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Zusammenfassung 1 

Zusammenfassung 

Das Polyzystisches Ovar Syndrom (PCOS) ist die häufigste Endokrinopathie bei 

Frauen im reproduktiven Alter, die in 75% mit Infertilität einhergeht. Allein in Europa wer-

den 900.000 Zyklen künstlicher Befruchtung jährlich durchgeführt, wobei die Schwanger-

schaftsrate pro Embryotransfer weiterhin niedrig ist. Zur Verbesserung der Schwanger-

schaftsrate erfolgt die Auswahl der Eizelle anhand morphologischer Kriterien.  

Während die Relevanz von Spurenelementen für Fertilität gezeigt wurde, ist der 

Einfluss auf Eizell-/Embryoqualität weitgehend unbekannt. 

In der vorliegenden Arbeit wurden Kupfer, Selen und Zink in Follikelflüssigkeiten 

(FF) als potenzielle Biomarker für Eizell-/Embryoqualität untersucht. Die erweitere Selen-

statuserfassung mittels Glutathionperoxidase 3 (GPX3) und Selenoprotein-P (SE-

LENOP) stellte einen Schwerpunkt dar. Unsere Hypothese lautete, dass höhere Spuren-

elementkonzentrationen mit verbesserter Eizell-/Embryoqualität einhergehen.  

Hierzu untersuchten wir Proben (n=400 FF; n=40 Serum) von n=40 Frauen, unter 

Hormontherapie mit anschließender FF- und Eizellgewinnung. Eingeschlossen wurden 

dabei n=20 Frauen mit PCOS. Zur Qualitätsbeurteilung der Eizellen-/Embryonen wurden 

Gardner/Schoolcraft-Kriterien verwendet. Die FF der Eizellen-/Embryonen wurden fünf 

Qualitätsgruppen zugeordnet. Die Spurenelementkonzentrationen in den Proben wurden 

über Totalreflexions-Röntgenfluoreszenzanalyse ermittelt. Die Probengewinnung er-

laubte die Spurenelementkonzentrationen der einzelnen FF mit jeweils zugehörigen Se-

rumproben zu vergleichen. Zur Berechnung der Konzentrationsdifferenzen der Spuren-

elemente zwischen den verschiedenen FF, wurden die Spurenelementkonzentrationen 

in Gruppe 1 (Follikel ohne Eizelle)  als Basiswert verwendet und Konzentrationsdifferen-

zen zwischen FF der Gruppen 2 bis 5 abzüglich Gruppe 1 berechnet.  

Über alle Proben hinweg zeigten sich niedrigere Spurenelementkonzentrationen 

in FF verglichen mit Serum. Der direkte Vergleich der bis zu n=10 FF pro Frau zeigte 

deutliche Konzentrationsschwankungen zwischen den Proben. Es konnte eine Tendenz 

zu niedrigeren Spurenelementkonzentrationen in FF der niedrigsten Qualitätskategorie 

festgestellt werden, sowie kürzere Synchronisationszeiten der Embryonen höchster Qua-

lität. Es zeigten sich keine starken Unterschiede bezüglich der Spurenelementverteilung 

zwischen der PCOS- und Kontroll-Gruppe. GPX3 und SELENOP waren in FF nachweis-

bar und korrelierten positiv mit Selen. 
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Da FF mit der schlechtesten Qualität tendenziell niedrigere Spurenelementkon-

zentrationen aufwiesen, kommen wir zu dem Ergebnis, dass ein Spurenelementmangel 

unter reproduktionsmedizinischer Therapie mit einer schlechteren Eizell-/Embryoqualität 

assoziiert sein könnte. Die intraindividuellen Variationen weisen, neben der Beeinflus-

sung durch Serumkonzentrationen, auf eine individuelle Feinabstimmung je Follikel hin. 

Die Arbeit könnte von unmittelbarer Bedeutung für die optimierte Auswahl einer Eizelle 

sein. 

 

Abstract 

In Europe, 900,000 IVF cycles are performed per year, reflecting the high demand 

for assisted reproduction. Infertility affects around 72 million couples worldwide. Polycys-

tic ovary syndrome (PCOS) is the most common endocrinopathy in women of reproduc-

tive age and is associated with infertility in 75%. The pregnancy rate per embryo transfer 

is low at 27-58%. A key factor in improving pregnancy rate is the selection of the oo-

cyte/embryo, which is based on morphological and morphokinetic criteria. While the rel-

evance of trace elements for fertility has been shown, the influence on oocyte/embryo 

quality is still unknown.  

In this present study copper, selenium, and zinc in follicular fluid (FF) were inves-

tigated as potential biomarkers for oocyte/embryo quality. The determination of the sele-

niumstatus incorporated three complementary biomarkers : selen, glutathione peroxidase 

(GPX3) and selenoprotein-P (SELENOP). Our hypothesis is that higher trace element 

concentrations are associated with improved oocyte/embryo quality.  

To this end, we analyzed samples (n=400 FF; n=40 serum) from n=40 women 

undergoing hormone stimulation therapy followed by FF and oocyte retrieval. Included 

were n=20 women with PCOS. Gardner/Schoolcraft criteria were used to assess oo-

cyte/embryo quality. The FF of the oocytes/embryos were assigned to five groups. Trace 

element concentrations in the samples were determined using total reflection X-ray fluo-

rescence. The sample collection allowed to compare the trace element concentrations of 

the individual FF with respective serum samples. We considered the differences of the 

FF samples within a woman. To calculate the differences in trace element concentrations 

between the different FF samples, the trace element concentrations in group 1 (follicle 
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without oocyte) were used as a baseline value and concentration differences between FF 

of groups 2 to 5 minus group 1 were calculated.  

Within the whole cohort, lower concentrations of trace elements were found in FF 

compared to serum. The direct comparison of up to n=10 FF per woman showed strong 

variations in the concentration of trace elements between the samples. A tendency to-

wards lower trace element concentrations in FF of the lowest quality category was ob-

served, as well as shorter synchronization times of the highest quality embryos. There 

were no strong differences in trace element distribution between the PCOS and control 

groups. GPX3 and SELENOP were detectable in FF and correlated with selenium. 

Since FF with the poorest quality tended to have the lowest trace element concen-

trations, we conclude that trace element deficiency under reproductive medicine therapy 

may be associated with poorer oocyte/embryo quality. The intraindividual variations indi-

cate, besides influences of serum concentrations, an individual fine-tuning in single folli-

cles. The results could be of direct relevance for the optimized selection of an oocyte. 

Larger studies are needed to confirm the assumptions.
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1 Einleitung 

1.1 Historische und aktuelle Relevanz künstlicher Befruchtung  

Die Möglichkeit zur extrakorporalen Befruchtung zählt mit zu den bemerkenswer-

testen medizinischen Durchbrüchen des 20. Jahrhunderts 1. Dieser Fortschritt schenkte 

im Jahr 1978 Louise Brown nach erfolgreicher extrakorporaler Befruchtung mittels In-

vitro-Fertilisation (IVF) als erstes „IVF-Baby“ ein Leben, und legte als Technik der assis-

tieren Reproduktion (assisted reproductive techniques, ART) den Grundbaustein neuer 

Behandlungsmethoden für Familien mit unerfülltem Kinderwunsch 1, 2.  

Auch populärwissenschaftlich wird das Thema der künstlichen Befruchtung kontrovers 

diskutiert 2. Die Kontroversen im Hinblick auf den moralischen Status des menschlichen 

Embryos sowie zu ethischen Grundsätzen in der ART-Praxis schlagen sich bis heute in 

einer breiten gesetzlichen Regulierung mit erheblichen internationalen Divergenzen nie-

der 2-4. Unabhängig davon ist die Nachfrage nach ART heute weiterhin groß. Laut dem 

Jahresbericht des Deutschen IVF Register (D.I.R.) von 2019 werden alleine in Europa 

pro Jahr über 900.000 IVF-Zyklen durchgeführt und etwa 200.000 Kinder nach außerkör-

perlicher Befruchtung geboren 5.  

1.2 Definition und Ursachen von Infertilität 

1.2.1 Definition Infertilität  

Weltweit leiden rund 48 bis 72 Millionen Paare unter Infertilität 6, 7. Infertilität be-

schreibt laut der Weltgesundheitsorganisation (WHO) „die Unfähigkeit eines Paares, in-

nerhalb 12 Monate, trotz regelmäßigen und ungeschützten Geschlechtsverkehrs eine 

Schwangerschaft zu erzielen“ 8. Die Ursachen für Infertilität sind vielfältig. Bei Männern 

zählen Infektionen (z.B. Chlamydien), Entzündung von Hoden, Nebenhoden und Pros-

tata, Operation, zystische Fibrose und anderen angeborenen anatomischen oder geneti-

schen Varianten zu den häufigen Ursachen für Infertilität 9. Bei Frauen können Störungen 

der Eizellreifung (primäre oder sekundäre Ovarialinsuffizienz), Tubenfunktionsstörungen, 

sowie Veränderungen der Gebärmutter ursächlich sein 6.  
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1.2.2 Polyzystisches Ovar Syndrom als Ursache von Infertilität  

Eine der häufigsten Ursachen für Infertilität von Frauen im gebärfähigen Alter ist 

das Polyzystisches Ovar Syndrom (PCOS). Rund 75% der Frauen mit PCOS leiden unter 

Infertilität 10, 11. Die Diagnosestellung erfolgt bei Vorliegen von mindestens zwei der drei 

sogenannten Rotterdam-Kriterien, welche wie folgt definiert sind: 1.) Oligo- und/oder A-

novulation, 2.) klinische und/oder biochemische Anzeichen von Hyperandrogenämie, 3.) 

sonographisch darstellbare polyzystische Ovarien 12.  

Die Pathophysiologie des PCOS ist bisher nur teilweise verstanden. Als mögliche 

Ursachen werden unterschwellige Inflammation und eine periphere Insulinresistenz, wel-

che häufig mit Übergewicht assoziiert ist, diskutiert 11, 12. Bezogen auf Infertilität bei PCOS 

gibt es Hinweise, dass sich Anpassungen des Lebensstiles wie Gewichtsreduktion bei 

Übergewicht vorteilig auf den Erfolg der reproduktionsmedizinischen Behandlung auswir-

ken 13.  

1.3 Herausforderungen reproduktionsmedizinischer Behandlung 

Während die Nachfrage nach künstlicher Befruchtung weiter steigt, bleibt die Er-

folgsrate auf eine Lebendgeburt mit 27 - 58% pro Embryotransfer (ET) weiterhin niedrig 
14, 15. Zur Verbesserung der Erfolgsraten wurden u.a die Abläufe zur Auswahl und Lage-

rung eines geeigneten Embryos optimiert 1. 

1.3.1 Selektion des Embryos anhand morphologischer und morphokinetischer Parameter 

Die Auswahl der zu befruchtenden Eizelle erfolgt traditionell anhand der mikrosko-

pischen Auswertung morphologischer Parameter zu vordefinierten Zeitpunkten nach den 

Gardner-Schoolcraft-Kriterien 16 und stellt den aktuellen Goldstandart dar. Das Zeitraffer-

system (time-lapse-system, TLS) ist eine neuere Technologie, die eine nahezu kontinu-

ierliche Beobachtung der Blastomer- und Embryonalentwicklung ermöglicht 17. Die er-

fassten Zeitpunkte und Zeitintervalle werden als morphokinetische Parameter bezeichnet 
18, 19. Beide Parameter sollen die Qualität einer Eizelle bewerten und werden herangezo-

gen, um die Ergebnisse der ART zu verbessern. Der Stellenwert der Morphokinetik ge-

genüber der Morphologie in der Eizellbewertung ist Gegenstand aktueller wissenschaft-

licher Diskussionen 20, 21. Bisher konnte kein einzelner Parameter identifiziert werden, der 

den zukünftigen Erfolg eines Embryos auf eine erfolgreiche Schwangerschaft mit Sicher-

heit vorhersagen kann 21. 
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1.3.2 Selektion des Embryos anhand Marker in Follikelflüssigkeit 

Neben der Morphologie und Morphokinetik der Eizelle ist die Untersuchung der 

Follikelflüssigkeit (FF) und deren Komponenten Gegenstand aktueller Forschung. Die FF 

umgibt die Eizelle und bildet eine spezielle Mikroumgebung für die Reifung und Entwick-

lung der Eizelle sowie des späteren Embryos 22. Die FF setzt sich aus Plasmaexsudat 

sowie sekretorischen Produkten von Granulosa- und Thekazellen zusammen 23. Es wird 

angenommen, dass Veränderung in den Komponenten der FF sowohl die Qualität der 

Eizelle von der Reifung bis zur Befruchtung, als auch die frühere Embryonalentwicklung 

und die anschließende Schwangerschaft beeinflussen können 24. Unter anderem wurden 

Insulin-like Growth Factor 1 (IGF-1), Peroxiredoxin 4, stem cell factor (SCF) und Lakt-

oferrin als potenzielle Biomarker in FF hinsichtlich der Eizellqualität und Schwanger-

schaftserfolg diskutiert 25-28. Im Sinne einer translationalen Forschung konnte sich bisher 

kein Marker im klinischen Alltag etablieren.  

