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        Geleitwort
      

      Die molekularen, insbesondere molekulargenetischen Ursachen von Erkrankungen sind Gegenstand umfangreicher multidisziplinärer Forschungsanstrengungen. Bereits seit längerem sind für eine Reihe von monogen erblichen Erkrankungen diejenigen Gene identifiziert, deren Mutation zu einem erhöhten oder hohen Erkrankungsrisiko führt. Die Entwicklung von bioanalytischen Verfahren, welche die Sequenzierung des Humangenoms mit immer höherer Präzision und zu immer geringeren Kosten erlauben, hat in den letzten Jahren die Hoffnung geweckt, dass auch Erkrankungen mit komplexem genetischem Hintergrund in derselben Weise verstanden werden können.

      Der Weg solcher Erkenntnisse in den klinischen Alltag ist weniger gradlinig, als Optimisten zuweilen erwartet haben. Der Wissenszuwachs in der „molekularen Medizin“ hat sich in den letzten Jahren durch die Grundlagenforschung enorm erweitert, immer neuere Ansätze werden generiert, eine rasante Spezialisierung findet statt. Das Ziel ist die personalisierte Therapie. Der Kliniker verliert rasch den Überblick, aber auch der Grundlagenforscher gleichermaßen schnell den Bezug zu den klinischen Problemen. Aus diesem Dilemma sind die interdisziplinär besetzten „molekularen Tumorboards“ geboren, die an immer mehr Standorten in Deutschland implementiert werden, mit dem Ziel, das Wissen der Spezialisten wieder zum Wohle der individuellen Patientin zu bündeln.

      Unsere vertieften Kenntnisse von molekulargenetischen Zusammenhängen haben bereits heute eine hohe klinische und praktische Relevanz – wir greifen nur die Präimplantations- und Pränataldiagnostik oder die Onkologie heraus. Die „molekulare Medizin“ ist in diesem Sinn keine Zukunftsmusik, sondern hat bereits Einzug in den ärztlichen Alltag gefunden.

      Das Wissen, dass BRCA1- und BRCA2-Mutationen mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit zu Brustkrebs und mit hoher Wahrscheinlichkeit zu Eierstockkrebs führen, beeinflusst heutzutage direkt die Entscheidungsfindung in der Prävention, aber auch Diagnostik und Therapie bei Patientinnen, die eine solche Genmutation tragen.

      Sicher ist, dass in nicht allzu ferner Zukunft jeder Mensch sein Genom (oder das seines Kindes) zu überschaubaren Kosten analysieren lassen kann. Die immer höhere Zahl verfügbarer und vergleichbarer Daten wird zu einer neuen Bedeutung von molekularer Diagnostik, von Vorhersage und Prävention von Erkrankungen führen.

      Im vorliegenden Buch unternimmt es ein herausragendes Team von Herausgebern und Autoren erstmals, den molekulargenetischen Stand des Wissens für zahlreiche Indikationen aus Geburtshilfe, Gynäkologie, Senologie und gynäkologischer Onkologie in einheitlicher und übersichtlicher Weise zusammenzufassen. Es qualifiziert sich damit als Wegweiser in diese Thematik, die künftig einen großen Anteil des klinischen Alltags einnehmen wird.

      Prof. Dr. Diethelm Wallwiener
Prof. Dr. Florin-Andrei Taran

    
    
        Vorwort
      

      Dieses Buch ist allen Patientinnen gewidmet, denen der Fortschritt in der Vergangenheit geholfen hat, und denen, für die der Fortschritt der Zukunft zu spät kam.

      Liebe Leserin, lieber Leser,

      das Wissen um die Entstehung, den Verlauf und die Therapie gynäkologischer Erkrankungen und geburtshilflicher Pathologien hat in den vergangenen Jahren durch den Einsatz neuer molekularer Untersuchungsverfahren einen grundlegenden Wandel erfahren. Dabei haben insbesondere moderne molekulare Untersuchungsmethoden im Hochdurchsatzverfahren, wie z.B. Genexpressionsanalyse oder „Next Generation Sequencing“, zu einem Paradigmenwandel geführt, so dass sich in Zukunft nicht nur Forschungsstrategien, sondern auch therapeutische Bemühungen grundlegend verändern werden. Zahlreiche Erkrankungen werden somit nicht mehr als eine uniforme Krankheit angesehen, sondern können in zahlreiche molekulare Subgruppen unterteilt werden, die eine hohe klinische Relevanz in Bezug auf Prognose, Prädiktion und therapeutischen Ansatz besitzen. Daraus ergeben sich neue spezifische Therapiestrategien, therapeutische Targets, aber auch neue Medikamente. Mit dem zunehmenden Verständnis um die Pathophysiologie der unterschiedlichen Erkrankungen werden auch Fortschritte in der Diagnostik erreicht werden. Die Diagnostik wird darüber hinaus in Zukunft in zunehmendem Maße nicht mehr durch invasive oder gar operative Methoden gekennzeichnet sein, sondern durch molekulare Bildgebung: Hierdurch werden Erkrankungen sicher diagnostiziert, lokalisiert und möglicherweise auch therapiert werden können.

      All diesen Entwicklungen müssen wir uns stellen, unabhängig davon, ob wir in Klinik oder Praxis tätig sind. Denn nur wer die Pathophysiologie versteht, kann die Therapie auch optimal ausrichten und spezifische Nebenwirkungen erfassen.

      Dieses Buch soll helfen, einen Überblick hinsichtlich molekularer Grundlagen physiologischer und pathophysiologischer Vorgänge zu schaffen, soll aber auch spezifische Einblicke in Diagnostik und Therapie liefern und damit eine Lücke schließen, die in vielen Lehrbüchern zu beobachten ist. Ziel dieses Buches ist es dabei, das aktuelle Wissen in eine Sprache zu übersetzen, die es auch der Leserin/dem Leser ermöglicht, Zusammenhänge ohne detaillierte molekulare Grundkenntnisse zu erfassen und durch einprägsame Abbildungen verständlich zu machen. Es gilt allerdings nicht nur, komplexe Zusammenhänge darzustellen, sondern immer auch ihre Bedeutung für Diagnostik und Therapie zu beschreiben.

      Wir hoffen, dass dieses Buch einen Beitrag darstellt, ein modernes Verständnis gynäkologischer und geburtshilflicher Erkrankungen zu fördern und molekulare Medikamente zu entwickeln, die gezielt mit einem minimalen Nebenwirkungsspektrum in diese pathophysiologischen Regelkreise eingreifen.

      Lübeck, im Sommer 2016
PD Dr. med. Cornelia Liedtke
Prof. Dr. med. Achim Rody
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1 Einleitung

      1.1 Evolution molekularer Analysetechniken in Gynäkologie und Geburtshilfe

      K. Bräutigam, F. Köster

      1.1.1 Geschichtlicher Überblick

      Mitte des 19. Jahrhunderts führten die Entdeckungen von Gregor Mendel zu der
                    Auffassung, dass die Übertragung von Eigenheiten von einer Generation zur
                    nächsten durch die Weitergabe von genetischem Material erfolgt. Im selben
                    Jahrhundert wurden die Chromosomen beschrieben und 1910 von Thomas Hunt Morgan
                    als Überträger der Erbanlagen definiert. Gleichzeitig wuchs die Ansicht, dass
                    die genetische Vererbung nur über die Keimbahn möglich ist und im Laufe des
                    Lebens erworbene Eigenschaften nicht vererbbar seien. Dass nur die Desoxyribonukleinsäure (DNA) und nicht Proteine als genetische Substanz infrage kam,
                    wurde von Oswald Avery 1944 bewiesen. Nach der Regel von Edwin Chargaff von 1950
                    besteht die DNA aus 4 Nukleotidbasen, und die Häufigkeit von Adenin und Thymin sowie Cytosin und Guanin
                    sind paarweise gleich. 1953 postulierten James Watson und Francis Crick eine Doppelhelix als Struktur der DNA.

