4  Ergebnisse
4.1 Einflussfaktoren auf die Anzahl gewonnener Kumu lus-Oozyte-Komplexe

In dieser Studie wurden insgesamt 5676 Kumulus-Oozyte-Komplexe (,cumulus oocyte
complex”, COC) durch transvaginale Follikelaspiration gewonnen. Durchschnittich
waren es 10,0 COC pro Behandlungszyklus. Im Minimum wurden 2 und im Maximum

27 Eizellkumuluskomplexe aspiriert.

4.1.1 Alter

Der Altersdurchschnitt der behandelten Patientinnen ergab einen Mittelwert von 32,5
Jahre. Das Minimum lag bei 20, das Maximum bei 45 Jahren. Die Patientinnen wurden
in 5 Altersgruppen eingeteilt. Tabelle 4 zeigt die Anzahl der Behandlungen in den
einzelnen Altersklassen sowie die durchschnittiche Anzahl punktierter Kumulus-

Oozyte-Komplexe in Abhangigkeit vom Alter der Patientinnen.

Tabelle 4: Einfluss des Alters auf die Anzahl  gewonnener COC

Alter der Patientinnen Anzahl Durchschnittliche Anzahl gewonnener
der Kumulus-Oozyte-Komplexe
Zyklen Mittelwert + Standardabweichung
< 25 Jahre 18 11,9+4,5 e
25-29 Jahre 114 116£47 _J
b
30-34 Jahre 251 10,2+4,3
C
35-39 Jahre 159 8.9+4,0
> 39 Jahre 22 7,6+3,7 ¢
Gesamt 564 10,0+4,4

*7¢% (p<0,001)* "7 (p<0,001)* *°(p<0,001)* *(p<0,001)*

Innerhalb der Altersgruppen ergaben sich mit dem Chi-Quadrat-Anpassungstest hoch
signifikante (p<0,05) Differenzen in der Zahl punktierter Eizellkumuluskomplexe. Die
Altersgruppe der unter 25-Jahrigen und die der 25 bis 29- Jahrigen wurden fur weitere
Auswertungen zu einer Untersuchungsgruppe zusammengefasst (Mittelwert 11,8
Oozyten). Patientinnen unter 30 Jahren entwickelten unter einer ovariellen Stimulation
deutlich mehr Oozyten enthaltende Follikel gegentiber den Vergleichsgruppen. Die
Anzahl der durchschnittlich gewonnenen COC war in dieser Gruppe mit 11,8 signifikant
hoher im Vergleich zu Patientinnen, deren Alter zwischen 30 und 34 Jahren (10,2
COC), 35-39 Jahren (8,9 COC) und > 39 Jahren (7,6 COC) betrug. Aus der Tabelle 4
wird deutlich, dass ab dem 30. Lebensjahr die Zahl der punktierten Kumulus-Oozyte-

Komplexe kontinuierlich sinkt.
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4.1.2 Body-Mass-Index
Der Body-Mass-Index (BMI) variierte in dieser Studie zwischen 15,5 und 29,9 kg/m?.

Die Patientinnen wurden anhand ihres BMI in drei Gruppen unterteilt. Der Einfluss auf
die Anzahl punktierter Kumulus-Oozyte-Komplexe wird in Tabelle 5 beschrieben.

Tabelle 5: Einfluss des BMI auf die durc  hschnittliche Anzahl gewonnener COC

Anzahl Durchschnittliche Anzahl p-Wert
BMI in kg/m 2 der gewonnener Kumulus-Oozyte-
Zyklen Komplexe
Mittelwert + Standardabweichung
185 27 10,8 +4,5° 2% p=10,123
< 1
412 99+44° °€p= 0,602
18,5-24,9
125 10,2+45° 4¢p=0,550
25,0 -29.9

Aus Tabelle 5 wird ersichtlich, dass die Mehrzahl der Behandlungszyklen bei einem BMI
zwischen 18,5 und 24,9 kg/m? (entspricht dem Normalgewicht) durchgefiihrt wurden.
Der BMI zeigt innerhalb der untersuchten Gruppen keine signifikanten Unterschiede.

4.1.3 Vorbehandlung

Alle Behandlungszyklen wurden beziglich der Anzahl vorausgegangener

Behandlungszyklen (Vorversuche) in 4 Gruppen unterteilt. So wurden Patientinnen
ohne eine vorangegangene IVF und/oder ICSI-Behandlung und Patientinnen mit 1, 2
und maximal 3 Vorversuchen unterschieden. Bei 528 Patientenpaaren lag der
durchschnittliche Behandlungszyklus bei 1,07 pro Patientin. Tabelle 6 zeigt den Einfluss
auf die Zahl gewonnener Kumulus-Oozyte-Komplexe. Bei 23 Zyklen wurden keine

Angaben zur Vorbehandlung angegeben.

Tabelle 6: Einfluss vorangegangener Behandlungen auf die Zahl gewonnener
Kumulus-Oozyte-Komplexe

Anzahl Anzahl Durchschnittliche Anzahl p-Wert
Vorbehandlungen der gewonnener Kumulus-Oozyte-
Zyklen Komplexe
Mittelwert + Standardabweichung
0 267 99+44 ° 2% h=0,412 *°p=0,318
1 160 10,3+4,5°" 299h=0,367 "°p=0,123
2 86 94+41 ° %' p=0,642
3 28 108+4,7° “7p=0,153

Die Mehrzahl der Behandlungszyklen in dieser Studie wiesen keine Vorversuche auf
(n=267). Die kleinste Untersuchungsgruppe (n=28) entspricht den Behandlungszyklen

mit drei Vorversuchen. Wie aus der Tabelle 6 hervorgeht, zeigt die Vorbehandlung
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keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die durchschnittliche Anzahl gewonnener

Eizell-Kumulus-Komplexe innerhalb der untersuchten Gruppen.

4.1.4 Ovarielle Stimulation
4.1.4.1 GnRH-Protokoll
Die GnRH-Therapie mit Agonisten wurde in 72,7 % der Behandlungszyklen (n=410)

durchgefuhrt. GnRH-Antagonisten kamen in 27,2% der Behandlungszyklen (n=154) zur
Anwendung. Tabelle 7 zeigt eine Ubersicht der angewandten GnRH-Protokollformen
und gibt die Mittelwerte und die Standardabweichungen der gewonnenen COC pro

Therapiezyklus wieder.
Tabelle 7: Anzahl gewonnener COC in Abhangigkei t vom GnRH-Protokoll

GnRH-Protokoll- Anzahl Durchschnittliche Anzahl p-Wert
form der gewonnener Kumulus-Oozyte-
Zyklen Komplexe
Mittelwert + Standardabweichung
Agonist (Langes 400 104+ 4,4* ° 2% h=0,035*
Protokoll)
. 154 95+44 °
Antagonist
6 6815
Kurzes Protokoll
4 7,3+2,2
Ultralanges Protokoll

Aus der Tabelle geht hervor, dass die lange Protokollart mit einem GnRH-Agonisten
deutlich bevorzugt angewandt wurde. Die Zahl durchschnittlich punktierter Kumulus-
Oozyte-Komplexe ist signifikant hoher im Vergleich zum GnRH-Antagonisten (10,4
COC vs. 9,5 COC). Noch deutlich niedriger sind die Werte bei dem kurzen (6,8 COC)
und ultralangen Protokoll (7,3 COC). Jedoch konnten wegen der kleinen
Behandlungszahlen keine statistischen Differenzen geprift werden. Der
Altersdurchschnitt der Patientinnen nach Agonistengabe (langes Protokoll) lag bei 32,12
Jahre versus 33,35 Jahre nach Antagonistengabe. Weiterhin war der BMI in beiden

Gruppen nahezu gleich (Agonisten: 22,7 kg/m? vs. 22,86 kg/m? Antagonisten).

4.1.4.2 GnRH-Agonistenpraparate

GnRH-Agonisten stehen in verschiedenen Applikationsformen zur Verfliigung. Neben
der subkutanen taglichen Gabe besteht die Mdglichkeit der intranasalen Applikation und
einer einmaligen Depotspritze. Die GnRH-Substanzen, welche als Agonisten in dieser
Studie verwandt wurden, zeigt Tabelle 8. Goserelinacetat soll an dieser Stelle als
GnRH-Agonistensubstanz  nur Erwdhnung finden. Da es lediglich in 3
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Behandlungszyklen zur ,Downregulation* appliziert wurde, erfolgte keine statistische
Auswertung.

Tabelle 8: Einfluss verschiedener Agonistenpraparat e auf die Anzahl gewonnener
COC pro Behandlungszyklus

GnRH- Anzahl Durchschnittliche Anzahl p-Wert
Agonisten- der gewonnener Kumulus-Oozyte-
praparate Zyklen Komplexe
Mittelwert + Standardabweichung

Triptorelinacetat 101 10,2 +4,3° 2% p=0,431 *°p=0,626
Leuprorelinacetat 101 10,7 +4,4° 29ph=0,968 "° p=0,209
Leuprorelinacetat 94 99+43 ° *9p=0,452

Depot
Nafarelinacetat 111 10,3+4,5° ¢ p=0,597

Wie aus Tabelle 8 ersichtlich, ist die Anzahl der Zyklen bei den verschieden
verabreichten Agonistenpraparaten vergleichbar. Die Mittelwerte der Kumulus-Oozyte-
Komplexe variieren in den einzelnen Gruppe zwischen 9,9 COC und 10,7 COC, zeigen

jedoch keine signifikanten Unterschiede.

4.1.4.3 Gonadotropinmedikation

In dieser Studie wurden 4 verschiedene Gonadotropinpraparate zur ovariellen
Stimulation und Follikelbildung eingesetzt. Weiterhin kamen Kombinationen
verschiedener Gonadotropine zur Anwendung. In Tabelle 9 ist der Einfluss dieser
Hormone/Hormonkombinationen auf die Anzahl gewonnener Kumulus-Oozyte-
Komplexe dargestellt. Jeweils ein Behandlungszyklus mit der Kombination von
Follitropin beta plus Menotropin sowie Follitropin beta plus Lutropin alpha wurden nicht

in die Auswertung einbezogen.

Tabelle 9: Einfluss der Applikation verschiedener Gonadotropine auf die Anzahl
der Kumulus-Oozyte-Komplexe pro T  herapiezyklus

Gonadotropine Anzahl | Durchschnittliche Anzahl gewonnener p-Wert
der Kumulus-Oozyte-Komplexe
Zyklen Mittelwert + Standardabweichung
Menotropin 48 9,3+46 ? 2P n=0,005*
Follitropin beta 53 11,7+4,1° 29 h=0,020*
Follitropin alpha 276 10,0+4,3° ®¢ p=0,009*
Urofollitropin 64 11,3+4,5° ®€ p<0,001*
Follitropin alpha 95 9,0+4,0° ®9 n=0,045*
+ Menotropin i 4 p=0,036*
Urofollitropin 12 9,8+5,5 ce
+ Menotropin ~ p=0,034*
Follitropin alpha 14 9,1+4,8°¢ 9 n<0,001*
+ Lutropin alpha
Gesamt 562
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Die Haufigkeit der angewandten Gonadotropinpraparate pro Behandlungszyklus geht
aus Tabelle 9 hervor. Die Applikation von Menotropin fihrt zu einer signifikant
niedrigeren Anzahl von COC pro Behandlungsfall gegentiber Follitropin beta (p=0,005)
und Urofollitropin (p=0,020). Eine hormonelle Stimulation mit Follitropin beta zeigt die
durchschnittlich hochste COC-Zahl von 11,7 pro Zyklus im Vergleich zu allen anderen
Gonadotropinmedikationen. Diese Erh6hung ist gegenuber einer Behandlung mit
Follitropin alpha mit 10,0 COC (p=0,009), der Kombination von Follitropin alpha plus
Menotropin mit 9,0 COC (p<0,001) und der Kombination von Follitropin alpha mit
Lutropin alpha mit 9,1 COC (p=0,045) signifikant. Weitere deutliche Unterschiede in der
durchschnittichen Zahl an COC ergaben sich zwischen Follitropin alpha und der
Kombination mit Menotropin (10,0 COC vs. 9,0 COC; p=0,034), zwischen Urofollitropin
und Follitropin alpha (11,3 COC vs. 10,0 COC; p=0,036) und der Therapie mit
Follitropin alpha und Menotropin (11,3 COC vs. 9,0 COC; p<0,001).

4.1.4.4 Stimulationsschema

Um einzelne Therapieschemata untersuchen zu konnen, wurden die
Behandlungszyklen nach der Kombination eines GnRH-Analogon mit einem
Gonadotropin unterteilt. Die Tabelle 10 zeigt eine Ubersicht der innerhalb dieser Studie
am haufigsten durchgefihrten Therapieschemata. Um die Gruppen statistisch
miteinander vergleichen zu koénnen, wurden nur Schemata mit mindestens acht
Behandlungszyklen in die Auswertung aufgenommen. Sechzehn verschiedene
Therapiemoglichkeiten wurden mit dem t-Test auf die durchschnittliche Anzahl
punktierter ~ Kumulus-Oozyte-Komplexe  untersucht.  Aufgrund der geringen
Behandlungszahl in den Kombinationstherapien von Urofollitropin mit Menotropin
(n=12) und Follitropin alpha mit Lutropin alpha (n=14) war ein Splitten in Abh&angigkeit
von einem GnRH-Analogon nicht sinnvoll und statistisch nicht beurteilbar. Die drei
Behandlungszyklen mit Goserelinacetat als GnRH-Agonist wurden von der Auswertung

ebenfalls ausgeschlossen.
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Tabelle 10: Zyklushaufigkeiten der angewandten Ther  apieschemata

Gonadotropinpraparate

GnRH- Meno- | Follitropin | Follitropin | Urofolli- Follitropin Gesamt-
Analogon tropin beta alpha tropin | alpha+Menotropin | zyklenzahl
8 12 42 33 2 97
Triptorelinacetat
Leuprorelinacetat 20 9 46 16 6 97
Leuprorelinacetat 3 2 25 3 57 90
(Depot)
Nafarelinacetat 6 28 53 10 2 99
Cetrorelixacetat 10 2 109 1 28 150
Gesamtzyklenzahl 47 53 275 63 95 533

Die schattierten Zahlenfelder in Tabelle 10 geben an, welche Gruppierungen in die
statistische Analyse (= 8 Behandlungszyklen) einbezogen wurden. Tabelle 11 zeigt die
durchschnittliche Anzahl gewonnener Kumulus-Oozyte-Komplexe in Abh&ngigkeit vom

durchgefuihrten Stimulationsprotokoll.

Tabelle 11: Durchschnittlich punktierte COC in Abh&d  ngigkeit vom Stimulationsregime

Durchschnittliche Anzahl gewonnener Kumulus-Oozyte-
GnRH- Komplexe
Analogon Meno- Follitropin Follitropin Urofolli- Follitropin p-Wert
tropin beta alpha tropin alpha+Meno-
tropin
Triptorelinacetat 10,5 11,7 9,6 11,2
Leuprorelinacetat 10,4 14,0° 9,8° 11,2 *? p=0,004*
Leuprorelinacetat 10,2 9,5
(Depot)
Nafarelinacetat 11,5 10,5 10,7
cd . _ *
i - . p=0,014
Cetrorelixacetat 7,5 10,2 7,9

Wie aus Tabelle 11 hervorgeht, zeigen die 5 meist angewandten Gonadotropine im
Agonisten - und im Antagonistenprotokoll keine signifikanten Unterschiede in der
Anzahl durchschnittlich gewonnener Eizellkumuluskomplexe pro Zyklus. Aufféallig niedrig
ist die Anzahl an COC nach Antagonistengabe mit Menotropin (7,5 COC) und der Gabe
von Follitropin alpha mit Menotropin (7,9 COC) im Vergleich zur alleinigen Gabe von
Follitropin alpha (10,2 COC). Dieser Unterschied ist signifikant (p=0,014). Dartber
hinaus wurden signifikant mehr COC bei der Gabe von Follitropin beta (14,0 COC) im
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Vergleich zu Follitropin alpha (9,8 COC) in Kombination mit Leuprorelinacetat gefunden
(p=0,004).

4.2  Einflussfaktoren auf den Reifestatus gewonn __ener Oozyten

Von den 5676 punktierten COC befanden sich 84,2% (n=4778) im Metaphase II-
Stadium (M II). 6,1 % (n=344) waren im Metaphase | (M I) 6,8 % (n=386) im GV-
Stadium. Degenerierte Eizellformen hatten einen Anteil von 3 % an der Gesamtzahl der

Eizellen. Die Anzahl an M II- Eizellen variierte zwischen 2 (Minimum) und 22

(Maximum), der Durchschnitt betrug 8,5 Eizellen pro Patientin.

4.2.1 Alter
Tabelle 12 zeigt den Einfluss des Alters der Patientinnen auf den Reifestatus der

gewonnenen Oozyten.

Tabelle 12: Einfluss des Alters auf den Entwic  klungsstatus gewonnener Oozyten

Alter der Anzahl Anteil an Anteil an Anteil an Anteil
Patientinnen der M 1l-Oozyten | M I-Oozyten GV-Stadien degenerierter
gewonnenen in % in % in % Formen in %
Oozyten
0 0
< 25 Jahre 215 83,2 % 9,8% 6.5%
0, 0, 0
25-29 Jahre 1318 83,3% 5,2% 7.3% 3,71%
0, 0, 0
30-34 Jahre 2551 84,9% 5,6% 6,7% 2,8%
0 0
35-39 Jahre 1426 83,9% 6.8% 6.7%
0, 0, 0,
> 39 Jahre 166 82,5% 9,0% 6,0% 2,6%
- - " — -~
p-Wert p=0,660 p=0,020 p=0,945 p=0,161

Wie aus Tabelle 12 ersichtlich, differiert der prozentuale Anteil an Metaphase II-Oozyten
in allen Altersgruppen nur zwischen 82,5% - 84,9% und gibt einen p-Wert von 0,660 an.
Der Anteil an Metaphase | -Oozyten variiert jedoch signifikant zwischen 5,2% und 9,8
% (p=0,020). Der deutlich hohere Anteil an M | -Oozyten bei Patientinnen unter 25
Jahren und Patienten > 39 Jahre liegt in der niedrigeren Zahl von Behandlungszyklen
begrindet. Aufgrund der geringen Anzahl an degenerierten Eizellformen bel
Patientinnen < 25 Jahren und > 39 Jahren erfolgte fur die statistische Auswertung eine

Zusammenlegung mit der nachst folgenden Alterseinteilung (p=0,161).
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4.2.2 Body-Mass-Index

Diese Untersuchung soll zeigen, ob der BMI unserer Patientinnen einen Einfluss auf

den Entwicklungsprozess der Oozyten ausibt (Tabelle 13).

Tabelle 13: Einfluss des BMI auf den Entwicklungs

status gewonnener Oozyten

BMI in Anzahl Anteil an Anteil an Anteil an Antell
kg/m2 gewonnener M II-Oozyten M I-Oozyten | GV-Stadien degenerierter
Oozyten in % in % in % Formen in %
0 0, 0, 0
<185 2901 88,0% 4,8% 4,5% 2,7%
0 0, 0, 0
18,5-24.9 4109 84,3% 6,1% 7,0% 2,7%
0, 0, 0, 0,
25.0-29.9 1276 82,9% 6,3% 7,0% 3,8%
p-Wert p=0,095 p= 0,638 p= 0,268 p=0,110

Wie aus Tabelle 13 hervorgeht, ist der Anteil an befruchtungsfahigen Metaphase II-
Oozyten mit 88,0% bei Patientinnen mit einem BMI <18,5 kg/m? héher im Vergleich zu
Patientinnen mit Normal- und Ubergewicht (84,3% bzw. 82,9%). Dieser Unterschied

zeigt eine deutliche Tendenz mit p=0,095. Der Anteil unreifer und degenerierter

Eizellformen bleibt vom BMI unbeeinflusst.

4.2.3 Vorbehandlung

Der

Entwicklungsprozess

Einfluss der

der

Anzahl

Oozyten

an Vorversuchen

ist Tabelle

in

unserer

Patientinnen

14 dargestellt.

auf
Bei

Behandlungszyklen (n=256 Oozyten) wurden keine Angaben dokumentiert.

Tabelle 14: Einfluss der Anzahl an Vorversuchen

auf den Entwicklungsstatus gewonnener

Oozyten
Anzahl der Anzahl der Anteil an Anteil an Anteil an Anteil an
Vorver- gewonnenen | M lI-Oozyten | M I-Oozyten GV-Stadien degenerierten
suche Oozyten in % in % in % Formen in %
0 2658 83,8 6,5 7,1 2,8
1 1651 85,9 55 6,2 2,4
5 810 82,0 6,3 7,3 4.4
3 301 85,4 4,7 4,7 5,3
o — — —_ *
o-Wert p=0,061 p=0,393 p=0,308 p=0,004

Tabelle 14 zeigt in der Gruppe der M II-Oozyten eine tendenzielle Abnahme des
prozentualen Anteils bei Patientinnen mit zwei vorangegangenen Behandlungszyklen
auf 82,0% gegeniber 83,8% bei keinem, 85,9 % bei einem oder 85,4% bei drei

Vorversuchen (p=0,061). Wahrend die Anzahl an Vorversuchen den Anteil von M | -
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Oozyten oder Germinalvesikelstadien unbeeinflusst lasst, zeigt sich eine signifikante

Zunahme an degenerierten Eizellen (p=0,004).

4.2.4 Ovarielle Stimulation
4.2.4.1 GnRH-Protokoll

Tabelle 15 zeigt den Einfluss der GnRH-Protokollformen auf den Reifegrad gewonnener

Oozyten nach Follikelpunktion. Das kurze und das ultralange Protokoll konnten
aufgrund der geringen Zyklenzahl nicht ausgewertet werden.

Tabelle 15: Reifestatus in Abhangigkeit von der G nRH-Protokollform

GnRH- Anzahl der Anteil an Anteil an Anteil an Anteil an

Protokoll- | gewonnenen M 1I-Oozyten M I-Oozyten GV-Stadien degenerierten

form Oozyten in % in % in % Formen in %
Agonist 4146 85,3 5,11 6,7 29
(Langes
Protokoll)

Antagonist 1460 80,8 9,0 7,2 3,0
p-Wert p< 0,001* p< 0,001* p=0,506 p=0,853
Kurzes 41 82,9 24 7,3 7,3

Protokoll
Ultralanges 29 96,5 -
Protokoll

Wie in Tabelle 15 ersichtlich, ist der prozentuale Anteil an reifen Metaphase II-Oozyten
in der Gruppe mit dem langen GnRH-Protokoll signifikant hoher im Vergleich zur
Antagonistenapplikation (85,3% vs. 80,8%; p<0,001). Die Patientengruppe, die mit dem
Antagonisten behandelt wurde, zeigt einen deutlich gré3eren prozentualen Anteil an M
[-Oozyten gegentber dem langen Agonistenprotokoll (9,0 % vs. 5,11%; p<0,001). Die
weiteren unreifen Eizellformen bleiben vom GnRH-Protokoll unbeeinflusst. Der
Altersdurchschnitt der Patientinnen nach Agonistengabe (langes Protokoll) und nach
Antagonistengabe zeigte keinen merklichen Unterschied (32,12 Jahre vs. 33,35 Jahre).
Weiterhin war der BMI in beiden Gruppen nahezu gleich (Agonisten: 22,7 kg/m? vs.

22,86 kg/m? Antagonisten).

4.2.4.2 GnRH-Agonistenpriparate

Inwieweit einzelne Agonistenpraparate den Reifestatus der Oozyten beeinflussen
kénnen, wird in Tabelle 16 gezeigt. Das Agonistendepotpréaparat Goserelinacetat wurde
nur in 3 Behandlungszyklen zur ,Downregulation” appliziert und deshalb nicht in die

Auswertung einbezogen.
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Tabelle 16: Reifestatus in Abhéngigkeit der GnRH-Ag

onistenpraparate

GnRH- Anzahl Anteil an Anteil an Anteil Anteil an
Agonisten- gewonnener | M II-Oozyten | M I-Oozyten GV-Stadien degenerierten
praparate Oozyten in % in % in % Formen in %
Triptorelin- 1033 85,6 4.8 5,8 4,0
acetat
Leuprorelin- 1082 85,3 5,2 7,5 2,0
acetat
Leuprorelin- 933 85,3 7,1 53 2,2
acetat Depot
Nafarelin- 1138 85,1 35 7,7 3,7
acetat
o-Wert p= 0,990 p= 0,004* p= 0,072 p= 0,026*
Wie aus Tabelle 16 ersichtlich, konnten keine Differenzen im Anteil an

befruchtungsfahigen Metaphase I[I-Oozyten hinsichtlich der angewandten GnRH-
Agonistenpraparate beobachtet werden. Es ergaben sich signifikante Unterschiede in
der prozentualen Verteilung unreifer Eizellen. So differiert der Anteil an Metaphase | -
Oozyten von Nafarelinacetat und Leuprorelinacetat - Depot (3,5% vs. 7,1%) bei einem
p-Wert von 0,004. Der deutlich héhere Anteil an degenerierten Eizellformen bei
Triptorelinacetatgabe gegentber Leuprorelinacetat (4,0% vs. 2,0%; p=0,026) ist fur die

Signifikanz in dieser Gruppe verantwortlich.

4.2.4.3 Gonadotropinmedikation

Es wurden 4 verschiedene Gonadotropinpraparate und Kombinationen dieser zur
ovariellen Stimulation angewandt. Tabelle 17 verdeutlicht den Einfluss dieser
Medikamente auf den Reifestatus der Oozyten. Die Kombinationen von Follitropin beta
mit Menotropin (n=1) oder Lutropin alpha (n=1) wurden nicht in die Auswertung

einbezogen.

Tabelle 17: Einfluss der Gonadotropingabe auf den Reifestatus der Oozyten

Gonadotropin- Anzahl der Anteil M 11 - Anteil M | - Anteil GV- degenerierte
medikation Oozyten Oozyten in % Oozyten in % | Stadienin % | Oozyten in %
Menotropin 445 84,7 6,7 6,5 2,1

Follitropin beta 622 82,5 53 9,0 3,2
Follitropin alpha 2775 83,7 6,5 6,3 3,6

Urofollitropin 725 85,9 2,8 8,8 2,5
Follitropin alpha 853 85,3 7,7 50 1,9

+ Menotropin

Urofollitropin 118 83,0 7,6 8,5 0,8

+ Menotropin

Follitropin alpha 128 84,4 4,7 7,8 2,3
+ Lutropin alpha
— — * o * =
o-Wert p= 0,592 p= 0,002 p= 0,017 p= 0,079
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Wie aus Tabelle 17 ersichtlich, variiert der prozentuale Anteil an M IlI-Oozyten in
Abh&ngigkeit von der Gonadotropinmedikation zwischen 82,5% bei Follitropin beta und
85,9% bei Urofollitropin (p=0,592). Dagegen ist der Anteil an Metaphase [-Oozyten bei
Urofollitropin signifikant vermindert im Vergleich zu Follitropin alpha plus Menotropin
(2,8% vs. 7,7%; p=0,002). Die Mehrzahl unreifer GV-Stadien waren nach Applikation
von Follitropin beta (9,0%) und Urofollitropin (8,8%) zu beobachten, diese Zunahme ist
im Vergleich zu einer alleinigen Therapie mit Follitropin alpha (6,3%) oder in
Kombination mit Menotropin (5,0%) signifikant (p=0,017). Der Anteil degenerierter
Eizellformen bewegt sich zwischen 0,8% und 3,6% und zeigt tendenziell eine Zunahme
bei Follitropin alpha und -beta (p=0,079).

4.2.4.4 Stimulationsschema

Das Ergebnis des Einflusses der Stimulation auf das Entwicklungsgeschehen

punktierter Oozyten zeigt Tabelle 18.

Tabelle 18: Anteil der Reifestadien gewonnener Ooz  yten in Abhangigkeit von der Wahl des
Stimulationsschemas (2 8 Behandlungszyklen)

Stimulationsschema Anzahl Anteilan M II- | Anteilan M I- | Anteil an GV- Anteil
(Gonadotropin+ gewonnener Oozyten Oozyten Stadien degenerierter
GnRH-Analogon) Oozyten in % in % in % Formen in %
Menotropin
+1 84 82,7 8,3 3,6 7,1
+2 207 87,0 5,8 6,8 0,5
+5 75 85,3 6,7 6,7 1,3
p-Wert p=0,571 p= 0,730 p= 0,563 p= 0,008*
Follitropin beta
+1 140 85,7 4,3 8,6 14
+2 125 81,6 10,4 7,2 0,8
+4 323 82,0 4,0 8,7 53
p-Wert p= 0,580 p=0,023* p= 0,875 p=0,023*
Follitropin alpha
+1 403 84,9 5,7 4,5 5,0
+2 452 86,5 3,8 6,2 3,5
+3 255 87,0 6,7 3,5 2,7
+4 554 87,3 2,7 6,7 3,2
+5 1108 79,4 9,7 7,4 3,5
p-Wert p<0,001* p<0,001* p= 0,091 p= 0,574
Urofollitropin
+1 369 86,7 2,7 7,3 3,5
+2 179 83,2 2,8 12,3 11
+4 107 83,6 3,9 10,9 1,6
p-Wert p= 0,457 p= 0,998 p= 0,104 p= 0,485
Follitropin alpha +
Menotropin
+3 540 83,9 7,6 6,1 2,4
+5 220 88,2 7,7 2,7 14
p-Wert p= 0,080 p= 0,528 p= 0,036* p= 0,237

GnRH-Analoga: 1= Triptorelinacetat ; 2= Leuprorelinacetat ; 3= Leuprorelinacetat — Depot;
4= Nafarelinacetat; 5= Cetrorelixacetat
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Die Tabelle 18 zeigt, dass der Anteil an Metaphase 1l1-Oozyten nur bei Follitropin alpha—
Applikation im Antagonistenprotokoll signifikant erniedrigt ist (79,4%) gegentber den
GnRH-Agonisten (84,9% - 87,3%; p<0,001). Dagegen wirkt sich die Applikation von
Cetrorelixacetat in Kombination mit Follitropin alpha und Menotropin positiv auf den
Anteil an M Il - Oozyten gegeniber Leuprorelinacetat-Depotgabe aus (88,2% vs.
83,9%, p=0,080). Signifikant hoch ist der prozentuale Anteil an Metaphase |-Oozyten
nach Applikation von Follitropin beta mit Leuprorelinacetat innerhalb der
Vergleichsgruppe (p=0,023). Nach Gabe von Follitropin alpha mit Cetrorelixacetat zeigt
sich eine deutliche Zunahme des Anteils an M | -Oozyten (p<0,001). Signifikant
vermindert ist der Anteil an GV-Stadien nach Gabe von Follitropin alpha plus
Menotropin in Kombination mit Cetrorelixacetat (p=0,036). Eine Stimulationstherapie mit
Urofollitropin zeigt auffallig erhdhte prozentuale Werte an GV-Stadien (7,3% - 12,3%)
gegeniber den Vergleichsmedikationen. Die Signifikanzen im Bereich der
degenerierten Formen nach Applikation von Menotropin und Follitropin beta sollten
aufgrund der niedrigeren Fallzahlen (teilweise n=1) mit Zurtckhaltung betrachtet

werden.

4.3 Einteilung der Metaphase |I-Oozyten anhand mo  rphologischer Parameter

Die lichtmikroskopische Evaluierung morphologischer Charakteristika der Oozyten
unterteilt sich in zwei Bereiche. Man unterscheidet die Morphologieparameter im
extrazytoplasmatischen und im zytoplasmatischen Bereich. Von der Stimulation
unabhangig geben die Ubersichten 1 und 2 die definierten morphologischen Kriterien
sowie deren lichtmikroskopische Merkmalseinteilung fir alle Metaphase II-Oozyten
wieder. Die Anzahl morphologischer Defekte pro Eizelle ist in Ubersicht 3 dargestellt.

Ubersicht 1: Extrazytoplasmatische Morphologieparam
aller Metaphase II- Oozyten

eter bezogen auf die Gesamtzahl

Extrazytoplasmatische Einteilung Anteil M 1l Oozyten/
Parameter (in %)

Polkérper - normal rund 2754 (57,6%)
n=4778 - flach 507 (10,6%)
- fragmentiert 1517 (31,7%)
Auffalligkeiten des PVS - keine 3461 (72,4%)
n=4778 - vorhanden 1317 (27,6%)
Symmetrie der Oozyte - rund 4163 (87,1%)
n=4778 - oval,elongiert 615 (12,9%)
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Ubersicht 2: Zytoplasmatische Morphologieparameter bezogen auf die Gesamtzahl aller
Metaphase Il- Oozyten

Zytoplasmatische Einteilung Anteil M 1l Oozyten/
Parameter (in %)

Granulierungsgrad des - homogen 3520 (73,7%)

Zytoplasma - zentrales Areal 992 (20,8%)
n=4778 - vollgranuliert 266 (5,6%)

Vakuolenbildung - keine 4446 (93,1%)
n=4778 - vorhanden 332 (6,9%)

Refraktile Kdrper - keine 2847 (59,6%)

n=4778 - kleine 1404 (29,4%)

- grol3e 527 (11,0%)

Ubersicht 3: Haufigkeit an Dysmorphismen bezogen au  f die Gesamtzahl aller
Metaphase Il- Oozyten

Anzahl Defekte/Oozyten | Haufigkeit/Oozyte Anteil in %
0 1131 23,7
1 1626 34,0
2 1231 25,8
3 563 11,8
4 182 3,8
5 38 0,8
6 7 0,1
Gesamt 4778 100,0

Wie aus den Ubersichten 1 und 2 hervorgeht, konnten in der Mehrzahl M [I-Oozyten mit
normalen extrazytoplasmatischen oder zytoplasmatischen Parameter gewonnen
werden. Deutlich seltener wurden ovale, elongierte Eizellformen (12,9%) oder eine
Vakuolenbildung in den Oozyten (6,9%) beobachtet. Nach Betrachtung der Haufigkeit
eines auftretenden Defektes fallt auf, dass nur in 23,7% aller Metaphase 11-Oozyten das
Bild einer ,ideal* aussehenden Oozyte zu finden war. Bei der Mehrzahl der M II-
Oozyten (34,0%) wurde eine morphologische Anomalie beobachtet. Deutlich niedrig

sind die Anteile an Oozyten mit drei und mehr morphologischen Abnormitéten.

4.4 Einflussfaktoren auf die Ausprdgung morphol ogischer Eizelldefekte
441 Alter
Tabelle 19 gibt einen Uberblick tber die numerische Anzahl morphologischer

Eizelldefekte in Abhéngigkeit der Altersgruppierungen der Patientinnen wieder.
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Tabelle 19: Einfluss des Alters auf die Auspragu  ng von Eizelldysmorphismen in Metaphase II-

Oozyten
Anzahl Anteil an Metaphase II- Oozyten in %
morphologischer
Eizelldefekte < 30 Jahre 30 - 34 Jahre 35 - 39 Jahre > 39 Jahre
n=1276 n=2167 n=1198 n= 137

0 23,8 23,4 24,7 17,5
1 33,6 33,9 34,7 33,6
2 25,5 25,8 25,7 27,7
3 12,4 12,0 10,4 14,6
4 3,4 4,0 3,6 5,8
5 0,9 0,8 0,8 0,7
6 0,3 0 0,2 0

p=0,768 innerhalb der untersuchten Gruppen

Stellt man die Haufigkeiten morphologischer Anomalien in den Eizellen dem
zunehmenden Alter der Patientinnen gegeniber, so finden sich keine auffalligen
Unterschiede innerhalb der Altersgruppen (p=0,768). Patientinnen > 39 Jahre zeigen
nur einen geringeren Anteil an M 1lI-Oozyten ohne Defekt (17,5%), dagegen steigt in

dieser Gruppe die Zahl an Oozyten mit 2 , 3 oder 4 Defekten an (27,7%, 14,6%, 5,8%).

4.4.2 Body-Mass-Index

Der Body-Mass-Index (BMI) spielt im Maturationsprozess der Oozyten keine
signifikante Rolle. Tabelle 20 stellt den Einfluss des BMI unserer Patientinnen auf die
Auspréagung definierter morphologischer Auffalligkeiten in den Oozyten dar. Aufgrund
der kleinen Fallzahlen von M [I-Oozyten mit mehr als 4 Defekten wurden diese zu einer

Gruppe mit 4 und mehr Defekten in den Tabellen 20 bis 25 zusammengefasst.

