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1. Einleitung und Fragestellung

1. Einleitung und Fragestellung

1.1 Bedeutung der Reproduktionsmedizin in der

Gesellschaft

Nach aktuellen Schatzungen ist eines von sechs Paaren in Deutschland,
insgesamt zwei Millionen Paare, ungewollt kinderlos. Von ungewollter
Kinderlosigkeit oder Sterilitat spricht man, wenn es bei einem Paar
innerhalb eines Jahres trotz ungeschutztem Geschlechtsverkehr nicht zu
einer Schwangerschaft kommt. Die soziographischen Auswirkungen
rucklaufiger Geburtenzahlen sind gravierend. 2003 erreichte die Zahl der
Geburten in Deutschland einen historischen Tiefstand von 715 000 Kindern
> Die Geburtenrate (d.h. die Anzahl der Kinder pro Frau) liegt in
Westdeutschland seit Mitte der siebziger Jahre zwischen 1,3 und 1,4
Kindern. Bliebe es bei diesem Niveau oder kdme es sogar zu einem
weiteren Abfall, wirde die Zahl der in Deutschland geborenen Kinder pro
Generation um rund ein Drittel abnehmen. In der DDR nahm die
Geburtenhaufigkeit in der zweiten Halfte der siebziger Jahre zeitweise
wieder zu, sank Anfang der neunziger Jahr aber wieder auf nur noch 0,8
Kinder pro Frau. Inzwischen hat die Geburtenhaufigkeit in den neuen
Landern wieder zugenommen und nahert sich dem Niveau der alten
Bundeslander, ist aber mit etwa 1,1 Kindern pro Frau im Jahr 1998 noch
immer deutlich niedriger als in den westlichen Bundeslandern.

Vielfach wird vermutet, dass Zuwanderer das niedrigere Fertilitatsniveau
der deutschen Bevolkerung ausgleichen konnten. Dies kann aber nicht
erwartet werden, da sich die durchschnittliche Kinderzahl von Zuwanderern
jener der einheimischen Bevdlkerung mit der Zeit angleicht. Ohne weitere
Zuwanderung und bei gleich bleibender Kinderzahl pro Frau wurde die
Bevolkerung in Deutschland bis zum Jahr 2050 von derzeit 82 Millionen auf
voraussichtlich weniger als 60 Millionen sinken *.

Der Anteil der kinderlosen Paare wachst mit deren Ausbildungsniveau ™.

Insbesondere Akademiker mit langer und teurer Ausbildung verschieben die
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Familienplanung in spatere Lebensabschnitte. Die meisten Paare
konzentrieren sich zunachst auf die berufliche Karriere und die finanzielle
Unabhangigkeit. So betrug das durchschnittliche Alter einer Frau bei der
Geburt des ersten Kindes 2002 bereits 29 Jahre, im Vergleich dazu lag es
1970 im Durchschnitt noch bei 24 Jahren. Die Anzahl der Uber 35- jahrigen
Erstgebarenden hat sich von 1986 bis 2002 mehr als verdoppelt '°. Bei
dieser Entwicklung ist eine Zunahme der ungewollten Kinderlosigkeit zu
erwarten, da die Fruchtbarkeit einer Frau mit 25 Jahren abzunehmen
beginnt. lhr fortgeschrittenes Alter ist daher der Hauptgrund dafir, dass
Frauen Hilfe bei der Reproduktionsmedizin suchen. Die Ursache flr die
zunehmende Unfruchtbarkeit deutscher Paare liegt jedoch nicht nur an den
Frauen. Auch das durchschnittliche Alter von Vatern steigt. Zudem deuten
Studienergebnisse darauf hin, dass die Qualitat des Spermas drastisch
gesunken ist. Die Grinde dafir sind vielfaltig, wie zum Beispiel moglicher
Cannabiskonsum, Rauchen, Anabolika oder Umweltgifte. Nicht zuletzt
aufgrund dieser Tatsachen gewinnt die Reproduktionsmedizin in der
modernen westlichen Gesellschaft immer mehr an Bedeutung. Wegen
ungewollter Kinderlosigkeit suchen jahrlich 200000 Paare allein in der
Bundesrepublik Deutschland den Rat eines Mediziners. Die
Reproduktionsmedizin kann Paaren, fur die aufgrund fortgeschrittenen
Alters eine naturliche Befruchtung keine Erfolgsaussichten mehr hat, zu
einer Schwangerschaft verhelfen. Hierbei ergibt sich zwangslaufig ein
ethisches Problem: wo soll die Altersgrenze fur eine Elternschaft liegen und
wer soll darlber entscheiden? Aber auch in der Reproduktionsmedizin
sinken die Chancen fur eine erfolgreiche Behandlung mit dem Alter.

Die Grunde fur die Infertilitat von Paaren, die die Hilfe der
Reproduktionsmedizin in Anspruch nehmen, sind vielfaltig und nicht immer
ist das Alter der einzige ursachliche Faktor. Dem Arzt obliegt es fur jede
Patientin die richtige Therapie und Vorgehensweise zu wahlen. Eine grol3e
Bedeutung kommt hierbei Serummarkern zu, die mdglicherweise die
Erfolgsaussichten der Patientin bei Anwendung einer
reproduktionsmedizinischen Malnahme vorhersagen und so als

Entscheidungshilfe dienen kdnnen.
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1.2 Das Ovar und die frihantrale Follikelzahl (AFC)

Das Alter eines Ovars ist durch die Gesamtheit der vorhandenen
Primarfollikel gekennzeichnet. Ein messbarer Parameter dieses Pools ist
die Anzahl der wachsenden antralen Follikel pro Zyklus. Mit zunehmendem
Alter einer Frau altert auch das Ovar, jedoch erweist sich dieser
Zusammenhang im Vergleich von Frauen gleichen Alters als sehr variabel.
Studien zeigen, dass auch junge Frauen bisweilen schon stark gealterte
Ovarien haben *°. Alle Primarfollikel einer Frau werden schon intrauterin im
dritten bis vierten Schwangerschaftsmonat im weiblichen Embryo angelegt.
Eine Neubildung ist danach nicht mehr moglich. Die ab der 12.
Schwangerschaftswoche ca. sechs Millionen angelegten primaren Eizellen
reduzieren sich auf etwa eine Millionen Eizellen zum Zeitpunkt der Geburt.
Aus diesen wird bis zum Eintritt in die Pubertat durch weitgehend
unbekannte parakrine Mechanismen ein Pool von ca. 300 000 Eizellen
rekrutiert, von denen wiederum nur etwa 450 zur Reifung gelangen'”.

Im Zyklus der geschlechtsreifen Frau bewirkt der Abfall der Progesteron-
und Inhibinbildung im zugrunde gehenden Corpus luteum des Vorzyklus
einen pramenstruellen Anstieg des Follikel stimulierenden Hormons (FSH).
Die bereits vorgereifte Follikelkohorte wachst zunachst FSH- abhangig
heran. Im Zusammenspiel mit dem luteinisierenden Hormon (LH) bewirkt
FSH eine vermehrte Aktivitat der Aromatase und damit eine gesteigerte
Ostrogenproduktion in den Granulosazellen des Ovars. Uber ein negatives
Feedback des Ostrogens wird die FSH- Produktion der Hypophyse
gedrosselt und damit die Wachstumsstimulation auf die Follikel reduziert.
Derjenige Follikel, der den gréldten Wachstumsvorsprung aufweist, genug
eigenes Ostrogen produziert und damit unabhangig vom FSH geworden ist,
kann als dominanter Follikel die Ovulationsreife erlangen. Der Grof3teil der
Kohorte jedoch wird durch den FSH- Abfall atretisch. Die pro Zyklus
heranreifende Follikelkohorte, der so genannte Antrale Follikel Count
(AFC), kann per Ultraschall am Anfang eines Zyklus bestimmt werden und
gilt als Marker der ovariellen Reserve, welche durch die maximale Anzahl

an Follikeln, die unter Stimulation zum Wachsen angeregt werden kdnnen,
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definiert ist *'. Der AFC zeigt in Studien eine signifikante Korrelation (r=0,5)
zu den gewonnenen Eizellen bei der In- Vitro- Fertilisation (IVF) und zum
Erfolg dieser Behandlung in Form einer Schwangerschaft. Es besteht
zudem eine positive Korrelation vom AFC, zu Serummarkern wie Inhibin B
und dem Anti- Muller- Hormon (AMH), sowie eine negative Korrelation zu
FSH und zum Alter der Patientin *'. Dies legte nahe den AFC als einen
guten Marker der ovariellen Reserve anzusehen. Der nicht zu
unterschatzende Nachteil des AFC ist jedoch seine Abhangigkeit vom
jeweiligen Untersucher bzw. dem verwendeten Ultraschallgerat, das heif3t
seine hohe Inter- Observer- Variabilitdt. Diese bezeichnet eine hohe
Messvariabilitdt  bei  wechselndem  Untersucher und  gleichen
Messbedingungen. Damit wird der AFC zu einem subjektiven Marker,
zumal die Anzahl der antralen Follikel von Zyklus zu Zyklus einer Frau

variieren kann.

1.3 Das Anti- Muller- Hormon (AMH)

Eine Alternative zum AFC als Marker der ovariellen Reserve stellt das Anti-
Muller- Hormon (AMH) dar. Dieses ist ein Glykoprotein, das als Homodimer
ein Gewicht von 140 kDa aufweist und zur TGF-R-Familie gehort. Das
Hormon ist bekannt flr seine Rolle in der embryonalen und postnatalen
Genitalentwickung. Beim mannlichen Embryo werden die angelegten
Mullergange durch das in den Sertolizellen gebildete AMH zurtckgebildet,
wahrend das Wachstum der Wolffgange durch Androgene stimuliert wird.
Bei zahlreichen Fehlentwicklungen der Genitalien wie Intersexualitat oder
androgen insensitivity ist AMH als Marker in der Diagnosefindung gefragt %°.
In der Kindheit scheint AMH eine untergeordnete Rolle zu spielen. Die
AMH- Spiegel im Serum sind bis zur Pubertat kaum messbar. Mit dem
Eintritt in die Pubertat kommt AMH wieder starkere Bedeutung zu.

Beim Mann steigt die AMH-Produktion mit dem vermehrt gebildeten
Testosteron im mannlichen Hoden wieder an. Studien belegen, dass die
Sertolizellen das AMH androgenabhangig in das Lumen der Samengange

abgeben. Dabei bleiben die im Plasma gemessenen Spiegel stets niedriger
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als die in der Samenflissigkeit, was wiederum eine lokale Wirkung
vermuten lasst **. AMH scheint auRerdem die Produktion von Testosteron
in den Theca- Zellen des Hodens zu beeinflussen 2. Andere Studien
belegen, dass AMH in der Samenflissigkeit als Marker der
2 Der Antel an AMH in der

Samenflussigkeit und im Serum von Mannern mit bekannter Storung der

Spermatogenese bedeutsam st

Spermatogenese ist signifikant niedriger als der von AMH in der

' In wie weit

SamenflUssigkeit der normal fruchtbaren Vergleichsgruppe
AMH als Marker der Spermatogenese genutzt werden kann, mussen
zuklnftige Studien noch zeigen.

Die Rolle von AMH als Marker der ovariellen Reserve der Frau ist dagegen
bereits Gegenstand zahlreicher Forschungen. AMH wird im weiblichen Ovar
von den Granulosazellen antraler und frihantraler Follikel gebildet. Je
weiter sich der Follikel entwickelt, desto starker wird die AMH-Produktion
gedrosselt, um schlieflich im Stadium der FSH- abhangigen
Wachstumsphase vollstandig zum Erliegen zu kommen. Am starksten ist
die AMH- Produktion in kleinen antralen Follikeln mit einem Durchmesser
unter 4 mm und sistiert gréftenteils in Follikeln ab einer GroRe von 12 mm
Durchmesser °. Vereinzelte Studien legen den Schluss nahe, dass AMH
nicht nur die Menge der vorhandenen kleinen Follikel widerspiegelt,
sondern auch von der einzelnen Fahigkeit jedes Follikels AMH zu
produzieren und damit von dessen Qualitat abhangt %°. Studien an Mausen
mit gentechnisch ausgeschalteter AMH- Produktion zeigen, dass diese eine
grolRere Kohorte an Primarfollikeln pro Zyklus und geringere FSH- Spiegel
im Serum aufweisen. Durch die groRere Anzahl von Follikeln pro Zyklus tritt
bei diesen Mausen die Menopause friher ein, da der Follikelpool friher
,aufgebraucht ist '®. Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass AMH das
FSH- abhangige Wachstum der Follikel hemmt und damit insgesamt einen
hemmenden Einfluss auf die Follikelkohorte hat. Zudem ist bekannt, dass
AMH die FSH- abhangige Zunahme der Aromatase und die Expression von
LH-Rezeptoren auf Granulosazellen bremst '°. Dies scheint wahrend der
Selektion des dominanten Follikels eine entscheidende Rolle zu spielen.
Derjenige Follikel, der am wenigsten AMH produziert, bendétigt die

geringsten Mengen an FSH- Stimulation zum Wachsen und ist somit
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befahigt als dominanter Follikel zum Eisprung zu kommen **. Mit
zunehmender Luteinisierung des Follikels sinkt die Produktion von AMH im
Follikel und ist in atretischen Follikeln nicht mehr nachweisbar 2°. Mit
fortschreitendem Alter einer Frau sinkt der im Serum gemessene AMH-
Spiegel kontinuierlich ab, was als Zeichen des abnehmenden Follikelpools

zu werten ist °*

. AMH wird folglich in zahlreichen Studien als ein Marker der
ovariellen Reserve bzw. des ovariellen Alters untersucht.

DarUber hinaus scheint AMH auch als Serummarker in der ovariellen
Pathophysiologie wie dem Polyzystischen Ovarialsyndrom (PCOS) eine
Rolle zu spielen. Das PCO- Syndrom ist die haufigste endokrine
Erkrankung der Frau im gebarfihigen Alter > und ist unter anderem durch
erhohte Konzentrationen von Androgenen gekennzeichnet.
Deutschlandweit sind mehr als eine Million Frauen von dieser Erkrankung
betroffen. Das Ovar produziert in den Thekazellen unter dem Einfluss von
LH Testosteron, das zum Teil in den Granulosazellen in Ostrogene
umgewandelt wird. Erhohte Spiegel von Androgenen bei Frauen mit PCO-
Syndrom hemmen die Follikelreifung und die pulsatile Freisetzung der
hypophysaren Gonadotropine. Im Ultraschall imponieren die Ovarien in
dem Fall oft als ,polyzystisch® mit vielen, kleinen und randstandigen
Follikeln, die meist kleiner als ein Zentimeter sind. Die PCO- Patienten
zeigen Oligomenorrhoe bzw. Amenorrhoe und aufgrund einer gehauft
nachweisbaren Insulinresistenz Stérungen im Glukosestoffwechsel bis hin
zum Diabetes mellitus Typ 2 im Rahmen eines metabolischen Syndroms.
Wie das Vorkommen einer Vielzahl an kleinen Follikeln vermuten Iasst,
weisen PCO- Frauen erhohte AMH- Spiegel auf ?. Da diese sowohl im
Serum als auch in der Follikelflissigkeit erhdéht sind, scheinen die
vorhandenen Follikel auch mehr AMH zu produzieren % Zudem ist die
Aktivitat der Aromatase in PCO- Frauen vermindert, was auch auf die
Wirkung von AMH zurlck zu fuhren sein konnte. Studien zeigen, dass der
AMH- Spiegel in PCO- Patientinnen mit zahlreichen klinischen Daten wie
der Zykluslange, der Zyklusdauer und dem Androgenspiegel korreliert *.
Uber die genaueren Zusammenhange zwischen AMH und dieser

Erkrankung ist dartber hinaus noch wenig bekannt.
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Im Gegensatz zu anderen Markern scheint der AMH- Spiegel wahrend
eines Zyklus sowie wahrend einer Schwangerschaft relativ konstant zu
bleiben und zeigt keine nennenswerte  Abhangigkeit  von
Gonadotropinregelkreisen '" °% 3 \Weiterhin wurde demonstriert, dass der
AMH- Spiegel schon sehr friihzeitig mit zunehmendem ovariellem Alter
sinkt. Andere Marker der ovariellen Reserve wie z.B. FSH zeigen erst dann
eine Veranderung ihres Serumspiegels, wenn schon eine starke Alterung
des Ovars stattgefunden hat °. Viele Studien haben AMH als Marker des
ovariellen Alterns bestatigt. So wurde nachgewiesen, dass AMH eine
starkere Korrelation zum AFC aufweist als andere Marker der ovariellen

Reserve wie FSH, Inhibin B und Estradiol %% °.

