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Abkurzungsverzeichnis:

AR Androgenrezeptor

ART assisted Reproductive Technology (assistierte Reproduktion)
BBS Parabene

BPA Bisphenol A

BPS Bisphenol S

BPF Bisphenol F

cBPA BPA Konzentration

COH kontrollierte ovarielle Hyperstimulation

DES Diéathyl-Stilboestrol

EDC endokrine like disruptor (endokrine Disruptoren)
EFSA EU Behorde flr Lebensmittelsicherheit

EM Endometriose

ER o/B Ostrogenrezeptor a, Ostrogenrezeptor 3

ERR Ostrogenverwandte Rezeptoren

ET Eizelltransfer

FF Follikelfllssigkeit

FSH Follikel stimulierendes Hormon

HMG humanes Menopausengonadotropin

HPG Hypothalamus — Hypophyse — Gonaden

HPO Hypothalamus — Hypophyse — Ovar

ICSI Intrazytoplasmatische Spermieninjektion

IVF in — vitro — Fertilisation

LAOEL lowest observed adverse effect level (niedrigste Dosis mit schadlicher Wirkung)
LBD Lewy body demenz

LH Luteotropes Hormon



MDA

mER

MBP

NOEL

(O

PCO

RNS

ROR

ROS

SERM

TAC

Malondialdehyd

membranstandiger Ostrogenrezeptor

metabolisiertes BPA (4-metyl-2,4-bis(4-hydroxyphenyl)pent-1-ene)
no observed effect level (Dosis ohne Effekt)

oxidativer Stress

Polyzystische Ovarialsyndrom

reaktive Stickstoffspezies

reduzierte ovarielle reserve

reaktive Sauerstoffspezies

selektive Ostrogenrezeptor Modulatoren

die Antioxidations Gesamtkapazitat



1. Zusammenfassung

Der Weichmacher ,,Bisphenol A“ (BPA) ist aus der industriellen Kunststoffherstellung nicht mehr
wegzudenken. Bisphenol A kommt in zahlreichen Materialien mit Lebensmitteln in Kontakt, da es unter

anderem bei der Herstellung von Polycarbonat und Epoxidphenolharzen verwendet wird.

Polycarbonat ist ein weit verbreiteter und einfach zu verarbeitender Kunststoff, der beispielsweise in
Babyflaschen,  Geschirr, Vorratsbehdltern, Lebensmittelverpackungen oder nachfiillbaren

Wasserbehaltern zu finden ist.

Epoxid-Phenolharze werden unter anderem als Innenbeschichtung fiir Konserven- und Getrankedosen
sowie als Beschichtung fiir Metalldeckel von Tiegeln und Flaschen verwendet. Sie werden auch als
Oberflachenbeschichtung fur Trinkwasserspeicher verwendet (Saiyood et al., 2010; Tsai et al., 2009).

Bisphenol A hat sowohl in vitro als auch in vivo eine nachgewiesene dstrogendhnliche Wirkung und
zdhlt zu den sogenannten ,.endokrinen Disruptoren”. Es steht im Verdacht, gesundheits- und

erbgutschadigend zu sein (Vandenberg et al., 2007; Flint et al., 2012).

Bereits 2006 schatzten Experten den jahrlichen Verbrauch von Bisphenol A in der Européischen Union
auf Uber 640.000 Tonnen. Bis 2006 galt fur die maximale Aufnahme pro Tag ein Grenzwert von 10 pg
pro kg Kérpergewicht. Aufgrund teilweise noch unverdffentlichter Studien, wonach auch héhere Dosen
unbedenklich sein sollen, hat die Européische Behdrde fiir Lebensmittelsicherheit den Grenzwert auf 50
pa/kg pro Tag angehoben. Auch der Migrationswert wurde erhoht (er bestimmt, wie viel Bisphenol A

ein Lebensmittel durch den Kontakt mit der Verpackung aufnehmen kann).

Bisphenol (BPA), reaktive Oxygen Spieles (ROS) und Malondialdehyd (MDA) wurden im Serum und
in der Follikelfliissigkeit gemessen. Diese Ergebnisse wurden auf einen Zusammenhang mit dem Alter
der Patientinnen, dem Body-Mass-Index, dem Stimulationsprotokoll und dem Ergebnis wahrend und
nach ICSI Behandlung (Fertilisationsrate, Teilungsrate der Embryonen und Entstehen einer

Schwangerschaft) untersucht.

Ziel dieser Studie war es, einen Zusammenhang zwischen den Konzentrationen von BPA, MDA- und
ROS- sowohl in der Follikelflissigkeit als auch im Serum mit dem Outcome der intrazytoplasmatischen

Spermieninjektion (ICSI — Therapie) zu bestimmen.

Dartiber hinaus sollte die Beziehung zwischen den BPA-, MDA- und ROS-Spiegeln im Serum und in
der Follikelflussigkeit bezuiglich der Atiologie der Unfruchtbarkeit, dem Alter der Patienten und dem

Body-Mass-Index der Schwangeren untersucht werden.

In dieser Studie wurden 86 Paare eingeschlossen, die sich im Rahmen einer Kinderwunschbehandlung

einer Intrazytoplasmatische Spermieninjektion (ICSI) an der Frauenklinik der Universitdt Sohag in
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Agypten unterzogen. Die Frauen wurden nach Alter in drei Gruppen eingeteilt, wobei die erste
Altersgruppe 18-30 Jahre alt war (n = 21), die zweite Altersgruppe 30-35 Jahre alt war (n = 36

Patientinnen) und der dritten Altersgruppe >35 (n=29) Patienten zugeordnet werden konnten.

Bezliglich der Sterilitdtsursache wurden die Patientinnen in 4 Gruppen eingeteilt: in die erste Gruppe
(G.1; n=10) Patientinnen mit bekannter Endometriose, in die zweite Gruppe Patientinnen mit bekannter
andrologischer Ursache (G.2; n = 17) und in eine dritte Gruppe (G.3; n = 25) die Patientinnen mit
pathologischem Menstruationszyklus. Die vierte Gruppe bilden die Patientinnen mit ungeklérter
Ursache (idiopathisch) (n = 21).

Dariiber hinaus wurden die Patienten basierend auf dem Body-Mass-Index (BMI) in 4 Gruppen
eingeteilt: Untergewicht (n=4), Normalgewicht (50), Ubergewicht (n=19) und Fettleibigkeit (n=4).

Des Weiteren wurden die Patientinnen gemal dem Protokoll zur kontrollierten ovariellen
Hyperstimulation (COH) in drei Gruppen eingeteilt. Menschliches menopausales Gonadotropin (HMG,
Gruppe 1) wurde nur bei 3 Patientinnen verwendet. Rekombinantes FSH wurde bei 34 Patienten
verwendet und ein gemischtes Stimulationsprotokoll (n = 47) wurde bei 47 Patientinnen durchgefihrt.
Nach der Behandlung wurden die Patientinnen in zwei Gruppen schwanger (n=35) und nicht schwanger
(n=51) aufgeteilt.

Die Kontrolle der ovariellen Hyperstimulation (COH), Patientennachsorge und Probenentnahme
erfolgte folgendermafen: Zur Stimulation der Eierstocke wurde ein langes GhnRH-Agonisten-Protokoll
verwendet. Die Gabe des GnRH - Agonist (Leuprorelin; TAP Pharmaceuticals) erfolgte am 21.
Zyklustag des vorherigen Zyklus (21.Tag nach Einsetzen der Menstruation). Die Stimulation mit
Gonadotropin wurde mit Gonal-F (Gonal-F, Merck-Serono, Deutschland) ab dem 2. Tag des
Menstruationszyklus begonnen. Darauf erhielten die Patientinnen 10.000 IE HCG Humanes
Choriongonadotropin (hCG, Pregnel) und 36 Stunden nach Verabreichung von HCG eine transvaginale,
ultraschallgesteuerte Follikelpunktion sowie eine Blutentnahme. Das Blut wurde wéhrend der
Eizellentnahme abgenommen, zentrifugiert und das Serum aus diesem Blut wurde bei -80° C

aufbewahrt.

Nach der Entnahme der Oozyten aus der Follikelflissigkeit wurden etwa 3,0 — 8,0 ml Follikelfllssigkeit
in sterile konische R6hrchen (BD Falcon, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) Gberfiihrt und bei 250
x g fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Dann wurde der blutfreie Uberstand aliquotiert
und bis zur weiteren Auswertung bei -80°C gelagert. Das intrazytoplasmatische

Spermieninjektionsverfahren (ICSI) wurde am selben Tag durchgefiihrt.

Serum- und Follikelflissigkeitsproben wurden aufgetaut und sofort zur Bestimmung der
Lipidperoxidation (LPO) unter Verwendung einer modifizierten Thiobarbitursdure (TBA) gemaR dem
Verfahren von Hammadeh et al. (2010) verwendet und die Ergebnisse werden als Malondialdehyd,

MDA in nmol pro Liter angegeben.



Die Bisphenol A -Konzentration im Serum und in der Follikelflissigkeit wird mit einem
hochempfindlichen Analyseverfahren bestimmt. Das Ecologiena® Supersensitive BPA ELISA KIT

wurde fiir die Messung der Bisphenol A Spiegel verwendet.

Die Konzentration von ROS wurde durch einen kolorimetrischen Assay zur quantitativen Bestimmung
von Peroxiden in EDTA-Plasma, Serum und anderen biologischen Flissigkeiten unter Verwendung des
ELISA-Kits (Oxy Stat; Kat.-Nr. BI-5007 Biomedical Medicine product GmbH & Co KG, Wien,
Osterreich).

Die mittlere Serum- Bisphenol A -Konzentration betrug 12,9 + 2,9 pug/ml. Bei den Patientinnen, bei
denen keine Schwangerschaft herbeigefiihrt werden konnte (Gravida-negativ), fand sich ein etwas
hoherer Wert als bei den Patientinnen, die schwanger wurden, jedoch kein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Gruppen (13,4+3,0 vs. 12, 2+ 2,9 pug/ml; p=0,062). In der Follikelflussigkeit (FF)
waren die durchschnittlichen Bisphenol A -Konzentrationen nur etwa halb so hoch wie im Serum (5,7
+ 0,1 pg/ml).

Zwischen BPA (Bisphenol A) und der Ursache der Unfruchtbarkeit konnte kein statistisch signifikanter
Zusammenhang nachgewiesen werden. Die mittleren Serum- Bisphenol A -Konzentrationen waren bei
allen untersuchten Ursachen der Unfruchtbarkeit auf dem gleichen Niveau; die Werte lagen in einem
Bereich von 12,0 bis 13,8 pg/ml (Mittelwerte) bzw. 11,4 und 14,1 pg/ml (Median).

Bei den Malondialdehyd -Konzentrationen waren die Befunde qualitativ ahnlich wie bei den Bisphenol
A Konzentrationen. Die mittleren Konzentrationen von Malondialdehyd im Serum waren mehr als
doppelt so hoch wie in der Follikelflissigkeit; bei nicht schwangeren Frauen wurden etwas héhere Werte

gefunden als bei Patientinnen, die schwanger wurden. Die Unterschiede waren jedoch nicht signifikant.

Fir Malondialdehyd in der Follikelflissigkeit ergab sich ein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen der Unfruchtbarkeitsursache mit dem hochsten und niedrigsten Malondialdehyd -Mittelwert

(pathologischer Zyklus vs. andrologische Ursache: 2,7+1,6 vs. 1,9+0,7 pg/ml; p=0,036).

Bei den Untersuchungen zu Reactive Oxygen Species (ROS) zeigte sich, dass die Werte im Serum mehr
als doppelt so hoch waren wie in der Follikelflissigkeit (596,2 £ 161,1 uM/l im Serum; 232,1 + 162,3
pM/lim FF). Allerdings war die Konzentration bei Patientinnen, die schwanger wurden und denen, die
nicht schwanger wurden, auf dem gleichen Niveau. AuBerdem wurden bei den Patientinnen, die
schwanger wurden, leicht hohere Reactive Oxygen Species Werte im Serum und in der

Follikelflissigkeit gefunden. Die Unterschiede erreichen jedoch keine statistische Signifikanz.

Das Durchschnittsalter der Patientinnen, die nicht schwanger wurden, war etwas hoéher als das der
Patientinnen, die schwanger wurden (33,6 = 5,0 vs. 32,8 £ 3,9; p = 0,447 (t-Test). AuRerdem gab es
keine signifikante Korrelation zwischen dem Alter und der Befruchtungsrate (r=0,138; p=0,206;

Pearson-Test). Auch der Body — Mass - Index hatte in dieser Studiengruppe keinen erkennbaren Einfluss
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auf die Schwangerschaft, der durchschnittliche Body — Mass - Index der Gravida-positiven und Gravida-
negativen Frauen war ungefahr gleich (23,1£3,5 vs. 23,8+4,3; p=0,646 Mann-Whitney-Test), allerdings
zeigte sich eine tendenziell schwach negative Korrelation zwischen dem Body — Mass - Index und
Befruchtungsrate (p=0,071).

Schlussfolgerung: Es konnte keine signifikante Korrelation zwischen der Bisphenol A Konzentration
im Serum oder in der Follikelflussigkeit und den anderen untersuchten Parametern gefunden werden.
Aulerdem gibt es in dieser Untersuchung keine Korrelationen zwischen dem Bisphenol A Spiegel und
dem Alter, dem Body-Mass-Index, der Befruchtungsrate, der Embryonalentwicklung, der Implantation
und den klinischen Ergebnissen der Kinderwunschbehandlung. Malondialdehyd zeigte einen statistisch
signifikanten Unterschied zwischen der Atiologie der Unfruchtbarkeit.

Die Ergebnisse dieser Studie sollen Arztinnen und Arzten auf dem Gebiet der assistierten Reproduktion
weitere Informationen im Zusammenhang mit den Risiken taglicher Exposition gegeniiber den endokrin
wirksamen Substanzen (EDC) und deren Auswirkungen auf die assistierte Reproduktion liefern. Es
besteht jedoch weiterhin ein groler Bedarf an epidemiologischen Studien, um die Auswirkungen von

Bisphenol A mit klinisch relevanten Ergebnissen aufzuklaren.

1. Summery

The plasticizer " Bisphenol A" (BPA) has become an indispensable part of industrial plastic production.
Bisphenol A comes into contact with food in numerous materials, as it is used in the production of

polycarbonate and epoxy phenaolic resins, among others.

Polycarbonate is a widely used and easy-to-process plastic found, for example, in baby bottles,

tableware, storage containers, food packaging and refillable water containers.

Epoxy phenolic resins are used, among other things, as internal coatings for food and beverage cans and
as coatings for metal lids of jars and bottles. They are also used as surface coatings for drinking water
storage tanks (Saiyood et al., 2010; Tsai et al., 2009).

Bisphenol A has been shown to have estrogen-like effects both in vitro and in vivo and is one of the so-
called "endocrine disruptors.” It is suspected of being harmful to health and genetic material
(Vandenberg et al., 2007; Flint et al., 2012).

As early as 2006, experts estimated the annual consumption of bisphenol A in the European Union at
over 640,000 metric tons. Until 2006, the maximum daily intake was limited to 10 pug per kg body
weight. Due to studies, some of which have not yet been published, according to which even higher

doses are supposed to be harmless, the European Food Safety Authority raised the limit to 50 pg/kg per
6



day. The migration value was also increased (it determines how much bisphenol A a food can absorb

through contact with the packaging).

Bisphenol (BPA), reactive oxygen plays (ROS) and malondialdehyde (MDA) were measured in serum
and follicular fluid. These results were examined for association with patient age, body mass index,
stimulation protocol, and outcome during and after ICSI treatment (fertilization rate, embryo division
rate, and pregnancy emergence).

The aim of this study was to determine a relationship between the concentrations of BPA, MDA- and
ROS- in both follicular fluid and serum with the outcome of intracytoplasmic sperm injection (ICSI -

therapy).

In addition, to investigate the relationship between serum and follicular fluid BPA, MDA, and ROS
levels in relation to the etiology of infertility, the age of the patients, and the body mass index of the

pregnant women.

This study included 86 couples who underwent intracytoplasmic sperm injection (ICSI) as part of
fertility treatment at Sohag University Women's Hospital in Egypt. Women were divided into three
groups according to age, the first age group being 18-30 years old (n = 21), the second age group being
30-35 years old (n = 36 patients), and the third age group being >35 (n=29) patients.

Regarding the cause of infertility, patients were divided into 4 groups: in the first group (G.1; n = 10)
patients with known endometriosis, in the second group patients with known andrological cause (G.2; n
=17) and in a third group (G.3; n = 25) the patients with pathological menstrual cycle. The fourth group

was the patients with unexplained cause (idiopathic) (n = 21).

In addition, patients were divided into 4 groups based on body mass index (BMI): Underweight (n = 4),
Normal weight (50), Overweight (n = 19), and Obese (n = 4).

Furthermore, patients were divided into 3 groups according to the controlled ovarian hyperstimulation
(COH) protocol. Human menopausal gonadotropin (HMG, group 1) was used only in 3 patients.
Recombinant FSH was used in 34 patients, and a mixed stimulation protocol (n = 47) was performed in
47 patients. After treatment, patients were divided into two groups pregnant (n=35) and not pregnant
(n=51).

Ovarian hyperstimulation (COH) control, patient follow-up, and sample collection were performed as
follows: A long GnRH agonist protocol was used for ovarian stimulation. The GnRH - agonist
(leuprorelin; TAP Pharmaceuticals) was administered on the 21st cycle day of the previous cycle (21st
day after the onset of menstruation). Gonadotropin stimulation was started with Gonal-F (Gonal-F,
Merck-Serono, Germany) from the 2nd day of the menstrual cycle. Following this, patients received
10,000 IU HCG human chorionic gonadotropin (hCG, Pregnel) and 36 hours after HCG administration,



transvaginal ultrasound-guided follicular puncture and blood sampling were performed. Blood was

drawn during oocyte collection, centrifuged, and serum from this blood was stored at -80°C.

After oocytes were collected from the follicular fluid, approximately 3.0 - 8.0 ml of follicular fluid was
transferred to sterile conical tubes (BD Falcon, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) and centrifuged
at 250 x g for 10 minutes at room temperature. Then, the blood-free supernatant was aliquoted and stored
at -80°C until further analysis. The intracytoplasmic sperm injection (ICSI) procedure was performed
on the same day.

Serum and follicular fluid samples were thawed and immediately used for lipid peroxidation (LPO)
determination using a modified thiobarbituric acid (TBA) according to the procedure of Hammadeh et

al. (2010), and results are reported as malondialdehyde, MDA in nmol per liter.

Bisphenol A concentration in serum and follicular fluid is determined using a highly sensitive analytical
method. The Ecologiena® Supersensitive BPA ELISA KIT was used to measure bisphenol A levels.

The concentration of ROS was determined by a colorimetric assay for the quantitative determination of
peroxides in EDTA plasma, serum and other biological fluids using the ELISA kit (Oxy Stat; Cat. No.
BI1-5007 Biomedical Medicine product GmbH & Co KG, Vienna, Austria).

The mean serum bisphenol A concentration was 12.9 + 2.9 pug/ml. In the patients in whom pregnancy
could not be induced (gravida-negative), a slightly higher value was found than in the patients who
became pregnant, but no significant difference between the two groups (13.4+3.0 vs. 12, 2+ 2.9 pg/ml;
p=0.062). In follicular fluid (FF), mean bisphenol A concentrations were only about half those in serum
(5.7£0.1 pg/ml).

No statistically significant relationship was demonstrated between BPA (bisphenol A) and the cause of
infertility. Mean serum bisphenol A concentrations were at the same level for all causes of infertility

studied; values ranged from 12.0 to 13.8 pg/ml (mean) and 11.4 and 14.1 pg/ml (median), respectively.

For malondialdehyde concentrations, the findings were qualitatively similar to those for bisphenol A
concentrations. Median concentrations of malondialdehyde in serum were more than twice those in
follicular fluid; slightly higher levels were found in nonpregnant women than in patients who became

pregnant. However, the differences were not significant.

For malondialdehyde in follicular fluid, there was a statistically significant difference between the
infertility cause with the highest and lowest malondialdehyde mean (pathological cycle vs. andrological
cause: 2.7£1.6 vs. 1.9+0.7 pg/ml; p=0.036).

Reactive Oxygen Species (ROS) assays showed that levels in serum were more than twice those in
follicular fluid (596.2 + 161.1 puM/I in serum; 232.1 + 162.3 uM/I in FF). However, the concentration

was at the same level in patients who became pregnant and those who did not. In addition, slightly higher
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Reactive Oxygen Species levels were found in serum and follicular fluid in the patients who became

pregnant. However, the differences did not reach statistical significance.

The mean age of the patients who did not become pregnant was slightly higher than that of the patients
who did (33.6 £ 5.0 vs. 32.8 + 3.9; p = 0.447 (t-test). Moreover, there was no significant correlation
between age and fertilization rate (r=0.138; p=0.206; Pearson test). Body - mass - index also had no
discernible influence on pregnancy in this study group, the average body - mass - index of gravida-
positive and gravida-negative women was approximately equal (23.1+3.5 vs. 23.8+4.3; p=0.646 Mann-
Whitney test), however, there was a tendency of weak negative correlation between body - mass - index
and fertilization rate (p=0.071).

Conclusion: no significant correlation was found between bisphenol A concentration in serum or
follicular fluid and the other parameters studied. Moreover, there are no correlations between bisphenol
A level and age, body mass index, fertilization rate, embryonic development, implantation, and clinical
outcomes of infertility treatment in this study. Malondialdehyde showed a statistically significant

difference between the etiology of infertility.

The results of this study provides physicians in the field of assisted reproduction with further information
related to the risks assonbciated with daily exposure to this endocrine disrupting chemical (EDC) and
outcomes in assisted reproduction. However, there is still a great need for epidemiological studies to
elucidate the effects of bisphenol A with clinically relevant results.



2. Einleitung

2.1 Vorkommen und Verbreitung von Bisphenol A

In der EU schétzten Experten bereits 2006 den jéhrlichen Verbrauch von BPA auf tiber 640 000 Tonnen.
Bis 2006 galt ein Grenzwert von 10 pg pro kg Koérpergewicht fiir die maximal aufgenommene Menge
pro Tag. Aufgrund bisher zum Teil noch nicht veréffentlichter Studien, nach denen auch héhere Dosen
unbedenklich sein sollen, hat die Européische Behdrde flr Lebensmittelsicherheit den Grenzwert auf 50
pa/kg pro Tag angehoben. Auch der Migrationswert wurde angehoben (Er legt fest, wie viel Bisphenol
A ein Lebensmittel durch den Kontakt mit der Verpackung aufnehmen darf). GemalR der
Bedarfsgegenstandeverordnung (BedGgstV) lag er 2006 bei 0,6 mg pro kg Lebensmittel. Bereits im
Jahr 2015 werden jahrlich geschatzt bereits etwa 6 Millionen Tonnen BPA produziert (Konieczna et al.,
2015).

Die EU Behorde fur Lebensmittelsicherheit (EFSA) hat nach Auswertung neuer Studien im Januar 2015
den Grenzwert fur die als unbedenklich geltende tagliche Aufnahme von Bisphenol A durch den
Menschen von bisher 50 Mikrogramm auf 4 Mikrogramm pro Kilogramm Korpergewicht und Tag
gesenkt. Diesen Wert sieht die EFSA jedoch als vorldufigen Wert an, da noch Ergebnisse von
Tierstudien ausstehen. Nach der Senkung des Grenzwertes sieht die EFSA keine Gefahrdung der
menschlichen Gesundheit durch die Aufnahme von Bisphenol A durch die Nahrung. Die franzdsische
Lebensmittelbehdrde kommt zu einer abweichenden Bewertung. In Frankreich ist seit Januar 2015 die
Verwendung in Lebensmittelverpackungen verboten. Eine Kennzeichnungspflicht fir Bisphenol A

haltige Lebensmittelverpackungen gibt es bisher nicht (deutsches Umweltbundesamt, 03/2015).

Fur die Beurteilung dieses Potentials im Rahmen der Risikobewertung fur den Menschen spielt die
Toxikokinetik eine zentrale Rolle. Nach oraler Aufnahme (durch Nahrungsmittel) wird Bisphenol A
schnell zu einem Glucoronid verstoffwechselt, welches keine endokrine Aktivitdt mehr besitzt, und
durch die Niere ausgeschieden (HWZ < 6h). Daraus und durch die hohe Plasmaproteinbindung sind die
Konzentrationen von freiem BPA beim Menschen sehr gering. Es entstand die Diskussion tber den so

genannten ,,low dose effect*.

Beim Menschen zeigten mehrere epidemiologische Studien, dass sich in den letzten Jahrzehnten die
Samenqualitat des Mannes vermindert hat. Weiterhin wurden Verdnderungen an Fortpflanzungsorganen

von wildlebenden Tieren durch diese Art der Umweltverschmutzung beobachtet.

Die vorgeburtliche Geschlechtsentwicklung ist sehr empfindlich gegenliber gering gradigen
hormonellen Dysregulationen. Daruber hinaus ist jede Fehlentwicklung nicht mehr "reparabel”. Daher

bergen "endocrine disruptors™ wahrend dieser Entwicklung ein hohes Gefahrenpotential.
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Aus diesem Grund sind zahlreiche nationale und internationale Forschungsaktivitaten auf diesem Gebiet
entstanden. Das Risiko, das von einer solchen Substanz ausgeht, ist nicht immer gleich. Es hangt von
der Schadstoffmenge ab, der ein Organismus ausgesetzt wird, ferner von dem Zeitraum und der Toxizitat

der Substanz.

Studien zur Risikoabschdtzung berticksichtigen daher immer die Toxizitat, die Dosisantwort und die
Exposition der Chemikalie. Bei toxikologischen Untersuchungen werden die Studien so geplant, dass
eine Dosis ohne Effekt ("no observed effect level”; NOEL) definiert wird. Im Allgemeinen wird jede
darunterliegende Dosis als Niedrigdosis ("low dose™) betrachtet und nicht untersucht. "NOEL" bildet
die Grundlage fur jene Substanzmenge, in der eine tagliche Aufnahme nur mit einem sehr geringen
Risiko verbunden sei und somit akzeptiert werden konne. Es ist indessen sehr umstritten, ob dieser
Grundsatz (Niedrigdosis = kein Effekt) fir "endocrine disruptors” gelten kann, weil aus vielen
physiologischen Prozessen bekannt ist, dass die Dosisabhéngigkeit nicht linear verlduft. Auch ein
niedriger Dosisbereich kann Effekte hervorrufen, die entweder nicht im hohen Dosisbereich auftreten
oder das Gegenteil der Effekte im hohen Dosisbereich zeigen. Wird diese Annahme bestatigt, mussten
die fur die Fortpflanzungstoxikologie behordlich vorgeschriebenen Untersuchungen grundlegend

geandert werden, um das Risiko im Niedrigdosisbereich zu erfassen.

Zur Diskussion steht die Annahme, dass aufgrund von Vorhandensein bestimmter BPA Konzentrationen
direkt oder indirekt Riickschlusse auf die Fortpflanzungsfahigkeit zu fihren sind. Zu diesem Zweck soll
die BPA Konzentration aus dem Seminalplasma und aus der Follikelfllissigkeit ausgewahlter Probanden
mittels eines hoch sensitiven Analyseverfahren ermittelt werden. Das dafir vorgesehene Kit wurde nach
Rucksprache mit der Firma Biosense Laboratories noch nicht fur derartige Arbeiten verwendet, soll
allerdings fur unsere Messungen uneingeschrankt geeignet sein. Wir erwarten daher, sehr niedrige
Konzentrationen messen zu konnen und dariiber hinaus einen Beitrag zu dem Thema ,,Jlow dose effect*

leisten zu kdnnen.

Die Unfruchtbarkeit ist eines der groBten Gesundheitsprobleme, die das menschliche soziokulturelle
Leben beeinflusst. Sie betrifft 10-15 % der Paare weltweit, etwa 50 % der Unfruchtbarkeitsfélle werden
auf mannliche Faktoren zuriickgefihrt (Cui, 2010; Hamada et al., 2011).

Zu den Faktoren, die die mannliche Unfruchtbarkeit verursachen, gehdrt die Exposition gegenuber
Umweltgiften (Akingbemi et al. 2004).

Bisphenol A (2,2-Bis(4-hydroxyphenyl)propan) gehort weltweit zu den bekanntesten toxischen

Umweltschadstoffen.

Die ursprungliche Synthese von BPA wird zwei Wissenschaftlern zugesprochen: Dianin, der das
Molekil 1891 als erster synthetisierte, und Zincke, der die Synthese des Molekils 1905 publizierte
(Huang et al., 2011). So wurde BPA 1891 entdeckt und wird, spatestens seit der Zwischenkriegszeit, in

Massenproduktion hergestellt (Dodds and Lawson, 1936).
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Seitdem wird BPA in grofiem Umfang produziert und als géngiger Bestandteil bei der Herstellung von
Kunststoffen verwendet. Kunststoffe sind umfassend in den heutigen Lebensstil integriert und haben
einen festen Bestandteil in fast allen Produktbereichen (Olea et al., 1996; Vélkel et al., 2011; Hammer
et al., 2012; Li et al., 2015). Der vielféltige Einsatz und die haufige Verwendung von Kunststoffen hat

dazu beigetragen, dass sich BPA in der Umwelt angereichert hat.

BPA ist eine in groBen Mengen hergestelite Chemikalie, die bei der Herstellung von
Polycarbonatkunststoffen und Epoxidharzen verwendet wird. Es ist in vielen haufig verwendeten
Produkten enthalten, darunter Lebensmittel- und Getrankebehalter, Babyflaschen und zahnmedizinische
Komposite sowie in Lebensmittelkonserven (Saiyood et al., 2010; Tsai et al., 2009). Die Tatsache, dass
bei der Mehrheit der Menschen BPA nachgewiesen werden kann, belegt unsere weltweit zunehmende
Exposition gegentiber dieser Chemikalie (Calafat et al., 2008).

BPA gilt als 6strogenahnlicher endokriner Disruptor (EDC) oder als Xenoostrogen. Es konnte gezeigt
werden, dass BPA &dhnlich wie 17-B-Ostradiol wirkt (Vandenberg et al., 2007; Flint et al., 2012).

Bisphenol-A (BPA) ist, rein mengenmagig, eine der am meisten produzierten Chemikalien weltweit.
Aktuell werden jahrlich geschatzt uber 6 Millionen Tonnen produziert und davon wiederum ca. 100
Tonnen in die Atmosphére freigesetzt. Die weltweite Jahresproduktion von BPA betrug 2009 noch etwa
2,2 Millionen Tonnen, wobei die USA ein Finftel der Gesamtmenge produzierten (Konieczna et al.,
2015).

Zahlreiche Studien haben ergeben, dass BPA aus Babyflaschen aus Polycarbonat (siehe Ref. 9
Vandenberg et al., 2007) und wiederverwendbaren Wasserflaschen (Le et al., 2008) austritt bzw. in die

Nahrung Ubertritt.

Calafat et al. fanden heraus, dass 93 % der (Uber 6-jdhrigen Amerikaner nachweisbare BPA-

Konzentrationen in ihrem Urin hatten (Calafat et al., 2008).

Arnold et al. fanden heraus, dass die maximale quantifizierte BPA-Konzentration in europaischem
Trinkwasser 0,014 pg/l betrdgt. Sie stellten auch fest, dass die Expositionswerte weit unter den

angegebenen toxischen Schwellenwerten fur BPA lagen (Arnold et al., 2013).

Im Januar 2011 wurde in der EU ein Verbot fiir die Verwendung von BPA bei der Herstellung von
Sauglingsflaschen aus Polycarbonat erlassen [Europaische Kommission, Anderungsrichtlinie 2011],
und im Dezember 2012 wurde auch in Frankreich ein Gesetz verabschiedet, das die Herstellung, die
Einfuhr, die Ausfuhr und das Inverkehrbringen von Lebensmittelverpackungen, die BPA enthalten,

verbietet [Franzdsisches Gesetz Nr. 2012]. Dieses Verbot ist seit Januar 2015 in Kraft getreten.

Die Hauptquelle fiir die Exposition des Menschen gegentiber BPA sind Lebensmittel und Getrénke, die

mit BPA-haltigen Materialien in Berlihrung kommen (Vandenberg et al., 2007).
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Einige Untersuchungen deuten darauf hin, dass auch Hautkontakt zur Exposition des Menschen
gegenuber BPA beitragen kann. Darlber hinaus zeigen mehrere andere Studien, dass BPA aus
verzehrten Produkten freigesetzt wird, was zu seinem Nachweis in Lebensmitteln, Trinkwasser,
Abwasser, Luft und Staub flihrt (Vandenberg et a., 2007; Zalko et al., 2011; Delfosse et al., 2012).

Der in vivo niedrigste beobachtete schadliche Effekt (LOAEL) fur BPA wird mit 50 mg/kg/Tag
angegeben und auf eine in vitro-Dosis von 0,05 mg/mL bei Mé&usen extrapoliert (Peretz et al., 2012).

Frihere Experimente, bei denen Méuse BPA ausgesetzt wurden, ergaben, dass Dosen von mehr als 10
ug/kg einen Entwicklungsstillstand induzieren und den oxidativen Stress signifikant erhdhen, was

typischerweise mit Apoptose einhergeht (Nourian et al., 2017).

In einem Kommentar zu Ubersichten Giber die Wirkung von BPA bei den damals anerkannten toxischen
Schwellenwerten stellten vom Saal et al. fest, dass die Mehrzahl der von ihnen berpriften Studien
Auswirkungen von BPA bei Konzentrationen deutlich unterhalb der angegebenen Sicherheitsschwelle
zeigten (vom Saal and Hughes, 2005).

Dariiber hinaus stellten sie fest, dass es einen erkennbaren Einfluss der Finanzierungsquelle auf die
Ergebnisse dieser Studien gab. Mehr als 90 % der von der Regierung finanzierten Studien zeigten, dass
BPA bereits bei einer niedrigen Dosis Auswirkungen hat, wéhrend die von der Industrie finanzierten

Studien keine Auswirkungen zeigten (vom Saal and Hughes, 2005).

2.2 Bisphenol A (BPA) Struktur

Bisphenol A (BPA) ist eine chemische Verbindung aus der Gruppe der Diphenylmethan-Derivate und
eines der Bisphenole. Es wird synthetisch hergestellt und ist Bestandteil vieler Produkte des taglichen
Gebrauchs wie Plastikflaschen, Plastikspielzeug, Thermopapier, der Auskleidung von Konservendosen,
Bodenbeschichtungen aus Epoxidharz (Frederick et al., 2014; Gore et al., 2015).

BPA enthélt zwei funktionelle Phenolgruppen (Abb. 1) und wird durch die Kombination von zwei
Aquivalenten Phenol mit einem Aquivalent Aceton hergestellt. BPA wurde erstmals 1891 von A. P.
Dianin synthetisiert und spater in den 1930er Jahren bei der Suche nach synthetischen Ostrogenen
untersucht. Damals wurde es auf seine Gstrogenen Eigenschaften getestet, aber fur die pharmazeutische
Verwendung aufgegeben, als festgestellt wurde, dass Diethylstilbestrol viel wirksamer ist (Dodds and
Lawson, 1936).
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BPA passt mit seinen zwei Benzolringen und zwei (4,4") — OH — Substituenten in die Ostrogenrezeptor-
Bindungstasche. In biochemischen Versuchen wurde die Kinetik der BPA-Bindung an
Ostrogenrezeptoren (ER) untersucht und festgestellt, dass BPA sowohl ERa als auch ERp bindet, wobei
die Affinitdt zu ERB etwa 10-mal hoher ist (Gould et al., 1998; Kuiper et al., 1998).

Bisphenol A (CAS 80-05-7)
HsC CHg

HO I I OH

Abb.1 Chemische Struktur von Bisphenol A (BPA)

2.3 Endokrin wirksame Chemikalien (EDCs)

Endokrine Disruptoren greifen in die Hormonwirkung ein, indem sie Hormone imitieren,
unangemessene Reaktionen zu unpassenden Zeiten fordern oder die Hormonwirkung blockieren, was
zu Veranderungen im Hormon- und Homdostatsystem fiihrt und die Fahigkeit des Korpers

beeintrachtigt, mit der Umwelt zu kommunizieren und auf sie zu reagieren (Gore et al., 2015).

Im Jahr 1995 veranstaltete das EPA einen Workshop zur Bewertung des Forschungsbedarfs fur die
Risikobewertung der Auswirkungen von endokrinen Disruptoren auf wildlebende Tiere und
menschliche Populationen. Damals wurde ein endokriner Disruptor definiert als "ein exogener
Wirkstoff, der die Synthese, Sekretion, den Transport, die Bindung, die Wirkung oder die Ausscheidung
natlrlicher Hormone im Korper stort, die flir die Aufrechterhaltung der Homdostase, die Fortpflanzung,

die Entwicklung und/oder das Verhalten verantwortlich sind" (Kavlock et al., 1996).

Der Begriff endokrine Disruptoren (EDCs) wurde jedoch erstmals 1991 im Wingspread Conference
Center in Wisconsin geprégt. Die Arbeit von Theo Colborn et al. aus dem Jahr 1993 war eine der

friihesten Arbeiten tber dieses Phanomen (Colborn et al., 2011).

Viele Wissenschaftler schrieben nach einem Treffen eine Konsenserklarung, dass eine groRe Anzahl
von vom Menschen hergestellten Chemikalien, die in die Umwelt freigesetzt wurden, sowie einige
natirliche Chemikalien das Potenzial haben, das endokrine System von Tieren, einschlieBlich des

Menschen, zu storen™ (Colborn and Clement, 1992).
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Als endokrine Disruptoren (EDCs) werden exogene Substanzen bezeichnet, die das endokrine System
storen und zu einer Reihe von Entwicklungs-, Fortpflanzungs-, Immun-, neurologischen oder
Stoffwechselkrankheiten bei Menschen und Tieren filhren kdénnen (Diamanti-Kandarakis, 2009;
Bonefeld-Jorgensen 2007). Die als Bisphenol A (BPA) bekannte endokrin wirksame Chemikalie ist eine

Ostrogene Verbindung, die in der Umwelt allgegenwartig ist.

