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Zusammenfassung

Unterschiede im Lutealphasenprofil nach IVF- / ICSI- Therapie
in Abhédngigkeit vom Eintritt einer Schwangerschaft
Kay Christian Lébbecke
Ein besseres Verstandnis der Interaktion zwischen Embryo- und mitterlichem Organismus ist
einer der wichtigsten Faktoren fir eine zukilinftige Erhdhung der Erfolgschancen assistierter
Reproduktionsverfahren. In dieser Studie wurde die Hypothese Uberprift, ob sich Zyklen mit
Konzeption (CC) infolge einer IVF/ICSI- oder Kryotransfer-Behandlung von Zyklen ohne Kon-
zeption (NC) durch die Sekretionsleistung des Corpus luteum bereits im frihesten Stadium der
embryonalen Implantation unterscheiden. Dabei wurden prospektiv luteale Ostrogen- und Pro-
gesteronwerte an finf Messzeitpunkten in 112 Zyklen (IVF/ICSI: 84, Kryotransfer: 28) mit Be-
ginn des Embryotranfers (ET) bis 14 Tage danach (ET +14) analysiert. Im Unterschied zu vor-
hergehenden Studien wurde kein zusétzliches HCG als iatrogener Einflussfaktor in der Lu-

tealphase substituiert.

Unterschiedliche Serumkonzentrationen von Ostradiol und Progesteron zwischen CC und NC
zeigten sich in der IVF/ICSI-Gruppe ab dem 4./5.Tag nach Embryotransfer und wurden statis-
tisch signifikant ab ET +7 bis ET +14, mit héheren Ostradiol- und Progesteronkonzentrationen
bei CC verglichen mit NC. Auch bei den Kryotransferzyklen konnte in der Lutealphase ab dem
4./5. Tag nach Embryotransfer ein Unterschied des Ostradiolwertes zwischen CC und NC fest-
gestellt werden, der jedoch aufgrund einer vergleichsweise niedrigen Fallzahl auswertbarer
Zyklen nicht signifikant war. Als vorbekannte Faktoren waren ein statistisch signifikant héherer
Endometriumaufbau sowie ein besserer Embryoscore in der Gruppe der schwangeren Patien-

tinnen nachweisbar bei ansonsten homogenen Patientenkollektiven.

Es kann schlussfolgernd angenommen werden, dass die Ostradiol- und Progesteronsekretion in
der Gelbkérperphase bereits in der frihesten Phase der embryonalen Implantation Unterschie-
de aufweist, die mit hoher Wahrscheinlichkeit durch friihe luteotrope Signale des Konzeptus
mitbeeinflusst sind. Im Hinblick auf die Vorhersagbarkeit eines Schwangerschaftseintritts sind
die jeweils ermittelten Ostrogen- und Progesteronwerte nicht geeignet, mit ausreichender Ge-
nauigkeit eine Aussage zu treffen.
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1. Einleitung

1.1 Ungewollte Kinderlosigkeit

Aktuelle Schatzungen gehen davon aus, dass in Deutschland zirka 10 bis 15% aller
Paare von ungewollter Kinderlosigkeit betroffen sind. Angesichts der derzeitigen
Gesellschaftsstruktur ist dies ein nicht zu vernachlassigender Anteil. Dabei sind die
verursachenden Stdérungen bei Frauen und Mannern etwa gleich verteilt, wobei
haufig mehr als ein Faktor zum Tragen kommt. In einem Drittel der Falle liegt je-
doch eine idiopathische Sterilitat vor, das heiBt, die Ursache fur die ungewollte Kin-
derlosigkeit bleibt dauerhaft ungeklart (33).

Der Begriff Sterilitat beschreibt die Unfahigkeit eines Paares, ein gesundes Kind zu
zeugen, auszutragen oder zur Welt zu bringen. Ein Paar gilt als unfruchtbar, wenn
nach einem Jahr ungeschitzten Verkehrs keine Empfangnis zu Stande kommt o-
der die Frau nicht fahig ist zu gebéaren. Diese Auffassung orientiert sich an der
Empfehlung der Weltgesundheitsorganisation WHO (73). Seit einiger Zeit gewinnt
auch die Auffassung der ESHRE (Européische Gesellschaft fir Humane Reproduk-
tion und Embryologie, 11) zunehmend an Bedeutung, die erst nach zwei Jahren
von Sterilitat sprechen will und damit den veranderten Lebensbedingungen in den
westlichen Industrienationen Rechnung tragt, zum Beispiel der gréBeren Mobilitat
der Partner.