1.4 Inhibin B

Ein weiterer diskutierter Marker der ovariellen Reserve ist Inhibin B. Inhibin
B ist ein Heterodimer, das wie AMH zur TGF-B Familie gehort und wie
dieses von den Granulosazellen des Ovars und den Sertolizellen des Testis
gebildet wird. Inhibin B ist Teil eines Gonadotropinregelkreises, der die
Selektion des dominanten Follikels steuert. Zusammen mit Estradiol steigt
es mit der zunehmenden Follikelreifung an und fuhrt zu einer verminderten
FSH- Ausschuttung aus der Hypophyse. Folglich ist Inhibin B starken
zyklischen Schwankungen unterworfen. Den HoOhepunkt erreicht die
Sekretion an Zyklustag 5-6 und fallt dann in der Lutealphase in den kaum
mehr messbaren Bereich ab *'. Diese Tatsache macht Inhibin B
problematisch als Marker der ovariellen Reserve, zumal es bei externer
Gonadotropin- Stimulation z.B. bei der IVF in seinem Serumspiegel
beeinflusst wird. Zur Verwendung von Inhibin B als pradiktiver Marker der
ovariellen Reserve muss daher eine Serumbestimmung an exakt den
gleichen Zyklustagen angestrebt werden. Zahlreiche Studien zur Bedeutung
von Inhibin B mit sehr unterschiedlichen Ergebnissen spiegeln dieses
Problem wider ** '® 1213 Eine Studie von Talia et al. priifte den pradiktiven
Wert von Inhibin B im Serum nach Verabreichung von exogenem FSH bei

der IVF- Behandlung. Es zeigt sich eine deutliche Korrelation zu den

11
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gewonnenen Eizellen in der IVF- Behandlung .

Inhibin B zeigt eine
negative Korrelation zum Alter, zum Nikotinabusus der Patientin und zu
ihrem Bodymallindex, was vermuten lasst, dass diese Parameter die

ovarielle Reserve verringern *°.

Andere Studien zeigen, dass die
Serumspiegel von Inhibin B bei PCO- Frauen signifikant héher sind als in
der Vergleichsgruppe und eine Korrelation zum gemessenen AMH- Spiegel

vorliegt ',

1.5 Pradiktion der ovariellen Reserve

Die Beurteilung des ovariellen biologischen Alters bzw. der ovariellen
Reserve ist insbesondere in der Reproduktionsmedizin von groler
Wichtigkeit. Patientinnen gleichen chronologischen Alters reagieren oft
vollig unterschiedlich auf die Gonadotropin- Stimulation in IVF- Zyklen. AMH
bietet sich hier als Marker der ovariellen Reserve an. AMH zeigt eine
lineare Korrelation zu den aus der IVF- Behandlung resultierenden Eizellen
(r=0,25, P<0,001). Die Signifikanz ist dabei deutlich starker als bei den
Markern FSH und Inhibin B, die ebenfalls eine lineare Korrelation
aufweisen. Keiner dieser Marker scheint allerdings als alleiniger pradiktiver
Marker der ovariellen Reserve ideal zu sein. Die besten pradiktiven
Aussagen zeigten sich bei einer Kombination all dieser Parameter “°.
Andere Studien erhalten die besten Ergebnisse mit der Kombination von
AMH und Inhibin B oder auch mit AFC als alleinigem Pradiktor °.

Auch so genannte ,Poor- responder” bei der IVF-Behandlung scheinen
vermehrt kaum nachweisbare Serumspiegel an AMH zu haben. Es kommen
jedoch auch bei den Frauen, die eine gute Ansprechbarkeit auf
Gonadotropin- Stimulation haben, vereinzelt kaum messbare AMH-Spiegel
vor *°. Die ,High- responder® mit besonders vielen gewonnenen Eizellen
nach IVF zeigen hdhere AMH-, Inhibin B- und Ostradiolspiegel sowie einen
héheren AFC und gréRere ovarielle Volumina *°.

Das Ziel der reproduktionsmedizinischen Therapie stellt eine erfolgreiche
Behandlung durch Eintritt einer Schwangerschaft dar. Von Beginn an gab

es Bestrebungen den Behandlungserfolg mit Hilfe pradiktiver Marker

12
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vorherzusagen. Als einfach bestimmbare Parameter wurde daher schon
frth die Eignung von Serummarkern fur eine Vorhersage einer
Schwangerschaft untersucht. Hier scheint der Hohe des AMH- Spiegels im
Gegensatz zu Ostradiol, Inhibin B oder dem sonographisch bestimmten
AFC eine Bedeutung zuzukommen #’. Die resultierende Korrelation vom
AFC zum Behandlungserfolg ist allerdings eher gering ausgepragt *°. Zum
Eintritt einer Schwangerschaft bedarf es neben den Voraussetzungen, die
an das weibliche Ovar gestellt werden, zahlreicher anderer Faktoren wie
Spermaqualitdt, anatomische Gegebenheiten und Faktoren, die die
Einnistung und Reifung der Eizellen beeinflussen. Es ist daher unklar ob
Serummarker eine sichere Vorhersage des Behandlungserfolges

(gewinnbare Eizellzahl, Eintritt einer Schwangerschaft usw.) leisten konnen.

1.6 Die In- Vitro- Maturation

Die Rolle von AMH und Inhibin B in der Sterilitatsbehandlung in Form der
In-Vitro-Fertilisation (IVF) wurde in den vergangenen Jahren intensiv
untersucht.

Bei der IVF handelt es sich im Gegensatz zur IVM um eine kunstliche
Stimulation des Ovars mit hochgereinigtem urindrem oder gentechnisch
rekombinantem Gonadotropin in einer hoheren Dosis, als es der Korper
normalerweise produzieren wirde. Dies wird mit GnRH- Analoga
(Antagonisten und  Agonisten) kombiniert um den endogenen
ovulatorischen LH- Anstieg zu verhindern. Der daraus resultierende FSH-
Anstieg im Ovar ermdglicht es insbesondere den atresiegefahrdeten
Follikeln, die nachweislich einen erhdhten FSH- Bedarf aufweisen ', bis zur
praovulatorischen Reife heranzureifen. Auf diese Weise kénnen pro Zyklus
gleich mehrere Follikel punktiert werden. Auch die Anzahl der entstehenden
Embryonen und damit auch die Chance auf einen Therapieerfolg werden
erhoht.

Ein modernes Verfahren in der Reproduktionsmedizin, das nicht mit

uberstimulierten Zyklen arbeitet, ist die In-Vitro-Maturation (IVM).
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Bei diesem Verfahren werden unreife Eizellen des GV- oder M1- Stadiums
eines normalen Zyklus oder in niedrig dosierten Stimulationszyklen
(,Priming“) aus dem Ovar entnommen und reifen in vitro zum M2- Stadium
nach. Die Moglichkeit Eizellen aufllerhalb des Korpers reifen zu lassen
wurde erstmals in den 60er Jahren durch Edwards et al " beschrieben und
fuhrte 1991 zur ersten Schwangerschaft nach IVM durch Cha et al " In
dieser Studie wurden die unreifen Eizellen aus chirurgisch entfernten
Gewebsproben des Ovars gewonnen. Trounson et al. nutzte als erste
Gruppe die transvaginale Follikelpunktion zur Gewinnung unreifer Eizellen
fiir die IVM bei PCO — Patienten .

Der Zyklus einer IVM Behandlung beginnt uUblicherweise mit einem
Ultraschall an den ersten drei Zyklustagen einer Patientin sowie einer
Blutentnahme zur Messung von FSH, LH, Ostradiol und Progesteron. Der
Ultraschall dient zur Bestimmung des AFC (s.0.) und durch die Parameter
im Blut sollen endokrine Pathologien wie Ovarialzysten oder eine
unvollstandige Regression des Corpus luteum ausgeschlossen werden. Die
Zweckmalligkeit eines zweiten Ultraschalls am sechsten bis achten
Zyklustag ist umstritten, kann aber zur Kontrolle des follikularen Wachstums
und der Endometriumdicke genutzt werden.

An den Zyklustagen drei bis sechs kann ein niedrig dosiertes
Gonadotropinpraparat, gefolgt von hCG zur Ovulationsinduktion, die Anzanhl
der Eizellen und ihr Wachstum in vitro positiv beeinflussen * °®. Der Einfluss
auf den Behandlungserfolg und damit der Nutzen dieser MalRnahme ist
allerdings umstritten *’. In lokaler oder allgemeiner Betdubung werden die
Eizellen transvaginal mit Hilfe eines hochauflésenden Ultraschallgerates
und einer speziellen Aspirationsnadel punktiert. Der Zeitpunkt der Punktion
wird anhand der GroRRe des Leitfollikels gewahlt, wobei Unstimmigkeit
herrscht bei welcher GroRe die Punktion stattfinden sollte % °. Wird hCG
zur Ovulationsinduktion gegeben, sollte die Punktion 36 Stunden danach
stattfinden. Das gewonnene Aspirat wird anhand des
Dissektionsmikroskops und mit Hilfe von Filtersystemen auf Eizellen
durchsucht. Diese werden Ublicherweise in komplexen Medien unter
variabler Zugabe von Gonadotropinen 24 bis 28 Stunden bis zur Reifung

kultiviert und anschlieBend mit Intra- Cytoplasmatischer- Spermien-
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Injektion (ICSI) befruchtet. Das Endometrium sollte in der Zwischenzeit
durch subkutane Gabe von Ostrogenen und Progesteron unmittelbar vor
dem Embryonentransfer zur Reifung gebracht werden °¢. Maximal drei
Embryonen werden an Tag 3 mit Hilfe eines speziellen Katheters in die
Gebarmutter transferiert. Die durch dieses Verfahren maoglichen
Schwangerschaftsraten nehmen in den letzten Jahren kontinuierlich zu 8, es
wird von Schwangerschaftsraten bis zu 27 Prozent berichtet ®. Im Vergleich
dazu werden bei der schon viel etablierteren IVF Schwangerschaftsraten je
nach Alter zwischen 13 und 36 Prozent erreicht. Bedenkt man, dass in
natlrlichen Zyklen eines gesunden, normal fruchtbaren Paares von 35
Jahren auch nur eine Chance von 25- 29 Prozent besteht schwanger zu
werden, sind die Ergebnisse der IVM beachtlich '°.

Im Vergleich zur In- Vitro- Fertilisation hat die IVM erhebliche Vorteile: Die
Behandlung ist durch Wegfall der hohen Gonadotropingabe weniger invasiv
und es entfallen die Nebenwirkungen der ovariellen Uberstimulation wie
Stimmungsschwankungen, Depressionen, Hitzewallungen, Schwindel,
Sehstoérungen, Kopfschmerzen und Bauchbeschwerden durch die
vergroRerten Ovarien oder gar das gefurchtete Hyperstimulationssyndrom
(OHSS). Diese Komplikation droht immer dann, wenn sehr viele Follikel
punktiert werden, das heil3t mehr als 10 Follikel pro Eierstock. Bei der
milderen Verlaufsform des OHSS, die mit einer Haufigkeit von 8-23 Prozent
auftritt, kommt es nach der Ovulationsauslésung zu Unterleibsschmerzen
und Erbrechen. In dem Fall genlugt eine konservative Therapie. Tritt
allerdings die schwerere Verlaufsform der OHSS auf, die eine Haufigkeit
von ca. 7 bis 10 Prozent aufweist, muss die Patientin wegen freier
Flissigkeit im Bauch- oder schlimmstenfalls im Brustraum stationar
behandelt werden. Die Pathophysiologie dieser Erkrankung beruht auf einer
erhdhten Durchlassigkeit der peritonealen Kapillaren. Als Folge davon tritt
Aszites, Hypovolamie und Hamokonzentration mit erhdhter Koagulabilitat
auf. Im Extremfall kann dies zu einer Minderdurchblutung, zu akutem
Nierenversagen oder zum Tod filhren ' *°. Besonders gefihrdet fiir das
OHSS sind Frauen mit PCO- Syndrom, die eine erhohte
Gonadotropinempfindlichkeit aufweisen. Insbesondere fur diese Frauen ist

die IVM folglich eine Alternative ohne das Risiko, das mit einer ovariellen
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Uberstimulation einhergeht. Bei den geringen Hormonmengen, die bei der
IVM verwandt werden, sind im Gegensatz zur IVF bisher nahezu keine
Nebenwirkungen aufgetreten °°. Ein weiterer Vorteil der IVM ist eine
Kostenreduktion durch den geringeren Hormonverbrauch und ein
geringerer Zeitaufwand fur die Patientin und die behandelnde Klinik in der
Vorbereitung der Follikelpunktion. Die Kosten fur die IVM —Behandlung
betragen etwa zwei Drittel der Kosten fur eine IVF- Behandlung von ca.
3000 Euro. Zu diskutieren ware hierbei allerdings die Tatsache, dass die
Erfolgsrate bei IVF derzeit noch deutlich hoher liegt als bei der IVM und sich
damit die Kostenersparnis relativiert *°.

Es scheint in Studien sogar Hinweise darauf zu geben, dass die IVM sich
zudem auch fir so genannte ,Poor- responder” eignet, deren Ovarien in der
IVF- Behandlung nicht oder nur unzureichend auf die Hormonstimulation
reagieren und so nur wenige Follikel punktiert werden kénnen “°.

Die Nachteile der IVM- Methode sind der vermehrte Nahrmedienverbrauch,
die etwas kompliziertere Durchfuhrung der Follikelpunktion und die
geringeren Erfolgsaussichten. Es ist allerdings zu erwarten, dass die
Erfolgsquoten der IVM mit der Zahl der Anwendungen und der
zunehmenden Etablierung ansteigen werden °°.

Weltweit sind bereits Uber 800 Geburten nach IVM dokumentiert, in
Deutschland wenden nur die Universitatskliniken Heidelberg und Lubeck
dieses Verfahren an. Nachdem Lubeck Anfang 2005 die IVM- Behandlung
einfuhrte, kam im Dezember 2005 das erste Kind nach einer VM-
Behandlung in Deutschland zur Welt (gesunder Junge, 4030g, 52cm Lange,
Kopfumfang 35cm, APGAR 9/10/10). Welche Spatfolgen die Reifung der
Eizellen aulRerhalb des Korpers fur die durch IVM gezeugten Kinder haben

konnte, lasst sich erst im Rahmen langerer Nachbeobachtungen beurteilen.
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1.7 Fragestellung

Gerade bei einer relativ jungen Methode wie der In- Vitro- Maturation sind
Parameter von Bedeutung, die eine Vorhersage des Behandlungserfolges
zulassen. Anhand passender Serummarker ware vor Beginn einer Therapie
eine differenziertere Aufklarung der Patientin mdglich und eventuell eine
Suche nach Alternativen zur Reproduktionsmedizin wie Adoption sinnvoll.
Nicht zuletzt ergibt sich durch immer knapper werdende Mittel die
Notwendigkeit die Erfolgsaussichten einer Behandlung kritisch zu
hinterfragen. Das Vorhandensein von Ausschlusskriterien flr eine
Behandlung ist dabei nicht als Diskriminierung eines Paares, sondern unter
anderem zu dessen Schutz gedacht. Zahlreichen Paaren, die sich einer
solchen Therapie unterziehen, lie}e sich viel an Frustration und falscher
Hoffnung ersparen, wenn dem behandelnden Arzt eine Vorhersage uber
den Behandlungserfolg moglich ware. Da die psychische Belastung, die auf
Paare mit Kinderwunsch  bei  ergebnislosen Versuchen der
Reproduktionsmedizin zukommt, nicht zu unterschatzen ist, geht es bei der
Frage nach einer Vorhersage des Therapieerfolges auch um die psychische
Gesundheit der Patienten.

Es stellt sich allerdings die Frage, ob eine Vorhersage des
Behandlungserfolges durch die bisher bekannten Parameter mdglich ist. Es
ware fatal, wenn aufgrund unzuverlassiger Parameter Patientinnen von der
Behandlung ausgeschlossen wirden oder von sich aus eine an sich viel
versprechende Behandlung nicht durchfuhren wirden. Von Seiten der
Krankenkassen besteht die Gefahr, dass diese die Kostenlibernahme der
Behandlung von diesen klinischen Parametern abhangig machen, was fir
viele Paare gravierende finanzielle Folgen hatte. Daher sollte von
pradiktiven Parametern hier nur mit aul3erster Vorsicht gesprochen werden.
Eine Vorhersage fur das Eintreten einer Schwangerschaft anhand von
Behandlungsparametern scheint bisher noch nicht moglich zu sein.

Die Moglichkeit durch Serummarker die Reaktionen des Ovars
vorherzusagen birgt jedoch auch die Moglichkeit die Therapie so individuell

wie moglich zu gestalten um zum Beispiel die Intensitat der bendtigten
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Hormonstimulation oder den perfekten Zeitpunkt der Follikelpunktion
bestimmen zu kdnnen.

