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Zusammenfassung

Die Anzahl der Paare mit ungewollter Kinderlosigkeit nahm in den letzten Jahrzehnten vor
allem in den Industrielandern zu. Es wird geschatzt dass, ungefahr 15% der Menschen im
fortpflanzungsfahigen Alter an einem Problem der Kinderlosigkeit leiden. Die Grinde hierfur

sind vielfaltig.
Hierbei sind das Alter der Frau und die Lebensgewohnheiten allerdings die Hauptgriinde.

Die assistierten, reproduktiven Techniken (ART) nahmen stetig zu, daher verbesserten sich
auch die Ergebnisse der Kinderwunschtherapie. Folglich ist eine Verbesserung der ART ein
kontinuierlicher Prozess um die besten Ergebnisse zu erzielen. Die hormonelle Therapie zur
kontrollierten ovariellen Hyperstimulation, die Kulturmedien der Eizellen, die Verarbeitung der
Eizellen im Labor, die Kryokonservierung der Eizellen und die fiir die Verarbeitung benétigte

Ausstattung zeigen hierbei eine standige Veranderung.

In der vorliegenden Studie wurde die Auswirkung von vielen Faktoren wie Hormontherapie,
das Alter der Frau, der Nikotinkonsum und die Interaktion zwischen diesen Faktoren und den
Ergebnissen der ART-Therapie (Befruchtungs-, Teilungs-, Schwangerschaftsrate) der
Frauen, die sich einer ART —Therapie unterzogen, untersucht . Hierzu wurden die
Uberlebens-, Teilungs- und Schwangerschaftsraten der gefrorenen, aufgetauten PN-Zellen
untersucht, um die Faktoren zu bestimmen, die einen Einfluss auf die Qualitat und Stabilitat

der Eizellen wahrend des Frier- und Tauvorganges nehmen konnten.

Fir diese retrospektive Studie wurden die Daten von 298 Paaren im Zeitraum zwischen
02/08/1995 und 30/06/2008 ausgewertet, die sich an der Universitatsfrauenklinik Homburg-
Saar einer Kinderwunschtherapie unterzogen.

Die Schwangerschafts- und Geburtsraten waren nach der herkémmlichen in vitro Fertilisation
(IVF) und der intracytoplasmatischen Spermien Injektion (ICSI) gleich (p= 0.200; p= 0.112).
Dariliber hinaus zeigten das Alter der Frauen, der Body mass index (BMI) der Nikotinkonsum
die kontrollierte ovarielle Hyperstimulation (COHSS) und die Art der Sterilitat weder bei IVF
noch bei ICSI einen signifikanten Einfluss auf die Schwangerschafts- und Geburtsrate vor
und nach der Kryokonservierung.

Jedoch wurden in beiden untersuchten Gruppen, sowohl bei IVF als auch bei ICSI, bei den
Frauen, die mit r-FSH stimuliert wurden, bessere Ergebnisse erzielt im Vergleich zu denen,
die mit r-FSH und hMG behandelt wurden.

Daruber hinaus zeigte sich zwischen der Anzahl der transferrierten Embryos und der

Schwangerschaftsrate in einem frischen Zyklus ein signifikanter Zusammenhang (p= 0.014).
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Hierbei ist es nennenswert, dass das deutsche Embryonenschutzgesetzt nur den Transfer

von £ 3 Embryonen in einem Zyklus erlaubt.

Die Auswirkungen der kontrollierten ovariellen Hyperstimulation auf das Auftreten eines
ovariellen Hyperstimulationssyndrom wahrend der Vorbereitungen der Patienten flir eine
ART-Therapie wurden untersucht.

Dennoch zeigte das Stadium der Uberstimulation keinen Einfluss auf die Zellteilungsrate der
PN-Zellen nach dem Frier-Tauprozess (p= 0.338).

Die Qualitdt der Embryonen, beurteilt durch die Zellstadienzahl nach dem Frieren/Auftauen
der PN-Stadien-Embryos, zeigt eine signifikante Korrelation mit der Schwangerschaftsrate
(p = 0,045) und kénnte als der wichtigste Faktor der Einschatzung einer Schwangerschaft in
dem Frier- und Tauvorgang betrachtet werden.

Abgesehen davon zeigt die kurze Hormontherapie vor und nach dem Transfer der
gefrorenen, aufgetauten PN-Embryos eine signifikante  Korrelation mit der
Schwangerschafts- (p=0.033) und Geburtsrate ( p= 0.0001).
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Summary

The number of undesired childless increased in the last couple of decades, especially in the
industrial countries. It is estimated that about 15% of the people in the reproductive age

suffer of childless problem. The reason for that is multifactor.

However, the age of the women and the life style are the main reason. The assisted
reproductive techniques (ART) steadily increased and consequently the results of the
childless problem therapy improved. However, a refinement of the ART is a continuous
process in order to obtain the best results. The hormone therapy for controlled ovarian
hyperstimulation, the culture media of the gamete, the gamete handling in the laboratory, the

cryopreservation of gametes and the necessary equipments showed revolutionary progress.

In the present study, the effect of many factors like hormone therapy, the age of the women,
the nicotine consumption and the interaction between these factors on the ART outcome
(fertilization, cleavage, pregnancy) of women who undergoing ART therapy were studied.
Besides, the survival cleavage and pregnancy rates of frozen thawed pronucleous oocytes
were investigated in order to determine the factors which may be influence the oocytes

quality and stability during freeze thaw procedure.

For this retrospective study we analyzed the data of 298 couples between 02/08/1995 and
06/30/2008 which underwent therapy of childlessness at the university clinic of obstetrics and
gynaecology at Homburg/Saar.

The pregnancy and birth rats were similar after standard in vitro fertilization (IVF) and
intracytoplasmic sperm injection (ICSI) (p=0. 200; p=0. 112).

Moreover, the age of the women, body mass indexes (BMI), smoking, controlled ovarian
hyper stimulation syndrome (COHSS) and the aetiology of sterility showed no significant
influence on pregnancy and birth rate before and after cryopreservation of women who
underwent either IVF or ICSI therapy.

However, women who received rec. Follicle stimulating Hormones (r-FSH) showed
significantly better results in comparison to those who treated with rFSH + Human
menopausal gonadotrophin (HMG) in both investigated group IVF and ICSI.

In addition, the mean number of transferred embryos per cycle showed a significant
correlation with pregnancy rate only in fresh cycle (p=0.014). It is noteworthy to mention here

that the germ embryos protection law allowed the transfer of <3 embryos in one cycle.
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The effect of controlled ovarian hyper stimulation during the preparation of the patients to

ART therapy on the incidence of ovarian hyperstimulation syndrome was investigated.

However, the stage of OHSS showed no influence on the pronuclear cells cleavage rate after

freeze-thawing procedure (p=0.338).

The embryos quality assessed by embryos blastomers number after freeze thawing of
pronucleous stage embryo showed a correlate significantly with pregnancy rate (p=0,045)
and could be consider the most important factor for pregnancy estimation in freeze-thaw
program. Besides, the hormone supplement therapy short before and after transfer of frozen-
thawed pronucleous stage embryos showed a significantly correlate with the pregnancy
(p=0.033) and birth rate (p=0.0001).
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Einleitung

1.1 Einfuhrung

Der in zunehmender Tendenz unerflllte Kinderwunsch vieler Paare lasst das Interesse an
der Reproduktionsmedizin, besonders in den Industrienationen stetig wachsen.

Von ungewollter Kinderlosigkeit spricht man, wenn nach ein bis zwei Jahren regelmaRigen,
ungeschitzten Geschlechtsverkehrs keine Schwangerschaft eingetreten ist. Dies betrifft ca.
15% der Paare (STAUBER 2001), in Deutschland sind rund 2 Millionen Paare betroffen,
etwa jede 6. bis 7. Ehe ist ungewollt kinderlos. Die Tendenz der ungewollten Kinderlosigkeit
verzeichnet in Europa einen leichten Anstieg (FISCHL 2000).

Verschiedene Faktoren kdnnen einen unerfillten Kinderwunsch bedingen.

Die Grunde fur die Sterilitat eines Kinderwunschpaares verteilen sich mit jeweils 30-40%
gleichermalden auf Mann und Frau. Bei 15-30% der betroffenen Paare liegt die ungewollte
Kinderlosigkeit an beiden Partnern, wobei sich in den Ubrigen 5-10% keine verifizierbare
Ursache finden lasst.

Unterschieden wird die primare Infertilitat, hierbei ist noch nie eine Schwangerschaft
eingetreten, von der sekundaren Infertilitdt. Bei der sekundaren Infertilitat ist eine erneute
Schwangerschaft nach einer vorausgegangenen Geburt nicht eingetreten.

Zudem hat sich die Rolle der Frau in der Gesellschaft im Laufe des letzten Jahrhunderts
grundlegend verandert. Statistiken zeigen, dass aufgrund einer neuen Lebensplandefinition
Frauen meist spater ihr erstes Kind bekommen. Wahrend im Jahre 1981 lediglich 4% der
Erstgebarenden alter als 35 Jahre waren, betrug die Zahl im Jahre 2000 immerhin schon
23% (SCHNEIDER 2003). Doch mit dem hoheren Alter wachst auch das Risiko einer
ungewollten Kinderlosigkeit. Der Einfluss von verandertem Sexualverhalten, mit dem Anstieg
der Zahl der Geschlechtspartner und dem dadurch erhdhten Risiko gegentber sexueller
Infektionskrankheiten (z.B. Infektion mit Chlamydien) stellt einen ebenso deutlichen
Risikofaktor fir einen unerfiiliten Kinderwunsch dar.

Auch Umweltbelastungen, Belastungen durch Schadstoffe missen neben anderen Faktoren
fur eine zunehmende Infertilitat in Betracht gezogen werden (STECK 2001).

Umso mehr rickt die Bedeutung der Reproduktionsmedizin in den Vordergrund, es wird
geschatzt, dass sich im Jahr 1998 knapp 90.000 Frauen einer kiinstlichen Befruchtung
(Homologe Insemination und IVF/ICSI Behandlung) unterzogen haben (HAUSLER, VON
ZAHN 2003). Die Anzahl der Behandlungen stieg in den folgenden Jahren, bis sie nach der
2004 in Kraft getretenen Gesundheitsreform, nach der Paare die Behandlung nun zur Halfte
selbst zahlen mussten, rapide abnahm. Im Jahr 2008 gab es noch 72 053 Behandlungen in
Deutschland, im Jahr 2009 75 662 erfasste Zyklen (Deutsches IVF- Register 2010).
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1.2 Historischer Uberblick der Reproduktionsmedizin

Historisch gesehen begann die Reproduktionsmedizin im 18./19. Jahrhundert.

Vor allem im Interesse der Viehzucht wurden vielfach Versuche der Embryonentbertragung
durchgeflhrt.

1890 erreichte Walter Heape den ersten Embryonentransfer von naturlich befruchteten
Eizellen an einem Kaninchen.

1959 gelang es dem an der Worcester Foundation for Experimental Biology in Strewsbury
tatigen Chinesen Minh Chenh Chang (1908-1991) eine Schwangerschaft nach
extrakorporaler Befruchtung und Embryotransfer bei einem Kaninchen zu erzielen (ORLAND
1999).

Weitere experimentelle Entwicklungen, wie das Heranreifen mehrerer Eizellen in einem
Zyklus (PINCUS 1940), oder Verbesserungen in Hormonbestimmungstechniken mittels
radioimmunologischer Methoden (RIA) (BERSON und YALOW 1962) fiihrten schlieRlich
Stlck fur Stuck zur Entwicklung der In-vitro-Fertilisation (IVF) beim Menschen. (BAVISTER
2002)

Als Durchbruch in der Reproduktionsmedizin ist die Geburt von Louise Brown am 25.07.1978
anzusehen, welche als erstes ,Retortenbaby” nach einem erfolgreichen IVF-Zyklus vom
12.11.1977 in Cambridge per Kaiserschnitt das Licht der Welt erblickte (STEPTEO und
EDWARD 1978). Nur vier Jahre spater wurde das erste deutsche Retortenbaby am
16.4.1982 in der Frauenklinik der Universitat Erlangen-Nurnberg geboren.

Im Jahre 1992 kam durch das Verfahren der intrazytoplasmatischen Spermieninjektion, ICSI
eine weitere Behandlungsmaglichkeit hinzu (PALERMO et al. 1992). Vervollstéandigt durch
die Anwendungen der Verfahren MESA (microsurgical epididymal sperm aspiration), TESA
(testicular sperm aspiration) und PESA (percutaneous sperm aspiration) gelang es nunmehr
Devroey und Silber et. al (1995) auch Paaren mit einer unzureichenden Spermaqualitat zu
ihrem Kinderwunsch zu verhelfen.

Laut einer Statistik des Berlin-Institutes fir Bevélkerung und Entwicklung kamen alleine dank
der Reproduktionsmedizin zwischen 1997 und 2005 insgesamt rund 95000 Kinder zur Welt.
Dies entspricht einer Zahl von durchschnittlich 10000 Babys pro Jahr.

Dieser Erfolg ist auch auf die Moglichkeit der Kryokonservierung von Spermien, sowie des

Transfers von zuvor kryokonservierten Eizellen zurtickzufihren.

Die Geschichte der Kryokonservierung geht auf die Forschungen von Polge, Smith und
Parkes im Jahre 1949 zuriick. Polge et al. gelang es erstmals Spermatozoen des Huhns
nach Exposition sehr niedriger Temperaturen in einem vitalen Zustand zu erhalten (POLGE
et al.1949).
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In der folgenden Zeit gelang es, die kryokonservierenden Mdglichkeiten von Glycerol
nachzuweisen. Versuche zur Kryokonservierung unfertilisierter Oozyten wurden bereits im
Jahre 1952 durchgefuhrt (SMITH 1952).

1986 berichtete C. Chen erstmals Uber eine Schwangerschaft, die nach dem Auftauen von
Eizellen und der Fertilisation mittels IVF etabliert werden konnte (CHEN 1986).

Anfang der 1970er Jahre wurden so genannte Kryoprotektiva entwickelt, welche die Zellen
beim Friervorgang schiitzen sollen. Die ersten Kryoprotektiva machten ein Einfrieren von
Mause- und Schafembryonen méglich (WITTINGHAM et al. 1972; WILMUT 1972;
WILLADSEN1977).

Im Jahre 1983 gelang es erstmals eine Schwangerschaft bei einem Menschen nach Transfer
eines achtzelligen kryokonservierten Embryos zu erreichen (TROUNSON und MOHR 1983).
Zwei Jahre spater publizierte Cohen et al. die erste Schwangerschaft nach Transfer eines
kryokonservierten Embryos im Blastozystenstadium (COHEN et al. 1985).

Im Laufe der Jahre gelang es durch die Kryokonservierung von Spermien und Eizellen eine
neue Art der Behandlungsverfahren fir Kinderwunschpaare zu etablieren.

Erstmals war es moéglich, Mannern und Frauen Hoffnung auf eine eigene Familie zu geben,
welche in ihrer Anamnese eine Chemotherapie, eine Bestrahlungstherapie oder eine radikale
Operation vorzeigten.

Das Risiko von Drillings- und Vierlingsschwangerschaften wurde durch die gezielte Anzahl
an transferierten Eizellen dezimiert.

Das Verfahren der Kryokonservierung im Vorkernstadium im alltaglichen Gebrauch flhrte zur
Erleichterung in der Behandlung infertiler Frauen. Eine erneute Stimulation und Punktion
nach einem misslungenen, ersten Transferversuch oder einem Abort konnte bei zuvor
kryokonservierten Eizellen vermieden werden. Uberzahlige Vorkernstadien fanden somit im
weiteren Verlauf einen Nutzen, ohne dass sie vernichtet werden mussten.

Frauen mit einem ovariellen Hyperstimulationssyndrom (OHSS) konnten nunmehr nach
vorheriger Embroynenkryokonservierung durch einen spateren Embryotransfer behandelt
werden.

Diese neuen Behandlungserfolge etablierten die immense Bedeutung der Kryokonservation
in der Reproduktionsmedizin.

Im Folgenden sollen verschiedene Einflussfaktoren auf die erfolgreiche Kryokonservierung

von Eizellen diskutiert werden.
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1.3 Einflussfaktoren auf die Kryokonservierung

1.3.1 Einfluss der Medien auf die Uberlebensrate von Eizellen

Das Einfrieren von Spermien und Oozyten stellt aus kryobiologischer Sicht eine grol3e
Herausforderung dar. Ein wichtiger biophysikalischer Zellschadigungsmechanismus wahrend
der Kryokonservierung besteht in der intrazellularen Kristallisation. Um eine solche
Eisbildung zu verhindern muss der Zelle das intrazellulare Wasser entzogen, die Zelle
dehydriert werden. Mit Hilfe von speziell entwickelten Medien, so genannten Kryoprotektiva,
in welchen die Zellen beim Einfriervorgang eingelagert werden, soll ein Uberleben gesichert
werden.

Die Zusammensetzung dieser Kryomedien besteht meist aus einer gepufferten Salzldsung
(z.B. PBS) und enthalt neben Antibiotika und Serum aufsteigende Konzentrationen von
Propandiol oder DMSO (MONTAG et al. 2007).

Man kann die Kryoprotektiva in zwei Gruppen einteilen. Zum einen gibt es zellpenetrierende
Substanzen, wie 1,2 Propandiol, DMSO, Glyzin. Diese sind in multimolarer Konzentration
geeignet lebende Zellen von Tiefgefrierschaden zu schiitzen. Zum anderen waren noch die
nicht penetrierenden Stoffe, wie Polyvinylpyrrolidon, Sucrose, Trehalose zu nennen, die bei
schnellen Einfrier- und Auftauraten bereits in niedrigen Konzentrationen kryoprotektiv wirken
(MERYMAN 1971).

Der gesamte Frierprozess hangt von dem Ausmall der Membranpermeabilitat, der Art der
Kryoprotektiva und dem Volumen der einzufrierenden Zelle ab.

Die komplette Frierperiode beginnt bei Raumtemperatur und endet bei -196° C (MANGOLI
und MANGOLI 2007).

Neben dem Schutz vor der Eiskristallbildung bieten Kryoprotektiva wahrend des Auftauens
einen Schutz fur den Embryo, der Wassereinstrom in die Zelle wahrend der Auftauphase
wird verringert. Somit bleibt der Embryo vor einer zu starken und zu schnellen Rehydrierung
geschitzt (ZECH et al. 2002). Die Kryoprotektiva werden in der Auftauphase schnell und
sorgfaltig in 3-4 Schritten entfernt, hierbei wird die Konzentration der zugefiihrten
Substanzen in jedem Schritt reduziert (MANGOLI und MANGOLI 2007).

In Anbetracht dieser Vorgange sind Kryoprotektiva fur die erfolgreiche Kryokonservierung
von enormer Bedeutung.

Aufgrund ihrer biologischen, sowie physikalisch-chemischen Eigenschaften und Wirkungen
stellt ihre Toxizitat jedoch einen begrenzenden Faktor in ihrer Anwendung in der Kryobiologie
dar. Neben ihrer Toxizitat kdnnen vor allem auch im Auftauprozess durch die Kryoprotektiva
Schéaden entstehen, welche sich von den normalen ,Kryoschaden®, die beim Friervorgang

entstehen, abgrenzen.
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Abb. 1: Schematische Darstellung Kryokonservierung / Auftauen von Embryos

(nach Mangala Telang 2007)

1.3.2 Einfluss der Temperatur auf die Uberlebensrate von Eizellen

Die Temperatur hat einen groBen Einflussfaktor auf die Uberlebensrate von Oozyten.

Eine wichtige Folge von Temperaturveranderungen konnte an Hand der meiotischen Spindel
der Eizelle dargestellt werden.

Die meiotische Spindel ist flr die Anordnung der Chromosomen in der Metaphaseplatte
verantwortlich. Die korrekte Verteilung der Chromosomen wahrend der meiotischen Teilung
wird durch die Spindel bedingt. Durch ihren Aufbau aus Mikrotubuli ist sie besonders anfallig
fur Temperaturschwankungen. Schon eine geringfiigige Temperaturanderung um wenige
Grad (37° auf 40°) kann eine Reduktion der Mikrotubulizahl sowie eine Dislokation der
Spindel bedingen. Infolgedessen depolymerisiert die Spindel, wenn die Temperatur von den
optimalen 37°C deutlich abweicht.

Dieser Zustand ist bei kurzzeitiger Temperaturanderung durchaus noch reversibel.

Dauert die Temperaturschwankung allerdings langer als 10 Minuten bei Raumtemperatur an,

ist eine vollstandige Erholung nicht mehr méglich (EBNER et al. 2005).
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Somit ist die Integritat der Spindel ein guter Malstab flr den Temperaturstatus einer Eizelle,
sie stellt zudem auch einen Indikator fur die Qualitat einer kryokonservierten Eizelle dar. Ein
Fehlen der Spindel bedingt demnach eine deutlich reduzierte Befruchtungsrate und korreliert
mit einem schlechteren Entwicklungspotential des Embryos. Aus diesem Grund ist es
besonders wichtig auf ein genaues Abkuhlungsverhaltnis wahrend der Kryokonservierung zu
achten. Lauft die Abkihlung langsam genug ab, verlasst das Wasser die Zelle schnell
genug, um eine ausreichende Konzentration der intrazelluldren Loésungen zu erreichen und
damit ein sogenanntes ,supercooling“ zu verhindern. Infolgedessen dehydrieren die Zellen,
und die intrazellulare Kristallisation wird verhindert. Erfolgt hingegen die Abkiihlung zu
langsam, schrumpfen die Zellen sehr stark und sind damit den erhéhten intrazellularen
Konzentrationen an Kryomedien vor dem Erreichen der eutektischen Temperatur erheblich
langer ausgesetzt. Dies kann wiederum zu einer Zellschadigung fliihren. Das sogenannte
,slow-cooling“, auch als ,equilibrium-freezing“ bezeichnet, hat als Konzept die Aquilibrierung
der Zellen in einer relativ niedrigen Kryoprotektiva-Konzentration von ungefahr 1,5 M.
Zusammen mit der Dehydrierung wahrend des Einfrierens (0,3 bis 2°C/min), gelingt es durch
die niedrigere Konzentration an Kryomedien eine geringere Zelltoxizitat zu erreichen.