Uber die letzten Jahre mehren sich die Hinweise auf eine Zunahme der ungewoll-
ten Kinderlosigkeit im Zusammenhang mit Faktoren wie Rauchen, Alkohol, anderen
Umweltnoxen und Stress. Doch auch Wohlstandserkrankungen wie Diabetes melli-
tus und andere Stoffwechselerkrankungen tragen ihren Teil dazu bei (41, 44, 67).
Des Weiteren sind eine veranderte Familienplanung sowie die zunehmende Be-
deutung von Ausbildung und Beruf daflir verantwortlich, dass das durchschnittliche
Alter der Frauen zum Zeitpunkt der ersten Geburt in Deutschland derzeit bei 29,8
Jahren liegt (Statistisches Bundesamt: Geborene und gestorbene Deutschland,
2006, www.destatis.de). Das Alter der Frau ist jedoch ein entscheidender Faktor fir

die Konzeptionswahrscheinlichkeit und damit reziprok korreliert.



1.2 Die In-Vitro-Fertilisation (IVF)

1978 wurde mit Louise Brown in GroBbritannien das erste Kind, das nach einer
Befruchtung auBerhalb des menschlichen Kérpers mittels In-vitro-Fertilisation (IVF)
gezeugt wurde, geboren. Seither hat sich diese Methode zur Befruchtung auBer-
halb des Korpers fest etabliert und laufend weiterentwickelt. Auf diese Weise kann
kinderlosen Paaren mit akzeptabler Erfolgswahrscheinlichkeit (ca. 30% Schwan-
gerschaftsrate pro Behandlungszyklus bei der IVF, siehe DIR 2007) zu einem eige-
nen Kind verholfen werden.

Der Begriff ,kunstliche Befruchtung®, wie er sich im Sprachgebrauch durchgesetzt
hat, trifft den Sachverhalt nicht richtig, l&uft doch der eigentliche Befruchtungsvor-
gang, also die Verschmelzung der beiden Zellkerne, ganz naturlich ab. Die Be-
fruchtung auBerhalb des Kérpers, auch assistierte oder medizinisch unterstitzte
Reproduktion genannt, Uberbriickt vielmehr Stérungen der nattrlichen Empféangnis
oder Zeugungsfahigkeit. Seitdem vor bald 30 Jahren die erste kinstliche Befruch-
tung gelang, ist die Methode im Prinzip die gleiche geblieben. Der britische Biologe
Robert Edwards hatte rund 10 Jahre experimentiert, bevor die Befruchtung im La-
bor erfolgreich war. Nach laparoskopischer Eizellentnahme konnte ein in der La-
borschale befruchteter Keim in die Gebarmutter einer Patientin eingesetzt werden,
die auf nattrlichem Wege nicht schwanger werden konnte. Das Neugeborene war
eine Weltsensation: der erste Mensch, der auBerhalb des Kdrpers gezeugt wurde.
1982 kam an der Universitatsklinik Erlangen das erste IVF-Kind in Deutschland zur
Welt, mittlerweile gibt es in der gesamten Bundesrepublik rund 120 Kinderwunsch-
zentren, die kinstliche Befruchtungen durchfiihren (DIR 2007).

Weltweit werden in Arztpraxen und Kliniken Kinderwunschbehandlungen vorge-
nommen, mittlerweile wurden nach kinstlicher Befruchtung 3 Millionen Kinder ge-
boren, allein in Deutschland sind das bisher fast 100.000 Kinder, die aus kunstli-
cher Befruchtung hervorgegangen sind (12). Dabei hat sich das Spektrum der Indi-
kationen fur die extrakorporale Befruchtung sehr erweitert. Wurde sie am Anfang
hauptsachlich zur Behandlung der tubaren Sterilitdt eingesetzt, so stellt heute die
mannliche Subfertilitat einen groBen Anteil der Indikationen dar. Des Weiteren kann
sie bei Endometriose-Patientinnen angezeigt sein sowie bei immunologischer und
idiopathischer Sterilitdt. Die Voraussetzungen zur kinstlichen Befruchtung sind in
den Richtlinien des Bundesausschusses der Arzte und Krankenkassen Uber &rztli-



che MaBnahmen zur kinstlichen Befruchtung ("Richtlinien Gber kinstliche Befruch-
tung") sowie im Sozialgesetzbuch festgelegt. (vergl. Richtlinien zu MaBnahmen der
assistierten Reproduktion, §27a SGB V).