Bei vielen endokrin wirksamen Chemikalien (EDCs) handelt es sich um vom Menschen hergestellte
Chemikalien, die durch die industrielle Produktion in die Umwelt gelangen, z. B. Weichmacher,
Organozinn, Pestizide oder Alkylphenole (le Maire et al., 2010).

In den letzten Jahren wurden viele Anstrengungen unternommen, um den detaillierten Einfluss von
EDCs auf Sdugetiersysteme zu untersuchen. Es gibt zahlreiche Belege fur die schadlichen
Auswirkungen auf die Schilddrisenfunktion, die Gehirnfunktion, Fettleibigkeit und den Stoffwechsel

sowie die Insulin- und Glukosehomd@ostase (Tabb et al., 2006).

Die Exposition gegentiber EDCs kann sich auch negativ auf die reproduktive Gesundheit von Mannern
auswirken (Meeker., 2010).

Miao et al. (2015) fiihrten eine Querschnittsstudie unter Arbeiterinnen aus BPA-exponierten (n=106)
und nicht-exponierten (n=250) Fabriken in China durch. Sie beobachteten einen signifikanten positiven
Zusammenhang zwischen einer erhdhten BPA-Konzentration im Urin und hoheren Prolaktin- und

Progesteronspiegeln.

2.4 Bisphenol A (BPA) Hormone und ihre Rezeptoren

Hormone regulieren ihre eigenen Rezeptoren und modulieren so ihre Empfindlichkeit (z. B. Auf- und
Abregulierung der Rezeptoren); niedrige Dosen erhéhen typischerweise die Anzahl der Rezeptoren,
wahrend hohe Dosen hemmend wirken (Taylor et al., 2011; Patisaul, 2017).

Natlrliche Chemikalien wie Phytodstrogene, die in Lebensmitteln vorkommen, sind ebenfalls bekannte
endokrine Disruptoren. Diese Chemikalien dienen verschiedenen Zwecken und sind in der Umwelt

allgegenwartig (Gore et al., 2015).

Die weltweite Exposition des Menschen gegeniiber BPA konnte gezeigt werden (Calafat et al., 2008;
Becker et al., 2009) und deutet darauf hin, dass die groe Mehrheit der Menschen dieser Chemikalie

mehrmals taglich aus verschiedenen Quellen ausgesetzt ist (Stahlhut et al., 2009; Xiao et al., 2011).

Die Verénderung des Gleichgewichts und der Verfiigbarkeit von Steroidhormonen in den Zielzellen

konnte zu einigen der berichteten BPA-Wirkungen beitragen (Bulzomi et al., 2011). Es gibt zahlreiche
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Belege fir die schadlichen Auswirkungen auf die Schilddriisenfunktion, die Gehirnfunktion,
Fettleibigkeit und den Stoffwechsel sowie die Insulin- und Glukosehomdostase (Tabb and Blumberg,
2006).

Es gibt darlber hinaus zahlreiche Hinweise darauf, dass BPA mit vielen nuklearen Hormonrezeptoren
interagieren kann, wie zum Beispiel dem menschlichen Ostrogenrezeptor (Li et al., 2010; le Maire et
al.,, 2010, Delfosse et al., 2012), dem menschlichen Pregnan-X-Rezeptor oder Steroid- und
Xenobiotikarezeptor (Sohoni et al., 1998), dem Androgenrezeptor (Takayanagi et al., 2006; Sohoni et
al.,, 1998), Humaner Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor (Riu et al., 2011) und
Schilddriisenhormonrezeptor (Moriyama et al., 2002; Zoeller et al., 2005).

BPA mit seinen zwei Benzolringen und zwei (4,4") — OH — Substituenten passt in die Bindungstaschen
sowohl des Ostrogenrezeptors (ER)a als auch des ERP (16).

Daher verandert BPA die Reaktion von Geweben auf Ostrogene (durch Veranderung der Expression
von ERs) sowie auf andere Hormone wie Progesteron, Androgene und Oxytocin (Patisaul et al., 2020;
Taylor et al., 2011). BPA moduliert auch die Aktivitdt von Aromatase, dem Enzym, das Androgene in
Ostrogene umwandelt, was zu einer doppelten Wirkung von BPA und zusatzlichem intrazellularem
Ostradiol fuihrt (z. B. erhéht BPA die Aromataseaktivitat und das intrazellulare Ostradiol im Mesenchym
der fotalen Prostata (Wang et al., 2019) (Abb.2).

Obwohl der am meisten untersuchte Wirkungsmechanismus von BPA seine Ostrogene Aktivitat ist
(Welshons et al., 2003; Welshons et al., 2006), ist seine endokrine Wirkungsweise viel komplexer
(Vandenberg et al., 2009). BPA ist nicht nur ein nuklearer ER-Agonist, sondern auch ein Agonist der
membranstandigen ERs (mERs) und des G-Protein-gekoppelten Rezeptors 30 (GPR30/GPER) und kann
tiber diese Rezeptoren bei sehr niedrigen Konzentrationen schnelle nichtgenomische Signalkaskaden
aktivieren (Watson et al., 2005; Villar-Pazos et al., 2017).

Die Metabolisierung von BPA zu MBP vergrofert den Abstand zwischen den beiden Phenolringen, was
zu Kontakten zwischen MBP und ERa und ERp fiihrt, die denen von Estradiol-17p im Vergleich zu
BPA é&hnlicher sind (Baker SE, 2012).

MBP bindet auch an Androgenrezeptoren und Progesteronrezeptoren und stort deren Aktivitat (Rehan
etal., 2015).

Die Exposition gegenitiber BPA (10 und 100 mg/mL) scheint auch den Steroidogeneseprozess zu stéren
und verringerte signifikant die Expression des steroidogenen akuten regulatorischen Proteins (StAR)
und der Cytochrom-P450-Seitenkettenspaltung (Cypllal), die als ratenlimitierende Faktoren fir die
Steroidogenese gelten und die notwendigen Vorstufen flr die Synthese anderer Steroide liefern (Pike et
al., 1999; Peretz et al., 2013), was zur Folge hatte, dass die Spiegel von Androstendion, Testosteron und

Ostradiol sanken. Diese Veranderungen sind mit einer Zunahme der Follikelatresie verbunden und
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werden bei menschlichen Erkrankungen beobachtet, die zu Unfruchtbarkeit, polyzystischem

Ovarsyndrom und Endometriose flihren (Santangeli et al., 2017).

Dariiber hinaus wurde festgestellt, dass BPA an beide nuklearen Ostrogenrezeptoren (ER) bindet. BPA
kann sowohl die Wirkung von Ostrogen nachahmen als auch Ostrogen antagonisieren, was darauf
hindeutet, dass es ein selektiver Ostrogenrezeptor-Modulator (SERM) oder partieller Agonist des ER ist
(Rochester., 2013, Wisniewski et al., 2015; Zhou et al., 2016).

Kdrzlich wurde eine Studie tber die reproduktiven und hormonbezogenen Ergebnisse bei Frauen ber
18 Jahren verdffentlicht, die in der dritten Generation DES ausgesetzt waren. Diese Studie zeigt, dass
Frauen der dritten Generation ein erhohtes Risiko flr unregelmaRige Menstruation, Amenorrhoe,
Frihgeburten und Eileiterschwangerschaften hatten. Diese Veranderungen waren bei Frauen, deren
Mutter von DES-assoziierten vaginalen Epithelverdnderungen betroffen war, deutlicher ausgepragt
(Titus et al., 2019).
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Abb.2 Hypothese einer sequenziellen Kaskade von BPA-Ereignissen, die zur Entwicklung eines
veranderten Ostrogenzyklus fiihren, angepasst an AOP-Daten von Viguié et al. (2018). BPA (Bisphenol
A); E2 (17B-Estradiol); GnRH (Gonadotropin-Releasing-Hormon); LH (luteinisierendes Hormon); FSH
(follikelstimulierendes Hormon).
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2.4.1 Bisphenol A (BPA) Wirkung auf nukledre und andere Rezeptoren

Ostrogenrezeptoren

Das BPA-Molekil weist strukturelle Merkmale auf, die ihm die Fahigkeit verleihen, an die beiden
Ostrogenrezeptor-Subtypen (ERa und ERb) zu binden, obwohl BPA eine 1000- bis 2000-fach geringere
Affinitat zu den ERs aufweist als 17b-Ostradiol (E2), das aktivste Ostrogen (Bolli et al., 2008; Bolli et
al., 2010).

BPA Exposition ahmt E2 in Gegenwart von ERa nach und wirkt als proliferatives Agens, wahrend BPA
in Gegenwart von ERDb als vollstdndiger Antagonist des E2-ERb-Komplexes wirkt (Bolliet al., 2010;
Marino et al., 2012).

Viele Studien haben berichtet, dass BPA die Ostrogenrezeptoren o und p (ERo und ERB) nachahmt und
mit ihnen konkurriert, um sich an sie zu binden und die 6strogenabhangige Genexpression zu
modulieren (Paris et al. 2002; Lee et al., 2012).

Pupo et al. wiesen nach, dass BPA den G-Protein-gekoppelten Ostrogenrezeptor-1-Signalweg (GPER,
ERK 1/2, EGFR) in Krebszellen aktiviert, indem es die Expression von mit dem G-Protein-Rezeptor

gekoppelten Zielgenen induziert (Pupo et al., 2012).

Der bekannteste Wirkmechanismus von BPA ist seine Fahigkeit, sowohl auf den Ostrogenrezeptor (ER)
alpha, als auch auf den ER beta zu wirken und dabei genomische und nichtgenomische Wirkungen
auszuldsen (Balakrishnan et al., 2010; Blumberg et al., 2011).

Die Strukturen von BPA und Diethylstilbestrol (DES) sind einander ahnlicher als dem kdrpereigenen
Ostradiol, was darauf hindeutet, dass Chemikalien mit variablen Strukturen in der Lage sind, an den ER

zu binden.

Androgenrezeptor

Die Exposition gegenuber BPA wurde in der Bevolkerung einer Reihe von L&ndern mit einem
geringeren Anteil mannlicher Geburten in Verbindung gebracht und erhéhte das Risiko von
Kryptorchismus, Hypospadie und verminderter Samenqualitat bei Mannern (Kortenkamp et al., 2012),

was auf eine mogliche Beeintrachtigung der mannlichen Fortpflanzungsfunktion durch BPA hindeutet.

Der Androgenrezeptor (AR), der in allen mannlichen und weiblichen Organen exprimiert wird, hat eine

ahnliche zellulédre Lokalisierung (Pedram et al., 2007) und &hnliche Wirkmechanismen wie die ERs.
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Es liegen jedoch nur sehr wenige Daten iber die Auswirkungen von BPA auf die Transkriptionsaktivitét
des AR vor, wahrend die Fahigkeit dieser Verbindungen, die androgenabhédngigen extranukledren

Signale zu stdren, noch unzureichend untersucht wurde.

So scheint die Androgensignalgebung weniger anféllig fur BPA-Stérungen zu sein, aber BPA kdénnte
die Therapie bei Patienten mit fortgeschrittenem Prostatakrebs ber mutierte ARs beeintréchtigen
(Sohoni and Sumpter, 1998; Bulzomi and Marino, 2011).

Endokrin wirksame Chemikalien (EDCs) wie die Phthalate wirken als antiandrogene Verbindungen,
verschlechtern das mannliche Fortpflanzungssystem und sind mit der Entstehung von oxidativem Stress
verbunden (Jeng et al., 2014).

Ostrogenabhingige Rezeptoren

Obwohl Ostrogen-verwandte Rezeptoren (ERR) eine Unterfamilie von verwaisten nuklearen
Rezeptoren sind, die eng mit ERalpha und ERbeta verwandt sind und nicht an Ostrogene binden, weisen
sie eine bedeutende und bemerkenswerte Homologie mit ERs auf, insbesondere in der DNA-
Bindungsdoméne und der LBD. Da ERR jedoch an Ostrogen-Response-Elemente binden kénnen,

besteht moglicherweise eine Uberschneidung zwischen ER und ERR-Aktion (Ascenzi et al., 2006).

Die ERR besitzen eine konstitutive Transkriptionsaktivitat, von der bekannt ist, dass sie durch einige
Chemikalien (z. B. Desametason [DES], 4-Hydroxytamoxifen [4-OHT]) unterdriickt wird. BPA bindet
stark an den menschlichen ERR mit einer halbmaximalen Hemmkonzentration (1C50) von 13,1 nmol/L,
wobei die konstitutive Aktivitat des ERRg auch in Gegenwart von 4-OHT erhalten bleibt (Takayanagi
et al., 2006).

Da ERRs und ERa das Potenzial haben, bei der Regulierung gemeinsamer Zielgene miteinander zu
interferieren oder zusammenzuarbeiten, und ERRg im Gehirn von Sdugetieren wéhrend der
Entwicklung sowie im Gehirn, in der Lunge und in anderen Geweben von Erwachsenen in hohem Mafe
exprimiert wird, konnte es mdglich sein, dass die Wirkungen von niedrig dosiertem BPA durch diesen

Kernrezeptor vermittelt werden.

Schilddrisenhormon-Rezeptor

BPA st ein Antagonist des Schilddriisenhormonrezeptors und stort die normale Bindung von 3,5,3'-

Triiodthyronin (Moriyama et al., 2002; Zoelleret al., 2005)

19



Die extrakernigen Wirkungen des Schilddriisenhormonrezeptors (THR) sind zumindest teilweise von
Integrin beta3 abhéngig, dass den MAPK/c-Src-Weg aktiviert, der fiir die Phosphorylierung und
Aktivierung des nukledren THR verantwortlich ist (Lin et al., 2012).

Dariiber hinaus interferieren BPA-Konzentrationen mit dem Signalweg und unterdriicken die durch den

Schilddrisenhormonrezeptor (THR) vermittelte Transkription (Sheng et al., 2012).

Pregnan-X-Rezeptor

Der Pregnan-X-Rezeptor wird durch viele Arzneimittel und Umweltschadstoffe aktiviert, darunter BPA
und mehrere Analoga, die als potente Agonisten fur den menschlichen PXR (hPXR) wirken (Sui et al.,
2012).

Obwohl die BPA-Konzentrationen, die den hPXR aktivieren, relativ hoch sind, kdnnten Kombinationen

von BPA und anderen endokrinen Disruptoren den hPXR in vivo additiv oder synergistisch aktivieren.

Der konstitutive Androstan-Rezeptor (CAR) und der Pregnan-X-Rezeptor (PXR) fungieren als Sensoren
fiir toxische Nebenprodukte aus endogenen Stoffwechselprodukten und exogenen Chemikalien, um

deren Ausscheidung zu verbessern.

Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptoren

Eine der grofiten Bedenken, die gegen BPA vorgebracht werden, ist die vermutete Auswirkung einer
frihen BPA-Exposition auf das Auftreten von Fettleibigkeit und metabolischen Syndromen (Rubin and
Soto, 2009)

Die pranatale Exposition konnte eine entscheidende Rolle spielen, da diese BPA-Derivate im
menschlichen Nabelschnurblut (200 pg/g Frischgewicht) und in der Muttermilch (0,1-37,4 ng/g
Lipidgewicht) vorkommen (Cariou et al., 2008).

Interessanterweise konnte BPA zwar nicht direkt an den Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptor
(PPARg) binden und dessen Gentranskription aktivieren, aber niedrig bromierte BPA-Analoga, die auch
in der Umwelt freigesetzt werden, binden an den Rezeptor und zeigen eine konzentrationsabhangige

Transaktivierungseffizienz (Riu et al.,2011).
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25 Gesundheitliche Schaden

251 Zusammenhang zwischen BPA-Konzentration und erhéhtem Risiko flr

Stoffwechselstérungen

Die erhthte BPA Konzentrationen war bei Ostasiaten mittleren Alters und &lter mit einem erhthten
Nichternblutzuckerspiegel assoziiert, allerdings nur bei Personen mit genetischem Diabetesrisiko (Bi et
al., 2016). Eine chinesische L&ngsschnittstudie ergab, dass die BPA-Belastung mit erhdhten Werten des
Nichternblutzucker und einer geringeren Betazellfunktion bei Frauen, nicht aber bei Mannern
verbunden war (Wang et al., 2019). Darliber hinaus wurde in einer Langsschnittstudie an chinesischen
Ménnern ein erhohtes Risiko fiir das metabolische Syndrom bei erhdhten BPA-Werten festgestellt,
allerdings hauptséchlich bei Rauchern (Ma et al., 2019).

Zudem konnte gezeigt werden, dass eine hohe BPA-Belastung mit héheren LDL-Cholesterinwerten und
niedrigeren HDL-Cholesterinwerten bei Erwachsenen mittleren Alters und alter assoziiert war (Wang
et al., 2019). Auch wurden hohe BPA-Werte mit niedrigeren HDL-Cholesterinwerten tber einen
Zeitraum von 5 Jahren in Verbindung gebracht (Li et al., 2020).

Erhohte BPA-Werte konnten bei Erwachsenen Uber 40 Jahren (in einem Zeitraum von vier Jahren) mit
einem hoheren Risiko fur die Entwicklung von Fettleibigkeit in Verbindung gebracht werden. Hier
insbesondere in der Gruppe der 40- bis 60jahrigen (sonst gesunden) Frauen (normalgewichtig,
Nichtraucher, Nichttrinker und ohne vorbestehendem Bluthochdruck) (Hao et al., 2018).

Schliellich zeigt eine Vielzahl von Studien negative Auswirkungen von erhohten BPA-Werten auf
Stoffwechselerkrankungen (Heindel et al., 2017), einschlieflich Auswirkungen auf die Leber
(Strakovsky et al., 2015), das Fettgewebe, die Bauchspeicheldriise und die Glukoseintoleranz (Heindel
et al., 2017; Alonso-Magdalena et al., 2011). BPA fiihrt auch zu Hormonverénderungen, die die
Funktion der Fettzellen und das Korpergewicht regulieren (Angle et al., 2013).

2511 Zusammenhang zwischen BPA-Konzentration und erhéhtem Risiko fir Typ-2-
Diabetes

Humanstudien konnten bereits einen Zusammenhang zwischen BPA-Konzentrationen im Blut und
einem erhohten Risiko fur Typ-2-Diabetes, das Metabolische Syndrom sowie einen héheren Body-
Mass-Index und Fettleibigkeit zeigen. Sun et al. (2014) untersuchten prospektiv die Urinkonzentrationen

von BPA und Phthalat-Metaboliten im Zusammenhang mit dem Risiko flr Typ-2-Diabetes. Sie haben
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BPA Konzentrationen und acht wichtige Phthalat-Metaboliten bei 971 Typ-2-Diabetes-Fall-Kontroll-
Paaren aus der Nurses' Health Studyl (NHS 1) (Durchschnittsalter 65,6 Jahre) und der NHS Il
(Durchschnittsalter 45,6 Jahre) gemessen und verglichen. Sie zeigten, dass in der Nurses Health Study
1, die Frauen (Durchschnittsalter 66 Jahre) einschlieit, die BPA-Spiegel nicht mit Typ-2-Diabetes
assoziiert waren. In der Nurses Health Study 2, die Frauen mittleren Alters (Durchschnittsalter 46)
einschlielt, wurde der BPA-Gehalt jedoch mit Typ-2-Diabetes in Verbindung gebracht (nach
Anpassung an den Body-Mass-Index (BMI). Somit kénnte die BPA-Belastung bei Frauen mittleren
Alters, nicht aber bei alteren Frauen, mit dem Risiko fur Typ-2-Diabetes verbunden sein. Die Autoren
stellten die Hypothese auf, dass etwaige Zusammenhange zwischen BPA und Diabetes bei Frauen vor
der Menopause starker sein wirden als bei Frauen nach der Menopause. Denn experimentelle Daten
legen nahe, dass BPA die Funktion der insulinproduzierenden Betazellen der Bauchspeicheldriise durch
die Aktivierung von Ostrogenrezeptoren beeintrachtigt (Sun et al., 2014). Eine andere Studie aus China
fand jedoch keinen Zusammenhang zwischen BPA-Werten und Typ-2-Diabetes bei einer
Nachbeobachtungszeit von 5 Jahren (Shu et al. 2018). Eine Langsschnittstudie aus Frankreich ergab
eine annéhernde Verdoppelung des Risikos fur Typ-2-Diabetes durch BPA- und BPS-Expositionswerte
(Ranciére et al. 2019).

25.1.2 Zusammenhang zwischen BPA-Konzentration und nichtalkoholischer

Fettlebererkrankung

Dallio et al. (2018) entwarfen eine In-vitro- und eine Kklinische Studie, um die Rolle von Bisphenol A
bei der Entstehung der nicht-alkoholischen Fettlebererkrankung (NAFLD) zu untersuchen. Dariiber
hinaus sollten in menschlichen HepG2-Zellen die Auswirkungen der Exposition gegeniber
verschiedenen Konzentrationen von Bisphenol A auf die Induktion von oxidativem Stress und die
Zellproliferation untersucht werden. Sie nahmen 60 Patienten mit einer histologisch gesicherten
Diagnose von NAFLD mit oder ohne Typ-2-Diabetes mellitus und 60 gesunde Probanden auf. In vitro
wurde die Proliferation von Bisphenol A exponierten HepG2-Zellen in zwei verschiedenen
Konzentrationen (0,025 und 0,05 uM) sowohl bei hohen (H-HepG2) als auch bei niedrigen (L-HepG2)
Glukosekonzentrationen fur 48 Stunden untersucht. Die Lipoperoxidation wurde mit dem Test auf
reaktive Substanzen der Thiobarbitursdure bewertet. Sie fanden heraus, dass die Bisphenol-A-
Konzentrationen bei den Probanden sowohl im Urin als auch im Plasma signifikant hther waren (P <
0,0001) als in der Kontrollgruppe, und dass sie bei 30 Patienten mit nicht-alkoholischer Steatohepatitis
hoher waren als bei 30 Probanden mit einfacher Steatose (P < 0,05), unabhangig vom Vorliegen eines
Typ-2-Diabetes mellitus. Nach einer einmonatigen Bisphenol-A-freien Diét zeigten die NAFLD-
Patienten eine signifikante Verringerung der zirkulierenden Bisphenol-A-Konzentrationen (P < 0,05),
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jedoch keine signifikante VVerringerung der Urinwerte. H-HepG2-Zellen, die mit Bisphenol A (0,05 pM)
behandelt wurden, proliferierten im Vergleich zu den Kontrollen nach 48 Stunden stérker (P < 0,0001).
Bisphenol A erhohte die Thiobarbitursdure Werte nach 48 Stunden im Vergleich zu den Kontrollen. Das
Ergebnis dieser Studie zeigt eine mdgliche Rolle von Bisphenol A als Umweltfaktor, der an der
Forderung von NAFLD beteiligt ist, insbesondere bei Typ-2-Diabetes mellitus Patienten (Dallio et al.,
2018).

2513 Zusammenhang zwischen BPA-Konzentration und dem polyzystischen

Ovarsyndrom

PCOS ist die haufigste Endokrinopathie bei Frauen im reproduktiven Alter. Es ist durch
Hyperandrogenismus, Insulinresistenz und chronische Anovulation gekennzeichnet.  Auch eine
Exposition mit BPA als endokriner Disruptor wurde mit der Pathogenese von PCOS in Verbindung
gebracht (Tarantino et al., 2013). Mehrere Studien haben Uber hthere BPA-Werte bei pramenopausalen
Frauen mit PCOS im Vergleich zu Frauen mit regelmaRigem Eisprung berichtet (Tarantino et al., 2013;
Kandaraki et al., 2011). Dariiber hinaus fuhrte eine BPA-Behandlung bei Ratten sowohl wahrend der
Tréachtigkeit als auch wahrend der Neugeborenenperiode zur Entwicklung eines PCOS-&hnlichen
Syndroms im Erwachsenenalter (Aghajanova, 2009; Fernandez et al., 2010).

Es wird angenommen, dass dem Zusammenhang zwischen PCOS und BPA ein bidirektionaler
Mechanismus zugrunde liegt, an dem sowohl eine durch BPA erhohte Insulinresistenz, ein erhdhter
Index freier Androgene, als auch eine chronische, niedriggradige Entziindung beteiligt sind (Tarantino
etal., 2013).

Tatséchlich fanden Kandaraki et al. (2011) bei Frauen mit PCOS einen signifikanten positiven
Zusammenhang zwischen Testosteron und Androstendion und dem BPA-Spiegel. Der Anstieg des

Androgenspiegels kann hier durch verschiedene Mechanismen erklart werden.

Die Exposition von ovariellen Theca-Interstitialzellen der Ratte gegentiber BPA in vitro flihrt zu einer
erhdhten Testosteronsynthese (Kandaraki et al.,, 2011). Die in BPA-Experimenten beobachtete
Erhohung der GnRH/LH-Pulsfrequenz kdnnte an diesem Ereignis beteiligt sein (Fernandez et al., 2009).
Dariiber hinaus verdndert BPA den Androgenstoffwechsel in der Leber und wirkt als starker Ligand des
Sexualhormon-bindenden Globulins (SHBG); daher kann es Androgene von SHBG verdréngen, was zu
einem Anstieg der freien Androgene im Serum fihrt (Kandarakiet al., 2011). Einige Studien haben
jedoch die Hypothese aufgestellt, dass ein erhthter BPA-Spiegel eine Folge und nicht die Ursache von
PCOS ist, da Frauen mit PCOS héhere zirkulierende Testosteronspiegel aufweisen als gesunde Frauen,

und erhohte Androgenkonzentrationen die BPA-Clearance verringern (Fernandez et al., 2010).
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2514 Zusammenhang zwischen BPA-Konzentration und Endometriose

Endometriose ist eine gynédkologische Erkrankung, die durch Endometriumdriisen und Stroma
gekennzeichnet ist, die aulRerhalb der Geb&rmutterndhle wachsen. Diese ektopische
Gebarmutterschleimhaut reagiert auf hormonelle Signale; daher ist eine fetale Ostrogenexposition
positiv mit Endometriose im Erwachsenenalter verbunden (Missmer et al., 2004; Signorile et al., 2010).

Aufgrund seiner Fahigkeit, mit ERs zu interagieren, konnte BPA am Auftreten dstrogenabhédngiger

Pathologien beteiligt sein.

Eindeutige epidemiologische Daten stellen einen Zusammenhang zwischen der In-Utero-Exposition
gegeniiber dem starken Ostrogen-dhnlichen Medikament DES und dem Auftreten von Endometriose im
spateren Erwachsenenalter her (Missmer et al., 2004); tber die Exposition gegenuber BPA ist jedoch
viel weniger bekannt. In einer Pilotstudie untersuchten Cobellis et al. (2009) den mdglichen
Zusammenhang zwischen den Serumspiegeln von BPA und dem eng verwandten, wenn auch viel

weniger untersuchten Bisphenol B (BPB) und dem Auftreten von Endometriose.

Die Autoren fanden weder BPA noch BPB in den Seren von gesunden Kontrollfrauen (n = 11). Im
Gegensatz dazu fanden die Forscher mindestens eines der Bisphenole in 63,8 % der Seren der 58
Patientinnen mit Endometriose; 51,7 % und 27,6 % dieser Proben wiesen nachweisbare BPA- bzw.

BPB-Werte auf, wahrend 15,5 % der Patientinnen nachweisbare Werte beider Bisphenole aufwiesen.

In einer Studie mit 465 Frauen, die sich einer Laparoskopie/Laparotomie unterzogen hatten, und 131
Patientinnen mit Endometriose, die mittels Beckenresonanztomographie diagnostiziert worden war,
fanden Buck Louise et al. (2013) einen positiven Zusammenhang zwischen Phthalaten im Urin und
Endometriose, wahrend BPA im Urin nicht mit Endometriose in Verbindung gebracht wurde. Dar{ber
hinaus analysierten Itoh et al. (2007) die Gesamt-BPA-Konzentration im Urin von 166 unfruchtbaren
Patientinnen und konnten keinen Zusammenhang mit Endometriose feststellen. Es ist nicht zu
Uibersehen, dass verschiedene Biomarker fiir die Exposition unterschiedliche Bedeutungen haben

kodnnen.

Daher gibt die BPA-Konzentration im Urin wie bei Buck Louis et al. (2013) und Itoh et al. (2007)
festgestellt, Aufschluss tber die Umweltexposition insgesamt, wahrend BPA im Serum (Cobellis et al.,
2009) ein direkterer Indikator fir die interne Exposition von Zielgeweben sein kann, wie in der
PREVIENI-Studie an unfruchtbaren italienischen Frauen (Caserta et al., 2013; Bloom et al., 2011)

beschrieben.
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Eine Studie an Ma&usen deutet auf einen mdglichen Mechanismus hin, durch den die Exposition
gegenuber BPA zu einer Pradisposition fiir Endometriose flihren kann. Signorile et al. (2010) injizierten
trachtigen Mausen BPA (100 und 1000 pg/kg/Tag) vom ersten Tag der Trachtigkeit bis sieben Tage
nach der Geburt und fanden endometriosedhnliche Strukturen im Fettgewebe, das den Genitaltrakt einer
Reihe ihrer geschlechtsreifen (3 Monate alten) Nachkommen umgibt. In der Kontrollgruppe wurde nur

ein Fall beobachtet.

Die Autoren schlugen daher vor, dass die Endometriose durch Verédnderungen in der korrekten axialen
Entwicklung des Mullerschen Systems wahrend der Embryogenese durch Verénderungen in der
genetisch-epigenetischen Programmierung verursacht werden konnte. Wie bereits erwahnt, sind
Studien, bei denen parenterale Verabreichungswege verwendet werden, flr die Risikobewertung beim
Menschen mdglicherweise nur begrenzt oder gar nicht relevant. Andererseits koénnen die
Querschnittsstudien am Menschen im Gegensatz zu den experimentellen Studien keinen Aufschluss

uber eine mogliche Wirkung auf die Programmierung geben.

In Anbetracht der widerspriichlichen Ergebnisse muss die Hypothese eines Zusammenhangs zwischen
BPA und Endometriose durch robuste und solide konzipierte Human-Biomonitoring-Studien weiter

erforscht werden.

252 Zusammenhang zwischen BPA-Konzentration und dem Immunsystem

Dariiber hinaus haben zahlreiche Studien ergeben, dass endokrin wirksame Chemikalien (EDCs)
Immunzellen bei hormonbedingten Krankheiten wie rheumatoider Arthritis, Atherosklerose und

Diabetes beeinflussen kénnen (Birnbaum and Fenton, 2003; Casals-Casas and Desvergne, 2011).

Lee et al. (2020) untersuchten die Wirkung von BPA auf die Entzindungsmechanismen von
Makrophagen. Sie untersuchten insbesondere, ob BPA die MAPK/NF-«kB-Signalwege und die NLRP3-
Inflammasom-Aktivitat beeinflusst. Sie zeigten, dass BPA die Sekretion von pro-inflammatorischen
Zytokinen wie Tumornekrosefaktor (TNF)-a, Interleukin (IL)-6, IL-1f und IL-18 signifikant
herunterreguliert. Die durch BPA induzierte verringerte Produktion von IL-1p und IL-18 war mit einer
Inaktivierung der Aktivitat des NLRP3-Inflammasoms verbunden. Insgesamt deuten diese Daten darauf
hin, dass BPA als Storfaktor der Entziindungsaktivitat wirken koénnte, indem es die NF-xB/MAPK-
Signalwege und die NLRP3-Inflammasom-Aktivierung reguliert (Lee et al., 2020).
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253 Zusammenhang zwischen der BPA-Konzentration und Krebserkrankungen

In den Studien Uber DES wurden Molekiile mit endokrinen Wirkungen identifiziert, die im Hinblick auf
die Onkogenese von besonderem Interesse sind. BPA wurde als eine solche endokrin wirkende
Chemikalie bewertet (EDC) (Rochefort et al., 2017).

Es wird berichtet, dass die BPA-Exposition das biologische Verhalten von Krebszellen veréndert,
inshesondere Proliferation, Invasion, Wachstum, Uberleben, Migration und Apoptose (Khan et al.,
2021).

MAPK, PI3K/AKT, NF«xB und JNK sowie die Ca2+-Homdostase sind die am meisten untersuchten
Signalwege im Zusammenhang mit BPA und Krebs (Qu et al. 2018).

Acevedo et al. (2013) bewerteten das bosartige Potenzial von BPA bei Ratten und zeigten, dass BPA
bei Dosen, die mit den in epidemiologischen Studien ermittelten Mengen im menschlichen Urin und
Blut vergleichbar sind, als Brustdriisenkarzinogen wirkt.

AuBRerdem wurde gezeigt, dass BPA die Proliferation menschlicher epithelialer Eierstockkrebszellen
(OVCAR-3) fordert, die Anfalligkeit von Endometriumzellen fiir die Wirkung von Ostradiol erhéht und
die 17-B-Ostradiol-induzierte genomische Aktivitit von ERB in DLD-1-Darmzellen hemmt (Cobellis et
al., 2009; Bolli et al., 2010; Ptak et al., 2012).

Die endokrinen Wirkungen von BPA sind bereits seit den 1930er Jahren bekannt. Im Vergleich zu
anderen damals untersuchten Substanzen war die Affinitait von BPA zum Ostrogenrezeptor relativ
gering. Anders als beispielsweise Diethylstilbestrol (DES) wurde BPA nie als synthetisches Ostrogen

kommerziell genutzt (Dodds and Lawson, 1936).

Seit den 1980er Jahren gibt es jedoch Bedenken hinsichtlich der endokrinen Wirkungen von BPA, vor
allem seit dem Verbot von DES im Jahr 1979, nachdem es mit der Verursachung von
Gebarmuttertumoren bei jungen Frauen in Verbindung gebracht wurde, die in utero DES ausgesetzt
waren (Hutt., 1982).

In-vitro- und In-vivo-Studien haben gezeigt, dass die BPA-Exposition einen prokarzinogenen Einfluss
auf hormonabhéngige und hormonunabhangige Krebserkrankungen hat (Gao et al. 2015; Seachrist et al.
2016).

Verschiedene Autoren wiesen nach, dass BPA das Risiko sowohl fiir hormonabhéngige als auch fir
hormonunabhangige Krebsarten deutlich erhéhen kann, indem es epigenetische Verdnderungen
hervorruft, wie z. B. eine verdnderte Methylierung des Promotors von Tumorsuppressoren oder
Onkogenen, eine globale Hypomethylierung und Histonmodifikationen, und indem es die Expression

von nichtcodierenden RNAs wie miRNA, IncRNA und snoRNA moduliert (Ho et al. 2015; Senyildiz
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und Ozden 2015; Senyildiz et al. 2017; Prins et al. 2018; Cheong et al. 2018; Fatma Karaman et al.
2019).

Sprague et al. haben einen positiven Zusammenhang zwischen BPA-Serumspiegeln und
mammaographischer Brustdichte bei Frauen nach der Menopause festgestellt. Sie fanden heraus, dass die
mammografische Brustdichte von 12 % auf 17 % anstieg, wenn die BPA-Serumspiegel von nicht
nachweisbar auf 0,55 ng/ml anstiegen (Sprague et al., 2013). Dies hat erhebliche Auswirkungen auf das
Krebsrisiko, da die mammografische Brustdichte ein unabhangiger Prédiktor fir das Brustkrebsrisiko
ist (Boyd et al., 2010). Es wird angenommen, dass eine Zunahme der Dichte um 5 %, wie sie im
Zusammenhang mit der BPA-Exposition berichtet wurde, das Brustkrebsrisiko um 5-10 % erhéht (Boyd
etal., 1995).

Dieses Risiko wurde jedoch im Fall von DES besser charakterisiert, bei dem die In-Utero Exposition zu
einem hoheren Risiko fur mehrere neoplastische Erkrankungen, einschlieBlich Brustkrebs, gefiihrt hat
(Biro und Deardorff 2013; Teitelbaum et al., 2015).

Binder et al. fanden einen positiven Zusammenhang zwischen den EDC-Konzentrationen im Urin und
der mammographischen Brustdichte bei weiblichen Jugendlichen, wobei ein Unterschied in der
mammographischen Brustdichte von 7 % zwischen Patienten mit den hdochsten und niedrigsten EDC-
Konzentrationen im Urin festgestellt wurde. Die Autoren spekulierten, dass diese Effekte das
Brustkrebsrisiko im spéteren Leben beeinflussen kénnten (Binder et al., 2018).

Jungere Studien gehen davon aus, dass BPA auch andere als die mit Hormonrezeptoren
zusammenhédngenden onkogenen Signalwege induzieren kann, darunter solche, die mit der
Stammzelldifferenzierung (Lillo et al., 2017), der DNA-Reparatur (Langie et al., 2015) und der

Immunmodulation (Casey et al., 2015) zusammenhéngen.

254 Zusammenhang zwischen BPA-Konzentration und dem Reproduktionssystem

1997 berichteten Endokrinologen in der ersten In-vivo-Studie Uber Bisphenol A (BPA), dass die
Verflitterung von BPA an trachtige Mduse bei einer niedrigen Dosis von 2 ug/kg/Tag schadliche
Auswirkungen auf die Fortpflanzung der mannlichen Nachkommen hat. Seitdem haben Tausende von
Studien (ber schadliche Auswirkungen bei Tieren berichtet, denen niedrige BPA-Dosen verabreicht

wurden.

