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2 Einleitung

2.1 Einfuhrung in die Thematik der Polkorperdiagnostik

Die Zahl der ungewollt kinderlosen Paare ist ein zunehmendes Problem unserer
Gesdllschaft geworden. In Europa liegt die Zahl des unerfullten Kinderwunsches der zeit bei
circa 15 %. Auf Deutschland bezogen bleiben somit mehr als zwel Millionen Paare
inner halb eines Jahres kinderlos (Diedrich, 2003).

Die Grunde fur eine ungewollte Kinderlosigkeit sind vielféltig und verteilen sich zu jeweils
40 % auf Mann und Frau.

Stérungen der weiblichen Fertilitat kdnnen Storungen im hypothalamisch-hypophysaren
Regelkreis, ovariell, tubar, uterin, zervikal und vaginal, aber auch psychisch und
extragenital bedingt sein. Als haufigste hormonelle, funktionelle und organische Ursachen
sind hier der Eileterverschluss, die Funktionsstorung der Eierstocke, die Endometriose,
Myome und Gebar mutterfehlbildungen zu erwéhnen (Breckwoldt und Keck, 2001).

Die mannliche Infertilitét kann auf Stérungen im hypothalamisch-hypophysédren Regelkreis
und primérer Schadigung der Hoden mit Beeinflussung der Sper mienproduktion beruhen;
des Weiteren kommen Transportstoérungen im Bereich der Samenwege, immunologische
Sterilitat in Form von Spermatozoenantikorpern, sowie psychische und extragenitale
Ursachen in Frage (Breckwoldt und Keck, 2001).

Bel etwa 10 % der kinderlosen Paareist die Ursache bei beiden Partnern gleichermalfien zu
finden. Stérungen der Interaktion in der Partnerschaft, Antikorper gegen Spermien,
gestorte Samenzell-Eizell-Interaktion und Stérungen in der Embryonalentwicklung kénnen
hierfir maf3gebend sein.

Bel der idiopathischen Sterilitat (10 %) lassen sich trotz intensiver Untersuchungen und
Nachforschungen, weder beim Mann noch bei der Frau, Erklarungen fur die ungewollte
Kinderlosigkeit finden.

Neben den bereits erwahnten organischen, immunologischen und biologischen Ursachen
konnen psychische Aspekte, Umweltbelastungen, Stress, Rauchen und ungesunde
Ernahrung die Fruchtbarkeit beeintrachtigen.

Nicht zu vernachlassigen ist die Rolle der gesellschaftlichen Entwicklung.



Durch die verbesserte M oglichkeit zur Verhitung entscheiden sich heutzutage viele Frauen
erst fur eine berufliche Karriere und in einem hoéheren Alter fur die Planung einer
Familiengrindung (Griesinger et al., 2004).

Die Wahrscheinlichkeit auf nattrlichem Wege schwanger zu werden betragt selbst unter
optimalen Bedingungen nur ca. 20 % pro Monatszyklus.

Die Aussichten fur ein Paar durch eine medizinische Behandlung ein Kind zu bekommen,
hangt von der Schwere der Fertilitatsstorung, dem Alter der Frau und der
Behandlungsmethode ab.

Die derzeitigen Behandlungsmethoden variieren und koénnen im Einzelfall von ener
hormonellen Stimulation bis zur kinstlichen Befruchtung reichen. Dennoch kann der
Halfte aller Paare mit einem Sterilitatsproblem durch medizinische MalRnahmen geholfen
wer den.

Insbesondere der Fortschritt in den Methoden der assistierten Reproduktion der In-Vitro-
Fertilisation (IVF) und der intracytoplasmatischen Spermieninjektion (ICSl) — hat in den
letzten Jahren zu einer entscheidenden Erfolgsver besser ung beigetragen.

Mit dem Einsatz der genetischen Diagnostik  (Préimplantationsdiagnostik,
Prakonzeptionsdiagnostik), im Rahmen einer MalRnahme der assistierten Reproduktion,

kann die Erfolgsrate der kiinstlichen Befruchtung gegebenenfalls weiter erhoht werden.

2.2 Assistierte Reproduktion (IVF und ICSI)

Die In-Vitro-Fertilisation und die intracytoplasmatische Sper mieninjektion sind Methoden
der assistierten Reproduktion.

Die grundlegenden Ziele einer kiinstlichen Befruchtung sind zum einen die Steigerung von
Schwanger schaftsraten und zum anderen die Reduktion von Mehrlingsgeburten und
Fehlgeburten.

Urspringlich wurde die In-Vitro-Fertilisation mit nachfolgendem Embryotransfer fur
Patientinnen mit verschlossenen Eileitern (tubarer Sterilitat) entwickelt. Heutzutage wird
sie ebenfalls bei mittelschweren mannlichen Fertilitatsstorungen, bei Endometriose und bei
idiopathischer Sterilitat eingesetzt.

Die Methode der extrakorporalen Befruchtung, das heif3t die Vereinigung von Eizelle und

Samenzelleim Reagenzglas, ist heute ein gesellschaftlich akzeptiertes Verfahren. Dabel



wird nach Aufbereitung des Ejakulats (Swim-up-Verfahren) die Insemination mit rund
50.000 Sper matozoen dur chgefiihrt.

Ein mannlicher und weiblicher Vorkern bilden sich innerhalb von 16 bis 18 Stunden nach
Eindringen des Spermiumsin die Eizelle. In diesem so genannten Vorkernstadium sind die
mitterlichen und vaterlichen Erbinformationen noch nicht verschmolzen, sie liegen
getrennt vor. Von einer Zygote spricht man, wenn nach der Befruchtung der Eizelle durch
eine Samenzelle, die Vorkerne (mit einem haploiden Chromsomensatz) miteinander
verschmelzen (diploider Chromsomensatz). Sie ist das Ausgangsstadium der gesamten
Embryonalentwicklung.

Eine erfolgreiche Insemination wird definiert als Vorhandensein von zwei Vorkernen sowie

zwel Polkorpern.

Biologie der Polkorper

* Bildung der Polkorper

a)— Y
o

Der diploide Chromosomensatz der Eizelle wird vor der Ovualtion, nachdem die Reifeteilung 1
vollendet ist, auf die Halfte reduziert (haploider Chromosomensatz). Die eine Ha fte des
Chromosomensatzes verbleibt in der Eizelle, die andere Halfte des Chromosomensatzes wird
unter der Bildung des ersten Polkorpers aus dem Zytoplasma geschleust.

Nach dem Eindringen des Spermiumsin die Eizelle spalten sich die Chromosomen in zwel
Chromatiden auf, wobei ein Chromatidensatz unter Bildung des zweiten Polkorpers wiederum
ausgeschleust wird. Die Zahl der Chromosomen, sowie die Zahl der Chromatiden sind nun in der
Eizelle und im Polkdrper gleich, vorausgesetzt die Reifeteilung 1 und 2 sind regelrecht
abgelaufen. Da die Polkdrper erwiesenermal3en keine Bedeutung fur die embryonale Entwicklung
haben, stehen siein unserem Fall der Diagnostik zur Verfigung.

Die fluoreszenzmarkierten Bilder stellen die sogenannte FISH Untersuchung dar.

Die jewells beiden gleichfarbigen, aufleuchtenden Areale stellen den ersten geteilten Polkdrper
dar. Die gelben Signale zeigen das Chromosom X, die griinen Signale lassen das Chromosom 21
erkennen und die roten Signale spiegeln das Chromosom 13 wieder.

Abbildung 1.
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Nach Vorschriften des Embryonenschutzgesetzes (EschG) dirfen nur maximal drei
Vorkernstadien weiter kultiviert und transferiert werden. Die restlichen Vorkernstadien
missen vor der Befruchtung, also vor der Verschmelzung der Vorkerne, kryokonserviert
werden (EschG, 1990). Das Embryonenschutzgesetz unter sagt somit die Befruchtung von
mehr Eizellen als innerhalb eines Behandlungszyklus Ubertragen werden sollen 81(1)5,
wobei , Befruchtung® als Verschmelzung der Vorkerne definiert wird.

1978 wurde der erste Erfolg dieser Methode mit der Geburt von Louise Brown in England
ver bucht (Felberbaum, 2003).

In Deutschland wurde die IVF-Methode erstmals 1982 von fiinf Zentren angeboten. Die
damalig dokumentierte Anzahl von Behandlungszyklen betrug 742

(Deutsches | VF-Register, 2003).

Im Jahr 2002 haben 114 deutsche Zentren die In-Vitro-Fertilisation angeboten und 28.058
durchfiihren kénnen (Deutsches | VF-Register, 2003). Im Vergleich zum Jahr 1982 ist dies
eine Steigerung um den Faktor 37,8.

Die intracytoplasmatische Spermieninjektion (ICSl) ist eine neuere, seit 1992 beim
Menschen eingesetzte Weiterentwicklung der 1VF-Methode, bel welcher eine einzige
Samenzelle mit einer Mikronadel (Innendurchmesser ca. 7 um) direkt ins Zytoplasma der
Eizelle eingespritzt wird. Zur Mikroinjektion wird ein Invertmikroskop mit adaptierten
Mikromanipulatoren verwendet (Montag et al., 1997).

Weltweite Erfolge hat man mit der ICSI bei Mannern mit Subfertilitat bis hin zu
Azoospermieerzielt. Die Vorgehensweiseist fur das Paar identisch mit der IVF Methode.
Seit 1994 wird die ICSI in deutschen Zentren eingesetzt. Im Jahr 2002 wurde die ICS| in
112 Zentren angeboten. Die 1994 dokumentierten 5.856 Behandlungszyklen sind innerhalb
von acht Jahren auf 51.389 Behandlungszyklen angestiegen (Deutsches | VF Register, 2003).
Die postnatale Entwicklung, beziehungsweise das Fehlbildungsrisiko der Kinder nach
assistierter Reproduktion, wurde bisher kritisch hinterfragt. Die Annahme eines erhéhten
Risikos fur Fehlbildungen in der Schwanger schaft und bei der Geburt nach 1VF bzw. ICS|
konnte bisher nicht belegt werden (Schroder et al., 2003a).
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M dglicherweise steht die beobachtete erhohte Fehlbildungsrate der In-vitro-Kultur nach
IVF und ICSl in Zusammenhang mit sterilitdtsassoziierten und genetischen
Hintergrundrisiken der Kinderwunschpatienten (Schréder et al., 2003a).

Ein gesteigertes Abortrisko nach assistierter Reproduktion mit dem Vorhandensein
vorheriger Aborte, einem mutterlichen Alter Uber 35 Jahren, sowie der Implantation von

kryokonservierten Eizellen konnte belegt werden (Kupka et al., 2004).

100

L ]
*
*
L ]
*

¢ ® o L 8 ® & 6 o6 o o L J
30 - * *
L J * ® 6 o
20 * <>
*

10 -

0 ‘ —e ——o—o ‘

25 30 35 40 45

Abbildung 2:

Aufgetragen sind in oben dargestellter Grafik die Aneuploidierate beziiglich der
Chromosomen 13, 16, 18, 21, 22 und X, gegen das zunehmende Alter der Frau.
Hier lasst sich deutlich erkennen, dass die Inzidenz einer
Chromosomenfehlverteilung mit steigendem Alter der Frau zunimmt. Ein
besonderer Anstieg der Aneuploidien ist ab dem 35.sten Lebensgjahr zu
verzeichnen.

Zur Beurteillung der Eizelle bzw. des Embryos/Fetus bieten sich mehrere M 6glichkeit an:

- Mikroskopische Beurteilung der Eizelleim Vorkernstadium (siehe Abschnitt 2.2.1)
- Mikroskopische Beurteilung der Morphologie und Tellungsgeschwindigkeit
des Embryos (siehe Abschnitt 2.2.2)
- Préanataldiagnostik (siehe Abschnitt 2.2.3)
- Praimplantationsdiagnostik (siehe Abschnitt 2.2.4)
- Polkor per diagnostik (siehe Abschnitt 2.2.5)
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2.2.1 Mikroskopische Beurteilung der Eizelle im Vorkernstadium

Mit Hilfe lichtmikroskopischer Unter suchungen lassen sich im Vorkernstadium anhand der
Morphologie Aussagen zur Qualitat der Eizelletreffen (Montag et al., 2001).

Die prognostische Relevanz besteht in der erhdhten Wahrscheinlichkeit fur eine gute
Embryonalentwicklung. Anhand der morphologischen Beurteilung nach dem so genannten
» Pronucleus-Scoring“ kann beim Einsetzen ,ideal® eingestufter Eizellen mit bestimmten
Vorkernmustern eine deutlich hoher e Schwanger schaftsr ate er zielt werden

(37 % versus 26 %) (Montag und van der Ven, 2003).

Voraussetzung ist, dass eine solche Beurteilung innerhalb eines kurzen Zeitraumes
stattfinden muss. Es kénnen ausschliefdlich Beurteillungen tber die Korrelation zwischen
Morphologie und Entwicklung der Eizelle getroffen werden, jedoch nicht zu
maoglicherweise vorhandenen Chromosomenfehlverteilungen, so genannten Aneuploidien.
Diese sind nur im Rahmen der Prdimplantationsdiagnostik oder der Polkdr perdiagnostik

maglich.

2.2.2 Mikroskopische Beurteilung der Morphologie und
Teilungsgeschwindigkeit des Embryos

Zur Beurteillung der Morphologie von Embryonen wird eine Art , Punktesystem", ein

sogenannter , Embryoscor e genutzt, in dem optische Kriterien beurteilt werden.

Darin werden die Symmetrie und die Intaktheit der zelluléren Strukturen bewertet. Hinzu
kommt die Bewertung der Teilungsrate; prognostisch gunstig ist eine zeitgerechte
kontinuierliche Weiter entwicklung der Zygote (M ontag und van der Ven, 2003).

Analog der Beurteilung der Eizellen im Vorkernstadium ist der Transfer potenter
Embryonen, die weder morphologische noch zeitlich entwicklungsbedingte Auffalligkeiten

zeigen, fir eine Erhoéhung der Schwanger schaftsrate relevant.
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Nachteile dieses Verfahrens basieren auf den Richtlinien des Embryonenschutzgesetzes
(EschG, 1990). Da nur maximal drei Embryonen kultiviert und somit langer beurteilt
werden durfen, ist in vielen Fallen keine Eizelle mit hohem Einnistungspotential vorhanden.
Da der Transfer von nicht lebensfahigen Embryonen als nicht sinnvoll erscheint, ist es
diskussionswirdig, ob eine Erhéhung der Weiterkultivierung auf mindestens sechs Eizellen
im Vorkernstadium gewahrleistet werden sollte (Frommel, 2002; Montag und van der Ven,
2002; Schroder et al., 2003Db).

2.2.3 Pranataldiagnostik (PND)

Mittels der Pranataldiagnostik kénnen vom Zeitpunkt der Einnistung in die Gebar mutter
bis zur Geburt kindliche Erkrankungen und Fehlbildungen festgestellt werden. Das
bedeutet, dass jede Vorsorgeuntersuchung der Schwangeren eine Préanataldiagnostik ist.
Die PND bietet in einem begrenzten Rahmen die M églichkeit Entwicklungsstérungen des
Ungeborenen zu behandeln oder sich frihzeitig gegen eine Austragung des Kindes zu
entscheiden. Der daraus resultierende Ausdruck ,, Schwanger schaft auf Probe* drickt die
M dglichkeit eines Abortes aus (Diedrich, 2003).

Man unterscheidet die oft unzuverlassigen nicht invasiven Methoden, wozu die mutterliche
Blutuntersuchung, der Ultraschall und die Kardiotokographie gehoren, von den invasiven

Methoden wie die:

Chorionzottenbiopsie/Plazentazottenbiopsie

Ein Zellgewinn durch Biopsie des Chorion frondosum oder der Plazenta kann in der ca. 10.
bis 12 Schwanger schaftswoche erfolgen. Das Ergebnis nach einem Tag ergibt sich aus der
Moglichkeit der Chromosomendar stellung aus Direkt-Prapar ation, das Ergebnis nach zwei
bisdrei Wochen auseiner Langzeitkultur.

DasRisko einer Komplikation bei transabdominaler Punktion betréagt 0,3 % bis0,5 %
(Gloning und Brusis, 1989).
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Amniozentese (Fruchtwasser punktion)

Ab der 15. Woche konnen fetale Zellen aus dem Fruchtwasser gewonnen werden. Das
Ergebnis der Chromosomendarstellung und Virusnachweise aus der Zellkultur liegt nach
zwel bisdrei Wochen und eine FISH-Analyse der Chromosomen 21, 18, 13, X, Y liegt nach
ungefahr einem Tag vor.

Auch hier betragt das Eingriffsrisiko fir eine Komplikation 0,3 % bis 0,5 %

(Gloning und Brusis, 1989).

Chor donzentese (Nabelschnur punktion)

Ab der 20. Schwangerschaftswoche bietet sich die Mdglichkeit, das fetale Blut zu
untersuchen und durch Zugang zum fetalen Blut gleichzeitig die direkte Behandlung des
Fetus.

Das Komplikationsrisiko betragt 0,3 % bis1 % (Gloning und Brusis, 1989).

Die im Zuge der PND haufig festgestellten numerischen Chromosomenfehlverteilungen
(insbesondere die Trisomie 21) waren zu einem hohen Prozentsatz mit einer genetischen
Diagnostik am Embryo (Praimplantationsdiagnostik, siehe Abschnitt 2.2.4), sowie mit einer

Diagnostik an der Eizelle (Polkdr perdiagnostik, siehe Abschnitt 2.2.5) zu diagnostizieren.

224 Praimplantationsdiagnostik

Bel der PID (englisch: preimplantation genetic diagnosis, PGD) handelt es sich um eine
genetische Unter suchung am Embryo vor dem Embryotransfer (Handyside et al., 1990).
Die 1990 vor gestellte M ethode ber uht auf der Entnahme von ein bis zwel Blastomeren im
8-bis-12 Zellstadium des menschlichen Embryos mit anschlief3ender genetischer Diagnostik
(Handyside et al., 1990).

Alternativ bietet sich die Entnahme von Zellen im Blastozystenstadium an (Veiga et al.,
1997). Diese M 6glichkeit ist ethisch unbedenklicher (Schonung der inneren Zellmasse),
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allerdings auf dem heutigen Stand der Forschung bisher noch nicht wirklich umzusetzen
(Strowitzki, 2003).

Diagnostische Methoden der PID sind modifizierte PCR Methoden (nested PCR;
Fluoreszenz-PCR; multiplex PCR), sowie die Dar stellung bestimmter Chromosomen mittels

Fluor eszenz-1n-Situ-Hybridisierung (FISH).

Zur Durchfihrung einer PID gibt es mehrere Indikationen wie die Aneuploidie-Testung,
maligne Erkrankungen, besonders monogen bedingte Erkrankungen, sowie die
Geschlechterwahl aus medizinischen und nichtmedizinisch indizierten Grinden.

Das bedeutet im Einzelnen, dass die Indikation grundsatzlich in zwel Indikationsgruppen
eingeteilt werden kann. Es kénnen spezifisch genetische oder chromosomale Risiken fir das
ungeborene Kind aufgrund der familiaren Situation beurteilt werden.