Das deutsche IVF-Register ist das zentrale Register der deutschen Kinderwunsch-
zentren und dokumentiert die Behandlungsablaufe, bis hin zur Geburt nach erfolg-
reicher Behandlung. So wurden von 1997 bis 2004 Uber eine halbe Million Behand-
lungszyklen durchgefihrt, davon entfielen 381.219 Zyklen auf IVF-ICSI- oder kom-
binierte Behandlungen. Bei diesen wiederum kam es in 95.751 Fallen zu einer
Schwangerschaft. 61.839 dieser Schwangerschaften endeten mit einer Geburt.
Insgesamt kamen so in Uber 8 Jahren 77.753 Kinder zur Welt. Dazu noch einmal
rund 10.000, die nach der Befruchtung im Pronukleusstadium kryokonserviert und
spater in einem Auftauzyklus wieder in die Gebarmutter transferiert wurden. Da
nach Eintreten einer Schwangerschaft der einweisende Frauenarzt die weitere
Schwangerenvorsorge Ubernimmt und dieser nicht zur Meldung an das IVF-
Register verpflichtet ist, kann man davon ausgehen, dass die tatsachliche Gebur-
tenrate nach kunstlicher Befruchtung etwas héher liegt als die 0. g. Zahlen.

Im Jahre 2005 kamen in Deutschland insgesamt 685.795 Kinder lebend zur Welt
(Statistisches ~ Bundesamt:  Geborene  und  gestorbene  Deutschland,
www.destatis.de). Davon waren 6743 durch In-vitro-Fertilisation oder Mikroinsemi-
nation (ICSI) allein an deutschen Zentren fir Fortpflanzungsmedizin entstanden.
Das entspricht einem Anteil von knapp einem Prozent. Anders gesagt: Jedes ein-
hundertste Neugeborene wurde auBerhalb des Kérpers gezeugt.

1.3 Behandlungsverlauf und Erfolgsraten

Grundlage der IVF ist die hormonelle Stimulation des Eierstocks zur Erzielung einer
multifollikuldren Reifung. Begleitend werden im Rahmen unterschiedlicher Stimula-
tionsprotokolle GnRH-Analoga eingesetzt, um eine vorzeitige Luteinisierung und
damit den Verlust der Eizellen zu vermeiden (42). In letzter Zeit werden auch zu-
nehmend so genannte ,milde” IVF-Zyklen durchgefiihrt, wobei hier eine wesentlich

geringere Stimulationsdosis zur Anwendung kommt, um das Risiko eines ovariellen



Uberstimulationssyndroms zu vermeiden sowie die Behandlungskosten zu reduzie-
ren (49).

Die Patientin wird unter der Stimulation zur IVF-Behandlung sonographisch Uber-
wacht und der Eisprung zum optimalen Zeitpunkt kinstlich ausgeldst. Anschlie-
Bend werden mehrere Eizellen durch transvaginale, Ultraschall-kontrollierte Folli-
kelpunktion gewonnen, mit den Samenzellen zusammengebracht und nach erfolg-
reicher Befruchtung in aller Regel mehrere Praimplantationsembryonen transferiert.
Auch die zweite Zyklushalfte wird hormonell bis zum sicheren Nachweis einer
Schwangerschaft oder Eintreten der Regelblutung unterstitzt. Geman dem Embry-
onenschutzgesetz ist in Deutschland das Ubertragen von hdchstens drei Embryo-
nen erlaubt. Dadurch soll die Rate an Mehrlingsschwangerschaften, welche mit
einem erhdhten Risiko sowohl fir die Patientinnen als auch fir die Neugeborenen
einhergehen, mdoglichst gering gehalten werden (Embryonenschutzgesetz 1990,
§ 1). Bei Frauen unter 35 Jahren werden in der Regel auch nur zwei Embryonen
transferiert, nach mehrfach erfolgloser Behandlung ohne Schwangerschaftseintritt
oder bei alteren Patientinnen kann gegebenenfalls auch ein Transfer von drei Emb-
ryonen erfolgen.