Eine Alternative zum konventionellen Einfrieren stellt die Vitrifikation dar. Die Vitrifikation
beruht auf dem direkten Kontakt zwischen Kryoprotektiva und flissigem Stickstoff (-196°C).
Eine Aquilibrierung ist hierbei nicht erforderlich. Durch das direkte Eintauchen der Proben in
den flussigen Stickstoff und die Verwendung kleiner Volumina an Kryoprotektiva werden
hohe Einfriergeschwindigkeiten von 15000 bis 30000 °C/min erreicht. Eine Kristallisation wird
verhindert und anstelle dessen ein glasférmiger, vitridser Zustand verursacht (NAWROTH et
al. 2004).
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1.3.3  Einfluss des Seedings auf die Uberlebensrate von Eizellen

Das Hauptrisiko wahrend des Vorganges der Kryokonservierung besteht in der Schadigung
der Zellen durch die extremen Temperaturwechsel zwischen der Einfrier- und der
Auftauperiode. Es besteht daher wahrend der Ubergangsphase zwischen dem fliissigen und
festen Zustand ein Risiko der Eiskristallbildung, diese wirkt sich negativ auf die Zellqualitat
aus.

Um diese Zellschadigung zu verhindern bedient man sich neben den erwahnten
Kryoprotektiva auch dem Seedingverfahren.

Seeding bedeutet die gezielte Induktion einer Eiskristallbildung in der Nahe des normalen
Gefrierpunktes einer wassrigen Losung, um ein Super-Cooling zu verhindern.

Die Eisbildung wird durch das Seeding kontrolliert, es wird die Bildung von grof3en
Eiskristallen induziert, welche sich nur sehr langsam in der Lé6sung ausbreiten. Durch die
fortschreitende Eiskristallbildung ergibt sich eine Trennung des Wassers von den geldsten
Stoffen. Dies hat zur Folge, dass die Konzentration der gelésten Stoffe intrazellular ansteigt.
Der Gefrierpunkt liegt dadurch intrazellular niedriger als extrazellular. Auf diese Art und
Weise wird das Risiko, dass Eiskristalle auch in intrazellulare Kompartimente wandern
reduziert (LIEBERMANN und TUCKER 2004). Eine spontane Eiskristallbildung wird
verhindert.

Das Seeding kann zwischen —5°C und —7°C induziert werden, es ermdglicht somit eine
Reduktion der schadlichen Effekte wahrend den Temperaturschwankungen des Vorganges

der Kryokonservierung.
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1.4 Unterschiede der Friervorgange

Bei der Kryokonservierung werden grundsatzlich zwei Friervorgange, das langsame
Verfahren und das schnelle Einfrierverfahren unterschieden.

Ziel der unterschiedlichen Verfahren ist es, die zu frierenden Bestandteile, Spermien,
Eizellen, Gewebe moglichst schonend zu behandeln, um die schadigenden Effekte, die beim
Abkuhlen entstehen zu minimieren. In Folge der Regulierung der Abkuhlungsrate und
Auswahl des Kryoprotektivums wahrend des Friervorganges kann der komplette Vorgang
standardisiert und optimiert werden.

So wird die Rate an metabolischen Stérungen, irreversiblen Schadigungen der
Lipoproteinkomplexe sowie die erhdhte Léslichkeit flir Gase, ein erhéhter osmotischer Druck
verhindert, das zu frierende Medium weniger in seiner eigentlichen Struktur verandert

( ZECH et al. 2002).

141 Das langsame Verfahren

Das langsame Verfahren ,Slowly cooling“ erfolgt mit Hilfe computergesteuerter Apparate.
Eine Abkuhlrate von beispielsweise -0,3°C pro Minute kann hier fest eingestellt und
gewahrleistet werden. Beim langsamen Verfahren wird nur eine geringe Gabe von
Kryoprotektiva (ca. 10%) den zu frierenden Medien zugesetzt, damit wird eine Minimierung
des chemischen Schadens beim Frierprozess erreicht. Bedingt durch die Eiskristallbildung
(siehe Seedingverfahren) limitieren die mechanischen Schaden hierbei den positiven Erfolg
auf das Gewebe (ZECH et al. 2002).

1.4.2 Die Vitrifikation

Das zu frierende Medium wird bei diesem Friervorgang direkt in flissigen Stickstoff
eingetaucht. Das Verfahren auch ,PLUNGING" genannt erreicht hierbei eine Abkuhlrate von
-2000 bis -20000°C pro Minute. Die Zellen gehen hierbei direkt in einen amorphen Zustand
Uber. Limitierend in diesem Verfahren ist eine hohere Gabe von Kryoprotektiva (40-60%) im
Vergleich zum langsamen Verfahren, es resultieren demnach eher chemische Schaden
(ZECH et al. 2002).

Im Gegensatz zu langsamen Friervorgdngen wird bei diesem Verfahren die komplette
Lésung nicht verandert, das Wasser fallt nicht aus, es werden keine Eiskristalle gebildet.
Ethylene Glycol ist die am meisten angewandte Substanz der Kryoprotektiva bei der
Vitrifikation (MANGOLI und MANGOLI 2007).
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15 Einfluss des Alters der Frau auf die Eizellen

Die Eizellen der Frau werden im Gegensatz zu den Spermien nicht immer neu gebildet.

In der Embryonalphase entstehen aus den so genannten Urkeimzellen im Ovar bis zu
maximal 6 Millionen Oogonien. Davon differenzieren sich zwischen dem 3.-7. Fetalmonat bis
zu 2 Millionen Oogonien zu primaren Oozyten, die ihre 1. Reifeteilung begonnen haben und
im Diktyotanstadium bis kurz vor der Ovulation arretiert bleiben. Bis zu Beginn der Pubertat,
vermindert sich die Zahl der primaren Oozyten auf etwa 40000, wovon wiederum nur ca. 400
zur Ovulation gelangen (TESCHNER und VON ZUMBUSCH-WEYERSTAHL 2001).

Das ovarielle Alter steht damit in einem direkten Zusammenhang mit der Abnahme der
Befruchtungsrate, einem geringeren Ansprechen auf eine hormonelle Stimulation und einer
Abnahme der Oozytenqualitat, welche eine geringere Erfolgsrate nach den Verfahren ICSI
und IVF mit sich zieht (MICHELMANN und HINNEY 2000).

Beim Mann hingegen betragt die Entwicklung eines Samenfadens bis zur endgultigen
Ausreifung und dem Verlassen des Hodens drei Monate. Bei einem gesunden Mann werden
pro Tag ca. 100 Millionen Spermien produziert.

Demzufolge flhrt die Alterung der Eizellen zu einer erhebliche Anzahl chromosomaler
Veranderungen, die zu einer ausbleibenden Befruchtung oder Einnistung fiihren kénnen.
Es kommt mit dem steigenden Alter der Frau bei der Reifeteilung immer haufiger zu
Fehlverteilungen der chromosomalen Struktur, die mit dem Leben nicht vereinbar sind
(LUDWIG und RABE 2004). Die klinische Schwangerschaftsrate nach Transfer und die
Implantationsrate des Embryos gehen deutlich mit dem Alter der Patientinnen zurtick. Sind
es bei Patientinnen unter dreiBig Jahren noch 29,4 % und 18,9%, bei Frauen zwischen
dreilBig und flinfunddreilig Jahren 19,8% und 14,3%, so haben Patientinnen zwischen
sechsunddreillig und neununddreillig Jahren nur noch eine Schwangerschaftsrate von
17,1% und eine Implantationsrate von 9,0%. Wahrend bei Frauen Uber vierzig Jahren die
Schwangerschaftsrate sogar auf 12,8% und die Implantationsrate auf 7,4% abgesunken ist.
Im Gegensatz dazu stieg die Rate an Spontanaborten im Alter an (SZAMATOWICZ und
GROCHOWSKI 1998).
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1.6 Einfluss von Sterilitatsursachen auf die Eizellen

Der Begriff Sterilitat verkorpert einen Zustand der Unfruchtbarkeit, lehrbuchmaflig wird
dieser Begriff verwendet, wenn der Zeitraum des Bemuhens schwanger zu werden 2 Jahre
Ubersteigt (FISCHL 2000).

Der Sterilitat liegen eine Reihe von Ursachen, sowohl mannlicher als auch weiblicher Seite
zu Grunde. Schatzungen zufolge verteilen sich diese zu 50% auf die Frau, zu 30% auf den
Mann und zu 20% auf beide Partner (TAUBERT 1998).

Neben den konventionellen Ursachen der Sterilitat, die im Folgenden aufgelistet sind, spielen
wohl auch der Einfluss von parakrinen Substanzen, der Stellenwert von immunologischen
Vorgangen, die Genetik von Zytokinen im Embryo eine Rolle bei der Sterilitdtsdiagnostik.
Diese missen aber in weiteren wissenschaftlichen Verfahren noch genauer betrachtet
werden (FISCHL 2000).

1.6.1 Ursachen weiblicher Fertilitatsstérungen

In Anlehnung an STAUBER (2001) sind folgende Ursachen fiir weibliche Fertilitatsstérungen
Zu nennen:

1.) Ovarielle Sterilitatsursachen:

-Hypothalamisch-hypophysare Ovarialinsuffizienz z.B. durch Stress,

Hochleistungssport, Anorexia nervosa, Hypophysentumore

-Normogonadotrope, normoprolaktinamische Ovarialinsuffizienz

(anovulatorische Zyklen, Corpus-luteum-Insuffizienz, Amenorrhoe)

-Hyperandrogenamische Ovarialinsuffizienz (gesteigerte Androgenproduktion mit den

moglichen Folgen der Sterilitat, Virilisierungserscheinungen, polyzystischen Ovarien)

-Hypergonadotrope Ovarialinsuffizienz (erhdhter FSH-Spiegel z.B. bei
Gonadendysgenesien, Ullrich-Turner-Syndrom)
-Erhdhte Prolaktinspiegel durch ein Prolaktinom oder Einnahme von

Dopaminantagonisten

2.) Tubare Sterilitat:
-Adnexitiden nach Infektion durch Chlamydien, Gonorrhoe, Lues oder
Urogenitaltuberkulose

-Endometriose
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3.) Uterine Sterilitat:
-Fehlbildungen wie z.B. der Uterus bicornis, Uterussepten oder die Hypoplasie des

Uterus fuhren haufig zu Fehlgeburten
-Synechien im Cavum uteri durch Infektionen oder wiederholte Kirettage

-Myome

4.) Zervikale Sterilitdtsursachen:

-Anatomische Ursachen wie alte Zervixrisse, lokale Veranderungen durch chronische
Entziindungen

-Stérungen des Zervixschleim

-Ostrogenmangel (veranderter Aufbau und Sekretion der Zervixschleimhaut,

beeintrachtigte Kapazitationsfahigkeit der Spermien)

5.) Vaginale Sterilitatsursachen:

-Fehlbildungen, rezidivierende Kolpitiden oder funktionelle Anomalien (Vaginismus)

6.) Extragenitale Sterilitdtsursachen:

-Tumore der Hypophyse
-Schilddrisenerkrankungen
-Diabetes mellitus

-Stérungen der Nebennierenrinde

-Medikamente

7.) Psychische Sterilitdtsursachen

Auf die Sterilitdtsursachen durch Endometriose, polyzystische Ovarien, tubare Sterilitat wird

nun im Folgenden naher eingegangen.
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1.6.1.1 Tubare Sterilitat

Nach STAUBER (2001) bedingt eine tubare Sterilitat einen Verschluss oder eine
Beweglichkeitsstorung der Tuben. Es handelt sich bei der tubaren Sterilitat mit einer relativen
Haufigkeit von 30%, um die zweithaufigste Sterilitdtsform bei der Frau. Der Sterilitat geht
meist eine Adnexitis voraus. Durch die Entziindung kommt es zu Veranderungen der
Tubenschleimhaut und zu Verwachsungen innerhalb des Lumens, die den Eitransport
verhindern. Nicht selten kommt es auch zu einem kompletten Verschluss der Tube. Auch

eine Endometriose kann einen Tubenverschluss oder eine Adhasion verursachen.

1.6.1.2 Endometriose bedingte Sterilitat

Unter Endometriose versteht man das Auftreten von Gebarmutterschleimhaut auf3erhalb der
Gebarmutter. Zwischen der Ausdehnung der Herde und dem Ausmalf der Beschwerden gibt
es nicht immer ein direktes Verhaltnis.

Die Endometriose wird nach der internationalen Klassifizierung der American Fertility Society
in vier Krankheitsstadien eingeteilt.

Studien zufolge besteht ein gehauftes, gemeinsames Auftreten von Endometriose und
Sterilitat (STRATHY et al. 1982).

Hohergradige Endometriosestadien flihren zu einem vermehrten Auftreten von Adhasionen
und zu einer mechanischen Beeintrachtigung der Fertilitat.

Bei geringgradigen Endometriosestadien kann es durch endokrine Stérungen, negative
Faktoren im Douglas-Sekret, immunologische Stérungen, Stérungen der Eireifung und
Fertilisation, sowie einer erhdhten Rate von Frihaborten zu einer Beeintrachtigung der
Fertilitat kommen (SCHWEPPE und KUPKER 1998).

Die Therapie der Wahl ist auch hier die IVF.

Im Gegensatz zu anderen IVF- Patientinnen fuhrt die Verwendung von GnRH bei
Patientinnen mit Endometriose zu einer erhéhten Schwangerschafts- und Geburtsrate
(MOHAMED et al. 2011).
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1.6.1.3 PCO bedingte Sterilitat

NORMAN et al. (2007) sind der Annahme, dass weltweit eine von funfzehn Frauen von
einem Syndrom polyzystischer Ovarien, PCO, betroffen ist. PCO ist Studien zufolge eine
weit verbreitete endokrinologische Erkrankung. ADAMS et al. (1986) publizierten, dass
Frauen, die eine Oligomenorrhoe aufweisen, zu 87% an einer PCO erkrankt sind. Ebenso
92% der Frauen mit einem normalen Menstruationszyklus und zusatzlichen
Hirsurtismuserscheinungen. Uber 50% der Patientinnen mit einer erhdhten Abortneigung
sind an einer PCO erkrankt (SAGLE et al. 1988 ; REGAN et al. 1990).

Zusatzlich erkannten POLSON et al. (1988), CLAYTON et al. (1992), FARQUHAR et al.
(1994), dass 21-23% der normalen, weiblichen Bevolkerung ein PCO aufweisen, welches im
Ultraschall diagnostiziert werden konnte.

Im Hinblick auf die Paare mit Kinderwunsch, wird PCO als die haufigste Ursache einer
Unfruchtbarkeit aufgrund von Zyklusstérungen gehandelt. Bei Frauen mit Anovulation ist in
30-40% der Falle ein PCO als Ursache zu finden (FISCHL 2000)

Zu den Kriterien eines PCO-Syndromes gehdren nach der Definition der Konferenz der
,=European Society of Human Reproduction and Embryology“ (ESHRE) und der ,American
Society for Reproductive Medicine“ (ASRM), Rotterdam 2003, Polyzystische Ovarien (Zysten
in den Eierstdcken), Oligoovulation und, oder Anovulation (chronische Zyklusstérungen in
Form von Oligoorhoe, Amenorrhoe), sowie Virilisierung als klinisches Bild des
Hyperandrogenismus.

Es liegt anhand der Klassifikation ein PCO-Syndrom vor, wenn zwei dieser drei Kriterien
erfillt sind.

Im Hinblick auf die IVF fiihrt diese bei Patienten mit einem PCO-Syndrom zu einem
Uiberdurchschnittlich hohen Risiko eines ovariellen Uberstimulationssydroms (WOLFF et al.
2008). Auf eine konsequente Uberwachung der Patientinnen in einem Stimulationszyklus
darf daher nicht verzichtet werden. Frauen mit einem Uberdurchschnittlich hohen Risiko

sollte daher kein humanes Chroiongonadotropin verabreicht werden (FISCHL 2000).
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Abb. 2: Sonographische Darstellung polyzystisches Ovar
(nach Stauber 2005)

Nach TESCHNER und HINRICHSEN (2005) ist die Ursache fiir das Auftreten eines PCO-
Syndroms noch weitestgehend ungeklart. Auf pathophysiologischer Ebene liegt aller
Wahrscheinlichkeit nach eine mangelnde Aktivitat von Aromatasen in der Granulosaschicht
zugrunde, die im gesunden Ovar durch FSH stimuliert werden. Beim PCO-Syndrom
hingegen blockiert die hyaline Verdichtung der Lamina basalis die Wirkung des FSH. Die
Granulosazellen befinden sich durch die mangelnde Stimulation in einem
Regressionszustand. Infolge des gleichzeitigen gonadotropen Dauerstimulus mit LH entgleist
die Steroidbiosynthese im Ovar, es werden mehr Androgene gebildet. Der
Androgeniberschuss bedingt wiederum die erneute Verdickung der Lamina basalis. Ein
Kreislauf findet statt, woraus sich vermehrt Zyklusstérungen mit einer erhéhten Rate an
Unfruchtbarkeit ergeben.

Zur Behandlung der Unfruchtbarkeit gilt die IVF derzeit als Therapie der Wahl.

Als ein neuer Behandlungsansatz gilt derzeit die in vitro-Maturation (IVM), ein Vorteil
gegenuber der IVF ist die fehlende Hormonstimulation, daher wird das Risiko eines OHSS
limitiert (FISCHL 2000)
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1.6.2

Ursachen méannlicher Fertilitatsstérungen

Die Ursache eines unerflllten Kinderwunsches bei Paaren wird in 40% der Falle durch eine

mannliche Infertilitdt hervorgerufen.

Das primare Ziel des Andrologen ist hierbei die Abklarung und Therapie der mannlichen

Fertilitatsstérungen, wobei eine natlrliche Befruchtung angestrebt werden sollte (PLAS,
RIEDL 2000).

In Anlehnung an HOFMANN (2003) sind folgende Ursachen fir mannliche

Fertilitatsstérungen zu nennen:

1)

2.)

3)

Primare angeborene Hodenschaden:

-chromosomale Anomalien (z.B. Klinefelter-Syndrom)

-Spermatozoendefekt wie z.B. Globozoospermie (Fehlen des Akrosoms), Immotile-
Cilia-Syndrom (Bewegungsunfahigkeit der Spermien)

-Maldescensus testis

-Stérungen der Testosteron-Biosynthese

-5a-Reduktasemangel oder Androgenrezeptordefekte

Primar erworbene Hodenschaden:

-Tubulusinsuffizienz (Schadigung des Keimepithels) durch z.B. Medikamente,
Virusinfektionen, Traumen, Warmeschaden und Durchblutungsstérungen

-Leydigzellinsuffizienz

Sekundire Hodenschaden:

-Stérungen der Ubergeordneten hormonellen Regulationszentren im Hypothalamus

oder Hypophysenvorderlappen

Extratestikuldre genitale Stérungen:

-Verschlisse oder Stenosen der ableitenden Samenwege

-Stérungen des Spermatozoentransportes z.B. durch Medikamente oder bei
retrograder Ejakulation

-Stérungen der akzessorischen Geschlechtsdriisen

-Varikozele
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5.) Immunologische Ursachen:
-Bildung von Spermatozoen Antikdrper kann zur Agglutination der Spermatozoen im

Seminalplasma filhren und auch die Penetration der Spermien durch den

Zervixmuskel erschweren

6.) Psychische Ursachen:

-Beispielsweise eine gestorte Partnerbeziehung

7.) ldiopathische Sterilitat:
- bei ca. einem Dirittel der infertilen Manner bleibt die Ursache ungeklart
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1.7 Einfluss der Hormonbehandlung auf die Eizellen

Unterschiedliche Behandlungsschemata zur kontrollierten ovariellen Hyperstimulation
werden zur Zeit im klinischen Alltag angewandt. In Abhangigkeit der GhnRH-Gabe werden die
Stimulationsschemata in sehr kurze (“ ultra short®), kurze (,short®), lange (,long“) und ultra
lange (,ultra long®) Protokolle eingeteilt. Im Folgenden werden die haufigsten

Hormonbehandlungsprotokolle erlautert.

1.7.1  Langes Protokoll

GnRH-Agonisten wurden in den spaten 1980er Jahren in der IVF in der Ovulationstherapie
eingefuhrt und haben sich seitdem in den meisten Zentren weltweit als Standard-Behandlung
etabliert (BARLOW 1998).

Sehr haufig wird das Lange Protokoll (,long protocol”) angewendet. Von den
unterschiedlichen Arten der Eizellenstimulation durch GnRH-Analoga hat das lange
Protokoll die besten, klinischen Schwangerschaftsraten. Auch bezlglich der Anzahl der
gewonnenen Eizellen und transferierten Embryonen hat sich das lange Protokoll als
erfolgreicher erwiesen (FELBERBAUM und DIEDRICH 2000).

Es gibt zwei unterschiedliche Verabreichungsarten fir die GnRH-Analoga. Einerseits
besteht die Mdglichkeit der taglichen, geringen Dosisgabe, oder aber auch die langere
Depotdosisgabe (ALBUQUERQUE et al. 2003).

Das lange Protokoll gliedert sich in mehrere Behandlungsphasen.

In der Mitte der zweiten Zyklushalfte kommt es zu einer Downregulation durch GnRH-
Analoga. Hierdurch soll eine Unterdriickung der Hypophysenfunktion erreicht werden.
Infolgedessen gelingt es einen vorzeitigen LH-Anstieg mit einer verfrihten Ovulation zu
vermeiden. Damit kann eine von der kdrpereigenen Hormonproduktion weitestgehend
unabhangige Stimulation der Ovarien erfolgen (LUDWIG 2002).

Ziel ist eine Desensitivierung der Hypophyse vor Beginn der HMG-Stimulation.

Circa 2 Wochen nach Beginn der GnRH-Agonistenmedikation ist eine Abkopplung der
hypothalamo-hypophysar-ovariellen Achse erreicht.

Nach etwa zwei Wochen wird durch eine Ostradiol- und HCG-Bestimmung, sowie durch
einen Ultraschall mit Zystenausschluss die zweite Phase eingeleitet. Sind die Hormone FSH,
LH, Ostradiol ausreichend supprimiert (LH < 10mIU/ml, Ostradiol < 50pg/ml), werden nun
zusatzlich zur Downregulation Gonadotropine HMG (Menogon R) oder FSH (Gonal-F R,

Puregon R)verabreicht. Diese sollen zur Follikelreifung beitragen.
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Eine erste Kontrolle der wachsenden Follikel mittels Sonographie, sowie des Ostradiols
erfolgt zwischen dem 5. und 7. Stimulationstag. Sind die Follikel ausgereift bei einem
Durchmesser von ca. 20 mm und ein Ostradiolwert von ca. 300-400 pg/ml pro Follikel >18
mm, wird durch HCG-Gabe die Ovulation ausgeldst, im Anschluss erfolgt die Follikelpunktion
(FELBERBAUM und DIEDRICH 2000).