      Nach den Entdeckungen über die Beschaffenheit der DNA wurden wichtige
                    technische Grundlagen zur Entwicklung der modernen Molekularbiologie geschaffen.
                    1969 wurden die bakteriellen Restriktionsenzyme entdeckt, mit denen die DNA an spezifischen Sequenzen fragmentiert
                    werden kann. Ein wichtiger Fortschritt war 1977 die Technik der DNA-Sequenzierung. Parallel entwickelten Frederick Sanger die Desoxy-Methode sowie
                    Allan Maxam und Walter Gilbert eine auf DNA-Spaltung beruhende Methode. Mit der
                    Entwicklung der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) durch Kary Mullis 1983 unter Verwendung von thermostabilen
                    Enzymen steht eine Methode zur Verfügung, mit der die Effizienz und die
                    Sensitivität der molekularen Diagnostik in allen Bereichen verbessert werden
                    konnte.

      Die molekulare Diagnostik analysiert pathogene Mutationen in Proben von DNA oder RNA. Dadurch sollen Krankheiten entdeckt
                    und diagnostiziert werden, Prognosen für die Patienten gestellt und die
                    Wirksamkeit von Therapien vorhergesagt werden. Zudem wird die molekulare
                    Diagnostik in der Frauenheilkunde und Geburtshilfe bei der Präimplantationsdiagnostik (PID) und in der Pränataldiagnostik eingesetzt.

      1.1.2 Pränatal- und Präimplantationsdiagnostik

      Wenn bei Paaren mit Kinderwunsch nach vielen Versuchen eine Schwangerschaft
                    ausbleibt, können molekulare Ursachen vorliegen. Chromosomale Aneuploidien beim Embryo führen häufig zu einem frühzeitigen
                    Abort. Seit 1989 ist die PID eine Möglichkeit, Embryonen in vitro zu untersuchen
                    und geeignete Embryonen zu transferieren  ▶ [7]. Die PID ist nur im Rahmen einer reproduktionsmedizinischen Behandlung möglich, bei der möglichst mehrere Eizellen pro Zyklus
                    gewonnen werden, um sie in vitro zu befruchten (1978). Die chromosomale Analyse
                    der Embryonen wird z.B. nach der Entnahme einiger Zellen des Trophoektoderms im
                    Blastozystenstadium durchgeführt, während die Embryonen weiter kultiviert werden
                    oder in der Zwischenzeit kryokonserviert sind. Bei der molekularen Analyse von embryonalen Zellen können chromosomale Aberrationen und genetisch pathologische Prädispositionen, die vom
                    elterlichen Genom abstammen, erkannt werden. Diese Untersuchungen werden mit dem
                    Ziel durchgeführt, mit geeigneten Embryonen eine Schwangerschaft zu
                    erzielen.

      Die rechtlichen Grundlagen der PID unter Berücksichtigung ethischer Aspekte wurden in Deutschland
                    durch die Novellierung des Embryonenschutzgesetzes im Jahre 2011 geregelt. Für
                    die Durchführung einer PID „…bedarf es des hohen Risikos einer schwerwiegenden
                    Erbkrankheit oder der hohen Wahrscheinlichkeit einer Tot- oder Fehlgeburt gemäß
                    §3a II ESchG“. Zudem ist die schriftliche Einwilligung der Frau nach umfassender
                    Aufklärung und Beratung sowie die Zustimmung einer interdisziplinär
                    zusammengesetzten Ethikkommission vonnöten.

      1.1.2.1 Techniken

      Untersuchungen während einer Schwangerschaft werden an embryonalen Zellen
                        durchgeführt, die aus einer
                        Amniozentese (1966) oder einer Chorionzottenbiopsie (1983) sowie durch die Punktion der Nabelschnur
                        (1990) gewonnen werden können. Diese Methoden sind jeweils mit einem
                        Abortrisiko verbunden. Heutzutage kann mit aktuellen hochsensitiven Methoden
                        auch DNA aus fetalen Zellen oder frei zirkulierende DNA untersucht werden,
                        die zu einem geringen Anteil im mütterlichen Blut zu finden ist. 

      Die Techniken zur Entdeckung genetischer Erkrankungen eines Kindes für
                        Schwangere haben sich in den letzten Jahrzehnten stetig
                        weiterentwickelt.

      Hin Tijo und Albert Levan belegten 1956 die exakte Anzahl der menschlichen Chromosomen mit 46 – bestehend aus 22
                        Autosomenpaaren sowie den geschlechtsbestimmenden Gonosomen XX (weiblich)
                        oder XY (männlich) – und legten die Basis für die klassische Zytogenetik.
                        Mit der Trypsin-Giemsa-Bandenfärbung Anfang der 1970er Jahre gelang es, die Chromosomen und ihre
                        Abschnitte mit einer Auflösung von 4–10 Megabasen im kondensierten Zustand
                        während der Metaphase zu identifizieren.

      In den 1980er Jahren wurde es mit der Einführung der
                        Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) möglich, Chromosomen farblich darzustellen, und seit 1999 erlaubt die
                        Methode des „Multicolor Banding“ auch kleinere chromosomale Abschnitte anhand der Färbungen
                        erkennbar zu machen. Dazu werden Fluorochrom-markierte DNA-Sonden mit
                        Metaphasenpräparaten auf Objektträgern hybridisiert. In der praktischen
                        Anwendung können numerische Aberrationen detektiert werden, zu denen
                        lebensfähige Aneuploidien wie die Trisomie 21 gehören oder zumeist letale Monosomien, die den Verlust eines Chromosoms aufweisen bzw. letale Polyploidien mit der Vervielfachung des gesamten Chromosomensatzes. Auch
                        Duplikationen, Deletionen, Inversionen und Translokationen innerhalb und
                        zwischen den Chromosomen können mit der modernen FISH-Technik effizient
                        detektiert werden.

      Eine höhere Auflösung bei der chromosomalen Diagnostik bietet die
                        vergleichende genomische Hybridisierung
                        (Comparative genomic Hybridization, CGH; 1992). Für diese Methode werden die zu untersuchende DNA und eine gesunde
                        Kontroll-DNA mit unterschiedlichen Farben markiert. Bei der kompetitiven
                        Hybridisierung der 2 gefärbten DNAs mit einem Kontrollgenom werden Aberrationen erkannt, wenn in betroffenen Bereichen eine der Farben
                        überwiegt. Bei einer Array-CGH werden die beiden DNAs an immobilisierte Oligonukleotide auf
                        der Glasoberfläche eines Objektträgers hybridisiert. Bei entsprechend hoher
                        Anzahl können die Oligonukleotide das gesamte Genom repräsentieren  ▶ [16].

      Bei einem nicht invasiven Pränataltest zur Entdeckung von Trisomie 21 aus zellfreier fetaler DNA im
                        mütterlichen Blut wird eine
                        Next-Generation-Sequencing (NGS)-Methode verwendet. Bei dieser Methode wird ein statistischer Vergleich
                        der Mengen von mütterlichen und fetalen DNA-Abschnitten für Chromosom 21
                        durchgeführt und führt im Falle einer Abweichung zum Verdacht auf eine
                        Trisomie 21  ▶ [24].

      Monogenetische Erkrankungen mit bekannten Sequenzabweichungen können in der PID und der
                        Pränataldiagnostik erkannt werden. Häufig untersuchte Prädispositionen für
                        schwerwiegende Krankheiten sind Mukoviszidose, spinale Muskeldystrophie, Chorea Huntington, fragiles X-Syndrom und myotone Dystrophie. Ein Grenzfall in der Diskussion um die Ethik bei der
                        Pränataldiagnostik ist die Untersuchung von Mutationen in den Genen BRCA1 und BRCA2, welche ursächlich für ein früheres Auftreten von familiär
                        bedingtem Brust- und Eierstockkrebs sein können. Diskutabel ist, ob in
                        diesen Fällen eine Prädisposition zu einer schwerwiegenden Krankheit
                        vorliegt, weil ungewiss ist, wann die Erkrankung eintrifft und ob sie das
                        Leben bedroht.