Durch die IVM- Behandlung haben Patienten und Arzte erstmals die
Moglichkeit der Auswahl zwischen der hochdosierten Hormonstimulation
und der Follikelpunktion ohne vorherige Hormonbehandlung im Rahmen
der IVM- Behandlung. Dies bedarf neuer Parameter, mit Hilfe derer die
oben genannte Auswahl getroffen werden kann, um fur jede Patientin die
Behandlung zu wahlen, bei der die grofdten Erfolgsaussichten bestehen.
Der Arzt muss in der Lage sein eine Diagnostik durchzufuhren, die ihn den
Therapieerfolg beider Behandlungen abschatzen lasst. Allerdings stellt eine
mafgeschneiderte Infertilitatsbehandlung noch kein absehbares Ziel dar.
Dazu bedarf es noch zahlreicher Forschungen in diesem Themengebiet. Mit
dieser Studie sollen die Korrelationen zwischen den bereits bei der IVF neu
diskutierten Parametern der ovariellen Reserve, dem AMH und dem Inhibin
B, mit der Anzahl der gewonnenen Eizellen bei IVM und dem
Behandlungserfolg bestimmt werden. Zudem werden etablierte Parameter
der ovariellen Reserve wie basales Ostradiol und FSH sowie der AFC auf
Korrelationen untereinander und auf ihren mdglichen pradiktiven Wert flr

den Behandlungserfolg untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Fir die folgenden Untersuchungen wurden Blutproben von 146 Frauen
verwendet, die sich im Rahmen der Kinderwunschsprechstunde an der
Universitdt zu Lubeck vorstellten und sich einer Sterilitatsbehandlung
unterzogen. In diesem Rahmen wurde den Patientinnen nach Aufklarung
uber Vor- und Nachteile das Angebot zur [VM- Behandlung unterbreitet.

Die Follikelpunktionen der Patientinnen wurden vom 22.11.2004 bis zum
21.07.2006 durchgefuhrt. Der Start der IVM- Behandlung selbst begann
jeweils einige Monate vorher.

Von den 146 Patientinnen wurden 81, deren Daten vollstandig erhoben und
dokumentiert und deren Seren in ausreichender Menge eingefroren
wurden, fur diese Studie retrospektiv herangezogen. Die Daten der Ubrigen
65 Patientinnen wurde aus folgenden Grianden nicht weiter berlcksichtigt:
Bei sechs Patientinnen war die Anamnese unvollstandig dokumentiert, bei
17 war die antrale Follikelzahl nicht schriftlich festgehalten worden, bei
sechs Patientinnen war die Blutprobe an Tag vier oder spater abgenommen
worden und bei den Ubrigen 36 Patientinnen war das Serum lipamisch und
daher nicht zur Bestimmung von AMH und Inhibin B geeignet oder lag nicht
zur Bestimmung vor.

In das Kollektiv eingeschlossen wurden Patientinnen mit primarer oder
sekundarer Sterilitat im Alter von mindestens 18 und hochstens 41 Jahren.
Des Weiteren wiesen die Patientinnen einen regelmafigen
Menstruationszyklus zwischen 25 und 35 Tagen (Gruppe 1) oder eine
Oligo- oder Amenorrh6 im Rahmen eines PCO- Syndroms gemaly den
Kriterien der Rotterdam- Konsensus- Konferenz 2003 (Gruppe 2) auf. Die
Infertilitat war ursachlich auf tubare oder mannliche Faktoren bzw. ein PCO-
Syndrom zurtick zu flhren, das heil3t auch, dass noch beide Ovarien intakt
waren und die Patientinnen ein unauffalliges Cavum uteri aufwiesen

(Endometriumdicke < 4mm, keine Polypen o. a.). Jede der Patientinnen
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hatte sich bereits mindestens einmal einer IVF- oder ICSI- Behandlung
unterzogen.

Vor Beginn der Studie wurden eine Schwangerschaft und Infektionen wie
HIV und Hepatitis B und C mittels Serologie ausgeschlossen. Der Roteltiter
musste einen ausreichenden Immunschutz gewahren. Schlussendlich
musste eine schriftliche Einverstandniserklarung zwingend vorliegen, in der
sich jede Patientin bereit erklarte den Vorgaben des Studienprotokolls zu
folgen.

Ausgeschlossen wurden Patientinnen mit Zeichen beginnender
Einschrankung der ovariellen Reserve wie einem basalem FSH- Spiegel
uber 10 IU/ ml oder Patientinnen, die mehrmalig als so genannte ,low
responder® mit gewonnenen Eizellzahlen von weniger als vier Oozyten in
vorhergehenden IVF- oder ICSI- Zyklen aufgefallen waren.

Ebenfalls von der Studie ausgeschlossen wurden Patientinnen mit einer
sonographisch bestimmten Follikelzahl unter sechs Follikeln beidseits oder
einem pathologischen Erstultraschall bzw. dem Nachweis endometrialer
Pathologien. Auch die Notwendigkeit Kryosperma oder Spermien aus
Hodenbiopsaten (TESE) zu verwenden, galt als Ausschlusskriterium. Nicht
teilnehmen durften weiterhin Patientinnen, deren Gewicht mehr als 100 kg
betrug bzw. mit einem BMI von uber 30, da die Follikelaspiration unter
diesen Bedingungen erwartungsgemal schwierig durchzufihren gewesen
ware.

Bei jedem Paar erfolgte im Vorfeld eine Karyotypisierung um genetische

Ursachen der bestehenden Infertilitdt auszuschlief3en.
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Einschlusskriterien Ausschlusskriterien

Frauen von 18 bis 41 Jahre
Indikation zur ART

Zyklus regularis (25- 35d)
oder PCO- Syndrom

Max. Gewicht 100 kg
Einverstandniserklarung
Beide Ovarien und unauffalliges
Cavum uteri vorhanden
Bereits erfolgte IVF- oder
ICSI- Behandlung

Infertilitat beruht auf tubaren
oder mannlichen Faktoren
oder PCOS

Reduzierte ovarielle
Reserve (low response,
FSH basal >10 [U/ml)

AFC gesamt <6 an
Zyklustag 1-3
Auffalliger Erstultraschall
(Zyste, Endometriose,
multiple Myome)
Kryosperma oder TESE
Hepatitis C/ B

Tab. 1 Patientenselektion: Festgelegte Ein- und Ausschlusskriterien zur Selektion der

Patientinnen, die zur IVM- Studie zugelassen wurden

2.2 Studiendesign

2.2.1 Allgemeines

Es handelt sich bei der Studie um eine retrospektive Datenanalyse von

IVM- Patientinnen der Universitat zu Lubeck. Die IVM- Studie begann bei

jeder Patientin mit einem Erstgesprach und einer ausfuhrlichen Aufklarung

uber Vor- und Nachteile bzw. Risiken der IVM- Behandlung. Mittels einer

anschliefenden Blutentnahme und eines Ultraschalls wurden pathologische

Befunde, die ein Ausschlusskriterium darstellen kdnnten, ausgeschlossen.

Waren die oben genannten Voraussetzungen zur Teilnahme an der Studie

gegeben, stellten sich die Patientinnen an Tag 1 bis 3 des folgenden Zyklus

(erster Tag definiert als erster Tag mit morgendlicher Menstruation) wieder

in der Sterilitdtssprechstunde vor. Zur Bestimmung der Follikelzahl (AFC)
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wurde ein Basisultraschall durchgeflhrt und mittels einer Blutentnahme
wurden die Hormone FSH, Estradiol, Progesteron und LH im Serum
bestimmt. Ein Teil der Seren wurde zur spateren Bestimmung von AMH und
Inhibin B bei -20°C eingefroren.

Ziel dieser Studie ist es das Vorhandensein von Korrelationen zwischen
den oben genannten endokrinen Parametern, der sonographisch sichtbaren
Follikelzahl (AFC), der Anzahl gewonnener Eizellen und Parametern des
IVF- Labors wie Maturations- und Fertilisationsrate sowie die Qualitat der

resultierenden Embryonen zu Uberprifen.

2.2.2 Einverstandniserklarung/ Ethikvotum

Die Methode der IVM wurde nach Einholung eines Ethikvotums
(Aktenzeichen 01- 105 von der Ethikkommission der medizinischen Fakultat
Lidbeck) im September 2004 an der Klinik flr Frauen- und Geburtsheilkunde
in LUbeck eingeflhrt.

Es lag eine schriftliche Einverstandniserklarung der Studienteilnehmerinnen
zur Teilnahme an der Studie, zur anonymen Auswertung und
gegebenenfalls zur Publikation der gewonnenen Daten vor. Die
Studienteilnehmerinnen konnten die Behandlung zu jedem Zeitpunkt der
Behandlung ohne Angabe von Grunden beenden. Die Behandlung war fur
die Patientinnen wahrend der ersten Behandlungszyklen kostenfrei.
Bestandteil der Aufklarung war auch die fehlende Datenlage zur
Langzeitentwicklung der nach IVM geborenen Kinder. Um diesem Problem
Abhilfe zu schaffen wurde die Durchfuhrung eines neuropadiatrischen
Follow- Up durch die neuropadiatrische Sprechstunde der Universitat zu
Lidbeck unter der Leitung von Professor Sperner angeboten. Dieses Follow-
Up beinhaltete eine somatisch orientierte Untersuchung zum Ausschluss
von Malformationen sowie eine neurologische bzw.
entwicklungsneurologische Untersuchung mithilfe etablierter Tests wie der
Albert- Infant- Motor- Scale oder dem Giriffith- Test (Tabelle 2).
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Untersuchung

3 Monate Albert- Infant- Motor- Scale
Neurologische Entwicklung+ kérperliche
Basisuntersuchung

9 Monate Albert- Infant- Motor- Scale

Neurologische Entwicklung+ kdrperliche

Basisuntersuchung
2 Jahre Griffith- Test und Denver- Test

motorische Entwicklung und kognitive
Lernfahigkeit
Seh- und Hortest, korperliche

Basisuntersuchung

6 Jahre Wechsler- Test und Kaufmann-
ABC

kognitive Entwicklung+ kdrperliche
Basisuntersuchung
Fragebogen ,Activities of daily living*

Fragebogen Lebensqualitat

Tab. 2 Neuropéadiatrisches Follow- Up: Auflistung der angestrebten neuropadiatrische
Folgeuntersuchungen fiir die geborenen Kinder nach IVM- Behandlung. Diese beinhalten
etablierte Tests wie die Albert- Infant- Motor- Scale oder den Wechsler- Test. Die
Folgeuntersuchungen wurden von der Kinderklinik der Universitat zu Libeck unter der
Leitung von Professor Dr. Sperner durchgefiihrt.

2.3 Erfasste Parameter

Es wurden anamnestische Daten wie Voroperationen, Erkrankungen, Dauer
des Kinderwunsches, mittlere Zyklusdauer und Ursache bzw. Dauer der
Infertilitdt in Form eines Fragebogens bzw. gegebenenfalls im
nachfolgenden Gesprach erfasst.

Neben der Feststellung von Alter, Grole und Gewicht sowie der
korperlichen Untersuchung erfolgte eine endokrinologische
Basisuntersuchung. Dabei wurden an Tag 1 bis 3 des Zyklus FSH, LH,
Progesteron, Estradiol, Prolaktin, TSH und bei Bedarf freies T3 und T4 oder

Testosteron bestimmt. Zum gleichen Zeitpunkt wurde mithilfe eines
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Basisultraschalls die antrale Follikelzahl (AFC) bestimmt sowie das
Endometrium und die Ovarien dargestellt um Zysten und pathologische
Strukturen zu identifizieren. Vor Beginn der Behandlung erfolgte zudem bei
allen Patientinnen eine Bestimmung des Immunstatus in Bezug auf HIV,
Hepatitis B und C und des Roteltiters.

Neben der Anzahl wurden auch das Wachstum der Follikel, die
Endometriumdicke und gegebenenfalls weitere Laborwerte schriftlich
festgehalten. Um chromosomale Anomalien auszuschlielen, wurde eine
Chromosomenbeurteilung nach Anzahl und Form und bei anamnestisch
bekannter Familienanamnese auch nach speziellen genetischen
Erkrankungen wie Mukoviszidose durchgefuhrt.

Zum Zeitpunkt der Follikelpunktion wurde die Anzahl der gewonnenen
Eizellen, die Anzahl der gereiften Eizellen in vitro, die Anzahl der
Vorkernstadien und Qualitdt und Anzahl der resultierenden Embryonen
sowie die Anzahl der transferierten Embryonen dokumentiert. Mit Hilfe einer
weiteren Serumuntersuchung an Tag 12 bis 14 nach durchgefuhrtem
Embryonentransfer wurde der Eintritt einer Schwangerschaft mittels hCG-

Test im Serum Uberprift.

2.4 Behandlungsprotokolle

An Tag 1 bis 3 des spontan eintretenden Zyklus erfolgte eine Blutentnahme
zur Bestimmung endokriner Parameter wie Prolaktin, TSH, FSH, LH,
Estradiol und Progesteron. Ziel war der Ausschluss endokriner Pathologien
wie hohe Ostrogenspiegel durch persistierende Ovarialzysten oder hohe
Progesteronwerte durch eine unvollstandige Regression des Corpus luteum
des Vorzyklus. Ein Teil des abgenommenen Serums wurde zur spateren
Bestimmung von AMH und Inhibin B bei -20°C eingefroren. Zudem erfolgte
eine sonographische Kontrolle des Uterus und der Ovarien zur Bestimmung
von Grofle und Anzahl der vorhandenen Follikel (AFC) und der
Endometriumdicke. Eine weitere Kontrolle dieser Art erfolgte an Tag 7 bis 9

des Zyklus.
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An Tag 4 bis 6 des Zyklus wurde ein niedrigdosiertes Gonadotropinpriming
in Form einer subkutanen Injektion von 75 I. E. hochgereinigtes Menotropin
(Menogon®HP, hMG-HP, Ferring, Kiel) durch die Patientin selbst
vorgenommen, um das Wachstum der Follikel zu optimieren. Wies der
Leitfollikel eine Grélze von mindestens 10 mm bis héchstens 12 bis 14 mm
auf und war das Endometrium mindestens 5 mm hoch, wurde die Ovulation
mit 10.000 IE hCG (Choragon®, Ferring, Kiel) induziert.

36 Stunden nach der Induktion erfolgte die transvaginale
ultraschallgesteuerte  Follikelpunktion mittels eines hochauflésenden
Ultraschallgerates (Accuson Sequia 512, Siemens AG, Deutschland/ K-
OPS 7035- Wood, Cook GmbH, Ménchengladbach, Deutschland).

ands  S1/+1/2/ 4
Versi=-20d8 aA=2

EC=10C3

10k Hz] 40mm
WaGIMNAL
Genaral

Abb.1: Ovar nach niedrig dosiertem FSH- Priming (4 Tage je 1 Ampulle Menogon- HP,
Ferring) unmittelbar vor Punktion. Die maximale GroRe der Follikel betragt 12 mm.
Eingesetzt wird ein hochauflosendes Ultraschallgerat zur obptimalen Darstellung des
vergleichsweise kleinen Ovars (Accuson Sequia 512, Siemens) 6

Die Follikelpunktion wurde in allgemeiner Anasthesie durchgefihrt. Die
Aspiration erfolgte mittels eines doppellumigen 17G-
Follikelaspirationssystems, welches vorher mit 37°C warmer heparinhaltiger
Spullésung  (Medicult  Flushing Medium, Kat.Nr.10760125, Guck
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Zellkulturbedarf GmbH, Berlin, Deutschland) gefullt wurde. Die Aspiration
erfolgte mit einem Aspirationsdruck von etwa 80- 100 mmHg. Der Druck
wurde niedriger als bei der IVF- Methode gewahlt um die der Eizelle
anhaftenden Kumuluszellen nicht mechanisch zu beschadigen.

Um Blutkoagel und Verschmutzungen, die die Eizellidentifikation behindern
konnten, zu entfernen, wurde das gewonnene Aspirat unter weiterem
Zusatz von Spulmedium verdunnt und mithilfe eines Zellsiebs der
PorengroRe 70 um (Nylon Falcon REF 352350, Bedford, USA) gefiltert und
gereinigt. Retinierte  Anteile der Aspirate wurden mit einem
Zellkulturmedium (Universal-IVF-Medium, Medicult, Kopenhagen,
Danemark) ausgewaschen. Unter dem Dissektionsmikroskop wurden
anschliellend die Eizellen im Germinalstadium isoliert und in einem
Vorinkubationsmedium  (LAG, IVM-System, Medicult, Kopenhagen,
Danemark) flr zwei Stunden inkubiert. Abbildung 3 zeigt eine Gruppe
unreifer Eizellen unmittelbar nach der Aspiration an Zyklustag acht.
Erkennbar sind insbesondere die unterschiedliche Ausstattung an
Kumuluszellen und der unterschiedliche Dissoziationsgrad der
Granulosazellen, der ein indirektes Mal} fur das Reifungsstadium der
Eizelle darstellt. Mit zunehmender Reife der Eizelle nimmt die Dissoziation

der Granulosazellen zu und der Zellkern der Oozyte wird sichtbar.
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Abb. 3: Gruppe unreif gewonnener Eizellen unmittelbar nach der Aspiration aus
kleinantralen Follikeln an Zyklustag 8. Die individuelle Ausstattung der aspirierten Oozyten
mit Kumuluszellen sowie deren Dissoziationsgrad schwankt deutlich %,

Die darauf folgende In- Vitro- Reifung erfolgte in Medicult IVM-Medium
(IVM-System, Kat.Nr. 82214010 Medicult, Kopenhagen, Danemark), dem
20% inaktiviertes humanes Nabelschnurserum und 0,075 IU/ml
rekombinantes FSH (Gonal F®, Serono, Unterschleiheim, Deutschland)
sowie 0,050 IU/ml humanes Choriongonadotropin (Choragon®, Ferring,
Kiel, Deutschland) zugesetzt wurden. Nach 24 Stunden Inkubation wurden
die Eizellen auf ihren nuklearen Reifungsgrad anhand ihres ausgestof3enen
Polkérpers Uberpruft und gegebenenfalls bei intakter Kumuluszellhille
weitere sechs Stunden kultiviert um eine Nachreifung zu erzielen.

