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Einleitung

| Einleitung

1.1 Einfuhrung Reproduktionsmedizin

Mit der Geburt von Louise Brown 1978 in England begann eine neue Ara der
Reproduktionsmedizin. Sie war das erste Kind, das nach einer extrakorporalen
Reagenzglas-Befruchtung (In-Vitro-Fertilisation, IVF) lebensfahig zur Welt
gebracht wurde (Steptoe und Edwards, 1978). Vier Jahre spater, im Jahr 1982,
wurde in der Universitatsklinik Erlangen-Nirnberg das erste deutsche Kind nach
einer In-Vitro-Fertilisation geboren. Heute gibt es in Deutschland Gber 100
Zentren, die sich auf Kinderwunschbehandlungen spezialisiert haben und
Anlaufstellen flr Paare sind, welche ungewollt kinderlos bleiben. In Deutschland
sind 1,5 bis 2 Millionen Paare von einem unerflillten Kinderwunsch betroffen. Das
entspricht ungeféhr 15 bis 20% aller Paare im reproduktionsfahigen Alter (Ludwig
et al., 2006). Aufgabe der reproduktionsmedizinischen Behandlung ist es, ,diesen
Paaren durch eine individuelle, komplikationsarme und effiziente Behandlung zu
einem eigenen Kind zu verhelfen.” (Schréer et al., 2003). In den entwickelten
Landern entstehen bereits 1 bis 3% aller Neugeborenen durch eine kinstliche
Befruchtung (Sutcliffe und Ludwig, 2007). Trotz Kritik aus Reihen der Kirche und
der Gesellschaft an der Reproduktionsmedizin, nehmen die betroffenen Paare die
Méglichkeit der kinstlichen Befruchtung dankbar an. Viele haben einen langen
Leidensweg hinter sich. Die Diagnose der Sterilitat ruft Geflhle wie Schock,
Trauer und Wut, aber auch Selbstzweifel und Schuldgefihle hervor (Kowalcek,
1998). Therapievorschlage fallen in dieser Situation auf fruchtbaren Boden und so
begeben sich viele betroffene Paare in eine langwierige und oft psychisch sehr
belastende Behandlung. Eine Patientin drickt ihre emotionale Lage in einem
Tagebucheintrag folgendermaBen aus: ,Hoffentlich hat das ganze Leiden denn
auch Erfolg. Ohnmacht!“ (Kowalcek, 1998). Neben der psychischen Belastung
birgt die Therapie auch medizinische Risiken wie eine erhdéhte Pravalenz von
Mehrlingsschwangerschaften oder ein Uberstimulationssyndrom (Schréer et al,
2003). Die Hoffnungen, die bei den Paaren durch die Behandlung geweckt
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werden, kénnen nur bei etwa der Halfte der Betroffenen erflllt werden (Meier,
2000).

Wahrend sich schon in den frihen 80er Jahren die Methode der IVF etablierte,
wurde im Jahr 1994 die Intrazytoplasmatische Spermieninjektion (ICSl) eingefiihrt.
Bei der IVF werden der Frau Eizellen im spontanen oder stimulierten Zyklus
entnommen. Diese werden mit praparierten Spermien des Partners befruchtet,
kultiviert und in den Uterus transferiert. Bei der ICSI wird hingegen ein prapariertes
Spermium direkt in das Ooplasma einer entnommenen Eizelle injiziert. Die
befruchtete Eizelle wird inkubiert und ebenfalls in den Uterus transferiert. Der
Einsatz beider Methoden stieg seit ihrer Erstanwendung bis ins frihe 21.
Jahrhundert kontinuierlich an. Im Jahr 2003 erreichten die Behandlungszahlen in
Deutschland ihren Hoéhepunkt. Es wurden 28.058 ICSI- und 51.389 IVF-
Behandlungen durchgefihrt. Im Jahr 2004 kam es jedoch bei beiden Verfahren
der assistierten Reproduktion zu einem starken Einbruch in den
Behandlungszahlen. Nur noch 11.848 ICSI-Behandlungen und 25.339 IVF-
Behandlungen wurden vorgenommen. Im Vergleich zum Vorjahr halbierte sich die
Zahl der Eingriffe also um mehr als die Halfte (Deutsches IVF-Register, 2005).
Diese Entwicklung ist auf das im Jahr 2004 in Kraft getretene
Gesundheitsmodernisierungsgesetz zurlickzuflihren. Inhalt dieses Gesetzes ist
die Einschrankung der Kostenlibernahme der IVF- und ICSI-Behandlungen durch
die gesetzlichen Krankenkassen auf insgesamt drei Versuche. Die Halfte der
Kosten flr diese drei Versuche missen die Patienten zudem selber tragen. Diese
finanzielle Belastung flhrt dazu, dass viele Patienten die Behandlung trotz
vorhandenen Kinderwunsches nicht durchfihren lassen kénnen. Auffallig ist
jedoch, dass im gleichen Jahr die Anzahl der Kryo-Embryonen-Transfers zunahm
- eine kostengunstigere Alternative zu frischen Embryonen-Transfers. Beim Kryo-
Embryonen-Transfer werden Oozyten im Vorkernstadium, die bei einer
vorhergehenden IVF- oder ICSI-Behandlung eingefroren wurden, aufgetaut und in
den Uterus zurlickgesetzt (s. Kapitel 1.5.2).
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1.2 Sterilitdt und Infertilitst

1.2.1 Definition

Die Begriffe Sterilitdt und Infertilitdt kdnnen in  Anlehnung an die
angloamerikanische Literatur synonym gebraucht werden. Eine Differenzierung
wird hingegen zwischen den Begriffen Subfertilitdt und Infertilitait vorgenommen.
Die Autoren Gnoth et al. (2004) schlagen folgendes Klassifikationsschema vor:
Paare mit Kinderwunsch gelten nach 6 erfolglosen Zyklen als ,leicht subfertil®.
Nach 12 erfolglosen Zyklen werden die Paare als ,erheblich subfertil“ bezeichnet.

Erst nach 48 erfolglosen Monaten werden die Paare als ,infertil“ eingestuft.

1.2.2 Prdvalenz

Etwa 20% der Paare mit Kinderwunsch werden entsprechend der Definition von
Gnoth et al. (2004) als ,leicht subfertil* eingestuft. Ungefahr die Halfte dieser
Paare erreicht in den folgenden 6 Zyklen eine erfolgreiche Schwangerschaft.
Folglich gelten ca. 10% der Paare mit Kinderwunsch als ,erheblich subfertil“ oder
Jnfertil. In dieser Patientengruppe kommt es in 50% der Félle zu einer
Spontankonzeption in den folgenden 36 Monaten. Die verbleibenden 5% aller
Paare mit Kinderwunsch missen als ,definitiv infertil* bezeichnet werden und

haben nur vereinzelt Aussicht auf eine natirliche Empfangnis (Gnoth et al., 2004).

1.2.3 Epidemiologie

In Deutschland bleiben etwa 1,5 bis 2 Millionen Paare ungewollt kinderlos (Ludwig
et al.,, 2006). Die Inzidenz ist steigend. Als Ursache daflir werden schadliche
Umwelteinflisse, hohe Schadstoffbelastung und veranderte Lebensgewohnheiten
der Menschen diskutiert (Ludwig et al., 2006). Insbesondere die Verlegung des
Kinderwunsches in eine spéatere Lebensphase scheint eine wichtige Ursache fir

steigende Inzidenzraten zu sein (Dietl, 2001).
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l.2.4 Atiologie
Die Ursachen fur ungewollte Kinderlosigkeit sind vielfaltig. Bei den Frauen gehen
die Konzeptionschancen ab dem 35. Lebensjahr durch die biologische Alterung
des Ovars sowie Zunahme anderer Sterilitatsursachen wie beispielsweise
Adhéasionen nach operativen Eingriffen, Infektionen, Endometriose oder Myome
stark zurick. Beim Mann nimmt die Zeugungsfédhigkeit erst mit dem 60.
Lebensjahr deutlich ab (Schill et al., 1999). Die Ursachen fur ungewollte
Kinderlosigkeit liegen zu 45% bei der Frau, zu 40% beim Mann und in 15% der
Falle lassen sich keine Ursachen eruieren. Bei 35% der Paare sind Ursachen bei

beiden Partnern zu finden (Schultze-Mosgau et al., 2007).

1.2.5 Ursachen der weiblichen Sterilitat

Die Ursachen der weiblichen Sterilitdt lassen sich in endokrine, organische und
immunologische Stérungen unterteilen. Zusétzlich spielt die psychogene Sterilitat
eine Rolle.

Die endokrinen Stérungen machen 40% der Ursachen fir die weibliche Sterilitat
aus. Meist liegt eine Stérung auf der Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse
(s. Kapitel 1.3.1) zu Grunde (Schultze-Mosgau et al., 2007). Als organische
Stérungen kénnen anatomische Fehlbildungen, abgelaufene Entziindungen oder
Verletzungen von Zervix, Uterus oder den Tuben zu einem unerfillten
Kinderwunsch fihren (Schultze-Mosgau et al.,, 2007). Eine immunologische
Ursache der Sterilitdt sind Spermienantikérper vom Typ IgA im Zervixmukus
(Schultze-Mosgau et al.,, 2007). Die Endometriose kann Uber immunologisch-
hormonelle  Stérungen sowie Uber mechanische Behinderungen die
Wahrscheinlichkeit einer Schwangerschaft negativ beeinflussen (Schultze-Mosgau
et al., 2007).

1.2.6 Stérungen der mdnnlichen Fertilitit

Die Ursachen der mannlichen Subfertilitdt lassen sich in verschiedenen Ebenen
einordnen. Ursachen fir eine primare Stérung der testikularen Funktion sind eine
angeborene Anorchie oder eine Anorchie nach Trauma, Torsion, Tumor, Infektion

oder Operation. Des Weiteren zahlen dazu genetische Stdérungen, Varikozelen,
8
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Lageanomalien des Hodens sowie Durchblutungsstérungen, Medikamente,
Genussgifte, Intoxikationen, die primare Leydig-Zellinsuffizienz und Stress (Keck
et al., 1997; Schultze-Mosgau et al., 2007). Sekundéare Stérungen sind sehr selten
und lassen sich dann meist auf eine gestérte Hypothalamus - Hypophysen -
Funktion zurtckfihren. Zu den extratestikularen Ursachen gehdéren Prostatitis,
Transport- und Entleerungsstérungen oder Stenosen der ableitenden
Samenwege, sowie Allgemeinerkrankungen wie Diabetes mellitus oder
Arteriosklerose (Stauber, 2005; Schultze-Mosgau et al., 2007).

1.3 Grundlagen Endokrinologie

Fir eine erfolgreiche Reproduktion ist das komplexe Zusammenwirken
verschiedener Organsysteme notwendig. Insbesondere sind an einer erfolgreichen
Schwangerschaft der Hypothalamus, die Hypophyse, die Ovarien und der Uterus
beteiligt. Das Zusammenspiel zwischen den Organsystemen wird Uber eine
hormonelle Steuerung koordiniert (Hornung und Kiesel, 2006). Dieses wird in den
folgenden zwei Kapiteln erlautert.

1.3.1 Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse

Im Folgenden wird zunachst das Zusammenwirken von Hypothalamus,
Hypophyse und Gonaden beschrieben, bevor die Funktion der einzelnen Hormone
néher betrachtet wird.

Der Hypothalamus sezerniert das Gonadotropin-Releasinghormon (GnRH) und
stimuliert damit die Hypophyse zur Synthese und Sekretion der Gonadotropine
FSH (follikelstimulierendes Hormon) und LH (luteinisierendes Hormon). Die
Gonadotropine beeinflussen ihrerseits die Gonaden. Die Ovarien reagieren auf die
Stimulation durch die Gonadotropine mit der Bildung der Steroidhormone
Ostrogen und Progesteron, welche tber einen Feedbackmechanismus wiederum
Einfluss auf die Hormonsekretion im Hypothalamus und in der Hypophyse nehmen
kénnen. Es besteht somit ein Uber Feedbackschleifen sich selbst regulierender
Kreislauf (Teschner und Hinrichsen, 2005).



Einleitung

GnRH wird pulsatil alle 60 bis 120 Minuten sezerniert und gelangt Uber das
hypothalamisch-hypophyséare Pfortadersystem zur Hypophyse. Kommt es statt der
pulsatilen Sekretion von GnRH zu einer kontinuierlichen Freisetzung, werden die
Gonadotropine zuerst vermehrt ausgeschiittet, bevor es zu einem Sekretionsabfall
kommt, welcher eine ausbleibende ovarielle Hormonproduktion zur Folge hat.
Dieser Mechanismus ist therapeutisch nutzbar (Teschner und Hinrichsen, 2005).
Die Funktion des FSH besteht darin, das Wachstum der Follikel zu férdern und die
Granulosazellen der Follikel zur Produktion von Ostrogen aus Androgenen zu
stimulieren. Zusammen mit LH steuert es zudem die Eizellreifung vom
Priméarfollikel bis zum Tertiarfollikel. In den Thekazellen der Follikel unterstitzt LH
die Bildung von Androgenen fiir die Ostrogensynthese (Felberbaum et al., 2007).
LH stimuliert zudem die Progesteronproduktion im Tertiarfollikel und im Corpus
luteum. Die LH-Konzentration steigt mittzyklisch bis auf das zehnfache an. 10 bis
12 Stunden nach diesem so genannten LH-Peak erfolgt die Ovulation (Teschner
und Hinrichsen, 2005).

Ostrogen und Progesteron sind Steroidhormone. Es gibt verschiedene natiirliche
Formen von Ostrogenen. Das Ostradiol (E) ist davon die biologisch aktivste
Substanz. Es sorgt fir die Reifung der weiblichen Geschlechtsorgane und die
Entwicklung der sekundaren Geschlechtsmerkmale. Am Uterus bewirkt es die
Proliferation einer neuen Schleimhaut. Progesteron, das Gelbkdrperhormon, sorgt
hingegen flur die sekretorische Umwandlung des Endometriums des Uterus. Des
Weiteren bedingt es den postovulatorischen Verschluss des Muttermundes und
die Abnahme der Menge und Spinnbarkeit des Zervixschleimes (Teschner und
Hinrichsen, 2005).

