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1. Einleitung

1.1 Kinderwunschtherapie

Von unerfulltem Kinderwunsch spricht man, wenn bei einem Paar mit regelmalligem
ungeschutzten Verkehr nach einem Jahr keine Schwangerschaft eingetreten ist. Dies
betrifft in etwa 10 - 15% aller Paare weltweit (Schirren, 2003). So waren im Jahr 2001
etwa zwei Millionen Paare in Deutschland ungewollt kinderlos (Weigel et al., 2002). Der
Wunsch nach einem Kind ist ein tragendes Selbstkonzept der meisten Menschen und
kann dazu fuhren, dass ohne Kind kein Sinn mehr im eigenen Leben oder in der
Partnerschaft gesehen wird (Stauber, 1999). Es kommt zur schweren Krankung des
Selbstwertgefuhls (Dietz, 2000).

Das Ziel einer Kinderwunschtherapie ist, dem betroffenen Paar bei ihrem Problem des
unerfullten Kinderwunsches zu helfen.

Das ,Wunschkind® ist die erwiinschte Losung.

1.2 Der natiirliche Zyklus

Die Menarche stellt den Beginn des monatlichen Zyklus der Frau dar. Der
Hypothalamus, genauer die Zellen des ,nucleus arcuatus® und im dorsalen Abschnitt
der ,Eminentia mediana“ (Karck, 1996) produziert das Gonadotropin-Releasing
Hormon (GnRH). Das GnRH kontrolliert die Sekretion von Gonadotropinen (dem
follikelstimulierenden Hormon (FSH) und dem luteinisierenden Hormon (LH)) im
Hypophysenvorderlappen. In jedem Zyklus beginnen 50-150 Primordialfollikel unter
dem Einfluss von FSH zu wachsen. Ein Leitfollikel bildet sich heraus (Wildt, 1990) und
die anderen werden atretisch. In dieser Wachstumsphase des Follikels vermehren sich
die Granulosa- und Thekazellen. Letztere sezernieren durch die Basalmembran des
Follikels Androgene, die in den Granulosazellen unter Einfluss von FSH durch
Aromatisierung zu Ostrogenen umgewandelt werden. Die so entstandenen Ostrogene
werden in den Blutkreislauf freigesetzt und stimulieren die Uterusschleimhaut
(Proliferationsphase) (Ericson et al., 1985). Der steigende Ostrogenspiegel im Blut fiihrt
zu einem negativen Feed-back Mechanismus, der die Gonadotropinsekretion hemmt.
Bei einer FollikelgroRe von 20 bis 25 mm und einem Ostrogenanstieg von 150 bis 300



pg/ml wird die Hypophyse zur Ausschittung von LH angeregt. Dieser LH-Anstieg (peak)
|6st die Ovulation aus.

Die Oozyte mit einer groflen Zahl an Kumulus-Oophorus-Zellen wird aus dem Ovar
ausgestoRRen und im Pars ampullaris des Eileiters kann die Befruchtung stattfinden. Der
Follikel bildet sich zum Corpus luteum um, welches Ostradiol und groRe Mengen
Progesteron bildet (Diedrich et al., 1990).

Ein entstehender Embryo kann sich dann in die Zona compacta des Endometriums

implantieren.
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Abbildung (Abb.)1: Hormonelle Regulation im naturlichen Zyklus der Frau (Fortbildung
fur Arzte und medizinisches Personal Serono, Unterschleiheim, Deutschland 2001)



1.2 Die In-vitro Fertilisation

Eine Methode der Kinderwunschtherapie ist die In-vitro Fertilisation (IVF). Hierbei wird
die Heranreifung mehrerer Follikel stimuliert. Diese Stimulation erfolgt mit Hilfe einer
kombinierten Gabe von GnRH-Agonisten und Gonadotropinen oder GnRH-
Antagonisten und Gonadotropinen. Hierfur sind verschiedene hormonelle
Stimulationsschemata bekannt (Felberbaum und Diedrich 1996).

Ziel ist eine kontrollierte ovarielle Uberstimulation, wodurch es méglich wird, viele reife
Metaphase-II-Oozyten mit Hilfe einer vaginal durchgefuhrten Follikelpunktion zu
gewinnen. Die Befruchtung der Oozyte findet dann auflerhalb des Mutterleibes in einer
Kulturschale statt. Die Samenzellen werden zu der Oozyte pipettiert. Ein Spermatozoon
dringt in die Oozyte ein und initiiert die Befruchtungskaskade mit Bildung der
Vorkernstadien. Nach erfolgreicher Embryokultur mit den ersten Zellteilungen, wird der
entstandene Embryo mit Hilfe eines Katheters in die Gebarmutter transferiert.

Die IVF mittels sog. ,intrazytoplasmatischer Spermatozoeninjektion (ICSI)* (Palermo et
al., 1992) erfolgt in den Fallen, in denen zu erwarten ist, dass die Samenzellen nicht in
der Lage sind, die Zona pellucida zu penetrieren und eine Befruchtung zu bewirken.
Dies ist besonders bei stark eingeschrankter Spermtozoenqualitat oder bei einem
negativen Befruchtungsversuch bei einer IVF der Fall.

Der Unterschied zur IVF ist, dass ein Spermatozoon mit Hilfe einer dinnen Glaspipette
in die Oozyte eingebracht wird. Die weitere Kultivierung verlauft dann identisch.

Die ICSI ermoglicht neben der Beurteilung des Kumulus-Oozytenkomplexes, der
Vorkernstadien und Embryonen wie bei der IVF auch die detaillierte Beurteilung der

Gameten.

1.3 Méglichkeiten fiir die Auswahl der Zellen fiir den Embryotransfer

Ein entscheidender Faktor fur den Erfolg der Kinderwunschtherapie ist die Qualitat der
transferierten Embryonen. Aus diesem Grund wird versucht, Methoden zu finden, die
das Entwicklungspotential der Gameten, Zygoten und Embryonen charakterisieren.



1.3.1 Beurteilung des Follikels

Die herangereiften Follikel konnen bezuglich der Follikelgrof3e untersucht werden. Mit
Zunahme der FollikelgroRe findet man eine erhohte Befruchtungsrate (Dubey et al.,
1995). Die Follikelgrofie hat aber bei reifen Oozyten keinen Einfluss auf die
Teilungsraten und Qualitat der Embryonen, so dass kein hoher prognostischer Wert
gegeben ist (Kentenich et al., 1987).

Eine andere Moglichkeit ist, den Follikel bezlglich der Blutversorgung (Van Blerkom et
al., 1997) mittels Dopplersonographie zu charakterisieren. Diese Methode ist allerdings
sehr zeitaufwendig und daher in der Routine kaum mdoglich. Die Untersuchung
biochemischer Marker (z.B. reactive oxygen species (ROS) (Pasqualotto et al., 2004) in
der Follikelflissigkeit ist sehr aufwendig und zeigt keine in der Routine durchfuhrbaren
klaren Marker.

1.3.2 Biochemische Untersuchungen metabolischer embryonaler Marker

Es gibt viele Ansatze, um im Kulturmedium des Embryos Marker (siehe Tabelle 1) zu
finden, die deutlich das Entwicklungspotential des Embryos charakterisieren. Dies setzt
aber die Moglichkeit einer Embryoselektion voraus, die in Deutschland nicht erlaubt ist
(Embryonenschutzgesetz (EschG §1 Abs.1).

Diese biochemischen embryonalen Marker sind noch in der Entwicklung und sehr
aufwendig von der Methode und daher in einem deutschen Routinelabor momentan

nicht durchfthrbar.

Tabelle (Tab.) 1: Mdgliche biochemische embryonale Marker zur Charakterisierung des

Entwicklungspotentials des Embryos

Biochemischer Marker Literatur
Pyruvatstoffwechsel Leese et al., 1986
Glucosestoffwechsel Devreker et al., 2005
Aminosaurestoffwechsel Houghton et al., 2002

Embryonale platelet-activating Factor (PAF) Sekretion Roudebush et al., 2001

Embryonales human leukocyte antigens-G (HLA-G) Sher et al., 2004




1.3.3 Mikroskopische, morphologische Beurteilung

Die mikroskopische Beuteilung der Gameten, Zygoten und Embryonen steht in der
Routine heutzutage im Mittelpunkt. Bei 38 373 ART-Behandlungszyklen wurde dies in
Deutschland (DIR 2005) im Jahr 2005 durchgeflhrt. Es ist von Bedeutung, die richtigen
und wichtigen morphologischen Kriterien der Zellbeurteilung zu ergrianden.

Durch die vaginal durchgefihrte Punktion werden die Kumulus-Oozytenkomplexe
gewonnen. Diese bestehen aus der Oozyte, die von Corona radiata Zellen und einer
mehr oder minderen Anzahl von Follikelephitelzellen, den Granulosazellen umgeben
sind. Die Corona radiata Zellen stehen in engem Kontakt mit der Oozyte (Hyttel et al.
1986). Zytoplasmafortsatze, die durch die Zona pellucida reichen (Wert u. Larsen
1989), stellen diese Verbindung her und beeinflussen die Zytoplasma- und Kernreifung
der Oozyte. Eine morphologische Beurteilung des Kumulus-Oozytenkomplexes ist unter
anderem nach Herrler und Beier (1998) mdglich. Aussagen lassen sich aber nur
bezuglich des Reifestatus der Oozyte machen. Qualitatsunterschiede zwischen reifen
M Il Oozyten sind nicht ersichtlich.

Die Methode der IVF mit Hilfe der ICSI ermdglicht die nicht-invasive mikroskopische
Beurteilung der Gameten, Vorkernstadien und Embryonen.

1.3.3.1 Mikroskopische, morphologische Beurteilung der paternalen

Gameten

Im Gegensatz zur IVF kann bei der ICSI ein motiles Spermatozoon mit ovalem Kopf,
unauffalligem Mittelstick und Flagellum (Abb.4) (als morphologisch normal
klassifiziertes Spermatozoon) unter mikroskopischer Sicht ausgewahlt werden, um
dieses nach Immobilisierung fur die Injektion in die Oozyte zu verwenden.

Die klassischen Spermaparameter (Zelldichte, Motilitat und Morphologie) des
Ejakulates konnen fur eine prognostische Aussage Uber den Therapieerfolg

herangezogen werden.
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1.3.3.2 Mikroskopische, morphologische Beurteilung der maternalen

Gameten

Der Kumulus-Oozytenkomplex besteht aus der Oozyte, die direkt umgeben ist von den
Corona-radiata-Zellen und den assoziierten Kumulus- oder Granulosazellen. Fur die
ICSI erfolgt eine enzymatische (Hyaluronidase) und mechanische (mittels Pipetten)
Praparation des Kumulus-Oozytenkomplexes, so dass die Oozyte letztendlich isoliert
vorliegt. Die reife Oozyte befindet sich nach der Eizellgewinnung durch die
Follikelpunktion in der arretierten Metaphase der 2. Reifeteilung der Meiose (Mll). Das
Vorhandensein des ersten Polkdrpers spiegelt den Ploidiegrad der Oozyte wider.

Eine morphologische Beurteilung bezuglich zytoplasmatischer und extra-
zytoplasmatischer Faktoren ist moglich, um Aufschluss uber das Entwicklungspotential
der Oozyte (Serhal et al. 1997, De Sutter et al. 1996) zu bekommen.

Eine normale reife Oozyte ist rund und zeigt ein klares, moderat granuliertes
Zytoplasma, einen schmalen perivitellinen Raum, einen intakten ersten Polkérper und
eine dunne (<20um; Montag und Baukloh, 1998) pigmentfreie Zona pellucida (De Sutter
et al., 1996; Xia, 1997; Ebner et al., 2000).

Vakuolen, Granulierungen, Einschlisse, Aggregation des rauen endoplasmatischen
Reticulums sowie lytische Bereiche in der Oozyte weisen auf Storungen der
zytoplasmatischen (Hassan-Ali et al., 1998; Loutradis et al., 1999; Kahraman et al.,
2000) sowie der Kernreifung (Eichenlaub-Ritter et al., 1995; Ebner et al., 2000) hin.
VergroRerungen des perivitellinen Spaltes sowie dort befindlicher Zytoplasmatrimmer,
Fragmentation des ersten Polkorpers und auffallige Zona pellucida (>20um

Durchmesser und oder pigmentiert) weisen auf extrazytoplasmatische Storungen hin.

1.3.3.3 Beurteilung des Vorkernstadiums
Nach Injektion des Spermatozoons in die Oozyte wird nach 16 bis 18 Stunden eine

morphologische mikroskopische Beurteilung der Vorkernstadien (Scott et al. (2000),
Tesarik et al. (2000), Montag et al. (2001)) moglich.

Die Beurteilung der Vorkernstadien kann bezuglich der Anzahl, der Gro3e und der
Symmetrie der Vorkerne erfolgen. Die Anzahl, Anordnung und Verteilung der Nukleoli
(Goessens G. 1984, Tesarik and Kopecny, 1990) in den Vorkernen erlauben eine
weitere Einschatzung des Entwicklungspotentials der Zelle. Das Auftreten eines Halo-
Effektes (Ebner et al., 2003) ist ein weiterer Faktor, der zur Auswahl herangezogen

werden kann.
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1.4 Auswahl der Zellen fiir den Embryotransfer

International ist es weitgehend Praxis, alle entstandenen Vorkernstadien weiter zu
kultivieren. Daraus ergibt sich die Moglichkeit nach morphologischen Gesichtspunkten
die Qualitat der entstandenen Embryonen zu beurteilen. Das erreichte
Entwicklungsstadium des Embryos hat einen signifikanten Einfluss auf den Ausgang
der Therapie. Die Kultivierung des Embryos bis zur Blastocyste (Blastocystenkultur)
(Gardner et al., 1998) ist eine Methode, um die Zellen mit hdchstem
Entwicklungspotential auszuwahlen, schlie3t aber eine chromosomale Fehlverteilung
nicht aus (Munne” et al., 1998; 2002).

Die Embryoselektion lasst nach Transfer der Embryonen mit der besten
morphologischen Entwicklung hohere Schwangerschaftsraten erwarten (Van Royen et
al., 1999). In diesem Zusammenhang ergibt sich die Moglichkeit, die Anzahl der zu

transferierenden Embryonen zu reduzieren, um das Mehrlingsrisiko herab zu setzen.

1.5 Das Embryonenschutzgesetz (EschG)

In Deutschland ist die Auswahl auf embryonaler Ebene verboten.

Das deutsche Embryonenschutzgesetz vom 13.12.1990 (in Kraft 01.01.1991) regelt
detailliert den Umgang mit menschlichen Gameten und Embryonen im Rahmen der
Kinderwunschbehandlung.

Das Embryonenschutzgesetz (BGBI.l, 2746) besagt:

§1 Abs.1 Nr. 3und Nr. 5

Mit Freiheitsstrafe bis zu drei Jahren oder mit Geldstrafe wird bestraft, wer

e 3. es unternimmt, innerhalb eines Zyklus mehr als drei Embryonen auf eine Frau zu
ubertragen,

e 5. es unternimmt, mehr Eizellen einer Frau zu befruchten, als ihr innerhalb eines

Zyklus Ubertragen werden sollen,

12



In Paragraph 1 Abs. 1 Nr. 3 des Embryonenschutzgesetzes wird die Anzahl der zu
transferierenden Embryonen pro Zyklus auf drei beschrankt und der Paragraph 1 Abs. 1
Nr. 5 stellt unter Strafe, wer es unternimmt, mehr Eizellen einer Frau zu befruchten, als
ihr innerhalb eines Zyklus Ubertragen werden sollen. Der Zeitpunkt des Schutzes der
Menschenwurde wird mit dem Abschluss der Befruchtungskaskade gleichgesetzt.

In Paragraph 8 Abs.1 wird als Embryo im Sinne dieses Gesetzes die befruchtete,
entwicklungsfahige menschliche Eizelle vom Zeitpunkt der Kernverschmelzung an
gesehen. Eine Auswahl der Eizellen darf nur vor Abschluss der Befruchtungskaskade

stattfinden.

1.5.1 Die Befruchtungskaskade

Die menschliche Oozyte befindet sich nach der Ovulation bzw. in der
Kinderwunschtherapie bei der In-vitro Fertilisation nach der Follikelpunktion in der Regel
in der arretierten Methaphase der 2. Reifeteilung der Meiose (MIl). Aufgrund des
Eindringens des Spermatozoons in die reife Oozyte bzw. der Injektion des
Spermatozoons bei der intracytoplasmatischen Spermatozoeninjektion (ICSI) kommt es
zur biochemischen Aktivierung der Oozyte (Anderung des Membranpotentials,
intrazellularer Ca?*-Anstieg) und zum Abschluss der zweiten meiotischen Teilung. Der
zweite Polkorper mit den Chromatiden eines haploiden Chromosomensatzes wird
ausgeschleust und es bildet sich der weibliche, haploide Vorkern (Pronucleus). Parallel
kommt es zu periodischen Rotationen des Ooplasmas. Diese zytoplasmatischen Wellen
erfolgen im Zeitraum der Dekondensation des Chromatins des Spermatozoons. Es
kommt zur Bildung des haploiden paternalen Vorkerns. Mit Hilfe der Mikrotubuli wird der
weibliche  Pronukleus Richtung mannlichem Pendant gezogen, was zur
Aneinanderlagerung beider Vorkerne mit Migration zum Zellzentrum (Plachot, 2000)
fuhrt.

13
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Vorkerns Vorkerns Zytoskelett

I—|—I

Syngamie und Beginn der Mitose

Abb.2: Schematischer Ablauf der menschlichen Befruchtung

Die G1 Phase beginnt ca. 2-3 h nach Spermatozooninjektion und nach 18 bis 20
Stunden ist die Pronukleusbildung abgeschlossen (Nagy et al., 1998). In den nachsten
6 Stunden (S-Phase) findet die identische Reduplizierung der haploiden
Chromosomensatze jedes Pronukleus statt und es kommt zur Auflésung der
Vorkernmembranen. Damit ist die Befruchtungskaskade abgeschlossen und es beginnt
die Embryonalentwicklung.
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24 Stunden

Abb.3: Die vier aufeinander folgenden Stadien des Zellzyklus bei einer typischen

Eukaryontenzelle (Alberts et al., 1990)

1.5.2 Auswabhl der Zellen fur den Embryotransfer unter den Bedingungen

des deutschen Embryonenschutzgesetzes

Die Moglichkeiten, die im Ausland mittels der Embryonenauswahl hin zum ,single
embryo transfer® (SET) (Gerris et al., 1999) gegeben sind, sind aufgrund des EschG in
Deutschland nicht vorhanden. Es mussen alle entstandenen Embryonen transferiert
werden, womit bei der erlaubten Hochstzahl von drei Embryonen ein nicht zu
vernachlassigendes Mehrlingsrisiko entsteht.

Nach der deutschen Gesetzgebung muf3 im Pronukleusstadium entschieden werden,
welche Zellen aufzubewahren, einzufrieren, oder auch zu verwerfen sind. Die
Befruchtung der Eizelle ist mit der Verschmelzung der Pronuklei abgeschlossen. Zum
Zeitpunkt der Vorkernbildung muss daher die Auswahl der zu kultivierenden Eizellen

stattfinden.
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1.6 Die Mehrlingsproblematik

In Deutschland trat bei einem Behandlungserfolg nach ICSI im Zeitraum von 2000 bis
2004 in 21,8% (DIR 2005) der Falle eine Mehrlingsschwangerschaft ein. Die hohe
Mehrlingsrate insbesondere aber die Tatsache, dass es sich beim Transfer von drei
Embryonen in 3,1% (DIR 2005) der Geburten um Drillinge handelte, zeigt den
Handlungsbedarf zu deren Vermeidung auf.

Die emotionale Bewaltigung des realen Eintritts einer Mehrlingsschwangerschaft wird
von vielen Paaren als Schock erlebt. Retrospektiv gaben nach Berger et al. (1997) alle
Mehrlingseltern nach einer IVF-Behandlung an, die Belastung unterschatzt zu haben.
Von der medizinischen Seite sind Mehrlingsschwangerschaften mit Fehl- und
Frahgeburten, geringem Geburtsgewicht und erhohtem pra- und perinatalem
Morbiditats- und Mortalitatsrisiko verbunden.

Das mittlere Gestationsalter bei Drillingen betragt 32-33 Wochen, wodurch ein geringes
Geburtsgewicht mit ca. 1700g die Folge ist. Neunzig Prozent dieser Kinder sind primar
intensivversorgungspflichtig und ca. 30% zeigen ein Geburtsgewicht unter 15009
(Selam et al., 1999, Angel et al.,, 1999). Dies hat eine Totgeburten- und Todesrate
(»friher Kindstod®) zwischen 9 und 20% (Kaufmann et al., 1998, Roest et al., 1997)
gegenuber 0,07% bei Einlingen (Statistisches Bundesamt fur das Jahr 1999) zur Folge.
Fur die Eltern bedeutet eine Mehrlingsschwangerschaft, insbesondere eine
Drillingsschwangerschaft haufig Ubermidung, Erschépfung, Uberforderung und
Depressivitat aufgrund der hohen Belastung (Robin et al., 1996). Eine Berechnung
ergab, dass ein kindbezogener Arbeitsaufwand von 190 Arbeitsstunden pro Woche im
1. postnatalen Jahr bewaltigt werden muss (Mariano und Hickey, 1998). Die
Problematik, dass vermehrt Fehlbildungen vorkommen, verstarkt die Belastung fur die
Eltern.

Die Reproduktionsmedizin steht in einem Spannungsfeld zwischen dem Erzielen hoher
Schwangerschaftsraten einerseits und der Vermeidung riskanter
Mehrlingsschwangerschaften andererseits.

Es ist essentiell, Kriterien zu erarbeiten, mit denen hohe Schwangerschaftsraten
erreichbar und hohergradige Mehrlingsschwangerschaften (Drillinge) ausgeschlossen

werden kdnnen.
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1.7 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel dieser prospektiven Multizenterstudie ist es, bekannte Kriterien fur die Auswahl
der Zellen auf der Ebene der Oozyten und der Vorkernstadien zu verifizieren, um die
Zellen mit dem hochsten Entwicklungspotential fur die Weiterkultivierung auszuwahlen.

De Sutter et al. (1996) und Loutradis et al. (1999) zeigen in retrospektiven Studien
unterschiedliche Ergebnisse bezlglich des Einflusses der Oozytenmorphologie. Scott et
al. (1998, 2000) und Tesarik et al. (2000) zeigen Abhangigkeiten auf zwischen der
Beurteilung der Vorkernstadien und den resultierenden Embryonen und
Schwangerschaftsraten, wobei Salumets et al. (2001) dies nicht bestatigen konnen.
Hierbei handelt es sich ebenfalls um retrospektive Studien.

Bisher existiert in der internationalen Literatur keine prospektive Untersuchung
bezuglich der Auswahl der zu transferierenden Eizellen aufgrund von kombinierten,
mikroskopisch morphologischen Beurteilungskriterien fur die Oozyten und die
Vorkernstadien.

Die Intension dieser Dissertation besteht darin, die Bedeutung der einzelnen
morphologischen Faktoren der Oozyte (Beschaffenheit des Zytoplasmas, des
Polkorpers, des perivitellinen-Spaltes, der Zona pellucida und der Form der Eizelle) und
des Vorkernstadiums (Vorkerngrofle und Lage, Anzahl und Symmetrie der Nucleol,
Halo-Effekt,) zu ermitteln, um durch die genaue Charakterisierung der Zellen und die
Bewertung ,allgemeiner” Faktoren z.B. Alter der Frau, Anzahl der Vorversuche,
Befruchtungsrate, Body Mass Index (BMI) die Erfolgschancen  der
Kinderwunschtherapie unter den Bedingungen des deutschen
Embryonenschutzgesetzes zu erhdhen. Dies ermdglicht die Optimierung der Auswahl
auf der Ebene der Oozyten und der Vorkernstadien und somit die Verringerung der zu
transferierenden Embryonen bei hohen Schwangerschaftsraten, wodurch die
Mehrlingsproblematik angegangen werden soll. Dies ist ein Schritt in Richtung zum
Transfer von nur einem Embryo pro Zyklus (Van Royen et al., 1999; Vilska et al., 1999).
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2. Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Es handelt sich bei dieser Arbeit um eine prospektive Studie zur Untersuchung
morphologischer Kriterien der Oozyten und Vorkernstadien bei 564 Behandlungszyklen
mit intracytoplasmatischer Spermatozoeninjektion (ICSl).

2.2 Datenerhebung

Die Datenerhebung erfolgte im Zeitraum von Januar 2001 bis Dezember 2004 in Form

einer Multizenterstudie an der folgende Zentren beteiligt waren:

Tab. 2: Auflistung der an der Multizenterstudie beteiligten Zentren

Zentrum Ort Biologe Anzahl
Zyklen
Universitats Bonn PD Dr. Markus Montag 22
Frauenklinik
Gem.praxis Tigges, Grevenbroich Dr. Bea Maxrath 72
Friol, Gnoth
Gem.praxis Fritzsche, Jena Dipl. Biol. 226
Reiher, Hoffmann Simone Winkler
Gem.praxis Thaele, Saarbrucken Dipl. Biol. 244
Happel, Giebel Martin Greuner
2.3 Patientenkollektiv

In diese Studie wurden 528 Patientinnen aufgenommen, die folgende Ein und
Ausschlusskriterien erfullten:

18



2.3.1 Einschlusskriterien

o 0 kW N

Alle standardisierten GnRH-Agonisten- oder Antagonisten- Protokolle (ultralong-,
long-, short-, Protokolle)

ICS| Behandlungszyklen

Pramenopausal

< 3 Vorversuche (IVF / ICSI)

Hepatitis B,C / HIV negativ

antegrade Ejakulation

2.3.2 Ausschlusskriterien

o 0D =

10.
11.

Extrauterine Graviditat (EUG) in den letzten 3 Monaten

Poor responder (< 2 Follikel); basaler FSH-Spiegel >10 IU/L

Keine Oozyten gefunden

Body mass index (BMI) > 30

Spermatozoenkonzentration < 50 bewegliche Spermatozoen aus dem Ejakulat
nach Aufarbeitung fur ICSI / keine motilen Spermatozoen vorhanden

Bakterien / Leukozyten im Ejakulat (Entzindungsanzeichen)

Endometriose

ausgepragte Formen der Ovarialinsuffizienz wie die hypogonadotrope oder
hypergonadotrope Ovarialinsuffizienz; die hyperprolaktinamische
Ovarialinsuffizienz  sowie die hyperandrogenamische Ovarialinsuffizienz
(Polyzystisches Ovarialsyndrom (PCO)

Schwere Erkrankungen (z.B.: Morbus Hodgkin, Multiple Sklerose, Diabetes)
Uterus bicornis

submukdse, intramurale und subserose Myome (fuhrt zur Verschlechterung der
Implantationsbedingungen)

Patienten, die die Studienbedingungen erfullten, erhielten pro Zyklus eine fortlaufende

Patientinnen-ID (Zentrumskennzeichnung: Bonn (BN), Jena (JE), Grevenbroich (GR),

Saarbrucken (SB) + fortlaufende Zahl) zugeteilt. Jede Nummer wurde nur einmal

vergeben. Die Datenerfassung erfolgte prospektiv, indem an dem Tag der

Vorkernbeurteilung ein Meldebogen (siehe Anhang) an ein an der Studie teilnehmendes

Zentrum versandt wurde.
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2.4 Datenerfassung

Die fur die Studie relevanten Parameter bezlglich der Morphologie der Gameten,
Vorkernstadien und Embryonen wurden in einem Dokumentationsbogen erfasst und mit
Excel ausgewertet. Alle weiteren Parameter bezuglich der Anamnese, Stimulation,
Punktion, Spermiogramm, Transfer, Lutealphase und des Ausganges des Zyklus
wurden mit Hilfe von RecDate (Serono, Deutschland) dokumentiert.

2.4.1 Datenauswertung

Die Auswertung erfolgte in mehreren Bereichen.

e Auswertung der allgemeinen Faktoren: Anzahl transferierter Embryonen, Alter
der Frau, BMI, Anzahl an Vorversuchen, Befruchtungsrate und Anzahl reifer
Oozyten sowie des Embryoscores

e Auswertung der Parameter bezuglich der paternalen Gameten

e Auswertung der Parameter bezuglich der maternalen Gameten

e Auswertung der Parameter bezuglich der Vorkernstadien

e Auswertung bezuglich der Kombination der maternalen Faktoren und der
Vorkernstadien

e Untersuchung der Geburten, Aborte und Mehrlinge bezuglich morphologischer
Faktoren der Gameten und Vorkernstadien

2.4.2 Statistische Verfahren

Zur Auswertung der erhobenen Daten, wurden diese ausgezahlt in Hinblick auf absolute
und relative Haufigkeiten. Patientendaten mit fehlenden Angaben wurden fur die
jeweilige Auswertung ausgeklammert. Die zu berucksichtigenden Parameter wurden auf
Normalverteilung innerhalb der zu vergleichenden Gruppen untersucht. Bei Vorliegen
einer Normalverteilung wurde mit Hilfe des T-Testes (Claul} et al., 1999) gepruft, ob die
Annahme haltbar ist, dass das arithmetische Mittel in zwei ausgewerteten Stichproben
libereinstimmte. Der ChiTest (Benninghaus, 1998) wurde angewandt, um zu
Uberprufen, ob sich die Anteile eines bestimmten Merkmales in den beiden Stichproben
so stark unterschieden, dass dies nicht als zufallig angesehen werden konnte. Fir die
Entscheidung Uber die Annahme oder Ablehnung der gepruften statistischen Hypothese
wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% akzeptiert (Signifikanzniveau a=0,05). Ein
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P-Wert zwischen 0,05 und 0,1 wurde als statistische Tendenz gewertet. Bei sehr
umfangreichen Tabellen wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit darauf verzichtet,

nicht signifikante Beziehungen anzugeben.