Die Befruchtung der gereiften Eizellen erfolgte durch intrazytoplasmatische
Spermieninjektion (ICSI). Diese 1992 erstmals erfolgreich durchgeflhrte
Methode “? erméglicht es, befruchtete Eizellen, Schwangerschaften und die
Geburten von gesunden Kindern unabhangig von der Qualitat der Spermien
zu erzielen. Nur vollkommen immotile Spermien kénnen nicht verwendet
werden *. Die Eizellen werden im Labor mechanisch- chemisch von den
Kumuluszellen und der Corona radiata befreit und anschlieRend unter
mikroskopischer Kontrolle ein speziell aufbereitetes Spermium in die Eizelle

injiziert.
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Abb. 3: Ubersicht Uber den Ablauf eines IVM- Zyklus. Begonnen wurde mit einem
perimenstruellen sonographischen und endokrinen Screening auf das Vorliegen von
Pathologien an den Zyklustagen 1 bis 3. Ab Tag 3 folgte ein niedrig dosiertes ovarielles
Priming mit hMG- HP, weitere Einzelheiten siehe Text. °

Eine erfolgreiche Befruchtung wurde durch das Vorhandensein von zwei
Vorkernen 16 bis 18 Stunden nach ICSI bestatigt. Bis zum
Embryonentransfer an Tag 3 nach der Follikelpunktion wurden maximal drei
Zygoten in Zellkulturmedium (ISM1-Medium, Medicult, Kopenhagen,
Danemark) kultiviert. Uberzahlige Eizellen im Vorkernstadium konnten bei
Bedarf kryokonserviert werden und standen somit fur einen weiteren
Transfer zur Verfugung. An Tag 4 nach der Follikelpunktion wurden je nach
Alter der Patientin zwei bis drei Embryonen in den Uterus transferiert, bei
Patientinnen unter 35 Jahren zwei, bei Patientinnen Uber 35 Jahren drei
Embryonen.

Bei jeder Patientin erfolgte ab dem Tag der Follikelpunktion ein
Endometriumpriming durch externe Applikation von Estradiol in Form von
drei Pflastern (Estradot 100, Novartis Pharma Schweiz AG, Bern, Schweiz,
die alle zwei Tage gewechselt wurden. Ab dem zweiten Tag wurde

zusatzlich mit Progesteron mittels einer abendlichen vaginalen Applikation



2. Material und Methoden 29

von Crinone-Gel 8% (Serono GmbH, UnterschleiBheim, Deutschland)
substituiert. Die Applikation beider Medikamente wurde bis zum Ausschluss
einer Schwangerschaft, die Progesterongabe =zusatzlich bis zum 50.
Gestationstag bei eingetretener Schwangerschaft fortgesetzt.

12 bis 20 Tage nach dem Emryonentransfer wurde der mogliche Eintritt
einer Schwangerschaft mittels hCG- Test im Serum nachgewiesen und
gegebenenfalls 28 bis 35 Tage nach Embryonentransfer eine
vaginalsonographische = Dokumentation der Fruchthdhle und der

embryonalen Herzaktivitat durchgefuhrt.

Abb. 4: Mikroinjektion eines Spermiums in die Eizelle unter mikroskopischer Kontrolle, die
Haltekapillare fixiert die Eizelle Wahrend ein aufbereitetes Spermium injiziert wird
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2.5 Analyse und Datengewinnung

2.5.1 Probenentnahme

Die Blutentnahme erfolgte standardisiert unter Einhalten der Ublichen
hygienischen Malnahmen in eine 9mm Sarstedt Monovette. Zur
Gewinnung des Serums wurde die Probe zehn Minuten bei 400 U/min
zentrifugiert, der Uberstand abpipettiert und fir die spatere Messung bei

-20°C eingefroren.

2.5.2 Sonographie

Die sonographische Bestimmung des AFC erfolgte an Tag 1 bis 3 mit
einem einfachen Ultraschallgerat, wie es Ublicherweise in der klinischen
Routine verwendet wird, in diesem Fall SonoScope 30 der Firma
Kranzbuhler. Der jeweils diensthabende Arzt bestimmte die bei
Durchmusterung der Ovarien zahlbaren Eiblaschen und dokumentierte die
gewonnenen Daten auf einem Vordruck. Insgesamt wurden die

Untersuchungen von drei wechselnden Arzten vorgenommen.

2.5.3 Bestimmung von FSH

Die Bestimmung von FSH wurde mit einem Testkit der Firma Cobas © (Lot
No. #11775863 122) vorgenommen. Der Standardmessbereich des Testkits
umfasst die Konzentrationen 0.100- 200 mlU/mL, Werte unterhalb der
Nachweisgrenze wurden mit < 0,1und Werte oberhalb der Nachweisgrenze
mit > 200 mlU/ mL angegeben. Die Spezifitat liegt laut Hersteller bei < 0,1
% fur getestete Kreuzreaktionen mit LH, TSH, hCG und hPL.

Bei der Durchfuhrung des Testes wurden 40 uL der Probe mit biotinyliertem
monoklonalen FSH- spezifischem Antikorper, sowie mit einem mit

Ruthenium-Komplex markiertem monoklonalen FSH- spezifischem
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Antikérper inkubiert, welche wahrend der Inkubation einen Sandwich-
Komplex bildeten. Mittels einer zweiten Inkubation wurde der Komplex nach
Zugabe von mit Streptavidin beschichteten Mikropartikeln an die Festplatte
gebunden. AnschlieRend erfolgte die Uberfiihrung des Reaktionsgemisches
in die Messzelle, wo die Mikropartikel magnetisch an die Elektrode fixiert
und die ungebundenen Bestandteile mittels ProCell entfernt wurden. Durch
Anlegen einer Spannung wurde das Gemisch zur
Chemielumineszenzemission angeregt und der Emissionswert anhand
eines Photomultipliers, einer signalverstarkenden Elektronenrdhre,
gemessen. Die FSH- Konzentrationen wurden anschlieRend mittels einer
geratespezifisch generierten Kalibrationskurve (extern vorgegebene
Standards) berechnet. Die Messung erfolgte automatisch im Roche®

Immunoassay Analyseautomaten Elecsys 2010.

2.5.4 Bestimmung von LH

Die Bestimmung von LH erfolgte mit Hilfe eines Testkit der Firma Cobas®
(Lot No. #11732234 122). Der Standardmessbereich umfasst die
Konzentration 0,100- 200 mlU/mL, wobei Werte unterhalb der
Nachweisgrenze als < 0,00 milU/mL und Werte oberhalb des
Messbereiches als > 200 mlU/ mL angegeben werden. Die Spezifitat liegt
laut Hersteller bei < 0,1 % fur getestete Kreuzreaktionen mit FSH, TSH,
hCG, hGH und hPL.

Bei der Durchfiihrung des Testes wurden 20 uL der Probe mit biotinyliertem
monoklonalen LH- spezifischem Antikérper, sowie mit einem mit
Ruthenium- Komplex markiertem monoklonalen LH- spezifischem
Antikorper inkubiert, welche wahrend der Inkubation ebenfalls einen
Sandwich- Komplex bildeten. Mittels einer zweiten Inkubation wurde der
Komplex nach Zugabe von mit Streptavidin beschichteten Mikropartikeln an
die Festplatte gebunden. Das Reaktionsgemisch wurde anschliel3end in
die Messzelle Uberfuhrt und die Mikropartikel magnetisch an die Elektrode
fixiert. Mit ProCell wurden anschlieBend die ungebundenen Bestandteile

entfernt und das Gemisch durch Anlegen einer Spannung zur
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Chemielumineszenzemission angeregt. Der Emissionswert wurde mit Hilfe
eines Photomultipliers nach identischem Verfahren der FSH- Bestimmung

anhand einer Kalibrationskurve fir LH erfasst.

2.5.5 Bestimmung von Estradiol

Die Bestimmung von Estradiol erfolgte mit Hilfe eines Testes der Firma
Cobas ® (Lot No. #12145383 122). Der Standardmessbereich des Testkits
umfasst die Konzentrationen 18,4 - 15.781 pmol/L bzw. 5,00- 4300 pg/mL,
Werte unterhalb des Messbereiches werden als < 18,4 pmol/L bzw. < 5,00
pg/mL, Werte oberhalb des Messbereiches als > pmol/L bzw. >15.781 p
g/mL angegeben. Die Spezifitat fur die Kreuzreaktionen wird laut Hersteller
folgendermalien bestimmt:

Aldosteron 0,006; Estriol 0,018; Estron 0,515; Estron- 33- Glucuronid 0,012;
Estron- 3- Sulfat 0,004; Ethisteron 0,01; Norethindronacetat 0,006;
Pregnelonon 0,008; Progesteron 0,009; 2- Methoxy- Estradiol 0,054; 17 B-
Estradiol- 3, 17- Sulfat 0,411; 17 B- Estradiol- 3- - D- Glucuronid 0,033;
173- Estradiol- 17- B — D- Glucuronid 0,014; 17 3 — Estradiol- 3- sulfat- 17-
Glucuronid 0,013; 17 B — Estradiol- 3- Sulfat 0,038; 17 B — Estradiol- 17-
Valerat 0,294; 17 3 — Estradiol- 17- Sulfat 0,002; 17- Hydroxyprogesteron
0,010.

Bei der Durchfuhrung des Testes wurden 35 pL Probe mit einem estradiol-
spezifischen biotinyliertem Antikdrper inkubiert. In einer zweiten Inkubation
erfolgte durch Zugabe von mit Streptavidin beschichteten Mikropartikeln die
Bindung der Ruthenium- markierten Estradiolderivate an die noch freien
Bindungsstellen des biotinylierten Antikérpers. AnschlieBend wurde der
Komplex an die Festplatte gebunden, in die Messzelle Uberfihrt und die
Mikropartikel magnetisch an die Elektrode fixiert. Ungebundene
Bestandteile wurden Mittels ProCell entfernt und das Gemisch durch
Anlegen einer Spannung zur Chemielumineszenzemission angeregt. Der
Emissionswert wurde mit Hilfe eines Photomultipliers anhand einer

estradiolspezifischen Kalibrationskurve bestimmt.
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2.5.7 Bestimmung von AMH

Die Bestimmung von AMH wurde mittels Elisa der Firma DSL © (DSL- 10-
14400) vorgenommen. Der Standardbereich dieses Testkits umfasst die
Konzentrationen 0; 0,03; 0,15; 1, 4 und 10 ng/ml. Die Intraassayvariabilitat
betragt laut Hersteller 0,144 + 0,006 [ng/mL], die Interassayvariabilitat wird
mit 0,149 + 0,012 [ng/mL] angegeben. Bei der Durchfiuhrung des Testes
wurden Standards, Kontrollen und Serumproben in Mikrotitervertiefungen
inkubiert, welche mit Antikbrpern gegen AMH bestlckt waren. Nach der
Inkubation und mehreren Waschschritten wurden biotinmarkierte Antikorper
zugegeben und die Immunantwort durch Zugabe von enzymmarkiertem
Streptavidin  kontrolliert. Nach der dritten Inkubation und der
anschlieBenden Waschung wurden die Proben mit dem Substrat
Tetramethylbenzidin inkubiert, die saure Stopplésung zugegeben und der
Grad der enzymatischen Umwandlung des Substrates mithilfe einer
Zweiwellenabsorptionsmessung bei 450 und 620 nm ermittelt. Die
Absorption der Proben ist dabei direkt proportional zur Konzentration des
vorhandenen AMHs. Anhand einer Kalibrationskurve wurde anschlielend

die AMH- Konzentration der Proben bestimmt.

Die Seren wurden nach dem in Tabelle 4 aufgelisteten Pipettierschema

bearbeitet, die Inkubationszeit betrug 2,5 Stunden.
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2.5.8 Bestimmung von Inhibin B

Die Bestimmung von Inhibin B wurde mit einem Assay der Firma DSL®
(DSL- 10- 84100) durchgefuhrt. Der Standardbereich dieses Testes umfasst
die Konzentrationen 0; 10; 30; 100; 250; 500 und 1000 pg/ml. Die
Intraassayvariabilitat betragt laut Hersteller 69 + 24 [pg/ml], die
Interassayvariabilitat wird mit 50 + 3,8 [pg/ml] angegeben. Aufgrund der
hohen Spezifitat war eine Vorbehandlung der Seren nicht notwendig.

Bei der Durchfihrung des Testes wurden Standards, Kontrollen und
Serumproben in Mikrotitervertiefungen inkubiert, welche mit Antikdrpern
gegen die B- Untereinheit des Inhibin B bestickt waren. Nach der
Inkubation und mehreren Waschschritten wurden biotinmarkierte Antikorper
gegen die a- Untereinheit zugegeben. Die Immunantwort wurde durch
Zugabe von enzymmarkiertem Streptavidin kontrolliert. Nach der dritten
Inkubation und der anschlieRenden Waschung wurden die Proben mit dem
Substrat Tetramethylbenzidin inkubiert, die saure Stopplosung zugegeben
und der Grad der enzymatischen Umwandlung des Substrates mithilfe einer
Zweiwellenabsorptionsmessung bei 450 und 620 nm ermittelt. Die so
bestimmte Absorption ist direkt proportional zur Konzentration des
vorhandenen Inhibin B. Anhand einer Kalibrationskurve wurde die Inhibin B-

Konzentration der Proben bestimmt.

Die Verarbeitung erfolgte nach dem in Tabelle 3 aufgelisteten

Pipettierschema.
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2.6 Statistik

Die Auswertung der Daten erfolgte rechnergestutzt mit einem
Statistikprogramm (SPSS, USA, Chicago, 2002, Version 12-0).

Die Daten wurden dabei mit Hilfe einer Regressionsanalyse auf ihren
statistischen Zusammenhang untersucht und mittels einer
Korrelationsanalyse auf ihre Signifikanz bei einem gewahlten
Mindestsignifikanzniveau von p<0,05 untersucht. Als Variablen fur den
Zusammenhang der Parameter und dem Behandlungserfolg wurden in
einem ersten Durchgang die Anzahl der Germinalvesikel (GV) und im
zweiten Durchgang die Anzahl an Zwei- Vorkern- Stadien (2-VK) gewahlt

und zu den anderen Parametern in Beziehung gesetzt.
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3. Ergebnisse

3.1 Demographische Daten des behandelten Kollektivs

Die Patientinnen waren im Mittel 34 + 4,9 Jahre alt und wiesen einen
durchschnittlichen BodymaRindex von 23,9 + 4,5 kg/m? auf (siehe Tabelle 5

Patientenprofil).

Minimum Maximum Mittelwert + SA
Alter [Jahre] 23,0 43,7 34,0+49
BMI [kg/m?] 17,9 41,1 239+45
Mittlere 21 77,5 30,9+ 10,7
Zyklusdauer
[Tage]
Dauer der 18 180 56,9 + 34,6
Infertilitat
[Monate]

Tab. 5 Patientenprofil: Die demographischen Daten Alter, BMI, Zyklusdauer und Dauer
der Infertilitdt der 77 Patientinnen: dargestellt ist jeweils der minimale und der maximale
Wert sowie der Mittelwert mit Standardabweichung (SA)

Im Mittel litten die Paare seit 56,9 + 34,6 Monaten unter dem unerfullten
Kinderwunsch. Die mittlere Zykluslange betrug im Mittel 30,9 +10,7 Tage,
wobei 15 Patientinnen, d.h. 19,5 % des Kollektivs, ein PCO- Syndrom
aufwiesen, von denen 10 anamnestisch eine Oligo- oder Amenorrhoe

angaben (siehe Tabelle 6).
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n %
PCOS vorhanden 15 19,5
PCOS nicht vorhanden 65 80,5
gesamt 77 100

Tab. 6 Vorkommen des PCO- Syndroms im Kollektiv: Dargestellt ist die Anzahl an
Patientinnen mit oder ohne PCO- Syndrom sowie der jeweilige prozentuale Anteil am
Gesamtkollektiv

Die Sterilitat war in 63,6 % der Falle primarer Natur, d.h. es waren bisher
weder Schwangerschaften noch Geburten voraus gegangen, und in 36,4 %
der Falle sekundarer Natur, d.h. es waren bereits entweder eine
Schwangerschaft oder die Geburt eines oder mehrere Kinder in dieser

Partnerschaft voraus gegangen (siehe auch Tabelle 7).

n %
Primare Sterilitat 49 63,6
Sekundare Sterilitat 28 36,4
gesamt 77 100

Tab. 7 Priméare/ sekundare Sterilitéat: Anteil von primarer Sterilitat oder sekundarer
Sterilitat im Patientinnenkollektiv. Primare Sterilitat bedeutet bei der Patientin lag noch nie
eine Schwangerschaft vor, bei der sekundaren Sterilitat ist es dagegen in der
Vorgeschichte der Patientin bereits zu einer Schwangerschaft gekommen.