Mehrheitlich wird eine PID im Rahmen ener IVF Behandlung durchgefihrt, um ene
Erhéhung der Geburtenrate zu erreichen. Dies erfolgt mittels der FISH Methode und es
wer den hauptsachlich die Chromosomen 13, 16, 18, 21, 22 und X untersucht.

Weiter e nichtmedizinische I ndikationen beruhen in der Regel auf problematischen sozialen
und kulturellen Hintergrinden. Die medizinisch indizierte Geschlechterwahl wird
hauptsachlich bel den bislang tber 200 X-chromosomalen identifizierten Erbkrankheiten
eingesetzt (Handyside et al., 1990).

Weltweit sind es mehr als 100 Zentren, die die Praimplantationsdiagnostik anbieten. In
Europa ist die PID am Embryo in Deutschland, Irland, Osterreich und der Schweiz
gesetzlich verboten bzw. nicht Gesetzes-konform durchfiihrbar.

Nach dem Embryonenschutzgesetz ist in Deutschland die genetische Untersuchung von
totipotenten Embryonalzellen (Zellen bis zum 8-Zell-Stadium) untersagt, eine Diagnostik
an Zellen im pluripotenten Stadium, somit dem Blastozystenstadium, ist nach

81, | Nr.2 und 82, | Nr.2 des EschG rein rechtlich erlaubt. Die Unantastbarkeit der
Menschenwirde, die im Grundgesetz (Artikel 1 Absatz 1 Satz 2 GG) verankert ist, steht

hier im politischen Diskussionsmittelpunkt.

Ein besonderer Vortell der PID ist die Detektion schwerwiegender genetischer
Erbkrankheiten, die eine sehr hohe familiare Belastung mit sich fuhren.
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Immer wieder gibt es Paare, die besonders aus soziokulturellen und religiosen Grinden
keinen indizierten Schwanger schaftsabbruch akzeptieren oder keine,, Schwanger schaft auf
Probe“ eingehen moéchten und somit in der PID eine andere Alternative finden (Hardy und
Handyside, 1992).

Ein weiterer Vorteil besteht darin, dass mit Hilfe der PID Rickschllisse auf die Stérungen
des paternalen Erbgutes sowie eventuelle Fehlvorgange wéahrend der Meiose und

Zygotenbildung maoglich sind (Gianaroli et al., 1997).

Der Nachteill des PID Verfahrens ist, dass es nicht bel einer Beobachtung des Embryos
bleibt, sondern in Form von Zellentnahmen zu einem Eingriff in dessen Substanz kommt
(Koch, 2003). Die Schutzbedurftigkeit des ungeborenen Lebens, sowie die Verfliigung uber
den Menschen und dessen Wirdeist unter ethischen Aspekten nicht zu ignorieren

(HUppe, 2003). Zudem ist die Anzahl der Kinder, die nach einer PID geboren wurden, nicht
grol3 genug, um eine endgulltige Aussage Uber die eventuellen Folgen dieses Eingriffs
beziiglich der Entwicklung treffen zu kdnnen. Eine Ver 6ffentlichung aus dem Jahr 2007 zur
Wertigkeit der PID im Rahmen der Aneuploidie-Testung hat diese Diskussion zusatzlich
angefacht (Mastenbroek et al., 2007; siehe auch Stellungsnahmen: Cohen & Grifo, 2007;
Munneet al., 2007; Montag & van der Ven, 2007).

2.2.5 Polkdrperdiagnostik (PKD)

Die Polkor perdiagnostik wird zum indirekten Nachweis von numerischen und strukturellen
Chromosomenstérungen in der menschlichen Eizelle eingesetzt. Eine Erfassung monogener
Erkrankungsbilder ist nur eingeschrankt moglich. Die Diagnose erfolgt tber den ersten
und zweiten Polkdrper, nach dem Eindringen des Spermiums in die Eizelle und spielt fur
dieweitere Entwicklung des Embryos keine Rolle (Montag et al., 2002).

Um ene PKD durchfihren zu konnen, ist ene In-Vitro-Fertilisation mit
intracytoplasmatischer Spermieninjektion notwendig. Eine invasive Manipulation am
Embryo ist nicht erforderlich. Untersucht wird die Eizelle wahrend des Vorkernstadiums
unter partieller Eréffnung der Zona pellucida. Daher wird die PKD auch als
Préafertilisationsdiagnostik bezeichnet (Montag et al., 2002). Eine Alter nativeist diese
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Untersuchung fir digenigen Lander, in denen aufgrund gesetzlicher Bestimmungen keine

Embryobiopsie durchgefiihrt werden darf (Deutschland, Schweiz, Osterreich, Italien).

Damit das Embryonenschutzgesetz nicht tangiert wird, muss die PKD in einem engen
Zeitfenster stattfinden: nach der ICSl und vor dem Verschmelzen der Vorkerne

(ca. 20 Stunden).

Fir die Analyse des 2. PolkOrpers steht ein Zeitraum von ca. 12 Stunden zur Verfligung.
Fur die Diagnostik monogenetischer Dispositionen ist es erforderlich den ersten und
zweiten Polkdrper zu untersuchen. Die Diagnose des zweiten Polkorpers lasst eine
genetische Beurteilung der Vorkernstadien zu, welche im ersten Polkérper in Betracht der
untersuchten Marker heterozygot waren.

Der Einsatz von einer 1CSl ist bel den molekulargenetischen Unter suchungsmethoden wie

der Praimplantationsdiagnostik und Polkor perdiagnostik unerlasslich.

2.3 Geschichte der Polkorperdiagnostik

Das erste Mal wurde die Methode der Polkdr perdiagnostik im Rahmen einer assistierten
Reproduktion im Jahre 1990 von der Arbeitsgruppe Yuri Verlinsky et al. in Chicago
vorgestellt (Verlinsky et al., 1990). Seitdem hat die Arbeitsgruppe, als Vorreiter auf diesem
Gebiet der genetischen Diagnostik an der menschlichen Eizelle, nahezu 5000
Behandlungszyklen zu ver zeichnen.

Die Polkérperdiagnostik wird international zur Detektion von numerischen
Chromosomenfehlverteilungen (Aneuploidien) und strukturellen Chromosomenstdrungen
(Transglokationen), sowie monogenen Erkrankungen der Eizelle genutzt. In der Regel
erfolgt eine Absicherung der gestellten Diagnosen mit der Prdimplantationsdiagnostik. In
Deutschland wird die Polkorperdiagnostik im Rahmen der kinstlichen Befruchtung in
Uber 20 Zentren angeboten. Die Hauptgruppe, bei der die Indikation flir eine
Polkdr perdiagnostik gestellt wird, sind Frauen im fortgeschrittenen reproduktiven Alter

(> 35 Jahre), da die Haufigkeit von Chromosomenfehlverteilungen mit zunehmendem

mutterlichen Alter steigt. Hier wer den numerische Chromosomenstor ungen unter sucht.
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Seit 1997 beschaftigt sich eine Arbeitsgruppe an der Frauenklinik der Universitdt Bonn mit
der Polkorperdiagnostik. Seit Mai 2001 wird nach ausreichender tierexperimenteller
Vorarbeit und positivem Ethikvotum die Polkér per diagnostik klinisch angewandt. Die erste
Geburt nach einer Polkorperdiagnostik in Deutschland wurde von den Mitarbeitern der
Bonner Universitatsklinik mitgeteilt (van der Ven et al., 2002).

2.4 Das Prinzip der Polkdrperbiopsie

Die Polkdr perdiagnostik erlaubt eine indirekte Aussage Uber die genetische Beschaffenheit
der Eizelle durch Biopsie und Analyse der Polkorper (Montag et al., 2003).

Bel der ersten Reifeteilung der Eizelle, der Meiose |, kommt es zur Reduktion vom
diploiden Chromosomensatz zum haploiden/einfachen Chromosomensatz. Ein einfacher
Chromosomensatz bleibt in der Eizelle, wahrenddessen der 2zweite einfache
Chromosomensatz unter Bildung des er sten Polkér per s ausgeschleust wird.

Nach Befruchtung der Eizelle, durch Eindringen des Spermiums in die Eizelle, erfolgt die
Meiose I, bel der jedes Chromosom in zwei Schwester chromatiden aufgespaltet wird. Es
verbleibt wiederum en Chromatidensatz in der Eizelle, wahrend der zweite
Chromatidensatz unter Bildung des zweiten Polkor per ausgeschleust wird.

Im Normalfall sind die Anzahl der Chromosomen beziehungsweise der Chromatiden im
ersten Polkorper und in der Eizelle gleich. Im zweiten Polkérper ist im gesunden Zustand je
eine Chromatide vorhanden. Das bedeutet, dass sich Polkorper und Eizelle wie , Bild und
Spiegelbild® verhalten und sich durch Biopsie der Polkérper und Darstellung derer
Chromosomen und Chromatiden Rickschliisse auf die der Eizelle ziehen lassen

(Montag et al., 2002).
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P

(Pol korper =, Spiegel“ der Ei zeIIe

Indirekt
Diagnose

Abbildung 3:

Im obersten Bild sehen wir die laserassistierte Eréffnung der Zona pellucida der Eizelle,
vor der Biopsie des ersten Polkdrpers zur nachfolgenden FISH Untersuchung. Die Eizelle
verbleibt in der Kulturlésung (linkes Bild). Der Polkorper als ,, Spiegelbild® der Eizelle
(rechtes Bild) lasst eine indirekte Aussage Uber die chromosomale Konstitution der
Eizelle zu. Wenn zum Beispiel im Polkorper ein Chromosom mehr a's normal vorhanden
ist, dann bedeutet dies, dass ein Chromosom in der Eizelle fehlt und in einem
heranwachsenden Embryo wirde sich somit eine Monosomie fur dieses Chromosom
entwickeln.

Man hat herausgefunden, dasssich 77,1% der Chromosomenfehlverteilungen in der
Meiose | entwickeln und 22,9% in der Meiosell (Verlinsky und Kuliev, 1996). Lasst sich im
Rahmen der Aneuploidie-Testung im Polkorper ein Uberschissiges Chromosom
beziehungsweise Chromatid dar stellen, kann man auf eine Monosomie in der befruchteten
Eizelle schliel3en. Analog dazu muss beim Fehlen eines Chromosoms beziehungsweise
Chromatids im Polkorper dieses wahrend der vorangegangenen Meiose in der Eizelle
verblieben sein. Nach einer Befruchtung der Eizelle wirde man eine Trisomie vorfinden.
Fehlende Chromosomen beziehungsweise Chromatiden in Polkdrpern, mit daraus
resultierenden Aneuploidien der Eizelle (meist Trisomien), findet man haufiger als
umgekehrt (Kuliev et al., 2003).
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Rein prozentual reduziert sich allein bel der Untersuchung des ersten Polkorpers und
dessen Chromosomenverteilung die Aneuploidierate der gebildeten Embryonen um
mindestens zwei Drittel (Kuliev et al., 2003a; Munne'et al., 1995).

Bei einem Drittel der Aneuploidien lassen sich die Fehlverteilungen wahrend der

Meiose |1, somit bel der Diagnostik des zweiten Polkorpers, finden. Da zum Teil noch
Fehlverteilungen aus der Meiose | resultieren, lassen sich bei der Meiose Il haufiger
Chromatidfehlverteilungen, als komplette Chromosomenfehlverteilungen  finden
(Chromatid/Chromosomenfehlerrate 9:1) (Kuliev et al., 2003a).

Im Ausland und in wenigen Zentren in Deutschland wird die Polkdr perdiagnostik
zusatzlich zur Detektion monogener Erbkrankheiten (meist x-rezessive und autosomal-
rezessive Erbkrankheiten) eingesetzt. Der Grund dieser Detektion ist, dass bestimmte
Patientinnen als Konduktoren (d. h. heterozygot fur eine rezessive Erbkrankheit sind und
somit phanotypisch unauffallig) fur das rezessve Gen fungieren. Findet sich nun im
Polkérper eine homozygote Form des entsprechend krankmachenden Gens, ist die
heterozygote Form des Gens wahrend der Reifeteilung in der Eizelle verblieben. Diese
befruchtete Eizelle ware prinzipiell fur den Transfer geeignet (Verlinsky et al., 1994,
Verlinsky und Kuliev, 1996).

Da die Fehldiagnosen aber relativ haufig vorkommen, werden diese Indikationen in der
Regel mit einer Praimplantationsdiagnostik abgesichert (Montag et al., 2003).

2.5 Indikationen zur Polkorperdiagnostik

Eine Polkorperdiagnostik dient in der Regel im Rahmen einer assistierten Reproduktion
dem indirekten Nachweis von Chromosomenfehlverteilungen in der menschlichen Eizelle,
unter Vermeidung einer invasiven Manipulation am Embryo.

Die Polkorperdiagnostik wird insbesondere bei Patientinnen eingesetzt, die Uber 35 Jahre
alt sind und/oder mehrere Aborte in der Anamnese angeben, schon bereits erfolglose
Embryotransfers (im Rahmen einer 1CSI/IVF Behandlung) hatten, Aneuploidien oder
Transokationen bei der Frau in der Vorgeschichte bekannt sind.
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In diesem Rahmen kann die Polkor perdiagnostik zur Verbesserung der Schwanger schafts-
und Geburtenrate beziehungsweise zur Minimierung der Abortrate fiuhren (Verlinsky et
al., 1996, 1998; van der Ven et al., 2008).

Schliefdlich bietet sich mit der PKD eine Alternative fur die Patientinnen, die die belastende
PND umgehen mdochten, aber dennoch eine, wenn auch engeschrankte, genetische
Diagnostik wiinschen (Ludwig et al., 2001; Schwinger, 2004; Verlinsky und Kuliev, 1996).

2.6 Zielsetzung und Fragestellung der Arbeit

Nach Polkorperdiagnostik wurde be Patientinnen mit ausreichender Anzahl an
chromosomal unauffalligen Eizellen eine Kryokonservierung im Vorkernstadium
vorgenommen. Es bestand somit die M 6glichkeit bei nur einem Zyklus die Uberzahligen,
chromosomal unauffalligen, Eizellen fur einen spateren Embryotransfer einzufrieren. Dies
ersparte den Patientinnen enen weiteren Behandlungszyklus inklusive der
medikamentdsen Vorbehandlung und der invasiven Follikelpunktion.

Ziel dieser retrospektiven Promotionsarbeit war es, mittels Vergleich zwel ver schiedener
Kryokonservierungsmethoden und des Frischzyklus, bei Patientinnen nach einer
Polkor perdiagnostik ver schiedene Indikations- bzw. Fragestellungen herauszuar beiten.
Insbesondere stellte sich die Frage, ob die Kryokonservierung als zusatzliche Malihahme
nach PKD Sinn macht und welche Kryokonservierungsmethode die Bessere ist.
Hintergrund war, dass durch die Entnahme der Polkorper eine permanente Er6ffnung in
der Zona pellucida erzeugt wird, die moglicherweise Einfluss auf das kryobiologische
Verhalten der Eizellen hat.

Die Konservierung der Eizellen (in der Frauenklinik Bonn) geschah mit Hilfe von Stickstoff
in Form von zwel unterschiedlichen Kryokonservierungsmethoden, wobei es sich be der
ersten um die herkébmmliche langsame Einfriermethode (Slow Methode) und bei der
zweiten um die Vitrifikationsmethode (Schockeinfrieren) handelte.

Die beiden Einfriermethoden wurden hinsichtlich verschiedener PrufgroRen wie
Degeneration und Arretierung der Eizellen nach dem Auftauen, Eizellentwicklung,
Schwanger schaftsrate und Einfluss des mutterlichen Altersverglichen.

Die statistischen Daten dieser Studie wurden aus einem Patientinnenkollektiv ermittelt, das

sich im Rahmen eines unerfillten Kinderwunsches nach bereits mehrmaliger kinstlicher
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Befruchtung, in dem Zeitraum von 2001 bis 2007, an der Bonner Univer sitéts-Frauenklinik
zur Polkorperdiagnostik einfand und erfasst wurde. Alle erhobenen Daten wurden aus
einer Datenbank, mit in Bonn durchgefihrten Behandlungszyklen, ermittelt. Insgesamt
wurden in die Studie 74 Patientinnen mit 90 Frischzyklusbehandlungen und 101
Kryozyklen eingeschlossen.

Vor Durchfuhrung der Behandlung wurden die Patientinnen umfassend humangenetisch,

andrologisch, zytogenetisch und gynakologisch abklérend untersucht (Montag et al., 1997).

Indikationen zur Durchfihrung einer Polkorperdiagnostik waren vorangegangene
Schwanger schaften mit habituellen Aborten, bekannte Aneuploidien oder Translokationen
in der Vorgeschichte, sowie eine ausbleibende Schwangerschaft nach drei oder mehr
vorangegangenen Embryotransfers mit qualitativ geeigneten Embryonen (Montag et al.,
2003).

Vorbehandlung

Um die Patientinnen auf die bevorstehende Follikelpunktion mit anschliel3ender
Gewinnung von durchschnittlich sechs bis acht Eizellen pro Zyklus vor zubereiten, bieten
sich verschiedene Methoden an. Die ovarielle Stimulation, die Ovulationsinduktion, die
Unterstitzung der Lutealphase. Zur Verbesserung der Ergebnisse werden die
Spermatozoen aufbereitet (Montag et al., 1997). Die Methoden sind grundlegend fur eine
IVF Behandlung und wurden ber eits mehrfach beschrieben.

Fragestellungen, die sich bei der Studie ergaben, sind:

1 Inwieweit spielt das mitterliche Alter fir den Erfolg der
assistierten Reproduktion nach Polkér perdiagnostik bel den
ver schiedenen Einfriermethoden und bei der In-Vitro-Fertilisation im

Frischzyklus eine Rolle?
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2. Wie verhélt sich die serologische und klinische Schwanger schaftsrate beim
frischen Embryotransfer verglichen mit dem Embryotransfer nach
Kryokonservierung der Vorkerneizellen, bel vorheriger
Polkor perdiagnostik?

3. Gibt es Unterschiede bei den Uberlebensraten der Vorkerneizellen
(Arretierung und Degeneration) nach dem Auftauen in beiden
untersuchten Kryokonservierungsmethoden (langsames Einfrieren
und Vitrifikation)?

4, Gibt eseineKorrelation bel der Embryoentwicklung in Bezug
auf die Blastomer enstadien, Qualitat, Score und mutterlichem Alter
in beiden unter schiedlichen Kryokonservierungsmethoden ver sus

Frischzyklusverfahren ?

2.7 Statistische Verfahren dieser Promotionsarbeit

Die Daten wurden in der Bonner Universitats-Frauenklinik erhoben. Mit Hilfe von
handschriftlichen Dokumentationen wurden Patientendaten erfasst und in eine
Tabellenkalkulation eingegeben (Microsoft Excel, Office Paket 2003).