Der Literatur zufolge kann BPA im menschlichen Serum, Fruchtwasser, Urin, Nabelschnurblut und

Plazentagewebe gemessen und ausgewaschen werden (Peretz et al., 2010).
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Dariiber hinaus kann ein beeintrachtigtes Follikelwachstum die Hormonproduktion schwéchen, da die
Granulosazellen die einzigen Zellen in den Antralfollikeln sind, die die Androgene in der Theca in

Ostrogene aromatisieren (Lenie et al., 2008).

254.1 BPA Exposition und deren Einfluss auf die Ovarien

Weibliche Tiere haben eine reproduktive Lebensspanne, die zum Zeitpunkt der Geburt festgelegt wird
(Pepling, 2012). BPA hat je nach Expositionszeitpunkt unterschiedliche Auswirkungen auf die

Eierstocke.

Mehrere experimentelle Studien haben die Auswirkungen von BPA auf die Eierstocke untersucht
(Peretz et al., 2012). Epidemiologische Studien in Fruchtbarkeitskliniken haben gezeigt, dass Frauen
mit hoheren BPA-Werten im Urin auch eine geringere Anzahl von Antralfollikeln aufwiesen, was auf
eine geringere Eierstockreserve und folglich eine geringere Empfangnisféhigkeit hinweist (Souter et al.,
2013).

AuRerdem beeinflusst die mitterliche Exposition die frilhesten Stadien der Oogenese im sich
entwickelnden fotalen Eierstock. Rodriguez et al. (2010) berichteten, dass eine neonatale Exposition
gegenuber BPA (20 mg/kg KG/Tag) durch subkutane Injektion den Pool der primordialen Follikel bei
Ratten nach 8 Tagen reduziert. Rivera et al. (2011) berichteten, dass eine neonatale Exposition
gegenuber BPA (50 mg/kg KG/Tag) durch subkutane Injektion den primordialen Follikel-Pool
verringert und die Anzahl der Multi-Eizellen und atretischen Follikel bei Lammern am postnatalen Tag
(PND) 30 erhéht.

Dartiber hinaus stort eine in utero Exposition gegeniiber oralem BPA (0,5, 20 und 50 mg/kg
Korpergewicht/Tag) den Abbau von Keimzellnestern bei weiblichen Nachkommen von Mausen am

vierten Lebenstag (Wang et al., 2017).

Insbesondere wurden in mehreren Studien zur In-Utero-Exposition von Mausen und Rhesusaffen
Stérungen wahrend der Prophase der Meiose und eine Zunahme der multiplen Oozytenfollikel (MOFs)
festgestellt (Hunt et al., 2012; Susiarjo et al., 2007).

Eine interessante Studie von Susiarjo et al. (2007) an trdchtigen Mdusen, die BPA ausgesetzt waren,
zeigte synaptische Anomalien wie "unvollstdndige Synapsen™ (teilweises oder vollstandiges Versagen
der Synapsen eines einzelnen Chromosomenpaares), End-zu-End-Verbindungen zwischen nicht

homologen Chromosomen und ein erhdhtes Risiko fir Aneuploidie.
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Bei Nagetieren sind die Eizellen bei der Geburt in Zysten gebiindelt, und einzelne Primordialfollikel
werden erst dann nachweisbar, wenn die Zysten 3-5 Tage nach der Geburt aufbrechen. Der Zerfall der
Zysten wird in der Regel durch den Abfall des Ostrogenspiegels nach der Geburt eingeleitet. BPA, das
als synthetisches Ostrogen wirkt, kann diesem Vorgang entgegenwirken (Zhang et al., 2012; Rivera et
al., 2011).

Dartiber hinaus hat die intrauterine Exposition gegenuber BPA analoge Auswirkungen auf die friihe
Oogenese und die Follikelbildung bei Mausen (Zhang et al., 2012; Susiarjo et al., 2007) sowie bei
Rhesusaffen (Hunt et al., 2012). Die Follikelaktivierung wurde von Chao et al. (2011) bestétigt, die
feststellten, dass die Eierstocke von Mé&usen nach BPA-Exposition eine signifikante Abnahme der
Primordialfollikel, aber eine Zunahme der Primar-, Sekundar- und Antralfollikel aufwiesen.

Diese Ergebnisse wurden auch in einer Studie mit Lammern erzielt, einer Spezies, bei der die

Follikelentwicklung &hnlich verlauft wie beim Menschen (Rivera et al., 2011).

Diese Ergebnisse experimenteller Studien geben Anlass zur Sorge (ber die Auswirkungen einer BPA-
Exposition auf die menschliche Fortpflanzungsprogrammierung, da diese Sdugetiere als guiltiges Modell
fur die menschliche Fortpflanzungsphysiologie gelten (Hunt et al., 2012).

In einer kirzlich von Lee et al. durchgefuhrten Studie an erwachsenen weiblichen Ratten (8 Wochen
alt), die 90 Tage lang oral mit 1 pg/kg Korpergewicht (KG) oder 100 pg/kg KG exponiert wurden, war
die Caspase-3-Aktivierung durch die BPA-Exposition signifikant erhdht, was zu einer Verstarkung der

Follikelatresie und der Regression des Gelbkorpers fuhrte (Lee et al., 2013).

Dariiber hinaus beobachteten Lee et al., dass die 17-Ostradiol-Synthese durch eine Herunterregulierung
der Aromatase verringert wurde. Das steroidogene akute regulatorische Protein (StAR) und das

Aromatase-Cytochrom P450 (P450arom) scheinen von BPA angegriffen zu werden (Lee et al., 2013).

In-vitro-Studien haben gezeigt, dass BPA die Hormonproduktion der Eierstocke beeintrachtigen kann.
Insbesondere korreliert ein erhdhter BPA-Gehalt mit einem Riickgang des Spitzen-Ostradiolspiegels

und einer geringeren Anzahl von Eizellen (Ehrlich et al., 2012; Bloom et al., 2011).

Eine Studie an Antralfollikeln, die aus 32 Tage alten Mdusen isoliert wurden, zeigte, dass BPA die
Produktion von Progesteron, Dehydroepiandrosteron, Androstendion, Estron, Testosteron und Ostradiol
signifikant verringert (Peretz et al., 2012).

Ein &hnlicher Wirkmechanismus kdnnte dem Zusammenhang zwischen weiblicher Unfruchtbarkeit und
hoheren BPA-Konzentrationen zugrunde liegen, der in den Ergebnissen der italienischen
Biomonitoring-Studie PREVIENI durchgéangig berichtet wurde (Caserta et al.,2013). Interessanterweise
waren in dieser Studie die hoheren Serum-BPA-Spiegel bei unfruchtbaren Frauen auch mit einer
Hochregulierung einiger Kernrezeptoren (ERa, ERP, Androgenrezeptor und Pregnan-X-Rezeptor) in

den mononukledren Serumzellen korreliert (Caserta et al., 2013).
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In beiden Studien fiihrte die Inkubation der Zellen mit 0,1, 1 und 10 uM BPA zu einem signifikanten

Rickgang der Progesteronproduktion.

In-vitro-Studien wurden auch an menschlichen Eizellen durchgefiihrt (Briefio-Enriquez et al., 2012;
Machtinger et al., 2013). Gene, die an der DNA-Doppelstrangbildung, -signalisierung und -reparatur
beteiligt sind, wurden in fétalen Oozyten, die BPA ausgesetzt waren, hochreguliert (Briefio-Enriquez et
al., 2012). Machtinger et al. (2013) behandelten menschliche Eizellen von Patientinnen, die sich IVF-
Zyklen unterzogen, mit 0, 20 und 200 ng/ml BPA. In Ubereinstimmung mit Tierstudien beobachteten
sie eine negative Auswirkung auf die Zellzyklusprogression, die Spindelarchitektur und die

Chromosomenorganisation.

Die in Tierversuchen und an menschlichen Eizellen in vitro beobachteten Veranderungen der Eizellen
kdnnten das schlechte Ansprechen der Eierstocke auf IVF-Behandlungen und die wiederholten
Fehlgeburten erkléaren, die bei Frauen mit hoheren BPA-Serumkonzentrationen beobachtet wurden
(Rochester et al., 2013).

Die daraus resultierenden meiotischen Defekte erhthen die Wahrscheinlichkeit, dass Embryonen, die

von den exponierten Frauen im Erwachsenenalter produziert werden, chromosomal abnormal sind.

Da der Wirkmechanismus von BPA lebensphasenabhéngig ist, kann nicht ausgeschlossen werden, dass
eine BPA-Exposition kurz vor oder wahrend der Geschlechtsreife hauptséchlich eine hemmende
Wirkung auf die Steroidbiosynthese hat. Diese hemmende Wirkung wurde sogar in isolierten
Granulosazellen von Schweinen (Grasselli et al., 2010) und in menschlichen Lutealzellen beobachtet,
die aus den Gelbkérpern von Frauen gewonnen wurden, die wegen nicht endokriner gynékologischer

Erkrankungen operiert wurden (Romani et al., 2013).

254.2 BPA Exposition und deren Einfluss auf die Follikelentwicklung

Eine normale Follikulogenese ist ein Schlisselmerkmal fur die Entwicklung einer kompetenten Eizelle.
Jede Beeintrachtigung des Follikelwachstums kann zu Anomalien in der Steroidogenese fiihren, die
wiederum zu einer Follikelatresie fiihren (Peretz et al., 2012). Eine In-vitro-Studie an Nagetieren
untersuchte die Auswirkungen einer BPA-Exposition auf das Wachstum der Antralfollikel und die
Follikelatresie (Peretz et al., 2011). Die Forscher maRen das Follikelwachstum nach der Kultur von
Antralfollikeln in einem Medium, das BPA (1-100 g/ml) (4,4-440 M) oder eine Vehikelkontrolle
(Dimethylsulfoxid) enthielt, und bewerteten das Follikelwachstum alle 24 Stunden Uber 96-120

Stunden.
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Die Exposition gegenuber einer BPA-Konzentration von 100 g/ml (440 M) verringerte das
Follikelwachstum signifikant und erhdhte die Atresierate im Vergleich zu den Kontrollen. Die Forscher
vermuteten, dass BPA den Zellzyklus unabhingig vom genomischen Ostrogenweg beeintrachtigt
(Peretz et al., 2012). Die Auswirkungen der BPA-Exposition auf das Follikelwachstum wurden auch bei
Primaten untersucht (Hunt et al., 2012). Die Forscher fanden signifikant mehr Sekundar- und
Antralfollikel, die zwei bis drei Eizellen, vier bis fUnf Eizellen oder mehr als finf Eizellen enthielten,
bei weiblichen Rhesusaffen, die mit einer einmaligen taglichen Dosis BPA (400 g/kg Kdrpergewicht)
behandelt wurden, im Vergleich zu Kontrollen (P < 0,001). Der Anteil der Follikel mit mehr als flnf
Eizellen war bei den Affen, die einer kontinuierlichen BPA-Exposition ausgesetzt waren, signifikant

erhdht und flhrte zu Serumspiegeln von 2,2-3,3 ng/ml (d.h. 10- 15 nM) im Vergleich zu den Kontrollen.

Die chronische BPA-Exposition fiihrte auch zur Bildung von Follikeln, die Oozyten unterschiedlicher
Grolie enthielten, und die Markregion der Eierstocke von Tieren, die BPA ausgesetzt waren, wies viele
kleine, nicht geschlossene Oozyten in Sekundar- und Antralfollikeln auf. Ahnlich wie bei den Nagetier-
Studien wiesen Primatenféten mit intrauteriner BPA-Exposition in den letzten Stadien der

Schwangerschaft im Vergleich zu den Kontrollen mehr Follikel mit mehreren Oozyten auf.

254.3 BPA Exposition und deren Einfluss auf die Eizellentwicklung

Oozyten entstehen wéhrend der Entwicklung des Fotus aus den primordialen Keimzellen. Nach der
DNA-Replikation treten die Eizellen in die Prophase der ersten meiotischen Teilung (Prophase 1) ein,
in der die Chromosomen kondensieren und rekombiniert werden. Spater zerstreuen sich die
Chromosomen und die Eizellen werden von einer einzigen Schicht von Granulosazellen
(Primordialfollikel) umgeben (Martinez et al., 2008). Die Eizellen bleiben bis zur Pubertat in der
Prophase I, dem Keimblasenstadium, verhaftet. Wahrend der weiblichen Fortpflanzungsjahre treten die
Eizellen und Follikel in die Wachstumsphase ein und nehmen die Meiose als Reaktion auf den LH-
Schub allmahlich wieder auf (Rodrigues et al., 2010). Das erste Anzeichen flr die Wiederaufnahme der
Meiose ist der Zerfall der Keimbldschen, gefolgt von Metaphase I, Anaphase |, Telophase | und
Metaphase Il. Mehrere Stadien der Eizellenentwicklung konnten besonders empfindlich auf EDC
reagieren, darunter der Beginn der Meiose im fétalen Eierstock, die Follikelbildung in der
Perinatalperiode sowie das Eizellenwachstum und die Wiederaufnahme der Meiose im

Erwachsenenalter (Lawson et al., 2011).

BPA wurde bereits auch in der Follikelflissigkeit und in den Granulosa Zellen des Follikels

nachgewiesen (Ikezuki et al., 2002).
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Tatsachlich haben zahlreiche Studien gezeigt, dass BPA die Follikelreifung und die Meiose in den
Eizellen veréndert, die Steroidogenese stort und die Qualitat der Eizellen verringert (Peretz et al., 2014;
Peretz et al., 2011).

Experimentelle Studien haben gezeigt, dass BPA auch die Eizelle und die Granulosazellen
beeintrachtigt, die fiir das Uberleben und die Ernahrung der Eizelle wichtig sind (Huo et al., 2015a). Bei
Nagetieren und La&mmern, die postnatal BPA ausgesetzt waren, war die ovarielle Follikelreserve
reduziert, mit "einem Riickgang des Bestands an Primordialfollikeln, einem Anstieg der antralen
atretischen Follikel, einer hoheren Inzidenz multipler Oozytenfollikel und einem geringeren
Ovarialgewicht" (Zhang et al., 2014).

2544 BPA Exposition und deren Einfluss auf die Eizellreifung

Bei einer Vielzahl von Tierarten wurden sowohl die BPA- als auch die BPS-Exposition mit erhéhtem
oxidativem Stress, beeintrachtigter Eizellreifung und verénderten Organgewichten in Verbindung
gebracht (Susiarjo et al., 2007; Herrero et al., 2018).

BPA beeintrachtigt die Reifung der Eizelle (Zhou et al., 2016). Unfruchtbare Frauen haben im Vergleich
zu fruchtbaren Frauen hoéhere BPA-Serumspiegel. Bei Frauen, die sich einem In-vitro-Verfahren
unterziehen, korreliert ein héherer BPA-Spiegel im Urin negativ mit der Eizellreifung und den
Spitzenkonzentrationen von Estradiol (Mok-Lin et al., 2010). Die tagliche Exposition gegentiber BPA

verringert die ovarielle Reserve (Richter et al., 2007).

Auch in einer anderen Kohortenstudie von Ehrlich et al. korrelierte eine hohere BPA-Konzentration im

Urin mit einer geringeren Eizellausbeute und einem niedrigeren E2-Serumspiegel (Ehrlich et al., 2012).

Laut Fujimoto et al. war bei Frauen, die sich einer intrazytoplasmatischen Spermieninjektion
unterzogen, eine héhere BPA-Konzentration im Serum mit einer geringeren Wahrscheinlichkeit reifer

Eizellen verbunden (Fujimoto et al., 2011).

Chao et al. fanden jedoch keine Korrelation zwischen BPA und E2 bei gesunden erwachsenen Frauen
(Chaoetal., 2012). Bei Frauen mit polyzystischem Ovarsyndrom (PCOS) fanden Kandaraki et al. jedoch
"einen signifikanten Zusammenhang zwischen BPA und erhdhten Androgenkonzentrationen™
(Kandaraki et al.,, 2011). In einer anderen Kohortenstudie wurde die Auswirkung des BPA-
Serumspiegels auf die Eizellreifung untersucht. In der gesamten Kohorte von 57 Frauen wurde kein
Zusammenhang zwischen BPA-Spiegeln und Eizellreifung festgestellt. In einer Subanalyse wurde
jedoch bei neun asiatischen Frauen, die sich einer ICSI unterzogen, ein Rickgang der
Wahrscheinlichkeit reifer Eizellen um 9 % festgestellt (Fujimoto et al., 2011).
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2.5.4.5 BPA Exposition und deren Einfluss auf die friihen Stadien der Meiose

Die friihen Stadien der Follikelbildung bis zur Prophase | der ersten Meiose finden im fotalen Eierstock
statt. Wahrend der ersten Prophase kommt es zur Paarung, Synapse und Rekombination zwischen
homologen Chromosomen. Die Wirkung von BPA auf diese ersten Schritte der Meiose wurde in
Tiermodellen untersucht, darunter Nagetiere und Rhesusaffen. Die Behandlung von trachtigen Méusen
wahrend der mittleren Trachtigkeit mit tdglichen niedrigen BPA-Dosen (400 ng) fiihrte zu Anomalien
in der Prophase | (z. B. synaptische Defekte und erhthte Rekombinationsraten) in den Eizellen der
exponierten Foten, ahnlich wie bei Mausen, die homozygot fiir eine gezielte Stdérung des
Ostrogenrezeptors beta sind. Dies warf die Moglichkeit auf, dass eine BPA-Exposition wahrend der
frihen Stadien der Oogenese die Oogenese durch die Beeintrachtigung der Wirkung des
Ostrogenrezeptors beta beeintrachtigen kénnte (Susiarjo et al., 2007). Bei Mausen verzogert BPA den
Zerfall von Keimzellzysten und die Bildung von Primordialfollikeln, indem es die Expression von Stra8
hemmt, das eine Schlisselrolle bei der Einleitung der Meiose bei Méusen spielt (Zhang et al., 2012).
Reife weibliche Mause, die in utero BPA ausgesetzt waren, hatten mehr aneuploide Eizellen und
Embryonen als nicht exponierte Weibchen (Susiarjo et al., 2007). Ahnliche Ergebnisse wurden bei
schwangeren Rhesusaffen erzielt, die BPA wahrend der Stadien der Keimzelldifferenzierung, des

meiotischen Eintritts und der Follikelbildung ausgesetzt waren (Hunt et al., 2012).

Ahnlich wie bei den Nagetieren reagierten auch die fotalen Eierstocke von Primaten empfindlich auf
BPA und wiesen Verdnderungen in der meiotischen Prophase, eine signifikante Zunahme der
Rekombination und eine beeintrachtigte Follikelbildung auf (Hunt et al., 2012). In-vitro-Studien an
menschlichen fotalen Eizellen haben gezeigt, dass die Exposition gegeniiber BPA in friihen Stadien der
Meiose zu einer erhéhten Inzidenz von Crossing Over (d.h. einer Stérung der Paarungssynapse und der

Rekombination) und héheren Raten der Eizelldegeneration fihrt (Brieno-Enriquez et al., 2011).

Eine weitere Studie derselben Gruppe zeigte, dass die Exposition menschlicher fotaler Eizellen
gegenuber BPA mit einer Hochregulierung von Genen verbunden war, die an der Entstehung von

Doppelstrangbriichen, der Signalgebung und der Reparatur beteiligt sind (Brieno-Enriquez et al., 2012).
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254.6 BPA Exposition und deren Einfluss auf die letzten Stadien der Meiose

Tierstudien und In-vitro-Studien am Menschen deuten darauf hin, dass die Exposition von Frauen
gegenuber EDC wahrend der pranatalen, jugendlichen und reproduktiven Phase die normale Meiose der

Eizellen verandern kann (Governini et al., 2015).

Dartiber hinaus wurde eine Zunahme von meiotischen Anomalien und sogar Aneuploidie bei Oozyten
festgestellt, die wahrend der letzten Phasen der Meiose BPA ausgesetzt waren (Hodges et al., 2002;
Huntetal., 2003). In einer anderen Studie, die von derselben Forschergruppe durchgefihrt wurde, wurde
festgestellt, dass eine BPA-Exposition wahrend der letzten Phasen der Meiose (tagliche Injektionen von
BPA (0, 20, 40 und 100 ng/g pro Kérpergewicht) tiber 6-8 Tage) mit Stérungen der meiotischen Spindel,
Chromosomenfehlanordnungen, einer erhéhten Inzidenz von meiotischem Stillstand und sogar

Aneuploidie bei Mauseozyten verbunden war (Hunt et al., 2003).

In einer anderen In-vivo-Studie wurde nachgewiesen, dass eine chronische BPA-Exposition mit einem
signifikanten Anstieg der Haufigkeit aberranter Oozyten in der Metaphase Il (MIl) mit vorzeitig
segregierten Chromatiden verbunden war (Eichenlaub-Ritter et al., 2008).

Lenie et al. (2008) zeigten, dass die Exposition gegenliber BPA in vivo und kultivierten Oozyten mit
entleerten Keimblasen in vitro mit einer gestorten Spindelmorphologie und geringeren Raten von M-

Oozyten, aber keinem Anstieg der Aneuploidie verbunden war.

Dariiber hinaus untersuchten Machtinger et al. (2013) die Wirkung von BPA auf die letzten Stadien der
Reifung menschlicher Eizellen in vitro. Es wurde ein Dosis-Wirkungs-Effekt zwischen der BPA-
Exposition und der Oozytenreifung festgestellt. Mit zunehmender BPA-Exposition sank die
Wahrscheinlichkeit, dass die Oozyten die Meiose abschlieBen und zu MII werden, signifikant, und die
Wahrscheinlichkeit, dass sie degenerieren oder aktiviert werden, wenn ein Polkdrper vorhanden ist, stieg
signifikant. Die BPA-Exposition korrelierte mit einer Beeintrachtigung des Zytoskeletts bei MII-
Oozyten und zeigte eine signifikant geringere Inzidenz von bipolaren Spindeln und ausgerichteten

Chromosomen, je héher die BPA-Dosis war (Machtinger et al., 2013).

Es hat sich gezeigt, dass die Exposition von Sdugetierozyten gegeniiber BPA zu Spindelanomalien,
Chromosomenfehlanordnungen und Aneuploidie fiihrt (Hunt et al., 2003; Can et al., 2005; Ferris et al.,
2015).

Die Behandlung von in vitro gereiften Rinder- und Schweineozyten mit BPA und BPS zeigte, dass BPA
in der Lage ist, die Spindelbildung von Eizellen, die Expansion von Kumuluszellen, die meiotische
Progression und die Proteine der Gap Junctions zu stdren (Ferris et al., 2015; Guo et al., 2017; Sabry et
al., 2021).
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254.7 BPA Exposition und deren Einfluss auf die Eizellenqualitat & Embryoqualitat

Studien an Tieren haben gezeigt, dass die negativen Auswirkungen von BPA auf die weibliche
Fruchtbarkeit auf eine beeintrachtigte Zytoskelettdynamik der Eizelle, die Induktion von oxidativem
Stress, erhohte DNA-Schaden und die Verénderung des Status epigenetischer Modifikationen in der
Eizelle zurlckzufihren sind (Wang and Hui et al., 2017).

Ehrlich et al. (2012a) untersuchten den Zusammenhang zwischen dem Gesamt-BPA-Spiegel im Urin
(die Summe aus unkonjugiertem [freiem] und konjugiertem BPA) und der Embryoqualitat bei 174
Frauen, die sich 237 IVF-Zyklen unterzogen. Bei 88 % der Teilnehmerinnen wurde BPA im Urin
nachgewiesen. Der geometrische Mittelwert (SD) der BPA-Konzentrationen im Urin der Kohorte betrug
1,50 (2,22) ¢/l. Die Autoren berichteten Uber einen signifikanten linearen Dosis-Wirkungs-
Zusammenhang zwischen einer erhdhten BPA-Konzentration und einer verringerten Anzahl von

Eizellen wahrend der Entnahme sowie einer Abnahme der reifen Eizellen.

Die durchschnittliche Anzahl der pro Zyklus entnommenen Eizellen lag bei Frauen im niedrigsten
Quartil der BPA-Konzentration bei 12 und im hochsten Quartil der BPA-Konzentration im Urin bei 9
Eizellen pro Frau. Die umgekehrte Korrelation zwischen der Anzahl der reifen Eizellen und den BPA-
Konzentrationen steht im Einklang mit den Ergebnissen der In-vitro-Studie an menschlichen Eizellen
von Machtinger et al. (2013).

Ehrlich et al. (2012a) berichteten ebenfalls iber einen umgekehrten Zusammenhang zwischen den BPA-
Spiegeln und der Rate normal befruchteter Eizellen, mit einem Riickgang von 24 bzw. 27 % fur das
hdchste bzw. niedrigste Quartil des BPA im Urin. Zwischen den BPA-Konzentrationen im Urin und der
Qualitat der Embryonen am Tag 3 wurde kein Zusammenhang zwischen Dosis und Wirkung festgestellt.
Die gleiche Gruppe untersuchte auch den Zusammenhang zwischen BPA-Konzentrationen im Urin und

Implantationsversagen (Ehrlich et al., 2012b).

Es wurden Urinproben von 137 I\VVF-Patientinnen analysiert, die an einer gréfReren prospektiven Studie
teilgenommen hatten, und die Korrelation zwischen BPA-Gehalten im Urin und der Einnistung des
Embryos wurde bewertet. Die Wahrscheinlichkeit einer fehlgeschlagenen Einnistung stieg linear mit
zunehmendem Quartil der BPA-Konzentrationen im Urin flr die Quartile 2, 3 bzw. 4 im Vergleich zum
niedrigsten Quartil. Die Ergebnisse unterschieden sich nicht, wenn man das Alter (>37 Jahre), den Tag
des Embryotransfers oder das IVVF-Stimulationsprotokoll berticksichtigte. Die Autoren stellten fest, dass
Frauen im hochsten Quartil der Exposition (spezifisches Gewicht bereinigtes BPA im Urin, 3,80-26,48
g/L) fast doppelt so hdufig von einem Implantationsversagen betroffen waren wie Frauen im niedrigsten
Quartil der Exposition (<1,69 g/L).
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25438 BPA Exposition und deren Einfluss auf die Blastozystenbildung & Implantation

Die Wirkung von BPA auf die Blastozysteneinnistung und den Schwangerschaftsverlust bei Mausen
wurde untersucht (Berger et al., 2007 und 2008). Dosen von 6,75 mg/Tag und 10,125 mg/Tag BPA
beeintrachtigten die normale Einnistung bei Mausen.

Die subkutane Behandlung mit BPA in einer Konzentration von 10,125 mg/Tag war mit einem
Ruckgang der Anzahl der Implantationsstellen verbunden (Berger et al., 2007).

Aulerdem flhrte die Injektion einer Einzeldosis von 10,125 mg BPA am Tag der Befruchtung oder
einer Einzeldosis von 6,75 mg/ 10,125 mg BPA am Tag nach der Befruchtung zu einer Verringerung
der Anzahl der Implantationsstellen (Berger et al., 2008). Die Exposition gegeniiber BPA (subkutan) in
einer Dosis von 3,375 mg/Tag wahrend der ersten 4 Tage der Tréachtigkeit fiihrte zu einer signifikanten
Verringerung der WurfgroRe, und die Exposition gegentiber 10,125 mg/Tag war mit einer signifikanten
Verringerung der Anzahl der Tréchtigkeiten verbunden (Berger et al., 2010).

In einer weiteren In-vivo-Studie zeigten Xiao et al. (2011), dass trachtige Méause, die subkutan mit 40
mg/kg/Tag BPA behandelt wurden, zu einer verzégerten Implantation und einer erhdhten perinatalen
Sterblichkeit der Nachkommen flihrten. Die Injektion von 100 mg/kg/Tag BPA fuhrte jedoch zu einer
verzogerten Embryonalentwicklung und zu einem vollstdndigen Fehlen von Einnistungsstellen. Eine
geringere BPA-Belastung flhrte jedoch nicht zu einer Beeintrachtigung der Einnistung (Xiao et al.,
2011).

Verschiedene Forschergruppen schlugen vor, dass die BPA-Exposition die Einnistung entweder durch
ein  Missverhdltnis zwischen dem Zeitpunkt der Blastozystenbildung und dem uterinen
Rezeptivitatsfenster oder durch eine direkte Storung der uterinen Rezeptivitét fir die Einnistung der
Blastozysten aufgrund der ¢strogenen Eigenschaften von BPA stéren kdnnte (Berger et al., 2007 and
2008; Varayoud et al., 2011; Xiao et al. 2011).

Die Exposition gegenuiber 100 mg/kg/Tag BPA verzdgerte die Embryonalentwicklung und fiihrte zum
vollstdndigen Fehlen von Einnistungsstellen. Es wurde auch (ber das Fehlen von Einnistungsstellen
berichtet, wenn unbehandelte gesunde Embryonen auf pseudotrachtige Weibchen tbertragen wurden,
die mit 100 mg/kg/Tag BPA behandelt wurden. Die Exposition trachtiger Mause gegenuber 40
mg/kg/Tag BPA fiihrte in dieser Studie zu einer verzogerten Implantation und einer erhéhten perinatalen

Sterblichkeit der Nachkommen.
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2549 BPA Exposition und deren Einfluss auf die Gebarmutter

Mendoza-Rodriguez et al. (2011) zeigten, dass die Verabreichung von BPA iber das Trinkwasser an
Ratten (ungefahre Dosis 1,2 mg/kg KG/Tag) wahrend der Tréchtigkeit und Laktation zu einer
signifikanten Zunahme der Dicke der Gebarmutterepithelien und des Stromas bei den erwachsenen
weiblichen Nachkommen fiihrte.

Die Mehrheit der BPA-exponierten Nachkommen wies auch eine verringerte epitheliale Apoptose und
eine Herabregulierung der a-Ostrogenrezeptorexpression in Epithelzellen wahrend des Brunstzyklus

auf,

In vitro-Studien zeigen, dass BPA in anderen Endometriumzellen offenbar unterschiedliche Wirkungen
hervorruft. In der Tat wurde eine verringerte Proliferation sowohl bei menschlichen
Endometriumfibroblasten, die aus Hysterektomie-Proben isoliert wurden (Aghajanova et al., 2011), als
auch bei menschlichen Endometriumendothelzellen (Bredhult et al., 2009) beobachtet.

Bei erwachsenen weiblichen Nachkommen von Mausen, denen wahrend der Organogenese BPA
injiziert wurde, wurden eine typische Hyperplasie, Stroma-Polypen der Gebarmutter sowie ein Sarkom

des Gebarmutterhalses beobachtet.

Diese Lé&sionen traten bei den Kontrolltieren Uberhaupt nicht auf: Die Haufigkeit war jedoch gering und
zeigte keine aussagekraftige Dosis-Wirkungs-Beziehung; daher konnte keine Schlussfolgerung gezogen
werden (Newbold et al., 2009).

Nichtsdestotrotz kénnten die erhdhte proliferative Aktivitat und die Verringerung des programmierten
Zelltods in Gebarmutterepithelzellen bei intrauteriner Exposition, wie sie bei BPA-exponierten Ratten
beobachtet wurden, fiir eine erhdhte Pradisposition fur Krebs und/oder eine tumorfordernde Wirkung

sprechen (Mendoza-Rodriguez et al., 2011).

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen scheinen epidemiologische Studien am Menschen den
Zusammenhang zwischen BPA und Erkrankungen der Gebarmutterschleimhaut zu belegen (Rochester
et al., 2013). Tatsachlich fanden Hiroi et al. (2004) Uberraschenderweise heraus, dass bei Patientinnen
mit komplexer Endometriumhyperplasie der BPA-Serumspiegel sowohl im Vergleich zur

Kontrollgruppe als auch zur Gruppe mit einfacher Endometriumhyperplasie deutlich niedriger war.

In der Literatur gibt es immer mehr Hinweise darauf, dass eine BPA-Exposition zu einer gestorten
Aufnahmeféhigkeit der Gebarmutter fiihren kann (Varayoud et al., 2011; Bromer et al., 2011; Xiao et
al., 2011).
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Varayoud et al. (2011) beobachteten bei weiblichen Ratten, denen BPA in der ersten postnatalen Woche
injiziert wurde, eine niedrigere Schwangerschaftsrate und eine Verringerung der Implantationsstellen

(lebende Foten plus Resorptionsstellen).

Einen anderen Effekt beobachteten Bromer et al. (2011) bei Mausen, deren Miitter wahrend der
Organogenese (Trachtigkeitstage 9-16) in utero injiziert wurden. In diesen Féllen wurde Hoxal0

hochreguliert und die Bindung von ERa an das HoxalO.

Estrogen Responsive Element (ERE) wurden beobachtet. Wie in anderen Fallen kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die Diskrepanz zwischen den von (Varayoud et al., 2011) und (Bromer et
al., 2011) beobachteten Effekten auf die unterschiedlichen Expositionsfenster, d. h. neonatal bzw.

pranatal, zurickzufthren ist.

Alternativ konnte der Rickgang der Implantationsrate auf eine direkte BPA-Wirkung auf die
Entwicklung und den Transport des praimplantierten Embryos zurtickzufiihren sein (Xiao et al., 2011).

Obwohl BPA kein genotoxisches Karzinogen ist, konnte eine BPA-Exposition wahrend Kritischer

Differenzierungsphasen eine moégliche endokrin bedingte tumorerzeugende Wirkung haben.

2.5.4.10 BPA Exposition und deren Einfluss auf die Rate an Friihaborten

Es ist immer noch unklar, ob chemische Verbindungen mit dem Spontanabort im ersten Trimester in
Verbindung stehen (Sugiura-Ogasawara et al., 2005). Einige Studien berichteten Uber eine hohere
Serum-BPA-Konzentration bei Frauen mit wiederholten Fehlgeburten im Vergleich zu gesunden
Kontrollen (Sugiura-Ogasawara et al., 2005; Zheng et al., 2012). Zheng et al. (2012) beobachteten sogar,
dass das Risiko eines ungeklarten wiederkehrenden Spontanaborts mit zunehmendem BPA-
Serumspiegel progressiv anstieg. Sugiura-Ogasawara et al. (2005) schlugen vor, dass der Mechanismus,
der zu einer erhoéhten Inzidenz von Fehlgeburten aufgrund von BPA-Exposition flhrt, eine Zunahme

von embryonalen Chromosomenanomalien ist
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25411 BPA Exposition und deren Einfluss auf Reproduktionsbehandlungen

Es hat sich gezeigt, dass eine BPA-Exposition in der Erndhrung (5 mg/kg) die Gehirn- und
Eierstockfunktionen auf transgenerationale Weise beeintrachtigt, was wahrscheinlich zu veranderten

Fortpflanzungsergebnissen beitragt (Drobna et al., 2018).

Es hdufen sich auch Hinweise auf mdgliche negative Auswirkungen von BPA auf das Ergebnis einer
IVF (Mok-Lin et al., 2010; Bloom et al., 2011a; Fujimoto et al., 2011; Ehrlich et al., 2012a and 2012b).

In einer prékonzeptionellen Kohorte, in der Manner und Frauen untersucht wurden, die eine
Fruchtbarkeitsuntersuchung anstrebten, waren hohere BPA-Konzentrationen im Urin mit einer
geringeren Wahrscheinlichkeit einer Implantation, einer klinischen Schwangerschaft und einer
Lebendgeburt sowie mit einer Abnahme der Anzahl der Antralfollikel verbunden (Messerlian et al.,
2018).

AuBerdem verringerte die BPA-Exposition die Empfanglichkeit der Gebarmutter, die fur die Einnistung
eines Embryos so wichtig ist (Newbold et al. 2009; Signoril et al., 2010; Xiao et al., 2011). Diese
Erkenntnisse wurden beim Menschen bisher nur teilweise bestatigt [Bromer et al., 2010). Ehrlich et al.
zufolge war bei Frauen, die sich einer In-vitro-Fertilisation unterzogen, ein hoherer BPA-Gehalt im Urin
mit einem héheren Implantationsversagen verbunden, aber dieser Trend erwies sich als statistisch nicht
signifikant (Ehrlich et al., 2012).

Sugiura-Ogasawara et al. fanden hohere Serum-BPA-Werte bei Frauen, die wiederholt Fehlgeburten
erlitten, und auBerdem "gab es einen Trend zu héheren BPA-Werten bei Frauen mit abnormalen

Embryonen” (Sugiura-Ogasawara et al., 2005).

254.12 BPA Exposition und deren Einfluss auf das fetale und jugendliche Wachstum

Die Exposition gegenlber Umweltverschmutzung wahrend der kritischen Entwicklungsphase der
Schwangerschaft oder der Kindheit kann Auswirkungen auf das spétere Leben haben. Es gibt mehrere

Humanstudien zu PBS und seinem Einfluss auf Wachstum und Kérpergewicht.

Cantonwine et al. (2013) fihrten eine Studie durch, um den Zusammenhang zwischen der BPA-
Konzentration wahrend der Schwangerschaft und dem fdtalen Wachstum zu bestimmen. Sie fanden
heraus, dass Kinder von Frauen mit héheren BPA-Konzentrationen in der Gebarmutter langsamer

wachsen und der Kopf kleiner ist als bei Kindern, deren Mitter niedrigere BPA-Konzentrationen
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aufwiesen. Sie wiesen darauf hin, dass eine BPA-Exposition wahrend der Schwangerschaft das fotale

Wachstum beeintréchtigen kann.

Die meisten der bisherigen Langsschnittstudien Uber BPA am Menschen beziehen sich auf das
Wachstum und das Kérpergewicht (nicht auf Diabetes), und zwar alle bei den in den USA (blichen

Expositionswerten.

