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Zusammenfassung

Einfluss verschiedener klinischer Parameter auf die Erfolgsrate nach

Kryokonservierung impréagnierter menschlicher Eizellen

Die Aufgabe dieser Arbeit war es, den Einfluss verschiedener klinischer und methodischer Parameter
(Alter der Patientin, Sterilitatsursachen, primare und sekundare Sterilitat medikamentdse Stimulation
und Zyklusvorbereitung, Art der Befruchtung, Kryokonservierungsdauer der PN-Stadien, Anzahl und
Entwicklungsstadium der Embryonen) auf die Entwicklungs- und Implantationsfahigkeit menschlicher
Eizellen sowie auf die Schwangerschaftsrate nach Kryokonservierung und Auftauen im Pronucleus-

Stadium, zu untersuchen.

Patientinnen mit priméarer Sterilitdt konzipierten deutlich seltener (7,5%) als diejenigen mit sekundarer
Sterilitat (15,2%). Hatte die Patientin aber nach primarer Sterilitdt durch assistierte Reproduktions-
technik (ART wie IVF oder ICSI) bereits einmal konzipiert, so stieg die Konzeptionsrate bei einem

folgenden Transfer ebenfalls auf 15,4%.

Das Alter der Patientinnen hatte bis zu 40 Jahren keinen eindeutigen Einfluss auf die Befruchtungs-

und Schwangerschaftsrate.

Bei den Sterilitdtsursachen erwies sich die ,idiopathische* als besonders aussichtsreich (Schwanger-
schaftsrate 14,9%), es fanden sich aber nur geringe Unterschiede zwischen mannlicher, weiblicher,
organischer und hormoneller Ursache. Wenn Ursachen bei beiden Ehepartnern vorhanden waren,
sank die SS-Rate auf 6,7%.

Die im Punktionszyklus verwendeten Medikamente zur ovariellen Stimulation zeigten insofern Unter-
schiede in der Befruchtungsrate als sie nach HMG-Stimulation 55,6% und nach FSH-Stimulation
63,1% betrug. Auch die Uberlebensrate nach Auftauen der PN-Stadien war nach HMG-Stimulation
niedriger (60,2%) als nach FSH-Stimulation (67,7%), die Schwangerschaftsrate wies allerdings keine
deutlichen Unterschiede auf (9,6% bzw. 10,8%).

Die Vorbereitung des Kryotransfer-Zyklus war ebenfalls relevant, da der Transfer im unbeeinflussten
Spontanzyklus beziglich der Schwangerschaftsrate eindeutig am erfolgreichsten war (15,7%). Eine
Stimulation mit Clomiphen wie auch mit niedrig dosierter Gonadotropingabe war ahnlich erfolgreich
(14,3%). Der Transfer im artifiziellen Zyklus, also nach Endometriumsaufbau durch Steroidhormone

(Estradiolvalerat und Progesteron) erbrachte dagegen nur eine geringe Schwangerschaftsrate (8,6%).

Die Schwangerschaftsrate stieg mit der Anzahl der transferierten Embryonen (1 bis 3) auf das doppel-
te (6,6% bis 13,2%). Ebenso wirkte sich das zunehmendem Entwicklungsstadium der Embryonen aus
(PN-Stadium 5,7%, 4-Zell-Stadium 12,8%). Die mathematische Berlcksichtigung der Kombination
beider Faktoren ergab sogar eine fuinffache Steigerung von einer Zelle im PN-Stadium (4,3%) zu drei
Embryonen im 4-Zell-Stadium (23,1).



Die Gefrierlagerungszeit, also die Zeit wie lange eine Eizelle im Pronucleus-Stadium vor der Verwen-
dung tiefgefroren war, wirkte sich nur geringfuigig auf die Uberlebensrate (71,2% bis 3 Monate, 66,7%

Uber 4 Jahre), nicht jedoch auf die Schwangerschaftsrate aus.

Durch ICSI befruchtete Eizellen fihrten nach Kryokonservierung seltener zu einer Schwangerschaft
(8,0%) als nach IVF (12,9%), beim Primartransfer war das Ergebnis weniger verschieden (22,1% und
26,7%)

Beim Vergleich Kryotransfer mit Primartransfer zeigte sich, dass die Schwangerschaftsrate beim
Transfer frisch gewonnener Eizellen nach Befruchtung und Kultivierung (=Priméartransfer) mit 24,1%
héher war als nach Kryokonservierung mit 10,4%, ein Ergebnis, das in guter Ubereinstimmung mit der
zeitgleichen Literatur (von 1997- 2004) steht.

Abstract

The Influence of Various Clinical Parameters on the Pregnancy Rates after Cryopreservation of

Human Prenuclear Oocytes

It has been the aim of this work to examine the ability of human fertilized eggs in the pronucleus state
to develop and implant under different clinical and methodical conditions.(patients age, cause of steril-
ity, primary or secondary sterility, stimulation regimes, method of fertilization, duration of cryopreserva-

tion, number and developmental stage of embryos transferred).

Patients with primary sterility conceived significantly less (7,5%) than those with secondary sterility
(15,2%). Patients, who had already been pregnant once by artificial reproduction techniques (ART as

IVF or ICSI) had also a higher chance to conceive once more by another ART (15,4%).

The age of the women up to 40 years was of no significance concerning the fertilization- and preg-

nancy-rate.

Looking on the reasons for sterility, the “idiopathic” was the most promising (pregnancy rate 14,9%)
but there were only minor differences between male, female, organic and functional causes. When

both genders exhibited reasons for infertility, the pregnancy rate decreased to 6,7%.

The different agents used for stimulation in the egg- sampling cycle showed differences to some ex-
tend, namely 55,6% after HMG- stimulation in contrast to 63,1% after FSH stimulation. The survival
rate after thawing the PN-cells was lower after HMG stimulation (60,2%) than after FSH stimulation

(67,7%). Otherwise the pregnancy rate did not show remarkable differences (9,6% bzw. 10,8%).

The pre-treatment of the cryotransfer cycle was very decisive, as the cryotransfer in the unmedicated
spontaneous cycle was the most successful with a pregnancy-rate of 15,7%. The stimulation with

Clomipene-Citrate as well as low-dose Gonadotrophin application was also rather successful (14,3%)



but the transfer in an artificial cycle, that is stimulation of endometrial development by estradiolvalerate

and progesterone, lead to only a low pregnancy rate (8,6%).

The pregnancy rate increased twice (6,6% to 13,2%) with the number of transferred embryos (1 to 3)
in the same effect showed the increasing developmental stage of the embryos (PN-cells 4,3% 4-cells
12,8%). The arithmetical consideration of both factors together lead to the fifefold increase of the

pregnancy rate from one PN-cell-stage (4,3%) to three 4-cell stages (23,1%).

The freezing time, that means the duration of deep-freezing the impregnated egg cells in the pronu-
cleus state before the transfer, did not influence the survival rate of the thawed cells remarkably

(71,2% up to 3 month, 66,7% over 4 years) and did not influence the pregnancy rate.

Fertilization by ICSI after cryokonservation lead to fewer pregnancies than IVF (8,0% vs. 12,9%), but

was very similar in the primary transfer (22,1% vs. 26,7%)

The over all pregnancy rate was higher in the “primary transfer” of fresh collected fertilized eggs and
cultured embryos (24,1%) than after cryokonservation (10,4%), a result, that is in good accordance

with time corresponding publications (1997 — 2004).

Schlagworter:

Kryopreservation, menschliche Eizellen, artefizielle Befruchtung, pronucleares Stadium
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cryopreservation, human oocytes, artificial fertilisation, pronuclear stage
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Abkurzungsverzeichnis

ART Artefizielle Reproduktionstechnik

BGB Burgerliches Gesetzbuch

DMSO Dimethylsulfoxid

ESchG Embryonenschutzgesetz

FSH Follikelstimulierendes Hormon

GnRH Gonadotropin- Releasing Hormon
HCG Humanes Chorion- Gonadotropin

HMG Humanes Menopausales Gonadotropin
ICSI Intracytoplasmatische Spermieninjektion
IVF In Vitro Fertilisation

LH Luteinisierendes Hormon

MW Mittelwert

N Anzahl

PBS Rinderserum Protein

PCO Polycystisches Ovar

PN Pronucleus

SD Standardabweichung

SET Single Embryo Transfer
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Vorwort

Erforschungen des hormonellen Zyklus der Frau mit sensiblen Methoden der Hormonanalytik, der
biologischen Voraussetzungen flr eine in-Vitro-Kultur menschlicher Keimzellen und der Méglichkeit
diese uber einen langen Zeitraum zu konservieren haben es ermdglicht, Ehepaaren, die wegen ver-
schiedener Erkrankungen oder biologischer Insuffizienzen vor Jahren noch kinderlos geblieben waren,
zu einem eigenen Kind zu verhelfen.

11



1 Einleitung

1.1 Historischer Uberblick Uber die Kryokonservierung

Im Jahre 1952 berichtete Audry Smith Gber die Tieftemperaturlagerung von fertilisierten Kaninchen-

Oozyten, von denen sich allerdings nach dem Auftauen nur wenige im Kulturmedium weiter teilten.

Sherman und Lin veroffentlichten 1958 eine Studie in der sie unbefruchtete Mause- Oozyten auf —
10°C unterkiihlt hatten. Den Nachweis fiir das Uberleben nach dem Auftauen der Eizellen fiihrten sie,
indem sie diese in die Eileiter gepaarter Empfangertiere tibertrugen und ihre Entwicklung zu Embryo-

nen feststellten.

1972 erbrachten Whittingham, Leibo und Mazur den endgiltigen Beweis flr eine erfolgreiche Tiefge-
frierkonservierung: Nach dem Transfer von aufgetauten Mauseembryonen, die zuvor bei Temperatu-

ren von -196 und —269 °C konserviert worden waren, konnten lebende Junge geboren werden.
Ein Jahr spater wurde in England nach Embryokonservierung und Transfer das erste Kalb geboren.

Parkening et.al. begann 1976 den Kristallisationsprozess im Medium und seine Induktion (Seeding) zu
erforschen, dabei wurde auch festgestellt dass die Gefriergeschwindigkeit einen erheblichen Einfluss

auf den Erfolg der Embryonenkonservierung darstellt.

Eine wichtige Erkenntnis von den Tiermodellen war, dass sich die spateren Teilungsstadien der Emb-
ryonen mit ihren kleinen Blastomeren durchweg besser einfrieren lieRen (8-Zellstadium bis zur friihen
Blastozyste), als die gro3volumigen, singularen Oozyten, deshalb wandte sich die Forschung, zu-

nachst der Kryokonservierung der Embryonen zu.

Es gelang Parkening et al.1976 auch unbefruchtete Maus Oozyten nach Tiefgefrieren und Wiederauf-
tauen mit epidydimalen Spermien zu fertilisieren und nach Blastozysten- Kultur und Transfer ein le-

bendes Junges bei der Maus zu erhalten.

Der Physiologe Edwards und der Gynakologe Steptoe vertraten 1977 in einem Vortrag die Meinung,
dass die Kryokonservierung von menschlichen Embryonen insofern von Bedeutung waére, als nach
extrakorporaler Befruchtung menschlicher Eizellen eine dauerhafte Schwangerschaft méglicherweise
auch dann zu erzielen sei, wenn die Embryonen nicht im Zyklus der Eizellentnahme transferiert wur-
den, sondern in einem folgenden, nicht stimulierten Zyklus. Bereits wenige Monate spater konnten sie
nach Embryotransfer im Zyklus der Eizellentnahme und nach komplikationsloser Schwangerschaft,

Uber die Geburt des ersten durch In-vitro-Fertilisation gezeugten Kindes berichten.

1977 gelang Wittingham die erste erfolgreichen Kryokonservierung von Saugetier Eizellen bei Tiefst-
temperatur (-196 °C), wonach er lebende Junge erhielt. Im gleichen Jahr gelang ihm auch schon das

erfolgreiche Tiefgefrieren von menschlichen Oozyten und Embryonen.

Das Interesse in dieser Phase richtete sich auf die Zusammensetzung idealer Medien zur Embryokul-
tivierung und auf die Verbesserung der Technik
12



Trounson und Mohr berichteten 1983 in Australien erstmalig von einer Schwangerschaft, die nach
Kryokonservierung eines zuvor bei —196°c im 8- Zell- Stadium konservierten Embryo eingetreten war,
diese endete in der 24. SSW mit einer Fehlgeburt.

Zeilmaker et al. in den Niederlanden berichteten 1984 von einer Geburt dichorialer gesunder Zwillinge

nach Einfrieren und auftauen von 8- Zell- Embryonen.

Cohen et al. teilten 1985 eine Geburt nach Transfer eines im Blastozysten- Stadium eingefrorenen und

aufgetauten Embryos mit, wobei Glycerin als Kryoprotektivum benutzt worden war.

1986 veroffentlichten Diedrich et al. Schwangerschaften nach In-vitro-Fertilisation und Embryotransfer

zuvor kryokonservierter Oozyten.

1.2 Kryokonservierung impragnierter Eizellen (PN-Stadium)

Impragnierte Eizellen sind Eizellen, bei denen nach dem Eindringen des Spermiums mannlicher und
weiblicher Vorkern noch nicht miteinander verschmolzen sind und gelten in diesem Sinne noch nicht
als Embryonen (EschG §8,Abs.1) Wahrend in den meisten Landern der Welt die Kryokonservierung
frGher Embryonalstadien bevorzugt wurde, dieses Vorgehen aber in Deutschland verboten ist, gewann
die Tiefgefrierkonservierung von impragnierten Eizellen in der BRD im Zusammenhang mit der Verab-
schiedung des Embryonenschutzgesetztes 1991 zunehmend an Bedeutung (Mandelbaum J. 1987,
Siebzehnribl E. 2000).

1.3 Indikation fur eine PN- Kryokonservierung

In Deutschland ist eine Indikation zur Kryokonservierung impragnierter Eizellen dann gegeben, wenn
mehr impragnierte Eizellen erzeugt werden als in einem IVF- oder ICSI- Zyklus transferiert werden
kénnen, da in Deutschland pro Zyklus lediglich drei Embryonen transferiert werden dirfen (EschG § 1,

Abs.1.3). Das Kryokonservieren von Embryonen ist nur im Notfall gestattet.

Die Kryokonservierung ist aus der modernen Reproduktionstechnologie nicht mehr wegzudenken. Sie
erlaubt es, im Punktions-Zyklus nur eine begrenzte Anzahl von Embryonen zu Ubertragen, wodurch
die Rate an Mehrlings- Schwangerschaften vermindert wird. Durch die Mdglichkeit einer spateren
Ubertragung wieder aufgetauter PN-Stadien, bzw. Embryonen nach Kultivierung, lassen sich die Zyk-
len, in denen eine Befruchtung mdglich ist, pro Punktion vermehren. Wenn im Stimulationszyklus eine
Uberstimulierung erfolgt, wird diese durch die Punktion der Follikel schon gemaRigt und es ist nicht
notwendig, in diesem Zyklus auch einen Transfer durchzufiihren, der fiir die Patienten, falls eine
Schwangerschaft eintreten wiirde, eine groRe Gefahr flir OHSS (Ovarian Hyperstimulation Syndrome)
darstellen kdnnte. Durch die Mdéglichkeit, Eizellen im Pronucleusstadium einzufrieren, entfallt fir alle
Beteiligten der ethische oder moralische Konflikt, der mit dem Vorhandensein evtl. ungenutzter Emb-
ryonen verbunden ist. (Nikolettos and Al-Hasani 2000).

13



Die Kryopreservation erlaubt es auch, die Fruchtbarkeit aufrecht zu erhalten, fir den Fall, dass eine
Chemo- oder Radiotherapie gemacht werden musste, wenn es moglich ist, diese Therapien bis zur

Eigewinnung zu verschieben. (Seli and Tangir 2005)

Die Gefriertechnik von Pronucleus- Stadien ist inzwischen so fortgeschritten, dass fiir das Einfrieren
von PN-Stadien kein Unterschied mehr besteht zum Einfrieren bereits entwickelter Embryonen (Al-
Hasani et al. 2000, Ragni et al. 2005).

Wesentlich problematischer gestaltet sich dagegen die Kryokonservierung menschlicher Oocyten, da
diese eine sehr kalteempfindliche Spindel und eine stark verhartende Zona pellucida aufweisen. Co-
ticchio et al. (2006) erreichten mit einem veranderten Sucrose-Protokoll als Gefrierschutz dass der
Spindelapparat beim Auftauvorgang nicht mehr beschadigt wurde. Nach Kazem et al. (1995) betragt
die Erfolgsrate der Befruchtung wieder aufgetauter Oocyten nach IVF 13,5% aber 45,9% nach ICSI,
woraus sie schlieen, dass die Spermien bei der IVF die verhartete Zona pellucida nicht Gberwinden

kénnen.

Man darf mit einer Verbesserung dieser Rate durch neue Gefriertechniken wie z.B. der Vitrifikation
hoffen. Das Kryokonservieren menschlicher Oocyten wird allein schon dadurch einen Platz in der
Fortpflanzungsmedizin erhalten, weil das gesamte Genom der Frau beliebig lange erhalten werden
kann, was zum Beispiel fiir Frauen mit beginnenden Wechseljahr-Symptomen von Bedeutung ist, und
auch nach schweren Krankheiten mit Verlust der Ovarialfunktion jederzeit auf dieses Genom zuriick-
gegriffen werden kann ohne dass zum Zeitpunkt der Kryokonservierung schon ein bestimmter Partner

vorhanden sein muss.

1.4 Grundlagen und Technik der Kryokonservierung

Wie schon aus der Darstellung zur Geschichte der Kryokonservierung hervorgeht, ist die Moglichkeit
dieser Technik an verschiedenen Spezies untersucht worden. Es zeigten sich sowohl Spezies-
Unterschiede als auch Unterschiede im Gefrierpotential von Oozyten und Embryonen unterschiedli-
cher Teilungsstadien. Wahrend sich zum Beispiel bei Mausen alle Entwicklungsformen relativ unkom-

pliziert konservieren lielRen war dies bei menschlichen Oozyten oder Embryonen deutlich schwieriger.

Durch den Prozess des Tiefgefrierens und Auftauens sollen die Ausgangseigenschaften des biologi-
schen Materials moglichst nicht verandert werden. Folgende Probleme treten beim Tiefgefrieren von
Embryonen, PN-Stadien oder Eizellen auf (Mazur 1977,1980):

1. Eiskristallbildung: Diese setzt zunachst im extrazellularen Medium ein. Zwischen den Eiskristal-

len befindet sich die noch nicht eingefrorene extrazellulare Losung.

2. Zunahme der Elektrolytkonzentration: Zufolge der Eiskristallbildung werden die extrazellularen
Elektrolyte konzentriert, wodurch sich ein wachsender Konzentrationsunterschied von gelosten Stoffen
zwischen der unterklhlten Lésung in den Zellen und der zunehmend konzentrierteren Losung auler-

halb der Zelle ausbildet.
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3. Dehydrierung: Wegen des dadurch erfolgten Unterschieds in der Elektrolytkonzentration zwischen

intra- und extrazellularem Raum fliel3t Wasser aus der Zelle so dass diese dehydriert. (Mazur 1965).

Bei Temperaturen unter —139°C sistierte der Stoffwechsel einer Zelle so dass insbesondere bei Abkiih-
lung bis -196 °C keine Veranderung das heif3t Alterung der Zelle geschieht. Die Ausgangseigenschaf-

ten bleiben also zeitlich nahezu unbeschrankt erhalten. (Leibo u. Mazur 1971, Friedler et al. 1988).

1.4.1 Das Seeding

Die Zugabe chemischer Substanzen zu Wasser erniedrigt dessen Gefrierpunkt unter 0°C proportional

der Zahl der geldsten Teilchen in der Volumeneinheit.

Der Inhalt einer Zelle bleibt beim Kuhlen zunachst ungefroren, da die Zellmembran die Bildung von
Eiskristallen bei Temperaturen tber —10° C verhindert. Der Zellinhalt wird zunehmend unterk(hilt.
Diesen Vorgang nennt man ,Supercooling® oder Unterkiihlung (Mazur 1980), d.h. der Gefrierpunkt

wird unterschritten.

Bei extrazellularer Eiskristallbildung steigt die Temperatur infolge der freiwerdenden Kristallisations-
warme wieder sprunghaft bis zum Gefrierpunkt an. Nach einer Periode des Gleichgewichtes bei der
sich abgegebene Kristallisationswarme und Energieentzug die Waage halten, sinkt die Temperatur
des Mediums (Leibo und Mazur, 1978). Dies kann wiederum beim Tiefgefrieren von Embryonen zu
einer verringerten Uberlebensrate nach dem Auftauen durch intrazellulére Eisbildung fihren (Willad-
sen 1977).

Eine Unterkiihlung des Einfriermediums lasst sich vermeiden, wenn man knapp unterhalb seines Ge-
frierpunktes kiinstlich Kristallisationsbildung auslést. Diesen Vorgang nennt man Seeding. Die Rick-

warmung vermindert sich und die Temperaturdifferenz bleibt kleiner.