Frauen mit einer normalen Ovarialfunktion reagieren auf diese Stimulationsform deutlich
starker als bei anderen Protokollen. Die Folge sind erhéhte Raten von
Uberstimulationssyndromen (OHSS).

Obwohl durch das lange Protokoll eine héhere Rate an gewonnen Eizellen, transferierten
Embryonen und eine héhere Schwangerschaftsrate nachgewiesen werden konnte, birgt
diese Stimulationsform auch Risiken.

Zusammenfassend lassen sich die Nachteile des langen Protokolls in die Bildung von
Ovarialzysten, in ein erhdhtes ovarielles Uberstimulationssyndrom (OHSS) sowie in
Hormonentzugserscheinungen im Sinne von postmenopausalen Beschwerden gliedern.
Zudem konnen spatere Zyklen gestort werden. Es kann ein erhéhter Bedarf an
Gonadotropinen entstehen, was zu einem erheblichen Kostenfaktor beitragt (LUDWIG und
RABE 2004).

Ostradiol: ~300-400 pg/ml pro Folikel <18 ml

Kontroll-Vag. Sono

LH < 10 mlU/ml

36 h

2 Amp

Zyklustage 22 1234567 8 9 10 11 12 13 14 15
14 Tage

Follikulometrie (mm)

FOPU

Abb. 3: Langes Protokoll —ovarielle Stimulation nach Vorbehandlung mit GnRH — Agonisten
(nach Fischl 2000)
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1.7.2 Kurzes Protokoll

Das kurze Protokoll (,short protocol®), beginnt meist mit einer GhnRH-Agonisten Gabe ab dem
1. Zyklustag subkutan oder pernasal bis zur Ovulationsauslésung durch HCG. Diese
kurzwirksamen Medikamente bewirken eine Downregulation. Die HMG-Stimulation der
Eierstocke beginnt 2-3Tage nach der ersten Agonistengabe.

Der weitere Verlauf gestaltet sich wie beim langen Protokoll, jedoch mit dem Unterschied,
dass die Medikation der Downregulation vor der Punktion abgesetzt wird.

Ein Vorteil des kurzen Protokolls besteht durch den so genannten ,Flare-up“-Effekt, bei dem
es zu einer initial erhdhte Gonadotropinsekretion kommt. Es entsteht hierbei ein zusatzlicher
Stimulationseffekt auf die Follikel.

Ein vorzeitiger LH-Anstieg wird vermieden, der Stimulationszyklus wird nur unwesentlich
oder Uberhaupt nicht verlangert (FELBERBAUM und DIEDRICH 2000).

10.000
I. E. HCG
3Amp/die[E T EEE 36 h 48 h
~ GnRH-Agonist : tagliche Applikation l

FOPU

Zyklustage
12 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Follikulometrie (mm)

Abb. 4: Kurzes Protokoll- ovarielle Stimulation nach Vorbehandlung mit GnRH-Agonisten
(nach Fischl 2000)
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1.7.3 Behandlung mit FSH

Das follikelstimulierende Hormon (FSH), auch Follitropin genannt, ist von seiner Struktur her
ein Glykoprotein, ein Sexualhormon (Gonadotropin) und wird bei der Frau, wie auch beim
Mann im Vorderlappen der Hirnanhangdriise, der Adenohypophyse gebildet. Es besteht aus
einer alpha-Untereinheit (a-FSH) mit 92 Aminosauren und einer R-Untereinheit (R-FSH) mit
111 Aminosauren. Charakteristisch fur das FSH ist hierbei die R-Untereinheit. Die a-Unter-
einheit Iasst sich strukturmafig hingegen auch in anderen Hormonen, wie im Humanen
Choriongonadotropin (hCG), im luteinisierenden Hormon (LH) oder im Thyreotropin (TSH)
finden. (UNIPROT CONSORTIUM 2007). In der Fertilisationsbehandlung kommt es
dahingehend zum Tragen, da es unter anderem bei der Frau zum Eizellenwachstum im
Eierstock und der Eizellenreifung beitragt. Die Ausschiittung des FSH wird durch das GnRH
reguliert.

Zur therapeutischen Anwendung wird das Follitropin alfa (INN) genutzt, das struktur- und
wirkungsmaRig dem korpereigenen FSH gleichzusetzen ist. Seit 1996 besteht in
Deutschland die Méglichkeit der Therapie mit rekombinant hergestellten
follikelstimulierenden Hormonen (r-FSH). Aufgrund der Ziichtung aus einer einzigen,
kontrollierten, konstanten und gut charakterisierten Zell-Linie, bietet dieses FSH-Molekll
hinsichtlich viraler und proteinarer Kontamination das groRtméglichste Mal} an Sicherheit
(LUDWIG et al. 2004).

Das genetisch hergestellte r-hFSH besticht durch eine konstante Qualitat. Durch die
fehlende FremdeiweiRbelastung besteht zudem keine Gefahr einer allergischen Reaktion.
Hinsichtlich der Zulassungsbestimmungen der EMEA von 1999 ist r-hFSH aufgrund seiner
niedrigeren Gesamtdosis und der kirzeren Behandlungsdauer wirksamer als urinares FSH
anzusehen (LUDWIG et al. 2004). Dennoch ist bei der Verwendung von r-hFSH auf ein
strenges Zyklusmonitoring zu achten, um die Zeichen eines ovariellen

Hyperstimulationssyndroms durch die Wachstumsanregung des Ovars nicht zu Ubersehen.
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1.7.4  Behandlung mit hMG

hMG ist ein Human Menopausal Gonadotropin, welches zu gleichen Teilen aus LH- und
FSH-Aktivitat besteht. Die wesentlich langere Halbwertszeit des FSH-Anteils im direkten
Vergleich zum LH-Anteil hingegen bewirkt, dass Menogon in erster Linie FSH-Wirkung
besitzt. Das hMG fihrt zur direkten Stimulation der Follikel im Ovar. Es kommt zu einer
gesteigerten Ostrogenproduktion. Hierdurch wird das Endometrium zur Prolifieration
angeregt, die Implantation und die Nidation der befruchteten Oozyte werden durch die
Wirkung des hMG erhoht. Es besteht allerdings durch die Méglichkeit eines vorzeitigen LH-
Anstiegs die Gefahr eines ovariellen Uberstimulationssyndroms (OHSS), welches unter
einem strengen Zyklusmonitoring dberwacht werden kann. Gewonnen wird hMG aus dem
Urin postmenopausaler Frauen. Das hMG ist demnach mit einem erhdhten Anteil an
FremdeiweiRen durchsetzt, was eine intramuskulare Injektion notwendig macht, um eine
allergische Reaktion zu umgehen. Erweiternd wurde im Jahr 2000 die Behandlung mit hMG
in gereinigter Form als hMG-HP eingefiihrt. Diese enthalt neben FSH eine geringere Menge
von LH und humanes Choriongonadotropin (hCG) um die gewlinschte Wirkung des LH von
75 IE zu erzielen (LUDWIG und RABE 2004). Abschlief3end ist zu erwahnen, dass die
Zusammensetzung und die Wirkung sowie die Aktivitat der hMG-Hormonprodukten aufgrund

der Chargenabhangigkeit deutliche Unterschiede aufweisen kann.

1.7.5 Behandlung mit r-hFSH und hMG

Zusammenfassend ist zu erwahnen, dass die niedrig dosierte Gonadotropinstimulation mit
humanem Menopausengonadotropin (hMG) oder rekombinantem humane FSH (r-hFSH) bei
anovulatorischen Zyklen zur Verbesserung der Konzeptionschancen bei einer
Luetealphaseninsuffizienz oder bei unregelmaligen Zyklen eingesetzt werden kann. Hierbei
ist eine Anpassung der Gonadotropindosis hinsichtlich der individuellen Situation der
Patientin unerlasslich, um ein Mehrlingsrisiko zu minimieren (LUDWIG und NAWROTH
2007).

Vergleicht man die unterschiedlichen Formen der Hormonbehandlung, so ist nach einer
Studie zur Wirksamkeitsprifung von r-hFSH hinsichtlich urindrem hMG (LUDWIG et al. 2004)
eindeutig dem r-hFSH den Vorzug zu geben. Die relative Differenz in der Geburtenrate
betrug hierbei 16,6% zugunsten des r-hFSH im Vergleich zu urinarem hMG. Auch
hinsichtlich des Substanzverbrauches war r-hFSH dem hMG Uberlegen, hierbei wurden pro
Zyklus als auch pro Schwangerschaft und pro Geburt deutlich weniger an Substanz
gebraucht. Insgesamt wurden hierbei pro Gruppe in der u-hMG Gruppe 39,5% mehr
Gonadotropine bendtigt als in der r-hFSH Gruppe.
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1.8 Einfluss des Lebensstils auf die Eizellen

1.8.1 Einfluss von Nikotin auf die Eizellen

Die Anzahl der Raucherinnen im reproduktiven Alter in Europa hat in den letzten
Jahrzehnten zugenommen, sie betrug im Jahr 2006 33% (HUISMANN et al. 2005).

Neben einem negativen Einfluss auf Uterus und Plazenta wirkt sich Nikotin auch negativ auf
die Eizellen aus.

Der Konsum von Nikotin geht zudem mit einer geringeren Fertilitdtsrate und einer hoheren
Versagensquote der IVF einher (DECHANET et al. 2011).

Nach BODIS et al. (1997) wird speziell der Kontrollmechanismus intraovarieller Prozesse,
welcher fir die normale Lutealfunktion zustandig ist, durch Nikotin beeinflusst.

Nikotin fuhrt zu einer Reduktion der Anzahl der heranreifenden Follikel im Ovar (ZENZES et
al. 1997).

Infolgedessen kommt es auch zu einer geringeren Fertilitdt von Raucherinnen (BAIRD,
WILCOX, 1985; HULL et al. 2000). Nach ZENZES et al. (1995) korreliert die Anzahl der
Zigaretten pro Tag mit der Anzahl an diploiden Oocyten. lhre Studien zeigten, dass externe
Faktoren wie der Einfluss von Nikotin sich riskant auf die Entwicklung der heranreifenden
Eizellen und der daraus resultierenden Embryonen auswirken.

Regelmafiges Rauchen wirkt sich zudem auch auf die Menopause aus, so kommen
Raucherinnen friher in die Menopause als Nichtraucherrinnen (ZENZES et al. 2000; JICK
und PORTER 1977).

Insgesamt hat der standige Konsum von Nikotin somit einen entscheidenden Einfluss auf die
Qualitat, Reifung, Implantation von Eizellen.

Auch im Hinblick auf die reproduktiven Therapien, wie IVF, stellt Nikotin einen
entscheidenden Faktor dar. So bewirkt es ein héheres Risiko von ektopen
Schwangerschaften, eine geringere Geburtsrate. Es wirkt sich negativ auf die Anzahl der
gewonnenen Eizellen und auf die Fertilitdtsrate aus (DECHANET et al. 2011).
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1.8.2 Einfluss des BMI auf die Eizellen

Unter dem Body-Mass-Index (BMI) versteht man das Verhaltnis zwischen Gewicht und
KoérpergroRe zum Quadrat. Nach der BMI-Klassifikation ist ein BMI von unter 19 bei Frauen
als Untergewicht, von 20 - 24 als Normalgewicht, von 24 —30 als Ubergewicht und von (iber
30 als Fettsucht klassifiziert.

Der Beginn und die Aufrechterhaltung reproduktiver Funktionen hangen bei der Frau mit
einem optimalen Korpergewicht zusammen. Untergewicht, Ubergewicht und Fettleibigkeit,
stehen im Zusammenhang mit einem erhohten Risiko an anovulatorischer Infertilitat (RICH-
EDWARDS et al. 2002).

Es wird angenommen, dass die reduzierte Fruchtbarkeit von unter- und tUbergewichtigen
Frauen mit metabolischen und endokrinen Anderungen zusammenhangt, welche unter
anderem einen Einfluss auf den Steroid Metabolismus, sowie auf die veranderte Sekretion
und Funktion von Insulin und anderen Hormonen, wie Leptin, Resistin, Ghrelin oder
Adiponectin haben. Diese Anderungen kdnnen einen Einfluss auf das Wachstum der Follikel,
die Entwicklung, sowie die Einnistung der Embryonen haben (FEDORCSAK et al. 2004).

So zeigten MUNZ et al. (2005), dass die Serumkonzentration von Albumin und Bilirubin
durch den BMI beeinflusst werden, infolgedessen ein Ubergewicht mit einem BMI > 25 einen
negativen Einfluss auf den Ausgang einer IVF Behandlung mit einer verringerten

Schwangerschaftsrate hat.

1.8.2.1 Einfluss von Uber- und Untergewicht auf die Eizellen

Das Gewicht hat einen deutlichen Einfluss auf die Qualitat von Eizellen.

Studien zufolge korreliert der Body-Mass-Index (BMI) mit dem Alter. METWALLY et al.
(2007) fiel auf, dass bei Frauen, die zum Zeitpunkt der Kinderwunschbehandlung jlinger als
35 Jahre waren, das Ubergewicht einen groien Einfluss auf den Ausgang der Behandlung
hatte. Es konnte ein signifikanter Unterschied zwischen Frauen mit Ubergewicht unter 35
Jahre und Frauen mit Ubergewicht tiber 35 Jahre nachgewiesen werden. Die
durchschnittliche Qualitat der Embryonen, die Zahl der verwendbaren Embryonen und die
Zahl der fur die Kryokonservierung zur Verfigung stehenden Embryonen war bei den Frauen
unter 35 Jahren mit Ubergewicht signifikant niedriger.

Bei einem Alter Gber 36 Jahre konnte nur ein geringer Einfluss des BMI auf die Fruchtbarkeit
nachgewiesen werden (SNEED et al. 2008).
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Nach HUGUES (2008) ist der BMI zudem ein bedeutender Aussagewert tber die
Ansprechrate einer ovariellen Stimulation. In IVF und ICSI Zyklen wird das Ubergewicht mit
einer Minderung der Anzahl von Eizellen in Verbindung gebracht.

Adipositas wird mit einer geringeren Chance von Lebendgeburten nach IVF- und ICSI-
Zyklen, sowie einem verminderten Ansprechen auf ovarielle Stimulation in Verbindung
gebracht (FEDORCSAK et al. 2004).

Zudem haben Uber- und untergewichtige Frauen eine signifikant schlechtere Eizellenqualitat
(WITTEMER et al. 2000).

Eine Annaherung von uber-, untergewichtigen Patientinnen an ein Normalgewicht vor der
Sterilitatstherapie flihrt zu einer Verbesserung der Fertilitatsraten und sollte dahingehend

auch angestrebt werden.
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1.9 Einfluss der Lagerungsdauer auf die Eizellen

In Deutschland ist nur das Einfrieren von befruchteten Eizellen im Vorkernstadium erlaubt.
Nach dem deutschen Recht sind die Eizellen Eigentum des Paares, dieses alleine
entscheidet, wann die Eizellen vernichtet werden (Embryonenschutzgesetz,
Bundesgesetzblatt | 1990).

Die Lagerungsdauer wird in der Regel meist durch den finanziellen Aspekt begrenzt, den
Besitzern der Eizellen, entstehen durch den hohen apparativen und personellen Aufwand
nicht unerhebliche Kosten, deren Verglitung nach dem Bundessozialgericht seit dem
21.09.2010 (AZ: B 1 KR 26/09) nicht zum Leistungskatalog der gesetzlichen Krankenkassen
gehort.

Neben dem finanziellen Aspekt steht zudem die Frage nach Qualitdtsunterschieden der
Eizellen im Rahmen einer langen Kryokonservierung, die durch die Zugabe von chemischen
Lésungen bedingt sein kénnen.

Die Eizellen werden bei -196 °C in flissigem Stickstoff tief gefroren, durch die niedrigen
Temperaturen findet keine Zellaktivitdt mehr statt, demnach ist es egal ob eine Eizelle 2
Monate oder 20 Jahre eingefroren ist. In der Regel liegt die Zeit der Kryokonservierung aber
zwischen 5-10 Jahren (LOCKWOQOD et al. 2008).

Durch die modernen Einfrierverfahren der Vitrifikation wird zudem versucht die
Uberlebensrate der Eizellen weiter zu maximieren.

RIGGS et al. (2010) zeigten in ihren Untersuchungen Uber einen Zeitraum von 1987-2007,
dass die Dauer der Kryokonservierung keinen Einfluss auf die Uberlebensrate der Eizellen,

die Schwangerschaftsrate oder Geburtsrate hat.
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1.10 Einfluss der Spermienqualitat auf die Eizellen

Uber den Einfluss der Spermaqualitat, eventueller Schaden beziiglich der DNA des Spermas
auf die Eizellen, sowie den Einfluss der Spermaqualitat auf das Reproduktionsergebnis
wurde vielfach diskutiert. Es gibt beziglich dieses Themenkomplexes unterschiedliche
Auffassungen. So beschrieben ZINI et al. (2005) in ihrer Studie in Anlehnung an friihere
Veroffentlichungen, dass sie keinen Zusammenhang zwischen DNA-Schaden des Spermas
und der Fertilitatsrate bei ICSI und IVF beobachten konnten. Ebenso konnte anhand ihrer
Studie kein Zusammenhang zwischen den DNA-Schaden und der Schwangerschaftsrate der
Patienten gefunden werden.

ZINI et al. (2008) hingegen zeigten in ihrer Studie, dass es einen direkten Zusammenhang
zwischen den Sperma-DNA-Schaden und der Spontanenabortrate bei IVF und IVF/ICSI gibt.
Daruber hinaus veroéffentlichten HAMMADEH et al. (1999), dass die verminderte
Fertilitatsrate bei der Nutzung tief gefrorener / aufgetauter Spermien im Rahmen einer
Behandlung mit IVF/ICSI durch die Cromatin Kondensation beeinflusst wird. Diese stellt
einen sensitiven Parameter im Hinblick auf die Frierschaden der Spermien dar.

Im Hinblick auf eine Vorhersage der Fertilitats-, Implantations- und Schwangerschaftsrate bei
TESE-ICSI-Verfahren dient allerdings weder der Parameter der Chromatin Kondensation

noch die Morphologie der aus den Hoden gewonnen Spermien (HAMMADEH et al. 1999)

40



1.11 Indikationen fur IVF- ICSI

1.11.1 Indikationen fur IVF

Die klassischen Indikationen fur IVF sind Paare mit einem tubaren Faktor in ihrer
Kinderwunschanamnese. Bei einer durchgeflihrten IVF hat die Funktion der Tuben keine
Bedeutung. Neben dem tubaren Faktor werden unter anderem auch die Endometriose, wie
auch die idiopathische Sterilitat, ein pathologischer Zyklus und der Zervixfaktor als
Indikationen fur eine IVF aufgefuhrt.

Im Hinblick auf die Sterilitdtsursachen beim Mann wird ein eingeschranktes Spermiogramm,
sowie urogenitale Auffalligkeiten als Indikation fur eine Behandlung mittels IVF angesehen
(Gesundheitsberichtserstattung des Bundes 2004; DIEDRICH et al. 1992).

1.11.2 Indikationen fir ICSI

Folgende Indikationen kdnnen eine intrazytoplasmatische Spermieninjektion nach KUPKER
et al. (1998) bedingen, erganzt durch die relativen Indikationen flir ICSI von STROWITZKI
(2000).

Indikationen fur ICSI Relative Indikationen fir ICSI

(KUPKER et al. 1998) (STROWITZKI 2000)

Akrosomdefekte Gering-/ mafiggradige andrologische
Subfertilitat

Ausgepragte Asthenozoospermie Reinsemination mit ICSI bei unfertilisierten

Eizellen innerhalb einer IVF

Chromatinstérung Verminderte Motilitat bei kryokonservierten
Spermien
Erfolglose IVF-Behandlung Verminderte Eizellenqualitat

Gewinnung einer geringen Eizelleanzahl
nach Punktion
Immunologische Sterilitat

Krypto-/Nekrozoospermie

Retrograde Ejakulation /Anejakulation
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1.12 Eigene Fragestellung

Ziel dieser Arbeit ist es, den Einfluss verschiedener Faktoren und deren Wechselwirkungen
auf die Fertilitats-, Teilungs- und Uberlebensrate der Eizellen, sowie auf die

Schwangerschafts- und Geburtsrate vor und nach Kryokonservation, Auftauen darzulegen.
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Material und Methoden

2.1 Datenerfassung und Datenauswertung

Fir die Datenerfassung der Kinderwunschpatienten dienten die Krankenblatter und die
Behandlungsbogen des IVF-Labors der Universitatsfrauenklinik des Saarlandes.

Aus Datenschutzgriinden wurde im Vorfeld jedem Patienten eine Codenummer vergeben.
Zur Auswertung wurden die Daten in das Tabellenkalkulationsprogramm Excel 2000
Ubertragen und in eine tabellarische Form gebracht.

Die statistische Auswertungen und Berechnungen erfolgte mit dem Programm SPSS 15.0 fur
Windows.

Die Berechnung der Patientenkollektive erfolgte anhand der deskriptiven Statistik mit der
Angabe von Mittelwert, Standardabweichung, Minimum und Maximum.

Beim Vergleich zweier unabhangiger Variablen wurde der Mann-Whitney U-Test verwendet.
Zur Testung mehrerer unabhangiger Variablen wurde die Auswertung anhand des Kruskal-
Wallis-H-Test durchgefihrt.

Weitere Auswertungen wurden mit Hilfe von Kreuztabellen erstellt und durch den Chi-
Quadrat-Test auf signifikante Unterschiede gepruft. Hier wurde fir alle Tests ein
Signifikanzniveau von a = 0,05 festgelegt. Zur genauen Signifikanztestung wurde der
Oneway Anova Test angewandt.

Die Korrelationsberechnungen wurden mit Hilfe des Spearman-Rho Testes durchgeflihrt.
Die vorliegende Tabellen und Grafiken entstanden mit dem Programm SPSS Version 15.0
fur Windows und Windows Version 2000-2003.

2.2 Patientenkollektiv

In die vorliegende Studie wurden Patientenpaare der Kinderwunschsprechstunde der
Universitatsfrauenklinik des Saarlandes aufgenommen.

Einschlusskriterium war eine Sterilitdtsbehandlung einschlief3lich einer Kryokonservierung
von Eizellen und mindestens einem anschlieRenden Kryotransfer.

