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1. Einleitung

Seit der Geburt des ersten durch kinstliche Befruchtung gezeugten Babys,
Louise Brown 1978 in England (Steptoe and Edwards, 1978), hat die
Reproduktionsmedizin eine umfassende Weiterentwicklung erlebt. Die
EinfGhrung der kontrollierten ovariellen Stimulationstherapie hat eine gezieltere
und effizientere Eizellgewinnung ermdglicht, was durch die Verwendung von
GnRH-Agonisten und  Antagonisten optimiert werden konnte. Die
Follikelpunktion, die in den Anfangszeiten laparoskopisch durchgeflhrt wurde,
kann nun durch die weniger invasive, sonografisch gesteuerte transvaginale
Punktion erfolgen. Mikromanipulationstechniken haben das Indikationsspektrum
der kiunstlichen Befruchtung erweitert und die Méglichkeit geschaffen, auch die
schwere mannliche Subfertilitat effektiv zu behandeln. Die
Spermienpraparationstechniken  konnten  verfeinert werden und die
Kryokonservierung bietet die Maoglichkeit, Spermien oder (berzéhlige
Embryonen zu erhalten.

Die Kultivierungsbedingungen der Embryonen konnten durch
Modifikation der Kulturmedien optimiert werden und flhrten zu verbesserten
Ergebnissen der assistierten Reproduktion. Optimale Kulturbedingungen sind
fur die durch In-vitro-Fertilisation (IVF) oder Intrazytoplasmatische
Spermieninjektion (ICSI) geschaffenen Embryonen unabdingbar. Um optimale
Bedingungen fur den Embryo schaffen zu kénnen, muss ein Kulturmedium die
Umgebung, welcher der Embryo in vivo ausgesetzt ware, in vitro mdéglichst
genau nachempfinden. Eine standige Weiterentwicklung der Kulturmedien seit
Beginn der kinstlichen Befruchtung half, sich diesem Ziel zu ndhern und zudem
die Mdéglichkeit zu schaffen, die Kulturdauer Uber Tag 2 hinaus zu verlangern.

Zu Beginn der kinstlichen Befruchtung wurden Medien eingesetzt, die
aus dem Tiermodell stammten und die fir die menschliche assistierte
Reproduktion unspezifisch waren (Quinn, 2004).

Die Entwicklung spezifischer Kulturmedien fir humane Embryonen

begann in den 1980er Jahren (Quinn et al., 1985). In diesen Kulturmedien, die
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auf einer einfachen Salzlésung basierten, konnten die Embryonen bis Tag 2
oder 3 kultiviert werden. Zu Beginn der 1990er Jahre erfolgte eine Modifikation
der Medien. Die Glucose- und Phosphatkonzentration wurde reduziert und den
Medien wurden verschiedene Aminosduren hinzugegeben (Thompson et al.,
1992; Lane et al., 1997; Devreker et al., 1998).

Eine weitere Verbesserung brachte die Einfiihrung der Co-Kultur seit
Beginn der 1990er Jahre, bei der den Medien somatische humane oder
tierische Helferzellen hinzugefligt wurden, z.B. Nierenepithelien des Affen
("vero cells"), Tubenepithelien des Rindes, humane Tubenepithelien einer
Spenderin, autologes Endometrium oder Theka granulosa-Zellen (Schillaci et
al., 1994). Die Co-Kultur verbesserte vor allem bei Patientinnen mit
vorausgegangenem Implantationsversagen die Ergebnisse (Menezo et al.,
1992; Olivennes et al.,, 1994). Ausserdem konnten von der Co-Kultur viele
Erkenntnisse abgeleitet werden, die eine Weiterentwicklung zu den
sequenziellen Medien ermdglichten.

Der Einsatz und gewinnbringende Effekt der Co-Kultur wurde in der
Literatur jedoch kontrovers diskutiert und blieb einem selektierten Patientengut
vorbehalten (Menezo et al., 1990; Menezo et al., 1992; Olivennes et al., 1994).
Nachteile der Co-Kultur bestanden in der Gefahr der Infektionstibertragung von
den Helferzellen auf den Embryo, was sich nur durch die Zugabe autologer
Zellen aus dem Reproduktionstrakt der Eizellspenderin vermeiden lieB. Zudem
war die Co-Kultur mit einem erhéhten Zeit- und Kostenaufwand verbunden und
die Kultur war gegenidber Umwelteinflissen anfalliger als ein herkdémmliches
Medium.

Ende der 1990er Jahre entwickelten Gardner und Lane ein Kultursystem,
das die In-vitro-Entwicklung des Embryos von der Zygote bis zur Blastozyste
ermoglichte (Gardner and Lane, 2002). Dieses sequenzielle System
unterschied sich von den herkémmlichen Kulturmedien durch eine wechselnde
Zusammensetzung der Medien an den verschiedenen Kulturtagen, um damit
den sich andernden Nahrstoffbedlrfnissen des Embryos wahrend der
verschiedenen Entwicklungsstufen bestmdglich gerecht zu werden.



In den folgenden Jahren wurden die sequenziellen Medien in ihrer
Zusammensetzung weiter verfeinert, um den wechselnden Bedarf an
Nahrstoffen, der die Veradnderungen in der Umgebung des weiblichen
Reproduktionstrakts und in der Physiologie des Embryos widerspiegelt, zu
bertcksichtigen.

Somit erfolgte Ende der 1990er Jahre eine zunehmende Umstellung von
der Co-Kultur auf sequenzielle Medien, da diese einfacher in der Anwendung
sind und vergleichbare Ergebnisse lieferten (Jones et al., 1998; Menezo et al.,
1998).

Mit der Weiterentwicklung und Verfeinerung der Kultursysteme wurde es
moglich, die Embryonen Uber Tag 2 hinaus zu kultivieren und zu einem
spateren Zeitpunkt zu transferieren.

Der frihe Transfer an Tag 2 ist ein willkUrlicher Prozess, der daraus
resultierte, dass durch die suboptimalen Kulturbedingungen die Lebensfahigkeit
der Embryonen eingeschrankt war. Daher wurde angestrebt, den Embryo
moglichst schnell in sein natlrliches Milieu zurlickzusetzen. Doch mit dem
frihen Transfer humaner Embryonen an Tag 2 lassen sich nur geringe
Implantationsraten erzielen, die 10-15 % nicht Gbersteigen und die deutlich
unter denen fir tierische Embryonen liegen (Gardner et al., 1994). Die Griinde
hierflr sind vielfaltig. Zum einen ist die mangelnde Synchronisation mit dem
weiblichen Reproduktionstrakt von Bedeutung. Das Endometrium an Tag 2 oder
3 ist fur den extrakorporal befruchteten und transferierten Embryo nur
eingeschrankt aufnahmeféhig, da sich der Embryo in vivo 48 Stunden nach
Befruchtung erst im Eileiter und noch nicht, wie bei der In-vitro-Fertilisation, im
Uterus befindet. Zum anderen ist die Auswahl der besten Embryonen anhand
von morphologischen Parametern in den frilhen Teilungsstadien unsicher. Die
Embryonen, bei denen die Genomaktivierung ausbleibt, kdnnen nicht
identifiziert werden, sondern werden transferiert. Das Entwicklungspotenzial
kann an Tag 2 nur unzureichend abgeschatzt werden. Da dies zu keinen
zufriedenstellenden Implantations- und Schwangerschaftsraten flihrte, wurden
zur Erhéhung der Erfolgsrate meist mehrere Embryonen transferiert, um die

Wahrscheinlichkeit eines Schwangerschaftseintritts zu erhéhen. Der multiple
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Embryonentransfer erbrachte kumulative Konzeptionsraten, die mit denen einer
natdrlichen Konzeption vergleichbar waren (Tan et al., 1990). Dafir musste
jedoch eine hohe Rate an Mehrlingsschwangerschaften mit den damit
verbundenen Risiken in Kauf genommen werden.

Durch optimierte Kulturbedingungen traten die Bedenken, den Embryo
so schnell wie mdglich in den Uterus zu transferieren, um einen Verlust seiner
Lebensfahigkeit zu verhindern, in den Hintergrund. Dank verbesserter
Kulturbedingungen ist es mdbglich geworden, die Kultivierungsdauer der
Embryonen bis Tag 5 zu verlangern und sie somit erst im Blastozystenstadium
in den Uterus zu platzieren. Der Blastozystentransfer ermdéglicht eine bessere
Synchronisation mit den Vorgangen in vivo. Hauptziel des Blastozystentransfers
ist es aber, denjenigen Embryo mit dem hdéchsten Entwicklungspotenzial zu
erkennen und somit durch eine hdéhere Implantationswahrscheinlichkeit einer
einzelnen gut entwickelten Blastozyste die Anzahl der transferierten Embryonen
zu minimieren, und damit die Mehrlingsschwangerschaften zu verringern. Durch
die verlangerte Kultur eréffnet sich bei Patientinnen mit wiederholtem
Implantationsversagen ausserdem eine diagnostische Méglichkeit, da die
embryonale Entwicklung Uber einen langeren Zeitraum betrachtet werden kann.

Die Vorteile, die sich aus dem Blastozystentransfer ergeben, sind in
Deutschland durch das Embryonenschutzgesetz (ESchG) begrenzt, da nach
geltendem Recht eine Auswahl von hdchstens drei Embryonen bereits im
Pronukleus-Stadium an Tag 1 erfolgen muss. Laut ESchG dirfen nur die drei in
diesem frilhen Stadium ausgewahlten impragnierten Eizellen weiterkultiviert
werden, so dass eine erneute Auswahl zu einem spateren Zeitpunkt, an dem
sich das Entwicklungspotenzial des Embryos besser abschatzen lieBe, nicht
moglich ist. Bei weniger restriktiver Gesetzgebung entsteht durch die
verlangerte Kultur jedoch der Vorteil, dass eine mehrfache Beurteilung der
Embryonen wéahrend verschiedener Entwicklungsstadien erfolgen kann. Somit
ergibt sich die Mdglichkeit, die am besten entwickelten Embryonen erst im
Blastozystenstadium auszuwahlen und zu transferieren. In selektierten

Patientenkollektiven wurden unter diesen Bedingungen durch



Blastozystentransfer Implantationsraten von 50 % erreicht (Gardner et al.,
1998a; Gardner et al., 1998b).

Das ESchG schrankt den Vorteil des Blastozystentransfers, die zu
transferierenden Embryonen erst in diesem Stadium auszuwahlen, ein und wird
daher in Deutschland nur bei besonderer Indikation empfohlen (Zollner et al.,
2002a) .

Einen besonderen Stellenwert bei der verlangerten Embryokultur
nehmen die sequenziellen Kultursysteme ein. Erst durch die Entwicklung dieser
Kulturmedien wurde die Blastozystenkultur routinemaBig méglich. Zwei haufig
verwendete und in zahlreichen Studien untersuchte sequenzielle Kultursysteme
sind die kommerziell erhaltlichen Kulturmedien BlastAssist M1/M2 der Firma
MediCult und G 1.2/G 2.2 der Firma Vitrolife (Kovacic et al., 2002; Macklon et
al., 2002; Van Langendonckt et al., 2001; Vlaisavljevic et al., 2001).
Gegenstand der vorliegenden prospektiv-randomisierten Studie war der
Vergleich dieser Kultursysteme fir die Kultur menschlicher Embryonen nach
IVF und ICSI unter den Bedingungen des deutschen ESchG. Embryonale
Entwicklung, Implantations- und Schwangerschaftsrate im jeweiligen
Kultursystem wurden verglichen. Es wurde untersucht, ob die Verwendung
eines der beiden Systeme die Ergebnisse der assistierten Reproduktion

verbessern konnte.



2. Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

In die Studie wurden 176 Paare, die zwischen November 2000 und August
2001 im Rahmen des Kinderwunschprogramms der Universitats-Frauenklinik
Wirzburg behandelt wurden, eingeschlossen.

Die Patienten wurden kontinuierlich, d.h. unabhangig von
anamnestischen  Parametern wie Alter, Spermienparameter, Anzahl
vorausgegangener Zyklen oder Infertilitatsgrund in die Studie aufgenommen.
Voraussetzung fir die Studienteilnahme war, dass nach 3-5 Tagen Kulturdauer
ein Embryotransfer durchgeflhrt werden konnte, d.h. es musste mindestens
eine Eizelle gewonnen werden, die sich befruchtete und weiterentwickelte und
somit Ubertragen werden konnte.

Aus zunachst 198 rekrutierten Paaren wurden insgesamt 22 aus der
Studie ausgeschlossen. Bei 13 Paaren erfolgte der Ausschluss wegen
Fertilisationsversagen, d.h. 16 bis 18 Stunden nach klnstlicher Befruchtung
fehlten Fertilisationszeichen. Als Fertilisationszeichen galt das Vorhandensein
von zwei Vorkernen (Pronuklei, PN). Weitere Grinde fur den Ausschluss aus
der Studie waren abnormale Fertilisation mit mehr als zwei Vorkernen (3 Félle),
Tag 2-Transfer (2 Félle), Embryoarrest wahrend der Kultur (1 Fall), frustrane
Eizellentnahme (1 Fall), sowie Azoospermie im gewonnenen Ejakulat (1 Fall).
Eine Patientin wurde aus der Studie ausgeschlossen, da unter der Down-
Regulation eine spontane Konzeption erfolgt war.

84 Paare wurden mit IVF, 92 mit ICSI behandelt. Die Wahl des
Verfahrens wurde durch die Indikation, die zur Aufnahme in das
Kinderwunschprogramm gefiihrt hatte, bestimmt.



Die Indikationen fir die Wahl der IVF-Methode waren wie folgt:

e Leichte andrologische Subfertilitat (95,2 %)
e Tubenfaktor (51,2 %)

e Pathologischer Zyklus/PCO (19,0 %)

e |diopathische Sterilitat (17,9 %)

e Endometriose (11,9 %)

Hauptindikationsstellung fiir die Wahl der ICSI-Methode waren:

e Schwere andrologische Subfertilitat (92,4 %)
e Pathologischer Zyklus/PCO (14,1 %)

e Vorangehendes IVF-Versagen (14,1 %)

e Tubenfaktor (13,0 %)

e Leichte andrologische Subfertilitat (7,6 %)

e Endometriose (7,6 %)

e |diopathische Sterilitat (6,5 %)

Die andrologische Subfertilitdt wurde nach WHO-Kriterien definiert (WHO
Laboratory Manual, 3" edition, 1992).

Das Durchschnittsalter der Patientinnen lag bei 33, das ihrer Eneméanner
bei 35 Jahren. Die Dauer der ungewollten Kinderlosigkeit betrug
durchschnittlich 4,3 Jahre, bei den Paaren waren im Durchschnitt 1,2 Zyklen

kinstlicher Befruchtung vorausgegangen.



2.2 Kulturmedien

Die randomisierte Zuteilung der Patientinnen zu einem der Kulturmedien
erfolgte am Tag vor der Oozytenentnahme.

Bei 87 der 176 Patientinnen (49,4 %) erfolgte die Randomisierung in die
Vitrolife-Gruppe (Vitrolife, Géteborg, Schweden). 45 dieser Patientinnen wurden
mit IVF, 42 mit ICSI behandelt.

89 Patientinnen (50,6 %) wurden mittels Randomisierung den MediCult-
Medien (MediCult, Jyllinge, Danemark) zugeteilt. Bei 39 der Patientinnen der
MediCult-Gruppe wurde die konventionelle IVF-Methode, bei 50 wurde die ICSI-
Methode durchgefiihrt (Abbildung 2.2.1).

In der Vitrolife-Gruppe wurde bis zum Vorkern-Stadium [VF-Medium
eingesetzt, es folgte bis Tag 3 G 1.2- und ab Tag 3 G 2.2-Medium. In der
MediCult-Gruppe wurde bis zum Vorkern-Stadium Universal IVF-Medium, bis
Tag 3 BlastAssist M1 und ab Tag 3 BlastAssist M2-Medium verwendet. Die
Zusammensetzung der Kulturmedien ist aus Tabelle 2.2.1 und 2.2.2 zu

ersehen.
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Abb. 2.2.1: Zuteilung der Patientinnen zu den Kulturmedien
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G 1.2 (Vitrolife)

M1 (MediCult)

Alanin
Alanylglutamin
Asparagin
Asparaginsaure
Calciumchlorid
EDTA

Glukose
Glutaminsaure
Glycin

HSA
Kaliumchlorid
Magnesiumsulfat
Natriumbikarbonat
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumlaktat
Natriumpyruvat
Penicillin G
Prolin

Serin

Taurin

Glukose

HEPES

HSA

Kaliumsulfat

Laktat

L-Glutamin
Magnesiumsulfat
Natriumbikarbonat
Natriumchlorid
Natriumhydrogenphosphat
Natriumpyruvat
Nicht-essenzielle Aminosauren
Penicillin

Phenolrot

Streptomycin

Synthetischer Serum Ersatz
Taurin

Tab. 2.2.1: Zusammensetzung der Kulturmedien

G 1.2- (Vitrolife) und BlastAssist M1-Medium (MediCult) im Vergleich

EDTA = Ethylendiamintetraessigsaure

HEPES = Hydroxyethylpiperazinethansulfonsaure

HSA = Humanes Serum Albumin




G 2.2 (Vitrolife)

M2 (MediCult)

Alanin
Alanylglutamin
Arginin
Asparagin
Asparaginsaure
Calciumchlorid
Calciumpantothenat
Cholinchlorid
Cystein

Folsaure
Glukose
Glutaminséure
Glycin

Histidin

HSA

i-Inositol
Isoleucin
Kaliumchlorid
Leucin

Lysin
Magnesiumsulfat
Methionin
Natriumbikarbonat
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphophat
Natriumlaktat
Natriumpyruvat
Nicotinamid
Penicillin G
Phenylalanin
Prolin
Pyridoxal-HCI
Riboflavin

Serin

Thiamin
Threonin
Tryptophan
Tyrosin

Valin

Essenzielle Aminosauren
Glukose

HSA

Kaliumsulfat

L-Glutamin
Magnesiumsulfat
Milchsaure
Natriumbikarbonat
Natriumchlorid
Natriumhydrogenphosphat
Natriumpyruvat
Nicht-essenzielle
Aminosduren

Penicillin

Phenolrot

Streptomycin
Synthetischer Serum Ersatz

Tab. 2.2.2:

Zusammensetzung der Kulturmedien
G 2.2- (Vitrolife) und BlastAssistM2- Medium (MediCult) im Vergleich

HSA = Humanes Serum Albumin

HCI = Salzsaure
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2.3. In-vitro-Fertilisation

Ovarielle Stimulation, Oozytengewinnung sowie IVF- und ICSI-Verfahren
wurden, wie in Standardprotokollen beschrieben, durchgefihrt (Steck, Praxis
der Fortpflanzungsmedizin, 2001).

2.3.1. Ovarielle Stimulationstherapie und Eizellgewinnung

Um eine polyfollikuldre Eizellreifung zu induzieren, wurde eine kontrollierte
ovarielle Uberstimulation mit einem Gonadotropin nach hypophysérer Blockade
mit einem GnRH-Analogon im "langen" Protokoll eingeleitet.

Hierfir erfolgte zunédchst eine Vorbehandlung 6-8 Tage vor der
erwarteten Regelblutung mit Nafarelin (Synarela®, Heumann, Nirnberg,
Deutschland), das zweimal taglich intranasal appliziert wurde. Ein SpriihstoB3
entspricht 0,2 mg Nafarelin. Ziel dieser Vorbehandlung war es, eine Down-
Regulation der Hypophyse zu erzielen und eine vorzeitige Ovulation bzw.
Luteinisierung zu verhindern.

Die ovarielle Stimulation wurde ab Tag 3 des Zyklus mit 150-300 IE eines
HMG- (Menogon®, Ferring, Kiel, Deutschland) oder FSH-Praparates
(Gonal F®, Serono, Unterschleissheim, Deutschland; Puregon®, Organon,
Oberschleissheim, Deutschland) herbeigefihrt. Die weitere Dosierung wurde
individuell festgelegt und richtete sich nach dem Alter der Patientin sowie dem
Ansprechen auf die Stimulationsbehandlung. Dieses wurde anhand der Anzahl
und GréBe der Follikel, die sonografisch beurteilt wurden, sowie mit Hilfe des
E.-Spiegels abgeschatzt. Die Stimulationsdauer betrug durchschnittlich 12
Tage.