Tabelle 20: Einfluss des BMI auf die Auspragung von Eizelldysmorphismen in Metaphase II-

Oozyten
Anteil an Metaphase 1l- Oozyten in %
Anzahl <18,5 kg/m z 18,5-24,9 25,0-29.9 Gesamt
morphologischer n=256 kg/m*? kg/m* n=4778
Eizelldefekte n=3466 n=1056
0 215 24,3 22,1 23,7
1 38,7 34,5 31,4 34,0
2 21,9 254 27,9 25,8
3 12,1 11,1 141 11,8
>4 5,9 4.8 4,5 4.8
p-Wert p=0,029*
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Aus Tabelle 20 geht hervor, dass der prozentuale Anteil an ,normal“ geformten M II-
Oozyten vom BMI der Patientinnen unbeeinflusst bleibt. Ist ein Defekt nachweisbar, so
vermindert sich signifikant der Anteil an Metaphase 11-Oozyten mit zunehmendem Body-
Mass-Index (38,7%, 34,5%, 31,4%). M IlI-Oozyten mit zwei abnormen Parametern
wurden vermehrt bei Patientinnen mit Ubergewicht gefunden im Vergleich zu
Patientinnen mit einem BMI von < 18,5 kg/m? (27,9% vs. 21,9%; p=0,029). Dies setzt
sich auch bei M II- Oozyten mit 3 Dysmorphismen (14,1% vs. 12,1%, 11,1%) fort.

4.4.3 Vorbehandlung

Die Anzahl vorangegangener Zyklen spielt im Maturationsprozess der Oozyten
ebenfalls keine signifikante Rolle. Tabelle 21 gibt den Einfluss von Vorbehandlungen
unserer Patientinnen auf die Auspragung definierter morphologischer Auffalligkeiten in

den M 1I-Oozyten wieder. In 23 Zyklen wurden keine Angaben dokumentiert.

Tabelle 21: Einfluss vorangegangener Zyklen auf die Auspragung von Eizelldysmorphismen in
Metaphase 11-Oozyten

Anteil an Metaphase Il- Oozyten in %
Anzahl Vorzyklen:0 Vorzyklen:1 Vorzyklen:2 Vorzyklen:3 Gesamt
morphologischer n=2208 n=1418 n=680 n=257 n=4563
Eizelldefekte
0 24,2 22,7 20,9 16,7 22,8
1 33,1 36,0 31,3 32,7 33,7
2 26,2 24,8 27,8 33,1 26,4
3 11,9 11,9 12,8 13,2 12,1
>4 4,6 4,6 7,2 4,3 5,0
p-Wert p=0,011* bezogen auf alle Subgruppen

Aus Tabelle 21 wird sehr deutlich, dass die steigende Zahl vorangegangener
Behandlungszyklen zu einer signifikanten Verminderung des Anteils an Oozyten ohne
morphologischen Defekt fuhrt (24,2% auf 16,7%; p=0,011). Weiterhin steigt der
prozentuale Anteil an Oozyten mit 2 Dysmorphismen bei Patientinnen nach zwei oder
drei Behandlungszyklen signifikant an (26,2% ; 24,8% auf 27,8% ; 33,1%).

4.4.4 OQvarielle Stimulation
4.4.4.1 GnRH-Protokoll

Tabelle 22 zeigt den Einfluss des GnRH-Protokolls auf die Auspragung definierter
Eizelldefekte. In die Auswertung wurden nur das lange Protokoll mit GnRH-Agonisten

und die GnRH-Antagonistengabe einbezogen.
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Tabelle 22: Einfluss des GnRH-Protokolls auf die Auspragung von Eizelldysmorphismen in
Metaphase IlI-Oozyten

Anteil an Metaphase Il- Oozyten in % / GnRH-Protoko  Ilform
Anzahl langes Protokoll mit GnRH-Antagonist Gesamt
morphologischer GnRH-Agonisten n=1173 n=4717
Eizelldefekte n=3544
0 22,0 28,1 23,5
1 34,0 34,5 34,1
2 26,8 23,1 25,9
3 12,4 9,7 11,7
>4 4,8 4,5 4,7
p-Wert p<0,001*

Interessanterweise liegt der Anteill an ,normal“ geformten M [I-Oozyten im
Antagonistenprotokoll signifikant Uber dem Eizellanteil im langen Agonistenprotokoll
(28,1% vs. 22,0%; p<0,001). Dieser signifikante Effekt der Antagonistengabe wird auch
in der verminderten Auspragung von 2 oder 3 Eizellabnormalitaten deutlich (23,1% vs.
26,8% und 9,7% vs. 12,4%).

4.4.4.2 GnRH-Agonistenpréparate

Inwieweit verschiedene Agonistenpraparate einen Einfluss auf die Ausbildung
charakteristischer Oozytendysmorphismen ausiuben, wird in Tabelle 23 dargestellt. Die
Behandlungszyklen (n=3) mit Goserelinacetat wurden aufgrund der geringen Fallzahlen
in der Statistik nicht bertcksichtigt.

Tabelle 23: Einfluss von GnRH-Agonistenpraparate au  f die Auspragung von

Eizelldysmorphismen in Metaphase  [I-Oozyten

Anteil an Metaphase Il- Oozyten in % / GhnRH-Agonist en
Anzahl Triptorelin- Leuprorelin- Leuprorelin- Nafarelin- Gesamt
morphologischer acetat acetat acetat Depot acetat n=3574

Eizelldefekte n= 882 n=925 n= 796 n=971

0 17,1 28,6 25,0 18,8 22,3

1 30,0 35,5 32,0 37,0 33,8

2 28,1 23,8 26,9 27,5 26,6

3 18,9 8,0 12,1 11,5 12,6

>4 5,8 4,1 4,0 51 4,8

p-Wert p< 0,001* bezogen auf alle Subgruppen

Aus Tabelle 23 geht hervor, dass die Wahl des Agonisten einen signifikanten Einfluss
auf die Ausprdgung von morphologischen Eizelldefekten austibt (p<0,001). Der
prozentuale Anteil ,ideal* geformter Oozyten vermindert sich deutlich nach Triptorelin-
und Nafarelinacetatgabe gegentber einer Leuprorelinacetattherapie (17,1%, 18,8% vs.
28,6%, 25,0%; p<0,001). Die Mehrzahl an Oozyten mit einem abnormen Merkmal ist

nach Nafarelinacetatgabe zu finden (37,0%), deutlich niedriger liegt dagegen der

60



Oozytenanteil bei  Triptorelinacetat (30,0%). Mit zunehmender Zahl an

Eizelldysmorphismen (2 bis =4) steigt der Anteil an Oozyten nach Triptorelinacetatgabe

signifikant gegenuber den Vergleichsagonisten an (p<0,001).

4.4.4.3 Gonadotropinmedikation

Tabelle 24 spiegelt das Auftreten morphologischer Defekte in Abhangigkeit von der
Wahl des Gonadotropinpraparates wider. In diese Untersuchung konnten nur 5
Medikationen aufgenommen werden, da die Zahl der Behandlungen mit Urofollitropin
plus Menotropin (n=12), die Therapie mit Follitropin alpha plus Lutropin alpha (n=14)
und je ein Behandlungszyklus mit Follitropin beta plus Menotropin oder mit Lutropin

alpha fir eine statistische Auswertung zu gering waren.

Tabelle 24: Einfluss der Gonadotropinmedikation auf die Ausprag ung von

Eizelldysmorphismen in Metaphas e II-Oozyten
Anteil an Metaphase Il- Oozyten in % / Gonadotropi nmedikation
Anzahl Meno- Follitropin Follitropin Urofolli- | Follitropin alpha Gesamt
morphologischer tropin beta alpha tropin +Menotropin n=4563
Eizelldefekte n= 374 n=514 n=2323 n=624 n=728

0 28,1 27,0 23,1 17,0 26,6 23,7

1 41,7 38,7 32,2 32,1 33,4 33,9

2 20,6 22,2 26,5 30,6 254 25,9

3 6,4 8,9 13,0 15,9 8,9 11,7

>4 3,2 3,1 53 4,5 5,6 4,8

p-Wert p < 0,001* bezogen auf alle Subgruppen

Die Wahl der Gonadotropinmedikation wirkt sich auffallend deutlich auf die Eizellqualitat
aus (p<0,001). So zeigen die Applikationen von Menotropin und Follitropin beta die
hochsten prozentualen Anteile an M II-Eizellen ohne morphologischen Defekt (28,1%;
27,0%) oder mit nur einem Defekt (41,7%; 38,7%). Diese Anteile liegen deutlich Uber
denen von Follitropin alpha (23,1%) und Urofollitropin (17,0%) und unterscheiden sich
signifikant voneinander (p<0,001). Weiterhin wurden bei Menotropin und Follitropin beta
auffallend weniger Eizellen mit zwei (20,6% bzw. 22,2%), drei (6,4% bzw. 8,9%) oder
vier (3,2% bzw. 3,1%) abnormen Merkmalen beobachtet als in den Vergleichsgruppen.
Unter einer Urofollitropinmedikation wurden auffallend weniger Oozyten ohne Defekt
(17%), dafur deutlich mehr Eizellen mit 2 (30,6%) oder 3 (15,9%) Abnormitaten
gewonnen gegeniber den vergleichenden Gonadotropinpraparaten.
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4.4.4.4 Stimulationsschema

Anhand der 16 ausgewdahlten Therapieschemata sollen die Auswirkungen auf die
Auspragung von definierten Eizelldysmorphismen untersucht werden (Tabelle 25). Die
Anzahl der Defektausprdgungen wurde auf vier (=4) zusammengefasst, um statistisch

sinnvolle Berechnungen durchfuihren zu kénnen.

Tabelle 25: Einfluss der Therapieschemata auf die Auspragung vo n Eizelldysmorphismen
in Metaphase 11-Oozyten

Anzahl morphologischer Eizelldefekte in %
Stimulations- Anzahl
schema Metaphase
(Gonadotropin+ [I-Oozyten 0 1 2 3 >4
GnRH-Analogon)
Menotropin
+1 67 37,3 34,3 17,9 10,4 0
+2 180 32,2 43,9 16,1 2,8 5,0
+5 63 23,8 49,2 19,0 6,3 1.6
Gesamt 310 31,6 42,9 17,1 5,2 3,2
p-Wert p=0.077 bezogen auf die Subgruppen mit Menotropin
Follitropin beta
+1 120 20,8 35,0 27,5 14,2 2,5
+2 103 45,6 36,9 10,7 2,9 3,9
+4 265 23,8 41,1 22,6 9,4 3,0
Gesamt 488 27,7 38,7 21,3 9,2 3,1
p-Wert p<0,001*  bezogen auf die Subgruppen mit Follitropin beta
Follitropin alpha
+1 342 16,1 28,4 27,2 20,5 7.9
+2 391 23,3 34,0 26,6 11,8 4,3
+3 222 24,8 29,3 27,5 14,9 3,6
+4 487 15,0 31,8 32,0 13,6 7,6
+5 878 30,0 33,7 22,9 9,9 3,5
Gesamt 2320 23,1 32,2 26,5 13,0 5,2
p-Wert p<0,001* bezogen auf die Subgruppen mit Follitropin alpha
Urofollitropin
+1 320 11,6 28,1 32,2 21,9 6,3
+2 149 23,3 32,0 32,7 8,0 4,0
+4 89 22,5 44,9 24,7 7.9 0,0
Gesamt 559 16,5 31,8 31,1 15,9 4,7
p-Wert p<0,001* bezogen auf die Subgruppen mit Urofollitropin
Follitropin alpha
+ Menotropin
+3 453 26,5 32,9 25,8 10,2 4,6
+5 194 21,6 36,1 23,2 9,3 9,8
Gesamt 647 25,0 33,8 25,0 9,9 6,2
p-Wert p=0,091 bezogen auf die Subgruppen mit Follitropin alpha+Menotropin

GnRH-Analoga: 1= Triptorelinacetat ; 2= Leuprorelinacetat ; 3= Leuprorelinacetat — Depot;
4= Nafarelinacetat; 5= Cetrorelixacetat

Aus Tabelle 25 geht hervor, dass innerhalb der angewandten Therapieschemata
signifikante oder tendenzielle Differenzen in der Auspragung morphologischer

Eizelldysmorphismen zu finden sind.
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Die Menotropinapplikation fuhrt im Antagonistenprotokoll zu tendenziell weniger
.,hormal“ geformten Oozyten im Vergleich zur langen Protokollart mit Triptorelinacetat
oder Leuprorelinacetat (23,8% vs. 37,3%, 32,2%). Auffallend hoch mit 10,4% ist die
Anzahl an Oozyten mit drei Anomalien nach Triptorelinacetatgabe.

Der prozentual hohe Anteil von 45,6% an Oozyten ohne Defekt ist nach Gabe von
Follitropin beta in Verbindung mit Leuprorelinacetat signifikant gegenuber einer
Triptorelin- und Nafarelinacetatmedikation (20,8% bzw. 23,8%; p<0,001). Die Mehrzahl
der Oozyten nach Triptorelinacetatapplikation weisen auch hier 2 (27,5%) oder 3
(14,2%) abnorme Merkmale auf.

Die Behandlung mit Follitropin alpha im Antagonistenprotokoll beginstigt die
Ausbildung ,ideal* geformter Oozyten in 30%. Deutlich herabgesetzt dagegen ist das
Ergebnis mit Triptorelinacetat (16,1%) und Nafarelinacetat (15,0%; p<0,001). Die
Downregulation mit Triptorelinacetat bewirkt auch in Kombination mit Follitropin alpha
einen hohen Anteil an Oozyten mit drei (20,5%) oder vier (7,9%) abnormen Merkmalen.
Urofollitropin als Gonadotropinmedikation zeigt wiederholt einen negativen Einfluss auf
die Eizellqualitat. Der Anteil aller M 11-Oozyten ohne morphologische Auffalligkeit liegt
im Durchschnitt nur bei 16,5%. Signifikant vermindert ist die Zahl an ,normalen”
Oozyten in Verbindung mit Triptorelinacetat gegentber Leuprorelin- und Nafarelinacetat
(11,6 % vs. 23,3%, 22,5%; p<0,001). Der prozentuale Anteil aller nach
Urofollitropingabe punktierten M 1I- Oozyten mit zwei oder drei abnormen Merkmalen ist
mit 31,1% und 15,9% deutlich hoher gegentber den Vergleichsgruppen.

Die Kombination von Follitropin alpha und Menotropin mit Leuprorelinacetat —Depot
wirkt sich tendenziell positiver auf die Bildung ,idealer Oozyten im Vergleich zu einer
Cetrorelixacetatgabe (26,5% vs. 21,6%) aus.

45 Einfluss der Gonadotropinmedikation auf die Auspragqung definierter

morphologischer Formen/Anomalien in den Oozyten

45.1 Extrazytoplasmatische Parameter

Aufféalligkeiten im extrazytoplasmatischen Bereich betreffen die Morphologie des 1.
Polkérpers, des perivitellinen Spaltes und die Symmetrie der Oozyte. Tabelle 26 zeigt
die Haufigkeiten dieser extrazytoplasmatischer Eizellparameter in Abhangigkeit von den

meist angewandten Gonadotropinmedikationen.
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Tabelle 26 : Haufigkeiten der extrazytoplasmatische  n Oozytenparameter in Abhéngigkeit von
den meist angewandten Gonadotro pinmedikationen

Extrazyto- Meno- Folli- Follitropin | Urofolli- Follitropin
plasmatische | tropin tropin alpha tropin alpha p-Wert Gesamt
Parameter beta +Menotropin n= 4563
n=374 | n=514 | n=2323 n= 624 n=728
Polkorper
n= 4563
-normal 61,8% | 51,2% 56,0% 53,0% 69,0% 57,7%
-flach 17,4% | 10,9% 9,4% 13,1% 8,9% p<0,001* 10,7%
-fragmentiert | 20,9% 37,9% 34,6% 33,0% 22,1% 31,6%
Perivitelliner
Spalt
n = 4563
-unauffallig 79,9% 82,5% 70,3% 73,6% 67,4% p<0,001* 72,5%
-Auffallig 20,1% | 17,5% 29,7% 26,4% 32,6% 27,5%
Eizell-
symmetrie
n =4563
- rund 92,2% | 90,7% 84,9% 88,0% 87,6% p<0,001* 87,0%
- oval,elongiert | 7 89 9,3% 15,1% 12,0% 12,4% 13,0%

Wie aus Tabelle 26 ersichtlich, zeigen die grau unterlegten Zahlenfelder die Werte, die
weit vom Mittelwert des Gesamtkollektivs entfernt liegen, an. Diese Differenzen
zeichnen die statistische Signifikanz innerhalb der untersuchten Gruppen aus. Der
prozentuale Anteil an Eizellen mit normal geformten 1. Polk6rpern variiert zwischen
51,2 % bei Follitropin beta und 69,0 % fiur die Gabe von Follitropin alpha kombiniert mit
Menotropin. Der verminderte Anteil normal geformter Oozyten bei Follitropin beta und
Urofollitropin zeigt einen p-Wert von p<0,001. Den hoheren Eizellanteil mit flach
geformten 1. Polkdrpern besitzen die urinaren Préaparate mit 17,4% fur Menotropin und
13,1% fir Urofollitropin, dagegen findet man die Mehrzahl der Oozyten mit einem
fragmentiert aussehenden 1. Polkdrper nach Verabreichung rekombinanter FSH-
Praparate (Follitropin alpha: 34,6%; Follitropin beta: 37,9%). Eizellen mit einem grof3en
perivitellinen Spalt treten besonders haufig bei den Medikationen Follitropin alpha in
Kombination mit Menotropin (32,6%) und bei Follitropin alpha allein (29,7%) hervor
(p<0,001). Durchschnittlich weisen 27,5% aller Metaphase Il- Eizellen Abnormalitaten
des perivitellinen Spaltes auf.

Dysmorphismen der Eizellsymmetrie wurden im Durchschnitt nur bei 13,0% aller
Oozyten im Metaphase IlI-Stadium gefunden. Aufgrund der grof3en Oozytenanzahl
(n=2323) weist die Follitropin alpha-Medikation einen signifikant hohen Anteil von 15%

ovaler oder elongierter Eizellformen auf (p<0,001).
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45.2 Zytoplasmatische Parameter

Aufféalligkeiten im zytoplasmatischen Bereich betreffen die Granulierung des
Zytoplasmas, die Vakuolenbildung und das Vorhandensein von refraktilen Kérpern. In
Tabelle 27 sind die Haufigkeiten der zytoplasmatischen Eizellparameter in Abhangigkeit
von den funf meist angewandten Gonadotropinmedikationen angefuhrt.

Tabelle 27: Haufigkeiten der zytoplasmatischen Oozytenparameter in Abhéangigkeit von den
meist angewandten Gonadotro pinmedikationen

Zytoplasma- Meno- | Follitropin | Follitropin | Urofolli- Follitropin
tische tropin beta alpha tropin alpha+Meno- | p-Wert | Gesamt
Parameter n= 374 n =514 n=2323 n= 624 tropin n=4563
n=728
Zytoplasma
n= 4563
-homogen 75,9% 78,0% 74,4% 64,1% 73,8% p<0,001* | 73,4%
-zentral 20,6% 17,1% 19,4% 28,2% 22,0% 20,8%
-vollsténdig 3,5% 4,9% 6,2% 7,7% 4,3% 5,7%
Refraktile
Kaorper
n= 4563
-keine 73,5% 73,5% 59,9% 63,1% 39,1% p<0,001* | 59,7%
-kleine 23,0% 23, 7% 29,7% 30,4% 34,8% 29,4%
-gro3e 3,5% 2, 7% 10,5% 6,4% 26,1% 11,0%
Vakuolen-
bildung
n= 4563
-keine 95,7% 92,4% 93,0% 93,6% 92,4% p=0,271 93,1%
-vorhanden 4,3% 7,6% 7,0% 6,4% 7,6% 6,9%

Aus Tabelle 27 geht hervor, dass die grau unterlegten Zahlenfelder die Werte
dokumentieren, die vom Durchschnittwert der Gesamtzahl an Eizellen abweichen.
Diese Differenzen sind verantwortlich flr die Signifikanzen innerhalb der untersuchten
Gruppen. Die Applikation von Urofollitropin fiihrt zu einem deutlich verminderten Anteil
an Oozyten mit einem homogenen Zytoplasma (64,1% vs. 73,8% - 78,0%), dagegen
steigt in dieser Gruppe die Anzahl an Eizellen mit einem zentralen (28,2% vs. 17,1% -
22,0%) oder vollstdndig granulierten Zytoplasma (7,7% vs. 3,5% -6,2%) signifikant
gegenuber den Vergleichsgruppen an (p<0,001).

Refraktile Korper wurden insgesamt bei 40,4% aller Oozyten dokumentiert. Auffallend
hoch mit 60,9% liegt der prozentuale Oozytenanteil nach einer Kombinationstherapie
von Follitropin alpha plus Menotropin. Dieser deutliche Unterschied zu den
Vergleichsmedikationen ist signifikant (p<0,001). Hinsichtlich der Bildung von Vakuolen

konnte in Abhangigkeit von den meist angewandten Gonadotropinmedikationen kein
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Unterschied gefunden werden (p=0,271). Durchschnittlich wiesen 6,9% aller

untersuchten M [I-Oozyten Vakuolen im Zytoplasma auf.

4.6 Einflussfaktoren auf den Befruchtungsstatus bz w. die Fertilisationsraten

nach Durchfiihrung der intrazytoplasmatischen Sperma tozoen-Injektion

Die nachfolgenden Untersuchungen zeigen den Einfluss pradiktiver Faktoren auf den
Befruchtungsstatus aller Metaphase [I-Oozyten. Die statistische Auswertung erfolgte
nur an regular fertilisierten Oozyten (2 Vorkerne, 2PN). Irreguléare Befruchtungen (ein
Vorkern, 1PN; drei Vorkerne, 3PN) sowie der Prozentsatz an unbefruchteten Oozyten
(kein Vorkernstadium, OPN) werden der Vollstandigkeit wegen mit aufgefiihrt, jedoch
nicht in die statistische Auswertung einbezogen. Weiterhin wird der prozentuale Anteil
an degenerierten Oozyten nach Durchfiihrung der ICSI angegeben.

4.6.1 Alter
Unsere Patientientenklientel wurde in 5 Altersgruppierungen unterteilt. Tabelle 28 stellt
den Befruchtungsstatus aller injizierten M 11-Oozyten in Abhangigkeit vom Alter dar.

Tabelle 28: Befruchtungsstatus in Abhéngigkeit vom Alter der Patientin

Anteil an befruchteten Oozyten in % /Alter der Pati  entinnen

Befruchtungs- | <25 Jahre |25-29 Jahre |30-34 Jahre |35-39 Jahre >39 Jahre | Gesamt

status n=179 n=1097 n=2167 n=1198 n=137 n= 4778
Regular (2PN) 69,32 68,6 " 71,2° 68,6 ° 74,5° 70,0
Irregular (1PN) 3,9 33 3,0 2,3 2,2 2,9
Irregular (3PN) 2,2 35 4,6 4,6 2,9 4,2
Keine Befruchtung 21,8 16,0 15,5 19,9 15,3 17,0

(OPN)
Degenerierte 2,8 8,6 5,8 4.6 51 6,0
Oozyten
a,b,c,d,e

p= 0,298 bezogen auf alle Subgruppen

Wie aus Tabelle 28 hervorgeht, bt das Alter der Patientinnen keinen Einfluss auf die
Fertilisationsrate aus (p=0,298). Die prozentuale Verteilung irreguldr befruchteter
in Tabelle 28

zusammengefasst und zeigt innerhalb der untersuchten Gruppen keine auffallenden

Oozyten sowie der Anteil an Nichtbefruchtungen ist ebenfalls

Abweichungen.
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4.6.2 Body-Mass-Index
Tabelle 29 reflektiert den Einfluss des Body-Mass-Index (BMI) auf den

Befruchtungsstatus der Oozyten nach ICSI. Der BMI wurde unterteilt in Patientinnen mit

Untergewicht, Normalgewicht und in Gbergewichtige Frauen.

Tabelle 29: Einfluss des BMI der Patientinnen  auf den Befruchtungsstatus

Anteil an befruchteten Oozyten in % /BMI der Patien  tinnen
Befruchtungs- | <18,5 kg/m~ | 18,5-24,9 kg/m?” | 25,0-29.9 kg/m* p-Wert Gesamt
status n=256 n=3466 n=1056 n=4778
Regular
(2PN) 75,0 69,5° 70,4° abe n=0,172 | 70,0
Irregulér (1PN) 4,3 2,9 2,5 2,9
Irregulér (3PN) 2,3 4.6 3,4 4,2
Keine Befruchtung 16,4 16,8 17,5 17,0
(OPN)
Degenerierte 2,0 6,2 6,3 6,0
Oozyten

Die Fertilisationsrate variiert innerhalb der untersuchten Gruppen zwischen 75,0% bei
Patientinnen < 18,5 kg/m? und 70,4% bei Patientinnen mit Ubergewicht. Wie aus
Tabelle 29 hervorgeht, hat der Body-Mass-Index keinen Einfluss auf die regulare
Befruchtung (p=0,172). Die prozentuale Verteilung der verbliebenen injizierten M II-
Oozyten hinsichtlich ihres Befruchtungsstatus ist ebenfalls in Tabelle 29

zusammengefasst.

4.6.3 Vorbehandlung

Tabelle 30 zeigt den Einfluss vorangegangener Behandlungszyklen auf den

Befruchtungsstatus. Die Auswertung erfolgte an 4563 M 1l1-Oozyten. In 23 Zyklen wurde
keine Angabe zur Vorbehandlung dokumentiert. Die statistische Analyse erfolgte nur an
regularen Vorkernstadien (2PN). Fir die Vollstandigkeit der Daten wurden die
prozentualen Werte an Nichtbefruchtungen, irregularen Befruchtungen und der Anteil

degenerierter Oozyten ebenfalls in Tabelle 30 angegeben.
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Tabelle 30: Einfluss vorangegangener Zyklen der P atientinnen auf den Befruchtungsstatus

Anteil an befruchteten Oozyten in % / Vorbehandlung der
Patientinnen
Befruchtungs- Vorversuch |Vorversuch |Vorversuch |Vorversuch p-Wert Gesamt
status 0 1 2 3
n=2208 n=1418 n=680 n=257 n=4563
Regular abed
(2PN) 72,3° 68,5 " 67,8 ° 61,1° |p<0,001* 69,8
Irregulér 2,8 3,2 2,5 3,9 2,9
(1PN)
Irregulér 4,1 4,2 5,3 51 4,3
(3PN)
Keine Befruchtung 15,8 17,9 16,3 18,3 16,7
(OPN)
Degenerierte 51 6,3 8,1 11,7 6,3
Oozyten

Aus Tabelle 30 ist ersichtlich, dass die Einflussgrof3e ,Anzahl vorangegangener
Behandlungszyklen“ einen signifikanten Einfluss auf die Fertilisationsrate ausubt
(p<0,001). Mit dem Anstieg der Zahl an Vorversuchen (0-3) nimmt die Befruchtungsrate
signifikant ab (72,3% auf 61,1%). Die durchschnittliche Befruchtungsrate fir alle
Oozyten liegt bei 69,8%. Auffallend deutlich steigt der Anteil an degenerierten Oozyten

mit der Zahl an Therapieversuchen an (5,1% -11,7%).

4.6.4 Ovarielle Stimulation
4.6.4.1 GnRH-Protokoll

Die Auswirkung des GnRH-Protokolls auf den Fertilisationsprozess ist in Tabelle 31

dargestellt. Verglichen wurden die Anwendung des langen Agonisten-Protokolls mit der
Gabe von Cetrorelixacetat als Antagonist. Das ultralange (n=4; 28 Oozyten) und das
kurze Protokoll (n=6; 33 Oozyten) wurden aufgrund der niedrigen Zykluszahlen nicht in
die statistische Auswertung einbezogen. Eine statistische Analyse erfolgte nur an
regularen Vorkernstadien (2PN). Fir die Vollstandigkeit der Daten wurden die
prozentualen Anteile an Nichtbefruchtungen, irregularen Befruchtungen und

degenerierten Oozyten in Tabelle 31 mit aufgefthrt.

68



Tabelle 31: Einfluss des GnRH-Protokolls auf den Befruchtungsstatus

Anteil an befruchteten Oozyten in %/ GnRH-Protokoll  form
Befruchtungs- Agonist (Langes Protokoll) Antagonist p-Wert Gesamt
status n= 3544 n=1173 n=4717
Regulér
(2PN) 69,4 72,0 p=0,362 70,0
Irregulér
(1PN) 3,2 1,9 2,9
Irregulér
(3PN) 4.1 47 4,2
Keine Befruchtung
(OPN) 16,5 17,6 16,8
Degenerierte
Oozyten 6,8 3,8 6,0

Wie aus Tabelle 31 hervorgeht, zeigt das GnRH-Protokoll keine Beeinflussung der
Fertilisationsrate  (p=0,362). Ebenso gleich verteilt ist die Eizellzahl an
Nichtbefruchtungen, irregular befruchteten und degenerierten Formen innerhalb der
untersuchten Gruppen.

4.6.4.2 GnRH-Agonistenpriparate

Tabelle 32 zeigt den Einfluss verschiedener GnRH-Agonisten auf den
Befruchtungsstatus der Metaphase [I-Oozyten. Die statistische Auswertung erfolgte nur
an regularen Vorkernstadien (2PN). Fur die Vollstandigkeit der Daten wurden die
prozentualen Anteile an Nichtbefruchtungen, irregularen Befruchtungen und der Anteil

degenerierter Eizellen in Tabelle 32 mit aufgefuhrt.

Tabelle 32: Einfluss verschiedener GnRH-Agonisten  praparate auf den Befruchtungsstatus

Anteil an befruchteten Oozyten in % /GnRH-
Agonistenpraparate
Befruchtungs- Triptorelin- | Leuprorelin- Leuprorelin- Nafarelin- p-Wert | Gesamt
status acetat acetat acetat Depot acetat n=3574
n= 882 n=925 n= 796 n=971
Regular apcd
(2PN) 64,1° 69,9 ° 71,0° 72,7° |p<0,001* | 701
Irregulér
(1PN) 3.4 3,2 33 31 3.2
Irregulér
(3PN) 5,0 3,4 3,9 38 4,0
Keine Befruchtung 17,5 17,8 19,8 12,7 16,8
(OPN)
Degenerierte 10,1 5,6 2,0 7.7 6,5
Oozyten

Aus Tabelle 32 wird deutlich, dass einzelne Agonistenpraparate zu einer signifikanten
Verminderung der Fertilisationsrate fiihren (p<0,001). So zeigt sich nach Gabe von
Triptorelinacetat eine Befruchtungsrate von 64,1%, die sich signifikant von den
Vergleichspraparaten mit 69,9%; 71,0% und 72,7% unterscheidet. Der Mittelwert der
normalen Fertilisationsrate (2PN) liegt bei 70,1%. Eine Nafarelinacetatgabe fihrt

69



offenbar zu einer geringeren Anzahl an Nichtbefruchtungen (12,7%) gegeniber den
anderen Agonisten. Auffallend hoch sind die prozentualen Anteile an degenerierten
Oozyten bei Triptorelin- und Nafarelinacetatgabe (10,1%; 7,7%) im Vergleich zur
Medikation mit Leuprorelinacetat (5,6%; 2,0%).

4.6.4.3 Gonadotropinmedikation

Inwieweit die in dieser Studie eingesetzten Gonadotropinpraparate einen Einfluss auf
die Fertilisationsrate und den Befruchtungsstatus haben, ist in Tabelle 33 dargestellt.
Die Medikationen mit je einen Behandlungszyklus von Follitropin beta mit Menotropin
wie Follitropin beta mit Lutropin alpha wurden nicht in die Auswertung aufgenommen.
Die statistische Prifung erfolgte nur an regularen Vorkernstadien (2PN). Fur die
Vollstandigkeit der Angaben wurden die prozentualen Anteile an Nichtbefruchtungen,

irregularen Befruchtungen und der Anteil degenerierter Eizellen in Tabelle 33 mit

aufgefinhrt.
Tabelle 33: Einfluss verschiedener Gonadotropinprd  parate auf den Befruchtungsstatus
Befruchtungsstatus der M [I-Oozyten in %
Gonadotropin- Anzahl M II- | Regular | Irregulédr | Irreguldr | Keine Befrucht- | Degenerierte
praparat Oozyten (2PN) (1PN) (3PN) ung (OPN) Oozyten
Menotropin 374 71,9 2,1 3,2 18,4 4,3
Follitropin beta 514 70,0 31 2,1 19,1 5,6
Follitropin alpha 2323 70,7 31 4,6 15,0 6,6
Urofollitropin 624 65,2 2,7 4,5 19,1 8,5
Follitropin alpha + 728 70,9 2,7 4,5 19,0 2,9
Menotropin
Urofollitropin 98 66,3 1,0 4,1 26,5 2,0
+ Menotropin
Follitropin alpha + 108 73,1 2,8 3,7 9,3 111
Lutropin alpha
p-Wert p=0,154
Gesamt 4769 70,0 29 42 17,0 6,0

Wie aus Tabelle 33 ersichtlich, zeigen die Gaben von Urofolitropin (65,2%) sowie
Urofollitropin in Kombination mit Menotropin (66,3%) eine tendenzielle Verminderung
der Fertilisationsrate gegentber den Vergleichsmedikationen (70,0%—-73,1%; p=0,154).
Neben einer aufféllig niedrigen Befruchtungsrate zeigt die Applikation von Urofollitropin
den hdchsten Anteil an degenerierten Oozyten (8,5%) gegeniber den meist
angewandten Gonadotropinmedikationen (2,9%-6,6%). Aufgrund der geringeren Zahl

an M II-Oozyten nach Applikationen der Kombinationspraparate Urofollitropin plus
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Menotropin (n=98) und Follitropin alpha plus Lutropin alpha (n=108) variieren die

prozentualen Werte starker gegeniber den Vergleichsgruppen.

4.6.4.4 Stimulationsschema

Der Einfluss des Therapieregimes auf den Befruchtungsstatus ist in Tabelle 34
dargestellt. Die Therapiekombinationen mit mehr als 8 Behandlungszyklen wurden in
die Auswertung einbezogen. Die statistische Berechnung erfolgte nur an regularen
Vorkernstadien (2PN). Fur die Vollstandigkeit der Angaben wurden die prozentualen
Anteile an Nichtbefruchtungen, irregularen Befruchtungen sowie der Anteil

degenerierter Oozyten in Tabelle 34 mit aufgefuhrt.

Tabelle 34: Einfluss verschiedener Stimulationssch emata auf den Befruchtungsstatus

Befruchtungsstatus der M 1I-Oozyten in %
Stimulationsschema Anzahl M | Reqgulér | Irreguléar | Irregulér Keine Degenerierte
(Gonadotropin+ II-Oozyten (2PN) (1PN) (3PN) Befruchtung Oozyten
GnRH-Analogon) (OPN)
Menotropin
+1 67 71,6 15 4,5 13,4 9,0
+2 180 73,3 2,2 2,8 19,4 2,2
+5 63 74,6 1,6 3,2 19,0 1,6
Gesamt 310 73,2 1,9 3,2 18,1 3,5
p-Wert p=0,362 bezogen auf die Subgruppen mit Menotropin
Follitropin beta
+1 120 67,5 1,7 1,7 20,8 8,3
+2 102 62,1 1,9 2,9 30,1 29
+4 265 73,6 4,2 2,3 14,0 6,0
Gesamt 488 69,7 3,1 2,3 19,1 59
p-Wert p=0,028+* bezogen auf die Subgruppen mit Follitropin beta
Follitropin alpha
+1 342 62.6 4,7 6,7 12,3 13,7
+2 391 70,8 4,3 4,6 12,0 8,2
+3 222 73,0 4,1 3,6 18,5 0,9
+4 484 72,3 29 3,7 12,9 8,2
+5 880 72,3 1,8 4,6 17,8 3,5
Gesamt 2320 70,7 3,1 4,6 15,0 6,6
p-Wert p<0,001* bezogen auf die Subgruppen mit Follitropin alpha
Urofollitropin
+1 320 62,8 3,1 4,7 21,6 7,8
+2 149 68,7 2,0 3,3 18,0 8,0
+4 89 65,2 2,2 7,9 13,5 11,2
Gesamt 559 64,8 2,7 4.8 19,3 8,4
p-Wert p= 0,531 bezogen auf die Subgruppen mit Urofollitropin
Follitropin alpha +
Menotropin
+3 453 71,1 2,4 4,4 19,2 29
+5 194 69,6 2,6 6,2 18,6 3,1
Gesamt 647 70,6 2,5 4,9 19,0 2,9
p-Wert p= 0,914 bezogen auf die Subgruppen mit Follitropin alpha + Menotropin

GnRH-Analoga: 1=Triptorelinacetat ; 2= Leuprorelinacetat ; 3= Leuprorelinacetat — Depot;
4= Nafarelinacetat; 5= Cetrorelixacetat
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Aus Tabelle 34 geht hervor, dass eine definierte Kombination aus
Gonadotropinpraparat und GnRH-Analogon die Fertilisationsrate  signifikant
beeinflussen kann oder keine Differenzen innerhalb einer untersuchten Gruppe zu
verzeichnen sind. Bezogen auf alle Vergleichsgruppen wurde ein p-Wert von p=0,014
ermittelt.