1.4 Spurenelemente und Unfruchtbarkeit 

1.4.1 Selen, GPX3 und SELENOP in Bezug auf Unfruchtbarkeit 

In mehreren Studien wurde die Rolle von Spurenelementen in Bezug auf männli-

che und weibliche Fruchtbarkeit sowie Unfruchtbarkeit unterstrichen 29-33. Insbesondere 

Selen (Se) und Se-enthaltenden Proteine, wie die sekretierte Glutathionperoxidase 

(GPX3) oder Selenoprotein P (SELENOP), sind u.a aufgrund ihrer antioxidativen Funk-

tion, welche die Zellen vor durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) bedingte DNA- oder 

Zellmembranschäden schützt, an der Aufrechterhaltung von Abläufen innerhalb des Fort-

pflanzungssystems beteiligt 30, 31, 34, 35. Beispielsweise wurde eine niedrige Se-Konzent-

ration im Serum als Risikofaktor für Schwangerschaftskomplikationen beschrieben und 

mit einer längeren Zeit bis zur Schwangerschaft (time-to-pregancy TTP) in Verbindung 

gebracht 36, 37. Zudem wurde eine niedrigere Se-Konzentration in FF von Frauen mit un-

geklärter Unfruchtbarkeit beschrieben 35.  

Bezogen auf Erkenntnisse in der Reproduktionsmedizin zeigte eine Studie von Wu 

et al., 2020, dass höhere Se-Werte in der Samenflüssigkeit mit einer höheren Schwan-

gerschafts- und Lebendgeburtsrate assoziiert waren 38. Auch waren bei Frauen höhere 

Serum-Se-Konzentrationen positiv mit der Blastozystentwicklung assoziiert, wohingegen 
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sich negative Assoziationen zwischen höheren Se-Konzentrationen in FF und der frühen 

Embryoentwicklung zeigten 38. In einer Studie von Wdowiak et al., 2017 konnte hingegen 

gezeigt werden, dass Frauen unter ART mit nachfolgend erfolgreicher Schwangerschaft 

vergleichen zu Frauen ohne nachfolgende Schwangerschaft höhere Se-Konzentrationen 

in FF aufwiesen 39.  

1.4.2 Zink und Kupfer in Bezug auf Unfruchtbarkeit 

Neben Se wurde die Rolle von Zink (Zn) und Kupfer (Cu) in der Reproduktions-

physiologie bezogen auf weibliche und männliche Unfruchtbarkeit diskutiert 40-42. Zn und 

Cu sind ebenfalls an der Aufrechterhaltung des Redox-Gleichgewichts beteiligt, haupt-

sächlich durch die Superoxid-Dismutase (SOD1) 43. Darüber hinaus wurde für Zn eine 

wichtige Rolle im Fortpflanzungssystem in Bezug auf seine physiologische Rolle bei der 

Zelldifferenzierung, Protein-, Desoxyribonukleinsäure (DNA)- und Ribonukleinsäure 

(RNA)-Synthese sowie im Rahmen von Entzündungen und der Immunabwehr beschrie-

ben 40, 44, 45. Zn-Mangel konnte im Zusammenhang mit Störungen des männlichen und 

weiblichen Fortpflanzungssystems in Verbindung gebracht werden 40, 46. Cu ist physiolo-

gisch an Prozessen der Angiogenese und der Hämatopoese sowie Entzündungen und 

Immunabwehr beteiligt 42, 47, 48. Bereits 1984 berichteten Kiilholma et al. von niedrigeren 

Cu-Konzentrationen im Serum von Frauen mit vorzeitiger Entbindung 49. 

Bezogen auf den Stellenwert in der Reproduktionsmedizin zeigten Kumar et al., 

2018 einen Zusammenhang zwischen erhöhten Zn-Konzentrationen in FF von Follikeln, 

bei denen nachfolgend ein ET möglich war 50. Ingle et al., 2017 hingegen assoziierten 

höhere Zn-Konzentrationen mit einem geringeren Anteil befruchtete Eizellen und höhere 

Cu-Konzentrationen in FF mit einer besseren Eizell-/Embryoqualität 51. 

1.5 Darstellung der Relevanz und Aufbau der Fragestellung  

Während die Auswirkungen eines Spurenelementmangels auf die Spermatoge-

nese und die Eigenschaften der Spermien eingehend untersucht wurden 52-54, sind die 

Wechselwirkungen dieser essenziellen Mikronährstoffe mit dem Follikel und der Eizell-

reifung nur unzureichend erforscht. Dies gilt besonders für ihren Stellenwert bei der Emb-

ryonenauswahl zum Zeitpunkt der Follikelpunktion im Rahmen einer ART, insbesondere 

im Zusammenhang mit PCOS.  
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In der vorliegenden Arbeit soll der Zusammenhang zwischen den Spurenelemen-

ten Cu, Se, und Zn und Eizell-/Embryoqualität als potenzieller Biomarker zur Auswahl 

eines geeigneten Embryos in der Reproduktionsmedizin untersucht werden. In der hypo-

thesengenerierenden Arbeit wurden dazu die Spurenelementkonzentrationen von Cu, Se 

und Zn in FF und Serum von Frauen mit und ohne PCOS, die sich einer reproduktions-

medizinischen Therapie unterzogen, bestimmt. Die Ergebnisse wurden mit etablierten 

morphologischen und morphokinetischen Parametern der Eizell-/Embryoqualität vergli-

chen. Die vergleichende Analyse erlaubte es, die Hypothese zu überprüfen, ob Zn, Se 

und Cu-Konzentrationen im Serum und in den FF mit Qualitätsmerkmalen einer Eizelle 

korrelieren. Hierbei stellte die umfängliche Erfassung des Se Status durch Bestimmung 

drei komplementärer Biomarker (Se, GPX3, SELENOP) einen Schwerpunkt der Arbeit 

dar, welcher in den bisherigen Studien nur teilweise erfasst wurde.  

Die Arbeit trägt damit zu einem besseren Verständnis der Rolle von Spurenele-

menten auf Eizell-/Embryoqualität bei und könnten deshalb von unmittelbarer Bedeutung 

für die optimierte Auswahl einer geeigneten Eizelle für die Befruchtung und später Reim-

plantation sein. 
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2 Material und Methodik 

2.1 Studienpopulation 

Die in dieser Studie eingeschlossenen Seren und FF stammen von Frauen, die 

sich einer ART am Kinderwunsch Institut Schenk GmbH in Dobl, Österreich, unterzogen 

haben. Die Frauen gaben ihr schriftliches Einverständnis zur Verwendung der Proben für 

spätere retrospektive wissenschaftliche Analysen. Weiterhin wurde die Entnahme und 

Untersuchung von der Ethikkommission der Medizinischen Universität Graz genehmigt 

(Genehmigung Nr. 20-492 ex08/09). Die Studienkohorte setzte sich aus n=20 Frauen mit 

PCOS (PCOS-Gruppe) und n=20 Frauen mit nicht PCOS assoziierter Infertilität (Kontroll-

Gruppe) zusammen. Das PCOS wurde anhand der Rotterdam-Kriterien diagnostiziert 12. 

Zum Zeitpunkt der Probenentnahme waren n=15 Frauen der PCOS-Gruppe und 

n=8 Frauen der Kontroll-Gruppe als primär infertil diagnostiziert. Eine vorangegangene 

Schwangerschaft oder die Unfruchtbarkeit des männlichen Partners stellten kein Aus-

schlusskriterium dar. Als klinische Parameter wurden Alter, Body Mass Index (BMI) und 

Raucheranamnese erfasst und zwischen der PCOS und Kontroll-Gruppe verglichen. Zu-

dem wurden Angabe über die verwendete ART-Methode, intrazytoplasmatische Spermi-

eninjektion (ICSI) oder IVF, sowie Angaben zu Gewicht und Größe der Neugeborenen, 

welche innerhalb dieses reproduktionsmedizinischen Zyklus geboren wurden, betrachtet. 

Auch die Serumkonzentrationen der Hormone follikelstimulierende Hormon (FSH), An-

timüller-Hormon (AMH) und Estradiol (E2) wurden dokumentiert.  

2.2 Probengewinnung 

2.2.1 Gewinnung der Serum-/FF-Proben  

Alle Proben wurden nach einem standardisierten Zeitplan entnommen und in der 

Biobank Graz der Medizinischen Universität Graz, Österreich hinterlegt (Abb.1) 55. Nach 

informierter Zustimmung wurde die Hormonbehandlung zwischen dem zweiten und vier-

ten Tag gemäß einem Antagonisten Protokoll durchgeführt. Das Protokoll besteht aus 

einer FSH-Stimulation ab Tag zwei bis drei des Menstruationszyklus und der zusätzlichen 

Anwendung eines Gonadotropin-Releasing-Hormons (GnRH) Antagonisten ab Tag fünf 

bis sechs. Der Eisprung wurde 35 Stunden vor der Punktion durch Injektion von 5.000-

10.000 IU humanem Choriongonadotropin (hCG) (Pregnyl, Merck Sharp & Dohme 
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Ges.m.b.H., Wien, Österreich) ausgelöst. Am Tag der Follikelpunktion (Tag 12 bis 16, 

Abb. 1), wurde 30 Minuten vor dem Eingriff eine Blutprobe entnommen und in den Seren 

die Konzentrationen von AMH, E2 und FSH mittels vollautomatischem Elektrochemilumi-

neszenz-Immunoassay (ECLIA) quantitativ bestimmt 56. Die Follikel (Follikeldurchmesser 

mind. >15 mm) wurden unter Ultraschallsicht transvaginal punktiert und die Eizellen dar-

aus entnommen. Für Punktion und Spülung wurde eine Steiner-TAN-Nadel verwendet, 

um die Sammlung einzelner FF zu gewährleisten. FF und Spülmedium wurden für jeden 

punktierten Follikel einzeln gesammelt. Von jeder Probandin, wurden jeweils zehn FF aus 

demselben Zyklus der Eizellstimulation aufbewahrt. 55 
Abb. 1: Probengewinnung und Behandlungsschema. 

Die Rekrutierung der Frauen erfolgte einen Tag vor Beginn der Hormonbehandlung (Tag 1). Eine 

Serumprobe wurde pro Frau vor der Follikelpunktion und der Gewinnung der FF abgenommen 

(Tag 12-16). Die Eizellen und Embryonen wurden anhand ihrer morphologischen Merkmale be-

urteilt und morphokinetische Parameter erfasst (Tag 17-21). ECC=Embryonen-Zell-Zyklus, S= 

Synchronisation innerhalb der ECC. Mit *1-7 sind zusätzliche Informationen zu dem jeweiligen Ar-

beitsschritt angeben. Abbildung angelehnt an Schmalbrock et. al., 2021 57. 
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2.2.2 Befruchtung der Eizellen 

Die Befruchtung erfolgte je nach Entwicklungsstand der Eizelle ein bis vier Stun-

den nach der Entnahme mittels IVF oder ICSI (Abb.2) 55. Im Rahmen der klassischen 

IVF kommt es durch Ko-Inkubation von Spermien und Eizelle zu einer Eizellbefruchtung. 

Bei der ICSI-Methode wird mittels Mikronadel ein Spermium direkt in das Zytoplasma der 

Eizelle injiziert 58. Ursprünglich beschränkte sich die Indikation zur ICSI-Therapie auf 

männliche Infertilität mit suboptimaler Spermienqualität 59. Ein Überprüfen auf erfolgrei-

che Befruchtung erfolgte nach 16-18 Stunden. Nach durchgeführter Befruchtung wurden 

die Embryonen in einem Universalnähmedium drei bis fünf Tage kultiviert 55.  

 
Abb. 2: Schematische Darstellung der Befruchtungsoptionen. 