Erreichte der Leitfollikel einen Durchmesser von > 18 mm und konnte
lber 6-7 Tage ein standiger Anstieg der Serum-Ostradiolkonzentration
verzeichnet werden, erfolgte die Ovulationsinduktion mit 5000-10000 IE eines
HCG-Praparates (Pregnesin®, Serono, Unterschleissheim, Deutschland), das

34-36 Stunden vor der geplanten Eizellentnahme verabreicht wurde.
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Da 36-38 Stunden nach der Ovulationsinduktion durch das HCG-
Praparat mit einer Ovulation zu rechnen ist, wurde die sonografisch gestitzte
transvaginale Follikelpunktion kurz vorher vorgenommen. Nach Durchstechen
des hinteren Scheidengewdélbes mit einer Punktionskanlle konnte die
Follikelflissigkeit mit kontrolliertem Sog aspiriert werden, um die Eizelle von der
Wand des Follikels zu I6sen. Bei Bedarf erfolgte zudem eine Spllung mit dem
jeweiligen Kulturmedium.

Das Punktat wurde zum Aufsuchen der Eizellen in eine Petrischale
gegossen und lichtmikroskopisch bei schwacher VergréBerung betrachtet, um
die Eizellen bzw. den Komplex aus Cumulus oophorus und Oozyte ("cumulus
oocyte complex", COC) aufzusuchen. Es folgte eine mechanische Reinigung
des COC, ohne jedoch den Cumulus oophorus zu verletzen.

Die gereinigten Eizellen wurden in Schalchen mit Kulturmedium gegeben
und bis zur Durchfihrung der extrakorporalen Befruchtung im Inkubator
aufbewahrt.

2.3.2 Spermiengewinnung und Spermienpraparation

Die Samenproben wurden durch Masturbation gewonnen, der eine sexuelle
Karenzzeit von 2-5 Tagen vorausging. Die Ejakulation erfolgte in ein steriles
GefaB. Die Ejakulatanalyse flhrten wir nach einer Verflissigungszeit von ca. 30
Minuten durch. Uhrzeit der Gewinnung sowie die Verflissigungszeit wurden
notiert.

Wir untersuchten das Nativ- und das aufgearbeitete Ejakulat nach den
Richtlinien der WHO (WHO Laboratory Manual, 3 edition, 1992). Farbe,
Beschaffenheit, pH, Volumen (ml), Spermienkonzentration (Mio./ml), Menge
(Mio.), Leukozyten/Rundzellen (Mio./ml), Bakterien/Detritus (0-3), sowie
Beweglichkeit (%), Vitalitat (%) und Morphologie (%) gingen in die Beurteilung
ein.

Die Aufarbeitung des Ejakulats erfolgte durch eine PureSperm-
Kissenzentrifugation (Nidacon, Schweden) und anschlieBendem Swim-up. Bei

der Spermienpraparation durch Zentrifugation und Waschen wurde das
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verfllissigte Ejakulat vorsichtig auf das Pure-Sperm-Kissen pipettiert und tber
5-10 Minuten bei 300-500 g zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand
abgezogen. Der Bodensatz (Pellet), der die Spermien enthielt, wurde erneut mit
mehreren Millilitern des Waschmediums versetzt und fir weitere 3 Minuten
zentrifugiert. Der neu entstandene Uberstand wurde wiederum abgezogen und
das Pellet mit Medium in Suspension gegeben und gemischt.

Nach diesen verschiedenen Zentrifugations- und Waschschritten erfolgte
die Inkubation der Spermiensuspension bei 37 °C fur das Swim-up. Hierflr
wurde die Spermiensuspension mit Medium Uberschichtet, in das die motilen
Spermien hochschwimmen. Die Entnahme der ersten Swim-up Fraktion erfolgte
nach 20 Minuten, die zweite Swim-up Fraktion wurde nach weiteren 20 Minuten
entnommen. Weitere Abnahmen des Swim-ups erfolgten je nach Erfordernis.
Bei der IVF-Methode waren meist weniger Swim-up Entnahmen erforderlich als
bei der ICSI-Methode, bei der zwar nur sehr wenige Spermien bendtigt werden,
das Ejakulat jedoch hochgradig eingeschrankt ist.

Bei der IVF-Methode erfolgte eine Resuspension der abgehobenen
Spermien. Bei der ICSI-Methode wurde der Uberstand abgehoben und die
gewonnenen Spermien in [CSI-Schéalchen in Polyvinylpyrrolidon- (PVP-)
Tropfen pipettiert.

2.3.3 Extrakorporale Befruchtung

Vier Stunden nach der Eizellgewinnung erfolgte die Insemination der Eizellen
mit den aufgearbeiteten Spermien des Ehemanns.

Beim IVF-Verfahren wurde jede Eizelle mit 40000-80000 motilen
Spermien inkubiert.

Bei der ICSI-Methode wurde der Cumulus oophorus und die Corona
radiata enzymatisch und mechanisch von der Oozyte entfernt. Nur Oozyten, bei
denen die AusstoBung des ersten Polkérperchens erkennbar war, d.h. die sich
in der Metaphase |l befanden, konnten fir die Mikroinjektion verwendet werden.
Es wurde ein vitales und mdglichst motiles Spermium flir die Injektion

ausgewahlt. Die Apparatur zur Durchflihrung der ICSI-Methode ist in Abbildung
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2.3.1 und 2.3.2 dargestellt. Abbildung 2.3.3 zeigt die Methode der
intrazytoplasmatischen Spermieninjektion.

Nach dem Einbringen des Spermiums in die Oozyte wurde jede Eizelle
einzeln in eine Petrischale mit neuem [VF-Medium bzw. Universal-IVF-Medium
gegeben, das bei Vitrolife mit Ovoil™, bei MediCult mit Paraffinél Gberzogen

war.

Abb. 2.3.1: Apparatur zur Durchfiihrung der ICSI-Methode
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Abb. 2.3.2: Detailansicht der ICSI-Apparatur

Abb. 2.3.3: Intrazytoplasmatische Spermieninjektion
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2.4 Embryokultur

Am Tag vor der Oozytenentnahme erfolgte die Randomisierung zur Vitrolife-
oder MediCult-Gruppe. Bei 87 Patientinnen erfolgte die Embryokultur in
Vitrolife- (Vitrolife, Gdteborg, Schweden), bei 89 Patientinnen in MediCult-
Medien (MediCult, Jyllinge, Danemark).

In der Vitrolife-Gruppe wurde je nach embryonalem Entwicklungsstadium
IVF-Medium, G 1.2- oder G 2.2-Medium eingesetzt. In der MediCult-Gruppe
wurde Universal IVF-Medium, BlastAssist M1- oder BlastAssist M2-Medium

verwendet (Tabelle 2.4.1). Abbildung 2.4.1 zeigt Beispiele von Kulturmedien.

Entwicklungsstadium Vitrolife MediCult

Fertilisation IVF-Medium Universal-IVF-Medium
Tag 1 (bis Vorkern-Stadium) IVF-Medium Universal-IVF-Medium
Tag 2, Tag 3 (< 6 Blastomeren) |G 1.2 BlastAssist M1

ab Tag 3 (> 6 Blastomeren) G222 BlastAssist M2

Tab. 2.4.1: Abfolge der Kulturmedien

Abb. 2.4.1: Beispiele fir Kulturmedien
Quelle: Linkes Bild Kulturmedien der Firma MediCult
Rechtes Bild Kulturmedien der Firma Vitrolife



Bis zum Vorkern-Stadium wurden die impragnierten Eizellen in IVF-
Medium (Vitrolife) bzw. in Universal-IVF-Medium (MediCult) kultiviert. Zeigten
die Embryonen nach 48-stiindiger Kultivierung in G 1.2-Medium (Vitrolife) bzw.
BlastAssist M1-Medium (MediCult) mindestens sechs Blastomeren, wurde das
Medium gewechselt. In der Vitrolife-Gruppe wurde nun G 2.2-Medium
verwendet. In der MediCult-Gruppe setzten wir BlastAssist M2-Medium ein.
Waéhrend das MediCult-Medium taglich gewechselt werden musste, konnte das
Vitrolife-Medium fiir 48 Stunden belassen werden. Embryonen mit weniger als
sechs Blastomeren wurden fir weitere vier Stunden im G 1.2- bzw. BlastAssist
M1-Medium belassen und danach erneut betrachtet. War das 6-Zell-Stadium
erreicht, wurden die Embryonen in G2.2- bzw. BlastAssist M2-Medium
gegeben. Die Embryonen, die bei der Kontrolle nach vier Stunden das 6-Zell-
Stadium nicht erreicht hatten, wurden nach weiteren zwei Stunden in G1.2 bzw.
BlastAssist M1-Medium erneut beurteilt. War das 6-Zell-Stadium erreicht,
wurden sie in G 2.2- bzw. BlastAssist M2-Medium weiterkultiviert, die Ubrigen
wurden im urspringlichen Medium belassen.

Die impragnierten Eizellen wurden einzeln in einen Mikrotropfen von
Kulturmedium gegeben, um die individuelle Entwicklung jeder einzelnen Zygote
beurteilen zu kénnen. In der Vitrolife-Gruppe wurde eine Mikrokultur in kleinen
Trépfchen von 5-10 ul des G 1.2-Mediums angelegt, in der MediCult-Gruppe
von BlastAssist M1-Medium. Es erfolgte eine Uberschichtung mit Ovoil™
(Vitrolife) bzw. Paraffindl (MediCult), die dazu diente, die befruchtete Eizelle vor
Kontamination, pH-, Konzentrations-, Osmolaritdtsdnderungen und extremen
Temperaturschwankungen zu schitzen.

Die Inkubation erfolgt bei 37 °C mit 5 % CO; (IVF-Medium, Universal-
IVF-Medium, M1 und M2) bzw. 6 % CO, (G 1.2 und G 2.2).

Die Beurteilung der Entwicklung jeder einzelnen Zygote erfolgte
standardisiert mit Hilfe verschiedener Scores. Nach 16-18 Stunden wurden die
Zygoten lichtmikroskopisch betrachtet und der Vorkern-Score erhoben (Zollner
et al., 2002b). An Tag 3 erfolgte die Beurteilung der embryonalen Entwicklung
mittels Embryo-Score (Steer et al.,, 1992) und an Tag 4 und 5 wurde der

Blastozysten-Score erhoben (Bongso, 1999).
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Der Embryotransfer erfolgte zwischen Tag 3 und Tag 5 nach
Oozytenentnahme, d.h. nach einer Kulturdauer von vier bis sechs Stunden (Tag
3-Transfer), einem Tag (Tag 4-Transfer) bzw. zwei Tagen (Tag 5-Transfer) in
G2.2 bzw. M2-Medium.

2.5 Beurteilung der embryonalen Entwicklung

2.5.1 Vorkern-Score (Pronukleus-Score)

16-18 Stunden nach Insemination bzw. Injektion wurden die Oozyten
lichtmikroskopisch bei einer 250-fachen VergréBerung betrachtet. Es wurde
kontrolliert, ob Fertilisationszeichen vorhanden waren und der Vorkern-Score
erhoben (Zollner et al., 2002b). Zur Dokumentation wurden die impragnierten
Eizellen fotografiert. Eine normale Fertilisation lag definitionsgemaRB vor, wenn
zwei Vorkerne zu erkennen waren.

Der Vorkern-Score (Zollner et al., 2002b) schloss die Parameter Anzahl
an Vorkernen, Nebeneinanderstellung und GréBe der Vorkerne,
zytoplasmatischen Halo-Effekt, Anordnung und Anzahl der Nukleoli in den
Vorkernen, Vorkommen von Vakuolen und Aussehen des Ooplasmas in die
Beurteilung ein und half, anhand dieser morphologischen Kriterien die
Wabhrscheinlichkeit fir eine normale embryonale Entwicklung abzuschatzen
(Tabelle 2.5.1). Beispiele fiir die Erhebung des Vorkern-Scores zeigt Abbildung
2.5.1.
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1 2 3 4
Anzahl an Vorkernen 2 Vorkerne - - 1 Vorkern
Nebeneinanderstellung der Eng Nah Getrennt Nur 1 Vorkern
Vorkernen beieinander voneinander
Gr6Be der Vorkerne Gleich Ungleich - Nur 1 Vorkern
Zytoplasmatischer Halo- Normal Schwach Stark Kein Halo-Effekt
Effekt
Anordnung der Nukleoli in In einer Reihe Beginnend in  Ungeordnet Keine Nukleoli oder
Vorkern 1 einer Reihe kein Vorkern
Anordnung der Nukleoli in In einer Reihe Beginnend in  Ungeordnet Keine Nukleoli oder
Vorkern 2 einer Reihe kein Vorkern
Anzahl an Nukleoli in 3-5 >5 <3 Keine Nukleoli oder
Vorkern 1 kein Vorkern
Anzahl an Nukleoli in 3-5 >5 <3 Keine Nukleoli oder
Vorkern 2 kein Vorkern
Vorkommen von Vakuolen Keine Schwach Stark -

Vakuolen vakuolisiert vakuolisiert
Aussehen des Ooplasmas Homogen Stark - -

granuliert granuliert

Tab. 2.5.1:
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Abb. 2.5.1:

Beispiele zur Erhebung des Vorkern-Scores (Zollner et al., 2002b)

a) Score = 10 (2 Vorkerne; Nebeneinanderstellung der Vorkerne: eng
beieinander; GroBe der Vorkerne: gleich; normaler Halo Effekt; Anordnung der
Nukleoli in beiden Vorkernen: in einer Reihe; Anzahl an Nukleoli in beiden
Vorkernen: 3-5; Keine Vakuolen; Aussehen des Ooplasmas: homogen
granuliert)

b) Score = 11 (schwacher Halo Effekt)

¢) Score = 12 (schwacher Halo Effekt; GréBe der Vorkerne: ungleich)

d) Score = 16 (Nebeneinanderstellung der Vorkerne: nah; kein Halo-Effekt;
Anzahl an Nukleoli in beiden Vorkernen: >5)

e) Score = 17 (Nebeneinanderstellung der Vorkerne: nah; GréBe der Vorkerne:
ungleich; kein Halo-Effekt; Anordnung der Nukleoli in Vorkern 2: beginnend in
einer Reihe; Anzahl an Nukleoli in Vorkern 2: >5)

f) Score = 17 (Nebeneinanderstellung der Vorkerne: getrennt voneinander;
starker Halo Effekt; Anordnung der Nukleoli in Vorkern 2: beginnend in einer
Reihe; Anzahl an Nukleoli in beiden Vorkernen: >5)
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Basierend auf diesem Score wurden die besten Vorkernstadien
(Pronukleusstadien, Score < 15) fir die weitere Kultivierung ausgewahlt, wobei
die Anzahl durch das ESchG auf maximal drei beschrankt war.

Abhangig vom Alter der Patientin, von der Vorgeschichte und vom
Wunsch der Paare wurden zwei bis drei PN-Stadien mit dem besten
Entwicklungspotenzial (niedrigster Vorkern-Score) weiterkultiviert. Uberzahlige
befruchtete Eizellen wurden je nach Wunsch der Paare kryokonserviert oder
verworfen. Der mittlere Vorkern-Score wurde berechnet, indem die Summe der
Vorkern-Scores der ausgewahlten PN-Stadien durch deren Anzahl dividiert
wurde.

In den IVF-Zyklen wurden verbliebene Cumulus- und Corona-Zellen
mechanisch abprapariert. IVF- und ICSI-Pronuklei wurden einzeln in einen
Mikrotropfen von Kulturmedium gegeben, um die individuelle Entwicklung jedes
einzelnen Pronukleus verfolgen und beurteilen zu kdnnen. Eine weitere
Beurteilung der Entwicklung folgte an Tag 3, 4 und 5 und wurde wiederum
fotodokumentiert.

Eine Ubersicht lber die embryonale Entwicklung an den verschiedenen
Kulturtagen gibt Tabelle 2.5.2.
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Tag Stadium

1 2 Pronuklei

2 2- bis 8-Zeller

3 8- bis 16-Zeller, ,compacting embryo*®

4 16-Zeller, Morula (,compacted embryo) oder frihe
Blastozyste (,early cavitating blastocyst")

5 Verschiedene Stadien der Blastozyste (,ate cavitating®,
Learly” oder ,expanded blastocyst®)

6 Schlipfende oder geschlipfte Blastozyste (,fully expanded®,
shatching” oder ,hatched blastocyst")

Tab. 2.5.2: Normale Entwicklung der Furchungsstadien in Abhangigkeit von der Dauer der

2.5.2 Embryo-Score

Embryokultur

Tag der Eizellentnahme und Insemination (Steck, Praxis der
Fortpflanzungsmedizin, 2001)

Eine erneute Beurteilung des Entwicklungsstadiums der Embryonen erfolgte an

Tag 3 anhand eines Embryo-Scores, der das Potenzial fiir eine weitere normale

Entwicklung abzuschatzen half (Steer et al., 1992). Der Embryo-Score nach

Steer bezieht die Zahl

und Beschaffenheit der Blastomeren sowie deren

Fragmentation in die Beurteilung ein (Tabelle 2.5.3).

Grad |Blastomere Fragmente

4 RegelméaBig, gleiche GroBe < 10 % der Blastomeren
3 UnregelmaBig, ungleiche GroBe < 10 % der Blastomeren
2 UnregelmaBig, ungleiche GroBe 10-50 % der Blastomeren
1 UnregelmaBig, ungleiche GroBe >50 % der Blastomeren
Tab. 2.5.3: Embryo-Score (Steer et al., 1992)
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Fir die Berechnung des Embryo-Scores nach Steer wurde der
morphologische Grad (Grad 1-4) mit der Anzahl an Blastomeren multipliziert.
Der mittlere Embryo-Score wurde berechnet, indem die Summe aus den
Embryo-Scores der transferierten Embryonen durch deren Anzahl dividiert

wurde.

2.5.3 Blastozystenbeurteilung

Embryonen, bei denen kein Tag 3-Transfer erfolgte, wurden die folgenden ein
bis zwei Tage in G 2.2- bzw. BlastAssist M2-Medium kultiviert.

An Tag 5 erfolgte erneut eine Beurteilung der embryonalen Entwicklung,
basierend auf morphologischen Kriterien und der Teilungsgeschwindigkeit des
Embryos (Bongso, 1999). Acht verschiedene Grade der embryonalen
Entwicklung wurden unterschieden:

e 1 =voll expandierte Blastozyste ("fully expanded blastocyst")
Charakteristika: deutliche innere Zellmasse und Trophoektoderm
erkennbar; diinne Zona pellucida; Blastocoel fllt den Embryo aus

2 = expandierende Blastozyste ("expanding blastocyst")
Charakteristika: deutliche innere Zellmasse und Trophoektoderm
erkennbar; Ausdinnung der Zona pellucida; GrdBenzunahme des
Blastocoel, aber noch keine vollstdndige Ausfillung des Embryos

3 = frihe Blastozyste ("early blastocyst")
Charakteristika: deutliche innere Zellmasse, Trophoektoderm und
Blastocoel erkennbar
e 4 = spat kavitierender Embryo mit > 50 % Blastocoel ("/ate cavitating
embryo")
Charakteristika: deutliches Blastocoel, das >50 % des Embryos ausfullt;

innere Zellmasse und Trophoektoderm noch nicht differenziert

5 = frih kavitierender Embryo mit < 50 % Blastocoel ("early cavitating
embryo")
Charakteristika: Blastocoel fillt <50 % des Embryos aus
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e 6 = kompaktierter Embryo ("compacted embryo")
Charakteristika: Blastomeren sind vollstandig fusioniert; beginnende
Differenzierung in eine innere und &uBere Zellmasse

e 7 = kompaktierender Embryo ("compacting embryo")
Charakteristika: beginnende Verschmelzung der Blastomeren

e 8 = in der Entwicklung stehengebliebener Embryo ("arrested embryo")

Die mittlere Blastozystenbeurteilung errechnete sich aus der Summe der
einzelnen Blastozystengrade dividiert durch die Anzahl der ausgewahlten
Embryonen.