1.3.2 Der weibliche Zyklus

Der Zyklus der Frau lasst sich in verschiedene Phasen gliedern. Am 1. Zyklustag
setzt die Menstruationsblutung ein. Gleichzeitig beginnt die Follikelphase, die
zwischen 7 und 21 Tagen andauert, im Mittel etwa 14 Tage. In dieser
proliferativen Phase wird die Uterusschleimhaut aufgebaut. Im Ovar wachsen
unter dem Einfluss von FSH die Follikel heran. Einer dieser Follikel wird dominant
und bildet vermehrt Ostrogene. Besonders am 12. und 13. Tag steigt die
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Ostrogenproduktion an und 16st damit den LH-Peak aus, auf den die Ovulation
folgt. Nach der Ovulation bildet sich zuerst aus Restbestandteilen des Follikels das
Corpus rubrum, aus welchem sich unter LH-Einfluss das Corpus luteum, der
Gelbkdrper, entwickelt. Dementsprechend wird die Zeit vom 14. bis zum 28. Tag
als Lutealphase bezeichnet. Wenn diese verkdrzt ist, ist davon auszugehen, dass
keine Ovulation stattgefunden hat. Im Uterus kommt es wahrend der Lutealphase
durch die Sekretion der Drisen des Endometriums zur Vorbereitung auf die
Nidation. Im Falle einer ausbleibenden Befruchtung bewirken Progesteron und
Ostrogen in der Lutealphase eine Hemmung der GnRH-Ausschiittung und fiihren
damit die Rlckbildung des Corpus luteums herbei (Silbernagl und Despopoulos,
2003).

1.4 Die extra-korporale Befruchtung

Nach Scheitern von medikamentésen und chirurgischen Behandlungsversuchen
zur Behebung von Sterilitdtsursachen, ist die extra-korporale Befruchtung der
nachste Schritt in der Kinderwunschbehandlung. Die Befruchtung der Eizelle findet
in diesem Fall auBerhalb des weiblichen Kérpers statt.

Die kinstliche Befruchtung unterliegt in Deutschland dem
Embryonenschutzgesetz. Dieses Gesetz sowie die beiden am haufigsten
durchgefihrten Verfahren der kinstlichen Befruchtung, In-Vitro-Fertilisation (IVF)
und Intrazytoplasmatische Spermieninjektion (ICSl), sollen in diesem Kapitel

erlautert werden.

1.4.1 Embryonenschutzgesetz

In Deutschland wird die Reproduktionsmedizin sowohl in der Forschung als auch
bei der Behandlung von Patienten durch das Embryonenschutzgesetz (ESchQ)
geregelt. Dieses durch den Deutschen Bundestag verabschiedete Gesetz trat am
1.1.1991 in Kraft.

Laut Gesetzestext gilt die befruchtete, entwicklungsfahige menschliche Eizelle
vom Zeitpunkt der Kernverschmelzung an als Embryo, sowie jede vom Embryo

entnommene totipotente Zelle (§8 (1)). Fur das Durchflihren einer kinstlichen
11
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Befruchtung wird im Gesetzestext festgelegt, dass innerhalb eines Zyklus nicht
mehr als drei Embryonen auf eine Frau Ubertragen werden darfen (§1 (1) 3.) und
dass nicht mehr Eizellen befruchtet werden dirfen als innerhalb eines Zyklus
transferiert werden sollen (§1 (1) 5.). FUr Zuwiderhandlungen gegen diese Regeln

sind Gefangnisstrafen vorgesehen (Bundesgesetzblatt I, 1990).

1.4.2 In-Vitro-Fertilisation — Extra-korporale Reagenzglasbefruchtung

Bei der In-vitro-Fertilisation (IVF) werden aus den sprungreifen Follikeln
ultraschallgesteuert Eizellen punktiert. Diese werden im Labor mit Spermatozoen
zusammengebracht und spater in den Uterus transferiert. Dieses Verfahren wurde
erstmals im Jahr 1978 von Steptoe und Edwards publiziert. Das methodische
Vorgehen kann in vier Phasen eingeteilt werden. Zuerst erfolgt die ovarielle
Stimulation, dann die Follikelpunktion, die In-vitro-Kultivierung und zuletzt der
Embryo-Transfer.

Vor der Punktion wird das Ovar stimuliert, um die Mdéglichkeit zu erhéhen,
gleichzeitig mehrere Eizellen punktieren zu kénnen. Verschiedene Protokolle
liegen fur die Durchfihrung der Stimulation vor. Beispielsweise kann mit GnRH-
Agonisten die Funktion der Hypophyse eingestellt werden, so dass eine vorzeitige
Ovulation verhindert wird. Das Follikelwachstum kann kinstlich durch humanes
menopausales Gonadotropin (HMG) oder FSH stimuliert und gleichzeitig zeitlich
synchronisiert werden. Der weitere Verlauf der IVF wird dadurch genauer planbar.
Wenn die Follikel eine bestimmte GréBe erreicht haben, wird durch Gabe von B-
HCG (humanes Choriongonadotropin) die Ovulation ausgelést. Daraufhin wird
ultraschallgesteuert transvaginal das Ovar punktiert und der Inhalt mehrerer
Follikel abgesaugt. Die extrahierten Eizellen werden in Kulturschalen mit
speziellem Medium inkubiert. Aufbereitete Spermien werden nach 3 bis 6 Stunden
Inkubationszeit zu den Eizellen gegeben. Nach 16 bis 20 Stunden werden mit Hilfe
des Mikroskops Eizellen im Vorkernstadium identifiziert. Drei davon werden zu
Embryonen weiterentwickelt und nach 40 bis 48 Stunden im 4- bis 8-Zellstadium in
die Gebarmutter transferiert. Alle weiteren Eizellen kénnen im Vorkernstadium

kryokonserviert werden. Die Embryonen werden unter sterilen Bedingungen mit
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einem dinnen Katheter ins cavum uteri eingebracht. Zur Unterstitzung der
Gelbkdrperphase erhélt die Patientin Progesteron oder B-HCG (Stauber, 2005).

1.4.3 Intrazytoplasmatische Spermieninjektion

Liegt die Sterilititsursache an der Spermienqualitat oder der Spermienanzahl des
Mannes, so fuhrt die IVF-Behandlung oft nicht zum gewinschten Erfolg. 1992
wurde von einer belgischen Arbeitsgruppe daher ein Verfahren entwickelt, das
eine erfolgreiche extra-korporale Befruchtung bei mannlicher Subfertilitat
ermOglicht, die sogenannte Intrazytoplasmatische Spermieninjektion (ICSI)
(Palermo et al., 1992). Das Verfahren beruht darauf, dass ein Spermium direkt in
eine Eizelle injiziert wird, ohne diese dabei zu schadigen. Daraus ergeben sich
zwei Vorteile. Zum einen werden nicht wie bei der IVF mehrere hunderttausend
Spermatozoen bendtigt, sondern ein einziges vitales Spermatozoon reicht zur
Befruchtung aus. Zum anderen wird die Barriere des Eindringens des Spermiums
in das Zytoplasma entfernt, die bei schlechter Spermienqualitat die Ursache fir
das letztliche Scheitern der Befruchtung darstellen kann. Bei der ICSI wird ein
Spermium direkt in das Ooplasma der Eizelle eingebracht. Hierzu wird eine Eizelle
gewahlt, deren Polkérper sichtbar sind, und die Samenfaden werden mit einer
feinen Glaspipette direkt in das Ooplasma injiziert. Die Vorbehandlung der
Patientin ist identisch zur Phase 1 der IVF-Methode (Stauber, 2005). Fir die
Befruchtung kénnen auch epididymale, testikulare oder kryokonservierte Spermien
verwendet werden (Ludwig und Diedrich, 2003).

1.5 Kryo-Zyklen

Schon wenige Jahre nach der Geburt von Louise Brown, des ersten mit Hilfe der
IVF-Methode geborenen Menschen, berichteten Trounson und Mohr (1983) von
der Geburt eines Kindes nach Kryokonservierung (Gefrierlagerung) von
menschlichen Praimplantationsembryonen. Die Autoren hatten die im Rahmen
einer IVF-Behandlung in Uberzahl entstandenen Embryonen einer Patientin
kryokonserviert (gefriergelagert), in einem spateren Zyklus aufgetaut und in den

Uterus transferiert. Dieses Verfahren bot eine Lésung flr das Problem, dass bei
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der IVF zumeist mehr Embryonen entstehen als im Laufe eines Zyklus transferiert
werden sollen. Uberzéhlige Embryonen kénnen fiir den spateren Transfer in die
Gebarmutter  gefriergelagert werden. Zum einen kann durch die
Kryokonservierung die Effektivitat eines IVF-Behandlungszyklus erhéht werden,
indem das Schwangerschaftspotential Gberzéhliger Embryonen genutzt wird. Zum
anderen kann durch dieses Vorgehen das Risiko von
Mehrlingsschwangerschaften, die im Gefolge eines einzeitigen Transfers mehrerer
Embryonen nach IVF entstehen, reduziert werden. Diese Reduktion von
Mehrlingsschwangerschaften ist eines der wichtigsten Anliegen der modernen
Reproduktionsmedizin (Cohen et al., 1998). Eine Mehrlingsschwangerschaft stellt
sowohl fiir die Mutter, als auch fir die Kinder eine Gefahrdung dar (Ludwig et al.,
2004). Um die Mehrlingsschwangerschaft ganzlich zu vermeiden, ware der
Transfer nur eines Embryos pro Zyklus (single embryo transfer, SET)
winschenswert, wie es in den nordeuropéischen Landern zum groBen Teil schon
dblich ist (Griesinger, 2008). Dies hat zwar fir den einzelnen Transfer eine
verringerte Lebendgeburtrate zur Folge, wenn man aber zwei SETs mit einem
Doppel-Embryonen-Transfer vergleicht, ist die Lebendgeburtrate beim SET nur
geringfligig geringer und muss gegen die Vorteile von Einzelschwangerschaften

gegentber Mehrlingsschwangerschaften abgewogen werden (Thurin et al., 2004).

1.5.1 Kryo-Zyklen in Deutschland

Die Regelungen des ESchG flihren dazu, dass in Deutschland Eizellen, welche
sich im Befruchtungsvorgang befinden, aber noch keine Embryonen im Sinne des
ESchG sind (2 PN Eizellen), fir eine Kryokonservierung verwendet werden. Im
Vorkernstadium ist die Eizelle impragniert und im Befruchtungsvorgang, die
Kernverschmelzung (Syngamie) hat jedoch noch nicht stattgefunden. In
verschiedenen Studien wurde festgestellt, dass das Entwicklungspotential von
Vorkernstadien nach einer Kryokonservierung héher ist als das Potential von
Embryonen im frihen Teilungsstadium nach einer Kryokonservierung (Demoulin
et al., 1991; Horne et al., 1997; Senn et al., 2000).
Im Vorkernstadium ist eine Auswahl der Oozyten, welche kultiviert und im selben
Zyklus transferiert werden sollen, gesetzlich zuldssig. Es darf jedoch nicht, wie in
14
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anderen Landern Ublich, eine weitere Auswahl in einem spéateren Stadium erfolgen
(Steck, 2001), da in diesem Fall Embryonen im Sinne des ESchG ggfs. verworfen
oder kryokonserviert werden missten. Die Auswahl von Eizellen im
Vorkernstadium ist eine sehr ungenaue Methode, um jene Keimzellen zu
identifizieren, die mit gréBter Wahrscheinlichkeit zu einer Schwangerschaft fihren.
Unterschiede im Entwicklungspotential sind zu spéateren Stadien der
Praimplantationsentwicklung deutlich besser erkennbar. Eine Folge der fehlenden
Auswahlmadglichkeiten in fortgeschritteneren Stadien der Entwicklung ist eine
geringere  Schwangerschaftswahrscheinlichkeit pro  Embryonentransfer in
Deutschland im Vergleich zu anderen Landern. 2005 lag die Kklinische
Schwangerschaftswahrscheinlichkeit pro Embryo-Transfer in Deutschland bei
36,77% far IVF und bei 33,57% fur ICSI bei Frauen unter 31 Jahren (Deutsches
IVF-Register, 2005). In Amerika hingegen lag die Geburtenrate pro Transfer bei
Frauen unter 35 Jahren bei 43,2% fur IVF (Society for Assisted Reproductive
Technology (SART), 2005).

Andererseits fuhrt die fehlende Auswahl aber dazu, dass kryokonservierte Eizellen
und frisch zuriick gesetzte Eizellen sich nur geringgradig im Entwicklungspotential
unterscheiden dirften, unter der Voraussetzung, dass die Gefrierlagerung keine
Schadigung verursacht. Durch die Hinzunahme der kryokonservierten Eizellen
kann die totale Schwangerschaftswahrscheinlichkeit von 28% auf 35.5% pro
Behandlungszyklus mit Eizellentnahme angehoben (,kumuliert®) werden (Schrdder
et al., 2002).

1.5.2 Kryo-Embryonen-Transfer

Der Kryo-Embryonen-Transfer kann im Spontanzyklus, im stimulierten oder
artifiziellen Zyklus vorgenommen werden. Voraussetzung flr einen Transfer im
Spontanzyklus ist ein ovulatorischer und regelmaBiger Zyklus. Beim Transfer im
Spontanzyklus wird im Rahmen einer Zyklusuntersuchung der LH-Wert erfasst.
Zwei Tage nach dem LH-Peak (haufig definiert als LH > 20 mlU/ml) werden die
Vorkernstadien aufgetaut und am folgenden Tag transferiert. Die Lutealphase
kann anschlieBend bei Bedarf mit exogenem Progesteron unterstiitzt werden. Der
Vorteil dieses Verfahrens liegt in einer weitgehenden Vermeidung einer
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Hormongabe, und damit einem Eingriff in das weibliche Zyklusgeschehen. Ein
Nachteil des Transfers im natirlichen Zyklus ist die zeitliche Ungenauigkeit des
Transfers, die zu einer hohen Abbruchrate fihrt (Steck, 2001).

Beim Kryo-Embryonen-Transfer im stimulierten Zyklus wird durch Stimulation der
Eisprung herbeigefihrt, bzw. das Endometrium auf den Transfer vorbereitet. Als
Stimulanzien kommen Clomiphenzitrat oder Gonadotropine in Frage. Wenn die
Follikel eine ausreichende GréBe erreicht haben und das Endometrium dick genug
ist, wird mit Hilfe von humanem Choriongonadotropin (HCG) die Ovulation
ausgelést. Zwei Tage nach der HCG-Gabe werden die Vorkernstadien aufgetaut.
Auch bei diesem Vorgehen kann die Lutealphase mit exogenem Progesteron
unterstitzt werden. Der Transfer im stimulierten Zyklus kommt vorwiegend zur
Anwendung bei Patientinnen mit Anovulation. Bei ovulatorischen Patientinnen liegt
ein Vorteil dieser Methode in der guten proliferativen Vorbereitung des
Endometriums (Steck, 2001). Risiken dieses Verfahrens sind die Gefahr eines
Uberstimulationssyndroms ~ sowie die finanzielle Belastung durch die
Notwendigkeit teurer Medikamente (Sathanandan et al., 1991).