Menotropin in Verbindung mit GnRH-Agonisten oder Antagonisten zeigt trotz der
geringen Eizellanzahl keine Unterschiede in der Befruchtungsrate (p=0,362).

Die Stimulation mit Follitropin beta in Kombination mit Nafarelinacetat tritt mit einer
deutlich hoheren Fertilisationsrate gegenuber den vergleichenden GnRH-Analoga
Triptorelinacetat und Leuprorelinacetat hervor (73,6% vs. 67,5%; 62,1%; p=0,028).
Weiterhin flihren die Gaben von Triptorelin- und Leuprorelinacetat in Verbindung mit
Follitropin beta zu hohen Raten an Nichtbefruchtungen (20,8% bzw. 30,1%).

Die Fertilisationsraten nach Applikation von Follitropin alpha im Agonistenprotokoll oder
nach Anwendung von Cetrorelixacetat variieren zwischen 70,8 % und 73,0%. Die
einzige Ausnahme bildet die Behandlung von Follitropin alpha mit Triptorelinacetat. Die
Befruchtungsrate ist mit 62,6% signifikant niedriger (p<0,001) und weist eine hohe Rate
von 13,7% an degenerierten M [I-Oozyten auf.

Eine Stimulationstherapie mit Urofollitropin zeigt im Vergleich zu den anderen
Therapieschemata deutlich niedrigere Fertilisationsraten. Diese variieren zwischen 62,8
% far Triptorelinacetat und 68,7% flur Leuprorelinacetat und liegen signifikant unter
denen der Vergleichsgruppen (p=0,014). Die Kombinationstherapie von Follitropin alpha
plus Menotropin fuhrt mit einem GnRH-Agonisten (Leuprorelinacetat-Depot) oder

Cetrorelixacetat zu vergleichbaren Befruchtungsraten (71,1% vs. 69,6%).

4.7 Einfluss der Eizelldysmorphismen auf die Fertil isationsrate bzw. den

Befruchtungsstatus

4.7.1 Anzahl morphologischer Eizelldefekte

Die numerische Angabe abnormaler Parameter in den Eizellen und deren
Befruchtungsstatus ist in Tabelle 35 dargestellt. Eine statistische Berechnung erfolgte
nur an regularen Vorkernstadien (2PN). Fir die Vollstandigkeit der Angaben wurden die
prozentualen Anteile an Nichtbefruchtungen, irregularen Befruchtungen und
degenerierten Eizellen in Tabelle 35 mit aufgefihrt.
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Tabelle 35: Befruchtungsstatus in Abhangigkeit von der numerischen Anzahl
abnormaler Eizellparameter

Befruchtungsstatus an injizierten Metaphase [I-Oozyt  en
in %
Anzahl morpho- Regular Irregular Irreguléar Keine Befruchtung | Degenerierte
logischer (2PN) (1PN) (3PN) (OPN) Oozyten
Eizelldefekte n=3344 n=138 n=200 n=810 n=286
0 n=1131 75,32 1,8 3,2 16,5 3,2
1 n=1626 71,0° 3,6 45 16,2 4,8
2 n=1231 68,2 ¢ 2,8 4,0 171 7,8
3 n=563 64,7 ° 3,4 5.2 18,5 8,3
4 n=182 59,9 © 2,2 4,4 20,9 12,6
5 n=38 579" 2,6 13,2 13,2 13,2
6 n=7 42,9 14,3 0,0 28,6 14,3
p-Wert 2P p=0,012%; f p<0,001*; 29 p<0,001%;
a,e a.
"~ p<0,001% " p=0,021%;
bezogen auf 2PN bd p=0,006* be p=0.003* abcdef p<0,001*
Gesamt n=4778 70,0 2,9 4,2 17,0 6,0

Aus Tabelle 35 geht hervor, dass mit steigender Anzahl morphologischer Anomalien in
den Oozyten die regulére Fertilisationsrate signifikant abnimmt (p<0,001). Diese Rate
betragt 75,3% wenn kein Eizelldefekt vorliegt und vermindert sich auf 71,0% bel
Vorliegen eines Defektes bis hin auf 42,9%, wenn die Anzahl der Defekte sich auf 6
erhoht. Signifikanzen in den Fertilisationsraten bestehen beim Vergleich von keinem zu
einem Defekt (p=0,012), zu zwei Defekten (p<0,001), zu drei Defekten (p<0,001), zu
vier (p<0,001) und zu funf Defekten (p=0,021).

Der prozentuale Anteil an Metaphase 1I-Oozyten mit irregulérer Befruchtung (1PN, 3PN)
bleibt mit steigender Anzahl an Anomalien (0-4) unbeeinflusst. Oozyten ohne
Befruchtungszeichen (OPN) wie auch der Anteil degenerierter Oozyten nehmen mit der
Zahl an Dysmorphismen stetig zu. Aufgrund der sehr kleinen Fallzahlen zeigen die

Zahlenwerte in den Gruppen mit 5 und 6 Dysmorphismen eine grol3e Variabilitat.

4.7.2 Extrazytoplasmatische Parameter

Die Fertilisationsrate sowie der Befruchtungsstatus aller injizierten Metaphase II-
Oozyten mit extrazytoplasmatischen Parametern sind in Tabelle 36 dargestellt. Die
Einteilung der morphologischen Parameter erfolgte wie unter 4.3. beschrieben. Eine
statistische Berechnung wurde nur an reguléaren Vorkernstadien (2PN) durchgefuhrt.

Fur die Vollstandigkeit der Angaben sind die prozentualen Anteile an
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Nichtbefruchtungen, irregularen Befruchtungen und degenerierten Eizellen in Tabelle 36

mit aufgefuhrt.

Tabelle 36: Befruchtungsstatus in Abhangigkeit von den extrazyt oplasmatischen

Parametern
Befruchtungsstatus Metaphase 1l- Oozyten in %
Extrazyto- Anzahl | Regulér | Irregular | Irregular | Keine Befrucht- | Degenerierte p-Wert
plasmatische M II- (2PN) (1PN) (3PN) ung (OPN) Oozyten bezogen
Parameter Oozyten | n=3344 | n=138 | n=200 n= 810 n= 286 auf 2PN
1. Polkorper
- normal rund 2754 70,52 2,8 41 17,4 5,2 2bp=0,154
- flach 507 66,3" 3,6 3,2 20,5 6,5
- fragmentiert 1517 70,3 2,8 47 14,9 7.3
Auffalligkeiten
des PVS . .
- keine 3461 71,5 2,7 3,6 16,8 5,4 '
- vorhanden 1317 66,1" 33 58 17,5 7,4 p<0,001*
Symmetrie der .
Oozyte . '
- rund 4163 70,8 2,9 4,0 16,9 55 p=0,003*
- oval, elongiert 615 64,7" 2,9 5.2 17,6 9,6

Wahrend die Morphologie des 1. Polkdrpers keinen wesentlichen Einfluss auf die
regulare Befruchtungsrate (2PN) ausubt (p=0,154), zeigen Auffalligkeiten des
perivitellinen Spaltes (stark vergrofRert) und der Symmetrie der Oozyte (ovale,
elongierte Form) deutlich verminderte Fertilisationsraten (71,5% vs. 66,1% ;p<0,001)
und (70,8% vs. 64,7%; p=0,003). Der Anteil degenerierter Oozyten steigt in allen
Gruppen mit dem Nachweis eines abnormen extrazytoplasmatischen Merkmals an.

4.7.3 Zytoplasmatische Parameter

In Tabelle 37 sind die Fertilisationsrate sowie der Befruchtungsstatus aller injizierten
Metaphase I1I-Oozyten in Abhangigkeit von den zytoplasmatischen Parametern
dargestellt. Die Einteilung erfolgte wie unter 4.3 beschrieben. Eine statistische
Berechnung wurde nur an regularen Vorkernstadien (2PN) durchgefuhrt. Fur die
Vollstandigkeit der Angaben sind die prozentualen Anteile an Nichtbefruchtungen,
irreguléaren Befruchtungen und degenerierten Eizellen fur alle injizierten M [I-Oozyten in

Tabelle 37 mit aufgeflhrt.
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Tabelle 37: Befruchtungsstatus in Abhangigkeit von den zytoplas matischen Parametern

Befruchtungsstatus Metaphase II- Oozyten in %
Zytoplasmatische Anzahl | Regular | Irregulér | Irreguldr | Keine Befrucht- | Degenerierte | p-Wert
Parameter M II- (2PN) (1PN) (3PN) ung (OPN) Oozyten bezogen
Oozyten | n=3344 | n=138 | n=200 n= 810 n= 286 auf 2PN
Granulierungs-
grad des e
Zytoplasmas A w
- homogen 3520 720’ 2,7 4,1 16,1 5,0 p<0,001*
_zentrales Areal 992 65,5 3,5 4,0 19,9 7,1
- vollgranuliert 266 59,4 ¢ 2,6 6,4 16,9 14,7
Vakuolenbildung
- keine 4446 70,4 ° 2,9 4,0 17,0 5,7 ab
- vorhanden 332 64,8 " 2.7 6,3 16,9 9,3 p=0,035*
Refraktile Kérper
- keine 2847 71,4° 31 4,3 15,2 6.0 abe
- Kleine 1404 67,9° 2.4 4.6 18,5 6,7 p=0,029*
- groRe 527 67,7°¢ 3,4 2,8 22,2 38

Wie aus Tabelle 37 hervorgeht, nimmt die Fertilisationsrate (2PN) mit der Zunahme des
Granulierungsgrades des Zytoplasmas signifikant ab (72,0% auf 59,4%; p<0,001),
dagegen steigt der Anteil degenerierter Oozyten in dieser Gruppe merklich an (5,0% auf
14,7%). Mit der Ausbildung von Vakuolen im Zytoplasma sinkt die Befruchtungsrate
deutlich ab (p=0,035), der Anteil degenerierter Oozyten erhéht sich von 5,7% auf 9,3%.
Das Vorhandensein refraktiler Korper fiihrt zu einer klar verminderten Fertilisationsrate
(p=0,029). Die Grol3e der refraktilen Kérper hat offensichtlich auf die Befruchtungsrate
keine Auswirkung, jedoch auf den Anteil an Nichtbefruchtungen, der mit zunehmender
Grol3e ansteigt (15,2% auf 22,2%).

4.8 Einfluss der Eizelldysmorphismen auf die Fertili sationsraten (2PN) in

Abhangigkeit von der ovariellen Stimulation

4.8.1 Gonadotropinmedikation

Der Einfluss auf die Fertilisationsrate extrazytoplasmatischer und zytoplasmatischer
Eizellparameter in Abhéngigkeit von der Wahl des Gonadotropinpraparates ist in den
Tabellen 38 und 39 dargestellt. In diese Untersuchung wurden die 5 Medikationen
aufgenommen, die aufgrund ihrer Oozytenanzahl eine statistische Berechnung

zulassen.
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Tabelle 38: Einfluss der extrazytoplasmatisch
Fertilisationsraten (2PN)

en Eizelldysmorphismen auf die

in Abhéngigkeit von der Gonadotropinmedikation

(2)°flach

(5)°v orhanden

Fertilisationsrate in % bezogen auf die
Anzahl M 11-Oozyten
[absolute Zahlen in Klammern]
Gonadotropin- Anzahl M 11-
medikation Oozyten n 1. Polkérper Auffalligkeiten Symmetrie
(1,2,3)° des PVS der Oozyte
(4.5° (6,7)°
Menotropin 324 X 72,3 [181]|@)° 71,2 [249] |(6)° 72,2 [295]
(2° 754 [65] |5 74,7 [75] |(7° 69,0 [29]
(3° 67,9 [78]
p-Wert p=0,603 p=0,667 p=0,673
Follitropin beta 514 @e° 67,3 [263]|@)° 71,0 [424] |6)° 69,1 [466]
(° 64,3 [56] |(5° 65,6 [90] |(7)° 79,2 [48]
(3° 74,4 [195]
p-Wert p=0,107 p=0,313 p=0,185
Follitropin 2323 (1° 71,0 [1302] |(4° 73,1 [1633] |(6)° 71,6 [1973]
alpha (2° 68,8 [218] [(5° 64,9 [690] |(7)° 65,7 [350]
(3° 70,7 [803]
p-Wert p=0,810 p<0,001* p=0,030*
Urofollitropin 624 @° 69,3 [336] |@4)° 66,7 [459] |(6)° 66,7 [549]
(° 53,7 [82] |()° 61,2 [165] |(7)° 54,7 [75]
(3° 63,1 [206]
p-Wert p=0,021* p=0,216 p=0,05
Follitropin 728 (1° 70,9 [502] |(4° 72,1 [491] |6 71,8 [638]
alpha + (2° 69,2 [65]|()> 684 [237] |(7)° 64,4 [90]
Menotropin 3° 71,4 [161]
p-Wert p=0,947 p=0,298 p=0,173
(1)°normal rund  (4)°keine (6)°rund

(7)°oval,elongiert

(3)°fragmentiert

Wahrend die Fertilisationsraten in Abhangigkeit von der Morphologie des 1. Polkdrpers
nach Applikation von Menotropin, der Gabe rekombinanter Gonadotropine und nach
Kombinationstherapie mit Follitropin alpha plus Menotropin unbeeinflusst bleiben, zeigt
die Gabe von Urofollitropin eine signifikante Verminderung der Befruchtungsrate bei
Oozyten mit flachen (69,3% auf 53,7%) oder fragmentierten 1. Polkérpern (69,3% auf
63,1%; p=0,021).

Der Nachweis eines grof3en perivitellinen Spaltes oder perivitelliner Fragmente fuhrt zur
Abnahme der Befruchtungsraten in allen untersuchten Gruppen mit Ausnahme von
Menotropin. Diese Verminderung der Fertilisationsrate in Abh&angigkeit von der
Morphologie des perivitellinen Spaltes ist nach Follitropin alpha - Medikation signifikant
(73,1% auf 64,9%; p<0,001). Abweichungen von der runden Eizellform spiegeln
deutlich niedrigere Fertilisationsraten in allen untersuchten Gruppen wider (Ausnahme:

Follitropin beta). Die Abnahme der Befruchungsrate bei oval oder elongiert geformten
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Oozyten zeigt eine Signifikanz von p=0,030 nach Applikation von Follitropin alpha und
eine stark ausgepragte Tendenz nach Gabe von Urofollitropin (p=0,05). Wiederholt
niedriger liegen die Befruchtungsraten nach Applikation von Urofollitropin bei Oozyten
mit normal groRem perivitellinen Spalt (66,7% vs. 71,0%-73,1%) sowie einer normal
runden Form der Eizelle (66,7% vs. 69,1%-72,2%) gegenuber den
Vergleichsgonadotropinen.

Der Einfluss auf die Fertilisationsrate zytoplasmatischer Eizellparameter in Abhangigkeit
von der Wahl des Gonadotropinpréparates ist in Tabelle 39 zusammengefasst.

Tabelle 39: Einfluss der zytoplasmatischen Eizelld  ysmorphismen auf die Fertilisations-
raten (2PN) in Abhangigkeit vo n der Gonadotropinmedikation

Fertilisationsrate in % bezogen auf die
Anzahl M 11-Oozyten
[absolute Zahlen in Klammern]
Gonadotropin- | Anzahl M II- | Granulierungsgrad Vakuolenbildung Refraktile Korper
medikation Oozyten n des Zytoplasmas (4,5)° (6,7,8)°
(1,2,3)°
Menotropin 324 2)° 73,9 [234] {4 72,3 [308] | (6)° 72,4 [225]
2)° 68,8 [77]1 |5 62,5 [16] | @) 70,9 [86]
(3)° 46,2 [13] (8)° 69,2 [13]
p-Wert p= 0,074 p= 0,401 p= 0,944
Follitropin 514 @r 72,3 [401] (4> 69,1 [475] | (6)° 73,5 [378]
beta @) 61,4 [88] |(5° 82,1 [39] | @) 60,7 [122]
(3)° 64,0 [25] (8)° 57,1 [14]
p-Wert p=0,101 p= 0,103 p= 0,015*
Follitropin 2323 @ 71,4  [1729] |4 71,1 [2160] | (6) 73,0 [1391]
alpha ° 70,9 [450] |5 65,0 [163] |(7)° 67,3 [689]
®3)° 61,1 [144] (8)° 66,7 [243]
p-Wert p= 0,033* p= 0,108 p= 0,009*
Urofolli- 624 @° 66,8 [400] | 4> 65,2 [584] | (&) 65,2 [394]
tropin ) 63,6 [176] | (5)° 65,0 [40] | (7)° 64,7 [190]
@) 58,3 [48] ®) 67,5  [40]
p-Wert p= 0,447 p=1,0 p= 0,946
Follitropin 728 @r 75,0 [537] | @)y 72,1 [673] | (6)° 69,1 [285]
alpha + @) 60,0 [160] | (5)° 56,4 [55] | (7)° 73,9 [253]
Menotropin (3)° 54,8 [31] (8)° 69,5 [190]
p-Wert p<0.001* p= 0,020* p= 0,420
(1)°homogen (4)°keine (6)° keine
(2)°zentrales Areal (5)°vorhanden (7)° kleine
(3)°vollgranuliert (8)° groRe.

Der zunehmende Granulierungsgrad des Zytoplasmas zeigt in allen untersuchten
Gruppen eine deutliche Verminderung der Fertilisationsrate, die signifikante Werte nach
Applikation von Follitropin alpha (71,4% auf 61,1%; p=0,033) und nach einer
Kombinationstherapie von Follitropin alpha mit Menotropin (75,0% auf 54,8%; p<0,001)
aufweisen. Eine tendenzielle Abnahme der Befruchtungsrate in Abhangigkeit vom
Granulierungsgrad des Zytoplasmas zeigen Oozyten nach Menotropin- und Follitropin

beta-Medikation (p=0,074; p=0,101). Aufgrund der an sich stark verminderten
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Befruchtungsrate von 66,8% bei Oozyten mit homogenem Ooplasma nach
Urofollitropinapplikation ist die Abnahme befruchteter Oozyten in Abhangigkeit des
Granulierungsgrades des Zytoplasmas nicht signifikant (p=0,447). Das Entstehen von
Vakuolen in den Oozyten geht mit einer deutlichen Reduktion der Befruchtungsrate
einher (Ausnahme: Follitropin beta). Diese Verminderung ist nach Gabe von Follitropin
alpha mit Menotropin signifikant (72,1% auf 56,4%; p=0,020) oder zeigt eine deutliche
Tendenz bei Follitropin alpha (71,1% auf 65,0% ; p= 0,108). Die erhohte
Befruchtungsrate von 82,1% bei Oozyten mit Vakuolen nach einer Follitropin beta -
Medikation konnte durch die geringe Eizellzahl mit Vakuolenbildung (n=39) bedingt
sein. Das Auftreten refraktiler Kérper zeigt einen gonadotropinabhéngigen Effekt auf die
Fertilisationsrate. So ist bei Anwendung der rekombinant hergestellten Gonadotropine
Follitropin beta und alpha die Befruchtungsrate mit 73,5% bzw. 73,0% signifikant hoher,
wenn keine refraktilen Korper vorliegen, gegentber der Rate bei Vorhandensein kleiner
und grol3er Korper (60,7% und 57,1% bzw. 67,3% und 66,7%).

Eine Urofollitropingabe unterscheidet sich - bezogen auf alle morphologischen Kriterien
- in einer auffallig niedrigeren Fertilisationsrate von den Vergleichsmedikationen.

4.8.2 Stimulationsregime

Der Einfluss auf die Fertilisationsrate extrazytoplasmatischer und zytoplasmatischer
Eizellparameter in Abhangigkeit von der Wahl des Stimulationsschemas wird in den
Tabellen 40 und 41 dargestellt. Sechzehn verschiedene Therapiemoglichkeiten
(Therapiekombinationen mit mehr als 8 Behandlungszyklen) wurden in die Auswertung
einbezogen. Die statistische Berechnung erfolgte in der Gesamtheit zwischen
verabreichtem Gonadotropin und GnRH-Analogon. Eine einzelne Bewertung der
jeweiligen Therapieformen konnte, veranlasst durch die zu kleinen Fallzahlen, nicht

durchgefuhrt werden.
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Tabelle 40: Einfluss der extrazytoplasmatisch
Fertilisationsraten (2PN)

en Eizelldysmorphismen auf die
in Abh&ngigkeit vom Stimulationsschema

Fertilisationsrate in % bezogen auf die Anzahl
M lI-Oozyten [absolute Zahlen in Klammern]
Stimulations- Anzahl M II- 1. Polkérper Auffalligkeiten Symmetrie
schema Oozyten n 1,2,3)° des PVS der Oozyte
(Gonadotropin+ (4,5)° (6,7)°
GnRH-Analogon)
Menotropin 310 @° 72,4 [203] [4° 73,0 [256] | (6)° 73,5 [291]
(+1; +2; +5) @° 774 [62] |[65° 741 [54] | 7° 68,4 [19]
@ 71,1 [45]
p-Wert p=0,695 p=1,0 p=0,601
Follitropin beta 488 (1° 66,8 [244] |4° 70,5 [414] | ) 68,8 [442]
(+1; +2; +4) ° 635 [52] |5° 64,9 [74] | () 78,3 [46]
(3° 75,0 [192]
p-Wert p=0,107 p=0,339 p=0,238
Follitropin 2320 (0° 71,0 [1302] |4 73,1 [1631] | (6) 71,6 [1971]
alpha (2° 68,8 [218] |(5° 64,9 [689] | (7)° 65,6 [349]
(+1; +2; +3; 3° 70,8 [800]
+4; +5)
p-Wert p=0,809 p<0,001* p=0,026*
Urofollitropin 559 (1° 69,5 [295] |4)° 66,3 [416] | (6)° 66,5 [490]
(+1; +2; +4) ° 51,3 [76] |[5° 60,1 [143] | (7 52,2 [69]
(3° 62,8 [188]
p-Wert p=0,010* p=0,188 p=0,022*
Follitropin 647 @° 70,5 [447] |4 715 [424] |6 71,5 [561]
alpha + ° 72,0 [50] | 5)° 69,1 [223] | (7)° 65,1 [86]
Menotropin (3° 70,7 [150]
(+3; +5)
p-Wert p=0,975 p=0,526 p=0,253
(1)°normal rund (4)°keine (6)°rund
(2)°flach (5)°vorh anden (7)°oval, elongiert
(3)°fragmentiert

GnRH-Analoga: 1= Triptorelinacetat; 2= Leuprorelinacetat; 3= Leuprorelinacetat — Depot;

Wie aus Tabelle 40 hervorgeht, zeigen die abnormen Formen (flach oder fragmentiert)
des 1. Polkorpers nur in Verbindung mit einer Urofollitropintherapie einen deutlichen
Unterschied in der Fertilisationsrate (p=0,010). Die Befruchtungsrate bei Eizellen mit
fragmentierten 1.Polkorper ist bei einer Follitropin beta - Applikation tendenziell hoher
im Vergleich zu Oozyten mit einem normal runden 1. Polkdrper (75,0% vs. 66,8%;
p=0,107). Abweichungen in der Grof3e und Struktur des perivitellinen Spaltes fihren in
den untersuchten Gruppen zu niedrigeren Fertilisationsraten (Ausnahme: Menotropin).

Diese Verminderung in der Befruchtungsrate ist bei einer Follitropin alpha - Therapie

4= Nafarelinacetat;

signifikant (73,1% auf 64,9%; p<0,001).

Eine elliptische oder ovale Eizellform hat einen negativen Einfluss auf den regularen

Befruchtungsprozess und zeigt deutlich verminderte Werte nach Gabe von Follitropin
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alpha (71,6% auf 65,6%; p=0,026) und Urofollitropin (66,5% auf 52,2%; p=0,022) an.
Die ansteigende Fertilisationsrate von 68,8% auf 78,3% nach Follitropin beta —

Applikation bei Eizellen mit einer ovalen Form liegt in der kleinen Oozytenzahl (n=46)

begriindet.

Tabelle 41 : Einfluss der zytoplasmatischen Eizelldysmorphismen

raten (2PN) in Abhangigkeit vom  Stimulationsschema

auf die Fertilisations-

Fertilisationsrate in % bezogen auf die Anzahl
M 11-Oozyten [absolute Zahlen in Klammern]
Stimulations- Anzahl M II- | Granulierungs- Vakuolen- Refraktile
schema Oozyten n grad des bildung Korper
(Gonadotropin+ Zytoplasmas (4,5)° (6,7,8)°
GnRH-Analogon) (1,2,3)°
Menotropin 310 (1° 76,4 [246] |@4)> 73,6 [296] | (6)° 73,8 [221]
(+1; +2; +5) (2° 654 [52] |(5° 64,3 [14] | (7)° 73,1 [78]
(3° 41,7 [12] (8)° 63,6 [11]
p-Wert p=0,011* p=0,536 p=0,760
Follitropin beta 488 @@ 71,7 [385] |(4)>° 68,6 [449] | (6)° 73,5 [370]
(+1; +2; +4) @° 615 [78] |G 821 [39] | 7)° 58,3 [108]
(3° 64,0 [25] (8)° 50,0 [10]
p-Wert p=0,168 p=0,101 p=0,004*
Follitropin alpha 2320 @e° 71,4 [1728] |4 71,1 [2158] | (6)° 73,0 [1389]
(+1; +2; +3; (2° 70,8 [449] |(5° 654 [162] | (7)° 67,3 [689]
+4; +5) (3° 615 [143] (8)° 66,9 [242]
p-Wert p=0,045* p=0,129 p=0,011*
Urofollitropin 559 (1° 66,3 [353] |(4)° 64,4 [525] | (6)° 65,6 [372]
(+1; +2; +4) (° 61,7 [162]|()e 70,6 [34] | (7)° 62,3 [162]
(3° 63,6 [44] (8)° 68,0 [25]
p-Wert p=0,595 p=0,579 p=0,726
Follitropin alpha 647 (1 75,2 [471] |4 718 [593] | (6)° 68,7 [233]
+ Menotropin @° 59,9 [147]|(G)> 57,4 [54] | (7 73,8 [233]
(+3; +5) (3° 51,7 [29] (8)° 69,1 [181]
p-Wert p< 0,001* p=0,029* p=0,409
(1)°homogen (4)°keine (6)° keine
(2)°zentrales Areal  (5)°vorhanden (7) © kleine
(3)°vollgranuliert (8)° groRRe

GnRH-Analoga: 1= Triptorelinacetat; 2= Leuprorelinacetat; 3= Leuprorelinacetat — Depot;

4= Nafarelinacetat;

5= Cetrorelixacetat

Der zunehmende Granulierungsgrad des Zytoplasmas (Tab. 41) zeigt in allen

untersuchten Stimulationsschemata eine deutliche Verminderung der
Fertilisationsraten, deren Signifikanz in den Gruppierungen Menotropin (76,4% auf
41,7%; p=0,011), Follitropin alpha (71,4% auf 61,5%; p=0,045) und Follitropin alpha
plus Menotropin (75,2% auf 51,7%; p<0,001) belegt ist. Auffallig sind vor allem die
niedrigen Fertilisationswerte bei vollgranulierten Oozyten nach Menotropin- und
Follitropin alpha plus Menotropin-Medikation (41,7%, 51,7%). Die Vakuolenbildung in
den M II-Oozyten bewirkt nur bei der Kombinationstherapie von Follitropin alpha mit

Menotropin einen signifikanten Abfall in der Befruchtungsrate (71,8% auf 57,4%;
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p=0,029). Die Zunahme befruchteter Oozyten, die nach einer Follitropin beta-
Stimulation Vakuolen aufweisen (68,6% auf 82,1%), durfte auf die kleine Zahl an
Oozyten (n=39) zurtckzufihren sein. Das Vorhandensein und die GroRRe refraktiler
Korper haben einen negativen Einfluss auf den Befruchtungsprozess nach einer
Stimulationstherapie mit Follitropin beta und alpha (73,5% auf 50,0%; 73,0% auf
66,9%). Die Verminderung der Fertilisationsraten ist bei beiden Medikationen signifikant
(p=0,004; p=0,011). Eine Stimulationstherapie mit Urofollitropin zeigt wiederholt deutlich
abfallende Befruchtungsraten in Abh&ngigkeit von den als normal festgesetzten
zytoplasmatischen Parametern gegeniber den Vergleichstherapien. So fanden sich bei
Urofollitropin Fertilisationsraten fur Oozyten mit homogenem Zytoplasma von 66,3%, flr
Oozyten ohne Vakuolen von 64,4% und fur Oozyten ohne refraktile Korper von 65,6%.
Vergleichbare Ergebnisse wurden auch nach alleiniger Betrachtung der
Gonadotropinpraparate beobachtet (s. Tabelle 39). Offensichtlich hat das Praparat

Urofollitropin eine negative Auswirkung auf den Befruchtungsprozess.

4.9 Einflussfaktoren auf den Entwicklungsstatus der Embryonen

In 562 Behandlungszyklenn konnte ein Embryonentransfer durchgefiihrt werden.
Durchschnitllich wurden 2,14 Embryonen pro Patientin transferiert. Nachfolgende
Ergebnisse zeigen, ob die ovarielle Stimulation einen Einfluss auf die
Embryonenqualitdt ausibt. Es wurden in 31 Zyklen 1 Embryo, in 421
Behandlungszyklen 2 Embryonen und in 110 Zyklen 3 Embryonen transferiert. Um eine
statistische Auswertung hinsichtlich der Beurteilung der ovariellen Stimulation
durchfiihren zu kénnen, wurde die Gruppe mit 2 Embryonen ausgewahlt. Die Einteilung
der Embryonen erfolgte anhand des Entwicklungsgrades und ihrer Morphologie in
regular und irregular. Tabelle 42 gibt eine Ubersicht tiber die Anzahl und die Qualitat
der Embryonen zum Zeitpunkt des Embryotransfers. In zwei Behandlungszyklen

erfolgte kein Transfer aufgrund einer ausgebliebenen Befruchtung.
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Tabelle 42: Anzahl und Qualitat der U bertragenen Embryonen pro Zyklus

Anzahl Embryonen / Transferzyklus
Embryonenqualitat/ ET 0 1 2 3 Anteil in %
Kein Transfer 2 0 0 0 0,4
1 Embryo regular 0 19 0 0 3,4
1 Embryo irregular 0 12 0 0 2,1
2 Embryonen regular 0 0 235 0 41,7
2 Embryonen irregular 0 0 68 0 12,1
1 Embryo_regulaf/ 0 0 118 0 20,9
1 Embryo irregular
3 Embryonen regular 0 0 0 36 6,4
3 Embryonen irregular 0 0 0 8 1,4
1 Embryo rggular/" 0 0 0 20 35
2 Embryonen irregular
2 Embryone_n regu'l'ar/ 0 0 0 46 8,2
1 Embryo irregular
Gesamt | 2 | 31 | 421 | 110 | 564/100%

Wie aus Tabelle 42 hervorgeht, Uberwiegt die Anzahl regularer Embryonen zum
Zeitpunkt der Rickgabe in den Uterus der Patientin. In 421 Behandlungszyklen
(entspricht 75% aller Zyklen) wurden zwei Embryonen transferiert, in 41,7% waren es
zwei regulare Embryonen, in 20,9% der Behandlungszyklen waren es ein regulérer
Embryo zusammen mit einem irregular entwickelten Embryo. Die Rickgabe von 3
Embryonen erfolgte in ca. 20 % aller Behandlungszyklen. In 6,4% waren es regulare
Embryonen und in 8,2 % 2 reguldre Embryonen kombiniert mit einem irregular

entwickelten Embryo.

4.9.1 GnRH-Protokoll

Tabelle 43 zeigt den Einfluss des GnRH-Protokolls auf die Qualitat der transferierten

Embryonen (Anzahl zum Transfer: 2). Es wurden das lange Agonistenprotokoll und die

Antagonistenapplikation in die statistische Auswertung einbezogen.
Tabelle 43: Einfluss des GnRH-Protokolls  auf die Embryonenqualitat

GnRH- Qualitativer Anteil transferierter Embryonen in %
Protokollform
2 x regular 1 x reguléar/ 2 x irregular
1 x irregular
Agonist 52,7 29,2 18,1
Langes Protokoll
n=277
Antagonist 62,0 24,8 13,1
n=137
p-Wert p= 0,180
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Durch die Antagonistentherapie mit Cetrorelixacetat konnten deutlich mehr regulare
Embryonen transferiert (62,0% vs. 52,7%) und im Vergleich zum Agonistenprotokoll
weniger abnorm aussehende Embryonen zurlickgegeben werden (24,8% vs. 29,2%;
13,1% vs. 18,1%). Dieser Unterschied ist jedoch nicht signifikant.

4.9.2 Gonadotropinmedikation

Inwieweit sich die Wahl verschiedener Gonadotropinmedikationen auf die Qualitat der
Embryonen (Anzahl zum Transfer: 2) auswirkt zeigt Tabelle 44. Fur die statistische
Auswertung wurden die 5 meist angewandten Hormonpraparate und Kombinationen

herangezogen.

Tabelle 44: Einfluss der Gonadotropinmedikation auf die Embryonenqualitat

Qualitativer Anteil transferierter Embryonen
in %

Gonadotropin- Zyklen mit 2 2 x regular 1 x regulér/ 2 x irregular
medikation Embryonen | (Kategorie ,A,B*) 1 x irregulér (Kategorie ,C,D")
Menotropin 32 68,8 12,5 18,8

Follitropin beta 44 59,1 29,5 11,4

Follitropin alpha 216 57,4 27,3 15,3
Urofollitropin 36 52,8 36,1 111
Follitropin alpha + 76 51,3 28,9 19,7
Menotropin
p-Wert p= 0,526

Der Tabelle 44 ist zu entnehmen, dass im Falle der untersuchten Gonadotropine in
mehr als der Halfte aller Zyklen Embryonen der Kategorie ,A“ oder ,B* zuriickgegeben
wurden. Hervorzuheben sind die Applikationen von Menotropin, Follitropin beta und
alpha, da hier die Anteile regular entwickelter Embryonen tber oder annahernd 60 %
erreichen. Der Anteil Kategorie ,A* und ,B“- Embryonen ist nach der
Kombinationstherapie von Follitropin alpha plus Menotropin (51,3%) und nach
Urofollitropingabe deutlich vermindert (52,8%); dagegen steigt die Transferrate des
urindren FSH-Monopréaparates auf 36,1% an, wenn 1 reguldrer Embryo mit einem
irregularen kombiniert zuriickgesetzt wurde. Der Anteil sich abnorm entwickelter
Embryonen (Kategorie ,C* und ,D“-Embryonen) zeigt deutlich héhere Werte bei einer
alleinigen Menotropinmedikation oder in Kombination mit Follitropin alpha (18,8%;
19,7%). Einen signifikanten Einfluss der Gonadotropinpraparate auf die Qualitat der

Embryonen wurde nicht beobachtet (p=0,528).
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4.9.3 Stimulationsregime

Die Therapieschemata wurden in 5 Gruppen in Abhéngigkeit des angewandten
Gonadotropins zusammengefasst, um statistisch relevante Zahlen zu erhalten.
Dennoch war die Angabe eines p-Wertes aufgrund der unterschiedlich niedrigen
Fallzahlen in jeder Gruppe nicht mdglich. Der prozentuale Einfluss der
Stimulationsschemata auf die Entwicklung der Embryonen (bezogen auf die Gruppe mit

2 transferierten Embryonen) ist in Tabelle 45 dargestellt.