Die Seeding—Temperatur sollte moglichst am Gefrierpunkt des kryoprotektiven Mediums liegen. Die
Seedingtemperatur sollte nach Leibo u. Mazur (1978) noch fiir 2 bis 5 min gehalten werden, um ein

thermisches und osmotisches Gleichgewicht zu erreichen

1.4.2 Kryoprotektiva

Um die Uberlebensrate zu verbessern wurde der groRte Erfolg mit Verfahren erzielt, die langsame
Einfrier- und schnelle Auftau- Protokolle verwenden. Unabhangig davon ist der Gebrauch von kryopro-
tektiven Zuséatzen (Gefrierschutzmittel) zum Uberleben der Zelle notwendig. Die gréRten Erfolge wer-
den mit Verfahren erzielt die ein langsames Einfrier- und schnelles Auftau- Protokoll unter Einsatz von

kryoprotektiven Zusatzen verwenden.

Vor Beginn des Einfrierens werden die Zellen mit dem kryoprotektiven Medium aquilibriert, dessen

Konzentration schrittweise gesteigert wird, um osmotisch bedingte Schaden zu vermeiden.

Die Permeabilitat eines Kryoprotektivums ist von der Temperatur und dem Permeabilitatkoeffizient

abhangig, der von Oocyt bis Blastocyt zunimmt. Die Equilibrierung verlauft bei héheren Temperaturen
15



schneller als bei niedrigen Temperaturen, weshalb bei hdheren Aquilibrationstemperaturen eine hdhe-

re Toxizitat fur die Zelle gegeben ist (G. Prietl, S. Al-Hasani et.al1987).

Kryoprotektiva werden in zwei Klassen eingeteilt, in penetrierende und nicht penetrierende Gefrier-

schutzmittel (Meryman 1971).

1. Penetrierende Gefrierschutzmittel
Z. B. Glycerin, DMSO (Dimethylsulfoxid), Propandiol.

Das Charakteristikum penetrierender Kryoprotektiva ist die Fahigkeit, durch eine Zellmembran hin-
durchzustromen. Dies wird durch ein geringes Molekulargewicht ermdglicht. Der protektive Effekt die-
ser Gruppe der Gefrierschutzmittel besteht in der Verminderung der Dehydrierung der Zelle ( Mery-
man 1970). und verhindert somit die UbermaRige Schrumpfung (Meryman1956). Renard et al. fihrten
1984 Propandiol in die Embryo-Kryokonservierung ein, das zusammen mit Sucrose durch ihren osmo-

tischen Effekt die Zelldehydrierung unterstitzt.

2. Nicht penetrierende Gefrierschutzmittel
Wie z.B. Sucrose, Dextrane und Albumin.

Nicht penetrierende Gefrierschutzmittel dringen nicht in die Zellen ein, sondern Gben ihre Schutzwir-

kung im extrazellularen Raum aus. Dabei werden sie in niedrigmolaren Konzentrationen eingesetzt.

Eine wichtige Schutzwirkung, die sie ausiiben, ist die Stabilisierung der Zellmembran (Farrant u. Mor-

ris 1973). Meist wird das Kryomedium Sucrose verwendet.

1.4.3 Mechanismus des Aquilibrierens der Zellen im Kryomedium (A-

quilibrierungsphase)

Bringt man eine Eizelle, eine PN-Zelle oder einen Embryo aus einer isotonen Lésung (Medium) in eine
hypertone Losung (z.B. Glycerin) so schrumpft sie zunachst weil sie Wasser an den Extrazellularraum
abgibt bis ein Ausgleich mit dem permeablen Gefrierschutzmittel erreicht worden ist (Leibo 1989).
Glycerin oder DMSO penetrieren zusammen mit Wasser in die Zelle bis ein Aquilibrierung an der
Zellmembran hergestellt ist. Das Zellvolumen entspricht danach dem Ausgangsvolumen in isotoner
Lésung. Hierbei spielt die osmotische Pufferwirkung der Sucrose eine wichtige Rolle, das heil’t dass

Sucrose den Grad des Anschwellens des Embryos kontrolliert (Fiedler et al 1988).

16



1.4.4 Einfriermethodik

Bei der Kryokonservierung von menschlicher Oozyten und impragnierten Eizellen und Embryonen

sind zwei Verfahren gebrauchlich.

1. Das schnelle Verfahren: Hierbei erfolgt nach dem Seeding eine Abkihlung bis -30 - 45°C, an-
schlieRend wird die Paillette direkte in den flissigen Stickstoff (-196°C) getaucht. Diese Methodik ist
gekennzeichnet durch einen geringen intrazellularen Wasserverlust und ein begrenztes Ausmal an
kleinen Eiskristallen. Je schneller die Kiihlung verlduft desto geringer ist die Dehydratation. Aigner et.
al (1992) untersuchten den Unterschied zwischen dem langsamen und ultraschnellen Einfrieren auf
den Spindelapparat der Oozyten bei Mausen. Die Studie zeigte, dass die zweite Methode haufiger

einen unbeschadigten Spindelapparat liefert.

2. Das langsame Verfahren: Hierbei wird das Gefriergut nach dem Seeding bis zu minus 60°C —120
°C abgekuhlt und erst dann in flissigen Stickstoff (-196°C) gegeben. (Einfrierschema nach Trounson
und Mohr 1983).

1.4.5 Schaden durch Gefrieren

Ganz allgemein hangt die Empfindlichkeit der Zellen beim Einfrieren und Auftauen vom Teilungsstadi-
um ab, in dem Sinne, dass groRere Zellen wie z.B. Eizellen deutlich empfindlicher sind als kleine Zel-
len, zum Beispiel die einer Morula (Sathananthan et al. 1987). Man fuhrt dies auf eine Stérung des

Spindelapparates wahrend der Metaphase Il zurtick. Intrazellulare Eiskristallbildung und hochkonzent-

rierte LOsungen spielen dabei eine grofl3e Rolle (De Leuw et. al. 1991).
Weitere Faktoren sind:

1. Osmotische Auflosung der embryonalen Zellmembranen als Folge der steigenden intrazellula-

ren Konzentration von Elektrolyten wahrend des Gefrierens (Lovelock 1953, Mazur 1977).

2. Schadigung der intrazelluldren Proteine durch die hohe intrazellulare Elektrolytkonzentration im
Rahmen der Dehydrierung. Levin (1976) und Miller (1976) sehen darin auch einen Grund fur die Lysis

der embryonalen Zellen.

3. Eine mechanische Schadigung von Zellstrukturen durch grof3e Eiskristalle (Leibo 1977). Das
Ausmald der Schaden durch intrazelluldres Gefrieren korreliert mit der Gesamtmenge an Eis pro Zelle.
Dabei sind auch die osmotischen Krafte die beim Einschmelzen des intra- und extrazellularen Eises

auftreten von Bedeutung (Farrant et. al. 1977).

Die optimale Kuhlrate ist die, die langsam genug ist, um die Bildung von intrazellularem Eis zu verhin-
dern, aber schnell genug ist, um die Zeitdauer, der die embryonalen Zellen den Lésungseffekten aus-
gesetzt sind, zu minimieren (Mazur 1970). Das Optimum liegt dort, wo beide Effekte minimal sind
(Mazur et. al.1972).
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4. Wenn das Aufwarmen langsam vor sich geht, wachsen kleine Eiskristalle zusammen. Dieser Vor-
gang der Kiristallbildung wahrend des Erwarmens wird Rekristallisation genannt und fihrt zum Zer-
reilken von intrazellularen Membranen, wonach die Zelle abstirbt (Mazur et. al. 1972; Whittingham
1980).

Das Ausmal} der Schaden wahrend der Rekristallisation ist proportional zur Dauer des Auftauprozes-
ses (Diller et. al. 1972).

Die Fahigkeit der Zellen, Tiefgefrieren zu iberleben, hangt nach Mazur (1970) mehr vom Schutz der
Zelloberflache als vom Schutz des Zellinneren ab. Das Zellinnere enthalt normalerweise hohe Kon-
zentrationen an schiitzenden Makromolekuhlen. Auch die Ergebnisse Von Friedler et. al. (1988) deu-
teten auf eine Abhangigkeit der Uberlebensfahigkeit vom Schutz der Zelloberflache hin. Sie wiesen

nach, dass Kryoprotektiva auch ohne Penetration die Zelle schiitzen kénnen.

5. Kryomikroskopische Untersuchungen haben gezeigt, dass Risse in der Zona pellucida durch
Bruchstiicke im Eis (fracture planes) entstehen kénnen. Rapide Temperaturveranderungen gelten als
Ursache dafur.

Die Zonaschaden treten nur an solchen Stellen auf, wo ,fracture planes” den Embryo passieren. Dabei
wird die Uberlebensfahigkeit der Embryonen nach dem Auftauen anscheint nicht unbedingt beein-
trachtigt und eine normale embryonale Entwicklung nach Transfer ist nicht ausgeschlossen (Rall u.
Polge 1984).

1.4.6 Auftauprozess

Eine groRe Bedeutung kommt dem Auftau-Vorgang zu, weil es hier besonders leicht zu irreversiblen
Zellschaden kommen kann. Es galt lange Zeit die Regel, dass umso schneller aufgetaut werden muss,

je schneller eingefroren wurde, was inzwischen widerlegt worden ist.

Die nach langsamem Kuhlen verbleibende konzentrierte intrazellulare Flussigkeit geht beim Umsetzen
in flissigen Stickstoff in einen glasartigen Zustand tGber. Beim langsamen Auftauen ist gentigend Zeit
zur Kristallisation der glasartigen intrazelluldren Fliissigkeit. Dies fiihrt zu niedrigeren Uberlebensraten.

Beim schnellen Auftauen bleibt keine Zeit zur Kristallisation.

Das schnelle Auftauen geschieht, indem die Pailletten unmittelbar nach deren Entnahme von Stick-
stoffbehalter in ein Wasserbad von +20°C gelegt werden. AnschlielRend wird die Kryoprotektive Sub-

stanz aus den Zellen ausgewaschen.

1.4.7 Gefriergutgerate

Zur Kryokonservierung und Lagerung von Zellen stehen als Gefalle Pailletten und kleinste Reagenz-

glaschen, sog. Minitubes zur Verfigung.

Das automatisierte ,,geschlossene System*
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Das geschlossene System besteht aus einer rundum isolierten Gefrierkammer, die mit einem Steue-
rungsgerat und einem Stickstofftank verbunden ist. Das Gefriergut wird in speziellen Réhrchen (Pail-
letten) und Halterungen in die Kammer eingesetzt. Durch Einblasen von flliissigem Stickstoff wird die
Kammer und damit die Probe bis zur gewlinschten Temperatur kontrolliert abgekuihlt. (Geschlossenes

System Planer, Messer-Griesheim)
Das automatisierte ,,offene System*“

Das Prinzip des ,offenen Systems" besteht darin, dass sich Uber flissigem Stickstoff, der sich in einem
oben offenen Behalter befindet, durch Verdunstung eine Gasphase entwickelt, deren Temperatur mit
zunehmendem Abstand von der Stickstoffoberflache ansteigt. Dadurch kommt es zu einem Tempera-

turgefalle von der Raumtemperatur bis auf —196°C.

Der Vorteil dieses Systems ist hauptsachlich die automatisierte Regelung des Gefriervorgangs, der
nach Ausldsung des Seedings einen vollkommen selbsttatigen Ablauf erméglicht (,Erlanger System®
Al-Hasani, 1994).

1.5 Ursachen, Diagnostik und Therapie der Sterilitat

1.5.1 Ursachen der Sterilitat

Die ungewollte Kinderlosigkeit betrifft ca. 12 —15 % der Paare mit Kinderwunsch, das sind etwa 2 Mil-

lionen Paare in Deutschland.

In etwa 45% liegt die Ursache der Sterilitat bei der Frau, in 40% beim Mann, in 30% bei Mann und
Frau und in 15% lasst sich keine Ursache feststellen. Man bezeichnet dies auch als idiopathische
Sterilitat

Die weiblichen Sterilitatsursachen verteilen sich wie folgt:

33% funktionelle (hormonelle) Stérungen (Amenorrhoe, Anovulation, Corpus-luteum-Insuffizienz, Hy-

perprolaktinamie),

20% Tubenfaktor,

23% Endometriose, teilweise gekoppelt mit Tubenfaktor,
12% immunologisch,

15% idiopathisch.

Da die hormonellen Stérungen auch vom allgemein tatigen Gynakologen haufig behandelt werden
konnen, ergibt sich fir ein spezielles Kinderwunschzentrum eine andere Verteilung, wobei die organi-

schen Ursachen, insbesondere der Tubenverschluss, im Vordergrund steht. Hier sind etwa 35 % der
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weiblichen Ursachen durch mechanische Faktoren wie Tubenverschluss oder peritoneale Adhaesio-

nen bedingt, weitere 25% durch hormonelle Faktoren, also Zyklusstérungen im weitesten Sinn.

Ein schlechtes Spermiogramm, also morphologische und funktionelle Stérungen der Spermien, verur-
sachen etwa 60 — 70% der mannlichen Sterilitat, der Rest verteilt sich auf Defekte der ableitenden

Samenwege, Sperma-Autoimmunologie, Infektionen, Impotentia Coeundi u.a.

1.5.2 Diagnostik der Sterilitat

Wie jede arztliche Konsultationen beginnt auch die Sterilitats- Abklarung mit einer ausfiihrlichen A-
namnese die beide Partner einbezieht.

Zunachst ist es wichtig zu wissen ob das Paar oder jeder fiir sich schon einmal eine Schwangerschaft
erzeugt hat, hiernach unterscheidet man eine primare Sterilitat ohne vorausgehende Schwangerschaft
von einer sekundéaren Sterilitdt mit vorausgegangener Schwangerschaft. Es ist nicht nétig, dass die
Schwangerschaft zu einem Kind gefiihrt hat, insofern unterscheidet man im deutschen Sprachraum

auch die Sterilitat von der Fertilitat (die ein geborenes Kind voraussetzt).

Eine orientierende Zyklus-Diagnostik ist nach taglicher Messung der Basaltemperatur Uber einen Zyk-
lus durch die so aufgezeichnete Basaltemperatur-Kurve méglich. Da bei Hyperprolaktindmie trotz
normaler Basaltemperatur-Kurve eine Sterilitat vorliegen kann, gehdrt die Messung dieses Hormons
zu den ersten Maflinahmen eine Sterilitats-Diagnostik. Eine leicht erhdhte Prolaktinsekretion wird hau-
fig im Rahmen von préaklinischen Hypothyreosen beobachtet und kann durch L-Thyroxin- Gabe nor-
malisiert werden (Gerhard et al., 1991). Eine genaue Schilddrisediagnostik gehért somit neben der

Prolaktinbestimmung mit zu den ersten diagnostischen Mallnahmen.
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Welche Untersuchungen kommen vielleicht auf Sie zu?

Postcoitaltest

Ausschluf® von Infektionen
Aufwachtemperaturmessung &

Hormonbestimmung Samenuntersuchung
Ultraschall (=Spermiogramm)
Eileiterdurchgangigkeitspriifg.  Hodenuntersuchung
Bauchspiegelung Hormonuntersuchung

Gebarmutterspiegelung Hodenbiopsie

Es schlieft sich die klinische Untersuchung, einschliel3lich Vaginalsonographie, an, um eine organi-

sche Ursache fir eine Sterilitdt schon frihzeitig ausschlieRen zu kénnen.

Wenn bei der Frau keine funktionelle Stérungen vorhanden ist und der Partner fertil ist, kann eine
invasive Diagnostik bei der Frau durchgefiihrt werden. Hierzu gehort eine diagnostische Laparoskopie
mit Chromo-Hydro-Pertubation um die Beweglichkeit und Durchgangigkeit der Eileiter festzustellen,
und eventuell, wenn sich aus der Vaginal-Sonographie hierfir eine Indikation ergibt eine Hysterosko-
pie, um ggf. Polypen, submukdse Myome oder Synechien entfernen zu kénnen. Die Fertilitat des

Mannes muss durch ein Spermiogramm nach WHO-Kriterien nachgewiesen werden.

1.5.3 Therapie der Sterilitat, Assistierte Reproduktive Techniken (ART)

Von ART spricht man dann, wenn die Vereinigung der Gameten auf3erhalb des Kérpers der Frau in
einem Kulturmedium erfolgt. Wenn sich das Spermium selbst den Weg in die Eizelle suchen kann
spricht man von In- Vitro- Fertilisierung (IVF), wenn es kiinstlich mittels einer ultrafeinen Glaspipette
durch das Oolemm in das Zytoplasma der Eizelle verbracht wird, von Intra-Zytoplasmatischem Sper-
mien-Transfer (ICSI)

Grundsatzlich muss vor der Therapie mit dem Ehepaar besprochen werden, inwieweit die zur Verfi-
gung stehenden Methoden Erfolg versprechend sind. Eine wichtige Rolle hierbei spielt das Alter der
Frau da die biologisch vorgegebene Mdéglichkeit schwanger zu werden mit zunehmendem Alter, etwa
ab 35 Jahren, sehr schnell sehr deutlich abnimmt.
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Naturlich werden vor Beginn einer ART die Mdglichkeiten der Therapie ohne ART ausgeschdpft. Hier-
zu gehort die Behandlung hormoneller Stérungen und die Beseitigung von mechanischen Hindernis-
sen, soweit dies mdglich ist. Die Domane der ART ist es dann, nicht zu beseitigende Hindernisse auf

dem Weg der Spermien zur Eizelle in vitro zu umgehen.

1.5.3.1 In-vitro-Fertilisation (IVF)

Unter der IVF-Methode mit Embryotransfer versteht man die Befruchtung von Oozyten, die durch va-
ginale ultraschallgesteuerte Punktion gewonnen werden und dann im Reagenzglas mit dem Sperma

des Partners in vitro inseminiert und fertilisiert werden. 24 bis 72 Stunden spater werden sie dann als
Frihembryos im zwei- bis vier- bis acht-Zell Stadium in das Cavum uteri Gbertragen. Seltener werden

aber auch schon die Eizellen im Pro-Nucleus-Stadium oder als Zygote Gbertragen.

IN VITRO FERTILISATION (IVF)
ST A stimulerter
3 N— Eierstock

-

i_b. ”\. /

ok// ménniche
y weibliche Eizellen Samemnzellen

1. Hormonell angeregte Eiersticke

2. Abpunktion der Eizellen

3. Zusammenbringen von Ei- und Samenzellen
4. Verschmelzung von Ei- und Samenzelle

5. Zellteilung: der "Embryo" entsteht

6. Einbringen des Embryos in die Gebarmutter

Abb. 1 Bildliche Darstellung der einzelnen Schritte bei der IVF (aus: Microsoft Encarta 2006)

Die Oozyten werden mit 50 000 bis 100 000 frei beweglichen Spermatozoen in den Petrischalen be-
fruchtet. Der Erfolg wird 14-18h nach Befruchtung durch das Vorhandensein von 2 Pronuclei in einer
Oozyte dokumentiert.
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Die Patientengruppen, die von der seit Ende der 70 er Jahre angewandeten In-vitro-Fertilisation profi-

tieren, waren Patientinnen mit tubarer Sterilitat und Patienten mit geringer Subfertilitat.

1.5.3.2 Intrazytoplasmatische Spermieninjektion (ICSI)

1992 berichteten Palermo et al. Uber Fertilisationen mit nachfolgenden Schwangerschaften durch die

direkte Injektion eines Spermiums in das Zytoplasma, eine Technik, welche den medizinischen Durch-

bruch bei der Behandlung der ausgepragten mannlichen Infertiltat brachte.

In-vitro-F ertilization

1.

Eizellen werden in einer
Fetrischale mit
Sperrmien kombiniert.

™

z.

E= kot zur Befruchiung
und der aus zwei bis vier

cellen bestehende Embryo
wird entnomrmen.

J
)

D;?r Ernbryo wird in die
Gebdrrmut ter iibertragen.

Intratubarer
Gametentransfer

.

1.
Eizellen und Spermien werden
in eine Spritze aufgenommen.

Cie unbefruchteten Eizellen
werden zusarnmmen mit den
Sperrmien in den Eileiter
ijbertragen.

1
Y

z. i

Irn Eileiter kornmt es auf
natiirlichern ‘Weg zur Befruch-
tung. Der Ernbryo wandert in
die Gebdrrnutter.

Intratubarer
Zygotentransfer

1.

Eizellen werden in einer
Petrischale mit Spermien
kombiniert.

Z.

E= kornrnt zur Befruchtung:
Eine befruchtete Eizelle, die
cyqote, entsteht.

Crie Zygote wird in den
Eileiter iibertragen. Sie
teilt sich und wandert
zur Gebdrmutter.

Intracytoplazsmische
Spermieninjektion

¥

1.

fus der Samenflissigkeit
wird eine einzelne Sper-
rmienzelle isoliert.

.:(z i

2.

Crie Sarnenzelle wird in einer
Fetrischale in eine Eizells
injiziert.

\
i
3.
[rie befruchtete Eizelle wird

in die Gebdrmutter iber-
tragen.

