Wirkwege ersetzbar bleibt (109).

1.5.4 LIF-Rezeptor

Die pleiotrope Funktion LIFs basiert auf der Expression seines membrangebundenen
Rezeptors durch eine grole Zahl unterschiedlicher Zellen (21, 73, 109). Der
transmembrane, heterodimere LIF-Rezeptor setzt sich aus einer LIF-spezifischen
Einheit niedriger Affinitdt (LIFR, auch B-Kette, a-Kette oder gp190 genannt) und dem
Konvertermolekiil gp130 (gp130) zusammen (50). Erst nach der Bindung LIFs an seine
spezifische Bindungseinheit LIFR wird der LIF-LIFR-Komplex durch die Assoziation
mit gpl30 zum Rezeptor hoher Affinitédt (50, 69). LIFR besteht extrazelluldr aus zwei
Hématopoetin-Dominen und einer Immunglobulin-dhnlichen Einheit, die vor allem fiir
die LIF-Bindung verantwortlich ist (128). Eine zweite Bindungsstelle fiir den Liganden
bilden drei extrazelluldre Fibronectin Typ III-Doménen (128).

1.5.4.1 LIF-Rezeptor und Signaltransduktion
Nach der Bildung des hochaffinen LIF-Rezeptorkomplexes werden iiber gp130 die mit
dem Rezeptor assoziierten intrazelluldren Tyrosinkinasen JAK1, JAK2 oder TYK2

aktiviert, welche die zytoplasmatischen Rezeptordomédnen phosphorylieren und
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aktivieren (6). Am Ende dieser Signaltransduktionskaskade kommt es zur Aktivierung
des Transkriptionsfaktors STAT3 (Signal-Transducer und Aktivator der Transkription),
der mit zytoplasmatischen Proteinen zu einem Komplex dimerisiert. Dieser wandert
vom Zytoplasma in die Nuklei der Zielzelle, wo er iiber die Bindung spezifischer DNA-
Sequenzen die Genexpression reguliert und die LIF-Wirkung vermittelt (26).

Daneben existieren noch andere Signaltransduktionswege des LIF-Rezeptors wie die
Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK), die Proteinkinase C (PKC) oder die PI3-
Kinase, die bestimmte Phosphatidylinositide (PI) modifiziert, wobei das endometriale
luminale Epithel nur tiber den gp130-JAK-STAT-Signaltransduktionsweg auf eine LIF-
Bindung reagiert (6, 26, 67).

1.5.4.2 LIF-Rezeptor: Basis fiir Pleiotropie und Redundanz verwandter Zytokine
LIF gehort zur Familie der IL-6-artigen-Zytokine, zu denen auch IL-6, IL-11,
Oncostatin M (OSM), Ciliary Neurotrophic Factor (CNTF), Cardiotrophin-1 (CT-1) und
das Cardiotrophin-like Cytokine (CTL) zédhlen (66, 67, 130). Es handelt sich dabei um
eine Familie wichtiger Mediatoren der Immunantwort, insbesondere der Akuten-Phase-
Antwort, sowie der Hamatopoese, der hepatischen und neuronalen Regeneration, der
embryonalen Entwicklung und der Fertilitdt (67). Ihre pleitropen Funktionen iiben die
strukturell &dhnlichen IL-6-Zytokine durch die Bindung an die gemeinsame
Rezeptoreinheit gp130 und ihre jeweils spezifische Bindungseinheit aus. Dies fiihrt {iber
die Signaltransduktion der JAK-STAT- oder MAPK-Kaskade zur Aktivierung von
Zielgenen, die an der Differenzierung und Proliferation sowie der Apoptose der
Zielzellen beteiligt sind (50, 67).

Einige der IL-6-Zytokine binden iiber Heterodimere aus gp130 und LIFR (LIF, CNTF,
CT-1, CTL) oder aus gp130 und OSMR (OSM); IL-6 und IL-11 vermitteln ihre Signale
iiber Homodimere aus gp130 und ihrer spezifischen Rezeptorkomponente (Abb.1.1)
(67, 143, 145). Die Nutzung gemeinsamer Rezeptoreinheiten wiederum ist die
Grundlage fiir die charakteristische funktionelle Redundanz dieser Zytokine, d.h.
innerhalb ihrer Familie bestehen oft iiberlappende Wirkungen an einem Zelltyp, die in
Abhingigkeit von den Zielzellen auch gegensitzlich sein konnen (72). Ein LIF-Mangel
konnte also in vivo partiell durch einen oder mehrere Mitglieder dieser Zytokinfamilie

kompensiert werden.
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Homodimer gp130/gp130 Heterodimer LIFR/gp130 OSMR/gp130

IL-6 IL-11 LIF CT-1 CNTF OSM CTL OSM

extra

1111 11 ITTNIIERDIIN) (10 Il NTEEATIID] (XX TILE:{TOOD) (XD

intra

~-6R IL-11IR ? T CNTFR CNTFR
gpl30  gpl30 gpl30 gpl30 LIFR ¢gpl130 LIFR gpl130 LIFR gpl130 LIFR gp130 LIFR gpl130 OSMR gpl130

Abb.1.1: Rezeptorkomplexe der IL-6-Zytokine.

Die Rezeptorkomplexe der IL-6-Zytokine setzen sich aus unterschiedlichen Kombinationen der
Rezeptoruntereinheiten gp130, LIFR und OSMR zusammen, wobei gp130 von allen Mitgliedern
der Familie genutzt wird (67).

Allerdings sind die biologischen Effekte dieser verwandten Zytokine nicht exakt
austauschbar, da sie in ihren Funktionen nicht vollig dquivalent sind (134). Dies erklért
sich durch Unterschiede der Signaliibermittlungswege an einem Schritt jenseits der
gp130-Bindung sowie durch die unterschiedliche Affinitét, mit der sich einige der LIF-
verwandten Zytokine die Bindungsstelle am Rezeptor teilen (135). Die Unterschiede in
den Wirkungen der verschiedenen Zytokine basieren auBlerdem auf dem
gewebeabhingigen Verteilungsmuster ihrer spezifischen Rezeptoreinheiten und der
streng regulierten, gewebespezifischen Expression der Zytokine selbst (32, 109). Als
einziges dieser verwandten Zytokine wird LIF in nachweisbaren Konzentrationen im
Endometrium von fertilen Frauen exprimiert (32). Im Gegensatz zu LIF sind weder
CNTF noch IL-6 essentiell fiir die Implantation, da defiziente Madiuse keine

Einschrinkung ihrer Entwicklung oder Fortpflanzung zeigten (89, 102).

1.5.5 LIF und seine Rolle bei der Fortpflanzung

Die Auswirkung LIFs auf die Proliferation und die Differenzierung von embryonalen
Stammzellen, die von der inneren Zellmasse der Blastozyste abstammen, lassen eine
entscheidende Rolle in der Steuerung der embryonalen Entwicklung und der

Implantation vermuten (72, 108).
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1.5.5.1 LIF im Tiermodell der Fortpflanzung

Die Bedeutung LIFs fiir die Fortpflanzung wurde hauptsidchlich am Mausmodell
studiert. Vier Tage nach der Paarung, um den Zeitpunkt der Implantation, konnte bei
schwangeren Maiusen eine maximale Expression von LIF-mRNA und biologisch
aktivem LIF-Protein in endometrialen Driisen nachgewiesen werden (15). Die zeitliche
Regulation der LIF-Expression war allerdings nicht von der Gegenwart eines Embryos
abhédngig, da auch pseudoschwangere Miuse LIF exprimierten, so dass von einer
miitterlichen  Kontrolle der LIF-Expression ausgegangen werden  kann.
Pseudoschwangere Miuse entstehen durch Paarung mit vasektomierten Ménnchen, bei
der es nicht zur Befruchtung der Eizelle kommt. Gleichzeitig konnten auch in der
Blastozyste LIF-mRNA, LIF-Protein und LIF-Rezeptorkomponenten nachgewiesen
werden, die sie zur Interaktion mit dem endometrialen LIF befdhigen (47).

Stewart und Mitarbeiter konnten bei der Maus zeigen, dass die voriibergehende
maternale LIF-Expression in endometrialen Driisen fiir die Implantation absolut
essentiell ist, obwohl auch Hormone und andere Faktoren fiir die Implantation von
Bedeutung sind (168). Im Gegensatz zu anderen Funktionen LIFs konnte diese Rolle
nicht von verwandten Zytokinen wie z.B. OSM iibernommen werden. Weibchen mit
einer homozygoten Inaktivierung des LIF-Gens (LIF”) waren lebensfihig und konnten

++

nach der Paarung mit Wildtyp (LIF"")- oder LIF-defizienten Minnchen normale
Embryos entwickeln, die aber nicht implantierten (168). Ein Implantationsversagen
aufgrund embryonaler Defekte ist ausgeschlossen, da die lebensfihigen Blastozysten
nach dem Transfer in pseudoschwangere LIF"*-Miuse implantierten. AuBerdem scheint
die Implantation nicht iiber die direkte Wirkung LIFs auf die Blastozyste induziert zu
werden, da mit LIF vorinkubierte LIF**-Blastozysten nach dem Transfer in LIF-
Weibchen nicht implantierten, LIF"-Weibchen nach Paarung mit LIF"*-Minnchen
nicht schwanger wurden und LIF”*-Blastozysten nach dem Transfer in
pseudoschwangere LIF""-Weibchen nicht implantierten (168).

Vielmehr scheint der komplette LIF-Ausfall die Vorbereitung des miitterlichen
Endometriums auf die Implantation zu beeintrachtigen, d.h. es kommt vor allem auf die
Wirkung LIFs direkt am Endometrium an. So konnte durch die intraperitoneale

Injektion von LIF bei LIF-defizienten Miusen eine Implantation erzielt werden (25).

Ebenso fordert eine Behandlung von Maiusen, die zu erhohten LIF-mRNA-
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Konzentrationen im Uterus fiihrt, die Implantation (177). In LIF-defizienten Weibchen
wird die Embryoentwicklung im Stadium der Apposition am Iluminalen Epithel
gehemmt, das Endometrium bleibt refraktir gegeniiber der Blastozyste, eine
Implantation bleibt aus (25). Im Gegensatz zu LIF-defizienten Méausen sind LIFR-
defiziente Méduseembryos fihig zu implantieren, was ebenfalls darauf hinweist, dass LIF
nicht iiber seine direkte Wirkung auf die Blastozyste die Implantation bewirkt (187).
Gleichzeitig mit der maximalen LIF-Expression werden LIFR und gp130 im luminalen
Epithel des Endometriums exprimiert, was eine autokrine Wirkung LIFs am luminalen
Epithel als Grundlage fiir die Implantation wahrscheinlich macht (32, 186, 192).

Auch fiir andere Tiere wird LIF eine Rolle bei der Implantation beigemessen. Bei
Schweinen, Kaninchen und Rhesus-Affen konnte eine zyklusabhidngige LIF-Produktion
mit einem Konzentrationsanstieg und einer verstirkten Interaktion mit dem LIF-

Rezeptor kurz vor der Implantation entdeckt werden (3, 192, 195).

1.5.5.2 LIF und menschliche Fortpflanzung

Uber den Einfluss LIFs auf die menschliche Reproduktion ist nur wenig bekannt,
einzelne Anhaltspunkte aber machen seine Bedeutung fiir die menschliche Fertilitéit
wahrscheinlich. So besteht auch beim Menschen eine Abhingigkeit der LIF-Expression
vom hormonellen Zyklus mit einem Maximum zum Zeitpunkt der Implantation, bei der
LIF moglicherweise wie bei der Maus eine entscheidende Rolle spielt (4, 21, 32, 86,
120). Tab. 1.6 fasst bislang vorliegende Untersuchungen zusammen, die Hinweise fiir

eine Rolle LIFs bei der menschlichen Reproduktion lieferten.

1.5.5.3 Endometriale LIF-Produktion

LIF wird beim Menschen vor allem durch das luminale Epithel sowie durch die Driisen
des Endometriums exprimiert und nach apikal ins Uteruslumen sezerniert (21, 32).
Dagegen wird die LIF-spezifische Rezeptor-Einheit LIFR ausschlieBlich vom luminalen
Epithel exprimiert, gp130 sowohl vom luminalen als auch vom glanduldren Epithel
(32). Keine der beiden Rezeptorkomponenten wird im Stroma exprimiert, die LIF-
Bindung ist auf das luminale Epithel beschrinkt (32). Dieses Expressionsmuster von
LIF und seinem Rezeptor spricht dafiir, dass LIF nicht direkt am Stroma sondern in

auto- und parakriner Weise am luminalen Epithel wirkt.
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LIF-Vorkommen und -Funktion Referenz

LIF-Expression im Endometrium in Abhédngigkeit vom 4,21, 32, 35, 86, 93, 184
Menstruationszyklus mit einem Maximum zum Zeitpunkt
der Implantation (mittlere bis spéte Lutealphase)

LIF-Expression: abhingig von miitterlichen Steroidhormonen 4, 8, 53, 63, 86, 93, 133, 151
und ihren Effektoren

LIF-Rezeptor-Expression im Endometrium 32

LIF-Rezeptor-Expression durch Oozyte und Blastozyste vor 21, 24, 41
der Implantation

LIF-Wirkung auf die Bildungsrate von Blastozysten 41, 80

Auto- und parakrine LIF-Wirkung am Endometrium 186
LIF-Wirkung auf die Differenzierung und Invasion des 16, 120, 150, 155
Trophoblasten

LIF-Expression/-Produktion in Follikelfliissigkeit, Ovarial- 5, 30, 85
zellen und im Eileiter

LIF-Sekretion und -Rezeptor im Plazentagewebe 86, 150, 155
LIF-Sekretion durch Endometriumkulturen 35,20, 62
LIF-Produktion und Nachweis in Uterus-Spiilfliissigkeit 93

Tab. 1.6: LIF und Fortpflanzung beim Menschen (nach Senturk 1998, Lass 2001 (95, 154)).

LIF wird im Endometrium durch den gesamten Menstruationszyklus hindurch
exprimiert mit relativ niedrigen Spiegeln wihrend der proliferativen Phase. In der
mittleren bis spdten sekretorischen Phase kommt es zu einem massiven
Konzentrationsanstieg im glanduldren und luminalen Epithel mit einem Maximum
zwischen Tag 19 und 25 (21, 23, 32). Auch in uteriner Spiilfliissigkeit fand sich bei
fertilen Frauen ein entsprechender Anstieg der LIF-Spiegel vom Tag 7 bis 12 nach dem
LH-Anstieg (93). Erfolgt eine Implantation, kommt es danach zur Downregulation der
glanduldren LIF-Expression auf ein niedriges Niveau, wihrend LIF gleichzeitig in
dezidualen immunkompetenten Zellen besonders ausgepriagt exprimiert wird (86, 155).

Die LIF-Rezeptorkomponenten LIFR und gp130 werden vom Endometrium durch den
gesamten Zyklus hindurch mit einem Anstieg der gp130-Expression in der mittleren bis

spiten sekretorischen Phase exprimiert (32). Die LIF-Rezeptorkomponenten konnten
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beim Menschen auflerdem in allen embryonalen Stadien von der Oozyte bis zur
Blastozyste nachgewiesen werden, was vermuten ldsst, dass auch der Embryo ein Ziel
des Zytokins ist (21, 24).

Die LIF-Expression wird durch miitterliche Signale aus dem uterinen Milieu wie
Steroidhormone, Zytokine und Wachstumsfaktoren gesteuert, scheint aber wie bei der
Maus unabhiingig von der Anwesenheit einer Blastozyste zu sein (15, 35, 62, 98, 151,

154, 168).

1.5.5.3.1 Hormonelle Regulation der endometrialen LIF-Expression

Die zyklusabhingige Expression von LIF-mRNA macht eine Regulation durch
Steroidhormone wahrscheinlich. Diese hormonelle Regulation ist speziesspezifisch. So
ist die LIF-Expression bei der Maus Ostradiolabhiingig, beim Kaninchen und beim
Rhesusaffen durch Progesteron kontrolliert (15, 25, 99, 139, 192, 195).

Das Maximum der LIF-Expression des Menschen in der Lutealphase und Versuche mit
Progesteronantagonisten mit der Folge einer verminderten LIF-Expression am
glandulédren Epithel des Endometriums zum Zeitpunkt der eigentlichen Implantation
machen ihre Abhéngigkeit ebenfalls von Progesteron wahrscheinlich (53, 139).
Uberraschend konnte kein direkter stimulatorischer Effekt von Ostradiol oder
Progesteron auf die LIF-mRNA-Expression endometrialer Zellen in vitro gezeigt
werden (4, 93). In vivo regulieren die Steroidhormone moglicherweise die LIF-
Expression indirekt iiber Faktoren, die in der Kultur fehlen. Wahrscheinlich induziert
Progesteron das Th2-Zell-Ubergewicht mit der Produktion von IL-4, welches wiederum
direkt stromale T-Zellen zur LIF-Produktion stimuliert (63, 133). Andere
Arbeitsgruppen halten die Expression von TGFB2 fiir einen der ersten Schritte in einer
vom Progesteron induzierten Kaskade, die zur endometrialen Rezeptivitit fiihrt und zu
der auch LIF zihlt (86, 139). TGFB2 induziert die LIF-Expression in endometrialen
Stromazellen, Progesteron alleine hat jedoch keine direkte Auswirkung auf die LIF-
Expression (4, 93). Zudem fehlen dem Promotor des LIF-Gens auf Progesteron
ansprechende Einheiten, an die der Progesteronrezeptor-Progesteron-Komplex binden
konnte (8).

Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass die LIF-Produktion in vivo nicht der direkten
Kontrolle des Progesterons unterliegt, sondern indirekt iiber die Progesteronwirkung auf

die Genexpression endometrialer Faktoren vermittelt wird, die schlieBlich als Effektoren
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des Progesterons dienen (8, 139). Zum einen konnte also eine hormonelle
Funktionsstorung in der Lutealphase die Dysfunktion der LIF-Expression und damit des
Implantationsvorganges bedingen. Zum anderen kann die endometriale Rezeptivitit
selbst unter normalen Spiegeln peripheren Progesterons eingeschriankt sein, wenn die

Funktion der Progesteroneffektoren gestort ist (139).

1.5.5.3.2 Regulation der endometrialen LIF-Expression durch Zytokine

Derzeit wird angenommen, dass vom endometrialen Epithel und Embryo sezernierte
Zytokine und Wachstumsfaktoren die LIF-Produktion im glanduldren Epithel und in
endometrialen Stromazellen stimulieren (4, 35, 175). Besonders Zytokine, die
hauptsichlich in der sekretorischen Phase produziert werden, konnten als Mediatoren
der Steroidhormone die LIF-Expression induzieren. Parallel zum LIF-Peak in der
sekretorischen Phase bestehen erhohte Spiegel von IL-1, welches in vitro die LIF-
Expression endometrialer Stromazellen stark moduliert (4, 35). In Kulturen
menschlicher endometrialer Stromazellen wird die Expression von LIF-mRNA und
seinem Protein konzentrations- und zeitabhingig durch IL-1, TNF-a, EGF, PDGF und
TGF-B induziert (4, 16). Eine Dysfunktion unter den lokal produzierten Zytokinen in
der zweiten Zyklushilfte wiirde eine Storung der LIF-Produktion erklédren (63).

Es fillt auf, dass LIF hauptsidchlich von Th2-Zellen produziert wird und diese
Produktion durch Th2-Zytokine wie IL-4 stimuliert, durch Th1-Stimuli (IL-12, IFN-y)
aber gehemmt wird (133). Das von Th2-Zellen sezernierte IL.-4 kann die Entwicklung
LIF-sezernierender T-Zellen und damit die erfolgreiche Implantation fordern und
zusammen mit IL-10 die Entwicklung von Th1-Zellen und damit die Embryoabsto3ung
verhindern (133). Eine reduzierte Produktion von LIF, IL-4 und IL-10 fand sich in T-
Zellen der Dezidua bei Frauen mit habituellen Aborten, konnte jedoch nicht im
peripheren Blut nachgewiesen werden, so dass vor allem die lokale und nicht die
systemische Produktion von LIF und anderen Th2-Zytokinen zur Aufrechterhaltung

einer Schwangerschaft beizutragen scheint (133).

1.5.5.4 LIF und embryonale Entwicklung
Seine inhibitorische Wirkung auf die Differenzierung muriner embryonaler
Stammzellen lédsst eine direkte Wirkung LIFs auf die frithe Embryonalentwicklung in

vivo vermuten. Blastozystenkulturen von Méausen entwickelten in der Gegenwart von
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LIF mehr Trophoblastengewebe, Embryokulturen von Maiusen und Schafen
entwickelten sich unter Zugabe von LIF besser und erzielten nach dem anschlieenden
Transfer erhohte Schwangerschaftsraten (47, 84). LIF steigerte auch die Bildungsrate
und Qualitit von Blastozysten menschlicher Embryokulturen, so dass von einer
verbesserten Lebensfihigkeit der Embryos in vivo unter LIF-Einwirkung ausgegangen
werden kann (41). Durch die Verwendung sequentieller Medien mit Zusatz von LIF, die
an die wechselnden Bediirfnisse des sich entwickelnden Embryos angepasst sind, ist in
den vergangenen Jahren die Kultur der befruchteten Eizellen bis ins
Blastozystenstadium vereinfacht worden (41, 47). Dies ermoglichte den Embryotransfer
im Blastozystenstadium, der eine Pridimplantationsdiagnostik und Embryoselektion
zuldsst und zu verbesserten Implantationsraten gefiihrt hat.

Die positive Wirkung LIFs auf die Blastozystenbildung deckt sich mit der Tatsache,
dass die maximale LIF-Expression in endometrialen Driisen mit dem Erreichen des
Blastozystenstadiums zusammenfillt, und mit der Beobachtung, dass die Blastozyste als
Zielgewebe LIFs den LIF-Rezeptor exprimiert (21, 24).

Dagegen konnte die Arbeitsgruppe um Jurisikova keine Verbesserung der
Blastozystenbildungsraten durch Zugabe von LIF zu Embryokulturen herbeifiihren (80).
Diese kontroversen Ergebnisse beziiglich der Wirkung LIFs auf die Embryoentwicklung

erfordern weitere Studien.

1.5.5.5 LIF und Implantation

Die zyklusabhingige Expression LIFs im Endometrium mit einem Maximum zum
Zeitpunkt der Implantation legt seine Bedeutung fiir die Implantation der Blastozyste
nahe. Auf welche Weise LIF beim Menschen die Implantation induziert, bleibt unklar.
Verschiedene Studien konnten zeigen, dass LIF aus dem luminalen und glandulédren
Epithel wihrend der Implantation als auto- und parakrines Signal an seinen Rezeptor am
endometrialen Epithel und embryonalen Gewebe bindet (25, 186). Im Gegensatz zur
LIF-Expression durch den Maus-Embryo fand sich bei menschlichen Embryos keine
Expression des LIF-Proteins, so dass allein das endometriale LIF die Implantation zu
vermitteln scheint (28).

Neben der Sekretion nach apikal ins Uteruslumen wird LIF von den endometrialen
Driisen auch nach basal ins Stroma sezerniert (186). Die parakrine LIF-Wirkung am

Stroma ist im Rahmen der Kontrolle der Trophoblastinvasion und der Plazentabildung
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fiir die Implantation notwendig (16, 120, 155). Dort moduliert von endometrialen
Leukozyten sezerniertes LIF direkt die Differenzierung des Trophoblasten, der durch
die Expression von LIF-Rezeptorkomponenten ein Zielgewebe fiir LIF darstellt (87, 98,
120, 150, 155). Bei seiner Invasion ins miitterliche Endometrium kann sich der bisher
undifferenzierte Zytotrophoblast in drei verschiedene Phénotypen differenzieren: in den
villosen Synzytiothrophoblasten, der HCG produziert, in den junktionalen
Trophoblasten, der oncofetales Fibronectin sezerniert und so den Embryo im
Endometrium verankert, oder in den invasiven intermedidren Trophoblasten, der mittels
proteolytisch  aktiver Enzyme die miitterlichen Arterien penetriert. In
Trophoblastkulturen fithrte die Applikation von LIF zu verminderter Sekretion von
HCG bei gleichzeitig vermehrt gebildetem oncofetalem Fibronektin (16, 120, 150).
Vermutlich vermittelt LIF die Anheftung des Trophoblasten ans Endometrium am
Beginn der Implantation, wéhrend es seine Invasivitit und hormonelle Aktivitit
unterdriickt (16).

Die hauptsidchliche Expression von LIF in der spéten sekretorischen Zyklusphase lésst
beim Menschen auch eine Bedeutung des Zytokins bei der Dezidualisierung vermuten.
Die Expression von LIF, LIFR und gp130 in der Dezidua des ersten Trimenons und die
Regulation der LIF-Expression durch deziduale Zytokine in vitro stiitzen diese
Hypothese (151). Da LIFR-defiziente Miuse nach erfolgreicher Implantation ein
abnormes Wachstum und eine Fehlentwicklung der Plazenta zeigen, spielt LIF
vermutlich auch eine Rolle bei der plazentaren Entwicklung (187). LIF kontrolliert als
Angiogenese-hemmender Faktor die regulidre GefdBBentwicklung in der Plazenta, die von
den komplexen Wechselwirkungen zwischen fordernden und hemmenden Faktoren der
Angiogenese abhingt (131, 155).

Aus den in der Literatur vorliegenden Daten ergibt sich ein Modell der LIF-Wirkung in
der menschlichen Fortpflanzung, in dem LIF direkt und indirekt in verschiedenen
Stadien des Implantationsvorganges eingreift (Abb.1.2) (63). Die Blastozyste selbst
spielt dabei eine aktive Rolle, indem sie LIF-Rezeptoren exprimiert, und tritt noch vor
der Penetration in Wechselwirkung mit dem Endometrium (21). Vermutlich ist die
Sekretion von IL-1 das erste Signal der Blastozyste an das Endometrium, das mit der
Aktivierung einiger Zytokin-Gene die kaskadenartige Sekretion von Zytokinen aus dem

Epithel auslost, deren rezeptorvermittelte Wirkung das Endometrium fiir die Anheftung
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der Blastozyste rezeptiv macht und ihre Penetration ins Endometrium einleitet (98,
145). So induziert IL-1 im Endometrium auch die lokale LIF-Produktion (158). LIF
wiederum induziert die Bildung von Fibronectin durch den Trophoblasten als
Grundlage fiir die Adhésion des Embryos ans Endometrium (120). Auflerdem reguliert
LIF die aktive Proteinase-Produktion durch den Embryo, die zur Invasivitit des
Trophoblasten beitrdgt (64). Zusammen mit anderen Th2-Zytokinen bewirkt LIF in
iberschiefender Konzentration eine lokale pseudo-inflammatorische Reaktion, die zur
Immuntoleranz des Embryos wichtig ist. Anhand dieses Modells erscheint es moglich,
dass eine verminderte Fihigkeit des Endometriums zur LIF-Sekretion als Antwort auf

embryonale Signale fiir ein Ausbleiben der Implantation verantwortlich ist (63).

Blastozyste

Progesteron IL-1

LIFR

LIF
IL-1RtI

TN TN N NN INTNOONOINNI

Th2-Zelle IL-4 e Endometrium

Abb.1.2: Interaktion zwischen Blastozyste und Endometrium bei der Implantation.

Die embryonale Sekretion von IL-1 induziert durch die Bindung an seinen Typ I Rezeptor (IL-1RtI) am
endometrialen luminalen Epithel die Expression von LIF, welches an seine Rezeptoren an der Blastozyste
bindet und ihre Adhésion an das Endometrium induziert (98). Auch die progesteroninduzierte IL-4-
Produktion durch Th2-Zellen stimuliert die Expression von LIF (68).

1.5.5.6 LIF und Implantationsversagen

Das Fehlen oder die Dysfunktion endometrialer Faktoren, die den Erfolg der
Implantation bestimmen, konnte Ursache fiir idiopathische Infertilitdt einiger Frauen
sowie fiir die niedrigen Erfolgsraten der assistierten Reproduktion sein.