      Traditionelle Nachweismethoden für monogenetische Krankheiten mit Punktmutationen sind die Restriktions-Fragment-Längen-Polymorphismus (RFLP) oder PCR-basierten Techniken. Heute wird für die Aufklärung von Mutationen i.d.R. die automatische DNA-Sequenzierung eingesetzt. Diese Methode bietet eine hohe Genauigkeit in der Analyse
                        bekannter monogenetischer Ursachen, ist jedoch ein relativ aufwendiges
                        Verfahren. Eine Sequenzierung mit NGS wird aufgrund der Hochdurchsatzfähigkeit in Zukunft die
                        effizientere Methode darstellen. Insbesondere können mit NGS Krankheiten
                        besser untersucht werden, für die eine Vielzahl von veränderten Genen
                        ursächlich ist.

      1.1.3 Molekulare Diagnostik in der Onkologie

      Die Entstehung von Tumoren vollzieht sich nach dem im Jahre 2000 publizierten
                    Modell von Hanahan und Weinberg  ▶ [6] aus einem logischen Netzwerk von 6 notwendigen Stufen
                    zellulärer Fehlentwicklung. Die 6 Stufen beruhen auf zahlreichen genetischen
                    Punktmutationen, gefolgt von chromosomalen Veränderungen. 2011 wurde das Modell
                    um die 4 Punkte Energiehaushalt, Entzündung, Abwehr einer Immunantwort sowie die
                    genomische Instabilität und Mutationen erweitert  ▶ [5]. Die genomische Instabilität und Mutationen sind im Verlauf der Tumorgenese die treibende Kraft. Mutierte oder verändert exprimierte „Driver“-Gene bewirken dabei einen selektiven Wachstumsvorteil. Diese Mutationen
                    betreffen die 3 Kernprozesse, die das Zellwachstum regulieren:
                    Zelldifferenzierung, Zellüberleben und Aufrechterhaltung der genomischen
                    Stabilität  ▶ [26].
                    In genomweiten Sequenzanalysen wurden für bestimmte Tumoren die
                    charakteristischen Anzahlen proteinverändernder Mutationen identifiziert. In
                    Mammakarzinomen wurden durchschnittlich 33, in Ovarialkarzinomen 42 und in
                    Endometriumkarzinomen 49 solcher Mutationen ermittelt  ▶ [26].

      Somatische Mutationen führen zu Proteinen mit veränderter Aminosäuresequenz, die als immunogene Antigene wirken und somit das Immunsystem aktivieren können. Kürzlich wurde beschrieben, dass eine Immuntherapie mit PD-1-Antikörpern (Programmed-Cell-Death-1-Antikörpern) zur Blockade der Interaktion des PD-1-Rezeptors mit seinem Liganden PD-L1 nur bei Tumoren mit defektem Mismatch-Reparaturmechanismus wirkt. Eine mögliche Erklärung ist, dass aufgrund der stark erhöhten Mutationsrate in Mismatch-Reparatur-defizienten Tumoren die Neo-Antigen-Erkennung durch das Immunsystem verstärkt auf veränderte Proteine reagiert  ▶ [11].

      Bei der onkologischen Diagnostik bilden daher die Detektion von Mutationen in Form von Punktmutationen oder chromosomalen Veränderungen unter
                    Einsatz einer Vielzahl molekularbiologischer Techniken die Grundlage für die
                    Diagnose, Prognose und Therapie von Tumoren.

      In vielen Tumorentitäten sind z.B. Onkogene und/oder Tumorsuppressorgene mutiert, wobei TP53 am häufigsten involviert ist  ▶ [15]. Weiterhin
                    können DNA-Reparaturgene wie BRCA1
                     ▶ [14] und BRCA2
                     ▶ [28] verändert
                    sein, die als prädiktive Risikogene für vererbbaren Brustkrebs gelten. Auf der
                    Suche nach tumorrelevanten Rezeptoren fanden Forscher um Axel Ullrich den humanen
                    EGF-Rezeptor Typ 2 (HER2)  ▶ [8] und entwickelten einen Antikörper für eine gezielte
                    Behandlung  ▶ [21].
                    Dieser Antikörper kann unter dem Namen Trastuzumab seit 2000 in der Europäischen Union bei Patientinnen mit metastasiertem
                    Brustkrebs mit einer HER2-Überexpression eingesetzt werden. Der Nachweis einer HER2-Überexpression in der Immunhistochemie (IHC) ist bei eindeutig hoher, sog.
                    IHC-3-Reaktion prädiktiv für eine erfolgreiche Behandlung, die sich gegen HER2
                    richtet. Bei weniger eindeutigen Ergebnissen wird eine FISH-Diagnose einbezogen,
                    die einen amplifizierten Genbereich auf Chromosom 17 nachweisen soll, auf dem
                    das Gen ERBB2 liegt, welches HER2 kodiert  ▶ [12].

      Die Funktion eines Proteins kann durch den Austausch einer einzelnen Base (Punktmutation) im
                    kodierenden Bereich des Gens zerstört oder beeinträchtigt werden. Einzelne
                    veränderte Basen im Genom, die nicht zwingend im kodierenden Bereich eines Gens
                    liegen müssen, werden als SNP (Single Nucleotide Polymorphism,
                    Einzelbasenaustausch) bezeichnet. Auch wenn sie die Funktionalität eines Gens nicht unbedingt
                    beeinflussen, können sie dennoch als Marker für eine Krankheit dienen. Die
                    Analyse von Punktmutationen oder SNPs erfolgt hauptsächlich durch
                    Sequenzierung.

      Eine altgediente Methode der DNA-Mutationsanalyse ist der Nachweis von DNA-Schnittmustern nach dem Verdau mit
                    bakteriellen Restriktionsenzymen, die DNA an individuellen Nukleotidabfolgen
                    zerschneiden. Dieses
                    Restriktions-Fragment-Längen-Polymorphismus (RFLP) genannte Verfahren wird zur Detektion bekannter Basenaustausche innerhalb
                    der Erkennungssequenz entsprechender Restriktionsenzyme eingesetzt. Ein
                    Ausbleiben des DNA-Verdaus deutet auf eine Veränderung der Basenabfolge an der
                    Restriktionsstelle hin.

      Weitere Methoden zur Mutationsanalyse beruhen auf der Hybridisierung von
                    möglicherweise betroffenen DNA-Abschnitten mit Oligonukleotiden. Bei der
                    anschließenden Elektrophorese unter denaturierenden Bedingungen werden dann 100%
                    komplementäre Doppelstränge und solche mit fehlerhaften Basen aufgrund der
                    veränderten Bindungsstärke diskriminiert.

      Eine indirekte Methode zum Nachweis von Mutationen in Mismatch-Reparatur-Genen
                    ist die
                    Mikrosatelliten-Analyse. Dabei werden nicht kodierende repetitive DNA-Sequenzen (auch als Short Tandem Repeats, STRs, bezeichnet) untersucht. Bei der Replikation unterlaufen der DNA-Polymerase im Bereich
                    dieser repetitiven Sequenzen in Mikrosatelliten häufig Fehler. Die daraus
                    resultierenden veränderten Anzahlen der STR-Wiederholungen werden normalerweise
                    von DNA-Reparaturmechanismen korrigiert. In Tumoren, bei denen die
                    Mismatch-Reparatur-Gene MSH2, MLH1, MSH6 oder PMS2 mutiert sind, bleiben die
                    veränderten Längen repetitiver Sequenzen bestehen. Bei dem Test auf Mikrosatelliteninstabilität (MSI) wird tumorfreie DNA, z.B. aus Leukozyten, mit DNA aus
                    Tumoren verglichen, um das Vorhandensein unterschiedlicher Allellängen nach
                    einer PCR-Amplifikation von Mikrosatellitenmarkern gelelektrophoretisch zu
                    untersuchen. Eine so gezeigte MSI weist auf ein Lynch-Syndrom hin, das ein hereditäres, nicht polypöses Kolonkarzinom (HNPCC) oder die vererbbare Form
                    eines Endometriumkarzinoms aufzeigt  ▶ [22].