Abb. 2 Bildliche Darstellung der Methoden der ART (aus: Microsoft Encarta 2006)

Inzwischen unterscheidet man bei den Assistierten Reproduktiven Techniken (ART) grundsatzlich die

spontane Fertilisierung im Inkubationsmedium von der assistierten Fertilisierung mittels intra-

zytoplasmatischer Spermien-Injection (ICSI) (Palermo et al. 1992)

Die Entwicklung der Mikroinjektion resultiert aus den schlechten spontanen Fertilisationsraten insbe-

sondere bei deutlicher mannlicher Subfertilitat.

Die Indikationen fur die Mikroinjektion nach den Richtlinien der Bundeséarztekammer zur Durchfiihrung

der Assistierten Reproduktion (1998) sind:

¢ 1. Oligo- Astheno- Teratozoospermie,

e 2. Obstruktive oder nicht-obstruktive Azoospermie,
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o 3. Fertilisierungsraten <10% nach konventioneller IVF,
e 4. Immunologische Sterilitat

e 5. Retrograde Ejakulation und Anejakulation.

Bei eingeschrankter Samenqualitat scheitert die Fertilisation der Oozyte haufig bereits daran, dass
das Spermotozoon nicht die Zona Pellucida durchdringen kann. Bei der ICSI wird die letzte Barriere
zum Zytoplasma der Eizelle, das Oolemma, Giberwunden. Bei einer 200- fachen VergréRerung wird
eine Samenzelle immobilisiert und mittels einer Injektionspipette aufgenommen. Die Eizelle wird mit
der Haltepipette angesogen, so dass der Polarkdrper entweder oben oder unten zu liegen kommt
(Kazem et al. 1995).

Die ICSI wird an allen Eizellen durchgefiihrt, die morphologisch unauffallig sind und das erste Polkor-
per als Zeichen der zweiten meiotischen Reifeteilung exprimiert haben. Die héhere Fertilisationsrate
nach ICSI ergibt eine gréRere Anzahl von Embryonen, dadurch kénnen mehr impragnierte Eizellen

kryokonserviert werden.

Abb. 3 Die Injektionspipette wird in das Zytoplasma eingestochen

und die Samenzellen injiziert.

Der intratubare Gametentransfer und der intratubare Zygotentransfer spielen heute im Rahmen der

Sterilitatsbehandlung keine Rolle mehr.

1.5.3.3 Entwicklung der Embryonen
Embryologie und funktionelle Anatomie
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Im 4 Wochen alten Embryo sind die entodermalen Keimzellen (Oogonien) zur Gonadenleiste, einer

Zolomepithelverdickung neben der Urniere (Mesonephros), gewandert.

Sie vermehren sich durch mitotische Teilung von einigen Hundert auf 6 Millionen Zellen und bilden im
7-8 Wochen alten Embryo die in Ovar und Testes differenzierbare Gonadenanlage. Nach Abschluss
der Teilung, spatestens in der 20. Embryonalwoche, hei3en die Oogonien primare Oozyten (Durch-
messer 50 uym), die nach Replikation ihrer DNS in die Meiose eintreten. Es finden keine Mitosen mehr
statt, da alle primaren Oozyten bereits die erste Meiose begonnen haben. Sie sind jetzt von einer
Schicht aus flachen Epithelzellen umgeben und werden als Primordialfollikel bezeichnet. Die meisten
gehen bis zur Geburt zugrunde, die verbliebenen 300.000 priméren Oozyten finden sich in der
Prophase der 1. Reifeteilung und verharren in ihr bis zur Geschlechtsreife. Unter dem Einfluss von
FSH entwickeln sich die Primordialfollikel zum Teil schon vor, im Wesentlichen aber erst nach Beginn
der Pubertat zu Priméar-, Sekundar- und Tertiarfollikeln.. Auf eine FSH- Stimulation hin wandeln solche
Follikel sich in Sekundarfollikel um, in dem sie eine Flissigkeitsgeflillte Hohle, ein Antrum, bilden
(Antralfollikel).

Die Primordialfollikel (Oogonie) haben einen diploiden Chromosomensatz und durchlaufen eine mitoti-
sche Vermehrungsphase. Von der 13. Schwangerschaftswoche an werden an der inneren Rinden-
grenze Oozyten 1. Ordnung sichtbar, die in die 1. Prophase der Meiose eingetreten sind. Die Meiose
hat zum Ziel in 2 aufeinander folgenden Teilungsschritten die Chromosomenzahl vom doppelten
(diploiden) auf den einfachen (haploiden) Chromosomensatz zu reduzieren und gleichzeitig den Aus-
tausch von vaterlichen und mutterlichen Genen zu ermdglichen (Brandau und Lehmann 1970). Dies
geschieht in der Prophase der 1. meiotischen Teilung, die im Vergleich zur Prophase einer normalen
Mitose besonders lang ist und in vier Stadien eingeteilt wird. Nach der prolongierten Prophase kommt
es zur Meta-, Ana - und Telophase, wobei die homologen Chromosomen eines Chromosomenpaares
getrennt und auf die Tochterzellen, Oozyten 2. Ordnung, gleichmaRig verteilt werden. Oozyten 2. Ord-
nung besitzen also einen haploiden Chromosomensatz. In der nachfolgenden 2. Meiotischen Teilung
wird jedes Chromosom des haploiden Satzes noch einmal der Lange nach in Chromatiden geteilt, so

dass dann auch der DNA — Gehalt auf die Halfte reduziert ist.

Das Besondere der Eizellentwicklung besteht nun darin, dass wahrend der Fetalzeit die Vermeh-
rungsphase abgeschlossen wird, und alle Oogonien die Differenzierungsstufe der Oozyte 1. Ordnung
erreichen, d.h. sich in der Prophase der 1. Reifeteilung befinden. Indem sie an Gréf3e zunehmen,
durchlaufen sie die 4 Phasen der Prophase und verharren dann in einem Ruhestadium, dem Diktiotan.

Die 1. Reifeteilung wird somit zunachst nicht abgeschlossen.

Das Ruhestadium dauert 1 bis mehrere Jahrzehnte. Erst mit Einsetzen der Geschlechtsreife wird die
Entwicklung fortgesetzt, so dass jeweils einzelne Oozyten in jedem Ovarialzyklus die 1. Reifeteilung

vollenden, indem des 1. Polkdrpers in den perivitellinen Raum ausgestof3en wird.

Die 2. Reifeteilung (zweite meiotische Teilung), die zur Abschniirung des 2. Polkérpers und zur Bil-
dung des haploiden Chromosomensatzes fiihrt, wird nur abgeschlossen, wenn es nach der Ovulation
zur Befruchtung durch ein Spermatozoon kommt. Andernfalls geht die Eizelle zugrunde ohne die Tei-

lung zu vollenden. Samenzellpenetration in die Eizelle kondensieren die mannlichen Chromatiden
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schnell, wahrend die Eizelle die Meiose wieder aufnimmt und das zweite Polkérperchen aussondert.
Mannliche und weibliche Pronuclei werden sichtbar und wandern ab, bis sie in der nahen Apposition
sind. In diesem Stadium verschwinden die Membranen des Pronucleus und die mannlichen und weib-

lichen Chromosomen verschmelzen.

Eine anormale Befruchtung ist durch das Vorhandensein von mehr als 2 Pronuclei oder von nur einem

Pronucleus gekennzeichnet

16 bis 18 h nach Insemination bzw. Mikroinjektion werden die Oozyten auf das Vorhandensein von

Vorkernen, d.h. mannliche und weibliche Genome, untersucht.

Falls mehr als drei Oozyten Vorkerne zeigen, kdnnen die tiberzahligen Oozyten im Pronucleusstadium

kryokonserviert werden.

Abb. 4 Impragnierte Eizelle im Pronucleus-Stadium

Unterstiitztes Ausbriiten (Assisted Hatching)

Bestimmte Patientinnen produzierenden Embryonen, die nach allen morphologischen Kriterien gut in
der Lage zu sein scheinen, sich zu teilen und dann einzupflanzen, die dies aber nicht tun, weil die
Zona pellucida nicht durchbrochen werden kann. Dies betrifft insbesondere Frauen Gber 38 Jahre.
Unterstiitztes Briiten bedeutet, dass die Zona pellucida an einer Stelle durch eine kleine Offnung
durchbrochen wird, so dass der Embryo diese Hiille abstreifen kann um sich im Endometrium einzu-
nisten (Montag und Baukloh 1998).

Im Mittel teilt sich die Zelle nach 35 Std. zum ersten mal (2-Zell-Stadium) und nach 45 Std. zum zwei-
ten Mal (4-Zell-Stadium, Tag 1 und 2)

Die unterschiedlichen Blastomeren sind gut erkennbar und ihre GréRe und Form kénnen regelmafig

sein oder nicht. Extrazellulare Fragmente kénnen vorhanden sein.
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Die 3. Teilung erfolgt im Mittel nach 54 Stunden (Tag 3)

1.5.3.4 Stimulationsmedikamente und -Protokolle
Medikamente zur Stimulation

Um moglichst viele punktierbare Follikel zu erhalten werden zur Stimulation der Ovarien die gleichen
Medikamente verwendet, die auch zur Zyklusoptimierung benutzt werden, allerdings in héherer Dosis.

1. Humanes Menopausales Gonadotropin (HMG)

Humanes menopausales Gonadotropin (HMG) ist eine Mischung der Proteohormone FSH und LH, die
in relativ hoch gereinigtem Zustand aus dem Harn postmenopausaler Frauen gewonnen werden. Die
einzelne Ampulle ist auf je 75 Internationale Einheiten (IE) fir FSH- und LH-Aktivitat eingestellt

2. Rekombinante Gonadotropine (rec. FSH und rec. LH)

Das rekombinante FSH ist fur alle Formen der ovariellen Superovulation mit und ohne Downregulation
einsetzbar. Es enthalt keinerlei urindre Fremdproteine und ist chemisch genau definiert. Es wird sub-
cutan injiziert. In den klinischen Studien von Fisch et al. (1995), wurden im Vergleich mit urinarem FSH
durchweg bessere Ergebnisse mit rekombinantem FSH erzielt, ganz im Gegensatz zu Ludwig und
Rabe (2004). In letzter Zeit wird auch die Kombination von rekombinantem FSH und rekombinantem
LH gegeben um die Zusammensetzung von HMG (ein Gemisch von urindrem FSH und urindrem LH)

zu imitieren.
3. Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH)

Bei den Gonadotropin-Releasing-Hormonen (GnRH-Analoga) unterscheidet man GnRH- Agonisten
(Suprecur-Spray®, Decapeptyl®, Enantone-Gyn®) von den erst spater in die Therapie eingeflihrten
GnRH-Antagonisten (Cetrotide®). Die GnRH-Agonisten fihren zu einer kurzzeitigen Stimulation der
Ovarien (,Flare-up-Effekt), die bei der so genannten Downregulation, die vor der Simulation mit Go-
nadotropinen durchgefiihrt wird, stéren kénnten. Da die GnRH- Antagonisten diese intrinsische Aktivi-
tat nicht besitzen wird bei ihrer Anwendung der ,Flare-up-Effekt* vermieden. Sie flihren zu einer sofor-
tigen Downregulation.

Stimulationsprotokolle
1. Das ,,Long“- Protokoll

Das lange Protokoll wird im Rahmen der kontrollierten ovariellen Hyperstimulation am haufigsten an-
gewandt. Bei diesem Protokoll wird die Hypophyse durch GnRH-Agonisten komplett ruhig gestellt,

bevor die ovarielle Stimulation begonnen wird.

Das lange Protokoll wird in der mittleren Lutealphase des vorangehenden Zyklus begonnen, vor allem
um den so genannten Flare-up-Effekt bei GnRH-Agonisten, der zu einem voriibergehenden Anstieg
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der Gonadotropine mit Stimulation der Ovarien einhergeht, nicht innerhalb des Simulationszyklus zu

erzeugen (Daya 1997).

Es hat sich bewahrt im Vorzyklus zusatzlich einen Ovulationshemmer zu geben, da hiermit die Bildung
von Ovarialzysten verhindert und méglicherweise die Ansprechrate bei den ,poor Respondern® ver-

bessert werden kann. (Damario 1997)

2. Das ,,Short“-Protokoll:

Beim kurzen Protokoll beginnt die GnRH-Agonisten- Gabe gleichzeitig mit der Gonadotropin Injektion
(Macnamee et al 1989). Vergleichsstudien haben gezeigt, dass das kurze Protokoll dem langen Pro-

tokoll eindeutig unterlegen ist, weshalb es auch kaum mehr verwendet wird.

3. Das Antagonistenprotokoll:

Die GnRH- Antagonisten blockieren die GnRH- Rezeptoren kompetitiv und verhindern so die Einwir-
kung des endogenen GnRH- auf die gonadotropen Zellen. Da die Antagonisten keine intrinsische Akti-
vitat besitzen, wird das initiale Flare up der Agonisten komplett vermieden. Unter GnRH- Antagonisten
geht die Gonadotropinsekretion innerhalb von Stunden zurtick, weshalb es auch erst einige Tage vor
dem drohenden endogenen LH Anstiegs gegeben werden muss. Dieses Protokoll ist dem Lang- Pro-
tokoll gleichwertig oder sogar liberlegen, wie entsprechenden Studien (Ludwig et al. 2000, Ludwig et
al. 2002) ergeben haben. Es wurde im vorliegenden Patientenkollektiv nur bei einigen Behandlungs-
zyklen verwendet. Nach Olivennes et al. (2000) hat das Antagonistenprotokoll die gleichen Er-

folgsaussichten wie das Long-Protokoll.

4. Vorbereitung des Kryo-Transfer-Zyklus

Wenn ein normaler ovulatorischer Zyklus vorhanden ist, muss nicht unbedingt eine gesonderte Simu-
lation oder Vorbereitung fiir den Kryo-Transfer erfolgen. Bei anovulatorischem Zyklus oder Oligome-
norrhoe wird eine niedrig dosierte Stimulierung mit Clomifen oder FSH / LH bzw. HCG durchgefinhrt.
Bei ausgepragten Zyklusstérungen ist ein kiinstlicher Endometriumsaufbau, die Methode der Wahl.
Dies geschieht nach Downregulation mit einem GnRH-Analogon in der Lutealphase des Vorzyklus
durch Verabreichung von Ostrogenen oral in ansteigender Dosierung und der zusatzlichen Gabe von

Progesteron um die Corpus-Luteum-Phase im Kryotransfer-Zyklus zu imitieren.
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2 Herleitung der Aufgabenstellung

Der Wunsch nach einem Kind ist dem Menschen von Natur aus gegeben und so alt wie die Mensch-
heit selbst. Unerfillter Kinderwunsch ist deshalb, unabhangig von seiner Ursache, eine grole seeli-

sche Belastung, und einer schweren Erkrankung gleichzusetzen.

Die Behandlung des unerfiilliten Kinderwunsches hat in den letzten 50 Jahren eine stiirmische Ent-
wicklung genommen und zu bis vor kurzem noch unvorstellbaren Erfolgen gefiihrt. Waren es zunachst
die hormonellen Stérungen bei der Frau, die einer Therapie zuganglich wurden, so konnten seit den
siebziger Jahren auch organische Stérungen der Eileiter, die bis dahin nur unzureichend mit mikrochi-
rurgischen Operationen beseitigt werden konnten, durch die Umgehung des tubaren Eitransportes
aulerhalb des Korpers, die so genannte In-vitro-Fertilisation, umgangen und damit behoben werden.
Die mannliche Sterilitat, die im wesentlichen auf zahlenmafig und funktionell unzureichender Sper-
mienqualitat beruht, kann seit den neunziger Jahren erfolgreich durch die ICSI Methode, die intrazy-

toplasmatische Spermieninjektion, erfolgreich behandelt werden.

Als weiterer Meilenstein ist die Entwicklung der Kryopreservation menschlicher Eizellen, PN-Stadien
(befruchtete Eizellen im Pro-Nucleus-Stadium) und Embryonen anzusehen, da es durch diese Metho-
de ermdoglicht wird, einmal gesammelte, befruchtete Eizellen beliebig lange aufzubewahren, um sie
zur gegebenen Zeit der Frau ohne die aufwandige und belastende hormonelle Simulation des Zyklus,

also im Laufe eines spontanen Zyklus, zu transferieren (Queenan et al. 1997).

Sie ist aber auch ein Segen flir jene ungliicklichen jungen Leute, die an einer bosartigen Krankheit
leiden und die entweder eine Chemotherapie oder / und Strahlentherapie benétigen, woraufhin sie

meist steril werden.

Die klassische Embryologie verwendet den Begriff ,Embryo” erstmalig dann, wenn die Blastogenese
abgeschlossen ist und aus der befruchteten Oozyte iber die Morula und die Blastozyste der Keimling

mit seinen Eihduten und dem kindlichen Anteil der Plazenta entstanden ist.

In der Reproduktionsmedizin hingegen werden auch die Praimplantationsstadien der Keimentwicklung

als Embryonen bezeichnet (Prietl G. et al., 1987).

In dieser Arbeit wurden 399 Paare mit unerfiilltem Kinderwunsch erfasst, die in der Zeit vom Novem-
ber 1996 bis November 2004 die Sterilitdtssprechstunde aufgesucht hatten. Aufgabe der Untersu-
chung war es, zu untersuchen, ob die Behandlungsmethoden der In-vitro-Fertilisation und intrazy-
toplasmatischen Spermieninjektion das Ergebnis der Kryokonservierung von impragnierten Eizellen
beeinflussen und ob weitere Faktoren wie das Alter der Paare, das Stimulationsprotokoll, die Sterili-
tatsursachen, die Anzahl transferierter PN-Stadien oder Embryonen, das Embryoteilungsstadium vor

Transfer oder die Zyklusvorbereitung vor dem Kryotransfer sich auf die Befruchtungsfahigkeit der Ei-
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zellen und die Schwangerschaftsraten auswirken. Die Ergebnisse konnten mit einigen ausgewahlten
Ergebnissen des Primartransfers, der ja zunachst bei jeder Patientin angestrebt wird, verglichen wer-

den. So war es mdglich den Einfluss einiger klinischen Parameters in beiden Verfahren zu beurteilen.

3 Material und Methodik

3.1 Studienaufbau und Auswertungsziel der Ergebnisse

Zunachst wird die Ubliche Methodik des Einfrierens und Auftauens bei der Kryokonservierung mensch-
licher Pronucleusstadien dargestellt. Es handelt sich bei dieser Arbeit um eine retrospektive Studie, die

sich auf einen Zeitraum von November 1996 bis November 2004 bezieht.

Die Datenerfassung erfolgte mit MS-Excel. Die Daten wurden mit SPSS ausgewertet.
Das Signifikanzniveau wurde auf a = 5% festgesetzt.

Die Diskussion bezieht sich auf die untersuchten Faktoren

3.2 Patientengut

Tab. 1 Basistabelle fur alle Kryozyklen

Gewonnene Befruchtete Primar transferierte

Eizellen Eizellen Embryonen
M+SD 12,75+5,49  8,02+3,56 2,06+0,83
N 5496 3456 890

% 100% 63% 25,80%

539 Kryozyklen

PN Kryo PN Aufgetaut PN Uberlebend
MzSD 5,56+3,69 3,18+1,09 2,13+0,72
Anzahl N 2494 1714 1150

% 100% 68,72% 67,09%

Es wurden 431 Punktionszyklen und 539 Kryozyklen ausgewertet
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Die Tab.1 zeigt im oberen Abschnitt die Ergebnisse nach Follikelpunktion gewonnenen Eizellen, deren
Befruchtungsrate die Anzahl der direkt transferierter Embryonen und die Schwangerschaftsrate beim
Primartransfer. Im unteren Abschnitt sind die Ergebnisse der Kryokonservierung dargestellt: Eingefro-
rene Pronucleusstadien (PN-Kryo), aufgetaute (PN-Aufgetaut) und (iberlebende (PN-Uberlebend)
Pronucleusstadien und die kumulative Schwangerschaftsrate nach Kryotransfer.

Uberlebensrate nach Punktion und Kryokonservierung

20

15

MW +/- SA 10 -

| |
|

> L
o == ] =
Geworrmn N Befiuchtet N| Transferiert NPNKiyo | PN aufgetaut PN tberieber
Punktionszyklen Kryozyklen
mMttewerte| 1275 | 802 | 206 55 | 318 | 213

Abb. 5 Bearbeitung der Eizellen. Grafische Darstellung der Mittelwerte mit Standardabweichung
aus Tabelle 1.

Prozentuale Uberlebensrate nach Punktion und
Kryokonservierung

150%

100% -

%

50% -

0% | l

Gewonnen % |Befruchtet % |Transferiert %|PN Kryo ‘PN aufgetaut ‘PN Uberleben
Punktionszyklen Kryozyklen
@% | 100% | 6300% | 2580% 100% | 6870% | 67,09%

Abb. 6 Ergebnisse der Eizell-Behandlung in Prozent
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Es wurden 62,9% der gewonnenen Eizellen befruchtet und 25,8% der befruchteten Eizellen primar
transferiert. Weiterhin wurden 68,7% der eingefrorenen PN-Stadien aufgetaut, davon haben 67% -
berlebt.

Das mittlere Alter der Patientinnen war 32,3 Jahre.
Die Patientinnen wurden zur Auswertung in vier Altersgruppen geteilt:
Gl:<30J, GII: 31-35J, Glll: 36-40J, GIV:>40J

Zur Stimulation der Ovarien wurde fast ausschlieBlich das so genannte Long-Protokoll verwendet. Die wenigen

Félle mit GnRH- Antagonisten oder,,Short*“-Protokoll bleiben im Folgenden aulRer Betracht.