Die vorliegenden Kriterien erflillten 298 Paare. Die folgenden statistischen Berechnungen
der Studie beziehen sich auf die erhobenen Datenwerte dieser 298 Patientinnen und deren
Partnern.

Der Behandlungszeitraum, in dem die Daten der retrospektiven Studie erhoben wurden,
reicht vom 2.8.1995 bis zum 30.06.08.
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2.3 Patientenalter

2.3.1 Patientinnenalter

Das durchschnittliche Alter der Patientinnen lag bei 33,05 Jahren. Das Alter der jingsten
Frau in der Kinderwunschbehandlung betrug 19 Jahre, das der altesten Patientin 45 Jahre.

Histogramm

40

307

Haufigkeit

. M

T T
20,00 30,00 40,00 50,00
Alter [Jahre]

Abb. 5: Histogramm: Altersverteilung der Patientinnen
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2.3.2 Patientenalter

Das durchschnittliche Alter der Partner lag bei 36,49 Jahren, hierbei war der jungste Mann
22 Jahre alt und der alteste 67 Jahre alt.

Histogramm
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Abb. 6: Histogramm: Altersverteilung der Patienten
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2.4 Body Mass Index

Der durchschnittliche BMI der Frauen betrug 23,43.

Die Manner hingegen erreichten einen BMI-Durchschnitt von 26,56.

2.5 Nikotinkonsum

50 Patientinnen waren Raucher, eine Quote von 16,9%. Die weitaus groRere Anzahl von 246
Patientinnen waren Nichtraucher, eine Quote von 83,1%. Von zwei Patientinnen fehlten
bezlglich ihres Nikotinkonsums die Angaben. Die Mannerraucherquote betrug 85 Raucher,
28,7%, die der Nichtraucher mit 211 Mannern, 71,3%. Auch bei den Mannern fehlten zwei

Personenangaben bezlglich des Nikotinkonsums.

2.6 ICSI und IVF Behandlungen

Die 298 Patienten durchliefen insgesamt 632 Behandlungszyklen.

Davon waren 430 ICSI-Behandlungen (68%) und 202 IVF-Behandlungen (32%).

Von den Behandlungszyklen konnten insgesamt 6855 Eizellen gewonnen werden. Von den
6855 Eizellen blieben 3981 befruchtete Eizellen tbrig. 1260 Eizellen wurden in dem frischen
Zyklus transferiert. 2485 Eizellen wurden eingefroren.

1997 Eizellen wurden im Rahmen der Kryotransferbehandlung aufgetaut und insgesamt
1189 Eizellen anschlieRend den Patientinnen transferiert.

Die Anzanhl aller Kryotransfers im Zeitraum von August 1995 bis Juni 2008 betrug 683.
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2.7 Indikationen zur Kinderwunschbehandlung der Patienten /

Sterilitatsursachen

Von den 298 Patienten waren bei 262 Patienten Sterilitdtsursachen bekannt. Davon lagen
36,6 % Prozent bei der Frau, 52,3% Prozent bei dem Mann, 4,2% Prozent bei beiden

Geschlechtern und 6,9% waren idiopathische Sterilitdtsursachen.

[ Mannliche Sterilitat
[ weibliche Sterilitat
[[] Gemischte Sterilitat
[ 1diopathische Sterilitat
[J Fehlend

Abb. 7: Kreisdiagramm: Sterilitatsursachen der Patienten
Die Ursachen der weiblichen Sterilitatsindikation reichten von Endometriose,

Hormonveranderungen, Uterusanomalien, Tubenpathologien, PCO-Syndrom bis hin zu
Myomen.
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2.8 Kinderwunschsprechstunde und Voruntersuchung

Die Behandlung der Patientinnen und ihrer Partner begann mit einem ersten
Beratungsgesprach in der Kinderwunschsprechstunde des Universitatsklinikums Homburg.
In diesem Beratungsgesprach wurde zunachst eine ausfiihrliche Anamnese des Paares
erhoben. Neben der Frage nach der Kinderwunschdauer, der bisherigen Behandlungen, der
Suchtanamnese (Alkohol, Nikotin) des Paares, der Feststellung von GroRe und Gewicht
wurde auch eine allgemeine und gynakologische Anamnese der Frau sowie eine allgemeine
und andrologische Anamnese des Mannes durchgeflihrt.

Zu der Anamnese der Frau gehdrten die Frage nach dem Menstruationszyklus, nach dem
Menstruationsbeginn, nach der Regelmaligkeit der Menstruation, nach der
Menstruationsdauer, nach bisherigen gynakologischen Erkrankungen, nach vorherigen
Verhutungsschemata, sowie eine allgemeine Erkrankungsanamnese, eine spezielle Migréane
und Allergieanamnese, eine Medikamentenanamnese, eine Familienanamnese und die
Frage nach bisherigen Operationen.

Die Anamnese des Mannes umfasste die Feststellung von urologischen Problemen,
Infektionen in der Vergangenheit, eine Familienanamnese, eine Krankheitsanamnese, eine
Medikamentenanamnese sowie die Frage nach bisherigen Operationen.

In dem Beratungsgesprach wurden dem Paar die Voruntersuchungen erlautert, die fiir die

Festlegung eines Behandlungsschemas durchgefihrt werden missen.
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Tabelle 1: Voruntersuchungen im Rahmen der Kinderwunschtherapie

Voruntersuchungen der Frau Voruntersuchungen des Mannes

—>gynakologische Untersuchung in der - urologische Untersuchung des Mannes
Zyklusmitte, Zyklusmonitoring mit Abstrich
zur Untersuchung auf pathologische ->Spermiogramm im |VF-Labor
Bakterien, Chlamydia trachomatis
- Infektionsserologie von Hepatitis B,
->Blutentnahme zwischen dem 3. und 7. Hepatitis C, HIV

Zyklustag
—>bei Azoospermie: Untersuchung des
->Hormonbestimmung von TSH, fT3, fT4, Mukoviszidosegens

FSH, LH, E2, Prolaktin, Testosteron, DHEA,
Androstendion, TRH

—>Infektionsserologie von Hepatitis B,
Hepatitis C, HIV

—>Bestimmung des Roételantikorpertitiers

->Prifung der Tubendruchgangigkeit

->Test auf Antispermatozoenantikdrper

Verschiedene Therapieoptionen wurden den Paaren erlautert. Neben dem Verkehr zum
optimalen Zeitpunkt (VZO), der Insemination im Spontanzyklus oder unter einer milden
Stimulation, wurden auch die Moglichkeiten der kiinstlichen Befruchtung im Rahmen einer
invitro Fertilisation (IVF), oder einer intracytoplasmatischen Spermieninjektion (ICSI)
besprochen.

Es erfolgte eine ausfihrliche Aufklarung Uber die Risiken und Komplikationen einer
Sterilitatstherapie.

Risiken wie die Gefahr einer ovariellen Hyperstimulation (OHSS), die Gefahr von Infektionen,

sowie von Nerven- und Gefaldverletzungen bei der Follikelpunktion wurden angesprochen.
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Ebenso wurde die Mdoglichkeit einer Mehrlingsschwangerschaft durch Einnistung mehrerer
befruchteter Eizellen im Uterus als Konsequenz einer Sterilitatstherapie erldutert.

Im Anschluss wurde auf die gesetzlichen Gegebenheiten in Deutschland im Rahmen des
Eizelletransfers hingewiesen. Frauen Uber dem 35. Lebensjahr durfen demnach maximal
drei Zellen in die Gebarmutter eingepflanzt werden. Frauen, die das 35. Lebensjahr noch
nicht erreicht haben, bekommen zwei Zellen zum Transfer.

Zudem erfolgte eine Erlduterung der finanziellen Kosten und deren Teilibernahme durch die
jeweiligen Krankenkassen. Bis zum Jahre 2003 wurden vier Behandlungszyklen von den
Krankenkassen Gibernommen. Seit dem Jahre 2003 hingegen tibernehmen die
Krankenkassen hierbei nur noch die Halfte von drei Behandlungszyklen, der Rest muss von
den Patienten selbst getragen werden. Die Kosten sind im § 27a SGB V geregelt.

Im Anschluss wurde den Paaren die Moglichkeit gewahrt selbst noch offene Fragen

anzusprechen.

2.9 Sterilitatsbehandlung

Lagen die Untersuchungsergebnisse der Frau und die andrologische Auswertung, das
Spermiogramm des Mannes, durch das IVF-Labor der Frauenklinik vor, wurde nun ein
Behandlungsschema flir das Paar festgelegt. Bis auf den VZO und die Insemination im
spontanen Zyklus erforderten alle anderen Verfahren eine Stimulation der Patientin.
Durch das Zyklusmonitoring mit Hilfe der transvaginalen Sonographie und der
Hormonbestimmung der Patientin wurde der passende Zeitpunkt zum Stimulationsbeginn

ausgewahlt.

Die Sterilitatsbehandlung im Rahmen eines IVF- oder ICSI-Zyklus lasst sich in verschiedene
Einzelschritte gliedern ; darunter gehoéren die Zyklusstimulation mit Ovarstimulation und
Ovulationsinduktion, die labortechnische Eizelleaufbereitung, die Kultivierung und
Befruchtung der Eizelle, der Eizelletransfer, der biochemische Schwangerschaftstest, und

ggf. die Kryokonservierung der Eizelle.
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29.1

Stimulationsschema

In der Mitte des Zyklus wurde die Stimulation nach dem so genannten ,long protocol®, wie

schon in der Einleitung erwahnt, begonnen. Ziel war hierbei zunachst die ,Down Regulation®

der eigenen Hormonproduktion durch ein GNRH-Analoga. Die verwendeten Praparate

waren Decapeptyl, Synarela, Suprecur und Zoladex. Nach circa vierzehn Tagen kam es

dann zu einer Menstruationsblutung bei der Patientin. Beginnend mit dem dritten Tag der

Blutung wurde die Patientin zusatzlich zu den GNRH-Analoga mit einem Gonadotropin

behandelt.

Die gewahlten Gonadotropine umfassten hierbei:

2>HMG

->rekombinantes FSH

2>Mischstimulation aus HMG und rekombinanem FSH. So genannte low-responder,

Frauen, die auf eine Stimulationsform nicht gentigend ansprachen, wurden mit einer
Mischstimulation aus HMG und FSH behandelt.

Die verwendeten Praparate reichten hierbei von Gonal F, Luveris bis hin zu Puregon.

In Homburg wurden vier verschiedene Stimulationsformen an den Patientinnen angewandt.

Hierbei wurde unterschieden zwischen HMG, HMG und Fertinorm HP®, rekombinantem

FSH sowie einer Mischstimulation aus Gonal ® oder Puregon ® und HMG. Die Verteilung

gliederte sich wie folgt:

Tab. 2: Haufigkeitsverteilung der Stimulationsformen

Stimulationsform

Haufigkeit der Stimulation

Prozentuale Anzahl der

Stimulation
HMG 29 4,6
Rekombinantes FSH 379 60,2
Misch-Stimulation (Gonal ® 222 35,2

oder Puregon® + HMG)
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Nach sieben bis acht Tagen wurde die Patientin zur sonographischen Follikelkontrolle in das
Kinderwunschzentrum bestellt. Hierbei wurden die Anzahl der gereiften Follikel und deren
Grolie begutachtet.

Hatten die Follikel eine GroRRe von tber 18mm erreicht, wurde mit Hilfe von 10 000 IE i.m.
eines humanen Choriongonadotropins (3-HCG) der Eisprung ausgeldst.

2>R-HCG, wird aus dem Harn schwangerer Frauen gewonnen, in dem es physiologisch
vorkommt. Struktur und funktionsmaRig besteht eine Ahnlichkeit zu LH, eine Ovulation wird
ausgeldst.

Als Praparat wurde Ovitrelle eingesetzt.

Waren die Follikel kleiner als 18mm, erfolgte eine weitere FSH-Gabe unter sonographischer

Kontrolle der Follikel.

2.9.2  Follikelpunktion und Eizelleaufbereitung

Sechsunddreillig Stunden nach Gabe des R-HCG wurden der Patientin im ambulanten,
Verfahren unter Analgosedierung die Eizelle entnommen. Hierbei wurden die Follikel
transvaginal und ultraschallgesteuert mit einer Kantle punktiert und deren Inhalt mit Hilfe
einer Vakuumpumpe abgesaugt.

Nach der Abpunktion der Follikelflissigkeit wurden die Eizellen durch die Spulung mit einer
HAM'S F-10 Lésung extrahiert und in einer Nahrldsung, bei 37°C und einer CO2
Konzentration von 6% inkubiert, bis alle Zellen geerntet waren.

Im Anschluss kam es zum Putzen der Eizellen, dabei wurde der Cumulus oophorus und die
Corona radiata mechanisch und enzymatisch von der Eizelle geldst. Die Eizellen wurden
hierzu in einer Nahrlésung mit 80 |IE Hyaluronidase eingelegt. Mit Hilfe einer dinnen
Glaskapillare wurde im Anschluss der Cumulus oophorus von den Eizellen getrennt.

Dieser Vorgang soll verhindern, dass keine mutterliche DNA bei der Injektion des
Spermiums in die Eizelle gelangt.

Nach diesem Verfahren befand sich nur noch die Zona pellucida um die Eizellen.
Abschlieend wurden die Eizellen mehrfach in einer HAM'S F-10 Lésung mit 10%igem
Humanalbumin gewaschen. Alternativ zu dem Humanalbumin konnte auch 10-15%iges,
inaktiviertes Patientenserum zu den Eizellen transferiert werden. Die Eizellen ruhten nun
circa eine halbe Stunde, bevor der Reifegrad mikroskopisch festgestellt wurde.

Die Eizellen wurden erst injiziert wenn sie sich im Metaphase |l Stadium befanden. Hierbei
wurde das erste Polkdrperchen ausgestoen. Hatte eine Eizelle noch nicht das Metaphase |l
Stadium erreicht, wurde das Polkérperchen noch nicht abgestoRen (M | Stadium), oder war
noch das Keimblaschen vorhanden (germinal vesicle), so musste sie unter 5 %igem CO2

weiter inkubiert werden.
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293 Spermiengewinnung und Spermienaufbereitung

Am Tag der Follikelpunktion wurde, nach einer Abstinenz von drei bis vier Tagen, das
Ejakulat des Partners durch Masturbation gewonnen.

Das Nativsperma liel man zunachst eine halbe Stunde auf einer Warmeplatte bei 37 °C
ruhen. Schliefldlich wurde die Spermaprobe in der Neubauer-Zahlkammer hinsichtlich ihrer
Spermienkonzentration und deren Motilitat beurteilt. Nach der Bestimmung des pH-Wertes

folgte die Klassifizierung des Spermiogrammes nach den guiltigen WHO-Kriterien.

Tab. 3: Normwerte Ejakulat nach der WHO 1992

Volumen ol
pH-Wert 7,278
Viskositat

viskds &> nicht viskos

Spermatozoendichte >20 Mio/ml

Motilitat global > 50, progressiv >25
Morphologie 230% normale Spermatozoen
Vitalitat >50%
Leukozyten <1 Mio/ml
MAR-Test

<10% Spermien mit adharenten Partikeln

Eosin-Test (Vitalitat) 275% vitale Spermien, ohne Farbstoff (Eosin)

HOS-Test

>60% geschwollene Spermienschwanze

53




Im Anschluss an die Klassifizierung wurde die Spermaprobe im Labor aufbereitet.
Substanzen im Seminalplasma kdnnen einen ungunstigen Einfluss auf die Kapazitation und
die Akrosomenreaktion nehmen, daher wurde versucht labortechnisch eine Trennung von
Seminalplasma und Spermien zu erreichen, um moglichst die motilsten und die vitalsten
Spermien fir die nachfolgenden Fertilisationsprozesse zu gewinnen.

Zu Beginn wurden die Spermien nach einer dreiltigminitigen Verflissigungsphase
zentrifugiert. Im Anschluss wurden die Spermien je nach Aufbereitungsphase gewaschen,
zentrifugiert oder durch Trennungsverfahren mit Hilfe von Gradienten, Adhdreszenz oder
Filtration vom Seminalplasma abgehoben. Hierzu standen die Spermienaufbereitungs-
verfahren; Swim-Up, Mini-Swim-Up, Isolate, Percoll, Mini-Percoll, Pure-Sperm und Glaswolle

zur Verfligung.

2.9.3.1 Swim-up Verfahren

Hierzu wird das gewonnene Ejakulat in einem Verhaltnis von 1:1 oder 1:4 mit einem Kultur-
medium (HAM'S F-10 Lésung Biotech GmbH + Humanalbumin CSL Behring, Marburg)
vermischt und bei 500 U/min fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde
verworfen.

Das verbliebene Sediment wurde danach erneut mit 1ml Kulturmedium tberschichtet und fir
1-2h bei 37°C und 6% CO2 inkubiert. Die motilen Spermien schwimmen in dieser Zeit an die
Oberflache und kénnen somit nach der Inkubationszeit vorsichtig abpipettiert und fir die

folgenden Fertilisationsprozesse verwendet zu werden.

2.9.3.2 Mini Swim-up Verfahren

Das gewonnene Ejakulat wurde in einem sterilen 10ml Reagenzglas bei 500 U/min fiir 10
Minuten zentrifugiert. Das Sediment wurde danach mit 1ml Kulturmedium resuspendiert und
in ein Eppendorf-Ré6hrchen umgefiillt. Es folgte eine weitere Zentrifugation bei 500 U/min flr
3-5 Minuten. Der entstandene Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 20-50l
Medium erneut Uberschichtet und bei 37°C und 6% CO2 fiir 1-2 Stunden inkubiert. Auch hier
konnten im Anschluss die motilsten Spermien im Uberstand vorsichtig abpipettiert fiir die

weitere Verarbeitung gewonnen werden.
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2.9.3.3 Isolate Verfahren

Das Isolate Verfahren basiert auf einem Dichtegradienten, der die motilen, vitalen Spermien
von den toten Spermien trennt. Hierzu werden zunachst die bendtigten Isolate Medien
.Lower Layer und ,Upper Layer® (Irvine Scientific, Santa Ana) bei einer Raumtemperatur
von 37°C erwarmt. Im Anschluss wird 1,5-2,0 ml der ,Lower Layer® Lé6sung mit einer sterilen
Pipette in ein steriles Eppendorfgefal’ Uberflhrt. Vorsichtig wird schlie3lich die gleiche
Menge der ,Upper Layer” Lésung Uber die erste LOsung geschichtet.

Nachdem 1,5-2,0ml frischen Ejakulates dazugegeben wurden, wird das Eppendorfgefaf’ bei
200-300 U/min fiir 10-20 Minuten zentrifugiert. Nach der Abhebung des Uberstandes wird
dann das Pellet mit 2,0-3,0 ml Medium gewaschen, indem es bei ca. 200 U/min fiir 8-10
Minuten zentrifugiert wird. Dieser Vorgang wird ein zweites Mal wiederholt. Danach sind die

Spermien fir die weitere Verwendung bereit.

2.9.3.4 Percoll Verfahren

Mit Hilfe von Dichteunterschieden werden bei der Dichtengradientenzentrifugation die vitalen
von den avitalen Spermien getrennt. Zu drei Percoll-Lésungen (Percoll sterile, Amersham
Pharmacia Biotech AB) unterschiedlicher Konzentration (90%, 70% und 40%) wurde 1ml
Sperma vorsichtig tber die oberste Konzentration gegeben und bei 1800-2000 U/min fir
circa 20 Minuten zentrifugiert. Im Anschluss wurde der Uberstand abgehoben und verworfen,
das zurtickgebliebene Pellet wurde mit Medium Uberschichtet, schrag in den Inkubator
verfrachtet und flir 2 Stunden inkubiert. Anschlie®end konnten die Spermien in der

Oberschicht fiir weitere Fertilisationsprozesse gewonnen werden.

2.9.3.5 Pure Sperm Verfahren

Auch dieses Verfahren basiert auf einer Spermienseparationsmethode mit Hilfe
unterschiedlicher Dichtegradienten. Hierzu werden aus einer 100%igen Gebrauchslésung
(PureSperm 100, Nidacon International AB, MdIndal, Schweden) mit Hilfe von Kulturmedium
2ml 80%ige und 40%ige Lésungen hergestellt. Die nun hergestellten Lésungen wurden in
ein steriles Konusréhrchen (PP-Test tubes, Cellstar, Greiner Bio-One GmBH,
Frickenhausen) mit einer abnehmenden Dichte (unten 80%, oben 40%) Ubereinander
pipettiert. Nach der Zugabe von 1ml Sperma wurde das Gemisch bei 300 U/min far 20

Minuten zentrifugiert.
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Der entstandene Uberstand wurde verworfen, das Sediment mit Kulturmedium resuspendiert
und fur 10 Minuten bei 300 U/min zentrifugiert. Nach einer Wiederholung des letzten
Schrittes wurde das gewaschene Pellet erneut mit Kulturmedium tberschichtet und far 2
Stunden inkubiert. Im Anschluss konnten die motilen Spermien in der Oberschicht

abpipettiert und fir weitere Verfahren verwendet werden.

2.9.3.6 Glaswolle

Das Sperma wurde hierzu vollstandig verflissigt und mit einem Medium 1:3 verdinnt. Im
Anschluss wurde das Gemisch fiir 10 Minuten bei 300-500U/min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet mit 1ml Medium resuspendiert und anschlieRend wieder
zentrifugiert. Nach einer weiteren Resuspension mit 0,5ml Medium und einer Zentrifugation
wurden die gewaschenen und konzentrierten Spermien auf eine Glaswolle aufgebracht, die
sich in einer Spritze (30mg/3ml auf einer Dicke von 3mm gepresst) befand. Mit Hilfe der
Schwerkraft passierte das Sperma nun diesen Filter, die toten, membrandefekten Spermien
blieben hierbei in der Glaswolle hangen. Somit wurden die vitalen von den avitalen Spermien

getrennt und konnten weiter verarbeitet werden.

2.9.3.7 Gewinnung von Hodengewebe

Konnten keine Spermien durch Masturbation gewonnen werden, bestand die Méglichkeit der
testikularen Spermienextraktion (TESE). Hierbei wurde chirurgisch aus einem der beiden

Hoden ein kleines Gewebsstuck gewonnen.