Tabelle 45: Einfluss der Stimulationssche  mata auf die Embryonenqualitat

Qualitativer Anteil transferierter
Embryonen in %
Stimulationsschema Zyklen mit 2 2x Regular 1 x regular/ 2x irregular
(Gonadotropin+ Embryonen 1 x irregular
GnRH-Analogon)
Menotropin 25 68,0 16,0 16,0
(+1, +2;+5)
Follitropin beta 40 60,0 30,0 10,0
(+1; +2; +4)
Follitropin alpha 215 57,7 27,4 14,9
(+1; +2; +3;+4; +5)
Urofollitropin 33 51,5 39,4 9,1
(+1; +2; +4)
Follitropin alpha + 70 50,0 28,6 21,4
Menotropin
(+3; +5)

GnRH-Analoga: 1= Triptorelinacetat; 2= Leuprorelinacetat; 3= Leuprorelinacetat — Depot;
4= Nafarelinacetat; 5= Cetrorelixacetat

Vergleichend mit dem Einfluss der angewandten Gonadotropinpraparate zeigen die
Stimulationsschemata noch deutlicher ihre Auswirkungen auf die Embryonenqualitat.

Der prozentuale Anteil regularer Embryonen ist nach Urofollitropingabe und der
Kombination von Follitropin alpha plus Menotropin auffallend vermindert gegentber den
verbliebenen Therapieschemata (51,5%, 50,0% vs. 68,0%, 60,0%, 57,7%). In ca. 30%
aller Behandlungszyklen wurden reguléare und irregulare Embryonen im Verhaltnis von
1.1 transferiert, im Falle von Urofollitropin waren es 39,4% und bei Menotropin nur
16,0%. Der Anteil an Embryonen der Kategorien ,,C* und ,D* war nhach Anwendung der
Kombinationstherapie von Follitropin alpha plus Menotropin auffallend hoch (21,4%).

Da einzelne Behandlungsgruppen Haufigkeiten n < 5 aufwiesen, waren eine statistisch
relevante Aussage mit dem Chi-Quadrat-Test und die Angabe eines p-Wertes leider
nicht moglich. Erwahnenswert aus diesen, hier nicht extra aufgefihrten Berechnungen
ist, dass die Applikation von Triptorelinacetat in Kombination mit Menotropin (50,0%),
mit Follitropin alpha (45,8%) und mit Urofollitropin (35,7%) zu deutlich weniger regular
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entwickelten Embryonen flihrte. Die Gabe von Cetrorelixacetat im Zusammenhang mit
einer Menotropin- oder Follitropin alpha- Applikation zeigt hinsichtlich des Anteils

regular entwickelter Embryonen Ergebnisse von 85,7% und 63,0%.

4.10 Einflussfaktoren auf die Schwangerschaftsra te
4.10.1 Alter
Das Alter der Patientinnen spielt eine entscheidende Rolle fur den Erfolg einer

Kinderwunschbehandlung. Tabelle 46  zeigt, inwieweit das Alter die
Schwangerschaftsrate in unserer Studie pro Therapiezyklus beeinflusst. Weiterhin
wurde die durchschnittliche Anzahl transferierter Embryonen pro Zyklus in den

einzelnen Altersgruppen angegeben.

Tabelle 46: Einfluss des Alters auf die Schwangersc  haftsrate

Altersverteilung
<25 25-29 30-34 35-39 >39 Zyklen
Jahre Jahre Jahre Jahre Jahre gesamt
n=18 n=114 n=251 n=159 n=22 n=564
Anzahl transferierter 2,16 2,15 2,12 2,13 2,27 2,14
Embryonen/Zyklus
Schwanger- 50,0 ° 33,3 31,1 33,3 13,6 " 32,1
schaftsrate in %
p- Wert *® p=0,018*

Aus Tabelle 46 wird deutlich, dass das Alter der Patientinnen die Schwangerschaftsrate
signifikant beeinflusst (p=0,018). Bei Patientinnen, die jinger als 25 Jahre sind, ist die
Schwangerschaftsrate mit 50,0% deutlich héher als bei Frauen zwischen 25 und 39
Jahren (31,1% bis 33,3%). Dagegen vermindert sich die Erfolgsrate auf 13,6% bei
Frauen, die alter als 39 Jahre sind. In dieser Altersgruppe stieg die Zahl transferierter

Embryonen pro Zyklus auf 2,27 gegeniber den Vergleichsgruppen an (2,12 — 2,16).

4.10.2 Body-Mass-Index

Die Bedeutung des BMI unserer Patientinnen fur die erzielte Schwangerschaft pro

Therapiezyklus ist in Tabelle 47 zusammengefasst.

Tabelle 47: Einfluss des BMI auf die Schwangersch  aftsrate pro Therapiezyklus

Verteilung des BMI
<18,5 kg/m? 18,5-24,9 kg/m® | 25,0 —29,9 kg/m?® | Zyklen gesamt
n=27 n=412 n=125 n=564
Schwanger- 33,3 32,0 32,0 32,1
schaftsrate in %
p-Wert p= 0,990
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Aus Tabelle 47 geht hervor, dass ein Body-Mass-Index < 30 kg/m? keine Auswirkung
auf die Schwangerschaftsrate pro Therapiezyklus in unserer Patientenklientel hat
(p=0,990).

4.10.3 Vorbehandlung

In Tabelle 48 ist der Einfluss vorab durchgefihrter Therapieversuche auf den Erfolg
einer erneuten Kinderwunschbehandlung im Vergleich zu Behandlungszyklen ohne
Vorbehandlungen dargestellt. In 23 Behandlungszyklen wurden keine Angaben zur
Anzahl an Vorbehandlungen dokumentiert.

Tabelle 48: Einfluss vorangegangener Therapieversuc  he auf die Schwangerschaftsrate pro
Therapiezyklus

Anzahl an Vorversuchen

Vorzyklen: 0 | Vorzyklen: 1 | Vorzyklen: 2 | Vorzyklen: 3 |Zyklen gesamt
n=267 n=160 n=86 n=28 n=541
Schwanger- 37,1° 32,5 22,1° 21,4 32,5
schaftsrate in %
p-Wert p= 0,039* bezogen auf alle untersuchten Grup  pen

* p=0,012* (exakter Fisher-Test)

Wie aus der Tabelle 48 ersichtlich spielt die Zahl vorangegangener Behandlungszyklen
eine entscheidende Rolle bei der Erzielung einer Schwangerschaft. Die
Schwangerschaftsrate  vermindert sich  signifikant mit steigender  Anzahl
vorangegangener Therapieversuche (37,1% auf 21,4%; p=0,039). Auffallend deutlich
zeigt sich dieser Unterschied beim Vergleich der Erfolgsraten zwischen
Behandlungszyklen ohne Vorbehandlung und der Durchfihrung eines dritten
Behandlungszyklus (37,1% vs. 22,1%; p=0,012).

4.10.4 Ovarielle Stimulation
4.10.4.1 GnRH-Protokoll

Tabelle 49 zeigt den Einfluss der GnRH-Protokolliform auf die Schwangerschaftsrate

unserer Patientenklientel. Fir die statistische Erhebung wurden die Behandlungszyklen
im langen Agonistenprotokoll und unter Antagonistenmedikation herangezogen.
Weiterhin wurde die durchschnittliche Anzahl transferierter Embryonen pro Zyklus
angegeben.
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Tabelle 49: Einfluss der GnRH-Protokollart auf die Schwangerschaftsrate pro Zyklus

GnRH-Protokollart
Agonist (langes Protokoll) Antagonist Gesamt
n= 400 n=154 n= 554
Anzahl transferierter 2,17 2,04 2,13
Embryonen/Zyklus
Schwangerschaftsrate in % 33,5 29,2 32,3
p-Wert p= 0,362

Aus Tabelle 49 geht hervor, dass die Schwangerschaftsrate nach GnRH-Agonistengabe
hoher ist im Vergleich zum Antagonistenprotokoll (33,5% vs. 29,2%). Dieser
Unterschied ist jedoch nicht signifikant (p=0,362). Nach Anwendung des langen
Agonistenprotokolls wurden im Durchschnitt mehr Embryonen pro Zyklus transferiert als
nach Antagonistengabe (2,17 vs. 2,04). Das Alter der Patientinnen lag nach

Agonistenapplikation bei 32,12 Jahre, nach Antagonistentherapie bei 33,35 Jahre.

4.10.4.2 GnRH-Agonistenpraparate

Tabelle 50 zeigt den Einfluss verschiedener GnRH-Agonisten auf die
Schwangerschaftsrate. Aufgrund der niedrigen Zahl an Behandlungen mit
Goserelinacetat (n=3) wurde dieses Praparat nicht in die statistische Erhebung

einbezogen.

Tabelle 50: Einfluss verschiedener GnRH- Agonisten auf die Schwangerschaftsrate pro Zyklus

GnRH- Agonistenpraparate
Triptorelin- Leuprorelin- Leuprorelin- Nafarelin- Gesamt
acetat acetat acetat Depot acetat n=561
n=101 n=101 n=94 n=111
Schwanger- 32,3
schaftsrate in % 34,7 30,7 31,2 3L5
p-Wert p= 0,753

Die Schwangerschaftsraten in Abhéngigkeit von dem angewandten GnRH-
Agonistenpraparat variieren zwischen 30,7% fiur Leuprorelinacetat und 37,2% fir

Leuprorelinacetat-Depot, jedoch ist dieser Unterschied nicht signifikant (p= 0,753).
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4.10.4.3 Gonadotropinmedikation

Der Einfluss der Wahl des Stimulationspraparates auf den Therapieerfolg einer
Kinderwunschbehandlung wird in Tabelle 51 dargestellt. Nicht in die statistische
Auswertung wurden die Kombinationen von Follitropin beta mit Menotropin und

Follitropin beta plus Lutropin alpha mit je 1 Behandlungszyklus aufgenommen.

Tabelle 51: Einfluss der Gonadotropimedikation a  uf die Schwangerschaftsrate pro Zyklus

Gonadotropin- | Gesamtzyklenzahl | Schwangerschaftsrate p-Wert
medikation n in %
Menotropin 48 35,4 N\
Follitropin beta 53 30,2
Follitropin alpha 276 35,5
Urofollitropin 64 31,3 p=0,539
Follitropin alpha + 95 26,3 > )
Menotropin p=0,309
Urofollitropin + 12 8,3
Menotropin
Follitropin alpha + 14 21,4
Lutropin alpha J
Gesamt 562 32,0

Wie aus Tabelle 51 hervorgeht, beeinflusst die Gonadotropinwahl die
Schwangerschaftsrate. So wurden nach Applikation von Menotropin oder Follitropin
alpha hohe Erfolgsraten pro Therapiezyklus von 35,4 % und 35,5% erzielt. Deutlich
niedriger lagen die Schwangerschaftsraten nach einer Follitropin beta - Therapie
(30,2%) und einer Kombinationstherapie von Follitropin alpha plus Menotropin (26,3%).
Die Differenz in den Schwangerschaftsraten zeigte keinen signifikanten Wert in den
ersten funf Vergleichsgruppen an (p=0,539). Da die Fallzahlen in den einzelnen
Gruppen sehr variieren, ist eine Signifikanz nur bei stark abweichenden
Schwangerschaftsraten zu erwarten, unsere Werte zeigen jedoch einen deutlichen
Trend in diesen Gruppierungen an. Die verminderten Erfolgsraten nach Gabe von
Urofollitropin plus Menotropin (8,4%) und Follitropin alpha plus Luveris (21,4%) liegen in

den kleinen Fallzahlen begriindet.

4.10.4.4 Stimulationsregime

Der Einfluss der Wahl des Stimulationsschemas auf den Therapieerfolg einer
Kinderwunschbehandlung wird in Tabelle 52 anhand der Schwangerschaftsrate

dargestellt. Sechzehn verschiedene Therapiemdoglichkeiten wurden in die statistische
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Auswertung einbezogen. Bei Therapiekombinationen mit weniger als 8

Behandlungszyklen erfolgte keine statistische Berechnung.

Tabelle 52: Einfluss der Wahl des Stimulationsschem  as auf die Schwangerschaftsrate

pro Zyklus
Stimulationsschema Gesamtzyklen- Schwangerschafts- p-Wert
(Gonadotropin+ GnRH-Analogon) zahl n Rate in %
Menotropin
+1 ) 50,0
+2 20 35,0 -
45 0 30.0 p= 0,662
Follitropin beta
+1 12 41,7
+2 9 111 p= 0,312
+4 28 32,1
Follitropin alpha
+1 42 38,1
+2 46 32,6
+3 25 52,0 p= 0,463
+4 53 34,0
+5 109 33,0
Urofollitropin
+1 33 27,3
+2 16 37,5 p= 0,766
+4 10 30,0
Follitropin alpha +
Menotropin
+3 57 29,8 p= 0,298
+5 16 17,9
Gesamtzyklenzahl 506 33,3

GnRH-Analoga: 1= Triptorelinacetat; 2= Leuprorelinacetat; 3= Leuprorelinacetat — Depot;
4= Nafarelinacetat; 5= Cetrorelixacetat

Aus Tabelle 52 geht hervor, dass die Schwangerschaftsraten in Abh&ngigkeit vom
angewandten Stimulationsschema innerhalb der untersuchten Gruppen stark variieren,
diese Unterschiede jedoch keine Signifikanzen aufweisen. Eine Ursache dafir kénnte
die  differierende  Anzahl an Behandlungszyklen in den einzelnen
Untersuchungsgruppen sein.

Fur den Therapieerfolg erwiesen sich die Schemata von Follitropin beta mit
Leuprorelinacetat und Follitropin alpha mit Menotropin im Antagonistenprotokoll mit
Schwangerschaftsraten von (11,1% und 17,9%) als prognostisch ungtinstig. Betrachtet
man die Gruppe von Follitropin alpha mit den meisten Behandlungszyklen, so
entstanden hohe Schwangerschaftsraten zwischen 32,6% und 52,0% nach Anwendung
von GnRH - Agonisten (166 Behandlungszyklen) und eine Erfolgsrate von 33,3% in 109
Behandlungszyklen mit Cetrorelixacetat. Die Unterschiede in den Erfolgsraten sind nicht
signifikant (p=0,463).

89



411 Einfluss der Eizelldysmorphismen auf die Schwa ngerschaftsrate

4.11.1 Anzahl morphologischer Eizelldefekte

Die numerische Angabe von abnormalen Parametern in den Eizellen und deren
Schwangerschaftsrate sind in Tabelle 53 dargestellt. Die Zahl an morphologischen

Defekten wurde auf 24 zusammengefasst, um eine statistische Erhebung durchflihren

zu konnen.
Tabelle 53: Einfluss der Anzahl morphologische  r Defekte der Metaphase Il-Eizellen auf die
Schwangerschaftsrate
Anzahl morphologischer Zahl transferierter Schwangerschafts- p-Wert
Eizelldefekte Embryonen n rate in %
0 384 31,3
1 443 35,5
2 262 32,7 p=0,038*
3 90 18,9
24 24 38,5
Gesamt 1203 32,4

Wie aus Tabelle 53 ersichtlich, zeigt die Schwangerschaftsrate in Abhangigkeit von der
Anzahl an Eizelldysmorphismen (0-2) vergleichbar hohe prozentuale Werte (31,3%,
35,5%, 32,7%). Eine deutliche Verminderung der Erfolgsrate tritt erst bei Oozyten mit 3
morphologischen Anomalien (18,9%) auf und fuhrt zu einer signifikanten Differenz von
p=0,038. Die allerdings erhdhte Schwangerschaftsrate bei Oozyten mit 4 und mehr
Defekten liegt vermutlich in der geringen Zahl an Embryonen begrindet (n=24).

4.11.2 Extrazytoplasmatische Parameter

Die Schwangerschaftsrate in Abhangigkeit von den extrazytoplasmatischen
Eizellparametern ist in Tabelle 54 dargestellt.

Tabelle 54: Einfluss extrazytoplasmatischer Parame  ter der Metaphase II- Eizellen auf die

Schwangerschaftsrate
Extrazytoplasmatische Zahl transferierter Schwangerschafts- p-Wert
Parameter Embryonen rate in %
1. Polkdrper
- normal rund 766 34,3 p= 0,209
- flach 107 29,9
- fragmentiert 330 29,0
Auffalligkeiten des PVS
- keine 937 32,8
- vorhanden 266 31,2 p= 0,657
Symmetrie der Oozyte
- rund 1115 33,3
- oval,elongiert 88 21,6 p= 0,025*
Gesamt 1203 32,4
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Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass nur die elongierte, ovale Symmetrieform der
Metaphase |I-Oozyten zu einer signifikanten Verminderung der Schwangerschaftsrate
fuhrt (33,3% vs. 21,6%;
~Perivitelliner Spalt“ fur sich allein betrachtet, so beeintrachtigt weder die Morphologie
des Polkorpers (34,3% vs. 29,9%) noch die Struktur und GroRe des PVS (32,8% vs.

31,2%) die Implantation der Embryonen. Die Mehrzahl der Embryonen stammten aus

p=0,025). Werden die Parameter ,1. Polkorper® oder

Oozyten ohne auffallig erscheinende extrazytoplasmatische Parameter.

4.11.3 Zytoplasmatische Parameter

Die Schwangerschaftsrate in Abhangigkeit von den zytoplasmatischen Eizellparametern

ist in Tabelle 55 dargestellt.

Tabelle 55: Einfluss zytoplasmatischer Parameter d  er Metaphase ll-Eizellen auf die

Schwangerschaftsrate
Zytoplasmatische Zahl transferierter Schwangerschafts- p-Wert
Parameter Embryonen rate in %
Granulierungsgrad
des Zytoplasmas
homo 956 31,6
_ Homogen 108 35,4 = 0,347
-zentrales Areal 29 208 p=0,
- vollgranuliert '
Vakuolenbildung
- keine 1159 32,2 p= 0,351
- vorhanden 49 38,8
Refraktile Kérper
- keine 771 33,7 p= 0,351
- kleine 313 29,1
- groBe 119 33,6
Gesamt 1203 32,4

Wie aus der Tabelle 55 hervorgeht, beeinflussen weder der Granulierungsgrad des
Zytoplasmas (p=0,347), die Vakuolenbildung (p=0,351) noch das Vorhandensein

refraktiler Korper (p=0,351) die Schwangerschaftsrate. In der Mehrzahl der

Behandlungszyklen konnten Embryonen transferiert werden, deren Oozyten keine

zytoplasmatischen  Abnormitaten aufwiesen. Die Uberdurchschnittlich  hohen

Schwangerschaftsraten nach dem Transfer von Embryonen mit vollgranuliertem oder
Vakuolen enthaltendem Ooplasma sind in der geringen Gesamtzahl begrindet. Fir die

statistische Analyse ist zu bedenken, dass auch in den erfolgreichen

Behandlungszyklen, in denen regulare mit irregularen Embryonen gemeinsam

transferiert wurden, allen Embryonen eine Schwangerschaft zugeordnet wurde.
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412

Abhangigkeit von der ovariellen Stimulation

Einfluss der Eizelldysmorphismen auf die Schwa ngerschaftsrate in

4.12.1 Gonadotropinmedikation

Der Einfluss extrazytoplasmatischer und zytoplasmatischer Eizellparameter auf die
Schwangerschaftsrate in Abhangigkeit von der Wahl des Gonadotropinpraparates ist in
den Tabellen 56 und 57 dargestellt. In diese Untersuchung wurden 5 Medikationen
aufgenommen. Fiur eine statistische Auswertung entfallen die Behandlungen mit
Urofollitropin plus Menotropin (n=12), die Therapie mit Follitropin alpha plus Lutropin
alpha (n=14) und je ein Behandlungszyklus mit Follitropin beta plus Menotropin oder mit

Lutropin alpha.

Tabelle 56: Einfluss extrazytoplasmatischer Eizell ~ dysmorphismen auf die Schwangerschafts-
raten in Abhangigkeit von der G onadotropinmedikation

Schwangerschaftsrate in % bezogen auf die
Anzahl transferierter Embryonen
[absolute Zahlen in Klammern]

Gonadotropin- Anzahl
medikation Embryonen 1. Polkérper Auffalligkeiten Symmetrie
n 1,2,3)° des PVS der Oozyte
(4,5)° (6,7)°
Menotropin 109 (1)° 384 [73] |(4)° 40,9 [88] [(6)° 37,5 [104]
(2° 46,7 [15] |(5)° 23,8 [21] | (7)° 40,0 [5]
3)° 28,6 [21]
p-Wert p= 0,529 p=0,113 p=0,625
Follitropin beta 104 (1> 295 [61] |(4)° 33,0 [94] |(6)° 313  [99]
(2° 444 [9] |(5° 200 [10] |(7)° 400  [5]
(3)° 324 [34]
p-Wert p=0,665 p=0,327 p=0,510
Follitropin 583 (1)° 37,4 [364] [(4)° 355 [449][(6)° 37,1 [534]
alpha (2° 295 [44] [(5)° 358 [134] |(7)° 204  [49]
(3)° 33,7 [175]
p-Wert p=0,481 p=0,523 p=0,013*
Urofollitropin 154 (1 33,7 [95] |[(4)° 285 [123] |(6)° 30,3 [145]
(2° 16,7 [12] |(5)° 355 [31] | (7)° 22,2 [9]
(3° 255 [47]
p-Wert p=0,353 p=0,289 p=0,463
Follitropin 196 (1)° 30,2 [139] [(4)° 252 [147] [(6)° 27,6 [181]
alpha + (2)° 238 [21] | (5)° 30,6 [49] |(7)° 13,3 [15]
Menotropin (3° 139 [36]
p-Wert p=0,135 p=0,284 p=0,186
(1)°normal rund (4)°keine (6 )°rund
(2)°flach (5)°vorhanden  (7) °oval,elongiert
(3)°fragmentiert

Fur die Morphologie des 1. Polkérpers lasst sich aus Tabelle 56 erkennen, dass die

Schwangerschaftsraten fur flache oder fragmentierte 1. Polkdrper deutlich niedriger sind
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im Vergleich zu normal rund geformten 1. Polkérper nach Applikation von Follitropin
alpha (29,5%; 33,7% vs. 37,4%), Urofollitropin (16,7%; 25,5% vs. 33,7%) oder der
Kombination von Follitropin alpha plus Menotropin (23,8%; 13,9% vs. 30,2%). Dieser
deutliche Abfall der Erfolgsraten in den untersuchten Gruppen ist jedoch nicht
signifikant. Die variierenden Raten fur normal runde, flache oder fragmentierte 1.
Polkorper nach Menotropin- und Follitropin beta-Medikation haben ihre Ursache in der
geringen Zahl transferierter Embryonen.

Auffalligkeiten in Struktur und GréRe des perivitellinen Spaltes zeigen in allen
untersuchten Gruppen keine signifikanten Unterschiede in den Schwangerschaftsraten.
Bei einer Menotropin- und Follitropin beta - Applikation ist eine verminderte Erfolgsrate
bei einem abnormal geformten PVS von 40,9% auf 23,8% und von 33,0% auf 20,0% zu
verzeichnen.

Embryonen aus oval oder elongiert geformten Oozyten wurden nur dann fir einen
Transfer ausgewahlt, wenn nicht ausreichend Oozyten zur Verflgung standen oder
keine Selektion regularer Vorkernstadien mdglich war. Der Transfer dieser Embryonen
fuhrte zu einer deutlichen Verminderung der Schwangerschaftsrate bei Follitropin alpha
(37,1% auf 20,4%), bei Urofollitropin (30,3% auf 22,2%) und nach Gabe von Follitropin
alpha in Kombination mit Menotropin (27,6% auf 13,3%). Follitropin alpha zeigt
aufgrund des grofdten Anteils transferierter Embryonen (n=583) einen signifikanten
Unterschied mit p=0,013.

In der Mehrzahl der Behandlungszyklen wurden Embryonen aus extrazytoplasmatisch
Jdeal“ geformten Oozyten lbertragen.

Tabelle 57 gibt eine Ubersicht tiber den Einfluss zytoplasmatischer Dysmorphismen auf
die Schwangerschaftsrate in  Abhangigkeit von den meist angewandten

Gonadotropinmedikationen.
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Tabelle 57: Einfluss der zytoplasmatischen Eizelld  ysmorphismen auf die
Schwangerschaftsrate in Abhéngi gkeit von der Gonadotropinmedikation

Schwangerschaftsrate in % bezogen auf
die Anzahl transferierter Embryonen
[absolute Zahlen in Klammern]
Gonadotropin- Anzahl Granulierungsgrad Vakuolen- Refraktile
medikation Embryonen des Zytoplasmas bildung Korper
(1,2,3)° (4,5)° (6,7,8)°
Menotropin 109 (2)° 31,7 [82] | (4 37,9 [103] | (6)° 37,5 [80]
)y 54,2 [24] |5 33,3 [6] | @ 29,2 [24]
(3)° 66,7 [3] (8)° 80,0 [5]
p-Wert p=0,078 p=0,595 p=0,102
Follitropin 104 (2)° 32,2 [90] | 4 32,0 [100] | (6)° 36,5 [85]
beta ) 27,3 [11] |5 25,0 [4] | @ 12,5 [16]
@) 33,3 [3] ® 0 [3]
p-Wert p=0,944 p=0,622 p=0,082
Follitropin 583 @y 34,2 [476] | 4° 36,6 [564] | (6)° 35,5 [391]
alpha ) 41,5 [82] [5° 36,8 [19] | (@) 34,7 [144]
(3)° 44,0 [25] (8)° 39,6 [48]
p-Wert p=0,305 p=0,545 p=0,827
Urofolli- 154 @y 29,4 [102] | (4° 28,1 [1486] | (6)° 28,7 [108]
tropin 2 28,2 [39] | 5)° 62,5 8] [() 28,9 [38]
(3)° 38,5 [13] (8)° 50,0 [8]
p-Wert p=0,771 p=0,052 p=0,442
Follitropin 196 @ 28,2 [156] | @)>° 25,7 [187] | (6)° 27,6 [76]
alpha + ) 22,2 [36] [(5° 44,4 9] [@r 25,4 [71]
Menotropin (3)° 0 [4] (8)° 26,5 [49]
p-Wert p=0,366 p=0,191 p=0,952
(1)°homogen (4)°keine (6)° keine
(2)°zentrales Areal (5)°v orhanden (7)° Kkleine
(3)°vollgranuliert (8)° groRRe

Wie aus Tabelle 57 hervorgeht, stammt der Uberwiegende Teil der transferierten
Embryonen aus Oozyten mit ,ideal* geformten zytoplasmatischen Parametern, wie
einem homogenen Zytoplasma ohne Vakuolenbildung und refraktilen Kérpern. In den
wenigen Fallen, in denen Embryonen aus zytoplasmatisch abnormen Oozyten
Ubertragen wurden, ist die Schwangerschaftsrate jedoch nicht signifikant niedriger, im
Einzelfall sogar hoher. Bei einer Menotropinapplikation zeigen die Embryonen aus
Oozyten mit einem zentral granulierten Areal oder einem vollstandig granulierten
Zytoplasma Schwangerschaftsraten von 54,2 % (n=24) und 66,7% (n=3) im Vergleich
zu 31,7% bei einem homogenen Ooplasma (n=82). Das Vorhandensein grol3er
refraktiler Korper fuhrt in einzelnen Fallen nach Menotropin- oder Urofollitropingabe zu
Erfolgsraten von 80,0% (n=5) und 50,0% (n=8) gegeniber 37,5% (n=80) und 28,7%
(n=108) ohne Angabe refraktiler Korper. In 75% aller Behandlungszyklen wurden zwei
Embryonen der Patientin zuriickgegeben (s. Tabelle 42). In 20,9% der
Behandlungszyklen konnte nur ein regularer Embryo zusammen mit einem irreguléren
Embryo transferiert werden. In diesen Fallen wurde die erfolgreiche Implantation, auch

bei einer Einlingsgraviditat, beiden Embryonen zugeschrieben. Sicherlich vermuten wir,
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dass der regulare Embryo die Schwangerschaft induziert hat, jedoch muss die
Wahrscheinlichkeit einer mdglichen Implantation fur beide gelten. Dies erklart im
Einzelfall auch die hohen Schwangerschaftsraten bei abnormen zytoplasmatischen
dass zytoplasmatische

Parametern. Die Ergebnisse aus Tabelle 57 zeigen,

Eizelldysmorphismen zu keinen signifikanten Unterschieden in den

Schwangerschaftsraten in Abhangigkeit von der Gonadotropinmedikation fuhren.

4.12.2 Stimulationsregime

Der Einfluss extrazytoplasmatischer und zytoplasmatischer Eizellparameter auf die
Schwangerschaftsrate in Abhangigkeit von der Wahl des Stimulationsschemas wird in
den Tabellen 58 und 59 dargestellt. Die 16 ausgewdahlten Therapieschemata wurden in
5 Gruppen nach der Gonadotropinmedikation zusammengefasst, um eine statistische
Berechnung durchfiihren zu kénnen. Dennoch war die Angabe eines p-Wertes aufgrund
geringer Haufigkeiten (n< 5) nicht in jeder Gruppe madglich.

Tabelle 58: Einfluss extrazytoplasmatischer Eizelldysmorphism en auf die
Schwangerschaftsrate in Abhdng igkeit vom Stimulationsschema

Schwangerschaftsrate in % bezogen auf die Anzahl
transferierter Embryonen
[absolute Zahlen in Klammern]
Stimulationsschema Anzahl 1. Polkorper Auffalligkeiten Symmetrie
(Gonadotropin+ Embryonen (1,2,3)° des PVS der Oozyte
GnRH-Analogon) n (4,5)° (6,7)°
Menotropin 88 @ 38,7 [62] |@)r 41,9 [74] | @) 39,1 [87]
(+1; +2; +5) (° 46,7 [15] | 28,6 [14] |2° 100,0 [1]
3° 364 [11]
p-Wert p:01827 p:0'392 Nicht bestimmbar
Follitropin beta 96 @° 31,6 [57] |@)y 32,6 [89] |@@° 31,5 [92]
(+1; +2; +4) ° 37,5 8] | @ 28,6 [7] |@° 50,0 4]
(3 32,3 [31]
p-Wert p=0,945 p=1,0 Nicht bestimmbar
Follitropin alpha 581 @° 37,4 [364]]|@)r 35,7 [448] |1 37,1 [533]
(+1; +2; +3; (° 295 [44]|@r 36,1 [133] |(2° 20,8 [48]
+4; +5) (3 34,1 [173]
p-Wert p=0,509 p=1,0 p=0,027*
Urofollitropin 142 @° 33,3 [87] |@r 28,3  [113] | (@) 29,3 [133]
(+1; +2; +4) ° 16,7 [12] |y 31,0 [29] |(@° 22,2 [9]
(3° 23,3 [43]
p-Wert p=0,305 p=0,820 p=1,0
Follitropin alpha + 174 @° 30,4 [125] |@) 25,2  [127] | @) 27,0 [159]
Menotropin ° 12,5 [16] | ()" 27,7 [47] |(2° 13,3 [15]
(+3; +5) 3° 152 [33]
p-Wert p=0,090 p=0,846 p=0,360
Nicht bestimmbar = (n<5) (1)°normal rund (4)°keine (6)Tund
(2)°flach (5)%orhanden (7)%oval,elongiert
(3)°fragmentiert

GnRH-Analoga: 1= Triptorelinacetat; 2= Leuprorelinacetat; 3= Leuprorelinacetat — Depot;

4= Nafarelinacetat; 5= Cetrorelixacetat
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Wie aus Tabelle 58 hervorgeht, stammt der Uberwiegende Teil der transferierten
Embryonen aus Oozyten mit normal geformten extrazytoplasmatischen Merkmalen.
Deutlich geringer ist die Embryonenzahl aus Oozyten mit morphologischen
Auffalligkeiten. Die untersuchten Stimulationsgruppen (Follitropin alpha, Urofollitropin,
Follitropin alpha plus Menotropin), in denen die Zahl der transferierten Embryonen
groRBer als 100 war, zeigten verminderte Schwangerschaftsraten bei flachen (29,5%;
16,7%; 12,5%) und fragmentierten 1.Polkdrpern (34,1%; 23,3%; 15,2%) im Vergleich zu
normal rund geformten Polkdrpern (37,4%; 33,3%; 30,4%). Eine messbare Tendenz trat
bei der Kombination Follitropin alpha plus Menotropin auf (p=0.090). Auffélligkeiten in
GrofRe und Struktur des perivitellinen Spaltes zeigten in allen untersuchten Gruppen
keine signifikante Abnahme der Schwangerschaftsrate.

Bei Follitropin alpha, Urofollitropin und der Kombination von Follitropin alpha plus
Menotropin nimmt die Erfolgsrate nach dem Transfer von Embryonen aus oval,
elliptisch geformten Oozyten deutlich ab und zeigt eine Signifikanz bei Follitropin alpha
gegentuber morphologisch unauffalligen Oozyten (37,1% vs. 20,8%; p=0,027). Im Falle
von Menotropin und Follitropin beta liegen die Haufigkeiten transferierter Embryonen
aus oval geformten Oozyten unter 5, so dass eine statistische Berechnung aufgrund der

kleinen Zahlenwerte nicht durchfihrbar war.
Tabelle 59 stellt den Einfluss zytoplasmatischer Dysmorphismen auf die Erfolgsrate in

Abh&ngigkeit vom Stimulationsschema dar. Die Angabe eines p-Wertes war aufgrund

geringer Haufigkeiten nicht in jeder Gruppe maoglich.
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Tabelle 59: Einfluss zytoplasmatischer Eizelldysmorphismen auf
in Abhéngigkeit vom Stimulations

schema

die Schwangerschaftsrate

Schwangerschaftsrate in % bezogen auf die Anzahl
transferierter Embryonen [absolute Zahlen in Klammern]
Stimulationsschema Anzahl Granulierungsgrad Vakuolen- Refraktile
(Gonadotropin+ Embryonen | des Zytoplasmas bildung Korper
GnRH-Analogon) n (1,2,3)° (4,5)° (6,7,8)°
Menotropin 88 (x° 319 [72] | @) 40,2 [82] | (@) 39,7 [63]
(+1; +2; +5) (° 76,9 [13] | (2 33,3 [6] | @ 31,8 [22]
(3° 66,7 [3] (3)° 100,0 [3]
p-Wert Nicht bestimmbar Nicht bestimmbar Nicht bestimmbar
Follitropin beta 96 (x° 33,7 [83] | 32,6 [92] | ()° 35,8 [81]
(+1; +2; +4) (° 20,0 [10] | () 25,0 [4]1 | @ 15,4 [13]
®° 333 (3] @ 0 (2]
p-Wert Nicht bestimmbar Nicht bestimmbar Nicht bestimmbar
Follitropin alpha 581 ¥ 34,3 [475] |@)r 35,8 [562] | @) 35,7 [389]
(+1; +2; +3;+4; +5) (° 42,0 [81] | 36,8 [19] | 34,7 [144]
3)° 44,0 [25] 3)° 39,6 [48]
p-Wert p=0,282 p=0,923 p=0,830
Urofollitropin 142 @° 28,6 [91] (@) 26,7 [135] | @) 28,3 [99]
(+1; +2; +4) 2° 26,3 [38] | 71,4 [7 | @e 27,0 [37]
(3° 385 [13] (3 50,0 [6]
p-Wert p:0'702 Nicht bestimmbar Nicht bestimmbar
Follitropin alpha + 174 @e° 27,2 [136] |@) 24,8  [165] | (@) 28,6 [63]
Menotropin ° 229 [35] | 44,4 9] | @¢ 21,9 [64]
(+3; +5) (3)° 0 [3] (3)° 27,7 [47]
p-Wert Nicht bestimmbar p:0,240 p:0,653
Nicht bestimmbar = (n<5) (1)°homogen (4)°keine (6)° keine
(2)°zentrales Areal (5)°vorhanden (7)° kleine
(3)°vollgranuliert (8)° groRe.

GnRH-Analoga: 1= Triptorelinacetat; 2= Leuprorelinacetat; 3= Leuprorelinacetat — Depot;

4= Nafarelinacetat;

Werden die Haufigkeiten

zytoplasmatischer

5= Cetrorelixacetat

Dysmorphismen hinsichtlich

ihrer

Schwangerschaftsrate untersucht, so fallt auf, dass die Anzahl an Embryonen teilweise
< 6 war und somit keine genaue Berechnung der Wahrscheinlichkeit (p-Wert) in einigen
Gruppen mdoglich war. Die Mehrzahl der Embryonen entstammten Eizellen mit

unaufféalligen zytoplasmatischen Parametern. In den wenigen untersuchten
Therapieschemata, in denen die Angabe eines p-Wertes moglich war, wurden
hinsichtlich des Granulierungsgrades der Oozyten, der Vakuolenbildung und des
Vorhandenseins refraktiler Korper keine signifikanten Differenzen gefunden. In 421
Behandlungszyklen wurden zwei Embryonen der Patientin zuriickgegeben (s. Tabelle
42). In 412 % in 20,9 %

Behandlungszyklen konnte nur ein regularer Embryo kombiniert mit einem irreguléaren

der Zyklen wurden 2 regulare Embryonen, der

Embryo transferiert werden. In diesen Féllen wurde fir beide Embryonen die gleiche
Wabhrscheinlichkeit einer Schwangerschaft angenommen, obwohl auch bei einer
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Einlingsgraviditdt vermutet werden kann, dass in diesen Fallen der sich regular

entwickelte Embryo vorrangig implantiert hat.