Im Vorzyklus wurde ein orales Kontrazeptivum verabreicht. Ungefahr 14 Tage nach Beginn der GnRH-

Agonisten Behandlung wurde mit der Gonadotropinstimulation begonnen.

Das Follikelwachstum wurde regelmaRig mittels Ultraschall und dem Plasma-Ostradiolspiegel tiber-

wacht.

Die Ovulation wurde per HCG- Injektion (Predalon 10.000 IE) gezielt ausgeldst, wenn der Leit-Follikel

eine Grofe von mindestens 18 mm erreicht hatte.

Die Lutealphase wurde mit zusatzlichen HCG- Injektionen und Progesterontabletten oder Vaginalkap-

seln (3 x 2 Kapseln zu 100 mg tgl. fir 14 Tage) unterstitzt.

3.3 Follikelpunktion und Inkubation

Die Follikelpunktion erfolgt 36 Stunden nach der HCG-Gabe; etwa ein bis zwei Stunden vor der erwar-

teten Ovulation; und in Ham’s F10- Medium asserviert.

Die Follikelpunktion erfolgte transvaginal sonographisch gesteuert (unter Analgo-Sedierung) oder sel-

tener durch eine Bauchspiegelung.

Im Operationsraum kann dann sofort geprift werden, ob die Follikelflissigkeit eine Eizelle enthalt. Die
Oozyten werden in Petrischalen mit Kulturmedium umgesetzt und verbleiben bis zur Insemination im
Brutschrank. Sie werden mikroskopisch beurteilt bevor die Insemination mit Spermien durchgefihrt

wird.

3.4 Praktisches Vorgehen bei der intrazytoplasmatischen

Spermieninjektion (ICSI)

Zur Durchfiihrung der intrazytoplasmatischen Spermieninjektion (ICSI) ist eine Entfernung der Kumu-
lus- sowie der Corona-radiata- Zellen notwendig. Dies geschieht durch Inkubation in einer Hyaluroni-

dase- Lésung (80 IE/ml). Die Hyaluronidase entfernt die Kumuluszellen nach einigen Minuten von den
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Eizellen und kénnen mit einer feinen Glaspipette vollstandig abgetrennt werden. Dieser Praparations-
schritt macht eine direkte Beurteilung des Reifestadiums der Oozyten sowie der Beschaffenheit des
Zytoplasmas, der Zona pellucida, und des Polkérperchens mdéglich, sodass bei der Durchfihrung der

ICSI eine genaue Beurteilung der Oozytenqualitdt vorgenommen werden kann.

Dann wird in alle reifen Eizellen je einem Spermium des Partners 4-6 Stunden nach der Gewinnung
injiziert.
Die Aufbereitung des Spermas erfolgt mittels Dichtegradientenzentrifugation.

Fir die Mikroinjektion (ICSI) einzelner Spermien wird ein Mikromanipulationssystem (Fa. Narishige)
verwendet. Sie erfolgt unter Kontrolle mittels eines Phasenkontrastmikroskops (Fa.. Nikon). Das zu
injizierende Spermium wird mit der Spitze der Injektionspipette durch Verletzung der Geilel im Zentral-

tropfen immobilisiert.

Nachdem die Eizellen mehrmals im Kulturmedium gewaschen werden folgt eine Inkubation von 18- 20
Stunden bei 37° C unter 5% CO2 Begasung. Die Fertilisation wird dann durch das Vorhandensein von

zwei Vorkernen bestatigt.

Im Vorkernstadium werden bis zu drei Eizellen randomisiert separiert, die sich im Brutschrank zu Emb-

ryonen weiterentwickeln, bevor sie am Folgetag in die Gebarmutter transferiert werden.

Die restlichen befruchteten Eizellen werden je nach Wunsch der Patientin entweder eingefroren oder

vernichtet, bevor die Vorkerne verschmolzen sind.

3.5 Technisches Vorgehen bei der Kryokonservierung von Ei-
zellen im Vorkernstadium
Als Gefrierschutzmittel wurde in der vorliegenden Studie PBS (Biochrom) mit Penicillin, Streptomycin,

Sucrose sowie 1,2 Propandiol (PROH) in einer Konzentration von 1,5 Mol benutzt. Als Gefrierbehalter
dienten Minipailletten der Fa MTG.

Das Einfrieren erfolgte im Drei-Stufen-Verfahren.
Im ersten Schritt wurden die Zellen von +20°C mit einer Geschwindigkeit von 2°C/min auf

-7° C abgekuhlt. Diese Temperatur wurde zehn Minuten gehalten, um ein problemloses Seeding zu
gewahrleisten. Das Seeding erfolgt durch Berlihrung der Gefallwand der Tiefgefrierpailletten mit den
Branchen einer in fliissigem Stickstoff abgekuhlten Pinzette. Dabei muss darauf geachtet werden,
dass die Nukleationsstelle frei von Oozyten ist, ansonsten bilden sich wegen der starken Unterkihlung
an dieser Stelle innerhalb der dort befindlichen Eizellen unerwiinschte bzw. zellschadigende Kristalle

aus.

Zweiter Schritt: Die Pronuclei wurden mit einer Geschwindigkeit von 0,3°C /min auf -30°C abgekiinhit.
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Im dritten Schritt werden die Pailletten von -30°C bis -175°C abgekihlt und anschlieRend in einem

Hanger in flissigen Stickstoff bei (-196°C) getaucht und gelagert

Verwendete Gefrierschutzmittel und Gefrierpuffer
a Gefrierlosung
Losung 1: 100ml PBS -(Dulbecco Phosphat Buffer Saline)
Losung 2: 1.5 M, 1,2 Propandiol in PBS.

(86.3 ml PBS+ 13.7 ml Propandiol ( Propylenglycol, 1.5M))
Loésung 3: 1.5 M, 1,2 Propandiol und 0.1M Sucrose

(86.3 ml PBS + 13.7 ml Propandiol + 4.2 g Sucrose)

Jede Lésung wurde mit 10% inaktiviertem Patientenserum verdinnt

b Schrittweises Vorgehen

¢ 1.- Mechanische Entfernungen der Granulosazellen bei Pronucleusstadien nach IVF.
e 2.- Aquilibrierung bei Raumtemperatur fiir 10 Minuten in Einfrierlésung 1.
e 3.- Aquilibrierung bei Raumtemperatur fiir 10 Minuten bei Einfrierldsung 2.

e 4.- Aquilibrierung bei Raumtemperatur fiir 10 Minuten bei Einfrierldsung 3 und Einflllen (jede Ei-

zelle) in eine Paillette mit Gefrierlosung 3. und schlieRen mit einer Metallkugel oder einem Stdpsel.

e 5.- Einbringen der Pailletten in einem Hanger senkrecht in der Einfrierapparatur (Planer10 Fa.

Messer Griesheim) im automatisierten offenen System.

e 6.- Das Einfrierprogramm wird dann innerhalb von 5. Minuten gestartet: (Stufen- Verfahren)
a. Abkiihlung um 2°C/Min. von Raumtemperatur bis -7°C
b. Seeding und Konstanthalten der Temperatur bei -7°C fir 10 min.
c. Abkiihlung um 0.3°C/Min. bis -30°C.
d. Abkihlung um 20 °C/Min. bis unter-175°C.

e 7.-Anschlieend werden die Pailletten direkt in flissigen Stickstoff bei-196°C Uberfihrt. Die Lager-

zeit ist fir maximal. 12 Jahre gedacht.
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PN-Freezing

-y . BT ITER

G

Abb. 7 Gefrierschema fiir ,lJangsames* Einfrieren (Original-Ausdruck)

Auftauverfahren

a Verwendetes Auftau- Medium

Auftaulésung 1: 1M 1,2—Propandiol, 0,2 M Sucrose in PBS + 10% Patientenserum
(90.0 ml PBS + 9.1 Propandiol + 8.2 g Sucrose)

Auftaulésung 2: 0.5M 1,2 Propandiol, 0.2 M Sucrose in PBS + 10% Patientenserum
(Mischung aus Losung 1 und Lésung 3 im Verhaltnis 1:1).

Auftaulésung 3: 0.2M Sucrose in PBS + 10% Patientenserum

(100ml PBS + 8.2 g Sucrose)

b Schrittweises Vorgehen

1. Uberfiihrung der Réhrchen (Pailletten) in eine Kanne mit fliissigem Stickstoff.

2. Auftauen des Rohrchens in Raumluft Gber 30 Sekunden

digen Auflosung der Kristalle

3. Eintauchen des Rohrchens in ein 30°C warmes Wasserbad Uber 30 Sekunden bis zur vollstan-
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4. Offnen des Réhrchens durch Entfernen des Stdpsels und Aufschneiden der anderen Seite des

Rohrchens.

Unmittelbar nach dem Auftauen der Minitubes wird der Pailletteninhalt in eine Petri-Schale gege-
ben. Dann, um die Zellen zu rehydrieren, werden sie schrittweise in Einfriermedien mit abneh-
mender Gefrierschutzmittelkonzentrationen gegeben und nach jeweils 5- minutiger Aquilibrierung

bei Zimmertemperatur ausverdinnt.

5. Eizellen in Gefrier-Puffer- Auftaulésung 1 und Inkubation bei Raumtemperatur fir 5 Minuten.
6. Transfer zur Auftaulésung 2, Inkubation fur 5 Minuten.

7. Inkubation in Auftaulésung 3, Inkubation fiir 5 Minuten.

8. Uberfilhrung in PBS und Inkubation bei Raumtemperatur fiir 10 Minuten.

9. Die Impréagnierten Oozyten werden unter dem Stereomikroskop untersucht und ihre Vitalitat
beurteilt. Zellen, die den Prozess des Auftauens und Einfrierens tUberlebt haben werden in dqui-
libriertes Kulturmedium Uberfihrt und im Inkubator bei 37°C und 5% CO2 24-48 Stunden bis zum

Embryotransfer kultiviert.

10. Nach einer nochmaligen Untersuchung werden die intakten Oozyten im PN- oder im 2- oder 4-
Zellstadium oder mehr im spontanen oder vorbehandelten Zyklus transzervikal in die Gebarmutter
Ubertragen. Es werden maximal drei Embryonen transferiert. Zum Zeitpunkt des Kryoembry-

otransfers wird die Qualitat der Embryonen dokumentiert.

3.6 Vorbereitung des Zyklus zum Kryotransfer

Ovulatorische Zyklen mit einer Lange von 26 bis 35 Tagen wurden unverandert zum Transfer genutzt.

Bei anovulatorischem Zyklen oder bei einer Oligomenorrhoe wurde Clomifen vom

3. — 8. Zyklustag gegeben und fallweise am Ovulationszeitpunkt HCG (5000IE) i.m. injiziert. Alternativ

wurde auch mit niedrigen Dosen von HMG oder FSH und HCG stimuliert. Der Transfer wurde jeweils

am vierten Tag nach dem LH-Peak oder nach der HCG- Gabe durchgefuhrt.

Bei Frauen mit Amenorrhoe oder sonstigen schweren Zyklusstérungen wurde folgendes Schema an-

gewendet:

1. Downregulation mit GnRH- Analoga begonnen am 20. Zyklustag im Vorzyklus.

2. Beginn der Stimulation im Folgezyklus ca. 14 Tage spéater mit Ostradiolvalerat
(z.B. Progyno va) in ansteigender Dosierung
Tag 1-5 2x1 Tbl. Ostradiolvalerat
Tag 6-14 4x1Tbl. Ostradiolvalerat
Tag 15 bei einer Endometriumsdicke von >8 mm Gabe von Progesteron (Utrogest)-
Vaginalkapsel a 100 mg 3x2 Kapsel taglich fortlaufend.
Am ersten Tag der Progesterongabe werden die PN-Zellen aufgetaut, Ostradiolvalerat weiterhin
4 x 1 Tabl. taglich.
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e 3. Bei nicht adaquater Endometriumsdicke Verlangerung der Proliferationsphase.
e 4. Der Embryotransfer erfolgt meist am Tag nach dem Auftauen.

e 5.12 und 14 Tage nach dem Embryotransfer erfolgt die Blutabnahme zur HCG- Kontrolle.

3.7 Embryotransfer

Nach 24-stiindiger Kultivierung der aufgetauten PN-Stadien werden diese, nachdem sie sich zum 2-
oder 4-Zellstadium entwickelt haben, in einen sehr diinnen Katheter aufgenommen und durch einen
dickeren Katheter, der vorher durch die Vagina und Zervix bis zum Cavum uteri geschoben wurde,
unter sterilen Kautelen in das Cavum uteri gegeben (Embryo-Transfer Katheter-Set der Fa. Labotect,

Géttingen).

3.8 Statistische Methoden

Das Patientenkollektiv mit allen Parametern wurde mit einer Excel-Tabelle erfasst. Die zur Darstellung
einzelner Parameter nétigen Tabellen wurden mit dem Statistikprogramm SPSS Version 10 erstellt und
mit MS Excel die Graphiken gebildet.

Zur Auswertung der erhobenen Daten wurden diese ausgezahlt in Hinblick auf absolute und relative
Haufigkeiten. Patientendaten mit fehlenden Angaben wurden fur die jeweilige Auswertung ausge-
klammert. Die zu berlcksichtigenden Parameter wurden auf Normalverteilung innerhalb der zu ver-

gleichenden Gruppen untersucht.

Die statistische Auswertung erfolgte wiederum mit SPSS unter Nutzung des Chi-Quadrat-Tests (Fi-
sher-Test) fir Kreuztabellen und des Boxplot-Tests zum Vergleich von Mittelwerten. Fir die Entschei-
dung Uber die Annahme oder Ablehnung der gepriiften statistischen Hypothese wurde eine Irrtums-
wahrscheinlichkeit von 5% akzeptiert (Signifikanzniveau o=0,05). Ein P-Wert zwischen 0,05 und 0,01

wurde als statistische Tendenz gewertet.
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4 Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit dem Einfluss verschiedener biologischer und klinischer Fakto-
ren auf die Ergebnisse, die mit der Kryotechnik mit menschlichen Eizellen erzielt wurden. Die Eizellen
wurden befruchtet und im Pronucleus- Stadium eingefroren. Die mittlere Lagerzeit in dieser Studie
betrug 270 Tage. Es wurden durchschnittlich 3,2 Zellen zur weiteren Kultivierung aufgetaut. Diese
Ergebnisse nach Kryotransfer werden in den Kapiteln 4.1. bis 4.8. dargestellt. Im Kapitel 4.9. werden
ausgewahlte Ergebnisse nach Kryotransfer mit den entsprechenden Ergebnissen nach Primartransfer
verglichen

Es wurden nur die Behandlungszyklen ausgewertet, bei denen Eizellen im PN- Stadium auch tatsach-
lich aufgetaut, kultiviert und transferiert wurden. Die Falle, bei welchen die kryokonservierter Zellen
noch nicht aufgetaut, oder auf Wunsch des Paares verworfen worden sind, wurden hier nicht berlick-
sichtigt.

Bei 431 Behandlungszyklen (Ovarstimulationen) wurden 5496 Eizellen gewonnen, 3456 befruchtet,
890 primar transferiert und dabei 104 Schwangerschaften erzielt. 2494 Zellen wurden im PN-Stadium
eingefroren, 1714 aufgetaut und 1150 sekundar transferiert. Ein Kryotransfer fand insgesamt bei 539
Behandlungszyklen statt. (Tab.1a und 1b)

Dabei wurden 56 Schwangerschaften erzielt, das sind im Mittel 10,4% pro Transfer oder 13,0% pro
Punktion.

4.1 Alter der Patientinnen

Es wurde untersucht ob das Alter der Patientin einen Einfluss auf die Befruchtungs- und Schwanger-

schaftsrate hat.

Die Patientinnen wurden in vier Altersgruppen eingeteilt:
e Gl <30Jahre

e GIl 31-35Jahre

e Glll 36-40 Jahre

e GIV >40 Jahre
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Tab. 2 Altersabhangige Befruchtungs- und Schwangerschaftsrate bei Patientinnen, die anschlie-

Rend auch einen Kryotransfer erhielten.

Altersabhangige Befruchtungs- und Schwangerschaftsraten

Altersgruppen
Punktionszyklen N
Gewonnene Eizellen. M+ SD
Gewonnene Eizellen N
Befruchtete Eizellen M+ SD
Befruchtete Eizellen N
Befruchtungsrate %
Kryozyklen N
Eingefrorene PN Mzt SD
Eingefrorene PN N
Transferierte Emb. Mzt SD
Transferierte Emb. N
Schwangerschaften N

Schwangerschaft % Trans

Gl =30J

132

13,2845,32

1753

8,23+3,71

1087

62,0%

165

6,11+4,05

806

2,12+0,68

349

16

9,7%

Gl 31-35J

206

12,89+6,03

2655

8,03+3,73

1655

62,3%

249

5,79+3,7

1193

2,08+0,76

535

28

11,2%

Glll 36-40 J

89

11,68+4,15

1031

7,65+2,89

681

66,1%

113

5,3+£3,02

472

2,28+0,66

253

12

10,6%

GIV>40J

14,25+6,8

57

8,25+3,59

33

57,9%

12

5,75+4,11

23

1,08+0,85

13

0,0%

Total

431

12,7545,49

5496

8,02+3,56

3456

62,9%

539

5,79+3,69

2494

2,13+0,72

1150

56

10,4%
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Befruchtungs- und Transferraten nach Altersgruppen

144
121
101

Mittelwerte

onN h O ®

Gawonn. Befr. Trans.pim.  PNKryo PNAuftau PN Gber.

o bis 30J m 31-35J 0 3640 J O Total

Abb. 8 Zusammenhang zwischen Alter der Patientin und gewonnenen, befruchteten, eingefrore-
nen (PN Kryo), wieder aufgetauten(PN Auftau) Eizellen und Uberlebenden = transferierten Embryonen.

Verglichen wurden die Mittelwerte.

Aus Tabelle 2, besonders anschaulich aber aus Abbildung 8, geht hervor, dass zwischen den einzel-
nen Altersgruppen kein grof3er Unterschied in Bezug auf Befruchtungsrate und Transfer besteht. Auch
in der Altersgruppe Uber 40 Jahren konnte Uberraschenderweise eine gleiche Transferrate erzielt wer-
den wie in den jlingeren Altersgruppen, eine Erklarung hierflr ist die geringe Zahl von Patientinnen in
dieser Gruppe (4), von welchen bei zwei nach Uberstimulation besonders viele Eizellen punktiert und
befruchtet werden konnten (19 bzw. 21 Zellen), was natirlich eine erhebliche Auswirkung auf den
Durchschnitt dieser Gruppe hat. Was die Befruchtungsrate betrifft besteht kein signifikanter Unter-
schied zwischen den Altersgruppen (p=0,720).

Altersabhangige Schwangerschaftsrate nach Kryotransfer

15
10
%

5,

O,
Ad<3J Gl 31-35J dll 3640 J Alle
B Kryoschw. % Trans 97 11,2 10,6 104
B Kryoschw. % Punkt 121 13,6 135 13
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Abb. 9 Schwangerschaftsrate nach Altersgruppen bezogen auf alle Kryotransferzyklen (Kryoschw.

% Trans) oder auf die Anzahl der Punktionszyklen (Kryoschw. % Punkt)

50
40 A
30 - _
20
L
2
< 10 . .
N= 483 56
nicht schwanger schwanger

Abb. 10 Altersvergleich schwangerer und nicht schwangerer Frauen Gber das gesamte Alter

berechnet



50 ;
40
g
30 ; Alter gruppiert
B bis30J
20 A 1 30-35J
:’ B 36-40J
2
< 10 . . B =40
N= 149 221 99 14 16 28 12
nicht schwanger schwanger

Abb. 11 Altersvergleich schwangerer und nicht schwangerer Frauen in Altersgruppen

aufgeschlusselt.

Der Altersmedian der schwangeren Frauen unterscheidet sich statistisch nicht signifikant vom Alters-
median aller behandelten Frauen (Abb.10), auch in den Untergruppen Gl bis GIV nicht (Abb.9 und

Abb.11), abgesehen davon, dass in der Gruppe >40 J keine Schwangerschaft erzielt werden konnte.
Bezieht man die Schwangerschaftsrate auf die Gesamtzahl der Kryotransferzyklen, so ergibt sich fir
alle Altersgruppen zusammen eine solche von 10,4%, bezieht man sie auf die Anzahl der Punktions-

zyklen, dagegen 13%.

Auch bezuglich der Schwangerschaftsrate besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den Alters-

gruppen. (p=0,64)
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Alter und transferierte Embryonenzahl

0,0%-

1Embr. | 2Embr. | 3 Enbr. Total

Dbis30J, 69% 9,1% 12,5% 9,7%
m31-35J 8,3% 10,2% 15,4% 11,2%
03640J 0,0% 12,.3% 11,6% 10,8%

Abb. 12 Schwangerschaftsrate in Prozent in verschiedenen Altersstufen je nach transferierter

Embryonenzahl.