Es wurden Tabellenkalkulationen von Polkérper Untersuchungen bei Patientinnen nach
einem Frischpunktionszyklus und bel Patientinnen nach einem Kryokonservierungszyklus
miteinander verglichen. Weiterhin wurden zwel verschiedene
Kryokonservierungsmethoden gegentbergestellt, das langsame Einfrieren und die
Vitrifikation. Die daraus resultierenden drei Stammtabellen bildeten die Grundlage fur die

anschlief3enden statistischen Testverfahren.
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Folgende Kriterien waren fur dieretrospektive Studie entscheidend:

M Utterliches Alter

Behandlungsverfahren (Frisch, langsames Einfrieren, Vitrifikation)

e Anzahl der Uberlebenden Eizellen nach dem Auftauen

e Anzahl der degenerierten und arretierten Eizellen

e Anzahl der chromosomal unauffalligen Eizellen

e Entwicklung der Embryonen (Blastomer enstadium, Qualitat, Score)

e Anzahl der Embryotransfers

e Schwangerschaftsraten (Anzahl und Ausgang: serologische und klinische
Schwanger schaften, Abort, Geburt)

Zur Auswertung dieser Daten sind statistische M ethoden genutzt und Signifikanzpr Gfungen
durchgefihrt worden. Dabei wurde die Fehlerwahrscheinlichkeit p anhand der
angegebenen Daten berechnet und mit der vorgegebenen Fehlerwahrscheinlichkeit a

ver glichen.

Zur Anwendung kamen folgende mathematische Verfahren fir unabhangige Stichproben:

= Berechung von Mittelwerten und Standar dabweichungen

»= Berechung von Medianen

» Welch-Test (2-Stichproben-t-Test fur  unverbundene  Stichproben  fir
unter schiedliche Varianzen)

» Vierfelder-x2-Test flr unverbundene Stichproben
Die Ermittlung des M edian bezog sich auf die Priifgr6i3e, mutterliches Alter*.

Die Berechung Mittelwert und Standar dabweichungen zielten auf folgende Pr Gifgr 6f3en ab:
Anzahl der Uberlebenden Eizellen nach dem Auftauen, Anzahl der Embryotransfers,
Anzahl der degenerierten und arretierten Eizellen und die Anzahl der chromosomal

unauffalligen Eizellen. Des Weiteren wurde damit der Unter schied zwischen den Frisch-
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beziehungsweise Einfriermethoden, der Abstieg oder Anstieg des mitterlichen Alters und
der Schwanger schaftsrate beurteilt.

Der Wech-Test fur unverbundene Stichproben diente dem Vergleich folgender
Prufgroen: Anzahl der Embryonen pro Transfer, Anzahl der punktierten Eizellen,
mtterliches Alter, Vergleichsdaten der verschiedenen Methoden (Frischzyklus und nach
Kryokonservierung), Entwicklung der Embryonen, Anzahl der Uberlebenden Eizellen nach
dem Auftauen, Schwanger schaftsraten, Anzahl der degenerierten und arretierten Eizellen,
Anzahl der chromosomal unauffélligen Eizellen.

Dieser Test nimmt an, dass die Mittelwerte zweier Datensdtze unterschiedlich sind und
daraus resultierend ein signifikanter Unterschied besteht. Somit lasst sich mit Hilfe des
Welch-Tests bestimmen, ob die Mittelwerte zweier Stichproben gleich sind und es kénnen

Aussagen zur Signifikanz des Unter suchungser gebnisses getr offen wer den.

Der Vierfelder-x2-Test wurde bei folgenden Pr tifgr 6f3en angewandt:

ver schiedene Zyklen (frisch und kryokonserviert), Schwanger schaften

(serologisch, klinisch, Abort, Geburt).

Dabei wurden die errechneten kritischen Werte der PriufgrofRen mit dem zu a gehorigen
kritischen Wert ka verglichen, um Aussagen zur Signifikanz des Unter suchungser gebnisses
zu machen.

Das Signifikanzniveau awurdemit a=5 % (= 0,05) festgelegt.

Werte zwischen p<0.1 und p>0.05 wurden als Trend bezeichnet.
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3 Material und Methoden

3.1 Kryokonservierungsmethoden:
Langsames Einfrieren und Vitrifikation

Die Kryokonservierung ist heutzutage innerhalb der Reproduktionsmedizin ein integriertes
Behandlungskonzept.

Das herkdmmliche langsame Einfrieren (Slow) ist seit nahezu zwanzig Jahren etabliert.
Neuere Verfahren wiedie Vitrifikation rticken allerdings zusehendsin den Vordergrund.
Die erste Schwanger schaft nach dem Einfrieren und wieder Auftauen eines menschlichen
Embryoswurde 1983 mitgeteilt (I VF Register, 1996-2006).

3.1.1 L angsames Einfrieren (Slow)

Beim langsamen Einfrieren werden die Vorkernstadien stufenweise langsam eingefroren.
Die dazu benétigten qualitatsunter suchten Medien bestehen aus drei ver schiedenen Phasen.
Bel den, dieser Arbeit zu Grunde liegenden, Einfrier- und Auftauzyklen, wurden die
Kryokonservierungsprodukte der Firma Vitrolife verwendet. Sie bestehen aus dre
unterschiedlichen Losungen. Der erste Schritt erfolgt mit einer gepufferten Salzlésung
(PBS), die mit einem Antibiotikum versetzt ist, im zweiten Schritt wird eine 1,5 molare-

1,2 Propandiol Ldsung eingesetzt, im dritten Arbeitsschritt kommt eine 1,5 molare-

1,2 Propandiol und eine 0,1 molar e Sacchar ose L 6sung zur Anwendung.

Durch die kryoprotektive Losung, speziell durch den Zusatz von Saccharose, wird den
Vorkernen die Flussigkeit entzogen, welches die intrazelluléare Kristallisation verhindert
und damit die Destruktion des Zellinhaltes ver meidet.

Die Kryoprotektiva werden zu je 400 pl in Vierwellschalen pipettiert.
Die gewonnen Vorkernewerden in jeder der drei Lésungen je funf Minuten belassen, wobei

die Ldsungen selber auf einer mit ca. 37 Grad beheizten Arbeitsplatte stehen.
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Ein sogenannter ,Kryostraw* (Halm) wird mit der letzten kryoprotektiven Losung
vorgefillt; im Anschluss daran werden maximal zwei Eizellen im Vorkernstadium in den
vor gefullten Halm pipettiert.

Der Halm wird an einer Seite mit einer kleinen Metallkugel verschlossen und an der
anderen Seite mit Hilfe einer Warmepinzette oder eines Ultraschallgerates ver schweilit,
damit nichts entweichen oder hinzugefuigt werden kann.

Der Einfriervorgang wird durch das Einfriergerat, CTE 920 (Cryotechnik Erlangen),
welches konstante Abkuhlraten sichert, ausgefuhrt.

Dieses Gerdt it an enen Drucker angeschlossen, der wahrend des gesamten
Einfriervorganges den Verlauf in Form enes Zeit- und Temperaturprotokolls
dokumentiert.

Der Halm wird nun in das Stativ des eigentlichen Kryokonservier ungsger ates, welches mit
einem Temper atur sensor ver sehen ist, eingespannt.

Der Sensor zeigt die aktuelle Temperatur an und ist in einen Regelkreis fur das
automatische Einfrieren eingebunden.

Die Flussigphase des Stickstoffs, welche in eine Gasphase transformiert wird und sich am
Boden des Behdlter s befindet, betragt ca. -196 Grad.

Der Stativkopf senkt sich langsam ab und wird nach vorgegebener Zeit immer mehr in

Richtung FlUssigphase, d. h. in die kaltere Phase eingetaucht.

Schritte des Einfrierens:

Die Halme werden zunachst bei Raumtemperatur eingespannt und im Anschluss bei

-5Grad Celsiuspro Minutebis 4 Grad Celsius abgesenkt
-2Grad Celsiuspro Minutebis -4 Grad Celsius abgesenkt
-1 Grad Celsiuspro Minutebis -5 Grad Celsius abgesenkt
-0,5Grad Celsiuspro Minutebis -6 Grad Celsius abgesenkt
Automatischer Seedingprocessfur 10 Minuten bei -6 Grad Celsius (dasist

o ~ w NP

die Temperatur, bei der die Kryoprotektoren die Bildung von
Eiskristallen initiiert).
6. -0,3Grad CelsiusproMinute bis-30 Grad Celsius abgesenkt, danach erfolgt
direktes Uberfiihren in flissigen Stickstoff.
Der Einfriervorgangist beendet.
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Die Halme werden noch einmal auf ihre vollstandige Beschriftung Uberprift und in
flissigem Stickstoff (-140 bis -196 Grad Celsius) in einem speziellen Container, welcher

durch Tdrme und Schubladen unterteilt und sortiert ist, gelagert.

Auftauen beim langsamen Einfrieren

Die Halme werden zunéchst aus dem Stickstoffcontainer in 37 Grad Celsius warmer
isotonischer Kochsalzl6sung geschwenkt und somit aufgetaut (30 bis 60 Sekunden).

Die Verschweil3ung an dem einen Ende und die Metallkugel am anderen Ende werden
entfernt und die Lésung mit den Vorkernstadien wird aus dem Halm gespiilt. Die

aufgetauten Vorkerneizellen werden in die erste Auftaulésung Gberfihrt.

In Erganzung zum Freezing Kit wird beim Auftauen das Thawing Kit von der Firma
Vitrolife verwendet. Dieses besteht aus vier unterschiedlichen Lésungen. Im ersten Schritt
bestehend aus einer 1,0 molaren 1,2 Propandiol Lésung und einer 0,2 molaren Sacchar ose
Ldsung in einer gepufferten Salzlosung (PBS), im zweiten Schritt aus einer 0,5 molaren 1,2
Propandiol Ldsung und einer 0,2 molaren Saccharose L ésungin PBS, im dritten Schritt aus
einer 0,2 molarer Saccharose Losung in PBSund im vierten Schritt auseiner PBS.

Da die oben genannten Losungen bel langerer Anwendung toxisch wirken, muss in sehr
zligigen Schritten gearbeitet werden. Andererseits schitzt die Flussigkeit die Vorkerne vor
Degeneration (Es verhindert die osmolaren Schwankungen).

Wahrend des Durchlaufens der einzelnen Loésungen, was fir je 5 Minuten bei 37 Grad
Celsius geschieht, werden die Vorker ne auf Degeneration und Arretierung beobachtet.

Falls die Zellen ohne Schéden uUberlebt haben, werden sie fur 2 bis 4 Tage in en
bikar bonathaltiges Kulturmedium gebracht und in den Brutschrank

(bei 6% CO 2 Begasung) gestellt.

Biszum Embryotransfer werden sietaglich auf Vitalitat, Teilung und Qualitat beurteilt.
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3.1.2 Vitrifikation (Schockgefrieren)

Bel der Vitrifikation wird die langsame Phase des Einfrierens umgangen und ohne
zusatzliche Geratschaften , Schock” eingefroren. Bel dieser Methode wird die Bildung von
Eiskristallen verhindert. Die Proben werden aus dem fllissigen Zustand sofort in einen
glasartigen Zustand Uberfiihrt. Bevor die Proben verfestigt werden bendtigen sie einen
Zusatz von ver schiedenen Kryoprotektoren.

Man unterscheidet permeable von nicht permeablen Stoffen. Als wichtiger und nicht
permeabler Kryoprotektor ist die Saccharose zu erwahnen.

Sacchar ose hat einen Dehydrierungseffekt (osmotische Komponente) und kann nicht durch
die Zytoplasmamembran hindurch, weil das Molekll zu grof3 ist.

Weitere Polymere in der Losung dienen als rein physikalische Kryoprotektoren, weil sie,
wie oben erwadhnt, zu grof3 sind, das heif3t sie verschlielen die Membranporen der
Zellmembran mechanisch.

Weitere Protektoren sind z. B. Polivinilipirolidon (PVP 10.000), Polyethylenglykol,
Polyethylenoxid.

Als permeable Kryoprotektoren seien Dimethylsulfoxid (DM SO), Ethylenglykol 40 %

(mit hydrophilen und hydrophoben Anteilen), Propandiol und Glycerol zu nennen.

Einfriervorgang bel der Vitrifikation:

Beim Einfriervorgang werden die entnommenen Vorkerneizellstadien mit ener
kryoprotektiven Ldsung, bestehend aus 20 % Dimethylsulfoxid, 20 % Ethylen Glykol und
einer osmotisch aktiven, aber nicht permeablen 0,75 mol/l Sucrose Losung (in der Uni-
Frauenklinik Bonn verwendeter Kryoprotektor) in vier einzelnen Schritten und fir
unterschiedliche Zeiten bei Raumtemperatur fur die bevorstehende Schockeinfrierung
versetzt.

ineiner 20 prozentigen Losung verbleiben die Eizellstadien fur 2 Minuten
ineiner 33 prozentigen LOosung verbleiben die Eizellstadien fur 1 Minute

ineiner 50 prozentigen L6sung verbleiben die Eizellstadien fir 1 Minute

1
2
3
4. ineiner 100 prozentigen Ldsung verbleiben die Eizellstadien fur 30 bis 50 Sek.
5. Beladen der Halme mit den Eizellen

6

direktes Uberfiihren der Halme mit Vorkerneizellstadien in fliissigen Stickstoff.
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Das Volumen der Vitrifikationddsung in den Halmen betragt 0,5 ul bis 1,0 pl, das
Gesamtvolumen eines solchen Halms betragt 0,2 ml. Dieser mit der Vitrifikationsésung
und den Eizellen im Vorkernstadium befillte Halm, wird in einen 0.5 ml grof3en auf3eren
Halm gesteckt. Dieser wird an beiden Enden durch ein Ultraschallschweil3ger &t her metisch
ver schlossen. Durch diese Art Abdichtung der Halme wird jegliche Art von Kontamination
verhindert.

Nach der Pré&paration werden die Halme umgehend in flissigen Stickstoff eingetaucht.
Durch die ,Halm in Halm“- Methode wird eine Einfriergeschwindigkeit von ca. -600 Grad
Celsiuspro Minute erreicht.

Die doppelt eingeschweil3ten Vorkerneizellstadien werden sofort in einen speziellen

L agerbehélter Uberfuhrt.

Auftauen bei der Vitrifikation

Beim Auftauen der Halme werden diese zunachst aus den Stickstoffcontainern/Vaporen
entnommen und bei einer Geschwindigkeit von 2000 Grad Celsius pro Minute bel
Raumtemper atur aufgetaut.

Dies geschieht in folgenden Schritten. Der auf3ere Halm wird, noch wahrend er im flissigen
Stickstoff taucht, an einem Ende mittels einer Schere von der Schweil3naht befreit;
anschlief3end wird mit einer feinen Pinzette der innere Halm entnommen und zuné&chst in
eine 0,5 molare Saccharoselésung eingebracht. Die Flussigkeit steigt nach oben und die
Konzentration der  Kryoprotektoren verdinnt sich. Danach werden die
Vorkerneizellstadien aus den Halmen in die unten aufgezahlten absteigenden hypertonen
Saccharoselosungen gebracht, um die permeablen Kryoprotektoren sukzessive
auszuwaschen.

Dies geschieht in 2 Minuten Abstanden, bei jeweilsum die Halftereduzierter Konzentration

von Sacchar ose.

2Minutenin ener 0,50 molaren Saccharose Lésung in 600 pl
2Minutenin ener 0,25 molaren Saccharose Lésung in 600 pl
2Minutenin ener 0,12 molaren Saccharose Lésung in 600 pl
2Minutenin einer 0,06 molaren Saccharose L6sung in 600 pl
2Minutenin einer 0,03 molaren Saccharose L 6sung in 1200 pl
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Anschlielend werden die Vorkerne noch einmal mit einem isotonen Kulturmedium
ausgewaschen.

Direktes Auftauen und Rehydratation wirden letale osmotische Zusténde hervorrufen.

Die entsprechend préparierten Vorkerne verbleiben nun 2-3 Tageim Inkubator

(6% CO 2 Begasung) und werden taglich auf Vitalitat, Teilung und Qualitat Gberpruft,

bevor sietransferiert werden.

Bel der Vitrifizierung ist besonder s darauf zu achten, dass das Auftauen schnell erfolgt.
Das schnelle Auftauen ist in diesem Fall wichtiger alsdas schnelle Einfrieren.

Ebenfalls von besonderer Wichtigkeit ist das Einhalten des K ontaminationsschutzes.

3.2 Definitionen

Embryonen pro Transfer :

Summenzahl der zurilckgesetzten Embryonen pro Transfer im Rahmen enes

Behandlungszyklus.
Ser ol ogische/Biochemische Schwanger schaft:

Als serologische Schwanger schaft wird derjenige Zustand bezeichnet, in dem zunéchst ein
positiver HCG Wert (human chorionic gonadotropine) im Urin und im Blutserum (mittels
RIA, ELISA) nachgewiesen werden kann, der dann innerhalb von 2 bis 4 Tagen abfallt,

ohne dass eine Fruchthohle nachzuweisen ist.

Klinische Schwanger schaft:

Von einer klinischen Schwangerschaft spricht man per definitionem, wenn vier Wochen
nach dem Embryotransfer sonografisch eine Fruchthéhle nachzuweisen ist.
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Abort:

Vorzeitige Beendigung ener klinischen Schwangerschaft (spontan oder durch
entsprechende Indikation, indizierter Abort).

Eizellen im Arrest:

Eine Eizelle im Arrest bedeutet, dass die Eizelle wéhrend der Entwicklung inne gehalten
und sich nicht weiter entwickelt hat.

Degenerierte Eizellen:

Einedegenerierte Eizelleist zu Beginn des Entwicklungspr ozesses zu Grunde gegangen.

3.3 Durchfihrung der Polkorperbiopsie

3.3.1 Zeitlicher Ablauf der Polkorperbiopsie

Das Embryonenschutzgesetz gibt ein zeitlich begrenztes Fenster des Ablaufes bel der
Polkor perdiagnostik vor (EschG, 1990; Montag et al., 2004a).

Das Zeitfenster beginnt somit mit der 1CSl, der intracytoplasmatischen Sper mieninjektion,
der Impréagnation der Eizelle. Es bleiben dem Untersucher genau 18 bis 20 Stunden bevor
der welbliche und méannliche Vorkern miteinander verschmolzen sind und somit per
definitionem ein Embryo entstanden ist.

Die Entnahme der Polkdr per erfolgt sechs bisacht Stunden nach der Spermieninjektion.
Mit Hilfe eines Laserswird die Zona pellucida der Eizelle er 6ffnet, um so die Polkor per aus
dem perivitellinem Raum entnehmen zu kénnen.

Die Polkorper werden mit einer stumpfen Biopsienadel (Custom-Tip 02/240, Eppendorf,
Deutschland) aspiriert. Fiir die Fixierung und Uberfuhrung der Polkérper von 6 Eizellen
auf den Objekttrager bendtigt ein routinierter Mitarbeiter in der Regel ca. 15 Minuten.

Die verbleibenden sieben bis elf Stunden des Procedere werden fir die Durchfiihrung der

FISH (Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung) und zur Ergebnisbeurteilung genutzt.
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Am darauffolgenden Tag (18 Stunden nach der I1CSl) erfolgt die Analyse Uber die
Vertellungsmuster im Vorkern der befruchteten Eizelle (NVK Nukleus-Vorlaufer-
Koérperchen) und damit die Entscheidung bezlglich des geplanten Embryotransfers
(Montag et al., 2004a).

Zeitfenster der PKD

Anal
h il | 18-20 h

FISH mit
Ergebnisbeurteilung |  7-11h

Uberfithrung und

Fixierung der Eizellen |:| 0.25-05 h

ICSI / Impragnation der 6-8 h

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Stunden

Abbildung 4:

In oben dargestellter Grafik sind die Zeitfenster angegeben, die dem Untersucher fir die
einzelnen Untersuchungsschritte bei der Polkorperdiagnostik zur Verfligung stehen.