Als Ursachen der Infertilitat waren bei 6 Paaren, entsprechen 7,9 %, tubare
Ursachen festzustellen worden, bei 46 Paaren bzw. 59,7 % waren
androgene Faktoren wie z. B. Astheno-, Terato- oder Oligospermie
entscheidend und bei 15 Paaren, entsprechen 19,7 %, lag eine
Kombination aus beidem vor. Bei 9 Paaren bzw. 11,7 % der Paare war
keine Ursache auszumachen und die Ursache wurde somit als idiopathisch
tituliert (siehe auch Tabelle 8).
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n %
Andrologischer Faktor 46 59,7
Tubarer Faktor 6 79
Idiopathisch 9 11,7
Kombiniert 15 19,5
Gesamt 77 100

Tab. 8 Hauptindikation des Paares zur assistierten Reproduktion: Zusammenfassung
der Indikationen der zur assistierten Reproduktion eingeschlossenen Paare,
Mehrfachnennungen wurden unter dem Begriff kombiniert zusammengefasst.

3.2 Ergebnisse des In- Vitro- Abschnitts

3.2.1 Endokrine Parameter

Die Untersuchung der Hormonparameter im Patientenserum ergab eine
durchschnittiche FSH- Konzentration von 7,7 mlU/mL mit einer
Standardabweichung von 2,4 mlU/mL und eine LH- Konzentration von 7,1
miU/mL  mit einer Standardabweichung von 3,6 mlU/mL. Die
Estradiolkonzentrationen lagen im Mittel bei 42,7 pg/ml mit einer
Standardabweichung von 17,5 pg/ml. Die Bestimmung der AMH-
Konzentrationen ergab Werte von durchschnittlich 3,5 + 3,1 ng/ml, die
Inhibin B- Konzentrationen lagen durchschnittlich bei 76,2 + 73,9 pg/ml
(siehe Tabelle 9).
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Minimum Maximum Mittelwert + SA
FSH 2,5 10 77+24
[MIU/mL]
LH 1,1 25 7,1+ 36
[ImU/mL]
Estradiol 14,0 110 42,7+ 175
[pg/ml]
AMH 0,02 13,5 35+31
[ng/mi]
Inhibin B 11,6 498,1 76,2+ 73,9
[pg/mi]

Tab. 9 Basale Hormonparameter an Zyklustag drei: Der minimale und der maximale
Hormonwerte sowie der Mittelwert mit Standardabweichung (SA) der Patientinnen fir das
Follikelstimulierende Hormon (FSH), das Luteinisierende Hormon (LH), Estradiol, das Anti-
Muller- Hormon (AMH) und Inhibin B. Diese wurden bei jeder Patientin in Form einer
Serumuntersuchung an Tag drei des IVM- Zyklus untersucht.

3.2.2 Eizellgewinnung, -reifung und -fertilisation

An Tag 1 bis 3 des IVM- Zyklus wurde sonographisch die Anzahl der
Follikel, der Follikel (AFC)
Durchschnittlich AFC wvon 12,6 mit

Standardabweichung von 5. Der maximale bestimmte AFC ergab 25, der

zahlbaren Antrale Count bestimmt.

ergab sich ein einer
niedrigste AFC lag bei vier erkennbaren Eiblaschen.

Aus der Behandlung resultierten durchschnittlich 9,3 Germinalvesikel mit
einer Standardabweichung von 6,6, wobei auch hier maximal 25
Germinalvesikel aus der Punktion resultierten.

Es erreichten im Durchschnitt pro behandeltem Paar 5,5 + 4,1 Eizellen in
Vitro das Metaphase 2 Stadium, d.h. es ergab sich eine durchschnittliche
Maturationsrate von 63,2 Prozent + 33,6. Folglich lieen sich 36,8% nicht in
vitro reifen.

Regelrecht fertilisiert, das heil’t bis zur mikroskopischen Identifizierung von

zwei Vorkernen in der fertilisierten Oozyte, wurden durchschnittlich 2,4 + 1,6
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Eizellen pro behandeltem Paar, das entspricht einer Fertilisationsrate von
33 + 23 Prozent aller primar gewonnenen Eizellen. Irregular fertilisiert, das
heillt es wurden drei Vorkerne identifiziert, wurden im Schnitt 0,6 + 1 Zellen.
Das entspricht einer Fertilisationsrate von 6,3 + 9 Prozent.

In acht Fallen entschieden sich die Paare fur eine Kryokonservierung der
uberzahligen Vorkernstadien, dies ergab 31 kryokonservierte Zellen,
entsprechend einer Quote von drei kryokonservierten Zellen pro

behandeltem Paar (siehe auch Tabelle 10).
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N  Minimum Maximum % Mittelwert +
SA
AFC 993 4 25 126+5
Anzahl GV 762 0 25 9,3+6,6
Anzahl GV 8 0 2 01+04
degeneriert
Anzahl M2 nach 343 0 16 551+4,1
IVM
Maturationsrate 63,2
+ 33,6
Transferierte 161 0 3 2,707
Embryonen
ET (pro Punktion) 68 88,3
Fertilisationsrate
Regelrecht (2VK) 196 0 9 33 24116
+23
Irregular (3VK) 47 0 3 6,3 061
+9

Kryokonservierte
Zellen 31 0 7 3+x24

Tab. 10 Klinische Ergebnisse des Kollektivs: Dargestellt sind die sonographisch
bestimmte Eizellzahl (AFC), die Anzahl der Germinalvesikel nach Punktion, die Anzahl der
sich in der Metaphase zwei befindlichen Eizellen (M2), die Anzahl der transferierten
Embryonen und die der kryokonservierten Embryonen. Mithilfe dieser Parameter wurden
die durchschnittliche Maturationsrate und die Fertilisationsrate berechnet. SA =
Standardabweichung, VK = Vorkerne
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3.2.3 Behandlungserfolg/ Embryonentransfer

Das individuelle Ergebnis der Studienteilnahme jeder Patientin wurde in
verschiedenen Ergebnisparametern (Outcome) zusammengefasst. Es
kamen vier mogliche Therapieausgange der Teilnahme in Frage: 1. Die
Teilnahme endete noch vor der Follikelpunktion bzw. es konnten im
Rahmen der Punktion keine Germinalvesikel enthommen werden; 2. es
gelang Eizellen durch die Punktion zu gewinnen, aber diese reiften nicht in
Vitro (Maturationsversagen); 3. die Eizellen reiften, aber nach
durchgefuhrter ICSI fand keine Fertilisation statt (Fertilisationsversagen)
oder 4. die Studienteilnahme wurde bis zum Embryonentransfer und
anschlielRendem Schwangerschaftstest fortgefuhrt.

Bei drei Patientinnen oder 3,9 % kam es zu keiner Gewinnung von
Germinalvesikeln (Outcome 1), bei ebenfalls drei Patientinnen bzw. 3,9 %
ergab sich ein Maturationsversagen in vitro (Outcome 2) und fur finf
Patientinnen entsprechend 6,6 % endete die Behandlung infolge von
Fertilisationsversagen nach durchgefuhrter ICSI (Outcome 3). Die restlichen
65 Patientinnen, d. h. 85,5 % durchliefen die Behandlung bis zum hCG-
Test nach durchgefiihrtem Embryonentransfer (Outcome 4)(siehe Tabelle
11).

165 Embryonen wurden in diesem Kollektiv zurickgesetzt, davon wurden je
nach Wunsch und Alter in 15,4 % der Falle ein Embryo, in 30,8 % zwei
Embryonen und in 53,8 % drei Embryonen zurtckgesetzt.

65 von 77 Patientinnen erhielten nach der durchgefiihrten Follikelpunktion
auch einen Embryonentransfer, das entspricht 84,4 % aller punktierten

Patienten.
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Prozent

Anzahl der
transferierten
Embryonen

1 10 13

2 20 26

3 35 45,5
Gesamt 165 100
1. Punktion aber keine 3 3,9
GV
2. Punktion, GV aber 3 39
keine Maturation
3. ICSI aber kein ET 5 6,5
(Fertilisationsversagen) 65 84,4
4.hCGund ET 76 98,7
Gesamt

Tab. 11 Behandlungserfolg nach IVM: Zusammenfassung der klinischen Ergebnisse in
Form der Anzahl der transferierten Embryonen und eines definierten Behandlungsoutcome
1. bis 4. GV= Germinalvesikel, ET= Embryonentransfer, hCG= humanes Chorion-
gonadotropin

3.2.4 Korrelationen zwischen der Anzahl der Germinalvesikel und den

verschiedenen Behandlungsparametern

Es wurden im Folgenden die Parameter Alter, BodymalRindex, Zykluslange,
Dauer der Infertilitat in Monaten, Anzahl der im Ultraschall sichtbaren
Antralfollikel (AFC), Anzahl der Metaphase 2- Zellen nach der IVM, Anzahl
der 2- Vorkernstadien nach IVM sowie die Hormonparameter AMH, Inhibin

B, FSH, Estradiol und LH auf ihre Korrelationen (nach Pearson) zum
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Behandlungserfolg gesetzt. Als Mal} flr den erreichten Behandlungserfolg
wurde in einem ersten Schritt die Anzahl der nach Punktion resultierenden
Germinalvesikel gewahlt. Bei den vermeintlich pradiktiven
Hormonparametern AMH und Inhibin B ergaben sich mit r= -0,08 fur AMH
und r= 0,03 fur Inhibin B keine signifikanten Korrelationen. Dasselbe gilt fur
den sonographisch bestimmten AFC, fur den der Korrelationkoeffizient nach
Pearson nur bei r=-0,24 liegt. Das Alter der Patientinnen zeigte zur Anzahl
der Germinalvesikel eine Korrelation von 0,04. Entsprechend ergaben die
Korrelationsanalysen fir den BMI- Index Werte von 0,09, fir die
Zykluslange von 0,28, fur die Dauer der Infertilitat von -0,09, fir den FSH-
Wert von 0,01, fur den Estradiol- Wert von 0,03 und fur den LH- Wert von -
0,36. Damit ergibt auch die Analyse der Pearson- Korrelationen zwischen
den resultierenden Germinalvesikeln und den Parametern Alter,
Bodymafindex, Zykluslange in Monaten und Dauer der Infertilitat sowie den
FSH-, LH- und Estradiol- Werten keine signifikanten Korrelationen.
Signifikante Korrelationen sind mit r = 0,63 bzw. 0,57 allerdings zwischen
den enthommenen Germinalvesikeln und den Zellen, die nach erfolgreicher
Maturation das Stadium der Metaphase 2 erreicht haben sowie den
regelrecht fertilisierten Oozyten nach durchgefuhrter ICSI vorhanden (siehe
auch Tabelle 12).
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Testvariable Signifikanz
2-seitig

Alter [Jahre] 0,72 0,04
BMI [kg/ m?] 0,09 -0,2
Zykluslange [Tage] 0,02 0,28
Dauer der Infertilitat

[Monate] 0,48 -0,09
Anzahl GV 1
Anzahl M2 nach IVM 0 0,63
Anzahl 2 VK 0 0,57
AFC gesamt 0,04 -0,24
AMH [ng/ml ] 0,48 -0,08
Inhibin B [pg/ml ] 0,82 0,03
FSH [mIU/mL] 0,94 0,01
Estradiol [pg/ml] 0,79 0,03
LH [1U/ml] 0,001 -0,36

Tab. 12 Pearson Korrelationen zwischen der Anzahl der Germinalvesikel und den
Behandlungsvariablen: Darstellung der Ergebnisse der Korrelationsanalyse mittels SPSS
(Version 12-0) zwischen der Anzahl der Germinalvesikel nach Punktion und den
verschiedenen Behandlungsvariablen: Es ergaben sich keine klinisch relevanten
signifikanten Korrelationen. Zur Berechnung wurden die Behandlungsdaten von 77
Patientinnen heran gezogen. GV = Germinalvesikel, M2 = Oozyten in der Metaphase 2,
2VK = regelrecht fertilisierte Oozyten, AFC = Antraler Follikel Count, , AMH = Anti- Mdller-
Hormon, FSH = Follikel- Stimulierendes- Hormon, LH = luteinisierendes Hormon

3.2.5 Korrelationen zwischen der Anzahl der regelrecht fertilisierten

Oozyten und den verschiedenen Behandlungsparametern

In einem zweiten Schritt wurde im Folgenden die Anzahl der regelrecht
fertilisierten Oozyten nach der In- Vitro- Maturation als Indikator flr den
Behandlungserfolg gewahlt und in Beziehung zu den
Behandlungsparametern Alter, Bodymalindex, Zykluslange, Dauer der
Infertilitat in Monaten, Anzahl der im Ultraschall erkannten Eizellen (AFC)

und Anzahl der Metaphase 2- Zellen nach der Maturation gesetzt.
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Es ergaben sich fur die Hormonparameter AMH und Inhibin B, bei denen
ein pradiktiver Wert vermutet wurde, eine Korrelation von r= -0,01 fur AMH
und eine Korrelation von r= 0,17 fur Inhibin B. Damit liegt auch hier keine
signifikante Korrelation zwischen AMH bzw. Inhibin B und der Anzahl der
regelrecht fertilisierten Oozyten vor.

Das Alter der Patientinnen zeigte zur Anzahl der Germinalvesikel eine
Korrelation von r = 0,08. Entsprechend ergaben die Korrelationsanalysen
fur den BMI- Index Werte von -0,117, fur die Zykluslange von 0,08, fur die
Dauer der Infertilitat von -0,003, fir den FSH- Wert von 0,048, flr den
Estradiol- Wert von 0,184 und fur den LH- Wert von -0,167. Damit ergibt
auch die Analyse der Pearson- Korrelationen zwischen den resultierenden
Germinalvesikeln und den Parametern Alter, BodymaRindex, Zykluslange in
Monaten und Dauer der Infertilitdit sowie den FSH-, LH- und Estradiol-
Werten keine signifikanten Korrelationen. Damit ergibt auch die
Korrelationsanalyse zwischen den regelrecht fertilisierten Oozyten nach
durchgefuhrter ICSI  und den  Behandlungsparametern  Alter,
Bodymalindex, Zykluslange, Dauer der Infertilitdt in Monaten und der
Anzahl der im Ultraschall erkannten Eizellen (AFC) sowie den FSH-, LH-
und Estradiol- Werten keine signifikanten Korrelationen. Signifikante
Korrelationen von 0,57 bzw. 0,77 ergeben sich dagegen fur die Beziehung
zwischen der Anzahl der Germinalvesikel und der Anzahl der Metaphase 2
Zellen einerseits und den regelrecht fertilisierten Oozyten andererseits
(siehe Tabelle 13).
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Testvariable Signifikanz 2-seitig

Alter [Jahre] 0,494 0,08
BMI [kg/ m?] 0,313 -0,117
Zykluslange [Tage] 0,521 0,08
Dauer der Infertilitat

[Monate] 0,980 -0,003
Anzahl GV 0,00 0,571
Anzahl M2 nach IVM 0,00 0,773
Anzahl 2 VK 1
AFC gesamt 0,041 -0,239
AMH [ng/ml ] 0,917 -0,012
Inhibin B [pg/ml ] 0,169 0,165
FSH [mIU/mL] 0,683 0,048
Estradiol [pg/ml] 0,111 0,184
LH [1U/ml] 0,150 -0,167

Tab. 13 Pearson Korrelation zwischen der Anzahl der regelrecht fertilisierten
Oozyten und den Behandlungsparametern: Ergebnisse der Korrelationen zwischen den
regelrecht fertilisierten Oozyten und den verschiedenen Behandlungsvariablen mittels
SPSS (Version 12-0): es ergaben sich keine Kklinisch relevanten signifikanten
Korrelationen. Zur Berechnung wurden die Behandlungsdaten von 77 Patientinnen heran
gezogen. GV = Germinalvesikel, M2 = Oozyten in der Metaphase 2, 2VK = regelrecht
fertilisierte Oozyten, AFC = Antraler Follikel Count, , AMH = Anti- Mdller- Hormon, FSH =
Follikel- Stimulierendes- Hormon, LH = luteinisierendes Hormon
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3.5.6 Das Anti- Muller- Hormon (AMH) und sein Bezug zum Alter und
der Antralen Follikelzahl ( AFC)

Aufgrund seines vermutet hohen prognostischen Wertes wurde das Anti-
Mdaller- Hormon speziell auf seine Korrelation zum Alter der Patientinnen
und zu deren frih- antral bestimmten Follikelzahl untersucht. Fir AMH und
dem AFC ergaben sich Korrelationen von r= 0,72, bei einer Signifikanz von
0,0001. Fir AMH und das Alter der Patientin ergab sich eine Korrelation
von r= - 0,42, bei einer Signifikanz von 0,001.