Wenn man in der Altersstatistik auch noch die Anzahl der transferierten Embryonen berlcksichtigt
(Abb.12) ergibt sich fir die Altersgruppen bis 35 Jahre ein Anstieg der Schwangerschaftsrate mit zu-
nehmender Embryonenzahl (8,3% - 10,2% - 15,4%), der jedoch bei der Altersgruppe 36 bis 40 Jahren
nicht sichtbar ist. In der Altersgruppe Gber 40 Jahren wurde, allerdings bei geringer Fallzahl, nach

einem Kryotransfer keine Schwangerschaft erzielt.

4.2 Sterilitatsursachen

4.2.1 Geschlechtsspezifische Unterschiede

Die Sterilitatsursachen wurden in vier Gruppen unterteilt:

e 1. Mannliche Ursache
e 2. Weibliche Ursache
e 3. Beiderseitige Ursache

e 4. Idiopathische Sterilitat

Tab. 3 Geschlechtsspezifische Sterilitdtsursachen: Befruchtungs- und Schwangerschaftsraten.

Geschlechtsspezifische Sterilitatsursachen
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Behandlungszyklen N

Gewonnene Eizellen M+SD

Gewonnene Eizellen N
Befruchtete Eizellen M+SD
Befruchtete Eizellen N
Befruchtungsrate %
Kryo-Zyklen N
Eingefrorene PN M+SD
Eingefrorene PN N
Aufgetaute PN MWxSA
Aufgetaute PN N
Transferierte Emb. M+SD
Transferierte Emb. N
Schwangerschaft en N

Schwangerschaftsrate %

Mannl. Urs.

181

13,0945,55

2370

7,49+2.8

1355

57,2%

200

5,242,91

942

3,19£1,05

638

2,19+0,72

437

19

9,5%

Weibl. Urs.

141

13,03+5,89

1837

9,08+4,43

1280

69,7%

187

6,79+4,65

957

3,20+1,21

599

2,16+0,75

404

23

12,3%

Beide

75

12,11+5,27

908

7,17+£3,17

538

59,3%

105

5,33+3,47

400

3,1£1,02

326

2,08+0,63

218

6,7%

idiopatisch
34
11,2143,4
381
8,32+2,94
283
74,3%

47
5,74+2.4
195
3,21+0,95
151
1,9410,73

91

14,9%

insgesamt

431

12,75+5,49

5496

8,02+3,56

3456

62,9%

539

5,79+3,69

2494

3,18+1,09

1714

2,13+0,72

1150

56

10,4%
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Geschlechtsspezifische Befruchtungsraten

Eizellgewonnen MW Befruchtet MW Befruchtungsrate %

@ Mannl. Ursache m Weibl. Ursache OO0 Beide 0O idiopatisch m insgesamt

Abb. 13 Geschlechtsspezifische Befruchtungsraten.

Aus Tabelle 3 ist ablesbar, dass bezliglich gewonnener Eizellen, befruchteter Eizellen, Auftaurate und
Transfer von Embryonen kein Unterschied darin besteht ob die Sterilitdtsursache beim Mann, bei der
Frau, bei beiden oder ob sie idiopathisch ist. Aus Abbildung 13 geht hervor, dass die Befruchtungsrate
bei weiblicher und idiopathischer Ursache etwas héher war als bei mannlicher oder wenn beide betrof-
fen waren. Der Unterschied ist statistisch nicht signifikant (p=0,674).

Geschlechtsspezifische Schwangerschaftsraten
25,
20,
15
10
MBI, Weibl. . . :
U he U I Beide idiopatisch
B Schwangerschaft N 19 23 7 7
B Schwangerschaftsrate %BZ 9,5 123 6,7 14,9

Abb. 14 Geschlechtsspezifische Unterschiede in der Schwangerschaftsrate bezogen auf
Behandlungszykle (BZ)
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Auch die Schwangerschaftsrate (Abb.14) unterscheidet sich nicht signifikant zwischen mannlicher und
weiblicher Ursache (p=0,322).

4.2.2 Weibliche Ursachen

Die Sterilitatsursachen bei der Frau lassen sich in zwei gro3e Gruppen einteilen: Organische Ursa-
chen und funktionelle Ursachen, das sind im Wesentlichen Zyklusstérungen oder sonstige hormonelle

Stérungen.

4.2.2.1 Organische Ursachen

Die haufigsten organischen Ursachen waren:
1. Tubenfaktor (74,0 %)

2. Endometriose (19,8%)

3. Uterine Ursachen (6,2 %)

Unter ,uterine Ursachen® fallen Uterus myomatosus, Uterusanomalien und der Cervixfaktor. Hierbei
handelt es sich um anatomische Defekte (Cervixstenose) sowie um funktionelle Stérungen wie man-

gelhafte Sekretion, Infektion, Sperma- Antikdrper und kombinierte Ursachen.

Tab. 4 Befruchtungs- und Schwangerschaftsraten fir die verschiedenen organischen

Sterilitatsursachen bei der Frau

Organische Sterilitatsursachen bei der Frau

Endometriose Uterine Urs. Tubare Urs.
Punktions-Zyklen N 32 10 120
Gewonnene Eizellen N 382 113 1462
Gewonnene Eizellen M+SD 11,9415,32 11,3+4,88 12,18+5,45
Befruchtete Eizellen N 244 80 995
Befruchtete Eizellen M+SD 7,6243,29 8,0+2,54 8,29+3,91
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Befruchtungs- Rate %
Kryozyklen N
Eingefrorene PN N
Eingefrorene PN M+SD
Aufgetaute PN N
Aufgetaute PN M+SD
Uberlebende PN N
Uberlebende PN M+SD
Uberlebensrate %

Schwangerschaften N

Schwangerschaftsrate %

63,87%

38

210

5,63+3,7

124

5,53+3,7

82

2,16+0,68

66,12%

6

15,79

70,79%

17

75

5,0+2,98

46

2,71+£1,40

30

1,76x0,44

65,22%

2

11,76

68,06%

154

870

5,65+3,86

491

3,19£1,12

333

2,16x0,75

67,82%

17

11,04

100,00%:

Sterilitatsursachen

Befruchtungs- und Schwangerschaftsraten bei organischen

0,00%:-
Befruchtung % Schwangerschaft %
@ Endometriose 63,87% 15,79%%
m Werine Urs. 70,80% 11,76%
0O Tubare Urs. 68,06% 11,04%

Abb. 15 Befruchtungs- und Schwangerschaftsraten der gré3ten Gruppen der verschiedenen weib-

lichen organischen Sterilitdtsursachen

Aus Tabelle 4 und Abbildung 15 geht hervor dass die Befruchtungsraten bei den verschiedenen orga-

nischen Erkrankungen der Frauen sehr ahnlich waren und keine statistisch signifikanten Unterschiede

aufwiesen (p=0,858). Die Schwangerschaftsrate war bei Frauen mit Endometriose am hdchsten
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(15,8%) und entsprach bei dem grofRen Kollektiv mit tubarer Sterilitat (11,04%) etwa dem Mittelwert

aller Behandlungsfalle (10,39%) (P=0,651).

4.2.2.2 Hormonelle Ursachen

Diese lief3en sich einteilen in:

[ ]
—_

2
e 3. Hyperprolaktinamie
4

. Hypogonadotrope Amenorrhoe

. Relative hypergonadotrope Werte (FSH= 9mIE/ml )

. Hyperandrogenédmie und PCO-Syndrom

Tab. 5 Befruchtungs- und Schwangerschaftsrate bei hormonellen Sterilitatsursachen

Hormonelle Sterilitatsursache bei der Frau

Behandlungszyklen N

gewonnene Eizellen

M+SD

Gewonnene Eizellen

Befruchtete Eizellen

M+ SD

Befruchtete Eizellen N

Befruchtungsrate %

Kryo-Zyklen N
Eingefrorene PN

M+ SD

Eingefrorene PN N

Hypog. Am.

18,25+6,65

73

11,75+5,32

47

64,38%

8,17+3,76

38

Relat. hypergon. Werte
3

15,67+7,56

47

9,0+4,0

27

57,45%

5,0+7,0

20

Hyperprolaktin.

10

12,9+2,96

129

7,0+1,89

70

54,26%

4,56+1,94

41

PCO-Synd.
33

15,61+7,2

515

10,03+5,86

331
64,27%
53

7,21+5,22

283
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Transferierte Emb. 2,3+0,52

M+ SD
Transferierte Emb. N 14
Schwangerschaften N 0

Schwangerschaftsrate % 0

2,0+0,71

10

2,11+0,78

19

22,2%

2,09+0,63

Bei 73 Frauen mit funktionell (= hormonell) bedingter Sterilitdtsursache stellt die Gruppe mit PCO-

Syndrom mit 33 Fallen die weitaus grofite dar, gefolgt von Hyperprolaktinamie (10 Falle) und hypogo-

nadotroper Amenorrhoe (4 Falle). Die 2 Falle mit adrenaler Hyperandrogenamie zeigten am Ovar kei-

ne Auffalligkeiten, weshalb sie nicht ins PCO- Syndrom eingegliedert wurden. Andererseits finden sich

in der PCO Gruppe Virilisierungen_und Hyperandrogenamie in_unterschiedlicher Auspragung, aller-

dings immer vergesellschaftet mit dem typischen Bild des PCO Syndroms am Ovar und entsprechen-

de Laborwerte. Die Frauen mit Hyperprolaktindmie wurden mit einem Prolaktinhemmer behandelt,

stellte sich trotz normalem Prolaktinspiegel keine Schwangerschaft ein, folgte die Aufnahme ins ART-

Programm (meist begleitet mit anderen Sterilitatsursachen).

Sterilitatsursachen

Befruchtungs- und Schwangerschaftsraten bei hormonellen

80,00% -
60,00% -
40,00% -
20,00% -
0,00% -
Befruchtung % Schwanger %
OHypogon. Am. 64,38% 0%
B Erhoéhter FSH- Wert 57,45% 0%
O Hyperprolakt. 54,26% 22,20%
OPCO-Syndrom 64,27% 3,80%

Abb. 16 Befruchtungs- und Schwangerschaftsraten bei hormonellen Sterilitatsursachen

Innerhalb der hormonellen Gruppe (Abb.16) zeigte sich eine gute Schwangerschaftsrate (22,2 Pro-

zent) bei den Frauen mit Hyperprolaktindmie. Die Frauen mit PCO Syndrom wiesen jedoch nur eine
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solche von 3,8 Prozent auf (2 Schwangerschaften bei 53 Behandlungszyklen). Zu den anderen Grup-

pen ist wegen der kleinen Fallzahl keine Aussage mdglich.

Wie aus den Tabellen 4 und 5 und den Abb. 15 und 16 hervorgeht konnten bei den Frauen mit hormo-
neller Sterilitatsursache durchschnittlich etwas weniger Eizellen befruchtet werden als bei Frauen mit
organisch bedingter Sterilitat. Die Schwangerschaftsrate war bei Frauen mit organisch bedingter Steri-
litét (11,04% bis 15,79%) etwas hodher als der Durchschnitt aller Behandlungsfalle (10,39%), bei hor-
monell bedingter Sterilitat sehr unterschiedlich und wegen der geringen Fallzahl einzelner Gruppen
nicht vergleichbar (p=0,248)

4.3 Primare und sekundare Sterilitat

Von primarer Sterilitdt spricht man, wenn bei einer Frau, bevor sie die Sterilitdtssprechstunde
aufsuchte, noch nicht schwanger war.

Von sekundarer Sterilitat spricht man dann, wenn sie in der Vergangenheit schon einmal schwanger
gewesen ist. Die sekundare Sterilitat wurde noch weiter unterteilt, nAmlich nach Unterscheidung zwi-
schen einer Spontanschwangerschaft und der Schwangerschaft nach assistierter Reproduktionstech-
nik (ART).

Wenn also eine Frau im Laufe der Behandlung durch die ART-Behandlung einmal schwanger gewor-
den war, wurde sie als ,schwanger nach ART* geflihrt. Im ersten Teil dieses Kapitels wird die sekunda-
re Sterilitdt nicht aufgeteilt, im zweiten Teil dieses Kapitels wird diese Unterscheidung aber durchge-
fuhrt.

4.3.1 Primare Sterilitat und Sekundéare Sterilitdt nach Spontan-

schwangerschaft

Far die Befruchtungsrate kdnnen naturlich nur die Punktionszyklen ausgewertet werden.

Zur Berechnung der Schwangerschaftsrate werden dagegen die Kryozyklen herangezogen. 335 Pati-
entinnen mit primarer Sterilitdt stehen 204 Patientinnen mit sekundarer Sterilitdt gegenlber. In Tab. 6
und Abbildungen 17 und 18 werden die Ergebnisse der Befruchtungs- und Schwangerschaftsraten

dargestellt.

Tab. 6 Ergebnisse bei primarer und sekundarer Sterilitat.

Primare und sekundare Sterilitat
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Behandlungszyklen N

Gewonnene Eizellen M+SD

Gewonnene Eizellen N
Befruchtete Eizellen M+SD
Befruchtete Eizellen N
Befruchtungsrate %
Kryo-Zyklen N
Eingefrorene PN M+SD
Eingefrorene PN N
Aufgetaute PN M+SD
Aufgetaute PN N
Transferierte Emb. M+ SD
Transferierte Emb. N
Schwangerschaften N

Schwangerschaftsrate %

prim. Sterilitat
251
13,08+5,55
3284
7,86+3,37
1972
60,0%

335
5,68+3,49
1425
3,16+1,1
1059
2,1340,72
713

25

7,5%

sek. Sterilitat

180

12,2945,4

2212

8,24+3,8

1484

67,1%

204

5,94+3,95

1069

3,21+£1,08

655

2,14+0,73

437

31

15,2%

insgesamt

431

12,75+5,49

5496

8,02+3,56

3456

62,9%

539

5,79+3,69

2494

3,18+1,09

1714

2,13+0,72

1150

56

10,4%
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Befruchtungs-und Uberlebensraten bei prim. und sek. Sterilit:it

151
101
Mitelwerte
5,
0 -
Geworren | Befruchtet | Transferiert | PNKnyo | Aufgetaut | Uberleberd
O PimStenil. MW, 13,08 736 1,9 568 316 213
B Sek Steril. MW | 1229 824 222 5% 321 214
O Total MW 12,75 802 206 579 318 213

Abb. 17 Ergebnisse der Kryokonservierung bei primarer und sekundarer Sterilitat.

Schwangerschaftsrate nach primarer und sekundarer Sterilitat

20,00%:

15,00%

10,00%/{

5,00%;

0,00%:
Prim Steril. Sek.Steril. Total

O Schwanger % 7,50% 15,20% 10,40%

Abb. 18 Schwangerschaftsrate nach primarer und sekundarer Sterilitat

Bei den Frauen mit primarer Sterilitat wurden etwas mehr Eizellen (Mittelwert 13,1) gewonnen als bei
den Frauen mit sekundarer Sterilitat (12,3). Prozentual errechnet sich hieraus fir die primare Sterilitat
eine Befruchtungsrate von 60% gegen Uber einer solchen von 67,1% bei der sekundaren Sterilitat, der

Unterschied ist statistisch nicht signifikant (p=0,101)
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Sehr deutlich war dagegen der Unterschied in den Schwangerschaftsraten, die bei primarer Sterilitat
7,5% und bei sekundarer Sterilitat 15,2% betrug.

Dieser Unterschied ist hoch signifikant (p=0,011)

4.3.2 Primare und Sekundare Sterilitdt nach spontanen und ART-

induzierten Schwangerschaften

Von sekundarer Sterilitat spricht man, wenn in der Vergangenheit schon einmal eine Schwangerschaft
eingetreten war. Wir haben in unserem Patientenkollektiv eine weitere Gruppe definiert, namlich dieje-
nigen Frauen mit zunachst primarer Sterilitat, die durch eine ART MaRnahme schwanger geworden

waren und spater noch einmal zu einem Kryotransfer gekommen sind.

Tab. 7 Befruchtungs-, Uberlebens- und Schwangerschaftsrate bei primarer und sekundarer Sterili-

tat nach spontaner- und ART- induzierter Schwangerschaft

Befruchtungsrate bei primarer und sekundarer Sterilitat

nach Spontan- und ART- Schwangerschaft

Prim.Steril. Sek.Steril/Sp Sek.Steril./ART
Behandlungszyklen N 218 180 33
Gewonnene Eizellen M+SD 13,27+5,62 12,29+5,4 11,53+5,06
Gewonnene Eizellen N 2892 2212 380
Befruchtete Eizellen M+SD 7,84+3,24 8,24+3,80 7,88+4,01
Befruchtete Eizellen N 1709 1484 260
Befruchtungsrate % 59,10% 67,10% 68,30%
Kryozyklen N 322 204 13
Aufgetaute PN M+SD 3,16+1,09 3,21+£1,08 3,23+1,42
Aufgetaute PN N 1017 655 42
Uberlebende PN M+SD 2,1340,72 2,1440,73 2,08+0,64
Uberlebende PN N 686 437 27
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Uberlebende PN % 57,5 66,7 64,3

Schwangerschaften N 23 31 2
Schwangerschaftsrate % 7,14 15,2 15,4
Befruchtungsrate
70,00%
65,00%
60,00%;
55,00%

50,00%-
Prim Steril. Sek.Steril.Spont. | Sek. Steril ART

O Befruchtungsrate 59,10% 67,10% 68,30%

Abb. 19 Befruchtungsrate bei primarer und sekundarer Sterilitat nach Spontan- und
ART- Schwangerschaft.

Wenn die sekundare Sterilitat nach dieser Definition aufgeteilt wird, so zeigt sich, dass die Erfolgsrate

bei der Befruchtung in dieser ART-Gruppe gegenuber der Befruchtungsrate bei primarer Sterilitat deut-

lich héher ist (68,3% gegenlber 59,1%), und nahezu identisch ist mit der Befruchtungsrate der sekun-

daren Sterilitat nach Spontan-Schwangerschaften (67,1%.).
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Schwangerschaftsrate nach primarer und unterteilter sekundarer
Sterilitat

20,
15
% 10
5,
0,

Prim Steril. | Sek.Steril. Spont| Sek.Steril. ART Total

@ Schwanger % 7,14 15,2 15,4 10,4

Abb. 20 Schwangerschaftsrate bei primarer und sekundarer Sterilitat nach Spontan- und ART-

induzierten Schwangerschaften

Auch bei der Schwangerschaftsrate ergeben sich bessere Werte fir die Gruppe die schon einmal
durch ART schwanger geworden war. Bei den 13 Fallen traten 2 Schwangerschaften auf, was einer
Schwangerschaftsrate von 15,4% entspricht. Fir die sek. Sterilitdten nach Spontanschwangerschaft
verbleibt eine SS-Rate von 15,2 % (Abb.20). Dieser Unterschied zur priméaren Sterilitat ist offenbar

wegen der niedrigen Fallzahl der Schwangerschaften nach ART nicht signifikant (p=0,252).

4.4 Medikamente zur ovariellen Stimulation

4.4.1 Long- und Short-Protokoll

Zur Stimulation der Ovarien wurde fast ausschlieRlich das so genannte Long-Protokoll verwendet,

welches sich in der Zyklusvorbereitung eines GnRH- Agonisten bedient.

Das Antagonisten-Protokoll wurde neu ins Programm aufgenommen, das erklart die geringe Fallzahl.
Die Falle mit GnRH- Agonisten im Short-Protokoll bleiben wegen der geringen Fallzahl im Folgenden

auller Betracht.

Tab. 8 Befruchtungs- und Schwangerschaftsrate im so genannten ,Long- bzw. Antagonisten-

Stimulationsprotokoll

Stimulationsprotokolle
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Stimulationszyklen N
Befruchtete Eizellen M+SD
Befruchtungsrate %
Eingefrorene PN-Zellen M+SD
Aufgetaute PN-Zellen M+SD
Transferierte Embryonen M+SD
Schwangerschaften N

Schwangerschaftsrate %

Long-Protokoll
423

9,00+4,1
63,6%
5,40+3,44
3,41+1,72
1,77+1,03

55

13,00%

Antagonisten-Protokoll
8

7,86+3,58

59,14%

5,43+2,73

4,4310,98

1,71+0,49

12,5%

44.2 Medikamente zur ovariellen Stimulation im ,,Long- Protokoll.

Folgende Medikamente wurden zur Stimulation verwendet:

e 1. HMG = Human Menopausal Gonadotrophin (= Menogon der Fa. Ferring bzw.

der Fa. Serono)

e 2. rec. FSH = recombinantes FSH (= Gonal-F der Fa. Serono)

Fertinorm

e 3.Kombination rec. FSH und HMG, oder rec. FSH und rec. LH (recombinantes LH= Luveris der

Fa- Serono)
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Prozentuale Verteilung der Medikamente zur ovariellen
Stimulation vor der Bzellgewinnung

7%

O HMG B rec.FSH O rec.FSH+HMGrec LH

Abb. 21 Prozentuale Verteilung der Stimulations-Protokolle zur Follikelpunktion

Bei Menogon und Fertinorm handelt es sich um hoch gereinigte Gonadotropin-Praparate aus dem
Harn menopausaler Frauen. Die FSH Aktivitat ist auf 75 Einheiten pro Ampulle eingestellt. Da diese
beiden Praparate chemisch und biophysiologisch nahezu identisch sind und nur von verschiedenen
Firmen stammen, wurden sie bei der Endauswertung zusammengelegt. Die augenscheinlich hohe
Schwangerschaftsrate bei Fertinorm ist offensichtlich nur ein Resultat der kleinen Zahl. Gonal-F wird
gentechnisch hergestellt und entspricht genau dem menschlichen FSH. Bei ,rec. FSH + HMG" wurde
ein gentechnisch hergestelltes reines FSH Praparat mit dem hochgereinigtem HMG kombiniert, in der
Vorstellung dass das darin enthaltene LH den Stimulationserfolg verbessern kénnte, vor allem dann

wenn die Patientinnen mit alleiniger FSH- Stimulation mit einem Low-Response reagierten.