4.13 Einflussfaktoren auf die Abort- und Geburte
4.13.1 Alter

Tabelle 60 zeigt den Einfluss des Alters auf die Abort- und Geburtenrate in unserer

nrate

Patientenklientel. In 8 Behandlungszyklen wurden keine Angaben zum
Schwangerschaftsabort dokumentiert.
Tabelle 60: Einfluss des Alters auf die Abort- und Geburtenrate
Altersverteilung
<25 Jahre |25-29Jahre |30-34 Jahre |35-39 Jahre |>39 Jahre Zyklen
n=18 n=114 n=251 n=159 n=22 gesamt
Geburtenrate in % 27,8 29,8 26,7 233 4,5 n=564 25,5
p- Wert p=0,144
Abortrate in % 17,6 | 53 | 44 | 103 | 91 n=556 6,8
p- Wert p= 0,062

Wie daraus hervorgeht, sinkt ab dem 35. Lebensjahr die Geburtenrate deutlich ab
(26,7% auf 23,3% - 4,5%) und die Abortrate nimmt tendenziell zu (4,4% auf 10,3%). Die
Differenzen sind jedoch nicht signifikant (p=0,144; p=0,062). Aufgrund der kleinen
Fallzahlen in der Abortrate bei Patientinnen < 25 Jahre und > 39 Jahre wurden diese
jeweils der benachbarten Altersgruppe zugeordnet. So betrug die Abortrate fir Frauen
bis 29 Jahre 6,9%, fur Frauen zwischen 30 und 34 Jahren 4,4% und Frauen > 35 Jahre
10,2%. Der p-Wert von 0,062 zeigt eine ausgepragte Tendenz der Abortrate zum Alter

der Patientinnen auf.

4.13.2 Body-Mass-Index
Die Bedeutung des BMI fir die Zahl der Geburten und Aborte pro Therapiezyklus

spiegelt Tabelle 61 wider.

Tabelle 61: Einfluss des BMI auf die Abort- und  Geburtenrate pro Therapiezyklus

Verteilung des BMI
<18,5 kg/m? 18,5-24,9 kg/m? | 25,0 -29.9 kg/m? | Zyklen gesamt
n=27 n=412 n=125
Geburtenrate in % 29,6 25,7 24,0 n=564 25,5
p-Wert p= 0,818
Abortrate in % 0 | 7.1 74 n=556 6,8
p-Wert p= 0,364

Daraus geht hervor, dass der BMI keinen signifikanten Einfluss auf die Geburten- und
Abortrate ausubt (p=0,818; p=0,364).
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4.13.3 Vorbehandlung

Inwieweit die Zahl durchgefiihrter Therapieversuche die Geburtenrate beeinflussen,

verdeutlicht Tabelle 62.

Vorbehandlungen dokumentiert.

Tabelle 62: Einfluss vorangegangener Therapieversuc

In 23 Zyklen wurden keine Angaben zur Anzahl an

he auf die Abort- und Geburtenrate pro

Therapiezyklus
Anzahl an Vorversuchen
Vorzyklen: 0 | Vorzyklen: 1 | Vorzyklen: 2 | Vorzyklen: 3 Zyklen
n=267 n=160 n=86 n=28 gesamt
Geburtenrate in % 29,2 27,5 17,4 10,7 n=541 25,9
p-Wert p= 0,040*
Abortrate in % 8,0 | 6,3 | 4,7 | 10,7 n=535 7,1
p-Wert p= 0,617

Aus Tabelle 62 geht hervor, dass die Zahl vorangegangener Therapieversuche die
(p=0,040). Die
Behandlungszyklen ohne eine Vorbehandlung bei 29,2%

Behandlungszyklen mit einem Vorversuch. Dagegen tritt nach 2 Vorversuchen eine

Geburtenrate  liegt in

27,5% in

Geburtenrate  signifikant beeinflusst

und bei

deutliche Verminderung der Geburtenrate auf 17,4% ein, die sich nochmals nach 3
Vorbehandlungen auf 10,7% absenkt. Die Differenzen in der Abortrate zeigen in
Abhéangigkeit von der Zahl vorangegangener Behandlungszyklen keine Signifikanz
(p=0,617).

4.13.4 Ovarielle Stimulation
4.13.4.1 GnRH-Protokoll
In Tabelle 63 ist der Einfluss der GnRH-Protokollform auf die Abort- und Geburtenrate

dargestellt. In die statistische Auswertung wurden die Behandlungszyklen im langen

Agonistenprotokoll sowie die Behandlungszyklen mit Cetrorelixacetat einbezogen.

Tabelle 63: Einfluss der GnRH-Protokollart auf d  ie Abort- und Geburtenrate pro Zyklus

GnRH-Protokollart
Agonist (langes Protokoll) Antagonist Zyklen
n= 400 n= 154 gesamt
Geburtenrate in % 27,0 22,1 n=554 25,6
p-Wert p=0,227
Abortrate in % 6,3 8,6 n=546 7,0
p-Wert p= 0,351
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Wie aus Tabelle 63 ersichtlich, wurden zwar keine signifikanten Differenzen in der
Geburten — und Abortrate festgestellt, jedoch wirkt sich das Agonistenprotokoll offenbar
gunstiger auf die Geburtenrate und auf eine verminderte Abortrate aus (27,0% vs.
22,1%; 6,3% vs. 8,6%).

4.13.4.2 GnRH-Agonistenpraparate

Tabelle 64 zeigt den Einfluss 4 verschiedener GnRH-Agonistenpraparate auf die Abort-
und Geburtenrate.

Tabelle 64: Einfluss verschiedener GnRH - Agonist  en auf die Abort- und Geburtenrate pro

Zyklus
GnRH- Agonistenpraparate
Triptorelin- Leuprorelin- | Leuprorelin- Nafarelin- Zyklen
acetat acetat acetat Depot acetat gesamt
n=101 n=101 n=94 n=111
Geburtenrate in % 29,7 27,7 28,7 22,5 n=407 27,0
p-Wert p= 0,643
Abortrate in % 5,0 | 10 | 9,7 | 9,1 n=402 6,2
p-Wert p=0,041*

Aus Tabelle 64 ist ersichtlich, dass die Wahl des GnRH-Agonisten keine Auswirkung
auf die Geburtenrate hat, jedoch liegt der prozentuale Wert nach Nafarelinacetatgabe
mit 22,5% deutlich unter den Vergleichsgruppen (29,7%; 27,7%; 28,7%). Auffallend
hohe Abortraten finden sich bei den Medikationen Leuprorelinacetat-Depot und
Nafarelinacetat (9,7%; 9,1%) im Vergleich zu Triptorelinacetat und Leuprorelinacetat
(5,0%, 1,0%). Diese Differenzen zeigen eine Signifikanz von p=0,041. Der
Altersdurchschnitt der Patientinnen nach Leuprorelinacetat-Depot-Gabe lag bei 33,3
Jahre, nach Leuprorelinacetatapplikation bei 31,4 Jahre. In diesen Gruppierungen
korreliert das Alter mit der Abortrate. Im Vergleich dazu lag der Altersdurchschnitt bei

Nafarelinacetat bei 32,0 Jahre und 32,1 Jahre nach Triptorelinacetatapplikation.

4.13.4.3 Gonadotropinmedikation

Der Einfluss der Wahl des Stimulationspraparates auf den Therapieerfolg einer
Kinderwunschbehandlung ist in Tabelle 65 anhand der Abort- und Geburtenrate
dargestellt. Nicht bertcksichtigt wurden die Kombinationen von Follitropin beta plus
Menotropin und Follitropin beta plus Lutropin alpha mit je 1 Behandlungszyklus.

Eine statistische Berechnung war nur bei den meist angewandten
Hormonpraparaten/Hormonkombinationen aufgrund der ausreichenden Fallzahlen

moglich.
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Tabelle 65: Einfluss der Gonadotropinmedikation auf die Abort- und Geburtenrate pro Zyklus

Gonadotropin- Gesamt- | Geburtenrate | p-Wert | Abortrate p-Wert
medikation zyklenzahl n in % in %
Menotropin 48 29,2 A 6,4 \
Follitropin beta 53 22,6 11,3
Follitropin alpha 276 29,7 >p: 0,236 6,3
Urofollitropin 64 21,9 9,5 p= 0,597
Follitropin alpha 95 18,9 54
+ Menotropin - )
Urofollitropin + 12 8,3
Menotropin
Follitropin alpha 14 14,3
+ Lutropin alpha
Gesamt 562

Aus Tabelle 65 geht hervor, dass die Applikation der meist angewandten
Gonadotropinpraparate die Geburtenrate wie auch die Abortrate nicht signifikant
beeinflusst (p=0,236; p=0,597). Jedoch ist der Anteil an der Baby-take-home-Rate
deutlich zu Gunsten der Applikation von Follitropin alpha (29,7%; als rekombinates
FSH-Monopréparat) und zu Gunsten von Menotropin (29,2%; mit urinarem Ursprung)
verschoben. Neben auffallend verminderten Geburtenraten von 22,6% und 21,9%
weisen Follitropin beta und Urofollitopin hohe Abortraten von 11,3% und 9,5%

gegenuber den Vergleichsgruppen auf.

4.13.4.4 Stimulationsschema

In Tabelle 66 sind die Ergebnisse zur Wahl des Stimulationsschemas auf den
Therapieerfoly anhand der Abort- und Geburtenrate dargestellt. Sechzehn
verschiedene Therapiemoglichkeiten wurden in die statistische Auswertung
einbezogen; keine Berechnung erfolgte bei Therapiekombinationen mit weniger als 8
Behandlungszyklen. Die Angabe eines p-Wertes konnte nur in zwei Untergruppen mit

ausreichenden Fallzahlen erfolgen.
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Tabelle 66: Einfluss der Wahl des Stimulationsschem atas auf die Abort- und Geburtenrate

pro Zyklus
Stimulationsschema Gesamt- |Geburten- | p-Wert Abort- p-Wert
(Gonadotropin+ zyklen- rate in % rate
GnRH-Analogon) zahl n in %
Menotropin
8
+2 20 35,0 0,0
10
Follitropin beta
+2 9 111 0,0
+4 28 21,4 14,3
Follitropin alpha
+2 46 28,3 p= 0,268 4,3 p=0,542
+3 25 48,0 12,0
+4 53 28,3 S,7
109
Urofollitropin
+2 16 37,5 0,0
+4 10 10,0 20,0
Follitropin alpha +
Menotropin
+3 57 211 p=0,563 8,8 p=0,659
28
GnRH-Analoga: Triptorelinacetat ; 2= Leuprorelinacetat ; 3= Leuprorelinacetat — Depot;
4= Nafarelinacetat; Cetrorelixacetat

Wie aus Tabelle 66 hervorgeht, lassen sich Praferenzen fir bestimmte
Therapiekombinationen mit Einfluss auf die Geburtenrate feststellen. Wie die
vorliegenden Ergebnisse schon zeigten, hat die Applikation des GnRH-Agonisten
Triptorelinacetat eine negative Wirkung auf die Eizellqualitdt und die Befruchtungsrate,
jedoch fuhren diese ,Selektionsmechanismen® offenbar zu keiner deutlichen
Einschrankung in der Geburtenrate und zu einer niedrigen Abortrate in Verbindung mit
einer Menotropin- (50,0%; 0,0%; n=8), Follitropin beta - (33,3%; 8,3%; n=12) und
Follitropin alpha-Applikation (33,3%; 4,8%; n=42). Die Gesamtzyklenzahl in den beiden
ersten Gruppierungen ist allerdings sehr klein. Die ,Downregulation” mit einer taglichen
Gabe von Leuprorelinacetat in Kombination mit Menotropin, Follitropin alpha und
Urofollitropin fuhrt zu erhdhten Geburtenraten (35,5%; 28,3%; 37,5%; Ausnahme
Follitropin  beta) und zu verminderten Abortraten zwischen 0,0 - 4,3%.
Zusammenfassend betrachtet sind die Geburtenraten mit einem Antagonisten deutlich
niedriger verglichen mit Therapien im Agonistenprotokoll (10,0% bis 25,7% vs. 10,0%
bis 50%). Die Abortraten im Antagonistenprotokoll variieren auffallend zwischen 3,6 % -
20 %.
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Die ermittelten p-Werte fur die Geburten- und Abortraten in Abhangigkeit vom
Stimulationsregime mit einer alleinigen Gabe von Follitropin alpha (p=0,268; p=0,542)
und dessen Kombination mit Menotropin (p=0,563; p=0,659) zeigen keine signifikante

Differenzen.

4.14 Einfluss der Zahl implantierter Embryonen a  uf die Zahl geborener Kinder

Tabelle 67 gibt einen Uberblick tber die Zahl der Geburten bezogen auf die
Gesamtzahl durchgefiuhrter Behandlungszyklen in Abh&ngigkeit von der Anzahl

transferierter Embryonen pro Zyklus.

Tabelle 67: Geburtenanzahl in Abhangigkeit von den durchgefiihrten Behandlungszyklen

Anzahl Keine Geburten Gesamt n
Embryonen Geburten
0 Einling Gemini Triplets
0 2 (100,0%) 0 0 0 2
1 27 (87,1%) |4 (12,9%) 0 0 31
2 307 (72,9%) |87 (20,7%) |27 (6,4%) 0 421
3 84 (76,4%) |23 (20,9%) |2 (1,8%)| 1 (0,9%) 110
Zyklen n 420 (74,5%) | 114 (20,2%) | 29 (5,1%) 1 (0,2%) 564

Wie aus Tabelle 67 ersichtlich, setzt sich die Geburtenrate in unserer Patientenklientel
aus dem Anteil an Einlingsgeburten von 20,2 %, einem Anteil an Zwillingsgeburten von
5,1 % und einer Drillingsgeburt (0,2%) bezogen auf die Anzahl durchgeflhrter
Behandlungszyklen zusammen wund betrdgt insgesamt 25,5%. Der Grofiteil
durchgefiihrter Behandlungszyklen (74,5%) blieb leider erfolglos. Interessanterweise
zeigt sich kein Unterschied in der Rate an Einlingsgeburten nach einem Transfer von 2
oder 3 Embryonen. Auffallend niedrig ist die Geminirate von 1,8% nach dem Transfer
von 3 Embryonen gegenuber 6,4% nach Ruckgabe von 2 Embryonen. Diese
Beobachtung wird mdglicherweise durch das éltere Patientengut in dieser Gruppe und
der hoheren Anzahl an Vorversuchen begrindet. Der Altersdurchschnitt der
Patientinnen nach Ruluckgabe von einem Embryo lag bei 34,9 Jahre, bei zwei
Embryonen bei 32,13 Jahre und bei 3 Embryonen bei 33,35 Jahre. Die
durchschnittliche Zahl an Vorzyklen lag bei 0,83 Zyklen nach Transfer eines Embryos,

bei 2 Embryonen bei 0,6 und nach Transfer von 3 Embryonen bei 1,52 Vorzyklen.

Tabelle 68 zeigt die Mehrlingsrate bezogen auf die Gesamtzahl an Geburten.
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Tabelle 68: Mehrlingsrate in Abhéngigkeit vo

n der Anzahl der Geburten

Geburten Geburtenrate Mehrlingsrate
n in % in %
Geburten gesamt 144 100,0
Einlinge 114 79,2
Zwillinge 29 20,1 20,8 %
Drillinge 1 0,7

Daraus geht hervor, dass die Zahl der geborenen Kinder in 79,2% der Geburten

Einlinge waren, in 20,1% Zwillingsgeburten und nur einmal wurden Drillinge geboren
(0,7%). Die Mehrlingsrate betrug 20,8%. In Tabelle 69 sind die Anzahl und die ,Qualitat”
(reqgular/irregular) der transferierten Embryonen im Hinblick auf die Geburtenrate

aufgefinhrt.
Tabelle 69: Einfluss der Embryonenqualitat auf die Geburt
Anzahl Embryonen Geburten
0 Einling Gemini
Gesamt
1 Embryo regular 15 4 0 0 19
(78,9%) (21,1%)
1 Embryo irregular 12 0 0 0 12
(100,0%)
2 Embryonen regular 150 62 23 0 235
(63,8%) (26,4%) (9,8%)
2 Embryonen irregulér 64 3 1 0 68
(94,1%) (4,4%) (1,5%)
1 Embryo regular/ 93 22 3 0 118
1 Embryo irregular (78,8%) (18,6%) (2,5%)
3 Embryonen regular 25 9 1 1 36
(69,4%) (25,0%) (2,8%) (2,8%)
3 Embryonen irreguléar 8 0 0 0 8
(100,0%)
1 Embryo regular/ 16 4 0 0 20
2 Embryonen irregular (80,0) (20,0%)
2 Embryonen regular/ 35 10 1 0 46
1 Embryo irregular (76,1%) (21,7%) (2,2%)
Gesamt 418 114 29 1 562

Aus Tabelle 69 geht hervor, dass nach dem Transfer nur eines Embryos ausschlief3lich

regulare Embryonen das Potential zur Entstehung einer Schwangerschaft und Geburt

eines Kindes besitzen (21,1%). Im Falle der Ubertragung eines irregularen Embryos

blieb die Behandlung erfolglos.

Wurden zwei reguldre Embryonen der Patientin zurtickgegeben, kam es in 26,4% zu

Einlingsgeburten und in 9,8% zu Zwillingsgeburten. Wurden ein reguléarer und ein
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abnormaler Embryo zusammen transferiert, konnten in 18,6 % Einlinge und 2,3 %
Geminigeburten induziert werden. Nach dem Transfer von zwei abnormalen Embryonen
sank die Geburtenrate auf 5,9 %. In den Behandlungszyklen, in denen die Patientinnen
3 regulare Embryonen erhielten, stieg die Geburtenrate auf 30,6% an und verteilte sich
auf 25,0% Einlings-, eine Zwillings-, und eine Drillingsgeburt. Im Falle eines Transfers
mit zwei oder einem regularen Embryo zusammen mit irregularen Embryonen war der
Anteil an Einlingsgeburten 21,7% vs. 20,0% vergleichbar, die Geminirate lag bei 2,2%
nach einer Rickgabe von zwei regularen Embryonen kombiniert mit einem abnormalen.
Alle Transferzyklen mit eingeschrankter Embryonenqualitat zeigten deutlich geringe
Erfolgschancen (0% bis 5,9%).

4.15 Zusammenfassung zum Einfluss wesentlicher Par ameter dieser Studie

Die Tabelle 70 zeigt die wesentlichen Parameter dieser Studie im Uberblick.

Tabelle 70: Wesentliche Parameter dieser Studie

Patientinnen 528 Altersdurchschnitt 32,5 Jahre
BMI (0O) 22,7 kg/m?
Anzahl Vorversuche ( 0) 0,8
Behandlungszyklen 564 Oozyten (gesamt) 5676
Metaphase II-Oozyten 4778
Fertilisationsrate ( O) 70,0 %
Anzahl Transfers 562 Embryonen (transferiert) 1203
Embryonen pro Transfer ( O) 2,14
Schwangerschaften 181 Schwangerschaftsrate pro 32,2%
Transfer (0)
Geburten 144 Geburtenrate 25,5%
Anzahl Kinder 175 Einlingsgeburten 114
Zwillingsgeburten 29
Drillingsgeburten 1
Mehrlingsrate 20,8 %
Anzahl Aborte 39 Abortrate gesamt 21,6%
(inklusive der Zyklen mit
Spontanaborten von Gemini
zu Einlingsgraviditaten)
<12.SSW 32 Abortrate 17, 7%
>12.SSW 7 Abortrate 3,9%
EUG 5 Anteil Extrauteringraviditaten 2,8%
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5 Diskussion

In diese prospektive Studie wurden 564 ICSI-Behandlungszyklen aufgenommen.
Insgesamt  konnten 5676  Kumulus-Oozyte-Komplexe  durch  transvaginale
Follikelpunktion aspiriert werden, deren Reifegrade sich wie folgt verteilten: 84,1 % der
Oozyten befanden sich im Stadium der Metaphase I, 6,1 % im Stadium der Metaphase
I, 6,8 % im Stadium des Germialvesikels und 3,0 % waren degenerierte Eizellformen.
Grundlage zur morphologischen Charakterisierung bildeten 4778 Metaphase II-
Oozyten, deren morphologisches Bild in Abhangigkeit von der Art der ovariellen
Stimulation untersucht wurde. FUr eine Kklinisch relevante Aussage wurden die
Fertilisationsraten, die Schwangerschaftsraten sowie die Geburten- und Abortraten

unseres Patientenkollektivs ermittelt.

5.1 Mogliche pradiktive Einflussfaktoren auf den Ma turations- und

Entwicklungsprozess humaner Oozyten — lhre Auswirku ngen auf den Verlauf

einer Kinderwunschtherapie

Als Faktoren, welche die Therapie der ungewollten Kinderlosigkeit beeinflussen
kbnnten, wurde das maternale Alter, der Body-Mass-Index und die Zahl an
Vorbehandlungen auf die Qualitat und die Anzahl gewonnener Oozyten ausgewabhilt.
Das Entwicklungsstadium der Embryonen zum Zeitpunkt des Embryonentransfers wird
in Abhangigkeit von der ovariellen Stimulation spater diskutiert.

5.1.1 Alter.

Das maternale Alter spielt nicht nur in der Reproduktionsmedizin eine entscheidende
Rolle, um den Kinderwunsch realisieren zu kdnnen. Das Alter der Erstgebarenden steigt
seit Jahren kontinuierlich und liegt heute bei durchschnittlich 29,3 Jahren. Der
Prozentsatz der Uber 35-Jahrigen Primiparae hat im Zeitraum von 1985-1998 von 3,5%
auf 12% zugenommen. Alle 3 Jahre steigt das Alter der Erstgebarenden um ein Jahr an
[90]. Weiterhin steigt das mittlere Alter der Frauen, die eine Kinderwunschbehandlung
durchfiihren lassen, stetig an. Im Jahre 2005 lag es bei 34,4 Jahren [91].

Ab dem 35. Lebensjahr der Frau kann es zu einem deutlichen Absinken der ovariellen
Antwort auf die Zyklusstimulation, verbunden mit einem Rickgang der
durchschnittlichen Zahl punktierter Oozyten, kommen. Diese Tendenzen sehen wir in
unserer Patientenklientel deutlich, denn den grof3ten Anteil an Behandlungszyklen
bildeten die 30 — 39 -Jahrigen Patientinnen (n=410).
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Das Alter dieser Patientinnen wies ab dem 3. Lebensjahrzehnt eine signifikante
Abnahme der Zahl gewonnener Kumulus-Oozyte-Komplexe (COC) auf. Liegt der
Durchschnittswert punktierter COC bei 30 — 34 -Jahrigen Patientinnen noch bei 10,2, so
vermindert sich die Zahl signifikant auf 7,6 COC bei Frauen > 39 Jahre (p<0,001).
Ubereinstimmend mit den vorliegenden Ergebnissen zeigten Ravhon und Mitarbeiter
[97] in einer retrospektiven Studie mit 1388 Patienten einen signifikanten Abfall in der
Zahl punktierter COC mit dem Alter der Frauen (< 34 Jahre: 12,0 COC vs. 8,7 COC bei
39 - 41 Jahren). Lim und Tsakok [128] fanden ebenfalls eine signifikant geringere
Anzahl an Eizellkumuluskomplexen mit ansteigendem Alter (< 39 Jahre: 16,6 COC vs. >
40 Jahre: 8,2 COC). Die Ursache dafir ist die in Abhangigkeit vom Alter abnehmende
Zahl ovulierender Follikel im Ovar [8] und die dadurch bedingte geringe
Reaktionsbereitschaft des Ovars auf eine Gonadotropinapplikation. Messbar ist die
noch vorhandene ovarielle Antwort anhand des basalen FSH - Spiegels, der sich ab
dem 35. Lebensjahr deutlich erhoht [19, 92] oder der Messung von Inhibin B im Serum
[163]. Erhohte Serumspiegel von FSH (> 10-15 U/l) belegen eine vorzeitige
Erschépfung der Ovarien mit einer ungunstigen Fertilitatsprognose. Durch eine
zusatzliche Bestimmung des FSH/LH-Quotienten kann die ovarielle Reserve naher
eingeschatzt werden. Ist dieser >3,6 sollte von einer reduzierten Follikelbildung
ausgegangen werden. Inhibin B wird in prdantralen und antralen Follikeln gebildet. Mit
zunehmender FollikelgréRe ( 4 —13 mm) erhéht sich die Konzentration von Inhibin B in
der Follikelflussigkeit. Inhibin B beeinflusst indirekt Gber einen Feedback-Mechanismus
die Sekretion von FSH aus der Hypophyse. Ein weiterer neuer endokriner Marker ist
das Anti-Muller-Hormon (AMH). Dieser Marker korreliert mit dem Alter der Patientinnen
und der Bestimmung der Zahl antraler Follikel (AFC) im Ovar [164]. Neben
endokrinologischen Parametern zahlt auch die sonografische Bestimmung der antralen
Follikelzahl (,antral follicle count®, AFC) zum Spektrum von Untersuchungen zur
Einschatzung der ovariellen Reserve. Haadsma et al. [163] beschrieben eine
signifikante Reduktion der Zahl antraler Follikel zwischen 2 — 10 mm mit zunehmenden
Alter. Weiterhin korreliert die Messung kleiner antraler Follikel mit der Bestimmung und
Interpretation oben genannter endokrinologischer Parameter. So reprasentiert die
Erfassung des AFC von 2-6 mm quantitativ die funktionale Reaktionsbereitschaft des
Ovars [163].

Interessanterweise fanden sich keine deutlichen Unterschiede im Anteil an reifen

befruchtungsfahigen Oozyten (Metaphase Il) in Abh&ngigkeit vom Alter der Patientinnen
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(82,5 % - 84,9 %). Weiterhin untersuchten wir altersabhéngig die Zahl morphologischer
Abnormitaten in den Metaphase |lI-Oozyten und fanden eine Gleichverteilung in der
Auspréagung dieser Defekte in allen Altersgruppen. Auffallig niedrig ist der Anteil an
Oozyten ohne morphologische Anomalien von durchschnittlich nur 23,0%. Bei der
Mehrzahl der Oozyten (ca. 34%) wurde ein abnormales Merkmal dokumentiert. Xia [47]
konnte in seiner Arbeit zeigen, dass der Anteil an Oozyten mit einem fragmentierten 1.
Polkdrper und einem grol3en perivitellinen Spalt in der Gruppe der Uber 35-Jahrigen
signifikant hoher im Vergleich zu Patientinnen unter 35 Jahren war (44,7% vs. 30,0%).
In der Literatur werden haufig Aussagen zur Korrelation zwischen dem Alter der
Patientinnen und der Fertilisationsrate sowie der Schwangerschaftsrate angegeben.
Hinsichtlich der Anzahl altersabhangiger morphologischer Defekte gibt es jedoch keine
vergleichbaren Ergebnisse.

Die regulare Befruchtungsrate in unseren Altersgruppierungen variierte zwischen 68,6%
- 74,5% und wies keine deutlichen Differenzen auf. Diese Ergebnisse gehen konform
mit den Arbeiten von Lim und Tsakok [128] und Abdelmassih et al. [129]. Das Alter der
Patientinnen hat jedoch klare Auswirkungen auf die Schwangerschaftsrate. So zeigte
sich in dieser Studie ein signifikanter Abfall der Erfolgsrate zwischen Patientinnen < 25
Jahre und > 39 Jahre (50,0% auf 13,6%; p=0,018). Untersuchungen von [128] und [129]
fanden ebenfalls altersabhangige  signifikante  Verminderungen in  den
Schwangerschaftsraten (43,2% auf 14,3% bei Patientinnen < 34 Jahre und = 40 Jahre
[128]; 41,4% auf 16,6% bei Patientinnen < 30 Jahre und zwischen 36 — 40 Jahre [129]).
Weiterhin berichtete auch das Deutsche IVF-Register 2005 [91] Uber eine deutliche
Abnahme der klinischen Schwangerschaftsrate bei Frauen mit 40 Jahren und alter
(14,97%) gegenuber jungeren Patientinnen (25,54 % - 33,73 %). Diese deutlich
abfallende Tendenz in der Schwangerschaftsrate bei Frauen tber 39 Jahren setzt sich
in der Geburtenrate fort. So wies unsere Patientenklientel eine Geburtenrate von nur
45 % in dieser Altersgruppe auf. Szamatowicz et al. [154] zeigten in ihrer
retrospektiven Kohortenstudie deutlich die altersabhangige Verminderung der
Implantations-, Schwangerschafts- und Abortraten bei 2511 Patientenpaaren nach IVF
auf.

Obwohl die Patientengruppe der tber 39 -Jahrigen keine Unterschiede in dieser Studie
hinsichtlich ihres Anteils an Metaphase II- Oozyten oder in der Fertilisationsrate
aufweisen, so finden wir signifikant weniger COC nach einer Follikelpunktion in dieser

Altersgruppe. Dies hat zur Folge, dass die Zahl der Oozyten nach Beurteilung des
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Reifegrades und nach der Fertilisation weiter abnimmt und am Ende fUr ein selektives
Vorkernscoring nicht ausreichend Pronukleusstadien zur Verfigung stehen. Die daraus
entstehenden Embryonen zeigen haufig morphologische Auffélligkeiten, wie eine starke
Fragmentierung, multinukleare Blastomeren und bedingt dadurch eine geringe
Entwicklungspotenz. Untersuchungen von Munne et al. [127] konnten eindeutig
darstellen, dass morphologisch abnorme Embryonen eine hohe Rate an Polyploidien
aufweisen und die Aneuploidierate in scheinbar regular entwickelten Embryonen
deutlich mit dem maternalen Alter der Frauen ansteigt. Offensichtlich ist dies eine
Ursache fir die niedrigen Implantationsraten in dieser Altersgruppierung. Grimbizis und
Kollegen [152] konnten in einer umfassenden Studie bei Frauen tber 39 Jahre nach
Durchfihrung der ICSI zeigen, dass die klinische Schwangerschaftsrate mit jedem
weiteren Jahr weiter deutlich abfallt und die Erzielung einer klinischen Schwangerschaft

nach dem 45. Lebensjahr offenbar nicht mehr gegeben ist.

5.1.2 Body-Mass-Index
Immer wieder wird der BMI als pradiktiver Faktor, der den Verlauf einer

Kinderwunschtherapie beeinflussen konnte, genannt. In unserer Studie wurden nur
Patientinnen mit einem BMI < 30 kg/m? eingeschlossen. Die Unterteilung erfolgte in 3
Gruppen, wobei die Patientinnen mit Normalgewicht (BMI: 18,5 — 24,9 kg/m?) den
groRten Anteil mit 412 Behandlungszyklen bildeten. Unsere Daten belegen, dass der
BMI keinen signifikanten Einfluss auf die durchschnittliche Zahl an Kumulus-Oozyte-
Komplexen ausibt. Die vorliegenden Ergebnisse stehen im Einklang mit den Studien
von Soderstrom-Anttila et al. [142], Engel et al. [153] und Crosignani et al. [141], diese
dokumentierten ebenfalls keine auffallende Korrelation zwischen dem BMI und der
Anzahl an COC. In einer umfassenden Studie von Fedorcsak et al. [151] an 5019
Behandlungszyklen wurden jedoch signifikant weniger Kumulus-Oozyte-Komplexe in
der Patientengruppe mit einem BMI > 25,0 kg/ m? gegeniiber Patientinnen mit Normal —
und Untergewicht (7,2 COC vs. 7,8 und 8,3 COC) gefunden. Bei Betrachtung des
Reifegrades zeigen die vorliegenden Ergebnisse einen tendenziell héheren Anteil an
Metaphase Il - Oozyten bei untergewichtigen Patientinnen (BMI<18,5 kg/m?) mit 88,0%
gegenuber Frauen mit Ubergewicht von 82,9%, jedoch variiert die Gesamteizellzahl
stark in beiden Gruppen (n=291 vs. n=1276). Keine Angaben waren in der Literatur
beziglich des Reifegrades sowie des Einflusses des BMI auf die Zahl morphologischer

Auffalligkeiten in den Oozyten und deren Entwicklung zu finden. Die hier dargestellten
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Ergebnisse zeigen deutlich eine signifikante Verminderung der Anzahl an M Il- Oozyten
mit einem abnormen Merkmal (38,7% auf 31,4%) bei ansteigendem BMI der Patientin.
Den grof3ten Anteil an Oozyten mit zwei oder drei dokumentierten morphologischen
Defekten finden wir in der Patientengruppe mit Ubergewicht (> 25 kg/m?). Ubergewicht
ist meist assoziiert mit anovulatorischen oder oligo-ovulatorischen Zyklen, die eine
schlechtere Reaktion auf Standardtherapieschemata zeigen. Eine dadurch bedingte
Asynchronie der Eizellreifungsprozesse kdnnte mdoglicherweise eine Ursache fir ein
erhohtes Auftreten morphologischer Anomalien in den Oozyten darstellen. Bei
Betrachtung der wichtigen klinischen Parameter fanden sich keine signifikanten
Korrelationen zwischen dem BMI unserer Patientinnen und der Fertilisations-,
Schwangerschafts- und Geburtenrate. Dies lasst vermuten, dass bevorzugt die Oozyten
fur einen Transfer ausgewahlt wurden, die keine morphologischen Abnormitaten
aufwiesen. Soderstrom-Anttila et al. [142] konnten dagegen bei Eizellspenderinnen mit
einem BMI > 25 kg/m? eine signifikant verminderte Befruchtungsrate im Vergleich mit
Spenderinnen im Normalgewicht feststellen (18% vs. 43%). Eine Unterteilung des BMI
beziglich der Schwangerschaftsraten wurde von den Autoren nicht durchgefuhrt. Engel
et al. [153] zeigten in ihren Ergebnissen, dass das Korpergewicht die

Schwangerschaftsrate nicht beeinflusst.

5.1.3 Vorbehandlung
In diesem Abschnitt, soll der Einfluss bereits durchgefihrter IVF- oder ICSI — Zyklen auf

den Maturationsprozess der Oozyten, die Ausprdgung morphologischer Anomalien und
deren Auswirkung auf den Verlauf einer Kinderwunschbehandlung diskutiert werden.
Das Erzielen einer Schwangerschaft im aktuellen Zyklus hangt von der Zahl bereits
erfolgter Zyklen ab und sinkt pro erfolglos durchgefiihrtem Behandlungsversuch um
etwa 1-2% ab [60]. Aus der Literatur ist bekannt, dass eine wiederholte
Stimulationstherapie auch zur Rekrutierung von Follikeln fahrt, die ,normalerweise”
atretisch geworden waren [44, 55, 114]. Eine Auswahl dieser Oozyten kénnte aufgrund
einer hoheren Aneuploidierate zu einer Verminderung der Erfolgsraten fuhren [55].

Die Anzahl bereits erfolglos durchgefiihrter Behandlungen hat in unserer
Patientenklientel auf die Zahl gewonnener COC im Vergleich zu einer Erstbehandlung
keine Auswirkung. Die Betrachtung des Reifegrades punktierter Eizellkumuluskomplexe
zeigt deutlich, dass sich der Anteil befruchtungsfahiger Metaphase II-Oozyten in den

einzelnen Untersuchungsgruppen nicht unterscheidet. Auffallend ist der zunehmende
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Anteil deformierter Eizellen (2,8% auf 5,3%) mit der Anzahl an Vorversuchen.
Mdglicherweise resultierten diese Oozyten aus schon mehrfach stimulierten Ovarien. In
der Literatur finden sich keine vergleichbaren Angaben.