2.6 Ablauf der Behandlung

2.6.1 Hyphophysensuppression

Fur die Behandlung der In Vitro Fertilisation ist es wichtig, eine
Hyphophysensuppression mittels Down-Regulation (Koch et al., 1977, Lernoy et al.
1984) oder Antagonistenprotokoll (Felberbaum, 1999; Olivennes et al., 2002; Out et al.,
2002) durchzufuhren. Diese Suppression ermoglicht eine Unterdrickung der
Gonadotropinsynthese der Hirnanhangsdruse (Down-Regulation) und damit ein extern
gesteuertes synchrones Heranreifen der Follikelcohorte durch Gabe von GnRH-
Agonisten und Gonadotropinen oder GnRH-Antagonisten und Gonadotropinen.

Die Down-Regulation erfolgte
e nach unterschiedlichen Protokollen
o Short-Protokoll (Macnamee et al., 1989)
o Long-Protokoll (Tan et al., 1992; Daya, 1997)
o Ultra-Long-Protokoll (Ludwig, 2003)

e mit unterschiedlichen Praparaten
o Decapeptyl (Ferring, Deutschland)
o Uno-Enantone taglich (Takeda Pharma, Aachen, Deutschland)
o Enantone-Gyn Depot (Takeda Pharma, Aachen, Deutschland)
o Synarela (Pharmacia, Karlsruhe, Deutschland)
o Zoladex-Gyn (Astra Zeneca, Wedel, Deutschland)

Fir das Antagonistenprotokoll wurde Cetrotide (Serono, Unterschleil3heim,
Deutschland) verwendet.
Beide Protokolle (Down Regulation und Antagonist) sind bei korrekter Anwendung

bezuglich der Erfolgsaussichten gleich zu bewerten (Olivennes et al., 2000).
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2.6.2 Ovarialstimulation

Eine kontrollierte ovarielle Hyperstimulation ist notwendig, um durch das Heranreifen
mehrerer Follikel die Erfolgsaussichten bei der IVF zu maximieren. Aus folgenden
Praparaten wurde ausgewahlt, wobei auch die Kombination mehrerer Praparate genutzt
wurde:
e Humanes menopausales Gonadotropin (hMG) (Menogon, Ferring, Deutschland)
e Rekombinantes Follitropin (rFSH) (Puregon (Organon, Oberschleil3heim,
Deutschland); Gonal-F (Serono, Unterschleil3heim, Deutschland)
e Urindres Follitropin (uFSH) (Fertinorm HP (Serono, Unterschleil3heim,
Deutschland)
e Rekombinantes luteotropes Hormon (rLH) (Luveris Serono, Unterschleil3heim,
Deutschland)

2.6.3 Ovulationsinduktion

Nach  erfolgreicher  Stimulation  mit  ausreichender  Follikelbildung  und
Endometriumsentwicklung erfolgte die Ovulationsauslosung durch intramuskulare
Injektion von 10 000 IE humanem Choriongonadotropin (HCG) (Predalon, Organon,
Munchen, Deutschland) (Ludwig et al., 2003).

2.6.4 Gewinnung der paternalen Gameten

Die Ejakulatgewinnung erfolgte orthograd mittels Masturbation in einen sterilen, nicht-
toxischen Behalter. Das Ejakulat durfte nicht durch coitus interruptus (saures
Vaginalsekret schadigt die Spermatozoenmotilitat) oder mit Hilfe eines Kondoms
(spermizide Beschichtung) gewonnen werden.

2.6.4.1 Ejakulatprédparation

Die Ejakulatverflissigung erfolgte bei 37°C auf einer Warmeplatte oder im Brutschrank.
Ein Spermiogramm wurde nach den WHO-Richtlinien (WHO-Laborhandbuch, 1999)
durchgefuhrt.
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Folgende Parameter wurden dokumentiert:
e Ejakulatmenge
e Spermatozoenkonzentration (Mio/ml)
e Spermatozoenmotilitdt  a: schnelle progressive Beweglichkeit >25 pm/s
b: langsam oder trage progressive Beweglichkeit
c: nichtprogressive Beweglichkeit (< Sum/s)
d: Immotilitat

e Spermatozoenmorphologie (Anzahl Spermatozoen mit normaler Morphologie)

In den Tabellen 3 und 4 werden die Spermatozoenparameter eines Normalbefundes
und von Abweichungen davon aufgefuhrt.

Tab. 3: Nomenklatur und Normalwerte des Ejakulats (WHO-Laborhandbuch, 1999)

Normozoospermie Volumen > 2ml
pH-Wert 72-7,8
Spermatozoenzahl = 20 Mio./ml
Spermatozoenzahl per Ejakulat | =40 Mio./ml
Motilitat =250% progressiv

bewegliche Spermatozoen
(a+b) oder = 25% a

Morphologie 2 30% normale
Spermatozoen

Tab. 4: Nomenklatur bei Abweichung von Ejakulatparametern vom Normwert (Eliasson
et al., 1970)

Oligozoospermie Spermatozoenzahl < 20 Mio/mi

Asthenozoospermie | Motilitat < 50% progressiv
bewegliche Spermatozoen
(a+b) oder < 25% a

Teratozoospermie Morphologie < 30% normale
Spermatozoen

Kryptozoospermie Spermatozoenzahl < 1Mio./ml

Azoospermie Spermatozoenzahl Keine Spermatozoen im
Ejakulat

Aspermie Volumen Kein Ejakulat

Parvispermie Volumen <2ml

Nekrozoospermie Motilitat Nur avitale Spermatozoen
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2.6.4.2 Spermatozoenpréaparation

Die Separation der Spermatozoen von dem Seminalplasma erfolgte entweder mit Hilfe
einer Dichtegradientenzentrifugation (WHO, 1999; Mortimer, 1994) oder der Swim up
Technik (WHO, 1999). Die Kapazitation der Spermatozoen erfolgte im Inkubator bei 37
°C und 5-6% CO..

2.6.4.3 Intracytoplasmatische Spermatozoeninjektion (ICSl)

Die Indikation zur Durchfihrung der ICSI-Behandlung ist wie folgt:

e schlechte Spermatozoenqualitat (weniger als 5 Mio/ml progressiv motile
Spermatozoen)
e weniger als 15% normale (Spermatozoen) Morphologie

e ausbleibende Befruchtung bei einer vorherigen IVF-Behandlung

2.6.4.4 Durchfiihrung der intracytoplasmatischen Spermatozoeninjektion
(ICSI)

Die Mikromanipulation wurde mit einem beheizbaren inverten Mikroskop mit
Hoffmanmodulation bei 400 facher Vergrof3erung 5 bis 7 Stunden nach Follikelpunktion
durchgefuhrt. Die Immobilisierung der Spermien erfolgte in 8%
Polyvinylpyrrolidonlosung (PVP), die die Geschwindigkeit der Spermatozoen
verlangsamt. Anschlielend wurde das Spermatozoonflagellum auf den Boden der
Petrischale gepresst, wodurch es zur Immotilitat des Spermatozoons kommt. Dieses
wurde nun mit dem Flagellum vorran in die Injektionspipette (ca. 5 um Durchmesser mit
30-40° angeschliffenem Winkel) aufgenommen. Um die Schadigung des
Spindelapparates zu verhindern, wurde die Oozyte mit einer Haltepipette so fixiert, dass
der Polkorper sich in 6 bzw 12 Uhr Position befand und in 3 Uhr Position die Injektion
durchgefuhrt wurde. Die Zona pellucida wurde durchstochen und nach Brechen des
Oolemmas wurde das Spermatozoon mit dem Kopf zuerst in die Oozyte injiziert (Van
Steirteghem et al., 1993a,b). Nach Injektion wurde jede Oozyte einzeln in Medium

(Tabelle 5) gespult und einzeln kultiviert.
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2.6.5 Lichtmikroskopische morphologische Charakterisierung der

Spermatozoen

Fir die intracytoplasmatische Spermatozoeninjektion wurden moglichst nur
mikroskopisch, morphologisch normale Spermatozoen verwendet. Ein normales
Spermatozoon (Menkveld et al., 1990) muss folgenden Kriterien gentigen:

e Ovaler 4,0-5,5um langer Kopf, Quotient Lange/Breite betragt 1,5-1,75

¢ Gut abgegrenztes Akrosom, 40-70 % des Kopfes einnehmend

e 10 - 20 ym Mittelstick

e Flagellum 40 — 50 um

Normales Spermatozoon nativ

\

Spermatozoon mit Kopfdefekt

Normales Spermatozoon EL‘
schematisch \

Spermatozoon mit Mittelstlickdefekt

Hauptstick

Abb. 4: Spermatozoon mit normaler Morphologie in schematischer und nativer
Darstellung sowie im Kopf und Mittelstlickbereich abnormale Spermatozoen
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2.6.7 Gewinnung der maternalen Gameten (Follikelpunktion)

34-36 Stunden nach Ovulationsinduktion erfolgte eine transvaginal sonografisch
kontrollierte Follikelpunktion (Michelmann et al., 1987) zur Gewinnung der Oozyten.
Diese liegen in Form sog. Kumulus-Oozyten Komplexe vor und wurden direkt nach
Auffindung in Medium (siehe Tab. 5) uberfuhrt und in einem Inkubator mit hoher
Luftfeuchtigkeit bei 37 °C und 5-6% CO; kultiviert.

2.6.7.1 Kulturbedingungen

Die Eizellen wurden in den Zentren in folgenden Kulturmedien bei 37,0-37,3°C
(Temperatur T) und 5-6% CO, Begasung kultiviert.
Tab. 5: Auflistung der unterschiedlichen verwendeten Kulturmedien

Zentrum (Ort) Kulturbedingungen Medium
T CO,

Universitats Frauenklinik 37,3°C 6 %CO, IVF20, G1.2, G2.2
(Bonn) der Fa. Vitrolife, Schweden

Gem.praxis Tigges, Friol, 37,3°C 6 %CO, IVF20, G1.2, G2.2
Gnoth (Grevenbroich) der Fa. Vitrolife, Schweden
Gem.praxis Fritzsche, Reiher, | 37,3°C 5 %CO, | Universal-IVF-Medium, Fa.
Hoffmann (Jena) Medicult ,Danemark ; IVF
30, Fa. Vitrolife, Schweden

Gem.praxis Thaele, Happel, 37,0°C 6 %CO, Hams F 10 Basis

Giebel (Saarbrucken)

2.6.7.2 Oozytenprédparation

Die Kumulus-Oozyten Komplexe wurden mindestens fur zwei Stunden inkubiert, um
den Zellen eine Nachreifung zu ermoéglichen. Zur Durchfuhrung der ICSI-Methode und
zur Bestimmung des Reifezustandes der Oozyte war es notwendig, eine
Oozytenpraparation durchzufuhren. Hierzu wurden die Zellen des Cumulus oophorus
und der Corona radiata enzymatisch und mechanisch entfernt. Wahrend der Inkubation
(max. 60 sec) in einer Hyaluronidaselosung (Type VIII H3757) erfolgte gleichzeitig

durch mehrmalige Aspiration mittels einer Pipette (Pipettendurchmesser 150 und 300
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pum) die Ablosung der die Oozyte umgebenden Cumulus- und Corona radiata- Zellen.
Der ganze Prozess wurde zUgig durchgefuhrt, um eine enzymatische Aktivierung durch
die Hyaluronidase zu vermeiden. Anschlielend wurden die Oozyten in Medium (Tab. 5)
gespult.

2.6.8 Lichtmikroskopische morphologische Charakterisierung der Oozyte

Nach der Denudierung war eine lichtmikroskopische morphologische Charakterisierung
der maternalen Gameten maoglich. Der Reifestatus jeder Zelle wurde ermittelt.
Eizelle im Stadium:

e Metaphase Il (MIl), 1. Polkorper sichtbar

e Metaphase | (Ml), kein Polkorper und kein Zellkern sichtbar

e Germinal Vesikel (GV), Zellkern sichtbar

e degenerierte Eizelle, dunkles Zytoplasma

Bei allen M Il Eizellen wurde eine Fotodukumentation und Beurteilung (modifiziert nach
den Kriterien von Serhal et al., 1997) durchgefuhrt. Die Oozytenmorphologie wurde bei
jeder Zelle bei 400 facher Vergrofderung mit ,Hoffmann Modulation Contrast® Optik
beurteilt. Alle Zellen wurden ab diesem Zeitpunkt in Einzelkultur kultiviert, um eine
lickenlose Dokumentation zu gewahrleisten.

Alle Oozyten und Vorkernstadien der folgenden Abbildungen 5 bis 16 wurden bei 400
facher VergrolRerung erstellt.

Folgende Kriterien der Metaphase Il Oozyten wurden beurteilt:

Zytoplasmatische Faktoren:

1. Beschaffenheit des Zytoplasmas

2. Vorhandensein von Einschlusskorpern

3. Vorhandensein von Vakuolen
Extrazytoplasmatische Faktoren:

1. Auffalligkeiten bezuglich des perivitellinen Spaltes

2. Beschaffenheit des Polkorpers

3. Form der Oozyte

4. Dicke und Beschaffenheit der Zona pellucida

27



Eine morphologisch unauffallige Oozyte hat folgendes Erscheinungsbild:

Dunne unauffallige
Zona pellucida

Unauffalliger
perivitelliner Spalt

e
;

!

e

Ovaler Polkérper

Rer

Homogenes
Zytoplasma
Ohne Vakuolen,
Ohne Einschlusskérper

A
3
%
:
3|
R
3
- §
"
Y

Kugelférmige Zelle

Abb.5: Beispiel einer morphologisch unauffalligen Oozyte beziglich der erfassten
Parameter

2.6.8.1 Die Beschaffenheit des Zytoplasmas

Das Zytoplasma sollte hellgrau, homogen und nur fein granular erscheinen (Herrler und
Beier, 1998).

Die Oocyte wurde bezlglich der Granulierung des Zytoplasmas in drei Gruppen
eingeteilt:

e Homogenes Zytoplasma

e Partiell granuliertes Zytoplasma

o Komplett granuliertes Zytoplasma
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Homogenes
Zytoplasma

Partiell granuliertes
Zytoplasma

Komplett granuliertes
Zytoplasma

Abb.6:00zyte mit homogenem, partiell und komplett granuliertem Zytoplasma

2.6.8.2 Das Vorhandensein von Einschlusskérpern

Das Vorhandensein von refraktilen Einschlissen (Veeck, 1991) unterschiedlicher Form
weist auf degenerative Vorgange hin. Dies wird von Serhal et al. (1997) und Loutradis
et al. (1999) als negativer Einfluss fur das Erreichen einer Schwangerschaft gewertet. In

dieser Studie wurden drei Formen unterschieden.

e Oozyte ohne Einschlusskorper

e Oozyte mit kleinen Einschlusskdrpern

e Oozyte mit grofden Einschlusskorpern

Keine
Einschlusskérper

Kleine
Einschlusskérper

Grofde
Einschlusskérper

Abb.7: Oozyte mit keinen, kleinen oder grof3en Einschlusskdrpern
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2.6.8.3 Das Vorhandensein von Vakuolen

Vakuolen kénnen als flissigkeitsgeflllte Raume in Folge von Endocytose in Oozyten
vorkommen. Dies wurde dokumentiert.
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Keine

Kleine und grol3e
Vakuolen

Vakuolen

Abb.8: Oozyte ohne und mit kleinen und grof3en Vakuolen

2.6.8.4 Auffilligkeiten beziiglich des perivitellinen Spaltes (PVS)

Das Zytoplasma (Ooplasma) der Oozyte wird von einer Plasmamembran umgeben. Die
aulere Hulle stellt die Zona pellucida dar. Zwischen der Plasmamembran und der Zona

pellucida befindet sich der perivitelline Spalt (PVS), auch als extrazellulare Matrix
bezeichnet (Dandekar u. Talbot, 1992)

Es wurde unterschieden zwischen normalem unauffalligem und auffalligem PVS.
Als auffallig wurde gewertet:

e Sehr groRer PVS

Ablagerungen oder Zytoplasmatrimmer (Granula) im PVS
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Unauffalliger Groler Zytoplasmatrummer im
perivitelliner Spalt perivitelliner Spalt perivitellinen Spalt

Abb.9: Unauffalliger und auffalliger (groBer PVS oder Zytoplasmatrimmer im PVS)
perivitelliner Spalt

2.6.8.5 Die Beschaffenheit des ersten Polkérpers

Das Vorhandensein des ersten Polkorpers spiegelt den chromosomalen Status der
Oozyte wider. Die Oozyten wurden bezlglich des ersten Polkdrpers in drei Klassen
eingeteilt.

e Ovaler, runder Polkorper

e Flacher Polkorper

e Fragmentierter Polkorper

Ovaler, runder Flacher Fragmentierter
Polkérper Polkérper Polkérper

Abb.10: Ovaler, runder Polkdrper sowie flacher und fragmentierter Polkérper
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2.6.8.6 Form der Oozyte

Die menschliche Oozyte ist eine kugelférmige, zytoplasmareiche Zelle und besitzt beim

Menschen wahrend der Ovulation einen Durchmesser von 120- 150 ym (Bucher und
Wartenberg, 1989; Veeck, 1999).

lhre Form konnte unterschieden werden in:

¢ runde, kugelformige Oozyte

e ovale (langliche oder deformierte Form) Oozyte

L
“
; i
; 213
TR

Kugelférmige Langliche, ovale Deformierte
Oozyte Oozyte Oozyte

Abb.11: Runde, kugelférmige und langliche, ovale oder deformierte Oozyte

Gelegentlich wurden Riesenzellen mit einem um 20-30% gréReren Durchmesser und
damit einem 1,5-2 fachen Volumen einer normalen Oozyte gefunden. Diese Zellen
wurden nicht fur die ICSI verwendet, da es sich um mehrkernige Riesenoozyten (giant
oocytes (Austin, 1960)) handelt, deren Entstehung auf die unterbliebene

zytoplasmatische Teilung von Oogonien nach erfolgter Kernteilung bzw. auf die

Verschmelzung zweier individueller Oogonien zurickzufuhren ist.
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Abb.12: Normale Oozyte links und Riesenoozyte rechts im Vergleich

2.6.8.7 Dicke und Beschaffenheit der Zona pellucida

Die Dicke der Zona pellucida variiert in der Regel zwischen 5 und 20 ym. Die
Beurteilung dieses Unterschiedes und der Einfluss bzw. die Aussagekraft der Dicke der
Zona pellucida in Bezug auf die Oozyten und Embryoqualitdt werden kontrovers
diskutiert (Herrler und Beier, 1998).

Die Dicke der Zona pellucida und ihre Beschaffenheit wurden dokumentiert.

Zona pellucida Dicke 23 ym, pigmentierte
unauffallig 16,5 pm Zona pellucida

Abb.13: Normale unauffallige und auffallige Zona pellucida bezlglich der Dicke und der
Beschaffenheit (Pigmentierung)
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2.6.9 Lichtmikroskopische morphologische Charakterisierung der

Vorkernstadien

16 bis 18 Stunden nach Injektion des Spermatozoons in die Oozyte erfolgte die
Kontrolle, ob eine Befruchtung initiiert wurde. Dabei wurden die Oozyten auf folgende
Kriterien hin untersucht:

e Vorhandensein und Anzahl von Vorkernen

e Vorkernscoring nach Scott et al. (2000)

e Lage der Vorkerne in der Oozyte

¢ Vorhandensein eines Halos (Ebner et al., 2003; Stalf et al., 2002)

2.6.9.1 Vorhandensein und Anzahl von Vorkernen

Am Tag nach der Follikelpunktion (ca. 16-18h nach Spermatozoeninjektion) wurde
analysiert, ob es in den Oozyten zu einer regelgerechten Vorkernentwicklung (zwei
Vorkerne) gekommen war. Hierbei wurde festgelegt, welche Zellen fur den Transfer
vorgesehen und welche kryokonserviert oder verworfen wurden. Oozyten, die keine
regelgerechte Vorkernentwicklung (null, ein oder mehr als zwei Vorkerne) aufwiesen,
wurden in 96% Ethanol vernichtet.

Oozyte mit einem Oozyte mit zwei Oozyte mit drei
Vorkern Vorkernen Vorkernen

Abb.14: Oozyte mit einem, zwei und drei Vorkernen
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2.6.9.2 Vorkernscoring nach Scott et al. 2000

Ein Vorkernscoring wurde bei allen Vorkernstadien mit zwei Vorkernen 16-18 Stunden
nach Injektion des Spermatozoons durchgefuhrt. Analysiert wurde die Anordnung der
Vorkerne (aneinander angelagert oder getrennt) und die Anzahl und das
Polarisationsphanomen (Nucleoli in einer Vorkernhemisphare angeordnet, wird als

polarisiert bezeichnet) der Nucleoli in den Vorkernen.

o Z1: Gleiche Anzahl (3-7), GroBe und Polarisation der Nucleoli in den
Vorkernen

o Z2: In etwa gleiche Anzahl (3-7) und Grofde aber nicht polarisierte Nucleoli

o Z3: Verschiedene Anzahl und oder nicht polarisierte Nucleoli in den
Vorkernen

o Z4: Vorkerne unterschiedlich grol3 oder nicht aneinander gelagert

Abb.15: Schematische Darstellung der Vorkernmuster (Z-Score)
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2.6.9.3 Lage der Vorkerne in der Oozyte

Bezuglich der Lage der Vorkerne in der Oozyte wurde unterschieden in
e Zentral

e Peripher

Lage der Vorkerne Lage der Vorkerne
zentral peripher

Abb.16: Darstellung der Lage der Vorkerne in der Oozyte zentral oder peripher

2.6.9.4 Vorhandensein eines Halos (Ebner et al., 2003; Stalf et al., 2002)

In dem Zytoplasma der Oozyte ist haufig der Effekt eines Halos (das Fehlen der
granularen Struktur im Randbereich) zu beobachten (Scott et al., 1998). Das

Vorhandensein oder Fehlen des Halos wurde dokumentiert.

Vorhandensein Fehlen
des Halos des Halos

Abb.17: Auftreten oder Fehlen eines Halos im Vorkernstadium
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2.6.10 Embryonenbeurteilung

Die Vorkernstadien fur den Embryotransfer wurden unter Berucksichtigung der
vorhandenen Erkenntnisse (Kombination der Oozyten-Vorkernbeurteilung) ausgewahlt
und in Einzelkultur weiterkultiviert. An jedem Tag wurde morgens ein Embryograding
nach Hill et al., 1989 und Steer et al., 1992 (Tab.6) durchgefuhrt. Der Embryoscore
jedes Embryos sowie der kumulative Embryoscore des Transfers wurden nach Steer et
al. (1992) dokumentiert.

Der Embryo wurde bezuglich seiner morphologischen Erscheinung in A, B, C und D
(Tab.6) eingeteilt. Dieses Grading reprasentiert einen Multiplikator. Der Score des
Embryos ergibt sich aus dem Multiplikator mal der Anzahl der Blastomeren des
Embryos. Der kumulative Embryoscore ergibt sich aus der Summe der Embryoscores
der transferierten Embryonen pro Patient pro Transfer.

Tab.6: Embryograding (nach Hill et al., 1989 und Steer et al., 1992)

Grad | Faktor | Fragmente Blastomeren Zytoplasma
A 4 - Gleichformig, rund Gleichmalig
Symmetrisch angeordnet Leicht granuliert
B 3 Bis 10% | Leichte GroRenunterschiede Ungleichmalig
Form etwas unregelmaldig granuliert
C 2 20 bis 50% | UngleichmalRig grof3,grol3er PVS Dunkle Granula
Ungleichmalig verteilt Vakuolen

Reduzierte Blastomerenhaftung

D 1 > 50% Nur eine Blastomere sichtbar Dunkle Granula
Ungleichformige Blastomeren Vakuolen
Grolker PVS

Blastomeren ungleich verteilt

2.6.11 Embryotransfer

Der Embryotransfer erfolgte am Tag zwei (Tag2) oder drei (Tag3) nach der Punktion.
Es wurde der Embryoscore, die Endometriumdicke und ein evtl. assisted hatching
(Eroffnen der Zona pellucida) (Montag und Baukloh, 1998) mit einem kontaktfreien
Diodenlaser mit 1480 nm Wellenlange dokumentiert.
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Der Embryotransfer wurde bei der Patientin in Steinschnittlage durchgefuhrt. Der, bzw.
die Embryonen wurden mit moglichst wenig Kulturmedium (hochstens 15 pl) in die
Katheterspitze eines Embryotransferkatheters aufgezogen. Nach Reinigung der Vagina
mit 0,9% Kochsalzlosung erfolgte das Platzieren des, bzw. der Embryonen transvaginal
und transzervikal ins Cavum uteri mittels des Katheters. Letzterer wurde unter
mikroskopischer Sicht anschlieBend gespult, um zu kontrollieren, ob die Embryonen

nicht im Katheter verblieben waren.

2.6.12 Lutealphasenunterstiitzung

Im Rahmen einer Sterilitatstherapie mit Anwendung von GnRH-Analoga in der
Ovulationsstimulation ist es notig, eine Lutealphasenunterstitzung durchzufluhren
(Bourgain et al., 2003). Ab dem Transfer erfolgte eine tagliche intravaginale Applikation
von Progesteron (Utrogest, Kade Deutschland oder Crinone, Serono,
Unterschleissheim) als hormonelle Unterstitzung. Eine hCG Gabe kann zudem als
Stimulator der Progesteronsynthese im Corpus Iluteum dienen. Diese hormonelle
Unterstutzung sollte zumindest bis zum Schwangerschaftstest 12 Tage nach
Embryotransfer angewendet werden.

2.6.13 Zyklusausgang

14-15 Tage nach Follikelpunktion wurde der R-hCG-Spiegel im Serum bestimmt. Bei
einem positiven Wert (>30 |.E./Liter) wurde die hormonelle Unterstitzung mit
Progesteron fortgefuhrt (Bourgain et al., 2003; Ludwig et al., 2002) und wenn ndtig
zusétzlich noch mit Ostrogen unterstiitzt. Im positiven hCG-Fall wurde eine Woche
spater eine vaginale Ultraschallkontrolle durchgefuhrt. In der vorliegenden Arbeit
wurden nur klinische Schwangerschaften erfasst. Eine klinische Schwangerschaft ist
eingetreten, wenn neben dem hCG-Anstieg das Auftreten einer Fruchthohle gesehen
wurde. Bei dem Eintreten einer Schwangerschaft wurde die Anzahl der Fruchthdhlen
und die Herzaktivitaten registriert. Die Betreuung der Schwangerschaft erfolgte durch
die niedergelassenen Gynakologen. Der Verlauf der Schwangerschaft und bei Geburt
der Geburtsverlauf, der Entbindungsmodus, sowie Komplikationen wurden
dokumentiert. Vom Kind wurden der Gesundheitszustand, die GroRe und das Gewicht
sowie evtl. Fehlbildungen notiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Alilgemeine Parameter

Es wurden 564 Zyklen mit intracytoplasmatischer Spermatozoeninjektion (ICSI) bei 528
Patientinnen durchgefuhrt. In allen Fallen konnten Oozyten (insgesamt 5676) gewonnen
werden und in 562 Fallen kam es zu einem Embryotransfer. Hieraus resultierten 181
klinische Schwangerschaften (SS), wobei es bei 144 zur Geburt von 175 Kindern kam.
Die allgemeinen Ergebnisse werden in der Tabelle 7 zusammengefasst.

Tab. 7 : Allgemeine Kenngrof3en der Studie

Patientinnen 528 Altersdurchschnitt 32,5 Jahre
(20 Jiingste/45 Alteste) +4.3
BMI (Durchschnitt) 22,743,2
Anzahl Vorversuche (Durchschnitt) | 0,8 £0,9
Zyklen 564 Oozyten gewonnen 5676
Oozyten pro Punktion (Durchschnitt) | 10 +4,4
MII Oozyten 4778
MIlI Oozyten pro Punktion 8,5 £3,8
(Durchschnitt)
Regulare Vorkernstadien 3342
Befruchtungsrate 70% £20,6
Transfers 562 Embryonen transferiert 1204
Embryonen pro Transfer (ET) 2,14 0,5
(Durchschnitt)
Implantationsrate (IR) 18,4%
Schwangerschaften(SS) 181 Schwangerschaftsrate (SSR) pro ET| 32,2%
Geburten 144 Baby take home Rate 25,6%
Geborene Kinder 175 Einlingsgeburten 114
Zwillingsgeburten 29
(7Zyklen Geburt und Abort) Drillingsgeburt 1
Mehrlingsrate 20,8%
Aborte (davon 7 auch Geburt) | 39 Abortrate 21,5%
EUG 5 2,8%
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Fur den Ausgang einer Kinderwunschtherapie sind viele Faktoren entscheidend. Die
Intension dieser Dissertation besteht darin, durch die genaue Charakterisierung der
Gameten und der Vorkernstadien die Auswahl der Zellen mit dem hochsten
Entwicklungspotential zu optimieren. Es ist wichtig, ,auRere“ Faktoren (Alter der Frau,
Anzahl Vorversuche, Anzahl transferierter Embryonen, Befruchtungsrate, Anzahl
gewonnener bzw. reifer Oozyten) mit einzubeziehen, um die Erfolgschancen der
Kinderwunschtherapie unter den Bedingungen des deutschen
Embryonenschutzgesetzes zu erhdhen.