2.9.3.7.1 Aufbereitung nativen TESE-Materials

Das gewonnene Hodengewebe wurde in einem sterilen Réhrchen mit 3ml Kulturmedium
(HAM'S F-10) inkubiert und nach dem Eingriff auf dem schnellsten Weg in das IVF-Labor
gebracht. Im Labor erfolgte die Zerkleinerung unter mikroskopischer Sicht mit einer Schere.
Hierbei wurde versucht die Spermien aus den Samenkanalchen zu gewinnen. Im Anschluss
wurde das zerstuckelte Gewebe fur 15-30 Minuten bei 37°C inkubiert. Mit Hilfe eines sterilen
Zellsiebes wurden nun die Lésung und die Gewebsstlicke getrennt. Es folgte eine

mikroskopische Uberpriifung auf das Vorhandensein lebensfahiger Spermien.
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2.9.3.7.2 Aufbereitung tief gefrorenen und wieder aufgetauten TESE-Materials

Nach dem Auftauen des Biopsates in einem vorgewarmten Wasserbad bei 37°C wurden die
Gewebsstucke in 1ml Kulturmedium bei 37°C gesetzt. Im Anschluss wurden die
Gewebsstiicke mit einer Schere zerkleinert und fir circa 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach
der Trennung der Gewebsstlicke von der Suspension durch einen Filter wurde die
Flissigkeit bei 800 U/min fir 10 Minuten zentrifugiert. Es folgte die Verwerfung des
Uberstandes. Ein Teil des Pellets wurde daraufhin in einem 5ul Tropfen IVF Universal
Medium (Medi Cult, Danemark) unter Mineraoldl inkubiert. Hierbei konnten die beweglichen
Spermien aus dem Gewebe diffundieren. Diese Spermien wurden danach abpipettiert und in

5ul einer 10%igen Polyvinylpyrolidon-Lésung transferriert.

2.9.3.8 Fertilisation mittels IVF oder ICSI

Waren die reinen Spermien gewonnen, wurde nochmals, nach den Richtlinien der WHO die
Konzentration und die Motilitdt bestimmt. Anhand der Parameter und der Indikationsliste
nach KUPKER et. al (1998) und STROWITZKI (2000) s. Kapitel 1.11.2 wurde die weitere

Prozedur bei andrologischer Subfertilitat mit den Paaren besprochen.

Tab. 4: Andrologische Subfertilitat

Leichte andrologische Stérung 10-20 Millionen Spermien/ mli
30-40% Motilitat
16-20% Morphologie

Mittlere andrologische Stérung 5-10 Millionen Spermien/ ml
20-30% Motilitat
10-16% Morphologie

Schwere andrologische Stérung 0-5 Millionen Spermien/ ml
0-20% Maotilitat
0-10% Morphologie
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Bei einer leichten Stérung wurde zunachst die Durchfuhrung einer intrauterinen Insemination
(U1) bis zu sechs Mal empfohlen. Bei einem Misserfolg wurde das IVF-Verfahren
angewandt. Brachte dies nach zwei Durchgangen kein positives Ergebnis, entschied man
sich fur das ICSI-Verfahren.

Bei einer mittleren Stdérung versuchte man nur dreimal das IUl, im Anschluss ein IVF. War
der Embryotransfer hierbei erfolglos, wurde das ICSI-Verfahren durchgefiihrt.

Patienten mit einer schweren Stérung wurde direkt die Durchfuhrung eines ICSI-Verfahrens

empfohlen, je nach Ausgangslage eventuell sogar ein Mesa oder Tese.

29.38.1 IVF

Bei der IVF gab man zu den inkubierten Oozyten direkt die aufbereiteten Spermien hinzu.

Die Spermien mussten hier selbst den Weg in die Oozyten finden.

2.9.3.8.2 ICSI

Zu den Indikationen fir eine ICSI-Therapie zahlten:

-Spermienkonzentration < 1 Million / ml

-Globozoospermie (Spermien ohne Akrosom)

-Hohe abnormale Spermienmorphologie (>85%)

-Mangelhafte Spermienmobilitdt (=axonale Defekte oder abnormale Entwicklung der Geil3el)
-Antispermien-AK im Samen

-Ausbleibende Befruchtung nach zwei aufeinanderfolgenden Standard IVF-Behandlungen

Bei der ICSI erfolgte der Vorgang der Injektion des Spermiums unter 200-400 facher
mikroskopischer VergroRerung direkt in das Zytoplasma der Oozyten. Auf diese Weise
wurden die Spermienmembran der Zona pellucida und die Oolemma Interaktion, die bei
einer natlrlichen Befruchtung als selektive Barriere agieren, kinstlich umgangen.

Hierzu bendtigte man zunachst eine Petrischale (Falcon, BD Biosciences, Franklin Lakes,
USA) in deren Mitte mehrere Tropfen von jeweils 3 pl einer 10%igen Polyvinylpyrrolidon
Lésung (PVP-Medium, MediCult, Jylinge, Danemark) aufgereiht werden. Dies dient zur
Verhinderung des Anhaftens der Spermatozoen an der Injektionspipette. Zudem wird

hierdurch die Eigenmotilitat der Spermatozoen gebremst.
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Nach der weiteren Praparation dieser PVP-Tropfen mit jeweils 1ul des aufbereiteten
Spermas wurden beidseits der Tropfenreihe die Oozyten platziert. Hierzu dient 5pl
Kulturmedium. Im Anschluss erfolgte die Uberschichtung der kompletten Petrischale mit
Mineraldl (OVOIL-100, Vitrolife, Schweden)

Unter einem Interphase Differentialmikroskop mit integrierter Warmeplatte (Nikon/Narishige,
Modell IM-69, Japan) wurde im Anschluss ein optimales, morphologisch normal wirkendes
und motiles Spermium ausgewahlt. Mit Hilfe des Mikromanipulator Sets, einer
Injektionspipette (Nikon/Narishige, Modell MM-188, Japan) gelang es, das Spermium zu
immobilisieren. Hierzu wurde mit der Spitze der Injektionspipette die Geildel verletzt.

Nach der Aspiration des immobilen Spermiums in die Injektionspipette, wurde die Oozyte mit
einer Haltepipette (MPH-MED-35, Holding Micropipets, Humagen, Charlottesville, USA)
fixiert. Ziel hierbei ist es, die Oozyte in einer Stellung zu fixieren, dass das Polkérperchen
bei 6 Uhr oder 12 Uhr zu liegen kommt. Auf diese Weise versucht man eine Verletzung der
Meiosespindel, die in diesem Bereich vermutet wird, wahrend des Injektionsvorganges zu
verhindern.

Im Anschluss folgte die Injektion des Spermiums in einer 3 Uhr Position. Hierbei aspirierte
man etwas Zytoplasma, welches dann behutsam mit dem Spermium in die Eizelle
eingebracht wurde. Es folgte das vorsichtige Zurlickziehen der Injektionspipette.

Nachdem mehrmaligen Waschen der Oozyten in Kulturmedium, wurden diese anschliel3end
fr 18-24 Stunden bei 37°C und 6%igem CO2 in G-IVF Plus (Vitrolife,
Kugsbacka,Schweden) inkubiert.

Spater erfolgte die Kontrolle der Oozyten auf die Anzeichen einer Befruchtung, mit Hilfe des
Pronucleus-Scorings der Vorkerne. Prasentierten sich mannliche und weibliche Anteile der
Vorkerne, sprach man nun von einer befruchteten Eizelle. Nach Ludwig M, Rabe T 2004
werden zwischen 50 und 75% der Eizellen in der Regel befruchtet. Die Befruchtungsrate
hangt demnach ab von der Zahl und Qualitat der Eizelle, dem Alter der Patientin und dem
Stimulationsprotokoll. Zusatzlich stellen die Qualitat der Spermien und die Laborqualitat
entscheidende Parameter in der Befruchtungsrate dar.

Bei einem positiven Vorkernbefund wurde die Eizelle erneut fir 24 Stunden in dem G-1 v5
Plus Medium (Vitrolife, Schweden) inkubiert, bevor eine weitere Begutachtung erfolgte.
Eine Weiterkultivierung war auf die Anzahl von drei Oozyten beschrankt, bestand der

Wunsch seitens der Patienten, konnten die Ubrigen Oozyten kryokonserviert werden.
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2.9.4  Transfer der Eizelle und Schwangerschaftstest

Hatte sich die Eizelle nach den oben genannten 24 Stunden geteilt, sprach man von einem
Embryo.

In dieser Phase, drei Tage nach der Follikelpunktion, war nun der Transfer moglich. Vor dem
Transfer wurden die Oozyten in ein G-2 v5 PLUS Medium (Vitrolife, Schweden) umgesetzt.
In Homburg findet der Transfer der befruchteten Eizelle maximal vier Tage nach der
Follikelpunktion statt.

In Anlehnung an das deutsche Embryonenschutzgesetz (§1 Abs. 1 Nr.3) wurden in einem
Zyklus nicht mehr als drei Embryonen transferiert.

Hierzu wurde nach einer griindlichen Desinfektion der Scheide, die Portio eingestellt und die
Embryonen mit Hilfe eines sterilen Einmalkatheters (Embryo Transfer Katheter Set, Labotect
GmbH, Goéttingen) in das Uteruskavum transferiert. Die optimale Transferstelle scheint
hierbei etwa 2 cm unterhalb des Fundus uteri zu liegen. Es folgte die Kontrolle des
Katheters, dass sich kein Embryo mehr im Katheter befand.

Nach einem erfolgreichen Transfer wurde der Patientin zur Lutealphasenunterstiitzung ein
Progesteronzépfchen verabreicht. Dieses soll die Einnistung der Eizelle in der Gebarmutter
erleichtern. Das Progesteronzapfchen wurde bei einem positiven Schwangerschaftsverlauf
erst in der 12. Schwangerschaftswoche abgesetzt.

12 Tage nach dem Transfer wurde die Patientin zur Hormonkontrolle einbestellt. Ergibt der
HCG-Wert hierbei eine Gréle von uber 40 IE, spricht man von einer biochemischen
Schwangerschaft. Sind hingegen die HCG-Werte nicht angestiegen, muss der Patientin
mitgeteilt werden, dass aus dem Transfer keine Schwangerschaft entstanden ist.

Ab der 12. Schwangerschaftswoche, nach Bestimmung der Herztonaktion, spricht man von

einer intakten Schwangerschaft.
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2.10 Kryokonservierung der Eizellen

Erreichte man wahrend eines Stimulationszyklus, dass mehr als drei reife Eizellen aus dem
Zyklus hervorgingen, konnte das Paar sich flir eine Kryokonservierung entscheiden. Das
deutsche Embryonenschutzgesetz verbietet ein Verwerfen grof3er Teile von Embryonen,
auch das Verfahren der Embryonenforschung ist hierzulande unzulassig. Die Mdglichkeit der
Kryokonservierung gewahrleistet Uberzahlige Embryonen zu bewahren. Hierbei wurden die
Uberzahligen Eizellen im Vorkernstadium eingefroren. Man setzte die Eizellen zunachst flr
10 Minuten in die Einfrierlosung 1, im Anschluss fiir 10 Minuten in die Einfrierlésung 2 und
danach in die Einfrierldsung 3. Ziel ist es hierbei die Zellen langsam an die Umgebung und
den osmotischen Druckes zu gewdhnen, ohne sie zum Platzen zu bringen.

Nachdem die Zellen sich in Ldsung 3 befanden, konnten sie problemlos in so genannte
MINITUB umgesetzt werden. Diese wurden dann mit Hilfe einer kleinen Metallkugel oder
Plastikkugel verschlossen. Es folgte die Etikettierung (LABEXPERT) der Kassetten. Im
Anschluss wurden die Kassetten in das Kryogerat (Kryo 10 Planer, Messer Griesheim)
umgesetzt. Nach der Einstellung des Eizellefrierprogrammes folgte schrittweise die
langsame Kryokonservierung. Die Eizellen wurden am Anfang hierzu um 2°C/min abgekuhilt,
bis eine Temperatur von -7°C erreicht wurde. Bei dieser Temperatur erfolgte der Vorgang
des Seedings fur ca. 10 Minuten. Im Anschluss kuihlte die Temperatur sich um 0,3°C pro
Minute ab, bis eine Temperatur von -30°C erreicht wurde. Von dieser Temperatur aus,
betrugen die Kiihlungsschritte nun 20°C pro Minute, bis zu einer Zieltemperatur von unter
-170°C.

Die Kassetten mit den gefrorenen Oozyten wurden dann in eine Kryotonne (Messer,

Griesheim) Uberflihrt und ihre Lagerung protokolliert.

Einfrier-Medien

Lésung 1: 100 ml PBS- Gebrauchslésung

Lésung 2: 1,5 M ; 1,2 Propandiol in PBS
(Ansatz: 86,3 ml PBS + 13,7 ml Propandiol)

Lésung 3: 1,5 M; 1,2 Propandiol und 0,1 M Saccharose
(Ansatz: 86,3 ml PBS + 13,7 ml Propandiol + 4,2 g Saccharose)

Die Lésungen wurden steril filtriert, mit 10% inaktiviertem Patientenserum verdiinnt, in 4 ml

Roéhrchen geflllt und bei -20°C bis zum Gebrauch tiefgefroren.
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2.11  Kryotransfer der Eizellen

2.11.1 Vorbereitung der Patientin zum Eizelletransfer / KAUFMANN-Schema

Ist es im Vorfeld gelungen PN-Stadien zu kryokonservieren. Entschloss sich ein Paar zu
einem Transfer ihrer zuvor kryokonservierten Oozyten, so wurden die Patienten auf diesen
vorbereitet. Der Transfer erfolgte bei ovulatorischen Zyklen von einer Lange zwischen 26
und 35 Tagen entweder im Spontanzyklus, oder aber die Frau wurde zuvor hormonell
stimuliert. Diese hormonelle Stimulation richtete sich nach dem sogenannten KAUFMANN-
Schema

Das Ziel des KAUFMANN-Schemas war hierbei eine zyklusgerechte Substitution von
Ostrogenen und Gestagenen zum Aufbau der Endometriumschleimhaut.

Bei geringen Zyklusstérungen, Oligomenorrhoe oder anovulatorischen Zyklen wurde die
Patientin mit Clomifen zwischen dem 3. und 8. Zyklustag stimuliert. Zum Ovulationszeitpunkt
wurde die Ovulation mit 10.000 IE 3-HCG (z.B.mit Ovitrelle) ausgel6st. Einen Tag danach
war der Eizelletransfer nun mdéglich.

Frauen, die hingegen eine schwere Zyklusstérung aufwiesen, mussten schon im Vorzyklus
mit einer Therapie beginnen.

Hierzu wurde mit Hilfe von GnRH-Analoga um den 20. Zyklustag im Vorzyklus mit einer
Down-Regulation der Hypophyse begonnen.

Verwendete Praparate waren hierbei; Decapeptyl 0,1, Synarela, Suprecur und Zoladex Gyn.
Nach ca. 14 Tagen folgte die Stimulation mit einem Ostradiolderivat in einer ansteigenden
Dosierung. Ostradiolderivate, die in Homburg eingesetzt wurden, waren hierbei Estradiol,
Gynokadin, Merimono.

Eine Substitution der gesamten Ovarialfunktion durch Ostrogengabe vom 5.-25. Zyklustag
und zusatzlicher Gestagengabe vom 16.-25. Zyklustag wurde durchgefihrt (SCHMIDT-
MATTHISEN, WALLWIENER 2005).

Mit Hilfe sonografischer Kontrolle wurde der Zeitpunkt fir den Transfer der Eizellen
bestimmt.

Erreichte man eine Endometriumsdicke von mindestens 8 mm, wurden der Patientin taglich
vaginale Progesteronzapfchen (Utrogest, Crinone 8%) zur Lutealphasenunterstitzung
verabreicht. Die Ooyzten konnten nun fur den Transfer vorbereitet werden.

Hatte das Endometrium hingegen noch nicht die optimale Dicke erreicht, so musste die

Proliferationsphase unter sonografischer Kontrolle verlangert werden.
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2.11.2 Auftauen der Eizellen

Nach dem Aufsuchen der richtigen Eizellekassette und Vergleich der Patientendaten mit den
Kassettenetiketten, wurden die Straws in einen Ubergangsbehalter mit fliissigem Stickstoff
Uberfiihrt. Aus diesem flissigen Stickstoff legte man sie spater fir 10 Sekunden in ein
Wasserbad bei 37°C. Der Inhalt der Minitubes wurde im Anschluss in eine Petrischale
umgefllt.

Danach folgte die schrittweise Rehydrierung in Auftaulésungen mit abnehmender
Gefrierschutzmittelkonzentration. Zuerst wurden die Eizellen in die Auftaulésung 1 fur 10
Minuten gegeben, im Anschluss fiir weitere 10 Minuten in die Auftaulésung 2 und folgend in
die Auftauldsung 3. War man danach bei der Auftauldsung 4 angelangt, erfolgte das
problemlose Umsetzen aus dieser Lésung in das Kulturmedium. Die Zellen wurden
hinsichtlich ihres PN-Stadiums unter dem Mikroskop begutachtet.

Nach dem Auftauen war ein direkter Transfer der Zellen im PN-Stadium in dem Medium G2-
v5 plus moglich. Die Oozyten konnten aber auch noch in dem Medium G1 weiterkultiviert

werden, bevor man sie ins G2-v5 plus umsetzte um sie zu transferieren.

Auftau-Medien

Lésung 1: 1M 1,2-Propandiol, 0,2 M Saccharose in PBS

(Ansatz: 90,9 ml PBS + 9,1 Propandiol + 8,2 Saccharose)
Lésung 2: 0,5 M 1,2-Propandiol, 0,2 M Saccharose in PBS

(Ansatz: Mischung aus Lésung 1 und Lésung 3 im Verhaltnis 1:1)
Lésung 3: 0,2 M Saccharose in PBS

(Ansatz: 100 ml PBS + 8,2 g Saccharose)
Lésung 4: 100 ml PBS- Gebrauchslésung

Die Losungen wurden steril filtriert, mit 10% inaktiviertem Patientenserum verdiinnt, in 4 ml
Rohrchen geflillt und bei -20°C bis zu ihrem Gebrauch tiefgefroren.

2.11.3 Transfer der kryokonservierten Eizellen und Schwangerschaftstest

In Anlehnung an Kapitel 2.9.4 erfolgte auf gleiche Weise der Transfer der kryokonservierten

Eizelle, sowie die hormonelle Blutbestimmung des b-HCG nach einem Verlauf von zwei

Wochen.
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Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv

Die folgende Tabelle bietet einen Uberblick tiber die Patientinnendaten, neben dem Alter und
dem BMI wurde auch fur jede Patientin ein Durchschnittswert ihrer Eizelleparameter

aufgeflihrt, da nicht jede Patientin die gleiche Anzahl von Behandlungszyklen aufwies.

Tab. 5: Gesamtubersicht Patientenkollektiv

MW+SD Median Minimum Maximum
Alter [Jahre] 33,05+4,38 [n=298] 33,21 19,92 45,50
BMI [kg/m2] 23,43+4,05 [n=289] 2258 16,81 39,19
Anzahl gewonnener Eizellen | 11,61+5,19 [n=298] 1050 2.00 31,00
Anzahl befruchteter Eizellen 7.0343,50 [n=298] 6,00 2,00 22,00
Anzahl transferierter Eizellen 1,94+ 66 [n=298] 2.00 0,00 3,00
Anzahl kryokonservierter 4,82+3.73 [n=298] 4.00 0,40 20,00

Eizellen

Insgesamt wurden 298 Patientinnen untersucht, die im Durchschnitt 33,05t4,38 Jahre alt
waren, wovon die alteste ein Alter von 45,50 und die Jingste ein Alter von 19,92 hatte. Der
durchschnittliche BMI konnte nur bei 289 Patientinnen ermittelt werden, der Mittelwert mit
Standardabweichung lag hier bei 23,4314,05, mit einem Maximum von 39,19 und einem
Minimum von 16,81.

Bei den 298 Patientinnen wurden im Mittel 11,61+5,19 Eizellen gewonnen, die hochste
Anzahl der Eizellen betrug hier 31,00 und die geringste Anzahl 2,00. Bei den befruchteten
Eizellen mit einem Mittelwert mit Standardabweichung von 7,03+3,50 betrug das Maximum
der befruchteten Eizellen 22,00 und das Minimum 2,00 Eizellen. Es wurden den Patientinnen
im Schnitt 1,94+0,66 Eizellen transferiert, mit einem Maximum von 3,00 Eizellen und ein
Minimum von 0,00 Eizellen.

Die Anzahl der krykonservierten Eizellen betrug im Schnitt 4,82+3,73 Eizellen, wobei als
Maximum hier ein Wert von 20,00 Eizellen und als Minimum ein Wert von 0,40 Eizellen

erreicht wurde.
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3.2 Zusammenhang zwischen dem Alter der Patientin und den ART-

Ergebnissen von PN-Zellen sowie der Schwangerschafts- und Geburtsrate

3.2.1  Vergleiche der Eizelleparameter beziiglich der Altersgruppen

In den folgenden Tabellen werden die einzelnen Altersgruppen (Altersgruppe 1 (Patientinnen
zwischen 18 und 30 Jahre), Altersgruppe 2 (Patientinnen zwischen 31 und 35 Jahren) und
Altersgruppe 3 (Patientinnen zwischen 36 und 50 Jahren) bezuglich ihrer ART-Ergebnisse
der PN-Zellen (gewonnene Eizellen, befruchtete Eizellen, transferierte Eizellen,

kryokonservierte Eizellen) miteinander verglichen.

Tab. 6: Vergleich der Altersgruppen anhand der ART-Ergebnisse der PN-Zellen

G1(18-30) | G2(31-35) | G3 (36-50)
[N=69] [n=135] [n=93] o-Wert
MW=SD MWSD MWSD

Anzahl

nzahl gewonnener 12,69+5,06 | 11,56+518 | 10,88+5,23 0,09

Eizellen

Anzahl befruch

nzahl befruchteter 7 6543 86 6.9343 46 67543 26 0,24

Eizellen

Anzahl transferiert

nzant fransterierter 1,76+0,73 1,93+0,59 | 2,09+068 0,01

Eizellen

Anzahl kryok iert

nzant Kryokonservierter 5561425 | 4794366 | 4,33+338 0.12

Eizellen

Es zeigte sich bezuglich der Anzahl der gewonnenen Eizellen folgendes Ergebnis: In der
Altersgruppe G1 (12,69+5,06) in der Altersgruppe G2 (11,5645,18) im Vergleich hierzu die

Altersgruppe G3 (10,88+5,33).