      Für die Ermittlung von SNPs ist eine
                    direkte DNA-Sequenzanalyse der codierenden Abschnitte
                    (Exons) eines betroffenen Gens sowie deren angrenzende Regionen nach
                    Amplifikation durch PCR der Goldstandard. Die modernen Sequenziermethoden
                    beruhen auf der
                    Didesoxy-Methode nach Frederick Sanger. Hier wird an
                    der DNA-Matrize mit einer DNA-Polymerase ein komplementärer Strang erzeugt. Für
                    die Synthese wird eine Mischung von Desoxynukleosid-Triphosphaten (dNTP) mit
                    einer geringen Anzahl von Didesoxynukleosid-Triphosphaten (ddNTP) verwendet. Die
                    ddNTP stoppen die Polymerisierung der kopierten DNA an der Stelle ihres Einbaus
                    ab. Durch eine Markierung der jeweiligen ddNTP für die Nukleotidbasen Adenin,
                    Thymin, Guanin und Cytosin können die unterschiedlichen Längen der
                    synthetisierten DNA einer der 4 Basen zugeordnet werden. Ursprünglich waren
                    dafür 4 Reaktionsansätze mit dem jeweiligen radioaktiv markierten
                    Stopp-Nukleotid und eine Analyse durch Gelelektrophorese vonnöten. Moderne
                    Sequenziermethoden verwenden 4 verschiedenfarbige Fluoreszenzmarker zur gleichzeitigen Detektion der 4 Nukleotidbasen und eine
                    kapillarelektrophoretische Auftrennung der Sequenzierungsprodukte. Durch
                    Laserlichtanregung werden dann die verschieden markierten DNA-Fragmente über die
                    um eine Base verlängerte Retentionszeit in der Kapillare einem Nukleotid in der
                    DNA zugeordnet und somit die DNA-Sequenz dechiffriert  ▶ [18].

      Ein besonderer Fortschritt für die Analyse von Nukleotiden ist die
                    Möglichkeit, DNA-Abschnitte mithilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) gezielt zu amplifizieren. Mit dem Einsatz von hitzestabilen
                    DNA-Polymerasen und sequenzspezifischen Starter-Oligonukleotiden (Primer) können
                    ausgesuchte DNA-Abschnitte exponenziell vermehrt werden. Die PCR-Produkte können
                    in der Gelelektrophorese analysiert werden.

      Bei der
                    Real-Time-PCR oder quantitativen PCR
                        (qPCR) wird nach jedem Synthesezyklus eine fotometrische Analyse durchgeführt,
                    um jeden Verdopplungsvorgang der neu synthetisierten DNA zu analysieren. Zur
                    Quantifizierung der DNA werden Fluoreszenzfarbstoffe eingesetzt. Diese lagern
                    sich an doppelsträngige PCR-Produkte, werden mit einem Laser angeregt und
                    emittieren eine bestimmte Menge Licht, die proportional zur neu synthetisierten
                    DNA ist. Die zum Erreichen einer definierten Lichtemission benötigte Anzahl von
                    PCR-Zyklen wird als „Crossing Point“ (Ct) gemessen. Um die Expression eines
                    gesuchten Zielgens, z.B. in Tumorgewebe im Vergleich zu einem gesunden
                    Kontrollgewebe, zu quantifizieren, müssen parallel ein oder mehrere
                    Housekeeping-Gene in beiden Geweben untersucht werden. Die Ct der
                    Housekeeping-Gene, welche unabhängig vom Zelltyp und äußeren Einflüssen
                    konstitutiv exprimiert werden, sind zur Normalisierung der Ergebnisse für die
                    Ct-Werte der Zielgene vonnöten. Eine mathematische Auswertung der PCR-Ergebnisse
                    ergibt dann die relative Veränderung des Zielgens.

      Die qPCR kann auch direkt zum Nachweis bekannter Polymorphismen oder
                    Mutationen eingesetzt werden. Dabei erfolgt die Detektion über sequenzspezifische Sonden-Hybridisierung und Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET). Die Bestimmung des Genotyps erfolgt durch eine
                    Schmelzkurvenanalyse.

      Ein 1996 neu entwickeltes Verfahren zum Nachweis bekannter Mutationen oder
                    SNPs sowie unbekannter kurzer DNA-Abschnitte ist die Pyrosequenzierung
                     ▶ [17]. Bei der Pyrosequenzierung wird ein messbares Licht emittiert, wenn das jeweils passende
                    Nukleotid bei der Strangelongation in die DNA eingebaut wird. Die 4
                    verschiedenen Nukleotide werden sequenziell zur Analyse zugegeben. Sollten
                    mehrere gleiche Nukleotide sequenzspezifisch nacheinander eingebaut werden,
                    entsteht eine proportional stärkere Lichtemission. Verglichen mit der
                    Sequenzierung nach Sanger ist diese Methode deutlich sensitiver, gut
                    automatisierbar und eignet sich zur hochparallelen Analyse von
                    DNA-Proben.

      Die Suche und der Nachweis unbekannter Mutationen erfordern im Gegensatz zur
                    zielgerichteten Diagnostik aufwendigere Verfahren. Bei der Diagnostik von
                    gynäkologischen Tumoren ist es nicht immer ausreichend, monogene Mutationen zu
                    untersuchen, sondern eine Vielzahl unterschiedlichster Genveränderungen.

      Eine methodische Revolution der Sequenzierung (und eine Optimierung der
                    Pyrosequenzierungstechnologie) stellt das 2000 eingeführte Verfahren eines sog.
                        Next-Generation-Sequencing (NGS) dar, welches erstmals
                    Ultrahochdurchsatz-Analysen ermöglicht. NGS erlaubt sowohl die klonale
                    Sequenzierung einzelner Moleküle als auch eine gleichzeitige Sequenzierung einer
                    Vielzahl von Genen und somit neben der hohen Sequenzierkapazität auch eine
                    höhere diagnostische Sensitivität. 

      
        
          Next-Generation-Sequencing.
        

        Abb. 1.1 Arbeitsschritte im Ablauf des Next-Generation-Sequencings.
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      Aufgrund der stetigen Weiterentwicklung wurde die Nomenklatur des NGS in Sequenzierung der 2. Generation respektive der 3. Generation konkretisiert. Die wichtigsten Arbeitsschritte des Next-Generation-Sequencings sind in der  ▶ Abb. 1.1 dargestellt.

      Das erste NGS-Verfahren wurde 2000 von Brenner und Mitarbeitern beschrieben. Das
                    MPSS (Massive parallel Signature Sequencing)-Verfahren bestimmt die mRNA-Expressionslevel anhand der Anzahl individueller
                    mRNA-Transkripte eines jeden Gens durch einen komplizierten Prozess der
                    Adapter-Ligation und -Dekodierung  ▶ [3]. Aufgrund derer komplexer Analysen
                    setzte sich diese Technologie nicht durch.

      Seit 2005 wird eine Sequenzierung der 2. Generation unter dem Namen Roche 454 Genome Sequencer-System vermarktet. Die 454-Technologie kombiniert eine Emulsions-PCR (emPCR) mit
                    einer hochparallelen Pyrosequenzierung. Im ersten Schritt wird die DNA
                    fragmentiert und mit 2 universellen Adaptersequenzen ligiert. Über die
                    Adaptersequenzen werden die DNA-Fragmente an oligonukleotidtragende
                    Capture-Beads gebunden und in der emPCR klonal amplifiziert. Bei der emPCR wird
                    aus DNA, den Beads, Wasser und Öl eine Emulsion erzeugt, bei der jeder
                    Wassertropfen ein Bead mit höchstens einem DNA-Fragment enthält. DNA-tragende
                    Beads werden dann angereichert und in die Reaktionskammern einer wabenförmigen
                    Pikotiterplatten befördert, die alle Reagenzien für die anschließende
                    Pyrosequenzierung enthalten. Idealerweise soll jede Pore der Pikotiterplatte ein
                    Bead mit einem amplifizierten DNA-Fragment enthalten  ▶ [13].