Dabei ist die Technik der In-vitro-Fertilisation ein relativ klares, in den einzelnen
Schritten stets Uberprifbares Modell, bei dem eventuelle Stérfaktoren zudem gut
eliminierbar sind. Hiernach ist es méglich, relativ homogene Patientenkollektive zu
definieren, wobei sogar Vergleiche auf den wichtigen Ebenen der Eizellqualitat,
Fertilisation und Embryonenqualitdit mdglich sind. Aufgrund der extrakorporalen
Fertilisation und des anschlieBenden intrauterinen Embryotransfers lasst sich eine
genaue Zuordnung zwischen der Zahl der transferierten Embryonen, ihrer Morpho-
logie und den daraus entstehenden Schwangerschaften bzw. Implantationen, d. h.
Fruchtanlagen, treffen. So lasst sich die Implantationsrate eines jeden einzelnen,
transferierten Embryos ziemlich exakt feststellen.

Eine Schwangerschaft kann bei Frauen, die jinger als 36 Jahre sind, in etwa einem
von 3 Behandlungszyklen erzielt werden. Dies wiederum heiB3t, im Durchschnitt
sind zur Erfullung des Kinderwunsches 3 — 4 Behandlungsversuche notwendig. Die
,Baby-take-home-Rate®, also die Wahrscheinlichkeit, dass ein Paar am Ende ein
Kind in Handen halt, betragt pro Behandlung rund 18 %. Knapp jede 5. Behandlung
fuhrt also zur Geburt eines Kindes.



1.4 Die Implantation — Interaktion zwischen Konzeptus und En-
dometrium

Trotz des hohen Standards, den man heute in der IVF-Behandlung erreicht hat,
wird schon lange beobachtet, dass es Patientinnen bzw. Paare gibt, bei denen es
auch unter optimalen Bedingungen nach der Durchfiihrung von 3 oder mehr
Behandlungszyklen nicht zum Eintritt einer Schwangerschaft kommt. Aufgrund
dessen kann man vermuten, dass bei diesen Patientinnen in der
Implantationsphase Probleme vorliegen, die nur schwer zu erfassen sind. Diese
kénnten entweder darin bestehen, dass sich ein Embryo gar nicht implantiert oder,
dass er kurz nach der Implantation wieder abstirbt

Die erfolgreiche Implantation des frihen menschlichen Embryos und die Aufrecht-
erhaltung der frlhen Schwangerschaft hangen stark von der Embryonenqualitat
und der Rezeptivitdt des Endometriums ab (61). Die Implantation ist ein Prozess, in
dem sich die frei in der Gebarmutterhéhle schwimmende Blastozyste dem Endo-
metrium anlagert und anschlieBend in dessen Stroma eindringt mit nachfolgender
Bildung der Plazenta. Dabei missen eine synchrone Entwicklung der Implantati-
onsfahigkeit der Blastozyste sowie ein auf embryonale Signale reagierendes En-
dometrium vorausgesetzt werden. Dieser Prozess wird durch einen komplexen
Dialog zwischen Endometrium und Konzeptus gesteuert, wobei u.a. Hormone, Ad-
hasionsmolekile und die extrazellulare Matrix als Mediatoren in Frage kommen.
Die Entwicklung des aufnahmefahigen Endometriums wird durch die ovariellen Ste-
roide reguliert und die zeitlich regulierte und koordinierte sekretorische Differenzie-
rung des Endometriums wahrend der Lutealphase kulminiert (zumindest bei Prima-
ten und hdchst wahrscheinlich auch bei Menschen) in der Offnung des so genann-
ten Implantationsfensters fur nur wenige Tage (6). Die Implantation beim Menschen
erscheint im Vergleich zu anderen Primaten relativ ineffizient. Wahrend man beim
Menschen von einer Implantationsrate von ca. 30% pro Zyklus ausgeht, kann diese
bei manchen Affenarten 70% erreichen. Wenn eine embryonale Implantation ein-
tritt, wird die Struktur und Funktion des Corpus luteum, das offensichtlich auf lute-
otrope Signale ausgehend von der Implantationsstelle reagiert, im Konzeptionszyk-
lus aufrecht erhalten. Menschliches Choriongonadotropin (HCG) und das luteinisie-
rende Hormon (LH) sind die bisher einzigen identifizierten luteotropen Substanzen
(27). Die logarithmisch nach der embryonalen Implantation steigenden Konzentra-



tionen von HCG stimulieren die luteale Sekretion von Estradiol und Progesteron,
welche wiederum die endometriale Funktion und Integritat aufrechterhalten.