Niederl&ndische Séauglinge, die von Frauen mit einer hoheren BPA-Belastung geboren wurden, hatten
kleinere Kopfe und wuchsen im Mutterleib langsamer als Sauglinge, deren Miitter eine geringere BPA-
Belastung aufwiesen. Die Ergebnisse waren umso signifikanter, je haufiger die BPA-Konzentration
wahrend der Schwangerschaft gemessen wurde; je mehr Messungen, desto signifikanter (viele andere
BPA-Studien stiitzen sich auf eine einzige Messung von BPA, die weniger genau ist - in dieser Studie
wurde BPA mehrfach gemessen). Die Studie legt nahe, dass eine BPA-Exposition wahrend der

Schwangerschaft das Wachstum des Fotus beeintrachtigen kann (Cantonwine et al., 2013).

Préanatale BPA-Werte wurden auch mit einem héheren Blutdruck bei niederlandischen Jungen, aber
einem niedrigeren Blutdruck bei Méadchen in Verbindung gebracht (Sol et al., 2020). In einer anderen
Studie wurde jedoch kein Zusammenhang zwischen pranatalen BPA-Spiegeln und gewichtsbezogenen
Messungen in der Kindheit festgestellt (Sol et al., 2020).

Die Krankenhduser der University of Michigan fanden heraus, dass die BPA-Exposition mit einem
niedrigeren Geburtsgewicht und einer groReren KorpergréRe verbunden war (Veiga-Lopez et al., 2015).
(man beachte, dass ein geringeres Geburtsgewicht mit einem erhdhten Risiko fur Typ-2-Diabetes und

anderen Folgeerkrankungen assiziiert ist).

Eine Meta-Analyse von acht Studien fand jedoch keinen Zusammenhang zwischen der préanatalen BPA-
Belastung und dem Geburtsgewicht (Hu et al., 2018). Miitterliche (aber nicht vaterliche) BPA-Werte
vor der Empfangnis waren jedoch mit einem niedrigeren Geburtsgewicht assoziiert, was interessant ist,
da Expositionen vor der Empfangnis noch nicht wirklich viel untersucht wurden (Mustieles et al., 2018).
Die préanatale Exposition gegenliber BPA-Ersatzstoffen, BPF und BPS, ist ebenfalls mit einem

niedrigeren Geburtsgewicht verbunden (Hu et al., 2018).

In Spanien wurden prénatale BPA-Werte mit einem erhdhten Taillenumfang und einem héheren Body-
Mass-Index (BMI) bei Kindern im Alter von 4 Jahren in Verbindung gebracht, jedoch nicht in friiheren
Jahren (Valvi et al., 2013). Dieselbe Studie, die 27 verschiedene endokrin wirksame Chemikalien
einbezog, ergab, dass die In-Utero-Konzentrationen verschiedener persistenter organischer Schadstoffe
mit Ubergewicht/einem héheren BMI im Alter von 7 Jahren verbunden waren, wahrend andere
Chemikalien (BPA, Arsen, Phthalate, Flammschutzmittel, Blei und Cadmium) nicht damit in

Verbindung gebracht wurden (Agay-Shay et al., 2015).
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2.6. BPA  Exposition beim Mann

Pestizide und Phthalate induzieren nicht nur oxidativen Stress, sondern konnen in Tiermodellen auch
die Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse stéren (Queiroz und Waissmann, 2006). Die
Hemmung des GnRH hemmt die Freisetzung von LH und FSH. Dies fuhrt zu einer Hemmung der
Gametogenese und der Steroidogenese, was sich nachteilig auf die Spermienfunktion und die
Hodenatrophie auswirkt.

Die ersten Studien zu BPA, die Auswirkungen auf das sich entwickelnde mannliche
Fortpflanzungssystem beschrieben (Nagel et al., 1997), wurden schnell durch zwei von der
Kunststoffindustrie finanzierte Studien widerlegt (Ashby et al., 1999; Cagen et al., 1999). Die orale
Verabreichung von 2 ug BPA/kg/Tag an trachtige weibliche CD-1-Mause fuhrte bei den ménnlichen
Nachkommen zu einer VergréRerung der Prostata (Nagel et al., 1997; Judy, B.M. et al., 1999) sowie zu
schadlichen Auswirkungen auf andere akzessorische Fortpflanzungsorgane der mannlichen

Nachkommen im Erwachsenenalter (vom Saal et al., 2005).

Spéatere Studien von Prins und Kollegen haben Auswirkungen von BPA auf die epigenetische
Programmierung der Prostata und auf Prostata-Vorlauferzellen gezeigt und sind zu dem Schluss
gekommen, dass eine BPA-Exposition im friihen Leben das Risiko fiir Prostatakrebs erhéht (Prins et al.,
2018).

BPA-Belastungen erhohen die Empfindlichkeit der Prostata gegeniiber Hormonbelastungen im
Erwachsenenalter und erhohen das Auftreten von Harnréhrenobstruktion in Verbindung mit
Hydronephrose (Taylor et al., 2020), Prostatitis und Prostataepithelhyperplasie sowie prostatischer

intraepithelialer Neoplasie (Nelles et al., 2011).

BPA stort die Differenzierung der Spermatogonalstammzellen wéhrend des fétalen Lebens bei M&usen
(Vrooman etal., 2015), was zu einer verminderten Spermienproduktion im Erwachsenenalter fihrt (vom
Saal et al., 1998).

Die BPA-Exposition im Erwachsenenalter flihrt zu einer deutlichen Verringerung der Spermatogenese
(Sakaue et al., 2001), die mit einer Hemmung der Hirn-Hypophysen-Hoden-Achse und einem

verringerten Testosteronspiegel einhergeht (Pallotti et al., 2020).

Laborstudien an mannlichen Nagetieren haben gezeigt, dass eine BPA-Exposition mit
Entwicklungsanomalien im Urogenitalbereich, einem verringerten Gewicht der Nebenhoden, einem
erhdhten Gewicht der Prostata, einer verringerten Anzahl und Qualitat der Spermien, DNA-Schéden in
den Spermien und epigenetischen Veranderungen bei den Nachkommen verbunden war (Manikkam et
al., 2013; Wright et al., 2014).
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2.7 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

Sauerstoff ist fir die Aufrechterhaltung des Lebens unerlasslich. Seine schadigende Wirkung auf
lebende Zellen durch die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies ist jedoch ein Paradoxon des
Zellstoffwechsels (Rice-Evans et al., 1995). Diese freien Radikale mit ungepaarten Elektronen sind
Gifte, die entstehen, wenn die Kdrperzellen Sauerstoff zur Verarbeitung von Nahrungsmitteln oder zur
Reaktion auf die Umwelt verwenden. Sie haben eine schadigende Wirkung durch nachteilige

Reaktionen auf verschiedene Bestandteile der Zelle (Ray et al., 2012).

Ein hohes MaR an ROS stdrt die mitochondrialen Membranen, was zur Aktivierung von Caspasen und
schlieBlich zur Apoptose flhrt (Agarwal et al., 2008). Die Freisetzung von Cytochrom ¢ wahrend des
apoptotischen Weges erhoht die ROS-Konzentration weiter, fordert die Schadigung und Fragmentierung
der DNA und kann den apoptotischen Zyklus verstarken (Thomson et al., 2009).

In den letzten Jahrzehnten hat es ein enormes Interesse an sauerstofffreien Radikalen, allgemeiner
bekannt als "reaktive Sauerstoffspezies" (ROS) und "reaktive Stickstoffspezies" (RNS) in
experimentellen und klinischen Studien zu verschiedenen Umweltschadstoffen gegeben (Salnikowet al.,
2004).

Im weiblichen Fortpflanzungstrakt spielen ROS eine physiologische und pathologische Rolle.
Verschiedene Forscher haben das Vorhandensein von ROS in vielen Teilen des weiblichen
Fortpflanzungstrakts nachgewiesen: in den Eierstocken (Behrman et al., 2001; Sabatini, 1999), den
Eileitern (EI Mouatassim wet al., 1999) und den Embryonen (Guerin et al., 2001). ROS stéren die
Modulation der physiologischen Fortpflanzungsfunktionen wie die Eizellreifung, die ovarielle
Steroidogenese, die Funktion des Corpus luteum und die Luteolyse des Corpus leuteum (Behrman et al.,
2001; Sabatini et al., 1999). Erhohte ROS-Konzentrationen kdnnen zu nachteiligen Auswirkungen auf
den Embryo fuhren. Es wurde Uber eine verstarkte zytoplasmatische Fragmentierung des Embryos und
Apoptose als Folge von OS berichtet (Yang et al., 1998). Somit spielen ROS eine wichtige
physiologische Rolle im weiblichen Fortpflanzungstrakt, angefangen bei der Bestimmung der Reaktion
der Eierstocke bis hin zur Befruchtung, Embryonalentwicklung und Schwangerschaft (Agarwal und
Allamaneni, 2004). ROS in Kulturmedien beeinflussen die Befruchtung, die Embryonalentwicklung und
die klinischen Schwangerschaftsraten. Erhdhte ROS-Konzentrationen in den Kulturmedien an Tag 1
wurden mit niedrigeren Schwangerschaftsraten sowohl bei IVF als auch bei ICSI in Verbindung
gebracht (Bedaiwy et al., 2004).
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27.1 Intrinsische Produktion von ROS

Beim aeroben Stoffwechsel in Zellen entstehen ROS als Nebenprodukt. Der Prozess der oxidativen
Phosphorylierung in den Mitochondrien verwendet Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (NADH) als
Elektronendonor und O2 als Elektronenakzeptor in der Elektronentransportkette, wobei sowohl
Reduktions- als auch Oxidationsreaktionen mit der Synthese von Adenosintriphosphat (ATP) gekoppelt
werden. Diese Redoxreaktionen finden in den Mitochondrien statt, wobei 1-5 % des durch den aeroben
Stoffwechsel verbrauchten O2 in ein ROS als Nebenprodukt umgewandelt werden (Boveris und Chance,
1973).

Der aerobe Stoffwechsel ist mit der Erzeugung von ROS (Pro-Oxidantien) verbunden (Agarwal und
Allamaneni, 2004 a,b).

Daher werden die mitochondriale Atmungskette und die Stoffwechselprozesse als die Hauptquellen von
ROS angesehen (Brieger et al., 2012). Ungefahr 1 % des durch den Stoffwechselweg verbrauchten 02
wird in das Sauerstoffradikal (O2-) umgewandelt, das als Vorlaufer der meisten ROS fungiert.

Der Elektronenaustritt aus der inneren Mitochondrienmembran wahrend der oxidativen
Phosphorylierung kann die zellularen Makromolekiile wahrend des Follikelwachstums schadigen.
Folglich stellen Antioxidantien wichtige Abwehrmechanismen dar, die es den Zellen ermdglichen, in
einer oxidativen Umgebung zu funktionieren, einschlie8lich des voriibergehenden Anstiegs der ROS-
Aktivitat, der mit dem Eisprung einhergeht (Shkolnik et al., 2011; Siristatidis et al., 2015).

Obwohl unter physiologischen Bedingungen eine bestimmte Menge an ROS erforderlich ist, kann ein
gestortes Gleichgewicht zwischen pro-oxidativen und anti-oxidativen Molekiilen schadliche
Auswirkungen auf die Follikulogenese und eine angemessene Embryonalentwicklung haben (Attaran et
al., 1998; Das et al., 2006; Elizur et al., 2014).

2.7.2 extrinsische Quellen von ROS

Zu den extrinsischen Quellen von ROS gehoren: Leukozyten, Zigarettenrauchen, erhohte
Hodensacktemperatur, elektromagnetische Strahlung (Mobiltelefon) und phosphororganische Pestizide
(Agarwal et al., 2008). Industrielle Expositionen sind zwar selten, aber eine Ursache fiir eine erhohte
ROS-Produktion und DNA-Schéden bei Spermien. Die Exposition gegentiber Schwermetallen (z. B.
Cadmium, Blei, Eisen und Kupfer), Pestiziden, Phthalaten und Umweltverschmutzung kann zu

Spermienschaden fuhren (Tremellen, 2008).
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ROS und RNS entstehen bei Bestrahlung oder metallkatalysierten Reaktionen, in der Atmosphare als
Schadstoffe oder einfach bei Entziindungen im physiologischen System. Einige Beispiele fir freie
Radikale sind Wasserstoffperoxid, Singulett-Sauerstoff, hypochlorige Saure, Superoxid-Radikale,
Hydroxyl-Radikale und Stickstoffoxid (Halliwell et al., 2004).

Der Gehalt an reaktiven Sauerstoffspezies in der Follikelfltssigkeit und die Zusammensetzung der
Follikelflissigkeit spiegelt alle metabolischen und hormonellen Prozesse wider, die in der
Mikroumgebung der heranreifenden Eizelle ablaufen, und kann ein Pradiktor fir Ergebnisparameter wie

Befruchtung, Embryonenspaltung und Schwangerschaftsraten bei der IVF sein (Dumesic et al., 2015).

Aulerdem kdnnen ROS epigenetische Modifikationen verandern. Dieser Aspekt ist besonders wichtig,
da veranderte genetische Signaturen zu Krankheiten bei den Nachkommen fiihren kdnnen (DelCurto et
al., 2013).

2.7.3 Oxidativer Stress

Von oxidativem Stress spricht man, wenn in einem System ein Ungleichgewicht zwischen Oxidations-
und Reduktionsreaktionen besteht, was zur Bildung von Uberschissigen Oxidantien oder Molekilen
flihrt, die ein Elektron von einem anderen Reaktanten aufnehmen (Henkel, 2011). Haufige Molekiile,
die das ungepaarte Elektron aufnehmen, sind Lipide in Membranen und Kohlenhydrate in

Nukleinsduren (Tremellen, 2008).

ROS mit geringen Konzentrationen sind innerhalb der Zelle essentiell, da sie als physiologischer
Signalgeber fungieren kénnen (Niki, 2016). Stress kann daher auch hier in Eustress und Distress
unterteilt werden, wobei Eustress sich auf positiven oder guten Stress bezieht, da er flr die Zelle von
Vorteil ist, wahrend Distress sich auf negativen oder schlechten Stress bezieht, da er fur die Zelle
schadlich ist (Li et al., 2016).

Oxidativer Stress tritt auf, wenn die Erzeugung von ROS die Produktion von Antioxidantien Ubersteigt;
dies ist gekennzeichnet durch eine Stérung des Pro-Oxidant-Antioxidantien-Gleichgewichts mit einer

Zunahme des Pro-Oxidantiums, was zu oxidativen Schéden fuhrt (Sies, 1991).

Die Zelle kann auf verschiedene Weise reagieren, wenn sie von ROS angegriffen wird: Sie kann sich
vermehren oder ihre Teilung einstellen, oder sie kann sich fiir Seneszenz, Nekrose oder Apoptose

entscheiden (Harwell, 2007). Es gibt deutliche Hinweise darauf, dass oxidativer Stress bei der
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Entstehung von Unfruchtbarkeit verursachenden Krankheiten bei Frauen eine Rolle spielt und als einer

der wichtigsten Faktoren angesehen wird, die sich negativ auf die Fruchtbarkeit auswirken.

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass OS einen Einfluss auf die Produktion von Steroidhormonen
aus den Granulosazellen des Eierstocks hat, insbesondere auf den E2-Spiegel, der ein wichtiger
Pradiktor fur die ovarielle Reaktion ist. Tag 3 FSH (Ahmed et al., 1994; Klein et al., 1996) und E2
(Smotrich et al., 1995; Licciardi et al., 1995) werden hdufig als prognostische Tests fur die ovarielle

Reserve verwendet.

Dariiber hinaus konnen unter OS-Bedingungen Beeintrachtigungen der Fortpflanzung und der
Fruchtbarkeit induziert werden, wie z. B. eine Beeintrachtigung der Eierstockfunktionen, eine
Verschlechterung der Eizellmenge, Stérungen der Embryonalentwicklung, gynékologische
Erkrankungen und Unfruchtbarkeit (Agarwal et al., 2006 and 2012).

Dartiber hinaus kann oxidativer Stress vielfaltige physiologische Mechanismen wie die Reifung der
Eizelle, die Befruchtung, die Implantation und die Entwicklung des Embryos beeintrachtigen und tragt
somit zur Pathophysiologie wvon schwangerschaftsbedingten Komplikationen, Endometriose,
polyzystischen  Ovarialerkrankungen,  ungeklarter ~ Unfruchtbarkeit und  gyndkologischen
Krebserkrankungen bei (Mbah et al., 2019).

Oxidativer Stress ist einer der wichtigsten Mechanismen, die an der Vermittlung der schadlichen
Auswirkungen von Umweltschadstoffen auf die mannliche Fortpflanzung beteiligt sind (Darbandi et al.,
2018; Rehman et al., 2019), da erhéhte ROS-Werte die Aktivitét steroidogener Enzyme hemmen und
apoptotische Wege im Hoden aktivieren, was zu einer Beeintrachtigung der Steroidogenese bzw.
Spermatogenese flihrt (Quan et al., 2017; Sheweita et al., 2016; Shi et al., 2018).
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Abb.3: Mechanismen der durch oxidativen Stress ausgeldsten Zellschaden (Agarwal A; Gupta S; und
Sharma RK. Die Rolle von oxidativem Stress bei der weiblichen Fortpflanzung Reproduktionsbiologie
und Endokrinologie, 2005)

Durch ROS kommt es bei oxidativem Stress, welcher durch ein Ungleichgewicht an Oxidantien und
Antioxidantien entsteht, zu Lipidperoxidation, Enzymhemmung, Proteinschadigung sowie DNA-
Schédigungen. Zur Reparatur sind direkte und indirekte Wege vorhanden, die Zelle reagiert zudem mit
Ausschittung von Antioxidantien. Ist die Zelle irreparabel oxidativ geschadigt, so fuhrt dies zu Zelltod
durch Apoptose oder Nekrose (Agarwal et al., 2005); (Abb.3).

Die Follikelflissigkeit kann als biologisches "Fenster" betrachtet werden, das die metabolischen und
hormonellen Prozesse widerspiegelt, die in der Mikroumgebung der heranreifenden Eizelle vor dem
Eisprung ablaufen, und auch als Pradiktor fur Ergebnisparameter wie Befruchtung, Embryonenspaltung

und Schwangerschaftsraten bei der IVF (Wiener-Megnazi et al., 2004).
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Eine physiologische Menge an ROS in der Follikelfliissigkeit deutet auf eine gesunde Entwicklung der
Eizellen hin (Attaran et al., 2000).

ROS hat uber seine physiologische Wirkung hinaus auch eine schadigende Auswirkung auf die Qualitat
von Eizellen und Embryonen. Die Auswirkungen von ROS und ihre Fahigkeit, die weibliche
Fortpflanzung zu beeinflussen, wurden an verschiedenen Endpunkten in Bezug auf die Eizelle, die
Befruchtung, den Embryo und die Schwangerschaft untersucht. In verschiedenen Studien wird uber
unterschiedliche Marker fiir oxidativen Stress berichtet, wobei die Empfindlichkeit und Spezifitat der
verschiedenen Biomarker nicht bekannt sind. Wahrend sich einige Forschungsarbeiten auf die
Untersuchung der antioxidativen Kapazitat konzentrieren, wurde bei anderen die mechanische
Beseitigung von ROS bei IVF/ET untersucht (Lornage et al., 2003).

Dariiber hinaus fuhrt ein Ungleichgewicht im Redoxzustand des sich entwickelnden Embryos infolge
suboptimaler Kulturbedingungen zu einer veranderten Genexpression und einer beeintrachtigten
Adenosintriphosphatbildung (Hyslop et al., 1988), wobei letzteres das Plazenta- und Embryowachstum
beeintrachtigen kann (Harvey et al., 2002).

Die mitochondriale Atmungskette und die Stoffwechselprozesse gelten als die Hauptquellen fir ROS
(Brieger et al., 2012). Ungefahr 1 % des durch den Stoffwechselweg verbrauchten O2 wird in das
Sauerstoffradikal (O2-) umgewandelt, das als Vorlaufer der meisten ROS fungiert.

Die Zelle versucht, ein Gleichgewicht zwischen den Konzentrationen von ROS und Antioxidantien
aufrechtzuerhalten, wobei die Antioxidantien das Niveau der ROS kontrollieren, ohne sie zu
eliminieren, da ihre Eliminierung in Bezug auf die bendtigte Energie innerhalb der Zelle sehr kostspielig
waére und die Antioxidantien auch einigen hochreaktiven ROS, wie dem Hydroxylradikal (OH ), nicht
widerstehen kénnen (Nathan, 2003). Ein weiterer Grund dafir, ROS in geringen Mengen zu halten, ist,
dass sie eine wichtige Rolle bei der Regulierung der Genexpression spielen, wie z. B. Stickstoffmonoxid
(NO) (Kunsch & Medford, 1999).

Erhdhte NO-Konzentrationen in den Eileitern sind zytotoxisch fiir die eindringenden Mikroben und

kénnen zum Beispiel auch flr die Spermien toxisch sein (Rosselli et al., 1995).

Antioxidantien schiitzen die Zellen vor ROS, indem sie diese in unreaktive Derivate umwandeln. Zu
ihnen gehdren viele Verbindungen, z. B. Glutathion-S-Transferase, Methioninsulfoxid-Reduktase,
Superoxiddismutase, Glutathionperoxidase, Katalase und Thioredoxin-Reduktase. AuRerdem sind
mehrere metallbindende Proteine wie Ferritin und Ceruloplasmin sowie verschiedene Metaboliten,
Cofaktoren und Multivitamine beteiligt. Aulerdem gehdren zu den Antioxidantien einige Metallionen

wie Zink, Magnesium und Mangan (Halliwell, 1996).

Oxidativer Stress bei Frauen, die sich einer Gonadotropinstimulation unterziehen, hat bisher wenig

Beachtung gefunden. Es gibt deutliche Hinweise darauf, dass oxidativer Stress an der Pathogenese von
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Krankheiten beteiligt ist, die zu Unfruchtbarkeit bei Frauen fiihren, und dass er einer der wichtigsten
Faktoren ist, die das Ergebnis einer ART negativ beeinflussen (Agarwal et al., 2005; Agarwal et al.,
2006; Chandra et al., 2009; Marsillach 2010).

Bei normalen Schwangerschaften wurde ein starker Anstieg der Expression von Markern fir oxidativen
Stress im Trophoblasten festgestellt, und es wurde spekuliert, dass dieser oxidative Ausbruch, wenn er
ubermaRig ist, eine Ursache fiir einen friihen Schwangerschaftsverlust ist (Burton et al., 2003).

Unkontrollierte und tiberméRige ROS konnten jedoch ein wichtiger Faktor in der Pathophysiologie der
Unfruchtbarkeit sein. Tatséchlich wurde bei unfruchtbaren Mannern ein erhohter ROS-Gehalt im
Samenplasma und in den Spermien, eine verringerte antioxidative Kapazitat und eine erhéhte Anzahl
mitochondrialer DNA-Mutationen oder nuklearer DNA-Fragmentierungen festgestellt (Zini et al., 1993;
Kumar et al., 2009; Mahfouz et al., 2010).

Zu den Stellen im Spermiengenom, die besonders empfindlich auf OS reagieren, gehtren die Telomere
sowie das periphere Kernkompartiment, das histongebundene DNA (5-15 %) enthélt (Kumar et al.,
2013).

Diese Umgebung enthélt neben Granulosazellen, Wachstumsfaktoren und Steroidhormonen auch

Leukozyten, Zytokine und Makrophagen, die alle ROS produzieren kdnnen (Attaran et al., 2000).

Das et al. (2006) weisen darauf hin, dass hohe ROS-Konzentrationen in der Follikelflissigkeit von
Frauen mit Eileiterunfruchtbarkeit das Befruchtungspotenzial der Eizellen verringern und offenbar eine
wichtige Rolle bei der Embryonenbildung und -qualitat spielen.

Es wird angenommen, dass DNA-Schaden in Spermien durch verschiedene Mechanismen ausgelost
werden, darunter Apoptose wahrend der Spermatogenese, Induktion von DNA-Strangbriichen wahrend
des Umbaus des Spermienchromatins, DNA-Fragmentierung durch endogene Caspasen und
Endonukleasen, Strahlen- und Chemotherapie, Umweltgifte und Xenobiotika sowie durch oxidativen
Stress ausgeldste DNA-Schaden (Kumar et al., 2013).
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2.7.4 ROS und Fertilitdt und Graviditat

Die Reproduktionsbiologie der Frau ist ein komplexes System, dessen Pathologien vielfaltig sind. Bei
der Mehrzahl der pathologischen Prozesse spielen jedoch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) eine
entscheidende Rolle. Ein Ungleichgewicht zwischen ROS und Antioxidantien fiihrt zu oxidativem
Stress (OS). OS ist der pathognomonische Faktor bei verschiedenen Erkrankungen des weiblichen
Fortpflanzungssystems. (ON tragt zur Pathophysiologie von Unfruchtbarkeit,
schwangerschaftsbedingten Komplikationen, Endometriose, Eierstockkrebs usw. bei. Erhohte

Biomarker flr oxidativen Stress lassen sich bei verschiedenen Entziindungszustdnden nachweisen.

OS beeinflusst die gesamte reproduktive Lebensspanne von Frauen und sogar noch danach (d. h. in der
Menopause). Es wurde vermutet, dass der altersbedingte Rickgang der Fruchtbarkeit durch OS
moduliert wird (de Bruin et al., 2002). Es spielt eine Rolle wahrend der Schwangerschaft (Myatt und
Cui, 2004) und bei der normalen Geburt (Fainaru et al., 2002, Mocatta et al., 2004) sowie bei der
Ausldsung von Frithgeburten (Wall et al., 2002; Pressman et al., 2003).

So schafft die Follikelflissigkeit eine metabolisch aktive Mikroumgebung, in der die Eizellen leben und
die u. a. Steroidhormone, Wachstumsfaktoren, Zytokine, Granulosazellen, Makrophagen und
Leukozyten enth&lt (Agarwal und Allamaneni, 2004).

In der Follikelflissigkeit von Patientinnen, die sich einer ovariellen Stimulation fir eine ART-
Behandlung unterziehen, wurden oxidative Stressfaktoren gefunden (Tsafriri und Reich, 1999; Attaran
et al., 2000; Paszkowski et al., 2002; Oyawoye et al., 2003).

Schlecht vaskularisierte Follikel fuhrten zu einer geringen intrafollikuléren Sauerstoffzufuhr, was zu
einem verringerten  Entwicklungspotenzial der Eizellen, einer zunehmenden Héufigkeit
zytoplasmatischer Defekte der Eizellen, einer gestorten Spaltung und einer abnormalen
Chromosomensegregation fuhrte (Van Blerkom al., 1997). AuRerdem kdnnen ROS eine erhohte
Fragmentierung und Apoptose des Embryos verursachen (Yang et al., 1998). Ein erhohter ROS-Gehalt
fiihrt auch zu einer Beeintrachtigung des Wachstums und der Entwicklung des Embryos. Aktuelle
Studien konzentrieren sich auf die Fahigkeit von Wachstumsfaktoren, in vitro kultivierte Embryonen

vor den schadlichen Auswirkungen von ROS wie Apoptose zu schiitzen.

Die Wachstumsfaktoren, die normalerweise in den Eileitern und der Gebarmutterschleimhaut zu finden
sind, wie der Insulin-Wachstumsfaktor (IGF)-1 und der epidermale Wachstumsfaktor (EGF) in
Mauseembryonen, die in vielerlei Hinsicht menschlichen Embryonen dhneln (Kurzawa et al., 2004),
sind jedoch in der Lage, in vitro kultivierte Embryonen vor den schadlichen Auswirkungen von ROS

wie Apoptose zu schiitzen.
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2.75 Oxidativer Stress und dessen Einfluss auf die weibliche Fortpflanzung

Es gibt immer mehr Literatur ber die Auswirkungen von OS auf die weibliche Fortpflanzung mit
Beteiligung an der Pathophysiologie der Praeklampsie (Tranquilli et al., 2004; Takagi et al., 2004), der
hydatidiformen Mole (Harma und Erel, 2004), durch freie Radikale verursachte Geburtsfehler (Loeken
et al., 2004) und andere Situationen wie Aborte (Lagod et al., 2001).

Erhohte Plasma- und FF-Marker fur oxidativen Stress und verringerte Spiegel von Antioxidantien
wurden bereits mit schlechten Ergebnissen bei der In-vitro-Fertilisation (IVF) in Verbindung gebracht
(Berker et al., 2009; Rizzo et al., 2012; Takahashi, et al. 2013). Mehrere Autoren haben die
Follikelentwicklung, die Eizellenqualitat, die Befruchtung, die Embryonalentwicklung und die
weibliche Unfruchtbarkeit im Zusammenhang mit oxidativem Stress untersucht, sowohl auf

systemischer als auch auf lokaler Ebene (Becatti et al., 2016; Barygina, 2015).

Es wird angenommen, dass der Verlust des Gleichgewichts zwischen oxidativen und antioxidativen
Molekiilen im Serum und in der Follikelflissigkeit (FF) fur eine anomale Entwicklung der Eizellen
aufgrund von DNA- und Zellmembransch&den verantwortlich ist, was zu einer verminderten Eiqualitét,
aber auch zu einer verénderten Befruchtung, Embryoqualitét, Implantation und Embryonalentwicklung
fuhren wiirde (Devine et al., 2012; Agarwal et al., 2012).

Oxidativer Stress flhrt zu einer Riuckbildung des Gelbkdrpers (Garcia-Pardo et al., 1999) und damit zu
einer fehlenden Unterstiitzung der Schwangerschaft durch den Gelbkérper (Agarwal et al., 2004). OS
kann die Eizellen in den sich entwickelnden Follikeln, die Eizellen und Spermien in der Peritonealhthle

oder den Embryo im Eileiter schadigen (Guerin et al., 2001; Bedaiwy et al., 2004).

OS kann jedoch tberwunden werden, indem die Bildung von ROS reduziert oder die Menge der
verfugbaren Antioxidantien erhdht wird. Zellen haben eine breite Palette von Antioxidanziensystemen
entwickelt, um die Produktion von ROS zu begrenzen, sie zu inaktivieren und Zellschaden zu reparieren
(Van Langendonckt et al., 2002; Szczepanska et al., 2003; Pierce et al., 2004; Agarwal et al., 2004).

Es gibt ein gewisses Verstandnis dariiber, wie ROS eine Reihe von physiologischen Funktionen (d.h.
Eizellreifung, ovarielle Steroidogenese, Eisprung, Einnistung, Blastozystenbildung, Luteolyse und
Lutealerhaltung in der Schwangerschaft) beeinflussen (Suzuki et al., 1999; Jozwik et al., 1999; Ishikawa
etal., 1993, Vega et al., 1999. Sugino et al., 2000).

Die Enzyme Superoxiddismutase (SOD), Kupfer-Zink-SOD (Cu-Zn SOD) und Mangan-
Superoxiddismutase (MnSoD) sind in den Granulosa- und Thekazellen des wachsenden Follikels
lokalisiert worden. Die Aktivitdt der Selen-abhdngigen Glutathionperoxidase wurde in der

Follikelflissigkeit und im Serum von Patientinnen, die sich einer IVF unterziehen, nachgewiesen. Die
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Expressionsprofile der Transkripte von antioxidativen Enzymen wie Superoxiddismutase,
Glutathionperoxidase und Gamma-Glutamylcystein-Synthetase in Eileitern und Eizellen von Menschen

und Maus wurden ebenfalls untersucht (ElI Mouatassim et al., 1999).

2.7.6 Oxidativer Stress und dessen Einfluss auf die Eizelle

Ein wichtiger Faktor fiir das Ergebnis der IVF ist die Qualitat der Eizellen. Die Produktion einer
lebensfahigen Eizelle wird durch ein komplexes Zusammenspiel von endokrinen, parakrinen und
autokrinen Faktoren beeinflusst, die zur Follikelreifung, Granulosazellreifung, Ovulation und

Luteinisierung fuhren.

Die Implantation ist ein sehr gut organisierter Dialog zwischen dem Embryo und der
Gebarmutterumgebung. Mit der Etablierung des mutterlichen Kreislaufs kommt es zu einem Ausbruch
von OS (Jauniaux et al., 2000). Oxidative Stressmarker wurden in der Follikelflissigkeit von
Patientinnen, die sich einer IVF/Embryotransfer (ET) unterziehen, lokalisiert (Attaran et al., 2000;
Pasqualotto et al., 2004; Oyawoye et al., 2003, Paszkowski et al., 2002). Eine niedrige intrafollikulére
Oxygenierung wurde mit einem verringerten Entwicklungspotenzial der Eizellen in Verbindung
gebracht, was sich in einer zunehmenden Haufigkeit von Zytoplasmadefekten, einer beeintrachtigten
Spaltung und einer abnormalen Chromosomentrennung in Eizellen aus schlecht vaskularisierten
Follikeln widerspiegelt (Van Blerkom et al., 1997). ROS kdnnen fir eine verstarkte Fragmentierung des

Embryos verantwortlich sein, die auf eine erhohte Apoptose zurtickzufiihren ist (Yang et al., 1998).

Das et al. (2006) weisen darauf hin, dass hohe ROS-Konzentrationen in der Follikelflissigkeit von
Frauen mit Eileiterunfruchtbarkeit das Befruchtungspotenzial der Eizellen verringern und offenbar eine

wichtige Rolle bei der Embryonenbildung und -qualitat spielen.

Eine Exposition von Keimblasenoozyten gegeniiber H202 oder 4HNE tragt zu einer verringerten
meiotischen Vollendung, vermehrten Spindelanomalien, Chromosomenfehlanordnungen und
Aneuploidie bei (Mihalas et al., 2017). OS und Telomerverkiirzung korrelieren exponentiell mit der
Alterung somatischer Zellen (Richter und von Zglinicki). Menschliche Eizellen mit kiirzeren Telomeren
entwickeln sich zu starker fragmentierten und aneuploiden Praimplantationsembryonen mit niedrigeren
Implantationsraten (Keefe et al., 2005; Keefe et al., 2007), wéhrend die relative Telomerlédnge in

aneuploiden und euploiden ersten Polkdrpern und Elastomeren vergleichbar war (Turner et al., 2019).

Mitochondriale Dysfunktion, die durch OS verursacht wird oder zu OS fuhrt, induziert chromosomale

Nicht-Disjunktion, Befruchtungsversagen und Abnahme der Embryokompetenz (Van Blerkom, 2011).
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Da beim Abschluss der Meiose, bei der Befruchtung und bei der Embryonalentwicklung eine groRe
Menge an ATP verbraucht wird, ist es moglich, dass der Riickgang der ATP-Produktion aufgrund einer
Verschlechterung der Mitochondrienfunktion zu einer Abnahme der Eizellenqualitat fihrt (Van
Blerkom, 2011).

2.17.7 Oxidativer Stress und dessen Einfluss auf die Embryonalentwicklung

Physiologische Redoxwerte sind fir die Embryogenese wichtig. Eine (ibermaRige Bildung von ROS

kann sich nachteilig auf die Embryonalentwicklung auswirken (Guerin et al., 2001; Harvey et al., 2002).

Ein wichtiger Faktor fiir das Ergebnis der IVF ist die Qualitét der Eizellen. Durch OS verursachte DNA-
Schéden lassen sich mit 8-Hydroxy-2-Desoxyguanosin zuverldssig messen (Seino et al., 2002). Hohere
Konzentrationen von 8-Hydroxy-2-Desoxyguanosin wurden mit niedrigeren Befruchtungsraten und

schlechter Embryoqualitat in Verbindung gebracht (Seino et al., 2002).

Hohe Konzentrationen von 8-Hydroxy-2-Desoxyguanosin finden sich auch in Granulosazellen von

Patientinnen mit Endometriose, was die Qualitat der Eizellen beeintrachtigen kann.

Die Erfolgsraten bei der IVF werden durch das miitterliche Alter, die Anzahl der enthommenen Eizellen
und die Qualitat der Gibertragenen Embryonen beeinflusst. Bei der Maus wurde nachgewiesen, dass der
Redox-Zustand und die Regulierung der ROS-Produktion eine grundlegende Bedeutung fir die friihe
Embryonalentwicklung haben (Dumollard et al., 2007). Stickstoffmonoxid (NO) ist ein lokaler Faktor,
der an der autokrinen und parakrinen Modulation der ovariellen Follikulogenese und Steroidogenese
beteiligt ist. Bei niedrigen Konzentrationen (<1 umol/l) wird die Transduktionswirkung von NO durch
die Aktivierung der Ioslichen Guanylzyklase und durch zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP)
vermittelt (Hanafy et al., 2001).

Niedrige NO-Konzentrationen in der Follikelflussigkeit wurden mit Follikeln in Verbindung gebracht,
die reife Eizellen enthielten, die schlieRlich befruchtet wurden (Barrionuevo et al., 2000). Die NO-
Konzentrationen in der Follikelflussigkeit wurden negativ mit der Qualitdt der Embryonen und der
Geschwindigkeit der Spaltung in Verbindung gebracht. Die NO-Konzentrationen im Serum waren bei
Patientinnen mit Eileiter- oder Peritonealfaktor-Unfruchtbarkeit erhoht (Bedaiwy et al., 2004). Hohere
NO-Konzentrationen werden mit Implantationsversagen in Verbindung gebracht, was zu niedrigeren
Schwangerschaftsraten fiihrt. NO kann Apoptose induzieren, was zur Fragmentierung des Embryos
flhrt.
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Die Reifung der Eizellen, die Steroidogenese der Eierstocke, der Eisprung, die Einnistung, die Bildung
der Blastozyste, die Luteolyse und die Aufrechterhaltung des Gelbkdrpers in der Schwangerschaft sind

physiologische Prozesse, die durch ROS beeinflusst werden (Al-Gubory et al., 2004).

Unter normalen physiologischen Bedingungen stehen ROS und Antioxidantien im Gleichgewicht.

Wenn das Gleichgewicht gestort ist und ein erhdhter ROS-Spiegel auftritt, kommt es zu OS.