Damit ergeben sich sowohl fir AMH und AFC, als auch fir AMH und das

Alter der Patientinnen signifikante Korrelationen.

Lineare Regression mit

95,00% Vorhersageintervall fur Mittelwert
12,00 =

8,00 = AMH_DSL = -2,06 + 0,44 * AFC_gesamt_n

R-Quadrat = 0,52

AMH_DSL

4,00 =

0,00 =

T T T T
5,00 10,00 15,00 20,00 25,00

AFC_gesamt_n

Abb. 5: Die Korrelationsanalyse vom Anti- Muller- Hormon (AMH) und der frih- antral
bestimmten Follikelzahl (AFC) mittels SPSS ergab eine Korrelation von r = 0,72.
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Lineare Regression mit
95,00% Vorhersageintervall fiir Mittelwert
12,00 =

8,00 =

¢

AMH_DSL

4,00 =

AMH_DSL = 12,47 +-0,26 * Alter
R-Quadrat = 0,18

0,00 =

T T T T
25,00 30,00 35,00 40,00

Alter

Abb. 6: Die Korrelationsanalyse vom Anti- Miller- Hormon (AMH) und dem Alter der
Patientin mittels SPSS ergab eine Korrelation von r = - 0,42.

Testvariable Signifikanz 2-seitig R
AFC 0,0001 0,72
Alter 0,001 -0,42

Tab 14 Korrelationen zwischen AMH und dem AFC bzw. dem Alter den Patientinnen:
Es besteht eine signifikante Korrelationen von 0,75 zwischen dem Anti- Muller- Hormon
(AMH) und der friihantralen Follikelzahl (AFC) jedoch nicht zum Alter der Patientinnen (r=-
0,42).
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4. Diskussion

4.1 Bedeutung und Bewertung der Studie

Das Ziel der assistierten Reproduktion ist eine moglichst erfolgreiche
Fertilisationsbehandlung der Hilfe suchenden Paare durch effektive
Verfahren. Daher hat sich in den Anfangen der Infertilitditsbehandlung in
den 80er Jahren das Konzept der ovariellen Uberstimulation mittels
hochdosierten Gonadotropinen etabliert, um die simultane Reifung einer
grol3en Follikelkohorte zu ermoglichen. Dieses Verfahren ist hochst effektiv
und weist inzwischen hohe Erfolgsquoten in der Behandlung ungewollt
kinderloser Paare auf °. Die aktuellen Statistiken des IVF- Registers nennen
durchschnittliche Fertilisationsraten von 96 und Schwangerschaftsraten von
27 Prozent fur die nach konventioneller Stimulation gewonnenen Oozyten
und anschlieBend durchgeflhrter ICSI. Die zahlreichen Nebenwirkungen,
unter anderem auch das die Gesundheit gefahrdende
Uberstimulationssyndrom (OHSS) zeigen dennoch den Bedarf nach einer
Weiterentwicklung dieses Verfahrens. Das Ziel sollte eine moglichst
nebenwirkungsarme und effektive Behandlung der ungewollten
Kinderlosigkeit sein, um die Belastung der Patientinnen durch die
Behandlung gering zu halten.

Die schon in den Anfangen der Reproduktionsmedizin verwendete |dee
unreife Eizellen zur Fertilisationsbehandlung zu verwenden, wurde mit der
IVM als nebenwirkungsarmer Alternative zur konventionellen IVF wieder
entdecki.

Bei diesem Verfahren wird das Risiko der Entwicklung eines OHSS nahezu
vollstandig vermieden, was insbesondere fur das durch diese Erkrankung
besonders gefahrdete Kollektiv der PCO- Patientinnen von grofer
Bedeutung ist *°. Auch weniger schwerwiegende Nebenwirkungen wie die
Entwicklung von Ovarialzysten oder eines abdominellen Spannungs- und

Véllegefiihl kénnen weitgehend vermieden werden *°.
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Auch im Kostenvergleich schneidet die IVM- Behandlung gegenuber der
IVF besser ab, da die Kosten fur die Medikamente der massiven ovariellen
Stimulation entfallen. Manche Zentren verzichten bei der IVM sogar auf den
Einsatz von niedrigdosierten Gonadotropinen als ,Priming“, welches auch
im Falle der Lubecker Arbeitsgruppe verwendet wurde. Dieses Vorgehen
soll die Aspiration der kleinen Follikel erleichtern und die Rate erfolgreicher
In- Vitro- Maturationen erhdhen. Auch der Einsatz von hCG zur
Ovulationsinduktion wird kontrovers diskutiert. Arbeitsgruppen, die bei der
Behandlung auf diesen Schritt verzichten, scheinen damit vergleichbare
Ergebnisse zu erreichen *°.

Durch die geringere Effektivitat des IVM- Verfahrens relativiert sich
allerdings die Kostenersparnis pro Behandlungszyklus zumindest zum
heutigen Zeitpunkt wieder. Hinzu kommt, dass die Ablaufe der IVM-
Behandlung im Vergleich zur herkdmmlichen IVF insbesondere flr das
Labor und die Follikelpunktion zeitaufwendiger sind. Jedoch erfordert jedes
Verfahren mit neuen Ablaufen und Techniken das Absolvieren einer
Lernkurve und so kann auch bei der IVM davon ausgegangen werden, dass
sowohl bei der Behandlungsdauer als auch beim Behandlungserfolg eine
Verbesserung bzw. Steigerung auftreten wird. Bei der Follikelpunktion der
kleinantralen Follikel wird jedoch durch die kleinere Grofde des Ovars ein
zeitlicher Mehraufwand von etwa funf bis zehn Minuten nicht zu vermeiden
sein. Es kann dennoch davon ausgegangen werden, dass sich das
Kostenverhaltnis mit der Zeit stetig zugunsten der IVM verschiebt.

Fir die Patienten selbst wird der Ablauf der IVM- Behandlung durch den
Wegfall der ovariellen Uberstimulation nicht nur nebenwirkungsarmer
sondern auch einfacher. Daher wird das Verfahren in Patientenbefragungen
durchweg als positiv bewertet *°.

FUr die vergleichsweise geringen Schwangerschaftsraten dieser Studie
konnte auch die Tatsache, dass ein Grofteil der Patientinnen bereits ein
bis drei erfolglose Zyklen einer IVF- Behandlung hinter sich haben,
ursachlich sein. Dies ist verstandlich, wenn man bedenkt, dass die meisten
Krankenkassen fur die ersten Zyklen einer IVF- Behandlung 50% zuzahlen
und erst danach eine Teilnahme an einer klinischen Studie attraktiv wird.

Tatsachlich scheint es aber sinnvoller zu sein die nebenwirkungsarmere
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Behandlung vor der nebenwirkungsreichen Methode durchzufihren. Bei
weiterer Effizienzsteigerung der Methode stellt dies eine Perspektive in der
klinischen Routineanwendung dar.

Zur Abschatzung der Ovariellen Reserve und des Behandlungserfolges
sind Serumparameter von grof3er Bedeutung. Sie kénnen einerseits eine
individuelle Anpassung der Behandlung an die Voraussetzungen der
jeweiligen Patientin ermdglichen, andererseits besteht oft von Arzt- und
Patientenseite die Erwartung, dass sich die Erfolgsaussichten der VM-
Behandlung durch Serumparameter vorhersagen lassen.

Zahlreiche vorangegangene Studien beschaftigten sich mit der
Untersuchung von Behandlungsparametern und der Korrelation dieser zum
Behandlungserfolg der IVF, allein in dieser Studie wurde dies jedoch fur die
neu etablierte IVM- Behandlung durchgefihrt.

Die Erwartungen hinsichtlich der Ergebnisse waren unterschiedlich.
Einerseits reflektiet der AMH- Spiegel scheinbar die Anzahl der
frGhantralen Follikel im Ovar (AFC), andererseits Iasst sich dies klinisch
auch in der IVF nicht oder nur eingeschrankt verwenden, da keine
zuverlassige Vorhersage des Behandlungserfolges anhand des AMH-
Spiegels mdglich ist ®. Das Ziel dieser Studie war es folglich die von der IVF
in ihrem Nutzen umstrittenen Parameter auf ihre Bedeutung fur die IVM zu
bewerten. Insbesondere AMH und Inhibin B sollten auf ihren pradiktiven
Wert hinsichtlich der nach Punktion resultierenden Eizellen und dem
Eintreten einer Schwangerschaft gepruft werden. Andere
Behandlungsparameter wie Alter, BMI und AFC wurden auf ihre Korrelation
untereinander und zum Behandlungserfolg untersucht.

Die Ergebnisse flr jeden der untersuchten Parameter werden separat
diskutiert. Da zurzeit noch keine weiteren Studien zum pradiktiven Nutzen
von Hormonwerten in der IVM-Behandlung vorliegen, werden die

Ergebnisse mit vorangegangenen Studien der IVF-Behandlung verglichen.



4. Diskussion

4.2 Pradiktiver Wert von AMH

Es zeigt sich in dieser Studie fur AMH ein Korrelationskoeffizient von r= -
0,081 zur Anzahl der Germinalvesikel nach Punktion und von r=-0,012 zu
der Anzahl an regelrecht fertilisierten Oozyten (2VK). Damit ergibt sich fur
AMH keine signifikante Korrelation zum Erfolg der IVM- Behandlung. Nach
den Ergebnissen dieser Studie ist eine Vorhersage des
Behandlungserfolges mit diesem Parameter daher nicht mdglich.

Der AMH- Spiegel im Serum von Patientinnen, die sich einer
konventionellen IVF unterzogen, scheint jedoch eine Beziehung zum Erfolg
der Behandlung zu haben. Studien, in denen Patientinnen anhand der
Eizellzahl, die nach einer ovariellen Uberstimulation gewonnen wurden, in
»high- responder® und ,low- responder” eingeteilt wurden, zeigen deutlich
niedrigere AMH- Spiegel in der ,low- responder‘- Gruppe. Als Ergebnis
resultieren Vorhersagewerte mit einer Sensitivitat von einerseits bis zu 26
Prozent *® bzw. 67 Prozent in einer anderen Studie fiir den Erfolg der IVF-
Behandlung “°.

Auch andere grol’e prospektive Studien an 238 Patientinnen ergaben fir
AMH eine Sensitivitat von 80 Prozent und eine Spezifitat von 85 Prozent in
der Vorhersage der ovariellen Reserve ?’. Zudem zeigen andere Studien,
dass 75 Prozent der Patientinnen, die IVF- Zyklen wegen zu geringer
Ansprechrate abbrachen, AMH- Spiegel unterhalb der Nachweisgrenze
aufwiesen “°.

Die systematisch durchgefuhrte Metaanalyse von Broekmans et al. ergibt
dagegen einen vollig anderen Stellenwert von allen bekannten Markern und
somit auch vom AMH. Die Mdglichkeit den Erfolg der IVF, gemessen an der
Anzahl resultierender Eizellen bzw. dem Eintreten einer Schwangerschaft,
vorherzusagen sei sehr gering oder gar nicht vorhanden. Auch die ,poor-
responder* werden laut Broekmans anhand aller bekannten
Vorhersageparameter nur mit einer Sensitivitdt von drei Prozent
vorhergesagt °.

Zusammenfassend scheint folglich auch AMH in IVF- Populationen keinen

grolRen Wert in der Vorhersage einer Schwangerschaft zu besitzen. Anders
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scheint es allerdings in normalen Vergleichspopulationen, in denen AMH
durchaus einen pradiktiven Charakter in Bezug auf das Eintreten einer

Schwangerschaft gezeigt hat, zu sein *

. AMH- Spiegel und deren
Korrelationen an gesunden fertilen Vergleichspopulationen sind
verstandlicherweise deutlich weniger von wissenschaftlichem Interesse und
somit auch weniger untersucht.

Da fur die noch junge Methode der IVM noch keine anderen Studien zum
Zusammenhang zwischen AMH und dem Erfolg der IVM vorliegen, ist ein
Vergleich mit anderen Arbeitsgruppen nicht mdglich. Der unternommene
Vergleich zur Bedeutung von AMH in IVM- und IVF- Behandlungen stellt
lediglich den Versuch eines Analogieschlusses dar. Jedoch sind weitere

Untersuchungen zu diesem Zweck notwendig.

4.3 Pradiktiver Wert von Inhibin B

In dieser Studie ergaben sich fur Inhibin-B eine Korrelation zur Eizellzahl
von r= 0,027 und zur Anzahl regelrecht fertilisierter Oozyten eine
Korrelation von r= 0,169. Damit liegen auch fur Inhibin B keine signifikanten
Korrelationen, so dass die Relevanz von Inhibin B als pradiktiver Parameter
in der IVM- Behandlung als gering einzuschatzen ist.

Inhibin B ist als zyklusabhangiger Parameter in der IVF in den letzten
Jahren nicht in dem Malde untersucht worden wie AMH. Er wurde in den
Anfangen der IVF als einer der ersten pradiktiven Parameter untersucht, hat
aber in den letzten Jahren durch seine Zyklusschwankungen an Interesse
und Attraktivitat verloren. Es ergeben sich in Studien zum Teil signifikante
Korrelationen zwischen Inhibin B und FSH " *8 keines dieser Ergebnisse

2. Wiederum andere Studien

scheint jedoch klinischen Nutzen zu haben
zeigen, dass Inhibin B eine Sensitivitat von 87 Prozent und eine Spezifitat
von 49 Prozent in der Vorhersage so genannter ,poor- responder® aufweist
und ergeben eine Korrelation zwischen Inhibin B und der Eizellzahl nach
Punktion von r= 0,509 *'. Eine metaanalytische Ubersicht spricht Inhibin B

eine klinisch relevante pradiktive Bedeutung ab °.
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Die starke Diskrepanz zwischen den hier erreichten Ergebnissen kann mit
den starken Serumschwankungen von Inhibin B im Verlauf des Zyklus
erklart werden. Es erfordert eine sehr zeitgenaue Durchfihrung der
Blutentnahme an jeweils exakt demselben Tag des Zyklus jeder Patientin.
Ob dieses enge Zeitfenster einen klinischen Nutzen in Zukunft nicht
generell verhindert, ist eine Frage, die prinzipiell geklart werden sollte.

Es muss anbei kritisch erwahnt werden, dass die Blutentnahmen der
Patientinnen an der Universitatsklinik in Libeck an Tag 1 bis 3 des Zyklus
stattfanden. Es mag sein, dass schon durch diese Tatsache die Inhibin B-
Werte sehr stark gestreut haben (hohe Standardabweichungen).

Sowohl AMH als auch Inhibin B wurden im Rahmen dieser Studie erstmals
mit dem oben beschriebenen ELISA bestimmt. Die Erstanwendung dieser
Methode kdnnte daher eine weitere Begrindung fur die gro3e Streuung der

Ergebnisse sein.

4.4 Pradiktiver Wert der antralen Follikelzahl (AFC)

Der AFC zeigt in dieser Studie eine Korrelation von r= -0,238 zu der Anzahl
an Zweivorkernstadien und eine Korrelation von r= -0,239 zu der Anzahl
regelrecht fertilisierter Oozyten. Damit ergeben sich in dieser Studie auch
fir den dritten untersuchten potentiellen pradiktiven Marker AFC keine
signifikanten Korrelationen zum Behandlungserfolg der IVM.

Der AFC scheint als ein direkter Parameter zur Vorhersage der nach der
Punktion resultierenden Eizellen geeignet  zu sein. Viele
Forschungsergebnisse stellen den AFC als wichtigsten pradiktiven Marker
fir die gewinnbare Eizellzahl in den Vordergrund. Es ergeben sich bei
diesen Studien Korrelationen von r= 0,81. Die Signifikanz dieser Ergebnisse
ist allerdings immer noch nicht sehr hoch und lasst sich selbst nach
rechnerischem Hinzuflgen der anderen Ublichen Serum- Parameter nicht
verbessern °'. Andere Studien ergeben Korrelationen von r= 0,505 fiir den
AFC und die resultierenden Eizellen in der IVF *'. Auch in der Vorhersage
einer Schwangerschaft beweist sich der AFC zum Teil als besserer
pradiktiver Marker als Inhibin B, Estradiol oder FSH 21
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Bei der IVF wird zwischen dem Zeitpunkt des basalen Ultraschalls und der
Follikelpunktion die Stimulation des Ovars vorgenommen, so dass viele
Follikel, die vorher im Ultraschall nicht sichtbar waren, hormonell getriggert
wachsen und reifen. Bei der IVM dagegen wird der AFC erhoben und im
selben Zyklus die Punktion meist ohne vorherige Stimulation durchgefihrt,
so dass der AFC zumindest theoretisch als ein perfektes Mal} fur die
resultierende Eizellzahl erscheint. Der Nachteil dieses Parameters liegt
allerdings in der subjektiven Ultraschalluntersuchung, die sehr von der
Erfahrung und den Fahigkeiten des Untersuchers sowie von der Qualitat
des Ultraschallgerates abhangig ist. So wurden im Falle dieser Studie zwei
unterschiedliche Ultraschallgerate zur Bestimmung des AFC einerseits und
zur Punktion andererseits verwandt. Zudem wurden die Bestimmungen des
AFC von drei wechselnden Untersuchern vorgenommen, da dies der
klinische Alltag erforderte. Das mag Verfalschungen der vorliegenden

Ergebnisse erklaren.