So trigt moglicherweise eine gestorte LIF-Expression insbesondere wihrend des

Implantationsfensters zu menschlicher Infertilitit bei. Bei idiopathisch infertilen Frauen
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konnte zum natiirlichen Zeitpunkt der Implantation in uteriner Spiilfliissigkeit LIF-
Protein nicht oder im Vergleich zu fertilen Frauen nur in reduzierter Menge
nachgewiesen werden (93). Da bei Frauen mit idiopathischer Infertilitit die
Endometrium-Entwicklung gestort sein soll, konnte dies ein Grund fiir die reduzierte
LIF-Konzentration sein oder umgekehrt der LIF-Mangel zur gestorten Entwicklung des
Endometriums beigetragen haben. Zwischen dem Lavagematerial fertiler Frauen und
Patientinnen mit habituellen Aborten, bei denen die Implantation ungestort erfolgt,
zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Konzentration an LIF-Protein (93).
Diese Ergebnisse unterstiitzen die Annahme, dass LIF ein wichtiger Implantationsfaktor
ist und machen einen LIF-Mangel als Infertilitdtsursache bei einem Teil der Frauen mit
bislang ,,idiopathischer Infertilitdt™ wahrscheinlich.

Zudem produzieren Endometriumkulturen von Biopsien aus der Lutealphase
idiopathisch infertiler Frauen signifikant weniger LIF als die fertiler Frauen (35, 63).
Hambartsoumian und Mitarbeiter fanden eine Dysregulation der endometrialen LIF-
Expression bei Frauen mit idiopathischer Infertilitit, die bei infertilen Frauen mit
wiederholtem Implantationsversagen nach IVF noch ausgeprigter war (63). Wihrend
der proliferativen Phase unterschied sich die LIF-Expression zwar nicht von der fertiler
Frauen, zeigte aber groBe individuelle Schwankungen insbesondere in der Gruppe mit
wiederholtem Implantationsversagen. Im Gegensatz zum Anstieg der LIF-Produktion in
der sekretorischen Phase bei fertilen Frauen fehlte dieser bei idiopathisch infertilen
Patientinnen, bei Frauen mit wiederholtem Implantationsversagen kam es sogar zum
Abfall der Zytokinproduktion (63). In den meisten Kulturen explantierter Dezidua von
Frauen mit wiederholtem Implantationsversagen nach IVF konnte eine erniedrigte LIF-
Produktion nachgewiesen werden (20).

Als Ursache fiir die reduzierten LIF-Spiegel wird eine gestorte LIF-Expression auf dem
Boden genetischer Defekte wie Polymorphismen und Mutationen auf DNA-Ebene
vermutet. Diese genetische Préadisposition konnte bei den betroffenen Patientinnen mit
anderen Infertilititsursachen zusammen wirken. Giess und Mitarbeiter konnten 1999
eine signifikant erhohte Mutationsrate im LIF-Gen infertiler Frauen nachweisen (55).
Das Studienkollektiv bestand aus 75 Frauen mit Infertilitdt unterschiedlicher Ursachen
wie  Endometriose, polyzystischen Ovarien, Ovulationsstdrungen, tubarer,

andrologischer oder idiopathischer Sterilitit. Hier fanden sie insgesamt drei
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heterozygote Punktmutationen im LIF-Gen (Abb. 3.1, S.73). Die biologischen
Auswirkungen dieser Mutationen auf die Expression oder die Aktivitidt des LIF-Proteins
sind bislang unbekannt. Eine reduzierte Verfiigbarkeit biologisch aktiven LIFs aufgrund
einer heterotygoten Mutation konnte die Infertilitit einer Gruppe von Frauen
verursachen. Eine der Mutationen befand sich in der nicht-kodierenden Region von
Exon 1 und zwei betrafen die kodierende Region von Exon 3. Die betroffenen Frauen
waren idiopathisch infertil. Die Mutation in Exon 1 war eine C—=>A Transition an
Position 715 des menschlichen LIF-Gens in der Nihe der regulatorischen Region des
Startcodons (55). Bei den Mutationen im Exon 3 handelte es sich um zwei G—2>A
Transitionen an den Positionen 3400 und 3424 des LIF-Gens, die zu einem Austausch
von Valin zu Methionin an Position 64 des reifen LIF-Proteins bzw. von Alanin zu
Threonin an Stelle 72 fiihren (55). Diese Regionen spielen in der Wechselwirkung mit
dem LIF-Rezeptor eine wichtige Rolle (137). In der Kontrollgruppe von 206 fertilen
Patientinnen fand sich ein Polymorphismus des LIF-Gens aus einer C=>T Transition an
Position 3235 im Intron zwischen Exon 2 und 3 ohne zu erwartende Auswirkungen auf

die Proteinstruktur oder das Expressionsniveau (55).

1.6 Fragestellung und Ziele der Studie

Bislang liegen nur wenige Daten iiber die Bedeutung von Mutationen im LIF-Gen als
mogliche Ursachen fiir eine Infertilitdt beim Menschen vor. Aus den oben dargestellten
Zusammenhingen stellt sich die Frage, ob Mutationen im LIF-Gen zu einer
Beeintrichtigung der Embryo-Implantation fithren konnen. Moglicherweise fiihrt eine
mangelhafte Expression oder eine reduzierte biologische Aktivitit des LIF-Proteins im
Endometrium zum Implantationsversagen, das unter anderem fiir ungeklirte
Kinderlosigkeit und wiederholtes Versagen einer IVF-Therapie verantwortlich gemacht
wird (32, 35, 63, 93,168). Mit einem Mangel oder volligen Verlust von LIF fehlt ein
wichtiger Baustein im komplexen Vorgang der Implantation.

Bei Frauen mit Infertilitit unterschiedlicher Ursachen fand sich eine signifikant erhchte
Privalenz biologisch relevanter Mutationen im LIF-Gen im Vergleich zur fertilen
Kontrollgruppe (55). Aufgrund der angenommenen Rolle LIFs bei der Implantation lag
die Vermutung nahe, dass in einer gezielt ausgewihlten Gruppe von Patientinnen mit
wiederholtem IVF-Versagen, dem vor allem ein Implantationsversagen zugrunde gelegt

wird, vermehrt LIF-Gen-Mutationen vorkommen.
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Daher wurden in der vorliegenden Arbeit die molekularbiologischen Analysen des LIF-
Gens der Arbeitsgruppe um Giess an dieser spezifischen Patientinnengruppe
fortgefiihrt, um die Prdvalenz und die klinische Bedeutung bestimmter funktioneller
LIF-Gen-Mutationen zu erfassen und einen Beitrag zum besseren Verstindnis der
Pathophysiologie des LIF-Mangels zu leisten (55). Mit dem Nachweis von Mutationen
im LIF-Gen bei Frauen mit wiederholtem Versagen einer IVF/ICSI-Therapie sollte die
Frage, ob dieses Zytokin auch fiir den menschlichen Implantationsvorgang eine
essentielle Rolle spielt, weiter geklirt werden.

Der Nachweis einer Mutation im LIF-Gen hitte fiir die betroffenen Frauen
moglicherweise entscheidende therapeutische Konsequenzen. Einerseits konnte mit dem
Nachweis oder Ausschluss einer Mutation im LIF-Gen die Prognose eines IVF/ICSI-
Behandlungversuches beurteilt werden und diesen Patientinnen die dann wenig
erfolgversprechende sowie fiir sie selbst und das Gesundheitssystem belastende
Wiederholung der Behandlung erspart bleiben. Andererseits konnte den betroffenen
Frauen in Zukunft moglicherweise eine Therapiealternative in Form einer LIF-
Substitution angeboten werden. Bei LIF-defizienten Maiusen war durch die
intraperitoneale Applikation von LIF eine Kompensation des LIF-Mangels moglich, so
dass eine Implantation erfolgen konnte (168).

Zur Identifizierung dieser Gruppe von Infertilititspatientinnen sollte in dieser Arbeit ein
Screening-Verfahren erprobt werden, das eine schnelle Analyse von Mutationen im
LIF-Gen erlaubt, und den enormen Arbeitsaufwand sowie die Kosten der direkten
Sequenzierung des groen LIF-Gen vermeiden ldsst. Als Screeningverfahren wurde die
Single-strand conformation polymorphism (SSCP)-Analyse gewihlt, mit der
Mutationen schnell und einfach aufzufinden sind. Diese Methode ermoglicht zunéchst
die Selektion alterierter Regionen innerhalb des LIF-Gens, die dann einzeln durch eine
spezifische Sequenzierung iiberpriift werden.

Anhand der Privalenz von Mutationen im LIF-Gen bei den untersuchten Patientinnen
mit wiederholtem Implantationsversagen sollte diskutiert werden, ob ein routineméaliges
Screening von IVF/ICSI-Patientinnen auf Mutationen im LIF-Gen sinnvoll ist, um
prognostische Aussagen iiber das Behandlungsergebnis sowie Ansatzpunkte fiir eine

therapeutische Intervention zu ermoglichen.
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2. Patientinnen, Material und Methoden

Im ersten (klinischen) Teil der vorliegenden Arbeit wurden Frauen fiir die Patientinnen-
und Kontrollgruppe rekrutiert und von diesen EDTA-Blutproben fiir die Extraktion
genomischer DNA gesammelt. Im zweiten (experimentellen) Teil erfolgte der Versuch
eines molekulargenetischen Nachweises von Mutationen im LIF-Gen mittels PCR-
SSCP und nachfolgender DNA-Sequenzierung. Anschliefend wurden die Haufigkeiten
von Alterationen im LIF-Gen in Patientinnen- und Kontrollgruppe auf statistisch

signifikante Unterschiede untersucht.

2.1 Patientinnen und Kontrollgruppe
2.1.1 Einschlusskriterien und Charakteristika der Patientinnen
Fiir die Untersuchungen der vorliegenden Studie wurden 50 Patientinnen aus der
Sprechstunde fiir Endokrinologie und Assistierte Reproduktionsmedizin der
Universitits-Frauenklinik Wiirzburg ausgewihlt, deren Sterilitdtsbehandlung bislang
erfolglos verlief. Sie befanden sich dort von 09/98 bis 07/99 aufgrund unterschiedlicher
Sterilitdtsursachen in Behandlung.
Folgende Einschlusskriterien galten fiir die Patientinnen:

¢ Kinderwunsch seit mindestens zwei Jahren

e Mindestens dreimaliges Versagen einer IVF- und/oder ICSI-Behandlung

(IVF/ICSI), wobei auch Kryoembryotransfere (KET) in neuen, nicht
stimulierten Spontanzyklen als Versuche zihlten

e Ausschluss einer Schwangerschaft in der Vorgeschichte

e Ausschluss eines Aborts in der Vorgeschichte
Keine der beteiligten Patientinnen war bereits in die Patientinnengruppe der
vorausgegangene Studie der Arbeitsgruppe um Giess eingeschlossen (55). Schwerere
Grunderkrankungen wie chronische Krankheiten, Autoimmunerkrankungen oder
Allergien lagen nicht vor. Die zur Ursachenkldrung durchgefiihrte Sterilitdtsdiagnostik
umfasste bei den  Patientinnen eine Zyklusanamnese, eine  vaginale
Ultraschalluntersuchung zur Untersuchung der Morphologie von Uterus und Ovarien,
eine Tubenfunktionspriifung (Hysterosalpingo-Kontrastsonographie/laparoskopische
Chromopertubation) und eine Basishormonanalyse (Bestimmung von FSH, LH,

Ostradiol, Progesteron, Prolaktin, DHEAS, Testosteron, 17-OH-Progesteron,
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Androstendion und TSH). Beim Partner erfolgte eine Ejakulatanalyse nach WHO-
Kriterien mit der Bestimmung des pH-Wertes, der Spermienkonzentration, -motilitét,

und -morphologie (Tab. 2.1) (190).

Kriterium Normwert

Volumen des Ejakulats 2,5-6,0ml

pH-Wert 7,0-78

Spermienkonzentration >20Mio./ml

Motilitét <20% Motilitdtsverlust 2h nach Gewinnung:

A: >20% schnell progressiv beweglich
B: >20% langsam progressiv beweglich
C: nicht progressiv beweglich

D: unbeweglich

Morphologie > 60% Normalformen

Tab. 2.1: Normwerte des Spermiogramms (nach WHO 1992 (190)).

Die IVF/ICSI-Behandlung war zuvor nach dem ,,Langen Protokoll* erfolgt, beginnend
mit der Supression der korpereigenen hypophysidren Gonadotropin-Sekretion mittels
GnRH-Analoga (Triptorelin) bereits ab dem Tag 20 des Vorzyklus bis zur
Follikelpunktion (197). Auf die anschlieBende Uberstimulation der Ovarialfunktion
mittels intramuskuldr verabreichter Gonadotropine (HMG) folgte am Tag 12 die
Induktion der Ovulation mit einer intramuskulédren Injektion von 10.000IE HCG und die
vaginalsonographisch gesteuerte Punktion der reifen Follikel am Tag 14. Nach der
Insemination der Eizellen bzw. Mikroinjektion eines immobilisierten Spermiums in eine
reife Eizelle und Fertilisation (Pronukleusstadium) wurde der Embryotransfer von
maximal drei Zygoten nach zwei Tagen durchgefiihrt. Bei einigen Patientinnen erfolgte
nach erfolglosem IVF/ICSI-ET-Versuch ein erneuter Embryotransfer mit aufgetauten,
zuvor im Pronukleusstadium kryokonservierten iiberzdhligen Zygoten im spontanen
Zyklus (KET). Die anschlieBende Lutealphase wurde mittels intramuskulérer Injektion
von 5000IE HCG am Transfertag und nach einer Woche sowie vaginal appliziertem
Progesteron iiber 14 Tage unterstiitzt. 14 Tage nach dem Embryotransfer erfolgte die
biochemische Schwangerschaftsbestimmung, eine erfolgreiche Schwangerschaft lag bei

einem Wert des HCG im Serum von iiber 100U/ vor.
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Tab. 2.2 gibt Eigenschaften des Patientinnenkollektivs wieder. Das mittlere Alter der
betroffenen Frauen betrug 32,55+3,96 Jahre (Median, Streubreite: 25-40 Jahre).

Eigenschaften Median (Streubreite)

Alter (Jahre) 32,55 (25-40)

Kinderwunsch (Jahre) 5(2-13)

Schwangerschaften/Aborte keine

Erfolglose IVF/ICSI-Versuche (Anzahl) 5(@3-11)

davon KET (Anzahl) 1(0-9)

Zyklus (Tage): regelmiBig (25-31), (n=33) 28 (25-30) - 29 (26-31)
unregelmifig (<25, >31), (n=17) 28 (20-30) - 32 (24-60)

Tab. 2.2: Charakteristika der Patientinnen.

Der Kinderwunsch bestand bereits 5 Jahre (Streubreite: 2-13 Jahre). Durchschnittlich
lagen fiinf erfolglose IVF/ICSI-Versuche hinter den Patientinnen, davon war im Mittel
ein Versuch ein KET im Spontanzyklus (Tab. 2.2). Fiir 13 Paare (26%) war es der dritte
Versuch, fiir zehn (20%) der vierte, fiir zehn (20%) der fiinfte, fiir neun (18%) der
sechste. Bei jeweils zwei Paaren (4%) hatte sich nach dem siebten, achten, zehnten bzw.
elften Behandlungsversuch noch keine Schwangerschaft ergeben.

Unter den 17 Patientinnen mit unregelméfigem Menstruationszyklus zeigten sieben nur
geringe Abweichungen von der normalen Zyklusdauer (25-4 Tage bis 31+4 Tage) bei
unauffilliger Basishormonanalyse (Tab. 2.2). Die restlichen zehn Patientinnen dieser
Gruppe wiesen zum Teil Zyklusabweichungen wie Oligo-/Amenorrhé sowie
Metrorrhagien auf. Dabei bestanden vereinzelt hormonelle Storungen wie
Hyperandrogendmie (n=4), Hyperprolaktinimie (Prolaktin>25ng/ml) (n=2) oder

zentrale Ovarialinsuffizienz (n=1).

2.1.2 Einschlusskriterien der Kontrollgruppe

Die Kontrollgruppe bestand aus 105 gesunden, fertilen Frauen der Wochenbettstation
der Universitits-Frauenklinik Wiirzburg (Alter: Median 31,16+6,21 Jahre, Streubreite
18-50 Jahre). Fiir eine Aufnahme in die Kontrollgruppe waren mindestens eine

Lebendgeburt in der Vergangenheit Voraussetzung und ein Abort sowie eine Sterilitits-
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Behandlung in der Vorgeschichte auszuschlieBen. Ein Teil der Frauen war bereits in die

Kontrollgruppe der Studie von Giess und Mitarbeitern eingeschlossen (n=75) (55).

2.1.3 Genehmigung der Studie und Einwilligungserkliarung

Die gesetzliche Regelung verpflichtet Studien, die eine Analyse des menschlichen
Genoms beinhalten, zur Priifung auf die ethische und rechtliche Implikation der
Versuche vor Studienbeginn. Die vorliegende Arbeit wurde durch die Ethik-
Kommission der Julius-Maximilians-Universitdit Wiirzburg genehmigt. Alle
Patientinnen und  Kontrollprobandinnen = gaben nach einem eingehenden
Aufklarungsgespriach und nach dem Studium eines Informationsbogens ihre schriftliche
Einwilligungserkldarung {iiber ihre Teilnahme an der Studie (,,Blutentnahme zu

wissenschaftlichen Zwecken* im Anhang, S.124).

2.1.4 Materialsammlung

Zur Untersuchung wurden jeder Probandin zwei Proben mit jeweils 10ml EDTA-
Vollblut vends abgenommen. Die Blutentnahme fand bei den infertilen Patientinnen in
den Riumlichkeiten der Sprechstunde fiir Endokrinologie wund Assistierte
Reproduktionsmedizin der Universitits-Frauenklinik Wiirzburg im Rahmen eines
reguldaren Vorstellungstermins statt. Bei den Kontrollprobandinnen erfolgte die
Blutentnahme wihrend ihres stationidren Aufenthaltes postpartal auf der Wochenbett-
Station der Universitédts-Frauenklinik Wiirzburg. Bis zur Weiterverarbeitung innerhalb
von zwei Tagen nach der Entnahme wurden die Blutproben bei einer Temperatur von
6°C gelagert.

Nach der DNA-Isolation erfolgte die weitere Analyse jeweils nur mit der DNA einer der
beiden Blutproben. Die DNA der zweiten Blutprobe jeder Probandin wurde asserviert,
um bei Fehlern in der Labormethode und weitergehenden Fragestellungen darauf
zuriickgreifen zu konnen.

Zur Durchfiihrung der Laborarbeiten dienten die Raumlichkeiten, Gerite, Materialien
und Reagenzien des Forschungslabors fiir Neuroregeneration der Neurologischen

Universitétsklinik Wiirzburg (,,Reagenzien und Gerite” im Anhang, S. 120).
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2.2 Mutationsanalyse

Beide Gruppen wurden nach dem von Giess und Mitarbeitern veroffentlichten Protokoll
auf funktionelle Mutationen in kodierenden und wichtigen regulatorischen Regionen
des LIF-Gens untersucht (55). Nach der Isolierung genomischer DNA aus peripherem
EDTA-Vollblut erfolgte die Amplifizierung der drei kodierenden Exons des LIF-Gens
mittels PCR (Polymerase-Chain-Reaction). Daran schloss sich die Untersuchung der
PCR-Produkte mittels SSCP (single-strand conformation polymorphism)-Analyse an.
Zeigten sich in der Darstellung der DNA-Banden mittels Silberfirbung abnorme
Muster, folgte die Laser-Fluoreszenz-Sequenzierung der entsprechenden Sequenzen zur

Identifikation von Basenaustauschen.

2.2.1 Definitionen

2.2.1.1 Mutation

Ist ein Gen in einem umschriebenen Bereich verdndert, spricht man von einer
Punktmutation. Dabei ist die Substitution einer Base durch eine andere moglich sowie
das Fehlen (Deletion) oder der Einbau (Insertion) einer oder mehrerer Basen in die
Basensequenz. Der Basenaustausch ist die héufigste Mutationsart. Hierbei wird
unterschieden zwischen einer Transition, dem Ersatz eines Purins (Adenin, Guanin)
durch ein anderes oder eines Pyrimidins (Thymin, Uracil, Cytosin) durch ein anderes,
und der Transversion, bei der ein Purin gegen ein Pyrimidin oder umgekehrt
ausgetauscht wird. Eine Mutation kann spontan ohne erkennbare &duBere Ursache
auftreten oder exogen durch sogenannte Mutagene ausgelost werden. Da
Punktmutationen meist nur einen DNA-Strang betreffen, sind iiber verschiedene
Mechanismen regelmifig Reparaturen moglich, bei denen der komplementire Strang
als Matrize dient.

Die als Dreibasencode (Triplett) festgelegte Information der DNA-Sequenz wird iiber
die Transkription (mRNA-Synthese) in die Synthese von Proteinen (Translation)
umgesetzt. Die Verdnderung der DNA-Sequenz durch eine Punktmutation verschiebt
das Leseraster, so dass neue Basentripletts entstehen. Da fiir jede Aminosidure mehrere
spezifische Triplett-Codons existieren, muss sich die Aminosduresequenz des
entsprechenden Genprodukts aufgrund einer Punktmutation nicht unbedingt verandern.
Eine Mutation kann entweder au3erhalb des kodierenden Bereichs im Intron liegen oder

innerhalb des kodierenden Exons. Im Gegensatz zu Mutationen im Exon eines Gens
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sind intronische Mutationen meist als Polymorphismen ohne pathogene Auswirkungen.
Eine Ausnahme stellen Verdnderungen des Spleiverhaltens oder der Genexpression als
Folge einer im Intron lokalisierten Mutation dar. Mutationen, die keine Auswirkung auf

die Proteinbiosynthese haben, werden als ,,stumm* bezeichnet.

2.2.1.2 Polymorphismus

Die Nukleotidsequenz der menschlichen DNA ist bei verschiedenen Individuen nicht
identisch. Kommt eine Nukleotidsequenz in mehreren unterschiedlichen Auspriagungen
vor, bezeichnet man sie als polymorph. Von einem genetischen Polymorphismus spricht
man, wenn es fiir ein Gen mehrere Zustandsformen (Allele) gibt, die entsprechende
phinotypische Auspriagungen zeigen konnen. Punktmutationen auflerhalb der
kodierenden Bereiche des menschlichen Genoms, die die Aminosidurensequenz des
Genprodukts nicht verdndern, werden Sequenz-Polymorphismen genannt. Solche
Einzelnukleotid-Polymorphismen kommen als individuelles Merkmal ungeféhr alle paar
hundert Basenpaare im menschlichen Genom vor. Die spezifische Kopplung von
Polymorphismen und bestimmten Mutationen weist auf einen gemeinsamen Ursprung
der Basenaustausche hin und wird daher in Kopplungsanalysen als Marker eines

benachbarten Gens oder dessen Punktmutation verwendet.

2.2.2 Gewinnung genomischer DNA aus Leukozyten der EDTA-Blutproben

Zur Extraktion hochmolekularer genomischer DNA diente die Standardmethode zur
Isolation von DNA aus kernhaltigen menschlichen Zellen nach Miller und Mitarbeitern,
eine schnelle, sichere und kostengiinstige Methode insbesondere fiir vereinzelt
anfallende Blutproben (112). Bei diesem Verfahren werden Zellbestandteile mittels
einer Proteinase lysiert und zellulire Proteine einschlieBlich der DNA durch
Dehydratation mit Hilfe einer gesittigten Kochsalz-Losung ausgefillt. Fiir die
vorliegende Studie wurden Leukozyten des peripheren Blutes zur DNA-Extraktion
gewihlt. Aus 10ml Blut sollten sich dabei in Abhédngigkeit von der Leukozytenzahl ca.
300-800ug DNA isolieren lassen.

Zunachst wurden 10ml EDTA-Vollblut mit 30ml eisgekiihltem Lysis-Puffer versetzt
und zur Zell-Lyse unter wiederholtem Durchmischen fiir 15min auf Eis inkubiert. Nach
Zentrifugation (1500rpm, 10min, 4°C) und Verwerfen des Uberstandes folgte die

Resuspension des entstandenen Pellets in 10ml eiskaltem Lysis-Puffer und die erneute
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Zentrifugation. Das wieder entstandene, die kernhaltigen Zellen enthaltende Pellet
wurde in einer Mischung aus Sml SE-Puffer, 250ul SDS (20%) und 50ul Pronase E
(10mg/ml) gelost und zur Proteolyse iiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Das
anionische Detergens SDS und SE-Puffer unterstiitzen durch Denaturierung von
Proteinen den Zellverdau durch die Pronase E (144).

Nach der Proteolyse wurde die Losung mit Sml SE-Puffer versetzt und im Wasserbad
bei 55°C fiir 10min erwarmt. Nach Einpipettieren von 3ml gesittigtem NaCl (6M) und
sofortigem Schiitteln fiir 15-20s erfolgte die Zentrifugation (2500rpm, 20min, 25°C).
Durch die Neutralisierung kommt es zur Ausfidllung von Protein-SDS-Komplexen in
Form eines Pellets und einer Schaumschicht. Die DNA bleibt in dem klaren Uberstand

in Losung.

2.2.3 Alkoholische Fillung der DNA

Durch die Prizipitation mit Ethanol in der Gegenwart von Kationen (NaCl) kann DNA
konzentriert werden (144). Der klare Uberstand wurde moglichst schaumfrei
abgegossen und mit zwei Volumina Ethanol (100%) gemischt, wodurch die DNA als
Kniuel ausfiel. Das DNA-Knéduel wurde mit einer sterilen Pasteur-Pipette entnommen
und zur Entfernung des Salzes in 1ml Ethanol (70%) gewaschen. Vorsichtig wurde der
Ethanol-Uberstand abpipettiert, restliches Ethanol verdunstete bei Raumtemperatur.
Anschlieend erfolgte die Losung der verbleibenden DNA in 500ul TE-Puffer. Die
geloste DNA (60ul) konnte so in Eppendorfreaktionsgefien bis zur weiteren
Bearbeitung durch PCR und SSCP im Kiihlschrank bei 6°C aufbewahrt bzw. bei -18°C
tiefgekiihlt werden.

2.2.4 Photometrische Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der DNA

Die Reinheit der isolierten DNA, d.h. das Fehlen von Verunreinigungen wie Proteinen
oder RNA, wurde photometrisch anhand der optischen Dichte (OD) iiberpriift. Dabei
wurde die Extinktion der in TE-Puffer gelosten DNA bei einer Wellenldnge von 260nm,
dem Absorptionsmaximum von Nukleinsiduren, gemessen. Eine OD,¢p von 1 entspricht
etwa 50ug/ml dsDNA oder 40ug/ml ssDNA und RNA (144). Aromatische
Aminosduren als Bestandteile von Proteinen haben ihr Absorptionsmaximum bei
280nm. Somit gibt der Quotient OD,4/OD5gy Auskunft iiber den Grad der Reinheit der
DNA-Proben. Fiir reine DNA sollte das Verhiltnis OD;¢0/OD»gy zwischen 1,8-2,0
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liegen (144). Bei hoheren Werten liegt ein hoherer RNA-Gehalt vor, wihrend niedrigere
Werte auf eine Proteinverunreinigung hinweisen. In den untersuchten DNA-Proben lag

das Verhiltnis OD»4,/OD5gp im Bereich von 1,7-2,0.

2.2.5 Polymerasekettenreaktion (PCR) zur Amplifikation des LIF-Gens

2.2.5.1 PCR: Reaktionsprinzip

Mit der 1985 eingefiihrten Methode der Polymerasekettenreaktion (140) kann DNA aus
einem spezifischen Genomabschnitt in vitro vervielfaltigt und fiir zahlreiche
molekularbiologische Analysemethoden insbesondere zur Mutationssuche verwendet
werden. Aufgrund der enormen Sensitivitit der PCR lassen sich bereits Spuren von
Nukleinsduren mit hoher Ausbeute amplifizieren.