Die Anzahl der befruchteten Eizellen unterschied sich folgendermal3en bezilglich der

Altersgruppen: In der Altersgruppe G1 (7,65+3,86), in der Altersgruppe
G2 (6,93+3,46) in der Altersgruppe G3 (6,75+3,27).
Hinsichtlich der transferierten Eizellen betrug die Verteilung in der Altersgruppe G1

(1,76 £0,73), in der Altersgruppe G2 (1,93+0,59) in der Altersgruppe G3 (2,09+0,68). In der

Anzahl der kryokonservierten Eizellen bestanden folgende Mittelwert- und

Standardabweichungen zwischen den Altersgruppen: Altersgruppe G1 (5,5614,25),
Altersgruppe G2 (4,79+3,66), Altersgruppe G3 (4,33+3,39).

Bei der Anzahl der transferierten Eizellen konnte ein signifikanter Unterschied mit p=0,01

zwischen den Altersgruppen nachgewiesen werden.
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3.2.2 Paarweiser Vergleich der Altersgruppen

Tab. 7: Paarweiser Vergleich der Altersgruppen

Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl
Vergleich der | gewonnener | befruchteter | transferierter | kryokonservierter
Altersgruppe Eizellen Eizellen Eizellen Eizellen
p-Wert p-Wert p-Wert p-Wert
G1-G2 0,423 0,500 0,270 0,493
G1-G3 0,083 0,325 0,005 0,117
G2-G3 0,976 1,000 0,173 1,000

Es zeigte sich beim Vergleich der Altersgruppen G1 (18-30 Jahre), G2 (31-35Jahre), G3 (36-
50Jahre) beziglich ihrer p-Werte ein signifikanter Unterschied zwischen der Altersgruppe G1

und G3 anhand der transferierten Eizellen, mit p= 0,005. Alle anderen Parameter waren nicht

signifikant.

3.2.3 Einfluss des Alters der Patientin auf die Schwangerschafts- und Geburtsrate

wahrend eines Behandlungszyklus

Tab. 8: Zusammenhang zwischen dem Alter der Patientinnen und der Schwangerschafts-,

Geburtsrate
Altersgruppe [Jahre] Schwangerschaftsrate Geburtsrate
G 1 (18-30) (n=123) (n=120)
23 (18,7%) 13 (10,8%)
G 2 (31-35) (n=271) (n=257)
59 (21,8%) 21 (8,2%)
G 3 (36 -50) (n=237) (n=224)
40 (16,9%) 8 (3,6%)
Gesamt (n=631) (n=601)
122 (19,3%) 42 (7,0%)
p-Wert 0,371 0,026

Es konnte mit p=0,371, p=0,026 ein signifikanter Einfluss des Alters auf die Geburtsrate

festgestellt werden. Die Schwangerschaftsrate bleibt vom Alter der Patientin unbeeinflusst.
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Abb. 8: Korrelationsdiagramm: Alter der Patientinnen und der Schwangerschaftsrate

Eine Korrelationsberechnung mittels Spearman-Rho stellte mit 0,118 keinen
Zusammenhang zwischen dem Alter der Patientinnen und der Schwangerschaftsrate da.
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Abb. 9: Korrelationsdiagramm: Alter der Patientinnen und der Geburtsrate

Die Berechnung der Korrelation zwischen dem Alter der Patientinnen und der Geburtsrate

zeigte nach Spearman-Rho mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,084 keinen

Zusammenhang zwischen diesen Parametern.
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3.3 Einfluss des BMI der Patientin auf die ART-Ergebnisse der PN-Zellen

sowie auf die Schwangerschafts- und Geburtsrate

3.3.1 Vergleich der ART-Ergebnisse der PN-Zellen bezliglich der BMI-Gruppen

In der folgenden Tabelle werden die einzelnen BMI Gruppen (BMI-Gruppe 1 (BMI zwischen
0 und 19), BMI-Gruppe 2 (BMI zwischen 19,01 und 24), BMI-Gruppe 3 (BMI zwischen
24,01 und 30) und BMI Gruppe 4 (BMI zwischen 30,01 und 50)) bezlglich der ART-
Ergebnisse der PN-Zellen (gewonnene Eizellen, befruchtete Eizellen, transferierte Eizellen,

kryokonservierte Eizellen) miteinander verglichen.

Tab. 9: Vergleich der BMI-Gruppen bezuglich der ART-Ergebnisse von PN-Zellen

G1 G?2 G3 G4
(0-19) (20-24) (25-30) (31-50)
[N=19] [N=172] [N=76] [n=22] p-Wert
MW+SD MW+SD | MW+SD | MW+SD
Anzahl gewonnener Eizellen | 11,16+4,87 |11,59+5,05 | 11,335,50 | 11,19+4,74 | 0,96
Anzahl befruchteter Eizellen | 7,79+4,19 | 7,10+3,55 | 6,59+3,36 | 6,39+2,87 | 0,43
Anzahl transferierter Eizellen 1,98+0,81 1,94+0,57 | 1,95+0,76 | 1,78%+0,73 0,72
Anzahl kryok iert
Einzjlen ryoxonservierier 5704444 | 4791376 | 4.48+3.66 | 4,38+3.08 | 0,60

Bezulglich der Anzahl der gewonnenen Eizellen zeigte sich folgendes Ergebnis zwischen den
vier BMI-Gruppen: BMI-Gruppe 1 (11,16+4,87), BMI-Gruppe 2 (11,615,05), BMI-Gruppe 3
(11,33+5,50) sowie BMI-Gruppe 4 (11,1914,74).

Hinsichtlich der Anzahl der befruchteten Eizellen stellte sich folgende Verteilung dar:

BMI-Gruppe 1 (7,7914,19), BMI-Gruppe 2 (7,10£3,55),
BMI-Gruppe 3 (6,59 +£3,36), sowie BMI-Gruppe 4 (6,391£2,87).
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Die Mittelwerte und Standardabweichungen zwischen den Gruppen, hinsichtlich der Anzahl
an transferierten Eizellen betrugen: BMI-Gruppe 1 (1,9810,81), BMI-Gruppe 2 (1,94 £0,57),
BMI-Gruppe 3 (1,9510,76), sowie BMI-Gruppe 4 (1,78+0,73).

Die Verteilung der Ergebnisse bei der Anzahl der kryokonservierten Eizellen brachte
folgende Auswertung: BMI-Gruppe 1 (5,7014,44), BMI-Gruppe 2 (4,79+3,76), BMI-Gruppe 3
(4,48+3,66), sowie BMI-Gruppe 4 (4,38+3,08).

Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem BMI und den ART-Ergebnissen

der PN-Zellen gefunden werden.

3.3.2 Auswirkung des BMI auf die Schwangerschafts- und Geburtsrate

Tab. 10: Kreuztabelle: Zusammenhang zwischen dem BMI der Patientinnen und der

Schwangerschafts-, Geburtsrate

BMI-Gruppe [kg/m2] Schwangerschaftsrate Geburtsrate
G 1(0-19) (n=31) (n=27)
7 (22,6%) 2 (7,4%)
G 2 (20-24) (n=367) (n=350)
72 (19,6%) 29 (8,3%)
G 3 (25-30) (n=177) (n=169)
33 (18,6%) 10 (5,9%)
G 4 (31-50) (n= 46) (n= 45)
7 (15,2%) 0 (0,0%)
Gesamt (n=621) (n=591)
119 (19,2%) 41 (6,9%)
p-Wert 0,855 0,156

Mit p = 0,156 stellte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem BMI der Patientin
und einer daraus erhohten oder erniedrigten Geburtsrate dar.
Auch bei der Uberpriifung des Zusammenhanges beziiglich der Schwangerschaftsrate

konnte mit p=0,855 kein signifikanter Zusammenhang festgestellt werden.
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Abb. 10: Korrelationsdiagramm: BMI der Patientinnen und Schwangerschaftsrate

Eine Korrelationsberechnung mittels Spearman-Rho stellte mit 0,111 keinen

Zusammenhang zwischen dem BMI der Patientinnen und der Schwangerschaftsrate da.
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Abb. 11: Korrelationsdiagramm: BMI der Patientinnen und Geburtsrate

Die Berechnung der Korrelation zwischen dem BMI der Patientinnen und der Geburtsrate

zeigte nach Spearman-Rho mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,065 keinen

Zusammenhang zwischen diesen Parametern.
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3.4 Auswirkungen der kontrollierten ovariellen Hyperstimulation auf die
ART-Ergebnisse der PN-Zellen, sowie auf die Schwangerschafts- und
Geburtsrate

3.4.1 Auswirkung der kontrollierten ovariellen Hyperstimulation auf die ART-

Ergebnisse der PN-Zellen

Folgende Stimulationsformen wurden bei den Patientinnen in die Auswertung mit

einbezogen:

Tab. 11: Stimulationsformen der Patientinnen

Stimulationsform Anzahl der Patientinnen mit dieser

Stimulationsform

Stimulationsform 1 mit HMG 29 (4,6%)
Stimulationsform 2 mit rekombinantem FSH | 379 (60,2%)
Stimulationsform 3 Mischstimulation 222 (35,2%)

Tab. 12: Vergleich der verschiedenen kontrollierten ovariellen Hyperstimulationsformen
anhand der ART-Ergebnissen der PN-Zellen

G1 G2 G3
(HMG) (rFSH) (HMG+rFSH)
[n=29] (=379] (N=222] p-Wert
MW=+SD MW+SD MW+SD
Anzahl
nzani gewonnener 9,1+4,19 11,4146,00 | 9,99+4,92 0,003
Eizellen
Anzahl befruchtet
.nza befruchteter 5214319 6,74+4,14 5,67+3,46 0,002
Eizellen
Anzahl t feriert:
.nza ransferierter 1,941,01 1,91+0,84 2,13+0,80 0,009
Eizellen
Anzahl kryok iert
.nza ryokonservierter 3,14+3,41 4,31+4,34 3,3643,47 0,011
Eizellen

73




Hinsichtlich der drei Stimulationsprotokolle mit HMG, rekombinantem FSH oder der beiden
Praparaten zusammen, konnten signifikante Unterschiede im Bezug auf die Eizelleparameter
gefunden werden. Die Ergebnisse betrugen, bezlglich der gewonnenen Eizellen p=0,003,
bezlglich der befruchtete Eizellen p=0,002, bezlglich der transferierten Eizellen p=0,009,

bezlglich der kryokonservierten Eizellen p=0,011.

Diese Signifikanzunterschiede wurden genauer Uberprift. Die drei Stimulationsgruppen

wurden hierbei jeweils paarweise verglichen.

Tab. 13: Paarweiser Vergleich der drei Stimulationsprotokolle hinsichtlich ihrer Signifikanz

Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl
Vergleich der | gewonnener | befruchteter | transferierter |kryokonservierter
Altersgruppe Eizellen Eizellen Eizellen Eizellen
p-Wert p-Wert p-Wert p-Wert
G1-G2 0,096 0,123 1,000 0,390
G1-G3 1,000 1,000 0,490 1,000
G2-G3 0,008 0,004 0,008 0,015

Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied bezuglich aller ART-Ergebnisse der PN-Zellen
zwischen der Gruppe 2 (rFSH) und der Gruppe 3 (rFSH+HMG). Die Ubrigen Ergebnisse

waren nicht signifikant.
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3.4.2 Schwangerschaftshaufigkeit bei den einzelnen Stimulationsformen

Folgende Tabelle zeigt die Anzahl der Schwangerschafts- und Geburtsraten bei den

einzelnen Stimulationsprotokollen.

Tab. 14: Zusammenhang zwischen den kontrollierten ovariellen Stimulationsprotokollen und

der Schwangerschafts-, Geburtsrate vor dem Kryotransfer

Stimulationsgruppe Schwangerschaftsrate Geburtsrate
G 1 (HMG) (n=29) (n=25)
5(17,2%) 0 (0,0%)
G 2 (rFSH) (n=379) (n=366)
75 (19,8%) 28 (7,7%)
G 3 (HMG+rFSH) (n=221) (n=208)
42 (19,0%) 14 (6,7%)
Gesamt (n=629) (n=599 )
122 (19,4%) 42 (7,0%)
p-Wert 0,930 0,343

Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen einem Stimulationsprotokoll der
kontrollierten ovariellen Hyperstimulation und der Schwangerschaftsrate (p=0,930) oder der

Geburtsrate (p= 0,343) festgestellt werden.
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3.5 Nikotinkonsum und dessen Auswirkung auf die Eizelleparameter

Im Folgenden werden die Eizelleparameter hinsichtlich des Nikotinkonsums zwischen

Raucherinnen und Nichtraucherinnen verglichen. Ebenso wird die Anzahl der resultierenden

Schwangerschaften zwischen den Raucherinnen und den Nichtraucherinnen verglichen.

Tabelle 15 stellt die Verteilung der Patientinnen hinsichtlich ihres Nikotinkonsums dar.

Bei zwei Patientinnen fehlten diesbezliglich die Angaben.

Tab. 15: Nikotinkonsum der Patientinnen

Haufigkeit (n)

Prozent (%)

Raucherinnen 50 16,9
Nichtraucherinnen 246 83,1
Gesamtanzahl 296 100
3.5.1 Einfluss des Nikotinkonsums auf die ART-Ergebnisse der PN-Zellen

Tab. 16: Zusammenhang zwischen dem Nikotinkonsum und den ART-Ergebnisse der PN-

Zellen

Raucher Nichtraucher

[n=110] [N=520] o-Wert

MW+SD MW-SD

Anzahl gewonnener 11,55¢5.85 | 10,645 54 0,12
Eizellen
Anzahl befruchtet
nzahi befruchteter 6.75+4,16 6.17+3,85 0.16
Eizellen
Anzahl transferiert
nzaht transterierter 1,95£0,84 2.040,84 0,64
Eizellen
Anzahl kryokonservierter
nzant xry ' 4,28+4.48 3.83+3,94 0.28
Eizellen

Anhand der Signifikanzpriifung konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem

Konsum von Nikotin und den Eizelleparametern festgestellt werden.
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3.5.2 Einfluss des Nikotinkonsums auf die Schwangerschafts- und Geburtsrate

Tab. 17: Kreuztabelle: Zusammenhang zwischen dem Konsum von Nikotin und der

Schwangerschafts-, Geburtsrate

Nikotinkonsum Schwangerschaftsrate Geburtsrate

(>20 Zigaretten/Tag)

Raucherinnen (50) (n=110) (n=104)
18 (16,4%) 7 (6,7%)
Nichtraucherinnen (246) (n=519) (n=495)
103 (19,8%) 35 (7,1%)
Gesamt (n= 629) (n=599)
121 (19,2%) 42 (7,0%)
p-Wert 0,400 0,902

Die Nichtraucherinnen erreichten hinsichtlich der Schwangerschaftsrate einen Wert von
19,8%, von den Raucherinnen hingegen wurden nur 16,4% schwanger.
Mit p= 0,400 bestand somit kein direkter Zusammenhang zwischen dem Nikotinkonsum der

Patientin und der Schwangerschaftsrate.

Bezuglich der Signifikanzprifung zwischen dem Konsum von Nikotin seitens der
Patientinnen und der Geburtsrate konnte mit p= 0,902 ebenfalls kein direkter Einfluss des

Nikotinkonsums auf die Geburtsrate nachgewiesen werden.

77



Gr 55 Geb
1207 - -

M schwangerschait
B Geburt

Anzahl

nein

Nikotin

Abb. 12: Balkendiagramm: Schwangerschafts- und Geburtsrate im Bezug zum
Nikotinkonsum
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3.6 Zusammenhang zwischen den Verfahren ICSI/ IVF und den Werten;
Eizelleparameter, Alter, BMI

3.6.1 Zusammenhang zwischen den reproduktiven Verfahren ICSI/IVF und den ART-
Ergebnissen der PN-Zellen

Tab. 18: Vergleich zwischen ICSI/IVF und den ART-Ergebnissen der PN-Zellen, sowie Alter,

BMI

ICSI IVF

MW+SD MW+SD p-Wert

(n=429) (n=202)
Alter [Jahre] 33,58+4,47 34,11+4,07 0,151
BMI [kg/m2] 23,29+3,95 24,1814,02 0,009
Anzahl gewonnener Eizellen 10,74+5,33 10,87+6,08 0,799
Anzahl befruchteter Eizellen 6,14+3,32 6,56+4,96 0,212
Anzahl transferierter Eizellen 2,07+0,76 1,84+0,96 0,001
A.nzahl kryokonservierter 3,75+3,57 4,05+4.89 0,146
Eizellen

Ein signifikanter Zusammenhang zwischen den Verfahren ICSI und IVF konnte im Bezug auf

den BMI (p= 0,009) und die Anzahl der transferierten Eizellen (p=0,001) gefunden werden.

3.6.2 Schwangerschafts- und Geburtsraten bei ICSI und IVF

Tab.19: Kreuztabelle: Schwangerschafts- und Geburtsraten bei ICSI und IVF

Reproduktive Verfahren Schwangerschaftsrate Geburtsrate
ICSI (n=429) (n=405)
89 (20,7%) 33 (8,1%)
IVF (n=201) (n=195)
33 (16,4%) 9 (4,6%)
Gesamt (n= 630) (n=600)
122 (19,4%) 42 (7%)
p-Wert 0,200 0,112

Die Prufung der reproduktiven Verfahren bezlglich der Schwangerschaftsrate (p= 0,200) und
der Geburtsrate (p=0,112) stellte keinen signifikanten Zusammenhang dar.
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3.7

3.7.1

Einfluss der Sterilitatsursachen auf die ICSI / IVF Therapie

Zusammenhang der Sterilitatsursachen und der Eizelleparameter, BMI, Alter

Tab. 20: Vergleich der Sterilitatsursachen anhand der ART-Ergebnisse der PN-Zellen

G1 G2 G3 G4
(ménnlich) | (weiblich) | (gemischt) | (idiopathisch)
[n=299] [n=193] [n=19] [n=43] p-Wert
MW-+SD MW+SD | MW+SD MW+SD
Alter [Jahre] 33,68+4.79 | 34.13+4,04 |32,39+3.94| 33,39+3,07 0,30
BMI [kg/m2] 23,53+4,1 | 23,23+3.22 |24.35+4 98| 23.92+4.19 0,52
Anzahl gewonnener
Eollon 10,5415,22 | 11,1346,17 |14 g347 05| 11,175,02 0,60
Anzahl befruchtet 5,68+3 43
nzahi belruchteler 1 5 5943 46 | 7,08+4,62 50043 51 0,01
Eizellen
Anzahl transferiert 1.74%1,05
nzahl franstenerter | » 01+0,80 | 1,98+0,90 2.1240,80 0.42
Eizellen
Anzahl
kryokonservierter 3,57+3,57 | 457+477 | 353+3,72 | 3,33+3,78 0,04
Eizellen
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Es wurden vier Gruppen bezuglich der Sterilitatsursachen gebildet: G1 (mannliche
Sterilitdtsursachen), G2 (weibliche Sterilitatsursachen) G3 (mannliche + weibliche
Sterilitdtsursachen) und G4 (idiopathische Sterilitdtsursachen). Es zeigten sich nur bei den
Parametern befruchtete (p= 0,01) und kryokonservierte (p=0,04) Eizellen signifikante

Unterschiede.

Die vier Gruppen wurden im Anschluss auf ihre Signifikanz untereinander Gberprift.

Tab. 21: Gruppenvergleich der Sterilitatsursachen beziglich ihrer Signifikanz bei

befruchteten und kryokonservierten Eizelleparametern

Anzahl Anzahl
Vergleich der | befruchteter |kryokonservierter
Altersgruppe Eizellen Eizellen
p-Wert p-Wert
G1-G2 0,006 0,046
G1-G3 1,000 1,000
G1-G4 1,000 1,000
G2-G3 0,830 1,000
G2-G4 0,470 0,411
G3-G4 1,000 1,000

Die Gruppen G1 (mannliche) und G2 (weibliche) der Sterilitatsursachen unterschieden sich
signifikant in der Anzahl der befruchteten (p=0,006) und kryokonservierten (p=0,046)

Eizellen.
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3.7.2 Einfluss der Sterilitatsursachen auf die Schwangerschafts- und Geburtsrate

Tab. 22: Zusammenhang der Sterilitdtsursachen der Patientinnen und der

Schwangerschafts-, Geburtsrate

Sterilitatsursachen

Mannliche Sterilitat

Weibliche Sterilitat

Gemischte Sterilitat

Idiopathische Sterilitat

Gesamt

p-Wert

Schwangerschaftsrate

(n=299 )
60 (20,1%)

(n= 193)
34 (17,6%)

(n=19)
4 (21,1%)
(n=42)

8 (19%)
(n=553)
106 (19,2%)
0,919

Geburtsrate

(n=281)
24 (8,5%)

(n=186)
8 (4,3%)
(n=19)
2 (10,5%)
(n=41)
3 (7,3%)
(n=527)
37 (7,0%)
0,325

Es zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen den Sterilitatsursachen und der

Schwangerschaftsrate (p=0,919) oder Geburtsrate (p=0,325).
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3.8 Uberpriufung des Zusammenhangs der Anzahl der transferierten Eizellen
und der Schwangerschaftsrate in einem frischen Zyklus und einem

Kryotransferzyklus

3.8.1 Zusammenhang zwischen der Zahl der transferierten Eizellen und der
resultierenden Schwangerschafts- und Geburtsrate im Rahmen eines frischen

Zyklus

Tab. 23: Zusammenhang zwischen der Zahl der transferierten Eizellen und der

Schwangerschafts-, Geburtsrate in einem frischen Zyklus

Anzahl der transferierten Schwangerschaftsrate Geburtsrate
Eizellen
1 transferierte EZ (n=72) (n=71)
12 (16,7%) 3 (4,2%)
2 transferierte EZ (n=342) (n=329)
62 (18,1%) 23 (7,0%)
3 transferierte EZ (n=167) (n=151)
48 (28,7%) 16 (10,6%)
Gesamt (n=581) (n=551)
122 (21,0%) 42 (7,6%)
p-Wert 0,014 0,197

Mit p= 0,014 zeigte sich nur bei der Schwangerschaftsrate innerhalb eines frischen Zyklus

ein signifikanter Zusammenhang im Bezug zur Anzahl der transferierten Eizellen.
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Abb. 13: Balkendiagramm: Anzahl der transferierten Eizellen im Bezug zur
Schwangerschaftsrate in einem frischen Zyklus
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Abb. 14: Balkendiagramm: Anzahl der transferierten Eizellen im Bezug zur Geburtsrate in
einem frischen Zyklus
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3.8.2 Zusammenhang zwischen der Anzahl der transferierten Eizellen und der