Der artifizielle Zyklus kann bei Patientinnen mit regelmaBigem, unregelmaBigem
oder anovulatorischem Zyklusgeschehen angewendet werden (Muasher et al.,
1991). Bei dieser Methode wird das Endometrium durch exogene Gabe von
transdermalem oder oralem Ostradiol proliferiert. Ostradiol verhindert {iber einen
negativen Feedbackmechanismus die FSH-Sekretion aus der Hypophyse (s.
Kapitel 1.3.1), so dass die Follikelreifung und damit eine Ovulation in den Ovarien
unterbunden wird. Am 14. Zyklustag werden eine Laborkontrolle sowie eine
sonographische Untersuchung durchgefiihrt, die das Ausbleiben der Ovulation
bestatigen soll. Fallt diese Untersuchung tatsachlich negativ aus, wird am
folgenden Tag mit der Gabe von oralem oder vaginalem Progesteron zur
sekretorischen Transformation des Endometriums begonnen. Am 17. Zyklustag
folgt der eigentliche Kryo-Embryonen-Transfer. Ostradiol und Progesteron werden
mindestens bis zum 29. Tag appliziert, bei Eintreten einer Schwangerschaft wird
die Gabe um weitere 8 Wochen verlangert. Der Nachteil dieser medikamentds
aufwendigen und langzeitigen Behandlung ist natlrlich der hohe Kostenfaktor.
Allerdings steht dieser 6konomische Nachteil einer Vielzahl medizinischer Vorteile
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gegenuber. So kann der Transfer beispielsweise zeitlich gut geplant werden. Es
missen zudem keine aufwendigen, sequentiellen Zyklusuntersuchungen
stattfinden und die Behandlung ist durch die transdermale oder orale
Applikationsform gut tolerabel (Hoepfner et al., 2000). Im Vergleich zum
Embryonen-Transfer in stimulierten Zyklen ist auch die Schwangerschafts-
wahrscheinlichkeit in kinstlichen Zyklen hdéher (Hoepfner et al., 2000). Eine
Variante des Verfahrens des Embryonen-Transfers im artifiziellen Zyklus besteht
darin, vor Beginn der Ostradiolsubstitution die Hypophyse durch ein GnRH-
Analogon zu supprimieren. Durch diese MaBnahme sinkt die Wahrscheinlichkeit
einer unerwiinschten spontanen Ovulation trotz exogener Ostradiolgabe weiter.
Allerdings steigen dadurch die Behandlungskosten weiter an und verschiedene
Studien zeigen, dass sich die Schwangerschaftswahrscheinlichkeiten in
kinstlichen Zyklen mit und ohne vorherige Unterdriickung der Hypophysenaktivitat
nicht signifikant unterscheiden (Simon et al., 1998; Dal Prato et al., 2002).

1.5.3 Vorgehen bei Kryo-Embryonen-Transferzyklen am

Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Liibeck

In der Klinik fir Frauenheilkunde und Geburtshilfe des Universitatsklinikums
Schleswig-Holstein (UK-SH) — Campus Libeck werden seit 1999 alle Kryo-
Embryonen-Transfers in einem artifiziellen Zyklus ohne Suppression der
Hypophyse durchgefihrt (Bals-Pratsch et al., 1999). Die Untersuchung am 14.
Tag umfasst die sonographische Bestimmung der Endometriumhéhe, sowie die
Messung der Serumkonzentrationen von LH, E, und Progesteron. Das
Endometrium muss ausreichend hoch ausgebildet sein, damit eine Nidation
stattfinden kann, wobei in der Literatur umstritten ist, welcher Schwellenwert hier
ausschlaggebend ist. Ein Serum-Progesteron-Wert im Referenzbereich fir die
Follikelphase bestétigt das Ausbleiben der Ovulation, der Serum-Ostradiol-Wert ist
Ausdruck der verabreichten Ostrogendosis. Aufgrund einer positiven
Ruickkoppelungswirkung des Serum-Ostradiols auf die Hypophyse werden zum
Teil sehr hohe Serum-LH-Spiegel am 14. Tag eines artifiziellen Zyklus beobachtet.
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1.6 Die Bedeutunqg des LH

De Ziegler schrieb 1991 in einer Veréffentlichung, dass der mittzyklische LH-
Anstieg bei Zyklen ohne vorherige Suppression der Hypophyse und Vorbereitung
des Endometriums mit Ostrogen keinen Einfluss auf die Rezeptivitat des
Endometriums nehmen kdnne, da diese ausschlieBlich von der Wirkung des
Progesterons abhangig sei (de Ziegler et al.,, 1991). Allerdings stellten
verschiedene Forschergruppen fest, dass sich im menschlichen Endometrium LH-
Rezeptoren befinden (Reshef et al., 1990, Ziecik et al., 1992), so dass neben der
indirekten Wirkung des LH Uber die Steroidhormone entgegen de Zieglers
Auffassung auch ein direkter Effekt von LH auf das Endometrium denkbar ist.
Diese Vermutung wurde durch die Arbeitsgruppe um Rao bestatigt, die mit LH-
Rezeptor-Knockout-Mausen die Funktionen des luteinisierenden Hormons
untersuchten. LH sollte aufgrund dieser Erkenntnisse nicht langer ausschliefBlich
als regulierendes Hormon der Gonaden betrachtet werden (Rao et al., 2001).
Sollte LH direkt auf das Endometrium wirken, so kénnte es auf diesem Wege auch
die Rezeptivitdt des Endometriums beeinflussen und als ein weiterer Faktor die
Implantations- bzw. Schwangerschaftswahrscheinlichkeit beeinflussen.

Verschiedene Arbeitsgruppen beschaftigten sich mit dieser Hypothese.

Tesarik (2003) verglich in einer Interventionsstudie Implantationsraten von Zyklen
mit und ohne vorherige Hypophysensuppression und applizierte jeweils der Halfte
einer Patientengruppe in der Mitte des Zyklus HCG. Dieses bindet genau wie LH
am LH-Rezeptor, allerdings mit einer héheren Affinitat (Huhtaniemi und Catt,
1981), und kann deshalb die Wirkung von LH imitieren. Das Ergebnis der Studie
war, dass sich die Implantationsraten in der Subgruppe mit supprimierter
Hypophyse signifikant unterschieden, je nachdem ob zusatzlich HCG gegeben
wurde oder nicht. Bei den Patientinnen, die also keinen physiologischen
mittzyklischen LH-Anstieg hatten, aber in der Mitte des Zyklus HCG erhielten,
konnte die Implantationsrate signifikant erhdht werden gegeniber Patientinnen
ohne HCG-Gabe. Das Besetzen des LH-Rezeptors hatte demzufolge eine positive
Wirkung auf die Implantationsrate. Bei Patientinnen, die ausschlieBlich mit
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Steroidhormonen auf den Transfer vorbereitet wurden, konnte HCG keinen
Unterschied bewirken. Die Rezeptoren waren in diesem Fall vermutlich schon
durch LH besetzt.

El-Toukhy stellte eine signifikante Verbesserung der Schwangerschafts-
wahrscheinlichkeit nach Suppression der Hypophyse im Vergleich eines
ausschlieBlich durch Gabe von Steroidhormonen vorbereiteten Endometriums fest
(EI-Toukhy et al., 2004). Der Autor hélt es fur mdéglich, dass ungeplante LH-
Anstiege bei fehlender Unterdrickung der Hypophyse das Zeitfenster der
Implantation unglnstig beeinflussen. Ein Einfluss von LH auf das Endometrium
und damit eine Auswirkung auf die Implantations- und Schwangerschafts-
wahrscheinlichkeit scheint auf Grund dieser Studien denkbar.

Kolibianakis und Kollegen (2006) verglichen systematisch sechs Studien, die sich
mit der Frage beschéftigten, ob der endogene LH-Wert einen Einfluss auf die
Schwangerschaftswahrscheinlichkeit in stimulierten IVF-Zyklen mit Verwendung
eines GnRH-Analogons zur Supprimierung der Hypophyse hat. In vier
retrospektiven Studien konnte kein Zusammenhang gefunden werden. In zwei
prospektiven Studien waren hohe endogene LH-Werte mit niedriger
Schwangerschaftswahrscheinlichkeit assoziiert. Die Rolle von endogenem LH als
prognostischem Faktor ist auf Grund dieser Datenlage also weiterhin auch im
stimulierten Zyklus unklar.

Es gibt bislang keine Untersuchungen dazu, ob Patientinnen mit besonders hohen
oder niedrigen LH-Werten eine vom Mittelwert deutlich abweichende
Schwangerschaftswahrscheinlichkeit zeigen. Dementsprechend kann dem LH-
Wert bisher keine pradiktive Bedeutung beigemessen werden. Sollte jedoch
gezeigt werden, dass relativ hohe oder niedrige LH-Werte mit einer geringeren
Schwangerschaftswahrscheinlichkeit assoziiert sind, so kénnte bei bestimmten
Patientinnen durch Pharmakotherapie eine Normalisierung des LH-Wertes
versucht werden, um die Schwangerschaftswahrscheinlichkeit zu steigern.
Dariber hinaus kénnte der endogene LH-Wert auch dazu dienen, die individuelle

Konzeptionswahrscheinlichkeit im jeweiligen Behandlungszyklus einzuschatzen.
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1.6.1 Arbeitshypothese

Aufgrund der oben angefiihrten Literatur wird in der vorliegenden Untersuchung
ein Zusammenhang zwischen dem endogenen LH-Wert am 14. Zyklustag und der
Schwangerschaftswahrscheinlichkeit in einem kinstlichen Kryo-Zyklus ohne
Suppression der Hypophyse hypothetisiert.
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Il Material und Methoden

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine klinische Kohortenstudie, die
die Kriterien einer prospektiven Studie erflllt. Es wurden die Daten aller
Patientinnen in die Studie aufgenommen, welche im Zeitraum von Januar 1999 bis
November 2005 in der Klinik flr Frauenheilkunde und Geburtshilfe des
Universitatsklinikums Schleswig-Holstein (UK-SH), Campus Libeck mit einem
kinstlichen Zyklus (Bals-Pratsch et al. 1999) auf den Embryonen-Transfer vorher
kryokonservierter Vorkernstadien vorbereitet wurden. Die Daten wurden
prospektiv erfasst und in einer Datenbank gespeichert. Die Studie wurde von der
Ethikkommission der Universitat zu Libeck geprift und genehmigt (Aktenzeichen
06-062).

1.1 Endometriumvorbereitunqg

Das Endometrium wird mit einem kinstlichen Zyklus auf den Transfer von
befruchteten Eizellen im Vorkernstadium vorbereitet, die zuvor kryokonserviert
wurden. Dazu erhalten die Patientinnen eine sequentielle Ostrogen-Gestagen-
Behandlung mit einem transdermalen Ostradiolpraparat und einem vaginalen
Progesteron-Gel (Bals-Pratsch et al., 1999).

Am ersten Tag des Menstruationszyklus wird mit der Vorbereitung begonnen. Die
Patientinnen erhalten ein Ostradiolpflaster (Estraderm TTS 100®; Novartis, Wehr,
Deutschland), welches jeden zweiten Abend durch ein Neues ersetzt wird. Am 7.
Zyklustag wird die Dosis verdoppelt. Die Patientinnen erhalten nun im gleichen
Zeitabstand jeweils die doppelte Menge an Pflastern. Am Abend des 11. und 13.
Tages werden vier Pflaster appliziert. Am 14. Zyklustag werden per Ultraschall
und Blutentnahme die Endometriumdicke sowie Hormonwerte von Ostradiol (Ey),
luteinisierendem Hormon (LH) und Progesteron bestimmt. Die Pflaster werden
weiterhin jeden zweiten Abend durch die Patientin selbststandig gewechselt.
Zweimal werden jeweils drei und dann jeweils zwei Pflaster verwendet. Zusétzlich

wird ab dem 15. Zyklustag mit der Progesteron-Substitution begonnen. Taglich
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wird morgens das vaginale Progesterongel (Crinone 8%®; Wyeth, Munster,
Deutschland) appliziert. Am 17. Zyklustag wird der Embryonentransfer
durchgefiihrt und 12 Tage spater, am 29. Tag, wird im Serum der HCG-Wert
bestimmt. Fur den Fall, dass eine Schwangerschaft (HCG>10IE/l) eintritt, wird die
Behandlung mit Estraderm TTS 100® und Crinone® fiir weitere 8 Wochen
fortgesetzt. Die Patientinnen erhalten ein genaues Protokoll zur selbststandigen
Durchfihrung der Behandlung.

1.2 Kryokonservierung

Die Kryokonservierung der Vorkernstadien wird im Reproduktionslabor der Klinik
fir Frauenheilkunde und Geburtshilfe des UK-SH, Campus Llbeck, durchgefiihrt.
In den Jahren 1999 bis 2005 wurde vorwiegend die Methode des Erlanger
,offenen Gefriersystems* (Al-Hasani et al. 1999) angewendet. Im letzten Jahr des
Studienzeitraums wurde zusatzlich das Verfahren der Vitrifikation, welches
erstmals von Rall und Fahy (1985) publiziert wurde, eingefihrt. Die

Vorgehensweise beider Methoden soll im Folgenden erlautert werden.

11.2.1 Erlanger ,offenes Gefriersystem*

Das Erlanger ,offene Gefriersystem® wurde zur Kryokonservierung angewendet
wie beschrieben in der Publikation von Al Hasani et al. (1999).