Das Reaktionsprinzip der PCR ist aus der DNA-Replikation abgeleitet. Der ausgewéhlte
DNA-Abschnitt (Zielsequenz) dient als Vorlage (Matrize) fiir seine enzymatische
Amplifikation. Als Startmolekiile (Primer) fiir die DNA-Polymerase dienen
synthetische einzelstringige DNA-Oligonukleotide, deren Sequenzen komplementir zu
den beiden Stringen der flankierenden Bereiche des zu amplifizierenden
doppelstriangigen DNA-Abschnittes sind (Primerpaar aus sense- und antisense-Primer).
Die hier verwendete Taq DNA-Polymerase ist eine gentechnisch hergestellte,
thermostabile DNA-abhingige Polymerase, die urspriinglich aus dem extrem
thermophilen Bakterium Thermus aquaticus isoliert wurde. Sie synthetisiert bei einem
pH-Optimum von 7-8 und einem Temperatur-Optimum von 72-80°C DNA mit einer
Polymerisationsgeschwindigkeit von 150 Nukleotiden/s.

Die gesamte Reaktion besteht aus drei Teilschritten von je 30 Sekunden bis 2 Minuten
Dauer bei jeweils unterschiedlichen Temperaturen, die sich zyklisch wiederholen
(,,thermal cycling) (Abb. 2.1). Im ersten Schritt eines Zyklus, der Denaturierung
(>90°C), wird der DNA-Doppelstrang durch Erhitzen in Einzelstinge iiberfiihrt.
AnschlieBend wird der Reaktionsansatz auf eine fiir die Primer giinstige
Hybridisierungstemperatur (ca. 45-65°C) abgekiihlt. So konnen sich die Primer an die
komplementidren 3°-Enden der einzelstringigen DNA-Abschnitte zu kurzen
doppelstringigen Startstellen fiir die DNA-Polymerase binden (Annealing). Hohe
Annealingtemperaturen erhohen die Spezifitit des PCR-Produktes, wihrend bei
niedrigen Temperaturen die Ausbeute vergrofert wird. Im dritten Schritt, der

Polymerisation, liest die DNA-Polymerase die Matrize von 3" nach 5" ab und
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synthetisiert aus den vier hinzugefiigten Desoxy-Nukleotiden (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) den komplementiren Strang von 5" nach 37 (72°C). So entstehen aus zwei DNA-

Einzelstringen zwei DNA-Doppelstriange, welche die Zielsequenz beinhalten.

5 3
> DNA-Doppelstrang €—

l Denaturierung

5 3
2 DNA-Einzelstringe
3 5
l Annealing
5 3

== Primer 1

3 5
Primer 2 —

DNA-Polymerase @ l Polymerisation

5 3
e —

3 5
 —

N

2! Kopien

Abb. 2.1: Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion.

Da die neu synthetisierten DNA-Striange in den folgenden Zyklen als Matrizen fiir die
Primer dienen, wichst die Anzahl der Zielsequenzen durch den wiederholten
Reaktionsablauf exponentiell. Nach zwanzig Zyklen ergibt sich eine theoretische
Anreicherung um den Faktor 10°, das heiBt aus einem Molekiil DNA konnen eine
Million neuer identischer Molekiile (Kopien) entstehen. In der Praxis erhilt man aber
eine tatsichliche Amplifikationsrate von ungefihr 10°, da die Reaktionsbeuten nicht bei
100% liegen. Durch die Automatisierung des Verfahrens mittels moderner PCR-Gerite

(Thermocycler) konnen in wenigen Stunden mehr als dreifig Zyklen ablaufen.
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2.2.5.2 PCR: Auswahl der Primer

Neben den Reaktionsbedingungen ist die Wahl der Primer von entscheidender
Bedeutung fiir den Erfolg einer PCR. Voraussetzungen fiir eine Primersequenz sind
neben einer gleichmifigen Basenverteilung das Fehlen sowohl von Palindromen
(Rotationssymmetrie), um die Bildung intramolekularer Sekundérstrukturen zu
verhindern, als auch von komplementdren Bereichen in den beiden in einer Reaktion
eingesetzten Primern. Ein typischer Primer ist 20-30 Nukleotide lang und weist einen
G/C-Gehalt von ungefiahr 50% auf. Diese Oligonukleotide sind zu kurz, um wéhrend
der Polymerisation stabile Hybride zu bilden.

Zur Amplifikation des kodierenden LIF-Gen-Abschnitts wurden insgesamt fiinf Primer-
Paare verwendet, die in der Studie der Arbeitsgruppe Giess als Ergebnis einer Testreihe
von Primer-Paaren optimale Amplifikationsbedingungen schafften (Tab. 2.3) (55). Sie
begrenzen die drei Exons und Teile der Introns des LIF-Gens, um auch Mutationen im
Bereich der Splicing-Regionen zu erfassen (166). Um fiir die nachfolgende SSCP-
Analyse eine optimale Linge der DNA-Fragmente unter 300 Nukleotiden zu erzielen,
wurde Exon 3 bei der Amplifikation durch drei Primer-Paare in drei Teilfragmente
aufgetrennt, die sich in weiten Teilen iiberlappten (55). Die von den Primerpaaren
flankierten ~DNA-Sequenzen entsprechen amplifizierten PCR-Produkten mit
Molekiillingen von 143 (Exon 1), 268 (Exon 2), 284 (Exon 3a), 284 (Exon 3b) und 243

(Exon 3c) Basenpaaren.

Exon Primer Sequenz

Exon 1 A2 (sense) 5”-ACT GCC GGC ATC TGA GGT TTC CTC-3°
B2 (antisense) 5”-GCT GCC AAG CGC CCC AAG TTG CCG-3

Exon 2 Al (sense) 5-GCC ACC CTT TCC TGC CTT TCT AC-3°
B1 (antisense) 5”-TCC CTG CCA TCT CCT GTC AGT ATC-3"

Exon 3 Set a: Al (sense) 5°-ACA ATT CCA GAT GCT TAC AGG G-3~

B1 (antisense) 5°-GCC AAG GTA CAC GAC TAT GC-3°

Set b: C1 (sense) 5”-CCC AAC AAC CTG GAC AAG CTA TG-3°
D1 (antisense) 5°-CCG TAG GTC ACG TCC ACA TG-3~

Set c: E1 (sense) 5°-CCT CCA CAG CAA GCT CAA CG-3”
F1 (antisense) 5-CGG TTC ACA GCA CAC TTC AAG-3~

Tab. 2.3: Primer zur Amplifikation des LIF-Gens (nach Giess 1999 (55)).
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Das Primer-Paar fiir Exon 1 flankiert die Nukleotide 671 bis 813, von denen 50 zu der
nicht-kodierenden 5 Region, 19 zur das aminoterminale Signalpeptid kodierenden
Region und 74 zur nicht-kodierenden 3” Region des LIF-Gens zédhlen. Mit dem Primer-
Paar fiir Exon 2 wird das Exon 2 selbst sowie die flankierenden 50 und 39 Nukleotiden
der nicht-kodierenden 5°- bzw. 3°-Region amplifiziert (Nukleotide 2421 bis 2688). Das
Exon 3 wurde durch drei Primer-Sets amplifiziert, welche insgesamt die Nukleotide
3200 bis 3782 umfassen. Davon besteht das PCR-Produkt von Set a aus 143
Nukleotiden der nicht-kodierenden 5°-Region und 141 Nukleotiden der kodierenden
Sequenz des Exon 3 (Nukleotide 3200 bis 3483). Set b umfasst die Nukleotide 3367 bis
3650 der kodierenden Region, Set ¢ die Nukleotide 3540 bis 3782 einschlieBlich der
nicht-kodierenden 3”-Region.

Die Primer werden im Uberschuss zum Reaktionsansatz hinzugegeben, um Primer-
Matrizen-Hybride als Substrate fiir die Tag DNA-Polymerase zu bilden und eine
Rehybridisierung der denaturierten DNA-Einzelstringe zu verhindern. Die
Konzentration der Primer muss so gewihlt werden, dass diese einerseits fiir die
erforderliche Zykluszahl ausreichen, andererseits aber auch nicht ektop hybridisieren
und unerwiinschte Sequenzen amplifiziert werden. In der vorliegenden Arbeit wurden
40ul  Primer-Stammlésung  (100pmol/ul) mit 160ul Aqua dest. auf eine in
Titrationsreihen ermittelte Konzentration von 20pmol/ul verdiinnt und bis zur

Anwendung im PCR-Reaktionsansatz auf Eis gelagert bzw. bei -18°C eingefroren (55).

2.2.5.3 PCR-Programm zur Amplifikation des LIF-Gens

Die einzelnen PCR-Komponenten wurden auf Eis zu einem Reaktionsansatz von 50ul
gemischt, wobei die Taqg DNA-Polymerase als letzte Komponente direkt vor Zugabe der
DNA und Einsetzen in den Thermocycler hinzugefiigt wurde, um eine Zerstorung des
sehr empfindlichen Enzyms nach dem Auftauen zu verhindern (Tab. 2.4). In jedem
PCR-Durchlauf wurde ein Reaktionsansatz ohne DNA-Matrize als negative Kontrolle

mitgefiihrt, um Kontaminationen auszuschlieen.
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Reaktionsansatz (50 pl) Komponenten

38,75ul Aqua dest.

Sul 10 x PCR-Puffer

4ul dNTP-Mix (2,5mM)

0,5ul sense-Primer (20pmol/ul)
0,5ul antisense-Primer (20pmol/ul)
0,25ul Taq DNA-Polymerase (5U/ul)
1l DNA-Matrize (ca. 100ng)

Tab. 2.4: PCR-Reaktionsansatz fiir die LIF-Gen-Amplifikation (nach Giess 1999 (55)).

Die Reaktionsbedingungen des PCR-Programms sind Ergebnis von Versuchsreihen zur
Optimierung von Temperaturprofilen und Zykluszahlen zur effektivsten Amplifikation
des LIF-Gen-Abschnittes durch die Arbeitsgruppe um Giess (Tab. 2.5) (55). Nach der
initialen Strangtrennung der DNA erfolgten 34 Amplifikationszyklen. Fiir das Primer-
Set b des Exon 3 wurde eine niedrigere Annealingtemperatur gewihlt. Die

abschlieBende Polymerisation bei 72°C beendete das Programm.

Anzahl der Zyklen Reaktionsschritt Temperatur (°C) Dauer (s)

1. Stufe 1 Zyklus Denaturierung 94 300

2. Stufe 34 Zyklen Denaturierung 94 30
Annealing 65/60 30
Polymerisation 72 60

3. Stufe 1 Zyklus Polymerisation 72 600
Abkiihlung 15

Tab. 2.5: PCR-Programm zur Amplifikation des LIF-Gens (nach Giess 1999 (55)).

Die PCR-Produkte wurden bis zur Lingenbestimmung mittels Agarosegel-
Elektrophorese fiir eine Dauer von maximal zwei Tagen bei +6°C im Kiihlschrank

aufbewahrt, bei spiterer Analyse bei -18°C eingefroren.

2.2.5.4 Gel-Elektrophorese von DNA
DNA-Fragmente konnen wie andere Makromolekiile mittels Gel-Elektrophorese anhand
threr Linge aufgetrennt und identifiziert werden. Dabei wird die unterschiedlich

schnelle Wanderung geladener Molekiile in einem elektrischen Feld zwischen einer
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Kathode und einer Anode in einer elektrisch neutralen Gelmatrix zu deren Trennung
ausgenutzt. Als Gelmatrizes dienen Agarose, ein natiirlich vorkommendes lineares
Zuckerpolymer, oder Polyacrylamid. Unterschieden werden native, nicht-
denaturierende Gele, in denen DNA-Doppelstringe erhalten bleiben, von
denaturierenden Gelen, in denen es zur Strangtrennung kommt. Die Auftrennung der
PCR-Produkte erfolgte im Agarosegel. Im Gegensatz zur elektrophoretischen Trennung
der DNA-Fragmente im Polyacrylamidgel unter nicht-denaturierenden Bedingungen bei
der SSCP-Analyse kam bei der Sequenzierung denaturierendes Polyacrylamidgel zur
Anwendung, das zusitzlich denaturierende Substanzen wie Harnstoff oder Formamid
enthilt, die eine Basenpaarung innerhalb der Nukleinsduren verhindern. Diese Methode
hingt somit nicht von der Basenfolge der DNA-Molekiile ab, kann aber bereits DNA-
Einzelstringe auftrennen, die sich in ihrer Lidnge um ein einzelnes Nukleotid
unterscheiden (144). Im Vergleich zu Agarosegelen bieten Polyacrylamidgele Vorteile
wie eine deutlich bessere Auflésung von DNA-Molekiillen mit nur geringen
Liangenunterschieden, die Auftrennung groBerer DNA-Mengen und die Gewinnung
extrem reiner DNA (144).

Die bei neutralem pH negativ geladenen DNA-Fragmente wandern bei der
Elektrophorese zur Anode. Dies geschieht aufgrund des groBBeren Reibungswiderstandes
umso langsamer, je grofler die DNA-Fragmente sind. Zwischen der Wanderungsstrecke
von DNA-Fragmenten und dem Logarithmus ihrer Grofle (Anzahl der Basenpaare)
besteht ein linearer Zusammenhang: die Wanderungsgeschwindigkeit ist umgekehrt
proportional zum Logarithmus der MolekiilgroBe (144). Somit ist es moglich, mittels
eines DNA-Lidngenstandards, der DNA-Fragmente bekannter Grofe enthilt und parallel
zu den PCR-Produkten auf das Gel aufgetragen wird, die Linge unbekannter Fragmente
aus einer halblogarithmischen Auftragung zu ermitteln.

Das Wanderungsverhalten hingt auBerdem von der Stromstirke des angelegten
elektrischen Feldes, der dreidimensionalen Form der Molekiile sowie der Ionenstirke
des Puffers, der Porengrofle und der Temperatur der verwendeten Gelmatrix ab (144).
Der Trennbereich der Matrizes kann durch unterschiedlichen Agarose- bzw.
Polyacrylamidgehalt verdndert werden. Dabei verschiebt sich der optimale
Trennbereich bei hoher konzentrierter Matrixsubstanz in Richtung kleinerer DNA-

Molekiile (144). In der Abwesenheit von Ionen ist die elektrische Leitfdhigkeit und
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DNA-Wanderung minimal. Deshalb werden Elektrophorese-Puffer mit idealer
Ionenstidrke verwendet, die z.B. Tris-Acetat (TAE) enthalten (144).

Nach der Elektrophorese werden die aufgetrennten DNA-Molekiile durch
Interkalationsfarbstoffe wie z.B. Ethidiumbromid als Banden im Gel dargestellt.
Ethidiumbromid lagert sich mit seiner planaren Gruppe zwischen die Basen der DNA
ein. Ultraviolettes Licht der Wellenlidnge 254nm wird von der DNA absorbiert und auf
den Farbstoff {iibertragen. Licht der Wellenldnge 302 bis 366nm wird von dem
gebundenen Farbstoff selbst absorbiert. Diese Energie wird als rot-orange Fluoreszenz
mit 590nm im sichtbaren Spektrum abgegeben. Da die Fluoreszenz des Komplexes aus
Ethidiumbromid und DNA stérker als die des ungebundenen Farbstoffes ist, konnen
kleine Mengen an DNA in der Gegenwart von Ethidiumbromid im Gel entdeckt werden

(144).

2.2.5.5 Agarose-Gelelektrophorese der PCR-Produkte des LIF-Gens

Um die amplifizierten DNA-Fragmente des LIF-Gens mit Langen von 143 bis 284bp zu
identifizieren, wurden die PCR-Produkte in fiir diese Grofle optimalen 2%-igen
Agarosegelen aufgetrennt.

Zur Herstellung des Agarosegels wurden 6g Agarose in 300ml 1xTAE-Puffer
(Elektrophoresepuffer) aufgekocht und nach Abkiihlung auf 60°C mit Ethidiumbromid
versetzt (0,005%). Die fliissige Agarose wurde auf eine horizontale Gelkammer

gegossen, Geltaschen bildeten sich durch Einsetzen eines Kunststoffkammes (Tab. 2.6).

Gelkammergrofie (mm?) Gelmenge (ml) Ethidiumbromid (ul) Spannung (V) Dauer (min)

40x 70 25 1 60 - 80 30
80x 70 150 7-8 110 30-45
140 x 140 250 12-13 < 140 45

Tab. 2.6: Reaktionsbedingungen der Agarosegel-Elektrophorese.

Nach Erstarren des Gels und Auffiillen der Gelelektrophoresekammer mit
Elektrophoresepuffer (I1xTAE-Puffer) konnte das Gel beladen werden. In die erste
Geltasche einer Gelkammer wurden jeweils 4ul Langenstandard-Marker (PHI-X174 RF
DNA/Hae III Fragments) aufgetragen. Dieser beinhaltet DNA-Fragmente des Plasmids
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® X174 RF DNA in einer Konzentration von 0,5pg/ul, die durch Verdau mit der
Restriktionsendonuklease Hae III entstanden sind. Die Fragment-Liangen betragen 1353,
1078, 872, 603, 310, 281, 271, 234, 194, 118 und 72bp und erscheinen als Bandenleiter
am Gelrand. Der Liéngenstandard ist damit zur Grofenbestimmung von DNA-
Fragmenten der Lingen 72 bis 1353bp geeignet.

Vor dem Auftragen von jeweils 10ul PCR-Probe in die Geltaschen wurde jede Probe
mit ca. 1yl Gel-Ladepuffer gemischt. Der Einsatz von Gel-Ladepuffer hat den Vorteil,
dass die Dichte der Proben erhoht wird und die DNA gleichméBig in die Geltaschen
sinkt. Durch die blaue Eigenfarbe kann die Beladung der Geltaschen kontrolliert
werden. Aufgrund der bekannten Wanderungs-Geschwindigkeit der Farbstoffe
(Bromphenolblau, Xylencyanol) im elektrischen Feld kann an deren Wanderungsstrecke
auf die zuriickgelegte DNA-Wanderungsstrecke geschlossen werden.

Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei Raumtemperatur abhingig von der
GroBle der Gelkammern bei 60 bis 140V (Tab. 2.6). Eine zu hohe Spannung vermindert
eine wirksame Auftrennung der DNA-Fragmente (144). Nach Ablosen des Gels von der
Elektrophoresekammer wurden die DNA-Banden unter UV-Licht der Wellenldnge
312nm dargestellt und fotografiert.

2.2.6 SSCP (Single-Strand Conformation Polymorphism)-Analyse

2.2.6.1 Theoretische Grundlagen der SSCP-Analyse

Eine schnelle und sensitive Moglichkeit des Mutationsnachweises ist die SSCP-
Analyse, die erstmals 1989 zum Nachweis von Polymorphismen fiir familidre
Kopplungsanalysen im menschlichen Genom entwickelt wurde (127). Die Methode
beruht auf dem Prinzip, dass die elektrophoretische Mobilitdt von DNA-Einzelstringen
nicht nur von ihrer Linge sondern auch von ihrer Sequenz und Sekundirstruktur
abhéngt.

Durch Denaturierung mittels kurzer Hitzeeinwirkung entstehen aus einem DNA-
Doppelstrang zwei DNA-Einzelstringe. Diese einzelstringige DNA formt bei der
Elektrophorese unter nicht-denaturierenden Gelbedingungen durch Faltung eine
Sekundirstruktur ~ (Konformation), die auf der Paarung intramolekularer
komplementidrer Basen beruht und spezifisch fiir die Nukleotidsequenz eines DNA-

Einzelstrangs ist (Abb. 2.2) (126). Die Sekundérstruktur der beiden Einzelstringe eines
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Doppelstrang-DNA-Molekiils unterscheidet sich also, da deren Basenfolgen zwar
komplementir aber nicht identisch sind. Aulerdem héngt sie von weiteren Bedingungen
wie der Temperatur der Elektrophorese, der Konzentration des Elektrophorese-Puffers,
der Zusammensetzung und Konzentration des Elektrophorese-Gels und der Linge des
DNA-Einzelstranges ab (126, 127). Die Gelporen behindern die Beweglichkeit der
DNA-Einzelstringe entsprechend ihrer Sekundérstruktur und damit ihrer Grofe,
Ladung und Form unterschiedlich stark, was zur Auftrennung der Einzelstringe auf

dem Gel fiihrt.

Abb. 2.2: Schematische Darstellung einer einzelstringigen DNA-Molekiil-Faltstruktur nach der
Denaturierung des DNA-Doppelstranges (Sekundérstruktur).

Durch geeignete Faltung konnen Sequenzen innerhalb eines DNA-Einzelstranges, die zueinander
komplementir sind, zu Basenpaaren zusammentreten. Aufgrund der unterschiedlichen Basenfolgen
sind die zwei komplementéren Einzelstringe eines DNA-Doppelstranges verschieden konfiguriert.

Entscheidend fiir die Auflosung bei der Trennung der Einzelstringe ist die
Gelzusammensetzung. Die Porengrof3e eines Polyacrylamid-Gels wird durch die Linge
der Polyacrylamidketten und den Grad ihrer Quervernetzungen beeinflusst. Der Anteil
an Acrylamid-Monomeren im Gel bestimmt die Kettenlinge (%T). Die
Quervernetzungen der Polyacrylamidketten entstehen durch Zugabe von Bisacrylamid
und sind definiert als Verhiltnis von Bisacrylamid zu Acrylamid x 100 (%C) (58). Als
optimale Gelmatrix zur Auftrennung komplementidrer DNA-Einzelstringe gilt ein
Polyacrylamidgel mit einem niedrigen Anteil an Quervernetzungen, also Gele mit
groBeren Poren, die grole Molekiile weniger bei der Wanderung im elektrischen Feld

behindern (106). Beim Acrylamidanteil gilt eine hohere Konzentration als optimal fiir
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die Auftrennung der Fragmente (58). Ein zusitzlicher Vorteil von Gelen mit héherer
Acrylamidkonzentration und niedrigerem Grad an Quervernetzungen ist die verkiirzte
Elektrophoresezeit (58).

Bereits durch den Austausch einer Base im Rahmen einer Punktmutation bzw. durch
eine Basendeletion oder -insertion erfolgt eine verdnderte Faltung des DNA-
Einzelstanges. Die neue Konformation des mutierten Stranges verdndert dessen
elektrophoretische Mobilitit gegeniiber dem normalen Strang und fiihrt zu einem anders
gearteten Laufverhalten des DNA-Einzelstranges im elektrischen Feld (123). Bei
heterozygoten Mutationen entstehen aus dem punktmutierten und dem nicht mutierten
DNA-Molekiil somit vier verschiedene Einzelstrang-Konformationstypen mit vier
unterschiedlichen Banden in der Einzelstrang-Konformations-Polymorphismus-Analyse

(single-strand conformation polymorphism, SSCP) (Abb. 2.3) (126).

O T~ Wt | — — % )

DNA-Stringe _ }mut DNA-Stringe
© T~ b T

A) (B) W)

@® Mutation

Abb. 2.3: SSCP-Analyse zur Detektion alterierter Gensequenzen auf einem Polyacrylamidgel.
(A) zeigt die Banden von zwei Einzelstrang-Konformationstypen eines nicht mutierten Genabschnittes
(wildtyp=wt). (B) zeigt eine heterozygote Mutation des Genabschnittes mit den Banden von insgesamt
vier Einzelstrang-Konformationstypen, da die Probe punktmutierte (mut) und nicht mutierte DNA-
Molekiile des gleichen Genabschnittes enthiilt.

Die Gelauswertung ist standardisiert moglich, indem die Proben neben der Wildtyp-
Probe nebeneinander auf ein Gel aufgetragen werden und vorher festgelegte
Differenzen der Laufstrecke zwischen Wildtyp und Mutation bzw. Polymorphismus als
positiv gewertet werden (58). Zur Identifizierung der Banden ldsst man parallel dazu
aus Plasmiden abgeleitete DNA-Standards fiir unterschiedliche Molekulargewichte auf
dem Gel mitlaufen.

Die optische Erfassung des untersuchten DNA-Strangs als Bande im Elektrophoresegel
erfolgte bislang iiber radioaktive Markierung, die lange Expositionszeiten am
Rontgenschirm erforderte (126). Durch die schnellere und sicher reproduzierbare

Anfiarbung der Gele mittels Silberionen konnte die Auflosung selbst bei stark
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verdiinnten DNA-Proben verbessert werden (2, 39, 171). Mit dem Fluoreszenzfarbstoff
Ethidiumbromid konnte der zeitliche Ablauf des Verfahrens weiter verkiirzt werden, die
Empfindlichkeit der Methode liegt jedoch deutlich unter der Sensitivitit der
Silberfarbung (148, 193).

Die SSCP-Analyse wird zur Mutationssuche mit der PCR-Technik kombiniert. Mittels
PCR kann die DNA-Sequenz des interessierenden Genbereichs amplifiziert und
gleichzeitig durch markierte Primer gekennzeichnet werden (141). Mit den PCR-
Produkten erfolgt anschlieBend die SSCP-Analyse.

2.2.6.2 SSCP-Analyse der PCR-Produkte des LIF-Gens

Zur Anwendung kam ein industriell gefertigtes und bereits mit 36 Geltaschen
versehenes 10%-iges natives Polyacrylamidgel mit 2% Quervernetzungen fiir die
horizontale Elektrophorese (1lcm Trennrichtung). Zur Detektion von einzelnen
Basenaustauschen erbrachten Gele dieser Zusammensetzung die besten Ergebnisse (58,
65). Es eignet sich fiir die Auftrennung von DNA-Fragmenten der Linge 50-2000bp,
das Auflosungsoptimum wird bei Fragmenten von 100-300bp erreicht. Mit einer Stirke
von 0,65mm ist es auf einem Polyesterfilm polymerisiert, gewaschen und getrocknet.
Vorteile industriell gefertigter, standardisierter Minigele liegen in dem geringen
zeitlichen Aufwand der Gelvorbereitung und der Moglichkeit, bis zu 36 Proben
gleichzeitig in einer Elektrophorese untersuchen zu konnen. Der Nachteil besteht darin,
dass eine Optimierung der Mutationsdetektion durch die Gelstdrke somit nicht mehr
moglich ist.

Die Rehydrierung des Gels erfolgte in einer Losung aus 35ml Gel-Puffer, 18ul TEMED
und 28ul Enhancer. Durch das Hinzufiigen von Enhancer erhilt man schérfere Banden.
Zur Entfernung iiberschiissiger Rehydrierungslosung wurde die Fliissigkeit durch
mehrmaliges Bestreichen des Gels mit einem Filterpapierstreifen vorsichtig
aufgenommen. Danach wurde das Gel luftblasenfrei auf die Teflonplatte der SSCP-
Elektrophoresekammer gelegt, die zuvor zur besseren Kilteiibertragung zwischen Platte
und Gel mit einem Mineral6lfilm bestrichen wurde. Zwei mit Elektrodenpuffer
getrinkte Elektrodenpapierstreifen wurden an den Léangsenden des Gels aufgelegt und

leicht an das Gel angedriickt.
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Wihrenddessen wurden jeweils 4ul PCR-Produkt mit 8ul Formamid 95% gemischt.
Formamid 95% enthilt Xylencyanol und Bromphenol als Marker zur Darstellung der
Banden auf dem Gel. Die so vorbereiteten PCR-Produkte wurden 5Smin lang bei 95°C
denaturiert und rasch fiir Smin auf Eis abgekiihlt. Dies fithrt zum Erstarren der DNA-
Einzelstringe, was eine Rehybridisierung der beiden komplementidren Einzelstringe
verhindert und die Bildung ihrer Sekundérstruktur fordert. Jeweils 6ul der Proben
wurden dann unter Raumbeliiftung in die 36 Geltaschen aufgetragen.

Das Uberladen des Gels mit PCR-Produkt fiihrt zu abnormen Banden mit falsch
positiven Ergebnissen (65). Durch die starke Verdiinnung der Proben wurde dies in der
vorliegenden Arbeit vermieden und durch Beimischung von Markern trotzdem die
Detektierbarkeit der Proben ermoglicht. Zudem vermeidet die Verdiinnung der Proben
die Rehybridisierung der DNA-Einzelstringe, zu der diese vor der elektrophoretischen
Auftrennung neigen, was wie die inkomplette Denaturierung der Doppelstrang-DNA
vor der Elektrophorese zu falsch negativen Ergebnissen fiihrt (65). Zum Anbringen der
Spannung wurde eine Glasplatte mit zwei Drihten an den Enden auf die
Elektrodenpapierstreifen gestellt. Die Glasplatte deckt das Gel komplett ab und schiitzt

es so vor Sauerstoff, der die Polymerisation des Gels beeintrichtigt (144).