Weiterhin wurde der Einfluss durchgefuhrter Behandlungszyklen auf die Auspréagung
definierter morphologischer Defekte in den Metaphase II-Oozyten untersucht.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass die Qualitdt der Eizellen mit der Zahl an
Vorbehandlungen signifikant abnimmt. Betragt der Anteil an M II-Oozyten ohne
Anomalien noch 24,2% im ersten Therapieversuch, so vermindert sich dieser Anteil
deutlich nach drei Behandlungszyklen auf 16,7%. Die Zahl an M Il -Oozyten mit 2 und
3 abnormen Merkmalen steigt prozentual bei Patientinnen mit drei erfolglos
durchgefiihrten Zyklen an. Als mogliche Ursache ist die wiederholte Follikelrekrutierung
durch hormonelle Stimulation anzufiihren, die zu einer Verminderung des Eizellpools im
Ovar fuhren. Schon Van Blerkom und Henry [43] vermuteten, dass ein wiederholtes
Auffinden von Eizelldysmorphismen innerhalb eines stimulierten Zyklus fur eine hohe
Aneuploidierate der Oozyten spricht. Meriano et al. [126] konnten zeigen, dass ein
hoher Anteil an abnormal geformten Oozyten (> 50% des Eizellkohorts) in zwei
aufeinander folgenden ICSI-Zyklen zu signifikant verminderten Erfolgsraten fuhrt. Das
Auftreten vermehrter Eizelldysmorphismen kann sich auch in Folgezyklen wiederholen
[126].

Die Zunahme morphologisch auffalliger M 1lI- Oozyten nach drei durchgefiihrten
Behandlungszyklen in unserem Patientinnenkollektiv konnte offenbar auch die Ursache
fur eine signifikant verminderte Fertilisationsrate in dieser Gruppe sein. Liegt der
prozentuale Anteil befruchteter Oozyten im Erstversuch bei 72,3%, so fallt dieser Wert
nach drei Vorversuchen auf 61,1% ab. Deutlich erhoht ist dagegen die Zahl
degenerierter Oozyten nach Durchfihrung der ICSI bei Patientinnen mit 2 oder 3
Vorversuchen. Dieses Ergebnis spricht fir eine verminderte Eizellqualitat in den beiden
untersuchten Gruppen. Neben der Fertilisationsrate z&hlt die Angabe der
Schwangerschaftsrate zu den wichtigsten klinischen Parametern. Die vorliegenden
Ergebnisse zeigen deutlich, dass der erhohte Anteil morphologisch abnormer M II-
Oozyten nach zwei oder drei Therapieversuchen auch die Schwangerschaftsrate
signifikant beeinflusst. Betragt die Schwangerschaftsrate bei Patientinnen im
Erstversuch noch 37,1%, so sinkt diese auffallig nach einem Vorversuch auf 32,5% und
nach 2 oder 3 Therapieversuchen auf 22,1 % und 21,4 % ab. Xia [47] und Serhal et al.

[67] konnten ebenfalls eine deutliche Abnahme der Befruchtungsrate und der
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Schwangerschaftsrate nach Rickgabe von Embryonen aus morphologisch abnorm
entwickelten Oozyten beobachten. Diese Untersuchungen wurden auch von Meriano et
al. [126] unterstutzt, in denen ein wiederholtes Auftreten morphologischer Abnormitaten
(> 50% abnorme Oozyten in zwei aufeinander folgenden Behandlungszyklen) zu
signifikant verminderten Implantations- und Schwangerschaftsraten gegentber einer
Kontrollgruppe fuihren kann.

Eine deutlich niedrigere Geburtenrate war bei Patientinnen mit 2 oder 3 Vorzyklen
(17,4%; 10,7%) wieder zu finden, die nachweislich einen hohen Anteil an Oozyten mit
Abnormitdten besal3en. Aus den dargestellten Untersuchungen kann die
Schlussfolgerung gezogen werden, dass eine wiederholte gonadotrope Stimulation mit
dem Ziel des polyfollikularen Wachstums zu einer erhéhten Zahl an Eizellabnormitaten
fuhrt, die den Erfolg einer Kinderwunschbehandlung signifikant vermindert.

5.2 Einfluss der kontrollierten ovariellen Stimulat ion (KOS) auf den

Maturationsprozess und die morphologische Entwicklun g humaner Oozyten

Fir die Durchfihrung einer IVF- oder ICSI-Therapie ist eine polyfollikulare Reaktion
erforderlich, denn die Chancen auf eine Schwangerschaft sind héher, wenn mindestens
4 befruchtete Eizellen zur Verfigung stehen [12]. Bei Fertilisationsraten zwischen 60% -
80% nach Anwendung o.g. Verfahren, sollten 6 -10 reife befruchtungsfahige M II-
Oozyten nach hormoneller Stimulation gewonnen werden. Zur kontrollierten ovariellen
Stimulation werden Gonadotropine in  Kombination mit GnRH-Agonisten oder
Antagonisten eingesetzt, um einen vorzeitigen Eisprung mit Abbruch des

Behandlungszyklus zu vermeiden.

5.2.1 Reifungsprozess und Haufigkeiten von Eizellabno rmitaten

Im Gegensatz zum Ablauf eines spontan ablaufenden ovariellen Zyklus wird durch
gezielte Dosierung von FSH erreicht, dass zwar ein dominanter Follikel, sogenannter
Leitfollikel, gebildet wird, jedoch die weiteren heranwachsenden Follikel nicht atretisch
werden, sondern sich ebenso zu reifen Follikeln entwickeln kodnnen. Dieser
Selektionsprozess, d. h. welche Follikel des Ovars sich weiter entwickeln, kann extern
nicht beeinflusst werden.

Diese Ergebnisse sollen zeigen, ob die angewandten Protokollformen und die
Medikationen / Hormonkombinationen einen Einfluss auf die Selektion reifer, normal

geformter Oozyten ausiben.
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5.2.1.1 GnRH-Protokoll / GhRH-Agonistenpraparate

Der vorzeitige Anstieg der LH-Konzentrationen nach alleiniger Gonadotropingabe

vermindert die Effektivitat einer ovariellen Stimulation und wirkt sich gleichzeitig negativ
auf die Qualitat der Eizellen und Embryonen aus [12]. Durch die Einfuhrung der GnRH-
Agonisten wurden diese Nachteile weitgehend behoben. Das lange Agonistenprotokoll
hat sich in der Stimulationstherapie effektiv bewéhrt. Gleichzeitig bietet der Einsatz
eines Antagonisten mehrere Vorteile: kirzere Behandlungsdauer, besseren
Patientenkomfort, niedrigeren Gonadotropinverbrauch und die Verminderung eines
OHSS [28]. Fur die statistische Auswertung wurden das lange Agonistenprotokoll mit
der Gabe von Cetrorelixacetat als Antagonist verglichen. Die Anwendung von GnRH-
Analoga in Verbindung mit der Applikation von Gonadotropinen haben sich in der
assistierten Reproduktion einen festen Stand gesichert, da mit ihrer Hilfe ein vorzeitiger
Eisprung verhindert und die meisten Behandlungszyklen vollstandig durchgefthrt
werden kdnnen.

Zur Durchfuhrung einer optimalen Behandlungsstrategie ist die Gewinnung einer
ausreichenden Menge an Eizellkumuluskomplexen notwendig. Die vorliegenden
Untersuchungen zeigen, dass nach Anwendung des langen Agonistenprotokolls im
Vergleich zum Antagonisten (10,4 COC vs. 9,5 COC) signifikant mehr COC gewonnen
werden konnten. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit Untersuchungen mehrerer
Autoren. So fanden Samama und Mitarbeiter [93] signifikant mehr COC im langen
Agonistenprotokoll 10,6 versus 9,6 COC nach Antagonistengabe. Weiterhin
unterstitzen die Ergebnisse von Olivennes et al. [95] unsere Beobachtungen. Sie
berichteten von durchschnittlich 12,8 COC vs. 9,2 Eizellkumuluskomplexe nach einer
Single-Dosis-Therapie mit Cetrorelixacetat. In einer kontrollierten Studie der Lubecker
Arbeitsgruppe [98] wurden die Ergebnisse beim Wechsel des Routine-Protokolls vom
Agonisten zur Mehrfachgabe des Antagonisten dargestellt. Auch hier wurden weniger
COC im Mehrfachgabe-Protokoll mit 0,25 mg Cetrorelixacetat im Vergleich zum langen
Agonistenprotokoll erhalten (10,2 vs. 11,8). Al-lnany und Aboulghar [137] prasentierten
in einem umfassenden Review den Vergleich der GnRH-Agonistengabe mit einer
Antagonistenapplikation in 1796 randomisierten Fallen. Als Agonistenpréaparate kamen
Buserelin-, Leuprorelin und Triptorelinacetat zur Anwendung. Die Zahl punktierter
Eizellkumuluskomplexe war in dieser Studie in der Antagonistengruppe ebenfalls
signifikant niedriger.
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Beim Vergleich der in unserer Untersuchung angewandten Agonistenpraparate ergaben
sich keine Differenzen im Anteil befruchtungsfahiger Oozyten (p=0,990). Diese
Resultate sind mit den Arbeiten von Dada und Kollegen vergleichbar [96], die ebenfalls
prospektiv Nafarelinactetat, Buserelin — und Leuprorelinacetat hinsichtlich ihrer
Auswirkungen auf eine [VF-Behandlung untersuchten und keine Unterschiede
feststellten. FUr einen erfolgreichen Verlauf einer Kinderwunschbehandlung ist der
Reifegrad der Eizellen von besonderer Bedeutung, denn nur Metaphase II-Oozyten
kénnen durch ein Spermatozoon befruchtet werden. In den vorliegenden Ergebnissen
fuhrt das lange Agonistenprotokoll zu signifikant mehr Oozyten im Metaphase II-
Stadium gegenuber einer Cetrorelixtherapie (85,5% vs. 80,8%). Weiterhin wurde nach
Antagonistengabe ein deutlich hoherer Anteil an Metaphase 1-Oozyten registriert (9,0%
vs. 5,1%). Der Anteil unreifer Eizellformen (GV-Stadium, degenerierte Eizellformen) war
in beiden Protokollformen vergleichbar. Die hier dargestellten Ergebnisse gehen
konform mit den Untersuchungen von Olivennes et al. [95]. In ihrer Studie fanden sie
einen Anteil reifer Oozyten von 81,5 % fir das lange Agonistenprotokoll mit
Triptorelinacetat und 78,5 % M I1I-Oozyten nach Cetrorelixapplikation. Samama et al.
[93] berichteten Uber tendenziell weniger M 1I-Oozyten in der Antagonistengruppe
verglichen mit der Agonistentherapie (p=0,09).

Die morphologische Betrachtung jeder einzelnen M 11-Oozyte vor einer ICSI-Therapie
zeigt, dass Oozyten sich hinsichtlich ihrer Form und Struktur auffallend unterscheiden
konnen. Definierte Merkmale wurden in extrazytoplasmatische und zytoplasmatische
Charakteristika zusammengefasst. Offenbar ist die Anzahl vorhandener Abnormitaten
pro Oozyte fir deren weiteren Entwicklungsweg entscheidend [118,126].

Fur uns stellte sich die Frage, ob es einen Zusammenhang zwischen der Wahl des
GnRH-Protokolls und der Auspragung morphologischer Abnormitaten in der Zahl
gewonnener Metaphase [I-Oozyten gibt. Interessanterweise zeigte sich, dass, obwohl
weniger M [I-Oozyten nach Antagonistengabe zur Verfiugung standen, der Eizellanteil
ohne abnorme Merkmale in dieser Gruppe signifikant hoher gegenuber einer Gruppe
nach Agonistenapplikation war (28,1% vs. 22,0%). Weiterhin ist der Anteil an M II-
Oozyten mit zwei und drei morphologischen Defekten in der Antagonistengruppe
auffallend niedriger. Aufgrund der genaueren Analyse der verabreichten
Agonistenpraparate, konnten wir feststellen, dass die signifikant verminderte Anzahl an
.,hormal“ geformten Oozyten in der Agonistengruppe durch die Applikation von

Triptorelinacetat und Nafareinacetat bedingt ist. Die Wahl von Leuprorelinacetat als
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Agonist, ob taglich dosiert oder in Depotform, zeigt eine mit Cetrorelixacetat
vergleichbare Anzahl von ,ideal®* geformten Oozyten. Vor allem die Gabe von
Triptorelinacetat fuhrt zu signifikant weniger normal geformter Oozyten und zu einem
hohen Eizellanteil mit zwei und drei abnormen Merkmalen. Eine vergleichbare Analyse
konnte in der Literatur nicht gefunden werden. Weitere Untersuchungen sind noch

notwendig, um die vorliegenden Ergebnisse zu validieren.

5.2.1.2 Gonadotropinmedikationen / Stimulationssche mata

Diese  Studie zeigt prospektiv die hormonellen  Wirkungen einzelner
Gonadotropinpréaparate oder auch Kombinationsmedikationen auf die
Follikelentwicklung und die Ausbildung von Eizellkumuluskomplexen. Weiter wurden
auch angewandte Standardtherapieschemata einbezogen, um das Zusammenspiel
zwischen GnRH-Analogon und einem Gonadotropin auf den Reifungs- und
Entwicklungsprozess der Oozyten untersuchen zu konnen. In die vorliegende Studie
wurden Hormonpraparate urindren Ursprungs (Menotropin, Urofollitropin) und
rekombinant hergestellte Medikamente (Follitropin alpha und beta, Lutropin alpha)
intergriert. Bevor der Einfluss dieser Praparate auf den Reifegrad der Oozyten diskutiert
wird, soll vorerst die Zahl durchschnittich gewonnener Eizellkumuluskomplexe in
Abhéangigkeit von ihrem Herstellungsverfahren analysiert werden. Beim Vergleich der
beiden urinaren Praparate in dieser Studie sind signifikant weniger COC nach einer
Behandlung mit Menotropin gegenuber der FSH-Monotherapie mit Urofollitropin (9,3
COC vs. 11,3 COC; p=0,020) gefunden wurden. Dieses Ergebnis wird von Agrawal et
al. [102] mit 10,7 gewonnenen COC fir Menotropin versus 13,3 COC bei Urofollitropin,
von Kornilov et al. [130] mit 12,9 COC fur Menotropin gegentuber 13,9 COC fiur uFSH
und von der Arbeitsgruppe von Weissman et al. [103] (12,7 COC fur Menotropin vs.
13,6 COC fur Urofollitropin) untersttitzt. Die Unterschiede zeigten jedoch nur in der
Arbeit von Kornilov et al. [130] eine Signifikanz.

Der Vergleich der beiden rekombinant hergestellten Praparate in dieser Studie
hinsichtlich der Anzahl punktierter Eizellkumuluskomplexe zeigt, dass signifikant mehr
COC nach Applikation von Follitropin beta gegenuber Follitropin alpha erhalten wurden
(11,7 COC vs. 10,0 COC). Tulpalla et al. [133] und Harlin et al. [132] fanden dagegen
keine deutlichen Differenzen in der Anzahl an COC zwischen beiden Hormonpraparaten
(13,0 COC Follitropin alpha vs. 12,4 COC Follitropin beta [133]; 7,3 COC Follitropin
alpha vs. 7,0 COC Follitropin beta [132]). Eine moégliche Ursache fir die signifikante
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Differenz in den vorliegenden Ergebnissen kdnnte die deutlich unterschiedliche Zahl an
Behandlungszyklen (n=53 vs. n=276) sein. In den meisten Literaturstudien wurde
Augenmerk auf den Vergleich der Ergebnisse zwischen der Anwendung von
Gonadotropinen urinaren Ursprungs gegenuber rekombinanten Praparaten gelegt. Die
vorliegenden Untersuchungen belegen, dass unter der Anwendung von Follitropin beta
mehr COC im Vergleich zu einer Menotropingabe (11,7 COC vs. 9,3 COC) gewonnen
wurden. Die Applikation von Follitropin alpha zeigte keine Differenzen gegenuber der
Gabe von Menotropin. Eine Ubereinstimmung in der Literatur ist bei Jansen et al. [99]
mit einer durchschnittlich punktierten Zahl von 11,2 COC fur Follitropin beta vs. 8,3
COC nach Menotropingabe in Behandlungszyklen ohne ,Downregulation” zu finden.
Arbeiten von Ng et al. [101] und Westergaard et al. [104] zeigten in der Anzahl an COC
nach einer Menotropin- und Follitropin alpha Applikation, verglichen mit den hier
dargestellten Ergebnissen, keine deutlichen Unterschiede. Auffallend mehr Kumulus-
Oozyte-Komplexe zugunsten einer Follitropin alpha — Medikation gegentiber Menotropin
wurden in den Studien von Balasch et al. [105] (11,8 COC vs. 9,1 COC) und Nyboe
Anderson et al. [106] dokumentiert. Diese widersprichlichen Ergebnisse in der Literatur
konnten in der variierenden Zahl an Behandlungszyklen (n=20 bis n=368) und im
Studiendesign ihre Ursache haben. Van Wely et al. [107] werteten acht Studien, die
eine Anwendung zwischen Menotropin und Follitropin alpha in ART-Zyklen verglichen,
in einer Metaanalyse aus. Diese Studie konnte jedoch keine Kernaussage zugunsten
eines Praparates machen, da der Studienaufbau, die eingeschlossene Patientenklientel
und die zu untersuchenden Parameter zu verschieden waren. Dies unterstreicht auch
eine ausfuhrliche Stellungsnahme von Ludwig und Rabe, die erhebliche Méangel der in
die Metaanalyse aufgenommenen Studien aufzeigen [108]. So hatten zum Beispiel nur
drei [z. B. 101, 143] der acht Studien einen auf den Endpunkt bezogene Berechnung
der Fallzahl, eine davon wurde vorzeitig abgebrochen. In vier Studien wurden sowohl
ICSI als auch IVF-Zyklen durchgefiihrt, ohne dass die Ergebnisse getrennt dargestellt
wurden [z. B. 104, 143, 144]. Die Metaanalyse erreicht in keiner Gruppe die von den
Autoren geforderte Grofl3e von 2200 Patientinnen, um eine klinisch relevante Aussage
zur differenten Wirkung von rFSH und hMG zu machen.

Unterschiedliche Ergebnisse finden sich ebenfalls in der Literatur zur Anzahl
gewonnener Eizellkomplexe beim Vergleich der Applikationen von urindren oder
rekombinanten FSH-Monopréaparaten. So berichteten Huang et al. [115] im Durchschnitt

von signifikant mehr COC nach Applikation von Urofollitropin versus Follitropin alpha
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(7,4 COC vs. 5,6 COC). Auch die Beobachtungen von Ravhon et al. [97] spiegelten
eine signifikant hohere Anzahl an COC nach Gabe von Urofollitropin im Vergleich zu
Follitropin beta (11,5 vs. 9,1) wider. In den vorliegenden Ergebnissen fihrte die Gabe
von Urofollitropin zu deutlich mehr COC gegenuber Follitropin alpha (11,3 vs. 10,0;
p=0,036), jedoch gab es keine Differenzen zu einer Follitropin beta - Medikation (11,3
vs. 11,7).

Dagegen dokumentierten einige Autoren [110, 111, 112] eine signifikant hohere Zahl an
COC nach Gabe von rekombinanten Préparaten gegeniber einer urinaren FSH-
Therapie. Out et al. [110] berichteten von 10,8 COC fir Follitropin beta vs. 9,0 fir uFSH;
Bergh et al. [111] fanden 12,2 COC fur Follitropin alpha vs. 7,6 COC fir Urofollitropin,
Frydman et al. [155] 11,0 COC vs. 8,8 COC und Schats et al. [112] dokumentierten
einen Unterschied von 13,4 COC vs. 11,4 COC zugunsten Follitropin alpha.

Deutlich weniger Eizellkumuluskomplexe wurden in der vorliegenden Studie nach einer
Kombinationstherapie von Follitropin alpha plus Menotropin gegeniber einer alleinigen
rFSH-Gabe (9,0 COC vs. 10,0 COC) gefunden. Dieser signifikante Unterschied mit
p=0,034 wird mdglicherweise durch den hoheren Anteil der Patientinnen zwischen 35 -
39 Jahren nach Gabe der Kombinationstherapie hervorgerufen. Bei Betrachtung der
Therapieschemata ist ebenfalls die Anzahl gewonnener COC im Antagonistenprotokoll
nach Gabe von Follitropin alpha plus Menotropin signifikant vermindert gegenuber
Follitropin alpha allein (7,9 COC vs. 10,2 COC). Auch hier liegt die Ursache
moglicherweise im &lteren Patientengut begrindet.

Neben einer empfohlenen Mindestanzahl von 6 -10 COC pro Behandlungszyklus, ist
der Anteil an Metaphase 1l -Oozyten fur die Fertilisation entscheidend [12].

In den hier dargestellten Untersuchungen wurde der Reifegrad aller gewonnenen
Oozyten in Abhéangigkeit vom verabreichten Hormonpraparat ermittelt. Der Anteil an
Metaphase IlI-Oozyten war in allen untersuchten Hormongruppen vergleichbar und
zeigte keine deutlichen Unterschiede. Huang et al. [115] fanden dagegen signifikant
mehr Metaphase 1I-Oozyten nach Urofollitropingabe gegentber einer Follitropin alpha-
Medikation (84,9% vs. 60,4%). In der Analyse des Anteils an Metaphase I-Oozyten
dokumentierten Huang et al. [115] einen auffallend hoheren Anteil fir Follitropin alpha
von 33,3% vs. 7,7% fur Urofollitropin gegentber den vorliegenden Ergebnissen (6,5%
vs. 2,8%). Vier bis acht Stunden nach Denudierung wurde ein annahernd gleicher
Prozentsatz an Metaphase II-Oozyten in beiden Gruppen von 89,1% vs. 89,9% erreicht.

Die initiale tagliche Dosierung der Gonadotropine wurde in der Arbeit von Huang et al.
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[115] bei Patientinnen < 35 Jahre mit 225 U und bei Patientinnen = 35 Jahre mit 300 1U
begonnen. Diese ungewohnlich hohe Einstiegsdosis, sowie das Timing des richtigen
Auslosens der Follikel mit hCG und die Dauer der Stimulation in Abhangigkeit des
angewandten Gonadotropins konnten mogliche Ursachen fur diesen auffallenden
Unterschied im Reifestatus der Oozyten sein. Ungewdhnlich niedrig erscheint auch die
durchschnittliche Zahl gewonnener Oozyten (5,6 fur Follitropin alpha und 7,4 fir
Urofollitropin) in dieser Publikation.

Ein direkter Vergleich des Reifegrades von Oozyten nach ovarieller Stimulation mit
urindren oder rekombinanten Gonadotropinen, fihrte auch in den Studien von Ng et al.
[101], Bergh et al. [111], Jacob et al. [113] und Weissman et al. [103] zu keinen
deutlichen Differenzen. Im Gegensatz dazu fanden Imthurn et al. [114] signifikante
Unterschiede im Anteil an M 11-Oozyten zwischen Urofollitropin und Menotropin (88,8%
vs. 80,6%) oder Out et al. [110] und Balasch et al. [105] einen hoéheren Anteil reifer
Oozyten zugunsten rekombinanter Praparate.

Bei der Betrachtung der einzelnen Therapieschemata in der vorliegenden Studie fihrten
die Gaben von Follitropin beta, Urofollitropin und Menotropin im Agonistenprotokoll zu
vergleichbaren Anteilen an M [I-Oozyten zwischen 81,6% und 87,0%. Diese Ergebnisse
werden unterstitzt von den Beobachtungen von Weissman et al. [103], Bergh et al.
[111], Ng et al. [101] und Jacob et al. [113], die ebenfalls hinsichtlich des Anteils an
Metaphase 11-Oozyten keine deutlichen Differenzen nach Applikation von urinaren oder
rekombinant hergestellten Préparaten feststellten. Nach Kombinationsgabe von
Follitropin alpha und Menotropin reifen tendenziell mehr M I1I-Oozyten im
Antagonistenprotokoll gegentiber einer Leuprorelinacetatgabe heran (88,2% vs. 83,9%).
Der Reifegrad der Oozyten nach alleiniger Follitropin alpha - Gabe zeigt sich jedoch im
Antagonistenprotokoll  signifikant vermindert gegentber der Applikation von
Agonistenpraparaten (79,4% vs. 84,9% - 87,3%). Dieser niedrige Anteil ist weiter dafir
verantwortlich, dass vermehrt Oozyten im Metaphase |- und im Germinalvesikelstadium
nach Applikation von Cetrorelixacetat vorliegen. Diese Beobachtung konnten wir auch
bei Betrachtung der GnRH-Protokolle machen. Der in dieser Studie deutlich
verminderte Anteil reifer Oozyten nach Gabe von Cetrorelixacetat konnte
maoglicherweise seine Ursache in einer zu friihen Ovulationsauslésung haben.

In Verbindung mit einer Follitropin alpha - Medikation berichteten Samama et al. [93]
uber keine deutlichen Unterschiede im Reifegrad der Oozyten zwischen Agonisten und
Antagonistengabe (9,2 M II-Oozyten vs. 8,4 M |I-Oozyten).
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Signifikante Differenzen im Reifegrad der Oozyten zugunsten der rekombinanten
Praparate dokumentierten Out et al. [110] und Balasch et al. [105]. Bei der Arbeit von
Out und Mitarbeitern [110] handelt es sich um eine Analyse von finf verschiedenen
Studien, die im Agonistenprotokoll den Vergleich von urindren und rekombinanten
Praparaten untersuchten. Moéglicherweise liegt die Ursache des hoheren Anteils unreifer
Oozyten nach uFSH-Gabe in einer zu frihen Ovulationsauslosung bei = 17 mm
Follikeldurchmesser. Die Publikationen von Balasch et al. [105] und Ng et al. [101]
konnen aufgrund ihrer kleinen Anzahl an Behandlungszyklen (n=25; n=20) je
Untersuchungsgruppe fur eine klinisch relevante Aussage nicht verwendet werden.

Mit der Feststellung des Reifegrades der Oozyten beginnt die weitere Begutachtung der
Eizellen und Einteilung anhand morphologischer Parameter, die moglicherweise
Einfluss auf den Verlauf der Therapie nehmen kénnten. Wie aus der Ubersicht 25 des
Ergebnisteils zu entnehmen ist, lag die Zahl morphologisch ,ideal®* aussehender
Oozyten bei 23,7%. Dies entspricht nur knapp einem Viertel aller Metaphase II-
Oozyten. Den Hauptanteil haben Eizellen mit einem morphologischen Defekt (34,0%),
ein weiteres Viertel wies 2 abnorme Merkmale auf.

Aus der Tabelle 24 des Ergebnisteils ist der Einfluss einer Gonadotropinmedikation auf
die Ausprdgung morphologischer Eizelldefekte ersichtlich. Auffallend deutlich
unterscheiden sich die urinaren Praparate Menotropin und Urofollitropin hinsichtlich
ihres Anteils an normal geformten Oozyten (28,1% vs. 17,0%) bis hin zu Oozyten mit
drei Abnormitéaten (6,4% vs. 15,9%) voneinander. Ebner et al. [45] berichteten in ihrer
Arbeit von einem Eizellanteil nach Menotropinapplikation von 55,8% ohne Anomalie,
44,2% mit einem abnormen Merkmal und 15,2% der Oozyten wiesen zwei
morphologische Defekte auf. Weiterhin dokumentierten De Sutter et al. [52] einen Anteil
an normal geformten Metaphase II-Oozyten von 36,8%, Eizellen mit einem
morphologischen Defekt von 39,0% und Oozyten mit mehr als einer Auffalligkeit von
24,2% unter Anwendung von Menotropin im Agonistenprotokoll. Ihre Ergebnisse sind
durchaus mit denen in der vorliegenden Studie vergleichbar. Bei Betrachtung der
rekombinanten Préparate zeigt sich ein hoherer Eizellanteil ohne Abnormitaten nach
Follitropin beta-Applikation (27,0% vs. 23,1%). Weiterhin ist die Zahl an Eizellen mit 2
oder 3 abnormen Merkmalen in der Gruppe von Follitropin beta gegentber Follitropin
alpha vermindert (22,2%; 8,9% vs. 26,5%; 13,0%). Es ist sicherlich zu Uberprifen, ob
dieses Ergebnis aufgrund der stark variierenden Anzahl an Oozyten in den beiden

Gruppen zustande kommt, denn die Gruppe von Follitropin alpha enthalt fast 5 mal
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mehr Oozyten gegeniber Follitropin beta. In der Literatur gibt es zu diesen Ergebnissen
derzeit keine Vergleichsarbeit.

Aus den vorliegenden Untersuchungen wird jedoch deutlich, dass die Applikation von
Urofollitropin zu signifikant weniger normal geformter Oozyten und zu einem vermehrten
Anteil morphologisch auffalliger Oozyten fuhrt. Inwieweit diese Beobachtungen auch fur
das neue urinare Praparat Bravelle® zutreffen, miissen weitere Studien zeigen.

Aus Tabelle 25 ist ersichtlich, dass einzelne Therapieschemata einen hoheren Anteil an
Jdeal® geformten Oozyten gegeniber anderen aufweisen. Bei Betrachtung der
Stimulationsschemata nach Applikation urinarer Praparate im Agonistenprotokoll
empfiehlt sich eindeutig eine Behandlung von Menotropin mit Triptorelin- oder
Leuprorelinacetat gegenuber der Anwendung von Urofollitropin (37,3%, 32,2% vs.
11,6%, 23,3%). Nach den vorliegenden Resultaten fuhrt die Gabe von Urofollitropin im
Agonistenprotokoll zu signifikant mehr morphologisch abnormen Oozyten. Besonders
deutlich zeigt sich dies im Eizellanteil mit zwei (31,1%) und drei (15,9%) abnormen
Merkmalen im Vergleich zu einer Menotropinapplikation (17,1%, 5,2%). Ausgehend von
diesen Ergebnissen ist eine Menotropingabe einer Behandlung mit einem urinéren
FSH- Monopréparat vorzuziehen.

Bei den rekombinanten Praparaten ist die Gabe von Leuprorelinacetat mit Follitropin
beta hervorzuheben, die in 45,6% zu Eizellen ohne Abnormitaten fuhrt. Ebenso weist
die Kombination von Cetrorelixacetat mit Follitropin alpha einen Anteil normal geformter
Oozyten von 30,0% auf. Alle weiteren Behandlungsschemata liegen signifikant
unterhalb dieser prozentualen Angaben und variieren zwischen 15,0 % und 24,8%. Da
die untersuchte Anzahl an Metaphase II-Oozyten in den einzelnen Gruppen stark
variiert, verstehen sich die hier dargestellten Beobachtungen als mdgliche
Hilfestellungen fur die Auswahl eines geeigneten Therapieregimes. Eine solche
Gesamtubersicht wurde in der Literatur bisher noch nicht erstellt. Reprasentativ erweist
sich die Gruppe um Follitropin alpha in Kombination verschiedener GnRH-Agonisten
und der Applikation von Cetrorelixacetat mit 2320 Metaphase II-Oozyten.

Weiterfihrende Untersuchungen mussen diese Erkenntnisse jedoch noch bestatigen.

5.2.2 Einfluss gonadotroper Hormone auf die Ausprag ung definierter Formen

und Anomalien in den Oozyten

Um den Einfluss gonadotroper Hormone auf die Oozytenqualitdt dokumentieren zu

kbnnen, ist eine Einteilung von morphologischen Abweichungen der &uf3eren Hille und
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des Zytoplasmas erforderlich. Eine grundlegende Arbeit hierzu verfasste Van Blerkom
[55], der damit einen Meilenstein in der Bedeutung morphologischer Parameter und
deren zeitliche Veranderungen innerhalb des Entwicklungsprozesses der Eizellen
setzte. Seine Untersuchungen gaben erste Hinweise auf eine Beteiligung der ovariellen
Stimulation an morphologischen Veranderungen der Oozyte. Aufgrund der Vielzahl an
heranreifenden Follikeln nach hormoneller Gabe ist der wichtige Prozess der
Eizellreifung nicht fur alle Oozyten gleichermalRen gegeben. Es reifen dadurch auch
solche Follikel heran, die im normalen Zyklusgeschehen atretisch geworden wéren
[116]. Die Oozytenreifung gliedert sich in eine Kern- und Zytoplasmareifung, welche vor
der Penetration des Spermatozoons abgeschlossen sein sollte, um eine optimale
Oozytenqualitat zu erhalten. Ein synchroner Verlauf beider Prozesse kann nach
kontrollierter Uberstimulation des Ovars nicht fiir alle Oozyten angenommen werden.
Allein die Abschnlrung des 1. Polkorpers steht nicht in allen Fallen fir eine Beendigung
der Kernreifung. Es konnte gezeigt werden, dass sich einige Oozyten bei naherer
Betrachtung noch in der Telo- oder Prometaphase | befinden. Eine Injektion solcher
.vermeintlich® ausgereifter Oozyten ohne nachweisbare Teilungsspindel fuhrt zu
deutlich verminderten Befruchtungsraten. Eine Arbeit von Montag et al. [117] empfiehlt
beim Nachweis derartiger Oozyten eine Verschiebung der ICSI um mindestens 2
Stunden. Das Fehlen der meiotischen Spindel ist als voribergehendes Phanomen in
einem dynamischen Prozess anzusehen.

Die Beobachtung, dass die Eizelle die Kernreifung erreicht hat, sagt nichts Uber den
Reifungsprozess im Zytoplasma aus. Ob diese ,zytoplasmatische Reifung“ in gleicher
Weise erfolgt ist, konnte moglicherweise das Vorhandensein eines homogenen, leicht
granulierten  Ooplasmas ohne Einschlisse widerspiegeln. Zytoplasmatische
Abweichungen von der normalen Form, wie die Granulierung des Ooplasmas oder das
Vorhandensein von Vakuolen und refraktilen Kérpern sind offenbar Zeichen eines noch
nicht abgeschlossenen Eizellreifungsprozesses. Im Gegensatz zu natirlichen,
ovariellen Zyklen, soll die Kern- und Zytoplasmareifung in IVF oder ICSI-
Behandlungszyklen weniger synchron erfolgen [41]. Weitere Ursachen flr
morphologische Auffalligkeiten kénnten an einem reduzierten Blutfluss in den Follikeln
wéahrend der COS und einem dadurch bedingten Sauerstoffmangel liegen. Diese flhren
zu einem reduzierten ATP-Gehalt (< 2 pmol) in der Oozyte und zur Desorganisation des
Zytoplasmas [121]. Hypoxie kann zusatzlich zu Chromosomendefekten und Stérungen

des Spindelapparates fuhren [121]. Unklar ist bisher, ob diese Effekte zu
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morphologischen Abweichungen fiihren oder zu einer asynchronen Entwicklung der
Kern- und Zytoplasmareifung [45, 51, 120, 122]. Oozyten mit auffallig granulierten
Ooplasma haben einen niedrigeren intrazellularen pH-Wert (pHi) und ATP-Gehalt.
Diese Oozyten zeigen eine vergleichsweise hohe Frequenz an Aneuploidien. Eine
follikulare Sauerstoffunterversorgung fuhrt bei ihnen zu einer Reduktion des
Stoffwechsels, was die Organisation und Stabilitdt der meiotischen Metaphase-Spindel
beeinflusst. Diese Beeintrachtigung der zytoplasmatischen Organisation konnte die
Ausschleusung des 1.Polkorpers beeinflussen. Eine irreversible Schéadigung des
Chromosomenstatus und der Eizellpolaritat waren die Folgen [116, 121]. Die weiteren,
grundlegenden Prozesse, wie die nach der Penetration des Spermatozoons induzierte
Aktivierung der Oozyte sowie die weitere Entwicklungspotenz der Oozyte lassen sich
jedoch anhand morphologischer Parameter nicht erfassen.

Die Einteilung aller in dieser Studie untersuchten Metaphase II-Oozyten anhand ihrer
extra- und zytoplasmatischen Parameter ist in den Ubersichten 23 und 24 ausfiihrlich
dargestellt. Den Einfluss der meist angewandten Gonadotropinmedikationen auf die
Ausbildung definierter morphologischer Abweichungen in den Oozyten soll nachfolgend
diskutiert werden.

Bei Betrachtung der extrazytoplasmatischen Parameter zeigt sich bei allen
untersuchten Gonadotropinen ein M 11-Oozytenanteil mit normal geformtem 1. Polkorper
bei Uber 50%. Hervorzuheben sind die Préparate Menotropin mit 61,8% und die
Kombination von Follitropin alpha plus Menotropin mit 69,0%. Ebner et al. [45] zeigten
in ihren Untersuchungen ebenfalls einen Oozytenanteil mit normal geformten
Polkdrpern von 67,1% nach Menotropinmedikation, der prozentuale Anteil an
fragmentierten 1. Polkorpern lag bei 29,5%. Keine Angaben wurden zu flach geformten
1. Polkérpern gemacht.