      2006 wurde die Methode „Sequencing by Synthesis“
                        (SBS) von Illumina/Solexa eingeführt, bei der die fragmentierte Template-DNA
                    über spezifische Adaptoren an einen Glasobjektträger kovalent gebunden wird, auf
                    der die Sequenzierreaktion stattfindet. Als Brückensynthese wird die Clusterbildung identischer Moleküle durch einen
                    PCR-ähnlichen Schritt ausgehend vom gebundenen Startermolekül bezeichnet. Die
                    Sequenzierung erfolgt zyklusweise während der PCR-Synthese und bedient sich
                    einer reversiblen Terminatorchemie und fluoreszenzmarkierter Nukleotide. Hierbei
                    kann in jedem Zyklus nur ein Nukleotid eingebaut werden, bevor die
                    Fluoreszenzfarben ausgelesen werden, welche die 4 Nukleotide repräsentieren.
                    Dann erfolgt die Abspaltung der terminierenden Azidomethylguppe und die
                    Polymerisation kann sich im nächsten Zyklus fortsetzen. Diese Methode erlaubt
                    zusätzlich eine Sequenzierung mit gepaarten Enden, wobei die DNA-Fragmente von
                    beiden Seiten mit einer vorher festgelegten Leseweite von 100–250 Bp sequenziert
                    werden. Die Genauigkeit der Methode ist signifikant erhöht, da die analysierten
                    Sequenzen überlappen können  ▶ [1].

      2008 wurde die
                    Zwei-Basen-Sequenzierung SOLiD von Applied Biosystems/Life
                    Technologies vorgestellt  ▶ [25]. Die Technologie basiert ebenfalls auf klonaler
                    Amplifikation von DNA-Fragmenten durch emPCR. Die DNA-tragenden Beads werden auf
                    die Oberfläche eines speziellen Glasobjektträgers aufgebracht. Die Sequenzierung
                    erfolgt durch Ligation, d.h. fluoreszenzfarbstoffgekoppelte
                    8-mer-Oligonukleotide werden an universelle Primersequenzen ligiert. Die ersten
                    2 Basen in dem ansonsten degenerierten 8-mer sind durch eine Fluoreszenzfarbe
                    kodiert. Diese wird nach jedem Ligationsvorgang durch Spaltung des 8-mers nach
                    der 5. Base abgespalten. Bei der erneuten Ligation werden dann die Basen 6 und
                    7, dann die Basen 11 und 12, etc. ausgelesen. Nach 7 Ligationszyklen werden die
                    Ligationsprodukte wieder abgespalten und der gesamte Vorgang wiederholt. Dann
                    werden die universellen Primersequenzen um eine Base verschoben. Dadurch werden
                    alle erfassten Dimere zweimal detektiert (Zwei-Basen-Sequenzierung), was die
                    Sequenziergenauigkeit erhöht. 

      Die Firma Ion Torrent entwickelte 2010 eine
                    auf Ionen-Halbleitertechnologie basierende
                        Sequenziertechnik. Wenngleich hier auch die Sequenzierung durch
                    Synthese verwendet wird, unterscheidet sich die Methode grundlegend von allen
                    vorherigen Technologien durch den Verzicht auf ein optisches Signal. Anstelle
                    dessen wird eine Änderung des pH-Wertes detektiert. Diese entsteht während der
                    Polymerisation durch ein freigesetztes Wasserstoffion beim Einbau eines
                    Nukleotids. Die zu sequenzierende DNA wird in Mikroreaktionskammern auf einem
                    Halbleiterchip gebracht und die freigesetzten Wasserstoffionen werden von einer
                    pH-sensitiven Schicht unterhalb der Reaktionskammern detektiert  ▶ [19].

      Die Nanoporen-Sequenzierung gehört bereits zur Sequenzierung der 3. Generation. Diese erlaubt
                    erstmals die Sequenzierung einzelner Moleküle und misst die Reaktion ohne eine
                    vorangegangene Amplifizierung. Diese neue Technologie macht es möglich, das
                    Genom einzelner Zellen zu sequenzieren, indem das Signal in Echtzeit aufgenommen
                    wird. Je nach angewandtem Verfahren werden entweder freigesetzte Fluorophore (in Anlehnung an die Pyrosequenzierung) oder Protonen (als
                    Variante der Halbleitertechnik) gemessen. Die DNA-Moleküle werden durch
                    Nanoporen in einer künstlich erzeugten Membran geleitet, und durch
                    Potenzialänderung werden die durchtretenden Nukleotide gemessen. Die
                    Durchtrittsgeschwindigkeit ist u.a. vom pH-Wert abhängig. Durch die spezifischen
                    Potenzialänderungen für jedes der 4 Nukleotide lässt sich aus dem erhaltenen
                    Datensatz die Sequenz ablesen  ▶ [2].

      Die Sequenzierung mit NGS-Techniken entwickelt sich seit ihrer Einführung ständig weiter und eröffnet
                    immer neue diagnostische Möglichkeiten. Umfassende genomweite Analysen in der
                    klinischen Diagnostik waren früher nicht denkbar, weil die dafür aufzuwendenden
                    Kosten und die benötigte Zeit in keinem Verhältnis zum Wert der Aussage
                    gestanden hätten. Der technische Fortschritt macht die Analyse eines humanen
                    Genoms stetig günstiger und damit für die molekulare Diagnostik durch
                    Gesamtgenom-Sequenzierung (Whole Genome Sequencing,
                        WGS) erschwinglich. Die parallel dazu enorm steigende Sequenziergeschwindigkeit mit
                    modernen NGS-Maschinen ermöglicht eine zeitgerechte Diagnostik. Die
                    Sequenzierkosten sowie die Menge von Basen, die täglich von einer NGS-Maschine
                    gelesen werden können, sind in  ▶ Abb. 1.2 dargestellt.

      
        
          Entwicklung der Geschwindigkeit der Sequenzierung und Kosten der Sequenzierung eines humanen Genoms von 2001 bis 2015.
        

        Abb. 1.2 Auf der linken Achse sind die Kosten der Sequenzierung eines Genoms in US-Dollar angezeigt. Die stetig sinkenden Kosten zeigt die schwarze Kurve  ▶ [27]. Die rechte Achse und die blaue Kurve zeigen die Steigerung der möglichen Sequenziergeschwindigkeit pro Tag eines NGS-Geräts von einer Megabase (Mb) auf eine Terabase (Tb) von 2001 bis 2015. Diese Kurve ist angelehnt an Stratton et al. (2009) und mit aktuellen Daten erweitert  ▶ [23]. Ein besonders rapides Absinken der Sequenzierkosten ist nach der Etablierung moderner NGS-Technologien ab 2007 zu beobachten.
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      1.1.4 Tumorklassifikation, Prädiktion, zielgerichtete Therapie

      Die Weiterentwicklung molekularer Analysetechniken hat die Möglichkeiten der Diagnostik und Therapie
                    entscheidend erweitert. Auf der Basis von Genexpressionsprofilen hunderter
                    Brustkrebspatientinnen wurde ein neues Klassifikationsprinzip erstellt. Damit
                    wurde neben der traditionellen histomorphologischen Klassifikation die
                    tumorbiologische Identifizierung neuer intrinsischer Subtypen aufgrund von
                    Genexpressionsmustern geschaffen  ▶ [10]. Dies ist ein großer Schritt in Richtung einer
                    personalisierten Medizin mit zielgerichteten Therapien.

      Eine Genexpressionsanalyse ermittelt nicht die veränderten genomischen Eigenschaften in
                    Tumoren, sondern die Expressionsstärke aller Gene einer Tumorzellpopulation. Aus
                    Tumorproben wird hierfür die RNA gewonnen, mit reverser Transkriptase in cDNA
                    überführt und unter Umständen amplifiziert. Für den optischen Nachweis werden
                    fluoreszierende Nukleotide in die abschließend hergestellte cDNA oder cRNA
                    eingebaut. Microarray-basierte Systeme können die Expressionsstärke aller im
                    Genom kodierten Gene erfassen. Auf einem gläsernen Objektträger sind hierfür
                    beispielsweise 66000 Oligonukleotide immobilisiert, die jedes Gen mehrfach
                    repräsentieren. Die aufgebrachten Oligonukleotide sind in einem Raster sortiert,
                    damit jedem Gen eine bestimmte Leuchtintensität zugeordnet werden kann, nachdem
                    der Array mit der gefärbten Probe hybridisiert wurde. Mithilfe entsprechender
                    Computersoftware können dann die Expressionsdaten in ein hierarchisches Profil
                    überführt werden, das eine Tumorklassifizierung erlaubt.