Exon Temperatur (°C) Spannung (V) Stromstirke (mA) Leistung (W) Zeit (min)
Exon 1 8 110 16 6 20
8 600 42 16 85
Exon 2 8 110 16 6 20
8 600 42 16 135
Exon 3 Set a 8 110 16 6 20
8 600 42 16 135
Setb 12 110 16 6 20
12 600 42 16 120
Setc 12 110 16 6 20
12 600 42 16 120

Tab. 2.7: SSCP-Elektrophoresebedingungen zur Analyse des LIF-Gens (55).

Die Elektrophorese erfolgte nach den in Tab. 2.7 dargestellten SSCP-Bedingungen fiir

die entsprechenden Exons des LIF-Gens, bis die tiirkisfarbene Xylencyanol-Bande die
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gegeniiberliegende Seite (Anode) des Gels erreicht hatte. Die gleichmiBige
Temperierung sowie der regelrechte Ablauf des jeweiligen SSCP-Programmes wurden

durch das Kiihlsystem der Elektrophoresekammer gewihrleistet.

2.2.6.3 Silberimprignierung zur Darstellung der DNA-Banden

Zur Darstellung der DNA-Banden wurde das Gel mit einer standardisierten Silber-
Impriagniermethode gefiarbt (10). Dafiir kam das fiir 0,65mm dicke Gele modifizierte
Protokoll eines Silver-staining-Kits (ETC Corp.) zur Anwendung. Die entsprechenden
Reaktionslosungen wurden unmittelbar vor ihrem Gebrauch hergestellt.

Bei der Methode handelt es sich um eine photochemisch abgeleitete Reaktion, in der
Silberionen an Basen von Nukleinsduren binden und unter alkalischen Bedingungen
selektiv durch Formaldehyd zu metallischem Silber reduziert werden (10).

Nach der Elektrophorese wurde das Gel gereinigt und in 250ml 50°C warmer
Fixierlosung fiir 30min fixiert. Nach griindlicher Spiilung in Aqua dest. erfolgte
anschliefend die Versilberung des Gels unter Schiitteln in 200ml Silberlosung 0,1% fiir
30min. Die Verwendung von Formaldehyd in der Silberlosung verbessert sowohl die
Sensitivitit als auch den Kontrast der Banden (10).

Danach wurde das Gel griindlich mit Wasser abgespiilt und in 200ml
Entwicklerfliissigkeit getaucht. Thiosulfat in der Entwicklerfliissigkeit bindet unl6sliche
Silbersalze und entfernt somit Silberionen von der Geloberfliche, was unspezifische
Anfarbungen des Gelhintergrundes verhindert (10). Nach ca. 10min Schiitteln wurden
Banden sichtbar. Um den Gelhintergrund nicht zu dunkel zu farben, wurde der Vorgang
bei der gewiinschten Farbintensitdt der Banden mit 250ml Stopp-Losung beendet. Das
Glycin in der Stopp-Losung verbessert die Auflésung der einzelnen Banden, indem es
den Hintergrund der Silberfarbung abschwécht (171). Unter Schiitteln in dieser Losung
dunkelten die Banden noch ca. 10min nach. Um die Banden zu fixieren, musste das Gel
nach Entfernung aus der Stopp-Losung in 250ml Glycerol 10% fiir 10min impragniert
werden. Uber Nacht wurde das Gel getrocknet und konnte dann in Folien aufbewahrt
werden. Ein Verblassen der Gele tritt selbst nach Jahren nicht auf, wenn letzte Spuren
von Thiosulfat vor dem Trocknen sorgfiltig ausgewaschen werden (10).

Beim Auftreten auffilliger Bandenmuster wurden die entsprechenden DNA-Fragmente
erneut mittels PCR amplifiziert und in der SSCP-Analyse untersucht, um die Spezifitit

der ersten Reaktion zu iiberpriifen und methodische Fehler auszuschlieen.
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2.2.7 DNA-Sequenzierung zur Identifizierung auffilliger SSCP-Banden

2.2.7.1 Grundlagen der Sequenzierung

Mit dem Nachweis abnormer Banden in der SSCP-Analyse kann noch keine Aussage
iiber Art und Position der entsprechenden Sequenzinderung gemacht werden. Dies
erfordert eine anschlieBende Sequenzierung der entsprechenden DNA-Fragmente zur
Identifizierung und Bestitigung einer Mutation oder eines Polymorphismus. Mit der
DNA-Sequenzierung wird die Abfolge der Nukleotide eines DNA-Stranges bestimmt.

In dieser Arbeit kam das kontrollierte enzymatische Kettenabbruch-Verfahren nach
Sanger fiir die DNA-Sequenzierung zur Anwendung (Abb. 2.4) (146). Dabei wird
zundchst mittels PCR durch eine DNA-Polymerase aus den vier Desoxy-Nukleotiden
(ANTP) eine zum untersuchenden DNA-Abschnitt (Einzelstrang) komplementire Kette
synthetisiert. Beim Einbau der zusitzlich im Reaktionsgemisch enthaltenen 2°,3°-
Didesoxy-Nukleotidanaloga (ddNTP) wird aufgrund der ihnen fehlenden 3°-
Hydroxylgruppe eine weitere Kettenverlingerung unmoglich. Es folgt ein
Kettenabbruch spezifisch an der Stelle, wo die entsprechende Base (ddNTP) eingebaut
wurde. Werden vier verschiedene Mischungen aus DNA-Matrize, Primern, den vier
dNTPs (dTTP, dATP, dCTP, dGTP) und jeweils einer der Basen als ddNTP getrennt
voneinander mit einer DNA-Polymerase inkubiert, entstehen unterschiedlich lange
Oligonukleotid-Fragmente mit demselben durch den Primer definierten 5°-Ende und
unterschiedlichen, selektiv bei G, A, T oder C terminierten 3”-Enden mit den
entsprechenden ddNTP-Resten. Die unterschiedlichen Langen der Abbruchfragmente
werden durch das Verhiltnis von dNTPs und ddNTPs in der Losung bestimmt.

Nach Hitzedenaturierung der Fragmente erfolgt die elektrophoretische Auftrennung
nach der Grofe auf denaturierendem Polyacrylamidgel. Durch die radioaktive
Markierung zeigt sich anhand der Bandenabfolge in der Autoradiographie des Gels bei
jedem Reaktionsansatz die Verteilung der jeweiligen Base innerhalb der DNA-Sequenz.
Die DNA-Sequenz selbst kann durch die gemeinsame Elektrophorese der vier parallel
aufgetragenen Reaktionsansitze abgelesen werden. Auf diese Weise konnen mit einem
einzigen Primer Sequenzen von 15 bis 300 Nukleotiden bestimmt werden (146). Mit
automatisierten ,,Sequencern® konnte die Sequenzierung groBer Probenmengen zur
Mutationssuche ermoglicht werden, die aber nach wie vor zeitlich aufwendig und teuer

ist.
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DNA-Einzelstrang DNA-Polymerase markierter Primer
+ 4 dNTPs
+ ddTTP (D) + ddCTP (O) + ddGTP (H) + ddATP (@)
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D::_ -------- O:::::::: --------- .::::::::: --------- .:::::::: ---------
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neu synthetisierte DNA  Primer

Die neu synthetisierten Doppelstringe werden terminiert, wenn ein ddNTP anstelle eines normalen
dNTPs eingebaut wird.

Denaturierung und Trennung der markierten DNA-Fragmente mittels Gel-Elektrophorese:

A —
C —
C —
G —
- —
Al —
G —
G —
A —
Al —
T —
c —
G —
T —
/

DNA-Sequenz des urspriinglichen DNA-Einzelstrangs

Abb. 2.4: Prinzip der Sequenzierung nach dem Kettenabbruchverfahren (nach Sanger 1977
(146)). Erlauterungen im Text.
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2.2.7.2 Gewinnung gereinigter DNA

Zur Sequenzierung wird reine DNA benotigt. Die nach der PCR noch im Uberfluss
vorhandenen, nicht markierten Oligonukleotidprimer konnen mit den markierten
Primern der Kettenabbruchreaktion um Bindungsstellen an der DNA-Matrize
konkurrieren oder DNA-Stringe ohne Markierung bilden und miissen daher zuvor
durch Gelelektrophorese und Zentrifugation entfernt werden. Auch alle Nukleotide der
PCR, die in der Kettenabbruchreaktion als Substrate dienen konnten, werden so
beseitigt.

Die DNA-Fragmente mit auffélligem Laufverhalten in der SSCP-Analyse wurden daher
dem Herstellerprotokoll entsprechend als gereinigte DNA unter Verwendung von
Reagenzien der Firma QIAGEN direkt aus Agarosegel extrahiert (QIAquick Spin
Handbook 07/97). Hierfiir wurde das zu untersuchende DNA-Fragment (30ul PCR-
Produkt mit 5pl Ladepuffer) nach der erneuten Amplifikation mittels PCR und
Gelelektrophorese als Bande mit einem Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten
und das erhaltene Gelstiick gewogen (100mg Gel~100ul). Durch Inkubation mit QG-
Puffer im Verhiltnis 3:1 fiir 10min bei 50°C erfolgte die vollstindige Losung des Gels.
Nach Kontrolle des pH-Wertes iiber den Farbindikator des Puffers wurde die Probe in
eine QIAquick-Saule gefiillt, an deren Membran die DNA nur bei pH<7,5 ausreichend
adsorbiert wird. Die Bindung an die Membran wurde durch Zentrifugieren der
QIAquick-Sdule in einem Sammelrohrchen unterstiitzt, das Filtrat wurde verworfen.
Alle Zentrifugationsschritte der DNA-Extraktion erfolgten fiir 1min mit 14000rpm in
einer Tisch-Mikrozentrifuge. Es schlossen sich die Waschung der QIAquick-Sédule mit
0,75ml PE-Puffer unter Zentrifugation, erneutes Verwerfen des Filtrats und
wiederholtes Zentrifugieren der QIAquick-Saule an. Aus dieser wurde anschlielend in
einem sauberen 1,5ml-Rohrchen mittels 40ul EB-Puffer (elution buffer) und
Zentrifugation die DNA herausgelost. Die effektivste Elution wird bei pH 7,0 bis 8,5
erreicht. Die Menge x (ng/pl) der extrahierten DNA wurde photometrisch bestimmt und

nach folgender Formel berechnet: x = ODy60 x 50 x 25.

2.2.7.3 Sequenzierung der LIF-Gen-Abschnitte
Die automatische Visualisierung der DNA-Sequenz erfolgte in dieser Arbeit mittels
Laser-Fluoreszenz-Sequenzierung. Hier wird vor der PCR an Stelle der radioaktiven

Markierung jeweils ein fiir den Kettenabbruch im Reaktionsansatz spezifischer Marker
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kovalent an den Primer gebunden, der bei unterschiedlichen Wellenldngen fluoresziert
(z.B. blau fiir Adenin). Die PCR und Kettenabbruchreaktion an den gereinigten DNA-
Abschnitten erfolgte mit der AmpliTaq® DNA Polymerase und einem fluoreszenz-
markierten Terminator Kit. Das Temperaturoptimum der Taq DNA Polymerase von 70
bis 75°C verhindert die Bildung stabiler Sekundéarstrukturen der zu sequenzierenden
DNA-Einzelstringe, die sie bei 37°C einnehmen wiirden (144).

AnschlieBend wurden die vier Reaktionsansidtze vereinigt und gemeinsam der
Elektrophorese im zylindrischen, denaturierenden 5,5%-igen Polyacrylamidgel
unterworfen. Die aufgetrennten DNA-Banden lassen sich an ihrer Fluoreszenz bei
unterschiedlicher Wellenldnge mittels Laser erkennen, wenn sie das Gel verlassen. Aus
der Sequenz der Farben ergibt sich direkt die Basensequenz. Eindeutige Vorteile der
Methode sind der Verzicht auf Radioaktivitit und die einfach zu realisierende

Automatisierung.

2.2.8 DNA-Datenbank

Zur Lokalisation und Identifizierung des Basenaustausches als Mutation oder
Polymorphismus wurden die erhaltenen DNA-Sequenzen der drei Exons mit den von
der GenBank veroffentlichten DNA-Sequenzen des LIF-Gens verglichen
(Eingangsnummer M63420). Die in dieser Arbeit angegebenen Nukleotidpositionen

beziehen sich auf die Angaben der GenBank.

2.3 Statistische Analysen

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm SSPS 9.0 fiir Windows unter
Anwendung deskriptiver und nichtparametrischer Verfahren.

Zur Priiffung der Normalverteilung des Alters von Patientinnen- und Kontrollgruppe
kam der Kolmogorov-Smirnov-Test zu Anwendung. Weil das Alter in beiden Gruppen
nicht normalverteilt war, erfolgte seine Angabe in Medianwerten. Der Altersvergleich
beider Gruppen wurde mit dem nichtparametrischen U-Test nach Mann und Whitney
berechnet, fiir den im Gegensatz zum t-Test keine Normalverteilung vorliegen muss.
Um statistisch signifikante Unterschiede in den Héufigkeiten von Alterationen im LIF-
Gen beider Gruppen festzustellen, wurden die Ergebnisse der Patientinnengruppe und
der Kontrollgruppe mit dem Chi-Quadrat-Test gegeniibergestellt.

Fiir alle Tests galt ein p-Wert von <0,05 als signifikant (Irrtumswahrscheinlichkeit).
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3. Ergebnisse

Dem Zytokin LIF wird eine entscheidende Rolle bei der Regulation der Implantation
zugeschrieben. Daher erfolgte in dieser Arbeit die Untersuchung der vollstindigen LIF-
Gensequenz auf Mutationen mittels PCR, SSCP-Analyse und DNA-Sequenzierung bei
einer spezifisch eingegrenzten Patientinnengruppe mit mehrfachem Versagen einer
IVF/ICSI-Behandlung, dem hauptsidchlich ein Misserfolg der Implantation
zugrundegelegt wird. Eine Mutation im LIF-Gen konnte weder in der Patientinnen-
noch in der Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Unter den Frauen mit mehrfachem
IVF/ICSI-Versagen wies eine Patientin einen Basenaustausch im Exon 3 des LIF-Gens
auf, der nicht zu einer Veridnderung der Aminosiduresequenz fithrte und somit einen
Polymorphismus darstellt. Auch in der Kontrollgruppe konnte bei einer Probandin in
einem Basenaustausch im Intron zwischen Exon 2 und Exon 3 auBlerhalb der
kodierenden Regionen des LIF-Gens ein Polymorphismus nachgewiesen werden.

Abb. 3.1 zeigt die Lokalisation der Alterationen im LIF-Gen, die in der vorliegenden
Arbeit gefunden wurden, sowie die Mutationen im LIF-Gen, die von Giess und
Mitarbeitern in einem Kollektiv von 75 Frauen mit Infertilitit unterschiedlicher

Ursachen entdeckt wurden (55).

Mutationen
C715A G3400A G3424A
l l l
0 721 739 2471 2649 3343 3750 7614
I--//-- <| D/ /- o — D - /- >/
Exon 1 Exon 2 Exon 3
Senmmemmmm——————- <
T T
C3235T G3453T
Polymorphismen

Abb. 3.1: Lokalisation der Alterationen im LIF-Gen.

Oben: von Giess et al. identifizierte Mutationen (55). Unten: Polymorphismen aus Patientinnen- und
Kontrollgruppe der vorliegenden Studie. Die entsprechenden PCR-Fragmente sind in gestrichelten
Linien zwischen Pfeilen (Primerpaare) dargestellt.
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3.1 Patientinnen: Diagnosen
Tab. 3.1 gibt einen Uberblick iiber die Verteilung der FErgebnisse der
Sterilitidtsdiagnostik der Patientinnengruppe, die Indikation zur IVF/ICSI-Behandlung

waren, sowie iiber gleichzeitig bestehende Nebendiagnosen.

Sterilitét Anzahl Ohne Endo- Hyper- Hyper- Uterusfehl-

gesamt Neben- metriose andro- prolaktin- bildung,

(n=50) diagnose genidmie amie Myom
Idiopathisch 4 2 1 1 0 0
Tubar 3 1 1 1 0 0
Andrologisch 34 26 0 2 3 3
Tubar und 9 4 3 0 0 2
Andrologisch

Tab. 3.1: Verteilung der Indikationen zur IVF/ICSI-Behandlung und Nebendiagnosen.

Es dominierte die Anzahl an primér gesunden Frauen, deren Partner eine andrologische
Sterilitdt aufwies (n=34), aber auch Patientinnen mit tubarer Sterilitdt (n=3), tubarer
kombiniert mit andrologischer Sterilitdt (n=9) und idiopathischer Sterilitit (n=4) zihlten
zur Studiengruppe. Entsprechend kam bei den untersuchten Frauen iiberwiegend eine
IVF-Behandlung mit der Modifikation der intrazytoplasmatischen Spermieninjektion
(ICSI) zur Anwendung (n=47). Insgesamt drei Patientinnen erhielten wiederholt
lediglich eine konventionelle IVF-Behandlung ohne Modifikation. Dabei handelte es
sich um eine Patientin mit tubarer Sterilitit und zwei Patientinnen mit tubarer und
andrologischer Sterilitit, die in einer geringgradigen Asthenoteratozoospermie bestand.
Zur Gruppe der idiopathischen Sterilitdt zéhlten drei Patientinnen mit urspriinglich
andrologischer Sterilitit der Partner. Diese wiesen eine Azoospermie auf, die eine
Fertilisierung mit homologem Sperma nicht ermoglichte. Da in diesen Fillen
heterologes Kryosperma von einwandfreier Qualitit verwendet wurde, muss bei
erfolglosen IVF-Versuchen von einer idiopathischen Sterilitit der betroffenen
Patientinnen ausgegangen werden.

Eine tubare Sterilitit lag bei beidseitigem (n=2) oder einseitigem Tubenverschlu} (n=4),
bei einseitigem Tubenverschlul nach Adnexektomie der Gegenseite (n=3) oder bei

erheblich eingeschrinkter Tubendurchgidngigkeit infolge von Adhésionen (n=3) vor.
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Nach den Richtlinien der Bundesirztekammer stellt auch eine Tubeninsuffizienz eine
Indikation zur IVF-Behandlung dar. Bei sechs Patientinnen war die tubare Sterilitit
durch Adnexitiden bedingt, in drei Fillen konnte ihre Ursache nicht eruiert werden.
Weitere Ursachen waren Uterusfehlbildungen (n=2) oder Endometriose (n=1).

Die Verteilung der pathologischen Spermiogrammbefunde der Partner innerhalb der

Gruppe von Paaren mit andrologischer Sterilitit findet sich in Tab. 3.2.

Spermiogrammbefunde Andrologische Andrologische und
Sterilitit tubare Sterilitiit
(n=34) n=9)

Azoospermie 3 0

Kryptozoospermie 3 0

(<1 Mio. Spermatozoen/ml)

Asthenozoospermie 0 1
Asthenoteratozoospermie 4 4
OAT-Syndrom (<20Mio. Spermien/ml) 24 4
davon schwer (<5Mio. Spermien/ml) 20 3

Tab. 3.2: Andrologische Sterilitiit als Indikation zur IVF/ICSI-Behandlung (n = 43).

Bei 21 Partnern der 43 Paare mit andrologischer Sterilitit blieb die Ursache der
Spermienpathologie ungeklidrt. Bei den {iibrigen Partnern war sie verursacht durch
Vorerkrankungen wie Mumpsorchitis (n=5), Hodentumor mit
Operation/Chemotherapie/Radiatio (n=2), entziindliche Erkrankungen der Samenwege
(n=3), Maldescensus testis (n=3), Varikozele (n=1) oder Operation einer Inguinalhernie
(n=2). Bei einzelnen Partnern bestand eine Azoopermie beim Vorliegen einer
heterozygoten AF508-Mutation des CFTR-Gens (n=1) bzw. einer Samenleiteraplasie
(n=1), eine Hyperprolaktinimie mit hypogonadotropem Hypogonadismus (n=1), eine
Spermien-Eizell-Interaktionsstorung (n=1), eine Spermatogenesestérung beimVorliegen
einer Robertson-Translokation (n=1) oder eine kongenitale Hodenhypoplasie (n=1).

Bei allen drei Partnern mit Azoospermie sowie einem Partner mit OAT-Syndrom
wurden die Spermien mikrochirurgisch direkt aus dem Hoden gewonnen und zur
Fertilisierung verwendet (MESA=mikrochirurgische epididymale Spermienaspiration,

TESE=testikuldre Spermienextraktion).
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3.2 Mutationsanalyse des LIF-Gens: Ergebnisse

3.2.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Das 7600 Basenpaare umfassende LIF-Gen wurde durch PCR mit fiinf Primer-Paaren
amplifiziert, welche die drei Exons und Teile der Introns des LIF-Gens begrenzen.
Dabei wurden zur Amplifikation des Exon 3 drei Primerpaare verwendet. Dies ergab
drei sich tiberlappende PCR-Fragmente in optimaler Lénge fiir die nachfolgende SSCP-
Analyse (55).

Die erhaltenen PCR-Fragmente wiesen folgende Lingen auf:

Exon 1: 143bp; Exon 2: 268bp; Exon 3: 284bp, 284bp, 243bp (Abb.3.1).

Abb. 3.2 zeigt die Auftrennung der einzelnen Fragmentlingen anhand der Agarosegel-
Elektrophorese im Anschlul an die PCR. LieBen sich PCR-Produkte nicht im
Agarosegel darstellen oder zeigten sie in der nachfolgenden SSCP-Analyse

Auffilligkeiten, wurde die PCR mit diesen Fragmenten wiederholt.

Abb. 3.2: Agarosegel: Auftrennung der PCR-Fragmente nach der Grofie.
Von links nach rechts: Lingenstandard-Marker, Exon 1 (143bp), Exon 2 (268bp), Exon 3 Set a (284bp),
Exon 3 Set b (284bp), Exon 3 Set ¢ (243bp).
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3.2.2 SSCP-Analyse

Die PCR-Produkte aller Patientinnen und Kontrollen wurden mittels SSCP-Analyse auf
das Vorliegen von Basenaustauschen iiberpriift. Abb. 3.3 zeigt Ausschnitte eines
versilberten Polyacrylamidgels mit dem jeweils charakteristischen Bandenmuster in der
SSCP-Analyse von je sechs PCR-Fragmenten, die mit Primerpaaren fiir Exon 2 und
Exon 3 Set a und b amplifiziert worden waren. In diesen Ausschnitten zeigt kein
Fragment ein abweichendes Laufverhalten. Die Wanderrichtung der Fragmente auf dem

Polyacrylamidgel verlduft in der Abbildung von oben nach unten.

Exon 3 Set a Exon 3 Set b

Abb. 3.3: SSCP-Gel der mittels Primer-Paaren fiir Exon 2, Exon 3 Set a und Exon 3 Set b
amplifizierten PCR-Fragmente: unauffillige Banden mit charakteristischem Muster.

Zunichst wiesen insgesamt zehn Proben ein auffilliges Laufverhalten auf (sechs der
Patientinnengruppe, vier der Kontrollgruppe), das von dem oben dargestellten
Bandenmuster jeweils abwich. Mit diesen Fragmenten wurden zum Ausschluss von
Kontaminationen und Artefakten im ersten PCR-SSCP-Lauf sowohl PCR als auch
SSCP-Analysen wiederholt durchgefiihrt, die noch in drei Proben (zwei der
Patientinnengruppe, eine der Kontrollgruppe) reproduzierbar abweichende Banden
zeigten. In keinem der SSCP-Durchliufe traten abnorme Banden des Fragments 143bp
des Exon 1 und des Fragments 243bp des Exon 3 (Set c) auf.
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Abb. 3.4 zeigt in Exon 2 bei einer Patientinnenprobe ein von den iibrigen Proben
abweichendes Bandenmuster (Pfeil A), welches sich in der wiederholten PCR-SSCP-
Analyse und anschlieBenden Sequenzierung jedoch nicht bestitigte. Moglicherweise
handelt es sich bei der zusétzlichen unscharfen Bande um ein Artefakt.

Das abweichende Laufverhalten des Fragments von Exon 3 Set a mit einer im Vergleich
zu den anderen Proben schwicher ausgeprigten zweiten Bande (Pfeil B) lie3 sich
wiederum reproduzieren und ergab in der Sequenzierung den Polymorphismus G3453T
(Abb. 3.4). Das deutlich verdnderte Bandenmuster des mit Pfeil C markierten
Fragments lie sich weder in der Wiederholung der PCR-SSCP-Analyse noch in der

Sequenzierung bestitigen.

Exon 2 Exon 3 Set a

A A A
A B C

Abb. 3.4: SSCP-Gel der mittels Primer-Paaren fiir Exon 2 und Exon 3 Set a amplifizierten PCR-
Fragmente (Ausschnitt): abnormes Bandenmuster bei Pfeil A, B und C.
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In Abb. 3.5 zeigt Pfeil A ein abnormes Bandenmuster des PCR-Fragments einer
Patientin, welches in der Wiederholung der PCR-SSCP-Analyse nicht reproduzierbar
war. Die auffilligen Banden bei Pfeil B lieBen sich reproduzieren und stellten in der
anschlieBenden Sequenzierung ebenfalls den Polymorphismus G3453T bei derselben
Patientin dar, deren Fragment bereits in Exon 3 Set a auffiel (Abb. 3.5). Dies ist durch
die sich teilweise iiberlappenden DNA-Sequenzen zu erkliren, die durch die Aufteilung
des Exon 3 mittels Primern bei der Amplifikation entstanden, und beweist die hohe

Sensitivitat der SSCP-Methode.

Exon 3 Set b

A A
A B

Abb. 3.5: SSCP-Gel der mittels Primer-Paar fiir Exon 3 Set b amplifizierten PCR-Fragmente
(Ausschnitt): abnormes Bandenmuster bei Pfeil A und B.

Die SSCP-Analyse des in der Kontrollgruppe nachgewiesenen Polymorphismus ist hier

nicht dargestellt.
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3.2.3 Sequenzierung

Alle zehn PCR-Produkte mit abnormem Laufverhalten in der initialen SSCP-Analyse
wurden im Anschlufl sequenziert. Lediglich die drei Fragmente mit reproduzierbar
abweichenden SSCP-Banden zeigten in der Sequenzierung genetische Veridnderungen.
Unter den nicht reproduzierbar auffilligen Fragmenten bestitigte sich mittels

Sequenzierung kein Basenaustausch.

3.2.3.1 Nachweis des LIF-Gen-Polymorphismus G3453T bei einer Patientin

Die direkte Sequenzierung der PCR-Produkte mit auffilligem Laufverhalten in der
SSCP-Analyse ergab bei einer Patientin einen heterozygoten Basenaustausch an der
Position 3453 des Exon 3. Es handelte sich dabei um eine Transversion, anstatt der Base
Thymin konnte die Base Guanin nachgewiesen werden (Abb. 3.6). Dadurch kommt es
jedoch nicht zu einem Austausch der Aminosdure Valin an Position 81 der
Aminosduresequenz des LIF-Gens, so dass die Basensubstitution keine funktionelle

Relevanz fiir das LIF-Protein hat. Es handelt sich folglich um einen Polymorphismus.

G
l

CAAGCTGATCRAGCITIATACCGCATAGB T CGT G
. 60 70 80
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2=

Abb. 3.6: DNA-Sequenzierung mit Nachweis eines Basenaustausches von Guanin zu Thymin an
Position 3453 in Exon 3 als Polymorphismus bei einer Patientin.

Die betroffene Patientin wies einen regelmifigen Menstruationszyklus (25 bis 27 Tage)
und eine unauffillige Infertilitdtsdiagnostik auf. Im Spermiogramm ihres Partners als
heterozygoter Trdger einer AF508-Mutation des CFTR-Gens zeigte sich eine

Azoospermie. Ein Kinderwunsch bestand bereits seit fiinf Jahren. Mittels
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Spermienextraktion (TESE) konnte bei tubuldrer Hodenatrophie mit miBiggradiger
Spermatogenesestorung homologes Kryosperma gewonnen werden. Mit der Indikation
andrologische Sterilitat fiihrten vier IVF-Versuche in der Modifikation der
intrazytoplasmatischen Spermieninjektion jedoch nicht zu einer Schwangerschaft bei
der 28 Jahre alten Patientin. Ein fiinfter IVF/ICSI-Versuch nach Einschluss in die Studie

war schlielich mit einer Drillingsschwangerschaft erfolgreich.