Ahnlich sind die Beweggrinde fiir die Kombination rec. FSH plus rec LH gewesen, besonders bei
Patientinnen, die keine endogene LH- Produktion aufweisen oder die extrem supprimiert waren und

vor der Stimulation ein LH < 1,0lE/L aufgewiesen hatten.

Die Zusammenlegung der beiden letzten Gruppen ist ebenfalls sinnvoll, da sie biochemisch sehr dhn-
lich sind und auRerdem die Fallzahl sehr unterschiedlich ist. Die Fallzahlen fiir die verschiedenen Me-

dikamente gehen aus Abb.21 und Tab. 9 hervor.
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Tab. 9 Erfolgsraten bei unterschiedlichen Stimulations- Medikamenten

Medikamente zur ovariellen Stimulation

Behandlungszyklen N
Gewonnene Eizellen M+SD
Gewonnene Eizellen N
Befruchtete Eizellen M+ SD
Befruchtete Eizellen N
Befruchtungsrate %
Kryo-Zyklen N
Eingefrorene PN M+SD
Eingefrorene PN N
Aufgetaute PN M+SD
Aufgetaute PN N
Uberlebende PN M+SD
Uberlebende PN N
Uberlebensrate %
Schwangerschaften N

Schwangerschaftsrate %

HMG

29

14,69+5,49

426

8,17+3,26

237

55,6%

52

5,85+3,6

304

3,68+1,23

186

2,15%0,75

112

60,2%

5

9,6%

rec.FSH

273

12,98+5,8

3543

8,19+3,59

2236

63,1%

344

5,73+3,68

1971

3,14+1,08

1079

2,12+0,71

730

67,7%

37

10,8%

rec.FSH+ HMG/rec.LH

129

11,8414,64

1527

7,62+3,43

983

64,4%

143

5,03+2,69

720

3,14£1,05

449

2,15+0,73

308

68,6%

14

9,8%

In Tabelle 9 sind nur diejenigen Simulationszyklen aufgefiihrt die dann auch fir den Kryotransfer ver-

wendet worden sind.
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Befruchtungs- und Uberiebensraten nach verschiedenen
Medikamenten zur Ovarstimulation

80,00%

60,00%

40,00%1

20,00%:

0,00%

HVIG FSH FSH+ LH

m Befruchtungsrate% 55,60% 63,10% 64,40%
m Uberlebensrate% 60,20% 67,70% 68,60%

Abb. 22 Befruchtungs- und Uberlebensraten nach Ovarstimulation im Primarzyklus mit
HMG, FSH und FSH + LH

Aus Tabelle 9 und Abbildung 22 geht hervor, dass die Zahl der gewonnen Eizellen zwar nach HMG
etwas hoher war als nach reinem FSH, dass aber die Befruchtungsrate mit 63,1% nach FSH und 64,4
% nach FSH+LH etwas hdher war als nach HMG-Stimulation mit 55,6%, was wegen der geringeren
Fallzahl aber nicht signifikant ist. Die Schwangerschaftsrate (Abb.23) ist flr alle Medikationsvarianten

in etwa gleich und liegt zwischen 9,6 und 10,8 %.
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Schwangerschaftsraten
40,
:{),
m,
101
0,
HVIG FSH FSH+ LH
@ Schwangerschaften N 5 37 14
B Schwangerschaften % 9,62 10,76 979

Abb. 23 Schwangerschaftsraten nach Kryokonservierung mit verschiedenen Medikamenten der

Ovarstimulation zur Punktion und Eizellgewinnung

4.5 Medikamentose Vorbereitung des Kryo-Transfer-Zyklus

Die Anwendung von Ostradiolvalerat im Transferzyklus dient dem phasengerechten Aufbau des En-

dometriums fir den Kryotransfer. Die Mehrheit der Behandlungszyklen wurden mit dieser Unterst(t-

zung durchgefihrt und eine Schwangerschaftsrate von 8,6% erzielt (Abb. 25).
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Vorbehandlung im Kryo-Transferzyklus

1% 4%

@ E2-Valerat m Spontan 0O Clomifen 0 Gonadatripin

Abb. 24 ZahlenmaRige Verteilung der Patienten je nach Simulation im Transferzyklus

Schwangerschaften bei unterschiedlicher Vorbehandlung im
Kryo-Transferzyklus

40,

w,

20,

10

O,
E2-Vaerat Spontan Clomifen | Gonadaotripin

@ Schwanger N # 18 1 3
m Schwanger % 8,6 15,7 14,3 14,3

Abb. 25 Schwangerschaftsrate je nach Stimulation im Kryo-Transferzyklus

Deutlich besser schnitten die Spontanzyklen mit einer Schwangerschaftsrate von 15,7% ab. Nach
Stimulation mit Clomifen oder HMG war die Schwangerschaftsrate bei sehr

geringer Fallzahl jeweils 14,3%.

61



4.6 Anzahl und Entwicklungsstadium der transferierten Emb-

ryonen

4.6.1 Anzahl der transferierten Embryonen

Schwangerschaftsrate nach Transfer von 1-3 Embryonen
15,00%:
10,00%:
5,00%:
0,00%
1 Embryo 2 Embryonen | 3 Embryonen Total
@ schwanger 6,60% 10,10% 13,20% 10,40%

Abb. 26 Schwangerschaftsrate je nach Anzahl der transferierten Embryonen beim Kryotransfer

Aus Abbildung 26 geht hervor, dass die Anzahl der bei einem Transfer Ubertragenen Embryonen von
groRRer Bedeutung sein kann. Falls nur ein Embryo transferiert wurde war die Schwangerschaftsrate
6,6% bei 2 Embryonen schon 10,1% und bei gleichzeitigem Transfer von 3 Embryonen 13,2%. Die

Schwangerschaftsrate stieg also kontinuierlich mit der Anzahl der transferierten Embryonen (p=0,060).

4.6.2 Entwicklungsstadium der transferierten Embryonen

Von 1150 aufgetauten Utberlebenden Eizellen befanden sich nach Kultivierung 314 im PN-Stadium,
406 im 2-.Zell-, 371 im 4-Zell und 59 im >4-Zell-Stadium. Im PN-Stadium wurden 158 mal ein bis drei
Eizellen Gbertragen und 9 Schwangerschaften erzielt, entsprechend einer Erfolgsrate von 5,7%. Die
niedrige SS-Rate bei PN-Transfer zeigte die Tendenz zur Signifikanz (p=0,053)
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Tab. 10 Uberlebens- Transfer- und Schwangerschaftsrate der verschiedenen Entwicklungsstadien

Entwicklungsstadien der transferierten Embryonen

Uberlebende PN bzw. Embr. N

Anzahl der Transfers N

Schwangerschaften N

Schwangerschaftsrate pro

Tranfer %

314

158

5,7

PN_Zell

2-Zell

406

252

30

11,9

4-Zell

371

226

29

12,8

>4-Zell

59

33

4

12,1

Alle

1150

669

72

10,8

Die Schwangerschaftsrate bei 252 Transfers von 1 bis 3 Zwei-Zell-Stadien und 226 Transfers von 1

bis 3 Vier-Zell-Stadien war mit 11,9% und 12,8% nahezu gleich und damit deutlich besser. Embryonen

im > Vier-Zell-Stadium wurden 33-mal tbertragen wobei 4 Schwangerschaften erzielt werden konn-

ten, also 12,1 %, was wegen der geringeren Gesamtzahl aber statistisch nicht eindeutig verwertbar

war (p=0,304). Trotzdem lasst sich zusammenfassend festhalten, dass die Erfolgsrate mit steigendem
Entwicklungsstadium korreliert (Tab.10 und Abb.27).

Schwangerschaftsrate und Embryoentwicklung

30
25
201
154
101

PN 2-7ell 4-Zell >4-Zell
@ Schwanger N 9 30 29 4
m Schwanger % 57 11,9 12,8 12,1

Abb. 27 Schwangerschaften je nach Entwicklungsstadium des Embryos beim Transfer
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Aus Abbildung 28 geht hervor dass auch viele Schwangerschaften erzielt wurden wenn ein Embryo im

Vier-Zell-Stadium tbertragen worden war (N= 16), oder wenn im Zwei-Zell-Stadium ein oder zwei

Embryonen libertragen worden waren (N=12 und 13).

Schwangerschaftsrate nach Anzahl der transferierten
Embryonen in verschiedenen Entwicklungsstadien
20,
N 10
0,
PNStad. | 2Zeller = 4Zdller | >4-Zdler

m 1 Embryo 2 12 16 0

m2Embyoren, 4 13 3

0 3 Embryonen 3 5 1

Abb. 28 Anzahl der Schwangerschaften in Bezug zur Anzahl der transferierten Embryonen in ver-

schiedenen Entwicklungsstadien.

Die Schwangerschaftszahl ist in dieser Tabelle insgesamt zu hoch, da tatsachlich

Schwangerschaften beim Kryotransfer erzielt worden sind. Diese zu hohe Anzahl hat ihren Grund

darin, dass bei der Ubertragung von zwei oder drei Embryonen unterschiedliche Entwicklungsstadien

Ubertragen worden sind, die erfolgte Schwangerschaft aber jedem dieser Entwicklungsstadien zuge-

ordnet worden ist, da man nicht wissen kann welcher Embryo zur Entwicklung gekommen ist. Diese

mehrfache Zahlung bedingt die scheinbare Erhéhung der Schwangerschaftszahl.
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Schwangerschaftsraten in % nach Transfer von 1-3
Embryonen in verschiedenen Entwicklungsstadien
25,00%
20,00%
15,00% |
10,00%
5,00%
0,00%-
PN-Stad. 2 Zeller 4-Zeller >4-Zeller
@ 1 Embryo 4,30% 9,70% 14,80% 0,00%
m 2 Embryonen 5,90% 13,00% 7.70% 18,80%
0 3 Embryonen 6,80% 17,90% 23,10% 20,00%

Abb. 29 Prozentsatz der Schwangerschaften im Bezug zur Anzahl der transferierten Embryonen in

verschiedenen Entwicklungsstadien

Betrachtet man die Abb.28, wird klar, dass die absolute Anzahl von Schwangerschaften keine Bedeu-
tung hat, wenn man nicht gleichzeitig die Anzahl der Behandlungszyklen in Betracht zieht. Die prozen-
tuale Verteilung der Schwangerschaften, wie sie in Abb.29 dargestellt ist, zeigt nadmlich deutlich, dass
mit zunehmender Anzahl von transferierten Embryonen und mit hdherem Entwicklungsstadium der
Embryonen auch mehr Schwangerschaften erzielt werden. Das Stadium mit mehr als vier Zellen wi-

derspricht dem nicht, muss aber wegen der geringen Fallzahl aul3er Betracht bleiben.

4.7 Vergleich IVF und ICSI

Nach 191 IVF- beziehungsweise 240 ICSI- Behandlungen wurden etwa gleich viele Kryotransfers
durchgefihrt (IVF: N=264, 49, ICSI: N=275, 51 siehe Abb.30).
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275,51

Verteilung der Kryobehandlungszyklen nach IVF oder ICSI-

Befruchtungstechnik

264,49

OIvF BICSI

Abb. 30 Verteilung der Falle nach Befruchtungstechnik (IVF oder ICSI)

Die Behandlungsmethode hing von der Qualitat des Spermiogramms ab.

Tab. 11 Durchschnittliche Anzahl gewonnener und befruchteter Eizellen und transferierter

Embryonen bei IVF und ICSI

Eizellgewinnung und Management bei IVF und ICSI

Behandlungszyklen N
Gewonnene Eizellen M+SD
Gewonnene Eizellen N
Befruchtete Eizellen M+SD
Befruchtete Eizellen N
Befruchtungsrate %
Primartransfer Embryonen M+SD
Primartransfer Embryonen N

Schwangerschaften N

IVF

191

12,87+5,71

2458

8,91+4,18

1701

69,2%

2,09+0,86

400

51

ICSI

240

12,66+5,33

3038

7,31+£2,79

1755

57,8%

2,04+0,8

490

53

Total

431

12,75+5,49

5496

8,02+3,56

3456

63,5%

2,06+0,83

890

104
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Schwangerschaftsrate %
Kryozyklen N

Eingefrorene PN M+SD
Eingefrorene PN N
Transferierte Embryonen M+SD
Transferierte Embryonen N
Schwangerschaften N

Schwangerschaftsrate %

26,7%

264

6,72+4,32

1284

2,11£0,71

558

34

12,9%

22,1%

275

5,04+2,9

1210

2,15+0,73

592

22

8,0%

24,1%

539

5,79+3,69

2494

2,13+0,72

1150

56

10,4%

Zur Berechnung der Befruchtungsrate werden wieder die 431 Punktionszyklen herangezogen wah-

rend sich die Schwangerschaftsrate auf alle 539Kryotransferzyklen bezieht

Befruchtungs- und Transferzahlen bei IVF und ICSI
4000
3000
N 2000
1000+
0,
Gewonren | Befruchtet PN Kryo Aufgetaut | Uberlebend
oVFN 2458 1701 1284 850
mICSIN 3038 1755 1210 84

Abb. 31 Absolute Zahlen der Eizellen bzw. Embryonen fiir Befruchtung und Transfer bei

IVF und ICSI

Die Anzahl der gewonnen Eizellen unterschieden sich nicht wesentlich.
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Mittelwerte fiir Befruchtung und Transfer bei IVF und ICSI

15,
10,
MW
5,
0 -
Gevornen | Befiuchtet | N PNKRY | N PNTAU | N UBERL

oVFMV | 1287 | 891 6,72 323 | 21
mICSIMV| 1266 | 7,31 5,04 313 | 215

Abb. 32 Mittelwerte der Eizellen bzw. Embryonen fiir Befruchtung und Transfer bei IVF und ICSI

Prozentuale Befruchtungs-und Uberlebensrate bei
IVF und ICSI
70+
65
% 601
551
SOV ICS| Total
O Befruchtet% 69,2 57,8 63,5
B Uberlebend % 65,6 68,4 67,1

Abb. 33 Prozentuale Befruchtungs- und Uberlebensrate bei IVF und ICSI

Deutlich unterschiedlich war allerdings die Befruchtungsrate, namlich 69,2% bei IVF und 57,8% bei
ICSI. Uberlebt haben nach dem Auftauen bei beiden Methoden etwa gleich viele, namlich 2,11 bzw.
2,15 Embryonen pro Behandlung (Tab.11, Abb.32) die dann auch transferiert wurden. Wie aus den
Abb.33 und 34 hervorgeht, war die Uberlebensrate der PN-Stadien nach beiden Methoden etwa gleich
(65,6% und 68,4%).

68



Schwangerschaften in Kryozyklen nach IVF und ICSI
60+
40
20|
0,
Schwanger N SS IT% SS /IP%

OIVF 34 12,9 17,8

micsl 22 8,0 9,2

OTotal 56 10,4 13,0

Abb. 34 Absolute Schwangerschaften und prozentuale Schwangerschaftsraten nach IVF und ICSI

in Kryozyklen bezogen auf die Anzahl der Transfers und die Anzahl der Punktionszyklen

die Schwangerschaftsrate aber deutlich unterschiedlich zugunsten IVF (12,9 % vs. 8,0%), der Unter-

schied ist aber nicht signifikant (p= 0,068).

4.8 Einfluss der Lagerungszeit kryokonservierter PN-Stadien

Die Zeit bis zum Auftauen der kryokonservierter PN-Stadien wurde eingeteilt in:

e 1. bis zu 3 Monate
e 2. 4-12 Monate
e 3. 1-2 Jahre

4. 2-4 Jahre und

e 5 4-73 Jahre

Tab. 12 Uberlebens- und Schwangerschaftsrate bei verschiedenen Lagerungszeiten

Uberlebens- und Schwangerschaftsraten bei verschiedenen

Lagerungszeiten der impragnierten Eizellen

bis 3 Mon.

4-12 Mon.

1-2 Jahre 2-4 Jahre 4-7,3 Jahre

Insgesamt
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Behandlungszyklen N
Eingefrorene PN M+SD
Eingefrorene PN N
Aufgetaute PN M+SD
Aufgetaute PN N
Uberlebende PN M+SD
Uberlebende PN N
Uberlebensrate %
Schwangerschaften N

Schwangerschaftsrate %

163

6,29+3,86

1025

3,13+£1,04

510

2,2340,63

363

71,18%

19

11,7%

297

5,55+3,34

1649

3,29+1,11

978

2,1610,74

641

65,54%

27

9,1%

49

3,9+2,18

191

2,84+1,05

139

1,86+0,76

91

65,47%

6

12,2%

27

4,26+2,49

115

2,89+1,12

78

1,81+0,68

49

62,82%

4

14,8%

5,0+2,65

15

3,0£1,0

2,00£1,00

6

66,67%

0

0,0%

539

5,56+3,45

2995

1,18+1,09

1714

2,1340,72

1150

67,09%

56

10,4%

Die meisten Transfers nach Kryokonservierung wurden 3 bis 12 Monate nach Follikelpunktion durch-

geflhrt (N=297), relativ hdufig wurde der Transfer aber auch schon in den ersten drei Monaten nach

der Follikelpunktion gemacht (N=163).

Anzahl der aufgetauten und Giberlebenden PN-Zellen nach
unterschiedlichen Lagerungszeiten
1000
N 500
o bis 3Mon. | 412Mon | 1-2Jahre | 24 Jahre | 47,3 Jahre
@ PNKryo N 510 978 139 78 9
@ Uberlebend 363 641 91 49 6

Abb. 35 Anzahl der eingefrorenen und nach dem Auftauen iberlebenden und transferierten

Embryonen
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Uberlebensrate nach Auftauen in Prozent

75,00%

70,00%-,

% 65,00%|

60,00%:

55,00%-
bis3Mon. | 412Mon | 12Jahre | 24 Jahre | 47,3 Jahre Total

@ Uberlebend % |  71,18% 65,54% 65,47% 62,82% 66,67% 67,00%

Abb. 36 Uberlebensrate der kryokonservierten PN-Stadien nach dem Auftauen nach unterschiedli-

chen Lagerungszeiten

Die Abbildung 36 zeigt dass innerhalb der ersten drei Monate die Uberlebensrate der kryokonservier-
ten PN-Stadien mit 71 Prozent am héchsten ist. Sie nimmt in den nachsten vier Jahren leicht ab und
erreicht nach zwei bis vier Jahren etwa 63 Prozent. Der nochmalige Anstieg nach Uber vier Jahren

geht auf hohe Einzelwerte bei insgesamt geringer Fallzahl zurlck.

Anzahl und prozentuale Schwangerschaftsrate nach
unterschiedlichen Gefrierzeiten

bis3 | 4-12 1-2 24 4-7,3
Mon. Mon | Jahre | Jahre | Jahre

O Schwanger N 19 27 6 4 0 56
B Schwanger %| 11,65 | 912 | 122 14,8 (0] 104

Total

Abb. 37 Schwangerschaftsraten nach unterschiedlichen Gefrierzeiten

Wie aus Tabelle 12 und Abbildung 37 hervorgeht, war die Schwangerschaftsrate mit ca. 11%-12% im

untersuchten Kollektiv unabhangig von der Lagerungsdauer.
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4.9 Vergleich der Ergebnisse nach Kryotransfer mit den Er-

gebnissen beim Primartransfer

Weltweit sind die Schwangerschaftsraten nach Kryotransfer deutlich schlechter als nach dem Primar-

transfer also dem Transfer frisch gewonnener und kultivierter Embryonen. Um dies fir das untersuchte

Kollektiv darstellen zu kbnnen werden fir einige ausgewabhlte klinische Parameter auch die Ergebnis-

se des Primartransfers dargestellt.

4.9.1 Vergleich der Schwangerschaftsraten beim Priméar- und Kry-

otransfer

Das untersuchte Patientenkollektiv besteht aus 399 Paaren. mit 431 Primartransfer-Zyklen (= Punkti-

onszyklen) und 539 Kryotransfer-Zyklen, also insgesamt 970 Zyklen.

Tab. 13 Kumulative Schwangerschaftsraten beim Primar- und Kryotransfer bezogen auf die Anzahl

der Transfers, die Anzahl der Punktionen und die Anzahl der Paare.