In wenigen Fallen waren bei den Oozyten und Vorkernstadien (<1%) einzelne Faktoren
nicht genau definierbar und wurden daher nicht erfasst, wodurch geringe Diskrepanzen
bezlglich der absoluten Zahlen in den Auswertungstabellen zu erklaren sind.

Ein wichtiger Aspekt ist die Zumutbarkeit fur den Patienten, das bedeutet, die Auswahl
der Zellen fur den Transfer wurde nach dem momentanen Stand der Literatur
durchgefuhrt. Somit ist die Gruppenstarke mit den vermeintlich schlechteren

Parametern immer geringer und teilweise statistisch nicht mehr auswertbar.

3.1.1 Auswertung bezuglich allgemeiner Faktoren

(Anzahl transferierter Embryonen, Alter der Frau, Body Mass Index (BMI), Anzahl
Vorversuche, Befruchtungsrate, Anzahl reifer Oozyten)

3.1.1.1 Einfluss der Anzahl der transferierten Embryonen auf die

Schwangerschaftsrate

Die Anzahl der transferierten Embryonen wurde so gewahlt, dass die
Schwangerschaftschance moglichst grol3 und das Mehrlingsrisiko gering war. Nur ein
Embryo wurde immer dann transferiert, wenn nicht mehr als ein Vorkernstadium zur
Verfugung stand. Dies war bei 30 Zyklen der Fall. Mit 422 Zyklen trat der Transfer von
zwei Embryonen (Det) am haufigsten auf. Drei Embryonen (bei 110 Zyklen) wurden in
der Regel nur dann transferiert, wenn die Schwangerschaftschancen auf Grund der
Anzahl an Vorversuchen (>1), der Befruchtungsrate (<50%), des Alters der Frau
(>37Jahre) oder der Qualitat der Vorkernstadien vermindert waren. Die niedrigeren
Implantationsraten der Zyklen mit drei Embryonen beim Transfer lassen sich so
erklaren (Transfer 2 Embryonen 21,4%/Transfer 3 Embryonen 11,5%). Daraus
resultierend betrug die Mehrlingsrate beim Transfer von zwei Embryonen 22,8% und bei
drei Embryonen 11,5%. Der BMI-Durchschnitt (22,3/22,7/22,9) der Frauen war, ob ein,
zwei oder drei Embryonen transferiert wurden, nicht signifikant unterschiedlich.
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a,b

5,
0,
1 Embryo 2 Embryonen | 3 Embryonen
transferiert transferiert transferiert
O Schwangerschaftsrate 16,7 (5) 33.9(143) 3
% (SS)

?P<0,05;  °P=ns (nicht signifikant)
Abb. 18.: Schwangerschaftsraten in Abhangigkeit von der Anzahl transferierter

Embryonen pro Transfer

Wie aus der Abb. 18 hervorgeht, waren die Schwangerschaftsraten beim Vergleich der
Transfers von einem zu zwei Embryonen beim Transfer signifikant unterschiedlich, auch
wenn der Anteil der Transfers mit einem Embryo (n=30) gering war. Sofern bei den
Zyklen lediglich ein Embryo zum Transfer gelangte, konnte ein deutlich (P<0,05)
hoheres Alter der Patientinnen und eine signifikant (P<0,05) geringere Befruchtungsrate
und Oozytenanzahl festgestellt werden, im Vergleich mit Zyklen bei denen zwei oder
drei Embryonen transferiert wurden.

Die Schwangerschaftsraten der Transfers mit zwei oder drei Embryonen wiesen keine
signifikanten (P= 0,440) Unterschiede auf, obwohl die Patientinnen, bei denen drei
Embryonen transferiert wurden, signifikant alter (P=0,017) waren und mehr
Vorversuche (1,5 zu 0,6; P=0,001) durchgefuhrt hatten, als die Patientinnen, bei denen
lediglich zwei Embryonen zum Transfer gelangten. Da die Schwangerschaftsraten der
Zyklen mit zwei oder drei Embryonen beim Transfer nicht unterschiedlich waren,
wurden diese ausgewertet, um den Einfluss der Parameter Alter der Frau, Anzahl
Vorversuche, BMI, Anzahl MIl Oozyten und Befruchtungsrate auf den Ausgang der
Therapie abzuschatzen.

Die Auswertung erfolgte, indem der zu untersuchende Parameter auf signifikante
Unterschiede bezuglich der Schwangerschaftsraten ausgewertet wurde.
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Um zu erkennen, ob andere Parameter den auszuwertenden beeinflusst haben, wurden
die zu vergleichenden Gruppen auf Homogenitat bezuglich der anderen Parameter
untersucht (Tabelle A im Anhang). Wenn signifikante Unterschiede zu erkennen waren,

wurden diese aufgefluhrt.

Tab 8. : Allgemeine Kenngrofien der Zyklen mit einem Embryotransfer mit zwei oder

drei Embryonen

Patientinnen 508 Altersdurchschnitt 32,4Jahre 4,3
(20 Jiingste/45 Alteste)
BMI (Durchschnitt) 22,7+3,2
Anzahl Vorversuche (Durchschnitt) 0,8 +0,9
Zyklen 532 Oozyten gewonnen 5463
Oozyten pro Punktion im 10,3 +4,4
(Durchschnitt)
MII Oozyten 4604
MIlI Oozyten pro Punktion im 8,7 £3,8
(Durchschnitt)
Regulare Vorkernstadien 3269
Befruchtungsrate 71% £19,2
Transfers 532 Embryonen transferiert 1174
Embryonen pro Transfer 2,204
(Durchschnitt)
Implantationsrate 21,4%
Schwangerschaften 176 Schwangerschaftsrate pro 33,1%
(SS) Transfer
Geburten 140 Baby take home Rate 26,3%
Geborene Kinder 171 Einlingsgeburten 110
Zwillingsgeburten 29
(7Zyklen Geburt und Abort Drillingsgeburt 1
Mehrlingsrate 21,4%
Aborte 38 Abortrate 21,6%
(davon 7 auch Geburt)
EUG 5 2,8%
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3.1.2 Einfluss der allgemeinen Faktoren auf den Ausgang der Therapie

beim Transfer von zwei oder drei Embryonen

(Alter, Body Mass Index, Anzahl an Vorversuchen der Frau, Befruchtungsrate und
Anzahl MIl-Oozyten)

3.1.2.1 Einfluss des Alters der Frau auf die Schwangerschaftsrate

Tab.9: Einfluss des Alters der Frauen zum Zeitpunkt des Zyklus auf die

Schwangerschaftsrate
Alter (Jahre) Zyklen Anzahl (n) | Schwangerschaftsrate (SS)
>31 177 35,6% (63)
31-35 225 32,4%*° (73)
36-40 116 33,6%"° (39)
> 40 12 8,3%° (1)

abp—pg: °P<0,005

Es zeigte sich mit dem Chi? Test erst ab einem Alter Uber 40 Jahre der Frau eine
signifikante Abnahme der Schwangerschaftsrate. Die Implantationsrate (Tabelle A
Anhang) nahm kontinuierlich mit dem Alter ab. Dies war nicht signifikant (P= 0,130;
0,414) bis zum 40. Lebensalter. Frauen uber 40 Jahre zeigten eine signifikant geringere
Implantations- (P= 0,041) und Schwangerschaftsrate (P= 0,002) als jungere Frauen.
Zudem war bei Frauen mit einem Lebensalter uber 40 Jahren die Anzahl an
Vorversuchen hoher und die Anzahl an Oozyten niedriger (Tabelle A im Anhang).
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Tab.10: Anzahl transferierter Embryonen (Emb) in Abhangigkeit vom Alter und daraus

resultierende Schwangerschaftsrate (SSR) und Implantationsrate (IR)

Alter der 2Emb:3Emb 2 Emb. 3 Emb.
Frau transferiert (Zyklen/SS/Fruchthohle) | (Zyklen/SS/Fruchthdhle)
(Jahre) SSR (IR) SSR (IR)
<31 51:1 (148/54/72) (29/9/10)
36,5 % (24,3%) 31,0 % (11,5%)
31-35 3,9:1 (181/58/73) (46/15/16)
32,0 % (20,2%) 32,6 % (11,6%)
36-40 3,0:1 (87/30/35) (2979/9)
34,5 % (20,1%) 31,0 % (10,3%)
>40 1,0:1 (6/1/1) (6/0/0)
16,7 % (8.3%) 0 % (0%)

Mit zunehmendem Alter der Frau wurden mehr Embryonen transferiert. So nimmt das
Verhaltnis der Transfers mit zwei Embryonen zu drei Embryonen ab. Der Vergleich der
Altersgruppe < 31 Jahre mit der im Alter von 31-35 Jahren zeigte keinen signifikanten
Unterschied bezuglich der Anzahl transferierter Embryonen (P=0,310). Die Altersgruppe
<31 Jahre und 35-40 Jahre zeigte tendenziell (P= 0,070) mehr Embryonen beim
Transfer im hoheren Alter. Patientinnen Uber 40 bekamen signifikant (P=0,004) mehr
Embryonen transferiert als die Altersgruppe < 31 Jahre.

Die Schwangerschaftsraten zeigten bis zum 40. Lebensjahr keine signifikanten
Unterschiede (Tab.9).

3.1.2.2 Einfluss des Body Mass Index (BMI) der Frau auf die

unterschiedlichen Parameter und die Schwangerschaftsrate

Das Korpergewicht der Frau in Relation zur Korpergrofie (Gewicht in Kilogramm geteilt
durch Grolle zum Quadrat) ergibt den body mass index, der einen Einfluss auf die
Schwangerschaftsraten haben kann. Dies ist bekannt bei starker Adipositas (BMI>30

(Berkow et al., 1999), so dass dies als Ausschlusskriterium gewertet wurde.
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Tab.11: Einfluss des Body Mass Index (BMI) der Frau auf die Schwangerschaftsrate
(Einteilung Berkow et al., 1999)

BMI Zyklen n Schwangerschaftsrate (SS)
<20 95 28,4%° (27)
(Untergewicht)
20-25 321 34,9%° (112)
(Normalgewicht)
>25 116 31,9%" (37)
(Ubergewicht)
2Pp=ns

Der BMI hatte keinen signifikanten Einfluss auf den Ausgang der Therapie bei einem
Patientenkollektiv mit einem BMI <30. Dies zeigten die Schwangerschafts- (Tab. 11)
und Implantationsraten (Tabelle A im Anhang; IR: BMI<20 zu 20-25 P= 0,1481; und 20-
25 zu >25 P=0,981).

3.1.2.3 Einfluss der Anzahl der Vorversuche der Frau auf die

Schwangerschaftsrate

Die Anzahl der Vorversuche wurde mit nicht mehr als drei Vorversuche als
Einschlusskriterium gewertet.

Tab.12: Einfluss der Anzahl der Vorversuche auf die Schwangerschaftsrate

Vorversuche Zyklen n Schwangerschaftsrate (SS)
0 264 37,9% 9 (100)
1 159 32,1%*" (51)
2 81 22,2%°% (18)
3 28 25,0% ° (7)

2bp=ns;  9P<0,01

Die Betrachtung der Anzahl Vorversuche jeweils von einem Versuch zum nachsten liefl3
keinen signifikanten Einfluss auf die Schwangerschaftsrate erkennen.

Wurde der Einfluss von zwei negativen Vorversuchen auf die Schwangerschaftsrate
(22,2%) zu einem Vorversuch (32,1%) untersucht, so war die Wahrscheinlichkeit fur das
Erreichen einer Schwangerschaft im letzteren Fall tendenziell hoher (P=0,111) und war
beim Vergleich zu keinem Vorversuch (37,9%) signifikant erhoht (P= 0,009), wie aus
Tabelle 12 hervorgeht. Die Anzahl an transferierten Embryonen nahm mit Zunahme der
Versuche signifikant zu (Tabelle A Anhang).
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3.1.2.4 Einfluss der Befruchtungsrate auf die Schwangerschaftsrate

Die Befruchtungsrate eines Zyklus ergibt sich aus der Anzahl reifer MIl Eizellen, bei
denen die ICSI durchgefuhrt wurde, und der daraus resultierenden Anzahl an

Vorkernstadien mit zwei Vorkernen (Anzahl Vorkernstadien /Anzahl MIl Eizellen x 100

in %).

Tab. 13 : Einfluss der Befruchtungsrate auf die Schwangerschaftsrate

Befruchtungsrate Zyklen n Schwangerschaftsrate (SS)
<50% 56 16,1%2 (9)
50-69,9% 180 31,1%*" (56)
70-79,9% 08 36,7%"° (36)
>80% 198 37,9%° (75)
4P<0,05; °P=ns

Die Befruchtungsrate zeigte bei einem Wert von <50% einen signifikanten negativen
Einfluss (P= 0,028) auf die Schwangerschaftschancen eines Paares. Diese hatten
allerdings auch schon mehr Vorversuche als Paare mit Zyklen mit hoherer
Befruchtungsrate. Die Schwangerschaftschance wies bei Befruchtungsraten >50%
Tabelle 13) keine signifikanten Unterschiede auf, zeigte jedoch mit zunehmenden

Befruchtungsraten eine Erhohung der Schwangerschaftsraten.

3.1.2.5 Einfluss der Anzahl der MIl Oozyten auf die Schwangerschaftsrate

Das Ausschleusen des ersten Polkorpers signalisiert den chromosomalen Reifestand
der Oozyte. Sie befindet sich dann in der arretierten Metaphase der 2. Reifeteilung der
Meiose. Patienten mit einer geringen ,ovariellen Response® auf die Stimulation (<2
Follikel) wurden nicht mit in die Studie aufgenommen (Ausschlusskriterium).

Tab.14: Einfluss der Anzahl M Il Oozyten auf die Schwangerschaftsrate

M Il Oozyten Zyklen n Schwangerschaftsrate (SS)
<6 116 32,7%° (38)
6-10 258 31,4%2° (81)
>10 158 36,1%" (57)
2Pp=ns

Es waren keine signifikanten Unterschiede bezuglich des Einflusses der Anzahl MIl

Oozyten auf die Schwangerschaftsrate festzustellen.




Auch die genaue Aufschliusselung der Gruppe <6 MIl Oozyten zeigte bei bis zu 3 Ml
Oozyten eine 35,5%-ige und bei bis zu 4 MIl Oozyten eine 33,8%-ige
Schwangerschaftsrate pro Transfer, wobei die Grofde der Gruppen relativ gering war
(31 bzw. 65 Zyklen).

In Abb. 19 werden die allgemeinen Parameter zusammengefasst, die einen

signifikanten Einfluss auf den Ausgang der Kinderwunschtherapie hatten.
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Abb. 19: Signifikante Parameter ,Alter der Frau, Anzahl an Vorversuchen und die
Befruchtungsrate bezuglich der Schwangerschaftsrate beim Transfer von zwei oder
drei Embryonen

3.1.2.6 Einfluss des Embryoscores auf die unterschiedlichen Parameter

und die Schwangerschaftsrate

Bezlglich des Embryoscores muss zwischen dem Transfer von zwei und drei
Embryonen unterschieden werden, da es sich um einen addierten Score handelt. Bei
422 Zyklen wurden zwei Embryonen und nur bei 110 Transfers drei Embryonen
transferiert. Die Gruppe mit drei Embryonen war fur statistische Auswertungen relativ
klein und daher wurden nur die Transfers mit zwei Embryonen ausgewertet. Ebenso

war entscheidend, gleiche Transfertage auszuwerten. Nicht bei allen Zyklen wurde bis
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zum Tag3 nach der Follikelpunktion kultiviert und aus diesem Grund wurden die
Embryonen nach der Kulturdauer ausgewertet.

Tab.15: Zusammenhang zwischen dem Embryoscore am zweiten (Tag2) oder dritten
Tag (Tag3) nach Follikelpunktion zur Schwangerschaftsrate

Anzahl Zyklen Schwangerschaftsrate (SS)

Embryoscore Tag2

<21 112 16,1 %° (18)

21-30 144 43,1 %P (62)

>30 53 50,9 %° (27)
Embryoscore Tag3

<31 74 14,9 %° (11)

31-50 164 29,3 %9 (48)

>50 118 53,4 %° (63)

29P<0,001; °P=ns; °P<0,05;

Der Embryoscore wies einen signifikanten Einfluld auf den Ausgang der Therapie auf.
Am Tag2 nach Follikelpunktion erhohte sich die Schwangerschaftsrate deutlich
(P<0,001) sobald der Embryoscore uber 21 lag und am Tag3 nach Follikelpunktion
zeigte sich signifikant (P= 0,017 und <0,001), je hdher der Embryoscore, desto grol3er
die Wahrscheinlichkeit des Eintretens einer Schwangerschaft. Die Abb. 21 verdeutlicht
dies grafisch.

Es bestand zudem ein Zusammenhang (Tabelle B im Anhang) zwischen der
Befruchtungsrate und der Anzahl an Vorversuchen und dem Embryoscore. Je hoher der
Embryoscore war, desto hoher war die Befruchtungsrate im Zyklus und desto weniger
Vorversuche waren bei der Patientin durchgefuhrt worden.
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Abb. 21: Darstellung der Implantations- und Schwangerschaftsrate (pro Transfer) in %
beim Transfer von zwei Embryonen in Abhangigkeit vom addierten Embryoscore beider
Embryonen am Tag2 und Tag3.

3.2 Auswertung beziiglich des Einflusses der paternalen Gameten auf

die Wahrscheinlichkeit des Eintretens einer Schwangerschaft

Besteht ein Zusammenhang zwischen den klassischen Spermatozoenparametern

Zelldichte, Morphologie, Motilitat und der Schwangerschaftsrate?

3.2.1 Zelldichte

Der Mittelwert der Zelldichte betrug 22 Mio/ml mit einer Standardabweichung von 34,4,
wobei der hochste Wert 291 Mio/ml und der niedrigste 0,0001 Mio/ml betrug.

Der Vergleich der unterschiedlichen Zelldichten ergab keine signifikanten Unterschiede
(P=0,339; 0,499 und 0,964) bei den Schwangerschaftsraten (Anhang Tab.C).

Auch bei der Gegenuberstellung des Auftretens einer Oligozoospermie (373 Zyklen)
und keiner Oligozoospermie (191 Zyklen) konnten keine signifikanten Unterschiede
(P=0,287) bezuglich der Schwangerschaftsrate (32,2% / 31,9%) festgestellt werden.

Die Zelldichte hatte bei Anwendung der ICSI-Methode keinen signifikanten Einfluss auf

den Ausgang der Kinderwunschtherapie.
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3.2.2 Morphologie

Befinden sich in einem Ejakulat weniger als 30% normal geformte Spermatozoen, wird
dies als Teratozoospermie bezeichnet (WHO Laborhandbuch, 1999).

Bei 525 Zyklen wurde eine Morphologie durchgefuhrt. Bei 74 Ejakulaten wurden nur
Spermatozoen mit eingeschrankter Morphologie gefunden. Der hochste prozentuale
Wert an normal geformten Spermatozoen im Ejakulat war 54% (siehe Tabelle C im
Anhang).

Beim Vergleich der folgenden Zyklen, in denen a) keine normal geformten
Spermatozoen, b) 1-14%normal, c) 15-29% normal oder d) 230 % normale geformte
Spermatozoen vorhanden waren, zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
bezuglich der Schwangerschaftsraten (27,0%; 34,3%; 31,8%; 31,6%) (P=0,242; 0,496;
0,505). Die Implantationsraten (14,1%; 20,0%; 20,5; 16,1%) lieRen eine Tendenz
(P=0,091) zwischen der Gruppe ohne normal und mit 1-14% normal geformten
Spermatozoen feststellen. Im Vergleich zu den Zyklen mit 15-29% (P= 0,128) oder
230% (P=0,583) normal geformten Spermatozoen war diese Tendenz nicht mehr
erkennbar.

Die Morphologie spielte daher offensichtlich keine signifikante Rolle als Marker fur den
Ausgang der Therapie.

3.2.3 Motilitat

Eine Asthenozoospermie ist definiert, wenn die progressive Beweglichkeit (a+b) der
Spermatozoen unter 50%, bzw. die schnell progressiven (a) unter 25% liegen.

521 Zyklen konnten bezlglich der Motilitat ausgewertet werden. Bei nur 10 Zyklen war
eine schnell progressive (a) Beweglichkeit von >25% zu finden. Bei 86 Zyklen lag die
progressive Motilitdt (a+b) =50%. Der hohe Anteil an Asthenozoospermien war
erwartungsgemall, da die Subfertilitat des Mannes die Hauptindikation zur
Durchfuhrung der ICSl ist.

Die Schwangerschaftsraten der Zyklen mit Spermatozoenmotilitaten a+b <11%, 11-30%
und >30% zeigten keine signifikanten Unterschiede (P=0,392 und 0,585). Ebenso
verhielt es sich mit dem Anteil der ,a“ Motilitaten, wenn keine (0%) motilen
Spermatozoen mit 1-9% ,a“- oder >9% ,a“ Anteil an motilen Spermatozoen (P=0,698

und 0,999) verglichen wurden.
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Bei Anwendung der ICSI-Methode in der Kinderwunschtherapie war die Qualitat der
Spermatozoenmotilitat fur den Ausgang der Therapie nicht relevant, solange motile
Spermatozoen vorhanden waren.

In der Abb.22 wird der Einfluss der paternalen Faktoren auf die Schwangerschaftsrate
bei der Durchfuhrung der ICSI zusammengefasst.
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Abb. 22: Zusammenhang zwischen den klassischen Spermatozoenparametern
Zelldichte, Morphologie, Motilitat und der Schwangerschaftsrate

Die zu vergleichenden Gruppen zeigten bei der Auswertung der Zelldicht, Morphologie
und Motilitat keine signifikanten Unterschiede bezuglich des Alters der Frau, des Alters
des Mannes, der Anzahl an Vorversuchen der Frau, der Anzahl an transferierten
Embryonen, der Befruchtungsrate und der Implantations- und Schwangerschaftsrate
(Tabelle C im Anhang). Lediglich der Vergleich der Ejakulate mit keinen Spermatozoen
mit ,normaler® Morphologie zu denen mit 230 % Spermatozoen mit ,normaler
Morphologie lie® im  Alter der Frau und in der Befruchtungsrate signifikante
Unterschiede (Tabelle C im Anhang) erkennen.
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3.3 Auswertung beziiglich des Einflusses der maternalen Gameten auf

die Wahrscheinlichkeit des Eintretens einer Schwangerschaft

Bei der Studie wurden bei 564 Zyklen 5676 Kumulus-Oozytenkomplexe gefunden. Nach
Entfernung des Kumulus wurde eine Beurteilung der Reife durchgefuhrt, wobei sich
4778 Ooyzten in der zweiten Reifeteilung der Meiose (MIl) befanden. Diese Oozyten
wurden morphologisch dokumentiert und charakterisiert, um herauszufinden, welche
Faktoren als Marker fur das Entwicklungspotential der Oozyte geeignet sind. Nach
intracytoplasmatischer Spermieninjektion (ICSl) entstanden 3342 Vorkernstadien (2PN)
(Befruchtungsrate 70%) mit zwei Vorkernen.

Ausgewertet wurde der Einfluss jedes einzelnen Faktors (Zytoplasma,
Einschlusskorper, Vakuolen, perivitelliner Spalt, Polkorper, Form der Oozyte und die
Zona pellucida) auf die resultierenden Befruchtungs- und Degenerationsraten sowie
den Z-und Embryoscore. Bei der Auswertung der einzelnen Faktoren wurde allerdings
nicht unterschieden, ob die Zelle nur eine Abnormalitat zeigte oder ob mehrere zu
registrieren waren, da dies zu groRe Kombinationsmadglichkeiten und zu geringe
Fallzahlen beinhaltet hatte. Es wurde getestet, welche Unterschiede auftreten beim
Vorhandensein zu untersuchenden Auffalligkeit verglichen mit dem Fehlen derselbigen.
Fir den Z-Score wurde der Prozentanteil an Z1 Vorkernstadien angegeben, da sie die
signifikant (P=0,012 Tabelle 40) (Scott et al., 2000) beste Entwicklungsprognose hatten.
Zudem wurden die Z4 mit besonders schlechter Prognose (Scott et al., 1998)
aufgefiihrt. Um die Ubersichtlichkeit zu wahren, wurden die Z2 und Z3 nicht mit
aufgefuhrt.

Die Auswertung des Embryoscores in Bezug auf die Wahrscheinlichkeit des Eintretens
einer Schwangerschaft (Tab. 17) zeigte am Tag2, dass ein signifikanter Unterschied
beim Transfer von 2 Embryonen zu registrieren war, wenn der addierte Embryoscore
>20 war. Dies entsprach einem Embryoscore >10 bei einem Embryo. Am Tag3 wurde
signifikant in ,schlechte” (<16), ,gute“ (16-25) und ,sehr gute® (>25) Embryonen vom
Score her unterschieden. Aus diesen Grunden wurde am Tag2 der Prozentanteil der
Embryonen mit einem Score >10 und am Tag3 <16 und >25 angegeben. Es entstanden
1204 Embryonen, wobei nicht alle am Tag2 und Tag3 beurteilt wurden. Wie bei dem Z-
Scoring wurden die Embryonen mit einem Score <10 am Tag2 und zwischen 16 und 25
am Tag3 aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht mit aufgefiinrt. In den folgenden
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Tabellen wird daher die Gesamtanzahl beurteilter Embryonen und die Embryonen mit
einem Score >10 am Tag2 und <16 oder >25 aufgefuhrt.

Um Schwangerschaftsraten auswerten zu konnen, wurden die Transfers mit zwei
Embryonen ausgewertet (422 Zyklen), da die Fallzahlen bei drei Embryonen (110
Zyklen) und einem Embryo (30 Zyklen) pro Transfer zu gering und die
Kombinationsmoglichkeiten bei drei Embryonen zu grof3 waren.

Wenn es signifikante Unterschiede in den zu vergleichenden Gruppen gab, bezuglich
des Alters der Frau, der Anzahl Vorversuche und der Befruchtungsrate, wurden diese
aufgefuhrt.

3.3.1 Zytoplasma

Bei 4766 Ooyzten konnte die Beschaffenheit des Zytoplasmas dokumentiert werden.
Bei 3515 zeigte sich ein homogenes und bei 1251 ein granuliertes Zytoplasma.
Bezogen auf die Granulierung des Zytoplasmas wurde nach partiell (990 Oozyten) und
komplett granuliert (261 Oozyten) differenziert. Die Anzahl der komplett granulierten
Oozyten war relativ gering. In Hinblick auf die Befruchtungsrate zeigte sich eine
Abnahme derselbigen mit dem Grad der Granulierung (72,1% homogen; 65,7% partiell
granuliert und 59,4% komplett granuliert). Die Befruchtungsrate von Oozyten mit
homogenem Zytoplasma war signifikant (P=7*10®) héher, als die von granulierten
Oozyten. Partiell granulierte Oozyten hatten nur von der Tendenz (P=0,059) her eine
hohere Befruchtungsrate als komplett granulierte Oozyten.

Da die komplett granulierten Oozyten nur eine geringe Anzahl ausmachten und da es
keine signifikanten Unterschiede zwischen den partiell und komplett granulierten
Oozyten gab, wurden diese beiden Gruppen zusammengefasst.
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Tab.16: Zusammenhang zwischen der Beschaffenheit des Zytoplasmas der Oozyte und
der weiteren Entwicklung in Form der Befruchtungs- (Befr.rate) und Degenerationsrate
(Deg.rate), sowie des Z- (3342 Vorkernstadien, Z2 und Z3 nicht aufgefuhrt) und
Embryoscores (Emb.score) (Embryonen 1146 am Tag2 und 984 am Tag3 beurteilt)

Zytoplasma | Befr.rate | Deg.rate Z-Score Emb.score Emb.score
% (Oozyten) Tag2 Tag3

Z1 Z4 >10 <16 >25
Homogen 721%° | 4,9%° [22,1%° | 3,5%° 66,2%° [22,6% [31,4%9
73,8% (3515) (2537) (175) (560) | (90) (607) (181) | (251)
Granulierung | 64,3%% | 8,6%° [19,1%° | 4,2%° | 59,9%° |27,7%' [28,8%°
26,2% (1251)|  (805) (107) (154) | (34) (137) (51) (53)

*PP<0,001; °°P<0,1;  %"9P=ns

Die resultierenden Vorkernstadien und Embryonen am Tag2, die aus homogenen
Oozyten entstanden waren, zeigten lediglich eine Tendenz (P=0,072 und 0,070) zu
einem hoheren Entwicklungspotential. Letzteres war am Tag3 nicht mehr erkennbar.
Die Auswertung der Transfers mit zwei Embryonen in Hinblick auf das Zytoplasma
(homogen oder granuliert) der Oozyten, aus denen sie entstanden waren, brachte sehr
unterschiedliche Fallzahlen (zwei Embryonen aus homogenen Oozyten = 297 Zyklen;
ein Embryo aus homogen und einer aus einer granulierten Oozyte = 96 Zyklen; beide
Embryonen aus granulierten Oozyten = 28 Zyklen). Die Schwangerschaftsraten, die aus
Oozyten mit homogenem Zytoplasma (32,3%) resultierten, lagen jedoch nicht hoher als
die bei gemischten Transfers (37,5%) oder bei Transfers von Embryonen, die aus
granulierten Oozyten entstanden (39,3%).

Oozyten mit granuliertem Zytoplasma zeigten eine signifikant geringere Befruchtungs-
und eine hohere Degenerationsrate. Die Entwicklung der Vorkernstadien und
Embryonen sowie die resultierenden Implantations- und Schwangerschaftsraten waren
aber nicht signifikant unterschiedlich.