FUr das Einfrieren bendtigt man zwei Einfriermedien. Diese basieren auf dem vom
Hormonlabor selbst angesetzten Kulturmedium HAM-F-10 (Biochrom Company,
Berlin, Deutschland) zusammengesetzt mit 20% humanem Nabelschnurserum
und 5% CO,. Fir das Einfrier-Medium 1 wird zum Kulturmedium 1,2-Propandiol
(1,5M) hinzugegeben. Fir das Einfriermedium 2 wird zusatzlich zum
Einfriermedium 1 Saccharose (0,2M) hinzugegeben. Die Eizellen im
Vorkernstadium werden jeweils 10 Minuten bei Raumtemperatur zunachst in
Medium 1 und anschlieBend in Medium 2 inkubiert. Im Anschluss werden sie in so
genannte Kryo-Straws (CTE Company, Erlangen, Deutschland), gefllt mit
Medium 2, transferiert. Nach Abschluss dieser vorbereitenden MaBnahmen wird

zur eigentlichen Kryokonservierung das Erlanger ,offene Gefriersystem* von CTE-
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880 (Cryo-Technik, Erlangen, Deutschland) genutzt. Das Gerat kuahlt die
vorbereiteten Vorkernstadien in den Kryo-Straws langsam von Raumtemperatur
auf -33°C ab. Diese Temperatur wird fir 30 Minuten beibehalten. Dann werden die
Kryo-Straws mit den Eizellen direkt in flissigen Stickstoff getaucht und dort
aufbewabhrt.

Zum Auftauen werden die Kryo-Straws im Wasserbad bei 30°C etwa eine Minute
lang vorgetaut. AnschlieBend werden sie fir jeweils 5 Minuten in 3 verschiedenen
Auftau-Medien bei Raumtemperatur inkubiert. Das erste Medium besteht aus 1,0M
Propandiol und 0,2M Saccharose, das zweite aus 0,5M Propandiol und 0,2M
Saccharose und das dritte aus 0,2M Saccharose. Nach Abschluss dieser drei
Inkubationschritte werden die Eizellen im Kulturmedium gut gespilt und Gber
Nacht kultiviert (Al-Hasani et al., 1999).

11.2.2 Vitrifikation von Eizellen im Vorkernstadium

Maximal 10 Eizellen im Vorkernstadium werden in Equilibration Solution (ES) fir 5
bis 10 Minuten bei Zimmertemperatur inkubiert. Die ES besteht aus 0,375ml
Ethylenglycol (7,5%) und 0,375ml Dimethylsulfoxide (DMSO) (7,5%) und wird mit
Kulturmedium auf 5ml aufgefillt. Dabei schrumpfen die Zellen erst, bevor sie
wieder an Volumen zunehmen. Sobald eine Zelle ihr urspriingliches Volumen
wieder erreicht hat, erfolgt fir 45 bis 60 Sekunden bei Raumtemperatur eine
Inkubation in Vitrification Solution (VS), bestehend aus 0,75ml Ethylenglycol (15%)
und 0,75ml DMSO (15%) in Kulturmedium auf 5ml gesamt, sowie 0,856g
Saccharose (0,5M) in Kulturmedium auf 5ml. Im Anschluss daran werden mit einer
englumigen Pasteurpipette maximal drei der Eizellen auf ein Cryotop gegeben und
das Uberschiissige Nahrmedium wird abgesaugt. Daraufhin wird das Cryotop mit
den Eizellen in flissigen Stickstoff getaucht und in Kunststoff-Schutzhillen
geschoben. Diese werden auf Spezialhangern in Stickstofftanks aufbewahrt.

Zum Auftauen nach Vitrifikation wird noch im flissigen Stickstoff die Schutzhille
vom Cryotop entfernt. Das Cryotop mit den Eizellen wird in die 37°C warme
Thawing Solution, bestehend aus 1,712g Saccharose (1M) in 5ml Kulturmedium
getaucht. Eine Minute lang werden die Eizellen so inkubiert und die Abnahme
ihres Volumens wird dabei mit dem Stereomikroskop Uberwacht. Fir 3 Minuten
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werden sie anschlieBend bei Raumtemperatur in Diluent Solution (0,5M
Saccharose) inkubiert, wobei die Zellen erst an Volumen zu- und dann wieder
abnehmen. Zum Schluss werden sie jeweils fir finf Minuten in zwei

verschiedenen Kulturmedien gesplilt.

1.3 Hormonwertbestimmung

Die Serumspiegel von E, LH wund Progesteron wurden mit dem
ElektroChemiLumineszenz ImmunoAssay ,ECLIA“ (Roche Diagnostics Inc.,
Germany) an dem Roche Immunoassay Analysenautomaten ,Elecsys 2010“ im
Labor der Klinik fir Frauenheilkunde des UK-SH, Campus Libeck, bestimmt. Das
Gerat wurde wahrend der gesamten Zeit der Studie in festgelegten regelmaBigen
Abstanden auf Messgenauigkeit Uberprift. Die intra-assay und inter-assay
Koeffizienten der Variation waren kleiner 2% und kleiner 7% flr E, kleiner 2,5%

und kleiner 5% fur LH und kleiner 2,5% und kleiner 5% fur Progesteron.

1.4 Datenerhebung

Die IVF-Patientendaten des UK-SH, Campus Lilbeck, wurden in RecDate®

gespeichert. Dies ist eine relationale Datenbank auf der Basis von Filemaker Pro®,
in der alle Daten fir die Behandlung von Infertilitdt erfasst werden kénnen. Um
bestimmten Fragestellungen nachgehen zu kénnen, bietet das RecDate® die
Méglichkeit, Gber mathematische oder logische Operatoren Suchkriterien zu
definieren (Pak et al. 2001). So wurde fiir die vorliegende Studie die Datenbank
mit den Suchkriterien ,Kryo-Zyklus® und ,Datum ET > 1.1.1999“ durchsucht. Diese
zwei Kriterien wurden von 859 Zyklen erflllt. Von diesen wurden daraufhin alle
gewtlnschten Daten aus den Hauptmasken ,Anamnese” und ,IVF* in eine Excel-
Tabelle (Microsoft Office Excel 2003) exportiert.

Aus der Maske ,Anamnese” stammen folgende Angaben zur Patientin:
- Patienten ID

- Gewicht
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GréBe

BMI

Dauer des ungeschliitzten Geschlechtverkehrs des Paares
frGhere Schwangerschaften (Gravida)

frhere Geburten (Para)

Aus der Maske ,|IVF* wurden zusatzlich noch folgende Angaben entnommen:

Zyklus 1D

Zyklus total: die gesamte Anzahl der Zyklen mit Embryonen-Transfer, die bei
der Frau bis zu diesem Zeitpunkt durchgefihrt wurden

Stimulation: ja/nein

Alter der Frau

Alter des Mannes

Datum des Embryonen-Transfers

Anzahl der transferierten Embryonen

Embryonen IVF transferiert: Embryonen, die nach einer IVF kryokonserviert
und nun zurtckgesetzt wurden

Embryonen ICSI transferiert: Embryonen, die nach einer ICSI kryokonserviert
und nun zurtckgesetzt wurden

Embryo Score

Zyklus Ausgang: Schwangerschaft ja/nein

Schwangerschaft intrauterine Fruchthdhle: Embryo mit dem Ultraschall im
Uterus sichtbar ja/nein

Sonographische Herzaktivitat des Kindes

Schwangerschaftsverlauf: 10. bis 12. Woche Schwangerschaft ja/nein
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Die Excel-Tabelle wurde durch folgende Spalten erganzt:
- biochemische Schwangerschaft (HCG >10IE/l)
- klinische Schwangerschaft
- Geburt
- Schwangerschaftswoche (SSW) bei Geburt
- Geburtsgewicht
- Entbindungsart
- Abort
- SSW bei Abort
- Endometriumdicke am 14. Tag
- LH am 14. Tag
- Exoam 14. Tag
- Progesteron am 14. Tag

Diese zuletzt aufgefihrten Angaben wurden entweder aus der ,IVF“-Maske des
RecDates®, aus der Patientenakte oder den urspriinglich ausgefiillten
Hormontabellen, welche im Hormonlabor archiviert werden, entnommen. Eine
Problematik beim Transfer der Daten vom RecDate® in die Excel-Tabelle ergab
sich dadurch, dass bei Patientinnen, die sich mehrfach einer Behandlung
unterzogen hatten, jeweils die Angaben der Anamnese-Maske Ubertragen wurden,
welche bei der Erstvorstellung ausgefillt worden war, auch wenn zu jedem Zyklus
passende aktuelle Daten vorlagen. Deshalb wurden die betroffenen Parameter mit
Hilfe der passenden Maske gepruft und wenn nétig, manuell korrigiert. Fehlende
Werte wurden mit Hilfe der Patientenakten vervollstandigt.

1.5 Erstellung zweier Datenséatze

FOr die Auswertung wurde primar der jeweils erste Kryo-Embryonen-Transfer-
Zyklus pro Patientin (n=565 Patientinnen, bzw. erste Kryo-Zyklen) vorgesehen. Im
Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit wurden aber dariiber hinausgehend auch
alle erfassten Kryo-Embryonen-Transfer-Zyklen, das heiB3t auch mehrere Zyklen
einer Patientin, in einem zweiten Datensatz erfasst (n=859 Zyklen).
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Wegen teilweise fehlender Variablen mussten 30 Patientinnen aus dem 1.
Datensatz und 37 Zyklen von 30 Patientinnen aus dem 2. Datensatz entfernt
werden. Bei 34 Zyklen fehlten die Angaben zum LH-Wert, bei einem Zyklus die
Information Uber den Zyklusausgang und in zwei Fallen war der Zyklus
falschlicherweise als Kryo-Zyklus in der Patientendatenbank verzeichnet. Des
Weiteren wurden 25 Zyklen von 22 Patientinnen entfernt, da deren Vorkernstadien
mit der Methode der Vitrifikation kryokonserviert wurden und die vorliegende
Studie sich auf Kryokonservierung durch das Erlanger ,offene Gefriersystem®
beschrankt.

Die Umstellung des Protokolls der Kryokonservierung im Verlauf der Studie auf die
neue Methode der Vitrifikation beruht laut Aussage von Prof. Al-Hasani, Leiter des
Labors, in erster Linie darauf, dass nach Einsatz der Vitrifikation bessere
Ergebnisse beobachtet wurden als nach dem Erlanger offenen Gefriersystem. Es
liegt derzeit jedoch noch keine verdffentlichte prospektive randomisierte Studie
vor, die die beiden Methoden vergleicht und diesen Eindruck bestéatigt. Um eine
gréBtmdogliche Homogenitat der Daten zu erreichen, wurde post-hoc beschlossen,
Zyklen mit Vitrifikation von der Auswertung auszuschlieBen. Es wurden jeweils nur
die Daten von Zyklen erfasst, in denen es auch zum Embryonen-Transfer kam.
Unter Aussparung der genannten Zyklen ergibt sich eine Datenbasis von 513
ersten Zyklen und einer Gesamtmenge von 797 Zyklen der 513 Patientinnen. Die
vollstandige Excel-Tabelle (Microsoft Office Excel 2003) wurde in SPSS (SPSS
Version 13) Ubertragen und mit diesem Programm ausgewertet.

1.6 Datenanalyse und Statistik

Der Zusammenhang zwischen dem Erreichen der klinischen Schwangerschaft und
dem LH-Serumspiegel am 14. Zyklustag wurde mit einer robusten logistischen
Regression untersucht und zwar anhand des Datensatzes der ersten Kryo-Zyklen.
Mit dem Mann-Whitney-U-Test, einem nichtparametrischen Test fir zwei
unabhangige Stichproben, wurden die unabhangigen Variablen herausgefunden,
die in das Regressions-Modell aufgenommen werden konnten. AuBerdem wurden
die Schwangerschaftswahrscheinlichkeiten dreier Gruppen mit dem Chi-Quadrat-
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Test verglichen, welche zuvor mit der Tukey-Hinges Perzentil-Analyse der LH-
Werte am 14. Tag eines Kryo-Zyklus definiert wurden. Gruppe 1 enthielt alle
Zyklen mit LH-Werten bis zur 25. Perzentile, Gruppe 2 die von der 25. bis zur 75.
Perzentile und Gruppe 3 die Zyklen mit LH-Werten ab der 75. Perzentile.

Mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov Tests mit Lilliefors Korrektur wurden Variablen
auf das Vorliegen von Normalverteilung geprift. Normalverteilte metrische
Variablen wurden mittels univariater Varianzanalysen verglichen, wahrend nicht
normal verteilte metrische Variablen mit dem Kruskal-Wallis-Test ausgewertet
wurden. Korrelationen von LH mit Gewicht, BMI, Endometriumdicke, E, und
Progesteron wurden durch die Pearson Korrelation untersucht.

1.7 Fallzahltiberlequng

FOr Kryo-Zyklen waren keine Daten zur Schwangerschaftswahrscheinlichkeit in
Abhéangigkeit des LH-Wertes in der Literatur vorhanden, um die nétige DatengréBe
fir die vorliegende Studie genau zu bestimmen. Die Fallzahlkalkulation wurde
deshalb basierend auf der Vermutung durchgefiihrt, dass Schwangerschafts-
wahrscheinlichkeiten in der mittleren LH-Gruppe héher (20%) und in der niedrigen
und hohen LH-Gruppe niedriger (10%) sind. Eine Datengr6Be von 506 Patienten
wirde ausreichen, um mit 80% Wahrscheinlichkeit eine Effekistarke in der
vermuteten Héhe (W-Wert des Chi-Quadrat-Test 0,138) mit einem Alphafehler von

5% nachzuweisen.

1.8 Ergebnisdefinitionen

Klinische Schwangerschaft

In dieser Studie wird eine klinische Schwangerschaft als positiv bewertet, wenn in
der vierten bis funften Woche nach dem Embryonentransfer der fetale Herzschlag
im Ultraschall sichtbar ist.
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Fortlaufende Schwangerschaft

Die Schwangerschaft gilt als fortlaufend, wenn sie in der 10. bis 12.

Schwangerschaftswoche weiter sonographisch nachgewiesen werden kann.

Embryo Score

Zur Beurteilung der Qualitdt von Embryonen wurde das Verfahren des
kumulativen Embryo Scores (Steer et al., 1992) in einer Modifizierung von Ludwig
et al., (2000) herangezogen. Bei dieser Einteilung wird jeder Embryo in die drei
Qualitédtsgrade 1:.unregelmaBig”, 2:,schén“ und 3:ideal® eingeordnet. Durch
Multiplikation des Qualitdtsgrades eines Embryos mit der Anzahl seiner
Blastomeren erhalt man den individuellen Score eines Embryos. Addiert man alle
Embryo Scores der Embryonen, welche in einem Zyklus transferiert werden, erhalt

man den kumulativen Embryo Score.
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lll Ergebnisse

Bei 513 Patientinnen wurden im Zeitraum von Januar 1999 bis November 2005
ein oder mehrere Kryo-Embryonen-Transfers durchgefihrt. Die dazu nétigen
kryokonservierten Eizellen im Vorkernstadium waren in 89,9% der Félle im
Rahmen einer friher durchgefiihrten ICSI gewonnen worden. Weniger als 2% aller
Embryonen wurden spater als 48 Stunden nach dem Auftauen transferiert. Alle
Embryonen, die fir einen Transfer verwendet wurden, kamen jeweils aus

demselben frischen Zyklus.