Beispiele flr unterschiedliche embryonale Entwicklungsstufen gibt
Abbildung 2.5.2.
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K-P. Zoliner UFK Wirzburg 2000

" K-P. Zoliner UFK Wiirzburg 2000 |

K-P. Zoliner UFK Wrzburg 2000

Abb. 2.5.2: Embryonale Entwicklungsstadien
a) kompaktierender Embryo
b) 8-Zeller
c¢) frih kavitierender Embryo
d) spét kavitierender Embryo
e) voll expandierte Blastozyste
f) arretierter Embryo am Tag 5
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2.6 Embryotransfer und Schwangerschaft

Der Embryotransfer erfolgte zwischen Tag 3 und Tag 5 nach
Oozytenentnahme. Der Zeitpunkt des Embryotransfers war abhangig von
vorangehenden erfolglosen IVF-Zyklen, Winschen der Paare und terminlichen
Grunden (z.B. Wochenende).

Es wurden maximal drei Embryonen intrauterin transferiert. Abh&ngig
vom Alter der Patientin (< 35 Jahre), Vorbehandlung und Ansprechen auf die
Ovarstimulation wurden zwei bis drei Embryonen in den Fundus des Uterus
platziert. In Ausnahmefallen, in denen sich nur ein Embryo entwickelt hatte,
wurde nur dieser transferiert.

Die Lutealphase wurde durch vaginale Applikation von Progesteron
(Crinone®, Serono, Unterschleissheim, Deutschland oder Utrogest®,
Kade/Besins, Berlin, Deutschland) und manchmal durch eine Injektion von
5000 IE HCG gestltzt.

Die Feststellung einer Schwangerschaft erfolgte durch Bestimmung des
Serum-B-HCG 14 Tage nach dem Embryotransfer. Eine klinische
Schwangerschaft lag definitionsgemaB vor, wenn sonografisch eine
Embryonalanlage festgestellt werden konnte.
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2.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe von SPSS 10.0.
Da nicht alle erhobenen Daten normalverteilt waren, wurden die Ergebnisse als
Median, Minimum und Maximum angegeben.

Der Mann-Whitney-U-Test diente dazu, Unterschiede zwischen Gruppen
festzustellen. Die x*-Analyse half, Abhangigkeiten zwischen zwei qualitativen
Variablen zu ermitteln. Mit Hilfe der Spearman’schen Rangkorrelation wurde
festgestellt, ob zwischen zwei Parametern eine Korrelation besteht.

Ein p-Wert < 0.05 wurde als signifikant angesehen.
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3. Ergebnisse

3.1 Vergleich des Patientenkollektivs

Die Vitrolife- und die MediCult-Gruppe waren aus einem vergleichbaren
Patientenkollektiv zusammengesetzt. In keinem der folgenden, in der
Anamnese erhobenen Parametern fand sich ein signifikanter Unterschied. Das
Alter der Patientinnen und ihrer Eheméanner, die Dauer der ungewollten
Kinderlosigkeit, die  Anzahl  vorausgegangener  Behandlungszyklen,
Vorbehandlungen durch verschiedene reproduktionsmedizinische Verfahren,
die Anzahl an Raucherinnen, Vorhandensein von Hirsutismus oder
Hyperandrogenamie sowie die Zyklusanamnese unterschieden sich zwischen
den Gruppen nicht signifikant (Tabelle 3.1.1).

Vitrolife (n=87) | MediCult (n=89) |p

Alter Patientin [Jahre] 34 (23-42) 32 (22-42) ns
Alter Ehemann [Jahre] 36 (27-54) 34 (21-47) ns
Dauer Kinderlosigkeit [Jahre] 4 (1-12) 4 (1-12) ns
Aktueller Zyklus [Anzahl] 2 (1-6) 2 (1-11) ns
BMI [kg/m?] 22,3 (17,0-37,7) | 22,6 (16,9-43,3) ns
Vorbehandlung Hormonstimulation [Anzahl] || 1 (0-12) 0 (0-20) ns
Vorbehandlung Insemination [Anzahl] 2 (0-16) 1 (0-10) ns
Vorbehandlung IVF-Zyklen [Anzahl] 0 (0-5) 0 (0-10) ns
Vorbehandlung ICSI-Zyklen [Anzahl] 0 (0-5) 0 (0-7) ns
Vorbehandlung KET's [Anzahl] 0 (0-8) 0 (0-5) ns

Tab. 3.1.1: Anamnestische Daten der Vitrolife- und MediCult-Gruppe im Vergleich
Die Werte sind als Median, Minimum und Maximum angegeben

ns = nicht signifikant
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Von den 87 Patientinnen der Vitrolife-Gruppe lag bei 74 (85,1 %) eine
Eumenorrhoe und bei 13 Patientinnen (14,9 %) eine Oligomenorrhoe vor. Bei
den 89 Patientinnen der MediCult-Gruppe wurde bei 73 (82,0 %) eine
Eumenorrhoe und bei 16 Patientinnen (18,0 %) eine Oligomenorrhoe
festgestellt.

Die basale Hormonanalyse, die vor der Behandlung bei den Patientinnen
durchgefihrt wurde, zeigte ebenso keine signifikanten Unterschiede zwischen
der Vitrolife- und der MediCult-Gruppe (Tabelle 3.1.2).

Vitrolife (n=87) MediCult (n=89) |p
FSH [mU/ml] 5,4 (1,5-9,0) 5,5 (1,5-9,8) ns
LH [mU/ml] 5,0 (0,7-15,2) 5,2 (0,7-18,0) ns
Ostradiol [pg/ml] 64,5 (10,0-626,0) 68,5 (17,0-231,0) |ns
Progesteron [ng/ml] 0,4 (0,1-17,3) 0,4 (0,1-17,3) ns

Prolaktin [ng/ml]

Testosteron [pg/ml]

DHEAS [ng/ml]

10,6 (5,9-48,6)
345,0 (0,5-880,0)
1560 (412-3425)

13,8 (1,0-175,0)
325,5 (0,5-817,0)
1751 (127-4138)

ns

ns

ns

17-OH-Progesteron [ng/dl]
Androstendion [ng/ml]
TSH basal [mU/ml]

99,9 (20,6-256,3) | 96,5 (52,0-273,0) |ns
2,3 (1,1-5,7) 2,3 (1,3-7,3) ns
1,25 (0,03-3,7) 1,4 (0,1-5,1) ns

Tab. 3.1.2: Basale Hormonwerte der Vitrolife- und MediCult-Gruppe im Vergleich

Die Werte sind als Median, Minimum und Maximum angegeben.

Das Ejakulat wurde nativ sowie nach Aufarbeitung beziglich pH,
Volumen (ml), Spermienkonzentration (Mio./ml), Menge (Mio.),
Leukozyten/Rundzellen (Mio./ml), Bakterien/Detritus (0-3), sowie in Bezug auf
Motilitat (%), Vitalitdt (%) und Morphologie (%) untersucht. Die erhobenen
Werte unterschieden sich zwischen den beiden Gruppen nicht signifikant.
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Da die Spermienqualitdit bei der |CSI-Methode meist besonders
eingeschrankt ist, untersuchten wir das Ejakulat getrennt nach der IVF- und

ICSI-Methode (Tabelle 3.1.3 und 3.1.4).

Vitrolife (n=45) MediCult (n=39) |p
pH 7,6 (7,2-8,0) 7,7 (7,2-8,0) ns
Volumen [ml] 0,25 (0,05-0,5) 0,2 (0,05-0,6) ns
Konzentration [Mio/ml] 19,7 (5,3-50,0) 21,3 (4,1-77,4) ns
Menge [Mio] 4.4 (1,1-24,0) 4,5 (0,8-31,2) ns
Leukozyten/Rundzellen [Mio/ml] 0 (0-1) 0 (0-0) ns
Bakterien/Detritus [Anzahl] 0 (0-2) 0 (0-1) ns
Motilitat a+b [%] 72,5 (50,0-96,0) 83,5 (41,0-91,0) ns
Vitalitat [%] 85 (68-99) 93 (84-99) 0,027
Morphologie [%] 18 (6-79) 20 (10-70) ns

Tab. 3.1.3: Aufgearbeitetes Ejakulat der Vitrolife- und MediCult-Gruppe: IVF-Methode
Die Werte sind als Median, Minimum und Maximum angegeben
Vitrolife (n=42) MediCult (n=50) (p
pH 7,7 (7,3-8,0) 7,7 (7,2-8,0) ns
Volumen [ml] 0,2 (0,1-0,9) 0,2 (0,05-0,5) ns
Konzentration [Mio/ml] 3,5 (0,5-53,8) 5,3 (0,0-22,5) ns
Menge [Mio] 1,3 (0,13-21,5) 1,78 (0,15-26,0) ns
Leukozyten/Rundzellen [Mio/ml] 0 (0-1) 0 (0-0) ns
Bakterien/Detritus [Anzahl] 0 (0-1) 0 (0-2) ns
Motilitat a+b [%] 54,0 (17,0-98,0) (51,0 (0,0-94,0) ns
Vitalitat [%)] 82 (32-98) 76 (0-98) ns
Morphologie [%] 9 (4-18) 11 (4-18) ns

Tab. 3.1.4:

Die Werte sind als Median, Minimum und Maximum angegeben.
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3.2 Vergleich von Eizellgewinnung, Fertilisation und Embryotransfer

In der Gesamtbeurteilung (IVF und ICSI) zeigten die Patientinnen der Vitrolife-
und der MediCult-Gruppe weder beim Hormonbedarf zur Ovarstimulation, noch
bei den E>-Werten nach ovarieller Stimulation signifikante Unterschiede.

Die ovarielle Stimulation wurde im Median Utber zwdlf Tage mit 26
Ampullen zu je 75 |IE Gonadotropin durchgeflihrt, d.h. die Patientinnen erhielten
im Median 1950 IE Gonadotropine. Der Ostradiolspiegel betrug an Tag 6 im
Median 367,0 pg/ml, vor HCG-Gabe im Median 1786,0 pg/ml.

In 84 IVF- und 92 ICSI-Zyklen konnten insgesamt 2094 Oozyten
gewonnen werden, was einem Durchschnitt von 11,9 Eizellen pro Zyklus
entspricht. Insgesamt konnten 1618 Oozyten fertilisiert werden und erreichten
nach 14-18 Stunden das Pronukleus-Stadium. Die Gesamt-Fertilisationsrate
(FR, IVF und ICSI) betrug 84,0 % (Median) und unterschied sich zwischen der
Vitrolife- (FR = 87,5 %) und MediCult-Gruppe (FR = 80,0 %) nicht signifikant.

Bei getrennter Beurteilung der ovariellen  Stimulation und
Eizellgewinnung nach IVF- und ICSI-Methode zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Kulturmedien. Die Fertilisationsrate war in
der getrennten Betrachtung jedoch bei der ICSI-Methode in der Vitrolife-Gruppe
signifikant besser (Tabelle 3.2.1 und 3.2.2).
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Vitrolife (n = 45) |MediCult (n=39) |p
Stimulationsdauer [Tage] 12 (8-20) 11 (9-27) ns
Gonadotropinverbrauch
[Anzahl Ampullen] 28 (16-92) 25 (11-64) ns
Ostradiol Tag 6 [pg/ml] 289 (10-1215) 350 (10-1349) ns
Ostradiol vor HCG-Gabe [pg/ml] 1853 (259-5419) | 1646 (375-5158) |ns
Anzahl gewonnener Kumuluskomplexe (12 (1-29) 9 (2-27) ns
Anzahl fertilisierter Oozyten 7 (1-27) 6 (1-19) ns
Fertilisationsrate [%)] 79,0 (12,5-100) 75,0 (28,6-100) ns
Tab. 3.2.1: Ovarielle Stimulation und Fertilisation bei IVF: Vitrolife vs. MediCult

Die Werte sind als Median, Minimum und Maximum angegeben

Vitrolife (n = 42) |MediCult (n =50) |p
Stimulationsdauer [Tage] 12 (8-19) 11 (9-18) ns
Gonadotropinverbrauch [Ampulien] 26 (16-51) 25 (13-90) ns
Ostradiol Tag 6 [pg/mi] 366 (10-2008) 399 (33-1279) ns
Ostradiol vor HCG-Gabe [pg/ml] 1934 (411-5463) | 1747 (723-6290) |ns
Anzahl gewonnener Kumuluskomplexe (13,5 (2,0-29,0) 11 (2-27) ns
Anzahl MIl-Oozyten 10 (2-21) 9 (2-26) ns
Anzahl fertilisierter Oozyten 9 (1-19) 7 (1-22) ns
Fertilisationsrate [%)] 92,6 (20,0-100) 83,3 (20,0-100) 0,044

Tab. 3.2.2:

Ovarielle Stimulation und Fertilisation bei ICSI: Vitrolife vs. MediCult

Die Werte sind als Median, Minimum und Maximum angegeben
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Es wurden insgesamt 474 Embryonen kultiviert, davon 235 in Vitrolife- und 239
in MediCult-Medien.

In 128 Fallen (73 %) wurden drei Embryonen, in 42 Fallen (24 %) zwei
und in sechs Féllen (3 %) ein Embryo kultiviert. Zwischen der Vitrolife- und
MediCult-Gruppe bestand kein signifikanter Unterschied bei der Anzahl
kultivierter Embryonen. Im Median erfolgte die Kultur von drei Embryonen.

Die Uberzahligen impragnierten Eizellen wurden je nach Wunsch des
Paares kryokonserviert oder verworfen.

Es wurden ein bis drei Embryonen transferiert, im Median erfolgte der
Transfer von drei Embryonen (Abbildung 3.2.1). Die Anzahl transferierter

Embryonen zwischen der Vitrolife- und MediCult-Gruppe war vergleichbar.

4%

O1 Embryo
B 2 Embryonen

13 Embryonen

Abb. 3.2.1 : Anzahl transferierter Embryonen
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Der Embryotransfer erfolgte zwischen Tag 3 und Tag 5, im Median erfolgte ein
Tag 3-Transfer (Abbildung 3.2.2). Der Transfertag unterschied sich zwischen
der Vitrolife- und MediCult-Gruppe nicht signifikant.

15%

12%

% Tag 3
M Tag4
OTag5s

73%

Abb. 3.2.2 : Tag des Embryotransfers
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3.3 Vergleich der embryonalen Entwicklung

Bei der embryonalen Entwicklung fanden sich beim Vergleich der friihen
Entwicklungsstufen der Embryonen signifikante Unterschiede zwischen den
beiden Kulturmedien. Es ergaben sich sowohl in der mittleren Beurteilung aller
transferierter Embryonen, als auch in der Einzelbewertung eines jeden Embryos
signifikante Differenzen zwischen den untersuchten Gruppen.

Die Beurteilung aller transferierter Embryonen erbrachte beim mittleren
Vorkern-Score an Tag 1 und beim mittleren Embryo-Score nach Steer an Tag 3
signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Die besseren
Bewertungen konnten dabei jeweils in der Vitrolife-Gruppe festgestellt werden.

Nach 5 Tagen Kulturdauer fanden sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den verschiedenen Kulturmedien. Die mittlere Blastozysten-
beurteilung, die Anzahl an Blastozysten, die Anzahl an in der Entwicklung
stehengebliebener Embryonen ("arrested embryos"), sowie die Anzahl
transferierter Embryonen unterschieden sich in den beiden Kultursystemen
nicht signifikant. Auch die Implantationsrate pro transferiertem Embryo und die
Schwangerschaftsrate waren in beiden Gruppen ahnlich (Tabelle 3.3.1).

Bei der Embryoeinzelbewertung bestatigten sich die in der frihen
embryonalen Entwicklung festgestellten signifikanten Unterschiede zwischen
den  Kulturmedien. Die  Blastozystenbeurteilung zeigte bei  der
Embryoeinzelbewertung, wie auch beim Vergleich aller transferierter
Embryonen, keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (Tabelle
3.3.2).
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Vitrolife (n = 87) MediCult (n = 89) p

Mittlerer Vorkern-Score 12 (10-30) 12,7 (10-31) 0,035
Mittlerer Embryo-Score nach Steer 23 (8,7-48) 19,7 (3,3-48) 0,047
Mittlerer Blastozystenbeurteilung 6,8 (4-8) 6,7 (2,3-8) ns
Anzahl Blastozysten 1 (0-3) 1 (0-3) ns
Anzahl "arrested embryos” 1 (0-3) 2 (0-3) ns
Anzahl transferierter Embryonen 3 (1-3) 3 (1-3) ns
Schwangerschaftsrate gesamt [%] 31,0 28,1 ns
Implantationsrate pro transferiertem
Embryo [%] 13,2 13,0 ns
Tab. 3.3.1: Vergleich der embryonalen Entwicklung aller transferierter Embryonen:

Vitrolife vs. MediCult

Die Werte sind als Median, Minimum und Maximum angegeben

Vitrolife (n = 235) MediCult (n =239) |p

Zygoten-Score 12 (10-42) 13 (10-44) 0,004
Embryobeurteilung 4 (2-4) 3 (1-4) 0,027
Anzahl Blastomeren 6 (2-12) 6 (1-12) 0,003
Embryo-Score nach Steer 24 (4-48) 18 (2-48) 0,001
Blastozystenbeurteilung 7 (2-8) 7,5 (1-8) ns
Tab. 3.3.2: Vergleich der embryonalen Entwicklung (Embryoeinzelbewertung):

Vitrolife vs. MediCult

Die Werte sind als Median, Minimum und Maximum angegeben
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3.4 Vergleich der embryonalen Entwicklung nach IVF und ICSI

Der Vergleich der embryonalen Entwicklung zwischen den beiden
Kulturmedien, getrennt nach dem flr die Befruchtung verwendeten Verfahren
(IVF oder ICSI), erbrachte unterschiedliche Ergebnisse in der IVF- und der
ICSI-Gruppe.

In der Embryoeinzelbewertung nach IVF zeigte sich ein signifikant
besserer Vorkern-Score in der Vitrolife-Gruppe. Die Ubrigen Beurteilungen der
embryonalen Entwicklung (morphologische Beurteilung des Embryos an Tag 3,
Anzahl der Blastomeren, Embryo-Score nach Steer, sowie
Blastozystenbeurteilung) waren nach IVF bei beiden Kulturmedien &hnlich
(Tabelle 3.4.1).

Nach ICSI hingegen fanden sich in allen frihen Beurteilungen bis Tag 3
(Vorkern-Score, morphologische Beurteilung des Embryos an Tag 3, Anzahl der
Blastomeren und Embryo-Score nach Steer) signifikant bessere Werte in der
Vitrolife-Gruppe (Tabelle 3.4.2).

Die Blastozystenbeurteilung sowie die Implantationsrate zeigten bei der
ICSI-, wie auch bei der IVF-Methode, zwischen den beiden Gruppen keine
signifikanten Unterschiede (Tabelle 3.4.1 und Tabelle 3.4.2).
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Gesamt Vitrolife MediCult

(n = 222) (n =120) (n=102) P
Vorkern-Score 13 (10-44) 12 (10-42) 8 (10-44) 0,043
Embryobeurteilung 4 (1-4) 4 (2-4) 4 (1-4) ns
Anzahl Blastomeren 7 (2-12) 6 (2-12) 7(2-12) ns
Embryo-Score nach
Steer 24 (2-48) 24 (4-48) 24 (2-48) ns
Blastozystenbeurteilung (| 7 (1-8) 7 (3-8) 6 (1-8) ns

Tab. 3.4.1:

Vitrolife vs. MediCult

Die Werte sind als Median, Minimum und Maximum angegeben

Vergleich der embryonalen Entwicklung (Embryoeinzelbewertung) nach IVF:

Gesamt Vitrolife MediCult

(n =252) (n=115) (n=137) P
Vorkern-Score 12 (10-42) 12 (10-42) 13 (10-42) 0,037
Embryobeurteilung 3,5 (2-4) 2 (2-4) 3 (2-4) <0,01
Anzahl Blastomeren 6 (1-12) 7 (2-12) 5(1-12) <0,01
Embryo-Score nach
Steer 18 (2-48) 24 (6-48) 16 (2-48) <0,01
Blastozystenbeurteilung (| 7 (1-8) 7 (2-8) 8 (1-8) ns

Tab. 3.4.2:

Vitrolife vs. MediCult

Die Werte sind als Median, Minimum und Maximum angegeben
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3.5 Vergleich der Schwangerschaftsraten

Insgesamt konnten 52 Schwangerschaften festgestellt werden, was einer

Schwangerschaftsrate von 29,5 % pro Transfer entspricht.
In der Vitrolife-Gruppe wurde bei 27 der 87 (31,0 %), in der MediCult-
25 der

Gruppe bei

dokumentiert.