Schwangerschafts- und Geburtsrate im Rahmen eines Kryotransferzyklus

Tab. 24: Zusammenhang zwischen der Zahl der transferierten Eizellen und der

Schwangerschafts- sowie Geburtsrate in einem Kryotransferzyklus

Anzahl der transferierten

Eizellen
1 transferierte EZ

2 transferierte EZ

3 transferierte EZ

Gesamt

p-Wert

Schwangerschaftsrate

(n=92 )
4 (4,3%)

(n= 274)
26 (9,5%)

(n= 137)
18 (13,1%)
(n=503)
48 (9,5%)
0,085

Geburtsrate

(n=92)
3 (3,3%)

(n=271)
11 (4,1%)
(n=135)
6 (4,4%)
(n=498)
20 (4,0%)
0,904

Es zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Zahl der transferierten

Eizellen und der Schwangerschafts- sowie Geburtsrate in einem Kryotransferzyklus.
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Abb. 15: Balkendiagramm: Anzahl der transferierten Eizellen im Bezug zur
Schwangerschaftsrate in einem Kryotransferzyklus
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Abb. 16: Balkendiagramm: Anzahl der transferierten Eizellen im Bezug zur Geburtsrate in
einem Kryotransferzyklus
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3.9 Schwangerschafts- und Geburtsraten nach einem Kryotransferzyklus

Tab. 25: Schwangerschafts- und Geburtsraten nach einem Kryotransferzyklus

Schwangerschaft Geburt
Ja 48 (8,7%) 20 (3,7%)
Nein 504 (91,3%) 527 (96,3%)
Gesamt 552 (100%) 547 (100%)

Anhand der ausgewerteten Daten betrug die Schwangerschaftsrate wahrend eines

Kryotransferzyklus 8,7% und die Geburtsrate nach einem Kryotransferzyklus 3,7%.
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3.10 Ovarielle Hyperstimulation und ihre Einflussfaktoren bei ICSI/IVF

3.10.1 Einfluss einer ovariellen Hyperstimulation auf die Schwangerschaftsrate und

Geburtsrate nach Kryotransfer

Tab. 26: Zusammenhang zwischen OHSS und der Schwangerschafts-, Geburtsrate

OHSS Schwangerschaftsrate Geburtsrate
’2 4(n8= g/) (n=46)
(8,5%) 2 (4,3%)
Nein 4g1=853§/) (n=501)
{ente) 18 (3,6%)
Gesamt (n=552) (n=547)
48 (8,7%) 20 (3,7%)
p-Wert 1,000 0,681

Es besteht mit p=1,000 kein signifikanter Zusammenhang zwischen einer ovariellen
Hyperstimulation und der Schwangerschaftsrate. OHSS hat demnach keinen eindeutigen
Einfluss auf den positiven Ausgang eines Kryotransfers. Auch bei der Geburtsrate konnte mit
p=0,681 kein signifikanter Zusammenhang zwischen OHSS und der Geburtsrate

nachgewiesen werden.
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3.10.2 Zusammenhang zwischen OHSS und der Zellstadienzahl nach Kryotransfer

Tab.27: Kreuztabelle: Zusammenhang zwischen OHSS und Zellstadienzahl

Zellstadienzahl Kein OHSS OHSS

°N 1 1(:]=9151 (732/ (n=116)

L0 5 (4,3%)

2-Zell Stadium 1 2(;=911332/ (n=139)
St 12 (8,6%)

4-Zell Stadium (n=166) (n=166)
149 (89,9%) 17 (10,2%)

> 4-Zell Stadium (n=132) (n=132)
120 (90,9%) 12 (9,1%)

Gesamt (n=553) (n=553)
507 (91,7%) 46 (8,3%)

Die Uberpriifung der Signifikanz zeigte mit p= 0,338 keinen Einfluss der ovariellen

Hyperstimulation auf das Zellstadium der Eizellen.
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3.11 Zellstadienzahl

3.11.1 Zusammenhang zwischen der Zellstadienzahl und Schwangerschafts- sowie

Geburtsrate in einem frischen ICSI/IVF Zyklus

Tab. 28: Zusammenhang zwischen der Zellstadienzahl und der Schwangerschafts-,

Geburtsrate in einem frischen Zyklus

Zellstadienzahl Schwangerschaftsrate Geburtsrate
2-Zell Stadium 12(n1=75)0 (n=73)
(a1, 1.(1,4%)
4-Zell Stadium (n=238) (n=225)
48 (20,2%) 18 (18,9%)
> 4-Zell Stadium (n=247) (n=232)
59 (23,9%) 21 (19,1%)
Gesamt (n=560) (n=530)
119 (21,3%) 14 (7,5%)
p-Wert 0,297 0,090

Mit p=0,297 und p=0,090 zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen der
Zellstadienzahl und der Schwangerschafts- und Geburtsrate in einem frischen IVF-ICSI

ZyKlus.
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3.11.2 Zusammenhang zwischen der Zellstadienzahl und Schwangerschafts- sowie

Geburtsrate in einem Kryotransferzyklus

Tab. 29: Zusammenhang Schwangerschafts- und Geburtshaufigkeit im Bezug zur

Zellstadienzahl im Kryotransferzyklus

Zellstadienzahl Schwangerschaftsrate Geburtsrate
PN énz1é33) (n=103)
(4,9%) 2 (1,9%)
2-Zell Stadium 1((;1=§ %f/) (n=123)
(EHU) 5 (4,1%)
4-Zell Stadium (n=147) (n=145)
14 (9,5%) 8 (5,5%)
> 4-Zell Stadium (n=114) (n=113)
18 (15,8%) 5 (4,4%)
Gesamt (n=489) (n=484)
47 (9,6%) 20 (4,1%)

p-Wert 0,045 0,581

Es zeigte sich mit p= 0,045 ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Zellstadienzahl
und der Schwangerschaftsrate in einem Kryotransferzyklus.

Bei der Geburtsrate zeigte sich mit p= 0,581 kein signifikanter Zusammenhang.
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3.12  Auswirkung der Hormonsuplementation auf die Schwangerschafts- und

Geburtsrate in einem Kryotransferzyklus

Tab.30: Zusammenhang zwischen Stimulationsform und Schwangerschafts-, Geburtsrate in

einem Kryotransferzyklus

Stimulationsform Schwangerschaftsrate Geburtsrate
(T=Elety), (n=355)
Kaufmann-Schema 30 (8,3%) 8 (2,3%)
Spontanes Schema 1(n=§ ;:2/) (n=173)
2 el ) 9 (5.2%)
Andere Schemata (n=9) (n=9)
3 (33,3%) 3 (33,3%)
Gesamt (n=542) (n=537)
48 (8,9%) 20 (3,7%)
p-Wert 0,033 0,000

Bei der Prifung der Signifikanz mit p= 0,033 zeigte sich ein Zusammenhang zwischen der

Stimulationsform und der Schwangerschaftsrate.

Auch bei der Prifung bezlglich des Zusammenhanges zwischen der Stimulationsform und

der Geburtsrate nach Kryotransfer konnte mit p=0,000 eine Signifikanz nachgewiesen

werden.
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Diskussion

4.1 Einfluss des Alters der Patientin auf die ART-Ergebnisse von PN-Zellen

sowie auf die Schwangerschafts- und Geburtsrate

Die Einflisse des Alters der Patientin in der Kinderwunschsprechstunde auf die
Schwangerschaftsrate, Geburtsrate und die Eizelleparameter sind schon lange Zeit bekannt.
Kontroverse Diskussionen wurden zum Thema des Alters der zu behandelnden Patientinnen
gefuhrt.

In dieser Arbeit wurden die Patientinnen anhand ihres Alters bei der Behandlung in drei
verschiedene Altersgruppen (Altersgruppe 1 (18-30 Jahre), Altersgruppe 2 (30,01-35 Jahre)
und Altersgruppe 3 (35,01- 50 Jahre) eingeteilt und bezliglich der oben genannten
Parameter miteinander verglichen.

Anhand der Uberpriften Eizelleparameter, siehe Tabelle 6, zeigte sich, dass in der
Altersgruppe 1 mit der Kinderwunschtherapie im Durchschnitt mehr Eizellen gewonnen
(12,6915,06), befruchtet (7,65+3,86) und kryokonserviert (5,56+4,25) wurden. In der
Altersgruppe 3 hingegen wurde eine hdhere Rate an transferierten Eizellen (2,09+0,68)
beobachtet.

Beim Vergleich der Altersgruppen (Tabelle 7) untereinander zeigte sich ein signifikanter
Unterschied beztiglich der transferierten Eizellen zwischen der Gruppe G1 und G3 (p=
0,005). Dies erklart sich aus den Vorgaben des deutschen Embryonenschutzgesetztes,
hiernach werden Frauen bis zu einem Alter von 35 Jahren nur 2 Embryonen eingesetzt und
Frauen Uber 35 Jahren 3 Embryonen beim Transfer eingesetzt.

KDOUS et al. (2008) demonstrierten, dass die besten Schwangerschaftsraten in einem
Patientenalter zwischen 25-35 Jahren erzielt wurden. Auch war die Anzahl der gewonnenen
und transferierten Eizellen in dieser Altersgruppe hoher im Vergleich zu alteren Patientinnen.
Im Einklang hierzu stehen die Ergebnisse von GOMES et al. (2009), obgleich hier die
Qualitat der Embryonen der Frauen unterschiedlichen Alters, keine Unterschiede aufwies,
zeigten sich dennoch Unterschiede beziiglich der gewonnenen, transferierten Eizellen und
der Schwangerschaftsrate innerhalb der drei Altersgruppen.

Es kommt zu einer Abnahme der Implantationsrate, der Schwangerschaftsrate und
gegenteilig hierzu zu einer Zunahme der Abortrate bei Frauen vor allem jenseits des 40.
Lebensjahrs (WANG et al. 2005).

Die Abnahme der Fruchtbarkeit im héheren Alter scheint in einem Zusammenhang zu den
erschopften ovariellen Reserven und der schlechteren Eizellequalitat zu stehen (HOURVITZ
et al. 2009). In ihrer Arbeit ergab sich neben einer geringeren Schwangerschafts- und

Geburtsrate eine Zunahme von Aborten bei Patientinnen mit einem Alter von Uber 42 Jahren.
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Ein &hnliches Ergebnis konnte durch unsere Arbeit gezeigt werden, in der vorliegenden
Studie, Tabelle 8, mit p=0, 371 und p= 0,026 besteht ein signifikanter Zusammenhang
zwischen dem Alter der Patientin und der Geburtsrate. Mit steigendem Alter nimmt demnach
die Rate der positiven Kinderwunschbehandlungen gemessen anhand der Entbindungen ab.
Auf die Schwangerschaftsrate hingegen nahm das Alter der Patientin keinen Einfluss. Es
bleibt zu diskutieren, ob bei dieser deutlichen Entwicklung eine Kinderwunschbehandlung
mittels IVF /ICSI bei Frauen jenseits des 42. Lebensjahres durchgefihrt werden sollte,
HOURVITZ et al. (2009) vertreten die Meinung, dass IVF-Behandlungen beschrankt auf das
Alter von < 42 Jahre durchgefiihrt werden sollten, da nur hier von einem adaquaten
ovariellen Ansprechen ausgegangen werden kann. Das Alter der Patientinnen in der
Kinderwunschbehandlung ist den Studien zufolge ein wichtiger prognostischer Faktor fir die
Behandlung, welcher in die Wahl des geeigneten Behandlungsverfahrens einbezogen

werden muss.

4.2 Einfluss des BMI der Patientin auf die ART-Ergebnisse der PN-Zellen

sowie auf die Schwangerschafts- und Geburtsrate

Das Uber— und Untergewicht eine negative Auswirkung auf die unterschiedlichen
Organsysteme hat, ist bekannt. Uber die direkte Auswirkung des Uber- und Untergewichtes
auf die reproduktionsmedizinische Verfahren galt es mit dieser Studie zu untersuchen.
SNEED et al. (2008) demonstrierten einen altersabhangigen Einfluss des BMI bei
Kinderwunschpatientinnen. Bei jingeren Patientinnen haben Veranderungen im BMI einen
sehr negativen Einfluss auf die Fruchtbarkeit. Dieser Einfluss reguliert sich dann je alter die
Frauen werden. Im Alter von Uber 36 Jahren hat der BMI nur noch einen geringen Einfluss
auf die Fruchtbarkeit. TAMER und SENTURK (2009) beobachteten in ihrer Studie, dass das
Ubergewicht sich bei den Kinderwunschpatientinnen negativ auf den Erfolg der
reproduktiven Techniken auswirkt. Patientinnen mit einem BMI>30 haben eine signifikant
héhere Anzahl an endometrialen Polypen als Patientinnen mit einem BMI<30. Dartber
hinaus wird empfohlen, dass Patientinnen mit einem BMI>30 hysteroskopiert werden, da ein
steigender BMI ein wichtiger Faktor fir die Entstehung von endometrialen Polypen ist
(ONALAN et al. 2009).

Bei Patientinnen, die junger als 35 Jahre waren und sich einem IVF/ICSI Zyklus unterzogen,
hatte das Ubergewicht der Patientinnen einen negativen Einfluss auf die Qualitat der
Embryonen. Die Qualitat der Eizellen selbst wurde nicht beeinflusst (METWALLY et al.
2007).
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In der vorliegenden Studie wurden ahnliche Ergebnisse beobachtet. Die Patientinnen wurden
bezlglich ihres BMI in drei Gruppen aufgeteilt, siehe Tabelle 9, Gruppe 1 (BMI 0-19), Gruppe
2 (BMI 19,01-24), Gruppe 3 (BMI 24,01-30) und Gruppe 4 (BMI 30,01-50) wurden
hinsichtlich ihres Einflusses auf die Eizellequalitat, gemessen anhand der gewonnen
(p=0,96), befruchteten (p=0,43), transferierten (p=0,72) und kryokonservierten (p=0,60)
Eizellen, sowie der Schwangerschafts- und Geburtsrate untersucht. Es zeigten sich keine
statistisch signifikanten Unterschiede bezlglich der ART-Ergebnisse im Hinblick auf das
Kdrpergewicht der Patientinnen. Eine Patientin mit hdherem BMI hatte im direkten Vergleich
demnach keine schlechtere Eizellequalitat als eine Patientin mit weniger Koérpergewicht.
Betrachtet man nun die Schwangerschaftsrate (p=0,855) und Geburtsrate (p=0,156) im
Zusammenhang mit dem BMI, so konnte auch bei dieser Uberpriifung kein signifikantes
Ergebnis beobachtet werden (Tabelle 10). Das Gewicht der Patientinnen nimmt, den
vorliegenden Studien zufolge, keinen direkten Einfluss auf die Take Home Babyrate einer
Kinderwunschbehandlung. Anlasslich der bisher in anderen Studien untersuchten
unterschiedlichen Auswirkungen des Unter-Ubergewichtes auf den Organismus und
metabolische Faktoren, sollten die Patientinnen auch im Hinblick auf den Gesamtorganismus
in der Kinderwunschbehandlung, zur Erzielung optimaler Bedingungen ein Normgewicht

anstreben.

4.3 Auswirkungen der kontrollierten ovariellen Hyperstimulation auf die
ART-Ergebnisse der PN-Zellen, sowie auf die Schwangerschafts- und
Geburtsrate

Unterschiedliche Formen der kontrollierten ovariellen Hyperstimulation der Patientinnen
werden im Rahmen der reproduktiven Verfahren bei IVF und ICSI durchgefuhrt. Die
haufigsten Stimulationsformen, die in diesem Zusammenhang miteinander verglichen
werden, sind die Stimulation mittels human Menopausal Gonadotropin (hMG) und
recombinant Follicle Stimulation Hormon (rFSH).

In der vorliegenden Dissertation wurden die Stimulationsgruppen in Gruppe 1 (Stimulation
mit hMG), Gruppe 2 (Stimulation mit rFSH) und Gruppe 3 (Stimulation mit hMG und rFSH)
eingeteilt und der Einfluss der Stimulationsformen auf die Eizelleparameter, die
Schwangerschafts- und Geburtsrate untersucht (Tabelle 11,12).

Bezulglich des Themas der unterschiedlichen Stimulationsprotokolle und deren Einfluss auf
IVF und ICSI sind in der Literatur bisher schon vielfache Beobachtungen mit kontroversen

Ergebnissen veroffentlicht worden.
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Ein signifikanter Unterschied der drei Stimulationsgruppen anhand der Uberpriifung der
ART-Ergebnisse bei den gewonnenen Eizellen p=0,003, den befruchteten Eizellen p= 0,002,
den transferierten Eizellen p=0,009 und den kryokonservierten Eizellen, p=0,011 wurde in
der vorliegenden Studie nachgewiesen (Tabelle 12). Diese Signifikanzunterschiede wurden
in einem weiteren Verfahren naher betrachtet, indem die drei Stimulationsgruppen
gegeneinander verglichen wurden, siehe Tabelle 13.

Hierbei zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen der Stimulationsgruppe 2 (rFSH) und
der Stimulationsgruppe 3 (rFSH+HMG) bezlglich aller Eizelleparameter. Die Werte waren
wie folgt verteilt: Gewonnene Eizellen p=0,008, befruchtete Eizellen p= 0,004, transferierte
Eizellen p= 0,008 und schliellich kryokonservierte Eizellen p= 0,015.

Dass eine Mischstimulation durchaus von Vorteil sein kann, prasentierten auch REQUENA
et al. (2010) in ihrer Arbeit. Wahrend es bei der Stimulation mit h(MG und rFSH keinen
Unterschied in der Schwangerschaftsrate gab, war die Rate an Embryonen und gewonnenen
Eizellen in der Gruppe der Mischstimulation signifikant hdher im Vergleich zur
Einzelstimulation mit rFSH, allerdings nicht im Vergleich zur Einzelstimulation mit high
purified human Menopausal Gonadotropin (hp-hMG). Dies stand im Einklang mit den

vorliegenden Ergebnissen dieser Dissertation.

Bei der Uberpriifung des Zusammenhanges eines konkreten Stimulationsregimes und der
daraus resultierenden Schwangerschaftsrate konnte anhand von Testungen, siehe Tabelle
14, mit p=0,930 kein signifikantes Ergebnis festgestellt werden. JEE et al. (2010) kamen bei
der Untersuchung ihrer Daten zu &hnlichen Ergebnissen, so konnte keine Uberlegenheit von
Gonal-F zu Menopur bewiesen werden, weder die Schwangerschafts- noch die Geburtsrate
zeigten Unterschiede bezlglich der Stimulation.

Die Behandlung mit hMG flihrt im Vergleich zu der Behandlung mit rFSH zu einer geringeren
Anzahl von gewonnen Eizellen, einem geringeren Auftreten von Uberstimulation und einer
vergleichbaren Schwangerschaftsrate (HOMPES et al. 2008).

Diese Meinung teilen ORVIETO et al. (2009) nicht, ihre Ergebnisse zeigen eine signifikant
hdéhere Anzahl an Embryonen, eine hdhere Implantationsrate und eine héhere
Schwangerschaftsrate bei Patientinnen mit einer Stimulation mittels hMG und einer hohen
basalen FSH/LH Rate, im Vergleich zur Stimulation mit rFSH.

Die vorliegenden Daten beziiglich der Geburtsrate, lieferten mit p=0,343, Tabelle 14,
ebenfalls keinen signifikanten Unterschied bei der Verwendung eines bestimmten Hormons
zur ovariellen Stimulation. Es konnte keine Uberlegenheit von hp-hMG gegen rFSH

nachgewiesen werden.
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PLATTEAU et al. (2008) postulierten, dass eine ovarielle Stimulation mit hp-hMG nach
einem langen Protokoll bei IVF-Zyklen signifikant hohere Geburtsraten erzielt als eine
ovarielle Stimulation mit rFSH alleine. AL-INANY et al. (2008) diskutierten, dass hMG in
Anbetracht der klinischen Ergebnisse mit gleicher Sicherheit fur die Patientin wahrend des
Reproduktionszyklus besser ist als rFSH. Kontrovers zu diesen Veroffentlichungen
beobachteten BJERCKE et al. (2010), gleiche Schwangerschafts- und Geburtsraten im
Vergleich zwischen hMG und rFSH. Sie konnten keinen signifikanten Unterschied zwischen
der ovariellen Stimulation mit h(MG und rFSH nachweisen. Ihre Veréffentlichung stimmt
daher mit den uns vorliegenden Ergebnissen uberein.

Im direkten Vergleich waren sie der Meinung, dass Patientinnen, die mit rFSH behandelt
wurden, mit einer kirzeren Stimulation, einer geringeren Einnahme von Gonadotropinen und
einer hoheren Rate von Eizellen und Embryos einhergingen. Im Bezug auf ihre klinische
Wirksamkeit waren auch hier rFSH und hMG gleich, was auch durch die vorliegende Arbeit
nicht widerlegt wurde. Es wird in den vorliegenden Studien eine Uberlegenheit der
Stimulationsgruppe 3 in Anbetracht der ART-Ergebnisse dargestellt. Fir die positive
Entwicklung einer Schwangerschaft und folgend einer besseren Geburtsrate kann jedoch
kein eindeutiges Ergebnis erzielt werden, da die Gruppe 3 eine so geringe Anzahl aufwies,
dass eine groRere Patientinnenanzahl untersucht werden muss um dieses Ergebnis zu

bestatigen.

4.4 Einfluss des Nikotinkonsums auf die ART-Ergebnisse der PN-Zellen,

sowie auf die Schwangerschafts- und Geburtsrate

Uber den Einfluss des Nikotinkonsums auf die ART-Ergebnisse wurde in der Vergangenheit
erst wenig diskutiert.

Bei Paaren, die auf nattrlichem Wege schwanger werden, wird der Konsum von Nikotin
weitestgehend als limitierender Befruchtungsfaktor angesehen. Uber den Einfluss des
Nikotinkonsums hingegen in einem Behandlungszyklus von IVF/ICSI gibt es
unterschiedliche Auffassungen. Wahrend WRIGHT et al. (2006) in ihrer Studie keinen
messbaren Einfluss des Konsums von Nikotin auf den Erfolg von IVF feststellen konnten,
weder die Schwangerschaftsrate, die Geburtsrate noch andere Faktoren durch das Nikotin
beeinflusst wurden, zeigten SOARES et al. (2006) in ihrer Arbeit, dass starke Raucher (>10
Zigaretten/Tag) eine geringere Schwangerschaftsrate aufwiesen als im Vergleich hierzu

schwache Raucher (0-10 Zigaretten/Tag).
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Weiterhin reduziert der Konsum von Nikotin die Ansprechbarkeit des Uterus. So geht der
Konsum von Nikotin mit geringeren Erfolgsausschichten in einem Redproduktionszyklus
hinsichtlich der Schwangerschaftsrate und dem ovariellen Ansprechen sowie einer
veranderten Eizellereserve einher (FREOUR et al. 2008).