Seit den frihesten Tagen der IVF-Behandlung wurde beschrieben, dass sich die
Lutealphase in stimulierten Zyklen von den physiologischen Bedingungen unter-
scheidet. Bereits in den ersten Verdffentlichungen wurde eine wesentliche Verkdir-
zung der Lutealphase nach Gonadotropinstimulation erwahnt, als Grund hierfir
wurde der durch die ovarielle Uberstimulation stark erhdhte Ostradiolspiegel in der
Follikelphase vermutet (10).

Interessanterweise wurden in immunhistochemischen Studien, die fiir Ostrogen-
und Progesteronrezeptoren spezifische Antikdrper benutzten, Unterschiede im lu-
tealen Sekretionsmuster von Ostradiol und Progesteron sowie der Expression der
Rezeptoren zwischen Zyklen mit Konzeption und Zyklen ohne Konzeption bereits 3
Tage nach dem mittzyklischen LH-Anstieg festgestellt. Zu diesem Zeitpunkt erreicht
der Embryo gerade die Gebarmutterhéhle und nimmt ersten Kontakt zum Endo-
metrium auf. Infolge dessen ist dann die Implantation mit einem sekundaren An-
stieg von Ostradiol und Progesteron verbunden. Dieser Anstieg bedeutet die Ret-
tung fur den Gelbkdrper am 9. — 11. Tag nach dem LH-Anstieg (37). Dieses Pha-
nomen konnte bei Donor-Inseminationszyklen nachgewiesen werden, in denen
Ostradiol- und Progesteronkonzentrationen bereits 6 Tage nach dem mittzyklischen
LH-Anstieg signifikant héher waren als bei Zyklen ohne Konzeption, wobei HCG
nicht vor dem 10. Tag nach dem LH-Gipfel im Serum nachweisbar war (66). Zu-
satzlich waren in IVF-Zyklen bereits 8 Tage nach der Ovulationsinduktion mittels
HCG héhere Ostradiolkonzentrationen nachweisbar als bei Zyklen ohne Konzepti-
on (30, 1)

1.5 Fragestellung

Ein besseres Verstandnis der Interaktion zwischen Embryo- und mdatterlichem Or-
ganismus ist einer der wichtigsten Faktoren fir eine zuklnftige Verbesserung der
Erfolgschancen assistierter Reproduktionsverfahren. Weiterhin ist durch die ge-
naue Analyse des hormonellen Milieus wahrend der frihen Implantationsphase zu
erhoffen, dass Patientinnen identifiziert werden, die eine gezielte hormonelle Sub-
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stitution oder Stimulation fir eine erfolgreiche Implantation bendtigen. Gleichzeitig
kénnten dadurch zum Teil routinemaBig eingesetzte und mit Risken verbundene
Therapieformen (HCG-Gaben in der Lutealphase, damit verbundenes erhdhtes
Risiko fiir ovarielle Uberstimulationen) bei einer GroBzahl an Patientinnen, die hier-
durch nicht profitieren, eingeschrankt werden.

Im Rahmen einer retrospektiven Untersuchung (22) konnte gezeigt werden, dass
sich die Hormonverlaufe in der Lutealphase nach IVF-Behandlung zwischen Pati-
entinnen in Abhangigkeit von der Konzeption bereits sehr frih — ab dem 4. Tag -
nach dem Embryotransfer unterscheiden. Hierflir wurde das Vorliegen eines frihen
Signals vom Embryo an das Ovar postuliert.