89 Patientinnen

(28,1 %)

eine Schwangerschaft

Bei der konventionellen IVF konnten 26 Schwangerschaften, bei der ICSI

ebenfalls 26 Schwangerschaften erreicht werden (Abbildung 3.5.1).
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Abb. 3.5.1: Vergleich der Schwangerschaften der Vitrolife- und MediCult-Gruppe nach IVF/ICSI
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Von den 52 festgestellten Schwangerschaften endeten 12 in einem Abort. Des
Weiteren trat eine ektope Schwangerschaft ein.

Insgesamt wurden 39 Schwangerschaften ausgetragen, was einer Baby-
take-home Rate von 22,2 % entspricht.

Die Wahl des

Schwangerschaftseintritt keinen signifikanten Unterschied (x 2-Test). Auch die

Kulturmediums erbrachte in Bezug auf den
Art des gewahlten Reproduktionsverfahrens (IVF oder ICSI) erbrachte ahnliche
Ergebnisse beziiglich des Schwangerschaftseintritts (x >-Test).

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Transfertagen 3, 4 und 5 in Bezug auf die Schwangerschaftsrate. Ausserdem
war die Schwangerschaftsrate an Tag 3, 4 und 5 weder zwischen den Vitrolife-

und MediCult-Medien, noch zwischen der IVF- und ICSI-Methode signifikant

unterschiedlich (Tabelle 3.5.1 und 3.5.2).

SSR gesamt [%] SSR Vitrolife [%] SSR MediCult [%] | p
Tag 3 (n=345) (31,0 29,9 32,3 ns
Tag 4 (n =70) 26,9 41,7 14,3 ns
Tag5(n=56) (23,8 25,0 23,1 ns
o] ns ns ns
Tab. 3.5.1: Schwangerschaftsrate in Abhangigkeit vom Transfertag:
Vitrolife- vs. MediCult-Medien
SSR = Schwangerschaftsrate
SSR gesamt [%)] SSR IVF [%)] SSR ICSI [%] p
Tag 3 (n=345) |[31,0 33,3 28,8 ns
Tag 4 (n =70) 26,9 33,3 21,4 ns
Tag 5 (n = 56) 23,8 11,1 33,3 ns
p ns ns ns
Tab. 3.5.2: Schwangerschaftsrate in Abhéngigkeit vom Transfertag:

IVF vs. ICSI

SSR = Schwangerschaftsrate
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4. Diskussion

4.1 Bedeutung der Kulturmedien fiir die embryonale Entwicklung

Diese randomisierte Studie ergab, dass bei der sequenziellen Kultur humaner
Embryonen in Vitrolife- und MediCult-Medien &hnliche Implantations- und
Schwangerschaftsraten bei der kiinstlichen Befruchtung erzielt werden konnten.
Die Fertilisationsrate war in den ICSI-Zyklen in der Vitrolife-Gruppe signifikant
besser. Ausserdem zeigten sich signifikante Unterschiede wahrend der friihen
embryonalen Entwicklung. In den IVF-Zyklen war der Vorkern-Score (Tag 1) der
Vitrolife-Gruppe signifikant besser, in den ICSI-Zyklen zudem der Embryo-
Score (Tag 3). Der Vergleich der Ergebnisse der verlangerten Kultur bis Tag 5
erbrachte jedoch keinen Unterschied zwischen den beiden Kulturmedien. Die
Blastozystenformationsrate sowie die Schwangerschaftsrate unterschieden sich
zwischen den beiden untersuchten Medien nicht signifikant.

Ahnliche Ergebnisse beim Vergleich unterschiedlicher Kultursysteme
wurden auch in anderen Studien beschrieben (Van Langendonckt et al., 2001;
Staessen et al., 1998; Cooke et al., 2002).

Van Langendonckt et al. (2001) verglichen die sequenziellen Medien
G 1.2/G 2.2 (Scandinavian IVF Science, Gothenburg, Sweden) und Sydney IVF
cleavage/blastocyst sequential (Cook, Brisbane, Australia) in 249 IVF-Zyklen
(Tag 3- und Tag 5-Transfer). Die Studie zeigte, dass die Embryonen, die in
G 1.2/G 2.2-Medium kultiviert wurden, bei Teilung, Kompaktion,
Blastozystenformationsrate und Hatching eine schnellere Kinetik aufwiesen.
Ausserdem war die Implantationsrate bei Tag 3-Transfer fir die Falle, in denen
mehr als 5 Vorkernstadien kultiviert wurden, in der G 1.2/G 2.2-Gruppe
signifikant héher. Bei Transfer im Blastozystenstadium waren die Ergebnisse
beider Medien, wie auch in der vorliegenden Studie, ahnlich.

Staessen et al. (1998) verglichen im IVF-Programm (Tag 2-Transfer) die

kommerziell erhaltlichen sequenziellen Medien Menezo B2 in einer ersten
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Studie mit MediCult-Medien (416 Zyklen) und in einer zweiten mit BM 1-Medien
(117 Zyklen). In beiden Studien erreichten signifikant mehr Embryonen der
Menezo B2-Gruppe bis 41 Stunden nach Insemination ein 2-8-Zellstadium. Die
Fertilisations-, Implantations- und Schwangerschaftsrate waren zwischen den
Medien vergleichbar.

Eine andere Studie bestatigte signifikante Unterschiede zwischen
verschiedenen Kulturmedien bei der friihen embryonalen Entwicklung (Cooke et
al., 2002). Die Modifikation eines sequenziellen Mediums durch Verédnderung
der Konzentration von Komponenten oder Hinzuflgen von Inhaltsstoffen auf
Grundlage von Erkenntnissen vorangegangener Studien, erbrachte fir das
veranderte Medium eine signifikant héhere Fertilisationsrate. Alle Parameter,
die in Bezug auf die frihe embryonale Entwicklung bis Tag 2 gemessen
wurden, waren im modifizierten Medium signifikant besser. Die Implantations-
und Schwangerschaftsrate waren nicht Gegenstand dieser Studie.

Die aufgeflhrten Studien erbrachten, wie auch die vorliegende Studie,
signifikante Unterschiede zwischen verschiedenen Kulturmedien bei der
Beurteilung der frihen embryonalen Entwicklung bis Tag 2 und Tag 3. In den
Studien, in denen eine verlangerte Kultur zum Blastozystenstadium erfolgte,
waren die Ergebnisse der weiteren Entwicklung, sowie die Implantations- und
Schwangerschaftsrate vergleichbar.

Eine Ursache fir die unterschiedlichen Ergebnisse, die die Embryokultur
in den verschiedenen Medien erbrachte, liegt in der verschiedenartigen
Zusammensetzung der Kulturmedien. In der vorliegenden Studie ist es nicht
moglich, die Komponenten der Medien exakt zu vergleichen und damit
moglicherweise den Grund fir die bessere friihe embryonale Entwicklung in
den Vitrolife-Medien zu finden, da die genaue Zusammensetzung der Medien
mit Konzentrationsangaben von den Herstellern nicht bekannt gegeben wird.
Eine Liste der Inhaltsstoffe findet sich in Tabelle 2.2.1 und in Tabelle 2.2.2. Das
Kulturmedium G1.2 enthalt z.B. die nicht-essenziellen Aminosauren Alanin,
Asparagin, Glutaminsaure, Glycin und Prolin, wahrend als Komponenten fir

das Kulturmedium M1 nicht-essenzielle Aminosauren genannt werden, nur
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Glutamin wird explizit erwéhnt. Ein exakter Vergleich der Inhaltsstoffe ist somit
nicht moglich.

Es ist denkbar, dass der Embryo besonders wéahrend der frihen
embryonalen Phase empfindlich auf Umwelteinflisse reagiert, was sich in der
unterschiedlichen Entwicklung des Embryos in den Medien widerspiegeln
kénnte. Bei verlangerter Kultur scheint der Embryo in der Lage zu sein, einen
Entwicklungsrickstand aufzuholen.

Eine andere Studie hat das auch in der vorliegenden Studie verwendete
sequenzielle Kulturmedium G 1.2/G 2.2 mit einem einfachen Medium
(Rotterdam-Medium) verglichen. Die Autoren stellten eine &hnliche
morphologische Beurteilung der Embryonen an Tag 3 fest (Macklon et al.,
2002). Auch die morphologische Beurteilung der Embryonen an Tag 5, die Zahl
an Blastozysten, sowie die Implantations- und Schwangerschaftsrate waren bei
beiden Medien ahnlich. Macklon et al. folgerten aus den Ergebnissen, dass die
einfachen Medien gegentber den sequenziellen Medien gleich effektiv seien.

Zahlreiche Studien an Embryonen unterschiedlicher Spezies (Jung et al.,
1987; Gardner and Leese, 1990; Gardner and Lane, 1993) beschrieben jedoch
den unglnstigen Einfluss von suboptimalen Kulturbedingungen auf die
embryonale Entwicklung und sehen diese nicht-optimalen Kulturbedingungen
als méglichen Grund fur einen Entwicklungsstillstand oder eine eingeschréankte
Lebensfahigkeit des Embryos nach dem Transfer.

Gardner (1998) untersuchte am Saugetierembryo, wie sich der Bedarf an
und der Verbrauch von Nahrstoffen wahrend der Praimplantationsphase
verandert und formulierte Anforderungen an ein optimales Medium.

Waéhrend der Entwicklung vom mutterlichen zum embryonalen Genom
durchlauft der Saugetierembryo signifikante Veranderungen in seiner
Physiologie, die mit veranderten Bedirfnissen an Nahrstoffen einhergehen. Als
wichtigste  Nahrstoffe des  Praimplantationsembryos nennt  Gardner
Kohlenhydrate und Aminoséuren, die der Energiebereitstellung dienten und
dem Embryo hilfen, seine Funktion trotz zelluldren Stress’, der durch die
suboptimalen Kulturbedingungen in vitro entstehe, aufrechtzuerhalten. Gardner

gibt zu bedenken, dass sich der Energiebedarf wahrend der
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Embryonalentwicklung &ndere. Je komplexer der Embryo werde, desto hdher
sei der Energiebedarf.

Der Embryo unterliegt in seiner Entwicklung zwei wesentlichen
Veranderungen: der Kompaktion und der Blastocoelentwicklung. Wéahrend
dieser Vorgange erfolgt die sequenzielle Aktivierung des embryonalen Genoms
mit der folgenden Inaktivierung maternaler DNA und Proteine (Epstein and
Smith, 1973; Flach et al., 1982; Harper and Monk, 1983; Braude et al., 1988;
Telford et al., 1990). Vor der Aktivierung des embryonalen Genoms weist der
Embryo einen geringen Metabolismus auf. Nach der Aktivierung des
embryonalen Genoms steigt die DNA-Replikation und Protein-Synthese stark
an, die Biosynthese-Aktivitat nimmt zu (Epstein and Smith, 1973; Braude et al.,
1988). Mit der weiteren Entwicklung steigt der Bedarf des Embryos an
Nahrstoffen. Er bendtigt Aminosduren, Vitamine und Fettsauren, um die
unterschiedlichen Biosynthesen zu unterstltzen (Barnett and Bavister, 1996;
Gardner and Lane, 1997).

Diese Zusammenhange sind flr die Entwicklung und Beurteilung von
Kulturmedien von besonderer Bedeutung. Sie zeigen, dass der Embryo
wahrend verschiedener Entwicklungsstufen unterschiedliche Nahrstoffe
bendtigt. Medien, die fur die Kultur des frihen Embryos vorteilhaft sind, sind far
den weiterentwickelten Embryo suboptimal. Andererseits kénnen Medien, die
die Blastozystenentwicklung unterstitzen, auf die Zygotenentwicklung
inhibitorisch wirken.

Gardner (1998) formulierte zwei Anforderungen an ein optimales
Kulturmedium: Zum einen musse ein optimales Medium in der Lage sein, die
Zellfunktion des Embryos aufrechtzuerhalten. Zum anderen misse es den
zellularen Stress, der durch in vitro Kulturbedingungen hervorgerufen wird,
minimieren kénnen. Ein Marker fiir den Stress kdnne der Energiemetabolismus
sein. Gardner (1998) schlussfolgerte in seiner Arbeit, dass es unter
Berlcksichtigung der Physiologie und des Metabolismus', die sich wahrend der
Entwicklung des Embryos &ndern, sinnvoll erscheine, sequenzielle Medien zu
verwenden. Dabei solle jedes der Medien die geadnderten Bedlrfnisse des

Embryos reflektieren.
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Zahlreiche Studien haben den Einfluss von verschiedenen Nahrstoffen
auf die Entwicklung des Embryos untersucht.

Kohlenhydrate spielen wéahrend der embryonalen Entwicklung eine
wichtige Rolle. Bis zur Kompaktion besitzt der Embryo nur eine begrenzte
Kapazitat, Kohlenhydrate zu nutzen (Brinster and Thomson, 1966; Schini and
Bavister, 1988; Thompson et al, 1992; Conaghan et al., 1993).
Hauptenergiequellen in diesem Stadium sind Pyruvat, Laktat sowie
Aminosauren (Leese and Barton, 1984; Hardy et al., 1989; Gardner and
Sakkas, 1993; Leese et al, 1993). Wird dem Embryo Glukose im
konventionellen Medium wahrend des Zygotenstadiums dargeboten, kann es
sogar inhibitorische Effekte auf die embryonale Entwicklung haben (Conaghan
et al., 1993). Es scheint jedoch nicht sinnvoll zu sein, Glukose vollstandig aus
dem Kulturmedium zu entfernen, da auch im weiblichen Reproduktionstrakt
Glukose nachweisbar ist (Dickens et al., 1995; Tay et al., 1997; Quinn, 2004).
Diese Hypothese wird durch eine weitere Studie, in der in verschiedenen
Kulturmedien Glukose in unterschiedlicher Konzentration enthalten war,
bestatigt (Mahadevan et al., 1997). In den Medien ohne Glukose war die
Fertilisationsrate und Spermienbeweglichkeit signifikant schlechter, was gegen
die vollstandige Entfernung von Glukose aus den Kulturmedien spricht.

Wéahrend und nach der Kompaktion zeigte sich ein Anstieg der
Glukoseaufnahme und des Glukoseverbrauchs (Hardy et al., 1989).

Sowohl die in der vorliegenden Studie untersuchten Vitrolife-, als auch
die MediCult-Medien weisen in beiden der sequenziellen Medien Glukose auf.
Die Glukosekonzentration der Medien ist nicht bekannt, so dass keine Aussage
dartiber getroffen werden kann, ob eine unterschiedliche Glukosekonzentration
eine Rolle fur die Entwicklungsunterschiede gespielt hat.

Die Bedeutung von Aminosauren fir die embryonale Entwicklung wird
kontrovers diskutiert. Studien an Embryonen unterschiedlicher Spezies
ergaben, dass Aminosauren, abhangig vom Entwicklungsstadium des Embryos,
gewinnbringende Effekte auf die Entwicklung zeigten. Lane und Gardner (1997)
fanden heraus, dass sich die Dauer der Zellteilung bis zum 8-Zellstadium bei

Kultur von Mauseembryonen in Medien mit Eagle’s nicht-essenziellen
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Aminosauren und Glutamin im Vergleich zur Kultur ohne Aminosauren
signifikant verklrzte. Einen glnstigen Effekt von Aminosauren auf die Dauer
der Zellteilung beschrieb auch eine andere Studie an Rinderembryonen
(Steeves and Gardner, 1999). Durch Zugabe von Eagle’s nicht-essenziellen
Aminosauren und Glutamin zu einem Kulturmedium wéahrend der ersten 72
Stunden der Kultur vollzog sich die Entwicklung zum 8- und 16-Zellstadium
schneller als in Medien, die diese Komponenten nicht enthielten. Ausserdem
zeigte die Untersuchung, dass die Wirkung der Aminosauren abhangig vom
Entwicklungsstadium des Embryos ist. Nach dem 8-Zellstadium beeinflusste die
Zugabe aller Aminoséauren die Zellzahl und Blastozystenentwicklung gtinstig.

Andere Autoren bestatigten einen gunstigen Einfluss von nicht-
essenziellen Aminosauren auf den Rinderembryo (Pinyopummintr and Bavister,
1996). Auch auf die Entwicklung von Mauseembryonen konnte ein ginstiger
Effekt von nicht-essenziellen Aminosauren nachgewiesen werden (Gardner and
Lane, 1993). In der Studie konnte gezeigt werden, dass sich die
Blastozystenentwicklung in Medien, die nur die nicht-essenziellen Aminosauren
enthielten, signifikant besser vollzog als in Medien, in denen alle 20
Aminosauren enthalten waren.

Uber die Auswirkungen von Aminoséuren auf den menschlichen Embryo
ist weniger bekannt. Devreker et al. (1998; 1999) untersuchten die Bedeutung
von Glutamin und der Aminosulfonsdure Taurin fir die Entwicklung des
menschlichen Embryos. Sie stellten fest, dass sich Glutamin férdernd auf die
Entwicklung des menschlichen Embryos auswirkt. Auch flr Taurin wiesen
Devreker et al. einen glnstigen Effekt nach. So war die Entwicklung vom 2-
Zeller zur Blastozyste in Medien, in denen Glutamin durch Taurin substituiert
war, ahnlich, wenngleich die zuséatzliche Gabe von Taurin zu Medien, die
Glutamin enthielten, den glinstigen Effekt von Glutamin nicht steigern konnte.
Eine weitere Studie bestatigte den ginstigen Effekt von Aminosauren auf die
Blastozystenentwicklung menschlicher Embryonen (Devreker et al., 2001).
Diese Studie zeigte eine signifikant hdhere Zellzahl der Blastozysten an Tag 6,

die in Medien mit einer Kombination verschiedener Aminosauren Kkultiviert
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wurden im Vergleich zu Blastozysten, die in einem einfachen Medium nur unter
Zugabe von Glutamin kultiviert wurden.

Zudem spricht das Vorhandensein von spezifischen Carriern far
Aminosduren fur eine wichtige Rolle von Aminosduren wahrend der
Embryonalentwicklung (Van Winkle, 1988). Ausserdem enthalten Eileiter und
Uterus signifikante Konzentrationen an freien Aminosduren. Besonders hohe
Konzentrationen  wurden  fir  Arginin, Alanin, Glutamat und die
Aminosulfonsaure Taurin gemessen (Casslen, 1987; Gardner and Leese, 1990;
Tay et al., 1997). Besonders fur die Aminosauren, die in hoher Konzentration im
Eileiter nachgewiesen wurden, konnte ein gunstiger Effekt auf den Embryo
nachgewiesen werden (Gardner and Lane, 1993).

Vitrolife- und MediCult-Medien enthalten unterschiedliche Aminosauren.
Vitrolife enthélt z.B. in der zweiten Sequenz G 2.2 bis auf Glutamin alle
proteinogenen Aminosauren, darunter alle essenziellen Aminosauren. Fir die
MediCult-Medien wird vom Hersteller lediglich bekannt gegeben, dass in der
ersten Sequenz M1 nicht-essenzielle Aminosauren enthalten sind, wobei L-
Glutamin explizit aufgefihrt wird. M2 enthalt essenzielle und nicht-essenzielle
Aminosauren, L-Glutamin wird namentlich genannt.

Unter Berlcksichtigung der Studien, die die wichtige Rolle der
Aminoséauren fir die embryonale Entwicklung hervorheben, ist anzunehmen,
dass die unterschiedliche Aminosdurenzusammensetzung diese beeinflusst
hat.

Der Unterschied, der sich bei der Fertilisationsrate und in der
embryonalen Entwicklung nur in den ICSI-, jedoch nicht in den IVF-Zyklen fand,
ist schwierig zu deuten. Moglicherweise reagiert der Embryo nach
Mikromanipulation in der frGhen Kulturphase besonders empfindlich auf die
Kulturbedingungen. Diese Hypothese steht jedoch im Widerspruch zu
Erkenntnissen einer Studie, in der IVF- mit ICSI-Zyklen im Hinblick auf die
embryonale Entwicklung nach Mikromanipulation verglichen wurden (Westphal
et al, 2003). Diese Studie zeigte keine Veranderung der embryonalen
Entwicklung nach Mikromanipulation durch die ICSI-Methode. Die Anzahl an
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Zygoten, 8-Zell-Embryonen und Blastozysten an Tag 5 oder 6 unterschied sich
zwischen den angewandten Methoden nicht signifikant.