2.7.8 Oxidativer Stress und dessen Einfluss auf das Ergebnis der assistierten

Reproduktionstechnologie

Oxidativer Stress fuhrt zu reproduktiven Erkrankungen wie PCOS, Endometriose und ungeklarter
Unfruchtbarkeit bei Frauen (Agarwal et al., 2012). Schwangerschaftskomplikationen wie Fehlgeburten,
rezidivierende respiratorische Verluste (RPL), Praeklampsie und intrauterine Wachstumsrestriktion
(IUGR) werden alle mit oxidativem Stress in Verbindung gebracht (Webster et al., 2008).

Die ROS-Konzentration im FF korreliert positiv mit der Schwangerschaft bei Patienten, die sich einer
IVF unterziehen (Attaran et al., 2000). Die Erhohung der ROS-Konzentration spielt eine physiologische
Rolle bei der Fusion von Spermien und Eizellen und verbessert die Entwicklung von Blastozysten bei
Maéusen und Menschen (Bedaiwy et al., 2004 & 2006).

Ilhre Rolle bei der ART beim Menschen ist noch nicht vollstdndig geklart. In vivo ist der sich
entwickelnde Praimplantationsembryo auf seinem Weg durch den Eileiter zur Gebarmutter Gradienten
von Nahrstoffen, Hormonen, Zytokinen und Wachstumsfaktoren ausgesetzt (Thouas et al., 2015). Die
Mikroumgebung der Follikelflussigkeit spielt eine entscheidende Rolle bei der Bestimmung der Qualitat

der Eizelle. Dies wirkt sich wiederum auf die Befruchtungsrate und die Qualitat des Embryos aus.

In der Follikelflissigkeit von Patientinnen, die sich einer IVF/Embryotransfer (ET) unterziehen, wurden
Marker flr oxidativen Stress lokalisiert (Appasamy et al., 2008; Singh et al., 2013). Eine niedrige
intrafollikulare Oxygenierung wurde mit einem verminderten Entwicklungspotenzial der Eizellen in
Verbindung gebracht, was sich in einer zunehmenden Haufigkeit von Zytoplasmadefekten, einer
gestorten Spaltung und einer abnormalen Chromosomentrennung in Eizellen aus schlecht
vaskularisierten Follikeln widerspiegelt (Van Blerkom et al., 1997; Qiao und Feng, 2011). ROS kdnnen
fir eine verstarkte Fragmentierung des Embryos verantwortlich sein, die aus einer zunehmenden
Apoptose resultiert (Hardy et al., 2021). Ein erhdhter ROS-Gehalt ist daher fur das Wachstum des
Embryos nicht forderlich und flhrt zu einer Beeintrachtigung der Entwicklung. Aktuelle Studien
konzentrieren sich auf die Fahigkeit von Wachstumsfaktoren, in vitro kultivierte Embryonen vor den

schadlichen Auswirkungen von ROS wie Apoptose zu schitzen. Diese Wachstumsfaktoren sind
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normalerweise in den Eileitern und der Gebarmutterschleimhaut zu finden. Die untersuchten Faktoren
sind: Insulin-Wachstumsfaktor (IGF)-1 und epidermaler Wachstumsfaktor (EGF) in Mausembryonen,

die in vielerlei Hinsicht menschlichen Embryonen &hneln (Nieto-Estévez et al., 2016).

2.7.9 Oxidativer Stress und Zigarettenrauch

Die besondere Phase des Tabakrauchs enthdlt mindestens 3500 chemische Verbindungen, von denen
ein groRer Teil toxisch, karzinogen oder mutagen ist (z. B. Benzol, 2-Napthylamin, 210Po, 226Ra,
228Ra, Nickel, Cadmium, Benzo[a]pyren usw.) (Hecht, 1999). Es gibt mindestens 55 Karzinogene im
Zigarettenrauch, die von der Internationalen Agentur fur Krebsforschung (IARC) mit "ausreichenden

Beweisen fiir Karzinogenitat" bewertet wurden (Hoffman und Hoffmann 1997).

Zigarettenrauch enthélt bekannte Mutagene und Karzinogene. Daher besteht die groRe Sorge, dass
Rauchen ungtnstige Auswirkungen auf die mannliche Fortpflanzung haben kdnnte (Ramlau-Hansen et
al., 2007). In den letzten zwei Jahrzehnten wurde durch eine Reihe von Studien (Leaderson et al., 1990;
Asami et al., 1997; Huang et al., 2005) die zentrale Rolle der Mechanismen freier Radikale bei der
Karzinogenese und dem oxidativen Stress des Tabakrauchs nachgewiesen.

Metaboliten von Zigarettenrauchbestandteilen koénnen im mannlichen Genitaltrakt eine
Entziindungsreaktion auslésen, die zur Freisetzung von chemischen Entziindungsmediatoren fiihrt.
Diese Entziindungsmediatoren wie Interleukin (IL) - 6 und IL-8 kénnen Leukozyten rekrutieren und
aktivieren (Comhaire et al., 1999). In der Folge kdnnen aktivierte Leukozyten hohe ROS-
Konzentrationen in der Samenflissigkeit erzeugen. In vielen Arbeiten wurde berichtet, dass das
Samenplasma von Rauchern hohe Konzentrationen an Markern fiir oxidativen Stress wie ROS und
Malondialdehyd (MDA) sowie Rauchermarker wie Cotinin enthalt (Hammadeh et al., 2010). Ein
weiterer ursachlicher Faktor kdnnte die Tatsache sein, dass das Samenplasma von Rauchern geringere

Mengen an Antioxidantien enthalt als das von Nichtrauchern (Fraga et al., 1996).

Das Rauchen von Zigaretten ist jedoch ein allgemein anerkanntes Gesundheitsrisiko und eine der
Hauptursachen fiir die Sterblichkeit (Colagar et al., 2007), und dennoch rauchen die Menschen weiterhin
regelmalig Zigaretten. Es gilt als eine weit verbreitete geféhrliche soziale Gewohnheit und ist bei

Ménnern hdufiger anzutreffen als bei Frauen (Sepaniak et al., 2006).

Die Weltgesundheitsorganisation (1999) hat berichtet, dass etwa ein Drittel der Weltbevélkerung, die
alter als 15 Jahre ist, raucht (Agarwal et al., 2003; Kunzle et al., 2003). Die héhere Préavalenz des
Rauchens ist bei jungen Mannern wahrend der Fruchtbarkeitsjahre zu beobachten, und 46 % der

weltweiten Raucher sind in der Altersgruppe der 20- bis 39-Jahrigen (Agarwal & Said, 2006).
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Dariiber hinaus ist Zigarettenrauchen ein Grund fiir viele schédliche Auswirkungen auf die
Samenqualitat, insbesondere eine Verringerung der Beweglichkeit der Spermien und eine Zunahme der
Anzahl abnormaler Spermienformen (Hammadeh et al., 2010) sowie eine Verringerung der

Befruchtungsfahigkeit der Spermien (Zitzmann et al., 2003).

Zigarettenrauchen wird in der Tat mit erhdhten ROS-Werten im Samenplasma in Verbindung gebracht
(Sepaniak et al., 2006). Das Samenplasma mannlicher Raucher kann als toxische Umgebung fir
Spermien angesehen werden. Es wurde auch ein Zusammenhang zwischen Zigarettenrauchen und der
Beeintrachtigung der Spermienqualitét festgestellt (Sofikitis et al., 2000). Mehrere Studien haben
gezeigt, dass bestimmte im Zigarettenrauch enthaltene Chemikalien die ménnliche Fruchtbarkeit
verringern konnen (Sepaniak et al., 2006).

Hamad et al. (2014) fanden die negative Auswirkung (oxidativer Stress) des Rauchens auf die letzte
Phase der Spermatogenese, in der ein Austausch zwischen Histonen und Protaminen stattfindet, was
darauf hindeutet, dass Rauchen ein Grund fir die Unterexpression von Protaminen sein kénnte, die mit

einem hohen Verhaltnis von Histonen zu Protaminen endet.

Es wurde ein signifikanter negativer Zusammenhang zwischen der Dauer des Rauchens und der
Befruchtungsrate bei IVF-Verfahren festgestellt. Die Beseitigung des Faktors Rauchen wiirde dazu
beitragen, die Fruchtbarkeit und die ART-Ergebnisse zu verbessern (Crha et al., 2003). Da Rauchen in
der Vergangenheit mit hohen OS-Konzentrationen in Verbindung gebracht wird, kann bei unfruchtbaren
Frauen, die rauchen, die Einnahme von In-vivo-Antioxidantien empfohlen werden (Paszkowski et al.,
2002).

Dariiber hinaus kann sich das Rauchen negativ auf die Nachkommen der Raucherinnen auswirken und
zu einer schlechten Qualitat der Embryonen oder zur Entwicklung von Krebserkrankungen bei Kindern
fuhren (Sepaniak et al., 2006). Es wird vermutet, dass Rauchen eine erhthte Produktion von aus
Leukozyten stammenden reaktiven Sauerstoffspezies verursacht, die negative Auswirkungen auf reife
Spermien haben (Potts et al., 1999).

Es ist erwiesen, dass Unfruchtbarkeit, Schwangerschaftskomplikationen, Schadigung des sich
entwickelnden Embryos, hohere Verlustraten des Fotus, vermindertes Wachstum des Fotus, Friihgeburt
und Fehlgeburt die Folgen des miitterlichen Rauchens sind (Agarwal et al., 2012; Huang et al., 2011,
Kumar et al., 2011). Da Zigarettenrauch vielen toxische Chemikalien und Prooxidantien enthalt, 16st er
die Produktion von ROS aus, was zu oxidativem Stress in der Mikroumgebung der Follikel fuhrt
(Combelles et al., 2009).

Mehrere Studien gehen davon aus, dass physiologische Bereiche der ROS-Konzentration in der
Follikelflissigkeit das Ergebnis eines Gleichgewichts zwischen prooxidativen Systemen und Féngern

sind und fur eine normale Entwicklung der Eizelle notwendig sind (Machtinger et al., 2013).
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2.8 Malondialdyhid und Unfruchtbarkeit

Die Auswirkungen von ROS auf das Fortpflanzungspotenzial von Mannern sind weltweit Gegenstand
umfangreicher Forschungsarbeiten (Wang et al., 2003; Baker und Aitken et al., 2005; Nallella et al.,
2005). Uber das Gleichgewicht zwischen Oxidations- und Antioxidationsmitteln in der menschlichen
Follikelumgebung und Uber die méglichen Folgen fur das weibliche Fortpflanzungssystem liegen jedoch

nur wenige Informationen vor (Oyawoye et al., 2003; Pasqualotto et al., 2004; Agarwal et al., 2005).

Eine Hyposauerstoffversorgung der prdovulatorischen Follikel wird, wie bereits mehrfach beschrieben,
mit einer hohen H&ufigkeit von Zytoplasmadefekten der Eizellen, beeintrachtigter Spaltung und
Anomalien der Chromosomentrennung in Verbindung gebracht (Van Blerkom et al., 1997).

Malondialdehyd ist eines der Endprodukte der Lipidperoxidation, und da es ein stabiles Produkt ist,
kann es als kumulatives MaR fiir die Lipidperoxidation verwendet werden (Halliwell, 1989). Die

Lipidperoxidation wird weitgehend durch das VVorhandensein eines Nebenprodukts, MDA, dargestellt.

Der am hdufigsten verwendete Test weist das Vorhandensein von MDA nach, was darauf hindeutet,
dass eine Lipidperoxidation als Folge von tiberméRigem oxidativem Stress stattgefunden hat (Hosen et
al., 2015; Moazamian et al., 2015).

Peroxidierte Lipide kdnnen bei ihrer Zersetzung Produkte wie Malondialdehyd (MDA) erzeugen und
als Fremdkérper erkannt werden, was eine antigene Reaktion und damit die Bildung von Antikorpern
auslost. Dieser Prozess kann zu einer oxidativen Schadigung der roten Blutkérperchen sowie der
Endometrium- und Peritonealzellen fiihren, was wiederum die Rekrutierung und Aktivierung weiterer
mononukledrer Phagozyten stimulieren kann, wodurch die oxidative Schadigung der Beckenhohle

fortgesetzt wird (Van Langendonckt et al., 2002).

Beim Menschen beeinflusst MDA viele physiologische Mechanismen der Kdrpersysteme, aufierdem
interagiert MDA mit vielen Biomolekilen, wie Proteinen und DNA, und ist daher als Biomarker fir
Pathogenitat besonders nitzlich (Del Rio et al., 2005).

In einer von Murri et al. durchgefihrten Meta-Analyse wurde gezeigt, dass die Homocystein-,
Malondialdehyd- (MDA) und asymmetrischen Dimethylarginin- (ADMA) Werte bei Frauen mit PCOS
erhoht sind (Murri et al., 2013). Terminale Wehen induzieren eine erhohte Lipidperoxidation, was durch
erhdhte Werte des Biomarkers Malondialdehyd belegt wird (Mocatta et al., 2004).
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29 weitere Einflussfaktoren auf die Ergebnisse der ART

2.9.1 Zusammenhang zwischen Alter und Fertilitat

Das Alter der Frau ist ein weiterer wichtiger Faktor, der das Ergebnis beeinflussen kann. Patanayak et
al. (2008) untersuchten in einer retrospektiven Studie (156 frische IVF/ICSI-Zyklen mit
Ovarialstimulation nach langem Protokoll) die Auswirkungen des Alters (<35 Jahre, 35-40 Jahre und >
40 Jahre) und der Embryoqualitdt auf das IVF/ICSI-Ergebnis. Sie kamen zu dem Schluss, dass das
zunehmende Alter einen Einfluss auf die Schwangerschaftsrate hat. Die Schwangerschaftsrate wird auch
durch die Anzahl der Embryonen guter Qualitat beeinflusst. Wenn eine dltere Frau eine gute Anzahl von
Embryonen guter Qualitat produziert, ist die Schwangerschaftsrate fast genauso hoch wie bei jungen

Frauen.

Mit zunehmendem Alter nimmt die Fruchtbarkeit von Frauen ab (Speroff, 1994; Dicker et al., 1991).
Die meisten Frauen erreichen die Menopause mit Anfang flinfzig, und biologische Unfruchtbarkeit tritt
etwa 10-12 Jahre vor der Menopause auf (London 1996). Es gibt jedoch keine allgemeingiiltige
Definition des fortgeschrittenen reproduktiven Alters von Frauen, zum Teil deshalb, weil die
Auswirkungen des zunehmenden Alters als Kontinuum und nicht als Schwelleneffekt auftreten und die
abnehmende Fruchtbarkeit ein individuelles Ereignis ist, das sich bei jeder Frau unterscheidet (Lass et
al., 1998).

Tan et al. (2014) wies darauf hin, dass bei Frauen im Alter von > 45 Jahren keine klinischen
Schwangerschaften gemeldet wurden. AulRerdem hatten Frauen im Alter von < 30 Jahren die hiéchsten
Mehrlingsschwangerschaftsraten (39,5 %), und es wurde festgestellt, dass das Alter einen signifikanten
Einfluss auf die Haufigkeit von Mehrlingsschwangerschaften hat (32(5) = 42,3, p < 0,001). Bei Frauen
im Alter von < 30 Jahren war die Wahrscheinlichkeit einer Mehrlingsschwangerschaft 1,4-mal hoher
als bei Frauen im Alter von 30-35 Jahren, wahrend bei Frauen im Alter von 30-35 Jahren die
Wabhrscheinlichkeit einer Mehrlingsschwangerschaft 1,9-mal héher war als bei Frauen im Alter von 36-
37 Jahren. Das Alter hatte auch einen signifikanten Einfluss auf die Haufigkeit von Fehlgeburten (%2(5)
= 88,0, p < 0,001). Die kumulativen Spontanschwangerschaftsraten beginnen im Alter von 35-39 Jahren

zu sinken und nahern sich bald nach 45 Jahren dem Nullpunkt (Cetinkaya et al., 2013)

Warshaviak et al. (2019) fihrten eine Studie durch, um die morphokinetischen Parameter der
Praimplantationsentwicklung zwischen Embryonen von Frauen im fortgeschrittenen mitterlichen Alter
(AMA, n=495 Embryonen) und jungen Frauen (n=653 Embryonen) unter Verwendung des
Zeitraffermikroskops zu vergleichen, In-vitro-Fertilisation. Auch bei den Spaltzeiten wurden keine
signifikanten Unterschiede zwischen den AMA-Embryonen und den Kontroll-Embryonen festgestellt.

Allerdings scheinen die &lteren Embryonen anfalliger fir einen Entwicklungsstillstand zu sein (ein
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hoherer Prozentsatz der Embryonen alterer Frauen kam bei 4-7 Zellen zum Stillstand, was dazu fihrte,
dass weniger Embryonen das 8-Zell-Stadium erreichten (66 % gegenuber 72 %), obwohl dieser
Unterschied zumindest wahrend der ersten drei Tage der Entwicklung keine Signifikanz erreichte (p >
0,05).

Es ist auch bekannt, dass die Inzidenz chromosomaler Aneuploidie mit dem Alter der Mutter zunimmt,
wobei bis zu 70-80 % der Embryonen von Frauen im Alter von 38-42 Jahren Chromosomenanomalien
aufweisen (Munné et al., 2007)

Unsere Ergebnisse stehen im Einklang mit den in der Literatur berichteten Lebendgeburtenraten
(Bereich 2,0 %-7,0 %) fur Frauen im Alter von 40 Jahren und dartber.

2.9.2 Zusammenhang zwischen Body Mass Index und Fertilitat

Die WHO-Klassifizierung des BMI (2016) wird haufig herangezogen und bietet eine Standardisierung
fiir den Vergleich von Forschungsergebnissen. Ein dokumentierter BMI von 18,5-24,9 kg/m2 gilt als
normal und gesund und ist der bevorzugte Bereich. Bei einem BMI von 25-29,9 kg/m2 spricht man von
Ubergewicht und bei einem BMI > 30 kg/m2 von Fettleibigkeit. Der letztgenannte Bereich wird weiter
unterteilt in Klasse 1 (30,0-34,9 kg/m2), Klasse 2 (35,0-39,9 kg/m2) und Klasse 3 (> 40,0 kg/m2 ).

In vielen europdischen Landern ist mehr als die Hélfte der Frauen im gebarfahigen Alter entweder
Uibergewichtig (Body-Mass-Index (BMI) 25-29,9 kg/m2) oder fettleibig (BMI >30 kg/m2)
(International Obesity Task Force, 2002; Koning et al., 2010).

Es ist bekannt, dass Frauen mit einem erhdhten BMI aufgrund von Stdérungen der Hypothalamus-
Hypophysen-Achse, Veranderungen des Menstruationszyklus und Anovulation sowie psychologischen
und sozialen Faktoren ein dreifach héheres Risiko fiir Unfruchtbarkeit haben (Van der Steeg et al., 2008;
Brewer und Balen, 2010).

Der Zusammenhang zwischen Adipositas und Fehlgeburten wurde in einer Reihe von Studien sowohl
in der Allgemeinbevélkerung als auch bei Frauen, die sich einer assistierten Reproduktionstechnik
(ART) unterziehen, festgestellt (Fedorcsak et al., 2004; Lashen et al., 1999).

Es gibt widerspriichliche Belege fir die Auswirkungen eines erhdhten Body-Mass-Index (BMI) auf das
Ergebnis der assistierten Reproduktionstechnologie. Insbesondere gibt es keine ausreichenden Belege

fur die Auswirkungen des BMI auf die Lebendgeburtenrate.

Rittenberg et al, (2011) filhrten eine aktuelle systematische Uberpriifung der vorhandenen Literatur

durch, um die Auswirkungen des BMI auf das Schwangerschaftsergebnis nach einer IVF-Behandlung
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zu bewerten und, falls maglich, die Auswirkungen von Ubergewicht (BMI >25-29. 9 kg/m2) und
Adipositas (BMI >30 kg/m2) auf das Ergebnis der IVF-Behandlung zu bestimmen. Die Ergebnisse
zeigten, dass Frauen mit Ubergewicht oder Adipositas (BMI > 25) im Vergleich zu Frauen mit einem
BMI < 25 nach der Behandlung eine signifikant niedrigere klinische Schwangerschafts- (RR = 0,90, P
< 0,0001) und Lebendgeburtsrate (RR = 0,84, P = 0,0002) sowie eine signifikant hohere Fehlgeburtsrate
(RR = 1,31, P < 0,0001) aufwiesen. Eine Untergruppenanalyse tbergewichtiger Frauen (BMI > 25-
29,9) ergab niedrigere klinische Schwangerschafts- (RR = 0,91, P = 0,0003) und Lebendgeburtenraten
(RR = 0,91, P = 0,01) und eine hthere Fehlgeburtenrate (RR = 1,24, P < 0,00001) im Vergleich zu
Frauen mit Normalgewicht (BMI < 25). Sie kommen zu dem Schluss, dass ein erhdhter BMI bei Frauen,
die sich einer IVF/ICSI-Behandlung unterziehen, mit ungiinstigen Schwangerschaftsergebnissen,
einschlieRlich niedrigerer Lebendgeburtenraten, verbunden ist. Dieser Effekt ist sowohl bei
Uibergewichtigen als auch bei fettleibigen Frauen zu beobachten.

Ein erhohter BMI wirkt sich auf die reproduktive Gesundheit in der pra- und postembryologischen
Entwicklungsphase aus und beeintrachtigt die Qualitat der Eizellen und das endometriale Umfeld
(Rittenberg et al., 2011). Legge et al. (2014) fuhrten eine retrospektive Kohortenstudie mit 752 Frauen
durch, die sich zwischen Januar 2007 und Mai 2011 insgesamt 951 IVF- oder IVF-ICSI-Zyklen
unterzogen. Sie untersuchten die Auswirkungen des Body-Mass-Index auf die erforderliche
Gonadotropin-Dosis fiir die Stimulation der Eierstocke sowie andere klinische Ergebnisse bei Frauen,
die sich einer In-vitro-Fertilisation unterzogen. Ubergewichtige Frauen bendétigten keine signifikant
hoheren Gonadotropin-Dosen fir die Stimulation der Eierstcke als normalgewichtige Frauen.
Aulerdem hatte die weibliche Adipositas keinen signifikanten Einfluss auf die klinischen Ergebnisse
der IVF-Behandlung. In Anbetracht der widerspriichlichen Ergebnisse bestehender Studien bleibt die
Auswirkung der mitterlichen Adipositas auf die IVF-Ergebnisse jedoch unklar.

Eine aktuelle Metaanalyse und systematische Ubersichtsarbeit von Best et al. (Best et al., 2017) hat
gezeigt, dass eine Gewichtsabnahme durch Diat und Bewegung mit einer verbesserten Chance auf eine
Schwangerschaft verbunden ist, mit einem Trend zu einer verbesserten Lebendgeburtsrate. Auch der
Eisprung und die UnregelmaRigkeit der Menstruation werden begiinstigt. Derzeit scheint es keinen
signifikanten Unterschied zwischen Interventionen zur Gewichtsabnahme und Kontrollinterventionen

hinsichtlich der Fehlgeburten- und IVF-Konzeptionsraten zu geben.

Supramaniam et al. (2018) beleuchten in einer systematischen Ubersichtsarbeit und Metaanalyse (n=49)
die Auswirkungen eines ubergewichtigen oder fettleibigen weiblichen Partners auf die Ergebnisse von
Fertilitdtsbehandlungen, insbesondere mit Fokus auf IVF. Hand bestéitigte, dass Frauen, die
Ubergewichtig oder fettleibig sind, nachweislich eine geringere Wahrscheinlichkeit haben, einen IVF-
Zyklus mit einer Lebendgeburt abzuschlielen, was eine klare Beschreibung der schlechten

reproduktiven Ergebnisse bei Frauen mit einem BMI > 30 kg/m2 ist. AuBerdem ist die
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Wahrscheinlichkeit groRer, dass sie wahrend einer Fruchtbarkeitsbehandlung friilhe Fehlgeburten

erleiden.

Chen et al, (2021)fuhrten eine Studie (n= 2569 chinesische Frauen) durch, um die Auswirkungen des
Body-Mass-Index (BMI) auf die Erfolgsrate und die pranatalen Ergebnisse des Transfers frischer
Embryonen bei Frauen zu untersuchen, die sich zum ersten Mal einer Behandlung mit In-vitro-
Fertilisation/intrazytoplasmatischer Spermieninjektion (IVF/ICSI) unterzogen, und stellten fest, dass
der BMI nicht mit den I\VVF/ICSI-Schwangerschaftsergebnissen einschliellich der hCG-positiven Rate
assoziiert war: klinische Schwangerschaftsrate, Implantationsrate, Eileiterschwangerschaftsrate,
anhaltende Schwangerschaftsrate, friihe Fehlgeburtenrate und Lebendgeburtsrate. Der Anteil der
Kaiserschnitte stieg jedoch mit dem BMI.

2.10 Eigene Fragestellung und Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Dissertation ist es, anhand der Proben (Serum und Follikelflissigkeit) und der
Bestimmung von Bisphenol A, Malondialdehyd und reaktiver Sauerstoffspezies in diesen Proben,
Erkenntnisse zu erlangen, die in Bezug auf das Outcome der ICSI Therapie von Bedeutung sind. Hierzu
werden die Analysen der einzelnen Bestimmungen von BPA, MDA und ROS zueinander in Korrelation
gesetzt um gegebenenfalls beurteilen zu konnen, welche Auswirkungen die verschiedenen
Konzentrationen auf die Erfolgschancen der Kinderwunschbehandlung und die Fertilitdt unserer
Patientinnen haben.

1- Die Beziehung zwischen BPA, MDA-, ROS- im Serum und FF und dem Schwangerschaftsergebnis

von Patientinnen, die sich einer ICSI-Therapie unterziehen

2- Die Beziehung zwischen ROS und Nicotin im Serum und FF von Patientinnen, die schwanger

werden, und solchen, die nicht schwanger werden.

3- Der Zusammenhang zwischen den BPA-, MDA- und ROS-Werten in Serum und FF, der Atiologie
der Unfruchtbarkeit und der Schwangerschaft.

4- Der Zusammenhang zwischen dem Alter der Patientinnen und den BPA-, MDA- und ROS-Werten

im Serum und in der Follikelflissigkeit und der Schwangerschaft.

5- Der Zusammenhang zwischen dem Body-Mass-Index (BMI) der Patientinnen und BPA, MDA und

ROS im Serum und in der Follikelflissigkeit und der Schwangerschaft.

6- Zusammenhang zwischen kontrollierter ovarieller Hyperstimulation, Alter der Patientinnen, BMI der

Patientinnen und Schwangerschaft.
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3. Material und Methodik

In dieser Studie wurden 86 Paare eingeschlossen, die sich im Rahmen einer Kinderwunschbehandlung
einer intrazytoplasmatischen Spermieninjektion (ICSI) an der Frauenklinik der Universitdt Sohag in
Agypten unterzogen. Die Frauen wurden nach Alter in drei Gruppen eingeteilt, wobei die erste
Altersgruppe 18-30 Jahre alt war (n = 21), die zweite Altersgruppe 30-35 Jahre alt war (n = 36

Patientinnen) und der dritten Altersgruppe >35 (n=29) 29 Patienten zugeordnet werden konnten.

Bezuglich der Sterilitdtsursache wurden die Patientinnen in 4 Gruppen eingeteilt: in die erste Gruppe
(G.1; n =10) Patientinnen mit bekannter Endometriose, in die zweite Gruppe Patientinnen mit bekannter
andrologischer Ursache (G.2; n = 17) und in eine dritte Gruppe (G.3; n = 25) die Patientinnen mit
pathologischem Menstruationszyklus. Die vierte Gruppe bilden die Patientinnen mit ungeklarter
Ursache (idiopathisch) (n = 21).

Dariiber hinaus wurden die Patienten basierend auf dem Body-Mass-Index (BMI) in 4 Gruppen
eingeteilt: Untergewicht (n=4), Normalgewicht (50), Ubergewicht (n=19) und Fettleibigkeit (n=4).

Des Weiteren wurden die Patientinnen gemal dem Protokoll zur kontrollierten ovariellen
Hyperstimulation (COH) in drei Gruppen eingeteilt. Menschliches menopausales Gonadotropin (HMG,
Gruppe 1) wurde nur bei 3 Patientinnen verwendet. Rekombinantes FSH wurde bei 34 Patienten
verwendet und ein gemischtes Stimulationsprotokoll (n = 47) wurde bei 47 Patienntinnen durchgefuhrt.
Nach der Behandlung wurden die Patientinnen in zwei Gruppen schwanger (n=35) und nicht schwanger
(n=51) aufgeteilt.

Die Kontrolle der ovariellen Hyperstimulation (COH), Patientennachsorge und Probenentnahme
erfolgte folgendermaRen: Zur Stimulation der Eierstocke wurde ein langes GnRH-Agonisten-Protokoll
verwendet. Die Gabe des GnRH - Agonist (Leuprorelin; TAP Pharmaceuticals) erfolgte am 21.
Zyklustag des vorherigen Zyklus (21.Tag nach Einsetzen der Menstruation). Die Stimulation mit
Gonadotropin wurde mit Gonal-F (Gonal-F, Merck-Serono, Deutschland) ab dem 2. Tag des
Menstruationszyklus begonnen. Darauf erhielten die Patientinnen 10.000 IE HCG Humanes
Choriongonadotropin (hCG, Pregnel) und 36 Stunden nach Verabreichung von HCG eine transvaginale,
ultraschallgesteuerte Follikelpunktion sowie eine Blutentnahme. Das Blut wurde wéhrend der
Eizellentnahme abgenommen, zentrifugiert und das Serum aus diesem Blut wurde bei -80° C

aufbewahrt.

Nach der Entnahme der Oozyten aus der Follikelflussigkeit wurden etwa 3,0 — 8,0 ml Follikelfltssigkeit
in sterile konische Réhrchen (BD Falcon, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) Gberfiihrt und bei 250

x g fir 10 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Dann wurde der blutfreie Uberstand aliquotiert
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und bis zur weiteren Auswertung bei -80°C gelagert. Das intrazytoplasmatische

Spermieninjektionsverfahren (ICSI) wurde am selben Tag durchgefihrt.

Serum- und Follikelflussigkeitsproben wurden aufgetaut und sofort zur Bestimmung der
Lipidperoxidation (LPO) unter Verwendung einer modifizierten Thiobarbitursdure (TBA) geméall dem
Verfahren von Hammadeh et al. (2010) verwendet und die Ergebnisse werden als Malondialdehyd,
MDA in nmol pro Liter angegeben.

Die Bisphenol A Konzentration im Serum und in der Follikelflissigkeit wird mit einem
hochempfindlichen Analyseverfahren bestimmt. Das Ecologiena® Supersensitive BPA ELISA KIT

wurde fiir die Messung der Bisphenol A Spiegel verwendet.

Die Konzentration von ROS wurde durch einen kolorimetrischen Assay zur quantitativen Bestimmung
von Peroxiden in EDTA-Plasma, Serum und anderen biologischen Flissigkeiten unter Verwendung des
ELISA-Kits (Oxy Stat; Kat.-Nr. BI-5007 Biomedical Medicine product GmbH & Co KG, Wien,
Osterreich).

3.1 Bisphenol (BPA) Bestimmung

In den Vorliegenden Untersuchungen wurde die BPA Konzentration aus dem Serum und aus der

Follikelflissigkeit ausgewahlter Probanden mittels eines hoch sensitiven Analyseverfahren ermittelt.

Das Kit-Prinzip beruht auf einer kompetitiven Reaktion. Der Test basiert auf der Erkennung von BPA
durch spezifische monoklonale Antikdrper. In der Probe vorhandenes BPA und ein BPA-Enzym-
Konjugat (d. h. BPA, markiert mit einem farbenden Enzym: HRP) werden vorgemischt und in jede
Vertiefung einer Mikroplatte gegeben und um eine begrenzte Anzahl von Bindungsstellen spezifischer
Antikorper, die auf der Oberflache immobilisiert sind, konkurrieren gelassen. Wenn die BPA-
Konzentration relativ zum Enzymkonjugat erhoht ist, bindet das BPA uberwiegend den Antikorper und
umgekehrt. Darauf folgt die chromogene Reaktion. Ungebundenes BPA und (berschissige BPA-
Enzym-Konjugate werden ausgewaschen. Das Vorhandensein von BPA wird durch Zugabe eines
chromogenen Substrats namens TMB nachgewiesen. Das enzymmarkierte BPA, das an den BPA-
Antikdrper in der Platte gebunden ist, katalysiert die Umwandlung des Substrats in ein farbiges Produkt.
Nach einer Inkubationszeit wird die Reaktion durch Zugabe einer verdiinnten Saure gestoppt. Je héher
beispielsweise die BPA-Konzentration in einer Probe ist, desto weniger Antigen-Enzym-Konjugat wird
an die Antikdrperbindungsstellen in einer Mikroplattenvertiefung gebunden, wodurch eine hellere
Farbe, d. h. eine geringere Extinktion, erzeugt wird. Im Anschlul? erfolgt die quantitative Analyse. Die

Standardkurve, eine aus bekannten Konzentrationen von BPA-Standards erhaltene Dosis-Wirkungs-
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Kurve, wird aus der Extinktion bei 450 nm bestimmt. Die BPA-Konzentration in jeder Probe wird durch
Interpolation unter Verwendung der aus der Standardkurve erhaltenen Extinktionsintensitat genau

berechnet.

3.2 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) Bestimmung

Die ROS Konzentration wurde durch einen kolorimetrischen Assay zur quantitativen Bestimmung von
Peroxiden in EDTA-Plasma, Serum und anderen biologischen Flissigkeiten gemessen. (ELISA-Kit,
Oxy Stat; Cat. Nr. BI-5007 Biomedica Medicine product GmbH & Co KG, Wien, Osterreich).

Prinzip des Assays: Die Peroxidkonzentration wird durch die Reaktion von Peroxiden mit Peroxidase
bestimmt und anschlieBend eine Farbreaktion mit TMB (3, 3, 5, 5-Tetramethylbenzidin) als Substrat
hergestellt. Nach Zugabe der Stopplosung wurde die gefarbte Flussigkeit photometrisch bei 450nm
gemessen. Zur Berechnung der Konzentration wurde ein Kalibrator fur die zirkulierenden biologischen

Peroxide in der Probe verwendet (Einpunktkalibrator).

Mikrotiterplattenformat mit 12 x 8 Vertiefungen (96 Tests pro Kit).

Assay-Protokoll

Nach den Richtlinien des Herstellers:

1-10 wl jeder Kontrolle, Kalibrator und Probe wurden in die jeweiligen Vertiefungen gegeben
2-100 & pl Lésung A (Probenpuffer) wurden zu jeder Vertiefung gegeben und gemischt.

3- Die Extinktion wurde mit einem ELISA-Reader bei 450 nm (OD1) bestimmt.

4- Dann 100 pl der frisch zubereiteten ABC-Reaktionsmischung (5 ml Lésung A + 100 pl

Losung B (Reaktionspuffer) + 5 & pl Lésung C (Enzymldsung)) wurden zu jeder Vertiefung gegeben

und gemischt.
5- Platte wurde dann fiir 15 Minuten bei 37C° inkubiert
6-100 pl Lasung D (Stopplosung) wurden zu jeder Vertiefung gegeben und gemischt.

7- Die Extinktion wurde mit einem ELISA-Reader bei 450 nm (OD2) bestimmt
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3.3 Malondialdehyde (MDA) Bestimmung

Der Lipidperoxidationsgrad (LPO) in den biologischen Proben (Serum und Follikelfltssigkeit) wurde
durch Bestimmung der MDA-Produktion unter Verwendung von modifizierter Thiobarbitursaure (TBA)

nach dem Verfahren von Hammadeh et al. (2010) gemessen.
Den 250 pl Proben wurde 2 ml TBA-TCA-Extraktion zugegegeben.
Reagenz [15 % (w/v) TCA, 0,375 % (w/v) TBA in 0,25 N HCI (Salzséure)].

Die Mischung wurde dann 30 Minuten lang in einem Wasserbad auf 95°C erhitzt. Nach dem Abkihlen

wurden die Proben bei 800 x g fir 10 min bei RT zentrifugiert und die Extinktion bei 535 nm gemessen.
Die Konzentration von MDA (mM) wurde tber die Gleichung der ermittelten Standardkurve berechnet.

Fur die Erstellung der Standardkurve wurden die gleichen Verfahren unter Verwendung einer 250 ul -

Probe angewendet.
Standardl6sungen

Ein Malondialdehyd-Standard wurde durch Abwandlung der von Sangalli et al. (2003) hergestellt. Es
wurde eine 10 mM Stammlosung (A) durch Mischen von 25,97 ul 1,1,3,3-Tetramethoxypropan (6 M)
mit 1 M Salzséure bei 37°C flr 30 Minuten hergestellt. Diese L6sung wurde dann weiter mit Wasser

(W) verdlnnt, um verschiedene Arbeitsstandardldsungen wie folgt herzustellen:

- 50 pl der Stammlosung A in 5 ml W, dies ergibt eine Konzentration von 100 uM (Losung B)
- 500 pl Stammldsung B in 5 ml W, dies ergibt eine Konzentration von 10 uM (L6sung C)

- 375 pl Stammlosung B in 1 ml W, dies ergibt eine Konzentration von 7,5 pM (Ldsung D)

- 250 pl Stammlosung B in 1 ml W, dies ergibt eine Konzentration von 5 pM (Ldsung E)

- 125 wl Stammldsung B in 1 ml W, dies ergibt eine Konzentration von 2,5 uM (Lésung F)

- 50 pl Stammldsung B in 1 ml W, dies ergibt eine Konzentration von 1,0 uM (Ldsung G)

- 25 ul Stammldsung B in 1 ml W, dies ergibt eine Konzentration von 0,5 uM (Losung H)

Die Standardldsungen wurden bei 4 °C gelagert.
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3.4 Statistische Analyse

Alle Berechnungen wurden mit dem Statistikprogramm IBM SPSS Statistics Version 25 (IBM
Deutschland GmbH, Ehningen) durchgefiihrt.