Schema einer In-vitro-Fertilisation (IVF) oder intrazytoplasmatische Spermieninjektion (ICSI). 1) 

+ 2) Gewinnung von Eizellen und Spermien. 3) Befruchtung mittels IVF oder ICSI.  4) Reifung 

des Embryos und Embryonentransfer in den Uterus. Abb. 2 selbst erstellt mit Biorender free ver-

sion. 
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2.2.3 Inkubation und Lagerung der Embryonen 

Nach der Befruchtung wurden die Embryonen in einem Embryoskop-Zeitraffer-In-

kubator (Vitrolife AB, Göteborg, Schweden) unter stabilen Bedingungen kultiviert. Die 

Zeitrafferaufnahmen wurden in Abständen von 15 Minuten durchgeführt und die morpho-

kinetischen Parameter der Embryonalentwicklung gemäß Ciray et al., 2014 benannt 19. 

Am dritten oder fünften Tag der Embryonalentwicklung erfolgte der ET oder Kryokonser-

vierung. Ein Schwangerschaftstest wurde 10 Tage nach erfolgtem ET durchgeführt. Die 

Vorbereitung und Verarbeitung der Proben erfolgte nach standardisierter Vorgehens-

weise (Standard Operating Procedure, SOP) nach Schenk et al., 2017 55.  

2.3 Bewertung der Eizell-/Embryoqualität 

2.3.1 Bewertung der Eizell-/Embryoqualität anhand morphologischer Variablen 

Die entnommene FF wurde auf das Vorhandensein einer Oozyte untersucht, die 

vorhandenen Eizellen wurden entnommen und befruchtet. Am dritten Tag der Embryo-

nalentwicklung wurde die Qualität des Embryos anhand der Anzahl, der Symmetrie sowie 

des Fragmentierungsgrades der Zellen bewertet 16. Am fünften Tag der Embryonalent-

wicklung wurde die Ausdehnung der Blastozyste, die Qualität der inneren Zellmasse 

(ICM), sowie die Qualität des Trophoektoderms bestimmt 16. Anhand dieser Merkmale 

wurden die FF in fünf Gruppen unterteilt, welche die Qualität der Eizelle und später Emb-

ryo widerspiegeln (Abb. 3). Insgesamt wurden n=70 FF ausgeschlossen, da sie mehr als 

einer Eizelle beinhalteten und keine eindeutige Zuordnung zu einer Gruppe möglich war.  
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A) 

 

B)  
 

 

 

 

 
Abb. 3: Klassifizierung der Follikelflüssigkeitsproben. 

A) Die FF wurden nach der Eizellen-/Embryomorphologie in 5 Gruppen unterteilt: 1) FF ohne 

Eizelle; 2) FF mit vor der Befruchtung degenerierten oder verworfenen Eizelle; 3) FF mit nicht-

befruchtbaren Eizelle; 4) FF mit nach der Befruchtung degenerierten Eizelle; 5) FF mit Embryo 

für ET oder Kryokonservierung. Auf der rechten Seite sind für die jeweilige Untergruppe mit 

Oozyte (2-5) repräsentative histologische Bilder von Eizellen der Gruppe 2 bis 4, sowie die Ab-

bildung einer Blastozyste als Beispiel für Gruppe 5 abgebildet. B) Qualität der Gruppen in auf-

steigender Sortierung. Abb. 3 modifiziert aus Schmalbrock et al., 2021 57 

2.3.2 Bewertung der Qualität von Embryonen anhand morphokinetischer Variablen 

Ergänzend zur morphologischen Bewertung der Embryonen wurden morphokine-

tische Parameter mithilfe TLS erfasst. In der frühen Embryonalentwicklung durchlaufen 

die Blastomere eine gleichmäßige Zellteilung. Daraus ergeben sich die Zellstadien 1 – 2 

– 4 – 8 – 16 und die darauf quadratisch folgenden Stadien. Die Zeitdauer, in der sich die 

Anzahl der Blastomere jeweils verdoppelt wird als Embryozellzyklen (ECC) beschrieben. 

Tn beschreibt hierbei den gemessenen Zeitpunkt (t) an dem die jeweilige Zellanzahl (n) 

das erste Mal klar abgrenzbar ist. ECC2 beschreibt beispielsweise die Dauer des zweiten 
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Zellzyklus, der zu einer Verdoppelung von zwei auf vier Zellen führt (t4-t2). Zusätzlich 

wurden die Synchronisationszeiten (S), welche die Zeiten zwischen dem Erreichen der 

nächsten geometrischen Sequenz beschreiben, berechnet. S2 ist die Synchronisations-

zeit (t4-t3) der Schwestern-Blastomere-Teilung innerhalb ECC2. Dazu analog werden die 

folgenden ECC und S berechnet (Abb. 4) 19. Besonders die frühen Zellspaltungszeiten 

t1-t8 und die daraus berechenbaren Zeitintervalle ECC2/3 und S2/3 wurden in Studien 

als potenzielle Vorhersagemarker der Embryoqualität hervorgehoben 18, 60-67. In dieser 

Studie wählten wir analog dazu und im gemeinsamen Konsens mit den Embryolog:innen 

der Kinderwunschklinik Dobl ECC2/3 und S2/3 als Zeitpunkte der Beurteilung.  

 
Abb. 4: Überblick über morphokinetische Zeiten. 

Tn sind die Messpunkte, an denen die jeweilige Zellzahl (n) erstmals abgrenzbar ist. Die Embry-

ozellzyklen (ECC) geben die Zeitdauer an, die benötigt wird um die quadratischen Zellstadien zu 

erreichen. Die Synchronisationszeiten (S) geben die Zeitdauer zwischen der Zellverdopplung an. 

Abb. 4 selbst erstellt und modifiziert nach Ciray et al., 2014 19. 

2.4 Methoden zur Spurenelement-, GPX3-, und SELENOP Bestimmung 

2.4.1 Theorie und Messaufbau der Spurenelementmessung in Serum und FF 

Die Se-, Cu- und Zn-Konzentrationen wurden mittels Totalreflexions-Röntgenfluo-

reszenzanalyse (TXRF) unter Verwendung des T-Stars (Bruker nano GmbH, Berlin, 

Deutschland) in Serum- und FF-Proben bestimmt 68. Alle Messungen erfolgten mindes-

tens als Duplikate. Die Funktionsweise des TXRF beruht auf dem physikalischen Prinzip 

der charakteristischen Röntgenstrahlung einzelner Elemente, dem so genannten Linien-

spektrum. Die Röntgenröhre stellt eine Molybdänlampe (Anode), welche die Röntgen-

strahlung emittiert, die in sehr kleinem Winkel auf den Probenträger trifft. Da nur wenige 

µL der Probe auf dem Träger aufgetragen sind und der Einstrahlungswinkel sehr niedrig 

ist, wird die Erregungsstrahlung nahezu vollständig vom Probenträger reflektiert (Total-
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reflexion). Die in der Probe enthaltenen Elemente werden durch den Energieeintrag an-

geregt und können ihrerseits Licht emittieren. Die Wellenlänge der Sekundärstrahlung ist 

abhängig vom Aufbau des Elements und ist aus diesem Grund für jedes Element charak-

teristisch (Tab. 1) 69, 70.  

 
 Tab. 1: Charakteristische Sekundärstrahlung ausgewählter Elemente. 

 

 
 
 
 
 
 

 

keV= Kiloelektronenvolt; Fe = Eisen; Cu = Kupfer; Zn = Zink; Ga = Gallium; Se = Selen; Mo = 

Molybdän modifiziert nach: X-Ray Data Booklet Table 1-2. Photon energies, in electron volts, of 

principal K-, L-, and M-shell emission lines 71. 

Die Intensität der Röntgenstrahlung, abgebildet als Fläche unter dem Fluoreszenzpeaks 

innerhalb des Spektrums, ist eine Näherung proportional zur Konzentration des Spuren-

elements. Zur Quantifizierung der Messergebnisse wird zu den Proben das Element Gal-

lium in bekannter Konzentration hinzugegeben (Abb.5). Um die jeweilige Konzentration 

des jeweiligen Elements zu erhalten, wird die Fläche unterhalb des Spektrums auf die 

Fläche des Gallium-Standards bezogen (Abb.5) 68-70. 

Element Kα1 Strahlung (keV) 

Fe 6,40  

Cu 8,05 

Zn 8,64  

Ga 9,25  

Se 11,22  

Mo 17,48  
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Abb. 5: Übersicht zum Messaufbau der TXRF-Analyse. 

Ausgangsmaterial der Messungen sind Seren und FF der in die Studie eingeschlossenen Frauen. 

Die Schritte der TXRF-Analyse umfassen: 1.) Zugabe eines internen Gallium-Standards zu den 

Proben; 2.) Pipettieren der Proben auf Quarz-Glasplättchen; 3.) 12 h Trocknen der Proben; 4.) 

Spurenelementmessung mittels TXRF; 5.) Ableitung der Konzentrationen anhand der abgebilde-

ten Spektren jeweils in Bezug zur bekannten Menge des Gallium-Standards. Abb. 5 selbst erstellt 

mit biorender free version.  

2.4.2 Durchführung der Spurenelementmessung in Serum und FF 

Es wurden 10 µL der Serum- oder FF-Probe mit einem gleichen Volumen eines 

Galliumstandards (1000 µg/L) verdünnt und gründlich gemischt. 8 µL der Verdünnung 

wurden auf polierte Quarzglasträger aufgetragen und über Nacht bei 37° getrocknet 

(Abb.5) 68. Alle Glasträger wurden vor jedem Gebrauch gereinigt, um Messergebnisse 

nicht zu verfälschen. Dies umfasste das Einweichen in destilliertem Wasser (dH2O), ein 

30% Acetonbad für 2 min bei 700 Umdrehungen pro Minute, Abdampfen für 30 min, Sal-

petersäurebad für eine Stunde bei 70°C und dreimaliges Waschen mit dH2O. Anschlie-

ßend wurden die sauberen Probenträger bei 37°C im Wärmeinkubator über Nacht ge-

trocknet (Abb.5). Die Probenträger wurden in das Messgerät überführt und jeweils für 
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750 s vermessen 68. Als interne Kontrolle wurde ein Pool von n=25 gesunden Spender-

seren (in.vent Diagnostica GmbH, Hennigsdorf, Deutschland) in jedem Lauf mitgeführt 

(n=2). Dieser ergab einen Inter- und Intra-Assay-Variabilitätskoeffizienten (CV) unter 5%.  

2.4.3 Messaufbau und Hintergrund zu GPX3-Aktivität-Messung in Serum und FF 

Die GPX3-Aktivität in Serum- und FF wird durch ein gekoppeltes enzymatisches 

Testverfahren bestimmt, das den Verbrauch von reduziertem Nicotinamid-Adenin-Dinu-

cleotid-Phosphat (NADPH) bei 340 nm und 25°C misst 72, 73. Die indirekte Bestimmungs-

methode basiert auf der Oxidation von Glutathion (GSH) zu oxidiertem Glutathion 

(GSSG), welche durch GPX katalysiert wird, GSSG wird in einer gekoppelten Reaktion 

von Glutathionreduktase (GR) und NADPH wieder zu GSH reduziert wird. Die Abnahme 

der NADPH-Absorption bei 340 nm während der Oxidation von NADPH zu NADP+ ent-

spricht der GPX-Aktivität, da die GPX den geschwindigkeitslimitierenden Faktor der ge-

koppelten Reaktion darstellt (Abb. 6) 74.  
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Abb. 6: Schematische Darstellung der Teilschritte des Glutathion-Systems. 

Die Se-abhängige Glutathionperoxidase ist ein wichtiges antioxidatives Enzyme und verantwort-

lich für den Schutz vor oxidativen Stressoren. GPX3 ist das ins Plasma sekretierte Isoenzym. 

Die Teilschritte der Redoxreaktionen umfassen: 

1) Reduktion organische Peroxide durch GPX zu unschädlichen Verbindungen wie z.B. Wasser 

oder Alkohol unter parallel ablaufender Oxidation von GSH zu GSSG  

2) Reduktion von GSSG unter Verbrauch von NADPH zur Rückgewinnung von GSH  

Abbildung vereinfacht und modifiziert nach 74. 

2.4.4 Durchführung der GPX3-Aktivität-Messung in Serum und FF 

Insgesamt wurden 5 µL der Serum- und FF wurden auf 96-Well-Platten und  200 

µL einer Testmischung hinzugegeben. Die Testmischung setzt sich zusammen aus 1 mM 

NaN3, 3,4 mM reduziertem Glutathion, 0,3 U/mL Glutathion-Reduktase und 0,27 mg/mL 

NADPH. Die enzymatische Reaktion wird durch Hinzugabe von 10 µL 0,00375% Was-

serstoffperoxid gestartet 72, 73. Eine konstante Serumprobe wurde zur Qualitätskontrolle 

in jeden Testlauf einbezogen und ergab einen Inter- und Intra-Assay-CV unter 20 %. 
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2.4.5 Hintergrund zur Funktion von SELENOP 

SELENOP ist ein Glykoprotein, das hauptsächlich in der Leber gebildet wird und 

rund 40% des Plasmaselens enthält 53. SELENOP hat somit als Transport- und Speicher-

protein von Se eine Schlüsselfunktion für die Versorgung der antioxidativ wirkenden Se-

lenoenzyme. SELENOP ist neben der Gesamt-Se-Messung im Serum ein alternativer 

etablierter Biomarker für den Se-Status im Serum 75.  