Der vorliegenden Dissertation zufolge waren 16,9% der in dieser Studie untersuchten
Patientinnen Raucherinnen (Tabelle 15). Hinsichtlich der Eizelleparameter, gewonnene
(p=0,12), befruchtete (p=0,16), transferierte (p=0,64) und kryokonservierte Eizellen (p=0,28)
(Tabelle 16) konnte anhand der Signifikanzprifung kein Unterschied zwischen den Gruppen
Raucherinnen und Nichtraucherinnen nachgewiesen werden. Es bestand kein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem Konsum von Nikotin und den Eizelleparametern.
Erstaunlich war auch die Auswertung bezlglich einer verminderten Schwangerschafts- und
Geburtsrate bei der Gruppe der rauchenden Patientinnen. Diese zeigte im Gegensatz zu den
Ergebnissen von FREOUR et al. (2008) keinen signifikanten Zusammenhang zwischen dem
Nikotinkonsum und der Schwangerschafts- und Geburtsrate. Betrachtet man die
Schwangerschaftsrate (p=0,400) ebenso die Geburtsrate (p=0,902), so konnte den
vorliegenden Studien zu folge, keine niedrigere Schwangerschafts- oder Geburtsrate
zwischen den Raucherinnen und den Nichtraucherinnen festgestellt werden (Tabelle14).
Auch wenn ein signifikant negativer Einfluss des Nikotins auf die Eizellefaktoren,
Schwangerschafts- und Geburtsrate in dieser Dissertation nicht nachgewiesen werden
konnte, ist den Patienten aufgrund der negativen Wirkung auf den Gbrigen Organismus, den
Schwangerschaftsverlauf, die Durchblutungssituation des Uterus und weiteren Gesundheit

limitierenden Folgen fur das ungeborene Kind der Versuch einer Nikotinabstinenz anzuraten.

4.5 Zusammenhang zwischen den Verfahren ICSI / IVF und den Werten;
Eizelleparameter, Alter, BMI , Schwangerschafts- und Geburtsrate

In dieser Studie wurden die beiden reproduktionsmedizinischen Verfahren IVF und ICSI
bezuglich der Eizelleparameter miteinander verglichen.

Es konnte kein signifikanter Unterschied beziiglich der Hauptparameter gewonnene
(p=0,799), befruchtete (p=0,212) und kryokonservierte (p=0,146) Eizellen gefunden werden.
Eine Uberlegenheit der beiden Techniken gegeneinander, was die Eizelleparameter betrifft,

besteht demnach nicht.

Betrachtet man hingegen noch die Untergruppen transferierte Eizellen und den

Zusammenhang zwischen BMI und den Verfahren ICSI und IVF, so wie in der Tabelle 18
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gezeigt, besteht ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen den oben genannten
Verfahren und dem BMI (p=0,009) sowie zischen ICSI, IVF und der Anzahl der transferierten
Eizellen (p=0,001).

Es interessierte uns die Frage, ob einem der beiden Verfahren ein Vorteil hinsichtlich der
Schwangerschafts- und Geburtsrate gegeben werden kann. Die Uberpriifung ergab mit p =
0,20 Schwangerschaftsrate und p=0,112 Geburtsrate keinen signifikanten Zusammenhang
zwischen den Verfahrensgruppen ICSI und IVF und einer daraus entstandenen
Schwangerschaftsrate bei einzelnen Schwangerschaftsraten von: ICSI (20,7%) und IVF
(16,4%), oder einer daraus entstandenen Geburtsrate bei einzelnen Geburtsraten von: ICSI
(8,1%) und IVF (4,6%).

Diese Ergebnisse stimmen mit den Beobachtungen SHI et al. (2010) tberein. Sie konnten
ebenfalls keine Unterschiede bezlglich der Implantationsrate und der Schwangerschaftsrate
zwischen ICSI und IVF postulieren.

BHATTACHARYA et al. (2001) kamen bei ihren Untersuchungen zum gleichen Ergebnis.
Betrachtet man die klinischen Auswertungen bei nicht mannlich bedingter Sterilitat, so ist das
Verfahren mit ICSI| dem der IVF nicht tiberlegen.

Kombinierte man hingegen beide Verfahren, erhalt man eine ansteigende Befruchtungsrate
mit guten klinischen Ergebnissen bei Patienten mit einer lang andauernden Unfruchtbarkeit.
Beim Vergleich zwischen ICSI und IVF konnten keine Unterschiede in der Implantations-,
Schwangerschafts- und Fehlgeburtsrate gefunden werden. ICSI erzielt demnach keine
besseren Erfolge (BORINI et al. 2009).

OU et al. (2010) waren hingegen der Auffassung, dass durch die Anwendung von ICSI bei
einer sehr geringen Anzahl von gewonnenen Oozyten im Vergleich zum konventionellen
Verfahren mit IVF eine héhere Befruchtungsrate erzielt werden kann. Jedoch unterschieden
sich auch hier die Schwangerschafts-, Implantations- und Geburtsrate nicht signifikant.

Im Gegensatz zu den vorliegenden Ergebnissen stehen die Verodffentlichungen von TAYLOR
et al. (2008). Ihren Daten nach erbringt die Durchfiihrung eines konventionellen IVF-
Verfahrens eine héhere Befruchtungsrate als die Therapie mit ICSI. Wahrend diese
veroffentlichten, dass durch das Verfahren mit IVF im Vergleich zu ICSI eine hdhere Anzahl
an Embryonen zum Transfer oder zur Kryokonservation gewonnen wurde, gingen YOELI et
al. (2000) bei ihren Untersuchungen noch einen Schritt weiter. Sie demonstrierten, dass das

IVF Verfahren zu einer signifikant hoheren Schwangerschaftsrate im Verglich zu ICSI fihrt.
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4.6 Einfluss der Sterilitatsursachen auf die ART-Ergebnisse der PN-Zellen,

Schwangerschafts- und Geburtsrate

Man unterscheidet weibliche, mannliche und idiopathische Sterilitatsursachen in der
reproduktiven Medizin. Wahrend die mannlichen und idiopathischen Sterilitatsursachen
keinen Einfluss auf die Eizelleparameter nehmen, war es ein Ziel dieser Arbeit den Einfluss
der weiblichen Sterilitdtsursachen auf die Eizelleparameter, Schwangerschafts- und
Geburtsrate darzulegen.

Es zeigten sich nur bei den Parametern befruchtete (p= 0,01) und kryokonservierte (p=0,04)
Eizellen signifikante Unterschiede bezliglich der Sterilititsursachen der Paare, die anderen
Parameter waren nicht signifikant (Tabelle 20).

Bei der anschlieRenden Uberpriifung der vier Gruppen auf ihre Signifikanz untereinander
zeigten die vorliegenden Studien nur einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen
G1 (mannliche) und G2 (weibliche) Sterilitédt bezuglich der Anzahl der befruchteten (p=0,006)
und kryokonservierten (p=0,046) Eizellen (Tabelle 20).

Dies hangt vermutlich mit dem Spermienparameter des Partners zusammen. Lasst sich eine
Eizelle durch in der Qualitat minderwertige Spermienparameter schlechter befruchten, so
spielt dies scheinbar auch im Rahmen der Kryokonservierung eine Rolle.

Neben der Beeinflussung der ART-Ergebnisse der PN-Zellen wurde der Einfluss der
Sterilitdtsursachen auf die Schwangerschafts-/Geburtsrate der Patientinnen in dieser Arbeit
untersucht (Tabelle 22). Auch hier wurde mit p=0,919 (Schwangerschaftsrate) und p= 0,325
(Geburtsrate) kein signifikanter Zusammenhang nachgewiesen.

Die unterschiedlichen Tatsachen, ob Patienten eine mannliche, weibliche, gemischte oder
idiopathische Sterilitatsursache aufwiesen, fihren scheinbar nicht zu einer verminderten
Schwangerschaftsrate oder Geburtsrate. Es konnte kein statistisch signifikanter
Zusammenhang zwischen den Sterilitdtsursachen und der Schwangerschafts-, Geburtsrate

nachgewiesen werden.
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4.7-4.8 Zusammenhang der Anzahl der transferierten Eizellen und der
Schwangerschafts- /Geburtsrate in einem Kryotransferzyklus und einem
frischen Zyklus

Die deutsche Gesetzgebung sieht mit dem Embryonenschutzgesetz einen Transfer von bis
zu 3 Eizellen im Rahmen einer Kinderwunschbehandlung vor. Eine nicht unerhebliche
Anzahl der Patientinnen Iasst sich aufgrund dieser Gesetzgebung im Ausland behandeln, wo
eine Mehrzahl an Eizellen der Frau transferiert wird.

Die Anzahl der gewonnenen und transferierten Eizellen spielt eine Rolle fur den Erfolg einer
Schwangerschaft (CETIN MT et al. 2010).

Es stellte sich dahingehend die Frage, wie viele Eizellen im Rahmen eines Eizelletransfers
fur einen optimalen Ausgangspunkt einer Schwangerschaft nétig sind.

Der Zusammenhang zwischen der Anzahl der transferierten Embryonen und der
resultierenden Schwangerschaftsrate wurde in der vorliegenden Dissertation analysiert. Es
bestatigte sich mit p= 0,014 nur bei der Schwangerschaftsrate innerhalb eines frischen
Zyklus ein signifikanter Zusammenhang in Bezug zur Anzahl der transferierten Eizellen
(Tabelle 23). Es konnte ein Zusammenhang der Schwangerschaftsrate mit der Anzahl der
transferierten Eizellen nachgewiesen werden. Es bleibt hingegen zu diskutieren, ob die
Risiken, die sich durch den Transfer von mehreren Eizellen ergeben, nicht den
Behandlungserfolg limitieren. Mit der Anzahl der transferierten Eizellen steigt auch das
Risiko einer Mehrlingsschwangerschaft.

GIANNINI et al. (2004) zeigten einen Zusammenhang der Anzahl der transferierten Eizellen
mit der Schwangerschafsrate. Hier wurde bei Patientinnen > 35 Jahre eine hohere
Schwangerschafts- und Implantationsrate bei dem Transfer von zwei im Vergleich zum
Transfer von drei Eizellen beobachtet, bei einer gleich bleibenden Rate von
Mehrlingsschwangerschaften.

Eine zusatzliche Steigerung der Schwangerschaftsrate kann durch den Transfer von
kryokonservierten anstelle frischer Eizellen erzielt werden (SONG et al. 2009).

Auch diese Aussage galt es zu Uberprifen. Der vorliegenden Arbeit zufolge gab es allerdings
im Rahmen eines Kryotransfers keinen signifikanten Zusammenhang zwischen der Anzahl
der transferierten Eizellen und einer resultierenden Schwangerschaftsrate (p=0,085) (Tabelle
24).

Uber den Einfluss auf die Schwangerschaftsrate hinaus wurde der Zusammenhang zwischen
der Anzahl der transferierten Eizellen und der Geburtsrate in einem frischen und einem
Kryotransferzyklus untersucht. Hier zeigte sich mit p=0,197 im frischen Zyklus und p=0,904
im Kryotransferzyklus kein signifikanter Zusammenhang zwischen diesen beiden (Tabelle
23,24).
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Obgleich sich mit der Variation der Anzahl des Eizelletransfers in einem frischen Zyklus eine
héhere Schwangerschaftsrate erreichen Iasst, bleibt die Geburtsrate davon unabhangig.
Eine grofere Anzahl an transferierten Embryonen erbringt keine bessere Take Home
Babyrate. Im Hinblick auf die steigende Rate von Mehrlingsschwangerschaften bei
steigender Embryotransferanzahl sollten daher nur 2-3 Embryonen, dhnlich der Weisung des
Embryonenschutzgesetzes, den Patientinnen transferiert werden.

Von Kurztrips in andere Lander mit gelockerten Bestimmungen hinsichtlich des
Embryonentransfers ist den Patientinnen infolge dieser statistischen Auswertungen

abzuraten.

4.9 Ovarielle Hyperstimulation und ihre Einflussfaktoren bei ICSI/IVF

Durch die Gabe von Gonadotropinen wahrend der Kinderwunschbehandlung kann es zu
einem ovariellen Hyperstimulationssyndrom (OHSS) kommen. Man unterscheidet hierbei
eine leichte, mafllige und eine schweren Form (GOLAN et al.1989). Neben allgemeinen
Auswirkungen auf den weiblichen Metabolismus, wie Erhéhung der Thrombosegefahr,
Nierenversagen, Erhdhung des onkotischen Druckes mit der Gefahr von Erglssen, kann das
OHSS auch negative Einflisse auf die Eizellequalitat haben. Durch das vermehrte
Heranreifen der Eizellen, werden zum Teil sehr viele Eizellen mit einer geringeren Qualitat
gewonnen. Dies legt die Vermutung nahe, dass die verminderte Eizellequalitat bei
Patientinnen mit OHSS zu einer signifikant geringeren Schwangerschafts- und Geburtsrate
flhrt.

In diesem Zusammenhang durchgeflihrte Studien zeigten, dass die Implantations- und
Schwangerschaftsrate durch das OHSS nicht beeinflusst werden. Die verminderte Qualitat
der Eizellen flhrt zwar zu einer geringeren Befruchtungsrate, die Implantationsrate und die
Schwangerschaftsrate bei OHSS und den Kontrollgruppen war hingegen gleich
(ABOULGHAR et al. 1997, FABREQUES et al. 2004).

In der vorliegenden Arbeit galt es, diese Einschatzung zu Gberprifen. Tabelle 26 zeigt, dass
mit p=1,000 kein signifikanter Zusammenhang zwischen einer ovariellen Hyperstimulation
und der Schwangerschaftsrate besteht. OHSS hat demnach keinen eindeutigen Einfluss auf
den positiven Ausgang eines Kryotransfers. Auch bei der Geburtsrate konnte mit p=0,681
kein signifikanter Zusammenhang zwischen OHSS und der Geburtsrate nachgewiesen
werden.

Des weitern wurde mit p=0,338 (Tabelle 27) keine signifikante Auswirkung der ovariellen

Hyperstimulation auf das Zellstadium der Eizellen festgestellt.
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Im Gegensatz dazu stehen Studien von LUKE et al. (2010). Diese demonstrierten, dass das
ovarielle Hyperstimulationssyndrom mit einer héheren Wahrscheinlichkeit fir die Entstehung
von Schwangerschaften, Mehrlingsschwangerschaften, eventuell auch mit einem héheren
Risiko fur Schwangerschaftskomplikationen einhergeht.

Neben den schadlichen Auswirkungen, die das OHSS der Patientin verursacht, ist die
Gefahr der Risikoschwangerschaften, Schwangerschaftskomplikationen, wie Schwanger-
schaftsdiabetes, Ablésung der Plazenta, Friihgeburt und niedriges Geburtsgewicht bei
Patientinnen mit OHSS erhdht (RAZIEL et al. 2009).

Das Ausmal} der negativen Einflussfaktoren des OHSS auf IVF und ICSI einerseits und die
Patientinnen andererseits zwingt die Reproduktionsmedizin die Stimulationsprotokolle der
ovariellen Hyperstimulation so gering wie moglich zu wahlen, um ein Gbermaliges
Ansprechen der Ovarien auf die Gonadotropine zu verhindern. Auch wenn der vorliegenden
Auswertung nach kein eindeutiger Einfluss des OHSS auf die Zellstadienzahl,
Schwangerschafts- und Geburtsrate nach besteht, verursachen die librigen Risiken

erhebliche Gefahren fir die Patientinnen und mussen limitiert werden.

4.10-11 Zusammenhang Zellstadienzahl und Schwangerschafts-/
Geburtsrate in einem frischen Zyklus und einem Kryotransferzyklus

Der Embryotransfer im Verfahren von IVF-ICSI findet in Deutschland meist im 4-Zellstadium
statt, da hierzulande nach dem Embryonenschutzgesetz nur drei Embryonen transferiert
werden durfen, eine Auswahl im Embryonalstadium gesetzlich nicht zulassig ist. Hierdurch
kodnnen bis zu 3 Eizellen, in der Regel jedoch 1-2 Eizellen transferiert werden, was unter
Umstanden zu einer hdheren Rate an Mehrlingsschwangerschaften fuhren kann. Eine in
vitro Kultivierung der Embryonen ist generell bis zu maximal 5 Tagen maoglich. In anderen
europaischen Landern liegt es an der Tagesordnung, Embryonen im Blastocystenstadium
selektiv nach ihrem Wachstum zu transferieren. Hierbei bevorzugt man den Single-Embryo
Transfer, bei dem meist ein ausgewabhlter, qualitativ hochwertiger Embryo transferiert wird.
PORAT et al. (2010) demonstrierten, dass 6 Tage alte Embryonen, Blastocysten signifikant
bessere klinische Erfolge erzielten als drei Tage alte befruchtet Eizellen. Zu diskutieren ist
die Frage, ob ein hdheres Zellstadium zu statistisch hdheren Schwangerschafts-
Geburtsraten fiihrt. Dies veranlasste die Uberpriifung eines Zusammenhanges zwischen den
Faktoren der Zellstadienzahl und der Schwangerschafts-/Geburtsrate.

Hierbei wurden ein frischen Zyklus und ein Kryotransferzyklus getrennt voneinander
betrachtet.
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Die statistische Auswertung der Schwangerschaftsrate des frischen Zyklus mit p= 0,297,
sowie der Geburtsrate im frischen Zyklus mit p=0,090 demonstrierte keinen signifikanter
Zusammenhang zwischen Zellstadienzahl und der Uberpriften Parameter in einem ICSI/IVF
ZykKlus.

Allerdings konnte im Rahmen des Kryotransferzyklus mit p= 0,045 (Tabelle 29), ein
signifikanter Zusammenhang zwischen der Zellstadienzahl und der Schwangerschaftsrate
nachgewiesen werden.

Die Geburtsrate bleibt mit p= 0,581 von der Zellstadienzahl unverandert.

Dies hangt sicherlich mit den Erkenntnissen von ZHOU et al. (2009) und TATPATI et al.
(2010) zusammen. lhren Ergebnissen zu folge flhrt die Kryokonservation aller Pronuklei der
in einem Zyklus gewonnenen Eizellen zu einer deutlich zunehmenden Schwangerschafts-/
Geburtsrate. Somit ist der Kryotransfer hier der entscheidende Faktor.

SURREY et al. (2010) gingen in ihrer Veréffentlichung noch einen Schritt weiter. lhrer
Meinung nach flihrt die Kryokonservation von Blastocysten zu einer hoheren Implantations-
und Geburtsrate als die von Pronucleusstadien.

Neben den gangigen invasiven Verfahren der praimplantativen Diagnostik in Deutschland,
der Embryonenselektion im Ausland werden in Zukunft gerade auch im Hinblick auf die
Gesetzgebung des Embryonenschutzgesetztes Verfahren gesucht werden missen, die nicht
invasiv zur Auswahl von geeigneten Eizellen, Eizellestadien fuhren. Ein Beispiel hierfur ware
die Erforschung von Eizellemarker, wie die mikroskopische Untersuchung der miotischen
Spindel. KILANI et al. (2009) analysierten einen Unterschied der Spindelbeschaffenheit bei
Eizellen, die in einer Schwangerschaft endeten, und denen, die keinen klinischen Erfolg
erbrachten. Solche Marker weiter ausreifen zu lassen, neue zu identifizieren, erleichtert die
Selektion zum Teil schon im Fruhstadium. QualitdtsmaRig minderwertige Eizellen mussen

nicht erst weiterreifen, und schliefRlich transferiert werden.
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4.12 Auswirkung der Hormonsuplementation auf die Schwangerschafts-

und Geburtsrate in einem Kryotransferzyklus

In der Uberpriifung der kontrollierten ovariellen Hyperstimulation in einem Kryotransferzyklus
und der resultierenden Schwangerschaftsrate zeigte sich mit p= 0,033 ein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem Stimulationsprotokoll und der Schwangerschaftsrate. Zudem
konnte auch ein signifikanter Zusammenhang hinsichtlich der Geburtsrate mit p=0,000
nachgewiesen werden.

Verschiedene Varianten der Hormonsuplemenation im Rahmen eines Kryotransferzyklus
haben mittlerweile in die taglichen Behandlungsstrategien Einzug gehalten.

Man unterscheidet hierbei Stimulationen im normalen Zyklus und Stimulationen im
kinstlichen Zyklus. Ein Nachteil der Stimulation im normalen Zyklus mittels sehr potenter
Gonadotropinen ergibt sich aus den Risiken einer Uberstimulation mit den Folgen eines
OHSS, gelegentlich kombiniert mit einem Aszites und Hydrothorax sowie der gesteigerten
Anzahl von Mehrlingsschwangerschaften durch zusatzliche in vivo Schwangerschaften. Dies
erfordert die engmaschige sonografische Kontrolle der Patientinnen, eine genaue
Terminierung ist daher nicht mdglich. Aufgrund dieser Risiken postulierten HOEPFNER et al.
(2000) den Vorteil eines kunstlich stimulierten Zyklus wahrend eines Kryotransfers, neben
der genauen zeitlichen Planung, des glinstigeren finanziellen Faktors, dem einfachen
Handling wurde auch eine héhere Schwangerschaftsrate im Rahmen kiinstlich stimulierter
Zyklen im Vergleich zu normal stimulierten Zyklen des Kryotransfers beobachtet.

REEKA et al. (2001) kamen zur Schlussfolgerung dass sowohl Spontanzyklen als auch
Zyklen mit nur leichter Stimulationsbehandlung glnstige Voraussetzungen fur das Eintreten
einer Schwangerschaft nach Kryotransfer seien. Der Kryotransfer im artifiziellen Zyklus fuhrt
ihrer Meinung nach zu einer deutlich niedrigeren Schwangerschaftsrate, wobei hier nur
Patientinnen untersucht wurden, die fiir einen Spontanzyklus nicht in Frage kamen.

Diese Studien mussten in der Zukunft unabhangig von den einzelnen Pharmaunternehmen
mit einer groReren Fallzahl an Patientinnen und der Auswirkung auf die Take Home
Babyrate analysiert werden, um eine genaue Risiko- und Nutzenabwagung der einzelnen

Hormonpraparaten gegeniiber einem Spontanzyklus demonstrieren zu kénnen.
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