Es kann nicht bewiesen werden, dass die besseren Ergebnisse, die die
Vitrolife-Medien erzielt haben, in der unterschiedlichen Zusammensetzung der
Medien begriindet lagen. Méglicherweise zeigen die Ergebnisse auch, dass die
Embryomorphologie kein sicherer Parameter fir die Voraussage von
Schwangerschaftsraten ist. Rijnders und Jansen (1998) diskutierten diese
Vermutung. Sie zeigten in ihrer Studie, dass an Tag 3 anhand morphologischer
Kriterien keine sichere Vorhersage bezlglich der Implantationsfahigkeit eines
Embryos zu treffen ist. Andere Studien kamen zu &hnlichen Ergebnissen und
unterstitzten diese Behauptung (Van Langendonckt et al., 2001; Jones et al.,
1998; Braude et al., 1988). Van Langendonckt et al. (2001) zeigten, dass
Embryonen nach Kultur auf Sydney-Medien zwar eine bessere
Embryonenmorphologie als Embryonen nach Kultur auf G 1.2/G 2.2-Medien
aufwiesen, jedoch zu niedrigeren Implantationsraten fihrten. Die Autoren
schlussfolgerten, dass die Embryomorphologie damit kein zuverlassiger
Parameter sei, die Effizienz zweier Kultursysteme zu vergleichen. Eine andere
Studie bezeichnete die Aufgabe, Embryonen fir den Tag 2 oder 3-Transfer
anhand morphologischer Parameter zu wahlen, als das schwerwiegendste
Problem des frilhen Embryotransfers (Jones et al., 1998). Die Embryonen, bei
denen sich die Entwicklung vom maternalen zum aktivierten embryonalen
Genom nicht vollzbge, kénnten nur bei der verlangerten Kultur identifiziert
werden (Braude et al., 1988).

Ergebnisse, die durch Beobachtungen an tierischen Embryonen
gewonnen wurden, lassen jedoch annehmen, dass die Geschwindigkeit, mit der
sich Embryonen entwickeln, einen Einfluss auf die Implantation haben (Gardner
and Sakkas, 1993; McKiernan and Bavister, 1994).

Auch bei menschlichen Embryonen konnte ein Zusammenhang zwischen
der Teilungsgeschwindigkeit und Morphologie und dem Entwicklungspotenzial
eines Embryos belegt werden (Muggleton-Harris et al.,, 1995). Diese Studie
zeigte, dass Embryonen, die den hdchsten kombinierten Score fir

Teilungsgeschwindigkeit und Morphologie aufwiesen, ein gréBeres Potenzial
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hatten, sich in vitro zu Blastozysten zu entwickeln. Andere Autoren bestatigten
den Zusammenhang zwischen  morphologischer  Beurteilung und
Teilungsgeschwindigkeit eines Embryos und dem weiteren
Entwicklungspotenzial. In einer Studie wurde festgestellt, dass sich die Anzahl
an Blastomeren an Tag 3 und der Anteil an zu Blastozysten entwickelten
Embryonen proportional zueinander verhalten (Langley et al., 2001). Eine
andere Studie fand heraus, dass menschliche Embryonen, die zum Zeitpunkt
des Transfers (44 bis 48 Stunden nach Insemination) mindestens das 4-
Zellstadium erreicht hatten, bessere Implantationsraten als 2-Zeller erbrachten
(Staessen et al., 1992). Balaban et al. (2001) priften den Zusammenhang
zwischen der Morphologie eines Embryos im PN-Stadium und dessen
Potenzial, sich zu einer Blastozyste zu entwickeln und zu implantieren. Zygoten
mit als ideal beschriebener Morphologie im PN-Stadium zeigten im
Blastozystenstadium ein erhdhtes Potenzial, zu implantieren. Eine weitere
Studie zeigte, dass sich frih teilende Embryonen ("early cleavage embryos") zu
einer signifikant héheren Schwangerschaftsrate fuhrten (Sakkas et al., 1998).

Die verschiedenen Beobachtungen werfen die Frage auf, wie sich
Beurteilung und Kultur der Embryonen in Zukunft verbessern lassen. Einen
Fortschritt fir die Beurteilung der embryonalen Qualitat kénnte die Einfihrung
nicht-invasiver Tests darstellen, die Substrataufnahme und Metabolismus des
Embryos analysieren und somit helfen, die Embryonen mit dem besten
Entwicklungspotenzial zu erkennen (Gardner, 1998; Brison et al., 2004).

Der Nutzen von Wachstumsfaktoren (z.B. "epidermal growth factor" oder
"insulin-like growth factor") und Zytokinen (z.B. "granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor") far die Kultur menschlicher Embryonen wird in
Studien erforscht und die Zugabe zum Kulturmedium giinstig bewertet (Sjoblom
et al., 1999; Robertson et al., 2001; Sirisathien et al., 2003). Dies ist aber
bislang kein Standard in der klinischen Routine.

Ein Fortschritt fir die Zusammensetzung von Kulturmedien kann
moglicherweise auch durch Substitution des Serumalbumins durch das
Glykosaminoglykan Hyaluronat erzielt werden. Gardner et al. (1999) zeigten,

dass in der Kultur von Mauseembryonen Serumalbumin durch Hyaluronat
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ersetzbar war und die Substitution die Implantationsrate der Kkultivierten
Blastozysten signifikant erhdhte. Als Vorteil von Hyaluronat wird zudem
hervorgehoben, dass es einer geringeren biologischen Variation als das
Blutprodukt Albumin unterliegt und zudem nicht das Risiko der Kontamination
birgt (Gardner and Lane, 1998).

Die Einfihrung der Mikrofluid-Kultur kénnte die Kulturbedingungen
menschlicher Embryonen weiter verbessern. In einer Studie an
Mauseembryonen konnte gezeigt werden, dass die Kultur der Embryonen im
Mikrofluidsystem zu einer schnelleren Teilungsgeschwindigkeit der Embryonen
und zu einer gr6Beren Anzahl an Blastozysten flhrte, als die Kultur im
Mikrotropfen (Raty et al., 2004). Im Gegensatz zur Kultur im Mikrotropfen wird
der Embryo bei der Mikrofluid-Kultur in einem dynamischen System kultiviert,
um die In-vivo-Bedingungen besser zu imitieren (Beebe et al., 2002).

Die Verbesserung der Kulturmedien wird in nachster Zeit Gegenstand

zahlreicher Forschungsvorhaben sein.
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4.2 Bedeutung des Blastozystentransfers unter besonderer Beachtung der
gesetzlichen Bestimmungen in Deutschland

In dieser Studie erfolgte der Embryotransfer in der Mehrzahl der Félle (73 %) an
Tag 3. Die Schwangerschaftsraten nach Tag 3-, 4-, oder 5-Transfer
unterschieden sich nicht signifikant.

Der Blastozystentranfer ist eine zum Tag 3-Transfer intensiv diskutierte
Alternative. Durch die Entwicklung sequenzieller Medien ist es mdglich
geworden, Embryonen routinem&Big bis zum Blastozystenstadium zu
kultivieren. Der Vorteil der Blastozystenkultur besteht vor allem darin, dass die
Auswahl der zu transferierenden Embryonen in einem spateren
Entwicklungsstadium erfolgen kann. Dieser Vorteil ist in Deutschland aufgrund
des Embryonenschutzgesetzes nicht gegeben, da eine Auswahl bereits im
Vorkernstadium erfolgen muss und danach maximal drei Embryonen
weiterkultiviert werden dirfen. In anderen Landern hat der Tag 5-Transfer
jedoch den Vorteil der spateren Auswahlmdglichkeit der zu transferierenden
Embryonen. Embryonen, die in der Entwicklung zurtckbleiben, kdnnen somit
erkannt, und es kdnnen die lebensfahigsten Embryonen fir den Transfer
rekrutiert werden. Zudem entspricht der Blastozystentransfer am ehesten der
Implantationszeit im nattrlichen Zyklus, so dass eine bessere Synchronisation
mit dem weiblichen Reproduktionstrakt erreicht wird. In zahlreichen Studien
wurden nach Blastozystentransfer signifikant héhere Implantations- und
Schwangerschaftsraten als nach Tag 3-Transfer beschrieben (Gardner et al.,
1998a; Gardner et al., 1998b; Marek et al., 1999; Gardner et al., 2000; Milki et
al., 2000; Schoolcraft and Gardner, 2000; Schwarzler et al., 2004). Durch den
Blastozystentransfer ergibt sich der Vorteil, mit einer reduzierten Anzahl
transferierter Embryonen gleiche Schwangerschaftsraten zu erzielen und damit
die Rate an Mehrlingsschwangerschaften nach kunstlicher Befruchtung zu
senken.

Doch die Ergebnisse unterschiedlicher Studien variieren stark. Dies mag
zum einen daran liegen, dass sich die Patientenkollektive, die untersucht

wurden, nicht vergleichen lassen. Zum anderen wurden die Embryonen in den
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Studien nach verschiedenartigen Kriterien fir den Transfertag ausgewahit
(Tabelle 4.2.1a/b und 4.2.2).

Verschiedene Studien sehen im Blastozystentransfer im Vergleich zum
Tag 3-Transfer einen Vorteil (Tabelle 4.2.1 a/b). Eine dieser Studien sprach sich
fur den Blastozystentransfer aus, da dadurch signifikant héhere Implantations-
und Schwangerschaftsraten erzielt wurden als nach Tag 3-Transfer (Gardner et
al., 2000). Ausserdem geben die Autoren zu bedenken, dass Uberzahlige
Blastozysten nach Kryokonservierung zu guten Implantationsraten flhrten.
Gardner et al. (2000) beschrieben, dass der Blastozysten-Score, der nach
Kultur in sequenziellen Medien erhoben werden kann, direkt mit der
Implantations- und Schwangerschaftsrate korreliere. Somit kénne bestimmten
Patientinnen der Transfer von nur einem Embryo angeboten werden, was die
Rate an Mehrlingsschwangerschaften reduziere.

Auch in anderen Studien wurde Uber signifikant héhere
Implantationsraten nach Blastozystentransfer als nach Tag 3-Transfer berichtet
(Gardner et al., 1998b). Fir das Erzielen dhnlicher Schwangerschaftsraten wie
nach Blastozystentransfer mussten an Tag 3 signifikant mehr Embryonen
transferiert werden. Andere Studien bestatigten diese Ergebnisse. Marek et al.
(1999) beschrieben nach Tag 5-Transfer signifikant héhere Implantations- und
Schwangerschaftsraten als nach Tag 3-Transfer, trotz einer geringeren Anzahl
transferierter Embryonen. Bei Patientinnen, die jinger als 35 Jahre alt waren,
beobachteten sie haufiger Mehrlingsschwangerschaften als bei Uber 35-
jahrigen. Dies fiihrte die Autoren zu der Uberlegung, ob diesem
Patientenkollektiv der Transfer nur eines Embryos empfohlen werden solle.
Eine weitere Studie (Milki et al., 2000) bestatigte die Ergebnisse, indem sie
ebenfalls signifikant héhere Implantations- und Schwangerschaftsraten nach
Blastozystentransfer beschrieb. Der Blastozystentransfer wurde in dieser Studie
empfohlen, da bei einer geringeren Anzahl an transferierten Embryonen
verbesserte Schwangerschaftsraten zu erzielen waren. Schwarzler et al. (2004)
stellten in ihrer Studie fest, dass durch Blastozystentransfer hdéhere
Schwangerschafts- und Baby-take-home Raten erzielt werden konnten. Als

Nachteil wurde der Anstieg der Mehrlingsschwangerschaften und die Zunahme
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der Frihgeburtenrate beschrieben. Andere Autoren (Schoolcraft and Gardner,
2000) beobachteten bei Patientinnen, denen Donor-Embryonen transferiert
wurden, nach Tag 5-Transfer eine signifikant héhere Implantations- und
Schwangerschaftsrate als nach Tag 3-Transfer.

Den beschriebenen Studien steht eine zweite Gruppe von Studien
gegenuber, die zwischen Tag 3- und Tag 5-Transfer bei Implantations- und
Schwangerschaftsrate keine signifikanten Unterschiede feststellte. Trotzdem
sprechen sich die Autoren dieser Studien fir den Blastozystentransfer aus.
Scholtes und Zeilmarker (1996) konnten mit dem Transfer von nur ein bis zwei
Blastozysten eine durchschnittliche Implantationsrate von Gber 23% erreichen,
was zur Senkung der Drillingsschwangerschaften beitrug. Eine andere Studie
stellte in der Implantations- und Schwangerschaftsrate zwischen Tag 3- und
Tag 5-Transfer beim Transfer von maximal zwei Embryonen ebenso keine
signifikanten Unterschiede fest, gab jedoch zu bedenken, dass es durch den
Blastozystentransfer méglich sei, zum Erzielen gleicher Schwangerschaftsraten
weniger Embryonen zu transferieren und damit die Rate an
Mehrlingsschwangerschaften zu senken (Huisman et al., 2000). Diese Studie
zeigt zudem, dass beim Vergleich von Tag 3- und Tag 5-Transfer auch immer
die Anzahl an transferierten Embryonen in die Beurteilung eingehen missen.

Eine weitere Gruppe von Studien sieht im Blastozystentransfer keinen
Vorteil und spricht sich gegen den Tag 5-Transfer aus (Tabelle 4.2.2). Eine
kontrolliert-randomisierte ~ Studie ergab  ahnliche Implantations- und
Schwangerschaftsraten fir den Tag 3- und Tag 5-Transfer (Coskun et al.,
2000). Die Autoren folgerten aus den Ergebnissen, dass der
Blastozystentransfer gegentiber dem Tag 3-Transfer keinen Vorteil brachte. Sie
warnten zudem vor moéglichen negativen Effekten der verlangerten Kultur bei
Patienten, die morphologisch schlechte Embryonen aufwiesen. Die Autoren der
Studie sahen, auch unter Berlicksichtigung der Ergebnisse einer anderen
Studie (Racowsky et al., 2000), die Gefahr, dass Embryonen, die sich in vitro
suboptimal entwickeln, wahrend der Blastozystenkultur in ihrer Entwicklung
stehen bleiben kénnten. Dies filhrte sie zu der Uberlegung, dass einige dieser

Embryonen nach einem Tag 3-Transfer durch Zurlickversetzen in die In-vivo-
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Bedingungen maoglicherweise hatten gerettet werden kdénnen. Eine Erklarung
fir die von den zuvor genannten Studien abweichenden Ergebnisse dieser
Studie koénnte im unterschiedlichen Studiendesign begrindet liegen. Die
Patienten wurden nicht, wie in den anderen Studien, nach der Embryoqualitat
einem Transfertag zugeordnet, sondern die Zuteilung erfolgte durch
Randomisierung.

Eine andere Studie empfiehlt den Blastozystentransfer nur einem
ausgewahlten Patientengut (Racowsky et al., 2000). Diese Studie beschreibt,
dass es sowohl fir den Tag 3-, als auch fir den Tag 5-Transfer Indikationen
gebe. Die Autoren sehen den Tag 5-Transfer als sinnvoll an, wenn mehr als
drei 8-Zeller an Tag 3 zur Verfliigung stehen. Dem Tag 3-Transfer gleichwertig
sei der Tag 5-Transfer, wenn an Tag 3 Embryonen mit durchschnittlicher
Qualitat vorlagen, jedoch mindestens ein 8-Zeller. Der zusatzliche Labor- und
Kostenaufwand spreche in diesem Fall eher fir den Tag 3-Transfer. Der Tag 5-
Transfer sei von Nachteil, wenn an Tag 3 keine 8-Zellembryonen vorlagen.
Alper et al. (2001) stellten ahnliche Uberlegungen wie die beschriebenen
Studien (Coskun et al., 2000 ; Racowsky et al., 2000) an. Sie verglichen
verschiedene Studien, in denen eine verlangerte Kultur erfolgt war, miteinander.
Die Autoren beobachteten, dass sich die meisten der kultivierten Embryonen
nicht zu Blastozysten entwickelt hatten und stellten die Frage, wieviele dieser
Embryonen implantiert hatten, wenn sie zu einem friheren Zeitpunkt transferiert
worden waren. Die Autoren geben zudem die mangelnde Erfahrung mit der
Kryokonservierung von Blastozysten zu bedenken.

Die Einschatzung, den Blastozystentransfer einem ausgewéhlten
Patientengut vorzubehalten, teilt eine weitere Studie, in der die guten
Ergebnisse vorangegangener Studien ebenfalls nicht bestatigt wurden
(Utsunomiya et al., 2002). Die Implantations- und Schwangerschaftsraten
waren nach Tag 3- und Tag 5-Transfer vergleichbar. Die Studie kam zur
Schlussfolgerung, dass der Blastozystentransfer keine Methode sei, die
routinemaBig bei allen Patienten angewendet werden solle.

Eine andere Studie befasste sich mit der Frage, ob der

Blastozystentransfer fur Patienten, bei denen an Tag 2 nur eine limitierte Anzahl
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von ein oder zwei Embryonen fir den Transfer zur Verflgung stehen, einen
Vorteil erbrachte (Kovacic et al., 2002). Die Studie kam zu dem Ergebnis, dass
dieses Patientengut von dem Blastozystentransfer nicht profitieren kénne, da
die Méglichkeit der spaten Auswahl der lebensfahigsten Blastozysten entfalle.
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Gardner et al. Marek et al. Milki et al. Schwirzler et al.
(1998b) (1999) (2000) (2004)
Studiendesign Prospektiv- Retrospektive Retrospektive Retrospektive
randomisierte Studie Studie Studie
Studie
Patientenkollektiv | IVF, 92 nicht- IVF, 790 nicht- IVF/ICSI, 1259 konsekutive
selektierte Paare selektierte Paare 100 Paare <40 Zyklen
Jahre, >drei 8-Zell-
Embryos an Tag 3
Kulturmedium bis | Ham's F-10 Human tubal fluid | P1- Medium mit IVF 20 Medium
Tag 3 Medium mit 15 % | mit 12 % 10 % (ScSc);4-well
fetalem synthetischem synthetischem multi-dishes
Nabelschnurblut Serum- Zusatz Serum- Zusatz (Nunc);
(Irvine Scientific) | G 1-2 Medium
(ScSc)
Kulturmedium bis | Sequenzielles Sequenzielles Blastocyst- CCM-Medium
Tag 5 Medium Medium (S1 und Medium (Irvine (ScSc)
(G1.2./G22) S2) Scientific)
Anzahl Tag 3: 3,7 (+/- 0,1) | Tag 3: 3,0 Tag 3: 4,6 (+/- 1,3)  Tag 3: 2,1 (+/- 0,5)
transferierter Tag5:2,2 (+/-0,1) | Tag 5: 2,5 Tag 5: 2,4 (+/- 0,6) | Tag 5: 2,0 (+/- 0,3)
Embryonen
(+/- SD)
Implantationsrate |30,1/50,5 23,3/32,4 20,0/47,0 22,0/37,0
Tag 3/Tag 5 (%)
Statistische * * * *
Beurteilung
Schwangerschafts- | 66,0/71,0 35,9/43,8 46,0/68,0 28,0/44,0
rate Tag 3/Tag 5
(%)
Statistische ns * * *
Beurteilung

Tab. 4.2.1a: Tag 2/3- vs. Tag 5-Transfer: Studien, die sich fiir den Blastozystentransfer aussprechen
SD = standard deviation; h = Stunden; ScSc = Scandinavian Science

* = signifikant

56




Schoolcraft and

Scholtes and Zeilmaker

Huisman et al.

Gardner (2000) (1996) (2000)

Studiendesign Retrospektive Studie Retrospektiv- Prospektiv- randomisierte
randomisierte Studie Studie

Patientenkollektiv | IVF, 229 Patientinnen IVF, 643 nicht-selektierte : 1. Zyklus IVF, 1787 Paare

(Transfer von
befruchteten Donor-

Oozyten)

Embryotransfers

Kulturmedium bis

Tag 3

Ham's F-10 Medium mit
15 % fetalem
Nabelschnurblut/G1.2

Earle’s und Ham's F-10-
Medium mit 8,8 %

Plasmaprotein-Losung

Earle’s und Ham's F-10-
Medium mit

Plasmaprotein-Losung

Kulturmedium bis

Tag 5

Sequenzielles Medium

(G1.2/G2.2)

Earle’s und Ham's F-10-
Medium mit 8,8 %

Plasmaprotein-Losung

Earle’s und Ham's F-10-
Medium mit

Plasmaprotein-Losung

Anzahl Tag 3: 3,2 (+/- 0,05) Tag 3: maximal Transfer Tag 3: 1,9
transferierter Tag 5: 2,1 (+/- 0,04) von 3 Embryonen Tag 5: 1,9
Embryonen Tag 5: maximal Transfer
(+/- SD) von 2 Embryonen
Implantationsrate |47,1/65,8 13,0/12,0 14,4/15,5
Tag 3/ Tag 5 (%)
Statistische * ns ns
Beurteilung
Schwangerschafts- | 75,0/87,6 26,0/25,0 25,3/27.8
rate Tag 3/ Tag 5
(%)
Statistische * ns ns
Beurteilung

Tab. 4.2.1b: Tag 2/3- vs. Tag 5-Transfer: Studien, die sich fiir den Blastozystentransfer aussprechen

SD = standard deviation; * = signifikant
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Coskun et al.