Granulierungen des Zytoplasmas der Oozyten hatten zwar einen Einfluss auf die
Befruchtungsrate, aber nicht auf den Ausgang der Therapie.
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3.3.2 Einschlusskorper (refraktile Korper)

Bei 2836 Oozyten konnten keine Einschlusskorper dokumentiert werden, hingegen
zeigten 1930 Oozyten Einschlusskorper, die in kleine (bei 1403 Oozyten) und grol3e
Einschlusskorper (bei 527 grolde) differenziert wurden. Bei dem Vergleich des
Vorhandenseins groer oder kleiner Einschlusskorper, waren keine signifikanten
Unterschiede in der Befruchtungsrate (68,0%/67,9%) und dem Embryoscore zu
erkennen (,gut” entwickelte Embryonen (>10Tag2, >15 Tag3) Tag2 (60,3%/54,8%)
Tag3 (74,8%/73,3%). Lediglich der Anteil an Z1 Vorkernstadien war bei der Gruppe mit
nur kleinen Einschlusskorpern signifikant hoher (P=0,001).

Nur 105 Vorkernstadien, die aus Oozyten mit gro3en Einschlusskorpern entstanden
waren, wurden fur die Embryokultur ausgewahlt und nur bei drei Transfers wurden
ausschlieRlich Embryonen aus Oozyten mit gro3en Einschlusskorpern transferiert.

Aus diesen Grunden erfolgte die Auswertung unter Berucksichtigung des Auftretens
oder Fehlens von Einschlusskorpern (2836 Oozyten ohne und 1930 Oozyten mit
Einschlusskorpern).

Tab.17: Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Einschlusskorpern im Zytoplasma
der Oozyten und der Befruchtungs- (Befr.rate) und Degenerationsrate (Deg.rate), sowie
des Z- (3342 Vorkernstadien, Z2 und Z3 nicht aufgefuhrt) und Embryoscores
(Emb.score) (Embryonen 1146 am Tag2 und 986 am Tag3 beurteilt)

Einschluss- | Befr.rate | Deg.rate Z-Score Emb.score Emb.score
korper Tag2 Tag3

% (Oozyten) Z1 Z4 >10 <16 >25
keine 71,6% | 5,9%° [246%° | 2,6%° | 684%° |22,4%' [31,1%°

59,5% (2836) | (2030) (168) (499) | (53) (502) (144) | (200)
vorhanden | 68,0%% | 59%° [16,6%° | 54%% | 58,9%° [257% [30,9%°

40,5% (1930) | (1312) (114) (217) | (71) (243) (88) | (106)

apP<0,01; P9pP=ps; “9P<0,001; ®P<0,005
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Tab.18: Ubersicht der Transferzyklen mit jeweils zwei Embryonen. Diese entstanden
aus Oozyten folgender Kombination: 1. Beide Oozyten ohne Einschlusskorper (EK);

2. Eine Oozyte mit und eine ohne Einschlusskorper; 3. Beide Oozyten mit
Einschlusskorper

Einschlusskoérper (EK) Zyklen | Implantationsrate(n) | Schwangerschaftsrate(n)
2 Oozyten keine EK 210 24,8%%° (104) 38,6 %°" (81)
1 Oozyte keine EK + 130 19,2%%® (50) 30,0 %%° (39)
1 Oozyte EK vorhanden
2 Oozyten EK vorhanden 81 16,7%"° (27) 28,4 %" (23)

*4'P<0,1;  °P<0,05;  "°P=ns

Oozyten, die keine Einschlusskorper aufwiesen, zeigten eine signifikant ,bessere®
Entwicklung bis zum Tag2 (héhere Befruchtungsrate, mehr Vorkernstadien mit Z1-
Score und mehr Embryonen mit einem Embryoscore >10 am Tag2), als solche mit
Einschlusskorpern. Am Tag3 war dieser Unterschied im Embryoscore allerdings nicht
mehr zu erkennen, und die Schwangerschaftsraten waren nicht signifikant
unterschiedlich. Embryonen, die aus Oozyten ohne Einschlusskorper entstanden
waren, implantierten aber signifikant (P=0,0361) haufiger als solche aus Oozyten mit
Einschlusskorpern (vgl. Tab. 18). Die signifikanten Unterschiede werden in Abb.23

grafisch zusammengefasst.
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Abb.23: Vergleich der signifikanten Unterschiede (Anteil an resultierenden
Vorkernstadien mit einem Z1 Score, Embryoscore am Tag2 und der Implantationsrate
beim Transfer von zwei Embryonen) bei der Kultivierung von Oozyten mit und ohne

Einschlusskorpern.
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3.3.3 Vakuolen

Es konnten bei 4766 Oozyten Angaben bezlglich des Vorhandenseins von Vakuolen
gemacht werden. Eine Auswertung bezlglich der resultierenden Schwangerschaften
wurde nicht durchgefuhrt, da nur 37 Embryonen aus Oozyten mit Vakuolen entstanden,
und es sich in diesen Fallen in der Regel um ,gemischte® Transfers (ein Embryo

entstanden aus einer Oozyte mit und einer aus einer Oozyte ohne Vakuolen) handelte.

Tab.19: Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Vakuolen in den Oozyten und der
Befruchtungs- (Befr.rate) und Degenerationsrate (Deg.rate), sowie des Z- (3341
Z2 und Z3 nicht aufgefuhrt)
(Embryonen 1146 am Tag2 und 986 am Tag3 beurteilt)

Vorkernstadien, und Embryoscores (Emb.score)

Vakuolen Befr.rate | Deg.rate Z-Score Emb.score Emb.score
% (Oozyten) Tag?2 Tag3

Z1 Z4 >10 <16 >25

keine 70,5% | 5,7%° [21,7%°| 3,5%° | 655%° |23,2%' [31,3%°

93,0% (4434) (3126) (252) (679) (110) (710) (220) (297)

vorhanden | 64,8%% | 9,0%° [17,2%° | 6,5%% | 69,4%° [32,4% [21,6%°

7% (332) (215) (30) (37) (14) (34) (12) (8)

b9p<0,05; “**9P=ns

Aus der Tabelle 19 geht deutlich hervor, dass Oozyten mit Vakuolen eine signifikant
schlechtere Befruchtungs- und eine deutlich hohere Degenerationsrate aufwiesen. Das
Auftreten von Vakuolen in Oozyten war allerdings relativ selten (7%) und die sich
weiterentwickelnden Zellen zeigten keine signifikanten Unterschiede im Hinblick auf die
Embryonalentwicklung.
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3.3.4 Perivitelliner Spalt

Bei 4767 Oozyten konnten Angaben bezuglich Auffalligkeiten des perivitellinen Spaltes
(PVS) gemacht werden. In Tabelle 20 wird der Zusammenhang zwischen diesen
Auffalligkeiten und der weiteren Entwicklung (Befruchtungsrate, Vorkern- und
Embryoscore) der Zellen dargestellt.

Tab.20: Zusammenhang zwischen Auffalligkeiten des PVS und der Befruchtungs-
(Befr.rate) und Degenerationsrate (Deg.rate), sowie des Z- (3341 Vorkernstadien, Z2
und Z3 nicht aufgefuhrt) und Embryoscores (Emb.score) (Embryonen 1146 am Tag2
und 986 am Tag3 beurteilt)

PVS Befr.rate | Deg.rate Z-Score Emb.score Emb.score

% (Oozyten) Tag2 Tag3
Z1 Z4 >10 <16 >25
unauffallig | 71,6%° | 54%° [23,3%° | 3,3%° | 65,3%° [23,6% |31,0%°
72,5% (3454) | (2472) (186) (576) | (81) (582) (183) | (240)
auffallig 66,2%% | 7,3%° [16,1%° | 4,9%% | 63,6%° [23,6%" [30,8%°
27,5% (1313) (869) (96) (140) | (43) (162) (49) (64)

2°P<0,001; °9p<0,05; ®t9p=ns

Die Beschaffenheit des PVS wies signifikante Unterschiede auf bezlglich der
Befruchtungs- und Degenerationsrate sowie des Z-Scores. Oozyten mit unauffalligem
PVS zeigten hohere Befruchtungs- und geringere Degenerationsraten, sowie einen
groReren Anteil an Vorkernstadien mit Z1- und einen geringeren mit Z4-Score.
Bezlglich der Embryonalentwicklung waren keine Unterschiede zu erkennen, wobei
allerdings zu bedenken ist, dass die Gruppenstarken sehr inhomogen waren
(Embryonen aus Oozyten mit unauffalligem PVS 891 Tag2 bzw. 774 Tag3 und mit
auffalligem PVS 255 Tag2 bzw. 208 Tag3).

Bei der Auswertung der Transfers mit 2 Embryonen in Hinblick auf die
Schwangerschaftsraten waren die Fallzahlen ebenso sehr unterschiedlich (266
Transfers mit Embryonen aus Oozyten mit unauffaligem PVS; 127 gemischte
Transfers und nur 29 reine Transfers mit Embryonen aus Oozyten mit auffalligem
PVS). Die resultierenden Schwangerschaftsraten waren nicht (signifikant)
unterschiedlich (34,7%/34,6%/24,1%) (P=0,989 und 0,252), wobei die 29 Zyklen mit
auffalligen Oozyten bezuglich des PVS sicherlich eine zu kleine Gruppe darstellten.
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3.3.5 Polkorper

Bei 4767 Ooyzten konnte die Beschaffenheit des ersten Polkdrpers dokumentiert
werden. Es wurde unterschieden zwischen normal runden (2747 Oozyten) und
auffalligen (2020 Oozyten) Polkorpern. Eine Unterteilung der Polkorper in flach und
fragmentiert wurde durchgefuhrt, zeigte aber keine signifikanten Unterschiede bezuglich
der Befruchtungsrate (66,5%/70,5%), der Degenerationsrate (6,5%/7,1%) und des Z-
Scores (z.B. dem Anteil Z1 Vorkernstadien 21,1%/22,7%). Die Unterteilung der
Transfers nach dem Polkorper in flach, fragmentiert und normal zeigte zu viele
Variationsmaoglichkeiten mit zu geringer Gruppengrof3e. Die Auswertung erfolgte in der
Unterteilung normaler und auffalliger Polkorper, wie in Tab. 21 dargestellt.

Tab.21: Zusammenhang zwischen dem Polkorper und der Befruchtungs- (Befr.rate) und
Degenerationsrate (Deg.rate), sowie des Z- (3341 Vorkernstadien, Z2 und Z3 nicht
aufgefuhrt) und Embryoscores (Emb.score) (Embryonen 1146 am Tag2 und 986 am
Tag3 beurteilt)

Polkorper Befr.rate | Deg.rate Z-Score Emb.score Emb.score
% (Oozyten) Tag2 Tag3
Z1 Z4 >10 <16 >25
normal 70,6% | 5,1%° [20,8%° | 3,6%° | 658%° |21,9%' [33,9%°
57,6% (2747) | (1939 (141) (403) | (70) (482) (138) | (214)
auffallig 69,5% | 7,0%° [22,3%°| 3,9%° | 63,4%° |26,5% [25,6%°
42,4% (2020) | (1403) (141) (313) | (54) (262) (94) (91)
acdelp=ns: °SpP<0,01

Aus der Tabelle 21. wird ersichtlich, dass die Oozyten mit einem ,normalen® Polkorper
sich lediglich in der Degenerationsrate und dem Anteil an ,sehr gut® entwickelten
Embryonen am Tag3 (signifikant) von den Oozyten mit ,auffaligem® Polkorper
unterschieden. Die Vorkernstadien und Embryonen am Tag2 entwickelten sich
unabhangig von der Art des Polkorpers. Die Tabelle 22 zeigt zudem, dass die
Beschaffenheit der Polkorper von weiterkultivierten Oozyten keinen signifikanten
Einfluss auf die Implantations- und Schwangerschaftsraten hatte.
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Tab.22: Auswertung der Zyklen mit Transfer von zwei Embryonen in Hinblick auf die

Beschaffenheit des Polkorpers der weiterkultivierten Oozyten

Polkorper (PK) Zyklen Implantationsrate (n)|Schwangerschaftsrate (n)
2 Oozyten normale PK 194 22,2%>° (86) 35,6%%" (69)
1 Oozyte normaler PK + 144 23,6%2P (68) 36,1%%° (52)
10o0zyte auffalliger PK
2 Oozyten auffallige PK 84 16,1%°° (27) 26,2%°(22)
aedeip=ns; °P<0,1

3.3.6 Form der Oozyte

Es wurden bei 4767 Oozyten die Form (4156 rund, kugelformig / 611 auffallig (Ianglich
oder deformiert)) der Zelle dokumentiert.

Im Vergleich zu rund geformten Oozyten zeigten von der Form auffallige Oozyten ein
schlechteres Entwicklungspotenzial bezlglich der Befruchtungs- und Degenerationsrate
sowie des Z- und Embryoscores. Diese Beobachtungen sind in Tabelle 23

zusammenfassend dargestellt.

Tab.23: Zusammenhang zwischen der Form der Oozyte und der Befruchtungs-
(Befr.rate) und Degenerationsrate (Deg.rate), sowie des Z- (3341 Vorkernstadien, Z2
und Z3 nicht aufgefuhrt) und Embryoscores (Emb.score) (Embryonen 1146 am Tag2
und 986 am Tag3 beurteilt)

Form Befr.rate | Deg.rate Z-Score Emb.score Emb.score
% (Oozyten) Tag2 Tag3
Z1 Z4 >10 <16 >25
rund 70,8% | 54%° [22,6%°| 3,3%° | 66,1%° |22,5% [31,9%°
87,2% (4156) | (2944) (225) (665) | (97) (703) (207) | (293)
auffallig 65,0%% | 9,3%° [13,1%° | 6,6%° | 50,0%° |37,3% [17,9%°
12,8% (611) (397) (57) (52) (26) (41) (25) (12)
*4P<0,005; >°P<0,001; 'P<0,01;  °P<0,05
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Zum Transfer wurden meist Vorkernstadien ausgewahlt, die aus ,normal“ geformten
Oozyten entstanden waren. Bei Transferzyklen mit zwei Embryonen waren lediglich 63
Embryonen aus Oozyten mit ,auffalliger* Form beteiligt. Die Auswertung des Einflusses
der Form der Oozyte auf die Implantations- und Schwangerschaftsrate wurde nicht
tabellarisch dargestellt, da nur vier Transfers mit ausschlielich Embryonen, die aus
Oozyten mit ,auffalliger” Form entstanden waren, durchgefuhrt wurden. Aus diesen vier
Transfers resultierte keine Schwangerschaft.

Die Transfers (362) mit zwei Embryonen, die aus ,normal“ geformten Oozyten
entstanden waren, zeigten eine Implantations- und Schwangerschaftsrate von 22,4%
(IR) bzw. 35,1% (SSR). Bei 55 Transfers handelte es sich um gemischte Transfers (ein
Embryo, der sich aus einer deformierten und ein weiterer, der sich aus einer runden
Oozyte entwickelte). Hieraus resultierte eine Implantationsrate von  15,5% und
Schwangerschaftsrate von 29,1%. Dabei unterschieden sich die Implantationsraten der
Embryonen, die sich aus ,normal“ geformten Oozyten entwickelten, zwar nicht
signifikant von den Raten der Embryonen, die aus ,auffalligen“ Oozyten hervorgingen,
jedoch zeigte sich fur die ersteren eine tendenziell (P=0,088) etwas hohere
Implantationsrate. Kein signifikanter Unterschied (P=0,383) wurde in der
Schwangerschaftsrate beider ,Transferarten“ gefunden, wobei allerdings die geringe
Fallzahl der ,auffalligen” Oozyten zu beachten ist.

3.3.7 Zona Pellucida

Es wurde bei 4528 Oozyten die Dicke und bei 4361 Oozyten die Beschaffenheit der
Zona pellucida dokumentiert. Eine Dicke von >20 ym wird in der Literatur (Montag und
Baukloh, 1998) als auffallig bezeichnet. Die Dicke der Zona pellucida variierte zwischen
55 und 34,4 ym. Die Oozyten, die eine Dicke der Zona pellucida von > 20um
aufwiesen, zeigten zu 30,4% zudem eine Auffalligkeit in der Beschaffenheit der Zona
pellucida, wogegen diese Auffalligkeit bei dunnerer Zona pellucida nur bei 18% der
Zellen zu erkennen war.

In den Tabellen 24 und 25 wird der Einfluss der Dicke der Zona pellucida auf die

weitere Entwicklung der Zelle aufgefuhrt.
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Tab.24: Zusammenhang zwischen der Dicke der Zona pellucida (unauffallig bis 20 ym
und auffallig >20 pm) und der Befruchtungs- (Befr.rate) und Degenerationsrate
(Deg.rate), sowie des Z- (3341 Vorkernstadien, Z2 und Z3 nicht aufgefuhrt) und
Embryoscores (Emb.score) (Embryonen 1094 am Tag2 und 935 am Tag3 beurteilt)

Zonadicke Befr.rate | Deg.rate Z-Score Emb.score Emb.score
% (Oozyten) Tag2 Tag3

Z1 Z4 >10 <16 >25

Unauffallig | 71,1%% | 4,2%° [19,1%° | 4,8%° | 63,6%° [22,2%' |33,9%°

69,5% (3145) (2235) (133) (427) (107) (501) (153) (233)

Auffallig 69,4% | 10,0%° [24,1%° | 1,7%° | 66,1%° |29,6%' [19,8%°

30,5% (1383) | (960 (138) (231) | (16) (203) (73) (49)

“®p=ns;  "99P<0,001; °P<0,005; 'P<0,05

Tab.25: Auswertung der Transferzyklen mit 2 Embryonen bezuglich normaler oder
auffalliger Dicke der Zona pellucida bei den Oozyten, die weiterkultiviert wurden

Zonadicke (ZD) Zyklen Implantationsrate (n)|Schwangerschaftsrate (n)
2 Oozyten normale ZD 256 21,3%2° (109) 33,6%°" (86)
1 Oozyte normale ZD 71 26,8%2P (38) 43,7%%° (31)
+ 100zyte auffallige ZD
2 Oozyten auffallige ZD 85 18,2%"° (31) 28,2%°" (24)
aedlp=ns;  "P<0,1; °P<0,05

Bezogen auf die Befruchtungsrate und den Embryoscore am Tag2 zeigte die Dicke der
Zona pellucida keine signifikanten Unterschiede. Oozyten mit einer dicken Zona
pellucida wiesen hohere Degenerationsraten auf. Kam es bei diesen Zellen zur
Entwicklung, war ein groRBerer Anteil an Z1 und ein geringerer Anteil an Z4
Vorkernstadien zu verzeichnen. Am Tag3 wiesen zwar mehr Zellen mit einer Zona <
20um einen hoheren Embryoscore auf, jedoch waren die Unterschiede in der
Implantations- oder Schwangerschaftsrate nicht signifikant. Dies wird aus Tabelle 25
deutlich.

Ein weiterer Aspekt der Zona pellucida ist die Beschaffenheit (Art), die bei 960 Oozyten
Auffalligkeiten im Hinblick auf die Pigmentierung aufwiesen. Der Einfluss dieser
Erscheinungsform auf die Befruchtungs- und Degenerationsrate sowie die
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Embryonalentwicklung und Implantations- und Schwangerschafsrate wird in Tabelle 26

und 27 zusammengefasst.

Tab.26: Zusammenhang zwischen der Beschaffenheit (Art) der Zona pellucida
(unauffallig, auffallig) und der Befruchtungs- (Befr.rate) und Degenerationsrate
(Deg.rate), sowie des Z- (3056 Vorkernstadien, Z2 und Z3 nicht aufgefuhrt) und
Embryoscores (Emb.score) (Embryonen 1042 am Tag2 und 885 am Tag3 beurteilt)

Zonaart Befr.rate | Deg.rate Z-Score Emb.score Emb.score
% (Oozyten) Tag2 Tag3
Z1 Z4 >10 <16 >25
Unauffallig | 70,1%% | 6,2%° [21,0%° | 3,6%% | 67,4%° [23,4%" [30,3%°
78,0% (3401) |  (2383) (212) (500) | (86) (541) (157) | (203)
Auffallig 701%* | 7,2%° [17,2%° | 58%% | 53,5%° [29,8% [27,0%°
22,0% (960) (673) (69) (116) | (39) (128) (64) (58)
*®9P=ns; *9P<0,05; °P<0,001; 'P<0,1

Tab.27: Auswertung der Transferzyklen mit 2 Embryonen bezuglich normaler oder
auffalliger Beschaffenheit (Art) der Zona pellucida bei den Oozyten, die weiterkultiviert

wurden
Zonaart (ZA) Zyklen Implantationsrate (n)|Schwangerschaftsrate (n)
2 Oozyten normale ZA 281 23,0%*° (129) 35,9%%7(101)
1 Oozyte normale ZA 63 19,8%>P (25) 33,3%%° (21)
+ 100zyte auffallige ZA
2 Oozyten auffallige ZA 58 16,4%"°(19) 25,9%°" (15)
a,b,c,d,e,sznS

Oozyten mit unauffalliger Beschaffenheit (Art) der Zona pellucida zeigten in der
weiteren Entwicklung im Z- und Embryoscore am Tag2 ein hoheres
Entwicklungspotential als solche mit auffalliger Zona pellucida. Die absoluten Zahlen
der Implantations- und Schwangerschaftsraten unterstutzten dies, waren jedoch nicht
signifikant (°’fP=O,1358; 0,1407) unterschiedlich. Eine Ursache dafur konnte in der
geringen Zyklenanzahl an Transfers mit Embryonen, die aus Oozyten mit auffalligen
Zona pellucida entstanden waren, liegen.
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In der Tabelle 28 werden alle untersuchten morphologischen Parameter der Oozyten
aufgefuhrt im Hinblick auf ihren Einfluss (Signifikant, Tendenz oder Nicht Signifikant) auf
resultierenden und

die weitere Entwicklung der Zelle und die Implantations-

Schwangerschaftsraten.
Tab.28: Zusammenfassung des Einflusses der maternalen Faktoren auf die
Befruchtungs- (Befr.rate) und Degenerationsrate (Deg.rate), den Z- und Embryoscore

und den daraus resultierenden Implantations- (IR) und Schwangerschaftsraten (SSR)

Befr.rate | Deg.rate Emb.- IR SSR
score
Z1 Score Tag2
Zytoplasma|Signifikant|Signifikant| Tendenz | Tendenz Nicht Nicht
Signifikant | Signifikant
Einschluss [Signifikant| Nicht [Signifikant|Signifikant|Signifikant| Tendenz
-korper Signifikant
Vakuolen |Signifikant|Signifikant| Nicht Nicht  |Zu geringe | Zu geringe
Signifikant |Signifikant Fallzahl Fallzahl
PVS Signifikant|Signifikant|Signifikant| Nicht Nicht Nicht
Signifikant |Signifikant | Signifikant
Polkorper Nicht Signifikant| Nicht Nicht Nicht Nicht
Signifikant Signifikant |Signifikant |Signifikant | Signifikant
Form Signifikant|Signifikant|Signifikant|Signifikant| Tendenz | Zu geringe
Fallzahl
Zonadicke Nicht Signifikant|Signifikant| Nicht Nicht Nicht
Signifikant Signifikant |Signifikant | Signifikant
Zonaart Nicht Nicht |Signifikant|Signifikant| Nicht Nicht
Signifikant | Signifikant Signifikant | Signifikant
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3.3.8 Einfluss der zytoplasmatischen und oder extrazytoplasmatischen

Auffalligkeiten (Defekten) auf das Entwicklungspotential der Oozyte

Die Oozyten wurden morphologisch untersucht in Hinblick auf zytoplasmatische
(Beschaffenheit des Zytoplasmas und das Vorhandensein von Einschlusskorpern oder
Vakuolen) und extrazytoplasmatische (Auffalligkeiten bezuglich des perivitellinen
Spalte, des Polkorpers, der Form der Oozyte und der Zona pellucida) Auffalligkeiten.
Die Auswertung der Weiterentwicklung von Oozyten, die keine, nur zytoplasmatische
oder extrazytoplasmatische oder beide Arten an Auffalligkeiten aufwiesen wird in
Tabelle 29 zusammengefasst.

Tab.29: Zusammenhang zwischen der Art der Auffalligkeit und der Befruchtungs-
(Befr.rate) und Degenerationsrate (Deg.rate), sowie des Z- (3056 Vorkernstadien, Z2
und Z3 nicht aufgefuhrt) und Embryoscores (Emb.score) (Embryonen 1146 am Tag2
und 986 am Tag3 beurteilt)

Auffalligkeit | Befr.rate | Deg.rate Z-Score Emb.score Emb.score
(Oozyten) Tag2 Tag3
Z1 Z4 >10 <16 >25
keine 77,0%2°° | 2,9%°%" |28,7%"] 1,4%"'| 69,8%"°P [13,6%%738,4%""
11,6% (552) (425) (16) (122) (6) (132) (24) (68)
zytoplasmatisch | 67,3%*% | 2,3%%% [15,3%"| 4,4%"™ 64,9%" [24,6%° [39,3%°
12,6% (603) (406) (14) (62) (18) (96) (30) (48)
extra- 72,3%>% | 56%"9 [253%" [2,7%"™ | 67,8%° [27,4%" |28,6%'
zytoplasmatisch | (105g) (82) (268) (29) (259) (91) (95)
30,7% (1463)
zyto- und extra- | 67,5%° 7,.9% [18,2% | 4,9% 60,2%" [24,5% |26,5%
zytoplasmatisch | (1452) (170) (264) (71) (257) (87) (94)
45,1% (2151)
2eNiTP<0,001; >4PaP<0,05; SLmnoSp=ng; 9P<0,005; "P<0,01
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Die vollstandige Auswertung der zytoplasmatischen und extrazytoplasmatischen
Auffalligkeiten in Bezug auf Schwangerschaftsraten war aus statistischen Granden nicht
sinnvoll, da es zu viele Kombinationsmaoglichkeiten gab und die Anzahl an Transfers mit
nur einer Art an Auffalligkeit zu gering war (zwei Embryonen beim Transfer, wobei beide
ihren Ursprung hatten in Oozyten mit: keiner (17 Zyklen), nur zytoplasmatischen (14
Zyklen), nur extrazytoplasmatische (75 Zyklen), oder extrazytoplasmatischen und
zytoplasmatischen (73 Zyklen) Auffalligkeiten).

Die 75 Zyklen mit zwei Embryonen, die ausschlieBlich aus Oozyten mit
extrazytoplasmatischen Auffalligkeiten entstanden waren, wiesen eine
Schwangerschaftsrate von 30,7% auf. Im Vergleich zu allen Transfers mit zwei
Embryonen (Schwangerschaftsrate 33,9%) war dies nicht signifikant unterschiedlich. Im
Gegensatz hierzu zeigten die Zyklen (73), bei denen beide weiterkultivierte Oozyten
extrazytoplasmatischen und zytoplasmatischen Auffalligkeiten aufwiesen, eine
signifikant (P<0,05) geringere Schwangerschaftsrate (21,9%) als die Zyklen mit
Oozyten, die nur durch extrazytoplasmatische Defekte charakterisiert waren und die
Gesamtheit der Zyklen mit zwei Embryonen. Dies deutet darauf hin, dass die
extrazytoplasmatischen Auffalligkeiten separat betrachtet eine geringere Bedeutung auf
die resultierende Schwangerschaftsrate hatten als die zytoplasmatischen und die

Kombination beider Auffalligkeiten.

3.3.9 Einfluss der Anzahl an Auffédlligkeiten (Defekten) auf das

Entwicklungspotential der Oozyte

Bei 4767 Oozyten konnte eine Beurteilung im Hinblick auf die zytoplasmatischen
(Beschaffenheit des Zytoplasmas, Vorhandensein von  Einschlusskorpern,
Vorhandensein von Vakuolen) und extrazytoplasmatischen (perivitelline Spalt,
Polkorper, Symmetrie der Oozyte, Zona pellucida) Auffalligkeiten durchgefuhrt werden.
Jede Kombination von Auffalligkeiten wurde festgestellt. Aufgelistet und ausgewertet
wurden die Oozyten bezlglich der Anzahl an Auffalligkeiten (Defekten).
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Tab.29: Auflistung der Haufigkeit des Auftretens einer Auffalligkeit pro Oozyte

Auffalligkeiten 0 1 2 3 4 5 6 7
Zellen 552 1283 | 1469 917 415 100 27 4
% 11,6 26,9 30,8 19,2 8,7 2,1 0,1 0,08

Nur sehr wenige Zellen zeigten gleichzeitig sechs oder sieben Auffalligkeiten und nur
zehn Oozyten mit funf Defekten wurden zu Embryonen weiterkultiviert. Aufgrund der

geringen Anzahl erfolgte keine weitere Auswertung dieser Zellen.