Die Frage, ob diese hormonellen Unterschiede zwischen Konzeptionszyklen und
Nicht- Konzeptionszyklen kurz nach der Fertilisation durch ein Signal des Pra-
implantationsembryos auf das Ovar, oder ob die Unterschiede durch eine bessere
Qualitat des ovariellen Stimulationszyklus mit einem vorteilhafteren Milieu flr den
Eintritt einer Schwangerschaft bedingt sind, ist von gréBter Bedeutung und soll hier
untersucht werden: endogene Corpus luteum-Sekretionsmuster wurden durch Be-
stimmung der lutealen Ostradiol- und Progesteronsekretion in Zyklen mit (IVF/ICSI)
beziehungsweise ohne (Kryo-Embryotransfer) Hypophysenunterdriickung durch
Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH)-Analoga und anschlieBender Gona-
dotropinstimulation untersucht.

Die Studie Uberprift als prospektive Untersuchung zum einen die Hypothese, ob
Zyklen mit Konzeption nach einer IVF-, ICSI- oder Kryoembryotransfer-Behandlung
von Zyklen ohne Konzeption durch ihre Gelbkdrperfunktion unterschieden werden
kénnen — und ob diese Unterschiede bereits im frihesten Stadium der embryona-
len Entwicklung nachweisbar sind, noch bevor eine Implantation eintritt. Im Gegen-
satz zu der 2004 durchgefuhrten Studie erfolgte die Datenerhebung prospektiv und
es wurde zur Unterstlitzung der Gelbkérperphase nur Progesteron vaginal ohne
zusatzliche HCG-Injektionen appliziert. Durch diese MaBnahme konnte ein poten-
tieller vom jeweils behandelnden Arzt abhangiger Bias vermieden werden.

Zum anderen soll die Bedeutung des ovariellen Stimulationszyklus im Hinblick auf
die mogliche Schwangerschaft beurteilt werden. Behandlungen mit hochdosierter
Gonadotropinstimulation (IVF/ICSI) fihren bei normal reagierenden Ovarien zu

einer supra-physiologischen Steroidbildung, die ihrerseits einen bedeutenden Ein-
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fluss auf die Gelbkérperphase nimmt. Aus diesem Grund wurden in unserer Studie
28 Zyklen nach Kryokonservierung von Pronuklei und anschlieBendem Auftauen
eingeschlossen. Bei diesen entféllt die ovarielle Gonadotropinstimulation vor
Durchfihrung des Embryotransfers und es erfolgt eine einheitliche Substitution in
der Lutealphase. Somit stand dieses kleinere Patientenkollektiv als Kontrollgruppe
mit nahezu physiologischen Steroidspiegeln zu den Patientinnen im IVF/ICSI-
Zyklus zur Verfgung. In der Kryo-Gruppe wirden Unterschiede in den Hormonpro-
filen im Falle einer Schwangerschaft auf eine endogene Sekretion zurlickzuflhren
sein.

Des Weiteren soll beurteilt werden, ob eine eventuelle Vorhersagbarkeit fir einen
positiven Therapieausgang (= Schwangerschaft) aufgrund der erhobenen Daten -

noch vor Durchfihrung eines Schwangerschaftstests - auszumachen ist.

2. Material und Methoden

2.1. Patientenkollektiv

In einer prospektiven Studie wurden konsekutiv zwischen Marz 2004 und Septem-
ber 2005 alle fur eine IVF, ICSI oder Kryoembryotransfer-Behandlung in Frage
kommenden Patientinnen zur Teilnahme an der Studie eingeladen.

Das Patientenkollektiv umfasst 110 Patientinnen, die in insgesamt 112 Zyklen we-
gen ungewollter Kinderlosigkeit im Bereich fur Assistierte Reproduktion der Univer-
sitatsfrauenklinik Mlnster behandelt wurden. Diese 112 Zyklen teilen sich auf in 84
IVF/ICSI-Behandlungen mit anschlieBendem Embryotransfer sowie 28 Zyklen mit
Embryotransfer nach Kryokonservierung bei zuriickliegender IVF/ICSI-Behandlung.
Vor Teilnahme an dieser Studie wurde von den Probandinnen zu Behandlungsbe-
ginn das schriftliche Einverstandnis eingeholt (s. Anhang).