Nach Eindringen des Spermiums in die Eizelle dauert es ca 18 bis 20 Stunden bis
der mannliche und der weibliche Vorkern miteinander verschmolzen sind.

Die Biopsie der Polkorper erfolgt 6 bis 8 Stunden nach der Spermieninjektion. Zur
Uberfiihrung von durchschnittlich 4 bis 6 Eizellen auf den Objekttrager benétigt ein
routinierter Untersucher rund 10 bis 15 Minuten.

Nachdem die Eizellen auf den Objekttrager tUberfihrt wurden stehen dem Mitarbeiter
noch 7 bis 11 Stunden fur den Transport ins genetische Labor und die FISH Untersuchung
inklusive Beurteilung zur Verfigung.

Das bedeutet, dass eine Polkorperuntersuchung insgesamt in einem Zeitfenster von 18 bis
20 Stunden durchgefihrt werden muss, damit das Embryonenschutzgesetz nicht tangiert
wird.



3.3.2 Biopsie-M ethoden

Um eine Polkorperdiagnostik vornenmen zu konnen muss vorher die Zona pellucida
er 6ffnet werden, da es sonst nicht moglich ist an die Polkorper heranzukommen. Dieser
Penetration zur Biopsie stehen verschiedene Verfahren zur Verfligung, die nachstehend

beschrieben wer den:

L aserassistierte Biopsie:

Diese Methode erlaubt bei optimal ausgerichteter Eizell/Polkorperachse innerhalb von
Millisekunden die zielgenaue Eroffnung der Zona pellucida in eéinem eng umrissenen
Bereich (Montag et al., 1998).

Die Zona pellucida, der zuvor injizierten Eizelle, wird dazu nach optimaler Fixierung durch
eine Haltepipette mit einem Diodenlaserstrahl (Fertilase oder Octax, MTG, Deutschland)
gezielt Uber dem Polkorper beschossen (in der Uni Frauenklinik verwendete Methode).
Verletizungen des Embryos, Verlust des Polkorpers (circa 1%-2 %) sowie
Hybridisierungsartefakte treten aul3er st selten auf.



35

Abbildung 5:

Im ersten Bild sieht man wie wichtig esist den Laserstrahl gezielt Uber dem Polkorper
anzusetzen, um eine Schadigung der Eizelle zu verhindern (Abb.5 A)

Nach dem gezielten Eroffnen der Zona pellucida (Abb. 5 B), welche die Eizelle umgibt,
werden mit einer stumpfen Kapillare die Polkdrper entnommen (Abb. 5 C).

Die Uberfiihrung der Polkorper auf einen Objekttrager sollte vorsichtig und unter einem
Invertmikroskop erfolgen, da es ansonsten schnell zu einem Verlust eines Polkérpers
kommen kann (Abb. 5 D).

In der Abbildung 5 E sieht man den verbleibenden Defekt der Zona pellucidain der
Eizelle. Abbildung 5 F zeigt die beiden Polkorper auf dem Objekttrager,

deren Position mit einem Diamantstift nach dem Auftrocknen markierte wurde.

M echanische Biopsie:

Die Zona péllucida wird partiell mit einer spitzen Mikronadel perforiert, so dass zwei
Offnungen beziehungsweise Schlitze mit einem Winkel von 90 Grad zueinander entstehen.
Diese, auf der Zona-drilling-basierenden Methode, wird vor allem von der Arbeitsgruppe
Verlinsky in Chicago genutzt. Den Nachteil zur laserasssistierten Methode beschreiben
Montag et al. 2003 mit einem gr6Reren Zeitaufwand und einer hoheren Verletzungsgefahr
der Eizelle.
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3.33 Nachweis numerischer und struktureller
Chromosomenfehlverteilungen

Der Nachweis von Chromosomenfehlverteilungen (Aneuploidien) erfolgt mittels der
Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung. Die Farbunterschiede der markierten
Chromosomensonden werden fur die Chromosomen 13, 16, 18, 21 und 22 eingesetzt. Dies
sind die funf, am haufigst betroffenen Chromosomen, die bel einer Schwanger schaft
Aneuploidien vorweisen (Hassold et al., 1980, 1984).

Ein adaptiertes Vorgehen, von Montag et al. konstruiert (Zitat), ermaoglicht den smultanen
Nachweis von sechs markierten Sonden in einer FISH Unter suchungsrunde.

Diese Weiterentwicklung der FISH Methode zur sechs Color-In-Situ-Hybridisierung ist
eine modifizierte Variante, bei der ein weiteres Chromosom, in der Regel Chromosom X,
mitbeurteilt werden kann. Mit der simultanen Untersuchung von sechs Chromosomen in
einer einzigen Hybridiserungsrunde im Rahmen der PKD ist ein weiterer Schritt in der
Aneuploidie-Testung gemacht worden (Montag et al., 2005).

Durch die zeitliche Versetzung der Mikroinjektionen ist es moglich zwel FISH
Untersuchungsrunden hintereinander durchzufiihren, das heifldt es kann eine Auswertung
von bis zu zehn Chromosomen stattfinden.

Nach Uberfiihrung des Polkérpers auf einen Objekttrager und anschlieRender Fixation
erfolgt die FISH Hybridisierung nach dem Protokoll des Hybridisierungskits (Multivision
PB, Abbott, Wiesbaden). Mit Hilfe eines Fluor eszenzmikroskops kdnnen nach vier bis acht
Stunden Hybridisierung im Hybridisierungsofen (Hybrite, Vysis) die
Chromsomenstrukturen beurteilt werden. Das Fluoreszenzmikroskop ist mit speziell
adaptierten Filtersatzen (Vysis) und einem digitalen Bildaufnahme- und Analysesystem
ausgestattet (Aquacosmos, Hamamatsu, Herr sching).

Fiur jedes der einzelnen Chromatiden wird ein Fluoreszenzsignal sichtbar. Im Normalfall
zeigen sich im ersten Polkorper fir jedes untersuchte Chromosom zwei Signale und im
zweiten Polkor per pro Chromatide ein Signal.

Die PKD ist ein Verfahren, welches Aneuploidien in der Eizelle indirekt sichtbar macht und
die Auswahl der zu transferierenden befruchteten Eizellen erleichtert. Besonders Frauen

Uber vierzig Jahre profitieren von dieser M ethode und haben eine hdhere
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Wahrscheinlichkeit ein gesundes Kind zur Welt zu bringen, auch wenn die
Schwanger schaftsrate in dieser Altersgruppe, trotz PKD, noch relativ niedrigist.

Dies bestatigten Wissenschaftler in einem DIR-kompatiblen Erfassungsprogramm bei
einem Vergleich von Patientinnen mit und ohne PKD. Es zeigte sich bel der Untergruppe
der Frauen im Alter von 35 bis 39 Jahren, mit mindestens zwei vorausgegangenen
IVF/ICSI Behandlungsversuchen, dass trotz einer geringeren Zahl transferierter
Embryonen in der PKD Gruppe signifikant hohere Implantationsraten erzielt werden
konnten als in der Vergleichsgruppe ohne PKD. Die Auswertung der Daten bei den
Patientinnen Uber 39 Jahren lie? erkennen, dass nach Durchfihrung einer PKD bel
vergleichbarer klinischer Schwanger schaftsrate die Abortrate abnahm (van der Ven K. et
al., 2008).

3.4 Embryotransfer und Implantationserfolg

Am zweiten oder dritten Tag nach der Follikelpunktion sowie erfolgter PKD werden die
Embryonen im Kulturmedium Uber einen Transferkatheter in den Uterus transferiert
(Montag et al., 2001). Nach dem Embryotransfer wird der Katheter mikroskopisch auf
maoglicherweise ver bliebene Embryonen im Lumen tber pr Uft.

In der Frauenklinik der Universitit Bonn werden in der Regel zwel Embryonen
transferiert, in Ausnahmefallen (vom EschG maximal drei zulassig) auch drei Embryonen.
Man versucht weniger, aber daflr geeignete Embryonen zu transferieren, um die
M ehrlingsschwanger schaftsrate zu reduzieren (M ontag und van der Ven, 2003).

Eine klinische Schwangerschaft definiert sich durch das Vorhandensein von Minimum
einer Fruchthohle und embryonaler Herzaktivitat, unter sonografischer Darstellung, vier
Wochen nach transvaginalem Embryotransfer (Egbase et al., 1996).

Die PKD nach einer ICSl hat keinen nachgewiesenen Nachteil auf den Verlauf der
Schwanger schaft und die kindliche Entwicklung (Montag et al., 2005).
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4 Ergebnisse

4.1 Vergleich der gesamten Altersklasse nach Polkérperdiagnostik vor
und nach Kryokonservierung der Eizellen hinsichtlich der
Schwangerschaftsrate

In den folgenden Tabellen wurden die Auswertungen des Patientenkollektivs nach
Polkor perdiagnostik bei den Frischzyklen, den Zyklen nach dem langsamen Einfrieren und
nach Vitrifikation der Eizellen jeweils gegenuibergestellt und diskutiert. Die Ergebnisse
wurden nach dem in Punkt 2.7 angegebenen statistischen Verfahren ausgewer tet.

Unser Patientenkollektiv enthielt 74 Patientinnen mit Polkorperdiagnostik, wobei 90
Frischzyklen und 101 Kryozyklen untersucht wurden. Bei der Anzahl der Zyklen mit
Embryotransfers ergab sich ene Auffélligkeit von p=0.00207 und damit ein
hochsignifikanter Unter schied zwischen den Unter suchungsgruppen.

Die Altersspanne in dieser retrospektiven Auswertung umfasste den Bereich von 26 Jahren
bis46 Jahren. Median des Altersder Patientinnen bei den Frischzyklen war

37,76 Jahre (£ 3,92) und be den (gesamten) Kryozyklen 39,25 Jahre (= 4,05), nicht
signifikant auffallig mit p=0,2016, wobei die Frischzyklusgruppe hier ein deutlich
niedriger es Dur chschnittsalter aufwies.

Wir stellten zunéchst der Frischzyklusgruppe die gemeinsame Kryokonser vierungsgruppe
(langsames Einfrieren und Vitrifikation) gegeniber.

Bel der Gegenuberstellung der Embryotransfers in beiden Gruppen muss man
berticksichtigen, dass die Frischzyklusgruppe den Vorteil hatte, dass es bei jedem Zyklus
auch zu einem Transfer von Embryonen kam; im Gegensatz dazu kam es be den
kryokonservierten Eizellen nicht nach jedem Zyklus zum Transfer, da es in einigen (13)
Auftauzyklen zur Degeneration oder Arretierung von Eizellen kam.

Bel der Anzahl der transferierten Embryonen, mit der Aufteilung in ein Embryo, zwei oder
drei Embryonen pro Transfer, kamen wir be der Frischzyklusgruppe versus
Kryokonservierungsgruppe zu nachstehenden Fehlerwahrscheinlichkeiten. Bei dem
Transfer mit einem Embryo kam es zu einem signifikanten Ergebnis von p<0,05, welches

dadurch Zustande kam, dassin der Frischzyklusgruppekein Transfer mit einem Embryo
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stattfand, jedoch in der Kryokontrollgruppe die Uberwiegende Anzahl der Transfers mit
einem Embryo vollzogen wurden.

Bel den Transfers mit zwei Embryonen fiel das Ergebnis mit p<0.001 hochsignifikant
auffallig aus, welches unter anderem darauf zurickzufohren ist, dass die meisten
Embryotransfers mit zwei Embryonen in der Frischzyklusgruppe stattfanden.

Bei den Embryotransfers mit drei Embryonen stellte sich keine Signifikanz heraus, weil in
beiden Gesamtgruppen die Minderheit an Transfers mit der maximal zulassigen Anzahl (3)
Embryonen zum Transfer (EschG) durchgefihrt wurden.

Bei der Schwanger schaftsrate (positives HCG), bezogen auf die Transfers, ergab sich eine
eindeutige Positivrate fur die Frischzyklusgruppe, was vermutlich darauf zurtickzufiihren
ist, dass bei ,jedem” Zyklus Embryonen transferiert und zwei Embryonen pro Transfer
nicht unterschritten wurden. Hier lag das Ergebnis mit p=0.085im Trend.

Die klinischen Schwanger schaften waren (mit p=0.00198) hochsignifikant aufféallig, weil es
bel den Embryotransfers nach Kryokonservierung der Eizellen zu keiner klinischen
Schwangerschaft, bei den Frischzyklen hingegen in 11 Zyklen zu ener Kklinisch

nachweisbar en Schwanger schaft kam.

Dies bedeutet, dass die klinischen Schwanger schaften bei den Frischzyklen mit 12 % besser
ausfielen als bei den Auftauzyklen, wo bis zum Untersuchungsende keine klinische
Schwanger schaft zu ver zeichnen war .

Folglich war die Implantationsrate bei den Frischzyklen mit 11 Implantationen ebenfalls
signifikant (mit p<0.0259) auffallig.

Die Gegenuberstellung dieser beiden  Untersuchungsgruppen lasst in der

Gesamtbetrachtung einen deutlich positiveren Trend fur die Frischzyklusgruppe erkennen.
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alle Alter sklassen Polkor perdiagnostik | Polkorperdiagnostik | p (x2-Test/2-
26 bis 46 Jahre Frischzyklen Auftauzyklen nach Stichpr oben-
Kryokonservierung | t-Test)

Behandlungszyklen 90 101 -

Zyklen mit Transfer 90 (100%) | 89 (88, 1%) | p=0.00207
hoch-

(ET) signifikant

1 Embryo/Transfer 0 56 p<0.05
signifikant

2 Embryonen/Transfer | 85 29 p<0.001 hoch-
signifikant

3 Embryonen/Transfer | 5 4 n.s.

Embryonen/Transfer 2,05 (185/90) | 1,41 (126/89) | p<0.001
signifikant

PositivesHCG 21  (SSET=23%) | 11 (SSIET=12%) | p=0.085

(Schwanger schaften) Trend

Klinische 11  (SSET=12%) O p=0.00198

Schwanger schaften signifikant

I mplantationsrate 5% (20/185) | O p<0.025
signifikant

Abortrate 3 (3/kli.SS=27,3%) | O -

Anzahl der Eizellen 1155 (Frisch) | 179 (2PN aufgetaut) | -

Mittelwert der Eizellen | 12,83 + 4,48 1,99+ 1,25 -

Median desAlters 37,76 £ 3,92 39,25+ 4,05 p=0,2016
n.s.

Tabelle 1. Auswertung der gesamten Frischzyklus- und Kryozyklusgruppe
nach PKD in der gesamten Alter sklasse bezliglich der
Schwanger schafts- und Implantationsr ate
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4.2 Vergleich der beiden Kryokonservierungsmethoden
(langsames Einfrieren und Vitrifikation) nach
Polkdrperdiagnostik in der gesamten Altersklasse

(27 bis 46 Jahre) hinsichtlich der Schwangerschaftsrate

Es wurden insgesamt 74 Patientinnen nach Polkérperdiagnostik untersucht deren Eizellen
durch zwei unter schiedliche Einfriermethoden konserviert wurden.

Die Vorkerneizellen von 49 Patientinnen nach Polkdr perdiagnostik die durch die langsame
Einfriermethode eingefroren wurden, konnten 25 Patientinnen nach Polkor perdiagnostik
die mit Hilfe der Vitrifikationsmethode eingefroren wurden vergleichend gegentiber gestellt
wer den.

Die Altersgruppe der Patientinnen der langsamen Einfriermethode reichte von 31 bis 46
Jahren (Median 39,37 £ 3,89) und die Altersgruppe der Vitrifikationsmethode reichte von
27 bis 43 Jahren (Median 38,45 * 4,11), welche bel der statistischen Gegenuberstellung
keine grof3en Unter schiede aufwiesen (p=0,1742), aber einen niedrigeren Alter sdurchschnitt

zugunsten der Vitrifikationsgruppe zeigte.

Die Gruppe des langsamen Einfrierens enthielt deutlich mehr Patientinnen und mehr
Zyklen mit Transfers (62,37 %) als die Vitrifikationsgruppe (37,62 %). Es wurden jedoch
zahlenméalig mehr Embryonen nach der Vitrifikationsmethode transferiert.

Die Kryokonservierung allgemein schien sich negativ auf die Implantationsrate
auszuwirken, denn bei keiner der beiden Kryogruppen kam es zu einer Kklinischen
Schwanger schaft und damit zu einer Implantation.

Bel der serologischen Schwanger schaftsrate schnitt die Vitrifikationsgruppe mit

15,15 % besser ab alsdie Gruppe der langsamen Einfriermethode mit 10,71 %.

Bezogen auf die Autftauzyklen waren es bei der Vitrifikationsgruppe 13,15 % und bei der
herkémmlichen langsamen Einfriermethode nur 9,52 %. Von den 107 (59,77 % von den
gesamt kryokonservierten Eizellen) eingefrorenen Eizellen der langsamen Einfriermethode
wurden 105 Eizellen aufgetaut (98,13 %) und von den 72 vitrifizierten Eizellen (40,22 %
von den gesamt eingefrorenen Eizellen) wurden 69 Eizellen aufgetaut (95,83 %). Das
Ergebnis p=0,3876 war somit nicht signifikant.

Bel der Anzahl der Uberlebenden Eizellen nach dem Auftauprozess schnitt die
Vitrifikationsgruppe mit 85,50 % (59 Eizellen) besser ab alsdie Gruppe der langsamen
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Einfriermethode mit 77,14 % (81 Eizellen), aber statistisch gesehen mit p<0.244 nicht
signifikant besser. Bel der Degeneration der Eizellen nach dem Auftauen ergab sich
ebenfallsein Vorteil fur die Vitrifikationsgruppe mit 14,49 % (10 degenerierte Eizellen) als
bel der langsamen Einfriermethode mit 22,85 % (24 degenerierte Eizellen). Das Ergebnis

lag auch hier nicht im signifikanten Bereich bei p<0.25.

Die Arretierung der Eizellen nach dem Auftauen und vor dem Transfer fiel mit 6,17 %

(5 arretierten Eizellen) zugunsten der langsamen Einfriermethode aus.

Im Gegensatz dazu konnten wir bei den vitrifizierten Eizellen mit 15,25 % (9 arretierten
Eizellen) einen zahlenmallig hoheren Anteill an Eizellen mit einem Entwicklungsstopp
feststellen, was aber statistisch gesehen mit p<0,25 als nicht aufféllig beschrieben werden
konnte.

Die Anzahl der Embryonen pro Transfer, bezogen auf die aufgetauten Eizellen, ergaben
keine grofRen Schwankungen. Es waren 72,38 % durch die langsame Einfriermethode
konservierte Eizellen und 7246 % vitrifizierte Eizellen. Die Anzahl des
Stichprobenumfangs lag bei der langsamen Einfriergruppe mit 76 Embryonen zum
Transfer deutlich héher als bel der Vitrifikationsgruppe mit 50 Embryonen zum Transfer.

Die statistische Auswertung ergab mit p<0.25 kein signifikantes Ergebnis.

Da bei einem Transfer bis zu drei Embryonen transferiert werden diurfen (EschG), gab es
bei der Anzahl der Embryonen zum Transfer ebenfalls in jeder Gruppe unterschiedliche
Verteillungsmuster.