4.5 Weitere Korrelationen zwischen Zyklusparametern

Neben den Hormonparametern AMH, Inhibin B und dem klinischen
Parameter AFC, wurden auch die klinischen Daten der Patientinnen wie
beispielsweise das Alter, die Dauer der Infertilitdt und die
Routinehormonparameter wie FSH oder LH auf ihre Korrelation zu der
Anzahl der Germinalvesikel und der Anzahl der regelrecht fertilisierten
Eizellen untersucht. Es ergeben sich keine signifikanten Korrelationen. Es
ware zu erwarten gewesen, dass auch Parameter wie der BMI, das Alter
der Patientinnen und die Dauer der Infertilitat eine negative Korrelation zum
Behandlungserfolg nach IVM aufweisen, da all diese Einflisse im klinischen
Alltag im Verdacht stehen die Fertilitat einer Frau zu verringern. Dies
scheint im Falle der IVM aber weniger bedeutend zu sein, denn zumindest
fur die IVM- Methode konnte kein direkter Einfluss dieser Parameter auf das
Ergebnis der Behandlung festgestellt werden.

Vor Therapiebeginn wurden allerdings anhand dieser Parameter

Patientinnen von der IVM- Studie ausgeschlossen (siehe Ein- und
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Ausschlusskriterien). Dies hatte neben den zu erwartenden geringeren
Erfolgsaussichten auch andere Grunde. Fur den Parameter des BMI bzw.
des maximal erlaubten Gewichtes von 100 Kilogramm im Rahmen der In-
Vitro- Maturation war der Ausschluss von der IVM- Behandlung vor allem
dadurch begrindet, dass bei der Punktion der kleinen antralen Follikel gute
Ultraschallbedingungen notwendig sind. Zudem ist es bei der Punktion zum
Teil notwendig das Ovar transabdominal durch eine zweite Person mittels
externer Kompression zu fixieren. Dies ist bei Patientinnen mit hohem BMI
oder zu hohem Gewicht nicht mehr durchfuhrbar.

Mit zunehmendem Alter sinkt die Anzahl der rekrutierbaren Follikel im Ovar
und damit auch die Anzahl an gewinnbarer Eizellen nach der Punktion.
Jedoch resultieren auch aus anderen Arbeitsgruppen zum Teil nur
Korrelationen von r= -0,275 zwischen dem Alter der Patientinnen und den
Eizellmenge nach Punktion *°. Insgesamt zeigt sich in zahlreichen Studien
eine  nur sehr geringe Abhangigkeit der Oozytenzahlen von
Behandlungsparametern wie Alter, BMI oder anderen Zyklusparametern. In
der Arbeitsgruppe um Fanchin et al zeigte sich zudem, dass auch die AMH-
Hormonlevel im Serum sowie in der Follikelflissigkeit keine signifikante
Korrelation zu den Parametern Alter, BMI und Zykluslange aufweisen %. Es
stellt sich bei der Betrachtung der Datenlage die Frage, ob die Bedeutung
des Alters einer Frau fur die Ursachen einer Infertilitdt Uberschatzt wird.
Andere Studien belegen dagegen einen Zusammenhang zwischen Alter
und Erfolg der In- Vitro- Fertilisation °?. Insgesamt wird allerdings von einer
altersbedingten Abhangigkeit des Behandlungserfolges ausgegangen,
jedoch scheint eine Vielzahl weiterer Faktoren mit Einfluss auf den
individuellen Behandlungserfolg beteiligt zu sein. Fiur die IVM kann anhand
dieser Studie keine Beziehung des Behandlungserfolges zum Alter

festgestellt werden.
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4.6 Sind pradiktive Tests moglich und sinnvoll?

Zwischen keinem der untersuchten Parameter konnte eine Korrelation zum
Behandlungserfolg der IVM Behandlung festgestellt werden. Im Hinblick auf
diese Ergebnisse stellt sich daher die Frage, ob die Verwendung eines
pradiktiven Parameters generell sinnvoll ist.

In der IVF- Behandlung wurden bereits zahlreiche klinische Testmethoden
diskutiert wie etwa der Clomiphen Citrat Challenge Test (CCCT) und der
Exogenous follicle stimulating hormone ovarian reserve test (EFORT).
Beide basieren auf dem Prinzip nach exogener Gabe von Clomiphen
(CCCT) bzw. FSH (EFFORT) von der resultierenden Hormonsekretion des
Ovars Ruckschlisse auf die ovarielle Reserve ziehen zu konnen. Ein
weiterer Test, der GAST (Gonadotropin releasing hormone agonist
stimulation test), bestimmt die ovarielle Hormonsekretion nach Gabe eines
Gonadotropin- Agonisten. All diesen Tests gemeinsam ist das Ziel den
individuellen Behandlungserfolg vorherzusagen. Diese Tests, die zum Tell
schon im klinischen Alltag der IVF angewandt werden, sind in ihrem Nutzen
aber ebenfalls umstritten. Eine Metaanalyse von Broekmans et al zeigt,
dass weder diese Testverfahren, noch die Bestimmung von AMH, Inhibin B
oder AFC eine pradiktive Eigenschaft besitzen und damit fur den klinischen
Alltag keinen Nutzen zeigen. Nur drei Prozent der Patientinnen, fir die die
IVF wenig Erfolg versprechend ist, da sie nur eine sehr geringe Eizellzahl
von weniger als drei Oozyten entwickeln und als ,poor responder gelten,
werden mithilfe dieser Tests identifiziert 3. Nach Broekmans et al scheint
allein die erfolgreiche Durchfuhrung eines IVF- bzw. IVM- Zyklus in der
Vorgeschichte einer Patientin eine gute Vorhersage Uber den Verlauf
weiterer Zyklen zu erlauben °.

Im Zeitalter der evidenzbasierten Medizin nimmt eine moglichst effektive
und objektiv gut zu beurteilende Behandlung einer Erkrankung einen hohen
Stellenwert ein. Als evidenzbasierte Medizin versteht man jede Form von
medizinischer Behandlung, bei der patientenorientierte Entscheidungen

ausdrucklich auf der Grundlage von nachgewiesener Wirksamkeit getroffen
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werden. Der Wirksamkeitsnachweis erfolgt dabei durch statistische
Verfahren.

Auf Grund der widerspruchlichen Ergebnisse statistischer Tests herrscht
daher Uneinigkeit Uber den Nutzen klinischer Tests oder der Verwendung
von Hormonparametern zur Vorhersage des Behandlungserfolges. Einige
Studien beflurworten AMH, einige AFC und andere Inhibin B oder FSH als
Pradiktor. Andere Autoren schranken ein, dass die Kombination aller
Parameter die maximale Aussagekraft beinhalte.

Allen bisher publizierten Untersuchungen zur Pradiktion der ovariellen
Reaktion und einer Schwangerschaft ist jedoch gemeinsam, dass kein
Parameter mit Sicherheit und reproduzierbar eine Vorhersage erlaubt.

Des Weiteren sollen bei der Behandlung Kosten gespart und
Behandlungswege kurz und Ubersichtlich gestaltet werden. Folglich haben
Hormon- und Untersuchungsparameter flir den Patienten und flir die
Kostentrager das Ziel die kostengunstigste und kiurzeste Behandlung zu
detektieren. Auf der anderen Seite verursachen diese Parameter und
Untersuchungen ihrerseits wieder Kosten und muissen daher auf ihre
Notwendigkeit hin gepruft werden.

Da sich in dieser Studie keine Korrelation zwischen den oben genannten
Parametern und dem Behandlungserfolg zeigt, muss hier davon
ausgegangen werden, dass diese Parameter nicht sinnvoll sind. Da
allerdings AFC, FSH und LH fir die Basisdiagnostik ohnehin verwendet
werden um Pathologien der Ovarien und des endokrinen Systems
auszuschliel3en, fihren diese Untersuchungen nicht zu Zusatzkosten. Es
kann jedoch anhand dieser Studie nicht empfohlen werden eine
Schwangerschaft oder auch nur die Anzahl der resultierenden Eizellen

mithilfe dieser Parameter vorherzusagen.

4.7 Vor- und Nachteile der Patientenselektion

Bei allen Paaren, die in Lubeck eine IVM- Behandlung erhielten, wurde
anhand fest definierter Ein- und Ausschlussparameter die Eignung fur die

Teilnahme an der IVM- Studie gepruft (siehe oben). So wurden
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Patientinnen mit vermuteter Erschépfung der ovariellen Reserve von der
Behandlung ausgeschlossen. Als Kriterien einer erschopften ovariellen
Reserve wurden eine sonographisch bestimmte antrale Follikelzahl unter
sechs Follikeln oder ein FSH (basal) < 10 IU/ml gewahlt. Auch das Alter
wurde mit hoéchstens 41 Jahren und das Gewicht mit hoéchstens 100
Kilogramm festgelegt. Mit diesen Kriterien wurde versucht sicher zu stellen,
dass sich durch die Punktion ausreichend Eizellen gewinnen lassen. Diese
Kriterien sind nur der Versuch die komplexen Rahmenbedingungen der
Eizellreifung in Form standardisierender Ein- und Ausschlusskriterien zu
definieren. Allerdings gibt es auch Frauen weit Uber 41 Jahre, die sehr gute
Eizellraten aufweisen und solche, die in jungen Jahren schon Zeichen der
ovariellen Erschépfung zeigen .

Die starken Schwankungen im Zusammenhang zwischen Fertilitat und dem
Alter machen die Entscheidung schwierig, bis zu welchem Alter die
Behandlung eines Paares erfolgen und bis zu welchem Alter diese
abgelehnt werden sollte. Auch ohne Infertilitatsbehandlung werden einige
Patientinnen mit Mitte vierzig noch Eltern, wahrend bei anderen die
Menopause bereits mit vierzig erreicht ist. Auch die Diskussion, bis zu
welchem Alter die Patientin aus moralischen Grinden noch eine assistierte
Fertilisation erhalten darf, ist einheitlich schwer zu beantworten und
international sehr unterschiedlich geregelt. So ist Deutschland nicht nur
eines der Lander mit den strengsten Maliregelungen im Embryonenschutz
sondern auch in der Infertilitatsbehandlung. Das Embryonen- Schutz-
Gesetz (EschG) beinhaltet unter anderem die ,Dreierregel®, die besagt,
dass hochstens drei Embryonen pro Zyklus gezeugt und transferiert werden
dirfen. Aus den USA erreichen uns immer haufiger Meldungen Uber
Mehrlingsgeburten von uber 50jahrigen Muttern. Ob dies sinnvoll und
ethisch winschenswert ist, wird eine der schwierigsten Entscheidungen in
der Zukunft der Infertilitdtsmedizin sein. Zurzeit werden Patientinnen mit
einem Alter bis 45 Jahren zu einer IVF- Behandlung zugelassen, wobei die
gesetzlichen Krankenkassen sich nur bis zu einem Alter der Frau von 39
Jahren und des Mannes von 50 Jahren an den Kosten beteiligen.

Im Rahmen der IVM, die sich noch in der Etablierungsphase befindet,

macht es Sinn die Behandlung zunachst auf jlingere Patientinnen zu
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beschranken, um die maximal zu erreichenden Oozytenzahlen und die
optimalen Behandlungsbedingungen zu definieren. Anfanglich war die
Teilnahme an der Studie ohne Altersbegrenzung geplant. Nach den ersten
Erfahrungen, wurde das maximal erlaubte Alter auf 41 Jahre festgelegt.
Auch dieser Wert wurde nach weiteren klinischen Erfahrungen weiter nach
unten korrigiert und liegt jetzt bei 37 Jahren fur die Teilnahme an der IVM-
Studie in Lubeck.

Nach den in dieser Studie gemachten Erfahrungen scheint auch in der IVM-
Behandlung eine Selektion interessierter Patientinnen anhand der
Parameter AMH und Inhibin B nicht empfehlenswert zu sein. Dem AFC, der
in dieser Studie ebenfalls keine signifikante Korrelation zum
Behandlungserfolg aufwies, konnte zukunftig dennoch eine solche
Bedeutung zuzukommen. Als direktes Malz der Zahl heranreifender
Eizahlen kann spekuliert werden, dass sich mit zunehmender Erfahrung bei
der Follikelpunktion, sowie bei verbesserter Standardisierung der
Sonographie an Tag 1 bis 3 des Zyklus, eine signifikante Korrelation zum
Behandlungserfolg einstellen kdnnte. Diese Annahme sollte in weiteren
Studien Uberpruft werden.

Prinzipiell sollte ein Ausschluss von einer Behandlung in der
Infertilitatsbehandlung wie in anderen Bereichen der Medizin kritisch
vorgenommen werden und sich auf die individuelle Paarkonstellation

beziehen.

4.8. Offene Fragen der IVM

4.8.1 Gonadotropinpriming/ Ovulationsinduktion

Im Rahmen der In- Vitro- Maturation wird kontrovers diskutiert ob ein niedrig
dosiertes ,Priming“ in Form von gering dosierten Gonadotropinen (FSH und
hCG) sinnvoll oder gar notwendig ist. Mit diesem niedrig dosierten FSH
sollen die Follikel etwas grofer und in hoherer Anzahl heranreifen, so dass

die Punktion besser und erfolgreicher durchzufuhren ist. Ein Nachteil ist
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jedoch, dass auch hier wieder Hormone mit den damit verbundenen
Nebenwirkungen und Risiken zugefuhrt werden, selbst wenn sie in diesem
Fall sehr gering ausfallen. Zahlreiche Arbeitsgruppen befurworten einen
Verzicht auf die Gonadotropine und scheinen vergleichbare Ergebnisse zu
erreichen *°. Studien zu diesen Fragen sind nur unzureichend und mit zu
geringen Fallzahlen vorhanden.

Ein niedrig dosiertes Priming scheint allerdings gerade bei Patientinnen mit
PCO- Syndrom die Maturations- und Fertilisationsrate zu verbessern *°. Da
die IVM insbesondere flr Frauen mit PCO- Syndrom besonders attraktiv ist,
erscheint es sinnvoll, wie im Falle dieser Studie, das gering dosierte
Hormonpriming durchzufuhren.

Dieselbe kontroverse Diskussion betrifft die Ovulationsinduktion mittels
hCG. Der im klinischen Alltag nicht zu unterschatzende Vorteil ist die gute
Planbarkeit der Eizellreifung durch die exogene Induktion, was den hCG-
Einsatz daher sinnvoll erscheinen lasst. Es ware jedoch wunschenswert,
wenn weitere Arbeitsgruppen sich mit diesen Zusammenhangen in Form
von grolden prospektiv- randomisierten Studien beschaftigen wirden und

dadurch eine wichtige Optimierung des IVM- Verfahrens zu ermoglichen.

4.8.2 Rolle der Follikeldominanz/ Punktionszeitpunkt

Ein strittiger Punkt im Behandlungsablauf der In- Vitro- Maturation ist
weiterhin der Zeitpunkt der Follikelpunktion.

Im Ovar reift bei normozyklischen Frauen simultan eine Kohorte aus
kleinantralen Follikeln heran, die sich bis zu einem gewissen Zeitpunkt
qualitativ gleichwertig entwickeln. Ein Follikel mit relativ niedriger FSH-
Schwelle wird im weiteren Verlauf dominant und durch eigene
Ostrogenproduktion unabhéngiger vom FSH. Uber einen negativen
Ruckkopplungseffekt drosselt das Ostrogen die FSH- Ausschiittung und
entzieht damit der Ubrigen Follikelkohorte, die eine hdhere FSH- Schwelle
aufweist, die Wachstumsbedingungen (FSH- Schwellenwerttheorie). Findet
die Follikelpunktion vor dem Auftreten eines dominanten Follikels statt, das

heil3t wenn der Leitfollikel erst einen Durchmesser von kleiner 10- 12 mm
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aufweist, so erhalt man eine nahezu gleichwertige Kohorte von Follikeln.
Punktiert man erst nach dem Auftreten eines dominanten Follikels, lassen
sich neben dem dominanten nur vermehrt teil- atretische Follikel gewinnen.
Neuere Daten lassen allerdings die Vermutung zu, dass die resultierende
Follikelkohorte auch beim zweit genannten Verfahren nicht von
minderwertiger Qualitét ist °. Dies kdnnte unter anderem auch mit dem bei
IVF durchgefuhrten exogenen FSH- Priming im Zusammenhang stehen.
Eine spater im Zyklus stattfindende Punktion hatte den Vorteil, dass das
Endometrium  weiter gereift ware und zum  Zeitpunkt des
Embryonentransfers optimaler auf die Implantation vorbereitet ist *°.