Die errechneten Durchschnittswerte wurden als Mittelwert (MW) und Standardabweichung (SD)
angegeben. Dariber hinaus wurden auch Median, Quartile 25/75, Minimal- und Maximalwerte
aufgefuhrt. Wo absolute Zahlen dargestellt wurden, findet sich auch stets eine Angabe in Prozent.

Fur den Vergleich von Parametern zwischen zwei Gruppen wurde der T-Test flir unabhangige
Stichproben angewandt, allerdings nur dann, wenn es sich um intervall-skalierte Daten handelte und von

einer Normalverteilung ausgegangen werden konnte.

Sofern nicht von einer Normalverteilung ausgegangen werden konnte oder die Daten nicht intervall-
skaliert waren, kam bei Vergleich zwischen zwei Gruppen ein Testverfahren fur nicht parametrische
Daten zum Einsatz (Mann-Whitney-Test).

Kategoriale Daten bzw. einfache Zahlenvergleiche wurden mittels Chi-Quadrat-Test analysiert.
Fir die Korrelations-Analysen wurde der Korrelationskoeffizient nach Pearson herangezogen.

Das Signifikanz-Niveau wurde auf den p-Wert von <0,05 festgelegt. Bei einem p-Wert zwischen 0,05

und 0,07 wurde von einer Tendenz ausgegangen.

65



4. Ergebnisse

4.1 Biometrische Daten

411 Alter

In die Studie waren insgesamt 86 Patientinnen eingeschlossen. Das mittlere Alter betrug 33,3+4,6 Jahre
(Median: 33,0 J.). Die Altersspanne lag zwischen 25 und 43 Jahren.

In der folgenden Saulengrafik ist die Verteilung in drei Altersgruppen dargestellt. Mit einem Anteil von
41,9 % war die mittlere Altersgruppe (30-35 Jahre) am h&ufigsten vertreten. Ein Drittel der Patientinnen
(33,7 %) war tber 35 Jahre alt (Abb. ).
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Abb. 4: Verteilung nach Altersgruppen.

412 Korpermale

In der folgenden Tabelle sind die Kdrpermalie der Patientinnen dargestellt. Die durchschnittliche Grolie
betrug 165,7+6,2 cm; das mittlere Gewicht lag bei 64,6+11,7 kg. Aus diesen beiden Mal3en ergab sich
ein durchschnittlicher BMI (Body-Mass-Index) von 23,5+4,0 kg/m? (Tab. 1).
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Tab. 1: GroRe, Gewicht und BMI (Body-Mass-Index).

Anzahl Mittelwert SD Median Minimum | Maximum
Grole (cm) 80 165,7 6,2 166,5 150 180
Gewicht (kg) 80 64,6 11,7 62,0 48 100
BMI (kg/m?) 80 23,5 4,0 22,1 17,4 35,2

SD = Standardabweichung; bei n=6 keine Angaben zu Grél3e und Gewicht bzw. BMI.

Knapp zwei Drittel der Patientinnen (62,5 %) wiesen einen BMI zwischen 18,5 und 24,9 kg/m? und

somit ein Normalgewicht auf. Bei etwa einem Viertel (23,8 %) lag bei einem BMI zwischen 25 und

29,9 kg/m2 eine Pra-Adipositas bzw. ein Ubergewicht vor. Adipositas und Untergewicht spielten mit
8,8 und 5,0 % eine eher untergeordnete Rolle (Abb. ).
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Abb. 5: Verteilung der Patientinnen in vier BMI-Gruppen.

Untergewicht = BMI bis <18,5 kg/m2; Normalgewicht = BMI 18,5 bis <25 kg/m?; Ubergewicht =25

bis <30 kg/m?; Adipositas = >30 kg/m2 (Angaben nach WHO).
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4.2  Zusammenhang zwischen EinflussgroRen und Graviditat
4.2.1 BPA und Graviditat

Die durchschnittliche BPA-Konzentration im Serum lag bei 12,94+2,9 pug/ml. Bei den Patientinnen, bei
denen keine Schwangerschaft eingeleitet werden konnte (Gravida-negativ), fand sich ein etwas héherer
Wert als bei den Gravida-positiven Frauen, wobei die statistische Signifikanz knapp verfehlt wurde
(13,4+3,0 vs. 12,2+2,9 pug/ml; p=0,062) (Tab. 2).

Tab. 2: Zusammenhang zwischen BPA-Konzentration im Serum (in pg/ml) und Gravida.

) ) ) Perzentile
BPA im Serum | Anzahl | Mittelwert | SD | Median Spanne
25/75
Gravida (ja) 35 12,2* 29| 118 10,6/13,8 | 4,2-19,6
Gravida (nein) 51 13,4* 30| 130 11,4/15,7 | 7,6-19,1
Gesamt 86 12,9 30| 125 10,8/14,8 | 4,2-19,6

*p=0,062 (T-Test); SD = Standardabweichung; BPA = Biphenol A.

In der Follikel-Flussigkeit (FF) lagen die durchschnittlichen BPA-Konzentrationen nur etwa halb so
hoch wie im Serum (5,74£0,1 pg/ml). Wiederum waren die Werte bei den Gravida-negativen Frauen
etwas hoher als den Gravida-positiven, wobei auch hier die statistische Signifikanz knapp verfehlt wurde
(6,0£08 vs. 5,4+0,1 pg/ml; p=0,069) (Tab. 3).

Tab. 3: Zusammenhang zwischen BPA-Konzentration in FF (in pg/ml) und Gravida.

BPA in
Follikel- ) ) Perzentile
L Anzahl | Mittelwert SD Median Spanne

Flussigkeit 25/75
(FF)
Gravida (ja) 35 5,4* 0,1 54 4,5/6,4 3,2-6,8
Gravida

) 51 6,0* 0,8 6,0 5,3/6,4 3,5-7,3
(nein)
Gesamt 86 5,7 0,9 5,8 5,0/6,4 3,2-7,3

*p=0,069 (T-Test); SD = Standardabweichung; BPA = Biphenol A.
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4.2.2 MDA und Graviditat

Hinsichtlich der MDA-Konzentrationen ergaben sich qualitativ dhnliche Befunde wie bei den BPA-
Konzentrationen. Die mittleren Konzentrationen lagen im Serum gut doppelt so hoch wie in der Follikel-
Flussigkeit; bei Gravida-negativen Frauen fanden sich etwas hdhere Werte als bei den Gravida-
positiven. Die Differenzen erreichen wiederum keine statistische Signifikanz; anders als in Bezug auf
BPA lag nun allerdings in beiden Kompartimenten keine statistisch erkennbare Tendenz vor (Serum:
p=0,745; Follikel: p=0,338) (Tab. 4 und Tab. 5).

Tab. 4: Zusammenhang zwischen MDA-Konzentration im Serum (in pug/ml) und Gravida.

MDA im ) ) Perzentile
Anzahl | Mittelwert SD Median Spanne

Serum 25/75
e 1,5-

Gravida (ja) 35 6,3* 2,0 6,4* 51/7,3
11,6
Gravida 2,8-

) 51 6,4* 1,9 6,2* 5,3/7,0
(nein) 15,0
1,5-

Gesamt 86 6,4 1,9 6,3 51/7,2
15,0

*p=0,745 (Mann-Whitney-Test); SD = Standardabweichung; MDA = Malondialdehyd

Tab. 5: Zusammenhang zwischen MDA-Konzentration in FF (in pg/ml) und Gravida.

MDA in
Follikel- ) ) Perzentile

L Anzahl | Mittelwert SD Median Spanne
Flussigkeit 25/75
(FF)
Gravida (ja) 35 2,3* 0,8 2,3* 1,8/3,0 0,8-4,0
Gravida (nein) 51 2,5* 1,7 2,0* 1,5/2,9 0,6-9,3
Gesamt 86 2,4 1,4 2,1 1,6/2,9 0,6-9,3

*p=0,338 (Mann-Whitney-Test); SD = Standardabweichung; MDA = Malondialdehyd

4.2.3 ROS und Graviditat

Neben MDA und BPA wurden auch die reaktiven Sauersoff-Spezies (ROS; Reactive Oxygen Species)
untersucht. Auch hierbei zeigte sich, dass im Serum mehr als doppelt so hohe Werte vorlagen wie in der
Follikel-Flussigkeit (596,2£161,1 uM/I im Serum; 232,1+162,3 uM/I in der FF). Bei Betrachtung der
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beiden Subgruppen (Gravida® und Gravida’) fiel im Gegensatz zu MDA und BPA jedoch auf, dass nicht
die Gravida-negativen Frauen héhere Werte aufwiesen. Nunmehr fanden sich bei den Gravida-positiven
Frauen etwas hohere mittlere Werte in Serum und Follikel-Flussigkeit. Allerdings erreichten auch hier

die Differenzen keine statistische Signifikanz (Tab. 6 und Tab. 7).

Tab. 6: Zusammenhang zwischen ROS-Konzentration im Serum (in uM/I) und Gravida.

ROS im ) ) Perzentile
Anzahl | Mittelwert SD Median Spanne
Serum 25/75
o 200-
Gravida (ja) 35 616,2* 166,1 621,2 516/742 892
Gravida 304-
) 51 582,6* 159,1 598,1 450/706
(nein) 866
199-
Gesamt 86 596,2 161,9 614,8 478737 892

*p=0,302 (Mann-Whitney-Test); SD = Standardabweichung; ROS = Reactive Oxigen

Species (reaktive Sauerstoff-Spezies).

Tab. 7: Zusammenhang zwischen ROS-Konzentration in FF (in uM/I) und Gravida.

ROS
Follikel- ) ) Perzentile

L Anzahl | Mittelwert SD Median Spanne
Flussigkeit 25/75
(FF)
Gravida (ja) 35 247,3* 164,2 298,8 105/352 | 20-565
Gravida

) 51 221,6* 161,8 213,6 51/324 | 0,2-573
(nein)
Gesamt 86 232,1 162,3 2140 95/340 0,2-573

*p=0,409 (Mann-Whitney-Test); SD = Standardabweichung; ROS = Reactive Oxigen

Species (reaktive Sauerstoff-Spezies).

424 ROS und Nikotin

Unter den 86 Frauen fanden sich 16, die wahrend der Schwangerschaft geraucht hatten. Um den Einfluss
von Nikotin bzw. dem Zigarettenrauchen auf die ROS zu untersuchen, wurde die Subgruppe der

Raucherinnen mit jener der Nicht-Raucherinnen analysiert. Hierbei zeigte sich, dass Raucherinnen im
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Mittel einen etwas hoheren ROS-Wert im Serum aufwiesen, was vor allem fiir den medianen Wert zutraf

(633,1 vs. 607,0 uM/1). Allerdings blieb jener Befund ohne statistische Signifikanz (Tab. 8).

Tab. 8: Zusammenhang zwischen ROS-Konzentration im Serum (in uM/I) und Nikotin.

Einfluss Perzentile
o Anzahl | Mittelwert SD Median Spanne
Nikotin 25/75
304-
Raucher 16 613,3* 179,2 633,1 471/736
892
) 200-
Nichtraucher 70 592,3* 158,8 607,0 478/738 866
199-
Gesamt 86 596,2 161,9 614,8 478/737 892

*p=0,657 (Mann-Whitney-Test); SD = Standardabweichung; ROS = Reactive Oxigen
Species (reaktive Sauerstoff-Spezies).

Bei Betrachtung der ROS in der Follikel-Flissigkeit ergab sich ein umgekehrter Befund. Nunmehr

wiesen die Nicht-Raucherinnen einen etwas hoheren Median als die Raucherinnen auf (217,8 vs.
180,3 uM/l), wobei auch diese Differenz ohne statistische Signifikanz blieb (Tab. 9).

Tab. 9: Zusammenhang zwischen ROS-Konzentration in FF (in pg/ml) und Nikotin.

ROS in
Follikel- ) ) Perzentile

L Anzahl | Mittelwert SD Median Spanne
Flussigkeit 25/75
(FF)
Raucher 16 231,5* 190,1 180,3 42/349 8-565
Nichtraucher 70 232,2* 156,8 2178 104/340 | 0,2-573

*p=0,920 (Mann-Whitney-Test); SD = Standardabweichung; ROS = Reactive Oxigen
Species (reaktive Sauerstoff-Spezies).
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4.3  Zusammenhang zwischen EinflussgréRen und Infertilitatsursache

In der folgenden Tabelle ist die Ursache der Infertilitat dargestellt. Am héufigsten fand sich ein
pathologischer Zyklus (29,1 %), gefolgt von einer idiopathischen (24,4 %) und einer andrologischen
Form (19,8 %). Ein Tubenfaktor spielte in diesem Kollektiv keine Rolle, da nur eine Patientin betroffen
war (Tab. 10).

Tab. 10: Infertilitatsursache.

Lfd. Nr. | Bezeichnung Anzahl Prozent
Tubenfaktor 1 1,2
2 Endometriose 10 11,6
3 Andrologisch 17 19,8
4 Pathol. Zyklus 25 29,1
5 Idiopathisch 21 24.4
9 Mehrfachnennung 11 12,8
k. A. Keine Angabe 1 1,2
Gesamt 86 100

4.3.1 BPA und Infertilitdtsursache

Zwischen der EinflussgroBe BPA (Biphenol A) und der Infertilitatsursache konnte kein statistisch
signifikanter Zusammenhang aufgezeigt werden. Die mittleren BPA-Serum-Konzentrationen lagen in
Bezug auf alle untersuchten Infertilitatsursachen auf dhnlichem Niveau; die Werte bewegten sich
innerhalb einer Spanne von 12,0 bis 13,8 pg/ml (Mittelwerte) bzw. 11,4 und 14,1 pug/ml (Median). Es
konnte lediglich eine statistische Tendenz zwischen der Infertilitdtsursache mit dem héchsten und der
Infertilitatsursache dem niedrigsten BPA-Durchschnittswert aufgezeigt werden (idiopathisch vs. pathol.
Zyklus; 13,8+3,0 vs. 12,0+3,4; p=0,076) (Tab. 11).
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Tab. 11: Zusammenhang zwischen BPA im Serum (in pg/ml) und Infertilitatsursache.

Infertilitats- ) ) Perzentile
Anzahl | Mittelwert | SD Median Spanne
Ursache 25/75

8,6-
2) Endometriose 10 13,0 2,7 12,4 11,2/15,2 175
) 9,0-
3) Andrologisch 17 12,8 2,9 12,8 10,2/14,3 191
4) Pathol. 4,2-

25 12,0* 3,4 11,4 10,2/14,3
Zyklus 19,6
. . 7,6-
5) Idiopathisch 21 13,8* 3,0 14,1 11,2/16,4 183

4 vs. 5: p=0,076 (T-Test); keine weiteren statistisch signifikanten Unterschiede zwischen
den Subgruppen (T-Test); SD = Standardabweichung; BPA = Biphenol A.

Im Hinblick auf die BPA-Konzentration in der Follikel-Flussigkeit konnte qualitativ ein &hnlicher
Befund festgestellt werden. Allerdings war hier die Differenz der Durchschnittswerte zwischen
idiopathischer Form und Endometriose gering (5,6+0,8 vs. 5,4+1,0 ug/ml); die 0.g. statistische Tendenz

lag nicht mehr vor (Tab. 12).

Tab. 12: Zusammenhang zwischen BPA in Follikel-Flss. (in pg/ml) und Infertilitatsursache.

Infertilitats- ) ) Perzentile

Anzahl | Mittelwert | SD Median Spanne
Ursache 25/75
2) Endometriose 10 5,6 0,8 5,8 4,9/6,1 4,4-6,5
3) Andrologisch 17 6,0 0,9 6,3 5,2/6,7 3,9-6,8
4) Pathol.

25 54 1,0 5,6 4,8/6,3 3,2-6,8

Zyklus
5) Idiopathisch 21 5,6 0,8 58 5,2/6,3 3,8-6,7

Keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Subgruppen (T-Test); SD =
Standardabweichung; BPA = Biphenol A.
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4.3.2 MDA und Steriltatsursache

Die Analyse der MDA-Werte erbrachte ebenfalls einen dhnlichen Befund. Die mittleren Serum-MDA-
Werte lagen im Bereich zwischen 5,8 und 7,1 pg/ml (Mittelwerte) bzw. 5,9 und 6,9 pg/ml (Median).
Eine statistisch signifikante Differenz zwischen den vier untersuchten Infertilitatsursachen konnte nicht
festgestellt werden. Wiederum fand sich lediglich eine statistische Tendenz im Hinblick auf die
Differenz zwischen der Infertilitdtsursache mit dem hdchsten und dem niedrigsten Mittelwert
(Andrologische vs. idiopathische Ursache: 7,1+2,6 vs. 5,8+1,0; p=0,070) (Tab. 13).

Tab. 13: Zusammenhang zwischen MDA im Serum (in pg/ml) und Infertilitatsursache.

Infertilitats- ) ) Perzentile
Anzahl | Mittelwert | SD Median Spanne
Ursache 25/75
. 1,5-
2) Endometriose 10 59 2,6 59 4,3/7,4
11,1
. 2,8-
3) Andrologisch 17 7,1* 2,6 6,9 5,5/8,1
15,0
4) Pathol.
25 6,2 1,1 6,2 5,3/7,0 4,0-7,7
Zyklus
5) Idiopathisch 21 5,8* 1,0 5,9 5,2/6,5 3,4-7,1

*3 vs. 5: p=0,070 (T-Test); sonst keine weiteren statistisch signifikanten Unterschiede

zwischen den Subgruppen (T-Test); SD = Standardabweichung; MDA = Malondialdehyd

Im Hinblick auf MDA in der Follikel-Flissigkeit lag ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen
der Infertilitatsursache mit dem héchsten und dem niedrigsten MDA-Mittelwert vor (pathol. Zyklus vs.
andrologische Ursache: 2,7+1,6 vs. 1,9+0,7 pug/ml; p=0,036). Weitere statistisch signifikante Befunde
oder Tendenzen beim Vergleich der vier untersuchten Infertilitatsursachen fanden sich jedoch nicht
(Tab. 14).
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Tab. 14: Zusammenhang zwischen MDA in Follikel-Fluss. (in pg/ml) und Infertilitatsursache.

Infertilitats- ) ) Perzentile

Anzahl | Mittelwert SD Median Spanne
Ursache 25/75
2) Endometriose 10 2,4 1,1 2,3 1,4/3,5 0,6-4,0
3) Andrologisch 17 1,9* 0,7 1,8 1,2/2,5 0,8-3,5
4) Pathol. Zyklus 25 2,7* 1,6 2,3 1,8/3,1 0,8-8,2
5) Idiopathisch 21 2,4 1,8 2,0 1,5/2,8 0,6-9,3

3 vs. 4: p=0,036 (Mann-Whitney-Test); sonst keine weiteren statistisch signifikanten

Unterschiede zwischen den Subgruppen (T-Test)

4.3.3 ROS und Infertilitatsursache

Eine &hnliche Untersuchung wie fir BPA und MDA wurde auch in Bezug auf die reaktiven Sauerstoff-
Spezies (ROS) durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich, dass im Hinblick auf die vier Infertilitdtsursachen
weder fir die mittleren ROS-Werte im Serum noch flr jene in der Follikel-Flussigkeit statistisch

signifikante Unterschiede oder statistische Tendenzen vorlagen (Tab. 15 und Tab. 16).

Tab. 15: Zusammenhang zwischen ROS im Serum (in pM/I) und Infertilitatsursache.

) ) ) Perzentile
ROS im Serum | Anzahl | Mittelwert | SD | Median Spanne
25/75
327-
2) Endometriose 10 621,4 167,3 601,2 526/741 892
] 200-
3) Andrologisch 17 575,3 178,6 626,3 451/709 832
4) Pathol. 304-
25 619,8 166,6 645,0 496/775
Zyklus 815
) ] 349-
5) Idiopathisch 21 606,0 143,8 613,7 489/723 866

Keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Subgruppen (T-Test); SD =

Standardabweichung; ROS = Reactive Oxigen Species (reaktive Sauerstoff-Spezies).
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Tab. 16: Zusammenhang zwischen ROS in Follikel-Fluss. (in uM/1) und Infertilitatsursache.

Infertilitats- Perzentile

Anzahl | Mittelwert | SD Median Spanne
Ursache 25/75
2) Endometriose 10 266,0 181,8 282,1 111/395 24-559
3) Andrologisch 17 274,1 183,0 258,5 110/408 13-573
4) Pathol.

25 221,6 174,4 214,2 57/344 0,2-514

Zyklus
5) Idiopathisch 21 225,7 131,5 202,9 133/327 34-550

Keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Subgruppen (T-Test und Mann-
Whitney-Test);
SD = Standardabweichung; ROS = Reactive Oxigen Species (reaktive Sauerstoff-Spezies).



4.4  Zusammenhang zwischen EinflussgroRen und Alter

441 BPA und Alter

Das Alter hatte keinen signifikanten Einfluss auf die BPA-Konzentrationen in Serum und Follikel-

Flissigkeit. Die durchschnittlichen Werte lagen bei den drei untersuchten Altersgruppen alle auf

ahnlichem Niveau bzw. bewegten sich innerhalb einer geringen Spanne zwischen 12,6 und 13,1 pg/mli
(Serum) bzw. 5,5 und 5,9 pg/ml (Follikel-Flissigkeit) (Tab. 17 und Tab. 18).

Tab. 17: Zusammenhang zwischen BPA im Serum (in pug/ml) und Alter.

) ) Perzentile
Alter Anzahl | Mittelwert SD Median Spanne
25/75
8,6-
<30 Jahre 21 13,1 2,6 13,0 11,1/15,2
17,5
7,6-
30-35 Jahre 36 12,6 2,6 12,7 10,6/14,6
17,9
4,2-
>35 Jahre 29 13,1 3,7 11,8 10,9/16,6 196

Keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Altersgruppen (T-Test);
SD = Standardabweichung; BPA = Biphenol A.

Tab. 18: Zusammenhang zwischen BPA in Follikel-Flussigkeit (in pg/ml) und Alter.

Perzentile
Alter Anzahl | Mittelwert SD Median Spanne
25/75
<30 Jahre 21 59 0,9 6,2 5,2/6,5 3,8-6,8
30-35 Jahre 36 5,7 0,8 58 5,1/6,5 4,3-7,3
>35 Jahre 29 55 1,0 58 4,8/6,2 3,2-6,8

Keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Altersgruppen (T-Test);
SD = Standardabweichung; BPA = Biphenol A.
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442 MDA und Alter

In Bezug auf MDA im Serum ergab sich qualitativ ein &hnlicher Befund wie bei BPA. Es lag kein

signifikanter Unterschied zwischen den drei Altersgruppen vor (Tab. 19).

Tab. 19: Zusammenhang zwischen MDA im Serum (in pg/ml) und Alter.

Perzentile
Alter Anzahl | Mittelwert SD Median Spanne
25/75
1,5-
<30 Jahre 21 6,4 2,3 6,4 4,8/7,4
11,6
3,5-
30-35 Jahre 36 6,6 2,1 6,3 54172
15,0
>35 Jahre 29 6,0 1,4 59 5,0/7,0 2,8-8,9

Keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Altersgruppen (T-Test und
Mann-Whitney-Test); SD = Standardabweichung; MDA = Malondialdehyd

Bei Betrachtung von MDA in der Follikel-Flussigkeit liel? sich zumindest in einem Fall eine statistische
Tendenz erkennen. Die durchschnittliche Konzentration lag bei den 30- bis 35-jahrigen Frauen héher
als bei den unter 30-jahrigen (2,7£1,5 vs. 2,0+0,9; p=0,058) (Tab. 20).

Tab. 20: Zusammenhang zwischen MDA in Follikel-Flissigkeit (in pg/ml) und Alter.

. ) Perzentile
Alter Anzahl | Mittelwert SD Median Spanne
25/75

1) <30 Jahre 21 2,0* 0,9 2,1 1,2/2,7 0,6-4,0
2) 30-35

36 2,7* 15 2,3 1,8/3,2 0,6-9,3
Jahre
3) >35 Jahre 29 2,4 15 2,1 1,6/2,6 0,8-8,2

1 vs. 2: p=0,058 (Mann-Whitney-Test); keine weiteren statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen den Altersgruppen (T-Test und Mann-Whitney-Test); SD =
Standardabweichung; MDA = Malondialdehyd
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443

ROS und Alter

Wie fur BPA liel’ sich auch fur ROS kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Alter und der

Konzentration in Serum und Follikel-Flissigkeit zeigen. Wiederum lagen die mittleren Werte in allen

Fallen auf &hnlichem Niveau bzw. bewegten sich innerhalb einer engen Spannweite (Tab. 21 und Tab.

22).

Tab. 21: Zusammenhang zwischen ROS im Serum (in uM/1) und Alter.

Perzentile
Alter Anzahl | Mittelwert SD Median Spanne
25/75
310-
<30 Jahre 21 585,6 170,5 600,2 441/704 892
200-
30-35 Jahre 36 604,4 153,4 618,5 507/736 866
289-
>35 Jahre 29 593,9 170,8 636,1 474745 832

Keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Altersgruppen (T-Test und
Mann-Whitney-Test); SD = Standardabweichung; ROS = Reactive Oxigen Species
(reaktive Sauerstoff-Spezies).

Tab. 22: Zusammenhang zwischen ROS in Follikel-Flussigkeit (in uM/l) und Alter.

Perzentile
Alter Anzahl | Mittelwert SD Median Spanne
25/75
<30 Jahre 21 231,1 146,8 221,3 115/331 | 0,2-522
30-35 Jahre 36 252,8 172,5 231,2 120/396 | 20-573
>35 Jahre 29 207,1 161,7 201,9 47/320 8-565

Keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Altersgruppen (Mann-Whitney-

Test); SD = Standardabweichung; ROS = Reactive Oxigen Species (reaktive Sauerstoff-

Spezies).
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444 Korrelationen mit Alter

In Ergénzung zu den obigen Berechnungen wurde auch eine Korrelationsanalyse zur Beurteilung des
Zusammenhanges zwischen Alter und EinflussgroBen (BPA, MDA, ROS in Serum und Follikel-

Flissigkeit) vorgenommen. Hierbei konnte bestétigt werden, dass kein Zusammenhang mit dem Alter

vorlag. Der Korrelationskoeffizient (Pearson) ging tber einen geringen Wert von 0,171 nicht hinaus

(Tab. 23).

Tab. 23: Korrelationen von BPA, ROS und MDA (in Serum und Follikel-Flissigkeit) mit Alter.

BPA ROS MDA
BPA FF ROS FF MDA FF
Serum Serum Serum
r=0,027 r=-0,171 r=0,002 r=-0,049 r=-0,056 r=1,04
Alter
n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

r = Korrelationskoeffizient (Pearson); MDA = Malondialdehyd

BPA = Biphenol A; ROS = Reactive Oxigen Species (reaktive Sauerstoff-Spezies);

In den beiden folgenden Streudiagrammen sind exemplarisch die Ergebnisse fir BPA in Serum und

Follikel-Flissigkeit noch einmal veranschaulicht. Die geringe Korrelation wird anhand der in etwa

waagerecht verlaufenden Trendlinie erkennbar (Abb. 6 und Abb. 7).
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Abb. 6: Korrelation zwischen Alter und BPA im Serum.
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45 Zusammenhang zwischen EinflussgréRen und BMI
45.1 BPA und BMI (Body Mass Index)

Zwischen dem BMI und der Konzentration von BPA in Serum und Follikel-Flussigkeit konnte kein
signifikanter Zusammenhang festgestellt werden. Wiederum lagen die mittleren Werte fiir alle BMI-
Klassen (Untergewicht bis Adipositas) auf ahnlichem Niveau bzw. bewegten sich innerhalb einer engen
Spannweite (Tab. 24 und Tab. 25).

Tab. 24: Zusammenhang zwischen BPA im Serum (in pg/ml) und Body Mass Index.

Perzentile
BMI Anzahl | Mittelwert SD Median Spanne
25/75
) 7,8-
Untergewicht 4 12,6 3,7 13,2 8,7/15,8
16,0
Normalgewic 4,2-
50 13,0 3,3 12,9 10,8/15,9
ht 19,6
. 8,6-
Ubergewicht 19 12,4 2,6 11,8 10,4/14,1
19,1
. 12,3-
Adipositas 7 14,0 14 14,7 12,3/15,3 153

Ubergewicht vs. Adipositas: p=0,043 (Mann-Whitney-Test); keine weiteren statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen den BMI-Gruppen (T-Test und Mann-Whitney-Test);
SD = Standardabweichung; BPA = Biphenol A.

Tab. 25: Zusammenhang zwischen BPA in Follikel-Fluss. (in pg/ml) und Body Mass Index.

Perzentile
BMI Anzahl | Mittelwert SD Median Spanne
25/75

Untergewicht 4 5,7 14 6,3 4,2/6,3 3,5-6,6
Normalgewic

ht 50 5,7 0,9 5,8 5,0/6,4 3,8-6,8
Ubergewicht 19 57 0,9 6,0 5,0/6,5 3,9-7,3
Adipositas 7 59 0,5 5,8 5,6/6,2 5,0-6,6

Keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den BMI-Gruppen (T-Test und
Mann-Whitney-Test); SD = Standardabweichung; BPA = Biphenol A.
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45.2 MDA und BMI (Body Mass Index)

Ein ahnliches Ergebnis wie oben lag auch fur die EinflussgroRe MDA vor. Tendenziell wiesen die

durchschnittlichen Konzentrationen im Serum jedoch eine leicht ansteigende Tendenz erkennen. Der

hdchste Wert fand sich bei der Adipositas, der geringste bei Untergewicht (Tab. 26).

Tab. 26: Zusammenhang zwischen MDA im Serum (in pg/ml) und Body Mass Index.

) ) Perzentile
BMI Anzahl | Mittelwert SD Median Spanne
25/75
Untergewicht 4 5,3 1,2 6,1 4,3/6,2 3,7-6,2
Normalgewic 3,4-
50 6,3* 19 6,1 5,0/7,0
ht 15,0
. . 1,5-
Ubergewicht 19 6,1 2,2 6,3 4.8/7,3
11,1
. 5,3-
Adipositas 7 7,9* 2,2 7.5 5,7/10,1 111

Normalgewicht vs. Adipositas: p=0,027 (Mann-Whitney-Test); keine weiteren statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen den BMI-Gruppen (T-Test und Mann-Whitney-Test);
SD = Standardabweichung; MDA = Malondialdehyd

Im Hinblick auf MDA in der Follikel-Fllssigkeit war die obige Tendenz jedoch nicht mehr zu
beobachten (Tab. 27).

Tab. 27: Zusammenhang zwischen MDA in Follikel-Fluss. (in pg/ml) und Body Mass Index.

Perzentile
BMI Anzahl | Mittelwert SD Median Spanne
25/75

Untergewicht 4 1,9 0,8 1,6 1,4/2,8 1,4-3,2
Normalgewic

ht 50 2,5 1,6 2,1 1,6/2,9 0,6-9,3
Ubergewicht 19 2,4 11 2,3 1,5/3,2 0,6-4,9
Adipositas 7 2,2 11 2,1 1,4/3,0 0,8-4,0

Keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den BMI-Gruppen (T-Test und
Mann-Whitney-Test); SD = Standardabweichung; MDA = Malondialdehyd
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45.3 ROS und BMI (Body Mass Index)

Im Hinblick auf ROS zeigte sich, dass im Serum und insbesondere in der Follikel-Fllssigkeit zwar eine
relativ deutliche Tendenz vorlag, dass diese jedoch ohne statistische Signifikanz blieb. Es lag auch keine
Tendenz im statistischen Sinne vor (p-Wert von mind. 0,07) (Tab. 28 und Tab. 29).

Tab. 28: Zusammenhang zwischen ROS im Serum (in uM/1) und Body Mass Index.

Perzentile
BMI Anzahl | Mittelwert SD Median Spanne
25/75
) 304-
Untergewicht 4 645,7 255,8 706,6 377/853 866
Normalgewic 289-
50 590,0 140,6 608,0 481/705

ht 838
. . 310-
Ubergewicht 19 620,6 190,8 644,3 455/801 892
o 432-
Adipositas 7 652,3 125,1 683,6 560/746 809

Keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den BMI-Gruppen (T-Test);

SD = Standardabweichung; ROS = Reactive Oxigen Species (reaktive Sauerstoff-Spezies).

Tab. 29: Zusammenhang zwischen ROS in Follikel-Fluss. (in uM/I) und Body Mass Index.

Perzentile
BMI Anzahl | Mittelwert SD Median Spanne
25/75

Untergewicht 4 211,8 207,3 169,9 42/423 8-499
Normalgewic

ht 50 229,6 152,0 2140 116/338 | 13-559
Ubergewicht 19 253,3 177,1 265,4 106/352 | 0,2-573
Adipositas 7 291,3 190,9 262,0 99/522 51-550

Keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den BMI-Gruppen (T-Test);

SD = Standardabweichung; ROS = Reactive Oxigen Species (reaktive Sauerstoff-Spezies).
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45.4 Korrelationen mit BMI (Body Mass Index)

In Erganzung zu den obigen Berechnungen wurde wiederum eine Korrelationsanalyse durchgefihrt.

Hierbei zeigte sich, dass zwischen dem BMI und der MDA-Konzentration im Serum eine schwache,

aber statistisch signifikante Korrelation vorlag (r=0,230; p=0,040) (Tab. 30).

Tab. 30: Korrelationen von BPA, ROS und MDA (in Serum und Follikel-FlUssigkeit) mit BMI.

BPA ROS MDA
BPA FF ROS FF MDA FF
Serum Serum Serum
v r=0,066 r=0,030 r=0,201 r=-0,093 r=0,230 r=0,005
n.s. n.s. p=0,074 n.s. p=0,040 n.s.

r = Korrelationskoeffizient (Pearson); BMI = Body Mass Index; BPA = Biphenol A; ROS
= Reactive Oxigen Species (reaktive Sauerstoff-Spezies); MDA = Malondialdehyd

Das obige signifikante Ergebnis (MDA/BMI) ist im nachfolgenden Streudiagramm noch einmal
veranschaulicht. Es zeigt sich, dass zwar ein gewisser Anstieg zu beobachten war, dass dieser jedoch
eher flach war und die Einzelwerte eine relativ grofle Streuung aufwiesen (Abb. 8).
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Abb. 8: Korrelation zwischen BMI und ROS im Serum.
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4.6  Korrelationen zwischen den Einflussgréfzen

In der folgenden Tabelle sind die Korrelationen (nach Spearman) zwischen den drei Einflussgréfien
(BPA, MDA und ROS) dargestellt. Hierbei zeigte sich, dass lediglich in einem Fall ein statistisch
signifikanter Befund vorlag (ROS im Serum / ROS in Follikel-Flussigkeit: r=0,602; p<0,001). Somit
lagen weder Korrelationen zwischen den drei EinflussgroRen vor, noch bestand im Hinblick auf ROS

und MDA eine Korrelation zwischen jeweiliger Serum- und Follikel-Konzentration (Tab. 31).

Tab. 31: Korrelationen zwischen BPA, ROS und MDA (in Serum und Follikel-Flissigkeit).

BPA ROS MDA
BPA FF ROS FF
Serum Serum Serum
BPA
Serum
r=-0,003
BPA FF -
n.s.
ROS r=0,042 r=-0,059
Serum n.s. n.s.
r=0,033 r=0,065 r=0,602
ROS FF -
n.s. n.s. p<0,001
MDA r=-0,140 r=-0,105 r=0,129 r=0,079
Serum n.s. n.s. n.s. n.s.
r=-0,102 r=-0,093 r=0,050 r=0,007 r=-0,075
MDA FF
n.s n.s. n.s. n.s. n.s.

r = Korrelationskoeffizient (Pearson); BPA = Biphenol A; ROS = Reactive Oxigen Species

(reaktive Sauerstoff-Spezies)

Im folgenden Streudiagramm ist der Zusammenhang zwischen ROS im Serum und ROS in der Follikel-

Flissigkeit grafisch dargestellt, um die oben festgestellte Korrelation zu veranschaulichen. Es bestétigte

sich die weiter oben bereits gemachte Beobachtung, dass die Konzentrationen im Serum mehr als

doppelt so hoch waren wie in der Follikel-Flussigkeit. Der relativ starke Anstieg der Trendlinie spiegelt
die deutliche Korrelation von r=0,602 wider (Abb. 9).
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Abb. 9: Korrelation zwischen ROS in Serum und ROS in Follikel-Flissigkeit.

4.7  Stimulationsprotokoll und Graviditat

Mit Ausnahme von zwei Patientinnen lagen in allen Fallen Angaben zum Stimulationsprotokoll vor.
Von Relevanz waren lediglich die Protokolle 3 und 4, die in 40,5 und 56,0 % der Falle zur Anwendung

kamen. Protokoll 1 kam lediglich bei drei Frauen zur Anwendung, Protokoll 2 bei keiner der hier

untersuchten Frauen (Tab. 32).

Tab. 32: Haufigkeitsverteilung Stimulationsprotokolle.

Protokoll Anzahl % Gultige %
1) HMG 3 35 3,6

2) HMG + FSH 0 0,0 0,0

3) Rekombinantes

FSH 34 39,5 40,5

4) Misch-Stimulation 47 54,7 56,0
Gesamt 84 97,7 100
Keine Angabe 2 2,3

Gesamt 86 100

In den folgenden finf Tabellen sind in Abhéngigkeit vom Stimulationsprotokoll dargestellt: Gewonnene

Eizellen, fertilisierte Eizellen, Fertilisationsrate, Transferrate und Graviditat.
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Im Hinblick auf die gewonnen Eizellen und die fertilisierten Eizellen zeigte sich, dass die hdchsten
durchschnittlichen Raten mittels Protokoll 3 (rekombinantes FSH) erreicht werden konnten; die
geringsten Raten lagen diesbezliglich bei Anwendung des Stimulationsprotokolls 1 vor (HMG) (Tab.
33 und Tab. 34).