Schwangerschaftsraten beim Primar- und Kryotransfer

Priméar N
Primar %
Kryo N
Kryo %
Total N

Total %

Schw./Transfer

104 von 431

2413

56 von 539

10,38

160 von 970

34,51%

Schw./Punktion

104 von 431

24,13

56 von 431

12,99

160 von 431

37,12%

Schw./Paar

104 von 399

26,07

56 von 399

14,03

160 von 399

40,10%
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Schwangerschaftsraten bei Primar- und Kryotransfer bezogen
auf Anzahl der Transfers, Punktionen und Paare
a}
40,
%
20,
01 T
Primér % Kryo % Total %

@ Schw./Transfer 24,13 10,38 34,51
m Schw./Punktion 24,13 12,9 37,12
0 Schw./Paar 26,07 14,03 40,10

Abb. 38 Schwangerschaftsraten bei Primar- und Kryotransfer, Grafik zu Tab 13

Wie aus der Tab. 13 und Abb. 38 hervorgeht, betragt die Schwangerschaftsrate nach Kryotransfer
10,38% und nach dem Transfer frischer Embryonen 24,13 %, also mehr als das doppelte. Bezieht
man die Anzahl der Schwangerschaften auf die Anzahl der Follikel-Punktionen erhéht sich die Pro-
zentzahl beim Kryotransfer auf 12,99 % und bezieht man sie auf die Anzahl der behandelten Paare so
steigerte sie sich beim Primartransfer auf 26,07 und beim Kryotransfer auf 14,03% so dass letztlich

pro Paar eine kumulative Erfolgsrate von insgesamt 40,1% resultiert.

4.9.2 IVF und ICSI

Beim Kryotransfer fallt die Schwangerschaftsrate mit durchschnittlich 10,4% wesentlich geringer aus
als beim Primartransfer (24,13%, Tab.13), und IVF ist mit 12,9% aufRerdem deutlich erfolgreicher als
ICSI mit 8,0%. (Abb.34 )
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Schwangerschaften beim Primartransfer

@ PrimSchw. N

51

m Pim Schw.%

26,71

Abb. 39 Erfolgsrate von IVF und ICSI nach Transfer von im Punktionszyklus gewonnener Eizellen

und daraus kultivierter Embryonen

Beim Transfer von Embryonen im Primarzyklus betrug die Schwangerschaftsrate von IVF 26,7% und

von ICSI 22,1%, ein deutlicher, aber nicht signifikanter Unterschied (p = 0,159)
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Vergleich der Schwangerschaftsraten von Primér- und
Kryotransfer bei IVF und ICSI

Prim. Schw.% Kryo-Schw. %
@ VF 26,71 12,93
m ICSI 22,08 7,97
o Total 24,13 10,38

Abb. 40 Vergleich der Schwangerschaftsraten fur IVF und ICSI bei Kryo- und Priméartransfer

Wie im Kapitel 4.7 fir die Kryo- Schwangerschaften dargestellt wurde und aus Abbildung 39 mit dem
direkten Vergleich der beiden Methoden beim Kryo- und Primartransfer nochmals deutlich wird, ist die
Schwangerschaftsrate fur IVF bei beiden Transfermethoden, insbesondere aber beim Kryotransfer
deutlich hdher als fir ICSI (p=0,068).

4.9.3 Primare und sekundare Sterilitat

Beim Vergleich der beiden Methoden bezuglich primarer und sekundarer Sterilitat ergibt sich wieder-
um eine wesentlich hdhere Schwangerschaftsrate fur den Primartransfer, namlich von 14,3% bei der
primaren Sterilitat und 37,8% bei der sekundaren Sterilitat (Abb.41). Demgegenuber war nach Kry-
otransfer bei der primaren Sterilitdt nur eine Schwangerschaftsrate von 7,5% dagegen bei der sekun-
daren Sterilitat eine solche von 15,20% zu erreichen (Tab.6, Abb.42).
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Schwangerschaften bei prim und sek. Sterilitat bei
Primrt f
&),
m,
Nu. % 40/
20,
O,
Prim. Stexil. Sek. Steril.
@ Schwang. N 36 638
m Schweng. % 14,34 37,77

Abb. 41 Schwangerschaftsraten fir primare und sekundare Sterilitat beim Primartransfer

Vergleich der Schwangerschaftsraten von prim. und sek.
Sterilitaten bei Primar- und Kryotransfer

40+

30

% 20

Prim. Steril.

Sek. Steril.

Total

@ Prim.-Schw. %
| Kryo-Schw. %

14,34
7,5

37,79
15,2

241
10,4

Abb. 42 Schwangerschaftsraten nach Kryotransfer und Primartransfer bei primarer und

sekundarer Sterilitat

Patientinnen mit sekundarer Sterilitdt haben eindeutig eine héhere Erfolgsrate. Sowohl bei der Be-
handlung im Punktionszyklus (Primartransfer, p= 0,001) als auch im Kryozyklus (p=0,002) ist der Un-

terschied hoch signifikant.
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4.9.4 Alter der Patientin

Tab. 14 Altersabhangige Befruchtungs- und Schwangerschaftsraten beim Priméartransfer

und bei Kryozyklen

Eizellgewinnung und Behandlung in verschiedenen Altersgruppen

Altersgruppen
Punktionszyklen N
Gewonnene Eizellen M+SD
.Gewonnene Eizellen N
Befruchtete Eizellen M+SD
Befruchtete Eizellen N
Befruchtungsrate %
Primartransfer Emb. M+SD

Primartransfer Emb. N

Schwangerschaften Prim. N

Schwangerschaftsrate Prim. %

Eingefrorene PN  M+SD

Eingefrorene PN N

Transferierte Emb. M+SD

Transferierte Emb. N

Kryozyklen N

Schwangerschaften Kryo N

Schwangerschaftsrate Kryo %

30J

132

13,2845,32

1753

8,23+3,71

1087

62,0%

1,88+0,88

248

34

25,8%

6,11+4,05

806

2,12+0,68

349

165

16

9,7%

31-35J

206

12,89+6,03

2655

8,03+3,73

1655

62,3%

2,01+0,8

414

56

27,2%

5,79+3,7

1193

2,08+0,76

535

249

28

11,2%

36-40 J

89

11,68+4,15

1031

7,65+2,89

681

66,1%

2,45+0,67

218

14

15,7%

5,3+3,02

472

2,28+0,66

253

113

12

10,6%

>40 J

14,25+6,8
57
8,25+3,59
33

57,9%
2,5+0,58

10

0,0%
5,75+4,11
23
1,08+0,85
13

12

0,0%

Total

431

12,75+5,49

5496

8,02+3,56

3456

62,9%

2,06+0,83

890

104

24,1%

5,79+3,69

2494

2,13+0,72

1150

539

56

10,4%
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Anhand der Tabelle 13 und Abb.42 zeigt sich die hdchste Schwangerschaftsrate im Punktionszyklus

wie auch im Kryozyklus im Altersinterwall zwischen 31-35 Jahren (27,2% bzw. 11,2%).

Mit zunehmendem Alter nimmt die Schwangerschaftsrate in beiden Gruppen ab, jedoch lasst die nied-

rige Fallzahl der Uber 40-Jahrigen keine statistisch relevante Aussage zu.

Altersbezogene Schwangerschatftsraten bei Primar- und
Kryotransfer

30,00%
25,00%
20,00%
15,00%
10,00%
5,00%

0007 s 304 31-35J 3640J >40 J

@Prim Schw.|  2580% 27,20% 15,70% 0,00%

m Kryo-Schw. 9,70% 11,20% 10,60% 0,00%

Abb. 43 Schwangerschaftsraten bei Primar- und Kryotransfer in den verschiedenen Altersstufen

Aus Tabelle 13 und Abbildung 44 geht wiederum hervor, dass die Schwangerschaftsraten auf das Alter

bezogen beim Primartransfer in etwa doppelt so hoch lagen als nach Kryotransfer.
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Altersabhangige Schwangerschaftsraten

45—
40
35,
&),
]
25| 1 P
%
20
15—
10+
5,
O
Aaa=30J al31-35J all 3640 J Alle
O Kryoschw. % Trans 9,7 11,2 10,6 104
B Kryoschw. % Funkt 12,1 13,6 13,5 13
0O Rimarschw. % 25,8 27,2 15,7 24,1
0O Schw.Rim-+H<ryo % 37,9 40,8 29,2 37,1

Abb. 44 Schwangerschaftsraten bezogen auf die Anzahl der Transfers, der Punktionen und kumu-

lative Schwangerschaftsrate (Primar + Kryo) pro Punktion.

Jungere Frauen bis 35 Jahre erreichen insbesondere beim Primartransfer deutlich héhere Schwan-
gerschaftsraten (25,8% bzw. 27.2%) als uber 35-Jahrige (15,7%), sodass bei 31-35 Jahrigen eine
kumulative Rate von 40,8% erreicht wird. Bemerkenswert ist allerdings, dass beim Kryotransfer mit

durchschnittlich 13% kaum ein Unterschied zwischen den Altersgruppen besteht.
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5 Diskussion

Kryokonservierung von impragnierten Eizellen ist ein etabliertes Verfahren bei der Kinderwunschthe-
rapie. Ein wesentlicher Vorteil dieses Methodik ist es, durch eine einmalige Stimulation genligend Ei-
zellen gewinnen zu kénnen, die in spateren Zyklen bei guter Befruchtungsrate dann fiir die weitere
Therapie zu Verfliigung stehen, was eine erhebliche kérperliche und finanzielle Entlastung fir die Pati-
entin bedeutet. Kommt es im Rahmen der hormonellen Behandlung zur Erzeugung einer grof3en An-
zahl von Follikeln zu einer Uberstimulierung der Ovarien, so ist dieser Zyklus nicht fiir einen Transfer
geeignet. Durch Kryokonservierung impragnierter Eizellen kann man diese dann in spateren Zyklen

transferieren (Queenan 1997)

5.1 Methodik der Kryokonservierung

Wie im allgemeinen Teil schon dargestellt wurde, gibt es unterschiedliche Methoden des Einfrierens
und Auftauens von PN-Stadien bzw. Embryonen. Weltweit sind die besten Ergebnisse bisher mit rela-
tiv langsamem Einfrieren und schnellem Auftauen erzielt worden. Die relativ schlechten Ergebnisse
des Uberlebens aufgetauter Embryonen wird zum Teil auf eine Stérung des Spindelapparates zurlick-
gefihrt (Rienzi at al. 2004). Obwohl die meisten Spindeln nach langsamem Einfrieren und schnellem
Auftauen eine normale Morphologie aufwiesen, konnte er zeigen, dass der Spindelapparat wahrend
des Auftauens zunachst zerstort war und sich erst wahrend der Waschprozedur bei 37 Grad im Kul-

turmedium wieder neu formiert hat.

Eine neue Einfriermethode stellt die Vitrifikation dar, eine Methode, bei der das Gefriergut ultraschnell
gefroren wird, so dass eine Kristallisation unterbleibt und der Zellinhalt sich schockartig glasern verfes-
tigt (Rall and Fahy 1985). Aigner et al. (1992) konnten zeigen, dass die Vitrifikation zumindest bei
Mause- Oozyten den Spindelapparat grétenteils unversehrt liel3. Da sie aber doch einige abnorme
Spindeln und Chromosomen- Dislokationen beobachteten, warnten sie vor dem mdglichen geneti-

schen Risiko der Vitrifikation von Oozyten.

Vor kurzem wurden bezuglich der Vitrifikation auch bei menschlichen Oozyten und PN-Stadien deutli-
che Fortschritte gemacht, im Wesentlichen durch Ersatz der Kryoprotektiva DMSO und Propandiol
durch Ethylenglycol. So konnten Orief et al. (2005) nach Vitrifikation von 155 PN-Stadien Uber eine
Uberlebensrate von 88% und eine Schwangerschaftsrate von 46% berichten. Wahrscheinlich gehort
der Methode der Vitrifikation, nicht zuletzt wegen ihrer technischen Einfachheit, die Zukunft (Lieber-
mann et al. 2003).

80



5.2 Klinische Parameter

In dieser Studie wurden retrospektiv Falle in verschiedenen Altersgruppen und mit verschiedenen
Sterilitdtsursachen untersucht, bei denen nach Follikelstimulation mit unterschiedlichen Stimulations-
medikamenten, die Follikel punktiert wurden. Die gewonnen Eizellen wurden kultiviert und mit dem
aufbereiteten Sperma des Ehemannes inseminiert, teils nach klassischer Methode der In-vitro-

Fertilisation (IVF), teils mit Hilfe der Intracytoplasmatischen Spermien-Injection (ICSI).

Die befruchteten Eizellen wurden dann beurteilt, zwei bis drei wurden weiter fir den Transfer kultiviert
und die restlichen imprégnierten Eizellen nach Aquilibrierung mit dem langsamen Einfrierverfahren
(mit computergesteuerten Einfriergeraten) eingefroren und anschlielend in flissigem Stickstoff bei -
196°C gelagert.

Fir den Kryotransfer wurden die impragnierten Eizellen im Schnellverfahren aufgetaut, kultiviert, und
in verschiedenen Entwicklungsstadien (in der Regel zwei bis sechs Zellen) nach ihrer Beurteilung
transferiert und zwar maximal drei Embryonen pro Behandlungszyklus. Der Transfer fand teils in
Spontanzyklen und teils in artifiziellen Zyklen mit kiinstlichem Endometriumsaufbau statt. Es wurde

festgehalten, ob die Patientinnen schwanger wurden oder nicht.

Ziel der Studie war es herauszufinden, ob verschiedene klinische Parameter wie Alter der Patientin-
nen, Verteilung der Sterilitdtsursachen auf Mann und/oder Frau, organische oder funktionelle Stérun-
gen bei der Frau, primare oder sekundare Sterilitat, verschiedene Stimulationsprotokolle zur Follikel-
punktion, die Zyklusvorbereitung vor dem Transfer, das Entwicklungsstadium und die Anzahl der
Embryonen sowie die Gefrierlagerungsdauer die Schwangerschaftsrate beeinflussen. Bei allen Unter-

suchungen wurde dem Unterschied zwischen IVF und ICSI eine besondere Bedeutung zugemessen.

Diese Arbeit untersucht den Einfluss verschiedener klinischer Parameter auf die Befruchtungsraten
der gewonnenen Eizellen nach Follikelpunktion und die Schwangerschaftsraten nach Transfer von

Embryonen, die nach Kryopreservation von Eizellen im PN-Stadium, Wiederauftauen und Bebriten
erzielt worden waren. Darlber hinaus wurden diese Ergebnisse mit ausgewahlten Ergebnissen des
direkten Transfers von PN-Stadien und Embryonen im Punktions-Zyklus verglichen. Dies wurde fir
Alter der Patientin, Anzahl der transferierten Embryonen, IVF und ICSI und primare und sekundare

Sterilitét in Kapitel 4.9 ausgefuhrt.

Als Vergleichsstandard diente das Deutsche IVF-Register aus dem Jahre 2001, weil dieses Jahr der
zeitlichen Mitte fir den Zeitraum dieser Studie (Nov. 1996 — Nov. 2004) entspricht. Neuere Ergebnisse

aus dem deutschen IVF-Register des Jahres 2005 wurden fallweise zum Vergleich angegeben.

5.2.1 Alter der Patientinnen

Bezlglich des Alters der Patientinnen wurde eine Unterteilung in vier Gruppen vorgenommen. In G |
wurden die Patientinnen im Alter von 20-30 Jahren, in G Il Patientinnen von 31- 35 Jahren, G Ill von
36 bis 40 Jahren und G IV Patientinnen tber 40 J. Die grof3te Gruppe mit den meisten Patientinnen

und meisten Behandlungszyklen war Gruppe I, die kleinste war Gruppe IV.
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Die Befruchtungsrate nach Punktion lag am héchsten in der Gruppe Il bei 66,1% und am niedrigsten
in Gruppe IV bei 57,9%.Die Schwangerschaftsrate in Kryozyklen war in der Gruppe Il am héchsten
(11,2%).

In allen Altersgruppen ist der Primartransfer etwa doppelt so erfolgreich wie der Kryotransfer. Bei ins-

gesamt 4 Patientinnen in Gruppe IV hatten 2 eine normale ovarielle Reserve und es konnten von bei-

den je 22 Eizellen gewonnen werden woraus ein relativ hoher Mittelwert fiir die Eizellgewinnung resul-
tiert.

Im Kryokollektiv war der Unterschied der Schwangerschaftsraten zwischen den verschiedenen Alters-
gruppen minimal (Gl 9,7%, Gll 11,2%, Glll 10,6%). Bei der Patientinnen-Gruppe tber 40 Jahren (GIV)

ist keine Schwangerschaft erzielt worden, allerdings bei einer geringen Fallzahl (Tab.14 und Abb.44).

Die Schwangerschaftsrate nahm beim Primartransfer nach dem 35. Lebensjahr ab. In unserem Pati-
entenkollektiv betrug sie fir Gl 25,8 %, fur Gll 27,2% und fir Glll 15,7 %.

In der kumulativen Statistik des Deutschen IVF-Registers (2001) betrug die Schwangerschaftsrate fiir
den Kryotransfer bei Frauen bis 35 Jahre 18,4 %und Gber 35 Jahre 14,3%. pro Embryotransfer. Die
Daten aus dem Deutschen IVF-Register des Jahres 2005 sind detaillierter nach Altersgruppen aufge-
schlusselt und betragen fur das Alter bis 24 J 18,4%, fur 25 bis 29 J 17,5%, fur 30 bis 34 J 19,2%, fur
35 bis 39 J 18% und fir 40J und mehr 13,4%.

Fir den Primartransfer werden in der gleichen Publikation fir die entsprechenden Altersgruppen fol-
gende Schwangerschaftsraten angegeben: Bis 24 J 32,6%, fir 25 bis 29 J 34,4%, fur 30 bis 34 J
32,9%, fur 35 bis 39 J 26,4% und fur 40 J und mehr 16,5%.

In der Studie von Veeck (1996) wurde bezlglich der Befruchtungsrate beschrieben, dass das Alter der
Patientinnen zu dem Zeitpunkt der Kryokonservierung eine entscheidende Rolle fiir die spatere
Schwangerschaftsrate nach dem Auftauen der PN-Stadien spielte. Man kénnte annehmen, dass bei
der ICSI das Alter keine groRRe Rolle spielen misste weil das Spermium in der Eizelle injiziert wird.
Genaue Untersuchungen von Bals-Pratsch und Dietrich (2001) sowie van Zonnefeld et al. (2003) ha-
ben ergeben, dass die Qualitat der Eizellen mit zunehmendem Alter deutlich nachlasst und dass des-
halb die Schwangerschaftsrate abnimmt. Sancken et al. (2005) fuhren dies auf eine Veranderung des

Spindelapparates der Oozyten und die ansteigende Aneuploidierate zurlick.

Miller und Smith (2001) berichteten dagegen, dass die Motilitat und Spermamorphologie fir die
Blastocystenteilung eine bedeutende Rolle spielt, so dass auch der paternale Faktor zu berlicksichti-

gen sei, zumal ICSI vorwiegend bei der mannlichen Sterilitdtsursache angewendet wird.

5.2.2 Anzahl der transferierten Embryonen

Die Anzahl der bei einem Transfer GUbertragenen Embryonen hat eine gro3e Bedeutung fur die

Schwangerschaftsrate.
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Im vorliegenden Kollektiv ist beim Kryotransfer mit einem Embryo die Erfolgsrate 6,6%, bei 2 Embryo-
nen 10,1% und bei 3 Embryonen 13,2% (Abb.26)

Pandian et al. (2005) wiesen darauf hin, dass die Schwangerschaftsrate bei Transfer von zwei Embry-
onen genauso grofl} sei wie bei zweimaligem Transfer von einem Embryo in verschiedenen Behand-

lungszyklen.

Schroder et al. (2002) berichten uber Schwangerschaftsraten von 1,9%, 8,2% und 13,0% nach dem

Kryotransfer von 1, 2, oder 3 Embryonen.

Wenn man in der Altersverteilung auch noch die Anzahl der transferierten Embryonen bericksichtigt
(Abb. 12), ergibt sich im vorliegenden Kryokollektiv fiir die Altersgruppe bis 35 Jahre ein eindeutiger
Anstieg der Schwangerschaftsrate mit zunehmender Embryonenzahl (Gl: 6,9%, 9,1%, 12,5%, GlI:
8,3%, 10,2% 15,4%), der jedoch bei der Altersgruppe uber 35 Jahren zwischen Gll und GllI nicht
sichtbar ist (Gl: 0%, GlI: 12,3%, GllI: 11,6%).

Im Deutschen IVF-Register (2001) ist beim Kryotransfer ein Anstieg der Schwangerschaftsrate mit
zunehmender Embryonenzahl in den Altersgruppen bis 35 J deutlich erkennbar (1 Embryo 8,9%, 2
Embryonen 16,8%, 3 Embryonen 25,0%). In der Altersgruppe Uber 35 J sind die entsprechenden Ra-
ten 4,3%, 15,1% und 17,2%.

Im Deutschen IVF-Register des Jahres 2005 werden fir den Kryotransfer folgende Schwanger-
schaftsraten angegeben: 1 Embryo: 9,9%, 2 Embryonen: 19,2%, 3 Embryonen: 20,0%. Die durch-

schnittliche Schwangerschaftsrate betrug 18,0%.

Auch beim Transfer frischer Embryonen korrelierte im Deutschen IVF-Register (2001) die Schwanger-
schaftsrate mit der Zahl der transferierten Embryonen. Sie betrug in der Altersklasse bis 35 Jahre bei
Transfer eines Embryos 14% bei zwei Embryonen 32% und bei 3 Embryonen 33%, in der Altersklasse

Uber 35 Jahren waren die entsprechenden Zahlen 9%, 22% und 25%.