Bel den Embryotransfers mit einem Embryo fuhrte die Gruppe mit der langsamen
Einfriermethode mit 66,07 % (37 Transfers mit 1 Embryo) verglichen mit 57,57 %

(19 Transfers mit 1 Embryo) in der Vitrifikationsgruppe. Bel der Vitrifikationsgruppe
wurden wiederum bel zwei Embryonen pro Transfer mehr Versuche mit 33,33 %

(11 Transfers mit 2 Embryonen) als bei den Versuchen der langsamen Einfrier methode mit
32,14 % (18 Transfers mit zwei Embryonen) gezahlt. Als letztes ergab sich ein Unterschied

beim Transfer mit drei Embryonen.



Bel der Vitrifikation waren es 9,09 % (3 Transfers mit 3 Embryonen) im Vergleich zu der
langsamen Einfrierung, wo wir bei nur 1 % (1 Transfer mit drei Embryonen) der
Patientinnen einen Transfer mit 3 Embryonen nachweisen konnten.

Einen Unterschied in der Embryoanzahl pro Transfer ergab sich zugunsten der
Polkor pergruppe mit Vitrifikation, die mit 1,52 Embryonen pro Transfer hoher lag als die
langsame Einfriergruppe mit 1,36 Embryonen pro Transfer. Bei allen Embryotransfers

ergab sich trotz kleiner Schwankungen keine statistische Signifikanz.

Nachstehende Tabelle 2 verdeutlicht die Anschauung



Alterskategorie Polkdr perdiagnostik | Polkorperdiagnostik | p (X%

alle Alter sklassen beim Slow beim Vitrifikations- Test/2-

27 bis 46 Jahre Verfahren verfahren Stichprobe
n-t-Test)

Behandlungszyklen n=63 Zyklen n=38 Zyklen -

Anzahl der 49 25 -

Patientinnen

Anzahl der 107 72 p=0,9449

kryokonservierten

Eizellen, Mittelwert 1,98 + 1,30 2,00+ 1,18 n.s.

Anzahl der 105 (98,13 %) | 69 (95,83 %) | p=0,3876

aufgetauten Eizellen,

Mittelwert 1,67+0,78 1,82+ 0,85 n.s.

Anzahl der 81 (77,14 %) | 59 (85,50%) | p=0.244

Uberlebenden Eizellen,

Mittelwert 1,40 £ 0,56 1,74+ 0,88 n.s.

Anzahl der 24 (22,85%) | 10 (14,49 %) | p<0.25

degenerierten Eizellen,

Mittelwert 1,20+ 0,40 1,11+ 0,31 n.s.

Anzahl der arretierten |5 (6,17%) | 9 (15,25 %) | p<0.25

Eizellen,

Mittelwert 0,08 + 0,27 0,24 £ 0,53 n.s

Zyklen mit Transfer 56 33 -

(ET Anzahl)

Anzahl der 76 50 p<0.25

Embryonen zum 93,82% v. d. 84,74 % von den

Transfer Uberlebenden. EZ Uberlebenden EZ n.s.

1 Embryo/Transfer 37 66,07 % | 19 57,57 % | p=0.212
Trendtest
n.s.

2 Embryonen/Transfer | 18 32,14% | 11 33,33,% | n.s.

3 Embryonen/Transfer | 1 10% |3 9,09% | p<0.25
n.s.

Embryonen pro 1,36 (76/56) | 1,52 (50/33)

Transfer n.s.

Ser ologische 6 10,71% | 5 15,15 %

Schwanger schaftsrate | (6/56) (5/33)

Median desAlters 39,37 £ 3,89 3845+4,11 p=0,1742
n.s.

Tabelle 2: Vergleichsdaten der beiden Prifgrofen: Langsame Einfrierung und

Vitrifizierung der Eizellen beziiglich Uberlebensrate und

Schwanger schaftsrate




4.3 Vergleichsdaten der Embryoentwicklung nach Polkdrperdiagnostik
vor und nach Kryokonservierung in der gesamten Altersklasse
(26 bis 46 Jahre)

Im Folgenden wurden PrufgroRen Uber die Entwicklung der Embryonen, die Qualitat der
Embryonen und dem daraus resultierenden Score, vor und nach Kryokonservierung der

Eizellen erhoben.

Wenn wir Uber die Entwicklung einer Eizelle berichten handelt es sich um eine
befruchtete Eizelle und deren weiteres Wachstum, bevor diese als Mehrzellstadium
(Embryo) in die Gebarmutter transferiert wird. In unserem Fall bedeutete dies, dass wir
fur maximal drei bis funf Tage lang das Wachstum und damit die Teilungsfahigkeit der
befruchteten Eizelle beobachteten und dokumentierten in welchem Eizellstadium sie sich
nach vor gegebener Zeit befand, nachdem sie aus dem menschlichen Ovar entnommen und
durch mannlich humane Spermien befruchtet worden war.

Bel der Entwicklung werden die Symmetrie und die Intaktheit der zellularen Strukturen
bewertet. Hinzu kommt die Bewertung der Tellungsrate; prognostisch giinstig ist eine
zeitger echte kontinuierliche Weiterentwicklung der Zygote

(Montag und van der Ven, 2003).

Bei der Qualitét einer Eizelle handelt es sich darum wie gut die Qualitdt dieses
Eizellstadium unter dem Mikroskop vom Untersucher beurteilt werden konnte um dann,
nach entsprechender Eingruppierung (durch Punkteverteilung) mit einer vorab guten
Prognose im menschlichen Mutterleib zu einer klinischen Schwangerschaft und damit zu
einer Implantation fuhren zu kénnen.

Analog der Beurteilung der Eizellen im Vorkernstadium ist der Transfer potenter
Embryonen, die weder morphologische noch zeitlich entwicklungsbedingte Auffalligkeiten

zeigen, fur eine Erhéhung der Schwanger schaftsrate relevant.

Die Scoreberechnung spiegelt die Morphologie der Embryonen als eine Art

» Punktesystem” wieder, in dem optische Kriterien am Tag zwei und drel beurteilt wurden.
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Bewertet werden bei diesem Punktesystem die Anzahl der Blastomeren und das Ausmalf}
der Fragmentation (unregelmalBige Abschnirungen oder zu Grunde gegangene
Bestandteile die sich wahrend des Teilungsprozesses ergeben haben) in einem Embryo
(Steer, et al., 1992).

In nachstehender Ergebnisprésentation wurden die Eizellstadien nach Polkoérperbiopsie
und frischer Follikelpunktion sowie die Eizellstadien nach dem Auftauen bei

Kryokonservierung gegentiber gestellt.

In der gesamten Alterskategorie von 26 bis 46 Jahren in 89 Zyklen betrug der Median bei
den Frischzyklen 37,76 = 3,92 und bei den 89 Auftauzyklen 39,25 £ 4,05, mit einem nicht
signifikanten Unterschied (p=0,2016), aber einem niedrigeren Altersdurchschnitt fir die
Frischzyklusgruppe.

Bei der Entwicklung am Tag zwei fir Embryo 1/2/3 in 89 Zyklen ergaben sich sowohl bei
der Blastomerenentwicklung, bel der Qualitdt der Embryonen und bei der
Scor eentwicklung hochsignifikante Auffalligkeiten fir alle Datensatze. Im Vorteil waren

bei dieser Beobachtung in allen Prifgr63en die Frischzyklen.

Am Tag drei der Embryoentwicklung zeigten sich bel 67 Frischzyklen und 77 Kryozyklen
ebenfalls hochsignifikante statistische Auffélligkeiten in allen drei Untersuchungsgr 6i3en.

Auch hier erzieltedie Frischzyklusgruppeim Gesamtbild eine positiver e Bewertung.

Weiterhin stellte sich nun die Frage wie der Entwicklungssprung vom zweiten Tag zum

dritten Tag sein ausfallen wirde.

Bel der Blastomerenentwicklung, der Qualitat und der Scoreberechnung konnten in 67
Frischzyklen und 77 Kryozyklen nach Polkorperdiagnostik bei der Gegeniberstellung
keine statistischen Varianzen verzeichnet werden was besagt, dass in keiner der beiden
Methoden ein inkonstanter Wachstumsverlauf festgestellt werden konnte.

Die einzelnen Ergebnisse sind zur besseren Ubersicht noch einmal in Tabelle 3 dar gestellt.
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Alter sklassen von Frischzyklen Kryozyklen p (x>-Test/2-
26 bis46 Jahren gesamt gesamt Stichproben-t-
Test)
Blastomeren Entwicklung | (n=89 Zyklen (n=89 Zyklen p=5,35x10""
Tag 2 Embryonen) Embryonen)
Mittelwert 3,59+ 1,06 2,64+ 1,35 hochsignifikant
Qualitatsentwicklung der | 3,69 + 0,47 3,07 + 0,94 p=1.32x10""
Embryonen Tag 2
Mittelwert hochsignifikant
Score der Entwicklung 1337+ 4,34 9,22+ 4,84 p=1.24x10"%
Tag?2
Mittelwert hochsignifikant
Blastomeren (n=67 Zyklen (n=77 Zyklen p=1.35x10""%
Embryonen) Embryonen)
Entwicklung Tag 3 (74,44 %) (76,23 %) hochsignifikant
(67/90) (77/101)
Mittelwert 6,80 £ 1,90 4,79+ 213
Qualitatsentwicklungder | 67 77 p=4.00x10"""
Embryonen Tag 3
Mittelwert 3,62+ 0,54 2,96 £ 0,91 hochsignifikant
Scoreder Entwicklung 67 77 p=1.46x10""
Tag 3
Mittelwert 25,07 + 8,40 16,61 + 8,30 hochsignifikant
Blastomeren Entwicklung | 67 77 p=0.87
von Tag 2 auf Tag 3
Mittelwert n.s.
1,98 £ 0,45 2,00 + 0,68
Qualitatsentwicklung der 67 77 p=0.93
Embryonen
von Tag 2 auf Tag 3 n.s.
Mittelwert 0,98+ 0,14 0,99+0,13
Scoreder Entwicklungvon | 67 77 p=0.94
Tag 2 auf Tag 3
Mittelwert n.s.
1,96 + 0,56 1,97+0,74
Median desAlters 37,76 + 3,92 39,25+ 4,05 p=0,2016
n.s.

Tabelle 3: Vergleich der Embryoentwicklung im Frisch- und Kryozyklus nach

Polkdr perdiagnostik in der gesamten Alter sklasse




4.4 Vergleichsdaten der Embryoentwicklung nach Polkdrperdiagnostik
vor und nach Kryokonservierung der Eizellen unterteilt in
Altersstufen

Diejungste Gruppeder Frischzyklen und Kryozyklen reichte von 26 bis 34 Jahren.

Der Altersmedian der Frischzyklusgruppe betrug 32,28 + 2,24 mit 20 Zyklen in dieser
Gruppe (22,47 %). Die Kryogruppe zeigte einen Altersmedian von 31,82+ 2,01 in

17 Zyklen (19,10 %) mit einer nicht signifikanten Varianz.

Am Tag zwel gab es nur in der Blastomerenentwicklung eine im Trend liegende mit
p=0,0748 Auffalligkeit bel der Qualitatsentwicklung und bei der Scoreberechnung kam es
zu keinen Signifikanzen der Unter suchungsgr 63en (Qualitat p=0,1149 und Scor e p=0,1227).
Auch in dieser Runde schlossdie Frischzyklusgruppein allen drei Bereichen besser ab.

Ab dem dritten Tag sank die Zahl der Frischzyklen auf 15 (16,85 %) und die der
Kryozyklen auf 14 (15,73 %) ab. Der Tag drei verhielt sich dhnlich wie Tag zwei, alle
Ergebnisse der Prifgrofen fielen zugunsten der Frischzyklen aus. Dabei ergab sich eineim
Trend liegende Blastomer enentwicklung von p=0,0699, die Qualitatsentwicklung und der
Scor e ergaben keine Besonder heiten.

Der Sprung der Entwicklung von Tag zwei auf Tag drei fiel im Gesamtbild wiederholt
besser fur die Frischzyklusgruppe aus. Es gab hier keine Signifikanz in der statistischen
Berechnung.

Die Daten Uber beide Vergleichsgruppen sind in Tabelle 4 einzusehen.
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Alter sklassen von Frischzyklen gesamt Kryokonservierung- | p (x>-Test/2-
26 bis 34 Jahren zyklen gesamt Stichpr oben-
t-Test)
Blastomeren (n=20 Frischzyklen (n=17 Kryozyklen p=0.0748
Entwicklung Tag 2 Embryonen) Embryonen)
Mittelwert (22,47 %) (19,10 %)
(20/89) (17/89) Trend
3,73+ 0,86 297+142
Qualitatsentwicklung | 20 17 p=0.1149
der Embryonen Tag 2
Mittelwert 3,58+ 0,69 304+114 n.s.
Scor e der 20 17 p=0.1227
Entwicklung Tag 2
Mittelwert 13,80 + 3,83 11,04 + 5,97 n.s.
Blastomeren (n=15 Frischzyklen (n=14 Kryozyklen p=0.0699
Entwicklung Tag 3 Embryonen Embryonen
Mittelwert (16,85 %) (15,73 %)
(15/89) (14/89) Trend
7,07 £ 1,87 5,52 + 2,32
Qualitatsentwicklung | 15 14 p=0.1465
der Embryonen Tag 3
Mittelwert 3,53+0,74 3,05+ 0,91 n.s.
Scor e der 15 14 p=0.1045
Entwicklung Tag 3
Mittelwert 26,37 £ 8,40 20,50 + 9,63 n.s.
Blastomeren 15 14
Entwicklung von p=0.7665
Tag2auf Tag 3
Mittelwert 1,98 £ 0,45 1,93+ 0,36 n.s.
Qualitatsentwicklung | 15 14 p=0.8977
der Embryonen von
Tag2auf Tag 3 n.s.
Mittelwert 1,01+ 0,19 1,02 £ 0,15
Scoreder 15 14 p=0.8793
Entwicklung von
Tag2auf Tag 3 n.s.
Mittelwert 2,03+ 0,68 1,99+ 0,58
p=0,8560
Median desAlters 32,28+ 2,24 31,82+ 2,01
n.s.

Tabelle4: Vergleich der Ergebnisse der Embryoentwicklungin der Alterskategorie
der 26 bis 34- jahrigen bei der Frischzyklusgruppe ver sus Kryogruppe
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Mittlere Altersstufe:

Im ersten Schritt war die Berechnung des Alters bei den Frischzyklen mit einem Median
von 37,31 + 1,45 bei 40 Zyklen (44,94 %) und 37,48 = 1,36 bei 30 Zyklen (33,70 %) nicht
signifikant (p=0,9249).

Beim Vergleich der Daten am Tag zwei waren alle drei Untersuchungspunkte hoch
signifikant auffallig mit p=0,00093 bei den Blastomeren, mit p=0,000610 bei der
Qualitatsentwicklung und mit p=0.0002 bel der Scoreauswertung. Die ausgerechneten
Wertefielen bei den Frischzyklen deutlich besser aus alsbel den Kryozyklen.

Am Tag drei waren alle PrufgroRen bei 31 Frischzyklen (34,83 %) und 27 Kryozyklen
(30,33 %) hochsignifikant auffallig zugunsten der Frischzyklen. Die Varianz bei der
Blastomer enentwicklung betrug p=0,0014, fur die Qualitatsentwicklung p=0,0013 und fur
den Score p=0,0014.

Fur die Entwicklungsbeobachtung von Tag zwei auf Tag drei bel 31 Frischzyklen und 27
Kryozyklen waren keine der untersuchten Parameter aufféllig (Blastomerenentwicklung
mit p=0,1708, Qualitat p=0.6968 und der Score mit p=0,1841).

Bel dieser heterogenen Vertellung der letzten Ergebnisse lield sich in keiner der beiden

Gruppen ein Vortell erkennen.

In der Tabelle 5 ist eine Ubersicht tiber die erwahnten Daten einzusehen. Alterskategorie

der 35 bis 39 jahrigen Patientinnen im Frischzyklus versus Kryozyklus.
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Alter sklassen von Frischzyklen Kryokonservierung- | p (x>-Test/2-
35 bis 39 Jahren gesamt zyklen gesamt Stichpr oben-t-
Test)
Blastomeren (n=40 Frischzyklen | (n=30 Kryozyklen p=0.0009
Entwicklung Tag 2 Embryonen) Embryonen)
Mittelwert (44,94 %) (33,70 %) hochsignifikant
(40/89) (30/89)
358+1,15 251+131
Qualitatsentwicklung | 40 30 p=0.0006
der Embryonen Tag 2
Mittelwert 3,73+ 0,40 3,08 £ 0,86 hochsignifikant
Scor e der 40 30 p=0.0002
Entwicklung Tag 2
Mittelwert 13,35+ 4,78 8,54 + 3,97 hochsignifikant
Blastomeren (n=31 Frischzyklen | (n=27 Kryozyklen p=0.0014
Entwicklung Tag 3 Embryonen) Embryonen
Mittelwert (34,83 %) (30,33 %) signifikant
(31/89) (27/89)
6,82 + 2,11 4,95+ 205
Qualitatsentwicklung | 31 27 p=0.0013
der Embryonen Tag 3
Mittelwert 3,66 £ 0,43 3,00+ 0,89 signifikant
Scor e der 31 27 p=0.0014
Entwicklung Tag 3
Mittelwert 25,23 £ 9,36 17,43 £ 8,01 signifikant
Blastomeren 31 27
Entwicklung von p=0.1708
Tag2auf Tag 3
Mittelwert 2,00 £ 0,49 2,26 £ 0,83 n.s.
Qualitatsentwicklung | 31 27
der Embryonen von p=0.6968
Tag2auf Tag 3
Mittelwert 0,98+ 0,12 0,99+ 0,15 n.s.
Score der 31 27
Entwicklung von p=0.1841
Tag2auf Tag 3
Mittelwert 1,96 £ 0,55 2,23+ 0,90 n.s.
Median desAlters 37,31+1,45 37,48+ 1,36 p=0.9249
n.s.

Tabelle 5: Vergleich der Embryoentwicklung bel den 35 bis 39- jahrigen
Patientinnen im Frischzyklus ver sus Kryozyklus
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Hochste Altersgruppe:

Im letzten Durchgang wurde die hochste Alterskategorie der 40 bis 46 jahrigen
Patientinnen miteinander verglichen. Hierbei standen 29 (32,58 %) Frischzyklen und 42
(47,19 %) Kryozyklen zur Verfiigung.

In dieser Altersgruppe fiel die Bewertung der Frischzyklusgruppe in ihren einzelnen
Positionen besser aus als die Kryogruppe. Der Median des Alters war bel den Patientinnen
mit den frischen Embryotransfers mit 40,92 + 1,48 nicht signifikant niedriger als bel den
Kryozykluspatientinnen mit einem Alter smedian von 41,07 £ 1,63 (p=0,8303).

Am Tag zwe der Studie fielen die Blastomerenentwicklung, die Qualitdt und der Score
hochsignifikant unter schiedlich im Vergleich beider Unter suchungsgruppen aus.