Um dieses optimal vorbereitete Endometrium auch bei frihzeitiger Punktion
des Ovars zu gewahrleisten, wird in Lubeck im Rahmen einer Folgestudie
untersucht, ob eine Verschiebung des Embryonentransfers auf den
Folgezyklus zu einer Steigerung der Schwangerschaftsraten fuhrt. Dies ist
dank modernster Kryokonservierungstechniken der Vorkernstadien nahezu

ohne Qualitatsverlust moglich *°.

4.8.3 Reifungsmedium/ Wachstumsfaktoren

Ein weiterer unsicherer Faktor in der IVM- Behandlung ist das Medium, in
dem die unreifen Eizellen zur Reifung gebracht werden. Uber die
Anforderungen der unreifen Follikel an ihre Umgebung ist wenig bekannt.

Die Reifung aufRerhalb des Korpers, der IVM, fordert daher ein standiges
Variieren und Auszuprobieren der Reifungsbedingungen mit dem Ziel ein
optimales Wachstum zu erlauben. Eine weitere Verfeinerung dieses
Mediums konnte unter Umstanden eine qualitative und quantitative
hochwertigere  Eizellreifung  ermoglichen, daher ist hier der
Forschungsbedarf hoch. Experimentell bereits eingesetzt wurden
Medienzusatze wie Estradiol, epidermal groth factor (EGF) und follicular

4" In dieser Studie wurde ein

fluid- meiosis activating sterol (F-MAS)
kommerziell erhaltliches IVM- Medium unter Zusatz von Gonadotropinen in
der vom Hersteller empfohlenen Dosierung verwendet. Die Maturationsrate
lag hierbei bei 63,2 Prozent + 33,6 und war damit in Ubereinstimmung mit

publizierten Daten der Literatur zufrieden stellend.
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4.8.4 Langzeitentwicklung der IVM- Kinder

Bevor die IVM in gréRerem Umfang in die klinische Routine etabliert werden
kann, sind langfristige Daten der nach IVM geborenen Kinder zwingend
erforderlich. Da dies Verfahren sehr jung ist und zumindest in Deutschland
nur in den beiden universitaren Zentren Libeck und Heidelberg
durchgefuhrt wird ist eine Nachuntersuchung bisher nur in kleinen Ansatzen
moglich gewesen. Wulnschenswert ware nun eine weltweite
Zusammenarbeit aller IVM- Zentren um gro3e Studien mit ausreichenden
Fallzahlen durchfuhren zu kdnnen.

Deutschlandweit hat eine Zusammenarbeit den IVM- Zentren Heidelberg
und LUbeck unter Beteiligung der Humangenetik in Essen (Prof. Dr. rer. nat.
Bernhard Horsthemke, Institut fur Humangenetik, Universitatsklinikum
Essen) in Form einer prospektiven verblindeten Studie begonnen. Als
Kontrollgruppe werden Patientinnen einer IVF- Behandlung gewahlt, die
dasselbe Alter und eine vergleichbare Vorgeschichte aufweisen. Jede
Schwangerschaft in Folge einer IVM- Behandlung wird in ihrem Verlauf
untersucht, insbesondere umfasst die Studie die Schwerpunkte Frih- oder
Spatabort, Schwangerschafts- und  Geburtsverlauf sowie eine
Neugeborenenuntersuchung und eine padiatrischen Untersuchung der
Kinder im Alter von einem Jahr. Nach einer geplanten Studiendauer von ca.
drei Jahren fur die Patientinnenselektion und einer weiteren
Beobachtungszeit der Kinder von zwei bis funf Jahren wird eine
weitergehende Aussage zur Entwicklung und Gesundheit von Kindern nach
IVM- Behandlung maoglich sein (“Follow-up of pregnancies established after
in vitro maturation and consecutive IVF”, Geschaftszeichen: OT 334/2-1,
Bewilligung vom 28.04.2008)
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4.9 Ausblick

Die  In-vitro-Maturation  stellt eine  Behandlungsalternative  zur
herkdbmmlichen IVF dar, die kostengunstiger und nebenwirkungsarmer als
diese ist und nicht zuletzt fur Patientinnen mit dem PCO- Syndrom in Bezug
auf das Uberstimulationssyndrom eine erhebliche Risikoreduktion darstellt.
Nicht zu Unrecht fragt man sich, warum diese Methode der Entnahme
unreifer Eizellen, die noch vor den Versuchen einer Uberstimulation des
Ovars in den sechziger Jahren des 20. Jahrhunderts entdeckt wurde, so
lange ins Hintertreffen geraten konnte. Bei den ersten Versuchen mit
unreifen Eizellen wurden Eizellen aus chirurgisch entfernten ovariellen
Gewebeproben ” verwendet. Spater nutzte man unreife Eizellen, die bei der
Punktion bei der IVF- Behandlung als Nebenprodukt anfielen. Es zeigte
sich, dass im letzteren Falle durch den Prozess der Uberstimulation die
unreifen Eizellen eine minderwertige Population darstellten und somit
deutlich ungeeigneter fur eine Befruchtung sind als reif gewonnen Eizellen.
Dieses ist bei Eizellen, die von vorneherein ohne eine Uberstimulation aus
dem Ovar entnommen werden, nicht der Fall. Soweit es ohne die Daten der
Langzeitentwicklung von durch IVF entstandenen Kindern abzuschatzen ist,
hat die Entnahme unreifer Eizellen ohne eine Uberstimulation des Ovars
und die Reifung auRerhalb des Korpers bei nach IVM geborenen Kindern
keine nachteiligen Folgen. Die Ubersichtsarbeit von Jurema et al ergab
Abortraten der IVM- Kollektiven zwischen 13 und 52,9% fur Patienten mit
PCO- Syndrom und zwischen 16,7 und 33,3% fur andere IVM Patientinnen
% Auch die Abortraten bei Schwangerschaften ohne die assistierte
Reproduktion schwanken in Abhangigkeit vom Alter der Frau deutlich.
Schatzwerte gehen von 10- 20% nach Kklinisch festgestellter

Schwangerschaft aus '®

, wobei genaue Zahlen aufgrund der haufig
unbemerkten Fruhaborte nicht genau zu erheben sind. Ein Vergleich
scheint daher nur unzureichend mdglich.

Tatsachlich kdnnte die zuerst entdeckte und wieder verworfene Methode
der IVM langfristig zu einer echten Alternative fur die IVF werden. Eine

Bedingung dafur ware allerdings eine vergleichbare oder sogar bessere
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Erfolgsrate. Dies ist zumindest im Fall der von der Universitat zu Lubeck
durchgefuhrten IVM- Behandlungen leider noch nicht der Fall. Die
Schwangerschaftsrate von ca. 12 Prozent an der Universitatsklinik in
Libeck zeigt nur die Ansatze der Moglichkeiten dieser Methode. In Studien
wurden auch schon Schwangerschaftsraten von bis zu 27 Prozent pro
Transfer bei Verwendung einer méglichst groRen Anzahl an Embryonen °
bzw. von 20 Prozent bei der Verwendung von maximal zwei bis drei
Embryonen erreicht werden % 38,

Die Grunde fur diese gravierenden Unterschiede kdnnen vielfaltig sein. Die
Patientinnen, die fur die Libecker Studie rekrutiert wurden, hatten oft schon
viele Fertilisationsversuche hinter sich bzw. hatten in Folge
fortgeschrittenen Alters oder anderen Grunden keinen Anspruch der
Krankenkasse auf Kostenubernahme der herkémmlichen IVF, so dass fur
diese Patientinnen die kostenlose IVM- Studie besonders attraktiv war. Auf
diese Weise wies allein schon die Patientinnengruppe eine als niedriger
einzuschatzende Chance auf Behandlungserfolg auf. Zudem handelt es
sich bei der IVM um eine Behandlung, die in Libeck erst seit Anfang 2005
durchgefuihrt wird und daher noch nicht in dem MalRe zur klinischen Routine
gehort wie es bei der seit 30 Jahren etablierten IVF der Fall ist. Hier besteht
also erheblicher Optimierungsbedarf bei jedoch vorhandenem
Optimierungspotenzial, sowohl in Bezug auf die Anzahl der gewonnen
Eizellen nach Punktion als auch in Bezug auf die erzielbaren
Schwangerschaftsraten.

Die Reproduktionsmedizin wird im Laufe der nachsten Jahrzehnte immer
mehr an Bedeutung gewinnen. Das zunehmend hdhere Alter von Paaren
bei Beginn der Familienplanung macht es fur immer mehr Menschen
bedeutsam die richtige Methode der Sterilitatsbehandlung zu finden. Bisher
gab es zur konventionellen IVF kaum eine qualitativ gleichwertige
Alternative. Mit der Einfuhrung der IVM kdénnte sich ein alternativer Weg der
assistierten Fertilisation abzeichnen. Fur PCO- Patientinnen beispielsweise
oder Patientinnen mit guter ovarieller Reserve erscheint die IVM gegenuber
der IVF aufgrund des Risikopotenzials vorteilnafter. Da die ovarielle
Reserve im jungen Alter meist noch groler ist, scheint die VM

insbesondere eine Methode flir junge Patientinnen darzustellen. Es ware
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also u.U. zuklnftig sinnvoll, auch in Bezug auf die Nebenwirkungen, primar
einen Therapieversuch mittels IVM vorzunehmen und erst mit
fortschreitendem Alter oder ausbleibendem Behandlungserfolg auf die IVF
zuruckzugreifen. Dies scheitert momentan noch an der Tatsache, dass die
Krankenkassen die Kosten fir die IVM nicht Gbernehmen, so dass erst
nach meist drei erfolglosen IVF- Versuchen die IVM im Rahmen von
Studien durchgefuhrt wird. Die IVM muss sich als Behandlung erst weiter
etablieren und bessere Erfolgsaussichten zeigen, bevor sich daran etwas
andern durfte.

Zukunftige Studien missen nun zeigen welchen Stellenwert die IVM in der
Reproduktionsmedizin einnehmen wird. Jeder einzelne Schritt der
Behandlung sollte auf seine Notwendigkeit und Optimierbarkeit untersucht
werden um die Behandlung ungewollter Kinderlosigkeit in Zukunft so
einfach, sicher und erfolgreich wie moglich handhaben zu kénnen.

Vor diesem Hintergrund kann aus Sicht dieser Studie kein klinischer Nutzen
in der Bestimmung von AMH, Inhibin B, AFC und Estradiol in der IVM-
Behandlung abgeleitet werden. Der Bedarf an der Durchfihrung weiterer
Studien besteht um dieses Ergebnis zu untermauern oder neue Optionen

aufzuzeigen.
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5. Zusammenfassung

Als neue nebenwirkungsarmere Alternative zur jetzt 30 Jahre etablierten In-
Vitro- Fertilisation (IVF) wird zunehmend die Aspiration frihantraler unreifer
Follikel und deren in Vitro- Reifung (In- Vitro- Maturation, IVM) diskutiert.
Durch den Verzicht auf eine hoch dosierte Hormonstimulierung konnen
schwerwiegende Nebenwirkungen wie das Uberstimulationssyndrom der
konventionellen IVF weitgehend vermieden und zudem noch Kosten
gespart werden. Das Ziel der IVM ist die Gewinnung von Oozyten im
Germinalstadium und deren in vitro Reifung zur Metaphase zwei der
Reifungsteilung sowie die anschlieliende Fertilisation und Implantation des
entstehenden Embryos.

Mit fortschreitender klinischer Etablierung des recht jungen Verfahrens der
IVM ergibt sich die Fragestellung inwiefern behandlungsrelevante endokrine
Parameter von der IVF auf die IVM Ubertragbar sind. Etablierte Parameter
wie das Follikel- stimulierende Hormon (FSH), das luteinisierende Hormon
(LH) und Estradiol, klinische Parameter wie die sonographisch bestimmte
Follikelzahl  (AFC), Alter und BMI wie auch neu diskutierte
Hormonparameter wie das Anti- Muller- Hormon und Inhibin B wurden in
der vorgelegten Untersuchung untereinander und zum Behandlungserfolg
in Beziehung gesetzt.

Das vorgestellte Kollektiv umfasste 80 Patientinnen, die sich im Rahmen
eines Kinderwunsches in der Infertilitatssprechstunde in Libeck vorstellten.
Im Rahmen einer Basisuntersuchung wurden Serumparameter und die
sonographisch erkennbare Follikelzahl (AFC) bestimmt.

Nach einem niedrig dosierten Gonadotropinpriming mit anschliel3ender
Ovulationsinduktion mittels hCG wurden mit einem hoch auflésendem
Ultraschallgerat und einem speziellen Aspirationssystem unreife Oozyten
entnommen. Diese wurden nach anschlielender Reifung Uber 24 bis 32
Stunden mittels ICSI fertilisiert. Wenn vorhanden, wurden die resultierenden
Embryonen zurlckgesetzt und gegebenenfalls eine Schwangerschaft

festgestellt.
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Die 77 punktierten Patientinnen hatten ein Durchschnittsalter von 34,02 +
4,90 Jahren. Im Mittel wurden 9,3 + 6,6 Eizellen pro Patientin gewonnen
und es konnte durchschnittlich in 88,3 Prozent der Punktionen ein
Embryonentransfer vorgenommen werden. Die Maturationrate betrug 63,24
+/- 33,58 % und die regelrechte Fertilisationsrate 33 %. Es ergaben sich
Korrelationen zwischen AMH und den aus der Punktion resultierenden
Germinalvesikeln von r= -0,081 fur AMH und zu der Anzahl regelrecht
fertilisierten Oozyten von r= -0,012. Fur Inhibin B ergaben sich
Korrelationen zu den Germinalvesikeln bzw. den Oozyten von r= 0,027 bzw.
r= 0,165. Damit ergeben sich flir beide Hormonparameter keine
signifikanten Korrelationen zum Behandlungserfolg nach IVM. Dasselbe
Ergebnis zeigten die Korrelationsanalysen der anderen
Behandlungsparameter wie dem AFC, dem BMI, dem Alter oder der Dauer
der Infertilitat. Auch hier zeigten sich keine signifikanten Korrelationen zum
Behandlungserfolg der [VM.

Fur die IVM ergeben sich nach den Ergebnissen dieser Studie keine
signifikanten ~ Korrelationen, so dass eine Vorhersage des
Behandlungserfolges anhand dieser Parameter nicht mdglich zu sein
scheint. In dieser Studie zeigt sich ebenfalls keine signifikante Korrelation
fur die antrale Follikelzahl (AFC) oder das Alter der Patientinnen zum
Behandlungserfolg. Ein Einsatz dieser Parameter fur die Pradiktion der
gewinnbaren Eizellzahlen bzw. den Behandlungserfolg (Schwangerschaft)
kann anhand dieser Studienergebnisse derzeit nicht empfohlen werden.

Die IVM- Behandlung bietet das Potential langfristig zu einer
gleichberechtigten Alternative zur IVF zu werden. Daher besteht der Bedarf

an weiteren Studien.
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2VK
AFC
AMH
ART
BMI

CCCT

EFORT

EGF
EschG
ET
Fopu
F-MAS
FSH
GAST
GV
hCG
HIV

ICSI

IVF

VM

Zwei- Vorkern- Stadium

Antraler Follikel Count

Anti- Muller- Hormon

assistierte Reproduktionstechnik
Body- Mass- Index

Clomiphen Citrat Challenge Test
Estradiol

Exogenous follicle stimulating hormone ovarian reserve
Test

epidermal groth factor
Embryonenschutzgesetz
Embryonentransfer

Follikelpunktion

follicular fluid- meiosis activating sterol
Follikelstimulierendes Hormon
Gonadotropin agonist stimulation test
Germinalvesikel

humanes Choriongonadotropin
Humanes Immundefizienz- Virus
Intra- zytoplasmatische - Spermien- Injektion
Internationale Einheiten

In- Vitro- Fertilisation

In- Vitro- Maturation
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LH
M1
M2
OAT
OHSS
PCOS
SA

T3

Ta

TESE

Luteinisierendes Hormon/ Gelbkérperhormon
Zellen in der Metaphase 1 der Reifeteilung
Zellen in der Metaphase 2 der Reifeteilung
Oligo- Astheno- Teratozoospermie
Ovarielles Uberstimulationssyndrom
Polyzystisches Ovarsyndrom

Standard- Abweichung

Triiodthyronin

Tetraiodthyronin

testikulare Spermatozoen Extraktion
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