Tab.30: Zusammenhang zwischen der Anzahl an Defekten (0-5) und der Befruchtungs-
(Befr.rate) und Degenerationsrate (Deg.rate), sowie des Z- (3324 Vorkernstadien, Z2
und Z3 nicht aufgefuhrt) und Embryoscores (Emb.score) (Embryonen 1143 am Tag2
und 975 am Tag3 beurteilt)

Defekte Befr.rate | Deg.rate Z-Score Emb.score Emb.score
Tag2 Tag3
Z1 Z4 >10 <16 >25
0 77,0% 2,9% | 28,7% | 1,4% 70,0% 13,6% | 38,4%
1 71,2% 3,7% | 23,1% | 3,8% 69,4% 19,6% | 35,2%
2 70,6% 59% | 20,8% | 2,9% 65,0% 17,5% | 26,8%
3 67,5% 8,1% | 18,4% | 5,3% 54,7% 27,1% | 26,4%
4 66,3% 8,7% | 17,1% | 51% 54,8% 31,6% | 17,5%
5 54,0% 15,0% | 5,0% | 4,0%

Wie in Tabelle 30 dargestellt, zeigte sich mit der Anzahl der Defekte eine
kontinuierliche, signifikante (z.B. 0 Defekte zu 1 Defekt P=0,011) Abnahme der
Befruchtungsrate. Ebenso nimmt die Anzahl an degenerierten Zellen mit der Anzahl an
Defekten zu (z.B. 0 Defekte zu 2 Defekte P=0,006). Je weniger Defekte eine Zelle
hatte, desto besser war auch ihre weitere Entwicklung. Dies spiegelt sich im signifikant
hoheren Anteil an Z1 Vorkernstadien (0 Defekte zu 1 Defekt P= 0,027) wider. Der Anteil
an weit entwickelten Embryonen (Tag2 0 Defekte zu 3 Defekte P=0,003; Tag3 O
Defekte zu 2 Defekte P=0,009) nahm kontinuierlich mit der Anzahl an Defekten ab.
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Die separate Auswertung der Transfers mit zwei Embryonen bei denen ausschlieflich
Oozyten ohne Auffalligkeiten weiterkultiviert wurden, war mit n=17 zu gering.

Aus diesem Grund wurden die Transferzyklen mit zwei Embryonen, in denen
wenigstens eine Oozyte mit maximal (max.) einem Defekt vorlag, mit den Zyklen
verglichen, in denen jede Oozyte mindestens 2 Defekte aufwies. Dabei wurde deutlich,
dass erstere zu einer signifikant hoheren Implantations- und Schwangerschaftsrate
fuhrten (23,6% versus 16,5% bzw. 37,3% versus 26,3% siehe Tab. 31).

Tab.31: Auswertung der Zyklen mit zwei Embryonen beim Transfer bezlglich der

Anzahl an Defekten bei den Oozyten, die weiterkultiviert wurden

2 Embryonen aus Zyklen Implantationsrate Schwangerschaftsrate
Oozyten mit (n) (n)
Mind. 1 Oozyte mit 284 23,6%? (134) 37,3% (106)
max. 1 Defekt
Jede Oozyte mit 133 16,5%? (44) 26,3%P (35)
mind.2 Defekten
2Pp<0,05

Es stellte sich die Frage, ob die Anzahl an Defekten bei den Oozyten altersabhangig
war. Die in Tabelle 31 aufgefuhrten beiden Gruppen hatten Oozyten mit unterschiedlich
vielen Defekten aber der Altersdurchschnitt (31,7 versus 32,6 Jahre) und die
durchschnittliche Anzahl an Vorversuchen (0,58 versus 0,62) lieRen keine signifikanten
Unterschiede erkennen.

Der prozentuelle Anteil an Oozyten mit max. einem Defekt, wie in Tabelle 32

ausgewertet, war altersunabhangig.

Tab.32: Prozentueller Anteil an Oozyten mit max. einem Defekt in Abhangigkeit vom

Alter der Frau

Alter Prozentueller Anteil Oozyten mit max. 1 Defekt
(Jahre) (Oozyten max. 1 Defekt / Oozyten der Altersgruppe)

< 31 38,5% (657/1708)
31-35 38,1% (785/2063)
36-40 39,1% (364/932)

>40 38,7% (29/75)
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3.4 Auswertung beziiglich des Einflusses der Vorkernstadien auf die

Wahrscheinlichkeit des Eintretens einer Schwangerschaft

Das Vorkernstadium stellt die Stufe des Lebens vor der Zygotenbildung und damit vor
dem Abschluss der Befruchtungskaskade dar. Nach dem Embryonenschutzgesetz
muss in diesem Stadium die Entscheidung getroffen werden, ob die Zellen transferiert,
kryokonserviert oder verworfen werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Z-Score bezuglich der Vorkerne, des Auftretens
eines Halos und die Lage der Vorkerne in der Zelle dokumentiert, um die Relevanz als
Entscheidungskriterium fur die Auswahl der zu transferierenden Zellen festzustellen.

3.4.1 Auswertung bezuglich des Z-Scores

Aus 4778 reifen Metaphase I1I-Oozyten entstanden nach intracytoplasmatischer
Spermieninjektion (nach 16-18 Stunden) 3342 Vorkernstadien mit zwei Vorkernen. Das
entspricht einer Befruchtungsrate von 70%.

Bezlglich des Z-Scores teilten sich die Vorkernstadien wie folgt auf.

Tab.33: Aufteilung der Vorkernstadien mit zwei Vorkernen nach ihrem Z-Score

Z1 Z2 Z3 Z4
Anzahl (n) 716 379 2122 125
% 21,4 11,3 63,5 3,7

3.4.1.1 Embryonenqualitat in Form des Embryoscores in Abhédngigkeit vom

Z-Score des Vorkernstadiums

Der Embryoscore, wie in Tabelle 17 und Abbildung 21 gezeigt, war ein signifikanter
Marker, um die Embryonenqualitat und damit die Chance, eine Schwangerschaft zu
erzielen, anzuzeigen. Embryotransfers wurden am Tag2 sowie am Tag3 nach
Follikelpunktion durchgefuhrt. Es erfolgte eine Dokumentation des Embryoscore. In

vielen Fallen wurden die Embryonen, die am Tag3 transferiert wurden, zudem am Tag2
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beurteilt. Die Embryonenbeurteilung wurde bei 1146 Embryonen am Tag2 und bei 986
am Tag3 durchgeflhrt.

Nach dem Stand der Literatur wurden fur den Embryotransfer Vorkernstadien nach
ihrem Z-Score ausgewahlt (Z1 dann Z2, Z3 und wenn keine anderen vorhanden waren ,
Z4). Da aus diesem Grund nur 12 Embryonen aus Vorkernstadien mit einem Z4 Score
entstanden, wurden diese aufgrund der geringen Anzahl nicht separat aufgefuhrt.

In Tabelle 34 und 35 werden die prozentualen Anteile der Embryonen mit einem
Score>10 am Tag2 und <16 sowie >25 am Tag3 in Abhangigkeit von dem Z-Score der

Vorkernstadien, aus denen sie entstanden waren, aufgefuhrt.

Tab. 34: Haufigkeit in % des Auftretens eines Embryoscores in Abhangigkeit vom Z-

Score am Tag2

Z-Score Embryonen Embryoscore Tag2
>10 (Embryonen)
Z1 439 72.5 %3°
(318)
Z2 189 59.8 0,2b
(113)
Z3 506 60,8 %P°
(308)
°P<0,005; °P=ns; °P<0,001

Tab. 35: Haufigkeit in % des Auftretens eines Embryoscores in Abhangigkeit vom Z-

Score am Tag3

Z-Score | Embryonen Embryoscore Tag3 Embryoscore Tag3
<16 (Embryonen) >25 (Embryonen)
Z1 368 17,1 %3¢ 32,1 %%
(63) (118)
Z22 188 21,3 %>° 30,3 %%*
(40) (57)
Z3 418 30,1 %°° 30,6 %
(126) (128)
adelp=ns; °P<0,05;  °P<0,001
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Die Ergebnisse zeigten, dass die Embryonen, die aus Z1 Vorkernstadien entstanden
waren, sich am Tag2 zu einem signifikant gro3eren Anteil zu Embryonen mit einem
Score >10 entwickelten als jene Embryonen, die aus Z2 oder Z3 Vorkernstadien
kultiviert wurden. Am Tag3 war der Anteil an ,langsam® (Score<16) entwickelten
Embryonen aus Z1 Vorkernstadien geringer als aus Z2 oder Z3 Vorkernstadien. Dieser
Zusammenhang zwischen der Embryonenqualitat und dem Z-Score der Vorkernstadien
aus denen sie entstanden waren, wird in Abb. 27 dargestellt.
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Abb. 27: Haufigkeit in % des Auftretens eines Embryoscores am Tag2 und Tag3 in
Abhangigkeit vom Z-Score
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3.4.1.2 Auswertung der Transfers in Abhédngigkeit vom Z-Score der

Vorkernstadien

Die Studienbedingungen ermdglichten es, dass ein bis drei Embryonen transferiert
wurden. Bezulglich der Vorkernmuster (Z-Score) ergaben die vier Scores (Z1, Z2, Z3
und Z4) 33 mogliche Transferkombinationen, wodurch eine Auswertung jeder
Kombination zu unterschiedliche und teilweise zu geringe Gruppengrof3en ergab.

Die Transfers, bei denen Embryonen nur aus einer Art des Z-Scores entstanden,
wurden ausgewertet, wobei die Anzahl aus Z2 (34) Vorkernstadien sehr gering
gegenuber den Z1 (133) und Z3 (134) Vorkernstadien war. Diese Gruppe aus Z2
Vorkernstadien zeigte eine 16,1% Implantationsrate und 25,0% Schwangerschaftsrate
und wurde aufgrund der geringen Anzahl statistisch nicht weiter ausgewertet.

Die Transfers mit Embryonen, die ausschlieBlich aus Vorkernstadien mit Z1-Score
entstanden waren, zeigten hohere Implantations- und Schwangerschaftsraten im
Vergleich zu solchen aus Vorkernstadien mit Z3-Score (23,2% versus 13,0% bzw.
34,6% versus 25,4% siehe Tab. 36).

Tab.36: Transfers mit ein bis drei Embryonen, wobei nur eine Art des Z-Scores beim

Transfer vertreten war

Z-Score Zyklen Implantationsrate Schwangerschaftsrate

nur Z1 133 23,2%° 34,6 %°

nur Z3 134 13,0%° 25,4 %°
P<0,005; °P=0,1

Um die Gesamtheit der Transfers auswerten zu kbnnen und nicht zu kleine Gruppen zu
erhalten, wurden die Zyklen, bei denen zumindest ein Z1- bzw. Z2- (kein Z1) oder Z3 —
Score (kein Z1 und Z2) enthalten waren, zusammengefasst. Aus diesem Grund
erfolgte die Auswertung in Abhangigkeit von dem Vorhandensein oder des Fehlens
eines bestimmten Z-Scores beim Transfer.

Es zeigte sich, dass aufgrund der schlechten Prognosen in der Literatur (Scott et al.,
2000; Tesarik et al., 2000) Z4 Vorkernstadien nur zum Transfer ausgewahlt wurden,

wenn keine anderen Zellen mit einem besseren Score vorhanden waren. Dies war bei 9
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Zyklen der Fall, bei denen Z4 Vorkernstadien zur weiteren Entwicklung kultiviert
wurden. Bei 2 Zyklen wurden nur Z4 Vorkernstadien (2 Embryonen beim Transfer)
weiterkultiviert, wobei keine Schwangerschaft entstand. Auf Grund der geringen
Zyklenzahl und der somit geringen Anzahl an Embryonen aus Z4-Vorkernstadien
wurden diese nicht separat aufgefuhrt.

Die hochste Schwangerschaftsrate (37,3%) wurde erzielt, wenn mindestens ein Z1-
Vorkernstadium zum Transfer weiterkultiviert wurde. Niedrigere Schwangerschaftsraten
waren zu verzeichnen, wenn kein Z1- aber mindestens ein Z2-Vorkernstadium (27,9%)
bzw. kein Z1- und kein Z2- aber mindestens ein Z3-Vorkernstadium (24,3%) vorhanden

waren (siehe Tab. 37).

Tab. 37: Therapieausgang in Abhangigkeit vom Z-Score der Vorkernstadien beim
Transfer von ein bis drei Embryonen, wobei das Vorhandensein gegen das Nicht-

Vorhandensein eines Z-Scores ausgewertet wurde

Z-Score Zyklen | |mplantationsrate | Schwangerschaftsrate
(Fruchthdhlen) (Schwangerschaften)
Mindestens 1xZ1 316 21,0%2° (144) 37,3%%" (118)
Mindestens 1xZ2 (Kein Z1) 104 18,9%>® (40) 27,9%%° (29)
Mindestens 1xZ3 (Kein Z1,Z2) | 140 12,3%"° (37) 24,3%°" (34)
2ep=ps; °P<0,05;  °P<0,005; IP<0,1; 'P<0,01

Das Alter der Frau (32,2:32,7:32,9) und die Anzahl transferierter Embryonen
(2,17:2,04:2,16) der drei in Tabelle 37 verglichenen Gruppen war nicht signifikant
unterschiedlich. Ein Unterschied zeigte sich in der durchschnittlichen Anzahl an
Vorversuchen (0,79:0,56:0,93) der Patientin. Frauen, die im Zyklus mindestens (mind.)
ein Vorkernstadium mit einem Z2-Score (Kein Vorkernstadium mit Z1) aufwiesen,
hatten signifikant (im Vergleich zu Z1 P=0,026 und Z2 P=0,001) weniger Vorversuche
im Vergleich zu Zyklen mit mindestens einem Vorkernstadium mit Z1- oder Z3-Score.
Dies konnte eine Ursache dafur sein, dass die Implantationsrate der Zyklen mit
Vorkernstadien mit mindestens einem Z2-Score im Vergleich zu denen mit mind. einem

Z1 Score nicht signifikant unterschiedlich waren.
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Die Auswertung aller Zyklen, wobei die Zyklen zusammengefasst wurden mit
Vorkernstadien mit Z2 und Z3 Score (Tab.37 Gruppe 2 und 3; 244 Zyklen) im Vergleich
zu den Transfers mit mind. einem Embryo der aus einem Z1 Vorkernstadium
hervorgegangen war zeigten, das letztere eine signifikant hohere Implantations-
(P=0,003) und Schwangerschaftsraten (P=0,004) aufwiesen. Das Durchschnittsalter
(32,2:32,9) sowie die Anzahl transferierter Embryonen (2,17:2,1) und Vorversuche
(0,79:0,77) waren hierbei nicht signifikant unterschiedlich.

Die Auswertung der Transferzyklen mit zwei Embryonen beim Vergleich der Zyklen mit
mind. einem Embryo, der aus einem Z1 Vorkernstadium hervorgegangen war, mit den
Zyklen mit Embryonen, die aus Z2 oder Z3 Vorkernstadien entstanden waren (Tab. 38
Gruppe 2 und 3; 194 Zyklen), bestatigt die Ergebnisse des vorigen Abschnittes. Die
Implantations- (25,0%:17,6%) und Schwangerschaftsraten (39,4%:27,9%) waren
signifikant (IR P=0,009 und SS P=0,014) hohere bei Zyklen mit mind. einem Z1
Vorkernstadium im Vergleich zu solchen, bei denen lediglich Z2 oder Z3 Vorkernstadien
weiterkultiviert wurden. Die Ergebnisse des Vergleichs werden in Tabelle 38
zusammengefasst, wobei die Zyklen mit mind. einem Z1, mind. einem Z2- (kein Z1) und
mind. einem Z3-Vorkernstadium (kein Z1 und Z2) separat aufgefuhrt werden.

Tab. 38: Therapieausgang in Abhangigkeit vom Z-Score der Vorkernstadien beim
Transfer von zwei Embryonen. Dabei wurde das Vorhandensein oder Fehlen von Z1
bzw. Z2 gegenuber anderen Scores ausgewertet. Z4 Vorkernstadien wurden nicht in die

Auswertung aufgenommen.

Z-Score Zyklen Implantationsrate | Schwangerschaftsrate
(Fruchthdhlen) (Schwangerschaften)
Mind. 1xZ1 226 25,0%%° (113) 39,4%"" (89)
Mind. 1xZ2 (Kein Z1) 94 20,0%2" (38) 28,4%%° (27)
Mind. 1xZ3 (Kein Z1, Z2) 100 15,0%"° (30) 27,0%°" (27)
2bep=ps;  °P<0,01;  ‘P<0,1; 'P<0,05

74



Zur Verdeutlichung des Einflusses des Z-Scores wird dieser in Abb.28 grafisch
aufgearbeitet.

O Alle Transfers
O Transfer 2 Emb

Transfer 2 Emb

Alle Transfers

Z3

Abb.28: Vergleich der Schwangerschaftsraten der Transfers mit mind. einem Embryo,
der aus einem Z1 Vorkernstadium entstanden war, mit denen mit mind. einem Z2 und
keinem Z1-Score und mind. einem Z3 und keinem Z1 oder Z2 Vorkernstadium.
(Alle Transfers: beinhaltet die Auswertung aller 562 Transferzyklen der Studie;

Transfer 2 Emb: Auswertung der Zyklen (422) mit zwei Embryonen beim Transfer)
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3.4.2 Vergleich der Zyklen, in denen uberzahlige Vorkernstadien zur
Auswahl standen, mit den Zyklen, in denen keine uberzahligen vorhanden
waren, in Hinblick auf die Implantations- und Schwangerschaftsrate.

Ausgewertet wurden die Zyklen bei denen zwei Embryonen fur den Transfer zur
Verflugung standen, da diese Gruppe die grofdte Anzahl darstellte. Eine gemeinsame
Auswertung mit den Transfers mit drei Embryonen erfolgte nicht, da drei Embryonen

schon eine groRere Auswahl beinhaltet.

Tab. 39: Implantations- (IR) und Schwangerschaftsraten (SSR) in Abhangigkeit davon,
ob eine Auswahl aus Uberzahligen Vorkernstadien zum Embryotransfer (mit zwei

Embryonen) erfolgen konnte

Auswahlmaoglichkeit Zyklen IR (n) SSR (n)
Keine 41 11,0%*° (9) 19,0%%°(8)
Auswahl aus Vorkernstadien (Z1,22,Z3) 381 22,6%% (172) 35,4%" (135)
Auswahl aus Z2 und/oder Z3 156 18,6%° (58) 29,5%' (46)
Auswahl aus Z1 75 28,0%°°42) | 41,3%°(31)
2edep<0,05; °P<0,005; 'P<0,1

Die Tabelle 39 verdeutlicht, dass die Moglichkeit zur Auswahl aus Vorkernstadien einen
positiven Einfluss (hohere IR und SSR) auf den Ausgang der Therapie hatte,
insbesondere, wenn aus Z1 Vorkernstadien ausgewahlt werden konnte. Es ist
allerdings zu bedenken, dass die Kohorte der Patientinnen mit wenig Vorkernstadien
(Keine Auswahlmoglichkeit) aufgrund des hoheren Alters, einer geringeren
Befruchtungsrate und einer hoheren Anzahl an Vorversuchen eine schlechtere
Prognose fur den Eintritt einer Schwangerschaft hatte, im Vergleich zu Patientinnen mit

Auswahlmaoglichkeit aus Vorkernstadien (P<0,001).
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3.4.3 Die Lage der Vorkernstadien

Die Vorkernstadien befinden sich in der Regel zentral in der Zelle. Dies war in der
vorliegenden Arbeit bei 3060 Vorkernen (91,6%) der Fall. Bei 249 Zellen befanden sich
die Vorkerne (7,5%) peripher am Rand (randstandig) der Zelle und 33 waren nicht

eindeutig zuzuordnen.

Tab.40: Aufteilung der zentral und peripher (randstandig) gelegenen Vorkernstadien
nach ihren Z-Scores

Pronuklei (n) Z1 Z2 Z3 Z4
zentral (3060) 22,4%(685) | 11,8%°(361) | 63,0%°(1928) 2,8% (86)
peripher (249) 9,2%2 (23) 4,4%° (11) 72,3%° (180) 14,1%9(35)

2Pp<0,001; °P<0,005;

Das Auftreten von randstandigen Vorkernen korrelierte mit einem ,schlechteren® Z-
Score. Im Vergleich zu zentral gelegenen Pronuklei war der Anteil an Z1 Vorkernstadien
verringert, wenn die Vorkerne randstandig waren (22,4% versus 9,2%). Auch waren in
letzterem Fall mehr Z4 Vorkernstadien zu beobachten. Diese Vorkernstadien mit
randstandigen Pronuklei zeigten zudem eine verzogerte Embryonalentwicklung am
Tag2. Dies wurde deutlich in einem signifikant (P=0,007) geringeren Anteil an
Embryonen mit einem Embryoscore >10 im Vergleich zur Entwicklung der
Vorkernstadien mit zentralen Vorkernen. Am Tag3 war bezuglich der ,sehr gut"
entwickelten Embryonen (Score >25) kein signifikanter (P=0,674) Unterschied mehr
erkennbar.

Die Auswertung bezlglich der Schwangerschaftsrate der Transferzyklen mit jeweils
zwei Embryonen war nicht sinnvoll, da nur in 30 Zyklen Vorkernstadien mit peripheren
und zentralen Vorkernen (Schwangerschaftsrate 30%) und nur in 5 Zyklen (davon drei
Schwangerschaften (60%)) lediglich periphere Vorkerne fur den Embryotransfer
weiterkultiviert wurden. Die Zyklenzahlen waren fur eine Auswertung zu gering. Fur
genauere Aussagen sind groRere Fallzahlen erforderlich. Das Auftreten von drei
Schwangerschaften aus Vorkernen mit peripheren Pronuklei zeigte aber, dass diese
Embryonen implantieren konnen. Leider kam es zu einer Eileiterschwangerschaft
(EUG), einem Abort und nur einer Geburt.
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3.4.4 Bedeutung des Auftretens des Halos fir das Entwicklungspotential
der Zelle

Das Phanomen des Halo tritt nur bei Vorkernstadien auf. In der Studie entstanden 3342
Vorkernstadien, bei denen bei 2641 (79,0%) der Halo dokumentiert werden konnte. 676
(20,2%)Vorkernstadien zeigten keinen Halo, bei 25 (0,7%) Vorkernstadien konnten
keine eindeutigen Angaben gemacht werden.

In Tabelle 41 erfolgte eine Aufteilung der Vorkernstadien in Hinblick auf das
Vorkommen eines Halos und verschiedener Z-Scores.

Tab. 41: Aufteilung der Vorkernstadien bezuglich des Vorhandenseins eines Halos und
des Z-Scores.

Z1 Z2 Z3 Z4
Mit Halo (2641) 24.8%° (655) 10,4%" (275) | 62,3%°(1645) | 2,6%° (69)
Ohne Halo (676) 8,8%?2 (59) 15,1%°(102) | 68,3%°462) | 7,9%°(53)
ab.9p<0,001; °P<0,005

Es zeigte sich, dass der Halo haufiger bei Vorkernstadien auftrat, die einen Z1 Score
(P<0,001)und damit eine bessere Schwangerschaftsprognose hatten.

Am Tag2 zeigte der Vergleich des Embryoscores hinsichtlich der Vorkernstadien mit
und ohne Halo keine signifikanten Unterschiede (P= 0,206) bezogen auf die ,gut”
(Embryoscore>10) entwickelten Embryonen (65,5% aus Vorkernstadien mit Halo und
60,9% ohne Halo) Am Tag3 war der Anteil an langsam entwickelten Embryonen aus
Vorkernstadien mit (23,0%) und ohne Halo (26,6%) auch nicht signifikant
unterschiedlich (P=0,300), jedoch waren mehr ,sehr gut® entwickelte Embryonen
(Embryoscore>25) (28,9%/40,4%) vorhanden, wenn die Vorkernstadien keinen Halo
aufwiesen (P=0,002). Da die Embryonalentwicklung keine eindeutige Aussage zur
Bewertung des Halos ermoglichte, wurde auf die tabellarische Darstellung verzichtet.

Tab.42: Auswertung der Transferzyklen mit 2 Embryonen bezuglich des Auftretens oder
Nichtauftretens eines Halos bei den Vorkernstadien, die weiterkultiviert wurden

Halo Zyklen Implantationsrate (n) | Schwangerschaftsrate (n)
2xHalo 299 20,2%2° (121) 32,1%°" (96)
1xHalo + 1xkein Halo 75 27,3%%® (41) 41,3%%° (31)
2xkein Halo 45 20,0%"° (18) 33,3%°" (15)
a,b,c,d,e,sznS;
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Die Auswertung bezuglich der verschiedenen Kombinationen beim Transfer von zwei
Embryonen, die aus Vorkernstadien mit Halo und ohne Halo entstanden waren, ist in
Tabelle 42 aufgefuhrt und zeigte ebenfalls keine signifikant hdheren Implantations- oder
Schwangerschaftsraten beim Vergleich der einzelnen Gruppen. Das Auftreten des
Halos bei Vorkernstadien stellte kein positives Merkmal dar.

3.4.5 Zusammenfassung des Einflusses der Vorkernstadien auf den Verlauf

der Kinderwunschtherapie

Die Anwendung des Z-Scores bei den Vorkernstadien erlaubt eine Aussage Uber das
Entwicklungspotential der impragnierten Eizelle. Dabei zeigten die Z1 Vorkernstadien
signifikant das hochste Entwicklungspotential und die hochsten Schwangerschaftsraten.
Hinsichtlich der Schwangerschaftsrate war der Unterschied zwischen Z2 und Z3
Vorkernstadien nicht signifikant, wohl aber hinsichtlich der Implantationsraten.

Der Haloeffekt trat haufiger bei Z1 Vorkernstadien auf, zeigte aber keinen signifikanten
Einfluss auf die Implantations- oder Schwangerschaftsraten.

Peripher gelegene Pronuklei waren nicht haufig und signifikant seltener bei Z1 oder Z2
Vorkernstadien und haufiger bei Z4 Vorkernstadien vorzufinden. Eine Auswertung im
Hinblick auf Implantations- und Schwangerschaftsraten war aufgrund der geringen
Zyklenzahl nicht moglich, da es jedoch zu Schwangerschaften kam, ist eine
Implantation derartiger Vorkernstadien grundsatzlich nicht auszuschlie3en.

Die Auswertungen des Z-Scorings und des Halos werden in Tabelle 43 im Hinblick auf
den Einfluss auf die Implantations- und Schwangerschaftsrate zusammengefasst.

Tab.43: Einfluss der Faktoren ,Z-Score® und ,Halo“ in der Vorkernbeurteilung bezogen

auf die Implantations- und Schwangerschaftsrate beim Transfer von zwei Embryonen

Implantationsrate Schwangerschaftsrate
Z1-Score zu Z2 Nicht Signifikant Tendenz
Z1-Score zu Z3 Signifikant Signifikant
Z2-Score zu Z3 Nicht Signifikant Nicht Signifikant
Haloeffekt Nicht Signifikant Nicht Signifikant
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3.5 Kombination der relevanten Faktoren der Oozyte und der

Vorkernstadien

Die Auswahl der Zellen fur den Embryotransfer auf der Ebene der Oozyte, zeigte
signifikant hohere Implantations- und Schwangerschaftsraten (SSR), wenn die Oozyten
hochstens eine Auffalligkeit aufwiesen im Vergleich zu Oozyten mit mehr Auffalligkeiten.
Auf der Ebene des Vorkernstadiums waren hohere Implantations- und
Schwangerschaftsraten zu verzeichnen, wenn Vorkernstadien mit dem Z1-Score beim
Transfer vertreten waren. Mit Zunahme des Embryoscores stieg die Implantations- und
Schwangerschaftsrate kontinuierlich an (Tab. 15). Bei den Transferzyklen mit zwei
Embryonen war bei einem kumulativen Embryoscore >30 am Tag2 (SSR 50,9%) und
>50 am Tag3 (SSR 53,4%) die hochste Schwangerschaftsrate zu registrieren
gegenuber Transfers mit geringeren Embryoscores (Score<21 am Tag2 SSR 16,1%
und Score <31 am Tag3 SSR 14,9%). Es muss jedoch bedacht werden, dass die
Auswahl auf der Oozyten- und Vorkernebene erfolgte und der Embryoscore daher
beobachtenden Charakter hatte. SchlieBlich ist nicht bekannt, wie sich die Zellen mit
schlechterem Oozyten und Vorkernscore entwickelt hatten.

Die Tabelle 44  stellt die unterschiedlichen Implantationsraten ~ und
Schwangerschaftsraten unter Berlcksichtigung der unterschiedlichen Auswahlebenen

(Oozyte, Vorkernstadium und Embryo) beim Transfer von zwei Embryonen zusammen.
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Tab.44: Darstellung der Implantations- (IR) und Schwangerschaftsraten (SSR) der

Studie nach unterschiedlichen Auswahlverfahren beim Transfer von zwei Embryonen

Auswabhlkriterium Zyklen IR SSR
(n) (n)
Mindestens (mind.) 1 Oozyte 284 23.6% 37,3%°°
mit hochstens 1 Defekt (134) (106)
Mind. 1 Vorkernstadium mit Z1-Score 226 25.0% 39,4%°4
(113) (89)
Mind. 1 Oozyte hochstens 1 Defekt und 151 26,8 42,4%20ef
mind. 1 Vorkernstadium Z1-Score (81) (64)
Beide Embryonen aus Oozyten mit mind. 60 11,7% 18,3%"
2 Defekten und kein Vorkernstadium Z1-Score (14) (11)
Kumulativer Embryoscore >50 am Tag3 118 35,2% 53,4%°9e
(83) (63)
Mind. 1 Oocyte hochstens 1 Defekt, 1 Vorkern- 52 37.5% 57.7%
stadium Z1-Score, Embryoscore Tag3 >50 (39) (30)
Keine Auswahl, da nur zwei Vorkernstadien 41 11,0% 19,5%>2
9) (8)
29 P<0,01; ® P=ns; °P<0,005; °P<0,1; 'P<0,001

Die Auswahl auf der Oozytenebene (Oozytenscoring (OS)) bei Zellen mit hdochstens
einer Auffalligkeit zeigte signifikant (P=0,030) hohere Schwangerschaftsraten als Zellen,
die mehr Auffalligkeiten aufwiesen. Ebenso zeigten die Zyklen mit mind. einem Z1
Vorkernstadium (Vorkernscoring (VS)) hohere Schwangerschaftsraten (P=0,012) als
solche, bei denen kein Z1 Vorkernstadium weiterkultiviert wurde.