In den hier dargestellten Untersuchungen ist bei den urindren Préaparaten der Anteil an
flach geformten 1. Polkérpern im Vergleich zu den rekombinanten Medikamenten
auffallend hoch. Im Gegensatz dazu steigt der prozentuale Anteil an fragmentierten 1.
Polkérpern in den rekombinanten Praparategruppen signifikant an. Eine mogliche
Ursache daflr kénnte in der durch die Stimulation mit gonadotropen Hormonen
rekrutierten Metaphase [I-Oozyten liegen, die sich in der Dauer ihres
Kernreifungsprozesses unterscheiden. Morphologisch manifestiert sich dies in den
verschiedenen Formen des 1. Polkdrpers. So kdnnte der hohe Anteil flach geformter 1.

Polkorper bei urindren Gonadotropinen fur eine noch nicht vollstandig vollzogene
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Kernreifung in den Oozyten sprechen [47]. Eine Verlangerung der Kultivierungszeit vor
Durchfiihrung der ICSI um ca. 2 Stunden und der mikroskopische Nachweis einer
Teilungsspindel konnte zu einer Verbesserung der Fertilisationsraten fuhren [47, 117].
Fragmentierte erste Polkorper sprechen fur gereifte Oozyten, die méglicherweise schon
Schéadigungen im Spindelapparat oder Chromosomenverluste aufweisen. Einige
Autoren unterstitzen die Vermutung, dass eine optimale Kernreifung erfolgt ist, wenn
der 1. Polkorper intakt erscheint [45, 47, 135]. Dies trifft sicherlich auch auf die
Mehrzahl der M II-Oozyten zu. Wie wir jedoch aus der Literatur wissen, kdnnen
scheinbar reife Oozyten sich noch im Stadium der Telo — oder Prometaphase | befinden
und nach der ICSI keine Befruchtungszeichen zeigen. Eine suboptimale Kernreifung
kann ebenfalls zu einer Reduktion der Embryonenqualitat fiihren [45, 46, 47, 49].

Um die Differenzen im Reifegrad und in der Qualitat der Oozyten minimieren zu
kbnnen, wére eine individuellere Ovulationsauslésung in Abhangigkeit der
verabreichten Medikationen zu Gberdenken.

Ein weiterer Parameter ist die Beurteilung des perivitellinen Spaltes (PVS) der Oozyten.
Die vorliegenden Ergebnisse zeigen einen signifikant erhdhten Eizellanteil mit einem
vergroRerten PVS nach Applikation von Follitropin alpha (29,7%) und in Kombination
mit Menotropin (32,6%). Auffallend niedrig sind die Werte nach Menotropin- und
Follitropin beta - Medikationen (20,1%; 17,5%), die jedoch auch in der geringeren
Eizellmenge ihre Ursache haben kdnnten. Untersuchungen von Xia [47] postulierten,
dass der Anteil an Oozyten mit fragmentiertem 1. Polkérper und einem vergrol3erten
PVS Anzeichen fir ein Uberreifes Zytoplasma zum Zeitpunkt der Ovulationsauslésung
sind. Der Autor fand einen Eizellanteil mit einem groRRen perivitellinen Spalt und
zytoplasmatischen Einschliissen bei 47,3% nach Stimulation mit Urofollitropin. Auch
das Altern der Eizellen in vivo vor einer Follikelaspiration kdnnte ebenfalls mit einer
Degeneration des 1. Polkorpers einhergehen. Bei Uberreifen Oozyten wurden
Storungen in der Fertilisationsrate beobachtet [122]. Granula im perivitellinen Spalt sind
ebenso negative Pradiktoren, die moglicherweise ihre Ursache in einer Uberdosierung
des Gonadotropins wahrend der Stimulation haben [44]. Der zellulare Ursprung dieser
Granula konnten Ruckstdnde von Coronazellauslaufern [123] oder Produkte einer
extrazellularen Matrix sein [124]. Ein weiteres morphologisches Merkmal der Oozyten
ist ihre Form, die in unserer Studie zwischen rund und oval, elongiert eingeteilt wird. Die
ovale Form einer Oozyte kann, ursachlich durch die Ablésung der inneren Zona

pellucida - Schicht, wahrend der zu starken mechanischen Beanspruchung bei der
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Denudation zustande kommen [125] oder ist Folge einer kompletten Deformation von
Zona und Eizelle [156]. Im letzteren Falle kann sich der entstehende Embryo nicht
gleichmafig entwickeln. Diese Verformung ist irreversibel und die Zona verliert ihre
formgebende Funktion. Somit entsteht ein Embryo dessen Blastomere eine eher
planare Aneinanderreihung vorweisen [53]. Dies fuhrt zur Verringerung von Zell-Zell-
Kontakten zwischen den Blastomeren, die ausschlaggebend fur die weitere Entwicklung
des Embryos sind [40]. Aufgrund dieser Ergebnisse sollten Oozyten mit abweichender,
ovaler Symmetrie nicht bevorzugt fir den Embryonentransfer verwandt werden.

In Abhangigkeit von den angewandten gonadotropen Hormonen zeigten sich signifikant
vermehrt ovale Eizellformen bei Follitropin alpha (15,1% vs. 7,8 % -12,4%). Dieses
Ergebnis ist moglicherweise durch die vier bis funffach héhere Eizellzahl in dieser
Gruppe begrindet. Vergleichende Gaben verschiedener gonadotroper Hormone in
Abh&ngigkeit von der Eizellsymmetrie waren in der Literatur nicht zu finden. Eine
morphologische Analyse der Kompaktheit der Zona pellucida wurde nicht detailliert
durchgeflihrt, da sie vom jeweiligen Betrachter und von der Qualitdt des technischen
Zubehors abhangig ist. Aufgrund dessen wurde dieses Merkmal nicht in diese Studie
aufgenommen. Wie erst kirzlich gezeigt wurde, ist weniger die Dicke der
Gykoproteinschicht als diagnostisches Kriterium, sondern vielmehr die Dicke und die
Brechungseigenschaften der inneren der drei Zonaschichten fir den Zyklusausgang
verantwortlich [117, 125]. Diese Untersuchungen sind allerdings nur mit einem Zusatz
an neuen technischen und kostenintensiven Hilfsmitteln mdglich wie z. B. das Polscope
(CRI Inc., USA) oder das Spindel — imaging-System (OCTAX ICSI Guard™; OCTAX
Microscience GmbH, Herborn, Germany).

Zu den beobachteten Anomalien des Zytoplasmas zéhlen eine extensive
Zentralgranulierung, das Vorhandensein von Vakuolen und das Auftreten refraktiler
Korper. Die optisch markante Abweichung einer zentralen Granulierung wurde von
mehreren Autoren beschrieben [43, 51, 55, 126] und korreliert als Dysmorphismus mit
einer erh6hten Rate an chromosomalen Auffalligkeiten (47% - 52,2%) und signifikant
niedrigeren Schwangerschaftsraten [67, 126]. Das Vorhandensein eines deutlich
granulierten Zytoplasmas konnte ein negativer prognostischer Faktor sein, der eine
inkomplette zytoplasmatische Reifung anzeigt und damit den erfolgreichen Ausgang
einer Kinderwunschbehandlung vermindert [51, 67]. Es gibt Hinweise, dass der
auffallige Granulierungsgrad der Oozyten sich in Folgebehandlungszyklen wiederholen

kann [51, 126]. In der vorliegenden Studie war der Anteil der Eizellen, die ein
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homogenes Zytoplasma aufwiesen bei 73,4%, gefolgt von 20,8% mit zentraler
Granulierung und 5,7% mit einem vollstandig granuliert aussehenden Ooplasma. Serhal
et al. [67] untersuchten den Einfluss zytoplasmatischer Morphologieparameter auf die
Erfolgsrate bei ICSI-Zyklen nach Anwendung von Urofollitropin im langen
Agonistenprotokoll. Ein homogenes Zytoplasma wurde in 64 % der M II-Oozyten
beobachtet, 19% hatten eine exzessive Granulierung und 17 % zytoplasmatische
Einschlisse (z. B. Vakuolen, refraktile Korper). Eine Unterscheidung des
Granulierungsgrades wurde nicht durchgefihrt.

Diese Untersuchungen stimmen mit den hier dargestellten Beobachtungen nach einer
Urofollitropin - Applikation tberein, die einen Eizellanteil von 64,1% mit normalem
Zytoplasma zeigten. Weiterhin reprasentieren die vorliegenden Ergebnisse, dass die
Wahl von uFSH zur ovariellen Stimulation zu einer signifikant erhdhten Anzahl
abnormer Oozyten mit zentralem oder vollstdndig granulierten Zytoplasma gegenuber
den gonadotropen Vergleichspraparaten fuhrt (28,2% vs. 17,1% - 22,0%; 7,7% vs. 3,5%
- 6,2%). Der Gesamtanteil an granulierten M 1l- Oozyten lag in der Urofollitropingruppe
bei 35,9%. Kahraman und Mitarbeiter [51] untersuchten 39 retrospektiv ausgewahlte
ICSI-Zyklen mit ausgepragtem Granulierungsgrad der Oozyten. Bei allen Zyklen
erfolgte die KOS durch eine Kombinationstherapie von Urofollitropin mit Menotropin. In
65,8% der M llI-Eizellen wurde ein zentral granuliertes Areal im Zytoplasma lokalisiert,
welches allerdings zu keinen signifikanten Differenzen in der Fertilisationsrate,
Embryonenentwicklung und Schwangerschaftsrate gegentber Oozyten mit homogenem
Ooplasma fihrte.

Imthurn et al. [114] berichteten in ihrer Studie an 50 ICSI -Zyklen von kontroversen
Ergebnissen. Nach Applikation von Menotropin dokumentierten sie einen signifikant
hoheren Anteil von 22,4 % an zentral granulierten Oozyten gegeniber einer
Urofollitropingabe von 14,4%. Diese Beobachtungen wurden im kurzen
Stimulationsprotokoll erzielt und sind mit den vorliegenden Ergebnissen im langem
Agonistenprotokoll nicht direkt vergleichbar. Ng et al. [101] berichteten Uber keine
Differenzen im Granulierungsgrad der Oozyten zwischen einer Menotropin und
Follitropin alpha - Stimulation. Der Eizellanteil mit homogenem Zytoplasma lag jedoch
mit 57,2 % fur Menotropin und 56,2% ftr Follitropin alpha unterhalb der in dieser Studie
erzielten Werte. Die Anzahl auffallig granulierter Oozyten lag bei 42,8% und 43,8%.
Diese deutlichen Abweichungen haben ihre Ursache in der geringen Zahl an ICSI-

Behandlungszyklen pro Gruppe mit n= 20. Weitere prospektive Analysen werden notig
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sein, um den direkten Einfluss gonadotroper Hormonpraparate auf den
Granulierungsgrad der Oozyten dokumentieren zu kénnen.

Weiterhin sind lichtmikroskopisch sogenannte Einschlisse als mehrere grobe Kdrner
(Inkorporationen) oder bei entsprechender Grol3e als refraktile Korper im Zytoplasma zu
finden. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass in ca. 40,0% aller Oozyten
Inkorporationen (29,4%) und refraktile Korper (11,0%) zu beobachten waren. In
Abhé&ngigkeit von den angewandten Gonadotropinen war ein signifikant hoher Anteil an
M 1I-Oozyten mit kleinen Einschlissen (34,8%) und refraktilen Korpern (26,1%) nach
Applikation von Follitropin alpha in Kombination mit Menotropin zu finden. Ob diese
Beobachtung an der Wahl des Stimulationsregimes liegt oder mdglicherweise am
alteren Patientengut dieser Gruppe sollte genauer in weiterfihrenden Studien
untersucht werden. Xia [47] berichtete in seiner Arbeit, dass Patientinnen tber 35 Jahre
mehr Oozyten mit zytoplasmatischen Einschliissen entwickeln. Weiterhin gibt es eine
klare Tendenz, dass diese Patienten auch in Folgezyklen vermehrt Oozyten mit
Einschlissen ausbilden. Untersuchungen von De Sutter et al. [52] an 528 Oozyten
stellten mit den vorliegenden Resultaten Ubereinstimmend eine Prasenz von
zytoplasmatischen Einschlissen in 38,4% fest, jedoch traten diese in 18,5% als
refraktile Korper auf. Balaban et al. [53] berichteten von einem M II-Eizellanteil von
2,8% mit refraktilen Kérpern nach Stimulation mit Urofollitropin, was die vorliegenden
Ergebnisse weitgehend fir groRRe zytoplasmatische Einschlisse bestéatigen (6,4%).
Kontrovers zu den Ergebnissen von Xia [47] zeigten Autoren wie De Sutter et al. [52],
Balaban et al. [53] und Ebner et al. [54], dass Qualitatsabweichungen in Form von
.Kleinen“ und ,grof3en” refraktilen Kérpern keine Auswirkungen auf die Fertilisationsrate
und Embryonenqualitat ausubten.

Eizellen, die eine Vakuole aufweisen, variieren in den verschiedenen Publikationen
zwischen 4,0% und 12,4% [40, 52, 118, 126]. Multiple Vakuolen erscheinen seltener, in
ca.1% aller M 1I-Oozyten. In der vorliegenden Studie wurde nur das Vorkommen von
Oozyten mit Vakuolen dokumentiert; der prozentuale Anteil lag bei 6,9%. Eine
Unterscheidung zwischen dem Nachweis einzelner oder einer Vielzahl von Vakuolen
wurde nicht vorgenommen. In  Abhangigkeit von den verschiedenen
Gonadotropinpréaparaten lag die Prasenz einer Vakuolenbildung zwischen 4,3% -7,6%.
Diese Angaben stimmen mit denen von De Sutter et al. [52] mit 4,5% und Balaban et al.
[53] mit 3,0% Uberein.
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Die wenigen Literaturstudien betrachten meist nur einzelne morphologische Merkmale
oder fassen wichtige Oozytenparameter der auf3eren Hulle und des Zytoplasmas
zusammen. Aus diesen Untersuchungen kénnen keine separaten Ruckschlisse auf
einzelne extrazytoplasmatische oder zytoplasmatische Auffalligkeiten der Oozyten und
ihre Bedeutung fiur die weitere Entwicklung gezogen werden. Auch ist der direkte
Einfluss einer ovariellen Stimulation auf die Morphologie der Oozyten und deren
Auswirkungen auf den Therapieausgang bisher nicht eindeutig geklart.

Mit dieser Arbeit soll ein Grundstein zur allseitigen Betrachtung von mdglichen
beeinfussenden Faktoren auf den Ausgang einer Kinderwunschbehandlung gelegt
werden. WeiterfiUhrende prospektive Studien mit grof3eren Fallzahlen werden folgen

missen, um die dargestellten Ergebnisse validieren zu konnen.

5.2.3 Klinische Parameter fiir den Verlauf einer Fer tilitdtstherapie nach KOS in

Abhangigkeit von extrazytoplasmatischen und zytopla smatischen Merkmalen

In den nachfolgenden Abschnitten soll analysiert werden, welchen Einfluss
morphologische Abweichungen auf die Fertilisations- und Schwangerschaftsrate in
unserer Patientenklientel haben. Weiterhin stehen die Auswirkungen des GnRH-
Protokolls sowie die Anwendung verschiedener  Gonadotropinpraparate/
Therapieschemata auf die Befruchtungsrate, die Embryonenqualitat und die
Schwangerschafts- und Geburtenrate in 564 Behandlungszyklen zur Diskussion.

5.2.3.1 Morphologische Eizellparameter

Unabhangig von der Einteilung in extrazytoplasmatische und zytoplasmatische
Abweichungen der Eizellmorphologie, zeigen die vorliegenden Ergebnisse, dass mit
zunehmender Zahl an beobachteten Abnormitaten in der Eizelle (0 bis 6), die
Fertilisationsrate signifikant abnimmt. Diese Verminderung verlauft suksessiv mit der
jeweiligen Zunahme eines abnormen Merkmals. Die hdchste Befruchtungsrate wurde
bei Oozyten ohne morphologische Abweichungen beobachtet (75,3%). Gemessen an
der Gesamtzahl der M 1I-Oozyten (n=4778) weist der grol3ere Anteil der Eizellen keine
Abweichung oder 1-2 abnorme Merkmale auf. Interessanterweise zeigt sich in der
Literatur keine vergleichbare Aufgliederung. Die Arbeiten von Ebner et al. [45] und De
Sutter et al. [52] unterteilten die zu untersuchenden M 1I-Oozyten in drei Gruppen ein:
Eizellen ohne Anomalie, mit einer Anomalie und Oozyten mit zwei und mehr

morphologischen Defekten. Die Fertilisationsraten nahmen vergleichbar mit dieser
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Studie bei zwei und mehr abnormen Merkmalen ab (83,0% auf 75,6% [45]; 72,0% auf
63,0% [52]), jedoch war der Unterschied in beiden Arbeiten nicht signifikant.
Untersuchungen von Mikkelsen und Lindenberg [135] an in vitro maturierten Oozyten
zeigten ebenfalls Tendenzen in den Fertilisationsraten zwischen dokumentierter
normaler Oozyte und Eizellen mit einer morphologischen Anomalie (64,6% vs. 52,8%).
Aufgrund der geringen Zahl an untersuchten Oozyten (n=264) wurden keine
signifikanten Unterschiede festgestellt. Balaban et al. [53] analysierten 5903 Oozyten
und fanden kontrovers zu den vorliegenden Ergebnissen keine Unterschiede in der
Fertilitatsrate zwischen normal geformten Oozyten und Eizellen mit zwei oder drei
abnormen Merkmalen.

Bei Betrachtung der hier dargestellten Resultate zeigen extrazytoplasmatische
Abweichungen in den Oozyten eine signifikant verminderte Rate an Vorkernstadien
(2PN) gegenuber normal geformten Eizellen (s. Tabelle 36), wenn der perivitelline Spalt
vergroRert ist oder Granula enthalt (66,1% bzw. 71,5%) und wenn die Eizellen eine
ovale, elongierte Form aufweisen (64,7% bzw. 70,8%). Die flache Form des 1.
Polkdrpers zeigt eine Verminderung der Befruchtungsrate im Vergleich zu normal
runden oder fragmentierten 1. Polkérpern, die Differenz ist jedoch nicht signifikant
(66,3% vs. 70,5%, 70,3%). Im Einklang mit dieser Studie dokumentierten Ciotti et al.
[48] und Xia [47] keine Unterschiede in der Befruchtungsrate zwischen normal runden
und fragmentierten 1. Polkdrpern. Fir Oozyten mit einem flachen, teilweise noch nicht
komplett vom Ooplasma geldosten Polkoérper beschreibt Xia eine reduzierte
Fertilisationsrate von 25%. Die Studie von Ebner et al. [45] gibt einen prognostischen
Wert fur die Form des 1. Polkorpers auf die Fertilisationsrate an. Sie zeigte eine
signifikante Verminderung der Rate an regularen Vorkernstadien bei Oozyten mit einem
fragmentierten Polkorper gegeniber Oozyten mit einem rund geformten Polkérper an
(70,4% vs. 89,1%). Weitere Arbeiten unterstitzten diese Aussagen [46, 49]. Die
widerspruchlichen Daten kommen vermutlich durch die unterschiedlichen
Beobachtungs- und Durchfiihrungszeiten der ICSI in den Publikationen zustande. Eine
Korrelation zwischen Polkérperform und der Entwicklungsfahigkeit der Oozyte wurde
beobachtet, wenn die Spermatozoeninjektion 2-3 Stunden nach Follikelpunktion
stattfand.

Abweichungen von der normalen Form des PVS dokumentierten De Sutter et al. [52],
Balaban et al. [53] und Xia et al. [47]. Die Anzahl an regularen Vorkernstadien sank bei
[52] von 72,0% auf 60,0% bei Oozyten mit einem auffallend grol3en PVS und zeigte
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eine signifikante Differenz in der Arbeit von Xia [47] von 84,9% vs. 72,9%. Keine
Unterschiede in den Befruchtungsraten fanden Balaban et al. [53] bei dem Vergleich
von normal geformten Oozyten zu denen mit einem grof3en PVS oder einer irreguléren,
ovalen Form. Die vorliegenden Untersuchungen zeigen dagegen bei Betrachtung beider
Merkmale signifikante Unterschiede. So fanden sich verminderte Fertilisationsraten bei
abnorm erscheinenden PVS von 66,1% vs. 71,5% und eine weitere Abnahme auf
64,7% vs. 70,8% bei ovaler Eizellsymmetrie. Die Ergebnisse von Ebner et al. [45] und
Xia [47] zeigten ebenfalls eine merkliche Abnahme der Befruchtungsrate beim
Nachweis elongierter Eizellformen (83,0% vs. 70,6% [45]; 72,0% vs. 67,0% [47]).
Weiterhin kénnen eindeutige Aussagen Uber die Auswirkungen zytoplasmatischer
Abweichungen in den Oozyten auf die Fertilisationsraten gemacht werden (s. Tabelle
37). Der Nachweis eines granulierten Ooplasmas, der Bildung von Vakuolen oder von
refraktilien Korpern fuhrte in allen Féllen zu einer signifikanten Verminderung der
Befruchtungsrate dieser Oozyten. In der Literatur finden sich unterschiedliche Angaben.
Serhal et al. [67] fanden in Ubereinstimmung mit den vorliegenden Ergebnissen ebenso
eine — allerdings nicht signifikante - Abnahme der Zahl regularer Vorkernstadien bei
Oozyten mit granuliertem Ooplasma und zytoplasmatischen Einschlissen (57,0%;
61,0% vs. 63,0%). Keine Unterscheidung in den Befruchtungsraten zwischen normal
geformten Oozyten und Eizellen mit zytoplasmatischen Abnormitéaten beobachteten
Kahraman et al. [51], Ng et al. [101] und Balaban et al. [53]. Mdgliche Griinde fur diese
differenten Ergebnisse liegen zum einen in der stark variierenden Anzahl an
untersuchten M 1I-Oozyten und im Patientenkollektiv. Neben der Fertilisationsrate
gehort die Schwangerschaftsrate zu den wichtigen klinischen Parametern.

Da der Hauptteil der Oozyten keine oder maximal 2 abnorme Merkmale aufwiesen,
konnte eine selektive Auswahl zur Weiterentwicklung zum Embryo erfolgen. Nach dem
Transfer von Embryonen aus Oozyten mit 3 abnormen Merkmalen vermindert sich die
Schwangerschaftsrate signifikant (p=0,038).

Meriano et al. [126] bestatigten dies an Behandlungszyklen, welche wiederholt
morphologische Abnormitaten bei mehr als die Halfte der Oozyten gegenlber einem
Kontrollkollektiv aufwiesen (p<0,01). Eine detaillierte Ubersicht, die eine Zunahme
morphologischer Auffalligkeiten in den Oozyten mit der Schwangerschaftsrate in
Beziehung stellt, wurde in der Literatur nicht gefunden.

Bei Betrachtung der Schwangerschaftsrate in Abhangigkeit einzelner morphologischer

Abweichungen war in dieser Studie nur bei der Symmetrie der Oozyte eine signifikante

129



Differenz feststellbar (p=0,025). Die Ruckgabe von Embryonen aus oval geformten
Oozyten fuhrte zu einer deutlichen Abnahme der Schwangerschaftsrate (33,3% auf
21,6%). Dieses Resultat beruht auf der niedrigen Entwicklungspotenz solcher
elongierter Embryonen aufgrund geringer oder fehlender Zellkontakte zwischen den
Blastomeren [40]. Aus den Tabellen 54 und 55 der Ergebnisse ist zu erkennen, dass die
Mehrzahl der Ubertragenen Embryonen aus Eizellen mit normal geformten
extrazytoplasmatischen und zytoplasmatischen Parametern stammen.

Durch die groRe Anzahl an ,gemischten Transfers* (regulare Embryonen/ irregulare
Embryonen) wird die Schwangerschaftsrate auch bei Vorliegen abnormer Embryonen
nicht beeintrachtigt. In 421 Behandlungszyken wurden 2 Embryonen, in 110 Zyklen 3
Embryonen transferiert. Da eine genaue Bestimmung, welcher Embryo die
Schwangerschaft induziert hat, nicht méglich ist, wurde der Therapieerfolg theoretisch
jedem transferierten Embryo zugeschrieben. Aus den Ergebnissen in Tabelle 69 kann
vermutet werden, dass die Schwangerschaft und die Geburt von Einlingen durch den
.regularen Embryo* induziert wurde.

Interessant waren weitere Untersuchungen, die durch Single-Embryo-Transfer (SET)
die Auswirkungen definierter Abnormitaten auf die Schwangerschaftsrate zum Ziel
haben.

Anhand der Morphologie des 1. Polkérpers wurde dies von Ebner und Mitarbeitern [46]
schon durchgefiihrt. Sie konnten einen signifikanten Einfluss eines intakten 1.
Polkorpers auf die fortlaufende Schwangerschaftsrate gegeniber Oozyten mit
fragmentiertem 1. Polkdrper in wenigen ,homogenen® Behandlungszyklen aufzeigen.
Die Patientinnen erhielten nur Embryonen aus Oozyten mit intakten 1. Polkérpern
(n=19) oder alle transferierten Embryonen stammten aus Oozyten mit fragmentierten 1.
Polkérpern (n=23). So verminderte sich die Schwangerschaftsrate dieser ,homogenen
Zyklen* von 68,4% auf 34,8% und die Implantationsrate von 48,6% auf 22,0%.

Eine detaillierte Betrachtung extrazytoplasmatischer und zytoplasmatischer
Oozytenparameter hat somit einen prognostischen Wert zur Beurteilung des
Befruchtungsgeschehens und kann schon eine frihe Selektionsbarriere fur den

Therapieerfolg einer Kinderwunschbehandlung darstellen.

5.2.3.2 GnRH-Protokoll / GnRH-Agonistenpréparate
Welchen Einfluss die Wahl des GnRH-Protokolls auf klinische Parameter, wie die

Befruchtungsrate, die Qualitdt der Embryonen und die Schwangerschaftsrate ausubt,
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soll in diesem Abschnitt erétert werden. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen hinsichtlich
der Fertilisationsrate keine deutlichen Unterschiede zwischen GnRH-Agonisten — und
dem Antagonistenprotokoll (69,4% vs. 72,0%). Diese stehen im Einklang mit den
Untersuchungen von Olivennes et al. [69, 95] und Ludwig et al. [98] in IVF-Zyklen.
Obwohl das lange GnRH-Agonistenprotokoll immer noch der Standard in der Therapie
ist, konnten wir signifikante Unterschiede nach Applikation verschiedener
Agonistenpraparate in der Befruchtungsrate ausmachen. So fuhrte die Gabe von
Triptorelinacetat zu einer deutlichen Verminderung reguldr fertilisierter Oozyten
gegeniber den Praparaten Leuprorelinacetat (tgl. Gabe, Depotform) und
Nafarelinacetat (64,1% vs. 69,9%; 71,0%; 72,7%). Weiterhin weist die Behandlung mit
Triptorelinacetat einen hoheren Anteil degenerierter Oozyten nach Durchfihrung der
ICSI im Vergleich zu den anderen Praparaten auf (10,1%). Auf die
Schwangerschaftsrate hatten diese Resultate jedoch keine Auswirkungen.
Ubereinstimmend mit den vorliegenden Ergebnissen fiir Leuprorelinacetat und
Nafarelinacetat berichteten Dada und Kollegen [96] Uber keine Differenzen in den
Befruchtungs- sowie in den Schwangerschafts- und Implantationsraten.

In der vorliegenden Studie ist der qualitative Anteil regularer Embryonen (allein bezogen
auf den Transfer von zwei Embryonen) im Antagonistenprotokoll zwar deutlich héher,
jedoch nicht signifikant, gegentber den Agonisten (62,0% vs. 52,7%). Analysen von Al-
Inany und Aboulghar [137] sowie Olivennes et al. [69] zeigten ebenfalls sowohl in der
Agonistengruppe als auch nach Antagonistengabe eine aquivalente Zahl an Embryonen
mit guter Qualitat.

Bei Betrachtung der Erfolgsraten ist in dieser Studie eine leichte Tendenz zugunsten
des Agonistenprotokolls zu verzeichnen (33,5% vs. 29,2%). In der Literatur sind dazu
kontroverse Angaben zu finden. Autoren wie Ludwig et al. [98], Olivennes et al. [95],
Felberbaum [68] und Samama et al. [93] berichteten in Ubereinstimmung mit den
vorliegenden  Ergebnissen von keinen signifikanten Differenzen in den
Schwangerschaftsraten nach Applikation von Cetrorelixacetat versus
Agonistentherapie. Kontrovers dokumentierten Multicenterstudien von Al-Inany und
Aboulghar [137], Olivennes et al. [69] und Ludwig et al. [138] verminderte
Schwangerschaftsraten nach Antagonistengabe im Vergleich zum langen
Agonistenprotokoll. Gegenstand der oben genannten Vergleichsstudien waren die
Antagonistenpréaparate Ganirelixacetat und Cetrorelixacetat im Multidose — oder

Singledose-Protokoll. In einer durchgefihrten Subanalyse konnten Ludwig et al. [138]
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darstellen, dass die reduzierten Schwangerschaftsraten durch die Gabe von
Ganirelixacetat hervorgerufen wurden und nicht nach Applikation von Cetrorelixacetat
auftraten. Diese Diskrepanzen lassen pharmakodynamische Differenzen zwischen
beiden Antagonistenpraparaten vermuten. Wilcox und Kollegen [139] widerlegten die
Aussage von Ludwig et al. [138] in einer Studie an 168 Patientinnen und fanden in der
Zahl gewonnener Oozyten, Embryonen und in den Erfolgsraten keine statistischen
Differenzen zwischen beiden Antagonisten. Patientinnen mit einem vorzeitigen LH-
Anstieg wurden bei dieser Untersuchung ausgeschlossen, da dieser vermutlich fur die
reduzierten Erfolgssraten nach Antagonistengabe verantwortlich ist. So zeigten
Kolibianakis et al. [160], dass ansteigende LH-Spiegel die Entwicklung des
Endometriums im Antagonistenprotokoll negativ beeinflussen und zu verminderten
Implantations- und Schwangerschaftsraten fihren. In einer neueren Arbeit konnten
Kolibianakis et al. [140] auch darstellen, dass bei Patientinnen mit LH-Werten < 0,5 1U/I
am 8. Stimulationstag hohe Implantationsraten zu beobachten waren. Diese
Untersuchungen gehen konform mit den Ergebnissen von Humaidan et al. [161] im
GnRH-Agonistenprotokoll. Fir LH wurde ein sogenanntes ,therapeutic window concept®
erstellt. Es zeigt, dass hohere LH —Werte zu einer Atresie der Follikel und zu einer
Verschlechterung der Eizelll und Embryonenqualitat fuhren sowie die
Entwicklungsfahigkeit des Endometriums unterbinden. Dagegen fuhrt ein LH-Mangel zu
einer eingeschrankten zytoplasmatischen Reifung und zu einer verminderten
Weiterentwicklung der Embryonen [159]. Eine weitere Publikation von Bosch et al. [162]
verdeutlicht den negativen Effekt eines vorzeitigen LH-Anstiegs auf den Zyklusausgang
in GnRH-Antagonistenzyklen. In ihren Untersuchungen fanden sie eine auffallend klare
Korrelation von erhdhten Progesteronspiegeln im Serum (= 1,2 ng/ml) und hdheren
Estradiolwerten am Tag der HCG-Gabe sowie eine erhohte FSH-Dosierung und eine
langere Stimulationsdauer in Zyklen mit einem vorzeitigen LH-Anstieg gegentiber
.,hormalen” Zyklen. Die Unterschiede in den Implantations- und Schwangerschaftsraten
waren signifikant (p=0,007; p=0,01). So kann vermutet werden, dass ansteigende
Progesteronspiegel am Tag der Ovulationsauslosung eine nachteilige Wirkung auf den
Behandlungserfolg in Antagonistenzyklen, mdoglicherweise durch ihren negativen
Einfluss auf die Endometriumentwicklung, austben.

Die GnRH-Protokollart hat in unserer Patientenklientel keinen signifikanten Einfluss auf
die Geburtenrate (27,0% Agonisten vs. 22,1% Antagonisten). Vergleichende

weiterfilhrende Schwangerschaftsraten waren in den Studien von Samama et al. [93]
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(22,4% vs.19,6%) und Ludwig et al. [98] (17,2% vs. 16,6%) zu finden. Das deutsche
IVF-Register dokumentiert im Jahre 2004 eine Geburtenrate pro Transfer von 14,3%
nach dem langen Agonistenprotokoll vs. 11,42% nach Antagonistengabe [165].

Nach den vorliegenden Ergebnissen ist die Anwendung von Cetrorelixacetat als
Antagonist mit der Applikation von GnRH-Agonisten, bevorzugt Leuprorelinacetat und
Nafarelinacetat, im langen Protokoll gleichzusetzen. Im Gegensatz zu den Statistiken
von Griesinger et al. [157] wurde der Antagonist in den an der Studie teilnehmenden
Zentren auch als ,Therapie der ersten Wahl* eingesetzt. Griesinger et al. [157] zeigten
in ihrer Arbeit, dass in Deutschland zwischen den Jahren 2000 — 2003 Antagonisten
meist in Behandlungszyklen mit unvorteilhafter Prognose, bei Patientinnen mit
mehreren Vorversuchen und im é&lteren Patientenklientel eingesetzt wurden. Diese
Tatsachen und der Einsatz von Antagonisten als ,Mittel der zweiten Wahl* kdénnten
ebenso fur die verminderten Schwangerschaftsraten in einigen Studien sprechen. Die
vorliegenden Untersuchungen zeigen die Gleichwertigkeit beider GnRH-Regime und

empfehlen die Antagonistentherapie gleichermal3en wie die Gabe von Agonisten.

5.2.3.3. Gonadotropinmedikationen / Stimulationssch emata

Welchen Einfluss die Gonadotropinmedikationen und Stimulationsschemata auf
wichtige klinische Parameter, wie die Fertilisationsrate, die Qualitdt der Embryonen und
die Schwangerschafts- und Geburtenrate austiben, soll nachfolgend diskutiert werden.
Weiterhin werden die Auswirkungen einer Hormontherapie in Abh&ngigkeit von
extrazytoplasmatischen und zytoplasmatischen Merkmalen auf die Befruchtungs- und
Schwangerschaftsraten erotert.

In dieser Studie wurden sieben verschiedene Hormone und Hormonkombinationen zur
ovariellen Stimulation angewendet. Anhand der Zahl der Behandlungszyklen wurde die
Mehrzahl der Patientinnen mit rekombinant hergestellten Gonadotropinpraparaten
(n=343; Follitropin alpha und beta, Lutropin alpha) therapiert.

Bei Betrachtung der vorliegenden Ergebnisse wird deutlich, dass sich die
Fertilisationsraten nach Applikation urindrer Hormonpraparate auffallend, jedoch nicht
signifikant, zwischen Urofollitropin und Menotropin unterscheiden (65,2% vs. 71,9%).
Interessanterweise zeigt sich auch eine verminderte Befruchtungsrate in der
Kombinationstherapie von Urofollitropin mit Menotropin (66,3%). Als mogliche Ursache
dieser niedrigeren Raten an regularen Vorkernstadien konnte der hohe Oozytenantell

mit morphologischen Abnormitaten in der uFSH - Gruppe in Frage kommen. In
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Ubereinstimmung mit der vorliegenden Studie fanden Weissman et al. [103] und Check
at al. [158] keine signifikanten Unterschiede in den Befruchtungs- und
Schwangerschaftsraten, wobei ihre Untersuchungen mit Menotropin, nicht mit
Menotropin—HP, durchgefihrt wurden. Der prognostisch positivere Effekt wvon
Menotropin-HP in dieser Studie kdnnte an der hochgereinigten Form des Medikamentes
liegen. Die Befruchtungsraten zwischen den beiden rekombinanten Medikationen
Follitropin beta und Follitropin alpha waren fast identisch (70,0%; 70,7%) und stimmten
mit den Ergebnissen von Harlin at al. [132] und Tulppala et al. [133] Uberein.

Der Vergleich Klinischer Parameter zwischen der Anwendung urindrer versus
rekombinanter Produkte flhrte zu einer Vielzahl von Publikationen [101, 104, 105, 106,
111, 112,113, 115, 130, 131].