3.2.3.2 Nachweis des LIF-Gen-Polymorphismus C3235T in der Kontrollgruppe

Die Sequenzierung des zuvor in der SSCP-Analyse auffilligen DNA-Fragments der
Kontrollgruppe wies bei einer 26 Jahre alten Probandin eine heterozygote Transition
C-T an Position 3235 nach (Abb. 3.7). Diese liegt im Bereich des Introns zwischen
Exon 2 und 3 und hat keine Auswirkung auf die Aminosiduresequenz oder die
Expressionsaktivitdt des LIF-Proteins. Auch hier handelt es sich um einen

Polymorphismus ohne klinische Relevanz.

G
TTGGGT [CTCATGCGCT A6 ATGGGG AA{‘
i

| AT o A

1L

Abb. 3.7: DNA-Sequenzierung mit Nachweis eines Basenaustausches von Cytosin zu Thymin an

der Stelle 3235 zwischen Exon 2 und 3 als Polymorphismus bei einer Kontrollprobandin.

3.2.3.3 Kein Nachweis von Mutationen im LIF-Gen

Bei den restlichen PCR-Produkten, die in der initialen SSCP-Analyse aufgefallen
waren, konnten in der Sequenzierung keine Mutationen oder Polymorphismen
nachgewiesen werden. Moglicherweise wurden bestimmte Basenaustausche nicht

detektiert, obwohl eine Punktmutation vorlag. Zum anderen handelte es sich bei
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manchen zusitzlichen Banden in der SSCP-Analyse um Artefakte, die sich nicht

reproduzieren lieBen und folglich auch in der Sequenzierung unauffillig waren.

3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Tab. 3.3 zeigt die in Patientinnen- und Kontrollgruppe nachgewiesenen Verdnderungen
im LIF-Gen. Polymorphismen, die weder die Funktion noch die Expression des LIF-
Proteins beeintrichtigen, traten sowohl in der Patientinnen- als auch in der
Kontrollgruppe auf. Das Vorkommen von LIF-Gen-Mutationen bei Frauen mit
wiederholtem Implantationsversagen bei einer IVF/ICSI-Behandlung konnte in dieser

Arbeit bei einer untersuchten Patientinnenzahl von n=50 nicht nachgewiesen werden.

Patientinnen mit Fertile Kontrollgruppe

IVF/ICSI-Versagen

(n=50) (n=105)
Frauen mit Mutation 0 0
Frauen mit Polymorphismus 1 1
Alter (Jahre) 28 26
Frequenz der LIF-Gen-Alteration 1/50 1/105
Region Exon 3 Intron 2 (Exon2/3)
Position 3453 3235
Transversion/Transition GzuT CzuT
Allelie heterozygot heterozygot
Funktionelle Relevanz fiir LIF keine keine
Schwangerschaft nein (nach Studienabschluss ja

Drillings-Schwangerschaft)

Tab. 3.3 Zusammenfassung der aufgefundenen LIF-Gen-Alterationen.
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3.4 Statistische Auswertung

Die Patientinnen- und Kontrollgruppe unterschieden sich signifikant in ihrem Alter (U-
Test nach Mann und Whitney, p<0,05), das nicht normalverteilt war (Kolmogorov-
Smirnov-Test, p<0,05).

In der Hiufigkeit, mit der LIF-Gen-Polymorphismen unter den Patientinnen mit
wiederholtem IVF/ICSI-Versagen auftreten, lie sich kein signifikanter Unterschied zu

der Frequenz bei der fertilen Kontrollgruppe feststellen (Chi-Quadrat-Test, p>0,05).

3.5 Folgedaten

Nach Einschluss der Patientinnen in die Studie wurden bis Ende des Jahres 2000
Folgedaten iiber ihre weiteren Behandlungsversuche und -ergebnisse der assistierten
Reproduktion erhoben. Tab. 3.4 gibt einen Uberblick iiber die Schwangerschaften, die
als Ergebnis dieser Versuche oder auch spontan im Verlauf eingetretenen sind. Diese
wurden mittels positivem HCG-Test oder sonographischem Nachweis einer Fruchthchle
diagnostiziert. Dabei handelt es sich um 14 intakte Schwangerschaften, von denen vier
bis zum Abschluss der Folgedatenerhebung zur Geburt gesunder Kinder fiihrte. Sechs
Schwangerschaften endeten in einem Abort in der Frithschwangerschaft, einer der
Aborte war durch eine chromosomale Anomalie (Trisomie 13) induziert.
Durchschnittlich fiihrte der fiinfte IVF/ICSI-Versuch zu einer Schwangerschaft, die
Spontanschwangerschaften sowie erfolgreichen IUI-Behandlungen ausgenommen. Bei
insgesamt sechs Frauen handelte es sich dabei um einen Kryoembryotransfer. Zwei
Kryoembryotransfere endeten in einem Abort in der Frithschwangerschaft. Aussagen
iber die jeweils transferierte Anzahl von Embryos konnen nicht gemacht werden.

In der Untergruppe von Frauen mit andrologischer Sterilitit des Partners traten im
Verlauf insgesamt 16 Schwangerschaften auf, davon vier Aborte. Dabei kam es durch
die reproduktionsmedizinische Behandlung unter den Paaren mit Azoospermie des
Partners (n=3) bei zwei Paaren sowie bei dem Paar mit Asthenozoospermie (n=1) zu
einer Schwangerschaft. Unter den Paaren mit Asthenoteratozoospermie der Partner
(n=8) traten zwei Schwangerschaften ein, davon eine spontan ohne IVF/ICSI-
Behandlung. Die assistierte Reproduktion bei den Paaren mit OAT-Syndrom des
Partners (n=28) war in 11 Fillen erfolgreich. Die Partnerinnen der von einer
Kryptozoospermie betroffenen Minner (n=3) wurden unter der Behandlung wiederholt

nicht schwanger.
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Indikation Pat. mit Schwanger- Erfolgreicher Vorausgegangene
SS schaften IVF/ICSI-Versuch Therapie-Versuche
(n=50) (n=18) (n=20) bzw. andere Therapie
Idiopathische 2 1 6. het. IUT 6 IVF, 1 het. GIFT, 5 het. IUI
Sterilitit 1 (induzierter Abort) 7. 71UI, 6 IVF
(n=4)
Tubare 2 1 (Friihabort) 4. 31VF
Sterilitit 1 Spontan-SS 4 IVF
(n=3)
Andrologische 10 2 (Friithabort/Gemini) 4. bzw. 5. 3 bzw. 4 IVF
Sterilitit 1 4. 31VF
(n=34) 1 (Drillinge) 5. 4 1VF
1 4. 3IVF
1 4. 3IVF
1 15. het. IUIL 8 IUI, 6 het. IUI, 10 IVF
1 (Friihabort) 6. 31UI 5IVF
1 2. het. IUI 10 IVF, 1 het. IUI
2 (Friihabort/ SS) 4. bzw. 5. 3 bzw. 4 IVF
1 Spontan-SS 6 IVF
Tubare und 4 1 (Friihabort) 6. 5 IVF
andrologische 1 4. 31VF
Sterilitit 1 (Gemini) 4. 3IVF
(n=9) 1 5. 4 1VF

Tab. 3.4: Nach Einschluss in die Studie eingetretene Schwangerschaften (SS) nach >3 IVF/ICSI-

Versuchen. (het.=heterolog)
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4. Diskussion

Obwohl die Bedeutung des Zytokins Leukaemia Inhibitory Factor (LIF) fiir die
Reproduktion der Maus schon 1992 beschrieben wurde, ist seine Rolle in der
menschlichen Fortpflanzung insbesondere in der Regulation des
Implantationsvorganges bislang nicht endgiiltig aufgeklart (168). Am Mausmodell
konnte gezeigt werden, dass beim Vorliegen funktioneller LIF-Gen-Mutationen eine
Implantation nicht erfolgt und eine Schwangerschaft nicht ausgetragen werden kann
(168). Beim Menschen liegen ebenfalls Hinweise dafiir vor, dass ein LIF-Mangel
negative Auswirkungen auf die Reproduktion hat. Einleitend wurden bereits einige
Studienergebnisse dargelegt, die bestitigten, dass LIF im Fortpflanzungsprozess des
Menschen, insbesondere beim Implantationsvorgang eine entscheidende Rolle spielt
(Tab. 1.9) (154).

Die genetischen Grundlagen fiir einen Mangel an LIF beim Menschen sind jedoch
bislang nicht ausreichend untersucht. Giess und Mitarbeiter konnten 1999 eine
signifikant erhohte Mutationsrate im LIF-Gen infertiler Frauen nachweisen (55). Dafiir
hatten sie bereits eine Methode verdffentlicht, die ein rasches Screening auf
Veridnderungen im LIF-Gen erméglicht (55).

Ziel dieser Arbeit war zum einen die Untersuchung der Pridvalenz funktioneller
Mutationen im LIF-Gen bei Frauen mit wiederholtem IVF/ICSI-Versagen
(Patientinnengruppe), um die der erfolglosen Behandlung zugrundeliegende Stérung der
Implantation auf einen moglichen LIF-Mangel zuriickzufithren. Zum anderen sollte
tiberpriift werden, ob ein gezieltes Screening auf LIF-Gen-Mutationen als sinnvoller
diagnostischer Parameter zur Beurteilung der Erfolgschancen einer IVF/ICSI-
Behandlung einerseits und zur Abklirung eines IVF/ICSI-Versagens andererseits
herangezogen werden konnte.

Der Versuch eines molekulargenetischen Nachweises von Mutationen im LIF-Gen in
der Patientinnengruppe und in der Kontrollgruppe fertiler Frauen mittels PCR-SSCP
und nachfolgender DNA-Sequenzierung konnte die Ergebnisse der Arbeitsgruppe um
Giess nicht bestdtigen, da sich keine funktionelle Mutation im LIF-Gen der

ausgewihlten Patientinnen mit wiederholtem Implantationsversagen nachweisen lie3.
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In der Diskussion werden folgende methodischen (1.-2.) und inhaltlichen (3.-4.)
Fragestellungen erortert:

1. Wie beeinflusste die Auswahl der Patientinnen das Ergebnis der hier vorliegenden
Arbeit? Wie hoch waren ihre Chancen auf eine erfolgreiche Implantation? Standen
Einschriankungen des Implantationspotentials auf dem Boden ihrer Sterilitdtsdiagnose,
der zusitzlich vorliegenden fertilititsmindernden Faktoren, ihres Alters oder der
IVF/ICSI-Prozedur selbst an Stelle eines moglichen LIF-Mangels im Vordergrund?

2. War die PCR-SSCP-Analyse als Methode geeignet, entsprechende Mutationen im
LIF-Gen aufzufinden? Reichten ihre Sensitivitdt und Spezifitit zur Detektion von LIF-
Gen-Mutationen bei den untersuchten Frauen aus?

3. Welche Bedeutung hat LIF fiir die menschliche Implantation und wie kommt es
tiberhaupt zu einem Mangel an LIF? Hat eine heterozygote Mutation im LIF-Gen auch
einen Mangel an funktionellem LIF-Protein zur Folge? Konnen neben Mutationen im
LIF-Gen auch eine Dysregulation des Zytokinnetzwerkes, hormonelle Stimulatoren im
Rahmen der Sterilititsbehandlung und Storungen der Signaltransduktion auf
Rezeptorebene zu mangelnder Expression oder reduzierter biologischer Aktivitit des
LIF-Proteins fiihren? Konnen andere Implantationsfaktoren, die in einer groen Vielfalt
existierten, einen LIF-Mangel kompensieren?

4. Welchen klinischen Nutzen bietet der Nachweis einer LIF-Gen-Mutation bei der
Diagnostik und der Therapie der Sterilitdt? Stehen therapeutische Moglichkeiten zur
Verfiigung, den Implantationsvorgang im Rahmen der Reproduktionsmedizin zu

kontrollieren und zu steuern?

4.1 Patientinnenauswahl und Implantationspotential

In den molekularbiologischen Untersuchungen des Patientinnenkollektivs dieser Arbeit
konnten weder homo- noch heterozygote Mutationen im LIF-Gen nachgewiesen
werden, obwohl durch die Auswahl der Patientinnen vor allem solche mit wiederholt
erfolgloser Implantation rekrutiert wurden, um das Vorliegen einer LIF-Gen-Mutation
wahrscheinlicher zu machen. Ob die Einschlusskriterien der vorliegenden Studie dies
gewihrleisteten, soll im Folgenden diskutiert werden.

Faktoren wie zuriickliegende, mehrfach erfolglose IVF/ICSI-Versuche (>3), schwere
andrologische Sterilitat und fortgeschrittenes Alter (>36 Jahre) der behandelten Frau

sind bereits prognostisch ungiinstig fiir den Therapieerfolg einer IVF/ICSI-Behandlung
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(54). Diese Faktoren lagen bei 13 Patientinnen dieser Arbeit vor, das entspricht 26%
aller in die Studie eingeschlossener Patientinnen. Moglicherweise standen bei ihnen
diese Faktoren als Ursache fiir das Implantationsversagen an Stelle eines LIF-Mangels

im Vordergrund.

4.1.1 Sterilititsdiagnose und Implantationspotential

Die Art der Sterilititsursache kann das Ergebnis einer IVF/ICSI-Behandlung signifikant
beeinflussen und macht auch einen Einfluss auf das Implantationspotential
wahrscheinlich (179). Die Sterilitdtsursachen innerhalb der Patientinnengruppe
verteilten sich folgendermaBen (Tab. 4.1): 6% der Frauen litten an einer tubaren
Sterilitit, bei 68% lag eine andrologische Sterilitdt des Partners vor, bei 18% tubare und

andrologische Ursachen in Kombination und bei 8% war die Kinderlosigkeit ungeklirt.

Sterilitét Anzahl Ohne Endo- Hyper- Hyper- Uterusfehl-
gesamt Neben- metriose andro- prolaktin- bildung,
(n=50) diagnose genimie admie Myom

Tubar 3 (6%) 1 1 1 0 0

Andrologisch 34 (68%) 26 0 2 3 3

Tubar und 9 (18%) 4 3 0 0 2

andrologisch

Idiopathisch 4 (8%) 2 1 1 0 0

Tab. 4.1: Verteilung der Indikationen zur IVF/ICSI-Behandlung und Nebendiagnosen.

Obwohl fiir die ICSI-Behandlung theoretisch nur ein einziges Spermium pro Eizelle
benotigt wird, fithrt eine reduzierte Spermaqualitdt, insbesondere die gestorte
Morphologie und Motilitdt, zum deutlichen Absinken der Fertilisationsrate. Die
Entwicklung des Embryos nach erfolgter Fertilisation aber ist nicht beeintrichtigt und
wird hauptsichlich durch die Oozytenqualitit und durch reproduktive Schritte nach der
Fertilisation determiniert (197). Da in der vorliegenden Arbeit bei den Patientinnen mit
andrologischer Sterilitdt des Partners die Befruchtung und Weiterentwicklung der
Zygoten mit Erfolg abliefen, standen mit groBBer Wahrscheinlichkeit nicht ménnliche
Infertilititsfaktoren als Ursache fiir die Misserfolge der ICSI-Behandlung im

Vordergrund, sondern Storungen der nachfolgenden Implantation. Diese Storung
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wiederum konnte deshalb auch bei Paaren mit andrologischer Sterilitit im
Zusammenhang mit den vermuteten Mutationen im LIF-Gen der behandelten Frau
stehen. Allerdings gibt es Hinweise, die einen Einfluss der Spermaqualitit auf das
Implantationspotential des Embryos und auf die Implantations- und
Schwangerschaftsraten auch nach einer ICSI-Behandlung durchaus wahrscheinlich
machen (37).

Bei Paaren mit andrologischer Sterilitét, insbesondere bei Partnern mit schwerem OAT-
Syndrom und Implantationsversagen, wurde eine signifikant hohere Inzidenz an
Aneuploidie der Keimzell-Chromosomen als bei Partnern mit Normozoospermie
gefunden, ohne dass der Karyotyp im peripheren Blut veridndert war (138). Dies ldsst
einen Zusammenhang zwischen Spermienaneuploidie und Implantationsversagen nach
ICSI vermuten. Bei insgesamt 53% aller Patientinnen der vorliegenden Studie mit
andrologischer Subfertilitit wies der Partner ein schweres OAT-Syndrom auf (n=23).
Der groe Anteil von Patientinnen mit andrologischer Sterilitit in der vorliegenden
Arbeit bietet in diesem Zusammenhang eine Erklarung fiir die wiederholt erfolglose
IVF/-ICSI-Behandlung und konnte anstelle einer gestorten Implantation durch LIF-
Mangel 1im  Vordergrund stehen. Strengere Einschlusskriterien fiir die
Patientinnengruppe mit Beschrinkung auf die Indikationen tubare und idiopathische
Sterilitidt wiren moglicherweise reprisentativer fiir eine Population mit Mutationen im
LIF-Gen gewesen. Allerdings kam es bei acht Patientinnen, deren Partner an einem
schweren OAT-Syndrom litten, zu einer Schwangerschaft. Das spricht zum einen fiir
den fehlenden Einfluss ménnlicher Sterilititsfaktoren auf die Implantation, zum anderen
fiir die hohe Erfolgsrate einer ICSI-Behandlung. Dennoch waren bei den untersuchten
Patientinnen durchschnittlich fiinf IVF/ICSI-Behandlungsversuche erfolglos, obwohl
iiberwiegend eine IVF-Behandlung mit der Modifikation der intrazytoplasmatischen

Spermieninjektion durchgefiihrt wurde.

4.1.2 Zusitzliche Sterilitiatsfaktoren und Implantationspotential

Das Vorliegen weiterer weiblicher  Sterilititsfaktoren ~ wie  Endometriose,
Hyperandrogenidmie, Hyperprolaktindmie oder Uterusfehlbildungen neben den
typischen IVF/ICSI-Indikationen fiihrte nicht zum Ausschluss aus der Studiengruppe
(Tab 4.1). Durch Addition oder Potenzierung der fertilititsmindernden Faktoren kann

sich die Wahrscheinlichkeit fiir den Eintritt einer Schwangerschaft, insbesondere fiir
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eine erfolgreiche Implantation, auch unter reproduktiver Behandlung weiter vermindern.
Bei den ausgewdhlten Patientinnen wire somit nicht ein LIF-Mangel die
wahrscheinlichste Ursache fiir den Misserfolg der Therapie.

Bei 17 Patientinnen fanden sich bis zum Behandlungsbeginn Zyklusstorungen. Eine
Dysregulation des menstruellen Zyklus hat eine gestorte Differenzierung des
Endometriums zur Folge und kann durch fehlendes Erreichen der endometrialen
Rezeptivitit auch das Implantationsfenster storen. Reduzierte Implantationsraten nach
IVF bei Frauen mit Hyperandrogenimie wurden auf den Mangel an embryotrophem
LIF zuriickgefithrt (96). Ein LIF-Mangel hitte also durchaus bei den von einer
Hyperandrogenidmie betroffenen Frauen (n=4) dieser Studie nachgewiesen werden
konnen, allerdings nicht unbedingt auf dem Boden einer Mutation im LIF-Gen.
Insgesamt vier Patientinnen litten zusitzlich an einer Endometriose (n=5). Sowohl iiber
die Pathogenese der Endometriose als auch iiber die Mechanismen, die zur Infertilitit
fiihren, und iiber IVF-Ergebnisse bei Endometriose-Patientinnen wird in der Literatur
kontrovers diskutiert. Zum einen fiihrte eine Dysfunktion des Endometriums und damit
seine verdnderte Rezeptivitit in einigen Studien zum Implantationsversagen bei
Endometriose-Patientinnen, zum anderen wurden eine eingeschrinkte Embryoqualitit
als auch follikuldre Faktoren wursdchlich gesehen (153). Vermutlich fiihrt eine
Dysregulation der Genexpression wihrend des Implantationsfensters bei Endometriose
zur implantationsrefraktdren Umgebung (81). Dabei handelt es sich um Gene, welche
die Embryo-Adhision, die Immunantwort, die Rezeptivitit und die Apoptose des
Endometriums betreffen (153, 81). Die peritoneale Fliissigkeit scheint bei Endometriose
durch ihre veridnderte Zytokinkonzentrationen und embryotoxische Faktoren der
Embryoentwicklung um die Implantationsphase zu schaden (153). Auch hier wére eine
reduzierte LIF-Expression denkbar, die aber nicht auf einer Mutation seines Gens
basiert.

Im Hinblick auf die dargestellten Daten muss davon ausgegangen werden, dass die
obengenannten Nebendiagnosen der untersuchten Frauen ihre Implantationschancen bei
einer IVF/ICSI-Behandlung méglicherweise auch vermittelt iiber einen Mangel an LIF
negativ beeinflussen und anstelle der vermuteten LIF-Gen-Mutationen im Vordergrund

standen.
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Beim Partner der einzigen von einem Polymorphismus im LIF-Gen betroffenen
Patientin lag eine heterozygote CFTR-Genmutation mit der Folge einer obstruktiven
Azoospermie vor. Die Mutation an sich konnte einen weiteren Infertilititsfaktor mit
negativen Auswirkungen auf die Embryoqualitit und die Implantation darstellen.
Bislang fand sich aber keine Einschrinkung der ICSI-Ergebnisse bei ménnlichen
Partnern mit Mutationen im CFTR-Gen (132). Auch fiir die Verwendung von
Kryosperma nach Gewinnung iiber TESE bei obstruktiver Azoospermie gibt es positive

Daten beziiglich Implantations- und Schwangerschaftsraten (56).

4.1.3 Alter der Patientinnen und Partner und Implantationspotential
Moglicherweise war das Implantationspotential der untersuchten Patientinnen bereits
durch deren Alter negativ beeinflusst, was eine Mutation im LIF-Gen als Ursache fiir
die erfolglose Implantation in den Hintergrund riicken liee.

Patientinnen- und Kontrollgruppe sind zwar vom Altersdurchschnitt, nicht aber in der
Weite der Altersstreubreite vergleichbar. Insgesamt war in der Patientinnengruppe der
Anteil der Frauen, die 35 Jahre oder ilter waren (32%), deutlich hoher als in der
Kontrollgruppe (22%). Ab diesem Alter, mit dem sich viele Frauen erstmals zur
Diagnostik vorstellen, sinken die Implantationsraten nach IVF/ICSI-Behandlung
kontinuierlich ab (78, 164). Primér scheinen Faktoren der alternden Oozyten mit
Fehlern in der Meiose und der Folge chromosomaler Anomalien beim Embryo, weniger
ein Verlust der endometrialen Rezeptivitit den Implantationserfolg zu determinieren,
was Therapieerfolge mit verbesserten Implantationsraten durch Eizellspende und
Praimplantationsdiagnostik ~ zur ~ Selektion ~von  Embryos mit normalem
Chromosomensatz verdeutlichen (54, 117, 149).

Uber das Alter der Partner der Patientinnen konnten retrospektiv keine Angaben
gemacht werden. Weltweit nimmt die Spermienqualitit neben der altersbedingten
Reduktion der Spermienmotilitét iiber die Jahre stetig ab, wie Carlsen und Mitarbeiter
1992 in einer Metaanalyse von Studien der vorausgegangenen 50 Jahre zeigten (18).
Allerdings wird dieses Phanomen der abnehmenden ménnliche Fertilitét seither in der
Literatur kontrovers diskutiert (116, 173). Die Arbeitsgruppe um De la Rochebrochard
analysierte alle in der Literatur vorliegenden Daten zum Einfluss des véterlichen Alters
auf die Reproduktion und kam zu dem Schluss, dass auch ménnliches Alter iiber 40

Jahre ein Risiko fiir natiirliches und assistiertes Reproduktionsversagen darstellt (36).
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Als Ursachen werden das hohere Risiko genetischer Anomalien bei den Kindern,
Verinderungen der Spermiogenese, Mutationen minnlicher Keimzellen aufgrund
weniger effektiver DNA-Reparaturmechanismen und reduzierte Spermaqualitit mit
zunehmendem maénnlichen Alter gesehen. Bei weiblichem Alter iiber 35 Jahre und
ménnlichem Alter iiber 40 Jahre potenziert sich der negative Effekt, so dass die
Beriicksichtigung des Alters der Partner in dieser Studie zur Beurteilung der

Implantationschancen sinnvoll gewesen wire (36).

4.1.4 Patientinnenauswahl und LIF-Gen-Mutationen

Hambartsoumian und Mitarbeiter definierten mehrfaches Implantationsversagen als
Misserfolg von mindestens fiinf IVF-Versuchen und fanden in der betroffenen Gruppe
ein signifikant hoheres Vorkommen einer gestorten LIF-Expression (63). So bestand
eine zu erwartende Wahrscheinlichkeit, in dieser Studie in einem Patientenkollektiv mit
mindestens dreimaligem, im Durchschnitt fiinfmaligem IVF/ICSI-Versagen, LIF-Gen-
Mutationen aufzufinden.

Gerade bei Patientinnen mit idiopathischer Sterilitdt werden Storungen der Implantation
als Hauptursache ihrer Sterilitit angenommen. Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten
aber bei diesen Patientinnen keine Mutationen im LIF-Gen nachweisen. Allerdings war
die Anzahl der betroffenen Frauen (n=4) nicht reprisentativ. Zudem wiesen zwei der
Patientinnen Nebendiagnosen auf (Tab. 4.1), die verbleibenden zwei Frauen erhielten
Donor-Kryosperma zur  Fertilisierung. Beide Umstinde stellen potentiell
einschrinkende Faktoren fiir eine erfolgreiche IVF/ICSI-Therapie dar und kdnnten hier
im Vordergrund stehen.

In einer Gruppe idiopathisch steriler Frauen konnte zuvor nur eine heterozygote
Mutation im LIF-Gen (G3400A in Exon 3) nachgewiesen werden, die Auswirkung auf
die Aminosdurensequenz des LIF-Proteins hat (167, 170). Ihre klinische Bedeutung
erschien allerdings gering, da sich die Mutationsrate in der untersuchten Gruppe nicht
signifikant von der einer fertilen Kontrollgruppe unterschied. Auflerdem wurde die von
der Mutation betroffene Patientin unter einer Stimulationsbehandlung schwanger, so
dass die verdnderte Aminosdurensequenz keine negative Auswirkung auf die
Bioverfiigbarkeit oder die Funktion des LIF-Proteins und damit auf das

Implantationspotential zu haben scheint.
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Einerseits lieBen sich durch eine strikte Eingrenzung der Patientinnengruppe auf Frauen
mit idiopathischer Sterilitit und wiederholtem IVF/ICSI-Versagen ohne jegliche weitere
Sterilititsfaktoren womoglich LIF-Gen-Mutationen iiberhaupt und in hoherer Frequenz
nachweisen. Andererseits unterstreicht das negative FErgebnis dieser Arbeit die
Tatsache, dass LIF beim Implantationsvorgang zwar eine wesentliche Rolle spielt, sein
Gelingen aber nicht allein vom Vorhandensein und von der Funktion des Zytokins
abhédngt. Sollte eine Mutation im LIF-Gen vorliegen, wire insbesondere bei einer
heterozygoten Mutation eine Kompensation der verminderten LIF-Expression im
Rahmen der ovariellen Stimulationsbehandlung mit der Folge einer Anregung der LIF-
Expression durch die der steroidinduzierten Zytokinkaskade vorstellbar.

Mit der Anzahl der in die Studie eingeschlossenen Patientinnen (n=50) musste eine
Kompromisslosung zwischen einer realisierbaren Fallzahl aus dem Gesamtkollektiv
eines Zentrums fiir Reproduktionsmedizin und der Wahrscheinlichkeit fiir das
Auffinden einer Mutation gefunden werden. Bei einer angenommenen Hiaufigkeit
spontaner Neumutationen von 1:10.000 erscheint die Fallzahl von 50 Patientinnen zu
niedrig, so dass dies vermutlich zum fehlenden Auffinden entsprechender Mutationen

im LIF-Gen beigetragen hat.