Ein kontinuierlicher Anstieg der Schwangerschaftsrate wurde mit der Weiterentwicklung
der Zellen und damit verbundenen Auswahlebene von der Oozyte (OS) uber das
Vorkernstadium (VS) zum Embryo (Embryoscoring (ES)) beobachtet. Die Kombination
des Oocyten- und Vorkernscorings (OV=0S+VS), fuhrte mit 42,4% zu einer deutlichen
signifikanten (P=0,007) Erhohung der Schwangerschaftsrate im Vergleich zu den
Zyklen, bei denen keine Auswahl moglich war. Es muss aber bedacht werden, dass die
Zyklen, bei denen nur zwei Vorkernstadien vorhanden waren und somit keine Auswahl
getroffen werden konnte, ein signifikant alteres Patientinnenkollektiv mit signifikant
geringeren Befruchtungsraten aufwiesen verglichen mit Zyklen, bei denen aus
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Vorkernstadien fur den Transfer ausgewahlt werden konnte. Die Anzahl an
Vorversuchen war nicht unterschiedlich.

Die drei Auswahlverfahren (OS, VS und OV) waren im Vergleich der
Schwangerschaftsraten zueinander nicht signifikant unterschiedlich (OS/VS P=0,727;
OoS/Ov  P= 0,303 und VS/OV P=0,492). Ebenso verhielt es sich mit den
Implantationsraten. Der Altersdurchschnitt und die Anzahl Vorversuche waren ebenfalls
nicht unterschiedlich.

Erfolgte aber der Vergleich des Oozyten- (OS) oder Vorkernscore (VS) mit dem
Embryoscore (ES) z.B. am Tag3, so korrelierte letzterer mit signifikant hoheren
Schwangerschaftsraten (OS/ES P=0,003; VS/ES P=0,01).

Das Embryonenscoring zeigte gegenuber der Kombination (OV) aus Oozytenscoring
und Vorkernscoring nur eine Tendenz (P=0,073) zu hdheren Schwangerschaftsraten.
Die Kombination des Oozyten- und Vorkernscorings mit einem Embryoscoring zeigte
mit 57,7% absolut die hdchsten Schwangerschaftsraten.

Es muss aber bedacht werden, dass beim Embryoscoring die Auswahl der Zellen fur
den Transfer auf der Oozyten- und Vorkernebene getroffen wurde. Es ist nicht
vorhersehbar, wie sich die Ubrigen Zellen entwickelt hatten, da die Weiterkultivierung
aller Vorkernstadien auf Grund des Embryonenschutzgesetzes verboten ist.

Die unterschiedlichen Schwangerschaftsraten in Abhangigkeit von der Art des Scorings
sind in Abb.28 zusammenfassend dargestellt.
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Abb.28: Darstellung der unterschiedlichen Schwangerschaftsraten in Abhangigkeit von

der Ebene, auf der die Auswahl getroffen wurde.

3.6 Auswertung der Geburten und Aborte

In 32 Zyklen (Geburten) implantierten alle transferieten Embryonen (n=61). Die
Oozyten- und Vorkernqualitat wurde fur diese Zyklen ausgewertet.

In 39 Zyklen kam es zu Aborten. Nur in drei Zyklen konnte der Abort direkt einer Zelle (5
Embryonen) zugeordnet werden. Insgesamt wurden bei den Zyklen, bei denen es zu
einem Abort kam, 82 Embryonen transferiert, davon implantierten 48 und fuhrten zu
einer Fruchthohle. Die transferierten Embryonen konnten aber nicht direkt dem Abort
zugeordnet werden. Bei 7 Zyklen wurde eine Zwillingsschwangerschaft festgestellt, die
in einem Abort und einer Geburt resultierte. Aus diesen Grunden war eine genaue
Zuordnung des Embryos zum Abort nicht moglich. Es konnten lediglich die
Prozentanteile der Zellen, die an den Zyklen mit Abort beteiligt waren, angegeben
werden.

Aus der Tabelle 45 geht die Oozytenqualitat der Zellen hervor, die implantierten und

die, die moglicherweise am Abort beteiligt waren.
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Tab.45: Oozytenqualitéat der Zellen, die implantierten oder moglicherweise am Abort

beteiligt waren. Es wurde der prozentuelle Anteil der implantierten Embryonen an der

Gesamtanzahl an transferierten Zellen angegeben.

Transferierte
Zellen % (n)

Zellen, die zur

Geburt fuhrten % (n)

Zellen, die ev. am Abort
beteiligt waren % (n)

Anzahl Defekte

Hochstens 1 Defekt | 47,7% (572) 5,1% (29) 6,4% (37)
Mindestens 2 Defekte | 52,3% (628) 5,1% (32) 7,1% (45)
Zytoplasma
Normal 79,6% (956) 5,1% (49) 6,0%? (58)
Auffallig 20,4% ( 245) 4,9% (12) 9,8%% (24)
Einschlusskorper
Keine 64,2% (771) 5,3% (41) 7,3% (56)
Vorhanden 35,8% (430) 4,7% (20) 6,0% (26)
Vakuolen
Keine 95,9% (1152) 5,1% (59) 6,5%" (75)
Vorhanden 4.1% (49) 4.1% (2) 14,3%° (7)
PVS
Normal 77,9% (937) 5,0% (47) 7,2% (67)
Auffallig 22,1% (264) 5,3% (14) 5,7% (15)
Polkorper
Normal 64,0% (765) 4,8% (37) 6,9% (53)
Auffallig 36,0% (436) 5,5% (24) 6,7% (29)
Form
Normal 92,8% (1114) 5,7%°(60) 7,1% (79)
Auffallig 7,2% (87) 1,1%° (1) 3,4% (3)
Zona Dicke
Bis 20 70,7% (813) 5,3% (43) 6,5% (53)
> 20 29,3% (337) 5,3% (18) 7,7% (26)
Zona Art
Normal 77,2% (847) 5,7% (48) 6,7% (57)
Auffallig 22,8% (250) 4,4% (11) 6,8% (17)
2Pp<(,05; °P<0,1; alle anderen Falle=ns

84




Oozyten mit hochstens einem Defekt implantierten signifikant haufiger als solche mit
mehr Auffalligkeiten (Tab.31). Die Betrachtung der Zellen, von denen man sicher sagen
konnte, dass sie implantierten, ergab aber keinen haufigeren Anteil von implantierten
Zellen mit hochstens einem Defekt. Die separate Auswertung jeder einzelnen
Auffalligkeit ergab, dass die Zellen mit der Auffalligkeit genauso haufig bei den
implantierten Embryonen vertreten waren wie die Zellen ohne solch einen Defekt.
Lediglich die Oozyten mit einer auffalligen Form zeigten eine Tendenz (P=0,083) zu
einer geringeren Anzahl an implantierten Embryonen im Vergleich mit kugelrundlichen
Zellen.

Die Anzahl an Auffalligkeiten bei der Oozyte spiegelte sich nicht in der Anzahl an
Aborten wider. Oozyten mit mehr als einem Defekt waren nicht signifikant haufiger an
Aborten (P=0,633) beteiligt als Oozyten mit weniger Auffalligkeiten.

Lediglich Oozyten mit auffalligem Zytoplasma (P=0,039) und mit Vakuolen (P=0,035)
traten signifikant haufiger bei Aborten auf als Zellen, die diese Auffalligkeiten nicht
aufwiesen.

Die Zellen, die implantierten und die, die eventuell am Abort beteiligt waren, wurden
sowohl im Hinblick auf die Oozytenqualitat als auch hinsichtlich der Qualitat des
Vorkernstadiums in Form des Z-Scores ausgewertet. Die Aufteilung der Vorkernstadien
nach ihnrem Z-Score wird in Tabelle 46 aufgefuhrt.

Tab.46: Verteilung der transferierten Embryonen nach dem Z-Score der Vorkernstadien

und dem prozentualen Anteil an implantierten bzw. moglicherweise am Abort beteiligten

Zellen
Transferierte Zellen | Zellen, die zur Geburt Zellen, die ev. am
(1204) flhrten (n) Abort beteiligt waren (n)
Z1 38,8% (467) 6,9% (32)°*° 7,5% (35)°
Z2 16,4% (197) 7,6% (13) *° 6,1% (12) °
Z3 43,9% (529) 3,0% (16) *° 6,6% (35)°
Z4 0,9% (11) 0 0

adp=ns:  PP<0,01; °P<0,05

Aus der Tabelle 46 wird ersichtlich, dass die Z1 und Z2 Vorkernstadien fast gleich
haufig (P=0,906) einem implantierten Embryo zuzuordnen waren. Dagegen konnte den
Z3 und Z4 Vorkernstadien im Vergleich zu Z1 Vorkernstadien (P=0,005) und Z2
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Vorkernstadien (P=0,029) signifikant seltener ein implantierter Embryo nachgewiesen
werden.

Es waren keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen
Vorkernstadienscores und den mdoglicherweise am Abort beteiligten Embryonen zu

erkennen.

Tab.47: Verteilung der transferierten Zellen nach ihrem Embryoscore am Tag3 und dem
prozentuellen Anteil an implantierten bzw. moglicherweise am Abort beteiligten

Embryonen
Embryoscore Transferierte Embryonen, die zur | Embryonen, die evtl. am
Embryonen (n) Geburt fuhrten (n) Abort beteiligt waren (n)
> 25 31,0% (300) 8,7%2 (26) 8,7%" (26)
<25 69,0% (668) 3,4%2 (23) 6,0%" (40)
3P<0,001; PP=ng

Der Embryoscore spiegelte einen deutlichen Zusammenhang mit der Geburtenrate
wider. Embryonen mit einem Embryoscore >25 am Tag3 konnten signifikant haufiger
einer Implantation zugeordnet werden, als Embryonen mit einem niedrigeren
Embryoscore.

Hinsichtlich der Abortrate und dem Embryoscore waren keine signifikanten
Unterschiede erkennbar.

3.7 Mehrlingsproblematik

Eine Mehrlingsschwangerschaft ist aus medizinischer Sicht mit einem erhohten
Fehlbildungs- und Frihgeburtsrisiko behaftet. Insbesondere Drillingsschwangerschaften
sind hiervon betroffen. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit die Anzahl
der zu transferierenden Embryonen moglichst auf zwei reduziert. Drei Embryonen
wurden, wie unter ,Auswertung bezuglich allgemeiner Faktoren® angefuhrt, nur bei
verminderter Schwangerschaftschance transferiert (>1 Vorversuchen, Befruchtungsrate
<50%, Alter der Frau >37 Jahre, schlechte Zellqualitat). In einigen Fallen bestanden die
Patienten auf den Transfer von drei Embryonen. In der vorliegenden Arbeit kam es nur
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in einem Fall zu einer Drillingsschwangerschaft bei einer Frau mit einem Alter von 34
Jahren und guter Schwangerschaftschance, der vom Transfer von drei Embryonen
abgeraten wurde, aber darauf bestand.

Die hohe Mehrlingsrate von 20,8% resultiert aus den Zwillingsgeburten der
Transferzyklen mit zwei Embryonen.

Die Patientinnen mit Zwillingsgeburten waren nicht junger (P=0,088) noch hatten sie
weniger Vorversuche (P=0,153) als die Patientinnen mit Einlingsgeburten. Zwischen
diesen beiden Gruppen gab es auch keine signifikanten Unterschiede in Hinblick auf die
Anzahl der Zyklen mit einer Befruchtungsrate < 50%, der Oozyten, Vorkernstadien und

Embryoqualitat. Diese Ergebnisse werden in Tabelle 48 zusammengefasst.

Tab. 48 Auswertung der Geburten (Einlinge, Zwillinge und Drillinge) hinsichtlich des
durchschnittlichen Alters und die Anzahl an Vorversuchen (Vorversuche) der Frau, der
Befruchtungsrate (% Anteil der Zyklen mit einer Befruchtungsrate <50% (Befr.rate)) und
der Qualitat der Oozyten (% Anteil der Zyklen mit mindestens einem Embryo aus einer
Oozyte mit hochstens einem Defekt(Qualitat Oozyte)) und Vorkernstadien (% Anteil der
Zyklen mit mindestens einem Vorkernstadium mit Z1 Score, das weiterkultiviert
wurde(Qualitat Vorkern)) und der prozentuale Anteil an Zyklen mit einem kumulativen
Embryoscore >50 beim Transfer von zwei Embryonen (Emb.score >50)

Geburten | Alter Vor- Befr.rate | Qualitat Qualitat | Emb.score

(n) der | versuche | <50% Oozyte Vorkern >50
Frau (%) (%) (%) (%)
Einlinge | 32,1° 0,6° 7,0° 59,6 64,9° 62,0
(114)

Zwillinge | 30,5° 0,4° 3,4° 75,9° 69,0° 62,5
(29)

Drillinge 34 1 0 0 100
(1)

a,b,cd.ef P= ns
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4 Diskussion

Fur den Ausgang der Kinderwunschtherapie ist es mit entscheidend, Marker fur die
Erkennung der Zellen mit dem hochsten Entwicklungspotential zu finden. Eine voll
entwickelte Zelle erreicht nach der Oogenese die Meiose, um dann mit einem
Spermatozoon fertilisiert zu werden. Dies beinhaltet die Bildung der haploiden Vorkerne
und nach dem Abschluss der Befruchtungskaskade erfolgen die ersten Teilungen der
Embryonalentwicklung. Im Stadium der Blastozyste erfolgt das ,Hatching® und
anschlieend die Implantation. Die Schwangerschaft soll dann nach Etablierung und
Weiterentwicklung in die Geburt eines Kindes enden.

Bei der in vitro Fertilisation weisen aber nur ca. 10% der gewonnenen Oozyten die
Entwicklungskompetenz zu einem implantationsfahigen Embryo auf (Borini et al., 2004,
Coticchio et al., 2004). Ca. 25% der Oozten sind aneuploid (Van Blerkom, 1998), und
ca. 70% der Embryonen enthalten 44 Stunden nach Fertilisation aneuploide
Blastomeren (Ziebe et al., 2003).

Die nicht invasive morphologische Beurteilung der Teilungsgeschwindigkeit (Thurin et
al., 2005) und Fragmentation (Hardarson et al., 2002) der Embryonen wird international
herangezogen, um das Entwicklungspotential der Embryonen zu beurteilen. Aufgrund
des deutschen Embryonenschutzgesetzes ist diese Methode in Deutschland nicht
moglich. Es darf keine Embryonenselektion stattfinden, und die Auswahl von héchstens
drei Zellen muss im Vorkernstadium abgeschlossen sein.

Aus diesem Grund werden in dieser vorliegenden prospektiven Multizenterstudie mit
564 Zyklen, 4778 reifen Oozyten und 3342 Vorkernstadien die Kriterien der Gameten
und Vorkernstadien herausgearbeitet, anhand derer eine Aussage uber das weitere
Entwicklungspotential der Zelle getroffen werden kann.

Um bewerten zu konnen, ob die allgemeinen Faktoren Alter, Body Mass Index, Anzahl
an Vorversuchen der Frau sowie Befruchtungsrate und Anzahl MIl Oozyten oder der zu
untersuchende Parameter der Oozyte oder des Vorkernstadiums den Ausgang der
Therapie beeinflusst hatten, wurden diese allgemeinen Faktoren mit ausgewertet.

In der Literatur (Fedorcsak et al., 2004 und Kailasam et al., 2004) werden bei
Patientinnen mit einem body mass index > 30 und/oder wenigen Follikeln nach
Stimulation geringere Schwangerschaftsraten beschrieben als bei Patientinnen mit
einem body mass index <30 und/oder >2 Follikel. Dies ist insbesondere bei der Anzahl
an MIl Oozyten (DIR 2005) der Fall. Aus diesem Grund wurden diese Patientinnen
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(body mass index >30 und/oder < 2 Follikel) nicht mit in die vorliegende Arbeit
aufgenommen, um den Einfluss dieser beiden Faktoren zu minimieren. Der Body Mass
Index der Frau und die Anzahl an MIl Oozyten nach Follikelpunktion hatten in der
vorliegenden Arbeit keinen signifikanten Einfluss auf die Schwangerschaftsrate und
wurden bei den weiteren Auswertungen nicht bertcksichtigt.

Das Alter der Frau hat eine wichtige Bedeutung fur die Chancen eines Paares, eine
Schwangerschaft mit Geburt eines gesunden Kindes zu erzielen. Der Anteil aneuploider
Oozyten nimmt mit dem Alter der Frau zu (Sancken et al.,, 2005) und die
Schwangerschaftsrate ab (DIR 2005).

Es zeigte sich aber in der vorliegenden Arbeit wie auch im DIR (2005), dass bei einer
ausreichenden ovarielle Reserve und mindestens 2 Embryonen beim Transfer, die
Reproduktionsmedizin in der Lage war, die Schwangerschaftsrate bis zum 40.
Lebensalter der Frau oberhalb von 30% zu etablieren. In der Statistik vom DIR wurden
allerdings nur die Zyklen aufgefuhrt, bei denen auch zwei Vorkernstadien mindestens
,im Uberschuss* waren. Mit einem Alter (iber 40 Jahren fiel die Schwangerschaftsrate in
der vorliegenden Arbeit auf 8% und im DIR auf 10,5% ab.

Bei der Anzahl an Vorversuchen der Frau zeigte sich, dass die Chancen eine
Schwangerschaft nach zwei vorangegangenen Vorversuchen mit negativem Ergebnis
zu erzielen, signifikant gemindert waren. Ebenso war die Schwangerschaftsrate bei
Befruchtungsraten unter 50% deutlich (signifikant) vermindert.

Da das Alter der Frau, die Anzahl an Vorversuchen und die Befruchtungsrate einen
signifikanten Einfluss auf den Ausgang der Kinderwunschtherapie hatten, wurden diese
Parameter bei den folgenden Untersuchungen ausgewertet, wobei aus Grunden der
Ubersichtlichkeit eine Auffiihrung nur erfolgte, wenn bedeutsame (signifikante)

Unterschiede erkennbar waren.
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4.1 EinfluB des Spermatozoons auf den Ausgang der

Kinderwunschtherapie

Ein weiterer Aspekt ist die Moglichkeit, dass das Spermatozoon einen Einfluss auf den
Ausgang der Therapie haben kann.

Nach der Pubertat werden fortlaufend mittels der Spermiogenese innerhalb von 64
Tagen Spermatozoen neu gebildet (Sadler, 1998). Eine Alterung wie bei den Oozyten
findet somit nicht statt. Die Funktion des Spermatozoons ist die Befruchtung der Oozyte
und damit verbunden die Weitergabe des haploiden Chromosomensatzes des Mannes.
Die Gameteninteraktion erfolgt wie eine Kaskade (Beier, 1992), wobei das
Spermatozoon die Phasen Kapazitation, Oozytenerkennung und Bindung, akrosomale
Reaktion, Penetration der Zona pellucida, des perivitellinen Raumes und Fusion mit
dem Oolemma durchlaufen muss, um in das Zytoplasma der Oozyte zu gelangen. Bei
infertilen Méannern  liegen  meist  Storungen der  Spermatozoenmotiliat
(Asthenzoospermie) und/oder der Anzahl (Oligozoospermie) und/oder der Morphologie
(Teratozoospermie) vor, die diesen Prozess verhindern. Die World Health Organisation
(WHO, 1999) hat bezlglich dieser Spermatozoenparameter Grenzen festgelegt, ab
denen die Chance zur naturlichen Konzeption geringer einzuschatzen sind. Mussen die
Spermatozoen aus eigenen Kraften in die Oozyte gelangen, wie es auch bei der
Durchfuhrung der konventionellen In Vitro Fertilisation (IVF) der Fall ist, zeigten Studien
(Grow et al., 1994), dass die Motilitat, Anzahl (Duncan et al., 1993) und Morphologie
(Kruger et al., 1988) der Spermatozoen einen signifikanten Einfluss auf den Ausgang
der Kinderwunschtherapie haben.

Die Durchfuhrung der IVF mittels sog. ,intracytoplasmatischer Spermieninjektion” (ICSlI)
ermoglicht dem Labormitarbeiter, ein Spermatozoon auszuwahlen, um dieses im
Zyoplasma der Oozyte zu positionieren.

Der Einfluss der klassischen Spermatozoenparameter Zelldichte, Morphologie und
Motilitat wurden mit den resultierenden Schwangerschaftsraten in Relation gesetzt.
Keine der drei Parameter zeigte einen deutlichen (signifikanten) Einfluss auf den
Ausgang  (Befruchtungs-, Implantations- oder Schwangerschaftsrate) der
Kinderwunschtherapie.
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Ein statistischer Zusammenhang zwischen der Spermaqualitat und der
Schwangerschaftsrate war nicht nachweisbar. Die Spermaqualitat wurde daher in den
folgenden Untersuchungen nicht weiter mit bertcksichtigt.

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Ergebnissen von Nagy et al. (1995),
Oehninger et al. (1995) und Svalander et al. (1996), die auch keine Unterschiede
feststellen konnten, solange motile Spermatozoen vorhanden waren. In der Literatur
werden nur dann Unterschiede beschrieben (Miller and Smith, 2001), wenn immotile
Spermatozoen fur die ICSI verwendet wurden. In der vorliegenden Arbeit war das
Fehlen von motilen Spermatozoen ein Ausschlusskriterium.

Der Labormitarbeiter kann das Spermatozoon fur die ICSI auswahlen und ist somit in
der Lage, in den meisten Fallen jene zu verwenden, die eine normale Morphologie
aufweisen. Aber auch die Ejakulate mit ,morphologisch anomalen® im Vergleich zu
,nhormalen“ Spermatozoen, zeigten keine signifikanten Unterschiede bezuglich der
Schwangerschaftsraten. Diese Beobachtung steht im Einklang mit den Ergebnissen von
Nagy et al. (1996). Die morphologischen Untersuchungen wurden bei 1000 facher
VergroRerung durchgefuhrt. Es ist nicht auszuschlieBen, dass bei >6000 facher
Vergroflerung Strukturen sichtbar werden (Bartoov et al., 2003), die einen Einfluss auf
den Ausgang der Therapie nehmen kdnnen.

In dieser vorliegenden prospektiven Arbeit unter den beschriebenen Bedingungen war
kein  signifikanter  Einfluss der motilen paternalen Gameten auf die
Schwangerschaftsraten zu erkennen. Dieses Ergebnis ermoglicht erst die
Untersuchung morphologischer Kriterien der Oozyten und Vorkernstadien zur Erzielung
einer Schwangerschaft, da der paternale Einfluss ohne Bedeutung war.

4.2 EinfluB8 der Oozyte auf den Ausgang der Kinderwunschtherapie

In der pranatalen Entwicklung der Frau wandern die Urkeimzellen in die
Gonadenanlagen und differenzieren sich zu Oogonien und dann zu den primaren
Oozyten. Nach der Replikation der DNA treten diese in die Prophase der 1.
Reifeteilung. Dies geschieht im 3. Monat der Schwangerschaft. Bei der Geburt befinden
sich die primaren Oozyten in dieser Prophase und verharren im Diktyotan. Die
Gesamtzahl der primaren Oozyten wird auf 700 000 bis 2 Millionen geschatzt. Bis zur
Pubertat wird die Mehrzahl atretisch und zu Beginn der Pubertat sind nur noch 40 000

vorhanden. Nach der Pubertat in der reproduktiven Phase der Frau kommen dann
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weniger als 500 Oozyten zum Abschluss der 1. Reifeteilung und zur Ovulation (Sadler,
1998). Dies bedeutet, dass einige Oozyten, die im Leben erst spat zur Reife gelangen,
sehr lange im Diktyotanstadium verbleiben und evtl. schadigenden Umwelteinflissen
ausgesetzt sind. Fur den Embryologen ist es wichtig, mittels einer nicht invasiven
morphologischen Beurteilung der Oozyten diese Schadigungen abzuschatzen. Eine
morphologisch normale Oozyte hat eine kugelféormige Form von 130 bis 150um und
wird charakterisiert durch eine dunne (£20um) unauffallige Zona pellucida, einen
unauffalligen perivitellinen Spalt, einen ovalen Polkdorper und ein homogenes
Zytoplasma ohne Vakuolen oder Einschlusskorper.

In der Literatur (De Sutter et al., 1996; Loutradis et al., 1999) werden unterschiedliche
Aussagen bezuglich der Relevanz der Oozytenqualitat gemacht. Ein Problem ist dabei,
das teilweise Faktoren zusammengefasst oder vernachlassigt wurden, der Embryologe
aber jede einzelne Auffalligkeit beurteilen muss.

Zudem kann jede Oozyte mehrere Defekte aufweisen oder der Defekt in unterschiedlich
starker Auspragung vorkommen.

In der vorliegenden Arbeit wurde jeder Faktor zunachst separat erfasst und sein
Einfluss auf die Befruchtungs- und Degenerationsrate, den Z- und Embryoscores und
die resultierenden Schwangerschaftsraten ausgewertet. Es wurde dabei nicht
berucksichtigt, ob weitere Auffalligkeiten vorhanden waren. Die Auspragung der
Auffalligkeit wurde dokumentiert aber meistens nicht berucksichtigt, da die Anzahl an
entstehenden Untergruppen zu grol3 und somit statistisch nicht mehr auswertbar war.

4.2.1 Der EinfluB von zytoplasmatischen Faktoren

Im Zytoplasma wurden bei 26,2% der Oozyten partielle und komplette Granulierungen,
bei 40,5% Einschlusskorper und bei 7% Vakuolen festgestellt. Es kamen auch mehrere
zytoplasmatische Abnormitaten gleichzeitig vor. Bei diesen Auffalligkeiten waren
signifikant geringere Befruchtungsraten und bei Granulierungen und Vakuolen hdhere
Degenerationsraten festzustellen. Der Prozess der zytoplasmatischen Reifung
(Sundstrom und Nilsson, 1988) ist noch nicht geklart, und die unterschiedlichen
Erscheinungsformen des Zytoplasmas konnten diese Entwicklung widerspiegeln. Die
Abnormitaten im Zytoplasma konnten die Funktion der Mikrotubuli (Van Blerkom, 1990)
und der Spindel (Ebner, 2006) negativ beeinflussen. Dies wirde die geringeren

Befruchtungsraten und hoheren Degenerationsraten erklaren.
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Nach Initiation der Befruchtungskaskade zeigten die Zellen ohne Auffalligkeiten in den
Absolutwerten in allen Fallen und bezogen auf signifikante Unterschiede in den meisten
Untersuchungen einen hoheren Anteil an Z1 Vorkernstadien (,gute® Prognose) und
,gut” entwickelten Embryonen (Tag2 Embryoscore >10, und Tag3 > 25) und eine
geringere Anzahl an Z4 Vorkernstadien und ,schlechter” entwickelten Embryonen
(Embryoscore Tag3 <16).

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Untersuchungen von Loutradis et al.
(1999), der ebenfalls sich langsamer entwickelnde Embryonen bei Auffalligkeiten der
Oozyten feststellte. In der Untersuchung wurden die Auffalligkeiten allerdings alle
zusammengefasst und nicht differenziert. Ebenso verhalt es sich bei den
Untersuchungen von Serhal et al. (1997) und De Sutter et al. (1996), wobei diese keine
signifikanten Unterschiede in der Befruchtungsrate und Embryonalentwicklung
feststellen konnten. Die Fallzahlen waren mit 837 und 528 Oozyten in den vorher
genannten Arbeiten gering und die Absolutwerte zeigten auch in diesen Studien hohere
Befruchtungsraten bei Oozyten ohne Auffalligkeiten. Xia (1999) differenzierte in seiner
Studie nicht bezuglich der Art der zytoplasmatischen Auffalligkeit. Aber auch er stellte
die Korrelation zwischen zytoplasmatisch auffalligen Oozyten und schlechteren
Befruchtungs- und Entwicklungsraten der Embryonen als aulerst bedeutsam dar.
Balaban et al. (1998) konnten keine Beeinflussung durch die Morphologie der Oozyten
feststellen, allerdings fassten sie die Auffalligkeiten in Bezug auf die
Schwangerschaftsraten zusammen und beim Vergleich der Befruchtungsraten und
weiteren Entwicklung waren die GruppengrofRen sehr unterschiedlich und zum Teil zu
klein (167 Oozyten).

In der vorliegenden Arbeit war der negative Einfluss der Granulierungen,
Einschlusskorper und Vakuolen -separat betrachtet- nicht signifikant unterschiedlich
bezogen auf die Schwangerschaftsraten, wobei beim Auftreten von Einschlusskorpern
eine negative Tendenz zu erkennen war. Bei der konventionellen IVF werden
Einschlusskorper mit ausbleibender Befruchtung in Zusammenhang gebracht (Veeck,
1988). Die ICSI kann dies zum Teil ausgleichen (Balaban et al., 1998), wenn auch in
der vorliegenden Arbeit geringere Befruchtungsraten vorzufinden waren. Auf der Ebene
der zytoplasmatischen Auffalligkeiten war der negative Einfluss der Einschlusskorper
deutlich in der Implantationsrate (signifikant) und in der Schwangerschaftsrate

(tendenziell) zu erkennen.
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Der negative Einfluss der zytoplasmatischen Auffalligkeiten war bei Zusammenfassung
aller drei Faktoren (Zytoplasma, Einschlisse und Vakuolen) deutlich erkennbar im
Vergleich zu unauffalligen Oozyten. Die Befruchtungsrate war signifikant geringer und
der Z-Score von der Prognose her schlechter (weniger Z1 und mehr Z4
Vorkernstadien). Die Degenerationsrate unterschied sich nicht, ein Hinweis darauf, dass
die Durchfuhrung der ICSI und die Empfindlichkeit der Oozyte nicht von den Faktoren
in der Zelle beeinflusst wurden.