Racowsky et al.

Utsunomiya et al.

Kovacic et al

(2000) (2000) (2002) (2002)
Studiendesign Prospektiv- Retrospektive Prospektiv- Retrospektive
randomisierte Studie randomisierte Studie
Studie Studie
Patientenkollektiv | IVF/ICSI, 201 IVF/ICSI, 369 IVF, 235 nicht- IVF/ICSI, 265

Paare, > 4 Zygoten | Zyklen, > 8 selektierte Paare Zyklen, 1-2

Zygoten mit 275 Zyklen Embryos an Tag 2
Kulturmedium bis | MediCult IVF- IVE- 500- Medium : Human tubal fluid = MediCult IVF-
Tag 3 Medium mit 10 % Medium

Patientenserum
Kulturmedium bis | Tag 5- Transfer: Sequenzielles Sequenzielle Sequenzielles
Tag 5 Tag 1-3: G 1.2 Medium (S2, Medien (Irvine Medium (M1/M2)
AbTag3:G2.2 Scandinavian IVF | blastocyst medium,
Science) G 1.2/G 2.2, Cook
blastocyst medium)

Anzahl Tag 3: 2,3 (+/- 0,6) | Tag 3: Tag 3:2,9 (+/-0,8)  Tag3: 1,5 (+/- 0,6)
transferierter Tag 5:2,2 (+/- 0,5) (4.7 (+/-2,0) Tag 5: 3,0 (+/- 1,0) Tag5: 1,4 (+/- 0,5)
Embryonen (i1) 4,0 (+/- 0,9)
(+/- SD) (iii) 3,7 (+/- 0,9)

Tag 5:

1 1,6 (+/-1,1)

(i1) 2,2 (+/- 0,8)

(i) 2,2 (+/- 0,5)
Implantationsrate |21,0/24,0 @) 7,9/0,0 11,7/9,2 18,0/18,0
Tag 3/ Tag 5 (%) (i1) 17,6/23,6

(iii) 24,2/35,9
Statistische ns (i)- (i) ns ns ns
Beurteilung (iii) *
Schwangerschafts- | 39,0/39,0 (1) 33,3/0,0 26,5/25,9 23,0/21,0
rate Tag 3/ Tag 5 (i) 36,4/40,0
(%) (iii) 51,3/50,6
Statistische ns @) * ns ns
Beurteilung (i), (iii) ns

Tab. 4.2.2:

Blastozystentransfer sehen

SD = standard deviation; * = signifikant

(1) = 0x8-Zeller; (ii) = 1-2x8-Zeller; (iii) = > 3x8-Zeller
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Eine andere Studie priifte die Blastozystenkultur unter den besonderen
Bedingungen des Deutschen Embryonenschutzgesetzes (Zollner et al., 2002a).
Die Autoren priften, ob die Blastozystenkultur unter den restriktiven
Bedingungen des Deutschen Embryonenschutzgesetzes Vorteile erbrachte. Die
deutsche Gesetzgebung schreibt die Auswahl der Embryonen im
Vorkernstadium vor, so dass im Blastozystenstadium keine weitere
Auswahlmdglichkeit besteht. In der Studie wurde bei 100 Paaren eine
Blastozystenkultur durchgefihrt. Es konnte eine Schwangerschaftsrate von
26 % erzielt werden, die im Vergleich zur Schwangerschaftsrate nach
routinemaBiger Dreitageskultur der Vorjahre (ca. 25 %) keine Steigerung
darstellte. Zollner et al. (2002a) beschrieben, dass unter den besonderen
Bedingungen in Deutschland der Blastozystentransfer keinen Vorteil bringe. Sie
empfahlen jedoch einer ausgewahlten Patientengruppe den spéaten Transfer.
Falle, bei denen wiederholt Implantationsversagen aufgetreten sei, kdbnnten von
den diagnostischen Méglichkeiten der Blastozystenkultur profitieren.

Mit den Ergebnissen dieser Studie in Einklang steht eine weitere Studie,
in der der Blastozystentransfer bei Patienten, denen eine limitierte Anzahl von
einem oder zwei Embryonen fir den Transfer zur Verfligung standen,
untersucht wurde (Kovacic et al.,, 2002). Die Implantations- und
Schwangerschaftsraten nach Tag 2- und Tag 5-Transfer unterschieden sich
nicht signifikant voneinander. Die Autoren flhrten die Ergebnisse darauf zurlick,
dass aufgrund der limitierten Embryonenanzahl keine Auswahlimdglichkeit
gegeben war, dieses Patientengut somit nicht vom Blastozystentransfer
profitieren kdnne. Die Studie von Kovacic et al. (2002) erfolgte unter &hnlichen
Bedingungen, wie sie das Deutsche Embryonenschutzgesetz vorgibt. Im
Blastozystenstadium konnte in der Studie keine Auswahl der am besten
entwickelten Embryonen erfolgen, da nur maximal zwei Embryonen zur
Verfugung stand. Diese Situation liegt nach dem  Deutschen
Embryonenschutzgesetz ebenfalls vor, da die Auswahl schon im Vorkern-
Stadium erfolgen muss.

In der vorliegenden Studie erfolgte die Blastozystenkultur unter den

Vorgaben des Deutschen Embryonenschutzgesetzes. Im Vergleich des Tag 3-
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mit dem Tag 5-Transfer ergaben sich ahnliche Schwangerschaftsraten. In
Zusammenschau der Studien, in denen Bedingungen wie unter den Vorgaben
des Deutschen Embryonenschutzgesetzes vorliegen (Zollner et al., 2002a;
Kovacic et al., 2002) und unter Berlcksichtigung der Ergebnisse der
vorliegenden Studie, zeigt sich, dass der routineméaBige Blastozystentransfer
unter den Bedingungen des Deutschen Embryonenschutzgesetzes keinen

Vorteil erbringt.
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5. Zusammenfassung

Optimale Kulturbedingungen der Embryonen stellen eine unverzichtbare
Grundlage fir die assistierte Reproduktion dar. Seit Beginn der kiinstlichen
Befruchtung erfolgte eine stetige Weiterentwicklung der Kulturmedien. In den
Anfangszeiten der assistierten Reproduktion wurden Medien verwendet, die aus
dem Tiermodell stammten und fur die Kultivierung menschlicher Embryonen
unspezifisch waren. Eine Verbesserung der Kultursysteme konnte durch die
Entwicklung fir menschliche Embryonen spezifischer Kulturmedien erreicht
werden, die in ihrer Zusammensetzung fortwahrend modifiziert wurden, um den
Nahrstoffbedlrfnissen des Embryos in vitro bestmdglich gerecht zu werden.

Einen groBen Fortschritt erbrachte die Einfihrung sequenzieller
Kulturmedien, die an den verschiedenen Kulturtagen in ihrer Zusammensetzung
variieren und somit den wechselnden Nahrstoffoedarf des Embryos wéahrend
der verschiedenen Entwicklungsstufen berlcksichtigen. Die sequenziellen
Kulturmedien ermdéglichten, die Embryonen routinemaBig mehr als 3 Tage zu
kultivieren und erst nach 5 Tagen im Blastozystenstadium zu transferieren.
Vorteile des Blastozystentransfers bestehen zum einen in der besseren
Synchronisation mit dem natidrlichen Reproduktionszyklus. Zum anderen
ermoglicht die verlangerte Kultur, die Embryonen zu einem spateren
Entwicklungsstadium fir den Transfer auszuwahlen und damit das
Entwicklungspotenzial besser abschatzen zu kénnen. Der Vorteil der spéateren
Auswahlmdglichkeit besteht in Deutschland jedoch nicht, da nach den
Vorgaben des Deutschen Embryonenschutzgesetzes die Auswahl der
Embryonen bereits im Vorkernstadium erfolgen muss und danach maximal drei
Embryonen weiterkultiviert werden dirfen.

Zwei haufig verwendete und kommerziell erhéltliche sequenzielle
Kulturmedien sind die Medien BlastAssist M1/M2 der Firma MediCult und
G 1.2/G 2.2 der Firma Vitrolife.
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Gegenstand der vorliegenden prospektiv-randomisierten Studie war der
Vergleich dieser beiden Kulturmedien fir die Kultur menschlicher Embryonen
nach IVF/ICSI. Wir schlossen 176 Paare, die im Rahmen des
Kinderwunschprogramms der Universitats-Frauenklinik Wirzburg zwischen
November 2000 und August 2001 behandelt wurden, in die Studie ein. 89
Paare wurden durch Randomisierung den MediCult-Medien zugeordnet, davon
wurden 39 durch die IVF- und 50 durch die ICSI-Methode behandelt. 87 Paare
wurden in die Vitrolife-Gruppe randomisiert, bei 45 flhrten wir die IVF- und bei
42 die ICSI-Methode durch. Der Embryotransfer erfolgte zwischen Tag 3 und
Tag 5.

Es fand sich eine signifikant bessere Fertilisationsrate in den ICSI-Zyklen
der Vitrolife-Gruppe im Vergleich zu den ICSI-Zyklen der MediCult-Gruppe.
Zudem stellten wir signifikante Unterschiede zwischen den beiden Kulturmedien
in der frihen embryonalen Entwicklung fest: Sowohl in den IVF-, als auch in
den ICSI-Zyklen war der Vorkern-Score (erhoben an Tag 1) in der Vitrolife-
Gruppe signifikant besser als in der MediCult-Gruppe. In den ICSI-Zyklen zeigte
sich in der Vitrolife-Gruppe zudem ein signifikant besserer Embryo-Score
(erhoben an Tag 3) als in der MediCult-Gruppe. In den IVF-Zyklen war der
Embryo-Score zwischen den beiden Kulturmedien vergleichbar.

Die Ergebnisse der verlangerten Kultur bis Tag 5 waren zwischen den
beiden Kulturmedien vergleichbar. Ferner konnten in der Vitrolife- und
MediCult-Gruppe &hnliche Implantationsraten erzielt werden. Die Vitrolife- und
MediCult-Gruppe erbrachten ahnliche Schwangerschaftsraten.

Eine Ursache fir die signifikanten Unterschiede zwischen den beiden
Kulturmedien in der frihen embryonalen Entwicklung liegt in der
unterschiedlichen Zusammensetzung der Kulturmedien begriindet. Die genaue
Zusammensetzung der Kulturmedien wird von den Herstellern nicht bekannt
gegeben, so dass ein exakter Vergleich der beiden Kulturmedien nicht mdglich
ist. Zahlreiche Studien an Embryonen verschiedener Spezies haben den
Einfluss unterschiedlicher Inhaltsstoffe von Kulturmedien auf die Ergebnisse der
assistierten  Reproduktion untersucht. Besonders Kohlenhydrate und

Aminosauren sind wichtige Nahrstoffe des Praimplantationsembryos. Der
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Nahrstoffoedarf &ndert sich wéahrend der embryonalen Entwicklung. Der
Embryo scheint besonders wahrend der frihen embryonalen Phase empfindlich
auf auBere Einflisse zu reagieren, was sich in der unterschiedlichen
Entwicklung des Embryos in den verschiedenen Kulturmedien widerspiegelt.
Bei der verlangerten Kultur scheint der Embryo in der Lage zu sein, den
Entwicklungsrickstand aufzuholen.

Der signifikante Unterschied, der sich bei der Fertilisationsrate nur in den
ICSI-, jedoch nicht in den IVF-Zyklen fand, kénnte darauf zurtickzuflihren sein,
dass der Embryo nach Mikromanipulation in der frihen Kulturphase besonders
empfindlich auf Umwelteinfllisse reagiert.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die beiden Kulturmedien in
Bezug auf die Blastozystenentwicklung, die Implantations- und die
Schwangerschaftsrate vergleichbare Ergebnisse erbrachten. Wéahrend der
frihen embryonalen Entwicklung bis Tag 3 zeigten sich in der Vitrolife-Gruppe
signifikant bessere Ergebnisse als in der MediCult-Gruppe, die sich jedoch im
weiteren Verlauf egalisierten. Aufgrund der ahnlichen Schwangerschaftsraten
sind beide Kultursysteme als gleichwertig einzustufen. Der Blastozystentransfer
scheint unter den deutschen gesetzlichen Bedingungen keine Vorteile zu

erbringen.
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7. Anhanq

1. Embryonenschutzgesetz (ESchG) vom 13.12.1990

§ 1 Missbrauchliche Anwendung von Fortpflanzungstechniken

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

1.
2.

auf eine Frau eine fremde unbefruchtete Eizelle Ubertragt,

es unternimmt, eine Eizelle zu einem anderen Zweck kiinstlich zu
befruchten, als eine Schwangerschaft der Frau herbeizufiihren, von der
die Eizelle stammt,

. €s unternimmt, innerhalb eines Zyklus mehr als drei Embryonen auf eine

Frau zu Ubertragen,

. es unternimmt, durch intratubaren Gametentransfer innerhalb eines

Zyklus mehr als drei Eizellen zu befruchten,

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

eines Zyklus Ubertragen werden sollen,

. einer Frau einen Embryo vor Abschluss seiner Einnistung in der

Gebarmutter entnimmt, um diesen auf eine andere Frau zu Ubertragen

oder ihn flr einen nicht seiner Erhaltung dienenden Zweck zu verwenden,

oder

7.

es unternimmt, bei einer Frau, welche bereit ist, ihr Kind nach der Geburt
Dritten auf Dauer zu Uberlassen (Ersatzmutter), eine kinstliche
Befruchtung durchzuflihren oder auf sie einen menschlichen Embryo zu

Ubertragen.

(2) Ebenso wird bestraft, wer

1.

2.

kinstlich bewirkt, dass eine menschliche Samenzelle in eine menschliche
Eizelle eindringt, oder

eine menschliche Samenzelle in eine menschliche Eizelle kiinstlich
verbringt, ohne eine Schwangerschaft der Frau herbeifiihren zu wollen,

von der die Eizelle stammt.
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(3) Nicht bestraft werden
1. in den Fallen des Absatzes 1 Nr. 1, 2 und 6 die Frau, von der die Eizelle
oder der Embryo stammt, sowie die Frau, auf die die Eizelle Gbertragen
wird oder der Embryo Ubertragen werden soll, und
2. in den Féllen des Absatzes 1 Nr. 7 die Ersatzmutter sowie die Person,
die das Kind auf Dauer bei sich aufnehmen will.

(4) In den Fallen des Absatzes 1 Nr. 6 und des Absatzes 2 ist der Versuch

strafbar.
§ 2 Missbrauchliche Verwendung menschlicher Embryonen

(1) Wer einen extrakorporal erzeugten oder einer Frau vor Abschluss seiner
Einnistung in der Gebarmutter entnommenen menschlichen Embryo verauBert
oder zu einem nicht seiner Erhaltung dienenden Zweck abgibt, erwirbt oder
verwendet, wird mit Freiheitsstrafe bis zu drei Jahren oder mit Geldstrafe

bestraft.

(2) Ebenso wird bestraft, wer zu einem anderen Zweck als der Herbeifihrung
einer Schwangerschaft bewirkt, dass sich ein menschlicher Embryo

extrakorporal weiterentwickelt.

(3) Der Versuch ist strafbar.
§ 3 Verbotene Geschlechtswahl

Wer es unternimmt, eine menschliche Eizelle mit einer Samenzelle kinstlich zu
befruchten, die nach dem in ihr enthaltenen Geschlechtschromosom
ausgewahlt worden ist, wird mit Freiheitsstrafe bis zu einem Jahr oder mit
Geldstrafe bestraft. Dies gilt nicht, wenn die Auswahl der Samenzelle durch
einen Arzt dazu dient, das Kind vor der Erkrankung an einer Muskeldystrophie
vom Typ Duchenne oder einer ahnlich schwerwiegenden
geschlechtsgebundenen Erbkrankheit zu bewahren, und die dem Kind
drohende Erkrankung von der nach Landesrecht zusténdigen Stelle als

entsprechend schwerwiegend anerkannt worden ist.
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§ 4 Eigenméchtige Befruchtung, eigenméachtige Embryoubertragung und
klinstliche Befruchtung nach dem Tode

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

1. es unternimmt, eine Eizelle kiinstlich zu befruchten, ohne dass die Frau,
deren Eizelle befruchtet wird, und der Mann, dessen Samenzelle fir die
Befruchtung verwendet wird, eingewilligt haben,

2. es unternimmt, auf eine Frau ohne deren Einwilligung einen Embryo zu
Ubertragen, oder

3. wissentlich eine Eizelle mit dem Samen eines Mannes nach dessen Tode

klUinstlich befruchtet.

(2) Nicht bestraft wird im Fall des Absatzes 1 Nr. 3 die Frau, bei der die

kinstliche Befruchtung vorgenommen wird.
§ 5 Kiinstliche Veranderung menschlicher Keimbahnzellen

(1) Wer die Erbinformation einer menschlichen Keimbahnzelle kinstlich
verandert, wird mit Freiheitsstrafe bis zu funf Jahren oder mit Geldstrafe

bestraft.

(2) Ebenso wird bestraft, wer eine menschliche Keimzelle mit kiinstlich

veranderter Erbinformation zur Befruchtung verwendet.

(3) Der Versuch ist strafbar.

(4) Absatz 1 findet keine Anwendung auf

1. eine kunstliche Veranderung der Erbinformation einer auBerhalb des
Kdérpers befindlichen Keimzelle, wenn ausgeschlossen ist, dass diese zur
Befruchtung verwendet wird,
2. eine kunstliche Veranderung der Erbinformation einer sonstigen
kérpereigenen Keimbahnzelle, die einer toten Leibesfrucht, einem
Menschen oder einem Verstorbenen entnommen worden ist, wenn
ausgeschlossen ist, dass

a) diese auf einen Embryo, Fétus oder Menschen Ubertragen wird oder

b) aus ihr eine Keimzelle entsteht,
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sowie
3. Impfungen, strahlen-, chemotherapeutische oder andere Behandlungen,
mit denen eine Veranderung der Erbinformation von Keimbahnzellen nicht

beabsichtigt ist.

§ 6 Klonen

(1) Wer kunstlich bewirkt, dass ein menschlicher Embryo mit der gleichen
Erbinformation wie ein anderer Embryo, ein Fétus, ein Mensch oder ein
Verstorbener entsteht, wird mit Freiheitsstrafe bis zu finf Jahren oder mit
Geldstrafe bestraft.

(2) Ebenso wird bestraft, wer einen in Absatz 1 bezeichneten Embryo auf eine
Frau Obertragt.

(3) Der Versuch ist strafbar.

§ 7 Chimaren- und Hybridbildung

(1) Wer es unternimmt,

1. Embryonen mit unterschiedlichen Erbinformationen unter Verwendung
mindestens eines menschlichen Embryos zu einem Zellverband zu

vereinigen,

2. mit einem menschlichen Embryo eine Zelle zu verbinden, die eine andere
Erbinformation als die Zellen des Embryos enthalt und sich mit diesem
weiter zu differenzieren vermag, oder

3. durch Befruchtung einer menschlichen Eizelle mit dem Samen eines

Tieres oder durch Befruchtung einer tierischen Eizelle mit dem Samen eines
Menschen einen differenzierungsfahigen Embryo zu erzeugen,

wird mit Freiheitsstrafe bis zu finf Jahren oder mit Geldstrafe bestraft.
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(2) Ebenso wird bestraft, wer es unternimmt,
1. einen durch eine Handlung nach Absatz 1 entstandenen Embryo auf
a) eine Frau oder
b) ein Tier
zu Ubertragen oder

2. einen menschlichen Embryo auf ein Tier zu Ubertragen.