2.4.6 Nachweis von SELENOP durch Western Blot in Serum und FF 

Der Proteinnachweis von SELENOP erfolgte mittels Western Blot nach etabliertem 

Vorgehen 75. Dabei wurde die SDS-PAGE mit 12,5%igen Bis-Tris-Gelen in Kombination 

mit einem Tris-SDS-Laufpuffer verwendet. Humanes Serum oder FF wurden 1:20 in 

dH2O verdünnt und Lämmli-Probenpuffer (200 mM Tris-HCL, pH 7,5, 50% Glycerin, 4% 

SDS, 0,04% Bromphenolblau) hinzugegeben. Die Proteine wurden in Proteintransferpuf-

fer (250 mM Tris, 1,92 M Glycin, 1 % SDS, pH 8,3) mit 20 % Methanol auf eine 0,2 µm 

PVDF-Membran (Thermo Fisher Scientific) geblottet. Für die Visualisierung der memb-

rangebundenen Proteine wurde PonceauS (Sigma) verwendet. SELENOP wurde mit 

anti-humanen SELENOP-Antikörpern (ASKA Biotech GmbH, Hennigsdorf, Deutschland) 

und einem Anti-Maus-IgG-HRP vom Schaf (Amersham, UK) in Kombination mit den ECL 

Western Blotting Detection Reagenzien und Hyperfilm™ (GE Healthcare GmbH) nach-

gewiesen. Die Quantifizierung der relativen SELENOP-Expression erfolgte mit dem Bild-

bearbeitungsprogramm ImageJ (NIH, Bethesda, MD, USA, Version 1.53i). 

2.5 Statistische Auswertung      

Statistische Analysen wurden mit dem Statistical Package for the Social Sciences 

(IBM SPSS Statistics 25, Chicago, IL, USA) und GraphPad Prism 7.lnk (GraphPad Soft-

ware Inc., San Diego, USA) durchgeführt. Die parametrischen Daten wurden als Mittel-

werte (MW) ± Standardabweichung (SD) dargestellt. Alle Spurenelementkonzentrationen 

in den Proben wurden als Duplikate in zwei unabhängigen Messungen bestimmt. Für die 

weitere Berechnung wurden MW bestimmt. Da es sich bei den FF um abhängige Proben 

handelt, wurden für jede Frau MW der Spurenelementkonzentrationen in den jeweiligen 

morphologischen Untergruppen separat berechnet. Die Spurenelementkonzentration der 

Gruppen 2 - 5 wurden als Differenzen (D) der Konzentrationen der zugehörigen FF der 

Gruppe 1 (ohne Eizelle = baseline) gebildet. Die berechneten Differenzen wurden mittels 
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t-Test verglichen. Unterschiede der morphokinetischen Zeiten zwischen Gruppe 4 und 5 

wurden mit einem gepaarten t-Test überprüft. Die Bestimmung der Korrelationen der ge-

messenen Parameter in Serum- und FF-Proben erfolgte mittels Pearson-Korrelations-

analyse. Die vergleichende Proteinquantifizierung von SELENOP in Serum und FF er-

folgte mittels t-Test. Als Signifikanzniveau wurde ein p-Wert ≤0,05 als statistisch signifi-

kant definiert (*=p≤0,05, **=p≤0,01, ***=p≤0,001), ****=p≤0,0001). Für klinische Variablen 

wurde mittels linearen gemischten Modells korrigiert, wobei PCOS (Serum) oder PCOS 

und Follikelqualität als feste Effekte, und das Alter als Co-Variante eingeschlossen 

wurde. Die Probanden wurden als zufälliger Effekt einbezogen. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Demographische und klinische Faktoren   

Die PCOS und Kontroll-Gruppe wurden bezüglich demographischer und klinischer 

Aspekte verglichen (Tab. 2). Die Probandinnen in der Kontroll-Gruppe waren signifikant 

älter als die PCOS-Gruppe (MW±SD: 35±3 Jahre vs. 29±4 Jahre, p<0,0001). Bei beiden 

Gruppen lag ein ähnliches Körpergewicht berechnet als BMI vor. Das Verhältnis von ICSI 

zu IVF betrug n=19/1 in der Kontroll-Gruppe und n=15/3 in der PCOS-Gruppe. Die An-

gaben zu der verwendeten Befruchtungsmethode fehlten in der PCOS-Gruppe für n=2 

Frauen.  

In der Kontroll-Gruppe wurden n=8/20 (40%) Frauen schwanger, n=7/8 (87,5%) 

mit anschließender Lebendgeburt. In der PCOS-Gruppe wurden n=7/20 (35%) Frauen 

nach der Befruchtungstherapie schwanger, n=5/7 (71,4%) davon mit erfolgreicher Le-

bendgeburt. Kein Unterschied fand sich bezüglich Neugeborenen-Größe und -Gewicht 

zwischen PCOS- und Kontroll-Gruppe (Tab. 2).  

Zum Zeitpunkt der Follikelpunktion, konnten signifikant niedrigere Serum AMH-

Konzentrationen in der Kontroll-Gruppe festgestellt werden (3,47±2,23 versus 8,21±4,56; 

p=0,0004), während vergleichbare FSH und E2 Serum-Konzentrationen gemessen wur-

den. 
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Tab. 2: Übersicht zu demographischen und klinischen Daten.  

 Kontroll-Gruppe        n=20 PCOS            n=20  

Parameter  MW±SD              n  MW±SD           n  p-Wert 

Klinische Parameter 

Alter (Jahr) 35±3                     20 29±4                     20 <0,0001 

BMI (kg/m2) 22,4±3,1                 20 22,6±2,6                  20 n.s. 

Hormonstatus 

FSH [mIU/ml] 6,43±1,55                    19 6,58±2,03                        19 n.s. 

AMH [ng/ml] 3,47±2.23                        19 8,21±4,56                        17 0,0004 

E2 [pg/ml]  38±15,1                  19 38,3±15,5                   19 n.s. 

Neugeborene 

Neugeborenengröße (cm)  48±4                     7 50±5                       5 n.s. 

Neugeborenengewicht (g)  2994±863               7 3001±809                 5 n.s. 

ICSI/IVF - 19/1 - 15/3* - 

FSH=Follikelstimulierendes Hormon; AMH=Anti-Müller-Hormon; E2=Estradiol; ICSI=Intrazyto-

plasmatische Spermieninjektion; IVF=In-vitro-Fertilisation; BMI=Body-Mass-Index; *Daten nicht 

vorhanden für n=2 Frauen; n.s=nicht signifikant; modifiziert nach Schmalbrock et al., 2021 57. 

3.2 Spurenelementstatus in Serum und FF 

Die Konzentrationen von Se, Cu und Zn wurden in Serum- und FF-Proben mittels 

TXRF bestimmt. Für alle drei Spurenelemente zeigten sich signifikant niedrigere Kon-

zentrationen in FF im Vergleich zu Serum (Abb. 7 A, B, C). Der Unterschied lag für Cu 

bei 50%, für Zn bei 54% und für Se bei 64%. Es konnte eine starke positive Korrelation 

für Se und Cu und eine etwas schwächere Korrelation für Zn zwischen Serum (n=38) und 

FF berechnet als MW (n=38) pro Frau festgestellt werden (Abb. 7 D, E, F).   
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Abb. 7: Vergleich der Spurenelementkonzentrationen in Serum- und FF. 

Die Spurenelemente wurden in Serumproben (n=38) und FF (Se n=324, Cu n=330, Zn n=330) 

von Frauen, unter ART bestimmt. Die Se-, Cu-, Zn-Konzentrationen in FF waren niedriger vergli-

chen zu den jeweiligen Serumkonzentrationen (A-C). Zwischen den FF- und Serumproben wurde 

eine lineare und positive Korrelation der Se-, Cu- , Zn-Konzentrationen festgestellt (D-F). Abb. 7 

modifiziert nach Schmalbrock et al., 2021 57 

3.3 Variabilität des Spurenelementstatus in FF im Vergleich zum entsprechenden 
Serum 

Pro Frau wurden n=1 Serum und bis zu n=10 FF vermessen. Über die gesamte 

Studiengruppe zeigten sich deutliche Schwankungen der gemessenen Konzentrationen 

für Se (A), Cu (B), und Zn (C), welche in den einzelnen FF-Proben einer Frau gemessen 

wurden (Abb. 8). Die Schwankungen der Spurenelementkonzentrationen zwischen den 
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FF einer Frau (intra-individuell) waren dabei teilweise größer als die Schwankung zwi-

schen allen FF-Proben in der gesamten Kohorte (inter-individuell). Für Se lässt sich eine 

intra-individuelle Konzentrationsschwankung von minimal: 11±5 µg/L bis maximal: 59±30 

µg/L (MW±SD) und eine inter-individuelle Schwankung von 24±10 µg/L (MW±SD) in der 

gesamten Kohorte finden (Abb. 8 A, #gesamt). Gleiches gilt für Zn  (intra-individuell 

273±71 µg/L bis 907±235 µg/L; versus inter-individuell 505±129 µg/L; MW±SD) und Cu 

(intra-individuell 341±55 µg/L bis 1148±329 µg/L; versus inter-individuell 603±212 µg/L; 

MW±SD) Abb. 8 B, C #gesamt).  

Abb. 8: Spurenelementkonzentrationen im Serum und entsprechenden FF. 

Die Spurenelementkonzentrationen wurden in n=1 Serumprobe mit bis zu n=10 entsprechenden 

FF pro Frau verglichen. Es zeigt sich eine hohe Variabilität der Spurenelementkonzentrationen: 

A) Se; B) Cu; C) Zn in den verschiedenen FF einer Frau. Nr.1-19, 38=Kontroll-Gruppe; Nr.20-

37=PCOS-Gruppe. Abb. 8 modifiziert nach Schmalbrock et al., 2021 57 
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Die FF wurden, in die im Methodik-Teil beschriebenen, Qualitätsgruppen unterteilt 

(Abb. 9 A, B, C). Die Spurenelementkonzentrationen der Gruppe 1 (FF ohne Eizelle) 

wurden als Basiswert verwendet. Davon ausgehend wurden jeweils die Unterschiede 

zwischen den FF der Gruppen 2 bis 5 abzüglich des Basiswerts (Gruppe 1, FF ohne 

Eizelle) für jede Frau berechnet. Die mittleren Unterschiede (MD) wurden als Δ-Gruppen 

(Δ2-1, Δ3-1, Δ4-1, Δ5-1) bezeichnet (Abb. 9 D-F).  

Insgesamt zeigen die Daten, dass die FF mit schlechter Qualität (Gruppe 1) im 

Allgemeinen niedrigere Spurenelementkonzentrationen aufwiesen als die FF mit höherer 

Eizellqualität in den Gruppen 2-5. Bezogen auf die mittleren Unterschiede zeigten sich 

bei Se für Gruppe 5, Cu für Gruppe 2, 4 und 5, und bei Zn für Gruppe 2 und 4 Unter-

schiede vergleichen mit Gruppe 1. Keine Unterschiede konnten für Cu, Se und Zn in Δ3-

1 festgestellt werden. 
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Abb. 9: Spurenelement-Konzentration in FF im Verhältnis zur Qualität. 