4.2.2 Der EinfluB von extrazytoplasmatische Faktoren

Anders verhielt es sich bei den extrazytoplasmatischen Auffalligkeiten (PVS, Polkorper,
Form der Oozyte und Zona pellucida), deren Vorhandensein sich in signifikant hoheren
Degenerationsraten (jeder Faktor separat und alle zusammen betrachtet)
widerspiegelte. Diese Faktoren fuhren bei der Durchfiuhrung der ICSI eher zu
Degenerationen. Die extrazytoplasmatischen Faktoren zusammengefasst hatten keinen
signifikant unterschiedlichen Einfluss auf die Entwicklung der Zelle bis auf die Tatsache,
dass am Tag3 mehr Embryonen mit einem geringeren (Embryoscore >16) und weniger
mit einem hohen Embryoscore (Embryoscore >25) erkennbar waren. Die
Schwangerschaftsrate der Zyklen mit zwei Embryonen beim Transfer, die
ausschlieBlich aus Oozyten mit extrazytoplasmatischen Auffalligkeiten entstanden
waren, war mit 30,7% statistisch nicht geringer als die Gesamtheit der Transfers mit
zwei Embryonen (33,9%).

Balaban et al. (1998) und De Sutter et al. (1996) zeigten beide vergleichbare
Ergebnisse. Die Studie von Balaban et al. (1998) differenziert die
extrazytoplasmatischen Faktoren allerdings nur nach der Beschaffenheit der Zona
pellucida und des perivitellinen Spaltes (PVS) und De Sutter et al. (1996) hatten in ihrer
Studie geringe Fallzahlen (528 Oozyten).

In der vorliegenden Arbeit wurden bei 4778 Oozyten der PVS, der Polkorper, die Form
und die Zona pellucida beurteilt.

Ein Phanomen war das Auftreten eines auffalligen PVS in Form von einem sehr grof3en
Spalt oder Zytoplasmatrimmern (Granula) im Spalt. Die Ursache konnte in hohen
Gonadotropindosen liegen, da bei solchen Patienten das Phanomen signifikant haufiger
vorkommt (Hassan-Ali et al., 1998). Es konnte sich bei den Granula um Ruckstande von

Coronazellauslaufern (Sathanathan, 1997) oder Produkten einer extrazellularen Matrix
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(Dandekar et al., 1992) handeln. In der vorliegenden Arbeit wie in der Studie von
Hassan-Ali et al. (1998) hatte der PVS weder auf die Embryonalentwicklung noch auf
die resultierenden Schwangerschaftsraten einen Einfluss. Im Gegensatz zu Hassan-Ali
et al. (1998) zeigten die Daten der vorliegenden Arbeit eine signifikant schlechtere
Befruchtungsrate und einen geringeren Anteil an Z1 und hoherer Anteil an Z4
Vorkernstadien. In der Embryonalentwicklung konnte dieser Einfluss ausgeglichen
werden, was die nicht vorhandenen Unterschiede sowohl in der Embryonalentwicklung
als auch in den Schwangerschaftsraten belegen.

Wie der PVS durch das hormonelle Umfeld beeinflusst werden kann (Ebner et al.,
2006), so ist der Polkorper vom Reifestatus der Oozyte abhangig. Der erste Polkorper
in normaler Form wurde von einigen Autoren (Ebner et al., 1999, 2000, 2002, Xia, 1997)
als positiver prognostischer Faktor gewertet. Es wird davon ausgegangen, dass eine zu
schnelle Endreifung der Zellen vor der Follikelpunktion zu einem degenerativen Prozess
des ersten Polkorpers und somit zu Fragmentationen fuhren kann (Eichenlaub-Ritter et
al., 1995). Der Reifestatus der Oozyte wird durch den ersten Polkorper angezeigt,
wobei ein zeitabhangiger Zerfall zu erwarten ist (Ortiz et al., 1983). Die Morphologie des
ersten Polkorpers kann Aufschluss Uber das postovulatorische Alter der Eizelle geben.
Darin begrunden die oben genannten Autoren eine schlechte Prognose bei
fragmentierten Polkorpern. Es ist anzunehmen dass die Auswahl der Zellen fur den
Transfer in den Untersuchungen von Ebner et al. (1999, 2000, 2002) und Xia (1997)
aufgrund der Embryonenmorphologie getroffen wurde, wodurch die Zellen mit einem
normalen Polkorper durch das Kriterium der Embryonalentwicklung eine spatere
Selektion erfahren und somit der Einfluss des Polkorpers Uberdeckt worden sein
konnte. Ciotti et al. (2004) und De Santis et al. (2005) zeigten zu diesen Arbeiten
widerspruchliche Daten, wonach weder ein Zusammenhang zwischen dem ersten
Polkorper und der Befruchtungsrate noch zu der Embryonenqualitat oder
Schwangerschaftsrate bestand. Sie fanden auch, dass die Injektion des Spermatozoons
zwischen 5 und 7 Stunden nach Follikelpunktion signifikant hohere
Schwangerschaftsraten aufwiesen als die Injektion zu einem frUheren oder spateren
Zeitpunkt. In den Untersuchungen von Ebner et al. (1999, 2000) wurde die
Polkorperbeobachtung (2-3 Stunden) und die Injektion des Spermatozoons (3 bis 4
Stunden nach Follikelpunktion) friher durchgefuhrt, was zu den unterschiedlichen
Ergebnissen geflhrt haben kann.
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In der vorliegenden Arbeit wurde die Polkorperbeurteilung und ICSI ebenfalls 5 bis 7
Stunden nach Follikelpunktion durchgefuhrt und die Ergebnisse bestatigen die Daten
von Ciotti et al. (2004) und De Santis et al. (2005). Es =zeigten sich keine
unterschiedlichen Befruchtungsraten, Vorkernscores und Schwangerschaftsraten. Am
Tag2 war die Embryonalentwicklung vergleichbar, lediglich am Tag3 waren mehr ,gut”
entwickelte Embryonen zu beobachten. Die gleiche Entwicklung der Oozyten mit
unterschiedlicher Polkorpermorphologie wurde durch genetische Untersuchungen von
Verlinsky et al. (2003) unterstiutzt, wonach die Form des Polkorpers keinen Aufschluss
Uber die genetische Konstitution zulief3.

Die Oozyte ist in der Regel von runder Form. In der vorliegenden Arbeit war dies bei
87,2% (4156 Oozyten) der Fall. Dies zeigte, dass Auffalligkeiten bezuglich der Form
nicht so haufig waren. In den meisten Untersuchungen wird dieses Kriterium gar nicht
berucksichtigt oder war, wie bei Balaban et al. (1998) noch seltener (3% der Zellen). Im
Gegensatz zu Balaban et al. (1998), die keine Unterschiede feststellten, verfugten die
Zellen in der vorliegenden Arbeit mit langlicher oder deformierter Form Uber ein
erkennbar geringeres Entwicklungspotential als kugelféormige runde Oozyten. Dies war
signifikant von der Befruchtungsrate bis zur Embryonalentwicklung und auch die
Implantationsraten waren beim ,gemischten Transfer® -mit Embryonen aus Oozyten
einer auffalligen und einer unauffalligen Form- geringer als beim Transfer von
Embryonen aus Oozyten mit unauffalliger Form. Die Schwangerschaftsrate konnte
aufgrund der niedrigen Fallzahl mit Zyklen, bei denen nur Embryonen aus deformierten
Oozyten transferiert wurden, statistisch nicht ausgewertet werden (vier Zyklen, aus
denen keine Schwangerschaft entstand).

Die Zona pellucida wird von drei Proteinen (hZP1, hZP2 und hZP3) (Harris et al., 1994),
die in Genfamilien zusammengefasst sind, gebildet. Sie sind zwischen verschiedenen
Spezies hoch konserviert. Die Dicke der Zona pellucida variierte in der vorliegenden
Arbeit zwischen 5,5um und 34,4um. Ein Grund fur die unterschiedliche Dicke kann ein
unterschiedlicher praovulatorischer Hormonstatus sein (Loret De Mola et al., 1997). Die
Methode der ICSI Uberwindet diese aulere Barriere, indem das Spermatozoon direkt in
der Zelle abgesetzt wird. Es war daher erwartungsgemald kein Unterschied in den
Befruchtungsraten bei Oozyten mit normaler und auffalliger Zona pellucida zu
erkennen. Die hoheren Degenerationsraten bei Oozyten mit dicker Zona pellucida (>20
pm) lassen sich durch eine starkere mechanische Behandlung bei der ICSI erklaren.
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Bei auffalliger Beschaffenheit der Zona pellucida war keine hohere Degenerationsrate
zu registrieren.

Die weitere Entwicklung bezuglich des Z-Scores war bei Oozyten mit einer Dicke der
Zona pellucida >20pm ,besser® (mehr Z1 und weniger Z4 Vorkernstadien), wobei sich
dies weder in den Implantations- noch in den Schwangerschaftsraten widerspiegelte.
Shen et al. (2005) konnten ebenfalls zeigen, dass die Dicke der Zona pellucida keine
Unterschiede in der Schwangerschaftsrate bewirkte.

Die Auswertung der Oozyten bezlglich der Beschaffenheit der Zona pellucida zeigte in
der vorliegenden Arbeit zwar keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf die
Befruchtungs- und Degenerationsrate zwischen auffalliger und unauffalliger Zona
pellucida, jedoch war die weitere Entwicklung der Oozyten mit auffalliger Zona pellucida
,schlechter” (weniger Z1, mehr Z4 und weniger Embryonen mit einem Embryoscore >10
am Tag2). Zudem waren die Absolutwerte der Implantations- und
Schwangerschaftsrate geringer bei Oozyten mit auffalliger Beschaffenheit der Zona
pellucida. Statistisch war dies nicht signifikant, wobei die unterschiedlichen
Zyklenzahlen einen Einfluss haben konnten (281 Transfers mit Embryonen nur aus
Oozyten mit unauffalligen und 58 mit auffalliger Zona pellucida).

Die separate Betrachtung der Auffalligkeiten in der vorliegenden Arbeit zeigte, dass
jede einzelne einen Einfluss auf die Entwicklung hatte, dies sich aber nicht in signifikant
niedrigeren Schwangerschaftsraten ausdruckte. Die Summierung der Auffalligkeiten in
einer Zelle nach zytoplasmatischen und extrazytoplasmatischen Anomalitaten
beeinflusst das Entwicklungspotential der Zelle negativ. Dies wurde ersichtlich im
Vergleich der Befruchtungsraten und der Embryonalentwicklung am Tag2 bei der
Kultivierung von Oozyten ohne und mit zyto- oder extrazytoplasmatischen
Auffalligkeiten. Die  extrazytoplasmatischen = Anomalitaten hatten auf die
Schwangerschaftsrate (30,7%) einen geringeren Einfluss als das kombinierte Auftreten
von extra- und zytoplasmatischen Auffalligkeiten (Schwangerschaftsrate 21,9%).

Die Differenzierung der Oozyten nach der Anzahl an Defekten unabhangig welcher Art,
verdeutlicht, dass die Anhaufung an Auffalligkeiten die weitere Entwicklung signifikant
beeinflusst. Die Befruchtungsrate, die Anzahl an ,guten“ Vorkernstadien (Z1), und die
weitere Entwicklungsgeschwindigkeit (Embryoscore >10 Tag2 und >25 Tag3) der
Embryonen nahmen kontinuierlich mit der Anzahl an Defekten ab. In demselben Male
nahmen die Degenerationsrate, die Anzahl an ,schlechteren® Vorkernstadien und der
Anteil sich langsam entwickelnder Embryonen (Embryoscore <10 Tag2 und <16 Tag3)
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zu. Dies druckte sich signifikant in der Implantations- und Schwangerschaftsrate aus,
sobald Oozyten mit hochstens einer Auffalligkeit (IR:23,6%; SSR:37,3%) verglichen
wurden mit solchen, die mindestens zwei Auffalligkeiten (IR: 16,5%; SSR:26,3%)
aufwiesen (IR, SSR P<0,05).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigen mit einer hoheren Anzahl an Zyklen
(564 gegenuber 155 und 65) die Ergebnisse von Loutradis et al. (1999) und Xia (1997).
Serhal et al. (1997) berichteten zwar von keinen Unterschieden in der Befruchtungsrate
jedoch bei einer Untersuchung von nur 106 Zyklen. Zudem zeigten ihre Ergebnisse
signifikant geringere Schwangerschaftsraten bei Oozyten mit Defekten (3% im
Vergleich zu 24% bei Oozyten mit normaler Morphologie). De Sutter et al. (1996)
kommen zu dem Schluss, dass die Anzahl an Defekten die Befruchtungsrate nicht
signifikant beeinflussen, jedoch sind die absoluten Werte der Befruchtungsrate sinkend
(Oozyten mit keiner (72%), einer (66%) und mehreren Auffalligkeiten (63%)). Die
Anzahl an Oozyten war sehr gering (Anzahl: Oozyten mit keiner (194), einer (206) und
mehreren Auffalligkeiten (128)) in der Studie von De Sutter et al. (1996), wodurch
eventuell keine signifikanten Unterschiede sichtbar wurden. Zudem wurden weniger
Faktoren untersucht, was dazu fuhrte, dass prozentual mehr Oozyten als normal
(36,7%) beschrieben wurden. In der vorliegenden Arbeit wurden 7 Faktoren mit
einbezogen. Indem eine Oozyte mit einer Auffalligkeit als normal definiert wurde, ergab
sich der gleiche prozentuale Anteil (38,5%), wie in der Studie von De Sutter et al. (1996)
mit der einzigen Ausnahme, dass die vorliegende Arbeit eine viel hOhere Fallzahl (4478
Oozyten) berucksichtigt. Dies konnte ein Grund fur die signifikant abnehmende
Befruchtungsrate darstellen. Zudem wurde in der vorliegenden Arbeit die
Degenerationsrate und Embryonalentwicklung mit einbezogen, die signifikant zeigten,
dass Oozyten mit hochstens einer Auffalligkeit ein hoheres Entwicklungspotential
aufweisen als solche mit mindestens zwei Defekten. Die Implantations- und
Schwangerschaftsraten spiegelten dies wider.

Die Untersuchungen von Balaban et al. (1998) zeigten vergleichbare Ergebnisse
bezlglich des prozentualen Anteils an normalen Oozyten (36,9%), jedoch stehen die
Ergebnisse hinsichtlich des Entwicklungspotentials im Gegensatz zu der vorliegenden
Arbeit. Es ist anzunehmen, dass die Auswahl der zu transferierenden Zellen wie in der
Tarkei Ublich aufgrund einer Embryonenselektion erfolgte, und diese kdonnte den Effekt
des Oozytenscorings Uberdeckt haben.
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In der vorliegenden Arbeit konnten die Ergebnisse von Xia (1997) nicht bestatigt
werden, wonach jungere Frauen einen hoheren Anteil an Oozyten mit normaler
Morphologie hatten. Der prozentuale Anteil an Oozyten mit hochstens einem Defekt war
altersunabhangig.

Zusammenfassend wurde deutlich, dass die Anzahl an Defekten entscheidend fur eine
Aussage uber das Entwicklungspotential war. Die extrazytoplasmatischen Faktoren
spielten eine geringere Rolle. Traten sie gemeinsam mit zytoplasmatischen Faktoren
auf, waren die Schwangerschaftsraten signifikant niedriger. Dies verhielt sich ebenso,
wenn eine Oozyte mindesten zwei Auffalligkeiten aufwies.

4.3 EinfluB des Vorkernstadiums auf den Ausgang der

Kinderwunschtherapie

Durch das Eindringen bzw. das Einbringen des Spermatozoons in die Eizelle wird die
Befruchtungskaskade initiiert. Der zweite Polkorper wird ausgeschleust und es kommt
zur Bildung der beiden Pronuklei. Das Embryonenschutzgesetz (ESchG) bezeichnet
dies als ,impragnierte Eizelle“. Die Auswahl der Zellen fir den Transfer muss vor der
Auflésung der pronuklearen Membran der Vorkerne erfolgen, denn das ESchG
bezeichnet die entstehende Zygote bereits als Embryo wund stellt die
Embryonenauswahl unter Strafe.

Beide Vorkerne entstehen in der Regel getrennt und lagern sich im Verlauf der
Entwicklung zentral im Zytoplasma aneinander an. Die Nukleoli konnen in den
Vorkernen flukturieren (Payne et al., 1997)) und fusionieren (Tesarik und Kopecny,
1989). Sie sind der Ort der ersten Transkription der Vorlaufer rRNA (Tesarik und
Kopecny, 1990) und sollten sich im Zuge der Entwicklung polar an der Bindungsstelle
der Vorkernhemisphare anordnen. Dieser Prozess ist zeitabhangig (Plachot, 2000), und
daher war es wichtig, dass die Vorkernbeurteilung immer im gleichen Zeitfenster 16-18
Stunden nach Durchfuhrung der ICSI erfolgte.

Scott und Smith (1998) entwarfen ein komplexes Vorkernscoring zur Beurteilung des
Entwicklungspotentials der Zelle. Die Anordnung der Nucleoli in den Vorkernen war
hierbei ein Parameter, der von Tesarik und Greco (1999) verfeinert und von Scott et al.
(2000) zum Z-Scoring ausgebaut wurde. Die prognostische Bedeutung der Verteilung
der Nucleoli in den Vorkernen wurde in den Arbeiten von Wittemer et al. (2000),
Balaban et al. (2001), Montag et al. (2001) und Zollner et al., (2002) bestatigt. Auf der
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Ebene der Vorkernstadien wurde in der vorliegenden Arbeit das Z-Scoring (Scott et al.
(2000)) durchgefuhrt und zudem die Lage der Vorkerne und das Auftreten eines Halos
dokumentiert.

Die Auswertung der Embryonenqualitat in Abhangigkeit vom Z-Score des
Vorkernstadiums zeigte am Tag2 signifikant mehr Embryonen mit einem Score >10,
wenn diese aus einem Z1 Vorkernscore entstanden waren. Dies steht im Einklang mit
der Arbeit von Scott et al. (2000), wobei letztere alle Zellen bis zum Tag3 oder Tag5
(Blastocystenkultur) kultivierten und dann eine Embryonenauswahl durchfuhrten. Diese
Vorgehensweise ist in Deutschland verboten und begrundet die geringere Anzahl an
beurteilten Embryonen pro Zyklus (nur die, die fur den Transfer vorgesehen waren). Am
Tag3 waren in Abhangigkeit vom Z-Score signifikant mehr Embryonen, die aus einem
Z3-Score Vorkernstadium hervorgegangen waren von geringerer Qualitat (Embryoscore
<16). Die Auswertung bezuglich der Embryonen mit einem Embryoscore >25 am Tag3
zeigten im Vergleich Z1, Z2 und Z3 keine signifikanten Unterschiede. Die einzelnen
Gruppen (Z1, Z2, Z3) zeigten aber eine signifikant unterschiedliche Streuung in ihren
Embryoscores, welche sich in der unterschiedlichen Standardabweichung (25,8 fur Z1;
18,9 fur Z2 und 1,5 fur Z3) und den Konfidenzintervallen (23,0-29,5 fur Z1; 16,8-21,7 fur
Z2 und 1,3-1,8 fur Z3) widerspiegelte. Die unterschiedliche Embryonalentwicklung in
Abhangigkeit vom Vorkernscoring zeigten Kahraman et al. (2002). Sie zeigten zudem,
dass sich aus Vorkernstadien mit einem Z3 Score (als Gll bezeichnet) signifikant
haufiger chromosomal abnormale Embryonen (56,2%) entwickelten als aus Z1 oder Z2
(37,6% als Gl bezeichnet) Vorkernstadien. Gamiz et al. (2003) konnten diese
Beobachtung allerdings nur bis zu einem Alter der Frau von 37 bestatigen.

Die Vorkernstadien mit einem Z1 Score zeigten in der Embryonalentwicklung und den
daraus resultierenden Transfers (Schwangerschaftsrate 34%) die ,beste” Prognose
gegenuber allen anderen Z-Scores. Prozentual gesehen wurden relativ wenig
Vorkernstadien mit einem Z2-Score weiterkultiviert (17% Z2 gegenuber 38,7% Z1 und
44,6% Z3). Die statistische Beurteilung war daher nicht immer maoglich. Es zeigte sich
aber, wie auch in der Arbeit von Scott et al. (2000), dass die prognostischen
Unterschiede zwischen den Z2 und Z3 Vorkernstadien geringer waren im Vergleich zu
den Vorkernstadien mit einem Z1-Score.

Das Vorkernscoring in Abhangigkeit von der Anordnung der Nucleoli zeigte wie weit der
Zellzyklus nach Aktivierung durch das Spermatozoon fortgeschritten war. In der Arbeit
von Plachot (2000) wurde die zeitliche Abfolge der Entwicklungen einer injizierten
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Oozyte 2 bis 9,5 Stunden nach ICSI bildlich dokumentiert. Es ist deutlich das
Durchlaufen der Z-Scores vom Z4 Stadium mit voneinander getrennten Vorkernen uber
das Z3, Z2 bis zum Z1 Stadium zu erkennen. Die mikroskopische Untersuchung erlaubt
eine vergleichende Beurteilung der Vorkernstadien eines Zyklus und somit die Auswahl
der Zellen, die die Entwicklung am ,weitesten“ durchlaufen haben. 16-18 Stunden nach
ICS| war dies signifikant erkennbar bei den Vorkernstadien mit polarisierten Nucleoli
gleicher Anzahl (3-7) in der Vorkernhemisphare die sich am anderen Vorkern anlagerte.
Die Schwangerschaftsrate war bei Transfers mit zwei Embryonen, von denen
mindestens ein Embryo aus einem Z1 Vorkernstadium hervorgegangen war, mit 39,4%
signifikant hoher als bei Transfers mit mindestens einem Z2 (Kein Z1) (SSR 28,4%)
oder mindestens einem Z3 (Kein Z1 oder Z2) (SSR 27,3%) Vorkernstadium.

Es wirkte sich positiv auf den Erfolg eines Zyklus aus, wenn aus Uberzahligen
Vorkernstadien zwei fur die Embryokultur ausgewahlt werden konnten (siehe Tabelle
39). Bestand keine Auswahlmoglichkeit aus Vorkernstadien fur den Embryotransfer,
betrug die Implantationsrate (IR) nur 11,0% und die Schwangerschaftsrate (SSR)
19,0%. Signifikant hohere Implantations- (22,6%) und Schwangerschaftsraten (35,5%)
wurden erreicht, wenn aus Vorkernstadien ausgewahlt werden konnte und
insbesondere, wenn die Auswahl aus Z1 Vorkernstadien getroffen werden konnte (IR
28,0%, SSR 41,3%). Dies verdeutlicht, dass die synchrone, polare Anordnung der
Nucleoli an der Kontaktstelle der Vorkerne ein hohes Entwicklungspotential der Zelle
und die Anzahl dieser Zellen in einem Zyklus eine signifikant hohere Chance zur
Erzielung einer Schwangerschaft darstellte.

Im Gegensatz zu den Arbeiten von Tesarik und Greco (1999), Scott et al. (2000),
Montag et al. (2001) und Zoliner et al., (2002) konnten Salumets et al. (2001) das Z-
Scoring nicht bestatigen, wobei das Scoringsystem etwas abweicht, indem in
polarisierte Nucleoli in beiden (l), in einem (lI) und in keinem (lll) Vorkern unterschieden
wurde. Die Gruppe lll zeigte ebenso wie im Z-Scoring Z3 geringere Embryoscores, aber
die Gruppe Il (Bestandteil des Z3 Scores) war nicht unterschiedlich zur Gruppe | (Z1).
Die geringe Zyklenzahl 105 und das unterschiedliche Scoringsystem konnten zu diesem
Ergebnis gefuhrt haben.

Neben dem Scoring der Vorkerne aufgrund der Verteilung der Nucleoli wurde in der
vorliegenden Arbeit das Phanomen des Halos untersucht. Es wird davon ausgegangen,
dass es sich hierbei um Mitochondrien und andere Zellorganellen handelt, die zu den
Vorkernen transportiert werden (Van Blerkom et al., 2000). Das Erscheinungsbild des
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Halos wird in der Literatur unterschiedlich bewertet und tritt bei 67,7 bis 88,7%
(Salumets et al., 2001; Stalf et al., 2002; Ebner et al., 2003) der Vorkernstadien auf. In
der vorliegenden Arbeit war der Anteil 79,0% und lag damit im Bereich der
angegebenen Literatur.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten, dass das Phanomen des Halos
haufiger bei Vorkernstadien mit einem Z1 Score auftrat, die Implantations- und
Schwangerschaftsraten jedoch nicht beeinflusste. Dies steht im Einklang mit der Arbeit
von Salumets et al. (2001) und im Gegensatz zu Ebner et al. (2003), der das Auftreten
des Halos generell als positives Zeichen wertet. Zollner et al. (2002) differenzierten
zwischen normalen Halos als positiven Einflussfaktor und konzentrischen oder
extremen Halos als negativer Faktor. Die Beurteilung der Wertigkeit des Halos ist
problematisch, da er in unterschiedlichen Erscheinungsformen auftritt und in der
Literatur sehr unterschiedlich bewertet wird (kein Einfluss: Salumets et al. (2001);
abhangig von der Erscheinungsform positiv oder negativ: Zollner et al. (2002); generell
positiv. Ebner et al. (2003)). Die vorliegende Arbeit zeigte durch die nicht
unterschiedlichen Implantations- und Schwangerschaftsraten beim Auftreten oder
Fehlen des Halos, dass die undifferenzierte Aussage ,vorhanden oder nicht vorhanden®
keinen prognostischen Wert hatte.

Die Lage der Vorkerne in der Oozyte wurde in der Literatur meist nicht bertcksichtigt. In
der vorliegenden Arbeit befanden sich 92,5% der Vorkerne zentral in der Zelle. Nur
7,5% der Vorkernstadien zeigten randstandige Vorkerne. Das relativ seltene Auftreten
dieses Phanomens durfte den Grund fur die geringe Beachtung in der Literatur
darstellen. In der Studie von Garello et al. (1999) wurde dieses Phanomen der
randstandigen Vorkerne mit ausbleibender oder verlangsamter Embryonalentwicklung
in Zusammenhang gebracht. Es wurden aber nur 19 Vorkernstadien mit randstandigen
Vorkernen beurteilt und dies bei IVF und ICSI. In der vorliegenden Arbeit konnten bei
249  Vorkernstadien  randstandige  Vorkerne  beobachtet  werden. Das
Entwicklungspotential bezuglich des Z-Scores und der Embryonalentwicklung war bei
diesen Zellen wie in der Studie von Garello et al. (1999) bis zum Tag2 geringer
einzuschatzen (mehr Vorkernstadien mit einem Z3 oder Z4 Score und mehr Embryonen
mit einem Score <10 am TagZ2 als bei Vorkernstadien mit zentralen Vorkernen). Am
Tag3 waren jedoch keine signifikanten Unterschiede in der Embryonalentwicklung mehr
zu erkennen. Das Eintreten von drei Schwangerschaften bei 5 Zyklen mit Embryonen,

die nur aus Vorkernstadien mit randstandigen Vorkernen entstanden waren, zeigte,
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dass diese implantieren konnen und somit eine generell schlechte Prognose fraglich ist.
Fir eine Aussage sind mehr Zyklen natig.

In der vorliegenden Arbeit war auf der Ebene der Vorkernstadien nur das Z-Scoring von
signifikant prognostischem Wert in Bezug auf den Ausgang der Therapie. Dies
bestatigte die Arbeiten von Wittemer et al. (2000), Montag et al. (2001) und Zollner et al.
(2002).

4.4 Kombination von Scoringsystemen zur Verbesserung des

Ausgangs der Kinderwunschtherapie

Die Anwendung der kontrollierten ovariellen Hyperstimulation rekrutiert eine Vielzahl an
Follikeln, wobei es sich nicht vermeiden lasst, dass auch solche heranreifen, die
normalerweise atretisch geworden waren (Ebner et al., 2006). Die morphologische
Beurteilung der Oozyte (wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt) gibt die Moglichkeit, das
Entwicklungspotential abzuschatzen. Zyklen mit 2 Embryonen beim Transfer, von
denen mindestens eine Oozyte hochstens eine Auffalligkeit aufwies, zeigten eine IR von
21,5% und SSR von 37,3%. Hatte jede Zelle mindestens zwei Defekte, fiel die IR auf
16,5% und die SSR auf 26,3%.

Nach erfolgter Injektion des Spermatozoons sollte es zur Initiation der
Befruchtungskaskade und damit zur Initiation der Vorkernbildung kommen. Die Auswanhl
der Zellen auf dieser Ebene nach ihrem Z-Score zeigte bei den Zyklen mit zwei
Embryonen beim Transfer, von denen mindestens einer aus einem Z1 Vorkernstadium
entstanden war, eine IR von 25,0% und eine SSR von 37,3%. Im Vergleich zu Zyklen
bei denen die Embryonen aus Z3-Vorkernstadien entstanden waren (IR 14,9% und
SSR 27,3%), waren diese Werte signifikant hoher. Der Vergleich des Oozyten- und
Vorkernscorings zeigte aber keine signifikant hoheren IR (23,6% zu 25,0%) und SSR
(37,3% und 39,4%). Bei der Betrachtung der Zyklen mit zwei Embryonen beim Transfer,
von denen mindestens eine Oozyte hochstens einen Defekt (positiv) und mindestens
ein Z1 Vorkernstadium (positiv) aufwiesen, =zeigte die Kombination beider
Scoringsysteme mit einer IR von 26,8% und SSR von 42,4% von den Absolutwerten
eine Steigerung der Schwangerschaftsrate. Dies war im Vergleich zu der separaten
Betrachtung beider Scoringsysteme aber nicht signifikant. Die deutschen Bedingungen
des Embryonenschutzgesetzes ermoglichen nur die Auswahl bis zur Ebene der
Vorkernstadien. Hierbei zeigte sich, dass bei einem ,positiven® Oozyten- und
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Vorkernscore die IR (26,8% zu 11,7%) und SSR (42,4% zu 18,3%) signifikant héher
waren als wenn beide ,negativ waren. Aus ethischen und aus Grunden der
Zumutbarkeit fur den Patienten war es nicht moglich, solche Zyklen in einer
randomisierten Studie durchzufihren.