Tab. 33: Gewonnene Eizellen in Abhéngigkeit vom Stimulationsprotokoll.

Stimulations ) ) Perzentile

Anzahl | Mittelwert SD Median Spanne
-Protokoll* 25/75
1 3 5,0 0,0 5,0 5,0/5,0 5-5
3 34 11,4 53 11,0 6,8/14,3 4-24
4 47 8,3 4,5 8,0 5,0/11,0 1-18

1vs. 3: p=0,014; 1 vs. 4: p=0,149 (n.s.); 3 vs. 4: p=0,012 (Mann-Whitney-Test); SD =
Standardabweichung. *1 = HMG; 3 = rekombinates FSH; 4 = Mischstimulation.

Tab. 34: Fertilisierte Eizellen in Abh&ngigkeit vom Stimulationsprotokoll.

Stimulations ) ) Perzentile

Anzahl | Mittelwert SD Median Spanne
-Protokoll* 25/75
1 3 2,3 58 2,0 2,0/- 2-3
3 34 5,9 4,0 5,0 3,0/9,0 0-15
4 47 4,3 3,0 4,0 2,0/5,0 1-13

1vs. 3: p=0,053 (Tendenz); 1 vs. 4: p=0,188 (n.s.); 3 vs. 4: p=0,046 (Mann-Whitney-Test); SD =
Standardabweichung. *1 = HMG; 3 = rekombinates FSH; 4 = Mischstimulation.

Die Fertilisationsrate sowie die Rate der transferierten Eizellen hingegen lieRen keinen Zusammenhang
mit dem Stimulationsprotokoll erkennen. Die Fertilisationsrate lag bei allen Protokollen im Bereich von
etwa 50 %; und bei allen drei Protokollen wurden im Mittel zwei Eizellen transferiert (Tab. 35 und Tab.
36).
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Tab. 35: Fertilisationsrate in Abhé&ngigkeit vom Stimulationsprotokoll.

Stimulations ) ) Perzentile
Anzahl | Mittelwert SD Median Spanne
-Protokoll* 25/75
1 3 46,7 11,5 40,0 40/- 40-60
3 34 51,9 24,6 52,3 33,3/71,8 | 0-100
16,7-
4 47 55,2 24,7 50,0 33,3/80,0
100
Keine sign. Unterschiede zwischen den Subgruppen (Mann-Whitney-Test); SD =
Standardabweichung. 1 = HMG; 3 = rekombinates FSH; 4 = Mischstimulation.
Tab. 36: Transferierte Eizellen in Abhangigkeit vom Stimulationsprotokoll.
Stimulations ) ) Perzentile
Anzahl | Mittelwert SD Median Spanne
-Protokoll* 25/75
1 3 2,0 0,0 2,0 2,0/2,0 2-2
3 34 2,0 0,8 2,0 1,0/3,0 0-3
4 47 2,1 0,7 2,0 2,0/3,0 1-3

Keine sign. Unterschiede zwischen den Subgruppen (Mann-Whitney-Test); SD =
Standardabweichung. 1 = HMG; 3 = rekombinates FSH; 4 = Mischstimulation.

Mit einer Rate von 47 % wurde eine Graviditdt im Zusammenhang mit Protokoll 3 erreicht
(rekombinantes FSH), gefolgt von Protokoll 4 mit 36 % (Mischstimulation) und Protokoll 1 mit 33 %
(HMG). Diese Reihenfolge war in Ubereinstimmung mit der oben beschriebenen Zahl der gewonnenen
und fertilisierten Eizellen. Allerdings waren nunmehr die Unterschiede zwischen den drei Protokollen

in Bezug auf die Graviditét statistisch nicht signifikant (Tab. 37).
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Tab. 37: Graviditat in Abha&ngigkeit vom Stimulationsprotokoll.

Stimulations ) ) Perzentile
Anzahl | Mittelwert SD Median Spanne
-Protokoll* 25/75
1 3 0,33 0,6 0,0 0,0/- 0-1
3 34 0,47 0,5 0,0 0,0/1,0 0-1
4 47 0,36 0,5 0,0 0,0/1,0 0-1

Keine sign. Unterschiede zwischen den Subgruppen (Mann-Whitney- und Chi-Quadrat-Test); SD =
Standardabweichung. 1 = HMG; 3 = rekombinates FSH; 4 = Mischstimulation.

Durchschnittlich wurden bei den 86 Frauen 2,1+7,1 Eizellen transferiert (Median: 2,0). Es handelte sich
hierbei im 1 bis 3 transferierte Eizellen (in einem Fall fand kein Transfer statt, da keine Eizelle befruchtet
werden konnte).

Aus der folgenden Saulengrafik wird deutlich, dass die Graviditétsrate mit der Anzahl der transferierten
Eizellen deutlich zunahm (Abb. 10).
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Abb. 10: Graviditat in Abhangigkeit der transferierten Eizellen.

p=0,061 (Chi-Quadrat-Test); 1 vs. 2: p=0,210; 2 vs. 3: p=0,076; 1 vs. 3: p=0,035 (Mann-Whitney-
Test).
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4.8 Andere Assoziationen

Bei 35 der 86 Frauen (40,7 %) konnte im Zuge der Behandlung eine Graviditat erreicht werden.
Auffallig war, dass bei den Gravida-positiven Frauen im Mittel signifikant mehr Eizellen transferiert
wurden als bei den Gravida-negativen (2,3+0,6 vs. 1,9+2,0; p=0,007 im Mann-Whitney-Test).

48.1 Zusammenhang zwischen Alter und Fertilitat

Das Alter hatte in diesem Studienkollektiv keinen erkennbaren Einfluss. Das durchschnittliche Alter der
Gravida-negativen Frauen lag nur unwesentlich héher als jenes der Gravida-positiven (33,6+5,0 vs.
32,843,9; p=0,447 im T-Test). Darlber hinaus lag auch keine signifikante Korrelation zwischen Alter

und Fertilisationsrate vor (r=0,138; p=0,206; Korrelation nach Pearson).

Auf die Zahl der transferierten Eizellen hatte das Alter ebenfalls keinen signifikanten Einfluss (Abb.11).
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Abb.11: Zusammenhang zwischen Alter und Anzahl der transferierten Eizellen.

Keine sign. Unterschiede zwischen den Gruppen (Mann-Whitney-Test).

91



4.8.2 Zusammenhang zwischen BMI und Fertilitat

Auch der BMI (Body Mass Index) hatte in diesem Studienkollektiv keinen erkennbaren Einfluss auf die
Graviditat. Der durchschnittliche BMI der Gravida-positiven und der Gravida-negativen Frauen lag
etwa auf demselben Niveau (23,1+3,5 vs. 23,8+4,3; p=0,646 im Mann-Whitney-Test). Tendenziell lag
jedoch eine schwache negative Korrelation zwischen BMI und Fertilisationsrate vor (r=-0,203; p=0,071;
Korrelation nach Pearson). Dieser Zusammenhang ist in der nachfolgenden Boxplot-Grafik
veranschaulicht (Abb.12).
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Abb.12: Zusammenhang zwischen BMI und Fertilisationsrate. Median von Untergewicht bis
Adipositas: 82,9; 54,2; 41,7; 50,0 kg/m2,

Auf die Zahl der transferierten Eizellen hatte der BMI in allen vier Gruppen (Mann-Whitney-Test)
keinen signifikanten Einfluss (Abb.13).
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Abb.13: Zusammenhang zwischen BMI und transferierten Eizellen.
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5. Diskussion

Schétzungsweise 40-50 % der Unfruchtbarkeitsprobleme sind weiblichen und etwa 30 % der Falle sind
mannlichen Ursprungs. Weitere 20-25 % der Paare leiden an ungeklarter Unfruchtbarkeit (Winters und
Walsh et al., 2014).

Die Zunahme der Pravalenz von Paaren, einschliellich der weiblichen Unfruchtbarkeit, weltweit wurde
auch mit der Zunahme der weltweit registrierten Umweltschadstoffe in Verbindung gebracht (Petraglia
etal., 2013).

Dies wird durch den Nachweis von BPA in 92 % der Urinproben amerikanischer Patienten im Rahmen
der United States National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES) deutlich (Pelch et al.,
2019). Ahnliche Ergebnisse wurden aus anderen Industrienationen gemeldet, z. B. 90 % in Kanada und
93 % im Vereinigten Konigreich (Rogers, 2021). BPA wurde von Alexander Dianin synthetisiert und
ist seit 1957 im Handel erhaltlich (Hoque 2019).

In den 1950er Jahren gelang es Chemikern bei Bayer in Deutschland und General Electric in den
Vereinigten Staaten, das auf BPA basierende Polymer Polycarbonat zu entwickeln, das 1958 erstmals
auf den Markt kam (Vogel et al., 2009). Die FDA genehmigte BPA 1963 fir die Verwendung in
Materialien, die mit Lebensmitteln in Beriihrung kommen, obwohl es keine verdffentlichten
Sicherheitsinformationen gab (FDA, 2020).

Heute ist BPA nach wie vor ein Baustein fiir Polycarbonat-Kunststoffe und -Harze, die in vielen
Verbraucherprodukten verwendet werden, darunter wiederverwendbare Lebensmittelbehalter und
Epoxidharze, die zur Auskleidung von Lebensmitteln/Getrankebehdltern verwendet werden
(Noureddine et al., 2019). Darliber hinaus ist BPA in Hartkunststoffen, Epoxidharzen, medizinischen
Geraten,  Zahnversiegelungen,  Babyspielzeug,  Kichengerdaten, = Thermobonpapier  und
Innenbeschichtungen von Lebensmittel- und Getrankeverpackungen/Behaltern weit verbreitet
(Kubwaboa et al. 2009).

BPA ist ein Material, das mit Lebensmitteln in Berlihrung kommt, und ist daher in Haushaltsgeschirr
und Lebensmittelkonserven praktisch allgegenwartig. Epoxidharze auf BPA-Basis werden auch wegen

ihrer Klebeeigenschaften hiufig verwendet (Konieczna et al., 2015).

Dariiber hinaus spielt BPA auch bei der Herstellung von Polycarbonat-Kunststoffen eine wichtige Rolle
und ist daher in Augenglésern, optischen Geréten und medizinischen Geréaten zu finden. BPA ist auch
ein Zusatzstoff bei der Herstellung von Polyvinylchlorid-Kunststoffen, die in Verbrauchsgiitern des
Gesundheitswesens, Rohrleitungen, Drahtisolierungen und Baumaterialien breite Anwendung finden
(Vogel et al., 2009; Konieczna et al., 2015).
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Lebensmittel- und Getrdnkedosen aus Metall sind auf der Innenseite mit einer diinnen BPA-
Beschichtung versehen, die unbedingt erforderlich ist, um die Korrosion der Dose und die
Kontamination von Lebensmitteln zu verhindern. Dartber hinaus sind Foten und Kleinkinder BPA
haufig durch transplazentare Ubertragung von mitterlichem BPA und durch die Aufnahme von
Muttermilch oder Séuglingsnahrung in BPA-haltigen Plastikflaschen ausgesetzt (Hoekstra und
Simoneau 2013).

Das Potenzial fir eine Exposition des Menschen ist grof3, da Bisphenol A aus Kunststoff- und
kunststoffbeschichteten Metallbehé&ltern fur Lebensmittel und Getranke sowie aus Zahnversiegelungen
austritt (Takao et al. 2002; Welshons et al. 2006). Die weltweite Jahresproduktion von BPA lag 2009
bei mindestens 2,2 Millionen Tonnen, wobei die USA ein Finftel der Gesamtmenge produzierten
(Konieczna et al., 2015). Derzeit werden BPA-freie Produkte angeboten (Vogel et al., 2009), und einige
Regulierungsbehdrden haben ihre friiheren Entscheidungen zu BPA Uberarbeitet. In Frankreich wurde
ein vollstandiges Verbot erwogen (Rochefort et al., 2011).

Die Besorgnis Uber die Auswirkungen von Umweltschadstoffen auf die Fortpflanzung von Tieren und
Menschen wéchst (Gregoraszczuk und Ptak., 2013). Die Auswirkungen von Umweltgiften auf die
Unfruchtbarkeit von Mannern und Frauen sind noch weitgehend unerforscht. Es mehren sich jedoch die
Hinweise darauf, dass BPA Auswirkungen auf die menschliche Fruchtbarkeit hat und flr
Fortpflanzungsstérungen verantwortlich ist, z. B. fiir das Hodendysgenesiesyndrom, Kryptorchismus,
Krebserkrankungen, verminderte Fruchtbarkeit beim Mann und Follikelverlust bei der Frau (Rochester
2013; Wisniewski, et al., 2015). Wiederkehrende Fehlgeburten, angeborene Defekte, Totgeburten,
Hodenfunktionsstérungen, Spermienanomalien und eine beeintrachtigte méannliche Fruchtbarkeit sind
Berichten zufolge auf die berufliche Exposition gegentber gefahrlichen Chemikalien zuriickzufiihren
(Kumar., 2018).

Einige Umweltschadstoffe, so auch BPA, sind auch als endokrine Disruptoren (EDs) bekannt, da sie
kdrpereigene Hormone imitieren und das endokrine System stéren kénnen (Rehman et al., 2018). Zu
diesen Stoffen gehdren industrielle Verbindungen mit einer Affinitit zu Ostrogen-, Schilddriisen- oder
Androgenrezeptoren und koénnen auch die Aktivitat steroidogener Enzyme nachahmen oder
antagonisieren (Caserta et al., 2008; Schug et al., 2011, Rehman et al., 2018).

Studien an Tiermodellen deuten darauf hin, dass der Lebensstil und die Exposition gegeniiber EDC eine
Rolle bei der Entstehung von Unfruchtbarkeit spielen kénnen (Mendola et al., 2008), und mehrere
Studien haben auch den Zusammenhang zwischen der Exposition gegentiber EDC und menschlicher
Unfruchtbarkeit untersucht. Die Exposition gegeniiber BPA stellt daher ein grofles gesundheitliches
Problem dar, da es in der Lage ist, endokrine Signalwege zu stéren und selbst bei sehr niedrigen Dosen

eine Vielzahl von Krankheiten beim Menschen zu verursachen (den Braver-Sewradj et al., 2020).
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Dariiber hinaus konnen endokrine Disruptoren mehrere Prozesse in den Eierstdcken beeintrachtigen,
darunter die Bildung eines gesunden Priméarfollikel-Pools, die Aufrechterhaltung eines konstanten
Stroms wachsender Follikel und die normale steroidogene Kapazitéat, die alle fiir eine normale weibliche
Fruchtbarkeit erforderlich sind (Hannon and Flaws 2015; Hannon et al., 2016; Pangas und Rajkovic.,
2015).

Es wurde berichtet, dass BPA aufgrund seiner antiandrogenen oder antidéstrogenen Wirkung die HPG-
Achse durch kompetitive Hemmung auf Rezeptorebene stort, was zu hormonellen Ungleichgewichten
und schlechter Samenqualitét bei Mannern fihrt (Lassen et al., 2014).

Nach der Geschlechtsreife koordiniert die HPO-Achse die Eierstockfunktion und insbesondere die
ovarielle Steroidogenese und Follikulogenese mit dem endglltigen Eisprung und bereitet die
Fortpflanzungsorgane auf eine mdgliche Schwangerschaft vor (Gregoraszczuk und Ptak., 2013). BPA
kann die Hypothalamus-Hypophysen-Ovarial-Achse und damit die Fahigkeit der Frau, einen Eisprung
zu haben und eine normale Schwangerschaft auszutragen, beeintrachtigen. AuBerdem fiihrte die BPA-
Exposition zu einer Abnahme der Fortpflanzungsfahigkeit und einer Verzégerung oder Beseitigung der
Pubertat (Huo et al., 2015a). Die Auswirkungen auf die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-
Achse (HPOA) (Monje et al., 2010; Patisaul et al., 2006; Rubin et al., 2006; Fernandez et al., 2009), die
Steroidbiosynthese im Eierstock (Lee et al., 2013; Peretz et al., 2010; Grasselli et al, 2010; Romani et
al., 2013) oder die Androgen-SBHG-Bindung (Tarantino et al., 2013; Kandaraki et al., 2011) zeigen
deutlich, dass die potenziell schadlichen Auswirkungen von BPA auf die weibliche Fortpflanzung
komplexer sind als eine "0strogene” Wirkung. Dartiber hinaus fuhren Stérungen der HPG-Achse, die
durch Umweltschadstoffe induziert werden, zu Veranderungen der Gonadotropinspiegel, die sich in
reduzierten LH- und FSH-Serumspiegeln niederschlagen (Adamkovicova et al., 2014; Wisniewski et
al., 2015; Rehman et al., 2018; Ren et al., 2019). Studien zeigen, dass die Exposition gegeniiber BPA
und Triclosan zu einer verringerten Expression des LH-Rezeptors und einer damit verbundenen
Verringerung der Adenylatzyklase-Aktivitét fiihrt, was eine verringerte Synthese von cAMP zur Folge
hat (Kumar et al., 2008; Wisniewski et al., 2015).

Dariiber hinaus werden der Prozess der Freisetzung von Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH), die
Gonadotropin-Sekretion und  die  anschlieBende  nachgeschaltete  Signalgebung  durch
Umweltschadstoffe potenziell beeintrachtigt (Wisniewski et al., 2015; Adoamnei et al., 2018; Rehman
et al., 2018; Ren et al., 2019). AuRerdem ist bekannt, dass Umweltschadstoffe die Steroidogenese
beeintrachtigen, indem sie eine hemmende Wirkung auf einen oder mehrere Schritte in den
Steroidogenesewegen ausiiben (Aydin and Erkan, 2017; Maske et al., 2020; Singh and Singh, 2019). Es
wurde berichtet, dass die Exposition von Praimplantationsembryonen gegenliber BPA die Spiegel des
steroidogenen akuten regulatorischen Proteins (StAR) und von P450scc verringert, was zu einer
verringerten Testosteronsynthese und zu einer Verzégerung der Hodenentwicklung bei Méusen flhrt
(Hong et al., 2016).
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Die 6strogenen Wirkungen von Bisphenol A (BPA), die bei fruchtbaren und unfruchtbaren italienischen
Maénnern aus GroRstadten, Stadten und landlichen Gebieten gemessen wurden, zeigten eine erhthte
Expression von ER-alpha und ER-beta mit anderen Kernrezeptoren. Dariiber hinaus zeigte die
Expression von ER eine positive Assoziation mit den BPA-Werten bei unfruchtbaren Ménnern aus dem
Ballungsraum (La Rocca et al., 2015). Allerdings ist BPA im Vergleich zu Ostradiol ein schwacher
Agonist des Ostrogenrezeptors (Acconcia et al., 2015), und die endogenen Ostradiolspiegel sind etwa
zehnmal niedriger als die in der menschlichen Follikelflussigkeit gefundene BPA-Menge (Ikezuki et al.,
2002; Kim et al., 2020; Zhou et al., 2021). Urspringlich als schwaches Umweltdstrogen betrachtet, hat
sich gezeigt, dass BPA schon bei sehr niedrigen Konzentrationen biologische Reaktionen stimuliert und
in einigen seiner Wirkungen so stark ist wie Estradiol (E2) (Alonso-Magdalena et al., 2005 & 2008;
Hugo et al., 2008; Zsarnovszky et al., 2005). Andererseits stort BPA die endokrinen Stoffwechselwege,
da es eine schwache 6strogene (1000-100.000-mal weniger als Ostradiol), antiandrogene und
antithyreotoxische Wirkung hat. Trotz des schnellen Stoffwechsels kann sich BPA in verschiedenen
Geweben anreichern (Komarowska et al., 2015). Chemikalien, die auf die Produktion von
Sexualsteroidhormonen im Eierstock abzielen, kénnen zu Unfruchtbarkeit und anderen nicht
reproduktiven Stérungen fuhren (Pangas und Rajkovic 2015, Cauley 2015; Wierman 2007; Richards et
al., 2015). Das vom Menschen aufgenommene BPA wird in der Leber mit einer Halbwertszeit von 6
Stunden verstoffwechselt und innerhalb von 24 Stunden mit dem Urin ausgeschieden (Huo et al., 2015b;
Vandenberg et al., 2012). Dieses absorbierte BPA ist schnell Gegenstand von Konjugationsreaktionen
durch Leberenzyme, wobei unkonjugierte Formen weniger als 1 % des gesamten BPA im Blut
ausmachen. Anschlielend wird das konjugierte BPA mit dem Urin ausgeschieden (Thayer et al., 2015).
Dies flihrt dazu, dass ausgeschiedene konjugierte Phthalat-Metaboliten und BPA als Marker fir die

Exposition verwendet werden konnen.

Experimentelle Studien liefern einige wichtige Informationen, zum Beispiel, dass die Wirkungsweise
von BPA in reproduktiven Geweben stark vom Expositionsfenster abhéngig sein kann (Patisaul et al.,
2006; Rubin et al., 2006; Varayoud et al., 2011; Bromer et al., 2010). Diese Arbeit wurde erstellt, um
den Zusammenhang zwischen der BPA-Konzentration in der Follikelflussigkeit & im Serum und der

Fruchtbarkeit von Frauen, die sich einer IVF/ICSI-Behandlung unterziehen, zu untersuchen.

Dariiber hinaus wurde beobachtet, ob es eine Beziehung zwischen BPA und oxidativem Stress (MDA-
und ROS Konzentrationen) in Serum und in der Follikelfllssigkeit in Hinblick auf die erfolgreiche ART
gibt.

Ein Ungleichgewicht zwischen freien Radikalen und (endogenen und exogenen) Antioxidantien in
biologischen Systemen flihrt zu einem Zustand, der als oxidativer Stress bezeichnet wird. In diesem Fall
sind die vorhandenen Antioxidantien nicht in der Lage, die ROS und RNS aus lebenden Spezies zu
entfernen. Infolgedessen kdnnen sich tberschissige freie Radikale negativ auf verschiedene biologische
Prozesse auswirken, was zur Zerstorung der Zellmembran, zur Blockierung der Wege wichtiger
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Enzyme, zur Unterbrechung der Zellteilung, zur Zerstérung der DNA und zur Unterbrechung der
Energieproduktion flhrt (Kurutas, 2016; Reuter et al., 2010). Mit anderen Worten: Die unwirksame
Beseitigung freier Radikale flhrt zu oxidativem Stress. Oxidativer Stress ist der pathognomonische
Faktor bei verschiedenen Erkrankungen des weiblichen Fortpflanzungssystems. Die verschiedenen
Auswirkungen freier Radikale auf das weibliche Fortpflanzungssystem hangen vom Ort, der
Konzentration und dem Ausmalf3 der Exposition gegeniiber diesen Molekilen ab (Aruoma und Halliwell
1987).

Die Exposition gegentiber Umweltschadstoffen wirkt sich negativ auf die Gesundheit von Menschen
und Tieren aus. Es ist auch bekannt, dass Umweltschadstoffe die Aktivitaten verschiedener
Steroidhormonenzyme indirekt hemmen, indem sie oxidativen Stress induzieren (Saradha et al., 2008;
Sheweita et al., 2016; Vaithinathan et al., 2008). Oxidativer Stress bei Frauen, die sich einer
Gonadotropinstimulation unterziehen, wurde bisher wenig beachtet. Es gibt deutliche Hinweise darauf,
dass oxidativer Stress an der Entstehung von Krankheiten beteiligt ist, die zu Unfruchtbarkeit bei Frauen
flihren, und dass er einer der wichtigsten Faktoren ist, die das Ergebnis einer ART negativ beeinflussen
(Agarwal et al., 2005; Agarwal et al., 2006; Chandra et al., 2009; Marsillach 2010). ROS kdénnen jedoch
fir die Aufrechterhaltung der Homdostase sowie fur andere zelluldre Funktionen von Nutzen sein
(Finkel und Holbrook, 2000; Bhattacharyya et al., 2014). Auch hier ist es wichtig, sich daran zu erinnern,
dass die primaren freien Radikale die Superoxidanion-Radikale O2. - und Hydroxylradikale. OH sind,
die sich von molekularem Sauerstoff (O2) ableiten. Hohe Werte dieser Radikale kénnen verschiedene
biologische Probleme verursachen, die zu Krebs, Schlaganfall (Reuter et al., 2010), Herzinfarkt,
Diabetes und anderen schwerwiegenden Erkrankungen fulhren kénnen (Padureanu et al., 2019). Auch
bei der assistierten Reproduktionstechnologie kénnen ROS aus Kumuluszellen, Leukozyten und

Kulturmedien entstehen.

In der vorliegenden Studie waren die Konzentrationen von BPA, MDA und ROS im Serum doppelt so
hoch wie die Konzentrationen in der FF. Die Ergebnisse zeigten jedoch keine Korrelation zwischen den
Konzentrationen von BPA und MDA im Serum oder in der Follikelflissigkeit, wohingegen eine
signifikante positive Korrelation zwischen den ROS-Konzentrationen im Serum und in der
Follikelflissigkeit festgestellt wurde (r=602; p= 0,001) (Tab. 31) (Abb.9). Ebenso waren die MDA-
Konzentrationen in FF in allen Gruppen niedriger als die im Serum gefundenen Werte (2,0+0,9; 2,7£1,5
und 2,4+1,5ng/mL). Es wurde kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Eizellreifung (Grad |
und Grad 11) und den ROS-Werten in der Follikelfliissigkeit festgestellt (Das et al., 2006). Ahnlich
konnten Pasqualotto et al. (2004) keinen Zusammenhang zwischen der Lipidperoxidation LPO und den

Gesamtantioxidantien (TAC) und der Eizellreifung feststellen.

Die vorliegenden Ergebnisse stimmen mit den Erkenntnissen mehrerer Forschungsgruppen tberein, die
gezeigt haben, dass eine erhthte ROS-Bildung mit einer schlechten Oozytenqualitét und einer niedrigen
Befruchtungsrate verbunden ist (Khazaei et al., 2017).
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Es wird angenommen, dass ROS die Eizellreifung, die Luteolyse und die Progesteronsekretion des
Gelbkorpers, den Eisprung und die Follikelatresie beeinflussen (Nath and Roy, 2021). Daher fiihren
IVF-Zyklen zu besseren Ergebnissen, wenn die Patientinnen auf den oxidativen Stress untersucht
werden (Bedaiwy et al., 2004). Studien uber die Pathophysiologie ungeklarter Unfruchtbarkeit haben
ergeben, dass oxidativer Stress (OS) einer der zugrundeliegenden Faktoren sein kann (Agarwal et al.,
2005).

5.1 Zusammenhang zwischen der Atiologie der Unfruchtbarkeit und BPA im Serum und in
der FF

Ovulationsstérungen, Eileiter- und Beckenerkrankungen, Endometriose und schlechte Eizellqualitat
gehoren zu den haufigsten Ursachen weiblicher Subfertilitdt, wahrend das reproduktive Alter und der

Body-Mass-Index (BMI) wichtige demografische Determinanten sind (Broekmans and Fauser, 2009).

Die Endometriose gilt als Hauptursache fir Beckenschmerzen und Subfertilitdt bei jungen Frauen.
AuBerdem wird die Endometriose aufgrund des Vorhandenseins von Autoantikdrpern und des
Zusammenhangs mit verschiedenen Autoimmunkrankheiten und wiederkehrenden immunvermittelten
Schwangerschaftsabbriichen als Autoimmunerkrankung angesehen (Matarese et al., 2003). Dariiber
hinaus wird die BPA-Konzentration im Serum mit einer erhéhten Wahrscheinlichkeit von Endometriose
in Verbindung gebracht (Cobellis et al., 2009). Das polyzystische Ovarsyndrom (PCOS) ist eine
multifaktorielle metabolisch-endokrine Stérung, die durch das Vorhandensein verschiedener

Phénotypen gekennzeichnet ist und Frauen im reproduktiven Alter betrifft (Alviggi et al., 2017).

Die BPA-Exposition beeinflusst die Sekretion von Sexualhormonen, was sich auf die Morphologie und
auf die Funktionen der Eierstocke auswirkt, insbesondere auf die Follikulogenese, was zu PCOS-
ahnlichen Anomalien fuhrt (Fernandez et al., 2010; Patisaul et al., 2014). Es gibt immer mehr Hinweise
darauf, dass die BPA-Exposition eine Rolle bei der Entstehung von PCOS spielen kdnnte (Dominguez,
2008; Patisaul et al., 2014). Dariiber hinaus kdnnte sogar eine pra- bzw. perinatale Exposition gegentiber
niedrigen BPA-Dosen die Entwicklung von PCOS-&hnlichen Anomalien im Erwachsenenalter fordern
(Fernandez et al., 2010; Patisaul et al., 2014).

Mehrere Studien zeigen, dass Frauen mit PCOS eine hthere BPA-Konzentration aufwiesen als gesunde
Frauen (Akin et al., 2015; Jukic et al., 2016). AulRerdem wurde eine negative Korrelation zwischen der
BPA-Konzentration im Urin und der Anzahl der Antralfollikel bei Frauen mit PCOS festgestellt (Souter
et al., 2013). Die Tatsache, dass BPA bei unfruchtbaren Frauen mit PCOS mit einer Abnahme der
Anzahl der Antralfollikel verbunden war, lasst vermuten, dass BPA die ovarielle Reserve

beeintrachtigen kénnte (Zhou et al., 2016). In der aktuellen Studie wurden die Patienten (n=86) nach
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der Atiologie der Unfruchtbarkeit in vier Gruppen eingeteilt: Patienten mit Endometriose, Andrologie,
pathologischem Zyklus und idiopathisch. 25 Patientinnen (29,1 %) leiden unter einem unregelmaRigen
Zyklus und 21 Patientinnen (24,4 %) waren idiopathisch (ungeklarte Ursache fiir Unfruchtbarkeit) (Tab.
10).

Auch die BPA-Konzentrationen im Serum von Patientinnen mit Endometriose, andrologischer
Unfruchtbarkeit, unregelmaligem Menstruationszyklus und idiopathischer Unfruchtbarkeit betrugen
(13,0+£2,7; 12,8+2. 9; 12.0+3.4 bzw. 13.843.0 mg/ml) und die entsprechenden Werte in der
Follikelflissigkeit (5.6+0.8; 6.0£0.9; 5,4+ 1.0 und 5,6+ 0.8mg/ml fur Patienten mit idiopathischer
Unfruchtbarkeit). Die BPA-Konzentrationen im Serum und in der Follikelflussigkeit waren in allen vier
Gruppen gleich hoch und es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen
festgestellt werden, weder im Serum (p=0,076) noch in der FF (p>0,05) (Tab. 11 und 12).

Mehrere Beobachtungsstudien wurden durchgefuhrt, um den mdglichen Zusammenhang zwischen
BPA-Exposition und dem Auftreten von Endometriose beim Menschen zu untersuchen (Moreira
Fernandez et al., 2019; Simonelli et al., 2017). Obwohl bei fortgeschrittener Endometriose hohere
unbereinigte BPA-Konzentrationen im Urin beobachtet wurden, ergaben sich keine Unterschiede
zwischen verschiedenen Endometriose-Stadien gemaR der Klassifizierung der American Fertility
Society (Itoh et al., 2007). Cobellis et al. (2009) zeigten, dass bei 51,7 % von 58 Patientinnen mit
Endometriose BPA-Konzentrationen im Urin nachgewiesen wurden, was auf einen mdoglichen

Zusammenhang zwischen Endometriose und BPA schliefRen l&sst.

Allerdings haben nur wenige experimentelle In-vivo-Studien den Zusammenhang zwischen BPA-
Exposition und dem Auftreten von Endometriose untersucht, und es wurde berichtet, dass eine BPA-
Exposition das Auftreten von Endometriose-dhnlichen Lasionen erhéht (Signorile et al., 2010). Die
Ergebnisse der aktuellen Studie stimmen mit den Ergebnissen von Upson et al. (2014) (berein, die
keinen Zusammenhang zwischen BPA-Spiegeln im Urin und Endometriose insgesamt feststellten,
jedoch wurde ein positiver Zusammenhang zwischen BPA-Spiegeln im Urin und nicht-ovarieller
Endometriose festgestellt (Upson et al., 2014). Das polyzystische Ovarsyndrom wurde mit BPA-
Spiegeln im Blut in Verbindung gebracht (Kandaraki et al., 2011), und die positive Korrelation zwischen
Androgenkonzentration und BPA im Serum kénnte ein Grund dafiir sein (Takeuchi et al., 2004). Die
Rolle von BPA in der Pathogenese von PCOS wurde durch eine experimentelle Ex-vivo-Studie
untersucht, in der niedrige BPA-Dosen eine Verringerung der Zelllebensfahigkeit von Granulosa-
Lutein-Zellen bewirkten, die aus der Follikelflissigkeit von PCOS-Frauen isoliert wurden, die sich einer
ART unterzogen (Dominguez et al., 2008). Andererseits waren die Serumkonzentrationen von
Malonyldialdehyd (MDA) bei andrologisch bedingter Unfruchtbarkeit hoch (7,1 2,6 ng/ml), gefolgt
von Zyklusproblemen (6, 2+1,1 mg/ml) und idiopathischer Unfruchtbarkeit (5, 8 £1,0 mg/ml). Die
MDA-Konzentration unterschied sich jedoch nicht signifikant zwischen den Gruppen (p=0,070)
(Tab.13). Ebenso zeigte die MDA-Konzentration im Serum keinen signifikanten Unterschied (p=0,070)
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zwischen Patientinnen mit Endometriose (5,9+2,6 pg/ml), Andrologiefaktor (7,1+2,6); pathologischem
Zyklus (6,2+1,1 pg/ml) und der idiopathischen Gruppe (5,8 £1,0 pg/ml). Andererseits zeigte die
Konzentration von Malondialdyhid (MDA\) in der Follikelflussigkeit der untersuchten Patientinnen mit
Endometriose, Andrologie, pathologischem Zyklus und Idiopathie einen signifikanten Unterschied
(p=0,036). Dennoch waren die ROS-Konzentrationen im Serum in allen untersuchten Gruppen
(Endometriose, mannliche Unfruchtbarkeit, Patienten mit ZyklusunregelmaBigkeiten und Patienten mit
idiopathischer Unfruchtbarkeit) ahnlich (621,4+167,3; 575,3 £178,6; 619,8+166,6 bzw. 606,0+143,8
mg/ml) (Tab. 14). Darlber hinaus zeigten die ROS-Konzentrationen in der FF keinen signifikanten
Unterschied zwischen der Endometriose-Gruppe (266,0+£181,8mg/mL), der Gruppe mit mannlicher
Unfruchtbarkeit  (274,1+  183,0mg/mL), der Gruppe mit  ZyklusunregelmaRigkeiten
(221,6+174,4mg/mL) und der Gruppe mit idiopathischer Unfruchtbarkeit (225,7+131,5 (Tab.16). Die
ROS-Konzentration zeigte also keinen signifikanten Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen,
weder im Serum noch in der FF (Tab.15).

Ungeachtet der offensichtlichen Pathologien ist die Rolle der toxischen Produkte, die wahrend des
oxidativen Stresses entstehen, bei der Entstehung der weiblichen Subfertilitat gut belegt (Aitken und
Clarkson 1987; Behrman et al., 2001).

Die entscheidende Rolle der freien Radikale bei der Regulierung der verschiedenen physiologischen
Reproduktionsprozesse macht ihren Einfluss auf die Eizellen, Spermien und Embryonen und deren
Mikroumgebung deutlich. Diese Verénderungen in der Mikroumgebung wirken sich direkt auf die
Follikelflissigkeit, die Salpingen und die Peritonealflussigkeit aus, die die Qualitat der Eizellen, die
Interaktion zwischen Spermien und Eizellen, die Einnistung des Embryos und seine frithe Entwicklung
wesentlich bestimmen (Behrman et al., 2001; Sugino et al., 2000). Daher kann oxidativer Stress die
Aussichten auf eine glinstige Schwangerschaft beeintréchtigen und wird auch mit der Pathophysiologie
von Endometriose, Hydrosalpinges, polyzystischem Ovarsyndrom (PCOS) und ungeklarter Subfertilitat
in Verbindung gebracht (Agarwal et al., 2012).
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5.2 Zusammenhang zwischen dem Alter der Patientinnen, cBPA, cMDA, cROS im

Serum und in der FF und den ICSI-Ergebnissen

Die BPA-Exposition fiihrte zu einer Abnahme der Fortpflanzungsfahigkeit und einer Verzégerung oder
Beseitigung der Pubertédt (Huo et al., 2015a). Die hdufigsten Ursachen fiir weibliche Unfruchtbarkeit
sind neben Endometriose (EM) und polyzystischem Ovarialsyndrom (PCOS) die altersabhangige und
altersunabhéngige reduzierte ovarielle Reserve (ROR) (Pisarska et al., 2019). Die untersuchten
Patientinnen in der aktuellen Studie wurden nach dem Alter in drei Gruppen eingeteilt: G.1 (h=21)
umfasst die Patientinnen <30 Jahre, wahrend die zweite Gruppe (n=36) die Patientinnen zwischen 30-
35 Jahren und die dritte Gruppe (G.3; n=29) die Patientinnen alter als > 35 Jahre umfasst. Die im Serum
ermittelten BPA-Konzentrationen betrugen (13,1+2,6; 12,6+2,6 bzw. 13,1£3,7 ng/ml) und die
entsprechenden Werte im FF (5,9+0,9; 5,7+0,8 und 5,5+1,0ng/ml). Die BPA-Konzentrationen zeigten
jedoch weder im Serum noch in der Follikelflussigkeit (FF) einen signifikanten Unterschied zwischen
den drei Gruppen (Tab. 17 und 18). Es wurde gezeigt, dass BPA die Bildung von ROS induziert, was
wiederum zu einer Induktion der Produktion von oxidativen DNA-Basen flhrt (Kovacic, 2010).
AuBRerdem wurde gezeigt, dass BPA-Metaboliten (BPA-Chinon) DNA-Schaden verursachen, indem sie
kovalente Addukte mit DNA und Addukte mit Desoxyguanosin bilden (Lacroix et al., 2011; Kolsek et
al., 2012).