Die Se-, Cu- und Zn-Konzentrationen sind für jede Qualitätsgruppe der entsprechenden FF-Pro-

ben in verschiedenen Farben dargestellt: Gruppe 1 (blau, schlechte Qualität), Gruppe 2 (grün), 

Gruppe 3 (orange), Gruppe 4 (rot) und Gruppe 5 (violett, höchste Qualität). Starke Unterschiede 

zwischen den Serum- und den FF-Proben und innerhalb der verschiedenen FF unterschiedlicher 

Qualität werden für (A) Se, (B) Cu und (C) Zn beobachtet. Die mittleren Unterschiede (MD) der 

Spurenelementkonzentrationen in FF unterschiedlicher Qualität in Bezug auf die Gruppe 1 als 

Referenz sind für (D) Se, (E) Cu und (F) Zn angegeben. Im Allgemeinen werden höhere Spuren-

elementkonzentrationen im Serum und in den Gruppen der FF mit höherer Qualität als in Gruppe 

1 beobachtet. Nr. 1-19, 38 Kontroll-l und Nr. 20-37 PCOS-Gruppe. Abb. 9 modifiziert nach 

Schmalbrock et al., 2021 57 
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3.4 Spurenelementstatus im Verhältnis zu morphokinetischen Variablen 

Neben den morphologischen Parametern wurden auch morphokinetische Zeiten 

der Embryonen gemessen. Die Zeitpunkte der Spaltung und spezifische frühe Entwick-

lungsendpunkte der Embryonen sind genauer in Abb. 4 erläutert. Die Zeitpunkte des 

zweiten und dritten Embryozellzyklus (ECC2/3) sowie die Zeiten der Synchronisation 

(S2/3) wurden für die Gruppen 4 und 5 berechnet (Tab. 3). Die Zeit bis zum Erreichen 

der Synchronisation nach Beginn der zweiten und dritten Spaltung (S2/3) war in Gruppe 

5 signifikant kürzer als in Gruppe 4 (Tab. 3). Die Zeiten für ECC2/3 waren in Gruppe 5 im 

Vergleich zu Gruppe 4 ebenfalls kürzer, wenn auch nicht signifikant (Tab. 3).  

Es wurden keine Unterschiede zwischen den berechneten morphokinetischen Zeiten zwi-

schen PCOS- und Kontroll-Gruppe festgestellt (Tab. 4). 

 
Tab. 3: Morphokinetische Parameter ECC2/3 und S2/3 in Gruppe 4 und 5. 

ECC=Embryozellzyklus; S=Synchronisationszeit; h=Stunde; n.s.=nicht signifikant MW=Mittel-

wert; SD=Standartabweichung; modifiziert nach Schmalbrock et al., 2021 57 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Gruppe 4  Gruppe 5   

Parameter  MW±SD              n MW±SD           n p-Wert 

ECC2 (h) 13,6± 6,0                   19 12,6±1,5                     19 n.s. 

ECC3 (h) 22,7±7,3                   15 19,1±3,5                    15 n.s. 

S2 (h) 5,2±5,8 20 1,8±2,6 20 0,023 

S3 (h) 15,7±9,1                    15 8,7±4,8                       15 0,017 
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Tab. 4: Morphokinetische Parameter in der PCOS und Kontroll-Gruppe. 

ECC=Embryozellzyklus; S=Synchronisationszeit; h=Stunde; n.s.=nicht signifikant; MW=Mittel-

wert; SD=Standartabweichung 
 
 

Zusätzlich wurden die Spurenelementkonzentrationen der Gruppen 4 und 5 auf 

Korrelationen bezüglich morphokinetischer Zeiten untersucht. Die Beziehungen zwi-

schen morphokinetischen Parametern, Spurenelementkonzentrationen und GPX3-Akti-

vität sind als Korrelations-Heatmap für Gruppe 4 und 5 dargestellt (Abb.10). In den FF 

aus Gruppe 4 korrelierten die Cu- und Se-Konzentrationen mit S3. Entsprechend der Se-

S3-Korrelation fand sich die GPX3-S3-Korrelation in Gruppe 4. Darüber hinaus gab es 

eine negative Korrelation von Se mit ECC2. In Gruppe 5 korrelierten die Zn- und Se-

Konzentrationen mit ECC2 (Abb.10). 
Die Embryo-Zellanzahlen werden von Gruppen 1 bis 3 nicht erreicht, nachfolgend 

können die morphokinetischen Parameter nicht berechnet werden. 
 

 

 
Kontroll-Gruppe  PCOS-Gruppe   

Parameter  MW±SD              n MW±SD           n p-Wert 

ECC2 Gruppe 4 (h) 13,7± 5,4                    14 14,0±6,1                     15 n.s. 

ECC2 Gruppe 5 (h) 11,0±4,1                   12 12,4±1,2                    14 n.s. 

ECC3 Gruppe 4 (h) 28,2±10,2 11 23,0±7,5 14 n.s. 

ECC3 Gruppe 5 (h) 19,2±4,1                    9 19,2±3,2                        14 n.s. 

S2 Gruppe 4 (h) 5,4±5,0                        14 5,5±5,9                        15 n.s. 

S2 Gruppe 5  2,5±2,7                  13 1,6±2,4                   14 n.s. 

S3 Gruppe 4  23,1±11,0                     11 15,9±8,5                       14 n.s. 

S3 Gruppe 5 9,1±5,2             9 9,1±4,1                 14 n.s. 
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Abb. 10: Korrelation von Morphokinetik und Spurenelementen in Gruppen 4/5.  
Farbkodierung: Blau steht für eine positive Korrelation, rot für eine negative Korrelation. Die zu-

nehmende Farbintensität gibt die zunehmende Stärke der Korrelation an. Die Korrelationen er-

geben sich aus dem Bezug der Werte in der Längs- sowie Querspalte. Die Kodierung erfolgt nach 

Ciray et al., 2014: ECC(2/3)_g(4/5) beschreibt den ersten/zweiten Embryonenzellzyklus in 

Gruppe 4/5; S(2/3)_g(4/5) die Synchronisationszeiten eins/zwei in Gruppe 4/5. Jeweils berechnet 

und aufgezeigt für Cu (A),  Zn (B), Se (C) und der GPX3-Aktivität (D). Abb. 10 modifiziert nach 

Schmalbrock et al., 2021 57 
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3.5 Komplementäre Biomarker des Se-Status in FF und entsprechenden Serumpro-
ben 

Mittels verschiedener Selenoproteine, welche als Se-Biomarker genutzt werden, 

kann die Nährstoffversorgung mit dem Spurenelement Se zusätzlichen beurteilt werden 
34, 35, 75 . In dieser Studie wurden dafür neben dem Gesamt-Se die komplementäre Bio-

marker GPX3 und SELENOP bestimmt.  

Die intra-individuell unterschiedlichen Se-Konzentrationen in FF ließen sich an-

hand der GPX3-Aktivität bestätigen. Mit einer Spanne von minimal 55±31 U/L bis maxi-

mal 189±53 U/L (MW±SD) gegenüber einer inter-individuellen GPX3-Aktivität von 

100±32 U/L (MW±SD)  (Abb. 11 A). Im Einklang mit dem Befund eines niedrigerem Ge-

samt-Se in FF wurde auch eine 53% niedrigere GPX3-Aktivität in FF verglichen mit Se-

rum beobachtet (Abb.11 B). Es wurde eine lineare und positive Korrelation für die GPX3-

Aktivität im Serum und den entsprechenden FF-Proben innerhalb einer Frau festgestellt 

(Abb. 11 C). Die GPX3-Aktivität im Serum korrelierte nur gering mit der Se-Konzentration 

im Serum (Abb. 11 D). In der FF konnte hingegen eine starke und lineare Korrelation 

zwischen der GPX3-Aktivität und Se-Konzentration beobachtet werden (Abb. 11 E).  
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Abb. 11: GPX3-Aktivität als komplementärer Se-Biomarker in FF und Serum. 

A) Vergleich der GPX3-Aktivität im Serum mit der Aktivität in den entsprechenden FF (n=4-10) je 

Frau. Nr.1-19, 38 Kontroll-Gruppe, Nr.20-37 PCOS-Gruppe, B) Übersicht zu GPX3-Expression in 

Serum- und FF-Proben, C) Korrelation der GPX3-Aktivität in Serum- und entsprechenden FF-

Proben, D) Korrelation der GPX3-Aktivität und der Gesamt-Se-Konzentration im Serum, E) 

GPX3-Aktivität und die Gesamt-Se-Konzentration in den FF, Abb. 11 modifiziert nach Schmal-

brock et al., 2021 57 

 

 



Ergebnisse 32 

Weiter wurden die Korrelationen zwischen Se und GPX3-Aktivität innerhalb der 

fünf Untergruppen genauer betrachtet (Abb. 12). Dabei fanden sich sehr gute Korrelati-

onen innerhalb der Untergruppen 1, 2, 4, 5 und eine mäßige Korrelation für Gruppe 3.  

Abb. 12: Korrelation Gesamt-Se und GPX3-Aktivität in den Untergruppen. 
 
A) FF ohne Eizelle, B) FF mit einer Eizelle, die vor der Befruchtung degenerierte, C) FF mit einer 

Eizelle, die nicht befruchtet werden konnte, D) FF mit einer Eizelle, die nach der Befruchtung 

degenerierte, E) FF mit einer erfolgreich befruchteten Eizelle, die später als Embryo übertragen 

oder für einen späteren Transfer eingefroren wurde; F) als MW pro Frau in jeweiligen FF (n=4-

10)  



Ergebnisse 33 

Als weiterer Biomarker wurde SELENOP exemplarisch für n=2 Frauen, jeweils n=1 

aus der Kontroll- und PCOS-Gruppe, qualitativ in FF und Serum-Proben nachgewiesen 

und konnte mit dem Gesamt-Se gut korreliert werden (Abb. 13).  

Abb. 13: SELENOP als komplementärer Se-Status-Biomarker in FF und Serum.  

A) Western-Blot mit SELENOP-Expression bei 50-55kDa in den FF-Proben und entsprechenden 

Serumprobe. (Ser steht für Serum und FF1-8 für die jeweiligen FF). Ponceau S illustriert die Be-

ladung der Spuren zum besseren Vergleich der Signalstärken, B) die relativen SELENOP-Werte 

zeigen in den FF eine positive lineare Korrelation mit der Gesamt-Se-Konzentration, C) zusätzlich 

wurde ein SELENOP mittels SELENOP-Elisa nachgewiesen und konnte mit den Se-Konzentra-

tionen der zugehörigen Proben positiv und linear korreliert werden. Abb. 13 modifiziert nach 

Schmalbrock et al., 2021 57 

3.6 Spurenelementstatus im Zusammenhang mit PCOS 

Bei der Unterteilung der gesamten Kohorte (n=40) in die Kontroll- (n=20) und 

PCOS-Gruppe (n=20) zeigten sich niedrigere Zn-Konzentration im Serum der PCOS-

Gruppe (MW±SD: 1029±195 µg/L vs. 1159±203 µg/L). Die Cu und Zn-Konzentrationen 

und GPX3-Aktivitäten unterschieden sich im Serum nicht zwischen den zwei Gruppen 

(Abb. 14 B,C,D).  
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Abb. 14: Spurenelementkonzentration in Seren der PCOS- und Kontroll-Gruppe. 

A) Zn; B) Se; C) Cu-Konzentrationen und D) GPX3-Aktivität aufgeteilt in die PCOS (n=20) und 

Kontroll-Gruppe (n=20); n.s=nicht signifikant. Abb. 14 nach Schmalbrock et al., 2021 57 

 

Bezogen auf die Spurenelementkonzentrationen im Verhältnis zu den Qualitäts-

merkmalen der FF wiesen Frauen mit PCOS leicht niedrigere Zn-Konzentrationen in FF-

Proben der Gruppe 3 (MW±SD: 571±111 µg/L vs. 419±142 µg/L; p=0,029) und erhöhte 

Cu-Konzentrationen in Gruppe 5  (MW±SD: 507±190 µg/L vs. 742±318 µg/L; p=0,039) 

auf. Es wurden keine weiteren signifikanten Unterschiede bezogen auf Spurenelement-

konzentrationen in den FF-Untergruppen festgestellt (Tab. 5). 

 Der Vergleich der Spurenelementkonzentrationen der Gruppen 2-5 im Unter-

schied zu den Konzentrationen in Gruppe 1 zwischen PCOS- und Kontroll-Gruppe zeigte 

höhere Cu (MW±SD: 27±141 µg/L vs. 274±277 µg/L; p=0,02) und Zn (MW±SD: -28±169 

µg/L vs. 164±215 µg/L; p=0,036) in den FF mit hoher Qualität verglichen zu den Konzent-

rationen in FF ohne Eizelle (Tab. 5).  
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Tab. 5: Spurenelementkonzentrationen in FF der PCOS- und Kontroll-Gruppe. 
 Kontroll-Gruppe PCOS-Gruppe  
Gruppe MW ± SD n MW ± SD n p-Wert 

 
1 

Se [µg/L] 

Cu [µg/L] 
Zn [µg/L] 

GPX3 [U/L] 

23 ± 10 

555 ± 191 
474 ± 118 

96 ± 33 

17 

17 
17 

17 

19 ± 11 

518 ± 267 
402 ± 164 

96 ± 49 

13 

13 
13 

13 

n.s. 

n.s. 
n.s. 

n.s. 