4.1.5 IVF/ICSI-Behandlung und Implantationspotential

Implantationsversagen ist der den Erfolg der assistierten Reproduktion limitierende
Faktor. Nur 11-17% der in vitro gewachsenen Embryos implantieren erfolgreich (77,
182). Allerdings konnen auch Aspekte der Behandlung selbst ihren Erfolg einschridnken.
In der Gegeniiberstellung der Implantationsraten nach konventioneller IVF und nach
ICSI zeigte sich eine beeintriachtigte Embryo-Entwicklung nach
Mikroinjektionstechniken. Dies erklirt sich unter anderem durch die Entfernung von
Cumulus oophorus und Zona pellucida, die sonst die Oozyte vor toxischen Stoffen aus
dem Kulturmedium und Sauerstoffradikalen schiitzen, die gerade aus Spermien
schlechter Qualitit vermehrt freigesetzt werden (77). Zusitzlich féllt bei den
mikroinvasiven Techniken die Spermienselektion auf der Ebene der Zona pellucida als
natiirliche Barriere der Konzeption weg, so dass auch genetisch ungeeignete Spermien
zur Fertilisierung fithren konnen und moglicherweise genetische Verdnderungen des
Partners weitergegeben werden, die ihn eigentlich unfahig zur Fortpflanzung machen

(77). Dies spiegelt sich in der erhohten Rate chromosomaler Anomalien bei Geburten
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nach ICSI im Vergleich zur Normalpopulation wider und konnte auch ein Storfaktor fiir

die Implantation darstellen (161).

4.1.5.1 Stimulationsbehandlung und Implantationspotential

Der Einfluss supraphysiologischer Ostradiolspiegel im Rahmen der ovariellen
Stimulationsbehandlung auf die Embryoqualitit und die Implantation wird in der
Literatur kontrovers diskutiert. Sie sollen sich auf der einen Seite negativ, auf der
anderen Seite gar nicht auf die endometriale Rezeptivitit auswirken (52, 181). Diese ist
neben der Abhingigkeit von Progesteron auch durch Ostradiolspiegel innerhalb eines
engen Bereiches determiniert. Darunterliegende Spiegel verlingern die Periode der
endometrialen Rezeptivitit, hohere Konzentrationen verkiirzen sie (100). Patienten mit
hohen Ostradiolspiegeln zum Zeitpunkt der Ovulationsinduktion hatten zwar mehrere
Embryos guter Qualitdt, aber niedrigere Implantationsraten als Patientinnen mit
normaler Antwort auf die Stimulationsbehandlung (181). Dagegen verbesserten sich die
Implantationsraten bei einer reduzierten Anzahl reifender Follikel und damit reduzierter
Ostradiolkonzentration. Dies belegt den negativen Einfluss abnorm hoher
Ostradiolkonzentrationen auf die endometriale Rezeptivitit (181).

Weiterhin stellt sich die Frage, ob der Vorteil des ,Jangen Protokolls* fiir die ovarielle
Stimulationsbehandlung nicht einen Nachteil fiir den Implantationsvorgang darstellt.
LH wirkt neben den bekannten Effekten an den Ovarien auch direkt am Endometrium,
indem es in der Lutealphase die Proliferation des Endometriums fortsetzt und es so auf
die Implantation vorbereitet (180). Die zur Downregulation der Hypophyse
angewandten GnRH-Agonisten erzielen niedrige endogene LH-Spiegel auch in der
Lutealphase, die sowohl iiber die fehlenden ovariellen Steroidhormone als auch iiber die
fehlende direkte LH-Wirkung das Implantationspotential verschlechtern (180).
Moglicherweise fehlt hier tiber den deutlichen Abfall des Progesterons eine
entscheidende Phase zur Vorbereitung des Endometriums auf die Implantation. Durch
die mittzyklische HCG-Injektion, welches neben seinem luteotrophen Effekt ebenfalls
iiber LH-Rezeptoren direkt am Endometrium wirkt, kann aber die endometriale
Rezeptivitit trotz niedriger endogener LH-Spiegel hergestellt werden (180). Zudem ist
eine Stiitzung der Lutealphase mittels HCG und Progesteron insbesondere in Zyklen mit
GnRH-Agonisten-Behandlung  zur  Verbesserung des  Implantationspotentials

erforderlich (178). Diese Vorraussetzungen waren in der vorliegenden Studie gegeben.
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4.1.5.2 Embryotransfer und Implantationspotential

Van der Elst und Mitarbeiter konnten retrospektiv zeigen, dass die Implantationsrate
nach Transfer von Embryos, die in Zyklen mit GnRH-Agonisten-Behandlung
gesammelt wurden, hoher war als nach Stimulation ohne GnRH-Agonisten (182). Sie
gehen von einer besseren Embryo-Qualitit unter GnRH-Agonisten-Behandlung aus.
Dagegen war die Implantationsrate fiir kryokonservierte Embryos, die in Zyklen mit
GnRH-Agonisten-Behandlung gewonnen und in Spontanzyklen transferiert wurden,
deutlich erniedrigt, was durch eine reduzierte Embryoqualitit bedingt sein muss, da die
endometriale Rezeptivitit beim Kryo-Embryotransfer im Spontanzyklus nicht durch den
GnRH-Agonisten beeintrichtigt werden konnte. Da es vor dem FEinfrieren keinen
signifikanten Qualitdtsunterschied der Embryos beider Gruppen gab, entstehen
moglicherweise bei der ovariellen Stimulation nach hypophysérer Suppression Oozyten,
die nach der Befruchtung dem Stress des Einfrierens weniger standhalten (182).

Einen weiteren Erkldrungsansatz fiir eine schlechte Implantationsrate bietet auch der
Zeitpunkt des Embryotransfers im 4-8-Zellstadium wie in Deutschland iiblich. Mehrere
Studienergebnisse belegen insbesondere nach wiederholtem Versagen der reproduktiven
Therapie eine Steigerung der Implantations- und Schwangerschaftsraten durch die
morphologische Beurteilung der Embryos zum Zeitpunkt der Pronuklei und des
Embryotransfers mit der Selektion der Embryos mit hohem Implantationspotential (152,
179). Im Rahmen des Embryotransfers aber sind Traumatisierungen des Embryos und
Veridnderungen des intrauterinen Milieus moglich, welche die weitere Entwicklung des
Embryos als auch die Implantation beeintrichtigen konnen, jedoch in der
morphologischen Beurteilung vor dem Embryotransfer nicht erkannt werden.
Moglicherweise sind die Implantations-Misserfolge der Studienpatientinnen Folge einer
gestorten Embryoentwicklung, die sich erst in hoheren Entwicklungsstadien nach dem
Embryotransfer im 4-8-Zellstadium manifestiert hat.

Der Transfer im Blastozystenstadium (Tag 5) wiirde eine Reihe von Vorteilen bieten.
Durch die verbesserte Synchronisation der Entwicklung von Embryo und Endometrium
und die Moglichkeit, iiber die verldngerte Kulturzeit gezielt Embryos besserer
morphologischer Qualitit fiir den Transfer auszuwihlen und diesen nur mit einem
Embryo  durchzufiihren, konnten gerade bei Frauen mit wiederholtem

Implantationsversagen durch den Transfer von Blastozysten die Implantationsraten
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gesteigert und dabei das Risiko fiir Mehrlingsschwangerschaften reduziert werden (82).
Auch die genetische Pridimplantationsdiagnostik mit der Mdoglichkeit der Embryo-
Selektion wiirde im Blastozystenstadium erleichtert werden, da das menschliche Genom
erst im 4-8-Zellstadium aktiviert wird (41). Allerdings gelten diese Vorteile nicht fiir
alle Infertilitdtspatienten, da Faktoren wie das Alter der Patientinnen, die Eigenschaften
der gewonnenen Eizellen, die Anwendung der Mikroinjektion, die Kulturbedingungen,
die Verwendung von Kryoembryos oder auch endogene Faktoren des Embryos selbst
seine Fihigkeit, sich bis ins Blastozystenstadium zu entwickeln, beeinflussen. Simon
und Mitarbeiter fanden bei Patientinnen nach mehrfachem IVF-Versagen keine htheren
Implantationsraten nach Blastozystentransfer im Vergleich zum Embryotransfer am Tag
2 (160). Damit sahen sie sich in der Vorstellung bestitigt, dass multiples IVF-Versagen

hauptsichlich auf ein geschidigtes Endometrium zuriickzufiihren ist.

4.1.5.3 Kryokonservierung und Implantationspotential

Bei den Studienpatientinnen entsprach durchschnittlich ein Versuch der kiinstlichen
Befruchtung einem Kryo-Embryotransfer (KET). Da dieser im Spontanzyklus stattfand,
konnte eine ungeniigende hormonelle Vorbereitung des Endometriums mit gestorter
Rezeptivitit insbesondere bei Patientinnen mit Zyklusstorungen zu einem
Implantationsversagen und damit erfolgloser Behandlung gefiihrt haben. Immerhin
fanden bei zehn von 17 Frauen mit zugrundeliegenden Zyklusstorungen KET-Versuche
statt. Bei fiinf Frauen kam es zur Schwangerschaft infolge eines KET-Versuches, das
entspricht 25% aller insgesamt im Studienverlauf eingetretenen Schwangerschaften. Die
aktuelle Literatur gibt positive Daten beziiglich der Ergebnisse nach KET wieder. Die
Dauer der Kryokonservierung, die Fertilisationsmethode (Insemination versus
Mikroinjektion) sowie die Durchfiihrung des Transfers in einem spontanen Zyklus
(versus hormonell gestiitzt) hatten keinen negativen Einfluss auf die Implantationsraten
(101, 125). Die Implantationsraten unter Verwendung von im Pronukleusstatium
eingefrorenen Embryos waren sogar hoher als beim Einsatz spéter kryokonservierter
Embryos (125). Eine Erkldrung fiir erfolglose KET-Versuche bei Studienpatientinnen
nach erfolglosen IVF/ICSI-Zyklen bietet die Beobachtung, dass kryokonservierte
Embryos, die aus erfolgreichen IVF/ICSI-Zyklen stammen und fiir weitere Versuche
verwendet werden, eine doppelt so hohe Implantations- und Schwangerschaftsrate

erreichen als Embryos aus erfolglosen Zyklen (43).
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4.1.5.4 Anzahl der IVF/ICSI-Versuche und Implantationspotential

Bei einer IVF/ICSI-Behandlung bestehen fiir einen Embryotransfer derzeit etwa 27%
Chancen fiir das Eintreten einer Schwangerschaft (46). Damit ist wie im natiirlichen
Reproduktionsprozess ein mehrfaches Wiederholen in der Regel Voraussetzung fiir das
Erzielen einer Schwangerschaft. Bei drei IVF/ICSI-Versuchen, wie sie in den
Einschlusskriterien fiir die Patientinnen gefordert wurden, erhoht sich die Moglichkeit
auf 61,1% (X, 0,73(“) x 0,27), die kumulativen Schwangerschaftsraten nach
durchschnittlich fiinf Behandlungszyklen in dieser Arbeit liegen sogar bei 79,3%, wie es
die Folgedaten in der Patientinnengruppe mit dem Eintreten einer Schwangerschaft nach
durchschnittlich fiinf Behandlungsversuchen bestétigen. Fiir einen erneut ausbleibenden
Erfolg der Therapie sind daher am wenigsten methodische Fehler der Technik
verantwortlich. Allerdings wurde beobachtet, dass es bei einer IVF/ICSI-Behandlung
unabhédngig vom Alter der Frau nach vier erfolglosen Embryotransferen zu einem

deutlichen Abfall der Schwangerschaftswahrscheinlichkeit kommt (7).

4.2 PCR-SSCP-Analyse zur Detektion von Mutationen im LIF-Gen

Giess und Mitarbeiter konnten bei infertilen Frauen insgesamt drei heterozygote
Mutationen im LIF-Gen nachweisen, so dass die von ihnen erprobte Methode der PCR-
SSCP-Analyse als geeignet gelten muss, entsprechende Gen-Alterationen zu entdecken,
obwohl in der vorliegenden Arbeit keine Mutationen aufzufinden waren (55). Im
Folgenden wird der Frage nachgegangen, ob diese Screening-Methode dem aktuellen
Stand der Mutationsanalyse entspricht und geeignet ist, alle Mutationen im LIF-Gen,

also auch noch nicht bekannte, als solche zu erkennen.

4.2.1 PCR als Amplifikations-Methode

Die Anwendung der PCR hat eine Vielzahl von Methoden der Molekulardiagnostik
vereinfacht. Ein Vorteil der Methode ist, dass die zu amplifizierende Zielsequenz nicht
bekannt sein muss, da zu ihrer Amplifikation die Kenntnis ihrer flankierenden
Sequenzen ausreicht. Ein weiterer Vorteil ist die hohe Spezifitit der PCR. Nur die
Bereiche zwischen den flankierenden Primern werden amplifiziert, so dass selbst
kleinste Gene eines grofleren Genoms einzeln erfasst und die Langen der amplifizierten

Fragmente bestimmt werden konnen.
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Ein Nachteil der PCR-Methode ist der gelegentlich fehlerhafte Nulkeotid-Einbau durch
die Tag-Polymerase, der allerdings kein Problem darstellt, wenn die Produkte einer
PCR wie in der vorliegenden Studie als Matrizen fiir eine anschlieBende Sequenzierung
verwendet werden (141).

Die hohe Sensitivitit der PCR macht sie besonders empfindlich fiir Kontaminationen
mit DNA-Spuren, die als Matrizen dienen konnten. Durch das Arbeiten unter moglichst
sterilen Bedingungen mit autoklavierten Reagenzien und Gefillen, die Verwendung
kleiner Mengen von Reagenzien, das Mitfilhren einer Negativkontrolle
(Reaktionsansatz ohne genomische DNA) sowie durch die Bearbeitung geringer
Probenzahlen mit verkiirzter Prozessierungszeit wurde in dieser Studie eine
Kontamination mit der Folge falsch positiver Ergebnisse weitgehend vermieden.

Sind Erkrankungen monogen, konnen die ursdchlichen Mutationen mittels PCR-
Technik identifiziert werden. Verursachen viele verschiedene Mutationen einen
gemeinsamen  Phinotyp, sind zur  Mutationssuche  weiter  differenzierte
Detektionsmethoden wie SSCP, RFLP (Restriktionsfragment-Lingenpolymorphismus)
oder Sequenzierung erforderlich, um die heterogenen Mutationen vom Wildtyp und

voneinander zu unterscheiden (171).

4.2.2 Methoden der Mutationsanalyse

Da der Nachweis genetischer Verianderungen als Ursache fiir eine grofle Anzahl von
Erkrankungen oft von prognostischer und therapeutischer Bedeutung ist, stehen
mittlerweile eine groBe Anzahl von molekularbiologischer Methoden zum Screening
der DNA auf noch unbekannte sowie bereits beschriebene Mutationen zur Verfiigung,
die eine Alternative zum wiederholten und ausgedehnten Sequenzieren ganzer
Populationen darstellen (31, 196). Diese Methoden beruhen auf dem gemeinsamen
Prinzip, die veridnderten physikalischen oder chemischen Eigenschaften der mutierten
DNA in der Elektrophorese zur Unterscheidung vom Wildtyp auszunutzen.
Ausgangspunkt ist jeweils ein Fragment des zu untersuchenden Gens, welches aus
genomischer DNA mittels PCR amplifiziert wird. Unterschiede bestehen in der
Detektionsrate, der maximalen Linge des zu untersuchenden Fragments, der
Reproduzierbarkeit sowie im zeitlichen, technischen und finanziellen Aufwand der
Methoden, der meist sehr grof3 ist. Dies macht sie als klinische Routine-Methoden

ungeeignet.
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Hier bieten die RFLP- und die SSCP-Methode optimale Voraussetzungen und finden als
giinstige und einfache Screening-Methoden auf Mutationen in genetisch heterogenen
Populationen Einsatz. Die RFLP-Methode basiert auf dem Prinzip, dass ein
Basensaustausch in einer DNA-Sequenz eine neue Schnittstelle fiir ein spezifisches
Restriktionsenzym darstellt, das so die Punktmutation detektiert. Allerdings weist die
RFLP-Methode bei groBer Spezifitit nur eine geringe Sensitivitit auf, so dass sie
weniger zur Detektion von unbekannten Mutationen als zu Kopplungsanalysen mit
Polymorphismen und zur Analyse von Genen mit bekannten
Mutationspridilektionsstellen (hot spots) Anwendung findet (196). Die SSCP-Analyse
hat gegeniiber der RFLP-Methode den Vorteil, dass sie Polymorphismen und
Punktmutationen an einer Vielzahl von Positionen innerhalb von DNA-Fragmenten
erkennen kann und erschien daher als Screening-Methode zum Auffinden von

Mutationen im LIF-Gen geeignet (127).

4.2.3 PCR-SSCP-Analyse als Screening-Methode

Ziel der Arbeit war es, zu iberpriifen, ob ein gezieltes Screening auf LIF-Gen-
Mutationen als sinnvoller Parameter bei der Abkldrung von Ursachen fiir Sterilitit und
Implantationsversagen eingesetzt werden konnte. Voraussetzung fiir eine Diskussion
iiber den Stellenwert des Mutationsnachweises in der Sterilitdtsdiagnostik und -therapie
ist eine kritische Auseinandersetzung mit den Grenzen und Moglichkeiten der
gewihlten Methodik.

Ein Screeningverfahren ist definiert als zeit- und kostengiinstiger Suchtest z.B. zur
Identifizierung gefihrdender Stoffe (Karzinogene), zur moglichst friihen Erfassung
eines klinisch noch symptomfreien Krankheitsstadiums (Krebsvorsorgeuntersuchungen)
oder zur Frithdiagnose gut therapierbarer, unerkannt aber schwer verlaufender
Erkrankungen (Neugeborenenscreening) (Pschyrembel, Klinisches Worterbuch, 257.
Aufl.)). Es sollte gleichzeitig eine hohe Detektionsrate (Sensitivitit) und
Reproduzierbarkeit aufweisen und durch die Moglichkeit einer Automatisierung schnell
und einfach auf groe Probenmengen anwendbar sein. Auf den Kontext der
vorliegenden Studie bezogen, sollte ein Screening auf LIF-Gen-Mutationen erfolgen,
um einerseits bei Frauen mit wiederholtem IVF/ICSI-Versagen eine Ursache fiir diesen
Misserfolg zu finden, andererseits aber auch in Zukunft diese Frauen mit zu erwartender

schlechter Prognose noch vor einer eventuellen reproduktiven Behandlung zu
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identifizieren. Wenn das IVF/ICSI-Versagen eindeutig auf einen LIF-Mangel verursacht
durch eine Mutation zuriickgefiihrt werden kann, hitte dies fiir die betroffenen Frauen
die weitreichende Konsequenz, bei ihnen entweder den technischen und finanziellen
Aufwand einer reproduktiven Behandlung zu vermeiden, d.h. eine IVF/ICSI-
Behandlung erst gar nicht als Therapieoption anzubieten, oder aber den LIF-Mangel
moglicherweise therapeutisch zu beheben.

Als Methode zur Identifikation von Punktmutationen im LIF-Gen wurde fiir diese
Arbeit die SSCP-Analyse von PCR-Produkten (PCR-SSCP) gewihlt. Sie findet bei
mittlerer Spezifitit, geringem methodischem Aufwand und einfacher Handhabung eine
breite Anwendung als schnelle, kostengiinstige und effiziente Screeningmethode auf
bekannte und unbekannte Mutationen in grofen Genen wie Onkogenen und
Tumorsuppressorgenen, auf familidre Polymorphismen in Gen-Kopplungsstudien
bestimmter Erkrankungen oder zur Diagnose und Prénataldiagnostik genetisch

bedingter Erkrankungen und zur HLA-Genotypisierung (2, 31, 113, 156, 196).

4.2.4 Sensitivitit der PCR-SSCP-Analyse

Untersuchungen der Sensitivitidt der SSCP-Analyse ergaben kontroverse Ergebnisse mit
sehr unterschiedlichen Detektionsraten fiir Mutationen von 30 bis uber 90%, die sich
durch unterschiedliche Ausgangsbedingungen erkldaren (79). Die Sensitivitit der
Methode wird entscheidend durch die Linge des zu analysierenden DNA-Fragments,
die Bedingungen der Elektrophorese und die Sequenzeigenschaften des DNA-
Fragments bestimmt. Ob diese Voraussetzungen in der vorliegenden Studie gegeben
waren, um mit der PCR-SSCP-Analyse alle Tréagerinnen einer LIF-Gen-Mutation auch

als solche zu erkennen, wird im Folgenden diskutiert.

4.2.4.1 Fragmentlinge und Sensitivitit der PCR-SSCP-Analyse

Die Anwendung der SSCP-Analyse beschrinkt sich auf relativ kurze DNA-Stringe mit
einer Linge von 150 bis 200 bp (65, 148). AuBerhalb dieses Bereiches nimmt die
Sensitivitidt der Methode stark ab, neben zu langen Fragmenten besteht also auch eine
Lingen-Begrenzung fiir kiirzere Fragmente (156). In einer Metaanalyse durch Hayashi
und Yandell wurden 90% aller Mutationen in Fragmenten von weniger als 200 bp
Linge gefunden, bei einer Fragmentlinge von bis zu 300-350 bp dagegen sank die

Detektionsrate auf ungefihr 80% ab (65). Vermutlich wirkt sich ein einzelner
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Basenaustausch in einem langen Fragment weniger stark auf die Gesamt-Konformation
aus als in einem kurzen Fragment (65, 156). Zudem wandern kiirzere Fragmente im
elektrischen Feld schneller als ldngere und trennen sich so besser auf (171). Die
Unfihigkeit besonders kleiner DNA-Fragmente, stabile Sekundirstrukturen zu bilden,
erklart die ebenfalls niedrige Sensitivitit der SSCP-Methode im unteren Lingenbereich
von Fragmenten (156).

Um Fragmente entsprechender Linge zu erhalten, wird der SSCP-Analyse eine PCR
mit passenden Primern oder ein zusitzlicher Verdau durch ein Restriktionsenzym
vorgeschaltet. Bei Genabschnitten groer Lidnge stellt dieser Umstand einen groBen
zeitlichen Aufwand und damit den limitierenden Faktor der Methode dar. In dieser
Arbeit wurde zur Optimierung der Fragmentlinge das Exon 3 mittels PCR-Primer in
drei Teilfragmente mit Lingen von 284bp, 284bp und 243bp aufgetrennt, die sich in
weiten Teilen iiberlappten. Auch die Fragmente von Exon 1 (143bp) und Exon 2

(268bp) erfiillten die Anforderungen fiir eine hohe Sensitivitit.

4.2.4.2 Elektrophoresebedingungen und Sensitivitit der PCR-SSCP-Analyse

Neben der Linge des zu untersuchenden DNA-Fragments haben auch
Umgebungsparameter mit direkter Auswirkung auf die DNA-Konformation wie
Temperatur, Konzentration des Elektrophoresepuffers, pH-Wert und Vorhandensein
denaturierender Substanzen im Gel sowie Geleigenschaften, welche die
elektrophoretische Mobilitdt beeinflussen, Auswirkungen auf die Effektivitit, mit der
die Mutationen detektiert werden (58, 126, 127, 148, 165). Da eine Modifikation dieser
Faktoren die Sensitivitit verdndern kann, wird die SSCP-Analyse eines DNA-
Fragments bis zur Optimierung meist unter unterschiedlichen
Elektrophoresebedingungen durchgefiithrt (65). So konnen Fragmente mit fast
identischer Sequenz aufgetrennt und nahezu alle Sequenzvariationen detektiert werden.
In einer Studie der Arbeitsgruppe von Jordanova waren falsch negative Ergebnisse
solche Veridnderungen, die erst entweder nach Verkiirzung der Fragmente durch
Restriktionsverdau, durch veridnderte SSCP-Bedingungen oder durch andere Methoden
der Mutationsanalyse entdeckt wurden (79). Da in der vorliegenden Arbeit die
Elektrophoresebedingungen entsprechend der Optimierung durch die Arbeitsgruppe
Giess auch bei wiederholtem Durchlauf unverindert blieben und keine Kontrolle durch

eine Alternativmethode stattfand, ist nicht auszuschliefen, dass Mutationen im LIF-Gen
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unentdeckt blieben (55). Lediglich die Fragmente mit auffilligen SSCP-Banden wurden
zur Identifizierung der Mutation bzw. des Polymorphismus anschlieend sequenziert.

Ein Nachteil der SSCP-Analyse ist die fehlende Vorhersagbarkeit iiber die zu
erwartende Konformationsidnderung eines mutierten DNA-Strangs und folglich {iiber
sein Verhalten in der Elektrophorese (65). Manche Sequenzinderungen beeinflussen die
elektrophoretische Mobilitéit nicht. Diese Fragmente wandern mit der Wildtypsequenz
mit und werden nicht als Mutation erkannt (126). Kompliziert wird dieses Problem
durch die Tatsache, dass fiir einen DNA-Strang abhingig von den
Elektrophoresebedingungen hiufig mehr als eine stabile Konformation existieren. Die
zusitzlichen Konformationstypen wandern dann im elektrischen Feld als optisch schwer
aufzulosende Bande neben der des Wildtyps oder sogar zusammen mit der
Wildtypbande und erfordern zur Vermeidung falsch negativer Ergebnisse eine
Optimierung der Elektrophorese durch andere Bedingungen (65).
Temperaturdifferenzen zwischen den Elektrophoreseplatten z.B. erméglichen das
gleichzeitige Auftreten verschiedener Konformationen oder Ubergangszustinde eines
Einzelstranges (65). Durch die Verwendung einer Elektrophorese-Einheit mit
Kiihlsystem wurde in der vorliegenden Arbeit eine gleichmiBige Verteilung der
Umgebungstemperatur gesichert und versucht, ein Ubersehen von Mutationen zu

verhindern.

4.2.4.3 Sequenzeigenschaften und Sensitivitit der PCR-SSCP-Analyse

Die Sensitivitidt der SSCP-Analyse ist zusdtzlich von der Sequenz des untersuchten
DNA-Fragments abhidngig (196). Da purinreiche Abschnitte empfindlicher auf
Veridnderungen im Gel reagieren und eine groere Vielfalt in ihrer elektrophoretischen
Mobilitdt zeigen, finden sich vor allem bei ihnen hohe Detektionsraten (58, 156).
Dagegen sind DNA-Abschnitte mit einem hoheren Anteil an den Basen Cytosin und
Guanin wie die in dieser Arbeit untersuchten Abschnitte des LIF-Gens durch deren
starkere Bindung stabiler (166). Zu einer detektierbaren Konformationsdnderung durch
eine Mutation kommt es in den stabilen DNA-Abschnitten hiufig erst durch aufwendige
und teure Optimierung der Laufparameter, die zudem die Kenntnis der spezifischen
Mutation voraussetzt (196). Die exakte Einstellung der Laufparameter wie z.B. die

Umgebungstemperatur ist damit fiir die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
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unverzichtbar, was mit der hier verwendeten Elektrophorese-Einheit gewihrleistet
wurde (65).

Jordanova und Mitarbeiter erreichten mittels optimierter SSCP-Analyse eine hohe
Detektionsrate von 84% fiir unbekannte Mutationen in DNA-Stringen bis zu 500 bp
Linge (79). Hier lag die Sensitivitit fiir Baseninsertionen bzw. -deletionen (90%) iiber
der eines Basenaustausches (81%) mit 88% fiir Transitionen und 73% fiir
Transversionen. In der vorangegangenen Studie der Arbeitsgruppe Giess handelte es
sich bei allen nachgewiesenen Mutationen um Basensubstitutionen (55). Allerdings sind
die Féahigkeiten einer SSCP-Analyse hiufig dadurch begrenzt, dass sie nicht zwischen
unterschiedlichen Basensubstitutionen an derselben Nukleotid-Position unterscheiden
kann (156).