      Für die klinische Routine wäre aktuell die Analyse der Gesamt-mRNA einerseits
                    zu aufwendig, zudem könnte die Masse an Informationen nicht ausreichend zum
                    Vorteil für die Patientin interpretiert werden. Ein Auszug von Genen mit
                    prognostischem und prädiktivem Wert für Patientinnen mit Brustkrebs wird auf verschiedenen kommerziell angebotenen Arrays analysiert.
                    Der Focus der Anbieter von MammaPrint, Oncotype DX, Prosigna und EndoPredict
                    liegt darauf, die Chance für eine spätere Metastasierung des Tumors abzuschätzen
                    und eine Entscheidungshilfe für oder gegen den Einsatz einer Chemotherapie zu
                    geben. Bei Tests der 2. Generation, Prosigna und EndoPredict, werden klinische
                    Parameter wie Tumorgröße und/oder Lymphknotenstatus mit einbezogen.

      Micro-Arrays eignen sich ebenfalls für die Identifizierung von humanen Papillomaviren (HPV), von denen über 30 Typen existieren, die mit hohem oder
                    niedrigem Risiko verbunden sind, Gebärmutterhalskrebs auszulösen. Ein Beispiel
                    für einen arraybasierten HPV-Test mit vorheriger PCR-Amplifikation der Onkogene E6/E7 ist
                    der EUROArray HPV 8 (Euroimmun, Lübeck), der 30 derzeit beschriebene genitale
                    HPV-Typen analysiert. Andere HPV-Nachweise und Spezifizierungen arbeiten mit PCR
                    und Sequenzierung oder Hybridisierung.

      Die Analyse der mRNA-Expression mit Genexpressionstests spiegelt nur
                    theoretisch den Phänotyp eines Tumors wider, denn die exprimierte mRNA gelangt
                    nicht unbeeinflusst zur Proteinbiosynthese. Die 1993 erstmals beschriebene
                    microRNA oder miRNA wird heutzutage ausgiebig erforscht. Diese 18–22 Nukleotide
                    langen, nicht kodierenden RNA-Abschnitte regulieren als RNA-Silencer
                    posttranskriptional die Genexpression. Durch die Bindung an komplementäre
                    Basensequenzen der mRNA reprimieren miRNA deren Translation. MiRNA beeinflussen
                    viele biologische Prozesse wie Proliferation, Zelltod, Entwicklung und
                    genomische Instabilität. Für nahezu alle Vorgänge der Tumorbildung wie
                    Zellzyklus, Apoptose, Invasion und Angiogenese sind Dysregulationen von miRNA
                    gefunden worden  ▶ [4]. MiRNA können durch qPCR und Micro-Arrays analysiert
                    werden. Sie sind sehr stabil und lassen sich aus nativem, formalinfixiertem
                    Gewebe oder aus Blut isolieren. MiRNA können auch mit NGS-Methoden
                    (MicroRNA-Sequencing) in Hochdurchsatz-Analysen untersucht werden.

      Mit der stetig steigenden Sensitivität der molekularen Diagnostik verändern
                    sich die Anforderungen an die Untersuchungsmaterialien. Während früher die
                    Gewinnung von Tumormaterial in Form von Frischgewebe für die meisten Tests
                    unerlässlich war, können heute auch Analysen mit leicht zu generierenden Proben
                    durchgeführt werden. Aus Blut können Tumorzellen isoliert werden, um z.B. deren Mutationsmuster sowie Tumorbiomarker zu analysieren. Dieses bietet zusätzlich die Möglichkeit, Analysen
                    zu erwünschten Zeitpunkten nur durch Blutgewinnung zu wiederholen.

      Der Nachweis zirkulierender Tumorzellen (CTC) oder zirkulierender Tumor-Nukleinsäuren (ctDNA, ctRNA, ctmiRNA) im Blut hat eine
                    besondere prognostische Relevanz. Für Patientinnen mit primärem Mammakarzinom
                    ist der Nachweis von CTC ein unabhängiger negativer Prädiktor für
                    krankheitsfreies Überleben und Gesamtüberleben  ▶ [9].

      Auch zirkulierende Tumor-Nukleinsäuren dienen als Tumormarker. Isolierte DNA
                    aus CTC oder freie Tumor-DNA können in der qPCR oder auch der Digital-PCR auf krebsspezifische Mutationen oder Genexpressionsmuster getestet
                    werden.

      Bei der Digital-PCR wird eine sog. Mikrofluidik erzeugt, bei der DNA in Tropfen so stark verdünnt wird, dass nicht
                    alle Tropfen ein Molekül enthalten. Bei der anschließenden PCR-Analyse wird dann
                    die Anzahl der Tropfen ermittelt, die ein Amplifikat enthalten oder nicht.
                    Dadurch wird eine sehr hohe Sensitivität erreicht. Bei der Analyse von frei zirkulierender Tumor-DNA erlaubt sie eine absolute Quantifizierung und dient zum
                    Nachweis von Punktmutationen, Kopienzahlvariationen, Heterozygotieverlust und
                    Aneuploidie.

      Ein besonders aufsehenerregendes neues Verfahren des genomischen Editierens ist das CRISPR/Cas-System (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats). Diese Klonierungstechnik, die auf einer Art bakteriellem Immunsystem beruht, beschleunigt die Herstellung von transgenen Zellen oder Tieren für Forschungszwecke oder die somatische Gentherapie. Als „Breakthrough of the Year 2015“ von der Fachzeitschrift Science bezeichnet, wird diese Technik zukünftig für die Tumormedizin eine bedeutende Rolle spielen. Bei der individuellen Analytik von Tumorzellen eines Patienten könnten spezifische Zielstrukturen für die Therapie gefunden werden und auch bei der gezielten Behandlung von metastasierenden Zellen werden aktuell Lösungsansätze unter Verwendung des CRISPR/Cas-Systems entworfen  ▶ [20].
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    2 Geburtshilfe

      2.1 Molekulare Grundlagen der Befruchtung und Implantation

      A.P. Bielfeld, C. Grewe, J.S. Krüssel

      2.1.1 Einleitung

      Die Entstehung jedweden neuen Lebens im Rahmen der geschlechtlichen Fortpflanzung des Menschen beginnt mit der Befruchtung der weiblichen Eizelle durch ein Spermium des Mannes. Im natürlichen Zyklus der Frau hat diese beim Geschlechtsverkehr zum optimalen Zeitpunkt und in Abhängigkeit vom Alter eine Chance auf Schwangerschaft von etwa 3–25%. Bis auf wenige Ausnahmen steht hierbei in jedem Zyklus eine einzelne Eizelle bis zu 600 Mio. Spermien gegenüber, von denen allerdings nur einige Hundert bis zur Eizelle im Eileiter gelangen. Mit dem Eindringen einer dieser Samenzellen in die Eizelle und mit der Verschmelzung der Genome entsteht ein Embryo, der in vitro insbesondere in Deutschland durch das Embryonenschutzgesetz (ESchG) geschützt wird. Der Prozess der menschlichen, embryonalen Implantation ist ein hochkomplexer Vorgang und bedarf einer ausgefeilten, koordinierten Entwicklung des Embryos und des mütterlichen Endometriums.

      In den letzten Jahren wurden erhebliche Fortschritte im Verständnis der zugrunde liegenden molekularen Zellphysiologie und -biologie gemacht. Allerdings wurden hierbei meist der Embryo oder das Endometrium separat und nicht gemeinsam untersucht. Dabei ist gerade der embryo-maternale Dialog und die damit verbundene wechselseitige Beeinflussung beider Dialogpartner von entscheidender Bedeutung, um die für das Erreichen einer erfolgreichen Schwangerschaft wichtige Synchronisation herzustellen. Trotz spezieller Therapieformen wie der In-vitro-Fertilisation (IVF), häufig unter Zuhilfenahme der intrazytoplasmatischen Spermiuminjektion (ICSI), bei der die Ei- und Samenzellen zur Fertilisation und anschließendem Transfer in utero bereitstehen und damit bereits viele zugrunde liegende Hindernisse ausgeräumt werden, ist diese erfolgsbestimmende Synchronisation nicht zwingend gegeben. Dadurch ist die Suche nach zusätzlichen Verfahren zur individuellen Steigerung der Schwangerschaftsraten ein aktuelles Thema in der Reproduktionsmedizin. Im Folgenden sollen neueste Untersuchungen aus der Literatur und daraus resultierende klinische Ansätze dargestellt werden.