 
2 

Se [µg/L] 

Cu [µg/L] 
Zn [µg/L] 

GPX3 [U/L] 

31 ± 26 

683 ± 289 
569 ± 144 

103 ± 25 

8 

8 
8 

8 

24 ± 11 

682 ± 381 
572 ± 231 

102 ± 42 

10 

10 
10 

10 

n.s. 

n.s. 
n.s. 

n.s. 

 
3 

Se [µg/L] 
Cu [µg/L] 

Zn [µg/L] 

GPX3 [U/L] 

24 ± 14 

516 ± 185 

571 ± 111 

86 ± 35 

10 
10 

10 

10 

22 ± 5 

479 ± 179 

419 ± 142 

75 ± 12 

5 
5 

5 

5 

n.s. 
n.s. 

0,029 
n.s. 

 
4 

Se [µg/L] 
Cu [µg/L] 

Zn [µg/L] 

GPX3 [U/L] 

26 ± 11 

619 ± 176 

536 ± 170 

111 ± 36 

16 
16 

16 

16 

24 ± 11 
652 ± 276 

467 ± 174 

103 ± 40 

17 
17 

17 

17 

n.s. 
n.s. 

n.s. 

n.s. 

 
5 

Se [µg/L] 

Cu [µg/L] 

Zn [µg/L] 
GPX3 [U/L] 

22 ± 11 

507 ± 190 

503 ± 167 
97 ± 38 

13 

13 

13 
13 

27 ± 12 

742 ± 318 

591 ± 220 
105 ± 38 

15 

15 

15 
15 

n.s. 

0,039 
n.s. 
n.s. 

D Gruppe 
(2 – 1) 

Se [µg/L] 

Cu [µg/L] 

Zn [µg/L] 
GPX3 [U/L] 

9 ± 17 

179 ± 283 

138 ± 120 
21 ± 45 

8 

8 

8 
7 

7 ± 9 

236 ± 389 

270 ± 285 
8 ± 25 

6 

6 

6 
5 

n.s. 

n.s. 

n.s. 
n.s. 

D Gruppe 
(3 – 1) 

Se [µg/L] 

Cu [µg/L] 
Zn [µg/L] 

GPX3 [U/L] 

2 ± 11 

75 ± 189 
128 ± 167 

0 ± 42 

8 

8 
8 

8 

3 ± 7 

28 ± 152 
31 ± 205 

-22 ± 13 

4 

4 
4 

3 

n.s. 

n.s. 
n.s. 

n.s. 

D Gruppe 
(4 – 1) 

Se [µg/L] 
Cu [µg/L] 

Zn [µg/L] 

GPX3 [U/L] 

2 ± 9 
46 ± 190 

83 ± 161 

9 ± 39 

13 
13 

13 

12 

4 ± 9 
132 ± 223 

49 ± 143 

3 ± 26 

13 
13 

13 

11 

n.s. 
n.s. 

n.s. 

n.s. 

D Gruppe  
(5 – 1) 

Se [µg/L]       

Cu [µg/L]     

Zn [µg/L] 

GPX3 [U/L] 

1 ± 8 

27 ± 141 

-28 ± 169 

3 ± 31 

10 

10 

10 

9 

9 ± 12 

274 ± 277 

164 ± 215 

10 ± 42 

11 

11 

11 

9 

n.s. 

0,02 
0,036 
n.s. 

n.s.= nicht signifikant; D=Differenz/Delta; MW=Mittelwert; SD=Standartabweichung; Se=Selen; 

Cu=Kupfer; Zn=Zink; GPX3=Glutathionperoxidase-3. Tab. 5 modifiziert nach Schmalbrock et al., 

2021 57 
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4 Diskussion 

4.1 Zusammenfassung der Hauptergebnisse 

Die Zielsetzung der Arbeit lag in der Untersuchung der Rolle der Spurenelemente 

Cu, Zn und Se auf die Eizell-/Embryoqualität. Dazu wurden die Konzentrationen der Spu-

renelemente im Serum und FF von Frauen nach Hormonstimulationstherapie gemessen. 

Ein Schwerpunkt lag auf der umfangreichen Erfassung des Se-Status, welcher anhand 

drei komplementärer Biomarker (Gesamt-Se, GPX3-Aktivität, SELENOP) ermittelt wurde. 

Im Rahmen der Probenauswahl wurde ein möglicher Unterschied in der Spurenelement-

verteilung bei Frauen mit und ohne PCOS berücksichtigt. Unsere Hypothese lautet, dass 

höhere Spurenelementkonzentrationen mit verbesserter Eizell- und nachfolgend Embry-

oqualität einhergehen. 

Abb. 15: Schematische Übersicht zu Vorgehen und Fragestellung der Arbeit.   

Übersicht zu klinischem, laborchemischem und wissenschaftlichem Ablauf Abb. 15 selbst er-

stellt mit biorender free version. 

Innerhalb der gesamten Kohorte zeigten sich niedrigere Konzentrationen der Spu-

renelemente in FF im Vergleich zu Serum. Der direkte Vergleich der bis zu n=10 FF-

Proben untereinander, gewonnen jeweils pro Frau, zeigte deutliche Konzentrations-

schwankungen der Spurenelemente. Besonders zu betonen ist hierbei, dass die vergli-

chenen FF-Proben jeweils in einer Punktionssitzung gewonnen wurden. Der Vergleich 

der Spurenelementkonzentrationen im Serum mit dem jeweiligen MW der FF-Proben 

ergab eine positive Korrelation.  

 Bei der Auswertung der Spurenelementverteilung in Bezug auf die Gruppeneintei-

lung anhand morphologischer und morphokinetischer Parameter, konnte eine Tendenz 

zu niedrigeren Spurenelementkonzentrationen in FF der niedrigsten Qualitätskategorie 

(Gruppe 1) festgestellt werden, sowie kürzere Synchronisationszeiten der Embryonen 
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höchster Qualität (Gruppe 5). Darüber hinaus zeigten sich keine starken Unterschiede 

bezüglich der Spurenelementverteilung zwischen der PCOS- und Kontroll-Gruppe. Die 

Se-Biomarker GPX3 und SELENOP waren in FF nachweisbar und korrelierten auch hier 

positiv mit der gesamten Se-Konzentration in den entsprechenden Proben. Dies deutet 

darauf hin, dass die drei Biomarker nicht nur im Serum, sondern auch in FF als komple-

mentäre Biomarker bezüglich des Se-Status verwendet werden können und höhere Se-

Konzentrationen in Follikeln mit höherer Qualität nachweisbar sind. 

4.2 Vergleich der PCOS- und Kontroll-Gruppe 

Zum Zeitpunkt der Follikelpunktion wurden signifikant niedrigere AMH-Konzentra-

tionen in der Kontroll-Gruppe im Einklang mit höherem Alter in dieser Gruppe nachge-

wiesen. Die physiologische Abnahme des AMH-Spiegels im Alter mit Abnahme der ova-

riellen Reserven konnte in Studien gezeigt werden 76. Darüber hinaus wurde berichtet, 

dass die AMH-Spiegel im Serum bei Frauen mit PCOS im Vergleich zu Frauen mit nor-

malem Eisprung deutlich höher sind und AMH-Messungen einen alternativen Marker zur 

Detektion von PCOS darstellen könnten 76, 77. 

Der Alters- und Hormonunterschied der PCOS- und Kontroll-Gruppe stellt eine rea-

listische Situation im klinischen Alltag von Kinderwunschkliniken dar. Mit rund 15% ist das 

PCOS die häufigste endokrinologische Erkrankung bei Frauen im reproduktionsfähigen 

Alter, die in 75% der Fälle mit Infertilität einhergeht 10, 78. Wohingegen Frauen ohne PCOS 

erst im höheren Alter mit abnehmender ovarieller Reserve und damit einhergehenden 

ausbleibendem Schwangerschaftserfolg eine Kinderwunschklinik aufsuchen. Dem ver-

meintlichen miss-matching zwischen PCOS- und Kontroll-Gruppe bezüglich Alter und 

Hormonstatus unterliegen auch andere Studien, exemplarisch sei auf die Studie von Mai 

et al., 2021 verwiesen 79. 

Weiterhin wurden die Gruppen auf Unterschiede bezüglich Spurenelementkonzent-

rationen in Serum und FF untersucht. In der Übersichtsarbeit von Nasiadek et al., 2020 

wurden auch die Studien von Li et al., 2016, Özer et al., 2016 und Farhood et al., 2017 

(siehe dort Tab. 2) genannt, die eine verminderte Serum-Zn-Konzentration bei Frauen 

mit PCOS im Vergleich zu Frauen ohne PCOS nachwiesen 40. Die niedrigen Zn-Serum-

Konzentrationen wurden mit der bei PCOS teilweise einhergehende Insulinresistenz und 

Hyperandrogenämie in Zusammenhang gebracht 40. 
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Bezüglich Se-Serum-Konzentrationen und PCOS konnten in dieser Arbeit keine Un-

terschiede herausgearbeitet werden, andere Fall-Kontroll-Studien deuteten darauf hin, 

dass Patienten mit PCOS niedrigere Serumspiegel von Se aufweisen als Kontroll-Grup-

pen und diskutierten das in Zusammenhang mit einem verminderten antioxidativen 

Schutz und ROS-induzierter Hyperglykämie 80.  

Bezogen auf Unterschiede in FF, konnten niedrigere Zn-Konzentrationen in FF, die 

nicht befruchtet werden konnten (Gruppe 3) und höhere Cu-Konzentrationen in FF der 

höchsten Qualität (Gruppe 5) gefunden werden. Sun et al., 2019 stellten in ihrer PCOS-

Gruppe ebenfalls höhere Cu-Konzentrationen fest und beschrieben, dass der erhöhte 

Cu-Gehalt in der FF mit einer höheren Anzahl von entnehmbaren Eizellen in der PCOS-

Gruppe, aber einer niedrigeren Rate von Embryonen hoher Qualität verbunden war 81.  

 Insgesamt konnten entgegen den Erwartungen in dieser Arbeit keine signifikanten 

Unterschiede der Cu-, Zn und Se-Konzentrationen in Serum und in FF-Proben bei Frauen 

mit und ohne PCOS in Bezug zu Eizell-/Embryoqualität herausgearbeitet werden. Das 

PCOS stellt einen Überbegriff mit phäno- und genotypischen Untertypen dar 11, 78. Das 

Fehlen von Unterschieden kann somit in der mangelnden Subtypisierung der PCOS-

Gruppe in Frauen mit und ohne Hyperandrogenämie, oder mit und ohne Insulinresistenz, 

sowie der Heterogenität der Kontroll-Gruppe begründet sein.   

4.3 Vergleich zwischen Spurenelementkonzentrationen in Serum und FF 

Die durchschnittliche Se-Konzentration im Serum lag bei etwa 67±14  µg/L und 

stellt damit im Vergleich zu Referenzdaten aus einer europäischen Querschnittsanalyse 

(EPIC, n=1915) eine Unterversorgung dar, wohingegen die Zn- und Cu-Konzentration im 

Serum innerhalb der angegebenen Referenzwerte lagen 82. Zu dieser Beobachtung 

passt, dass die entnommenen Seren von in Österreich lebenden Frauen stammen und 

Österreich, wie andere Gebiete in Mitteleuropa, ein Se-Mangelgebiet darstellt 83. Die er-

niedrigten Se-Werte im Serum können somit durch die schlechte Se-Bodenversorgung 

in Österreich erklärt werden.  

In Übereinstimmung mit vorherigen Studien zeigten sich niedrigere Konzentratio-

nen der Spurenelemente in FF verglichen mit Serum 35, 38, 39, 51. Betrachtet man das Ver-

hältnis zwischen Konzentrationen im Serum und FF, lässt sich in unserem Studienkollek-

tiv jedoch ein verglichen mit anderen Studien betonter Gradient darstellen. In der Studie 
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von Wu et al., 2020, welche n=103 in China lebende Paaren einschloss, lag die Se-Kon-

zentration in FF etwa doppelt so hoch (Serum: 108 g/L, FF: 71 µg/L vs. Serum: 67 g/L, 

FF: 25 µg/L, Abb.7) und somit näher an den Serum-Se-Konzentrationen 38. Dies lässt 

sich auf eine in Teilen Chinas bessere Se-Bodenversorgung und damit höhere Serum-

Se-Konzentrationen zurückführen 84. Diese Beobachtung unterstreicht die Hypothese, 

dass die Se-Konzentrationen im Serum die Se-Konzentrationen in FF beeinflussen.  