§ 8 Begriffsbestimmung

(1) Als Embryo im Sinne dieses Gesetzes qilt bereits die befruchtete,
entwicklungsfahige menschliche Eizelle vom Zeitpunkt der Kernverschmelzung
an, ferner jede einem Embryo entnommene totipotente Zelle, die sich bei
Vorliegen der daflir erforderlichen weiteren Voraussetzungen zu teilen und zu

einem Individuum zu entwickeln vermag.

(2) In den ersten vierundzwanzig Stunden nach der Kernverschmelzung gilt die
befruchtete menschliche Eizelle als entwicklungsfahig, es sei denn, dass schon
vor Ablauf dieses Zeitraums festgestellt wird, dass sich diese nicht Gber das

Einzellstadium hinaus zu entwickeln vermag.

(3) Keimbahnzellen im Sinne dieses Gesetzes sind alle Zellen, die in einer Zell-
Linie von der befruchteten Eizelle bis zu den Ei- und Samenzellen des aus ihr
hervorgegangenen Menschen flhren, ferner die Eizelle vom Einbringen oder
Eindringen der Samenzelle an bis zu der mit der Kernverschmelzung

abgeschlossenen Befruchtung.

§ 9 Arztvorbehalt

Nur ein Arzt darf vornehmen:
1. die kiinstliche Befruchtung,
2. die Ubertragung eines menschlichen Embryos auf eine Frau,
3. die Konservierung eines menschlichen Embryos sowie einer
menschlichen Eizelle, in die bereits eine menschliche Samenzelle

eingedrungen oder kinstlich eingebracht worden ist.
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§ 10 Freiwillige Mitwirkung

Niemand ist verpflichtet, MaBnahmen der in § 9 bezeichneten Art vorzunehmen

oder an ihnen mitzuwirken.

§ 11 VerstoB gegen den Arztvorbehalt

(1) Wer, ohne Arzt zu sein,
1. entgegen § 9 Nr. 1 eine kinstliche Befruchtung vornimmt, oder
2. entgegen § 9 Nr. 2 einen menschlichen Embryo auf eine Frau Ubertragt,

wird mit Freiheitsstrafe bis zu einem Jahr oder mit Geldstrafe bestraft.

(2) Nicht bestraft werden im Fall des § 9 Nr. 1 die Frau, die eine kiinstliche
Insemination bei sich vornimmt, und der Mann, dessen Samen zu einer

kinstlichen Insemination verwendet wird.
§ 12 BuBgeldvorschriften

(1) Ordnungswidrig handelt, wer, ohne Arzt zu sein, entgegen § 9 Nr. 3 einen
menschlichen Embryo oder eine dort bezeichnete menschliche Eizelle

konserviert.

(2) Die Ordnungswidrigkeit kann mit einer GeldbuBe bis zu
zweitausendfinfhundert Euro geahndet werden.

FuBnote
§ 12 Abs. 2: IdF d. Art. 22 G v. 23.10.2001 | 2702 mWv 1.1.2002

§ 13 Inkrafttreten

Dieses Gesetz tritt am 1. Januar 1991 in Kraft.
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2. Nomenklatur und Normalwerte im Spermiogramm nach WHO-
Empfehlungen [1992]

2.1 Normalwerte im Spermiogramm

Ejakulatvolumen 22 ml

pH 7,2 bis 7,8

Konzentration Spermatozoen =20x10 %/ml

Morphologie > 30 % mit normaler Form
Motilitat = 50 % (Kategorie a + b) oder

= 25 % (Kategorie a)
Kategorie a schnelle und lineare progressive Beweglichkeit
Kategorie b langsame, trdge oder nicht-lineare progressive
Beweglichkeit

Kategorie ¢ nicht-progressive Beweglichkeit

Kategorie d Immotilitat
Vitalitat 275 %
Fruktose = 13 ymol/Ejakulat
Leukozyten < 1x10 ®/ml

2.2 Pathologische Befunde im Spermiogramm

Aspermie Kein Sperma

Hypospermie < 2 ml Sperma

Oligozoospermie < 20x10° Spermatozoen/ml oder < 40x10°
Spermatozoen im Ejakulat

Kryptozoospermie < 1x10° Spermatozoen/ml

Polyzoospermie > 250x10° Spermatozoen/ml

Azoospermie Keine Spermatozoen im Samen

Nekrozoospermie AusschlieBlich abgestorbene Spermatozoen

Asthenozoospermie Verminderte Beweglichkeit [< 25 % Kategorie a

oder < 50 % Kategorie a+b)]
Teratozoospermie < 30 % Spermatozoen mit normaler Morphologie
(strenge Kriterien)

Viskosipathie Stérung der Spermaverfliissigung
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3. Erhebungsboégen

Nr SPSS

Nr Patientenliste

ID (Initialen und Geburtsdatum)

Datum Punktion

Anamnese

Alter Patientin

Alter Ehemann

Dauer Kinderlosigkeit

GroBe (cm)

Gewicht (kg)

BMI

Raucherin (1=ja, 2=nein)

Hirsutismus, Hyperandrogenamie (1=ja, 2=nein)

Zyklus (1=Normo-, 2=0ligo, 2=Polymenorrhoe)

Vorbehandlung Hormonstimulationen (0-x)

Vorbehandlung Inseminationen (0-x)

Vorbehandlung IVF-Zyklen (0-x)

Vorbehandlung ICSI-Zyklen (0-x)

Vorbehandlung KET s (0-x)

Indikation Tubenfaktor (1=ja, 2=nein)

Indikation leichte andrologische Subfertilitat (1=ja, 2=nein)

Indikation schwere andrologische Subfertilitat (1=ja, 2=nein)

Indikation Endometriose (1=ja, 2=nein)

Indikation pathologischer Zyklus/PCOS (1=ja, 2=nein)

Indikation Sonstiges (1=ja, 2=nein)

Indikation idiopathische Sterilitat (1=ja, 2=nein)

Basale Hormonanalyse
FSH (mU/ml)

LH (mU/ml)

Ostradiol (pg/ml)

Progesteron (ng/ml)

Prolaktin (ng/ml)

Testosteron (pg/ml)

DHEAS (ng/ml)

17-OH-Progesteron (ng/dl)

Androstendion (ng/ml)

TSH basal (mU/ml)

Aktueller Zyklus Nr
IVF/ICSI (1=IVF, 2=ICSI)

E, Tag 6 (pg/ml)

E,vor HCG (pg/ml)

Stimulationsdauer (d)

Stimulationsart (1=HMG, 2=FSH)

Anzahl Ampullen

Downregulation (1=Agonist, 2=Antagonist)




Nativejakulat
PH

Volumen (ml)

Konzentration (Mio/ml)

Menge (Mio)

Leukozyten/Rundzellen (Mio/ml)

Bakterien/Detritus (0-3)

Motilitat a (%)

Motilitat b (%

Motilitat c (%

Motilitat d (%

)
)
)
(

Motilitat a+b (%)

Vitalitat (%)

Morphologie (%)

Aufgearbeitetes Ejakulat
Volumen (ml)

Konzentration (Mio/ml)

Menge (Mio)

Leukozyten/Rundzellen (Mio/ml)

Bakterien/Detritus (0-3)

Motilitat a+b (%)

Vitalitat (%)

Morphologie (%)

Eizellen

Anzahl gewonnener Cumuluskomplexe

Anzahl MII-Oozyten

Anzahl fertilisierter Eizellen

Fertilisationsrate (%)

Anzahl verworfener Eizellen

Anzahl kryokonservierter Eizellen

Anzahl Oozyten in Kultur

Kulturmedium (1=Vitrolife, 2=MediCult)

Embryonen
PN-Score

Embryo-Score

Anzahl Blastomeren

Embryo-Score nach Steer (Tag 3)

Blastozystenbeurteilung

Mittlerer PN-Score

Mittlerer Embryo-Score nach Steer (Tag 3)

Mittlere Blastozystenbeurteilung

Anzahl Blastozysten

Anzahl arrested embryos

Anzahl transferierter Embryonen

Transfertag

Schwangerschaft (1=ja, 2=nein)

Schwangerschaftsausgang (1=Einling, 2=Gemini, 3=Abort, 4=EU)
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4. Aufklarungsbogen

oro jﬂ DOKUMENT IERTE PATIENTENAUFKLARUNG

ICPM 270 bis U278

L4

 rotoryieron ek G| Basisinformation zum Aufklarungsgesprach
Patiertandatan/tufldabar
htrakorporale Befruchtung
VF; ICSI)
Vorschlag des Arztes 3. IVF mit

1. Stimula tie nshehandlung
[ Spritzen
O sonstige:

L. Eirellentnahme durch
[ ultraschallgesteverte Punkton durch die Scheide
a

4 Mikm-Insemina ion (ICSI)

O Krrokonservienng

U Eizellbehandlung durch

U chirwrgscher Samenzellmntnahme beim Meann
3 Polkirperhendiagno stk (PID)

4 Ubertragung der Embryonen

1 falls méglich 2
U wemgerals 3

tung (IVF, ICS1)?

Fir die extrakorporale Befruchtung werden den Eier-
sbcken - in der Regel nach hormoneller Stimula-
tionsbehandlung - Eizellen emtnommen (Follikel
punktion) und auberhalb des Korpers (extrakorpo-
ral) in einem Gefif {in vitro) mit dem vorbereiteten
Samen (Sperma) vermischt (In-Vitro-Fertilisation,
IVF). Im Idealfall kommt es zur Befruchtung einer
oder mehrerer Eizellen (Fertilisation) sowie zu deren
Weillerntwicklung zu einem oder mehreren Embryo-
nen (5. Abb. 1), Bei der Mikroinsemination (ICST)
werden unter dem Mikmskop jeweils einzelne Sa-
menfiden in je eine Eizelle eingebracht.

Mazrimal drei Embryonen werden anschlieffend in die
Gebtirmutter zuriickibertragen und kinnen sich dort
einnisten.

nn ist die IVF sinnvoll?
Muisgliche medizinische Grinde fir eine IVF-Be-
handlung  sind:

+ “Verschluss, Schidigung oder Fehlen beider Eileiter,
beispielsweise nach Entziindungen. Eileiterschwan-
gerschaften und Opemtionen (mbare Sterilitit;

sten Punkte zu dokumentieren.

+ Schiiden an anderen Crganen im kleinen Becken
der Frau durch Entziindungen. Verwachsungen
oder  Endometriose;

» erhebliche Einschrinkung der  Zeugungsfihig-
keit des Mannes durch zu geringe Zahl oder Qua-
litit der Samenzellen (ménnliche Subfertilitity:

« Machweis von Antiktrpern gegen Ei- oder Sa-
menzellen (immunologische Sterilitin;

+ nicht aufklirbare Ursache eines unerftllten Kin-
derwunsches (ungeklirte Sterilitiit).

Die extrakorporale Befruchtung bingt korperliche
und seelische Belastungen mit sich. die unterschied-
lich stark empfunden werden. Die Chance auf eine
Schwangerschaft besteht nur in den Monatszvklen
die behandelt werden. Andere Behandlungsmaf-
nahmen (zB. Operationen) konnten die Sterilitit
womiglich daverhaft beseitigen. Die IVF sollte des-
halb erst dann angewandt werden, wenn diese ande-
ren Behandlungsmethoden  bereits  ausgeschipft
oder von wvornherein ausgeschlossen sind

t es altemative Befruchtungs-
methoden?

In manchen Fillen kann die Befruchtung nach un-
ierstiftzenden  medizinischen Mallnahmen anch im
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Mutterleib (intrakorporal) stattfinden. Beim soge-
nannten  Intratubaren Gametentransfer beispiels-
weise werden die zuvor gewonnenen Eizellen und
die aufbereiteten Samenzellen auPerhalb des Kiwpers
in einer Kulturflissigkeit vermischt und dann noch vor
der Verschmelzung mit Hilfe eines dunnen Katheters
direkt in einen Eileiter eingesptilt Bei der Inseminati-
on tbertrigt die Arztinder Arzt zum Zeitpunkt des
Eisprungs speziell aufbereitete Samerzellen mit Hilfe
einer Spritze und eines diinnen Katheters direkt in die
Gebiirmutierhhle oder in die Eileiter. Falls eine dieser
Methoden in Threm Falle in Betracht kemmt, wind Thee
Amtindhr Arzt dies gesondert mit Thnen besprechen.

erfolgt die IVF?

Var der eigentlichen IVF-Belandlung ist es meist
sinmvoll, die  Eizell-Reifung  hormonell  anzuegen
{(hormonelle Stimuolation). Dadurch lassen sich die
Zahl der reifen Eizellen pro Behandlungszyvklus erhi-
hen und so die Behandlungsaussichten verbessern.
Fir die Simulation gibt es folgende Moglichkeiten:

» Behandlung mit Hormonspritzen (Gonadotropi-
ren): je nach Dosiemng ktmmen eine. mehrere
oder sehr viele Eizellen heranreifen. Die Spritzen

werden vom Stimulationsbeginn an {oft dem 2.

Zyklustag) tiglich verabreicht Um Stdmngen der

Stimulation  duch  unerwinschte  kirperei

Hormone zu verhindern, werden mejghast

o |

llen list sich die Behandlung mit
Hormontabletten  (Antidstrogenen)  oder  einer
Kombination aus Tabletten und Spritzen dumchfih-
men: auch bei der alleinigen Tablettenbehandlung
ist die gleichzeitige Reifing melrerer Eizellen
milih. Diese Methode wird meist angewsndt,
wenn eine Obermniifiz starke Reaktion der Eiersto-
cke vermieden werden soll;

« da Fraven sehr unterschiedlich auf die Stimuolati-
onsbehandlong  reagieren,  kann Thre  Arztindlhr
Arzt in Threm Fall auch ein Behandlungsverfah-
ren fir eforderlich halten, das im Avfklirungs-
blatt nicht besprochen ist. Darliber werden Sie je-
doch gesondert informiert.

Wihrend der Stmulation wird das Wachsen der Ei-
blischen, in denen sich die Eizellen befinden, meist
duch mehrere  Ultraschalmtersuchungen  kontrolliert.
Oft werden zusitzlich die Hormone im Blut be-
stimmt, damit Ruckschlisse auf den Forschdtt im
Reifeprozess der Eizellen gezogen werden kénnen.

Zeigen diese Untersuchungen nach emwa 11 Tagen,
dass die Entwicklung der Eizellen ausreichend ist, so
beendet man ihre Reifung durch die Injektion eines
weiteren Hormons (HCG). Die entsprechende  Sprit-
ze wird der Patientin in der Regel abends oder nachts
verabreicht, damit die Eizellentnahme am Vormittag
des tberriichsten Tages durchgefuhrt werden kann.
Die Eizellgewinnung erfolgt heute in der Regel am-
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bulant durch uwltraschallzestenerte Punktion  in
Kurznarkose oder Regionalandsthesie. Dazn fohet
die Arztinder Arzt eine Ultraschallsonde in die
Scheide ein, mit deren Hilfe sich die Eiblischen ge-
nau lokalisieren lassen. Dann werden die Eiblischen
mit einer Nadel durch Scheidenwand und Bauchfell
punktiert und die Eizellen abgesaugt Die
Ultraschallpunktion ist auf Wunsch avch ohne Mar-
kose nur mit einer Beruhigungs- undioder Schmerz-
spritze  miglich.

In seltenen Fillen kann es sinnvoll erscheinen. die
Eizellen im Rahmen einer Bauchspiegelung zu ent-
nehmen (laparoskopische Punktion). Sollte  dieses
Verfahren bel Thoen angezeigt sein, klirt Sie die be-
handelnde Arztin‘der Arst pesondert dartber auf.

F nfachte schematische Darstellung

Prinzip der in-vitro-Ferilisation

oder 1G5

Zusammanbringan
dar Eizellan mit dam
mannlichan Saman
in einem Gefal

Eirfrigren

i53,0

FPronuklauszallan

Auftaven

Waitareriwicklung
zum Embryo

Embryc-Trarsfer

Abb. 1
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Am Tag der Eizellentnahme wird eine Samenprobe
des (Ehe-\Mannes benttipt. Die Gewinmng kann
im IVF-Zentrum oder m Hanse edolgen. Uber den
genauen Ablanf und die notwendigen Formalititen
(z.B. ob Sie einen Personalausweis mitbringen miuls-
sen) informieren Sie Thre ArztinThr Arzt oder das zu-
stindige Laborpersonal. Die Samenprobe wird dann
im Labor fur die IVF vorbereitet (2B, durch Abtren-
nung  der befruchtungsfihigen Spermien won den
fibrigen Bestandteilen des Ejakulates).

Die reifen Eizellen werden in einem speziellen Ge-
fill mit den Spermien gemischt und in einer Mahrlo-
sung in einen Brutschrank gestell. Am  niichsten
Tag dberprift das Laborpersonal, ob sich in den Ei-
zellen je ein weiblicher und minnlicher Vorkem
(Pronuklens) gebildet haben und damit die eigentli-
che Befruuchtung (Versinigung des Erbgutes) unmit-
telbar bevorsteht In diesem Stadium ktnnen ggf.
tberzihlige Pronukleuszellen  eingefroren  (kryo-
konserviert) wund fir  einen  newen  Behand
lungsversuch aufbewahrt werden. Auvsgewihle Pro-
nuklenszellen verbleiben in der Mihrldsung, entwik-
keln sich im Idealfall zu Embryonen und werden in
die Gebirmutter ubertragen.

Dieser Embryonentrarmsfer erfolgt meist zwei Tage
nach der Eizellentnahme mit Hilfe eines dinnen.
biegsamen Plagikschlauches, der durch den MMutter-
mund eingefihrt wird (Abb. 1). Di

P

sind maglich?

Wenn die Sperma-Cualitit sehr gering ist. oder es
den Samenfiden aus anderen Grinden nicht gelingt,
eine Befruchtung herbeizufuhen, ktnnen zustitzli-
che MaBnahmen nttip werden Auch wiederholte
Fehlversuche oder bestimmte genetische Konstella-
tionen ktnnen eine Erweiterung der Therapie erfor-
dern. Folgende MaBnahmen sind moglich:

« eine Mikro-Insemination, wobei die Spermien
unter mikroskopischer Sicht direkt in die Eizelle
eingebracht werden (s. Abb. 2). Das Erbgut von
Ei- und Samenzellen bleibt dabei unbertihrt. Die-
s Methode wird als  intrazytoplasmatische
Spermieninjektion  (ICS0 bezeichnet.

« eine Fizellbehandlung {Assisted hatching), wo-
bei die Eihaut verdinnt wird

¢ eine erweiterte Embryokultur, wobei die Em-
bryonen linger als zwei Tage im Brutschrank
wachsen, bevor sie in einem miyglichst reifen Sta-
divm tbertragen werden.

+ eine Priimplantationsdiagnostik (PID} durch
Analyse der Polkorperchen der Eizellen., die
eine Reihe genetischer Defekte der Eizellen
nachweisen kann. Wenn in [hrem Fall eine PID
sinnvoll erscheint wird Sie Thre ArztinThr Arzt
nidher dartiber informieren.
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Liegen extrem wenige, gar keine oder zu wenige leben-
de Spermien in der Samenspende vor, 50 kann eine ope-
rative Samenzellentnahme sinovoll werden. Sollie diese
MaPnahme in Threm Fall in Betracht pezogen werden,
so werden Sie darllber gesondert aufgeklirt.

welchen Risiken/Problemen ist
bei der IVF zu rechnen?

Hormonelle Stimulation

+ Bei der Behandlung mit Hormonspritzen it - je
mch Desiemung und Veranlagung - eine erhebliche
Nererifenong  der Fiersttcke anf, die zn stadken
Banchschmerzen fithen kann  Zuositzlich  sind
Wasseransammlungen im Bauch (Aszites) und in
der Lunge (Pleumergiisse) moglich. Die Wassemn-
sammbmgen haben hiufip Atemnot und Ubelkeit zur
Folge. Eine ebenfalls mégliche .Blutverdickung*
eththt das Thrombose- bzw. Embolierisiko (w1,
lebensgefibrlicher Verschluss von Blutgefilien).
Diess DMebenwirkungen werden als  Uber-
stimulationssyndrom bezeichnet. Sie  lassen sich
in der Regel medizinisch gut beherrschen. Meist

ist Jadcuch eine stationtire Behand]ung erforder-

lich. und
treten e
ierstticke kann
ormonelle Stimu-

miss die Sti-

Hung drohenden
A ahgehmchen werden:

Behandlung mit Hormontabletten  (Anti-

datogenen) und GnRH-Analoga bzw., -Antago-

misten fihrt gelegentlich v weitgehend harmlo-

sen Mebenwirkungen wie z.B. Hitzewallunen,
Kopfschmerzen,  Wallegefohl.  schmerzhaftem

Ziehen im Unterbauch oder Eiemstockzysten. Die-
se Symptome bedirfen keiner besonderen Be-
handlong. Uberstimulation ist sehr selten;

+  miglicherweise kann es zu Langzeitfolgen der hor-
monellen  Stimulationsbehandlung (2B, Tumor-
leiden) kommen. Es existieren zur Zeit jedoch

keine gesicherten Erkenntnisse dariiber, ob Er-

krankungen in spiteren Jahren anf die Stimulati-
onsbehandlung zurtick zo filbren  sind;

Mikroinsemination ( [CSI-Methode)

Eizellflissig keit
Fhltﬁrpemben {Zytoplasma)

.