Es wurden keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der ROS-Konzentration in den drei Gruppen
festgestellt. AuRerdem waren die ROS-Konzentrationen in der FF in allen drei Gruppen niedriger als im
Serum, und es gab keinen signifikanten Unterschied zwischen den ROS-Konzentrationen in den
verschiedenen untersuchten Altersgruppen (231,1+£146,8; 252,8 £172,5 und 207,1 £161,7ng/m/L) (Tab.
21 und 22). Die Auswirkungen von ROS auf die weibliche Fortpflanzung sind noch unklar und miissen
weiter untersucht werden. ROS spielen jedoch eine wichtige physiologische Rolle im weiblichen
Fortpflanzungstrakt, angefangen bei der Bestimmung der Eierstockreaktion bis hin zur Befruchtung,

Embryonalentwicklung und Schwangerschaft (Agarwal and Allamaneni 2004).

In der Literatur finden sich derzeit widerspriichliche Ergebnisse zu den schadlichen oder positiven
Auswirkungen von ROS wahrend der assistierten Reproduktion. Einige Autoren vermuten, dass
oxidativer Stress die Qualitat der Eizellen und Embryonen und damit die Befruchtungsrate verandert
(Du Plessis et al., 2008), wahrend andere Autoren (Jozwik et al., 1999) berichten, dass Anzeichen von

Lipidperoxidation in der FF nicht das Reproduktionspotenzial der Eizellen widerspiegeln.

Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass hohere ROS-Konzentrationen und Anzeichen wvon
Lipidperoxidation (Attaran et al., 2000, Pasqualotto et al., 2004) bei Frauen, die durch I\VF schwanger
wurden, vorhanden sind, aber auch, dass eine htéhere antioxidative Gesamtkapazitat (TAC) mit einem

erhdhten Befruchtungspotenzial bei Frauen, die sich einer IVF unterziehen, verbunden ist (Oyawoye et
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al., 2003). Die Konzentrationen reaktiver Sauerstoffspezies waren im Serum héher als in der FF (596,2
+ 161,9 vs. 232 + 162,3). Die ROS-Konzentrationen unterschieden sich jedoch nicht signifikant
zwischen den Patientinnen, die schwanger wurden, und denen, die nicht schwanger wurden, und zwar
nicht nur im Serum (616 +166,1 vs. 582,6; p< 0,302), sondern auch in der FF (247 +£164,2 vs.
221,6+161,8; p<0,409) (Tab.6 und 7).

Die Ergebnisse dieser Studie zeigten, dass die ROS-Konzentration im Serum von Raucherinnen héher
(613,3+ 179,2), aber nicht signifikant hoher (p=0,657) war als bei Nichtrauchern (592,3+158,8).

Dariiber hinaus waren die FF-Konzentrationen bei Rauchern (231,5 £190,1 mg/ml) und Nichtrauchern
(232,2+ 156,8 mg/ml; p=0,920) dhnlich (Tab. 8 und 9). Es wurde kein signifikanter Zusammenhang
zwischen der Oozytenreifung und den ROS-Werten in der Follikelflussigkeit fir Oozyten des Grades |
und Il beobachtet (Das et al., 2006). In &hnlicher Weise konnten Pasqualotto et al. (2004) keinen
Zusammenhang zwischen dem Gehalt an Lipidperoxidation (LPO) und Gesamtantioxidantien (TAC)

und der Oozytenreifung feststellen.

Die Konzentrationen von BPA, MDA und ROS im Serum und im FF zeigten keine Korrelation mit dem
Alter der Patientinnen in dieser Studie (Tab. 23; Abb.3 und 4). Allerdings war das Alter der Patientinnen,
die nicht schwanger wurden, héher, aber nicht signifikant, im Vergleich zu den Patientinnen, die nach
der ICSI-Behandlung schwanger wurden. (33, 6+5,0 vs. 32,8+3,9; p=0,447). Ebenso gab es keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Altersgruppen und der Befruchtungsrate und der
durchschnittlichen Anzahl der transferierten Embryonen (Abb.8).

Die aktuelle Studie zeigte, dass die ROS-Konzentration im Serum und in der FF mit zunehmendem
Alter der Patienten nicht anstieg (Tabelle 21 und Tabelle 22). Die ROS-Konzentration im Serum von
Patienten, die junger als <30 Jahre alt waren, betrug 585,6+£170,5; 604,4+153,4 in der Patientengruppe
im Alter zwischen 30-35 Jahren und 593,9+170,8 bei Patienten, die &lter als 35 Jahre waren.

Die entsprechenden Werte in der FF waren (231,1+146,8; 252,8+172,5 bzw. 207,1+207,1). AuBRerdem
zeigten die ROS-Konzentrationen keinen signifikanten Unterschied zwischen den drei Altersgruppen,
nicht nur im Serum, sondern auch in der FF. AuRerdem konnte keine Korrelation zwischen der ROS-

Konzentration im Serum (r=0,002) oder in der FF (r= 0,049) nachgewiesen werden.

Ebenso ergaben die Ergebnisse dieser Studie, dass die Malonyldialdenyd (MDA)-Konzentrationen
(Lipidperoxidation) im Serum hoher waren als die Werte in der FF (6,4+1,9; 2,442 1mg/ml).

Die MDA-Konzentration zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den Patientinnen, die
schwanger wurden und denen, die nicht schwanger wurden, weder im Serum (6,3+ 200 vs. 6,4+ 1,9;
p=0,745) noch in der FF (2,3 0,8 vs. 2,5+ 1,7; p=0,338) (Tab.4 und 5).

Die Schwangerschaftsrate der Patientinnen in der aktuellen Studie zeigte keinen Zusammenhang mit

dem Alter der Patientinnen. Das Alter der Patientinnen, die nicht schwanger wurden, war nicht
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signifikant hoher als das der Patientinnen, die schwanger wurden (33, 6£5, 0 vs. 32, 83, 9; p=0,447).
Die durchschnittliche Anzahl der enthnommenen Eizellen war bei den Patientinnen, die schwanger
wurden, signifikant héher als bei den Patientinnen, die nicht schwanger wurden: Die Befruchtungsrate
und die durchschnittliche Anzahl der transferierten Embryonen korrelierten jedoch nicht mit dem Alter
der Patientinnen (r=0,138; p=0,206). AuBerdem war die MDA-Konzentration im Serum der drei
Patientengruppen gleich hoch (6, 42, 3; 6, 62, 1 bzw. 6, 0£1,4ng/mL). Die MDA-Konzentrationen im
Serum waren in allen drei untersuchten Gruppen gleich hoch (6,4+2,3; 6,6+2,1 und 6,0+1,4). Es wurde
kein signifikanter Unterschied zwischen den drei Gruppen festgestellt. Allerdings war die MDA-
Konzentration in der FF in Gruppe 2 (Frauen im Alter von 30-35 Jahren) héher als in Gruppe 1 (Frauen
junger als 30 Jahre) (2,7+1,5 vs. 2,0+£0,9; p=0,058).

5.3 Zusammenhang zwischen Body-Mass-Index (BMI) und cBPA-, cMDA- und cROS im Serum
und in der FF und den ICSI-Ergebnissen

Die BPA-Exposition wurde mit einer Beeintrachtigung der Fortpflanzungsfahigkeit in Verbindung
gebracht. Toxische Umweltstoffe, insbesondere Substanzen, die die endokrine Funktion stéren, haben
in letzter Zeit viel Aufmerksamkeit auf sich gezogen, da sie die Synthese, die Sekretion, den Transport,
den Stoffwechsel und die Bindung von Hormonen beeintrachtigen konnen (Li et al., 2015).

BPA wurde in der Mehrheit der menschlichen Bevolkerung mit unkonjugierten zirkulierenden
Konzentrationen im Bereich von 0,1 bis 2 ng/ml (0,4 bis 8,8 nM) nachgewiesen (Vandenberg et al.,
2007a).

Wu et al. (2020) fanden eine positive und signifikante Beziehung zwischen BPA bei beiden
Geschlechtern, was darauf hindeutet, dass die Exposition gegeniiber BPA das Risiko von Fettleibigkeit
erhdhen konnte. Sie bestétigten die Ergebnisse einiger friiherer Studien, die zeigten, dass héhere BPA-
Konzentrationen im Urin mit Fettleibigkeit in Verbindung gebracht wurden (Manikkam et al., 2013).
Der folgende Mechanismus kénnte diesen Zusammenhang zwischen BPA-Belastung und Fettleibigkeit
erklaren: Die Freisetzung von Adiponektin und Adipokin, einem wichtigen Schutzfaktor gegen
abdominale Fettleibigkeit, konnte durch BPA-Belastung gehemmt werden. Laut Alonso-Magdalena et
al. (2016) verandert Bisphenol A mehrere Stoffwechselfunktionen.

Dariiber hinaus wurde das VVorhandensein von zirkulierendem aktivem BPA mit mehreren menschlichen
Krankheiten in VVerbindung gebracht, darunter Stoffwechselerkrankungen (Adipositas, Insulinresistenz,
Diabetes) (vom Saal & Myers., 2008), aber auch mit weiblicher Unfruchtbarkeit und Krankheiten, die
die weibliche Fruchtbarkeit beeintrachtigen (Ziv-Gal & Flaws., 2016). Friihere tierexperimentelle und

epidemiologische Studien haben einen Zusammenhang zwischen der Exposition gegeniber EDCs in
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niedrigen Dosen und dem Adipositasrisiko nahegelegt (Legler et al., 2015). In der vorliegenden Studie
wurden die Patienten (n= 80) nach dem BMI wie folgt in vier Gruppen eingeteilt (Tab. 1): G.1 (n=4)
Patienten mit Leichtgewicht und G. 2 (n=50) Normalgewicht; G.3 (n= 19) Ubergewicht und G.4 (n=7)
Adipositas.

Die BPA-Konzentration im Serum zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen mit
Ubergewicht und Adipositas (12, 4 +2, 6 vs. 14, 0 +1,4ng/mL; p= 0.43) (Tab. 25). Die anderen BMI-
Gruppen zeigten keinen signifikanten Unterschied in der BPA-Konzentration im Serum der Patienten,
die sich einer ICSI-Therapie unterzogen (Tab. 24). AuRerdem wiesen die BMI-Gruppen dhnliche BPA-
Konzentrationen in der Follikelflussigkeit auf und es konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt
werden (Tab. 26).

Andererseits wurde die Rolle von ROS bei der weiblichen Unfruchtbarkeit eingehend untersucht. In der
vorliegenden Studie waren die ROS-Konzentrationen im Serum der Patientinnen in allen vier
untersuchten Gruppen ahnlich, ohne dass ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen
festgestellt wurde (645,7+ 255,8 uM/I; 590,0+ 140,6 uM/l; 620,6+190,8 UM/l und 652,3+ 125,1 uM/I;
P=. 0,07). Die entsprechenden Konzentrationen in der FF waren (211,8 + 207,3 uM/l; 229,6+152,0
uM/I; 253,3£177,1 uM/l bzw. 291,3 + 190,9 uM/l). (Tab.29). Die ROS-Konzentration in der
vorliegenden Studie im Serum und in der FF zeigte keine Korrelation mit dem BMI (r=0,201; p=0,074
bzw. r=-0,093) (Tab. 1). BPA und ROS zeigten keine signifikanten Korrelationen zum BMI (Tab. 30;
Abb. 5).

AuBerdem war die MDA-Konzentration im Serum (Tab. 26) in der Gruppe der untergewichtigen
Patienten am niedrigsten (5,3£1,2 pug/ml) und in der Gruppe der Normalgewichtigen mit 6,3+1,9 pg/ml
signifikant niedriger (p=0,027) als die Konzentration in der Gruppe der Adipdsen (7,9 2,2 ug/ml). Die
MDA-Konzentration in der FF war niedriger als der Wert im Serum und es konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen den vier untersuchten Gruppen festgestellt werden (Tab.27). Allerdings
korrelierte die MDA-Konzentration im Serum signifikant positiv (r= 0,230; p=0,040) mit dem Gewicht
der Patienten.

Die Befruchtungsrate zeigte eine schwache negative Korrelation mit dem BMI (r=0,203; p=071), die
mittlere Anzahl der transferierten Embryonen zeigte keine Korrelation mit dem BMI, auch hat der BMI
keinen Einfluss auf die mittlere Anzahl der transferierten Embryonen (Abb.9 und 10). Die Korrelation
zwischen Body Mass Index und Befruchtungsrate war in dieser Studie nicht signifikant (r=-0,203;
p=0,071) (Tabelle 9). Darlber hinaus war die mittlere Anzahl der (bertragenen Eizellen in allen
untersuchten Gruppen ahnlich (2,0; 2,0; 2,3 bzw. 1,9). Es konnte auch keine Korrelation zwischen dem
Body-Mas-Index (BMI) und der mittleren Anzahl der Ubertragenen Eizellen festgestellt werden
(Tabelle. 10).
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AuRerdem war der BMI der Patientinnen, die schwanger wurden, und derjenigen, die nicht schwanger
wurden, &hnlich und es wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen festgestellt
(23, 1£3, 5 vs. 23, 8 4, 3; p=0,646).

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie stimmen mit den Ergebnissen von Chen et al. (2021) lberein,
die feststellten, dass der BMI nicht mit den I\VVF/ICSI-Schwangerschaftsergebnissen, einschlieRlich der
hCG-positiven Rate, der Kklinischen Schwangerschaftsrate, der Implantationsrate, der
Eileiterschwangerschaftsrate, der anhaltenden Schwangerschaftsrate, der fruhen Abortrate und der
Lebendgeburtsrate, assoziiert war. Der Anteil der Kaiserschnitte stieg jedoch mit dem BMI. Wu et al.
(2020) wiesen in einer systematischen Ubersichtsarbeit darauf hin, dass es eine positive Korrelation
zwischen der BPA-Konzentration und dem Adipositasrisiko gibt. Eine Dosis-Wirkungs-Analyse ergab,
dass ein Anstieg der BPA-Konzentration um 1 ng/ml das Risiko fiir Fettleibigkeit um 11 % erhohte.
Epidemiologische Studien in den Vereinigten Staaten und China haben positive Zusammenhange
zwischen BPA und Adipositasmalien bei Erwachsenen festgestellt (Bhandari et al., 2013). Dariiber
hinaus hat sich gezeigt, dass BPA als dstrogendhnliche Verbindung in Tiermodellen unterschiedliche
Auswirkungen auf Mannchen und Weibchen hat (Wang et al., 2012), obwohl es nur wenige Belege fir

Geschlechtsunterschiede im Zusammenhang zwischen BPA und Fettleibigkeit beim Menschen gibt.

5.4 Zusammenhang zwischen der cBPA im Serum und in der FF und den ICSI-Ergebnissen

Bisphenol A wirkt unter anderem auf Kernrezeptoren und stort die Hormonreaktionswege und die
Steroidogenese, was die weibliche Unfruchtbarkeit beeinflusst (Huo et al.,, 2015a). Die BPA-
Konzentrationen korrelierten negativ mit den AMH- und FSH-Spiegeln am Tag 3, aber die Unterschiede
waren statistisch nicht signifikant (Zhou et al., 2016). Souter et al. fanden "keinen Zusammenhang
zwischen den an die spezifische Schwerkraft angepassten BPA-Werten und den Tag-3-FSH-Werten bei

Frauen, die sich einer IVF-Behandlung unterzogen" (Souter et al., 2013).

In der aktuellen Studie erhielten 40,5 % (n=34) der Patientinnen (n=86) GnRh zur hypophyséaren Down-
Regulation, gefolgt von rekombinantem follikelstimulierendem Hormon (rFSH), und 47 Patientinnen
(54,7 %) erhielten Gn-RH und rFSH + humanes menopausales Gonadotropinhormon (HMG). 3
Patientinnen erhielten nur (HMG) nach Hypophysen-Down-Regulation und zwei Patientinnen andere

gemischte Hormone.

Bei Verwendung des Stimulationsprotokolls Gn-RH und rFSH (3) war die mittlere Anzahl der
entnommenen Eizellen und die mittlere Anzahl der befruchteten Eizellen signifikant hoher im Vergleich
zur Gruppe mit Gn-RH, rFSH und HMG (11,4+5,3; 5,9+4,0 vs. 8,3+4,5 und 4,3+3,0) (Tab. 33 und 34).
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Die Befruchtungs- und Transferrate zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden
Stimulationsprotokollen (51,9 £24,6; 2,0 £0,8 vs. 55,2 +24,7 und 2,1+0,7) (Tab. 35).

Die Schwangerschaftsrate (47%) nach Anwendung von GnRh + rFSH flr das Protokoll der
kontrollierten ovariellen Hyperstimulation war héher als GnRh+rFSH +HMG (36%), aber es wurde kein

signifikanter Unterschied zwischen den beiden Stimulationsgruppen festgestellt (Tab. 36 und Abb.7).

Aullerdem wurde gezeigt, dass eine verminderte Reaktion der Eierstocke, eine geringere
Blastozystenbildung, ein hoheres Implantationsversagen und wiederholte Fehlgeburten mit einer
steigenden BPA-Konzentration im Urin einhergehen (Sugiura et al., 2005; Ehrlich et al., 2012a).
Anderen Humanstudien zufolge wurden BPA-Konzentrationen im Urin von Frauen vor der Empfangnis
mit einer verminderten Fruchtbarkeit in Verbindung gebracht (Wang et al., 2013). Zahlreiche Studien
haben berichtet, dass Umweltschadstoffe ihre reproduktionstoxischen Wirkungen durch Eingriffe in das
endokrine System entfalten (Buck Louis et al., 2018; Dankers et al., 2013; Jeng, 2014; McLachlan,
2016).

Der Mensch ist BPA kontinuierlich ausgesetzt, und die Hauptquelle der Exposition ist die Aufnahme
von kontaminierten Lebensmitteln oder Wasser. Obwohl der Zusammenhang zwischen der BPA-
Exposition und einigen gynakologischen Erkrankungen immer noch zweifelhaft ist, gibt es derzeit
genugend Beweise, um VorsichtsmalRnahmen gegen eine tiberméRige BPA-Exposition zu ergreifen. Bei
Frauen, die sich einer In-vitro-Fertilisation (IVF) unterziehen, wurden mehrere Zusammenhdange
zwischen der BPA-Konzentration in Serum und Urin festgestellt. Ziv-Gal et al. (2015) wiesen darauf
hin, dass BPA in niedrigen Dosen (110-438 uM) den Ostradiolspiegel senkt und das Wachstum von
Follikeln hemmt, die aus Wildtyp- und AhR-Knockout-Mausen isoliert wurden, und dass AhR-
Signalwege an der modulierenden Wirkung von BPA auf Follikel maligeblich beteiligt sein kdnnten.
Bei erwachsenen Frauen wurde jedoch keine tumorerzeugende Wirkung von BPA auf die Gebarmutter

nachgewiesen (Hiroi et al., 2004).

Es gibt nur wenige Daten zur Messung von Phthalatestern und BPA in menschlicher Follikelflissigkeit.
Ikezuki et al. (2002) malien den BPA-Gehalt bei gesunden Frauen, darunter mehrere, die sich einer In-
vitro-Fertilisation (IVVF) unterzogen. Die Autoren stellten bei 36 entnommenen Follikelfliissigkeiten
einen durchschnittlichen BPA-Spiegel (2,40 + 0,8 ng/ml) fest. Die Follikelflissigkeit bildet die
eigentliche Umgebung der reifen Eizelle vor der Befruchtung und kann Parameter des IVF-Ergebnisses
wie Befruchtung, Teilung des Embryos und Schwangerschaftsraten beeinflussen (Agarwal et al., 2003).
In den letzten zehn Jahren hat das Interesse an biochemischen Analysen zur Erforschung der
metabolischen Zusammensetzung der Follikelflissigkeit (FF) zugenommen, die sowohl die Eizellen als
auch die Embryoqualitat stark beeinflussen kann (Dumesic et al., 2015). Einige metabolomische Studien
haben sogar signifikante Unterschiede in der FF mit negativen I\VF-Ergebnissen im Vergleich zur FF
mit positiven IVF-Ergebnissen festgestellt (Wallace et al., 2012; Shehadeh et al., 2019).
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Das hohere Risiko fiir Unfruchtbarkeit und ein schlechtes Ansprechen der Eierstécke auf IVF-
Behandlungen, dass bei Frauen mit héheren BPA-Konzentrationen beschrieben wurde, deutet auf
Auswirkungen auf die Eizellenqualitat und die Funktion der Eierstocke bei Frauen hin (Caserta et al.,
2011; Ehrlich et al., 2012b; Rochester et al., 2013; Bloom et al., 2011b; Caserta et al., 2013). Dies steht
im Gegensatz zu einem anderen Bericht (Krotz et al., 2012), in der Follikelflissigkeit von funf zuféllig
ausgewahlten unfruchtbaren Frauen aus einem IVF-Zentrum untersucht wurde: BPA war in allen funf
Proben der Follikelfllssigkeit nicht nachweisbar (Krotz et al., 2012). Dieser Unterschied kénnte sowohl
durch methodische Probleme (in der ersten Studie wurde eine ELISA-Messung verwendet, wéhrend in
der zweiten Studie BPA mit einem HPLC-System gemessen wurde) als auch durch die sehr geringe
Anzahl der von Krotz et al. (2012) untersuchten Probanden begriindet sein. In der vorliegenden Studie
gab es keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Dauer der Unfruchtbarkeit, des Alters der
Patientinnen oder der Anzahl der entnommenen, befruchteten und geteilten Eizellen sowie der
Schwangerschaftsrate in den beiden untersuchten Gruppen.

Die BPA-Konzentration im FF betrug fast 50 % der im Serum gefundenen Konzentration, und diese
Konzentration war bei den Patientinnen, die nicht schwanger wurden, hoéher als bei denen, die
schwanger wurden (6,0 0,8 vs. 5,4 £0,1mg/ml) (Tab. 2 und 3). Diese Ergebnisse stimmen mit denen
von Borjac et al. (2020) uberein, die eine Studie durchfiihrten, um den Zusammenhang zwischen der
BPA-Konzentration im Urin und den Ergebnissen der In-vitro-Fertilisation (Metaphase Il (MII)-
Oozytenausbeute, Embryo hdochster Qualitat, Befruchtungsrate, Implantationsrate und Klinische
Schwangerschaft) bei Frauen (n= 450) aus einer Klinik fur Unfruchtbarkeit zu untersuchen. Die BPA-
Exposition wurde jedoch nicht mit der Embryoqualitat, der Befruchtungsrate und der klinischen

Schwangerschaft in Verbindung gebracht.

In experimentellen Studien hat die perinatale Exposition Stérungen der Prophase-Ereignisse und einen
Anstieg der multiplen Oozyten-Follikel (MOFs) und der anfanglichen Follikel-Rekrutierung mit einer
erhdhten Anzahl von Primér-, Sekundér- und Antralfollikeln gezeigt (Zhang et al., 2012; Hunt et al.,
2012; Susiarjo et al., 2007; Rodriguez et al., 2010; Chao et al., 2012). In der vorliegenden Studie war
die durchschnittliche Anzahl der transferierten Embryonen bei den Patientinnen, die schwanger wurden
(2,3£0,6) signifikant hoher (p=0,007) als bei der Gruppe der Patientinnen, die nicht schwanger wurden
(1,9£2,0). In der aktuellen Studie wurden 86 Patientinnen eingeschlossen, 35 Patientinnen wurden
schwanger und 51 wurden nicht schwanger. Die BPA-Konzentration im Serum (12,2 + 2,9 vs. 13,4 +
3,0) oder im FF (5,4 £0,1 vs. 5,4 £6,0) unterscheidet sich jedoch nicht signifikant (p=0,069) zwischen

den beiden untersuchten Gruppen (schwanger/nicht schwanger) (Tab. 2, 3)

Es ist darauf hinzuweisen, dass die BPA-Konzentration in der Follikelfllssigkeit der Patientinnen, die
schwanger wurden, hoher war als bei denen, die nicht schwanger wurden, auch wenn der Unterschied
statistisch nicht signifikant war. Dies stimmt mit den Ergebnissen von Ehrlich et al. tberein, die
berichteten, dass bei Frauen, die sich einer In-vitro-Fertilisation unterzogen, eine hohere BPA-
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Konzentration im Urin mit einem hoheren Implantationsversagen verbunden war, aber dieser Trend
erwies sich als statistisch nicht signifikant (Ehrlich et al., 2012a). Ryan et al. (2010) zeigten, dass die
BPA-Exposition von ménnlichen und weiblichen Ratten (2-200 pg/kg Korpergewicht/Tag) keinen
Einfluss auf die mitterliche Trachtigkeit oder Gewichtszunahme oder das Geburtsgewicht von
exponierten Weibchen sowie auf die Reproduktionsmorphologie, die Fruchtbarkeit, die Fertilitat oder
das sexualdimorphe Verhalten hatte. Im Gegensatz dazu wurden in anderen Humanstudien BPA-
Konzentrationen im Urin von Frauen vor der Empfangnis mit einer verminderten Fruchtbarkeit in
Verbindung gebracht (Wang et al., 2013).

Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass eine verringerte Reaktion der Eierstdcke, eine geringere
Blastozystenbildung, eine hthere Implantationsrate und wiederholte Fehlgeburten mit einer steigenden
BPA-Konzentration im Urin einhergehen (Sugiura et al., 2005).

Andererseits fanden Buck Louis et al. keinen Zusammenhang zwischen der Gesamt-BPA-Konzentration
im Urin und einer beeintrachtigten Fruchtbarkeit bei gesunden Frauen (Buck Louis et al., 2014). Wenn
sich unfruchtbare Frauen einer In-vitro-Fertilisation (IVF) unterziehen, ist bekannt, dass nur 32 % der
IVF-Zyklen zu einer Schwangerschaft fiihren (Pisarska et al., 2019) und dass nur ein Bruchteil der in
einem IVF-Zyklus gewonnenen Eizellen (7 %) das Potenzial hat, sich zu einem lebensfahigen Embryo
zu entwickeln, der fur eine Lebendgeburt bestimmt ist (Patrizio und Sakkas et al., 2009). Dar(iber hinaus
konnte beim Vergleich der ROS-Konzentration im Serum (616,2+ 166,1 vs. 582,6+159,1; p=0,302) von
schwangeren und nicht schwangeren Patientinnen und FF (247,3+164,2 vs. 221,6+161,8; p= 0.409) kein
signifikanter Unterschied festgestellt werden (Tab. 6 und Tab.7). Andere Faktoren wie das Rauchen,
die die IVF/ICSI-Ergebnisse beeinflussen kdnnten, wurden analysiert, indem die Patientinnen in zwei
Gruppen unterteilt wurden: Raucherinnen und Nichtraucherinnen. Auch die ROS-Konzentrationen im
Serum (613,3 £179,2) und in der FF (231,5£190,1) waren bei den Raucherinnen gleich hoch wie bei
den Nichtraucherinnen (592,3+158,8; p=0,657) oder in der FF (232,2+156,8; p=0,920) (Tab. 8 und
Tab.9). Die MDA-Konzentration im Serum war bei den Patientinnen, die schwanger wurden, und denen,
die nicht schwanger blieben, gleich hoch (6,3£2,0 vs. 6,4+1,9; p=0,745). Diese Konzentrationen waren
jedoch hoher als die Konzentrationen in der FF bei schwangeren (2, 3+0,8) und nicht schwangeren
Patientinnen (2,5+1,7). Die MDA-Konzentrationen waren in der FF von Frauen, die nach der IVF nicht
schwanger wurden, signifikant hoher als bei denen, die schwanger wurden, was auf eine verstérkte

Lipid- und Proteinperoxidation hinweist.

Die vorliegenden Ergebnisse stimmen mit denen von Minguez Alarcén et al. (2015) (berein, die eine
prospektive Kohortenstudie am Massachusetts General Hospital Fertility Center durchfiihrten, an der
256 Frauen (n=375 Zyklen) mit In-vitro-Fertilisationszyklen teilnahmen, die zwischen 2004 und 2012
bis zu zwei Urinproben vor der Eizellentnahme abgaben (insgesamt n=673). Die BPA-Konzentrationen
im Urin standen nicht im Zusammenhang mit der Dicke der Gebarmutterwand, den
Ostradiolspitzenwerten, dem Anteil hochwertiger Embryonen oder der Befruchtungsrate. Die Forscher
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konnten keinen Zusammenhang zwischen den BPA-Konzentrationen im Urin und der Einnistung, der
klinischen Schwangerschaft oder der Lebendgeburtenrate pro begonnenem Zyklus oder pro
Embryotransfer feststellen. Andererseits haben mehrere Studien die Auswirkungen von BPA auf die
Reproduktions- und Schwangerschaftsergebnisse von Frauen untersucht (Galloway et al., 2010; Mok-
Linetal., 2010; Bloom et al., 2011a; Fujimoto et al., 2011; Ehrlich et al., 2012a,b).

Minguez-Alarco'n et al. (2015) berichteten, dass bei Frauen, die sich einer In-vitro-Fertilisation (IVF)
unterzogen, die BPA-Konzentrationen im Urin in umgekehrtem Zusammenhang mit den Estradiol-
Spitzenwerten im Serum, der Anzahl der Eizellen bei der Entnahme (insgesamt und reif) und der Anzahl
der normal befruchteten Eizellen standen (Mok-Lin et al., 2010; Ehrlich et al., 2012b).

Verschiedene Studien deuten darauf hin, dass sich BPA negativ auf die Ergebnisse der medizinisch
unterstiitzten Fortpflanzung auswirken konnte. Insbesondere wurde die BPA-Exposition mit einem
Rickgang der E2-Produktion und der Anzahl der nach der Stimulation der Eierstdcke gewonnenen
Eizellen sowie mit einem Anstieg der Implantationsfehler in Verbindung gebracht (fiir eine Ubersicht
siehe Pivonello, et al., 2020). Nach den Ergebnissen von Ding et al. (2017) ist die Verschlechterung der
Oozytenqualitat durch BPA bei Mdusen eine Folge von oxidativem Stress (Acufia-Hernandez et al.,
2018). Bloom et al. (2011a) untersuchten den Zusammenhang zwischen Serum-BPA-Spiegeln und der
ovariellen Reaktion auf exogene Gonadotropinstimulation bei Frauen (n=44) im reproduktionsfahigen
Alter, die sich einer medizinisch unterstiitzten Reproduktion unterzogen. Es wurde ein inverser
Zusammenhang zwischen den BPA-Serumspiegeln und den E2-Spitzenwerten festgestellt, was zu der
Hypothese flihrte, dass die BPA-Exposition die E2-Produktion wahrend der Gonadotropin-Stimulation
beeinflussen konnte (Bloom et al., 2011a).

Mok-Lin et al. (2010) fanden in einer prospektiven Kohortenbeobachtungsstudie (n=84) mit Frauen, die
sich einer medizinisch unterstiitzten Reproduktion unterzogen, einen umgekehrten Zusammenhang
zwischen den BPA-Spiegeln im Urin, dem E2-Spitzenwert und der Anzahl der nach der
Gonadotropinstimulation gewonnenen Eizellen (flr jede Log-Einheit Anstieg der BPA-Spiegel gab es
einen durchschnittlichen Riickgang der Anzahl der gewonnenen Eizellen um 12 %). AuRerdem sank der
E2-Spiegel nach der Gonadotropin-Stimulation um durchschnittlich 213 pg/ml (Mok-Lin et al., 2010).
Sabry et al. (2021b) berichteten ber eine schlechte Oozytenreifung und Embryoqualitét, basierend auf
niedrigeren Teilungs- und Blastozystenraten nach einer In-vitro-BPA-Behandlung von Rinder-Oozyten
(Sabry et al., 2021b).

Weitere Studien derselben Gruppen ergaben einen verstarkten embryonalen Arrest, insbesondere im 2-
4-Zell-Stadium, eine erhthte DNA-Fragmentierung und eine veranderte Expression des Anti-Mullerian-
Hormons sowohl auf mRNA.- als auch auf Proteinebene nach BPA-Exposition (Saleh et al., 2021). Bei
Nagetieren und La&mmern, die postnatal BPA ausgesetzt waren, war die ovarielle Follikelreserve

reduziert, mit "einem Rilckgang des Bestands an Primordialfollikeln, einem Anstieg der antralen
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atretischen Follikel, einer hoheren Inzidenz multipler Oozytenfollikel und einem geringeren
Ovarialgewicht" (Chao et al., 2012). SchlieBlich hat sich gezeigt, dass die BPA-Exposition auch die
Expression von Connexin-37 in Granulosazellen beeintrachtigt, dass flr die Kommunikation zwischen
Kumulus und Oozyten notwendig ist (Sabry et al., 2021a). Im Gegensatz zu diesen Beobachtungen
berichten zwei experimentelle Studien Uber keine Auswirkungen von niedrigen oder hohen BPA-Dosen
(122 mg/kg/Tag) auf die Anzahl der Implantationsstellen (Crawford und de Catanzaro, 2012; Ehrlich et
al., 2012a). Die Ergebnisse der vorliegenden Studie stimmen mit denen von Buck Louis et al. Uberein,
die keinen Zusammenhang zwischen der Gesamtkonzentration von BPA im Urin und einer
beeintrachtigten Fruchtbarkeit bei gesunden Frauen fanden (Buck Louis et al., 2014). Auerdem wurde
kein Zusammenhang zwischen der BPA-Exposition und der Zeit bis zur Schwangerschaft (TTP)
gefunden (Vélez et al., 2015; Pivonello et al., 2020).

55 Schlussfolgerung

Den erhaltenen Ergebnissen zufolge gibt es eine Korrelation zwischen der BPA Konzentration in der
Follikelflissigkeit und im Serum mit dem ART Outcome. Es bestehen erhohte BPA Konzentrationen
bei den Patientinnen, bei denen keine Schwangerschaft eingeleitet werden konnte, wobei die statistische
Signifikanz knapp verfehlt wurde.

Fur die MDA-Konzentrationen ergaben sich qualitativ ahnliche Befunde wie bei den BPA-
Konzentrationen. Die mittleren Konzentrationen lagen im Serum gut doppelt so hoch wie in der Follikel-
Flissigkeit; bei Gravida-negativen Frauen fanden sich etwas hdhere Werte als bei den Gravida-
positiven. Die Differenzen erreichen wiederum keine statistische Signifikanz; anders als in Bezug auf

BPA lag nun allerdings keine statistisch belegbare Tendenz vor.

In Bezug auf die Fertilitditsursache konnte lediglich eine statistische Tendenz zwischen der
Infertilitdtsursache mit dem hochsten und der Infertilitdtsursache dem niedrigsten BPA-
Durchschnittswert aufgezeigt werden (idiopathisch vs. pathol. Zyklus; 13,8+3,0 vs. 12,0+3,4; p=0,076)

Bei anderen Parametern konnte kein positiver signifikanter Zusammenhang zwischen der PBA-, ROS-
und MDA Konzentration im Serum oder im FF festgestellt werden. Hier wurden ebenso allenfalls

Tendenzen festgestellt.

Die vorliegende Studie wirft ein neues Licht auf die komplexen Zusammenhdange zwischen Bisphenol
A (BPA) Konzentrationen im Serum und in der Follikelfliissigkeit und deren Auswirkungen bei
gesunden Frauen im reproduktionsfahigen Alter, die sich einer ICSI-Behandlung unterziehen. In dieser

Studie wurden das Alter der Frau, der Body-Mas-Index (BMI), die Befruchtungsrate, die Entwicklung
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und Einnistung der Embryonen sowie der Zusammenhang zwischen den Konzentrationen von BPA.

MDA und ROS sowie deren Korrelationen zueinander und den klinischen IVF-Ergebnissen untersucht.

Die Ergebnisse dieser Studien sollten dazu beitragen, Arztinnen, Arzten und Klinikern im Bereich der
assistierten Reproduktion wichtige Informationen zu liefern, um die Risiken besser verstehen zu kénnen,
die mit der taglichen Exposition gegenuber diesem endokrinen Disruptor fur die IVF/ICSI-Ergebnisse
und die daraus resultierenden Nachkommen verbunden sind. Ferner sollte es Anlass zu weiteren
Fragestellungen geben, die vielleicht in Zukunft zu so klaren wissenschaftlichen Erkentnissen fiihren,
um die Exposition gegenlber solch gesundheitsgefdhrdenden Stoffen zu vermeiden oder zumindest
noch weiter deutlich zu reduzieren Zu letzterem sind weitere Forschung und Untersuchungen nétig,
damit Uber die entsprechenden gesundheitspolitischen Behdrden auf die Industrie EinfluR genommen

werden kann.

Es besteht deshalb nach wie vor ein groler Bedarf an entsprechend konzipierten epidemiologischen
Studien, mit angemssener StichprobengroRe um einen begriindeten Umgang mit Bisphenol A und

anderen endokrinen Disruptoren empfehlen zu kdnnen.

Beschrankungen:

Die relativ kleine Stichprobengrofe ist eine wesentliche Einschrankung dieser Studie, die es uns nicht
erlaubt, endgiltige, belastbare Schlussfolgerungen zu ziehen. Zum einen wurden die
Erndhrungsgewohnheiten unserer Teilnehmer nicht Gberwacht und auch der aus der Literatur bereits

bekannte, wichtige Zeitpunkt der Exposition zu BPA nicht berlicksichtigt.
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