In der Supplementationsstudie von Özkaya et al., 2011 wurde beschrieben, dass 

Cu, Zn und Se in Serum und FF bei Frauen, nach hormoneller Überstimulationstherapie 

im Rahmen einer IVF abnahm 85. Leider konnten wir den Einfluss dieser Hypothese auf 

die niedrigen Spurenelementkonzentrationen im Serum der in dieser Arbeit eingeschlos-

senen Frauen nicht überprüfen, da für den Großteil unsere Probandinnen die Serummes-

sung vor Beginn der Hormontherapie fehlten.  

 Betrachtet man anstelle der gesamten Kohorte die jeweiligen Frauen einzeln, zeigt 

sich eine positive Korrelation zwischen den Spurenelementkonzentrationen im Serum 

und den zugehörigen FF berechnet als MW. Angesichts der positiven Korrelation von 

Serum und FF liegt es nahe, dass sich Defizite von Spurenelementen im Serum auf die 

FF übertragen können. Eine Verbesserung der Spurenelementversorgung könnte somit 

nicht nur die Spurenelementkonzentrationen im Serum erhöhen, sondern voraussichtlich 

auch den Spurenelementstatus in FF anheben.  

4.4 Diskussion der Variabilität zwischen den einzelnen FF-Proben  

In Anbetracht unserer standardisierten und gut kontrollierten Probengewinnung 55, 

welche die Punktion und nachfolgend Analyse einzelner FF ermöglichte, weisen unsere 

Daten auf eine vorab unerwartet hohe Variation zwischen den verschiedenen FF inner-

halb einer Frau hin. Die intra-individuelle Variabilität konnte im Falle von Se durch zwei 

weitere Biomarker (GPX3, SELENOP) bestätigt werden. 

Silberstein et al., 2009 und Butts et al., 2021 berichteten ebenfalls von intra-indivi-

duellen Konzentrationsunterschieden zwischen FF einer Frau. Silberstein et al., 2009 er-

klärte dies bedingt durch unterschiedlichen Follikelgrößen, wohingegen Butts et al., 2021 

die Variation durch Unterschiede in demografischen und klinischen Parametern, wie bei-

spielsweise Alter oder BMI, begründete 86, 87. Die in unserer Studie eingeschlossenen 

Follikel wiesen einen Mindestdurchmesser von 15 mm auf, kleinere Follikel wurden für 

unsere Analyse nicht verwendet. Somit scheint der Einfluss einer hohen inter-follikulären 
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Variabilität bedingt durch die Follikelgröße als wahrscheinlich vernachlässigbar. Der Be-

zug zu demographischen Daten konnte mittels eines linear gemischten Modells bezüglich 

Interaktionen zwischen Eizell-/Embryoqualität, PCOS und Alter keine Einflüsse für diese 

Kohorte herausarbeiten. Als Einschränkung ist zu erwähnen, dass weitere möglicher-

weise relevante demographischen Angaben durch die kleine Gruppenanzahl und das ge-

ringe Auftreten bestimmter Merkmale in den Gruppen (z.B. Rauchen) nicht überprüft wer-

den konnte. 

4.5 Bezug zwischen Spurenelementkonzentrationen in FF und Eizell-/Embryoqua-
lität 

4.5.1 Se-Konzentrationen und Biomarker in FF in Bezug zu Eizell-/Embryoqualität 

In der vorliegenden Arbeit konnten wir zeigen, dass höhere Se-Konzentrationen in 

FF der retrospektiv am höchsten klassifizierten Eizellen-/Embryonen (Gruppe 5) zuge-

ordnet werden können. Dazu passend beschrieben auch Wdowiak et al., 2017 in ihrer 

Studie, die n=221 Frauen unter IVF einschloss, dass in der Gruppe, die eine Schwanger-

schaft erreichte, höhere Se-Konzentrationen in den FF beobachtet wurden 39. Als mögli-

cher Mechanismus wurde besonders die zentrale antioxidative Wirkung von Se über 

GPX3 und SELENOP und die Kontrolle der oxidativen Mikroumgebung diskutiert 39, 88, 89. 

Ein Zusammenhang zwischen oxidativem Stress, Eizellqualität und nachfolgend erfolg-

reicher IVF/ICSI-Therapie wurde in mehreren Studien gezeigt 89-91. Basierend auf unse-

ren Ergebnissen und den genannten Studien ist es denkbar, dass ein Se-Mangel und ein 

vermindertes Vorkommen der Selenoproteine mit einer schlechten Eizellenqualität ein-

hergeht und umgekehrt ein ausreichender Se-Spiegel in FF über verminderten oxidativen 

Stress mit einer erhöhten Eizell-/Embryoqualität einhergeht. Weiterführende Untersu-

chungen sind jedoch notwendig, um diesen möglichen Zusammenhang zu bestätigen. 

Auch in unserer Studie wurden als komplementäre Biomarker SELENOP und 

GPX3 berücksichtigt. Wie auch bereits von Paszkowski et al., 1995 beschrieben sahen 

wir eine positive Korrelation der beiden Biomarker in FF wohingegen im Serum keine 

Korrelation beobachtet wurde 89. Die fehlende Korrelation von Se und GPX3 im Serum 

könnte durch präanalytische Fehllagerung von Serumproben erklärt werden. Die Verzö-

gerung bis zur richtigen Lagerung, kann die GPX3-Proteinstruktur und damit die nach-
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träglich gemessene GPX3-Aktivität beeinflussen 92. Im Gegensatz dazu werden FF-Pro-

ben möglicherweise als wertvollere Proben angesehen und unmittelbarer unter richtigen 

Konditionen aufbewahrt. 

Es konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass GPX3 und SELENOP 

im Serum bei ausreichender Se-Zufuhr gesättigte Expressionsniveaus erreichen können 
93-95. Die Sättigungsbereiche in FF von Gesamt-Se und den Selenoproteinen sind jedoch 

unbekannt. Wir konnten in der vorliegenden Arbeit zeigen, dass sowohl GPX3 als auch 

SELENOP in FF nachweisbar sind und linear mit den Serumspiegeln korrelierten (Abb. 
11, 12, 13). Dies weist darauf hin, dass in FF ähnliche Mechanismen zur Kontrolle und 

Begrenzung der Se-Versorgung und der Selenoprotein-Konzentrationen wirken. Eine Li-

mitation stellte hierbei dar, dass wir keine Sättigungsgrenze im Serum sicher feststellen 

konnten, da es sich wie beschrieben, um Proben aus Se-Mangelgebiet lebenden Frauen 

handelt und folglich auch in den FF der Sättigungsbereich nicht erreicht wurde 83. Die 

Ermittlung der Sättigungsgrenze in FF ist ein Ziel weiterführender Untersuchungen.  

4.5.2 Cu- und Zn-Konzentrationen in FF in Bezug zu Eizell-/Embryoqualität 

Bezüglich Cu in FF und Fruchtbarkeit lassen sich unterschiedliche Ergebnisse ak-

tueller Forschungsarbeiten herausarbeiten. In einer Studie von Tolunay et al., 2016 zeigte 

sich in n=130 gepoolten FF von Frauen mit unerklärter Infertilität eine Abnahme einer 

erfolgreichen Schwangerschaftsfortsetzung um fast 72% pro 1µg/dL FF-Cu-Konzentrati-

onserhöhung 96.In der Studie konnte jedoch kein Schwellenwert für den negativen Effekt 

von FF-Cu auf den Schwangerschaftserfolg definiert werden. In einer weiteren Studie von 

Ingle et al., 2017 konnten höhere Cu-Konzentrationen in FF mit einer besseren Embryo-

qualität assoziiert werden 51, diese Aussage ergibt sich auch aus unseren Ergebnissen.  

Die zunächst divergent erscheinenden Ergebnisse spiegeln die Hypothese von 

Tolunay et al., 2016 wider, der ein Cu-Konzentrationsfenster in FF beschreibt, das die 

Fruchtbarkeit in positive oder negative Richtung beeinflusst 96. Betrachtet man die Cu-

Konzentrationen, die im Mittel in den FF der jeweiligen Studien gemessen wurden, lag 

die Cu-Konzentration in FF von Frauen mit erfolgreicher Schwangerschaft in der Studie 

von Tolunay et al., 2016 bei 730 µg/L und in der Gruppe ohne Schwangerschaftserfolg 

bei 1030µg/L. In unseren Proben lag der Cu-FF MW bei etwa 605 µg/L. Aus diesen Wer-

ten lässt sich ein grober Schwellenwert für Cu in FF als potenziell schädlicher Faktor für 

die Eizell-/Embryoentwicklung abschätzen. Für die Ermittlung der genauen Unter- und 

Obergrenze der Cu-Konzentrationen in FF fehlen jedoch weitere Studien.  
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Dem Spurenelement Zn werden im Allgemeinen positive Eigenschaften bezüglich Ferti-

lität wie antiinflammatorische und zellaufbauende Funktionen zugeschrieben 32, 33. Über-

raschenderweise zeigte sich in unserer Auswertung kein Unterschied zwischen FF mit 

Eizelle/Embryo höchster Qualität (Gruppe 5) und FF ohne Eizelle/Embryo (Gruppe 1). Im 

Gegensatz dazu beschrieben Tolunay et al., 2016 positive Korrelationen zwischen Zn-

Konzentration in FF und der Anzahl höherqualitativer Embryonen 96. In der Pilotstudie 

von Ingle et al., 2017 wurden Spurenelementkonzentrationen in Urin und FF von n=58 

Frauen unter IVF gemessen 51. Sie zeigten, dass höhere Zn-Konzentrationen in FF mit 

einem geringeren Anteil an befruchteten Eizellen pro Frau einhergingen, jedoch positive 

Korrelationen zwischen der Gesamtzahl an erzeugten Embryonen und der Zn-Konzent-

ration im Urin nachweisbar waren. Betrachtet man auch hier die Zn-Konzentrationen, die 

im Mittel in den FF der jeweiligen Studien gemessen wurden genauer, fand sich bei To-

lunay et al., 2016 rund 770 µg/l, in unseren Proben rund 507 µg/l und bei Ingle et al. 2017 

nur 467µg/l im Mittel 51, 96. Auch hier ließe sich ein Konzentrationsfenster mit positiven 

Einflüssen auf die Eizellqualität anhand der Daten diskutieren. 

Zusammenfassen lässt sich festhalten, dass in der aktuellen Forschung die spezi-

fische Rolle von Zn, besonders bezüglich verschiedener Konzentrationen in Serum und 

Follikeln, im weiblichen Fortpflanzungssystem nicht einheitlich geklärt ist und auch hier 

Unter-und Obergrenzen, welche positive oder negative Einflüsse auf die Eizell-/Embryo-

qualität haben fehlen.  

4.6 Spurenelementkonzentrationen und morphokinetische Parameter 

In einigen Kinderwunschkliniken werden über TLS generierte morphokinetische 

Parameter eingesetzt, um die Lebensfähigkeit von Embryonen und die Chance auf eine 

Lebendgeburt nach ART vorherzusagen18, 61, 66. Das TLS stellt im Vergleich zur morpho-

logischen Beurteilung eine potenziell objektivere und besser reproduzierbare Technolo-

gie mit weniger umlagerungsbedingten Störeinflüssen auf die Eizell-/Embryoqualität dar 
21. Anhand früherer TLS-Studien wurde ein Zusammenhang zwischen dem schnelleren 

Erreichen der nächsten Zellanzahl, besonders in Bezug auf frühe Spaltungszeiten (=t1 

bis t8)  und sich daraus ergebenden Zeitintervalle ECC2/3 und S2/3 und der Embryoqua-

lität hervorgehoben 18, 60-67. Mesequer et al., 2011 schlugen ein Embryo-Scoring auf 

Grundlage eines Klassifikationsbaums mit den S2 sowie CC2-Zeiten zur Auswahl von 

Embryonen mit höherer Einnistungswahrscheinlichkeit vor 18. Darauf aufbauend betonte 
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die Studie von Schachter-Safrai et al., 2021 auch ECC3 und S3 als wichtige frühe Zeitin-

tervalle, die bei Verlängerung mit einer höheren Rate an Fehlimplantationen einhergingen 
66. Auch die Ergebnisse von Kljajic et al., 2022, Dal Canto et al., 2012 und Cetinkaya et 

al., 2015 konnten anhand unterschiedlicher Spaltungsrhythmen zwischen Embryopopu-

lationen guter und schlechterer Qualität unterscheiden, wobei eine verlängerte Spaltzei-

ten mit einer schlechteren Embryonen-Qualität einherging. Das findet sich auch in unse-

ren Ergebnissen mit moderat verlängerten Spaltungs- und signifikant verlängerten Syn-

chronisationszeiten für Gruppe 4 im Vergleich zu Gruppe 5 wieder (Tab. 3).  