Ahnlich gestaltete sich das Ergebnis am Tag drei, an dem bei 36 Kryozyklen (40,44 %) und
bei 21 Frischzyklen (23,59 %) die Blastomerenentwicklung, die Qualitat und der Score
ebenfalls hochsignifikant ausfielen.

Der Entwicklungsverlauf von Tag zwei auf Tag drei ergab folgende Werte: Bel der
Entwicklung der Blastomeren p=0,3033, der Qualitatsbeobachtung p=0,8589 und des
Scores p=0,2732, was bedeutet, dass sich die Ergebnisse als nicht signifikant abweichend
zeigten.

Die gesamte Unter suchungsr eihe schnitt erfolgreicher fur die Frischzyklen ab, so dass der
Embryotransfer im frischen Zustand immer noch einen Vortell gegentiber den Transfers
nach einer Kryokonservierung hat. Immer wieder fiel auf, dass das jungere Alter der

Frischzyklusgruppe einen positiven Einfluss auf die Ergebnisse nahm.

In der Tabelle 6 stehen die Daten der beiden Vergleichsgruppen der 40 bis 46 jahrigen

Patientinnen.
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Altersklassen von Frischzyklen Kryokonservierung- | p (x>-Test/2-
40 bis 46 Jahren zyklen gesamt Stichpr oben-t-
Test)
Blastomeren (n=29 Frischzyklen | (n=42 Kryozyklen p=0.0018
Entwicklung Tag 2 Embryonen) Embryonen)
Mittelwert (32,58 %) (47,19 %) hochsignifikant
(29/89) (42/89)
3,53+ 1,06 2,60+ 1,33
Qualitatsentwicklung | 29 42 p=6.86x10""
der Embryonen Tag 2
Mittelwert 3,73+0,31 3,07 £ 0,90 hochsignifikant
Scor e der 29 42 p=0.0002
Entwicklung Tag 2
Mittelwert 13,09 + 4,01 8,97+4,71 hochsignifikant
Blastomeren (n=21 Frischzyklen | (n=36 Kryozyklen p=3,87x10%"
Entwicklung Tag 3 Embryonen) Embryonen)
Mittelwert (23,59 %) (40,44 %) hochsignifikant
(2189) (36/89)
6,57 £ 1,53 4,39+ 2,02
Qualitatsentwicklung | 21 36 p=0.0003
der Embryonen Tag 3
Mittelwert 3,63+ 0,52 2,90+ 0,92 hochsignifikant
Scoreder 21 36 p=1.07x10%"
Entwicklung Tag 3
Mittelwert 23,90 £ 6,53 14,48 + 7,23 hochsignifikant
Blastomeren 21 36 p=0.3033
Entwicklung von
Tag 2 auf Tag 3 n.s.
Mittelwert 1,96 £ 0,39 1,83+ 0,57
Qualitatsentwicklung | 21 36 p=0.8589
der Embryonen von
Tag 2 auf Tag 3 n.s.
Mittelwert 0,97+0,11 0,97 + 0,09
Scor e der 21 36 p=0.2732
Entwicklung von
Tag 2 auf Tag 3 n.s.
Mittelwert 1,92 £ 0,46 1,77+ 0,58
Median desAlters 40,92 + 1,48 41,07 + 1,63 p=0,8303
n.s.

Tabelle 6: Vergleich der Entwicklungsbeobachtungen in der Gruppe der
40 bis 46 jahrigen PKD Patientinnen beim Frischzyklus und
nach Kryokonservierung




4.5 Vergleichsdaten der Embryoentwicklung nach Polkdrperdiagnostik
beim langsamen Einfrieren und bei der Vitrifikation in der gesamten
Altersklasse (27 bis 46 Jahre)

Wir untersuchten weiterhin die Zyklen bel denen, nach der Polkérperdiagnostik im
Anschluss an einen frischen Embryotransfer, die Gberzéhlig chromosomal unauffélligen
Eizellen durch die langsame Einfriermethode und die Vitrifikation kryokonserviert

wurden.

Beim langsamen Einfrieren konnten am zweiten Tag 56 Zyklen, also entschieden mehr
Zyklen untersucht werden, als bel der Vitrifikation mit 33 Zyklen. Der dritte Tag und die
Entwicklung von Tag zwei auf Tag drel zeigten einen noch groferen zahlenmalligen
Unterschied der Zyklen von 52 Zyklen beim langsamen Einfrieren und 25 Zyklen bel der
Vitrifikation.

Der Altersunterschied bei den Untersuchungen der zwei Einfriermethoden lag im
Trendbereich mit einem p=0.076. Der Median des Alters der Vitrifikationsgruppe war mit
38,23 = 4,20 junger alsbeim herkémmlichen langsamen Einfrieren mit 39,49 + 3,82 Jahren.
Bel der Entwicklung der Blastomeren am Tag zwei lag das Ergebnis mit p=0,0953 im
Trend, bei den Qualitatsunter schieden und dem Score des Tag zwel der beiden Gruppen
kamen wir zu keinem statistisch nennenswertem Unter schied.

Am Tag drel ergaben sich in allen drei PriufgroRen keine Signifikanzen. Bel der
Zusammenfassung der Entwicklungsdaten von Tag zwei auf Tag drel konnte rechnerisch

das gleiche Ergebniswie am Tag drel, ohne Signifikanzen, er mittelt wer den.
Der Tag zwel gestaltete sich in der Gesamtansicht besser fur die Gruppe des langsamen
Einfrierens. Am Tag drei und bei der Beobachtung von Tag zwel auf Tag drei Gberwogen

dieVorteilein der Vitrifikationsgruppe.

Die Ubersicht der Daten sind in nachstehender Tabelle 7 zu sehen.
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Alter sklassen von Slow Zyklen | Vitrifikationszyklen | p (x3-Test/2-

27 bis 46 Jahren Stichpr oben-
t-Test)

Blastomeren (n=56 Zyklen | (n=33 Zyklen p=0,095

Entwicklung Tag 2 Embryonen) | Embryonen)

Mittelwert Trend

2,82+ 141 2,34+ 1,18

Qualitatsentwicklung | 56 33 p=0,498

der Embryonen Tag 2

Mittelwert 3,02+ 0,92 3,16 + 0,96 n.s.

Scor e der 56 33 p=0.417

Entwicklung Tag 2

Mittelwert 9,54 + 5,01 8,69 £ 4,49 n.s.

Blastomeren

Entwicklung Tag 3 (n=52 Zyklen | (n=25 Zyklen p=0,612

Mittelwert Embryonen) | Embryonen)

4,88 £ 2,16 4,61 + 2,07 n.s.

Qualitatsentwicklung | 52 25 p=0,592

der Embryonen Tag 3

Mittelwert 2,92 +0,92 3,04+ 0,88 n.s.

Scor e der 52 25 p=0,961

Entwicklung Tag 3

Mittelwert 16,57 £ 8,30 | 16,67 £+ 8,30 n.s.

Blastomeren 52 25 p=0,212

Entwicklung von

Tag2auf Tag 3 1,79+0,82 2,14 + 0,65 n.s.

Mittelwert

Qualitatsentwicklung | 52 25 p=0,528

der Embryonen von

Tag2auf Tag 3 0,92 +£ 0,28 0,97+ 0,12 n.s.

Mittelwert

Score der 52 25 p=0,432

Entwicklung von

Tag2auf Tag 3 n.s.

Mittelwert 1,79+ 0,91 2,06 £ 0,59

Median desAlters 39,49+ 382 |38,23+4,20 p=0.076
Trend

Tabelle 7. Vergleich der Embryoentwicklung nach dem Auftauen bei der
langsamen Einfriermethode und bei der Vitrifikationsmethode
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4.6 Vergleichsdaten der Embryoentwicklung nach
Polkodrperdiagnostik beim langsamen Einfrieren und bei der
Vitrifikation unterteilt in Altersklassen

Jungste Altersgruppe:

In diesem Abschnitt der Auswertung wird Uber die beiden unterschiedlichen
Kryoverfahren berichtet, die in drei verschiedenen aufsteigende Altersgruppen aufgeteilt
wurden. Die erste Altersgruppe bestand aus den jingsten Patientinnen unserer
Untersuchungsreihe, den 27 bis 34 jahrigen Patientinnen. In der Gruppe der langsamen
Einfriermethode betrug das Dur chschnittsalter (Median) 31,82 £ 0,99 mit einer Gruppe von
9 Zyklen (16,07 %) bei insgesamt 56 Entwicklungszyklen. Die Vitrifikationsgruppe enthielt
einen Altersdurchschnitt von 31,16 = 259 und 8 Zyklen (24,24 %) be insgesamt 33
Entwicklungszyklen, wo es zu keinen Auffalligkeiten kam.

Somit hat die langsame Einfriergruppe den zahlenmafRig hoheren Anteill und die
Vitrifikationsgruppe das jungere Durchschnittsalter. Die Entwicklung der Blastomeren,
der Qualitat und des Scores am Tag zwel lief3 in beiden Kryoverfahren unter 35 Jahren
keine Auffalligkeiten erkennen, wobei die Blastomeren und der Score geringflgig zu
Gunsten der Vitrifikationsgruppe ausfiel, stattdessen sich aber die Qualitat der
Embryoentwicklung bel der langsamen Einfriergruppe besser darstellte.

Ahnlich sah eswiederum am dar auffolgenden Entwicklungstag aus.

Am Tag drei zeigten sich bei 8 Zyklen (14,28%) der langsamen Einfriermethode und bel 6
Vitrifikationszyklen (18,18 %) die Blastomerenentwicklung, die Qualitatsentwicklung und
der Score als unauffallige Beobachtungen der beiden Prufgrof3en. Alle drei Messgroli3en
fielen positiver fur die Vitrifikationsmethode aus.

Ebenfalls, wie am Tag drei, fielen die Messungen von Tag zwei auf Tag drei aus. Keine
Besonder heiten im statistischen Sinne.

In dieser Messreihe konnte die Vitrifikationsmethode bessere Ergebnisse in der Qualitét
erreichen, wobe aber das Blastomerenwachstum und die zusammenfassende

Scor eberechnung einen Vorteil in der langsamen Einfrier gruppe zeigten.

Eine bessere Ubersicht ist in nachgestellter Tabelle 8 zu sehen.
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Alter sklassen von Slow Zyklen Vitrifikationszyklen | p (x>-Test/2-
27 bis 34 Jahren Stichpr oben-
t-Test)
Blastomeren (n=9 Kryozyklen | (n=8 Kryozyklen p=0,9398
Entwicklung Tag 2 Embryonen) Embryonen)
Mittelwert (16,07 %) (24,24 %) n.s.
(9/56) (8/33)
2,94+ 155 3,00, 1,25
Qualitatsentwicklung | 9 8 p=0,9418
der Embryonen Tag 2
Mittelwert 2,94 + 1,55 302+1,21 n.s.
Score der 9 8 p=0,8301
Entwicklung Tag 2
Mittelwert 11,35+ 6,51 10,69 + 5,26 n.s.
Blastomeren (n=8 Kryozyklen | (n=6 Kryozyklen p=0,3988
Embryonen) Embryonen)
Entwicklung Tag 3 (14,28%) (18,18 %)
(8/56) (6/33) n.s.
Mittelwert 5,04 + 2,40 6,17 £ 2,03
Qualitatsentwicklung | 8 6 p=0,3399
der Embryonen Tag 3
Mittelwert 2,84 + 0,96 3,33+0,75 n.s.
Score der 8 6 p=0,5269
Entwicklung Tag 3
Mittelwert 19,00 + 10,25 22,50 + 8,32 n.s.
Blastomeren 8 6 p=0,3926
Entwicklung von
Tag2auf Tag 3 n.s.
Mittelwert 2,00+ 0,42 1,83+£0,24
Qualitatsentwicklung | 8 6 p=0,4511
der Embryonen von
Tag2auf Tag 3 n.s.
Mittelwert 0,99+ 0,16 1,06+£0,12
Scor e der 8 6 p=0,7873
Entwicklung von
Tag 2 auf Tag 3 n.s.
Mittelwert 2,03 + 0,69 1,94+ 0,39
p=0,2911
Median desAlters 31,82+ 0,99 31,16 + 2,59
n.s.

Tabelle8: Vergleich der Entwicklung von Blastomeren, Qualitat und Score der
unter 35jahrigen Patientinnen bei der langsamen Einfriermethode
und bel der Vitrifikation
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Mittlere Altersgruppe:

Als néchstes betrachteten wir die 35 bis 39 jahrigen Polkor per patientinnen.

In der Gruppe der langsamen Einfriermethode hatten wir am Tag zwei 19 Zyklen

(33,92 %) mit Transfers, bei der Vitrifikationsgruppe 11 Zyklen (33,33 %) mit Transfers,
was nicht signifikant niedriger war. Das Durchschnittsalter (Median) betrug bei der
Gruppe der langsamen Einfrieemethode 38,01 + 145 Jahre und be der
Vitrifikationsgruppe 37,06 + 1,12, ebenfalls nicht auffallig geringer (p=0,3067). Der
Vergleich bezuglich der Blastomeren, der Qualitédt und des Scores vom Tag zwei war
unauffallig.

Im Detail betrachtet erbrachte das Ergebnis eine bessere Blastomer enentwicklung fur die
Gruppe der langsamen Einfriermethode, in der Qualitat und Scorebeurteilung schnitt die
Vitrifikationsgruppe besser ab.

Der Tag drel bestand bei der langsamen Einfriermethode nur noch aus 17 Zyklen

(30,35 %) und bei der Vitrifikationsmethode aus 10 Zyklen (30,30 %), was auch hier zu
keinen signifikanten Unterschieden fuhrte. Weiterhin gestaltete sich das Ergebnis in allen
drei weiteren PrufgrofRen (Embryoentwicklung, Qualitdt und Score) nicht auffallig. Die
Blastomeren entwickelten sich tendenziell bei der Gruppe der langsamen Einfriermethode
besser und ebenfalls die Scoreberechnung fiel in dieser Gruppe besser aus. Die Qualitat
hingegen zeigte eine leicht bessere Tendenz der ausgewerteten Ergebnisse bei der
Vitrifikationsmethode.

In der Gesamtfassung sah nun die Entwicklung von Tag zwei auf Tag drei folgender malden
aus:

Bel der Blastomerenentwicklung, der Qualitatsentwicklung und der Scoreberechnung
zeigten sich keine Signifikanzen. In dieser Altersklasse schnitt bei der Punkteverteilung die

langsame Einfriermethodein allen drel Unter suchungsgr 63en am besten ab.

Die Tabelle 9 verdeutlicht die Zusammenhange.
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Alter sklassen von Slow Zyklen Vitrifikationszyklen | p (x>-Test/2-
35 bis 39 Jahren Stichpr oben-t-
Test)
Blastomeren (n=19 (n=11 p=0,7085
Slowzyklen Vitrifikationszyklen
Entwicklung Tag 2 Embryonen) Embryonen)
(33,92 %) (33,33%) n.s.
(19/56) (11/33)
Mittelwert 2,58+ 1,39 3,31+ 0,80
Qualitatsentwicklung 19 11 p=0,2771
der Embryonen Tag 2
Mittelwert 2,95+ 0,87 2,39+1,15 n.s.
Scoreder Entwicklung | 19 11 p=0,6452
Tag 2
Mittelwert 8,26 * 3,68 9,03 + 4,40 n.s.
Blastomeren (n=17 (n=10 p=0,2253
Entwicklung Tag 3 Slowzyklen Vitrifikationszyklen
Mittelwert Embryonen) Embryonen
(30,35 %) (30,30 %) n.s.
(17/56) (10/33)
530+ 2,20 4,35+ 1,59
Qualitatsentwicklung 17 10 p=0,6698
der Embryonen Tag 3
Mittelwert 2,94 + 0,95 3,09+ 0,76 n.s.
Scoreder Entwicklung | 17 10 p=0,3994
Tag 3
Mittelwert 18,41 + 8,51 15,75 + 6,75 n.s.
Blastomeren 17 10 p=0,4585
Entwicklung von Tag 2
auf Tag 3 n.s.
Mittelwert 2,35+ 0,88 2,11+0,71
Qualitatsentwicklung 17 10 p=0,3047
der Embryonen von
Tag2auf Tag 3 n.s.
Mittelwert 101+0,17 0,96 + 0,08
Scoreder Entwicklung | 17 10 p=0,1866
von Tag 2 auf Tag 3
n.s.
Mittelwert 2,38+ 1,05 1,97 £ 0,46
p=0,3067
Median desAlters 38,01+ 1,45 37,06+1,12
n.s.

Tabelle 9: Vergleich der 35 bis 39- jahrigen Patientinnen nach Vitrifikation

versuslangsames Einfrieren der Eizellen beziiglich der Embryoentwicklung
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Alteste Gruppe:

Die letzte Alterskategorie, in der wir den Verlauf der Embryoentwicklung beobachtet
haben, bestand aus den 40 bis 46 jahrigen Patientinnen. Signifikante Unter schiede zeigten
sich in der Anzahl der Zyklen, die bel der langsamen Einfriermethode mit 28 Zyklen

(50 %) doppelt so grofl3 war wie bel der Vitrifikationskontrollgruppe mit 14 (42,42 %)
Zyklen.

Das Alter war statistisch gesehen mit p=0,0357 aufféllig, wobe wir in der
Vitrifikationsgruppe (40,49+1,02) die Patientinnen mit dem jungeren Altersdurchschnitt
ver zeichnen konnten.

Bei der Entwicklung der Blastomeren (p=0,0101) und des Scores (p=0,0710) am Tag zwei,
gab es signifikante Unter schiede zugunsten der langsamen Einfriermethode. Anders sah es
bel der Qualitat (p=0,8143) der Embryonen aus, diese war nicht signifikant aufféllig. Das

Ergebnisin der Gesamtbetrachtung fiel zugunsten der langsamen Einfriermethode aus.

Tag drei der Untersuchungen fiel etwas anders aus. Hierbei ergaben sich bei der
Blastomerenentwicklung, der Qualitatsentwicklung und der Scoreberechnung keine
Besonderheiten. Es ist zu erwdhnen, dass alle drei Prufgroflen bei der langsamen
Kryomethode besser ausfielen als bei der Vitrifikationsgruppe, wobel der zahlenmaliige
Anteil am Tag drei noch stéarker als am Vortag differierte (27 Zyklen des langsamen
Einfrierensund 9 Vitrifikationszyklen).

Bel der Verfolgung der PrifgrofRen von Tag zweli auf Tag drel waren die Resultate
signifikant, bel der Blastomer enentwicklung mit p=0,0157und im Trend liegend beim Score
mit p=0,0553, jedoch nicht auffallig in der Qualitatsentwicklung. Hier gab es bei der
Blastomerenentwicklung und der  Scoreberechnung enen Vortell fur die
Vitrifikationsgruppe und die Qualitat schnitt geringfligig besser in der langsamen

Einfrierkontrollgruppe ab.