Spermien-
einfiihrende
Pipetie



Eizellge winnung

Nerletzungen innerer Organe (2B. Darm. Bluge-
fifle, Harnwege) durch die Purktionsnadel bei der
Eizellentnahme; das Verletzungsrisiko ist erhtht
bei ungiinstigen anatomnischen Bedingungen., wvor
allem nach Voroperationen mit Verwachsungen:

stirkere Blutingen duch Verletzungen withrend

der Punktion; sie werden meist sofort erkannt und
betandelt. Unter Umstinden kann eine Thertra-

“bestandieilen erforderlich werden.
Eire Ubertragung von Fremdblut kann sehr selten
#n Infektionen, zB. mit Hepatitis-Viren (Folge: Le-
berentzimdung) oder extrem selten mit HIV (Spit
folge AIDS) fuhren. Eine Eigenbluispende ist in
a]]er Regel jedoch nicht notwendig:

ond Blulerplisse  auf

Grund von Vedetzungen milssen meist nicht zu-
sitzlich behandelt werden;

durch Verschluss oder
Schidigung von Blutgefifen sind sehr selten. Sie
ktrnen extrem selten - auch noch lEingere Zeit
nach dem Eingriff - zum Absterben von Gewebe
(z.B. Haut) oder Organen (z.B. Darm) fihren:

sehr selten Iofektionen durch die Eizellentnahme
oder die Embryonen-Ubertragung, z.B. eine Keim-
Jerschleppung in die Blotbabn (Bakteriimie) b:s hin

zr Blubvergifiong (Sepsis), die eine j
zinischen Behandlun d nd

fithet  zur
psvchosezue

B Smrmgen r Fﬂ]ge haben;

Embryonentransfer und Schwangerschafi

anch beim Embryonentransfer in die Gebiirmutter
kann es in sehr seltenen Fillen zo einer Infektion
mit den oben genannten Folgen kommen:

nach einem Embryonentransfer kommt es gele-
gentlich zu  einer Eileiterschwangerschait.  die
operativ entfernt werden muss; insgesamt ist die-
ses Risiko etwas grofler als bel einer normalen
Schwangerschaft

sehr selten treten nach der Ubertragung der Em-
bryonen auf, die
jedoch medikamentts  behandelt  werden  und/
oder nach einiger Zeit von selbst verschwinden
ktinnen;

j& nach dem, wie viele Embryonen ubertragen
weren, sich einnisten und weiter entwickeln,
kann es nach IVF-Behandlung vermehrt zu ei-
ner Melrlingssc = kommen! Damit
verbunden  ktnnen  Schwangerschaftskomplikati-
onen auftreten, die gef. eine stationire Uberwa-
chung undfoder Behandlung dber lange Zeit er-
forderlich mac hen. Bei hihergradigen
Mehrlingsschwangerschaften Drillinge und
mehr) kann  auch eine Erihgeburt statfinden.
Moglicherweise ist  auch die EKrankheitsan-
Lilligkeit und Sterblichkeit der Kinder echoht.
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Schwmgerschafien nach IVF mit nur einem Kind unter-
scheiden sich in ihen Risiken unwesentlich von ..nor-
malen” Schwangerschaften. So liegt die Rate an Fehlge-
burten etwas haher Bei den Kindern wumde bisher kein
vermehrtes  Auftreten von Fehlbildungen beobachtet
Bei Schwangerschafien nach ICSI sind die Untersu-
chungen dariber, ob es vermehrt zo Stérungen im
Erbput der Kinder kommt, noch nicht endgtiltip ab-
peschlossen. Mach den Wsher vorliegenden Erkennt-
nissen ist es jedoch nicht auszuschlieBen, dass El-
tern, deren Sterilitit penetisch bedingt ist diese auf
ihre Kinder vererben.

Allgemeine Behandlungsrisken

Meben den speziellen Risiken und Problemen der in-

vitro-Fertilisation existieren noch allgemeine Risi-

ken, die jeder medizinischen Behandlung anhaften.

Zu nennen sind:

+ selten beeintichtigte Atemfunktion s hin zum
Atemstillstand. sehr selten Herz- Kreislaufstérn-
gen. inshesondere bei der Gabe wvon Beruhigungs-
iSchmerzmitteln oder als sdwere allergische Re

aldion auf eingespritzte Medikamente. Sttrungen

dieser Art erfordern eine 1ntensﬂmedmmsche Be-

handlurg und kﬁnnen e

endig werdende Behand]urgsmaﬁ-
nahmen ktmnen sofort eingeleitet werden:

sehr selten Komplikationen wie z.B. Haut- und
Weichteilschiiden  (Spritzenabszess,  Absterben
von Gewebe, Nerven- und Venenreizungen) in-
folge von Einspritzungen undfoder Verletmungen
durch Lagerung vor, wihrend oder nach der
Eizellentnahmefdem Embyonentransfer.  Solche
Komplikationen verschwinden meist nach eini-
ger Zeit von selbst brw. sind got behandelbar. In
ungtinstigen Fillen kénnen sie jedoch auch lang-
andavernde oder daverhafte Beschwerden (Mar-
ben, schmerzhafte Missempfindungen, Taub-
heitsgefuhl) zur Folge haben:

+ Bildung von Blugerionseln in Venen (Thrombo-
sen), die w.U. in lebenswichtige Organe verschleppt
werden mnd einen Verschiuss von Bluteefifen (Em-
balie) verursachen (zB. Lungenembaolie, Schlagan-
fall). Dies kam #u lebensbedrohlichen Zustinden
und Organschiden  durch  mangelnde  Durchblu-
tung fihren Das Thromboembolie-Risiko  erhdht
sich bei langer Bettligerigkeit. Sofern Medikamente
zur Beeinflussung  der  Blutgerinnung  verabreicht
werden (Thromboseprophylaxe) ktnnen diese zn
vemehrien Machblumngen  fiihren.

sind die Erfolgsaussichten?

Ein Erfdg der IVF kann trotz sachgemiBer Durch-
fihrung der Behandlung nicht garantiert werden. Er
ist auch sehr stark vom Alter der Fran, den Ursachen
der KEinderlosigkeit und der gewihlten Behand-
lungsform  abhiingig.

v



Unter nattrlichen Bedingungen liegt die Wahr-
scheinlichkeit eimer Schwangerschaft fur  jeden
Menstruationszyklus bei emwa 25%. Auch mit dem
Embryonentransfer kann diese Rate erreicht werden,
wenn mehere Embryonen Ubertragen werden. Die-
se Schwangerschaften tmgen - vor allem in den er-
sten drei Monaten - ein etwas eththtes Risiko for ei-
nen Abgang.

Mach den Daten des Deutschen IVF Registers enden
etwa 10 % aller Embryotransfers mit der Geburt ei-

nes Kindes. Allerdings sinkt die Erfolgsrate sehr
stark mit dem Alter der Fran.

’setzlic:he Bestimmungen

Mach dem Embryonenschutzgesetz darf nur eine be-
grenzte Anzahl von Embryonen erzengt werden, um
z vermeiden. dass therzihlige entwicklungsfihige
Embryonen entstehen. Im Rahmen der Behandlung
diirfen  hichstens  drei, zor  Vermeidung  von
Mehrlingsschwangerschaften  sollten aber in der
Reged maximal zwei entwicklungsfihize Embryo-
nen transferiert werden.

Promuklevszellen fallen allerdines nicht unter diese
Bestimmungen. Sie dufen eingefmoren (Kryokon
servierung) und zu einem spiteren Zeitpunkt anfge-
taut und Obertragen werden. Dieses Vo,
Vorteile fir die Patientin_habe i
Behandlungsvers
s0Wie 5

ehandlung ur
der bei Paaren, die in einer
bensgemeinschaft leben. durchgefuhrt
wenlen. Ausnahmen sind nach Gerehmigung durch
die zustindige Landestrztekammer aber moglich.

Die Kosten fir eine normale IVF-Behandlung wnd
anch eine ICSI-Therapie werden unter bestimmten
Voranssetzungen von den Krankenkassen erstattet.
In manchen Fillen (zB. wenn der Katalog Threr
Krankenkasse die ICSI-Behandlung nicht vorsieht
oder wenn beide Partner in verschiedenen Kassen
versichert sind) ist es jedoch ratsam, vorab mit der
Krankenkasse zu sprechen und sich eine Kosten-
tbernahme schriftlich zusichern zu lassen.
Zusiitzliche Behandlungsmalnahmen (zB. Kryokon-
servierung,  Eizellbehandlung) tragen die Kranken-
kassen nicht. Falls Sie diese MabBnahmen dennoch
wilrschen, kommen Kosten auf Sie zu. Uber deren
Hthe Sie Thre Arztin/'Thr Arzt informiert

Da sich die Bestimmungen hivfig dndern, sollten Sie
sich in jedem Fall vor Behandlongsbeginn bei Threr
Krankenkasse/Beihilfestell:  genau  informieren.

s ist besonders zu beachten?

Sprechen Sie vor der Behandlung mit Threr Arztindh
rem Arzt dartiber, ob es sinnvall ist, bei beiden (Ehe-)
Partnern eine Untersuchung zum Auvsschluss einer
evt  vorhandenen Chromosomenstimung  durchau-
fuhren. Eine Verpflichtung zu dieser Untersuchung
besteht jedoch nicht.
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hchtige Fragen,

Die IVF-Behandlung efordert hinfize und zeitlich
aufeimander abgestimmie Arzthesuche. Beachten Sie
die Amweisungen Ther ArtinThes Arztes diesbeziip-
lich gemuo, um die Edfoleschancen Threr Behandlung
nicht zu reduzieren. So sollten Sie z.B. fir die Hormon-
spritzen plnktlich zur veminbarten Zeit erscheinen.
Auch die von Threr Artzindhrem Arst empfohlenen
Verhaltensregeln fur die Zeit nach bestimmten Ein-
griffen  (zB. ktwperliche Schonung wihrend der
hormonellen  Stimulaion  oder  nach  der
Eizellentnahme  bzw., Embryotbertragung)  missen
exakt eingehalten werden.

Mach einer Narkose, einer Beruhbigungs- oder
Schmerzspritee oder nach Regionalandsthesie dir-
fen Sie 24 Stunden lang nicht aktiv am Strallenver-
kehr teilnehmen. keire wichtigen Entscheidungen
treffen und nicht an gefilrlichen Maschinen arbeiten.

Fgen zum Aufklarungsgesprach

Im Aufklirngsgesprich sollten Sie nach allem fra-
gen, was Thnen wichti oder noch unklar erscheint.
Hier haben Sie die Moglichkeit. Thre Fragen zo notie-
ren, damit Sie diese beim Gespriich nicht vergessen.

die Sie sorgliltiz beantworten sollten, um Gefah-
renquellen rechtzitg edennen und spezielle Ris-
ken in Ihrem Fall besser abschitzen zu kinnen:

L. Sind Stirungen des Stoffwechsels
{z.B. Diabetes) oder wichtiger
Organe (Gefifle, Herz, Mieren,
Leber, Lungen, Schilddriise,
Mervensystem)  bekannt?

2. Besteht eine akute/chronische
Infekiionskrankheit (zB. Hepatitis, HIV/AIDS)
oder ein anderes schwerwiegendes
chronisches Leiden (zB. griner Star,

Epilepsie, Lihmungen)? O nein dja

3. Begeht eine Allergie/Uberempfindlichkeit
(z.B. Asthma, Heuschnupfen oder pegen
Medikamente, Pflaster, Latex, Mahrungs-
mittel, drtliche Betiubungsmittel)? O nein O ja

4. Begeht eine Bluterkrankung/
erhithte Blutungsneigung (zB. hiufiges
Masenbluten, Meigung zu
Bluterghssen oder blaven Flecken)?d nein Oja

Qnein dja

5. Kam es zur Bildung/Verschleppung
von Blutgerinnseln (Thrombose,
Em bolien)? Onein Qja

6. Mehmen Sie regelmibig Medika-
mente ein (z.B. Herz-, Schmerz-,
blutdrucksenkende oder  blutgerin-



po [
=TT

nunghemmende Mittel wie har-

comar oder Aspirin, Homone)?  Qoein dja
Wenn ja, welche?

7. Rauchen Sie Zigaretten? Qdnein Qja
Wenn ja, wieviele pro Tag?

8. Trinken Sie Alkohol? Onein Oja

Wenn ja. was und wieviel pro Tag?

Vlliche Anmerkungen zum Auf-
klarungsgesprach
(B individoele Reiken msitzhche Informationswinsche,

Beshifinkunghinschtlich der Zahlderzubefruc htenden Emelen,
Abwandung der Methodk, Beschrinkung der Biowilligong =B,
hinziz htlich der Blutibertragung

DOKUMENTIERTE PATIENTENAUFKLARUNG
Extrakomporale Befruchtung

Fwilligungseﬂdéinng

Uber die vorgeschlagene Behandlungsmethods so-
wie evtl. erforderliche Erweiterungen wurden wir in
einem Aufklirongsgesprich  mit

Fran/Herrn Dir.

ausfilbrlich informiert. Dabei konnten wir simtliche
uns wichtiz emscheinenden Fragen stellen die Art
und Bedeutung der Behandlung, speziells Risiken
und mogliche Komplikationen sowie Meben- und
Folgesingriffe (z.B. Bluttransfusion) und deren spe-
zifische Risiken betreffen.

Wir haben Keine weiteren Fragen, fohlen ons aus-
reichend aufgeklirt vod wilnschen die uns vorge-
schlagene Behandlingsmethode sowie alle dazn er-
forderlichen  Untersuchungen wnd Mebeneingniffe.
Mit einer wihrend der Behandlung notwendig wer-
denden Andeming undfoder Erweiterung des  ur-
spriinglich  abgesprochens sind  wir

VRN dnis  be-
notwendi-

Cizellreifung soll durch
Stimulationsverfahren  angeregt werden:

0 Behandlung mit Spritzen (Gonadotropinen)
] Sonstige  Verfahren:

Im Rahmen der IVF sind folgende Zusatz-
maltnahmen erwtnscht. Die entstebenden  Kosten
werden wir gof. selbst tragen.

O Mikro-Inszmination (ICSI)

1 Eizellbehandlung

d Kryokonservierung

O verldngerte  Embryokuliur

O Polktrperhemmlytik  (PID)

1 sonstiges:

Es sollen (Anzahl der erwlnschten Embryonen)

O mur ein

0 maximal zwei

0 falls méglich drei
Embryonen transferiert werden.

folgendes

Ort/Datum/Uhrzeit

Unterschrift der Arztin/des Arzies

OrtDratum/ Thzeit

Unterschrift der (Ehe-iFrau

Unterschrift des (Ehe-MMannes

v
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Universiats-Frauenklinik Wirzburg

MERKBLATT ZUR.BEHANDLUNG MIT HORMONEN WEGEN KINDERWUNSCHES

»

- Dieses Merkblatt soll Sie fiir die geplante Behandlung mit Hormonen zur Ovulations-
auslosung informieren. Selbstverstdndlich haben Sie dariiber h[naus die Gelegenheit,
alle Sie interessierenden Fragen zu stellen.

Medikament. Vorgesehen ist eine Gabe von taglichen Injektionen des Prépara-
L= O OO R subkutan/intramuskuldr. Die subkutanen Injektionen
kdénnen von lhnen selbst, die intramuskuldren Gaben sollen nur von ausgebildetem
medizinischem Personal vorgenommen werden.

Erfolgsaussicht. Die Chance auf den Eintritt einer Schwangerschaft betrigt im Durch-
schnitt etwa 15 - 25 % pro Zyklus. lhre individuelle Erfolgsaussicht hingt aber von
zahlreichen weiteren Faktoren ab, wie Art der zugrundeliegenden Stérung, Durch-
gangigkeit der Eileiter, Zeugungsfahigkeit lhres Ehemannes usw. Das Risiko einer
Fehlgeburt dirfte etwa 20 - 25 % betragen.

Risiken. Durch die Stimulation kann es zu einer VergréRerung der Elerstocke mit
Zystenbildung kommen (sog. Uberstimulation) sowie zu Beschwerden wie Umfangs-
zunahme des Bauches oder Schmerzen. In schweren Fillen ist eine stationdre .

‘Behandlung mit Infusionen und Gabe von schmerzlindemden und gerinnungshem-
menden Medikamenten erforderlich. In der Regel ist eine abwartende Therapie der
Uberstimulation ausreichend; das Krankheitsbild verschwindet von selbst ‘in einigen
Wochen. Selten kann eine Punktion eines Ergusses notwendig sein.

- Durch die Auslésung mehrfacher Eispriinge besteht dariiber hinaus ein etwas erhéhtes
Risiko flir den Eintritt einer Mehrlmgsschwangerschaft Dieses Risiko hangt von einer -
Reihe individueller Faktoren ab, wie der Zahl und GréRe der Eiblaschen und dem Ver-
lauf des Stimulationszyklus, aber auch von lhrer Vorgeschichte und VVorbefunden.
Zyklusiiberwachung. Wir sind bestrebt, durch mehrmalige Kontrollen des Zyklus nicht
nur den Tag des Eisprunges méglichst genau vorherzusagen, sondern auch das Risiko
einer Uberstimulation oderiner Mehrlrngsschwangerschaﬁ méglichst gering zu halten.
Diese Kontrollen umfassen in der Regel eine vaginale Sonographie der Eierstocke
sowie die Bestimmung von Hormonen im Blut. Fiir den Fall der Ausbildung zu vieler
Eisblaschen besteht die Alternative in einem Abbruch des Zyklus unter Verzicht auf
einen Verkehr wéhrend dieser Tage, so daB sowohl eine Uberstimulation als auch der
Eintritt einer Mehrlingsschwangerschaft verhindert werden.

Es ist von groBer Wichtigkeit, daR Sie sich an den vereinbarten Tagen zu dlesen g
~Zykluskentrollen in unserer Sprechstunde vorstellen. :

Einverstindniserkfirung. Nach Lektire dieses Merkblattes,~ nach ausreichender
Bedenkzeit und nach Beantwortung aller Sie interessierenden Fragen erklaren Sie
hiermit lhr Einverstandnis zur der geplanten Hormonbehandlung.

. Wilrzburg, den ......cooooven

(Patientiny (Arzt)
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8. Abklirzungen:

Abb.
CO,
COC
DHEAS
E-
EDTA
ESchG
FR
FSH
HCG
HCI
HEPES
HMG
HSA
ICM
ICSI

IE

IVF
KET
LH

Mil

ns

PN
PCOS
PVP
SSR
Tab.
TE
TSH

VS.

Abbildung

Kohlenstoffdioxid

Cumulus Oozyzten Komplex
Dehydroepiandrosteronsulfat

Ostradiol

Ethylendiamintetraessigsaure
Embryonenschutzgesetz
Fertilisationsrate
Follikel-stimulierendes Hormon
Humanes Choriongonadotropin
Salzsdure
Hydroxyethylpiperazinethansulfonsaure
Humanes menopausales Gonadotropin
Humanes Serum Albumin

Innere Zellmasse
Intrazytoplasmatische Spermieninjektion
Internationale Einheiten
In-vitro-Fertilisation
Kryo-Embryotransfer

Luteinisierendes Hormon

Metaphase Il

nicht signifikant

Pronukleus

Syndrom der polyzystischen Ovarien
Polyvinylpyrrolidon
Schwangerschaftsrate

Tabelle

Trophektoderm
Thyreoideastimulierendes Hormon

Versus
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