Theoretisch konnen auch Faktoren wie die Position oder die Art einer Mutation
innerhalb eines Fragments fiir die Sensitivitit der SSCP-Methode eine Rolle spielen, da
sie alle die Sekundirstruktur eines DNA-Molekiils beeinflussen (156). Da das
Laufverhalten von DNA-Einzelstrangen auch von den flankierenden Sequenzen
abhéngt, kann durch Auswahl der Primer oder durch die Anwendung unterschiedlicher
Restriktionsenzyme eine Anderung der elektrophoretischen Mobilitit hervorgerufen und
die Wahrscheinlichkeit der Detektion verbessert werden (156). Vermutlich sind nur
manche benachbarten Sequenzen fihig, sich mit der mutationsbeinhaltenden Region zu

paaren und eine entsprechend verdanderte Sekundéarstruktur zu bilden.

4.2.5 Sperzifitiat der PCR-SSCP-Analyse

Die maBige Sperzifitit der SSCP-Methode wird auf die hohe Anzahl von
Polymorphismen und funktionell nicht relevanten Mutationen in bestimmten Genen
zuriickgefiihrt, die als Basenaustausch mit verdnderter Sekundéarstruktur ebenfalls
abweichende Banden darstellen. Um die zugrundeliegende Alteration des DNA-
Abschnittes zu identifizieren, muss jede Probe mit einer auffilligen SSCP-Bande
anschlieBend sequenziert werden. Die Kombination von SSCP und Direktsequenzierung
bedeutet gerade beim Vorkommen vieler Polymorphismen einen grofen zeitlichen und
finanziellen Aufwand. Da sich im Gegensatz zur SSCP-Analyse bereits mit der
alleinigen Direktsequenzierung die funktionelle Konsequenz eines Basenaustausches
abschitzen lésst, bleibt die Sequenzierung die Methode der Wahl fiir nicht bekannte

Mutationen mit breiter Verteilung iiber den kodierenden Bereich hinweg (196). Zudem
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besteht bei unbekannten Mutationen der Nachteil, dass die Elektrophoresebedingungen
nicht gezielt abgestimmt werden konnen, was auch in dieser Arbeit zum Ubersehen
eventuell tatsdchlich vorhandener Mutationen im LIF-Gen gefiihrt haben konnte.

Auch in der vorliegenden Studie erwies sich die Spezifitit der SSCP-Analyse als
unzureichend. Beim ersten PCR-SSCP-Lauf zeigten Sequenzen trotz fehlender
Basensubstitution ein auffélliges Laufverhalten. Erst die Wiederholung der PCR-SSCP-
Analyse konnte nur noch Fragmente nachweisen, deren Sequenzidnderung sich in der

anschliefenden Sequenzierung bestitigte.

4.2.6 PCR-SSCP: Methode der Wahl zum Nachweis von LIF-Gen-Mutationen?
Vergleicht man die Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen, erzielt die PCR-SSCP-
Analyse bis auf wenige methodisch begriindete Ausnahmen in den unterschiedlichsten
Gen-Sequenzen eine hohe Sensitivitit in der Detektion von Mutationen und
Polymorphismen (65). Entscheidend fiir den Erfolg war jeweils die Optimierung der
methodischen Bedingungen {iber eine ldngere Vorlaufphase. Generell wurden
mindestens zwei unterschiedliche Versuchsansitze erprobt.

Alternative Modifikationen wie die RNA-SSCP oder eine Kombination mit anderen
Methoden der Mutationsanalyse bieten zwar im Vergleich zur einfachen PCR-SSCP
eine Sensitivitdt von bis zu 100%, sind jedoch durch zusitzliche methodische Schritte
immer zeitaufwendiger und komplizierter als die SSCP-Methode und als generelle
Methode zum Screening auf Mutationen nicht geeignet (31, 65, 91, 148).

Die SSCP-Analyse ist nicht zum Nachweis der Mutationsart oder ihrer Lokalisation
geeignet. Unter optimierten Voraussetzungen stellt die PCR-SSCP-Analyse selbst fiir
spezifische Fragestellungen gegeniiber anderen Untersuchungsmethoden eine effektive
und kostengiinstige Methode dar, mit geringem zeitlichen Aufwand und -einer
Sensitivitdt von ungefdhr 80% erste Hinweise auf unterschiedliche Mutationen grofler
Gene zu gewinnen (31). Analysiert man parallel Fragmente mit bekannten Mutationen,
konnen Aussagen zu der vorliegenden genetischen Verdnderung gemacht werden (90).
Aus einer grolen Menge von Proben kann somit innerhalb eines Tages eine kleine
Auswahl auffilliger Fragmente getroffen werden, auf die sich zur genaueren
Identifizierung des zugrunde liegenden Basenaustausches die aufwendigere
Sequenzierung beschrinkt. Dies ermoglicht eine effektive und zuverlédssige

Okonomisierung der diagnostischen Abliufe bei hohem Probendurchsatz, indem es die
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aufwendige Sequenzierungsarbeit aller kodierenden Regionen groer Gene erspart (91,
113). Zudem benoétigt die Methode keine speziellen Chemikalien und ist schnell zu
erlernen. Sowohl im Bereich der Erforschung als auch in der klinischen
Routinediagnostik genetisch bedingter Erkrankungen bietet sie sich langfristig als
Screeningmethode an.

Um eine Aussage iiber die Empfindlichkeit der hier angewandten SSCP-Analyse
machen zu kénnen, wire eine zusétzliche Durchfiihrung des Verfahrens an Fragmenten
mit bereits bekannten LIF-Gen-Mutationen erforderlich gewesen. Mit einer
vorausgegangenen Sequenzierung hitte die SSCP-Analyse so als Screening-Verfahren
iiberpriift werden konnen. Mogliche Mingel in der Methodik, die zum Ubersehen
bekannter Basenaustausche fiihrten, hitten anschlieBend eliminiert werden konnen. So

ist es moglich, dass in dieser Arbeit auch Mutationen im LIF-Gen unentdeckt blieben.

4.3 Ursachen von LIF-Mangel und Implantationsversagen

Wie eingangs beschrieben, kann ein Mangel an LIF-Protein mit erfolgloser Implantation
in spontanen und stimulierten Zyklen in Verbindung gebracht werden. Die Ergebnisse
dieser Studie sowie andere Daten machen aber wahrscheinlich, dass ein LIF-Mangel
neben genetischen Defekten auch auf anderen Ursachen basieren kann. Neben defekten
Regulationsmechanismen der  LIF-Produktion (hormonell, Zytokinnetzwerk)
insbesondere im Rahmen der IVF/ICSI-Therapie sind Funktionsstorungen im LIF-
Rezeptor und in der Signaliibertragung sowie noch unbekannte Faktoren aus der
komplexen Steuerung des Implantationsvorganges als Ursachen eines LIF-Mangels
vorstellbar und werden im Folgenden diskutiert. So konnte man zwischen einem
quantitativen, absoluten Mangel an LIF-Protein und einem funktionellen LIF-Mangel in

Form einer gestorten Funktion des Zytokins oder seines Rezeptors unterscheiden.

4.3.1 LIF-Gen-Mutationen und LIF-Mangel

Die Analyse der Patientinnenproben ergab weder einen homo- noch einen
heterozygoten Strukturdefekt im LIF-Gen, der einen Aminosidurenaustausch an
funktionell bedeutender Stelle des LIF-Proteins zur Folge hatte. Dies steht im
Gegensatz zu den Ergebnissen von Giess und Mitarbeitern, die drei heterozygote
Punktmutationen im LIF-Gen bei 74 infertilen Patientinnen unterschiedlicher Ursache

fanden (Abb. 3.1) (55). Die Mutationsstellen liegen zum einen in der Nihe der
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regulatorischen Region des Startcodons im LIF-Gen und konnen Auswirkung auf das
Expressionsniveau des LIF-Proteins haben, zum anderen korrespondieren sie mit
Regionen des LIF-Proteins, die eine wichtige Rolle in der Wechselwirkung mit dem
LIF-Rezeptor spielen und daher die biologische Aktivitit des LIF-Proteins und die
Kinetik der Zytokin-Rezeptor-Wechselwirkung einschrinken konnen (55).

Bislang fehlen biochemischen Analysen von uterinen LIF-Konzentration oder
Untersuchungen der Funktion des aktiven Zytokins LIF bei Frauen mit nachgewiesener
LIF-Gen-Mutation. Von homozygoten Defekten wird wie bei der Maus erwartet, dass
die Betroffenen unfihig zur Reproduktion sind (168). Heterozygote Mutationen mit
einem intakten Allel des LIF-Gens konnten z.B. das Expressionsniveau von LIF-mRNA
reduzieren und die Bioverfiigbarkeit des LIF-Proteins im Uterus vermindern.
Andererseits konnten diese Verluste durch das funktionstiichtige Allel insbesondere
unter den Bedingungen einer ovariellen Stimulationsbehandlung kompensiert werden,
so dass die uterine LIF-Konzentration fiir eine erfolgreich ablaufende Implantation
ausreichen wiirde. Dafiir spricht die erfolgreiche Schwangerschaft bei einer betroffenen
Frau aus der bei der Arbeitsgruppe Giess untersuchten Population, deren Eintreten
durch das Vorliegen einer heterozygoten Mutation nicht gestort wurde (55). Dies
schlieft allerdings nicht aus, dass Frauen mit heterozygoten LIF-Gen-Mutationen unter
physiologischen Bedingungen reduzierte Implantationschancen haben. Moglicherweise
besteht bei heterozygoten Mutationen eine Dosisabhingigkeit des Implantationserfolges
mit einer fiir die Implantation erforderlichen Schwellendosis der uterinen LIF-
Konzentration. Weitere Untersuchungen zu Genotyp-Phinotyp-Zusammenhéngen beim
Menschen insbesondere zwischen der Lokalisation einer Mutation im LIF-Gen und
ihrer Auswirkung auf die Aktivitit des LIF-Proteins und die Auspriagung der
Fertilitdtsstorung stehen noch aus.

Dank der DNA-Reparaturmechanismen betrdgt die Spontanmutationsrate menschlicher
Zellen nur 1,4 Mutationen pro 10'° Basenpaare pro Zellgeneration. Die Rate an LIF-
Gen-Mutationen im Studienkollektiv von Giess und Mitarbeitern lag damit dariiber, so
dass es sich um vererbte Mutationen handeln muss (55). Dies zeigt ebenfalls, dass eine
heterozygote LIF-Mutation die Fortpflanzung nicht vollkommen verhindert, sondern
allenfalls erschwert. Homozygote Mutationen im LIF-Gen wurden bislang beim

Menschen nicht beschrieben. Es ist moglich, dass in der kleinen Anzahl von
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untersuchten Menschen homozygote LIF-Gen-Mutationen entweder nicht vorkamen,
oder die Untersuchungsmethoden unzureichend waren, vorhandene Mutationen
aufzufinden.

Bei der Suche nach LIF-Gen-Mutationen blieb unberiicksichtigt, dass die Transkription
und Translation des komplexen LIF-Gens in drei Isoformen des LIF-Proteins resultiert.
Vermutlich spielen sie jeweils spezifische Rollen bei der Reproduktion oder es kommt
auf ein ausgewogenes Verhiltnis aller drei Isoformen an, so dass eine spezifische
Mutation mit Auswirkungen auf eine der LIF-Isoformen die Fertilitit in
unterschiedlichem Malle beeintriachtigen wiirde. Eine gezielte Mutationssuche in den fiir
eine Isoform spezifischen DNA-Sequenzen konnte méglicherweise eine hohere Anzahl

von Mutationen bei infertilen Frauen aufdecken.

4.3.2 IVF/ICSI-Behandlung und LIF-Mangel

4.3.2.1 Gestorte hormonelle Regulation der LIF-Expression bei IVF/ICSI

Die zyklusabhingige Expression von LIF macht eine Regulation durch Steroidhormone
tiber deren Effektoren wahrscheinlich und lidsst eine Beeinflussung im Rahmen der
ovariellen Stimulationsbehandlung bei einer IVF/ICSI-Therapie erwarten. Eine
verminderte Expression von LIF fand sich in endometrialen Proben von Frauen, die ein
GnRH-Analogon oder Progesteron erhalten hatten, so dass ein LIF-Mangel infolge der
Stimulationsbehandlung eine Rolle beim Implantationsversagen der IVF-Behandlung
spielen konnte (4). Eventuell hat die suppressive Therapie im Rahmen der ovariellen
Stimulationsbehandlung eines IVF-Zyklus iiber diesen Mechanismus negativen Einfluss

auf die Implantation.

4.3.2.2 Defekte im Zytokin-Netzwerk bei Infertilitit und IVF/ICSI

LIF-defiziente Méausen sind abgesehen von ihrer Infertilitit trotz der ausgefallenen
vielfdltigen Funktionen LIFs normal lebensfihig. Moglicherweise wird ein Mangel an
LIF durch die Funktion anderer Faktoren kompensiert, die alle mehr oder weniger
Bedeutung fiir das Gelingen der Implantation und den erfolgreichen Ablauf anderer
physiologischer ~ Vorgidnge haben. Von den Zytokinen, die gpl130 als
Signaltransduktionseinheit nutzen, sind IL-6, IL-11 und LIF an der Implantation

beteiligt (143). Die gemeinsame Verwendung eines Rezeptors durch eine Vielzahl von
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Zytokinen liefert moglicherweise die Erkldrung dafiir, dass sich eine Deletion des
gp130-Gens im Gegensatz zur Deletion des LIF-Gens embryoletal auswirkt (194).
Wihrend des Implantationsfensters wird vermehrt I6sliches gp130 (sgp130) durch
proteolytische Abspaltung von der membrangebundenen Form sezerniert, das die
Funktionen der gesamten IL-6-Zytokinfamilie antagonisiert (157). Dagegen wiesen
idiopathisch infertile Frauen eine signifikant erniedrigte Sekretion von sgpl30 in
diesem Zeitraum auf (157). Moglicherweise ist bei ihnen der Implantationsvorgang
durch die verminderte Antagonisierung und damit iiberschieBende Wirkung einiger an
der Implantation beteiligten Zytokine gestort.

Vermutlich handelt es sich um ein redundantes System, in dem verschiedene Faktoren
mit sich tiberschneidenden Funktionen an einer Vielzahl von Zellen wirken (109). Arici
und Miterbeiter sehen im Netzwerk der unterschiedlichen Faktoren der
Implantationsregulation ein fehlersicheres System aus sich erginzenden und
ersetzenden Agonisten, das die vollstindige Abhingigkeit der Implantation allein von
der Funktion eines einzelnen Genprodukts vermeidet (4). Eine Funktion auszuwihlen
und isoliert als einzige Wirkung eines einzelnen Faktors zu untersuchen, fiihrt
wahrscheinlich zu der falschen Vermutung, sie sei essentiell.

Allerdings wire ein LIF-Mangel auf dem Boden einer ungeniigenden Steuerung der
LIF-Expression durch Defekte in diesem Zytokin-Netzwerk denkbar. Da die Zyokine
Effektoren der Steroidwirkung sind, kann man sich gerade unter den Vorraussetzungen
der Stimulationsbehandlung im Rahmen einer IVF/ICSI-Therapie eine Dysregulation
ihrer Wechselwirkungen vorstellen. Ein verldngerter Stresszustand, wie er bei einer
IVF-Behandlung entstehen kann, bewirkt iiber neuro-immunologische Mechanismen
eine erhohte Anzahl aktivierter T-Zellen im peripheren Blut sowie ein Ungleichgewicht
zwischen den verschiedenen Zytokinen und fiihrt zu reduzierten Implantationsraten bei

Frauen in der IVF-Behandlung (48).

4.3.3 LIF-Rezeptor-/Signaltransduktionsstorungen und LIF-Mangel

Neben dem Mangel an LIF-Protein selbst stellt auch ein Verlust der Rezeptorfunktion
eine reduzierte LIF-Wirkung dar. LIFR-defiziente Méause sind nach Geburt nicht
lebensfiahig (187). Gpl30-defiziente Mdiuse sterben bereits intrauterin vermutlich
aufgrund ihres Verlustes eines viel weiteren Spektrums an Zytokininteraktionen, die

diese Rezeptoreinheit vermittelt (98, 187, 194).
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Uber die Regulationsmechanismen der LIF-Rezeptorexpression ist fast nichts bekannt,
weder iiber die Signale, welche die Synthese an sich induzieren, noch iiber die Faktoren,
die bestimmen, ob membrangebundene oder Iosliche Rezeptoren in welchen
Konzentrationen gebildet werden, so dass eine Vielfalt von Storfaktoren der LIF-
Wirkung iiber den Weg der Rezeptorexpression vorstellbar ist (109).

Auch iiber eine Storung der Signaltransduktion ist eine reduzierte LIF-Funktion
denkbar. Die Aktivierung des Transkriptionsfaktors STAT3 im Rahmen der LIF-
Signaltransduktion im luminalen Epithel fillt bei der Maus mit dem Beginn der
endometrialen Rezeptivitit zusammen (26). Mutationen, welche die STAT3-
Aktivierung beeintrdchtigen, fithren phénotypisch zu lebensfihigen Maéausen mit
Infertilitdt bei den Weibchen aufgrund eines Implantationsversagens (26). Diese Mause
sind von LIF-defizienten Weibchen nicht zu unterscheiden, so dass die Aktivierung von
STAT3 im luminalen Epithel die entscheidende Voraussetzung fiir die Implantation
darstellt (26).

Um bei einem Protein mit derart vielfiltiger Wirkung eine Uberstimulation zu
verhindern und die Auswirkungen zu begrenzen, existieren Mechanismen, die die
Zytokin-vermittelte Signaltransduktion negativ regulieren (67). Eine mangelnde
Funktion dieser Kontrollfaktoren konnte eine Ursache fiir eine iiberschieende
systemische LIF-Wirkung darstellen, eine mangelnde Hemmung dieser Steuerung
wiirde wiederum eine reduzierte LIF-Funktion erkldren. Proteinphosphatasen z.B.
hemmen das Schliisselereignisses der Signaltransduktion, die Phosphorylierung. Als
negative Modulatoren der STAT3-Aktivitit existieren auch intrazellulidre Faktoren wie
die Suppressoren der Zytokinaktivitdt (SOCS-Proteine) und Proteininhibitoren des
aktivierten STAT (PIAS-Proteine), die unerwiinschte LIF-Wirkungen hemmen. Die
Expression von SOCS-Proteinen wird durch IL-6, IL-11, LIF und OSM gesteigert, und
filhrt iiber die Hemmung der JAK-Phosophorylierung zur Hemmung der STAT-
vermittelten Signaltransduktion, so dass sie als klassische feedback-Inhibitoren
bezeichnet werden konnen. Die Familie der PIAS hemmt z.B. die DNA-Bindung des
aktivierten STAT1 und damit die STAT1-vermittelte Geninduktion.

Die als negative Regulatoren der STAT3-Aktivitit bekannten Steroidhormone wirken
so, dass Ostradiol alleine die Ansprechbarkeit des Rezeptors auf LIF unterdriickt, diese

Hemmung der STAT3-Phosphorylierung jedoch durch Progesteron aufgehoben wird
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(26). Die Expression der SOCS-Proteine wiederum wird durch Zytokine und Hormone
gewebeabhingig reguliert (6). Eine Storung dieser Mechanismen durch die ovarielle

Stimulation im Rahmen einer IVF/ICSI-Behandlung ist durchaus vorstellbar.

4.4 Klinische Bedeutung von LIF und Konsequenz fiir die IVF/ICSI-Behandlung
Ein besseres Verstindnis der fiir die endometriale Rezeptivitidt verantwortlichen
molekularen Mechanismen konnte helfen, die ,letzte grolen Barriere der
Reproduktionsbiologie®, das Implantationsversagen, durch therapeutische Intervention
zu iiberwinden (163). Uber die Beeinflussung der am Implantationsvorgang beteiligten
Zytokine konnten eine optimale Synchronisation der endometrialen Rezeptivitit und des
Embryotransfers erreicht und die Erfolgsraten der Reproduktionsmedizin verbessert
oder die Bereitstellung eines optimalen uterinen Milieus fiir eine
Spontanschwangerschaft sichergestellt werden (143). Dies kann z.B. durch direkten
Gentransfer in das Endometrium erreicht werden, welcher die Expression und Funktion
spezifischer Gene im Endometrium reguliert und deren Genprodukte, die Zytokine, als
Ziele zur Manipulation des Reproduktionsvorganges nutzt (22).

Der Nachweis einiger am Implantationsvorgang beteiligten Faktoren als Biomarker der
endometrialen Rezeptivitit konnte zur FEinschidtzung der endometrialen Funktion
infertiler Frauen zum Zeitpunkt der Implantation in spontanen oder stimulierten Zyklen
sowie als prognostische Parameter fiir das Eintreten einer Schwangerschaft wertvoll
sein (98). Daraus verspricht man sich au8erdem Fortschritte in der Synchronisation von
Embryotransfer und endometrialer Differenzierung bei der assistierten Reproduktion.
Das Ergebnis wiren verbesserte Schwangerschaftsraten und die Moglichkeit des Einzel-
Embryotransfers zum idealen Zeitpunkt des rezeptiven Endometriums, ohne dass sich
die Schwangerschaftschancen reduzierten, gleichzeitig aber mit vermindertem Risiko
von Mehrlingsschwangerschaften und den verbundenen geburtshilflichen und
neonatalen Komplikationen.

Ein idealer biologischer Marker fiir die endometriale Rezeptivitit sollte im
Endometrium in der N&dhe des Implantationsortes vorkommen, wéihrend des
Implantationsfensters erscheinen und auferhalb dieser Phase fehlen. Allerdings konnte
bislang fiir keinen der fiir die endometriale Rezeptivitit bedeutsamen biochemischen

Marker ein klinischer Nutzen bewiesen werden (40, 98).
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Der klinische Stellenwert LIFs in der Sterilititsdiagnostik und -therapie ist noch offen.
Bei der Maus konnte gezeigt werden, dass eine exogene Zufuhr von LIF die
Implantation bei LIF-defizienten Miusen induzieren kann (44, 168). Die Substitution
von LIF konnte eine therapeutische Option bei sterilen Frauen darstellen, die von einem
LIF-Mangel betroffen sind. Zudem konnte es als Marker der endometrialen Rezeptivitit
diagnostische Anwendung bei der assistierten Reproduktion finden. Neben den direkt
beim Menschen eingesetzten therapeutischen und diagnostischen Moglichkeiten bietet
sich dariiberhinaus die Anwendung LIFs zur Verbesserung der Embryokultur in der

IVF/ICSI-Behandlung als embryoprotektives Agens an (41, 47).

4.4.1 Therapeutische Anwendung des LIF-Proteins

Uber die Expression durch E. coli konnte rekombinantes humanes LIF (rhLIF)
produziert werden, das in wissriger LOosung zur subkutanen Applikation fiir den
klinischen Gebrauch am Menschen geeignet wire und in klinischer Erprobung ist (95).
Die Anwendung LIFs als therapeutischen Wirkstoff (AM424) ist umstritten, da
aufgrund seiner pleiotropen Funktion unerwiinschte systemische Wirkungen erwartet
werden (92). Zudem ist die Halbwertszeit von rhLIF mit 3 bis 5 Minuten sehr kurz, so
dass hohe Dosen erforderlich sind (71). Die Tatsache, dass LIF in verschiedenen
Geweben und im Kreislauf der Maus unter physiologischen Bedingungen nicht
nachweisbar ist, nach intravenodser Injektion und bei exzessiv hohen LIF-
Konzentrationen aber zu schiddigenden Wirkungen fithrt und sehr schnell aus dem
Kreislauf eliminiert wird, ldsst darauf schlieBen, dass die LIF-Expression streng
kontrolliert wird und es eher lokal als systemisch wirkt (73, 107). Miuse, die sehr hohen
LIF-Konzentrationen ausgesetzt waren, entwickelten ein Syndrom aus Kachexie mit
Fettgewebsverlust, Osteosklerose, Verdringung der Himatopoese aus dem
Knochenmark, Hyperexzitabilitit infolge der Hyperkalzdmie, Kalzifizierung von Leber,
Herz und Muskelgewebe, Pankreatitis, Gonadeninsuffizienz, und Aktivierung der
Akuten-Phase-Antwort (107). Vermutlich verhindert die streng lokalisierte LIF-
Expression unerwiinschte Wirkungen dieses pleiotropen Zytokins an anderer Stelle. In
einer Phase-II-Studie zur Behandlung der Amyotrophen Lateralsklerose mit rhLIF
(AM424) konnte mittlerweile seine relativ geringe Toxizitdt nachgewiesen gezeigt

werden (92).
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Eine Phase-I-Studie mit rhLIF (Emfilermin) zur Untersuchung seiner Sicherheit,
Pharmakokinetik und biologischen Auswirkungen existiert bei Patienten mit
fortgeschrittener Krebserkrankung unter Chemotherapie (60). Positive Auswirkungen
waren eine schnellere Erholung der Hamatopoese nach Chemotherapie. Unerwiinschte
Wirkungen wie eine autonome Dysfunktion mit Impotenz und episodischer
Hypotension sowie ein Rigor limitierten eine Dosissteigerung (60).

LIF kann bei Miusen die voll entwickelte Plazenta nicht passieren, weshalb es
vermutlich bei einer systemischen Anwendung gar nicht an den Wirkort Endometrium
und Blastozyte gelangt (71). Nach intraperitonealer Injektion akkumuliert es in hohen
Konzentrationen in Leber, Pankreas, Milz und Lunge, nicht aber im Uterus, so dass
intrauterine Injektionen vermutlich effektiver sind (71). Die in der Einleitung
beschriebenen Experimente der Arbeitsgruppe um Stewart konnten bei Miusen keinen
direkten Einfluss von in utero injiziertem LIF auf die Implantation nachweisen (168).
Aufgrund seiner kurzen Halbwertszeit konnte die LIF-Konzentration nach einer
einmaligen Injektion fiir die Induktion einer Implantation zu gering sein. Dagegen
konnten nach der kontinuierlichen Zufuhr von rekombinantem LIF {iber eine
Peritonealpumpe histologisch Implantationsstellen bei LIF-defizienten Weibchen nach
Paarung mit LIF-defizienten Minnchen nachgewiesen werden (168). Ausgehend von
den Ergebnissen der Untersuchungen von Stewart und Mitarbeitern konnte die lokale
Zufuhr von LIF in der frithen bis spiten sekretorischen Phase bei infertilen Frauen mit
Implantationsversagen nach IVF, bei denen eine verminderte LIF-Produktion durch das
Endometrium nachgewiesen wurde, die Chancen fiir eine erfolgreiche Implantation
verbessern (168, 186). Mittels Injektion von LIF-Gen-DNA-Liposom-Komplexen ins
Uteruslumen gelang bereits der LIF-Gentransfer auf Maus-Endometrium in vivo (75).
Dessen Auswirkung auf das Implantationspotential muss noch untersucht werden.

Bei einem dem Mangel an LIF-Wirkung zugrundeliegenden Defekt in der LIF-
Rezeptorfunktion wire die therapeutische Anwendung LIFs allerdings sinnlos, so dass
zuvor Untersuchungen zur Lokalisation der ursdchlichen Stérung erfolgen miissten. Die
klinische Anwendung LIFs bei Frauen mit wiederholtem Implantationsversagen sollte
jedoch mit groBer Zuriickhaltung erfolgen, solange die genauen Funktionen und die
Bedeutung dieses Zytokins fiir die menschliche Reproduktion noch nicht vollstindig

aufgeklirt sind.
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4.4.2 Diagnostische Anwendung des LIF-Proteins

Sollte eine therapeutische Anwendung LIFs nicht realisierbar sein, so kann das Zytokin
doch von diagnostischem Nutzen sein, der entscheidend zur Verbesserung der
Erfolgsraten der IVF/ICSI-Behandlung beitrdgt. Die iiber ELISA gemessene LIF-
Konzentration in uteriner Spiilfliissigkeit konnte ein prognostisches Kriterium zur
Abschidtzung des zu erwartenden Implantationserfolges einer  assistierten
Reproduktionstechnik werden und zur Identifizierung nicht rezeptiver Endometrien vor
der Behandlung dienen, da sie bei Frauen mit Infertilitdt und erfolgloser Implantation
deutlich erniedrigt nachgewiesen wurde (93, 110). Die schmerzfreie Gewinnung der
Spiilfliissigkeit  verhindert eine Storung des Zytokinnetzwerkes durch eine
schmerzinduzierte Zytokinproduktion. Eine Messung des Serum-LIF-Spiegels wire als
diagnostisches Instrument nutzlos, da zwischen den LIF-Konzentrationen im Uterus und
im Serum keine Korrelation besteht (110).