I1l.1 Demoqgraphische Daten

Alter der Frau

Das Alter der 513 Patientinnen liegt zwischen 19 und 45 Jahren, der
Altersdurchschnitt bei 32,69 Jahren mit einer Standardabweichung (SD) von 4,5
Jahren. Der Median betragt 33 Jahre.

Alter des Mannes

Die Altersspanne der Manner liegt zwischen 22 und 60 Jahren. Im Mittelwert
betragt das Alter der Manner 36,01 Jahre mit einer Standardabweichung von 6,3

Jahre, der Median liegt bei 35 Jahren.

Gewicht, GroBe und Body-Mass-Index (BMI)

Das mittlere Gewicht der Frauen liegt bei 67,09 kg (Standardabweichung 12,7kg,
Median 64kg). Das Gewicht der Frauen liegt zwischen 44kg und 122 kg. Die
KdrpergréBe der Patientinnen umfasst Werte zwischen 1,48m und 1,87m.
Mittelwert und Median betragen 1,68m bei einer Standardabweichung von
0,063m. Der kleinste gemessene BMI betragt 16,3kg/m?, der grdBte 44,2kg/m?.
Der Mittelwert liegt bei 23,38 kg/m? mit einer Standardabweichung von 4,54kg/m?.
Der Median betragt 22,7kg/m?.
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Vorherige Schwangerschaften

61,6% der Patientinnen waren vor der betrachteten Behandlung noch nie
schwanger. 25,9% waren bereits einmal schwanger, 7,6% der Patientinnen schon
zweimal. Drei, vier, finf oder sechs Schwangerschaften waren bei 2,3%, 1,7%,
0,8% bzw. 0,2% der Frauen verzeichnet. Aus diesen Daten ergibt sich ein
Mittelwert der Anzahl vorangegangener Schwangerschaften von 0,6.

Vorherige Geburten

Der GroBteil der Patientinnen (79,7%) ist zum Zeitpunkt der Studie noch kinderlos.
16,1% der Frauen haben bereits ein Kind und 2,6% der Frauen haben zwei Kinder
geboren. Drei oder vier Kinder haben 0,9% bzw. 0,6% der Patientinnen. Der
Mittelwert der Anzahl der Geburten liegt bei 0,26.

Transferierte Embryonen

Bis zu drei Embryonen durfen pro Zyklus einer Frau Ubertragen werden. In 50,7%
der Falle in dieser Studie wurden drei Embryonen transferiert. Bei 36,1% der
Frauen wurden zwei und bei 12,3% der Frauen wurde ein Embryo zurlickgesetzt.

Im Mittel wurden 2,36 Embryonen transferiert.

Totale Zyklusanzahl mit Embryonentransfer

Vor dem hier ausgewerteten Kryo-Zyklus sind bei den Patientinnen schon bis zu
elf Zyklen im Rahmen der Kinderwunschbehandlung durchgefihrt worden. Bei
2,6% der Frauen wurde der Kryo-Zyklus im Rahmen eines ersten IVF
Behandlungsversuches, welcher ohne Frisch-Transfer war, durchgefihrt. Bei Uber
der Halfte der Frauen (53,3%) war es der zweite Versuch eines Embryotransfers.
Bei 22,8% der Frauen war es der dritte Zyklus mit Embryotransfer, bei 11,2% der
vierte, bei 5,2% der flnfte und bei 3,2% der sechste Zyklus. Den siebten Zyklus
mit Embryotransfer erhielten 0,9% der Patientinnen, den achten Zyklus 0,4%. Bei
jeweils einer der Frauen (0,2%) wurde der neunte bzw. der 12. Zyklus mit
Embryotransfer durchgefthrt. Im Mittel war der hier ausgewertete Kryo-Zyklus der
2,81. Versuch jeder Frau.
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Kumulativer Embryo Score

Der mittlere Embryo Score liegt bei 22,85 mit einer Standardabweichung von 12,7.
Der Median betragt 21. Der minimale Wert, der erfasst wurde liegt bei null. Ein
Wert von null bedeutet, dass Eizellen transferiert werden, die 24 Stunden nach
dem Auftauprozess noch keine Weiterentwicklung in das Embryonalstadium
zeigen. Der maximale Wert betragt 72.

111.2 Ergebnisse der ersten Kryo-Zyklen pro Patientin

I11.2.1 Hormonwerte und Endometriumhdéhe

LH-Wert am 14. Tag

Der mittlere LH-Serum-Wert liegt bei 15,8+11,0 mlU/ml (Mittelwert =
Standardabweichung). Der Median liegt bei 14mlU/ml. Die Verteilung der LH-
Werte der 513 Patientinnen am 14. Zyklustag ist in Abbildung 1 aufgefiihrt. Sie
reichen von <1,0 mlU/ml bis Gber 60 mlIU/ml.

12,0

10,0
8,0
6,0
4,0

2,0

% der Patientinnen

0,0

Serum LH (miU/ml)

Abb. 1: Verteilung der Serum- LH-Werte am 14. Tag (n = 513).
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Eo.-Wert am 14. Tag

Der mittlere Wert fur E; betragt 340,6+175,6 pg/ml. Bei 21,2% der Zyklen, das sind
109 von 513 Zyklen, liegt der Wert tGber 450,0 pg/ml.

Progesteron-Wert am 14. Tag

Der mittlere Progesteron-Wert liegt bei 0,64+0,4 ng/ml. Bei 4 der 513 Patientinnen
ist der Wert gréBer als 2,0 ng/ml. Das entspricht 0,7% der Zyklen. Die héchste
Konzentration belauft sich auf 2,8 ng/ml.

Endometriumhéhe am 14. Tag

Die mittlere Endometriumhéhe betragt 10,2+2,0 mm. Bei 512 von 513, also 99,8%
der Zyklen, ist sie héher als 6mm.

111.2.2 Korrelationen des LH-Wertes

Die LH-Serum-Werte korrelieren negativ mit den E>-Werten (r= -0,075). Dieses
Ergebnis ist signifikant mit p= 0,05. Es konnten dagegen keine signifikanten
Korrelationen zwischen LH und dem Kérpergewicht (r= -0,07; p= 0,10), dem BMI
(r=-0,06; p= 0,12), der Endometriumhdhe (r= 0,01; p= 0,40) und den Progesteron-
Werten (r= 0,04; p= 0,21) gefunden werden. Die genannten Ergebnisse sind in
Tabelle 1 im Uberblick dargestellt.

LH Gewicht BMI Endometrium E Progesteron
Pearson

Korrelations- -0,07 -0,06 0,01 -0,075 0,04
Koeffizient (r)

p-Wert 0,10 0,12 0,40 0,05 0,21

Tabelle1: Bivariate Korrelation von LH am Tag 14 mit Patienten-Eigenschaften und Hormonwerten

111.2.3 Eigenschaften der Zyklen und Patientinnen

in Abhanagigkeit vom LH-Wert

Die Patientinnen wurden anhand der Perzentilen der LH-Werte am 14. Tag in drei
Gruppen eingeteilt. In Gruppe 1 sind alle Frauen mit LH-Werten bis zur 25.

Perzentile enthalten. Dazu gehéren insgesamt 132 Patientinnen. Der mittlere
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Serum-LH-Wert dieser Gruppe betragt 5,1+2,3mlU/ml, mit einem kleinsten Wert
von 0,1mIU/ml und einem gréBten Wert von 8,1mIU/ml. In Gruppe 2 befinden sich
238 Frauen, deren LH-Werte zwischen der 25. und 75. Perzentile liegen. Die
Werte dieser Gruppe reichen von 8,2mIU/ml bis 19,4mIU/ml mit einem Mittelwert
von 13,6£3,5mIU/ml. Zu Gruppe 3 gehéren 143 Patientinnen, deren LH-Werte
zwischen der 75. und 100. Perzentile liegen. Der mittlere LH-Wert dieser Gruppe
betragt 29,3£10,7mlIU/ml. Der kleinste Wert liegt bei 20,0mlIU/ml, der gréBte Wert
liegt bei 78,0mIU/ml (s. Tabelle 3).

Zwischen diesen Gruppen wurden Unterschiede beziglich der Parameter Alter,
BMI, vorherige Schwangerschaften, totale Zyklusanzahl, Anzahl der transferierten
Embryonen, Embryo Score, Endometriumhdhe, Ex-Werte und Progesteronwerte
untersucht.

Das Alter der Frauen betragt in der ersten Gruppe 32,414,9 Jahre (Mittelwert
Standardabweichung), in der zweiten Gruppe 32,6+4,3 Jahre und in der dritten
Gruppe 33,214,3 Jahre. Der Body-Mass-Index (BMI) der Patientinnen betragt in
den Gruppen 1, 2 und 3 jeweils 24,2+4,3 kg/m?, 23,5+4,2 kg/m? bzw. 22,7+5,2
kg/m?. Einige der Patientinnen waren vor dem durchgefiihrten Zyklus schon
einmal oder mehrere Male schwanger. Die Mittelwerte der vorangegangen
Schwangerschaften lauten 0,5+0,8 in der ersten Gruppe, 0,7£1,0 in der zweiten
Gruppe und 0,6£1,0 Schwangerschaften in der dritten Gruppe. FUr viele
Patientinnen war es nicht der erste Versuch, durch &rztliche Hilfe schwanger zu
werden. Es war durchschnittlich der dritte Zyklus (aber der erste Kryo-Zyklus), der
ausgewertet wurde. Die Zyklusanzahl beléduft sich in Gruppe 1 auf 2,9+1,5 in
Gruppe 2 auf 2,8+1,2 und in Gruppe 3 auf 2,8+1,1 Zyklen. Bis zu drei Embryonen
kénnen in Deutschland in einem Zyklus transferiert werden. In Gruppe 1 wurden
im Durchschnitt 2,4+0,7, in der zweiten Gruppe 2,3+0,8 und in der dritten Gruppe
2,4+0,7 Embryonen Ubertragen. Der Embryo Score nach Steer in der Modifikation
von Ludwig betragt in der ersten Gruppe 22,3£10,8, in der zweiten Gruppe
22,8£13,6 und in der dritten Gruppe 22,2+12,2. Die durchschnittliche Héhe des
Endometriums ist in den drei verschiedenen Gruppen fast identisch. Die Werte
betragen 10,1£2,0mm in Gruppe 1, 10,242,0mm in Gruppe 2 und 10,2+1,9mm in
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Gruppe 3. Der E>-Wert betrdgt in den drei Gruppen 352,4+203,7pg/ml,
340,3+160,6pg/ml bzw. 330,4+173,5pg/ml. Der Progesteron-Wert unterscheidet
sich ebenfalls nur geringfligig in den Gruppen 1,2 und 3. Er betragt 0,6+0,4ng/ml,
0,6+0,3ng/ml bzw. 0,7+0,4ng/ml. Es konnten bei der Auswertung aller genannten
Parameter keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt

werden. Einen Uberblick (iber die Ergebnisse verschafft Tabelle 2.

Gruppeneinteilung der
Zyklen abhangig von den 0-25 25-75 75-100
Perzentilen der LH-Werte
Mittelwert + Standardabweichung P

(n=132) (n=238) (n=143)
Alter der Frau (Jahre) 32,4+4,9 32,614,3 33,244,3 | 0,36
BMI (kg/m2) 24,244 3 23,5142 22,7¢5,2 | 0,09
Schwangerschaften (n) 0,5+0,8 0,7+1,0 0,6%1,0 0,31
Totale Zyklusanzahl (n) 2,9+1,5 2,8+1,2 2,8+11 0,94
Transferierte Embryonen (n) 2,4+0,7 2,3+0,8 2,4+0,7 0,83
Embryo Score 22,3+10,8 22,8+13,6 22,2+12,2 | 0,98
Endometrium (mm) 10,1+2,0 10,212,0 10,241,9 0,67
E> (pg/ml) 352,4+203,7 | 340,3+160,6 | 330,4+173,5 | 0,74
Progesteron (ng/ml) 0,6+0,4 0,6%0,3 0,7+0,4 0,79

Tabelle 2: Demographische Eigenschaften der Patientinnen sowie deren Hormonwerte abhangig
von den Perzentilen der LH-Werte am 14. Tag in einer kinstlichen Vorbereitung des
Endometriums fir einen Kryo-Embryonen-Transfer (n=513).

111.2.4 Schwangerschaftswahrscheinlichkeit

Die totale klinische Schwangerschaftswahrscheinlichkeit liegt bei 13,8% mit einem
95%igen Konfidenzintervall von 11,1% bis 17,1%.
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111.2.5 Schwangerschaftswahrscheinlichkeit in Abhdngigkeit

vom LH-Wert

Die Patientinnen wurden durch die Perzentil-Analyse ihrer LH-Werte wie bereits

beschrieben (siehe Abschnitt 111.2.3) in drei Gruppen eingeteilt.

Die Schwangerschaftswahrscheinlichkeiten liegen in den drei Gruppen bei 12,1%,
13,4% und 16,1% und unterscheiden sich nicht signifikant (p>0,5).

In Tabelle 3 und Abbildung 2 sind diese Ergebnisse zusammengefasst.

Einteilung der
Kryo-ET-Zyklen

) Hormonwerte cPR/ET
abhangig von
ihren LH-Werten
Perzentilen ] ) o o
(Tukey) Mittelwert £+ S | Min Max | n (%) 95% Ki p
LH (mIU/ml)
16/132
0-25 51+2,3 0,1 8,1 (12,1) 7,6—18,8
25.75 136435 | 82 | 194 |3%238| 97 _184 |o062
(13,4)
75-100 2934107 | 20,0 | 78,0 2(%1 j‘f’ 11,0 — 23,0

Tabelle 3: Schwangerschaftswahrscheinlichkeiten in Gruppen von Patienten (n=513), eingeteilt
abhangig von den Perzentilen ihrer LH-Werte am 14. Tag.
Abk.: S: Standardabweichung
cPR/ET: klinische Schwangerschaftswahrscheinlichkeit pro Embryo-Transfer
95% Kl: 95%iges Konfidenzintervall der Schwangerschaftswahrscheinlichkeit pro Embryo-Transfer
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Schwangerschaftsraten abhangig vom LH-Wert
am 14. Tag
20
16,1
15 12,1 134
o
< 10
5
0
0-25 25-75 75-100
Perzentilen der LH-Werte

Abb.2: Die Schwangerschaftsraten abhangig vom LH-Wert am 14. Tag, eingeteilt
in Perzentilen, in einem kinstlichen Zyklus zur Vorbereitung des Kryo-
Embryonen-Transfers. Die drei Perzentilgruppen unterscheiden sich nicht
signifikant (p>0,05).