Die morphologischen Beurteilungen haben allgemeingultigen Charakter. Dies zeigte
sich darin, dass die vorliegende Arbeit eine Multizenterstudie war, bei der
unterschiedliche Personen mit unterschiedlichen Kulturbedingungen die Untersuchung
durchgefuhrt hatten.

Die Schwangerschaftsraten waren aber deutlich geringer als in den Studien (Fisch et
al., 2001 SSR 60%; Scott et al., 2000 SSR 57%), in denen dem Vorkernscoring eine
Embryonenauswahl angeschlossen wurde. Die hoheren Schwangerschaftsraten bei der
kombinierten Auswahl der Zellen fur den Transfer auf der Vorkern- und embryonalen
Ebene gegenuber der Auswahl auf einer der Ebenen separat verdeutlicht die Arbeit von
Nagy et al. (2003) (Schwangerschaftsrate: Auswahlkriterium Vorkernstadien 23,2%,
Embryonen am Tag3 25,5%, Kombiniert Vorkernstadien + Embryonen am Tag3
39,2%).

Die Auswertung der Transfer mit zwei Embryonen mit einem Embryoscore >50 in der
vorliegenden Arbeit verdeutlichte den Einfluss der Embryonenauswahl. Die IR (35,2%)
und SSR (53,4%) waren signifikant hoher als wenn die Auswahl auf der Oozyten oder
Vorkernebene erfolgte. Zum kombinierten Oozyten und Vorkernscoring war aber nur
noch eine Tendenz (P=0,073) erkennbar. Die hochsten Schwangerschaftsraten zeigten
die Zyklen, bei denen auf der Oozytenebene mindestens eine Zelle hochstens einen
Defekt und auf der Vorkernebene mindestens ein Z1 Vorkernstadium vorhanden waren
und sich aus diesen Zellen Embryonen mit einem kumulativen Embryoscore > 50
entwickelten (IR 37,5%, SSR 57,7%).

Zu bedenken ist allerdings immer, dass die Auswahl der Zellen fir den Transfer im
Oozyten und Vorkernstadium getroffen wurde und daher keine Embryonenauswahl
stattfinden konnte. Somit kdnnen keine Aussagen getroffen werden in Hinblick auf die
eventuelle Embryonalentwicklung der uberzahligen Zellen. Auch der Aspekt eines
,early cleavage” (zeitliche Beurteilung der ersten Zellteilung), der als ,positives”
Entwicklungssignal der Zelle gewertet wird (Shoukir et al., 1997), konnte aus Grunden
des EschG nicht mitberucksichtigt werden. De Placido et al. (2002) und Fisch et al.
(2001) entwickelten einen kombinierten Score aus Z-Scoring, Embryoscoring und
Blastocystenkultur. Die Ergebnisse sind vergleichbar mit denen der vorliegenden Arbeit
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(,positiver Score”: Placido et al. 2002, IR 12,5% und SSR 50,0%; Fisch et al. 2001, IR
39,0% und SSR 59,0%; vorliegende Arbeit IR 37,5% und SSR 57,7%).

Die Entwicklung der Oozyte bis zum Embryo ist ein fortlaufender Prozess, und jede
morphologische Beurteilung zeigt nur den momentanen Entwicklungsstand der Zelle.
Die steigenden Schwangerschaftsraten mit zunehmenden Informationen tber die Zellen
in der vorliegenden wie in den obigen Arbeiten lassen sich so erklaren.

Die Embryonenauswahl ist ein Bestandteil zur detaillierten Beurteilung des
Entwicklungspotentials der Zellen. Es existiert aber keine Arbeit, in der die kumulative
Auswahl und Charakterisierung von der Oozyte bis zum Embryo basierend auf den
Einzelstadien durchgefuhrt wurde. International ist die Embryonenauswahl die
,2dominierende® Praxis (Michelmann, 2000). Der Vergleich der Schwangerschaftsraten
in Europa zwischen den Landern mit Embryonenauswahl (héchste SSR 37,1%
Griechenland und geringste 10,2 Mazedonien) und ohne (Deutschland 28,2%) zeigte
grolle Schwankungen aber Deutschland unterschied sich nicht erheblich von seinen
Nachbarn (Nyboe Andersen et al., 2007) (z.B. Frankreich 26,5%; Deutschland 28,2%;
England 30,3%). Ein Grund hierfir konnte sein, dass in den Nachbarlandern die
Auswahl der Zellen fur den Embryotransfer nur auf der embryonalen Ebene
vorgenommen wurde. So zeigt die vorliegende Arbeit mit der Auswahl der Zellen flur
den Transfer auf der Oozyten- und Vorkernebene mit einer IR von 18,4% und SSR von
32,2% hohere Werte als die meisten Lander in Europa. Die Ein- und
Ausschlusskriterien sind aber naturlich auch ein Faktor, der zu hoheren IR und SSR

fuhren kann.

4.5 Mehrlingsproblematik

Die von Nyboe Andersen et al. (2007) publizierte durchschnittliche
Schwangerschaftsrate von nur 28,7% in Europa im Jahr 2003 zeigt, dass eine
detaillierte Beurteilung der Zellen von der Oozyte bis zum Embryo nétig ist, um den
Erfolg in der Kinderwunschtherapie zu optimieren. Die hohe Mehrlingsrate -in der
vorliegenden Arbeit betrug sie 20,8% und in Deutschland nach ICSI im Jahr 2004
21,17% (DIR 2005))- zeigt jedoch die Dringlichkeit zur Reduzierung der Anzahl an zu
transferierenden Embryonen hin zum ,single embryo transfer” (Van Royen et al., 1999;
Vilska et al., 1999). Nach der Auswertung von Imaizumi (2003) stieg die Drillingsrate in
Deutschland von 1972 bis 1999 um das 30 fache und die Zwillingsrate der dizygoten
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Zwilinge um das 1,5 fache. Die Mehrlingsproblematik beinhaltet ein grofRes
medizinisches Risiko fur Mutter und Kind. Dieses spiegelt sich z.B. im Geburtsgewicht
wider. Im Jahr 2005 betrug das durchschnittliche Geburtsgewicht nach der
Durchfuhrung der Kinderwunschtherapie mittels ICSI bei den Einlingen 33209, bei den
Zwillingen 24449 und bei den Drillingen 1700g (DIR 2005).
Mehrlingsschwangerschaften sind zudem mit einem erhéhten Fehl- und Fruhgeburten-
und pra- und perinatalem Morbiditats- und Mortalitatsrisiko verbunden im Vergleich zu
Einlingsschwangerschaften.

Neben den schwerwiegenden medizinischen Risiken und Gefahren fur das Kind durfen
auch die psychischen Belastungen fur die Familie nicht vernachlassigt werden, die
meistens als schwerwiegender empfunden werden als die korperlichen Belastungen
(Robin et al. 1996). Auf beide Aspekte wurde in der Einleitung schon eingegangen.
Zudem bedeutet eine Mehrlingsschwangerschaft fur die Gesellschaft einen hohen
Kostenaufwand. In der Arbeit von Fiddelers et al. (2006) wurden die Kosten der
Durchfuhrung eines Embryotransfers mit einem selektierten Embryo (elektiven single
embryo transfer eSET) denen eines Transfers mit zwei selektierten Embryonen (DET)
gegenubergestellt. Bei beiden Arten des Transfers wurden die zu transferierenden
Zellen auf der embryonalen Ebene ausgewahlt. Die Schwangerschaftsrate war bei dem
DET zwar hoher (39,6% gegenuber 20,8%), aber jede Schwangerschaft bedeutete auf
Grund der erhohten Mehrlingsrate einen finanziellen Mehraufwand bis vier Wochen
nach Geburt von 19 096 Euro. Die Verlangerung der Untersuchungszeit nach der
Geburt auf 6 Monate wie in der Studie von Kjellberg et al. (2006), lasst die zusatzlichen
Kosten pro Geburt auf 71 940 Euro ansteigen. International konnte gezeigt werden,
dass die Geburtenrate bei einem Patientenkollektiv mit ,guter
Schwangerschaftsprognose® nicht signifikant unterschiedlich waren sofern zwei oder
drei Embryonen transferiert wurden (Westergaard et al., 2000; Staessen et al., 1993). In
Deutschland ist der Transfer von mehr als drei Embryonen untersagt. In der
vorliegenden Arbeit wurden nur zu 21% drei Embryonen transferiert, und dies erfolgte in
den meisten Fallen bei Patienten mit einer ,eingeschrankten
Schwangerschaftsprognose® (Patientin > 35 Jahre, und oder mehrere erfolglose
Vorversuche, Befruchtungsrate<60% und ,schlechte® Zellqualitat). Die Mehrlingsrate
der Transferzyklen mit drei Embryonen betrug nur 11,5%. Beim Transfer von zwei
Embryonen traten zu 22,8% Zwillinge auf. Die Reduzierung auf zwei Embryonen mit
Auswahl auf der Oozyten- und Vorkernstadienebene zeigte ohne Embryonenauswahl
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eine Schwangerschaftsrate von 33,9%. Es darf nicht vernachlassigt werden, dass auch
Zwillingsgeburten im  Vergleich mit Einlingsgeburten mit einer erhohten
Frahgeburtlichkeit und einem geringeren Geburtsgewicht (DIR 2005) verbunden sind.
Ronalds et al. (2005) konnten zudem zeigen, dass das kognitive Verhalten sich bei
Einlingen und Zwillingen unterschied. Der mittlere IQ lag bei Zwillingen im Alter von 7
Jahren um 5,3 Punkte niedriger als bei Einlingen. Es ist fraglich, ob eine weitere
Reduzierung auf einen Embryo wunter den deutschen Bedingungen ohne
Embryonenauswahl eine so hohe Erfolgsaussicht ermdglicht. Die Transferzyklen, bei
denen lediglich eine Oozyte sich zu einem Embryo entwickelte, erreichten nur eine
Schwangerschaftsrate von 16,7%. Dies entspricht in etwa den Daten aus dem DIR
2005 mit 12,0%. Es ist zu bedenken, dass es sich in der vorliegenden Arbeit bei den
Transfers mit nur einem Embryo um keine ,elektiven single embryo transfers® handelte,
sondern aus Grunden der Verfugbarkeit nicht mehr Embryonen transferiert werden
konnten. Die Patientinnen dieser Transferzyklen mit einem Embryo waren signifikant
altere und die Zyklen zeigten eine signifikant geringere Befruchtungsrate und somit eine
schlechtere Schwangerschaftsprognose als Transferzyklen mit zwei Embryonen.

Die Betrachtung der Zwillings- im Vergleich zu den Einlingsgeburten, zeigte keine
signifikanten Unterschiede im Alter der Frau, der Anzahl an Vorversuchen, der
Befruchtungsrate und der Oozyten-, Vorkernstadien- und Embryonenqualitat. Es ist
aber fraglich, ob durch die Reduzierung auf einen Embryo die Anzahl an Zyklen mit
einem geringen Embryoscore nicht ansteigen wurden. International konnten in Studien
Schwangerschaftsraten zwischen 32,4% und 65,4% bei selektiertem Patientenkollektiv
und Embryoselektion beim Transfer von einem Embryo erreicht werden (Martikainen et
al., 2001; Neubourg et al., 2002). Hohe Schwangerschafts- bei geringen Mehrlingsraten
sind aber nur mit einer kombinierten Auswahl auf der Oozyten-, Vorkern- und
Embryonenebene moglich. Es ist sehr fraglich, ob ohne Embryonenauswahl die
Schwangerschaftsraten nicht deutlich verringert waren und ob die Patienten dieses
Risiko eingehen wurden. Insbesondere die hohe finanzielle Eigenbeteiligung lasst die
Patienten eher ein Mehrlingsrisiko eingehen als die Gefahr, keine Schwangerschaft zu
erzielen. Dieser Aspekt macht auch die Durchfuhrung einer Studie mit Reduzierung der
Anzahl an zu transferierenden Embryonen auf einen Embryo bei guter
~>chwangerschaftsprognose” des Zyklus ohne Embryonenauswahl fraglich.
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4.6 Charakteristika der Zellen, die zu einer Geburt fiihrten

Die Zyklen, in denen alle transferierten Embryonen implantierten, wurden bezuglich der
Morphologie der Oozyten und der Vorkernstadien untersucht.

Auf der Oozytenebene zeigte sich, dass Oozyten mit einer auffalligen Form signifikant
seltener (P=0,05) zur Implantation kamen als alle anderen Zellen. Zytoplasmatische
und extrazytoplasmatische Auffalligkeiten (ausgenommen die Form) waren gleich
haufig bei den implantierten Embryonen verzeichnet. Die Kugel als Form ermoglicht
eine optimale grolRe Kontaktflache zwischen den einzelnen Blastomeren. Dies kann als
Erklarung fur eine haufigere Implantation kugeliger Zellen im Vergleich zu Zellen mit
auffalliger deformierter Form herangezogen werden (Harderson et al. 2001). Es ist aber
zu bedenken, dass die Anzahl an Embryonen, die einer Geburt eindeutig zugeordnet
werden konnten, relativ gering (61) war. Auf der Vorkernebene implantierten die
Vorkernstadien mit einem Z1 oder Z2 Score signifikant (P<0,05) haufiger als die mit
einem Z3 Score. Dies deutet darauf hin, dass das Z-Scoring eine aussagekraftigere
Beurteilung der Entwicklungsfahigkeit der Zelle darstellt als das Oozytenscoring. Das
Embryoscoring zeigte mit einem P-Wert von P<0,001 signifikant mehr Embryonen, die
implantierten, wenn der Embryoscore des Transfers >25 war. Es ist anzunehmen, dass
mit fortlaufender Entwicklung der Zelle die Aussagekraft bezuglich ihres
Entwicklungspotentials zunimmt. Die genaueste Charakterisierung des Potentials der
Zelle war aber in einer kombinierten Beurteilung (absolut hochste
Schwangerschaftsrate in der Studie 57,7% sowie in der Literatur De Placido et al., 2002

und Fisch et al., 2001) der Entwicklung von der Oozyte zum Embryo zu erkennen.

4.7 Charakteristika der Zellen, die eventuell an einem Abort beteiligt
waren

Im Gegensatz zu den Geburten, bei denen eine Zelle direkt einer Geburt zugeordnet
werden konnte, konnte bei den Aborten nur untersucht werden, welche Zellen am
Transfer und damit eventuell am Abort beteiligt waren.

Es zeigten sich lediglich mehr Aborte, wenn die Oozyten Defekte bezuglich des
Zytoplasmas aufwiesen oder Vakuolen vorhanden waren. Alle anderen
morphologischen Beurteilungen des Oozyten-, wie des Vorkernscorings zeigten keine
Unterschiede. Auch der Embryoscore konnte keine Aussage machen Uber die
Wahrscheinlichkeit, ob eine Schwangerschaft zu einem Abort fuhrt oder nicht.
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5 Zusammenfassung

Diese Multizenterstudie umfasst 564 stimulierte Zyklen mit In-vitro Fertilisation mittels
sog. ,ntracytoplasmatischer Spermatozoeninjektion® (ICSl), bei denen 5676 Oozyten
gewonnen wurden. Sie ist die erste Arbeit, die die morphologischen Kriterien der
Gameten und Vorkernstadien einzeln und kombiniert herausarbeitet, um so die Zellen
mit dem hochsten Entwicklungspotential zur Erzielung einer Schwangerschaft
auszuwahlen. Aufgrund des Embryonenschutzgesetzes ist die Auswahl auf der Ebene
der Embryonen in Deutschland verboten.

Auf der paternalen Ebene zeigten die klassischen Spermatozoenparameter Zelldichte,
Morphologie und Motilitat keine signifikanten Unterschiede bezuglich der
Schwangerschaftsraten, wobei eine Spermatozoenanzahl von < 50 bewegliche
Spermatozoen nach Aufbereitung oder keine motilen Spermatozoen als
Ausschlusskriterium fungierte.

Auf der maternalen Ebene wurde eine lichtmikroskopische, morphologische Beurteilung
der zytoplasmatischen und extrazytoplasmatischen Faktoren durchgefuhrt.
Auffalligkeiten des Zytoplasmas, des perivitellinen Spaltes, der Form der Oozyte, der
Beschaffenheit der Zona pellucida und das Auftretens von Einschlusskorpern oder
Vakuolen zeigten eine signifikante schlechtere Befruchtungsrate sowie eine deutliche
Verschlechterung der Weiterentwicklung der Zelle. Der erste Polkorper hatte keinen
Einfluss auf die Befruchtungsrate. Die Auffalligkeiten —jede einzeln fur sich betrachtet-
hatten keinen signifikanten Einfluss auf die Schwangerschaftsraten. Die Betrachtung
der Schwangerschaftsraten in Abhangigkeit von der Anzahl an Auffalligkeiten der
Oozyten, zeigte in der vorliegenden Arbeit aber einen Unterschied. Je weniger
Auffalligkeiten eine Oozyte aufwies, desto hoher war die Befruchtungsrate, die Anzahl
an Vorkernstadien mit einem Z1-Score und der Embryoscore. Oozyten mit hochstens
einer Auffalligkeit zeigten mit 37,3% eine signifikant hohere Schwangerschaftsrate
gegenuber solchen mit mehr als einer Auffalligkeit (26,5%). Die Anzahl an
Auffalligkeiten bei der Oozyte spiegelte sich nicht in der Anzahl an Aborten wider.

Auf der Ebene der Vorkernstadien zeigte die Anzahl und Verteilung der Nucleoli in den
Vorkernen das Entwicklungspotential der Zelle an. Gleich grol3e, aneinander
angelagerte Vorkerne mit symmetrisch angeordneten Nucleoli an der Aquatorialplatte
der Zelle (Z1) zeigten die meisten Embryonen mit einem hohen Embryoscore und der
hochsten Schwangerschaftsrate. Diese Z1 sowie Z2-Vorkernstadien (gleiche Anzahl
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und Grole aber nicht polarisierte Nucleoli) konnten signifikant haufiger einem
implantierten Embryo zugeordnet werden, als Vorkernstadien in denen die Vorkerne
verschiedene Anzahl und oder nicht polarisierte Nucleoli (Z3) aufwiesen. Ein
Zusammenhang des Vorkernscores zu moglicherweise an einem Abort beteiligten
Zellen, konnte nicht gesehen werden.

Die Vorkerne befanden sich in 92,5% der Vorkenstadien zentral in der Zelle. Das
Auftreten von randstandigen Vorkernen (7,5% der Zellen) korrelierte mit einerm
schlechteren Z-Score (weniger Z1 und mehr Z4) und einer verzogerten
Embryonalentwicklung am Tag2, fuhrte aber auch zu Schwangerschaften. Fur
genauere Aussagen sind groRere Fallzahlen erforderlich.

Ein positives Signal des Halos, konnte die vorliegende Arbeit nur in Bezug auf die
Vorkernstadien zeigen. Die Embryoqualitat und die resultierenden Schwangerschaften
wurden vom Halo nicht beeinflusst.

Die Auswahl von Oozyten mit hochstens einer Auffalligkeit, ebenso wie Vorkernstadien
mit einem  Z1-Score separat betrachtet, zeigten signifikant bessere
Schwangerschaftsraten mit 34,0% und 37,3% im Vergleich zu Oozyten mit mehr als
einem Defekt (26,5%) oder einem Z3-Score (25,4%). Beide Scoringsysteme waren im
gleichen Malle aussagekraftig. Sofern das Oozytenscoring mit Zellen mit hochstens
einer Auffalligkeit kombiniert wurde mit dem Z-Scoring mit Zellen, die einen Z1-Score
aufwiesen, konnte eine absolute Schwangerschaftsrate von 42,4% erreicht werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde zudem der Embryoscore dokumentiert, auch wenn in
Deutschland auf dieser Ebene keine Auswahl stattfinden darf. Die Transfers mit einem
kumulativen Embryoscore >50 zeigten eine Schwangerschaftsrate von 53,4%, die
hoher war, als die bei der Auswahl auf der Oozyten und/oder Vorkernebene. Die
hochste Schwangerschaftsrate mit 57,7% wurde registriert, wenn auf allen drei
Auswahlebenen eine ,positive® Beurteilung festgestellt wurde. Eine detaillierte
Charakterisierung der Zelle von der Oozyte bis zum Embryo sollte die Reduzierung der
zu transferierenden Embryonen zum ,single embryo transfer® bei hohen
Schwangerschaftsraten ermoglichen.

Die Embryonenauswahl ist zur Zeit in Deutschland jedoch verboten, aber eine
Kombination dieses Verfahrens mit der Oozyten- und Vorkernbeurteilung sollte es in
Zukunft ermdoglichen, das Entwicklungspotential der Zellen zu charakterisieren und den
Patienten eine optimale Therapie mit moglichst geringen Mehrlingsraten zukommen zu

lassen.
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8 Anhang

1. Meldebogen

2. Tabelle A: Einfluss des Alters, des Body Mass Index und die Anzahl Vorversuche
der Frau sowie die Befruchtungsrate und Anzahl M Il Oozyten auf die
Implantationsrate

3. Tabelle B: Auswertung des Alters und der Anzahl an Vorversuche der Frau sowie
der Anzahl M Il Oozyten und die Befruchtungs- und Implantationsrate in
Abhangigkeit vom Embryoscore am Tag2 und Tag3

4. Tabelle C: Auswertung des Einflusses der klassischen Spermatozoenparameter
Zelldichte, Morphologie und Motilitat auf die Implantations- und
Schwangerschaftsrate sowie die Erfassung der Parameter Alter der Frau und
des Mannes, Anzahl an Vorversuchen, Anzahl transferierter Embryonen und die
Befruchtungsrate in Abhangigkeit von den Spermatozoenparametern
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Information des Starts einer Patientin zur Erreichung
einer Prospektivitat der Studie

Zentrum ID
Patienten ID :
Datum:

Eizell / Vorkernbeurteilung

Eizellzahl:

Morph. positiv:

Morph. negativ:

Prognose positiv
ET:

Prognose negativ
ET:

Prognose positiv
ET:

Prognose negativ
ET:

Erlauterung des Meldebogens:

Eizellzahl: Anzahl an gewonnenen M |I-Oozyten

Die weiteren Angaben betreffen die weiterkultivierten Zellen:

Morph. positiv: Beurteilung der Oocyte als ,normal“ (Dunne unauffallige Zona
pellucida, unauffalliger perivitelliner Spalt, homogenes Zytoplasma
ohne Vakuolen oder Einschlusskorper kugelformige Zelle mit
ovalem Polkorper

Morph. Negativ: Oozyte mit Abweichungen von der als ,normal“ definierten Form

Prognose positiv ET:

Prognose negativ ET:

Weiterkultiviertes Vorkernstadium mit Z1oder Z2 Score
Weiterkultiviertes Vorkernstadium mit Z3oder Z4 Score
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Tab. A: Einfluss des Alters, des Body Mass Index (BMI) und die Anzahl Vorversuche

der Frau sowie die Befruchtungsrate (Befr.rate) und Anzahl M Il Oozyten auf die

Implantationsrate (IR) beim Transfer von zwei oder drei Embryonen. Erfasst wurde der

durchschnittlichen Parameter (Alter der Frau, Anzahl an Vorversuchen (Vorver.), BMI,

M Il Oozyten, Anzahl transferierter Embryonen (ET Emb.), Befruchtungsrate (Befr.rate))

fur jede einzelne ausgewerteten Gruppe. Nur wenn signifikante Unterschiede auftraten,

wurden diese angegeben.

Ergebnisteil angegeben.

Die Signifikanzen zur

Implantationsrate wurden im

Zyklen | Alter | Vorver. | BMI Mil ET Emb. | Befr.- IR
(n) der Oozyten rate (%)
Frau
Alter der
Frau
<31 177 0,72 23,2 9,5 2,16% | 70,9 | 21,7
31-35 226 0,8 22,5 8,8 2,2 72,8 | 18,1
36-40 117 0,8 22,7 7,3 2,25° 704 | 17,1
>40 12 1,6° 21,1 6,0° 2,5¢ 775 | 3,3!
BMI
<20 95 32,6 0,87 9,5 2,2 72 15,8
20-25 321 32,6 0,79 8,4 2,2 71 19,2
>25 116 31,4 0,67 8,8 2,2 73,7 | 19,5
Vorversu
chen
0 264 31,9 22,9 8,6 21" 73,5 | 23,2
1 159 32,4 23,0 9,1 2,3"9 712 [ 179K
2 81 33,9 22,0 8,0 2,490 68,9 | 10,8
3 28 32,4 22,1 9,4 26" 67 9,5
Befr.srate
<50 56 32,6 1,1° 23,3 9,1 2,3 85"
50-69,9 180 32,1 0,77° | 224 8,6 2,2 16,0"™
70-79,9 08 32,6 0,77 22,5 10,4 2,1 21,9™
>80 198 32,5 0,7 23,1 7,7 2,2 22,6
Ml
Oozyten
<6 115 33,8 0,71 23,0 2,1 80,7' | 18,8
6-10 258 32,3 0,81 22,8 2,3 694" | 17,2
>10 158 31,3 0,77 22,5 2,2 69,7 | 20,6
abedhps0 005,  °P<0,1; "P<0,001; 9"k'™p<p 05 alle anderen Falle = ns
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Tab. B: Auswertung allgemeiner Parameter (Alter der Frau, Anzahl an Vorversuchen,
BMI, MIl Oozyten, Befruchtungsrate (Befr.rate), Implantationsrate (IR)) in Abhangigkeit
vom Embryoscore (Emb.score) am Tag2 und Tag3 beim Transfer von 2 Embryonen.
Die Signifikanzen zur Implantationsrate wurden im Ergebnisteil angegeben.

Anzahl | Alterder | Vorver- | BMI Mil Befr.rate IR
Zyklen Frau suchen Oozyten
Emb.score
Tag 2
0-20 112 32,5 0,61 | 225 8,6 70,7° 9,4°
21-30 144 32,8 0,54 | 23,0 8,4 72,6 27,1
>30 53 30,8 0,38% | 22,8 8,6 78,8 34,0°
Emb.score
Tag 3
0-30 74 32,7 0,88 9 | 22,4 7,6 71,3 8,8'
31-50 164 32,3 0,60° | 22,6 9,4 73,4 17,79
>50 118 32,3 0,369 | 23,1 8,0 74,8 35,29

ap<0,1 PP<0,01 ° P<0,05 detd p<0.001 alle anderen Falle = ns
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Tab. C: Auswertung der Zyklen (n) (Alter der Frau, des Mannes, Anzahl an
Vorversuchen der Frau (Vorversuche), Anzahl transferierter Embryonen (ET Emb.) und
Befruchtungsrate (Befr.rate) in Hinblick auf die klassischen Spermatozoenparameter
(Zelldichte (Mio/ml), Morphologie (Morph.) und Motilitat) und den Ausgang der Therapie
(Implantationsrate (IR) und Schwangerschaftsrate (SSR). Nur wenn signifikante
Unterschiede auftraten, wurden diese angegeben. Die Signifikanzen zur Implantations-
und Schwangerschaftsrate wurden im Ergebnisteil angegeben.

n Alter | Alter Vor- ET | Befr.rate IR SSR
Frau | Mann | versuche | Emb. % % | SS/Zyklen
Zell-
dichte
Mio/ml
0-1 86 | 31,9 36 0,8 2,2 711 18,2 29,1 %
(25/86)
1,1-49 | 101 | 32,1 | 34,8 0,6 2.1 66,9 20,1 35,6 %
(36/101)
5-19,9 | 186 | 32,2 | 35,2 0,7 2.1 70,2 19,3 31,7 %
(59/186)
=20 191 | 33,3 36 0,8 2,2 71,9 16,5 31,9 %
(61/191)
Morph.
0 74 (31,52 341 0,70 2,2 69,1 14 1 27,0 %
(20/74)
1-14 230 | 32,1 | 35,1 0,94 2.1 68,1° 20,0 34,3 %
(79/230)
15-29 | 107 | 32,8 | 36,3 0,64 2.1 73,5° 20,5 31,8 %
(34/107)
230 114 |33,4%| 36,0 0,75 2.1 73,0 16,1 31,6 %
(36/114)
Motilitat SSR
A+B
A

0-10 96 | 32,6 | 36,3 0,75 2,2 70,1 17,7 | 354 %
0 376 | 32,2 | 35,5 0,81 2,2 69,2 18,5 | 31,6%
11-30 | 245 | 32,2 | 35,5 0,78 2,1 70,0 19,5 | 30,6 %
1-9 104 | 33,4 | 36,0 0,79 2,1 71,4 18,8 | 33,7 %
>30 218 | 32,8 | 351 0,79 2,1 70,6 17,5 321 %
>9 79 | 32,9 34,5 0,63 2,1 73,8 17,0 31,6 %

4 P<0,005 P<0,05 alle anderen Falle = ns
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