In der Tabelle 10 werden die ermittelten Daten der héchsten Alter sgruppe
(40 bis 46 jahrigen) dar gestellt.
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Alter sklassen von Slow Zyklen Vitrifikationszyklen p (x>-Test/2-
40 bis 46 Jahren Stichpr oben-
t-Test)
Blastomeren (n=28 Slowzyklen | (n=14 Vitrifikationszyklen | p=0.0101
Entwicklung Tag 2 Embryonen) Embryonen)
(50 %) (42, 42 %) signifikant
(28/56) (24/33)
Mittelwert 2,93+1,35 1,92 £ 0,97
Qualitatsentwicklung | 28 14 p=0.8143
der Embryonen Tag 2
Mittelwert 3,05+ 0,91 3,12+ 0,88 n.s.
Scoreder Entwicklung | 28 14 p=0.0710
Tag 2
Mittelwert 9,82+ 5,01 7,27 £ 3,48 Trend
Blastomeren (n=27 Slowzyklen | (n=9 Vitrifikationszyklen | p=0.4096
Entwicklung Tag 3 Embryonen) Embryonen)
(48,21 %) (27,27 %) n.s.
(27/56) (9/33)
Mittelwert 4,56 + 2,00 3,87+ 2,01
Qualitatsentwicklung | 27 9 p=0.7246
der Embryonen Tag 3
Mittelwert 2,94+ 0,89 2,80 £ 1,00 n.s.
Score der Entwicklung | 27 9 p=0.7821
Tag 3
Mittelwert 14,70 + 6,96 13,81+ 7,94 n.s.
Blastomeren 27 9
Entwicklung von Tag p=0.0157
2auf Tag 3 o
Mittelwert 1,64+ 0,38 2,37+ 0,68 signifikant
Qualitatsentwicklung | 27 9 p=0.3706
der Embryonen
von Tag 2 auf Tag 3 n.s.
Mittelwert 0,98 + 0,06 0,93+0,14
Score der Entwicklung | 27 9 p=0.0553
von Tag 2 auf Tag 3
Mittelwert 1,61+ 0,40 2,23+ 0,76 Trend
Median desAlters 41,22 + 1,77 40,49 £+ 1,02 p=0.0357
signifikant

Tabelle 10: Statistischer Vergleich der 40 bis 46- jahrigen Patientinnen nach
PK D beim langsamen Einfrieren und bei der Vitrifikation
beztuiglich der Embryoentwicklung
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5 Diskussion

5.1 Polkodrperdiagnostik
Methode zur genetischen Frihdiagnostik

Heutzutage gibt es durch die Polkdperdiagnostik eine sichere Methode um besonders fir
altere Paare, nach mehreren fehlgeschlagenen Implantationsversuchen, im Rahmen der
kinstlichen Befruchtung die Eizellen vor dem Transfer in die Gebarmutter auf
chromosomale Veranderungen bestimmter Chromosomen zu unter suchen.

Eine Einschrankung ist bei alteren Patientinnen die zur Verfigung stehende Anzahl an
entwicklungsfahigen Eizellen. Fur den Transfer von einem bis zwei euploiden Embryonen
wer den dur chschnittlich sechs bis acht Eizellen benétigt (Montag und van der Ven, 2003).
Durch die PKD konnen numerische und strukturelle Chromsomenaberrationen
diagnostiziert werden, die aufgrund einer miutterlichen Fehlverteilung verursacht worden
sind.

Im Rahmen der assistierten Reproduktion stellt die PKD in Deutschland die einzige
M dglichkeit zu einer indirekten Untersuchung der Eizellen dar (Montag et al., 2002).
Voraussetzungen zur Durchfihrung  ener Polkor per diagnostik ist eine
intracytoplasmatische Sper mieninjektion (ICSl) mit anschlie;endem Embryotransfer.
DiePID ist in Deutschland nicht zuléssig (M ontag et al., 2002).

Die Methode der Polkérperbiopsie wurde erstmals 1990 in Chicago durchgefiihrt
(Verlinsky et al., 1990) und seit 1997 in Bonn wissenschaftlich adaptiert und seit 2001
klinisch eingesetzt (van der Ven et al., 2002).

Zunachst sei erwahnt, dass bei der Polkorperdiagnostik eine Penetration der Zona
pellucida in der Eizelle notwendig ist, um an die Polkorper zu gelangen. Damit flhrt diese
Untersuchung zu einem permanenten Defekt in dieser Schicht. Das bedeutet, dass ab dem
Zeitpunkt der Polkorperdiagnostik ein stdndiger Defekt in der Zona pellucida verbleiben
wird und es somit unerlassich ist exakt zu arbeiten, um jegliche Art von Kontamination zu

vermeiden.
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Die Eroffnung der Zona pellucida geschieht derzeit durch die mechanische oder die
laserassistierte Methode. Die laserassistierte Methode mit ihrer schnellen und
atraumatischen Entnahme der Polkorper wurde in der Bonner Universitats-Frauenklinik
entwickelt (Montag et al., 1998) im Gegensatz zu der Arbeitsgruppe aus Chicago, die die
mechanische Zona-dissektion mittels einer Kapillare bevorzugt (Zona-drilling basierende
Methode). Die Bonner Erfahrungen belegen, dass die laserassistierte Biopsie die
Verletzungsgefahr der Eizellen und den Verlust der Polkorper senken (Montag et al., 2003,
2004b). Daher wird die Lasermethode wegen ihrer besseren Steuerbarkeit an immer mehr
Zentren eingesetzt. Die chemische Variante (enzymatische Ausdiinnung der Zona pellucida)
kann bei Eizellen nicht durchgefihrt werden, da dies zu Schadigungen fihrt die en
weiteres Wachstum der Eizellen verhindern.

Durch die FISH Untersuchung mit herkdmmlichen Sonden (5-color-Fluoreszenz-In-Situ-
Hybridisierung) konnen die Chromosomen 13, 16, 18 ,21 und 22 im Polkorper dargestellt
und beurteilt werden (Montag et al., 2005). Die zeitliche Spanne bis zur Verschmelzung der
Vorkernmembranen (EschG, 1990) bedingt ein optimiertes Vorgehen, auch beziglich der
zur Verflgung stehenden Chromosomensonden, so dass von der Bonner Arbeitsgruppe eine
M odifikation, die 6-color-Fluor eszenz-I n-Situ-Hybridisierung, entwickelt wurde

(Montag et al., 2005). Somit besteht die Mdglichkeit in einer Hybridisierungsrunde sechs
Chromosomen (13, 16, 18, 21, 22 und z. B. das X-Chromosom) zu beurteilen.

Ein im Moment noch nicht géngiges Verfahren ist die vergleichende ,genomische
Hybridisierung® (comparative genomic hybridisation, CGH). Sie hat den Vorteil, dass sie
beim Screening die Moglichkeit bietet, im Rahmen einer Polkorperdiagnostik, alle
Chromosomen des Genoms dar zustellen und zu beurteilen (Wells et al., 1999). Auch diese
Technik wurdein Bonn an deutsche Verhaltnisse adaptiert (Landwehr et al., 2007). Well es
sich bel der CGH durch die DNA Extraktion, Amplifikation und Hybridisierung um eine
zeitlich sehr aufwendige Methode handelt, wird diese erst nach weiterer Optimierung in
Zukunft fur die PKD zur Verflgung stehen.

Zusammengefasst kann man sagen, dass die Vorteile der PKD darin liegen, dass es sich bei
der Biopsie um extraembryonale Zellen handelt, somit die Zellmasse des Embryos geschont

wird und die Durchfiihrung konform mit dem Embryonenschutzgesetz ist.



Die PKD ist auf maternale Indikationen beschr &ankt was bedeutet, dass nur das mitterliche
Genom auf numerische und/oder strukturelle Chromosomenaberrationen untersucht

werden kann und nur bedingt auf monogene Erbkrankheiten (Montag et al., 2003).

Ursprung mutterlicher Aneuploidien
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Abbildung 6:

In Abbildung 6 sieht man den noch vorhandenen diploiden Chromosomensatz, der vor der
Ovualtion und nach der Reifeteilung 1 auf einen haploiden (einfachen) Chromosomensatz
reduziert wird.

Der haploide Chromosomensatz verbleibt in der Zelle, wahrend die andere Hafte (unter Bildung
des ersten Polkorpers) aus dem Zytoplasma geschleust wird.

Nach Eindringen des Spermiums in die Eizelle erfolgt eine Aufspaltung der Chromosomen in
zwei Chromatiden (wobei eine Chromatide unter Bildung des zweiten Polkorpes ausgeschleust
wird).

Bel einer Fehlverteilung in der Meiose 1 kann es somit zu fehlenden oder Uberzéhligen
Chromatiden in der Eizelle kommen (Monosomie oder Trisomie).

Werden beispielsweise drei Chromatiden im Polkdrper (als Spiegelbild der Eizelle) erkannt, dann
weist die Eizelle nur noch ein Chromatid auf und der sich daraus entwickelnde Embryo wirde an
einer Monosomie erkranken.

Die Methoden der kinstlichen Befruchtung mit einem chromosomal gesunden Embryo
wer den auch weiter hin noch erforscht und in der Methodik verbessert.
Weiterhin besteht die Moglichkeit Eizellen im Vorkernstadium nach einem bestimmten

vor gegebenen Schema (in unserer Studie langsames Einfrieren, Vitrifikation) einzufrieren
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und aufzutauen. Da die Empfindlichkeit des Zellmaterials nach dem Auftauen zur
Degeneration und Arretierung fihren kann und ein geplanter Embryotransfer somit nicht
mehr mdoglich ware, ist es unumganglich dem vorgegebenen Schema des Einfrierens und
des Auftauens Folge zu leisten.

Mit der Kryokonservierung von Vorkerneizellen wird den Patientinnen ein wieder holter
Embryotransfer zu einem spateren Zeitpunkt, ohne eine erneute hormonelle

Vorbehandlung, ermdglicht.

Der Hintergrund unserer Studie war die Beobachtung der Weiterentwicklung und die
Implantation von Eizellen nach Polkérper diagnostik.

Einerseits betrachteten wir das Verhalten der Eizellen nach der Polkor perdiagnostik vor
und nach dem Einfrieren.

Andererseits verglichen wir die beiden unterschiedlichen Einfriermethoden (langsames
Einfrieren und Vitrifikation) die wir zur Kryokonservierung von Vorkerneizellen nach der
Polkor perdiagnostik benutzten.

ZielgrolBen unserer Studie waren die Weiterentwicklung der Eizellen bezlglich
Altersabhangigkeit, Schwanger schaftsrate, Degener ation und Arretierung.
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5.2 Diskussion der Ergebnisse

521 Vergleich der Patientinnen nach Polkor per diagnostik vor und nach
Kryokonservierung der Eizellen in der gesamten Alter sklasse
(26 Jahre bis 46 Jahre)

Der Vergleich des gesamten Polkorperdiagnostik Patientenkollektivs vor und nach
Kryokonservierung der Eizellen zeigte eine heterogene Altersverteilung, die durch die
jungste Patientin mit 26 Jahren und die élteste Patientin mit 46 Jahren begrenzt war.

Wir konnten bei der Polkorpergruppe ohne Kryokonservierung der Eizellen mit einem
jungeren Durchschnittsalter, sowohl eine hohere serologische Schwangerschaftsrate als
auch eine hoher e klinische Schwanger schaftsrate nachweisen.

Hier vermuten wir als Griunde der erhohten Schwangerschaftsraten das jlngere
Durchschnittsalter der PKD Gruppe ohne Kryokonservierung und die Differenz bel der
Anzahl der Embryonen, die pro Transfer Ubertragen wurden.

In den Frischzyklen wurden bel keiner Patientin pro Zyklus weniger als zwel Embryonen
transferiert, im Vergleich dazu wurde in der Kryokontrollgruppe die Uberwiegende Anzahl
der Transfers mit nur einem Embryo vorgenommen.

Demzufolge erharten sich unsere oben genannten Vermutungen und die daraus
resultierende erhéhte Chance auf eine Schwangerschaft bel einem Transfer mit zwei und
mehr Embryonen.

Eine Arbeitsgruppe aus Helsinki kam in einer Studie, bel der auf Embryoebene der
qualitativ beste Embryo zum Transfer ausgesucht wurde, dem so genannten , elektive single
embryo transfer”, zu anderen Ergebnissen. Diese Studiengruppe verglich zwei Gruppen
mit Embryotransfers nach Kryokonservierung, wobei der ersten Gruppe nur ein Embryo
pro Behandlungszyklus transferiert wurde und der Kontrollgruppe zwei Embryonen pro
Transfer Ubertragen wurden. Die allgemeine Schwanger schaftsrate fiel bei den Transfers
mit einem Embryo nicht geringer aus als bei den Transfers mit zwei Embryonen. Ein
weiterer Vortell bei den Transfers mit nur einem Embryo ist die Vermeidung von
M ehrlingsschwanger schaften (Hyden-Granskog C. et al., 2005). In Deutschland ist dieses
Vorgehen durch die Einschrankungen des Embryonenschutzgesetzes nicht moglich, aber
schon die Polkérperuntersuchung fihrt zu einer Selektion der qualitativ besseren Eizellen

und damit zu einer besseren Embryoqualitét.
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Diesist sicher eine Besonder heit des Patientenkollektives, welches einer Polkdper diagnostik

zugefiihrt wird und somit nicht mit den Daten aus Finnland zu ver gleichen.

Weiterhin konnten wir herausfinden, dass nach Kryokonservierung von biopsierten
Eizellen im Vorkernstadium mit nachfolgendem Auftauen und Transfer in einigen Zyklen
die Einnistung eines Embryos zunachst ganz normal stattfand, es aber in keinem Fall
unserer untersuchten Zyklen zu einer bestdndigen und damit Uberlebensfahigen
Implantation eines Embryosin die Gebarmutter schleimhaut kam.

Generell kam es bei den PKD Zyklen mit nachfolgendem Einfrieren der Vorkerneizellen
durch die Vitrifikation und die herkdmmliche langsame Einfriermethode in unserer
Untersuchungsrethe bis zum Abschluss dieser Studie bel keinem Auftauzyklus mit
anschlielendem Embryotransfer zu einer klinischen Schwangerschaft und damit zur

Geburt einesKindes.

Die Grinde mangelnder Implantation des Embryos nach dem Einfrierprocedere sind
der zeit noch nicht ausreichend wissenschaftlich belegt.

Erwartungsgemall ist das Alter bei der Gesamtbetrachtung der Patientinnen in der
Kryokonservierungsgruppe hoéher als das Alter der Patientinnen bel den Frischzyklen, da
die kryokonservierten Eizellen aus dem Bestand der chromosomal unauffélligen und
Uberzéhligen Vorkerneizellstadien der Frischzyklen stammen, die im frischen Zustand
nicht transferiert wurden und dann zu einem spéteren Zeitpunkt, nach dem Auftauen, bel
einem weiteren Versuch transferiert werden konnten.

Wir vermuten, dass bei der Kryokonservierung von Eizellen ebenfalls Energietrager und
Zellorganellen der Zelle durch den Dehydrierungsprozess in Mitleidenschaft gezogen

werden und dadurch die Einnistung in die Gebar mutter schleimhaut er schwert wird.

Eine Arbeitsgruppe von Naether et al. erprobte bei Patientinnen im fortgeschrittenem Alter
ein anderes Vitrifikationsprotokoll bei dem ebenfalls Uberzahlige euploide Eizellen
zunéchst eingefroren und zu einem spateren Zeitpunkt, nach dem Auftauen, transferiert
wurden. Im Gegensatz zur Kontrollgruppe, bel den Patientinnen mit frischem
Embryotransfer, konnte in der Kryokonservierungsgruppe von einer Schwanger schaft mit
gesunder fortschreitender Entwicklung des Feten (Stand der Studienergebnisse 09/07
Beobachtungen bis zur 22. Schwanger schaftswoche) berichtet werden (Naether et al., 2008).
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5.2.2 Vergleichsdaten der langsamen Einfriermethode und der Vitrifikation
nach Polkorperdiagnostik in der gesamten Alter sklasse
(27 Jahre bis 46 Jahre)

Ferner betrachteten wir im zweiten Schritt unserer Auswertungen die Unterschiede
zwischen den beiden ver schiedenen Einfriermethoden.

Unseren Ergebnissen zufolge erlangte die Vitrifikationsmethode mit einer hoheren Anzahl
an Uberlebenden Eizellen nach dem Auftauen und einer hoheren serologischen
Schwanger schaftsrate einen Vorteil gegeniiber der langsamen Einfriermethode.

Als mdgliche Ursache der besseren Ergebnisse fur die Vitrifikationsmethode nehmen wir
wiederum die hohere Anzahl der Embryonen pro Transfer, das geringere
Durchschnittsalter und die Art und Weise der Einfriertechnik an.

Eine Vergleichsstudie der Uberlebensrate von biopsierten Embryonen nach dem Auftauen
bei vier verschiedenen Kryokonservierungsmethoden wurde von einer Forschungsgruppe
der Sun Yat-Sen Universitat in China durchgefiihrt.

Der Hintergrund dieser Studie war zu eruieren, welche von den vier verschiedenen
K ryokonservierungsmethoden die hochste Uberlebensrate der eingefrorenen biopsierten
Embryonen aufwies.

Verglichen wurden die Standard Einfriermethode, die modifizierte Einfriermethode, die

modifizierte Auftaumethode und die Vitrifikationsmethode.

Als Resultat protokollierte die Arbeitsgruppe, dass das Verhdaltnis der Embryonen mit
einer Uber 50% Blastomeren Uberlebensrate beziehungsweise einer kompletten
Blastomeren Uberlebensrate bei der Vitrifikationsgruppe signifikant hoher ausfiel als bei
den anderen drei Einfrierverfahren (Zengh W.T. et al., 2005).

Auch wenn in der chinesischen Arbeitsgruppe Uber kryokonservierte Embryonen und in
unseren Datenreihen Uber eingefrorene Vorkernstadien berichtet wird, kbnnen wir trotz-
dem die Ergebnisse dieser Arbeitsgruppe als Bestatigung unserer Ergebnisreihe sehen. Bei

den Auswertungen unserer Daten Uber die beiden Kryoverfahren
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(Vitrifikation und langsames Einfrieren) konnten wir ebenso einen Vortel der

Uberlebensrate von Eizellen bel der Vitrifikation ermitteln.

Es zeigten sich jedoch beim Entwicklungsprozess der Eizellen nach dem Auftauen
Unter schiede bezliglich der Degener ationsr ate.

Beim Einfrieren der Eizellen durch die langsame Einfriermethode kam es nach dem
Auftauen haufiger zur Degeneration der Eizellen alsbei der Vitrifikationsmethode.
Entgegengesetzt verhielt sich das Bild der arretierten Eizellen, die nach dem Auftauen

zahlenmalig vermehrt bel der Vitrifikation zu beobachten waren.

Die ersten Vermutungen dieser unterschiedlichen Ergebnisse lenken uns in die Richtung
der verschiedenen Einfriertechniken und der unterschiedlichen Zusammensetzungen der
Einfriermedien.

Um eine belegbare Ursache der Degenerationsrate nach dem Einfrieren zu verifizieren
waér e eine gesonderte Studie mit héheren Fallzahlen notwendig.

Dass es Unterschiede beziiglich der Schwanger schafts- und Uberlebensraten von Eizellen
aufgrund verschiedener Zusammensetzungen der Kryokonservierungsiésungen gibt
beobachteten Wissenschaftler aus Indianapoalis.