111.2.6 Fortlaufende Schwangerschaften

Es sind keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei LH-Perzentilgruppen
bezlglich der Schwangerschaftswahrscheinlichkeiten in der 10. bis 12.
Schwangerschaftswoche zu finden. Bei niedrigen, mittleren und hohen Werten von
endogenem LH am 14. Tag betragen die fortlaufenden
Schwangerschaftswahrscheinlichkeiten 9,8% (95%iges Kl 6,2-15,2), 10,5% (8,1-
13,5) und 14,4% (9,6-21,0%). Im Chi-Quadrat-Test stellen sich die Unterschiede
zwischen den Schwangerschaftswahrscheinlichkeiten der drei Gruppen als nicht
signifikant heraus (Chi-Quadrat-Test: p=0,36). In der Datenmenge fir den
Schwangerschaftsverlauf in der 10. bis 12. Woche fehlen Angaben von finf
Patientinnen, so dass die Berechnungen auf den Daten von n=508 Patientinnen
beruhen.
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Schwangerschaftswahrscheinlichkeit in Abh&ngigkeit von weiteren Variablen

Eine robuste logistische Regression wurde durchgefihrt mit den folgenden
unabhangigen Pradiktoren “LH am 14. Tag®, ,Progesteron am 14. Tag®, Embryo
Score, Totale Zyklusanzahl sowie der Anzahl vorheriger Schwangerschaften.

Der Einfluss des Embryo Scores auf die Wahrscheinlichkeit, eine
Schwangerschaft zu erreichen, ist signifikant mit p<0,01. Das Chancenverhaltnis
(Odds ratio) betragt 1,04 und das 95%ige Konfidenzintervall 1,02 bis 1,05.

Es besteht kein signifikanter Zusammenhang zwischen Schwangerschafts-
wahrscheinlichkeit und den Ubrigen Parametern, im Besonderen dem LH-Wert
(p=0,15), wie auch dem Progesteron-Wert (p=0,87), der Anzahl vorheriger
Schwangerschaften (p=0,16), der totalen Zyklusanzahl (p=0,06). Die Odds ratios

sowie die Konfidenzintervalle sind der Tabelle 4 zu entnehmen.

Abhangige Variable: Klinische Schwangerschaft

95 %iges Konfidenzintervall
Unabhangige .
Variablen P Odds ratio Untere Grenze | Obere Grenze
Embryo Score 0,01 1,04 1,02 1,05
Totale
Zyklusanzahl 0,06 0,86 0,73 1,01
LH 0,15 1,02 0,99 1,04
Schwangerschaften | 0,16 0,77 0,54 1,11
Progesteron 0,87 0,95 0,50 1,80

Tabelle 4: Robuste logistische Regression der Wahrscheinlichkeit eine klinische Schwangerschaft
zu erreichen in Kryo-Zyklen mit kinstlicher Vorbereitung des Endometriums durch transdermale
E,-Gabe. (Model p<0,001; Hosmer and Lemeshow Test p=0,84).
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111.3 Ergebnisse flr alle Zyklen

In der Datenmenge fur alle Zyklen sind 797 Zyklen der 513 Patientinnen enthalten.
Da von einigen Patientinnen mehrere Zyklen in dem Datensatz enthalten sind,
flieBen individuelle Besonderheiten mehrmals in die Auswertung mit ein. Die
untersuchten Beobachtungen sind somit nicht mehr unabhéngig voneinander und
die Durchfihrung von zuvor beschriebenen statistischen Testverfahren deshalb

nicht méglich.

111.3.1 Korrelationen des LH-Wertes

Die LH-Werte am 14. Tag Kkorrelieren, wie auch schon in der anderen
Datenmenge, negativ mit den Ex>-Werten (r= -0,072). Ebenso liegen negative
Korrelationen zwischen Gewicht und LH-Werten (r= -0,84), zwischen BMI und LH-
Werten (r= -0,078) sowie zwischen Progesteron- und LH-Werten (r= -0,01) vor.
Zwischen dem endogenen LH-Spiegel und der Endometriumhdhe betragt der
Pearson Korrelationskoeffizient r= 0,038. Tabelle 5 fasst die Korrelationen

zwischen den untersuchten Variablen zusammen.

LH Gewicht BMI Endometrium E> Progesteron
Pearson

Korrelations -0,84 -0,078 0,038 -0,072 -0,01
Koeffizient (r)

Tabelle 5: Bivariate Korrelation von LH am Tag 14 mit Patienten-Eigenschaften und
Hormonwerten. Auswertung aller Zyklen.
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111.3.2 Eigenschaften der Zyklen und Patientinnen

in Abhanagigkeit vom LH-Wert

Die Patientinnen wurden wie bei der Auswertung der ersten Zyklen anhand ihrer
LH-Werte am 14. Tag in drei Gruppen eingeteilt, um diese anschlieBend
vergleichen zu kénnen. Gruppe 1 enthalt alle Zyklen mit LH-Werten, welche in die
erste Tukey-Hinges Perzentile fallen (n=208). Die erste Tukey-Hinges Perzentile
umfasst Werte von 0,1mlU/ml bis 8,0mlU/ml mit einem Mittelwert von
4,942 3mIU/ml. In Gruppe 2 sind 391 Zyklen mit LH-Werten in der zweiten und
dritten Tukey-Hinges Perzentile enthalten. Die Werte dieser Gruppe reichen von
8,1mlU/ml bis 20,0mIU/ml mit einem Mittelwert von 13,6+3,7mlIU/ml. In Gruppe 3
befinden sich 198 Zyklen mit LH-Werten am 14. Tag, welche in die vierte Tukey-
Hinges Perzentile fallen. Der mittlere LH-Wert dieser Gruppe betragt
31,2+11,7mIU/ml. Der kleinste Wert liegt bei 21,0mIU/ml und der gréBte Wert bei
78,0mlU/ml (s. Tabelle 7).

In Gruppe 1,2 und 3 betragt das Alter der Frauen 32,43+4,6 Jahre, 32,65%4,2
Jahre bzw. 33,52+4,1 Jahre. Der BMI ist in den drei Gruppen 23,74+3,9kg/m?,
23,86+3,9kg/m® bzw. 22,78+4,9kg/m®. Die vorherigen Schwangerschaften
belaufen sich auf 0,61+0,9 in Gruppe 1, auf 0,68%+1,1 in Gruppe 2 und auf
0,72+1,0 in Gruppe 3. Die totale Zyklusanzahl betrdt in der ersten Gruppe
6,08£83,8, in der zweiten Gruppe 5,27+2,7 und in der dritten Gruppe 5,01+2,6. In
Gruppe 1 wurden 2,43+0,71 Embryonen transferiert, 2,37+0,8 in Gruppe 2 und
2,4120,7 in Gruppe 3. Der Embryo Score betragt 23,9+13,3 in Gruppe 1,
23,10+12,5 in Gruppe 2 und 22,96£11,6 in Gruppe 3 und die Endometriumhéhe ist
in den drei Gruppen mit 10,26x2,1mm, 10,26+1,8mm bzw. 10,27+1,9mm
anzugeben. Der E>-Wert am 14. Tag betragt in der ersten Gruppe
440,151£432,7pg/ml, in der zweiten Gruppe 363,51£188,1pg/ml und in der dritten
Gruppe 380,49+604,4pg/ml. Der Progesteron-Wert am 14. Zyklustag liegt bei
0,78%1,1ng/ml in Gruppe 1, bei 0,61£0,3ng/ml in Gruppe 2 und bei 0,730,8ng/ml
in Gruppe 3. Zusammengefasst sind die Ergebnisse in Tabelle 6.
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Gruppeneinteilung der Zyklen
abhangig von den 0-25 25-75 75-100
Perzentilen der LH-Werte
Mittelwert + Standardabweichung

(n=208) (n=391) (n=198)
Alter der Frau (Jahre) 32,4314,6 32,6514,2 33,5214,1
BMI (kg/m?) 23,7439 23,86%3,9 22,78+4.,9
Schwangerschaften (n) 0,61+0,9 0,68+1,1 0,72+1,0
Totale Zyklusanzahl (n) 6,08+3,8 5,27+2,7 5,01£2,6
Transferierte Embryonen (n) 2,43+0,71 2,37+0,8 2,410,7
Embryo Score 23,9+13,3 23,10£12,5 22,96+11,6
Endometriumhéhe (mm) 10,26+2,1 10,26+1,8 10,27+1,9
E> (pg/ml) 440,15+432,7 | 363,51+188,1 | 380,49+604,4
Progesteron (ng/ml) 0,78+1,1 0,61+0,3 0,73+0,8

Tabelle 6: Demographische Eigenschaften der Patientinnen, sowie deren Hormonwerte
abhéangig von den Perzentilen der LH-Werte am 14. Tag in einer kiinstlichen Vorbereitung des
Endometriums fir einen Kryo-Embryonen-Transfer (n=797).

111.3.3 Schwangerschaftswahrscheinlichkeit in Abhdngigkeit

vom LH-Wert

Die Zyklen sind in drei Gruppen eingeteilt wie beschrieben in Kapitel 111.3.2. Der
Mittelwert des Serum-LH-Wertes in der Gruppe 1 betragt 4,9+2,3mIU/ml, in der
zweiten Gruppe 13,6+3,7mIU/ml und in der dritten Gruppe 31,2+11,7mlU/ml. Die
Schwangerschaftswahrscheinlichkeit betragt 11,5% in Gruppe 1, 12,5% in Gruppe
2 und 18,2% in Gruppe 3. Die gesamte mittlere Schwangerschafts-
wahrscheinlichkeit liegt bei 13,7%. Siehe Tabelle 7 und Abbildung 3 fir eine
Ubersicht der Werte der drei Perzentilgruppen.
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Einteilung der Kryo-

ET-ZykIgn abhangig Hormonwerte cPR/ET

von ihren LH-

Werten

Perzentilen (Tukey) | Mittelwert £S | Min Max n (%) 95% Ki

LH (mIU/ml)

0-25 49423 01 | 80 | 24208 | 7461584
(11,5)

2575 136437 | 81 | 200 | 49391 | 950 1578
(12,5)

75-100 312+117 | 21,0 | 78,0 32%12? 12.83-23 57

Tabelle 7: Schwangerschaftswahrscheinlichkeiten in Gruppen von Patienten (n=797), eingeteilt

abhangig von den Perzentilen ihrer LH-Werte vom 14. Tag.

Abk.: S: Standardabweichung

cPR/ET: klinische Schwangerschaftswahrscheinlichkeit pro Embryo-Transfer

95% Kl: 95%iges Konfidenzintervall der Schwangerschaftswahrscheinlichkeit pro
Embryo-Transfer

Schwangerschaftsraten abhangig vom LH-Wert
am 14. Tag
20 18,2
157 11,5 12,5
N
e 10
5 |
0
0-25 25-75 75-100
Perzentilen der LH-Werte

Abb.3: Die Schwangerschaftswahrscheinlichkeiten abhangig vom LH-Wert am
14. Tag, eingeteilt in Perzentilen, in einem kinstlichen Zyklus zur Vorbereitung
des Kryo-Embryonen-Transfers. Auswertung aller 797 Zyklen.
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IV Diskussion

Die vorliegende Studie wurde durchgefiihrt, um einen méglichen Zusammenhang
zwischen dem endogenen LH-Wert am 14. Zyklustag und der Schwangerschafts-
wahrscheinlichkeit in einem Kryo-Zyklus herauszufinden. In diesem Kryo-Zyklus
wurde das Endometrium mit transdermaler Ex-Applikation vorbereitet, ohne dass
vorher eine Suppression der Hypophyse vorgenommen wurde. Es konnte jedoch
kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen endogenem LH-Wert und
Schwangerschaftswahrscheinlichkeit festgestellt werden. Die Schwangerschafts-
wahrscheinlichkeiten dreier Gruppen von Frauen mit im Mittelwert niedrigen,
mittleren bzw. hohen LH-Werten am 14. Zyklustag unterschieden sich nicht
signifikant.
In die Studie sind die Daten einer groBen Anzahl von Patientinnen mit einbezogen
worden, bei denen ein Kryo-Embryonen-Transfer durchgefiihrt wurde. Seit 1999
wurde in der Klinik fir Frauenheilkunde und Geburtshilfe des UK-SH, Campus
Libeck, bei jedem Kryo-Zyklus exakt das Substitutionsschema nach Bals-Pratsch
befolgt (Bals-Pratsch et al., 1999). Die Ergebnisse der routineméaBigen Messung
von Hormonwerten und Endometriumdicke am 14. Zyklustag hatten keine
Relevanz fir das weitere Vorgehen, da der Transfer unabhangig von den
Messergebnissen durchgefihrt wurde.
In der Gesamtzahl von 797 erfassten Kryo-Zyklen sind von einigen Patientinnen
mehrere Zyklen enthalten. Die primare Auswertung bezieht sich daher auf den
Teildatensatz der jeweils ersten Zyklen mit Embryotransfer der insgesamt 513
Patientinnen. Eine Analyse aller 797 Kryo-Zyklen wurde im Anschluss ebenfalls
durchgeflhrt, soll jedoch nur als Nebenergebnis Beachtung finden.
Verschiedene Studien haben in den letzten Jahren einen direkten Einfluss von LH
auf das Endometrium postuliert und damit die Hypothese genahrt, dass im LH ein
entscheidender Faktor gefunden worden sei, der das Eintreten einer
Schwangerschaft mitbestimmt. Die nachgewiesenen LH-Rezeptoren im
Endometrium des Uterus legten den Grundstein fiir diese Uberlegung (Rao, 2001;
Ziecik et al., 1992).
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Tesarik fand 2003 in einem Oozyten-Donorprogramm heraus, dass die
Implantationsraten durch exogene HCG-Gabe bei hypophysen-supprimierten
Frauen signifikant stieg im Vergleich zu Patientinnen, deren Hypophysen ebenfalls
unterdriickt wurden, die aber kein exogenes HCG erhielten (Tesarik, 2003). Da
HCG ebenso wie LH physiologisch an die LH-Rezeptoren bindet (Huhtaniemi und
Catt, 1981), ist nach diesem Ergebnis eine direkte Wirkung von LH auf das
Endometrium sehr wahrscheinlich.