      2.1.2 Datenlage aus der Grundlagenforschung

      Schon während der 6. Woche der fetalen Entwicklung wandern sog. Urkeimzellen in die Gonadenanlage ein. Durch eine Vielzahl an mitotischen
                    Teilungen bilden sich in den folgenden Monaten Zellklone, die als primäre Oozyten bezeichnet werden und von einem einschichtigen Follikelepithel
                    umhüllt sind. Gemeinsam bilden die Oozyten mit den umliegenden Epithelzellen
                    eine definierte Anzahl von Primordialfollikeln. Neben der Entstehung neuer Primordialfollikel kommt es zeitgleich
                    zum Untergang von Follikeln, sodass zum Zeitpunkt der Geburt noch etwa 20% des
                    Gesamtkollektivs vorhanden sind. Die primären Oozyten werden bis zum Beginn der
                    Pubertät im Diplotän der Prophase der 1. Reifeteilung arretiert
                    (Diktyotän).

      Ab der Pubertät bewirkt der Einfluss von follikelstimulierendem Hormon (FSH) in jedem Zyklus die Proliferation einiger
                    Primordialfollikel. Über das Stadium der Primärfollikel mit noch einschichtig kubischem Follikelepithel bilden sich die
                    sog. Sekundärfollikel, die sich durch ein umliegendes mehrschichtiges Follikelepithel
                    (Stratum granulosum) und umliegende Thekazellen auszeichnen. Bei den Sekundärfollikeln zeigt sich zwischen der
                    Oozyte und dem Follikelepithel erstmals eine dünne Glykoproteinschicht, die sog.
                    Zona pellucida. Die in der weiteren Entwicklung aus den Sekundärfollikeln
                    hervorgehenden Tertiärfollikel besitzen eine Follikelhöhle, an deren Rand sich die Eizelle in
                    einer Ansammlung von Granulosazellen (Cumulus oophorus) befindet. Die
                    umliegenden Thekazellen haben sich zu diesem Zeitpunkt in die
                    androgenproduzierende Theka interna und die Theka externa differenziert. Die
                    dort gebildeten Androgene werden im Anschluss von den Granulosazellen zu
                    Östrogenen aromatisiert. Unter weiterem FSH-Einfluss kommt es in jedem Zyklus
                    zur Ausbildung des Graaf‘schen Follikels, während die übrigen Follikel in Atresie gehen. An der Auslösung
                    der Apoptose sind eine Vielzahl von Faktoren beteiligt. Neben dem Verlust der
                    umgebenden Granulosazellen kann eine Veränderung der Konzentration an cAMP und
                    cGMP die Apoptose der Oozyten induzieren. Weitere beteiligte Faktoren sind
                    Alterungsprozesse, Oxidanzien, reaktive Sauerstoffspezies (ROS), Schwankungen
                    der Ca2+-Konzentration, BH3-only-Proteine (z.B. BID) sowie die
                    Relation von proapoptotischen Stoffen und supprimierenden Faktoren  ▶ [56]. Ausgelöst
                    durch den präovulatorischen LH-Anstieg wird in der Eizelle die erste meiotische
                    Reifeteilung abgeschlossen und der erste Polkörper ausgestoßen (haploider
                    Chromosomensatz). Schon im Rahmen dieser ersten meiotischen Teilung findet durch
                    den Vorgang der Rekombination ein Austausch von Anteilen der homologen Chromosomen (Crossing-over) statt. Chromosomale Strangbrüche ermöglichen
                    hierbei eine Verbindung der komplementären DNA-Stränge mit Durchmischung der
                    entsprechenden Gene. Die im sprungbereiten Follikel frei schwimmende (sekundäre)
                    Oozyte wird von einigen Granulosazellen des Cumulus oophorus umgeben (Corona
                    radiata). Sie befindet sich in einem erneuten Arrest in der Metaphase der
                    zweiten meiotischen Teilung, welcher bis nach der Befruchtung aufrechterhalten
                    bleibt. Im Anschluss an die Ovulation und nach Aufnahme der Eizelle in den Eileiter ist diese nur für
                    einige Stunden befruchtungsfähig.

      Nach Eindringen der Spermien in den weiblichen Genitaltrakt findet die sog. Kapazitation statt. Durch Bestandteile des Ejakulats und der weiblichen Sekrete
                    wird eine bis dahin vorhandene Glykoproteinschicht auf der Oberfläche der
                    Spermien entfernt und das Spermium „aktiviert“. Beim Zusammentreffen der
                    Samenzelle mit der Zona pellucida wird durch ein dort vorhandenes Protein die Akrosomenreaktion ausgelöst. Hierbei werden hydrolysierende Enzyme freigesetzt (u.a.
                    Hyaluronidase und Akrosin), die dem Spermium das Durchdringen der Zona pellucida
                    innerhalb einiger Minuten ermöglichen. Im perivitellinen Raum lagert sich die
                    Samenzelle im Anschluss tangential an die Eizelle an. Durch dort vorhandene
                    Rezeptoren kommt es zur Verschmelzung der Membran der Eizelle mit dem
                    postakrosomalen Membranbezirk der Samenzelle. Das eigentliche Eindringen der
                    Samenzelle in die Eizelle wird als Imprägnation bezeichnet und hat eine Depolarisation der Eizellmembran (Oolemma)
                    zur Folge. Die folgende Ausschüttung von Enzymen und Polysacchariden aus
                    kortikalen Vesikeln der Eizelle in den perivitellinen Raum bedingt die sog. Zonareaktion der Zona pellucida, durch die das Eindringen weiterer Spermien in
                    die Eizelle verhindert wird. In der Folge steigt die
                    Ca2+-Konzentration in der Eizelle, wodurch diese aktiviert
                    und der Arrest in der Metaphase II aufgehoben wird. Nach Beendigung der 2.
                    Reifeteilung und Ausstoßung des 2. Polkörpers kommt es zur Dekondensation der
                    Chromosomen und zur Bildung des haploiden maternalen und paternalen Vorkerns.
                    Nach der folgenden Replikation der Chromosomen verschmelzen diese Vorkerne und
                    bilden die diploide Zygote. Durch die folgenden mitotischen Furchungsteilungen
                    kommt es am 5. Tag der Entwicklung zur Bildung der Blastozyste mit
                    Differenzierung der Zelltypen in Embryoblasten und Trophoblasten. 

      Auf seinem Weg durch den Eileiter exprimiert der Embryo eine Vielzahl von
                    Proteinen, angefangen mit hCG, dem ersten von der Blastozyste sezernierten Protein, welches dem
                    Endometrium die baldige Präsenz des Embryos vermittelt und eine Vielzahl an
                    implantationszuträglichen Veränderungen des Endometriums auf molekularer Ebene
                    initiiert. Das Endometrium ist ein hoch hormonsensibles Gewebe, welches sich in Abhängigkeit
                    von Östrogen (E2) und Progesteron (P) zyklisch verändert. In der östrogendominanten
                    präovulatorischen Phase kommt es bereits zu einem Anstieg der DNA-Synthese und
                    Mitoserate, die mit dem Anstieg von E2 und den Östrogenrezeptoren Erα und Erβ
                    gekoppelt ist. Das E2 führt zu intensiver Proliferation der fibroblastförmigen
                    Stromazellen, während der Anstieg von P nach der durch das luteinisierende
                    Hormon (LH) getriggerten Ovulation zu morphologischen und biochemischen
                    Veränderungen mit Differenzierung der Stromazellen im Sinne einer
                    Dezidualisierung und zum Einwandern von immunkompetenten Zellen führt.