Die Fertilisationsraten in dieser Studie waren zwischen Menotropin (Menotropin-HP)
und den rekombinanten Medikationen vergleichbar (71,9% vs. 70,0%; 70,7%). Wie
schon auf die Oozytenmorphologie zeigte die Gabe von Urofollitropin einen merklich
negativen Einfluss auf die Fertilisationsrate gegentber allen Gruppierungen. Im
Vergleich zu Follitropin alpha berichteten verschiedene Autoren [111, 112, 115, 131]
Uber hohere Fertilisationsraten des rekombinanten Praprates gegentber Urofollitropin
(z. B. 67,0% vs. 61,6% [111]). Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den
vorliegenden Beobachtungen (70,7% fur rESH vs. 65,2% uFSH).

Die Applikation von Menotropin gegeniber Follitropin alpha zeigte in Studien von Nyboe
Anderson et al. [106], Westergaard et al. [104], Ng et al. [101] Ubereinstimmend mit
unseren Resultaten keine deutlichen Differenzen in den Befruchtungsraten, ebenso bei
den Medikationen von Menotropin und Follitropin beta [113]. Kornilov et al. [130]
bestéatigten dies mit Fertilisationsraten nach Gaben von hMG mit 75,5%, von
Urofollitropin mit 71,0% und von Follitropin alpha mit 76,0%. Balasch et al. [105]
dagegen berichteten Uber einen deutlich héheren Anteil an reguldren Vorkernstadien
nach Follitropin alpha- Gabe gegentiber Menotropin (74,5% vs. 61,2%).

Aus dieser Vielzahl von Publikationen und anhand der hier dargestellten
Untersuchungen wird deutlich, dass die Gabe von rekombinant hergestelltem FSH
(Follitropin alpha oder Follitropin beta) sowie die Applikation von Menotropin—HP einer
Therapie mit Urofollitropin zu bevorzugen sind, um eine hohe Anzahl regular fertilisierter
Oozyten zu erhalten. Inwieweit die vorliegenden Ergebnisse auch auf das neue urinare
FSH-Monopraparat  Bravelle® zutreffen, miissen weiterfiihrende Untersuchungen

zeigen.

134



Bei Betrachtung der Therapieschemata zeichneten sich signifikante Unterschiede
innerhalb der Gruppe von Follitropin beta und Follitropin alpha ab. So ist die Wahl des
Agonisten Leuprorelinacetat in Kombination mit Follitropin beta fur eine deutlich
verminderte Befruchtungsrate von 62,1% verantwortlich, allerdings konnten nur 102
Oozyten analysiert werden. In der Gruppe von Follitropin alpha ist die auffallend
niedrige Rate an regular fertilisierten Eizellen in Kombination mit den GnRH-Agonisten
Triptorelinacetat (62,6%) fur die Signifikanz verantwortlich. Wie schon bei der
Betrachtung der Anzahl morphologischer Defekte in den Oozyten fallen nach Gabe von
Triptorelinacetat die deutlich verminderten Fertilisationsraten in Kombination mit
Follitropin beta (67,5%), Follitropin alpha (62,6%) und Urofollitropin (62,8%) auf.

Der Vergleich der Befruchtungsraten innerhalb der Behandlungsschemata fallt zu
ungunsten von Urofollitropin aus. Die Therapie mit urindrem FSH im langen
Agonistenprotokoll resultierte in auffallend niedrigeren Fertilisationsraten (62,8%-
68,7%) und erhohten Anteilen an degenerierten Oozyten. Anhand der vorliegenden
Ergebnisse sind die Therapieschemata im Agonistenprotokoll mit Menotropin, Follitropin
alpha und der Kombination beider empfehlenswert. Das Antagonistenprotokoll zeigte in
Verbindung mit Menotropin und Follitropin alpha Befruchtungsraten zwischen 74,6%
und 72,3%. Wikland et al. [136] konnten in einer prospektiv randomisierten Studie die
Anfangsdosierung von 150 IU Follitropin alpha und die multiple Gabe von 0,25 mg
Cetrorelixacetat ab dem sechsten Stimulationstag als empfohlenes Standardschema
darstellen. Eine erhohte initiale Dosierung von 225 |U Follitropin alpha fihrte nur zu
signifikant mehr punktierten Oozyten, die Fertilisationsraten (62,9% vs. 67,3%) und die
Schwangerschaftsraten pro Transfer (28,8% vs. 26,8%) waren nahezu unveréandert.
Eine weitere Arbeit von Commenges-Ducos et al. [134] stellten die Ergebnisse der
Applikation von Follitropin alpha allein oder mit einer zusatzlichen Gabe von Menotropin
in der spaten Follikelphase dar. Gerade Patientinnen mit einem geringen endogenen
LH-Spiegel profitierten von dieser Kombination mit einer héheren Erfolgsrate nach einer
IVF-Behandlung.

Die vorliegenden Untersuchungen zeigten nach einer Gonadotropinmedikation von
Menotropin-, Follitropin beta und Follitropin alpha einen erhéhten Anteil von 2 regular
entwickelten Embryonen (68,8%; 59,1%; 57,4%). Nach Gabe von Urofollitropin (52,8%)
und der Kombinationstherapie von Follitropin alpha mit Menotropin (51,3%) nahm
dieser auffallend ab. Der hohere Altersdurchschnitt des Patientenkollektivs nach der

Anwendung der Kombinationstherapie stellt eine moégliche Ursache der schlechteren
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embryonalen Entwicklung dar. Bei der Urofollitropingabe liegt der niedrigere Anteil von
zwei qualitativ guten Embryonen in der eingeschrankten Oozytenqualitat begrindet.
Vergleichbare Ergebnisse liefert auch die Betrachtung der Therapieschemata (s.
Tabelle 45), wonach die Qualitdt der Embryonen deutlich durch die Anwendung der
verschiedenen Gonadotropine beeinflusst wird. Der Anteil an gemischten Transfers mit
einem reguldren und einem irregularen Embryo betrdgt nach Urofollitropinmedikation
fast 40%. Ubereinstimmende Ergebnisse in der Embryonenqualitat fur die
rekombinanten Gonadotropine und fur Menotropin finden wir bei Tulppala et al. [133],
bei Jacob et al. [113] und Weissman et al. [103]. Bergh et al. [111] bestatigten eine
hohere Teilungsrate bei Embryonen nach Follitropin alpha-Gabe im Vergleich zu
Urofollitropin.

Der Einfluss der Applikation verschiedener Hormonpraparate auf die Fertilisationsrate in
Abh&ngigkeit von extrazytoplasmatischen und zytoplasmatischen Parametern wurde
bisher in der Literatur nicht detailliert untersucht. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen,
inwieweit die Gabe von Gonadotropinen urinaren Ursprungs oder die rekombinant
hergestellten Therapeutika die Morphologie der Oozyten und somit ihre Befruchtungs-
und Entwicklungsfahigkeit beeinflussen. Weiterhin soll analysiert werden, welche
einzelnen morphologischen Parameter fir den Behandlungserfolg von Bedeutung sind.
Nach den vorliegenden Untersuchungen bt die Form des 1. Polkdrpers keinen Einfluss
auf die Befruchtungsrate, mit Ausnahme einer Urofollitropinmedikation, aus. Bei der
Applikation von uFSH vermindert sich die Fertilisationsrate bei Oozyten mit flachem
oder fragmentiertem 1. Polkdrper signifikant (p=0,021) gegeniber normal geformten
Oozyten und spiegelt das signifikant vermehrte Auftreten von Dysmorphismen in dieser
Gruppe wider.

Die Annahme, dass bei einer starken Fragmentierung des 1. Polkdrpers eine negative
Prognose zu erwarten ist [40], kdnnen wir fur die Befruchtungsrate in Abhangigkeit von
den verschiedenen Hormonpréparaten nicht bestatigten. Widersprtchliche Daten in der
Literatur kénnten moglicherweise auf unterschiedliche Beobachtungszeiten (2 - 9
Stunden nach Eizellgewinnung) zurtickzufihren sein. Autoren, die einen Einfluss der
Polkoérpermorphologie auf die weitere Entwicklung der Oozyten beschrieben, injizierten
die Oozyten nach maximal 3 Stunden Adaptationszeit im Brutschrank [46, 47, 49]. Eine
Korrelation zum verabreichten Gonadotropin wurde nicht durchgefiihrt. Ciotti et al. [48]
fanden in Ubereinstimmung mit dieser Studie keinen Zusammenhang zwischen der

Form des 1. Polkdrpers und der Fertilisationsrate, der Teilungsrate und der Qualitat der
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Embryonen. Eine signifikant hohere Rate an Schwangerschaften (p=0.008) wurde
beobachtet, wenn die ICSI 5 -7 Stunden nach Follikelpunktion durchgefiihrt wurde.
Somit beeinflusst die Morphologie des 1. Polkérpers nur die Befruchtungsrate nach
Stimulation von Urofollitropin. Die Fertilisationsraten aller weiteren Hormonpréparate
zeigen keine Einschrankungen und stimmen mit den Untersuchungen aus Tabelle 36
uberein.

Abweichungen von der normalen Form des PVS fuhrten in dieser Studie mit Ausnahme
von Menotropin zu einer Verringerung der Befruchtungsraten bei allen verabreichten
Medikationen, wobei die Gruppe von Follitropin alpha aufgrund der groRen Oozytenzahl
signifikante Werte mit p<0,001 erreichte (73,1% vs. 64,9%). Dieses Resultat spiegelt
auch die Haufigkeit von Abnormitaten des PVS von fast 30,0% in dieser Gruppe wider.
Die Ergebnisse sind Ubereinstimmend mit den Untersuchungen von Xia [47], der
ebenfalls Uber eine verminderte Rate an regularen Vorkernstadien bei Oozyten mit
einem auffallend groRen PVS nach Urofollitropinapplikation berichtete. Auch das
Vorhandensein von Granula im perivitellinen Spalt kdnnte einen negativen Einfluss auf
die Befruchtungsrate austiben, obwohl dies nach Aussagen von Hassan-Ali et al. [44]
eher Zeichen einer Gonadotropintberdosierung mit hMG (Menotropin) darstellten.
Diese Auffalligkeit konnten wir fir Menotropin—HP nicht bestatigen.

Eine ovale, elongierte Form der Oozyte flhrte in den vorliegenden Untersuchungen zu
einer Abnahme der Zahl regular fertilisierter Eizellen. Dies zeigt sich besonders deutlich
nach Applikation von Follitropin alpha, Urofollitropin und der Kombination von Follitropin
alpha und Menotropin. In diesen drei Gruppen lag das Auftreten einer abnormen Form
der Oozyte bei 12,0% — 15,1% verglichen mit 7,8% -9,3% bei Menotropin und
Follitropin beta. Verminderte Befruchtungsraten bei oval geformten Oozyten
dokumentierten ebenfalls Ebner et al. [45] und Kahraman et al. [52] nach
Menotropinmedikation. Haufig sind sowohl Eizelle als auch die Zona pellucida von
dieser Deformierung betroffen. Wenn doch eine Befruchtung stattfand, so hat der
entstehende Embryo keine regulare Entwicklungschance aufgrund der planaren
Eizellform und den dadurch verringerten Zell-Zell-Kontakten. Keine auffélligen
Differenzen in den Befruchtungsraten elongierter Oozyten lagen nach Applikation von
Menotropin und Follitropin beta vor, die offensichtlich der geringeren Oozytenzahl in
diesen Gruppen zuzuschreiben sind.

Aus den vorliegenden Ergebnissen wird deutlich, dass, auch in Abh&ngigkeit von der

Applikation verschiedener gonadotroper Hormone, Abnormitdten in der Form des 1.
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Polkorpers keinen Einfluss auf die Zahl regular fertilisierter Oozyten austiben, jedoch
morphologische Abweichungen des PVS und der Symmetrie der Oozyte zu reduzierten
Befruchtungsraten fiihren kénnen. Diese Ergebnisse spiegeln sich bei Betrachtung der
Stimulationsschemata noch deutlicher wider. Die abweichende Form des 1. Polkdrpers
(flach oder fragmentiert) hat ebenfalls nach Urofollitropinmedikation im
Agonistenprotokoll einen signifikanten Einfluss auf die Fertilisationsrate.

Bei Abnormitaten des PVS und der Symmetrie der Oozyte treten deutlich verminderte
Anteile an regular fertilisierten Eizellen nach Anwendung der Stimulation mit Follitropin
alpha (p<0,001; p=0,026) und Urofollitropin (p=0,188; p=0,022) im Agonisten — und
Antagonistenprotokoll auf. Im Falle von Menotropin, Follitropin beta und der
Kombination von Follitropin alpha mit Menotropin kann dies nur tendenziell bestatigt
werden, hier sind weitere Studien mit mehr Behandlungszyklen erforderlich. Alle
angewandten Stimulationsprotokolle zeigten bei normal geformten Oozyten
Befruchtungsraten zwischen 70,5 % - 73,5%, mit Ausnahme der Gabe von Urofollitropin
(66,3% - 69,5%). Diese sind mit den Arbeiten von Balaban et al. [53], Ebner et al. [45,
46], De Sutter et al. [52], Alikani et al. [118] und Imthurn et al. [114] fir Oozyten ohne
Dysmorphismen vergleichbar. Aus den hier dargestellten Untersuchungen wird sehr
deutlich, dass fur die eingeschrankten Befruchtungsraten die extrazytoplasmatischen
Abnormitdten verantwortlich sind und eine detaillierte Beobachtung der
Eizellmorphologie zu empfehlen ist, um jene Embryonen zu selektieren, die eine
Schwangerschaft induzieren kdnnen.

Bei Betrachtung zytoplasmatischer Parameter zeigt auch der Granulierungsgrad des
Zytoplasmas auffallend deutlich eine Verminderung der Fertilisationsrate bei allen
beteiligten  Gonadotropinmedikationen.  Signifikanzen  finden wir in den
Untersuchungsgruppen mit einer grofReren Zahl an M I1I-Oozyten (Follitropin alpha
n=2323 ;p=0,033 und Follitropin alpha plus Menotropin n=728; p<0,001), deutliche
Tendenzen bei Menotropin (p=0,074) und Follitropin beta (p=0,101). Aufgrund der
schon verminderten Zahl an regularen Vorkernstadien bei normal geformten Oozyten ist
der Unterschied zu Oozyten mit abnorm granulierten Ooplasma nach Gabe von
Urofollitropin nicht so deutlich wie in den Vergleichsgruppen. Diese Gruppe zeigt jedoch
ein vermehrtes Auftreten von zentral — oder vollgranulierten Oozyten von 28,2% und
7,7%. Aus den vorliegenden Ergebnissen geht klar hervor, dass Oozyten mit einem
zentralen Areal oder meist vollstandig granuliertem Zytoplasma zu deutlich

verminderten Befruchtungsraten- unabhangig der verabreichten
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Gonadotropinmedikationen- fuhrten (s. Tabelle 37). Eine ausgepragte Abnahme der
Fertilisation wird besonders nach der Gabe von Menotropin (73,9% auf 46,2%), bei
Follitropin alpha (71,4% auf 61,1%) und bei Follitropin alpha plus Menotropin (75,0%
auf 54,8%) deutlich. Kahraman et al. [51] fanden keinen Unterschied in der
Fertilisationsrate nach Stimulation mit Follitropin alpha und Menotropin. Der Grund dafir
kobnnte in der doch geringen Anzahl an untersuchten Oozyten (n=258) gegentber
dieser Studie (n=728) liegen. Sie zeigten jedoch, dass eine extensive Granulierung der
Oozyten zu einer hoheren Rate an chromosomalen Auffalligkeiten und zu einer
signifikant niedrigeren Schwangerschaftsrate flihrte.

Die Bildung von Vakuolen im Zytoplasma konnte in 6,9% der M 1I-Oozyten dokumentiert
werden. In den Untersuchungsgruppen mit der gré3eren Anzahl an Oozyten fanden wir
eine signifikante Reduktion der Fertilisationsrate beim Nachweis von Vakuolen bei
Follitropin alpha kombiniert mit Menotropin (72,1% vs. 56,4%) und eine tendenzielle
Verminderung nach alleiniger Follitropin alpha —Medikation (71,1% vs. 65,0%). Diese
Resultate zeigen, dass mit zunehmender Prdsenz von Vakuolen die Zahl regular
fertilisierter Eizellen deutlich abnimmt.

Wie aus Tabelle 37 ersichtlich spielt auch das Vorhandensein refraktiler Kérper fur den
Befruchtungsprozess eine entscheidende Rolle. In Bezug auf die verabreichten
rekombinanten Gonadotropine Follitropin alpha und beta war eine signifikante
Verminderung der Zahl an regular fertilisierten Oozyten und dem Vorhandensein von
zytoplasmatischen Einschlissen nachzuweisen (p=0,015; p=0,009). Obwohl der
Oozytenanteil neben der Applikation von Follitropin alpha (40,2%) auch bei der
Kombination mit Menotropin (60,9%) einen grofRen Anteil an refraktilen Korpern
aufwies, zeigte sich in der Befruchtungsrate keine auffallende Differenz. Balaban et al.
[53] und De Sutter et al. [52] dokumentierten nach Stimulation mit Urofollitropin keine
signifikanten Unterschiede in den Fertilisationsraten. Xia [47] dagegen wies eine
verminderte Befruchtungsrate bei Oozyten mit refraktilen Kérpern nach, jedoch lag die
untersuchte Eizellzahl bei n=96.

Unter Einbeziehung der GnRH-Analoga war ein vergleichbares Bild der
Befruchtungsraten in Abhéngigkeit von den zytoplasmatischen Parametern zu finden (s.
Tabelle 41). So zeigt sich sehr deutlich, dass auch hier die morphologischen
zytoplasmatischen  Abnormitaten  der  Oozyten, besonders jedoch  der
Granulierungsgrad, die Fertilisationsrate negativ beeinflussen. Das Vorhandensein von

Vakuolen wie auch der Nachweis refraktiler Korper im Zytoplasma der Eizellen fihrt in
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Verbindung mit verschiedenen Stimulationsschemata, so der Kombinationstherapie von
Follitropin alpha mit Menotropin und die Applikation rekombinanter Praparate, zu einer
Reduktion der Zahl regular fertilisierter Oozyten. Mit dem Wissen einer verminderten
Auswahl an Pronukleusstadien flir den Transfer, scheint eine genaue Begutachtung der
Eizellmorphologie von entscheidender Bedeutung zu sein.

Der Einfluss der Gonadotropinmedikationen und Stimulationsregime auf die
Befruchtungsrate spiegelt sich in der Qualitat der transferierten Embryonen, bezogen
auf die Rickgabe von 2 Embryonen, wider. Nach einer Stimulation mit Urofollitropin
entwickelten sich nur in 51,5% der Behandlungszyklen regulare Embryonen. In einem
hohen Anteil von 36,1% der Zyklen konnten ein regulérer Embryo mit einem abnorm
entwickelten Embryo zusammen zuriickgegeben werden. Eine mdgliche Ursache fur
diese eingeschrankte embryonale Entwicklung liegt in der verminderten Anzahl an
morphologisch unauffalligen Oozyten. Auch war der Anteil an Patientinnen mit 2
Vorversuchen vermehrt in dieser Gruppe zu finden. Ob eine Stimulationstherapie mit
dem neuen Therapeutikum Bravelle® zu vergleichenden Ergebnissen filhrt, werden
weitere Studien zeigen mussen. Auch die Kombinationstherapie Follitropin alpha plus
Menotropin wies einen verminderten Anteil an reguldr entwickelten Embryonen auf
(50,0%). Ebenso wurden nach Anwendung dieser Medikationsform in 19,7% zwei
irregular entwickelte Embryonen zurtickgegeben. Fir dieses Ergebnis kénnte das altere
Patientengut in dieser Gruppe verantwortlich sein.

Bei Betrachtung der Schwangerschaftsraten in  Abhéngigkeit von der
Gonadotropinmedikation fallen deutliche - jedoch aufgrund der variierenden Zahl an
Behandlungszyklen nicht signifikante - Differenzen auf. Hohe Erfolgsraten von 35,4%
bzw. 35,5% fanden sich nach Anwendung einer Menotropin - und Follitropin alpha-
Stimulation.  Auch zeigten Follitropin beta und auch Urofollitropin
Schwangerschaftsraten von 30,2% bzw. 31,3%. Deutlich vermindert sind die Raten bei
der Kombinationstherapie von Follitropin alpha mit Menotropin (26,3%) und den
Kombinationen Urofollitropin mit Menotropin (8,3%) und Follitropin alpha mit Lutropin
alpha (21,4%). Die letzteren beiden Therapieschemata wiesen nur eine geringe, nicht
reprasentative Anzahl von Behandlungszyklen auf.

Bezuglich der beiden rekombinanten Praparate stehen die vorliegenden
Untersuchungen im Einklang mit den Studien von Harlin et al. [132] und Tulppala et al.
[133], die keine signifikanten Unterschiede in den Erfolgsraten fanden. Aus dem

Vergleich der beiden urindren Medikationen in diesen Studien hebt sich die Gabe von
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Menotropin—HP deutlich gegentber einer Urofollitropinapplikation ab. Diese merkliche
Tendenz zeigt in der Schwangerschaftsrate jedoch keine Signifikanz. Zu dieser
Erkenntnis gelangten auch Weissman et al. [103] sowie Check et al. [158], die
Ubereinstimmende Raten dokumentierten.

Diese Studie reprasentiert, bei doch stark variierender Zyklenzahl, dass eine
Anwendung von Menotropin-HP (n=48) gegenuber Follitropin alpha (n=276) zu
vergleichenden Schwangerschaftsraten fihrt. Die vorliegenden Untersuchungen
werden unterstitzt von Ng et al. [101], Westergaard et al. [104], Nyboe Andersen [106]
und [143]. Weitere Publikationen wiesen einen deutlichen Vorteil zum Erreichen einer
Schwangerschaft einer Applikation mit Follitropin alpha zu [105, 111, 130]. Andere
Studien dagegen dokumentierten keinen Unterschied in den Erfolgsraten zwischen der
Gabe von Urofollitropin und rekombinanten Praparaten [112, 131]. Schatz et al. [112]
berichteten in Ubereinstimmung mit den vorliegenden Resultaten (35,5% vs. 31,3%)
Uber eine hohere- jedoch nicht signifikante - Schwangerschaftsrate nach Follitropin
alpha-Applikation im Vergleich zu Urofollitropin (25,1% vs. 20,1%). Daya und Gundby
[146] dokumentierten in einer Metaanalyse Uber signifikant hohere Erfolgsraten unter
rFSH gegentber Urofollitropin. Die doch hohe Rate an Schwangerschaften von 31,3%
nach Applikation von uFSH in dieser Studie kdnnte an der grof3en Anzahl an
gemischten Transfers liegen, wobei vermutet werden kann, dass der regulare Embryo
sich implantiert hat (s. Tabelle 69).

Interessant gestaltet sich der Uberblick iber die Erfolgsraten in Abhangigkeit von den
angewandten Therapieschemata (s. Tabelle 52). Durch die Aufgliederung anhand der
verschiedenen GnRH-Analoga ist der Vergleich der Schwangerschaften, aufgrund der
geringen Anzahl an Behandlungszyklen, nicht représentativ. Vor allem nach einer
Menotropin- oder Follitropin beta- Gabe wird dies sehr deutlich. Eine Anwendung von
Leuprorelinacetat— Depot mit Follitropin alpha allein (52,0%) und in Kombination mit
Menotropin (29,8%) ist zu empfehlen. Die Verabreichung von Cetrorelixacetat erzielte in
Verbindung mit einer Follitropin alpha- Stimulation eine gute Erfolgsrate von 33,0%,
dagegen mit der Kombinationstherapie rFSH und hMG nur von 17,9%. Hierfur sind
neben der geringen Anzahl an Zyklen auch das altere Patientenkollektiv verantwortlich.
Das D.LR. 2005 [91] berichtete im langen GnRH-Agonistenprotokoll von
Schwangerschaftsraten fur rFSH von 30,83%, fur Menotropin von 29,17% und fur die
Behandlung mit rFSH mit hMG von 28,99%. Eine Behandlung mit Antagonisten zeigten
Erfolgsraten im D.I.R. 2004 [165] von 27,17% fur rFSH, 24,73 fur hMG und 25,81% fir
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rEFSH mit hMG. Die Schwangerschaftsraten der angewandten Gonadotropin-
medikationen  weisen in  Abhé&ngigkeit von  extrazytoplasmatischen und
zytoplasmatischen Parameter nur bedingt statistisch signifikante Differenzen auf (s.
Tabellen 56 und 57). Der Grund fur diese Ergebnisse liegt in der Gleichbewertung der
Ubertragenen Embryonen, die zur Schwangerschaft fluhrten. So wurden auch den
irregularen Embryonen bei einem gemischten Transfer eine Graviditat zugeschrieben,
die moglicherweise nur durch den reguléaren induziert wurde. Wie aus den Tabellen 56,
57, 58 und 59 ersichtlich, ist die Zahl der transferierten Embryonen aus abnorm
entwickelten Oozyten sehr gering. Die Schwangerschaftsraten vermindern sich deutlich
bei abnormer Form des 1. Polkdrpers sowie einer ovalen Eizellsymmetrie bei einer
Follitropin alpha-, Urofollitropinmedikation und der Kombination von rFSH mit
Menotropin. Die Resultate unterstitzend berichteten Ebner et al. [46] Uber reduzierte
Erfolgsraten bei Oozyten mit fragmentierten 1. Polkorper. Ciotti et al. [48] fanden
dagegen keine Unterschiede in den Schwangerschafts- und Implantationsraten. Die
Schwangerschaftsrate bezogen auf zytoplasmatische Parameter ist schwierig zu
interpretieren, da in den meisten Zyklen Embryonen aus normal geformten Oozyten
Ubertragen wurden. Eine fundierte statistische Aussage war aufgrund der geringen
Embryonenanzahl (Haufigkeiten teilweise n=4) bei abnormen Eizellmerkmalen leider
nicht moglich. Auch hier muss erwdhnt werden, dass beim Transfer mehrerer
Embryonen in die Gebarmutterhohle auch den irregularen Embryonen eine
Schwangerschaft zugeordnet wurde. Anhand der Tabelle 69 sind die Geburtenraten in
Abhéangigkeit von der Zahl transferierter Embryonen dargestellt. Aus dieser Ubersicht
wird deutlich, dass die Mehrzahl der Geburten nach Rickgabe regular entwickelter
Embryonen hervorgehen. Der Transfer eines regularen Embryos gemeinsam mit einem
abnorm entwickelten Embryo fuhrt zu einer vergleichbaren Geburtenrate wie der
Transfer eines reguldren Embryos allein (18, 6% vs. 21,1%) oder der Transfer von drei
Embryonen, wovon nur einer von guter Qualitat war (20,0%). Die Geburtenrate in
Abhéngigkeit von den angewandten Therapieschemata sowie den verabreichten
Gonadotropinen spiegeln ein nahezu gleiches Bild der Ergebnisse hinsichtlich der
Schwangerschaftsraten wider. Auch hier zeigen die Medikationen von Menotropin und
Follitropin alpha die besten Erfolgschancen mit einer Geburtenrate von 29,2% bzw.
29,7% auf, gefolgt von Folitropin beta mit 22,6% und Urofollitropin mit 21,9%. Im
Gegensatz zu Ludwig et al. [145] konnten wir keine signifikanten Differenzen zwischen

der Applikation von Menotropin und Follitropin alpha in der Geburtenrate feststellen.
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Jedoch ist darauf zu verweisen, dass die Zahl der Behandlungszyklen in beiden
Gruppen stark variiert (n=48 fir Menotropin und n= 276 fur Follitropin alpha).

Die Anwendung urindrer Gonadotropine beinhalten jedoch das Risiko der mdglichen
Ubertragung von Erregern, die durch moderne Extraktions- und Reingungsverfahren
nicht vollstdndig eliminiert werden konnen. Weiterhin bleibt das nicht kalkulierbare
Risiko einer Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung bestehen, da diese meist erst im sechsten
Lebensjahrzehnt zum Ausbruch kommt. Die nicht aufgereinigte Form von Menotropin
zeigte nach Applikation allergische Hautreaktionen, die nach Anwendung rekombinant
hergestellter Arzneimittel nicht auftraten [149, 150]. Die Auswirkungen des Anteils an
Fremdproteinen in urinaren Produkten kénnen derzeit noch nicht abgeschatzt werden.
Gerade die gro3e Zahl an Behandlungszyklen mit Follitropin alpha stellt sicher, dass
eine optimale Behandlung im Agonisten- wie auch Antagonistenprotokoll durchgefihrt
werden kann, die einen erfolgreichen Ausgang prognostizieren. Die messbare
Geburtenrate von 29,7% in dieser Gruppe spricht fur die Anwendung von
rekombinanten Préparaten, speziell von Follitropin alpha.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass eine wiederholte gonadotrope
Stimulation mit dem Ziel des polyfollikularen Wachstums zu einer erhéhten Zahl an
Eizellabnormitaten fuhrt, die den Erfolg einer Kinderwunschbehandlung signifikant
vermindert. Weiterhin zeigen die vorliegenden Untersuchungen die Gleichwertigkeit in
den Anwendungen einer Antagonisten- oder Agonistentherapie, jedoch treten nach
Gabe von Triptorelinacetat in Kombination mit Follitropin beta, Follitropin alpha und
Urofollitropin  deutlich mehr Oozyten mit morphologischen Defekten und eine
verminderte Fertilisationsrate hervor. Aufgrund des grol3eren Anteils ,dealer* M II-
Oozyten sowie hoherer Fertilisations-, Schwangerschafts- und Geburtenraten sind die
Behandlungen mit rekombinant hergestelltem FSH oder mit Menotropin-HP einer
Therapie mit Urofollitropin vorzuziehen.

Morphologische Aufféalligkeiten wie ein vergroRerter PVS, eine ovale Eizellform,
Oozyten mit einem zentralen oder vollstdndig granulierten Zytoplasma sowie der
Nachweis refraktiler Korper und Vakuolen im Zytoplasma fiihren zu signifikant
reduzierten Befruchtungsraten.

Ein wesentlicher Baustein fir eine hohe Erfolgsrate ist die detaillierte Betrachtung und
Dokumentation der zu injizierenden Metaphase [I-Oozyten anhand ihrer
extrazytoplasmatischen und zytoplasmatischen Parameter.

143



6 Zusammenfassung

Die kommerzielle Herstellung von gonadotropen Hormonen erweiterte das Spektrum
der Therapiemoglichkeiten fir ungewollt kinderlose Paare. Die kontrollierte ovarielle
Stimulation fuhrt zu einer polyfollikularen Entwicklung und so zu einer vermehrten
Anzahl von  Kumulus-Oozyte-Komplexen (COC), die entscheidend den
Behandlungserfolg einer IVF- oder ICSI-Therapie beeinflussen. Eine wichtige
Voraussetzung ist der Reifegrad einer Oozyte, welcher durch die Prozesse der Kern-
und Zytoplasmareifung bestimmt wird. Durch das gleichzeitige Heranwachsen mehrerer
Follikel ist eine Synchronitat beider Prozesse nicht flr alle Oozyten gegeben.

Diese prospektive Multicenterstudie sollte den Einfluss verschiedener industriell
hergestellter Gonadotropinpraparate (Menotropin -HP, Follitropin beta, Follitropin alpha,
Urofollitropin) und angewandte Therapieformen [GnRH-Agonisten (Triptorelin,-
Leuprorelin, -Nafarelinacetat) versus Antagonisten (Cetrorelixacetat)] auf den Reifegrad
der Eizellen sowie das Entwickungspotential der reifen Metaphase IlI-Oozyten (M I1I)
untersuchen - charakterisiert durch definierte extrazytoplasmatische (1. Polkérper;
perivitelliner Spalt, PVS; Eizellform) und zytoplasmatische (Granulierungsgrad,
Vakuolenbildung, refraktile Kérper) Merkmale- gefolgt von ihren Auswirkungen auf den
Befruchtungsprozess.

In diese Beobachtungsstudie wurden 564 ICSI-Behandlungszyklen aufgenommen und
insgesamt 5676 COC aspiriert. Die morphologische Charakterisierung erfolgte an 4778
M II-Oozyten. Der Einfluss externer Faktoren, wie das Alter, der Body-Mass-Index und
die Zahl vorangegangener Behandlungszyklen wurde ebenfalls mit analysiert.

Es wurden durchschnittlich signifikant mehr COC im Agonistenprotokoll gegentiber den
Antagonisten (10,4 vs. 9,5) sowie nach Follitropin beta- und Urofollitropinapplikation
(11,7; 11,3) gegenuber Menotropin (9,3), Follitropin alpha (10,0) und der Kombination
mit Menotropin (9,0) gewonnen. Das Agonistenprotokoll fihrte auch zu einem deutlich
hoheren Anteil an M IlI-Oozyten (85,3% vs. 80,8%) gegentber Cetrorelixacetat.
Innerhalb der Gonadotropinmedikationen gab es hinsichtlich des Reifegrades der
Eizellen keine auffélligen Differenzen. Auffallend hoch war jedoch die Anzahl an
dokumentierten morphologischen Defekten pro Oozyte (1-4) nach Triptorelin- und
Nafarelinacetatgabe, was den signifikant groReren Anteil an ,idealen* Oozyten in der
Antagonistengruppe erklart. Nach Gonadotropinapplikation war ein merklich hoher
Eizellanteil mit 2 und 3 morphologischen Defekten bei Urofollitropin zu beobachten. Die

Stimulationsschemata mit Triptorelinacetat kombiniert mit Follitropin alpha, Follitropin
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beta oder Urofollitropin fihrten zu einem geringen Anteil an ,idealen“ M 1I-Oozyten und
zu einer deutlichen Verminderung der Fertilisationsrate. Ein hoher Anteil normal
geformter Oozyten war dagegen nach Menotropin- und Follitropin beta- Gabe zu
verzeichnen.

Der Einfluss gonadotroper Hormone auf definierte extrazytoplasmatische oder
zytoplasmatische Merkmale ergab, dass nach Applikation rekombinanter Préparate
hohe Anteile an fragmentierten 1. Polkérpern in den M II-Oozyten vorlagen. Nach Gabe
urindrer Gonadotropine wurden dagegen deutlich mehr M 1I-Oozyten mit flachen 1.
Polkorpern beobachtet. Follitropin alpha und seine Kombination mit Menotropin fihrten
zu einer erhohten Zahl an M 1I-Oozyten mit abnormen PVS. Die Eizellform betreffend
entwickelten sich signifikant mehr ovale Eizellen nach einer Therapie mit Follitropin
alpha, wéahrend eine zunehmende Granulierung des Zytoplasmas besonders haufig
nach einer Urofollitropinmedikation zu betrachten war. Auffallend hoch lag der
prozentuale Anteil an refraktilen Korpern in der Gruppe von Follitropin alpha kombiniert
mit Menotropin. Keine Unterschiede fanden sich in der Ausbildung von Vakuolen.
Flache und fragmentierte 1. Polkorper zeigten, mit Ausnahme der Gabe von
Urofollitropin  (p=0,021), keinen Einfluss auf die Fertilisationsrate. Alle weiteren
untersuchten morphologischen Abnormitaten der Eizelllhille und des Zytoplasmas
fuhrten dagegen zu einer signifikanten oder tendenziellen Verminderung der
Fertilisationsrate, vorrangig nach Applikation von Follitropin alpha und beta sowie in
Kombination mit Menotropin. Hinsichtlich der morphologischen Parameter hat die ovale
Form der M 1I-Oozyte signifikant negative Auswirkungen auf die Schwangerschaftsrate.
Die Zahl an Vorversuchen (1-3) fuhrt zu einer vermehrten Auspragung morphologischer
Eizellanomalien und zu reduzierten Befruchtungs-, Schwangerschafts- und
Geburtenraten. Die Zahl an COC sowie die Schwangerschafts- und Geburtenrate sinkt
mit zunehmenden Alter. Ein BMI >25 kg/m? erhoht die Zahl morphologischer
Eizelldefekte. Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse sind die Behandlungen mit
rekombinant hergestelltem FSH oder mit Menotropin-HP hinsichtlich ihres gréRReren
Anteils an ,idealen“ M II-Oozyten sowie hdherer Fertilisations- Schwangerschafts- und
Geburtenraten einer Therapie mit Urofollitropin vorzuziehen.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die detaillierte morphologische
Betrachtung und Dokumentation der zu injizierenden M II-Oozyten anhand ihrer
extrazytoplasmatischen und zytoplasmatischen Parameter einen wesentlichen Baustein

fur den Behandlungserfolg darstellt.
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10 Anhang

Zu Hd. Dr. Bea Maxrath

Information des Starts einer Patientin zur Erreichu
Prospektivitat der Studie
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