El-Toukhy verglich in seiner Studie Kryo-Zyklen von Frauen, deren
Hypophysenaktivitdt unterdrickt wurde mit Kryo-Zyklen von Frauen, deren
Hypophysen nicht supprimiert wurden (El-Toukhy et al., 2004). Eine signifikant
bessere Schwangerschaftswahrscheinlichkeit wurde bei Patientinnen mit
Hypophysenunterdriickung erreicht. Der Autor leitete hieraus die Vermutung ab,
dass unkontrollierte LH-Wert Anstiege die Implantation der Embryonen negativ
beeinflussen kénnten.

Kolibianakis (2006) verglich sechs Studien, die den Einfluss von LH auf die
Schwangerschaftswahrscheinlichkeit in stimulierten IVF-Zyklen untersuchten. Die
Ergebnisse der Studien waren sehr inhomogen. Bei vier retrospektiven Studien
wurde kein Zusammenhang festgestellt, wahrend bei zwei prospektiven Studien
ein hoher LH-Wert mit einer niedrigeren Schwangerschaftswahrscheinlichkeit
assoziiert war (Kolibianakis et al., 2006).

Um den Einfluss von LH auf die Schwangerschaftswahrscheinlichkeit genauer zu
untersuchen, ware eine Interventionsstudie mit LH-Verabreichung notwendig. Die
vorliegende Studie kann aufgrund ihres Designs einen Kausalzusammenhang
nicht beweisen, sondern lediglich eine Assoziation beschreiben. Es sollte ein
Zyklus betrachtet werden, in dem die ovarielle Steroidproduktion unterdriickt wird
und allein der direkte Effekt von LH auf das Endometrium messbar ist. Fir einen
Kryo-Embryonen-Transfer werden die Patientinnen im UK-SH, Campus Llbeck,
mit einer Ostrogen-Gestagen-Behandlung vorbereitet (Bals-Pratsch et al., 1999).
Mit der transdermalen Gabe von E; wird durch die negative Feedback-Wirkung die
FSH-Sekretion aus der Hypophyse gehemmt (Marshall et al., 1983) und damit
eine Follikelentwicklung im Ovar unterbunden. Der praovulatorische LH-Peak wird
durch die Applikation von E» hingegen nicht unterdrtickt. Allerdings bewirkt der LH-
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Peak nicht wie in einem normalen Zyklus den Anstieg der Progesteronproduktion,
da die follikuldare Reifung und somit die Entstehung des Progesteron

produzierenden Gelbkérpers unterbunden wird (de Ziegler 1991).

IV.1.1 Hormonwerte und Endometriumhdéhe

Die in dieser Population gemessenen Hormonwerte und die Endometriumdicke
sind vergleichbar mit Werten aus friheren Publikationen, in denen Kryo-
Embryonen-Transfers durch kinstliche Zyklen mit transdermaler Ex-Applikation

vorbereitet wurden.

Die durch die E>-Gabe intendierte Suppression der Ovarien kann mit Hilfe der
gemessenen Progesteron-Werten Uberprift werden. Der mittlere Progesteron-
Wert am 14. Tag betragt in dieser Studie 0,64+0,4ng/ml und ist damit vergleichbar
mit den Ergebnissen anderer Studien. Bei Queenan liegt er am 13. Tag bei
0,410,4ng/ml, bei Bals-Pratsch betragt der Median 0,8ng/ml. Die Werte reichen
von 0,2 bis 1,6ng/ml (Queenan et al., 1997; Bals-Pratsch et al., 1999). In dieser
Studie liegt die Inzidenz fiir Progesteron-Anstiege Uber den Referenzbereich der
Follikelphase, definiert als Progesteron-Werte tber 2,0ng/ml, bei 0,7%, wahrend in
anderen Studien kein Anstieg der Progesteron-Werte berichtet wird (de Ziegler et
al., 1991; Queenan et al., 1997; Bals-Pratsch et al., 1999) . Mégliche Ursachen fir
die vereinzelten Anstiege von Progesteron in dieser Studie kénnten z.B. hormonell
aktive Zysten sein. Auch unzureichend supprimierte Ovarien, beispielsweise durch
fehlerhafte oder ungenaue Befolgung des Substitutionsschemas durch die
Patientinnen, kdnnten den Anstieg erklaren. Allerdings wurde bislang noch kein
allgemein guiltiger Grenzwert fir Progesteron festgelegt, der in einem kinstlichen
Zyklus zur Vorbereitung eines Kryo-Embryonen-Transfers einen Abbruch der
Behandlung vor Embryotransfer indizieren sollte, so dass alle Behandlungen
unabhangig von der H6he des Progesteron-Wertes im Rahmen der vorliegenden
Studie weiter fortgesetzt wurden. Diese Studie war lediglich auf die Frage
ausgerichtet, ob es einen Zusammenhang zwischen LH-Wert und
Schwangerschaftswahrscheinlichkeit gibt. Ein  mdglicher Einfluss eines
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Progesteron-Anstiegs auf eine Schwangerschaft misste in einer weiteren Studie

Uberpruft werden.

Der mittlere Serum-LH-Wert am 14. Zyklustag liegt in der vorliegenden Studie bei
15,8+11,0mIU/ml. In der Studie von de Ziegler betrug der mittlere LH-Wert am 14.
Tag 18,1+5,3mlU/ml (de Ziegler et al., 1991). Die Arbeitsgruppe um Bals-Pratsch
ermittelte einen Median des LH-Wertes am 14. Tag von 10mIU/ml. Minimum und
Maximum der Werte lagen bei 0,7 bzw. 86mlU/ml. (Bals-Pratsch et al., 1999)

In der Studie von Queenan wurde ein mittlerer LH-Wert von 11,27, 3mlIU/ml
bestimmt. Dieser wurde jedoch anders als in den anderen Studien bereits am 13.
Tag gemessen, so dass davon auszugehen ist, dass der Wert am 14. Tag héher
gewesen ware (Queenan et al., 1997).

Die Messung des E»-Spiegels ergab einen mittleren Wert von 340,6+175,6pg/ml.
In vergleichbaren Studien wurden mittlere E>-Werte von 335+51pg/ml und
332,5£160,9pg/ml bestimmt (de Ziegler et al., 1991 und Queenan et al., 1997).
Beide Messungen wurden jedoch am 13. Tag durchgefihrt und sind somit nicht
exakt mit den von uns am 14. Tag gemessenen Werten vergleichbar. Der Median
des Ex-Wertes in der Studie von Bals-Pratsch lag bei 212pg/ml. Die Werte
erstreckten sich von 112 bis 595pg/ml (Bals-Pratsch et al., 1999).

In dieser Studie ergab sich eine mittlere Dicke des Endometriums von
10,2+2,0mm. In der Studie von Bals-Pratsch betragt die Endometriumdicke im
Median 9mm (7-12mm) (Bals-Pratsch et al., 1999). Bei Queenan wurde eine
Endometriumdicke von 10,8+2,1mm bestimmt. Die Messung erfolgte wieder am
13. Tag (Queenan et al., 1997). Wie bei den Progesteron-Werten herrscht auch
bei der Endometriumdicke kein Konsens Uber eine Mindesthéhe, die erreicht sein
muss, um den Embryo-Transfer durchzufiihren. In der Studie von Banz et al.
(2002) kommt es bei Patientinnen mit einer Endometriumdicke kleiner als 7mm
oder gréBer als 15mm zu keiner Schwangerschaft. Die Patientinnen mit

Endometriumhdhen in diesen Bereichen machten jedoch nur einen geringen Anteil
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des Kollektivs aus, so dass dieses Ergebnis mit Vorsicht interpretiert werden

Mmuss.

IV.1.2 Schwangerschaftswahrscheinlichkeit in Abhdngigkeit

vom LH- Wert

Das Hauptziel dieser Studie ist es, einen Zusammenhang zwischen endogenem
LH-Wert und Schwangerschaftswahrscheinlichkeit festzustellen. Eine klinische
Schwangerschaft ist in dieser Studie als positiv definiert, wenn in der vierten bis
finften Woche nach dem Embryonentransfer der fetale Herzschlag im Ultraschall
sichtbar ist. Die klinische Schwangerschaftswahrscheinlichkeit der Studie liegt bei
13,8%. In Studien, in denen dasselbe Substitutionsschema angewendet wurde,
waren die Ergebnisse &hnlich. Banz stellte eine klinische Schwangerschafts-
wahrscheinlichkeit von 15,5% und Hoepfner von 17% fest (Banz et al., 2002,
Hoepfner et al., 2000).

Mit der Frage, ob zwischen dem LH-Wert am 14. Tag in einem klnstlichen Zyklus
fir einen Kryo-Embryonen-Transfer und der Schwangerschaftswahrscheinlichkeit
ein Zusammenhang besteht, hat sich bis jetzt nur eine Forschergruppe aus
Kanada befasst, die ihre Ergebnisse bislang nur als Abstract verdffentlicht hat. In
dieser Studie wurden die Patientinnen ebenfalls mit transdermalem Ostrogen und
vaginalem Progesteron behandelt. Eine Suppression der Hypophyse wurde auch
hier nicht durchgefthrt. Die Arbeitsgruppe verglich die LH-Werte der Frauen, die
schwanger wurden mit denen, die keine Schwangerschaft erreichten
(18,52+2,951U/1 vs. 19,71£1,25I1U/1). Kein signifikanter Unterschied konnte
zwischen diesen beiden Gruppen festgestellt werden (Cheung et al., 2005). Die
vorliegende Arbeit stimmt somit mit den Schlussfolgerungen von Cheung et al.

Uberein.

IV.1.3 Fortlaufende Schwangerschaften

Ein interessantes Ergebnis der  Arbeit  ware gewesen, den
Schwangerschaftsausgang (Lebendgeburtswahrscheinlichkeit) auszuwerten, wie
in anderen Studien geschehen (EI-Toukhy et al., 2004). Jedoch waren die nétigen

Informationen in den gespeicherten Daten der Klinik nicht fir alle Zyklen
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verzeichnet und es konnten nicht alle Patientinnen der letzten sieben Jahre
zurlckverfolgt werden, so dass zu viele fehlende Daten eine Auswertung
unmoglich gemacht haben. Auch die Auswertung der fortlaufenden
Schwangerschaften in der zehnten bis zwdlften Woche konnte nur mit einem
reduzierten Datensatz durchgefiihrt werden (n=508). Das Ergebnis der
Schwangerschaftswahrscheinlichkeiten im Verlauf bezlglich des Einflusses von
LH andert sich jedoch gegeniber den klinischen Schwangerschafts-
wahrscheinlichkeiten nicht. Auch im Verlauf finden sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen (9,8% vs. 10,5% vs. 14,4%, Chi-Quadrat-
Test: p=0,36).

IV.1.4 Schwangerschaftswahrscheinlichkeit in Abhdngigkeit

vom Embryo Score

Neben dem LH-Wert wurden weitere Parameter auf einen Zusammenhang mit der
Schwangerschaftswahrscheinlichkeit getestet. Fir eine erfolgreiche Implantation
muss nicht nur das Endometrium gut vorbereitet sein. Ein weiterer Faktor ist die
Qualitédt der Embryonen. Diese wird mit dem kumulativen Embryo Score von Steer
et al. (1992) in einer Modifikation von Ludwig et al. (2000) im Reproduktionslabor
vor dem Transfer bewertet. Je besser die Embryonen sind, desto héher ist der
Wert des Embryo Scores. In der vorliegenden Studie ist dieser Parameter der
einzige, der signifikant mit der Schwangerschaftswahrscheinlichkeit im
Zusammenhang steht. Dieses Ergebnis stimmt mit dem der Arbeitsgruppe um
Hoepfner (Hoepfner et al, 2000) Uberein. Sie fanden einen signifikant héheren
Embryo Score in der Gruppe der schwangeren Patientinnen als in der Gruppe der
nicht schwangeren Frauen. Der Embryo Score dient in anderen Landern als
Grundlage fur die Zahl und Auswahl der Embryonen fir den Transfer oder die
Kryokonservierung. Da in Deutschland durch das Embryonenschutzgesetz jedoch
nur Vorkernstadien kryokonserviert werden darfen und alle entwickelten
Embryonen transferiert werden missen, dient er nur zur Abschatzung der
individuellen Wahrscheinlichkeit des Paares auf eine klinische Schwangerschaft.

Eine Mdglichkeit der Optimierung der Schwangerschaftswahrscheinlichkeit durch
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spatere Auswahl und Verwerfen der Embryonen mit geringem Wert im

kumulativen Embryo Score bietet sich in Deutschland nicht.

IV.2 Die Bedeutung des LH

Die bereits genannten Studien von Tesarik und El-Toukhy hatten die Hypothese
gestltzt, dass ein Zusammenhang zwischen dem Serum-LH-Wert und der
Schwangerschaftswahrscheinlichkeit bestehen kénne. Tesarik et al. (2003) finden
eine signifikante Verbesserung der Implantationsrate durch exogene Gabe von
HCG. El-Toukhy et al. (2004) berichten in ihrer Studie eine hdéhere
Schwangerschaftswahrscheinlichkeit bei Patientinnen, die vor der transdermalen
Ostradiol-Gabe einen GnRH-Agonisten zur Unterdriickung der Hypophyse
erhalten im Vergleich zu Patientinnen, deren Hypophyse nicht zusétzlich
supprimiert wird. Allerdings verzichtet diese Arbeitsgruppe vollstdndig auf die
Hormonmessung am 14. Tag und kann somit Patientinnen, deren Ovarien durch
die GnRH-Analogon-Behandlung nicht gentigend supprimiert wurden, nicht vor
dem Transfer identifizieren. Des Weiteren wurden die Patientinnen ohne
Suppression der Hypophyse etwa drei Wochen mit Ostradiol behandelt, ehe der
Embryo-Transfer vorgenommen wurde. Dieser Umstand lasst vermuten, dass es
moglicherweise bei mehr Patientinnen zu einer Ovulation kam oder das
Endometrium ,Uberreif* wurde, als es bei einem Vorgehen wie im Rahmen der
vorliegenden Studie zu erwarten wére.
Auffallig ist auBerdem, dass bei Tesarik eine zusatzliche Gabe von HCG die
Implantationsrate verbessert hat, wahrend bei EI-Toukhy durch eine Verminderung
des LH-Spiegels die Schwangerschaftswahrscheinlichkeit gestiegen ist. Die
beiden Studien widersprechen sich also in der Richtung des méglichen Effektes
von LH. Da jedoch verschiedene Protokolle zur Vorbereitung des Embryonen-
Transfers benutzt wurden, sind Vergleiche nur unter Vorbehalt méglich.
Verschiedene Studien vergleichen den Erfolg der Ostrogen-Gestagen-Behandlung
mit und ohne zusétzliche Suppression der Hypophyse (Dal Prato et al., 2002;
Simon et al., 1998). Auch wenn diese nicht darauf ausgerichtet sind, den Einfluss
von LH zu messen, so hétte sich ein gravierender Effekt von LH in den
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Schwangerschaftswahrscheinlichkeiten der beiden Gruppen dennoch jeweils
widerspiegeln mussen. Die Schwangerschaftswahrscheinlichkeiten mit oder ohne
Unterdrickung der Hypophyse unterscheiden sich jedoch nicht signifikant.
Darlber hinaus ist aus diesen Ergebnissen zu schlieBen, dass die Patientinnen
dieser Studie nicht von einer Suppression der Hypophyse durch einen GnRH-
Agonisten profitiert hatten. Wenn die Applikation von Ostrogen am ersten
Zyklustag begonnen wird, was in der vorliegenden Studie der Fall war, kann eine
spontane Ovulation ausreichend verhindert werden, so dass keine signifikanten
Unterschiede bezlglich Schwangerschafts- und Implantationsrate bestehen
(Simon et al 1998; Dal Prato et al., 2002; Yee et al., 1995; Gelbaya et al., 2006).