Nur wenige Studien untersuchten bisher morphokinetische Variablen in Zusam-

menhang mit Spurenelementen als zusätzlichen Qualitätsmarker. Wdowiak et al., 2017 

überprüfte in einer ICSI-Studie bei n=221 Frauen aus Polen unter anderem den Einfluss 

von Cu, Se und Zn in FF auf den ICSI-Erfolg unter Berücksichtigung der Dynamik der 

Embryonalentwicklung 39. In der Gruppe mit erfolgreicher Schwangerschaft (n=68) wur-

den negative Korrelationen zwischen Se-, Zn- und Cu-Gehalt und frühen embryonalen 

Entwicklungszeiten gefunden 39. Hingegen zeigten unsere Ergebnisse eine positive Kor-

relation zwischen Se und Zn-Konzentrationen und frühen Spaltintervallen der höchsten 

Qualitätsgruppe mit voraussichtlich bestem ART-Erfolg. Die divergierenden Ergebnisse 

weisen auf eine noch nicht geklärte Bedeutung der Spurenelemente für eine erfolgreiche 

Embryonenentwicklung im Zusammenhang mit morphokinetischen Zeiten hin. Es kann 

vermutet werden, dass ein bestimmter Zeitrahmen für die Zellverdopplung und Synchro-

nisation den erfolgreichen Entwicklungsprozess des frühen Embryos begünstigt. Dabei 

kann eine zu niedrige oder zu hohe Spurenelement-Konzentration das genaue Timing 

der Zellteilung behindern und damit zu einer Veränderung der morphokinetischen Spalt-

zeiten führen, was in weiterführenden Untersuchungen zu bestätigen bleibt. 

Bezüglich des Zusammenhangs von PCOS und morphokinetischen Parametern 

finden sich wenige Studien, alle ohne Berücksichtigung der Spurenelementkonzentratio-

nen. Eine Studie von Wissing et al., 2014 berichtete über eine Verlängerung der morpho-

kinetischen Embryonalspaltzeiten bei hyperandrogenen PCOS-Frauen 97. Dass in unse-

rer Arbeit keine Unterschiede der morphokinetischen Zeiten zwischen PCOS- und Kon-

troll-Gruppe herausgearbeitet werden konnten (Tab. 4) kann mit der fehlenden Subtypi-

sierung der PCOS-Gruppe wie bereits angemerkt in Zusammenhang stehen.  

Zusätzlich wird der Vergleich der Studien untereinander durch uneinheitliche No-

menklatur und dem Fokus auf unterschiedlichen frühe Embryonalspaltzeiten erschwert 
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19. Eine einheitliche Nomenklatur und Standardisierung der TLS generierten Daten ist 

anzustreben.  

4.7 Modell zur Entstehung der jeweiligen Spurenelementkonzentrationen in FF  

Zusammenfassend scheinen die unterschiedlichen Spurenelementkonzentratio-

nen in den FF die verschiedenen Eizell-/Embryoqualitäten wieder zu spiegeln. Es konnte 

in der vorliegenden Arbeit nicht gezeigt werden, dass höhere Spurenelementkonzentra-

tionen zwangsläufig eine bessere Eizell-/Embryoqualität bedingen. Vielmehr stützen die 

Daten die Hypothese einer streng kontrollierten und fein abgestimmten Mikroumgebung 

für die entwickelnde Eizelle, die nicht nur die erforderliche Versorgung mit Mikronährstof-

fen, sondern auch einen Schutz vor überschüssigen und potenziell toxischen Spurenele-

mentkonzentrationen beinhaltet. In Analogie zu der Theorie einer dosisabhängigen Aus-

wirkung von Spurenelementen auf die Eizell-/Embryoqualität, sind die unterschiedlichen 

Dosis-Wirkungs-Beziehungen für Se im Serum auf den menschlichen Organismus schon 

umfassend beschrieben 84. Dabei reichen schon niedrige Nahrungsmengen aus um 

Schädigungen bedingt durch einen Se-Mangel zu verhindern. Höhere Dosen scheinen 

das Auftreten von Tumorentstehung, kardiovaskuläre Erkrankungen und Immunerkran-

kungen zu verringern 68, 82. In übermäßig hohen Dosen können unerwünschte Nebenwir-

kungen beobachtet werden 84. 

Der Einfluss der Spurenelementkonzentrationen im Serum auf die MW der betref-

fenden FF-Proben, sowie das breite intra-individuellen Konzentrationsspektrum zwischen 

FF innerhalb einer Frau, weisen darauf hin, dass neben einem allgemeinen Regulie-

rungsmechanismus ausgehend vom Serum, die Komponenten der FF lokalen Regulati-

onsmechanismen unterliegen (Abb. 16). Ein Zusammenhang zwischen ernährungsbe-

dingter Zufuhr und Konzentrationen in Serum und FF ist bereits für Schwermetalle wie 

Quecksilber und Arsen von Butts et al. 2020 beschrieben und konnte auch für Zn, Cu und 

Se in einer Supplementationsstudie bei Frauen unter IVF im Vergleich zu Frauen unter 

IVF ohne Supplementationen, gezeigt werden 85, 98.   
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Abb. 16: Potenzielle Regulierungsmechanismen der FF-Zusammensetzung. 
Die Se, Cu, und Zn-Konzentrationen in den FF werden möglicherweise beeinfluss durch:  

1.) Filtration der entsprechenden Serumkonzentrationen  

2.) Weitere lokale bspw. autokrine oder parakrine Regulationsmechanismen  

Abb. 16 selbst erstellt mit Adobe InDesign. 

 

Die genauen molekularen Mechanismen, die zu unterschiedlichen Spurenele-

mentkonzentrationen in FF einer Frau führen, sind nicht bekannt. Es ist jedoch wahr-

scheinlich, dass der Spurenelementstatus in FF nicht ausschließlich durch Filtration des 

Serums kontrolliert wird 87, sondern stark regulierenden Mechanismen unterliegt 22, 23. 

Dies könnte eine hormonelle und endokrine Kontrolle der Aufnahme- und Erhaltungsme-

chanismen von Spurenelementen und der von Spurenelementen abhängigen Proteine 

und Enzyme beinhalten, um eine individuelle und fein abgestimmte Mikroumgebung für 

den zugehörigen Follikel zu kreieren 22, 57.  Die Spurenelementkonzentrationen in einzel-

nen FF könnten somit einen zugänglichen Biomarker über die jeweilige Eizell-/Embryo-

qualität darstellen. 

4.8 Stärken und Schwächen der Studie 

Eine Limitierung der Arbeit stellt die begrenzte Anzahl an untersuchten Frauen 

(n=40) dar, wodurch im Vergleich mit der hohen Anzahl an FF-Proben (n=400) nur wenige 
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FF-Untergruppen gebildet werden konnten. Die kleine Fallzahl könnte zu einer Unter- 

oder umgekehrt zu einer Überrepräsentation der statistischen Ergebnisse geführt haben. 

Besonders bezüglich der morphokinetischen Zeiten, da hier die Gruppengröße beson-

ders klein bis zu n=15 waren, aber auch in einigen Qualitätsuntergruppen wie Gruppe 3 

(Eizellen, die nicht befruchtet werden konnten) mit n=15. Verschärft wurde dieses Prob-

lem zusätzliche bei der Unterteilung in PCOS- und Kontroll-Gruppe bis n=5. Allerdings 

handelt es sich um eine hypothesengenerierende Arbeit, welche Hinweise auf bisher we-

nig erforschte Zusammenhänge identifizieren und andeuten sollte. Dieses Ziel konnte 

trotz der geringen Fallzahl verfolgt werden.  

Eine weitere Limitation stellt die Heterogenität innerhalb der Kontroll-Gruppe dar. 

Die Kontroll-Gruppe umfasste Frauen mit unterschiedlichen Infertilitätsursachen. Zudem 

wurden Frauen auch eingeschlossen, deren Infertilität möglicherweise nur bedingt einge-

schränkt war und die Ursache der Kinderlosigkeit in einer isoliert männlichen Infertilität 

begründet sein könnte. Eine noch präzisere Unterteilung nach Infertilitätsursachen wäre 

erstrebenswert, um potenzielle Unterschiede bezogen auf Spurenelemente und Infertili-

tätsursache differenzierter herausarbeiten zu können. Dennoch stellt der Ausschluss ei-

nes PCOS bereits eine wichtige Unterscheidung zu anderen Fertilitätsursachen dar und 

kann somit als Vergleich herangezogen werden.   

Zu den besonderen Stärken der Studie gehören die etablierten und validierten 

Technologien, die für das Messen der Spurenelemente und Enzymaktivität verwendet 

wurden, sowie die hohe Qualität der Proben aus der Biobank. Dies erlaubte uns, einzelne 

FF mit jeweils zugehörigen Serumproben zu vergleichen und im Gegensatz zu vielen 

anderen Studien nicht gepoolte FF zu analysieren.  

Darüber hinaus berücksichtigten wir, im Gegensatz zu anderen Studien, in unse-

ren Analysen im Besonderen die Abhängigkeit der jeweiligen FF innerhalb einer Frau 

untereinander und konnten dementsprechende Unterschiede herausarbeiten. Die Spu-

renelementkonzentrationen in Gruppe 1 (FF ohne Eizelle) wurden als Basiswert verwen-

det und die Konzentrationsdifferenz zwischen FF der Gruppen 2 bis 5 abzüglich Gruppe 

1 jeweils pro Frau berechnet (Abb. 9).  

Ein besonderer Schwerpunkt lag in der umfangreichen Analyse des Se-Status. Im 

Serum sind Gesamt-Se, GPX3 und SELENOP als äquivalente Biomarker etabliert und 

lassen sich jeweils in deren Ausmaß positiv miteinander korrelieren 93, 94. Eine regelhafte 

Messung komplementärer Biomarker des Se-Status in FF wurde in vorherigen Studien 

nicht etabliert. Wir konnten in der vorliegenden Arbeit, nach bestem Wissen, als erste 
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Studie SELENOP in FF qualitativ nachweisen und in Zusammenschau mit Gesamt-Se 

und der GPX3 Aktivität in FF in Bezug zu Eizell-/Embryoqualität umfassend betrachten. 

Die Messungen der komplementären Biomarker dienten auch als Validierung der beson-

ders niedrigen Se-Konzentrationen in FF. Eine Überprüfung der FF-Messungen mittels 

im Serum bereits etablierter Biomarker erschien daher sinnvoll.  

Ferner erfolgte die Spurenelementquantifizierung an einem von den Geburtsklini-

ken unabhängigen Standort und wurde von Wissenschaftler:innen durchgeführt, welche 

gegenüber den klinischen Merkmalen verblindet waren. Dadurch wurde eine unvoreinge-

nommene Analyse und Interpretation ermöglicht. 
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5 Schlussfolgerungen 

Ausgehend von den Ergebnissen unserer Studie kann zusammenfassend ge-

schlussfolgert werden, dass ein direkter Zusammenhang zwischen Spurenelementen im 

Serum und FF besteht und insbesondere die drei Biomarker des Se-Status (Gesamt-Se, 

GPX3 und SELENOP) in den FF-Proben positiv korrelieren. Dies unterstreicht eine 

gleichwertige Eignung der drei Biomarker für die Bewertung des follikelspezifischen Se-

Status. Die genauen Mechanismen, welche die Spurenelementverhältnisse im Serum mit 

denen im Follikel verbinden, sind bisher unzureichend verstanden. Dies konnte aufgrund 

der großen Variabilität zwischen verschiedenen FF, die von derselben Frau zur gleichen 

Zeit gewonnen wurden, auch in unseren Ergebnissen abgebildet werden. 

Da die FF mit der schlechtesten Qualität, also FF ohne Eizelle, tendenziell die 

niedrigsten Spurenelementkonzentrationen der Follikel innerhalb einer Frau aufwiesen, 

kommen wir zu dem Ergebnis, dass ein Mangel an Spurenelementen vor und während 

einer reproduktionsmedizinischen Therapie und der Eizellentwicklung vermieden werden 

sollte. Um die oben beschriebene Annahme eines fein abgestimmten Spurenelement-

gleichgewichts in FF im Bezug zu Vitalität der Eizelle und später Embryo zu bestätigen, 

bedarf es indes weiterer Studien mit größerem Studienumfang, gegebenenfalls als pros-

pektiv randomisierte Substitutionsstudien mit zusätzlicher Vermessung der gepaarten 

Spermienflüssigkeiten.  
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