Der Hintergrund dieser wissenschaftlichen Datenauswertung lag darin festzustellen, wie die
Eizellen auf unterschiedliche Zusammensetzungen der Einfrierldsungen reagieren, ob sie
Auswirkungen auf das Uberleben einer Eizelle haben und ob eine Implantation und damit
auch Schwangerschaft durch die unterschiedlichen Konzentrationen beeinflusst werden
konnte. Verglichen wurden 2zwei, in ihrer Zusammensetzung unterschiedliche
Einfrierlosungen mit einem Natriumzusatz bezlglich der Propandiol- und
Sucr osekonzentration.

Die erste Natriumlésung enthielt einen Zusatz von einer 1,5 molaren Propandiol- und einer
0,1 molaren Sucroselésung. Die zweite Natriumlésung enthielt einen 1,5 molaren
Propandiol- und einen 0,2 molaren Sucrosezusatz.

Die Ergebnisse der Arbeitsgruppe zeigten, dass bei Patientinnen deren Eizellen mit einer
Kryokonservierungsflissigkeit die aus einer Natriumldsung bestand, welche eine hthere

K onzentration an Sucrose enthielt, eine bessere Schwanger schafts- und Uberlebensrate der
Eizellen erzielt werden konnte als bei der Kontrollgruppe, bei der die Natriumlésung eine

geringer e Konzentration an Sucrose enthielt (Boldt J. et al., 2003).
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523 Vergleich der Embryoentwicklung nach Polkérperdiagnostik vor und
nach Kryokonservierung der Eizellen in der gesamten Alter sklasse
(26 Jahre bis46 Jahre)

Bel diesen Beobachtungen kam es zu hochsignifikanten Auffalligkeiten beim Vergleich der
beiden PKD Gruppen vor und nach Kryokonservierung der Eizellen.

In der Frischzyklusgruppe kam es bei fast allen Auswertungen zu positiveren Aspekten als
in der Kryokontrollgruppe, wobei wir wieder annehmen, dass dies mit dem niedrigeren
Durchschnittsalter zusammenhéangen konnte.

Bel Patientinnen bis zum 34sten L ebengahrs stellten wir allerdings keine Beeinflussung der
Ergebnislage durch geringe Alter sschwankungen fest.

Keine statistischen Auffalligkeiten waren bei der Betrachtung der Embryoqualitat und der
Scor eber echnung vom zweiten zum dritten Entwicklungstag zu erkennen.

Die zusammenfassende rickblickende Betrachtung der Entwicklung einer Eizelle vom
zweiten auf den dritten Tag sagt uns etwas tUber die Quantitat des Zellstadiums (Anzahl der
Zéellen/ Teilungsrate) und Uber die Qualitat (Wertigkeit) einer Eizelle aus.

Wenn es an einem der beiden Untersuchungstage (zweiter und dritter Tag) zu einer
Entwicklungsverzogerung der Eizelle in der Kryogruppe kam, so konnte diese zeitliche
Entwicklungsver zogerung durch eine forcierte Weiterentwicklung der Eizelle an einem der

anderen beiden Tage (meistensam dritten Tag) wieder aufgeholt werden.

Zusammenfassend konnen wir behaupten, dass die kryokonservierten Vorkerneizellen nach
dem Auftauen mit einer zeitlichen Verzégerung ihrer Weiterentwicklung reagierten, diese
Wachstumsver zoger ung aber nach einer Erholungsphase von den Vorkerneizellen wieder
aufgeholt wurde.

Ein weiterer Grund dieser Wachstumsverzégerung konnte moglicherweise mit der
Dehydrierung der Eizellen vor dem Einfrieren und dem Hydrieren der Eizellen nach dem
Auftauen zusammenhangen. Wir konnten beim Vergleich der beiden Einfriermethoden
feststellen, dass diese temporare Wachstumsverzogerung der Eizellen im Wesentlichen
durch die Vitrifikation hervorgerufen wurde.
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F. Nawroth et al. konnten in ihrer Studie Uber optimierte diagnostische und ther apeutische
Konzepte beziiglich der Langzeitiberlebensrate nach Tumorerkrankungen feststellen, dass
bei der langsamen Kryokonservierung als wichtigster Faktor der Zellschadigung die
intrazellulare Kristallisation im Vordergrund steht. Im Gegensatz dazu kommt es bei der
Vitrifikation zu keiner Aquilibrierung. Die hohen Einfriergeschwindigkeiten fiihren
anstelle der Kristallisation zu einem glasformigen Zustand der Eizellstadien. Der Nachtell
der Vitrifikation besteht darin, dass den Zellen in kirzester Zeit viel Wasser entzogen
werden muss und aus diesem Grund die Konzentrationen der Kryoprotektiva wesentlich
hoher gewahlt werden mussen als beim langsamen Einfrierverfahren, was wiederum ein
gr 6l3er estoxisches Risiko der zu vitrifizierenden Proben mit sich zieht

(Nawroth et al., 2004).

Unberticksichtigt bei der Berechnung dieser Daten blieben biologische Storfaktoren, ein
hoheres Alter der Kryokonservierungsgruppe sowie eineim Verlauf verminderte Anzahl an
Zyklen bel den frischen Transfers.

Schlussfolgernd  bedeutet dies, dass in der gesamten Altersklasse unseres
Patientenkollektivs ein Embryotransfer nach einer frischen Entnahme der Eizellen bei
einem jungeren Durchschnittsalter (Ausnahme ist die Alterskategorie bis zum 34.sten
Lebengahr) eine konstantere Weiterentwicklung der Eizellen zeigte.

Eine qualitativ und quantitativ gute Eizellentwicklung nach PKD fuhrt zu einer hoheren
Wahrscheinlichkeit, dass sich der Embryo in die Gebarmutter schleimhaut einnistet und es
somit zu einer klinischen Schwanger schaft und zur Geburt eines Kindes kommt.

Wir durfen auch weiterhin nicht in Vergessenheit geraten lassen, dass ursachlich fur das
schlechtere Ergebnis der jungeren Kryokonservierungsgruppe unbeeinflussbare

anderweitige idiopathische Storfaktoren mitverantwortlich sein kénnen.
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524 Vergleich der Embryoentwicklung nach Polkor perdiagnostik bei der
langsamen Einfriermethode und bei der Vitrifikation der Eizellen in
der gesamten Altersklasse (27 Jahre bis 46 Jahre)

Beim Vergleich der beiden unterschiedlichen Kryokonservierungsmethoden beziiglich der
Entwicklungsbetrachtung der Eizellen nach dem Auftauen bel den Polkérperdiagnostik
Patientinnen in der gesamten Alter sgruppe kdnnen wir zusammenfassend berichten, dass es
in dieser Unter suchungsreihe zu keinen rechnerisch signifikanten Besonder heiten kam.

Die Eizellen der langsamen Einfriermethode wiesen durchgehend eine konstantere
Entwicklung und ein konstanteres Wachstum der Eizellen nach dem Auftauen auf als die
Vitrifikationsgruppe.

Bel der Vitrifikation stellten wir zunachst nach der Auftauphase eine leichte Wachstums-
und Entwicklungsverzogerung der Eizellen fest. Nach einigen Stunden Erholungsphase
zeigten diese Eizellen jedoch ein beschleunigteres Wachstum als die Eizellen der langsamen
Einfrierkontrollgruppe, so dass sich demzufolge ruckblickend dieser Wachstumsschub auf
den Entwicklungssprung vom zweiten auf den dritten Tag auswirkte, welcher be der
Vitrifikationsmethode zu besseren Ergebnissen flhrte.

Wir gehen davon aus, dass diese temporare Wachstumsver zogerung zum einen durch die
unterschiedlichen Zusammensetzungen der Einfrierldsungen und zum anderen durch die
schnelle Temperaturabsenkung beim schnellen Schockgefrieren zustande kam.

Eine Ausnahme machte auch hier wieder diejlngste Altersgruppenbetrachtung bei der wir
feststellten, dass die vitrifikationsbehandelten Eizellen nicht, wie bel den anderen
Altersgruppenbetrachtungen, zunéchst eine gewisse Wachstumsverzégerung und im
Anschluss einen Wachstumsschub einlegten, sondern durchgehend ein konstantes
Wachstum zeigten. Hervorzuheben sei in der jingsten Gruppe ebenfalls der dritte Tag der
vitrifizierten Eizellen an dem en gutes Eizellwachstum mit ener ebenso guten
Qualitatsentwicklung beobachtet werden konnte.

In der mittleren Altersgruppe, der bis 39-jahrigen Patientinnen, zeigten sogar die durch die
langsame Einfriermethode konservierten Eizellen, trotz eines leicht hoheren
Altersdurchschnitts, einen besseren Entwicklungssprung vom zweiten auf den dritten Tag.
Obwohl in der altesten Gruppe die Patientinnen der Vitrifikationsmethode ein statistisch
signifikant jungeres Alter und einen signifikant besseren Entwicklungssprung prasentierten

alsdie Patientinnen der langsamen Kryokonservierungsmethode, konnten wir hier
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tendenziell in den restlichen Positionen einen kleinen Vorteil fir die langsam eingefrorenen
Eizellen feststellen.

Dieswider spricht zwar einerseits unserer oben erwahnten These, dass ein jungeres Alter zu
besseren Entwicklungsergebnissen fihrt, wobel wir aber andererseits bertcksichtigen
missen, dass unsere Patientinnen in der altesten Subgruppe ohnehin bereits Uber vierzig
Jahre alt waren und eine Altersdifferenz in dieser Unter suchungsreihe wiederum gesondert
betrachtet werden sollte.

Hinzufigen mochten wir noch, dass die Empfindlichkeit der alteren Eizellen auf
schadigende Einfllsse und Temperatur schwankungen durch das Einfrier proceder e gr 6l3er
ist alsbei den jingeren Eizellen.

Die drei Gruppen zusammenfassend betrachtet, ergab eine sehr heterogene Vertellung der
Ergebnisse.

In einer Studie von Vanderzwalmen et al. wurde der Einfluss auf das Entwicklungsstadium,
die weitere Entwicklung der befruchteten Eizelle sowie die Implantation nach dem
Auftauen bel der Vitrifikationsmethode verfolgt.

Hier fanden Wissenschaftler heraus, dass die héchste Schwanger schaftsrate bel Eizellen
nach Vitrifikation im fruhen Blastozystenstadium erzielt werden konnte (Vander zwalmen
P. et al., 1998).

Wir kdnnen abschlief3end sagen, dass es bei der gesamten Prifgruppe vor dem Einfrieren
der Eizellen, verglichen mit der gesamten Prifgruppe nach dem Einfrieren der Eizellen, zu
einem konstanterem Wachstum und zu einer hoheren Implantationsrate der frischen
Eizellen kam.

Die eingefrorenen Eizellen, besonders die vitrifizierten Eizellen, benétigten nach dem
Auftauen eine gewisse Latenzzeit zur Erholung um sich wieder konstant weiterentwickeln
zu kénnen; das bedeutet, dass es hier zu einer tempor &ren Entwicklungsver zéger ung nach

dem Auftauen bei der Kryokonservierung von Eizellen kam.
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Biszum Ende dieser Studie wurde keine klinische Schwanger schaft und damit Geburt eines
Kindes bei einer Polkorperdiagnostikpatientin nach den beiden oben genannten
Kryokonservierungsmethoden der Vorkerneizellen in der Universitats-Frauenklinik in
Bonn herbeigefiihrt.

Im Rahmen unserer Studie betrachteten wir neben den beiden oben genannten
Kryoverfahren drei weitere Zyklen, in denen sechs Eizellen mit der sogenannten
»modifizierten langsamen® Einfriermethode (m-sdow M ethode) eingefroren wurden.

In diesen drei Zyklen mit sechs Embryotransfers kam es in einem Fall zur Implantation
von zwel Eizellen wovon eine implantierte Eizelle eine Herzaktion aufwies. Wir
verzeichneten bereits im Jahr 2007 die erste klinische Schwangerschaft bel der
modifizierten langsamen Einfriermethode mit anschlief3ender Geburt eines gesunden
Kindesin der Uniklinik Bonn.

Es kam in einem Hamburger Zentrum fir Pranataldiagnostik mit Hilfe einer modifizierten
Vitrifikationsmethode (eine etwas andere Methode als wir sie in der Uniklinik Bonn
einsetzen) im Jahr 2007 zu zwei klinischen Schwanger schaften.

In Anbetracht der Uberlebensrate von Eizellen nach Polkoérperdiagnostik mit
anschlielender Kryokonservierung raten wir in Bonn zur modifizierten-langsamen
Einfriermethode, denn in unserer Datenreihe kam es nach der Polkorperdiagnostik mit

anschlie3ender Einfrierung der Eizellen nur in diesem Verfahren zur Geburt einesKindes.

Um eine derzeit genauer belegbare Datenlage erheben zu kdnnen sollte aufgrund der
geringen Fallzahlen in einer gesonderten Studie mit hoéheren Fallzahlen das m-slow
Verfahren beziglich unserer oben genannten Kriterien erneut beobachtet und verifiziert

werden.
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6 ZUSAMMENFASSUNG:

Bel der Polkorperdiagnostik handelt es sich um ein Verfahren, welches im Rahmen einer
assistierten  Reproduktion einen indirekten Nachweis auf ene mitterliche
Chromosomenfehlverteilung in der menschlichen Eizelle erbringt.

Mit Hilfe einer laserassistierten Biopsie und anschlielender Untersuchung der
Chromosomen und Chromatiden der Polkorper im FISH Verfahren (Fluoreszenz-In Situ-
Hybridisierung) lassen sich bei dieser Untersuchung Rickschliisse auf die chromosomale
Beschaffenheit der Eizelle ziehen (Bild und Spiegelbild). Es gibt bisher keine Nachweise
Uber einen negativen Entwicklungsverlauf der befruchteten Eizellen durch diese

Unter suchungsmethode.

Als Grundlage unserer Studie diente der Vergleich eines Patientenkollektivs der
Frauenklinik der Universitat Bonn, bel dem in 191 Behandlungszyklen an 74 Patientinnen
nach Polkorperdiagnostik die Eizellen vor und nach Kryokonservierung auf die weitere
Entwicklung und nach dem Embryotransfer auf die Schwanger schaftsrate, in Abhéngigkeit

des Altersund der Kryokonservierungsmethode, beobachtet wurden.

Im ersten Teil der Studie konnten wir im Rahmen unserer Unter suchungen hochsignifikant
auffallige Ergebnisse bei der Gegenuberstellung der beiden Kryokonservierungsmethoden
(Slowverfahren und Vitrifikation) mit dem Frischzyklusverfahren bezlglich des
Embryotransfers und der Schwangerschaftsrate zugunsten der Frischzyklusgruppe
ver zeichnen.

Ein Grund dieser statistischen Auffalligkeiten war die unterschiedliche Anzahl der
transferierten Embryonen pro Zyklus. Im Frischzyklus wurden grundsatzlich zwei
Embryonen pro Transfer (in 85 von 90 Zyklen p<0.001) beim Kryoverfahren vorwiegend
nur ein Embryo pro Transfer (in 56 von 89 Zyklen p<0.05) tbertragen.

Die serologische Schwanger schaftsrate lag zwar im Trend (p=0,085), aber positive klinische
Schwanger schafresultate konnten ausschliedlich in der Frischzyklusgruppe verzeichnet
werden (11 klinische Schwanger schaften p=0,00198). Die Altersverteilung zeigte in den
Vergleichsgruppen keine Signifikanzen, wobei die Kryokonservierungsgruppe einen etwas

hoéheren Alter sdurchschnitt aufwies als die Frischzyklusgruppe.
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Hinsichtlich der statistischen Auswertungen bezliglich der Degeneration und Arretierung
von Eizellen nach Kryokonservierung konnten wir beim Vergleich beider Einfriermethoden
keine statistischen Auffalligkeiten feststellen. ZahlenmaRig zeigten sich jedoch bel der
Vitrifikation weniger degenerierte Eizellen (10 von 59 Uberlebenden Eizellen), aber daftr
mehr arretierte Eizellen (9 von 59 Uberlebenden Eizellen) als bei dem vergleichenden
Slowverfahren (degenerierte Eizellen: 24 von 81 Uberlebenden Eizellen, arretierte Eizellen:
5von 81 tberlebenden Eizellen).

Bei den PKD Patientinnen mit anschliel3ender Kryokonservierung
(Vitrifikation/Slowverfahren) der Eizellen kam es bis zum Ende des
Untersuchungszeitraums zu keiner klinischen Schwangerschaft und damit zu keiner
Geburt einesKindes.

Im Anschluss beobachteten wir im zweiten Tell unserer Studie die Blastomerenqualitat-
und Scoreentwicklung in drei Alterskategorien unterteilt.

Die Gesamtauswertung erbrachtein allen unter suchten Prfgroi3en, in der mittleren und in
der hochsten Alterskategorie, ein hochsignifikant auffélliges Ergebnis zugunsten der
Frischzyklusgruppe, wobei diejingste Gruppe keine Signifikanzen zeigte.

Im Detail stellten wir beim Vergleich der beiden Kryokonservierungsverfahren
(Vitrifikation/Slowverfahren) fest, dass bel den Eizellen die mit Hilfe des Siowverfahrens
kryokonserviert worden waren, das Wachstum der Eizellen einen konstanteren Verlauf
nahm alsbel der Vitrifikation.

Die zunachst leicht wachstumsver zogerten Eizellstadien nach dem Auftauen, bel vorheriger
Vitrifikation, wiesen jedoch nach gspéatestens 48 Stunden en leicht gesteigertes
Wachstumsver halten auf, so dass sie sogar am Ende der Entwicklungsbeobachtung bessere
Resultate beim Entwicklungssprung (Beobachtung von Tag 2 auf Tag 3) als die Slow-
Vergleichsgruppe zeigten.

Somit ergibt sich laut Datenlage, dass die besten Erfolgsaussichten auf Implantation eines
Embryos in die Gebarmutterschleimhaut bei der jingsten Altersgruppe den unter 35
jahrigen Patientinnen, deren Eizellen zuvor nicht kryokonserviert waren, beobachtet

werden konnte.

Zum Schluss sei noch erwéhnt, dass sechs Eizellen in dre Zyklen mit Hilfe des
,modifizierten Slowverfahrens® kryokonserviert wurden, aber aufgrund zu geringer

Fallzahlen zur zeit keine gener elle Bewertung moglich ist.
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Auch wenn aus der Kombination der Ergebnisse ein frischer Embryotransfer weiterhin
noch bessere Chancen auf Erfolg einer Schwanger schaft hat als ein Embryotransfer

nach Kryokonservierung der Eizellen, so macht es doch Sinn die Uberzahligen zur
Verfugung stehenden Eizellen, nach unseren derzeitigen Auswertungen, durch die
»,modifizierte langsame Einfriermethode’ (m-Slowverfahren) einzufrieren

(6 kryokonservierte Eizellen fuihrten zu zwei Fruchthohlen und einer Herzaktion und
letztendlich zur Geburt eines Kindes), um zu einem spateren Zeitpunkt ohne hormonelle
Vorbehandlung und ohne aufwendiges Proceder e einen weiteren Transfer vor zunehmen zu
konnen.

Die Chancen auf eine Schwanger schaft mit einem chromosomal gesunden Kind steigen. Der
Stressfaktor der Vorbehandlung entfallt und die Gewissheit, einen vor Implantation
chromosomal untersuchten, mit grof3er Wahrscheinlichkeit, gesunden Embryo transferiert

zu bekommen, wird fir viele Patientinnen eine weiter e Entlastung dar stellen.
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