1V.3 Methodische Probleme der Studie

1. Aus dem ursprlinglichen Datensatz mussten einige Zyklen wegen fehlender
Angaben entfernt werden, was zu Ungenauigkeiten in der Auswertung flhren
kann. Die verbleibende Datenmenge ist jedoch umfangreich genug, so dass der
Verlust einer kleinen Anzahl von Daten nur einen geringen Einfluss auf die
Ergebnisse haben durfte.
2. Ein potentiell unkontrollierbarer Faktor ist, dass die transdermale Ostrogen
Applikation zur Vorbereitung des Endometriums auf den Kryo-Embryonen-
Transfer von den Patientinnen selbststandig durchgefihrt worden ist. Es wurde
nicht kontrolliert, ob in allen Fallen das Substitutionsschema korrekt eingehalten
wurde. Bei Frauen, die sich einer Kinderwunschbehandlung unterziehen, ist
jedoch davon auszugehen, dass ihre Motivation fir die Behandlung sehr groB ist.
Demzufolge ist es sehr wahrscheinlich, dass sie sorgfaltig und gewissenhaft die
Anweisungen befolgt haben. Abweichungen vom Substitutionsschema kénnen
dennoch nicht ausgeschlossen werden.
3. Es qibt viele konfundierene Faktoren, unbekannte und bekannte, welche
Einfluss auf die Schwangerschaftswahrscheinlichkeit nehmen kdnnen, die in
dieser Studie aber nicht ganzlich erfasst wurden. So waren z.B. die Ursachen flr
die Infertilitdt der jeweiligen Paare nicht bekannt. Ebenso wurden Angaben zu
Lebensgewohnheiten der Patientinnen, wie z.B. Rauch-, Trink- und Essverhalten
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oder sportliche Aktivitdt wahrend der Peri-Implantationszeit, nicht beriicksichtigt.
Zudem wurde der psychische Zustand der Patientin und des Partners nicht
erhoben. Angste im Zusammenhang mit dem Thema Elternschaft, ungeldste
Partnerkonflikte oder gesellschaftlicher Druck sind nur einige Beispiele fur
denkbare psychische Faktoren, die in dieser Studie nicht beachtet wurden, jedoch

durchaus einen Einfluss auf den Schwangerschaftserfolg haben kénnen.

Folgende Uberlegungen zur Interpretation der Studie sind anzustellen:

1. In dieser Studie korrelieren die LH-Werte negativ mit den E,-Werten. Daraus
kann man schlieBen, dass das exogene E, nicht nur die Sekretion von FSH in der
Hypophyse hemmt (Marshall et al., 1983), sondern gleichzeitig auch Uber einen
negativen Feedback-Mechanismus Einfluss auf die Sekretion von LH nimmt. Der
LH-Wert kdnnte also ein Epiphdnomen des Serum-Ex-Wertes sein, der individuell
bei jedem Menschen durch transdermale Ex-Applikation erreicht wird. Damit ware
LH kein eigenstandiger Parameter, der die Schwangerschaftswahrscheinlichkeit
vorhersagt. Weitere Forschung Uber den pradiktiven Wert von E, auf die
Schwangerschaftswahrscheinlichkeit ware in diesem Fall sinnvoll.

2. Die Entdeckung der LH-Rezeptoren im Endometrium des Uterus (Reshef et al.,
1990) und die Studien von Tesarik und El-Toukhy lassen vermuten, dass LH eine
direkte Wirkung auf das Endometrium hat. Es ist aber méglich, dass die endogene
LH-Konzentration im Serum nicht mit der Wirkung am Rezeptor identisch ist.
Méglicherweise ist der Serum-LH-Wert als MaB fir die LH-Wirkung an den
Zielorganen ungeeignet. Shemesh stellt in seiner Review (2001) Uber die
Wirkungen der Gonadotropine auf den Uterus die Uberlegung an, dass weniger
die Serumkonzentration von LH fir die Entwicklung des Endometriums von
Bedeutung ist, als vielmehr eine gesteigerte Expression des LH-Rezeptors im
Uterus (Shemesh, 2001). Weitere Forschung ist nétig, um diese Hypothese zu
belegen. Da es jedoch methodisch sehr aufwendig ist, die Rezeptordichte zu
messen, scheint dieser Ansatz zwar wissenschaftlich interessant, fr die klinisch-

prognostische Praxis aber eher ungeeignet.
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3. Ein Grund flr den fehlenden statistischen Zusammenhang zwischen dem
Serum-LH-Wert am 14. Tag und der Schwangerschaftswahrscheinlichkeit kénnte
darin liegen, dass es zwar einen Zusammenhang zwischen LH-Wert und
Schwangerschaftswahrscheinlichkeit gibt, dieser aber sehr klein ist, so dass er im
komplexen Gesamtgefiige vieler Einflussfaktoren keine herausragende Rolle
spielt. Ein geringflgiger Effekt kdnnte sich in der Tendenz widerspiegeln, dass mit
steigendem LH-Wert auch die Schwangerschaftswahrscheinlichkeit ansteigt. Wie
bereits erwahnt ist dieses Ergebnis jedoch nicht statistisch signifikant und die
beobachteten EffektgréBen sind gering.

V.4 Ausblick

Die Bestéatigung der hier untersuchten Hypothese hatte zu weiterer Forschung
fihren kdnnen, die beispielsweise eine Optimierung des Kryo-Embryonen-
Transfers durch eine Modulation des LH-Wertes, z.B. durch exogene Gabe von
rekombinantem LH, ermdglicht hatte. Als Folge hatte man eine Verbesserung der
Schwangerschaftswahrscheinlichkeit erwarten kénnen — ein Fortschritt in der
Reproduktionsmedizin, von dem die betroffenen Paare direkt profitiert hatten. Eine
héhere Schwangerschaftswahrscheinlichkeit pro Kryo-Embryonen-Transfer hatte
zu einer VerklUrzung der Behandlungsdauer und damit zu einer Reduktion der
psychischen Belastung flihren kdnnen. Durch weniger Versuche hatten sich
zudem die Kosten reduzieren lassen, was wiederum die Motivation steigern
kdénnte, sich Gberhaupt einer solchen Behandlung zu unterziehen.

Da keine Assoziation zwischen dem endogenen LH-Wert und der
Schwangerschaftswahrscheinlichkeit gefunden wurde, bleibt als positives
Ergebnis dieser Studie, dass auf eine Messung des LH-Wertes am 14. Tag
verzichtet werden kann und sich die Kosten der Behandlung dadurch reduzieren

lassen.
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IV.5 Fazit

Es konnte kein Zusammenhang zwischen endogenem LH-Wert am 14. Tag in
einem kinstlichen Kryo-Zyklus und der Schwangerschaftswahrscheinlichkeit
nachgewiesen werden. Die Schwangerschaftswahrscheinlichkeiten unterscheiden
sich nicht signifikant in den Gruppen mit niedrigen, mittleren und hohen LH-
Werten. Somit hat der LH-Wert keine prognostische Bedeutung und auch keine
Relevanz fir das weitere Vorgehen beim Embryotransfer kryokonservierter
Eizellen im kinstlichen Zyklus, so dass auf eine Messung verzichtet werden kann.
Dadurch verringert sich der Labor-Aufwand und die Kosten fir den Kryo-
Embryonen-Transfer kdnnen reduziert werden. SchlieBlich ergeben die hier
vorliegenden Daten auch keine Rationale fir eine Durchfiihrung von Studien zur
zusatzlichen Verabreichung von LH (bzw. hCG) in einem Kryo-Zyklus, in der

Absicht, die Schwangerschaftswahrscheinlichkeit zu steigern.
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V Zusammenfassung

Im Jahr 2004 nahmen aufgrund des Gesundheitsmodernisierungsgesetzes die
vorher stetig steigenden Behandlungszahlen der assistierten Reproduktion um
mehr als die Halfte ab. Nur die Anzahl der durchgefihrten Kryo-Zyklen stieg.
Aufgrund dieser Entwicklung ist es interessant, mehr tber den Kryo-Zyklus zu
erfahren, um diesen eventuell optimieren zu kdnnen. Das Embryonenschutzgesetz
verbietet bei einer klnstlichen Befruchtung den Transfer von mehr als drei
Embryonen in einem Zyklus. Alle Gberzahligen befruchteten Oozyten dirfen im
Vorkernstadium kryokonserviert und in einem spateren Kryo-Zyklus transferiert
werden. Im kdnstlichen Kryo-Zyklus werden am 14. Zyklustag nach exogener
Ostradiolzufuhr die Hormonwerte von Ostradiol, Progesteron und LH, sowie die
Endometriumdicke gemessen. Verschiedene Studien haben sich mit dem
Zusammenhang von endogenem LH und Schwangerschaftswahrscheinlichkeit im
stimulierten Zyklus auseinandergesetzt. Die Ergebnisse dieser Studien ergeben
kein homogenes Bild. In der vorliegenden Studie wird ein Zusammenhang
zwischen der Schwangerschaftswahrscheinlichkeit und dem LH-Wert am 14. Tag
in einem kunstlichen Kryo-Zyklus ohne Suppression der Hypophyse untersucht.
Daten von 513 Patientinnen, bei denen im Zeitraum von Januar 1999 bis
November 2005 ein Kryo-Embryonen-Transfer durchgefihrt wurde, wurden
ausgewertet. Der Embryonentransfer nach dem Auftauen kryokonservierter
Pronukleus-Eizellen wurde in einem klnstlichen Zyklus mit transdermaler E,-
Applikation und vaginaler Progesteron-Gabe vorgenommen. Um einen
Zusammenhang zwischen der klinischen Schwangerschaftswahrscheinlichkeit und
den LH-Werten festzustellen, wurden die Patienten/Zyklen anhand der LH-Werte
am Tag 14 mit der Tukey-Hinges Perzentil-Analyse in drei Perzentilgruppen
eingeteilt. Weitere Variablen wurden auf Unterschiede zwischen diesen Gruppen
untersucht. Eine robuste logistische Regression wurde durchgefihrt mit der
Schwangerschaftswahrscheinlichkeit als abhangige Variable und den
unabhangigen Variablen LH, Progesteron, Embryo Score, totale Zyklusanzahl und

der Anzahl vorheriger Schwangerschaften.
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Die klinischen Schwangerschaftswahrscheinlichkeiten der drei LH Perzentil-
gruppen unterscheiden sich nicht signifikant [12,1%, 95er Kl 7,6-18,8; 13,4%, 95er
Kl 9,7-18,4; 16,1%, 95er Kl 11,0-12,0]. Auch Alter, BMI, die Anzahl vorheriger
Schwangerschaften, Zyklusanzahl, Anzahl der transferierten Embryonen, Embryo
Score, Endometriumhdhe, E,- und Progesteron-Wert unterscheiden sich nicht
signifikant zwischen den Gruppen mit niedrigen (0,1-8,1mIU/ml), mittleren (8,2-
19,4mIU/ml) und hohen (20,0-78,0mIU/ml) LH-Werten. Der Ex>-Wert und der LH-
Wert am 14. Tag korrelieren signifikant negativ miteinander [r= -0,075, p=0,05].
Die robuste logistische Regression ergab einen signifikanten Zusammenhang
zwischen der Schwangerschaftswahrscheinlichkeit und dem Embryo Score [OR
1,04; 95er Kl 1,02-1,06; p<0,01]. Kein Zusammenhang konnte zwischen der
Schwangerschaftswahrscheinlichkeit und dem LH- oder Progesteron-Wert, der
Anzahl vorheriger Schwangerschaften und der totalen Zyklusanzahl
nachgewiesen werden. Die vorliegenden Ergebnisse stimmen mit vergleichbaren
Studien Uberein.

Die Studie ist eine Assoziationsstudie, so dass ein Beweis eines Kausal-
zusammenhangs nicht gefihrt werden konnte. Allerdings hatten die vorliegenden
Daten zu einer weiterflihrenden Hypothesenbildung Uber die Rolle des LH flhren
kénnen. Im Rahmen von Beobachtungsstudien ist immer mit der Existenz von
konfundierenden Faktoren zu rechnen. Allerdings wurden die wichtigsten Faktoren
in dieser Studie, die Einfluss auf den Schwangerschaftserfolg haben kénnen,
erfasst und im Rahmen einer multi-variaten Analyse ausgewertet. Zu bedenken
ist, dass der LH-Wert eventuell lediglich eine Folgeerscheinung des durch E,-
Applikation erzielten Serum Ex-Wertes ist. Eine weitere Uberlegung ist, dass der
Serum-LH-Wert nicht unbedingt etwas tber die Wirkung von LH am Rezeptor
aussagen muss. Die prognostische Bedeutung von LH ist im komplexen Geflige
vieler Faktoren offenbar nicht groB genug, um klinisch relevant zu sein, bzw. um
sich mit statistischer Signifikanz abzubilden.

Da ein Zusammenhang zwischen dem LH-Wert und der Klinischen
Schwangerschaftswahrscheinlichkeit nicht nachgewiesen werden konnte, kann auf
die Messung von LH am 14. Tag verzichtet werden. Dadurch kénnen die Kosten

der Behandlung verringert werden.
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