Ledee-Bataille und Mitarbeiter dagegen fanden eine niedrige LIF-Konzentration in
uteriner Spiilfliissigkeit aus der spiaten Lutealphase bei Frauen unter IVF-Behandlung
als prognostisch giinstigen Hinweis auf eine folgende erfolgreiche Implantation (97).
Der Implantationsprozess kann mit einer entziindungsartigen Reaktion verglichen
werden, die allerdings physiologisch reguliert ablduft und schnell wieder unterdriickt
wird (27, 97). Eine zu starke Entziindungsreaktion im uterinen Lumen kann das
Uberleben des Embryos und die Implantation gefihrden und die Schwangerschaftsraten
bei IVF reduzieren. Da die LIF-Produktion auch durch proinflammatorische Zytokine
wie IL-1 und TNF induziert wird, ist eine erhohte LIF-Konzentration in uteriner
Fliissigkeit ein Hinweis auf solch eine iiberschieBende Entziindungsreaktion und erklért
die Beobachtungen, wonach hohe LIF-Spiegel in uterinen Spiilfliissigkeiten mit
Infertilitit assoziiert waren (97).

Diese vollig gegensitzlichen Untersuchungsergebnisse iiber die Konsequenz der
uterinen LIF-Konzentration fiir die Implantationsprognose werden zum einen auf die
Unterschiede in den Methoden der uterinen Spiilung, zum anderen aber auf die
verschiedenen Methoden des Proteinnachweises zuriickgefiihrt (93, 97). Zusitzlich
erklirt der Einfluss des Glykosylierungsgrades des LIF-Proteins auf seine quantitative
Nachweisbarkeit durch ein ELISA-Kit die kontroversen Ergebnisse iiber uterine LIF-

Konzentrationen und ihre Bedeutung, da unterschiedliche Assays zur Anwendung
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kamen (93, 97). Auch kann der ELISA nicht zwischen den verschiedenen LIF-
Isoformen unterscheiden, von denen zudem nicht alle in das uterine Sekret sezerniert
werden und somit nicht in der Spiilfliissigkeit nachzuweisen sind (61, 97). Diese
Beobachtung deutet das diagnostische Problem des klinisch zuverlidssig anwendbaren

Nachweises einer suffizienten oder insuffizienten LIF-Produktion in utero an.

4.5 Schlussfolgerung

Obwohl die Arbeitsgruppe Giess bei nichtselektionierten Patientinnen mit Infertilitéit
heterozygote LIF-Gen-Mutationen mit vermutlich negativen Auswirkungen auf die
Expression und Bioverfiigbarkeit des LIF-Proteins im Endometrium und damit auf den
Implantationsvorgang signifikant hiufiger als bei fertilen Kontrollprobandinnen fanden,
konnte in der vorliegenden Arbeit keine Relation zwischen dem Auftreten von LIF-
Gen-Mutationen zumindest in den beschriebenen Lokalisationen und dem Versagen der
Implantation im Rahmen einer IVF/ICSI-Behandlung festgestellt werden. Bereits in der
Studie von Giess und Mitarbeitern wurde klar, dass die klinische Bedeutung bestimmter
heterozygoter LIF-Gen-Mutationen fiir den Implantationsvorgang nicht essentiell ist, da
die Entstehung einer Schwangerschaft nicht immer gestort wurde. Vermutlich wird die
heterozygote Mutation durch das funktionierende zweite Allel des LIF-Gens
kompensiert und die resultierenden uterinen LIF-Proteinkonzentrationen reichen fiir
eine Implantation unter den Bedingungen der ovariellen Stimulationsbehandlung aus.
Zusitzlich konnte ein LIF-Mangel mit Implantationsversagen auf zahlreichen anderen
Ursachen wie einer gestorten Funktion des LIF-Rezeptors, der Signaltransduktion oder
regulatorische Defekte im Zytokinnetzwerk beruhen. Es ist unwahrscheinlich, dass der
in der vorliegenden Studie entdeckte Polymorphismus eine Ursache fiir wiederholtes
IVF/ICSI-Versagen aufgrund erfolgloser Implantation darstellt.

Diese Tatsache deutet darauf hin, dass neben dem LIF-Gen auch die Alteration anderer
Gene fiir ein Implantationsversagen von Bedeutung sind und LIF in ausreichender und
zyklischer Sekretion fiir die menschliche Implantation zwar einen von vielen
wesentlichen am Implantationsvorgang beteiligten Faktoren darstellt, aber keine
Schliisselrolle fiir dessen physiologischen und pathologischen Ablauf spielt. Von
Mutationen konnen Gene anderer Zytokine, die an der Steuerung der Implantation
beteiligt sind, betroffen sein. LIF weist strukturelle und funktionelle Ahnlichkeiten mit

anderen Zytokinen auf, die an denselben Rezeptorkomplex binden kdnnen, so dass auch
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von ihnen eine Beteiligung am Implantationsvorgang angenommen werden kann (50,
66). Andere Zytokine konnten die fiir die Implantation entscheidende Funktion LIFs
ersetzen (4). Eine alleinige Abhingigkeit der Implantation von dem Vorhandensein
LIFs ist bereits durch den Nachweis der Pleiotropie und iiberlappenden Funktionen aller
beteiligten Zytokine unwahrscheinlich. Somit handelt es sich um ein abgesichertes
System, das die Fortpflanzung nicht von der Funktion eines einzelnen Genprodukts
abhédngig macht. Aber auch hormonelle und andere Funktionsstorungen konnen diese
kritische Phase der menschlichen Reproduktion beeintrachtigen. Es liegt eine Fiille von
Arbeiten vor, die Bausteine des komplexen Implantationsvorganges und seiner
Regulation aufdecken und beweisen, dass es sich um einen multifaktoriellen Prozess
handelt, in dem LIF vermutlich nur eine Teilfunktion hat. Das Uberleben jeder Spezies
ist an stabile Reproduktionsmechanismen gebunden. Zur Sicherung der
Nachkommenschaft muss sich daher gerade der essentielle Vorgang der Implantation
auf mehrere alternative, redundante Mechanismen stiitzten.

Ein anderer Grund fiir das fehlende Auffinden von LIF-Gen-Mutationen konnte auch in
der Moglichkeit bestehen, dass fiir das Implantationsversagen der untersuchten Frauen
mit fehlendem IVF/ICSI-Erfolg andere Funktionsstorungen ursédchlich sind. Hierfiir
bieten sich einige Ansatzpunkte wie der Einfluss der jeweiligen Sterilitdtsursache, des
Alters der Patientinnen sowie der Behandlungsprozedur selbst auf den
Implantationsvorgang.

Die PCR-SSCP-Analyse spielt als Screening-Methode zur Detektion von Mutationen im
Rahmen von Diagnostik, Therapie und Prognose vieler genetisch bedingter
Erkrankungen eine zentrale Rolle und ist zum Nachweis von Mutationen im LIF-Gen
geeignet. Fiir das generelle Screening infertiler Frauen mit mehrfachem IVF/ICSI-
Versagen auf LIF-Gen-Mutationen erscheint sie allerdings zum derzeitigen Zeitpunkt
aufgrund der niedrigen Pridvalenz von Mutationen im LIF-Gen im Zusammenhang mit
Implantationsversagen auch unter Beriicksichtigung des Zeit- und Kostenaufwandes
und der niedrigen Spezifitit in Relation zu den noch fehlenden therapeutischen
Konsequenzen nicht sinnvoll. Sollte eine LIF-Substitution in Zukunft moglich werden,
wire das Screening eine zweckmiBig Methode zur Identifikation jener infertilen
Frauen, die aufgrund ihrer LIF-Gen-Mutation von der Substitution des LIF-Proteins

profitieren konnten.
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5. Zusammenfassung

Der Vorgang der Implantation gilt als entscheidende Phase fiir die erfolgreiche
Entstehung einer Schwangerschaft. Das Implantationsversagen stellt die hiufigste
Ursache fiir den Misserfolg der menschlichen Reproduktion dar und spielt
wahrscheinlich eine bedeutende Rolle bei wiederholt erfolgloser assistierter
Reproduktion (IVF/ICSI und ET). Als Ursache fiir eine erfolglose Implantation werden
zu einem Drittel embryonale Defekte, zu zwei Dritteln eine inaddquate endometriale
Rezeptivitit oder eine gestorte Kommunikation zwischen Embryo und Endometrium
verantwortlich gemacht. Als Grundlage werden genetische Verdnderungen vermutet.
Die hormonell eingeleitete Regulation der Implantation beinhaltet eine komplexe Folge
von Signalen zwischen Embryo und Endometrium, deren regelrechter Ablauf fiir die
erfolgreiche Einrichtung einer Schwangerschaft entscheidend ist. Eine Fiille von
Faktoren wie Zytokine und Wachstumsfaktoren spielen hier eine bedeutende Rolle.
Unter diesen Mediatoren ist auch Leukaemia Inhibitory Factor (LIF), ein Glykoprotein
mit einer Vielzahl von Funktionen in verschiedenen Organsystemen, am
Implantationvorgang beteiligt. Dafiir sprechen Ergebnisse aus Tierversuchen und die
Auswirkungen des Zytokins in Abhingigkeit von der Zielzelle auf deren Proliferation
und Differenzierung, Vorgéinge, die sich auch bei der Entwicklung und Implantation der
Blastozyste abspielen. Bei weiblichen Méusen mit einer homozygoten Inaktivierung des
LIF-Gens bleibt nach erfolgreicher Befruchtung ihrer Oozyten die Implantation aus,
obwohl ihre Blastozysten lebensfihig sind. Die miitterliche LIF-Produktion ist also
essentiell fiir eine erfolgreiche Schwangerschaft bei Méusen.

Fiir die Beteiligung LIFs an der Kontrolle des Implantationsvorgangs auch beim
Menschen gibt es eine Reihe von Hinweisen. Das LIF-Protein wird im menschlichen
Endometrium zyklusabhingig mit einem Maximum zum Zeitpunkt der Implantation
produziert. Menschliche Blastozysten exprimieren zum Zeitpunkt der Implantation
mRNA fiir LIF-Rezeptoren, so dass sie als Ziel der Zytokinwirkung gelten.

Ein Mangel an LIF konnte im Zusammenhang mit einigen Formen von Infertilitit
stehen. In uteriner Spiilfliissigkeit idiopathisch infertiler Frauen wurden reduzierte LIF-
Konzentrationen nachgewiesen, endometriale Zellen infertiler Frauen, insbesondere von
Frauen mit wiederholtem Implantationsversagen, sezernierten signifikant weniger LIF

als die fertiler Frauen. Als Grundlage diese Veridnderungen werden Mutationen im LIF-
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Gen vermutet, die zu reduzierter endometrialer Produktion oder verminderter
biologischer Aktivitit des Zytokins fithren und eine gestorte Implantation der
Blastozyste im menschlichen Endometrium zur Folge haben. Im Vorfeld konnte bereits
eine signifikant erhohte Pridvalenz von heterozygoten Mutationen in kodierenden
Regionen des menschlichen LIF-Gens in einer Population von Frauen mit
unterschiedlichen Infertilitdtsursachen nachgewiesen werden (55).

Bislang liegen nur unzureichende Daten zur Prdvalenz von Mutationen im LIF-Gen als
mogliche Ursache fiir ein Implantationsversagen vor. Thre klinische Bedeutung fiir die
Therapie bei Frauen mit wiederholtem Implantationsversagen im Rahmen einer
IVF/ICSI-Behandlung ist noch unklar. Der Nachweis von Mutationen im LIF-Gen
konnte einerseits diagnostisch zur Beurteilung der endometrialen Rezeptivitit und der
Prognose eines IVF/ICSI-Behandlungsversuches genutzt werden. Andererseits hitte der
Nachweis eines LIF-Mangels auf dem Boden einer LIF-Gen-Mutation auch
therapeutische Konsequenzen, wenn in Zukunft die Substitution LIFs mdglich wiire.
Ziel dieser Arbeit war es, die Haufigkeit und Art der Mutationen im LIF-Gen bei Frauen
mit wiederholt erfolgloser IVF/ICSI-Behandlung zu untersuchen, um ihre Bedeutung
fiir das Implantationsversagen bei der assistierten Reproduktion beurteilen zu konnen,
und zu priifen, ob der Einsatz eines geeigneten Screeningverfahrens auf LIF-Gen-
Mutationen bei diesen Patientinnen sinnvoll erscheint.

Mit Hilfe des von Giess und Mitarbeitern entwickelten Verfahrens wurden 50
Patientinnen mit wiederholtem IVF/ICSI-Versagen und 105 fertile Frauen als
Kontrollgruppe auf das Vorliegen von Mutationen in kodierenden und regulatorischen
Abschnitten des LIF-Gens untersucht (55). Zum Screening auf Basensubstitutionen im
LIF-Gen dienten die standardisierte DNA-Extraktion, deren Amplifikation durch die
Polymerasekettenreaktion (PCR) und die Single-Strand Conformation Polymorphism-
Analyse (SSCP). Zeigte sich bei der SSCP-Analyse ein abnormes Laufverhalten in den
Elektrophoresebanden, erfolgte anschlieend die Sequenzierung des DNA-Abschnittes
zur Bestitigung und Identifizierung der genetischen Alteration als Mutation oder
Polymorphismus.

Eine Patientin wies im Exon 3 des LIF-Gens eine heterozygote Transversion (G3453T)
auf, welche die Struktur und Funktion des LIF-Proteins jedoch nicht beeinflusst, so dass

es sich nicht um eine Mutation, sondern um einen funktionell unbedeutenden
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Polymorphismus handelt. In einem Fall der Kontrollgruppe fand sich ebenfalls ein
Polymorphismus ohne Auswirkung auf die Aminosdurensequenz des LIF-Proteins, eine
Transition (C3235T) im Intron zwischen Exon 2 und 3. Mutationen mit Auswirkungen
auf das Expressionsniveau oder die Bioaktivitit LIFs konnten nicht aufgedeckt werden.

Im Gegensatz zur erhohten Privalenz biologisch relevanter LIF-Gen-Mutationen in
einem Kollektiv von Frauen mit Infertilitdt unterschiedlicher Ursache ist die
Mutationsrate bei Frauen mit wiederholtem Implantationsversagen nach IVF/ICSI-
Therapie demnach sehr niedrig und gegeniiber fertilen Frauen nicht signifikant erhoht.
Damit stehen die Resultate dieser Arbeit im Einklang mit Ergebnissen fritherer Studien,
wonach LIF beim Menschen zwar eine wichtige Teilfunktion bei der Steuerung des
komplexen Implantationsvorganges einnimmt, aber nicht essentiell fiir seinen Erfolg ist.
Aufgrund der niedrigen Prdvalenz funktioneller Mutationen im LIF-Gen bei Frauen mit
wiederholtem Implantationsversagen nach einer IFV/ICSI-Behandlung erscheint ein
Screening der betroffenen Patientinnen als RoutinemaBnahme zu diagnostischen und

therapeutischen Zwecken nicht gerechtfertigt.
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7. Anhang

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

A Adenin

Abb. Abbildung

ACTH adrenocorticotropes Hormon

bp Basenpaare

bzw. beziehungsweise

C Cytosin

%C Anteil an Quervernetzungen eines Gels

ca. circa

CFTR Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator

CNDF/CDF  Cholinergic Neuronal Differentiation Factor

CNTF Ciliary Neurotrophic Factor
CSF Colony Stimulating Factor
CT-1 Cardiotrophin-1

CTL Cardiotrophin-like Cytokine
d Dalton

dATP, ddATP Desoxy-, Didesoxy-Adenosintriphosphat
dCTP, ddCTP Desoxy-, Didesoxy-Cytidintriphosphat
dest. destilliert

dGTP,ddGTP Desoxy-, Didesoxy-Guanosintriphosphat
d.h. das heil3t

DHEAS Dehydroepiandrosteronsulfat

DIA Differentiation Inhibiting Activity

DIR Deutsches IVF-Register

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP,ddNTP Desoxy-, Didesoxy-Ribonukleosidtriphosphat
DRF Differentiation Retarding Factor

ds Doppelstrang

dTTP, ddTTP Desoxy-, Didesoxy-Thymidintriphosphat
E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat
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EGF
EIFT
ELISA
ET

et al.
FSH

G
GIFT
GnRH
gp
HCG
het.
HLA
HILDA
HMG
HSF-1II
ICSI
IFN
IGFBP
IL

IUI
IVF
JAK
kb

kd

LH

LIF
LIFR
LJ
MAPK
M-CSF

Epidermal Growth Factor

Embryo intrafallopian transfer
enzyme-linked immuno sorbent assay
Embryotransfer

et alii

Follikelstimulierendes Hormon
Guanin

Gamete intrafallopian transfer
Gonadotropin releasing hormone
Glykoprotein

Humanes Choriongonadotropin
heterolog

Human leukocyte antigen

Human Interleukin for DA Cells
Human-Menopausen-Gonadotropin
Hepatocyte-Stimulating Factor III
Intrazytoplasmatische Spermieninjektion
Interferon

Insulin-like growth factor binding protein
Interleukin

Intrauterine Insemination
In-vitro-Fertilisation

Januskinase

Kilobasen

Kilodalton

Kryo-Embryotransfer
Luteinisierendes Hormon

Leukaemia Inhibitory Factor
LIF-Rezeptoreinheit niedriger Affinitit
Lebensjahr

Mitogen-aktivierte Proteinkinase

Monocyte-Macrophage CSF (CSF-1)
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MESA
MHC
MLPLI
MMP
mRNA

mut

NaCl
OAT
OD
OH
OoSM

PCR
PDGF
pH
PIAS
PKC
p-o.
POMC
RFLP
rh
RNA

SDS
sgp130
SOCS
sS
SSCP
STAT

%T

Microchirurgische epididymale Spermienaspiration
major histocompatibility complex
Melanocyte-derived Lipoprotein-Lipase Inhibitor
Matrix Metalloproteinase

“messenger” RNA

mutiert

Anzahl

Natriumchlorid
Oligo-Astheno-Teratozoospermie

Optische Dichte

Hydroxylgruppe

Oncostatin M

probability (Irrtumswahrscheinlichkeit)
Polymerasekettenreaktion

platelet-derived growth factor
Wasserstoffionenkonzentration

Protein inhibitors of activated STAT
Proteinkinase C

post ovulationem

Proopiomelanocortin
Restriktionsfragment-Lingenpolymorphismus
recombinant human

Ribonukleinsdure

Umdrehungen pro Minute
Natriumdodecylsulfat

soluble gp130

Suppressor of cytokine signaling

single strand (Einzelstrang)

Single-Strand Conformation Polymorphism
Signal transducer and activator of transcription
Thymin

Polyacrylamidanteil eines Gels
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Tab.
TAE
Taq
TE
TEMED
TESE
TGF
TNF
Tris
TSH
TYK
uv
WHO

wt

ZIFT

Tabelle

Tris-Acetat

Thermus aquaticus

Tris/EDTA

N'N’N’N Tetramethylethylendiamin
Testikuldre Spermienextraktion
Transforming Growth Factor
Tumor Nekrose Faktor
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Thyreoideastimulierendes Hormon
Tyrosinkinase

ultraviolettes Licht

World Health Organization
Wildtyp

zum Beispiel

Zygote intrafallopian transfer
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7.2 Reagenzien und Geriite

7.2.1 Hersteller

Amersham Pharmacia Biotech (Braunschweig)
Boehringer (Mannheim)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Eppendorf (Hamburg)

ETC (Elektrophorese-Technik) Corp. (Kirchentellinsfurt)
Gibco BRL®, Life Technologies (Paisley, Schottland)
INTAS®

ISMATEC SA, Labortechnik-Analytik (Glattbrugg, Schweiz)
J.T. Baker (Griesheim)

Merck (Darmstadt)

Mitsubishi Electric Corp. (Japan)

MWG-Biotech AG (Ebersberg)

Perkin Elmer (Foster City, CA, USA)

Polaroid Corp. (USA)

QIAGEN (Hilden)

Sigma-Aldrich Vertriebs GmbH (Deisenhofen)

7.2.2 Geriite

BioPhotometer (Eppendorf)

Elektrophorese-Kammern: 140x140mm2, 80X70mm2, 40x70mm?> (Amersham
Pharmacia)

Heizblock: Liebisch Metallblockthermostate Thermobil® (ISMATEC SA)
Kiihlgerat: MultiTempll (Amersham Pharmacia)

Polaroidfilm, Polaroidkamera: Typ 667 Schwarzweil3 (Polaroid Corp.)
Sequenzierautomat: Perkin Elmer 373 A DNA Sequencer

Spannungsgerite: LKB GPS 200/400 (Amersham Pharmacia)
SSCP-Elektrophoresekammer: Multiphorll Elektrophorese-Kammer (Amersham
Pharmacia)

SSCP-Spannungsgerit: Electrophoresis Power Supply-EPS 3500XL (Amersham
Pharmacia)

Thermocycler: Perkin Elmer GeneAmp PCR System 2400
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UV-Bildschirm: UV-Systeme 312nm (INTAS®)
Video Copy Processor: Model P9OE (Mitsubishi Electric Corp.)

7.2.3 GefiBe, Pipetten, Elektrophoresematerial

Eppendorf-Reaktionsgefilie

Elektrodenpapier (ETC Corp.)

Filterpapierstreifen: Drying Card (ETC Corp.)

Mikroliter-Pipetten: Eppendorf Varipette®

Polyacrylamidgel: CleanGel DNA-HP 10%T, 2%C, 0,65mm, 36S (ETC Corp.)
QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN)

7.2.4 Reagenzien

7.2.4.1 DNA-Isolation

Ethanol (100%, 70%) (J.T. Baker)
Natriumchlorid 6M (Sigma)
Natriumdodecylsulfat (SDS) 20% (Sigma)
Lysis-Puffer: autoklaviert (Sigma) (Miller 1988)

8,29g Ammoniumchlorid (NH4CI) 155mM
1,00g Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3) 10mM
0,034g Na,EDTA 0,1mM

Aqua dest. ad 11 (Merck), pH = 7,4 (HCI/NaOH)
Pronase E (10mg/ml in H,O) (Sigma)
SE-Puffer: autoklaviert (Sigma)
4,39g Natriumchlorid (NaCl) 75mM
8,41g Na,EDTA 25mM
Aqua dest. ad 11 (Merck), pH = 8,0 (NaOH)
TE-Puffer: autoklaviert (Sigma)
1,2114¢g Tris/HCI (pH 8,0) 10mM
0,3722g EDTA ImM
Aqua dest. ad 11 (Merck), pH = 7,6 od. 8,0
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7.24.2 PCR
PCR-Puffer: 10xPCR-Puffer (Perkin Elmer): enthilt 15 mM MgCl,
(Amersham Pharmacia)
dNTPs: 2,5mM (2’ Deoxynukleoside 5 Triphosphate: dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
(Perkin Elmer)
Primer-Sets (MWG Biotech)
AmpliTaq® DNA Polymerase (Perkin Elmer)
Agarose (Gibco BRL)
TAE-Puffer:
Stammlosung: S0xTAE-Puffer:
484g Tris-Aminomethan pH 10,3 (Merck)
114,2ml Essigsidure 100% (Roth)
200ml EDTA 0,5M (Sigma)
pH=28,0
IxTAE-Puffer: 40ml Stammlosung + 21 Aqua dest.
(entspricht 0,04M TAE, 0,001M EDTA)
Ethidiumbromid 1% (Merck)
Ladepuffer (Gibco BRL):
10mM Tris-HCI (pH 7.4)
SmM NaCl
0,ilmM EDTA
Lingenstandard-Marker PHI-X174 RF DNA/Hae III Fragments 0,5ug/ul (Gibco BRL)

7.2.4.3 SSCP

Gel-Puffer: DNA Disc Gel Buffer, pH 8,5 (ETC Corp.)

SSCP-Enhancer: Additive for DELECT and DNA-Disc Buffer (ETC Corp.)
TEMED (N’,N",N",N"-Tetramethylethylendiamin (C¢H;sN>) 116,21g/mol (Merck)
Mineralol (Sigma)

Elektrodenpuffer: DNA Disc Buffer (ETC Corp.)
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Formamid 95% (Sigma), 25ml bestehend aus:
23,75ml Formamid 100%
1,25ml Xylencyanol
10mg Bromphenolblau
Fixierlosung:
150ml Ethanol (15%) (J.T. Baker)
50ml Essigsdure (5%) (Roth)
800ml Aqua dest. (Merck)
Silberlosung 0,1% (Bassam 1991):
2ml Silbernitrat (AgNO3) (10%) (Merck)
200ul Formaldehyd (37%) (Merck)
200ml Aqua dest. (Merck)
Entwickler (Bassam 1991)
5g Natriumcarbonat (Na,CO3) (2,5%) (Merck)
200ul Formaldehyd (37%) (Merck)
200ul Natriumthiosulfat (2%) (Merck)
200ml Aqua dest. (Merck)
Stopp-Losung:
Sg Glycin (2%) (Sigma)
1,25g EDTA (0,5%) (Sigma)
250ml Aqua dest. (Merck)
Glycerol 10% (Merck)

7.2.4.4 Sequenzierung

QG-Puffer (QIAGEN)

QIAquick-Siule (QIAGEN)

EB-Puffer: 10mM Tris-Cl, pH 8,5 (QIAGEN)

PE-Puffer (QIAGEN)

AmpliTaq® DNA Polymerase (Perkin Elmer)

dNTPs: 2,5mM (2'Deoxynukleoside 5 Triphosphate: dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
(Perkin Elmer)

Terminator Kit (Perkin Elmer)

123



7.3 Patientenaufklirung und -einwilligung

Universitats-Frauenklinik Wirzburg

- Arbeitsgruppe Fortpflanzungsmedizin -

Blutentnahme zu wissenschaftlichen Zwecken

Patientenaufklarung und -einwilligung
Sehr geehrte Patientin!

Zahlreiche Untersuchungen der letzten Jahre haben gezeigt, daB genetische Stfirungen
(Defekte der Erbanlagen) fiir eine ungewollte Kinderlosigkeit verantwortlich sein kénnen.
Wir wollen im Rahmen einer Studie an kinderlosen Paaren Gene (Erbsubstanz), die bei der
Einnistung der befruchteten Eizelle beteiligt sind, analysieren. Die gewonnenen Erké:nntnissc
kénnen zu cinem besseren Verstandnis der Griinde fir das Ausbleiben einer Schwangerschaft
beitragen, was die Grundlage ﬁ]rjede Behandlung ist. Die Analyse der Erbsubstanz hat wahr-

~ scheinlich zum jetztigen Zeitpunkt fiir Sie selbst keinen unmittelbaren Nutzen, kann aber
méglicherweise in Zukunft der Gesamtheit aller betroffenen Paare helfen.
Die Auswertung der Erbsubstanz erfolgt in verschlisselter Form, so daB die Anforderungen
des personlichen Datenschutzes fiir wissenschaftliche Fragestellungen erfiillt werden. Eine
Weitergabe personengebundener Daten an Dritte ist daher nicht méglich. Zur Durchfithrung
der geplanten Analyse werden im Rahmen der routineméBigen Blutentnahme 20 ml Blut
(diese Menge entspricht etwa 4 EBloffeln) benotigt. )
Selbstverstandlich ist [hre Bereitschaft zur Blutentnahme fiir diese Studie freiwillig und hat ‘
keinen EinfluB auf Thre geplante Behandlung. Wenn Sie sich entschlieBen, nicht an der
Studie teilzunehmen, so hat das fiir Sie keine Nachteile. Die im Rahmen der Untersuchung
gewonnenen genetischen Informationen bleiben fiir [hre ](jndemunschbehandlung
unberiicksichtigt.

- Erkldrung. Ich erklare, daB ich dieses Informationsblatt gelesen und verstanden habe und
meine Fragen zufriedensteliend beantwortet wurden. Ich bin damit einverstanden, daB bei

mir 20 ml Blut fiir die genannten wissenschaftlichen Untersuchungen entnommen werden.

Wiirzburg, den ..........

Unterschrift Patientin Unterschrift Arzt/Arztin

124



7.4 Embryonenschutzgesetz
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