      In der Sekretionsphase 5–7 Tage nach LH-Anstieg ist die maximale Rezeptivität
                    des Endometriums erreicht. Dieser Zeitraum wird auch als das Implantationsfenster bezeichnet  ▶ [38]. Einen ersten Anhaltspunkt für die Existenz eines
                    ausgewiesenen Implantationsfensters des Endometriums mit maximaler Rezeptivität
                    für eine Embryoimplantation in der midsekretorischen Phase gab es bereits vor
                    mehr als 50 Jahren. Da zeigten Hysterektomiepräparate in der
                    Frühschwangerschaft, dass Embryonen vor dem 20. Zyklustag frei in der
                    Uterushöhle flottierten, während Embryonen nach dem 20. Zyklustag bereits an das
                    Endometrium angeheftet waren und das endometriale Stroma invadierten  ▶ [36]. Ebenfalls
                    wurde zur gleichen Zeit die histologische Datierung des Endometriums über den
                    Zyklus etabliert. Diese nach histomorphologischen Kriterien durchgeführte
                    Begutachtung  ▶ [48] und die darauf basierende Annahme, dass das
                    Implantationsfenster bei einem Zyklus von 28 Tagen Länge zwischen Tag 19 und 21
                    des Zyklus, also 5–7 Tage nach LH-Gipfel, liegt, diente über Dekaden einzig als
                    Grundlage für die Bestimmung des Zeitpunktes der endometrialen Rezeptivität. Allerdings war damit eine patientenindividuelle
                    Beurteilung aus einer dynamischen, molekularen Sicht eigentlich
                    unmöglich.

      Aber gerade die Identifikation des individuellen rezeptiven Fensters bei jeder
                    einzelnen Patientin könnte die Implantationsrate positiv beeinflussen. Hier kam
                    es in den frühen 2000ern dann durch die Einführung der Microarray-Technologie zu
                    einer Revolution in der Analyse der molekularen Grundlage und Physiologie der
                    endometrialen Rezeptivität. So wurde gezeigt, dass die Einteilung der Zyklusphase in Proliferations-, frühsekretorische, midsekretorische und
                    spätsekretorische Phase per Array-Technologie und angeschlossener
                    biomathematischer Untersuchung mittels Hauptkomponentenuntersuchung,
                    unabhängiger hirarchischer Clusteranalyse und K-means-Clustering eindeutiger und
                    zuverlässiger individuelle Endometriumproben zuordnen kann, da
                    zyklusphasenspezifische biologische Prozesse und molekulare Funktionen
                    analysiert und in Zusammenhang gebracht werden können  ▶ [55]. Dies gilt
                    nicht nur für gesunde Frauen, sondern auch gerade dann, wenn Erkrankungen wie
                    die Endometriose das histomorphologische Bild des Endometriums verändern können.
                    Gerade hier scheint die endometriale Datierung mittels Array-Analyse der
                    histomorphologischen Bestimmung überlegen zu sein  ▶ [55].

      2.1.3 Molekulare Pathophysiologie

      Die mit zunehmendem Alter der Frau abnehmenden
                    Schwangerschaftsraten begründen sich v.a. in einer reduzierten Qualität der
                    Eizelle. Bei der Reifung des Zellkerns zeigt sich eine zunehmende
                    Wahrscheinlichkeit für eine ausbleibende Trennung der homologen Chromosomen in
                    der Meiose I bzw. der Schwesterchromatiden in der Meiose II. Diese als Non-Disjunctions bezeichneten Vorgänge können sowohl bei Autosomen als auch bei
                    Gonosomen auftreten. Als Ursachen konnten u.a. Schäden am Spindelapparat des
                    Zellkerns identifiziert werden. Durch die längere Exposition der Eizellen
                    gegenüber Strahlung, Chemikalien und anderen schädlichen Stoffen finden sich bei
                    Frauen im Alter von 40–45 Jahren bei etwa 80% der Eizellen Auffälligkeiten am Spindelapparat, während sich diese in der Altersgruppe von
                    20–25 Jahren nur bei 20% der Eizellen nachweisen lassen  ▶ [43],  ▶ [52]. Mögliche
                    Folgen der Spindelschäden sind Zellzyklusarrest, Aneuploidie und generelle
                    genetische Instabilität. An den Alterungsprozessen der Eizelle scheint u.a. eine
                    Dysfunktion der sog. Cohesine beteiligt zu sein. Hierbei handelt es sich um Proteine, die für
                    die Stabilität der Chromosomen und die Verbindung der Schwesterchromatiden
                    verantwortlich sind. In der Regel verhindern sie eine vorzeitige Trennung der
                    Chromatiden in der Meiose I. Mit zunehmendem Alter nimmt die Konzentration an
                    Cohesinen ab und es konnten vermehrt vorzeitige Trennungen der
                    Schwesterchromatiden nachgewiesen werden. Neben den Cohesinen stehen auch die Telomere im Verdacht, einen Einfluss auf die Alterungsprozesse und die
                    Entwicklung der Eizellen zu haben. Es handelt sich hierbei um repetitive
                    Oligonukleotid-Sequenzen an den 3‘-Enden der Chromosomen, welche die
                    Sekundärstruktur der DNA stabilisieren. Bei jeder Zellteilung führt die
                    Replikation der DNA zur Verkürzung der Telomere, da die Initiierung der
                    Replikation primerabhängig erfolgt und dieses Areal nicht mitrepliziert werden
                    kann. Insbesondere sind schnell teilende Zellen von dieser Verkürzung der Telomere betroffen, sie lässt sich aber auch bei Zellen ohne regelmäßige
                    Teilungen nachweisen. Ein Grund hierfür findet sich in der Tatsache, dass die
                    humanen Telomere guanidinreiche Sequenzen sind und empfindlich auf freie Sauerstoffradikale reagieren. Nach jeder Schädigung durchlaufen sie einen
                    primerabhängigen DNA-Reparaturzyklus. Die im Laufe des Lebens auftretende
                    zunehmende Verkürzung der Telomere führt, unabhängig von ihrer Ursache, zu
                    altersspezifischer Morbidität (Diabetes, Krebs oder kardiovaskulären
                    Erkrankungen). Hierbei ist es irrelevant, ob der Verlust an Telomeren durch
                    Zellteilungen oder oxidativen Stress verursacht wurde  ▶ [31]. Erzeugt man
                    im Tiermodell durch eine vermehrte Produktion freier Radikale die Aktivierung
                    der DNA-Reparaturmechanismen, so hat dies eine verstärkte Verkürzung der
                    Telomere zur Folge. Hierdurch lassen sich auch bei Tieren sonst nicht bekannte
                    Alterungsprozesse der Eizellen im Sinne einer meiotischen Dysfunktion erzeugen
                         ▶ [41].

      Zusätzlich zu den an der Kernteilung beteiligten Vorgängen haben
                    morphologische und metabolische Prozesse einen Einfluss auf die Eizellqualität.
                    Insbesondere sind die Eizellen im hohen Maße vom Energiehaushalt abhängig und in
                    vitro konnten deutliche Unterschiede in der ATP-Konzentration der einzelnen
                    Eizellen nachgewiesen werden. Da die ATP-Produktion durch den Vorgang der
                    oxidativen Phosphorylierung in den Mitochondrien erfolgt, spielen diese für die
                    Eizellqualität eine entscheidende Rolle. Sie sind aufgrund ihrer eigenen DNA und
                    nur wenig vorhandenen DNA-Reparaturmechanismen sehr empfindlich gegenüber freien
                    Sauerstoffradikalen. Ein längerer Arrest der Eizellen in der Prophase bedeutet
                    somit immer auch eine längere Exposition der Mitochondrien gegenüber diesen
                    Radikalen und kann eine weitere mögliche Erklärung für ein im Alter geringeres
                    Entwicklungspotenzial der Eizellen liefern. Als Hinweis auf diesen Zusammenhang
                    konnten in den Eizellen von Frauen über 40 Jahren signifikant geringere
                    Konzentrationen der mitochondriale DNA (mtDNA) nachgewiesen werden  ▶ [44],  ▶ [45]. Unter klinischen Aspekten kann
                    seit kurzer Zeit im europäischen Ausland die Viabilität und das Entwicklungs-
                    sowie Implantationspotenzial von euploiden Embryonen durch die Bestimmung des
                    mtDNA-Gehalts mittels Blastomerbiopsie bestimmt werden. Dabei indiziert eine hohe Anzahl mtDNA eine
                    verminderte Embryoqualität aufgrund mitochondrialer Überproduktion durch mitochondrialen
                    Stress  ▶ [44]. Da
                    die Studienlage hier noch recht limitiert ist, kann die derzeitige Anwendung
                    bisher nur im individuellen Heilversuch geraten werden. 
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