Auch in der internationalen Literatur korreliert beim Transfer frischer Embryonen nach Punktion die
Schwangerschaftsrate mit der Zahl der transferierten Embryonen. Nach Lancaster (1992) zeigte das
australische IVF- Register bei 3836 ausgewerteten Schwangerschaften nach frischem Transfer eines
Emryos eine Schwangerschaftsrate von 9,8%, nach 2 Embryonen 21,9% und nach 3 Embryonen
33,8%. Die Erfolgsrate liefl3 sich durch den Transfer hoherer Embryonenzahlen als 3 nicht mehr stei-

gern.

Das deutsche Embryonenschutzgesetz (ESchG, 1990 BGB1 S.2746), schreibt vor, dass keine Selekti-
on der Embryonen fiir den Transfer vorgenommen werden darf. Es dirfen also nur so viele PN-
Stadien kultiviert werden wie anschlieRend Ubertragen werden durfen, also maximal drei. Die Mdglich-
keiten, die im Ausland mittels der Embryonenauswahl hin zum ,single embryo transfer® (SET) (Gerris
et al. 1999) gegeben sind, sind aufgrund des deutschen Embryoschutzgesetzes in Deutschland nicht
vorhanden. Ludwig et al (2000) haben nach diesen Gesichtspunkten 2 Gruppen verglichen, ndmlich
die eine, bei der unselektiert maximal drei PN-Stadien kultiviert und anschlieRend Ubertragen wurden
und eine andere Gruppe, bei der nach Kultivierung mehrerer PN-Stadien die zwei oder drei besten

ausgewahlt und transferiert wurden. Die dadurch erzielten Schwangerschaftsraten waren in der unse-
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lektierten Gruppe beim Ubertrag von 1, 2 oder 3 Embryonen 3,9%, 9,1% und 17,7% und bei der selek-

tierten Gruppe 22,0% und 22,5% wenn zwei oder drei Embryonen tbertragen worden waren.

5.2.3 IVF und ICSI

In der vorliegenden Arbeit war fir 264 Kryo-Zyklen eine IVF-Therapie im
Eizellentnahme- Zyklus durchgefiihrt worden und in 275 Zyklen eine ICSI.
Die Befruchtungsrate war nach IVF-hdher und betrug 69,2%, gegentber 57,8 % bei ICSI.

Beim Transfer frischer Embryonen unterscheidet sich die Schwangerschaftsrate von IVF (26,7%) und
ICSI (22,1%) kaum (Tab.11, Abb.40). Ahnlich liegen die Ergebnisse im Deutschen IVF-Register (2001)
mit 28,4% beziehungsweise 27,9%. Vergleicht man diese Ergebnisse dagegen mit der Darstellung in
Abbildung 34 so sieht man, dass nach Kryokonservierung von Eizellen im PN Stadium die Schwan-
gerschaftsrate mit durchschnittlich 10,4% wesentlich geringer ausfallt (D. IVF-Register 2001: 17,0%,
2005: 17,9%). Beim Kryotransfer zeigte die klassische IVF mit 12,9% eine deutlich hdhere Schwan-
gerschaftsrate als die intrazytoplasmatische Spermieninjektion (ICSI) mit 8,0%. Eine eindeutige statis-

tische Signifikanz war allerdings nicht nachzuweisen (p=0,068).

Al-Hasani et al. (1996) berichteten in ihrer Arbeit beim Vergleich der Kryokonservierung von PN-
Stadien und Zygoten nach IVF- und ICSI- Therapie, dass von 204 ICSI- und 89 IVF- Zygoten-
Transfers 34 (17%) und 18 (20%) Schwangerschaften erzielt werden konnten. Hoover et al.(1997)
publizierten ahnliche Ergebnisse mit 17% resp. 14% fur IVF und ICSI. Die Folgerung ist, dass einer-
seits die Ergebnisse von Tiefgefrieren und Auftauen zwischen PN-Stadien und Zygoten keine signifi-

kanten Unterschiede zeigten, andererseits aber auch IVF geringfligig erfolgreicher ist als ICSI.

Was den Einfluss der Befruchtungsart auf die Schwangerschaftsrate betrifft, sind die Mitteilungen in
der Literatur sehr unterschiedlich. So berichteten Kowalik et al. 1998 dass ICSI keinerlei Einfluss auf
die Uberlebensrate und die erfolgreiche Implantation aufgetauter Embryonen habe, wahrend Archer et
al. noch im Jahre 2003 veroffentlichten, dass ICSI gegentiber IVF mit einer deutlich geringeren Ent-

wicklungspotenz der Embryonen in vitro einhergeht.

Aytoz et al (1999) beschreiben eine Schwangerschaftsrate von 18,8% beziehungsweise 9,8% bei IVF
nach Transfer von frischen beziehungsweise kryokonservierten Embryonen. In der ICSI- Gruppe wa-

ren diese Zahlen 16,4% und 6,8% und lagen damit etwas unterhalb der Ergebnissen der vorliegenden
Studie. Dieser Unterschied geht auch in unserem Kollektiv deutlich aus dem direkten Vergleich beider

Methoden, wie er in Abb.40 dargestellt ist, hervor.

5.2.4 Primare und sekundéare Sterilitat

Beim Vergleich des Primartransfers und Kryotransfers an Hand von priméarer und sekundéarer Sterilitat

zeigt sich, dass der Primartransfer mehr als doppelt so erfolgreich ist und zwar sowohl bei der prima-
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ren Sterilitat (15,2% gegentber 7,5%) wie auch bei der sekundaren Sterilitat (37,8% gegenuber 14,3%
Abb.42). Patientinnen mit sekundarer Sterilitdt haben wesentlich bessere Aussichten schwanger zu

werden als Patientinnen mit einer primaren Sterilitat.

Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass Patientinnen die zunachst primar steril waren, aber
nach einem Primartransfer schwanger geworden sind, bei Wiederholung eines Transfers wegen eines
Abortes oder neuem Kinderwunsch, deutlich haufiger schwanger wurden als solche Patientinnen, bei
denen es bei vorausgehendem Primartransfer nicht gelungen war eine Schwangerschaft zu erzeugen.
Wenn man die Tabelle 7 oder die Abbildung 20 betrachtet, so sieht man diesen Unterschied sehr deut-
lich. Die Erfolgsrate ist namlich bei primarer Sterilitdt 7,1% und bei sekundarer Sterilitdt nach ART
15,2%. Auf diesen Zusammenhang haben auch El-Toukhy et al. (2003) hingewiesen, die eine
Schwangerschaftsrate von 23% nach einem erfolgreichen vorausgegangenen Transfer erzielen konn-
ten gegeniber einer Rate von 11,2% ohne vorausgehende ART- bedingte Schwangerschaft. Auch
Wang et al. (2001) fanden bei einer Untersuchung tber den Einfluss klinischer Faktoren auf die Im-
plantationsrate und Mehrlingsgeburten dass die Erfolgsrate nach Kryotransfer von 2 Embryonen bei
vorhandenem Tubenfaktor 10-14% und ohne Tubenfaktor 15-19% betrug, wenn in einem vorausge-
gangenen Primartransfer keine Konzeption erfolgt war. Mit vorausgehender Konzeption waren die

Raten deutlich héher, ndmlich jeweils tGber 20%.

5.2.5 Sterilitats-Ursachen

Beziiglich der Sterilitatsursachen sind die Unterschiede nach Kryotransfer nicht sehr eindeutig, es
I&sst sich allenfalls feststellen, dass die idiopathische Sterilitat eine relativ glinstige Prognose hat.
Nach Tabelle 3 und Abbildung 14 liegt sie mit einer Schwangerschaftsrate von 14,9% deutlich tber
den Ursachen die die Frau oder den Mann oder beide betreffen (12,3%, 9,5% bzw. 6,7%). Innerhalb
der weiblichen Ursachen sind die Erfolge bei organisch bedingter Sterilitat, also Endometriose (ohne
Tubenverschluss), tubarer Sterilitdt und uteriner Ursache, nicht wesentlich verschieden. Die Befruch-
tungsrate bei Endometriose ist mit 63,9% zwar niedriger als die bei uteriner oder tubarer Sterilitat
(70,8% bzw. 68,1%), die Schwangerschaftsraten dagegen mit 15,8% hdher als bei den anderen bei-
den Gruppen (11,8% und 11,0%).

Der Einfluss klinischer Parameter auf die Schwangerschaftsrate wird in der Literatur fast ausschlief3-
lich fUr den Primartransfer beschrieben. Nur bei Wang et al. (2001) wurden bei einer Untersuchung
Uber den Einfluss klinischer Parameter auf die Implantationsrate und die Gefahr der Mehr-
lingsschwangerschaften auch eine Gruppe mit Kryotransfer verglichen. Bei Kryotransfer von 2 Embry-

onen konzipierten 10 — 15% der Frauen mit Tubenverschluss und 15 — 19% ohne Tubenverschluss.

Valentine et al. (2004) berichten nach dem Transfer frischer Embryonen iber eine eindeutig vermin-
derte Schwangerschaftsrate beim Vorhandensein auch geringer Endometrioseherde. lhre Studie be-
ruht auf 192 unfruchtbaren Paaren mit ungeklarter Ursache, wovon 75 Frauen eine minimale oder

milde Endometriose ohne Verwachsungen der Eileiter aufwiesen. Die Endometriose-Gruppe hatte
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beim Primartransfer mit 36% eine deutlich geringere Schwangerschaftsrate als die Gruppe ohne En-

dometriose-Befund mit 55%.

Fahy et al. (1995) und Pandian et al. (2005), gleichlautend auch schon Cahill et al. (1997) und Van
Zonneveld et. al. (2003) kamen zu dem Ergebnis, dass nur die eingeschrankte Ovarial- Funktion, wie
sie im Klimakterium vorkommt, zu einer verringerten Befruchtungsrate flihrt und dass diese Ein-
schrankung auch bei Endometriose- Patientinnen haufig zu finden ist. Suzuki (2005) fand dagegen,
dass bei vorhandenen Endometriosezysten im Ovar, oder an anderer Stelle im Abdomen, zwar weni-
ger Eizellen heranreifen als bei Patientinnen ohne Endometriose, dass aber das Vorhandensein einer
Endometriose oder sonstiger organischer Stérungen keinen Einfluss auf die Befruchtungsrate und
Schwangerschaftsrate hatte. Er teilte sein Kollektiv in 3 Gruppen ein: Gruppe 1: 80 Zyklen mit Endo-
metriosezysten am Ovar, Gruppe2: 248 Zyklen mit Endometriose im Bauchraum, aber nicht am Ovar,
Gruppe 3: 283 Zyklen mit Tubenverschluss ohne Endometriose. Die Schwangerschaftsraten fur die
drei Gruppen waren: G1: 25,3%, G2: 22,3% und G3: 23,9%

Aus den Abbildungen 15 und 16 I&sst sich ableiten, dass bei Frauen mit organischer Sterilitdtsursache
durchschnittlich etwas mehr Eizellen befruchtet werden kénnen (Befruchtungsrate 63,9% — 70,8 %,
Schwangerschaftsrate 11,0%-15,8%) als bei Frauen mit hormonell bedingter Sterilitdt (Befruchtungsra-
te 54,3% - 64,4%). Die 10 Patientinnen mit behandelter Hyperprolaktindmie wiesen mit 22,2% zwar
eine gute Schwangerschaftsrate auf im Gegensatz zu den 33 Fallen mit PCO Syndrom die nur auf
einer Rate von 3,8% kamen (Tab. 5, Abb.16).

Engmann et al. (1999) verdffentlichten eine Studie tber ein Kollektiv von 46 Frauen mit PCO Syndrom
und 145 Frauen mit normalen Ovarien bei denen sie nach jeweils 3 Kryo-Behandlungszyklen eine
kumulative Schwangerschaftsrate von 70,8% bzw. 54,7% erzielten, d.h. die PCO- Gruppe war um

69% besser. Die Fertilisierungsrate war dagegen mit 59,4% bzw. 60,2% nahezu identisch.

5.3 Medikamente zur ovariellen Stimulation

Das synthetisch hergestellte recombinante FSH-Praparat Gonal-F erzielte beim Kryotransfer mit 63,1
% und das rec. FSH mit HMG oder recombinantem LH mit 64,4% héhere Befruchtungsraten als die
HMG-Stimulation mit 55,6%, der Unterschied war aber nicht signifikant. Auch die Schwangerschaftsra-
ten unterschieden sich nicht wesentlich (10,8%, 9,8%, 9,6%, Tab.9). Auch Fisch et al. (1995) fanden
keinen wesentlichen Unterschied zwischen zwei verschiedenen Stimulationsmethoden, namlich zwi-
schen urindrem HMG und recombinantem FSH, verabreicht nach Downregulation mit GnRH-
Agonisten, beziglich Dauer der FSH Behandlung, Gesamtdosis von FSH, Anzahl der reifen Follikel
und Anzahl der gewonnenen Eizellen sowie der Fertilisations- und Transfer- Rate. In einer ausfinhrli-
chen Stellungnahme zur Beurteilung der Aquivalenz von recombinantem FSH und urindrem HMG
(Menotropin) stellten Ludwig und Rabe (2004) die Vorteile des recombinanten FSH dar, konnten aber
mangels stichhaltiger Meta-Analysen den Beweis der Uberlegenheit dieses Praparates nicht eindeutig

fUhren. Anlass fur diese Arbeit war der Bericht von van Wely et al. (2003) die zu dem Schluss kamen,

86



dass zwischen recombinantem FSH und urinarem HMG kein wesentlicher Unterschied besteht was

die klinische Wirkung, Nebenwirkungen und die Schwangerschaftsrate betrifft.

Zur Klarung der Sachlage werteten Ludwig et al. (2004) nachfolgend 24.764 ART-Zyklen von 74 re-
produktionsmedizinischen Zentren in Deutschland aus. Verglichen wurden recombinantes humanes
FSH der Firma Serono mit urinarem HMG der gleichen Firma beziiglich verbrauchter Mengen und
Schwangerschaftsraten. Es zeigte sich eine leichte aber statistisch signifikante Uberlegenheit fiir re-
combinantes humanes FSH von dem 39,5 Prozent weniger eingesetzt werden musste zur Erzielung
einer Schwangerschaftsrate von 16,9 Prozent gegentber einer solchen von 14,5 Prozent in der Grup-
pe mit urinarem HMG.

5.4 Medikamentdse Vorbereitung des Kryotransfer-Zyklus

Die Vorbereitungen des Kryotransferzyklus spielt offensichtlich eine groRe Rolle fir den Erfolg des
Transfers. Eindeutig am besten schnitt im vorliegenden Kollektiv der unbeeinflusste Spontanzyklus mit
einer Schwangerschaftsrate von 15,7% ab, gefolgt von den mit Clomifen oder HMG leicht simulierten
Zyklen (14,3% und. 14,3%). Der artifizielle Zyklus mit Estradiolvalerat hatte dagegen eine deutlich
niedrigere Schwangerschaftsrate (8,6%). Der artifizielle Zyklus wird insbesondere dann angewandt,
wenn eine Zyklusstdrung vorliegt und ein suffizienter Spontanzyklen beziehungsweise ein Zyklus mit

Spontanovulation nicht zu erzielen ist.

Reeka et al. (2001) haben 208 Transferzyklen retrospektiv analysiert und in drei Gruppen eingeteilt:
Gruppe 1: Spontanzyklen, Gruppe 2: Zyklen, bei denen die Stimulation mit recombinantem FSH er-
folgte und Gruppe 3: Artifizielle Zyklen (GnRH-Analogon, Estradiolvalerat, Progesteron). Die Schwan-
gerschaftsrate lag in Gruppe 1 bei 16,9 % in Gruppe 2 ebenfalls bei 16,9 % und in Gruppe 3 bei 12,0
%. Die Gesamtrate weiterfiihrender Schwangerschaften betrug in Gruppe 1 13,5 % in Gruppe 2 9,2
% und in Gruppe 3 0 %. Die Anzahl transferierter Embryonen betrug durchschnittlich 2,3. Auch hier-
aus geht hervor, dass Spontanzyklen oder leicht stimulierte Zyklen fiir den Transfer wesentlich besser
geeignet sind als artifizielle Zyklen. Nawroth und Ludwig (2005) haben sich auch mit diesem Problem
befasst und weisen der Progesterongabe vor dem Transfer eine grof’e Bedeutung zu. Der Transfer
sollte demgemal nicht vor dem dritten oder vierten Tag der Progesterongabe erfolgen, wobei ein drei-
schichtiges mindestens acht Millimeter dickes Endometrium, sonographisch gemessen, vorhanden

sein soll.

5.5 Entwicklungsstadium des transferierten Embryos

Tabelle 10 und Abbildung 27 zeigen deutlich, dass die Schwangerschaftsrate bei hdher entwickelten
Embryonen also im Zwei- oder Vier- Zell-Stadium derjenigen (berlegen ist, die man bei der Ubertra-

gung eines Pronucleus- Stadiums erhalt.

Wenn man die Anzahl der Ubertragenen Embryonen in Relationen zum Entwicklungsstadium setzt,

und dabei nur die prozentualen Erfolgsraten vergleicht, wie dies in Abbildung 29 geschehen ist, so
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sieht man, dass die Ubertragung von drei Embryonen im 4-Zellstadium die héchste Erfolgsrate hat
(23,1%) und die Ubertragung einer einzigen Zelle im Pronucleusstadium die geringste Erfolgsrate hat
(4,3%).

Guerif et al. (2002) berichteten (iber eine wesentlich héhere Erfolgsrate bei der Ubertragung geteilter
Embryonen gegeniber ungeteilten Embryonen (Zygote) (19,7 % gegen 3,0% ). Andere Autoren be-
ziehen sich dagegen auf die Zeit zwischen Auftauvorgang und Embryotransfer: Salumets at al. (2003)
beschrieben keinen signifikanten Unterschied bezlglich klinischer Schwangerschaft, Implantation und
Geburtenrate zwischen dem Transfer von Zygoten, und Transfer nach zwei oder drei Tagen. Jaroudi et
al. (2004) verglichen die Schwangerschaftsrate nach Transfer am Tag 1 im Pronucleusstadium mit Tag
3 also einem Mehrzell-Stadium das aber nicht genauer charakterisiert wurde. Es wurden jeweils die
besten zwei Embryonen fir den Transfer ausgewahlt. Die Erfolgsrate war beim Transfer am dritten

Tag mit 42% deutlich héher als am ersten Tag mit 28%.
In der vorliegenden Studie erfolgte der Transfer Giberwiegend 24 Stunden nach dem Auftauen,

Es wurden 158 PN-Stadien, 252 2-Zell-Stadien, 226 4-Zell-Stadien und 33 >4Zell-Stadien, oft in
Kombination, transferiert und dabei Schwangerschaftsraten von 5,7%, 11,9%, 12,8% und 12,1% er-

zielt.

In diesem Zusammenhang berichteten Al-Hasani et al. (2000) tUber ein Kollektiv von 525 Behand-
lungszyklen mit einem Direkttransfer bei 298 Zyklen im Vergleich zu einem Transfer nach Inkubation
Uber 24 Std. bei 227 Zyklen. Die Schwangerschaftsrate betrug beim sofortigen Transfer nur 7,7%,
nach 24-stindiger Kultur dagegen 14,5%. Demgegenuber berichteten Senn at al (2000) nahezu das
Gegenteil, namlich eine Schwangerschaftsrate von 19,5 % bei sofortigem Transfer nach dem Auftauen
kryopreservierter PN-Zellen gegentiber 10,9 Prozent beim Transfer von Embryonen in friihen Tei-

lungsstadien.

5.6 Einfluss der Gefrierlagerungsdauer auf die Schwanger-

schaftsrate

Wie aus Tabelle 12 und den Abbildungen 35, 36 und 37 ersichtlich ist, waren die Schwangerschaftsra-
ten praktisch unabhangig von der Gefrierlagerungsdauer obwohl die Anzahl der Gberlebenden PN-
Stadien mit zunehmender Lagerungsdauer Gefrierzeit abnahm. Uberlebten bei bis zu dreimonatiger
Lagerung noch 71,2% der Zellen so sank diese Zahl tber die Jahre langsam kontinuierlich ab bis
62,8% nach 2-4 Jahren. Uber den Einfluss der Gefrierdauer auf das Entwicklungspotential von PN-
Stadien oder Embryonen wird in der Literatur sehr wenig mitgeteilt. Veek et al. (1993) berichten dass

der Einfluss der Lagerungszeit von Embryonen unbedeutend war.

Machtinger et al. (2002) verglichen 2 Kollektive von je 101 Patientinnen (matched case controlled
study) mit einer Lagerungsdauer der Embryonen von 2 — 9 Jahren mit einer Lagerungsdauer unter 6
Monaten. Die Implantationsraten unterschieden sich mit 4,5% bzw. 5,5% (N= 13 bzw. 19) nicht signifi-

kant.
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Revel at al (2004) berichteten iber eine Zwillingsgeburt 12 Jahre nach Kryopreservation eines

menschlichen Embryos.
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