Bei allen Paaren wurde zuvor in der Kinderwunschsprechstunde eine entsprechen-
de Diagnostik vor Behandlungsbeginn durchgefuhrt. Zu dieser Diagnostik gehérte
ein genaues Zyklusmonitoring mit Hormonwertbestimmung am 2. — 4. Zyklustag,
eine mittzyklische Vaginalsonographie um den 12. Zyklustag sowie eine Blutab-
nahme zur Progesteronbestimmung in der Lutealphase. Von den Partnern der Pa-
tientinnen wurden mindestens 2 Spermiogramme im Abstand von 8 — 12 Wochen
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eingefordert. Diese Untersuchungen erfolgten ausnahmslos im Institut fir Repro-
duktionsmedizin des Universitatsklinikums Muanster. Entsprechend dieser Diagnos-
tik wurden die Patientinnen in 4 Indikationsgruppen unterteilt: Andrologische, weib-
liche, gemischte sowie idiopathische Sterilitat.

Bei andrologischer Indikation bestand ein auffalliger Spermiogrammbefund geman
den WHO-Richtlinien. Der weibliche Untersuchungsbefund war dabei unauffallig.
Bei weiblicher Indikation war eine der folgenden Diagnosen zu stellen: Tubare Ste-
rilitdt, Endometriose, ovarielle Sterilitat mit Follikelreifungsstérung sowie Corpus
luteum-Insuffizienz.

Eine gemischte Indikation bestand, wenn sowohl beim Mann als auch bei der Frau
eine der o. g. Einschrankungen der Fertilitat bestanden.

Die idiopathische Indikation umfasste alle Patienten, bei denen keine Ursache fir
die ungewollte Kinderlosigkeit gefunden wurde. Sowohl bei der Patientin als auch
bei ihrem Partner wurden Normalbefunde erhoben. Bei einem Teil dieser Patientin-
nen waren zuvor Inseminationsbehandlungen ohne Erfolg durchgefiihrt worden,

bevor die Entscheidung zu einer IVF- oder ICSI-Behandlung getroffen wurde.

2.2. Hormonelle Medikation

2.2.1 Stimulation bei IVF/ICSI-Zyklen

Die Stimulation erfolgte in der Regel nach dem so genannten langen oder Ago-
nisten-Protokoll. Dabei kam zur Down-Regulation der Hirnanhangsdrliise entweder
das GnRH-Analogon Decapeptyl (0,1 mg pro Tag subkutan injiziert; Ferring, Kiel,
Deutschland) oder Nafarelin (0,4 mg pro Tag, nasale Applikation; Pfizer, Erlangen,
Deutschland) zur Anwendung. Diese GnRH-Agonisten docken wie andere Analoga
an den hypophysaren GnRH-Rezeptor an und flhren zunachst zu einer initialen
Freisetzung von FSH und LH (,Flare-up-Effekt). Dabei ist die Bindung dieser Me-
dikamente an den Rezeptor wesentlich langer wirksam als genuines GnRH, was
einer funktionellen Blockade gleich kommt. Somit sind Agonisten eigentlich
FSH/LH-Sekretionsblocker. Die Applikation dieser Wirkstoffe erfolgte mittluteal,
wobei dann im Anschluss frihestens zwei Wochen nach Bestétigung der erfolgrei-
chen Down-Regulation durch eine Ostradiol-Konzentration unter 110 pmol/l sowie
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eingetretener vaginaler Blutung die ovarielle Stimulationsbehandlung beginnt. Zur
Anwendung kam dabei gentechnologisch hergestelltes, rekombinantes FSH (Gonal
F®; Fa. Serono, UnterschleiBheim, Deutschland oder Puregon®; Fa. Organon, O-
berschleiBheim, Deutschland) und/oder das humane Menopausen-Gonadotropin
(hMG, z.B. Menogon®; Fa. Ferring, Kiel, Deutschland), das aus dem Urin meno-
pausaler Frauen gewonnen wird und sowohl LH- als auch FSH-Aktivitat enthalt. Die
anfangliche Stimulationsdosis wurde dabei in Abh&ngigkeit vom basalen FSH, der
ermittelten Zahl antraler Follikel sowie eventuellen Vorzyklen entsprechend der zu
erwartenden ovariellen Antwort gewéhlt. Die Standard-Anfangsdosis lag bei 150 IE.
Die Entscheidung, ob FSH oder hMG zur Stimulation verwendet wird, ist zumeist
subjektiv vom behandelnden Arzt und den Erfahrungen aus eventuellen Vorzyklen
abhangig.

Bei weniger als zehn Prozent der IVF/ICSI-Behandlungen wurde die Stimulation im
Antagonistenprotokoll durchgeftihrt. Der Stimulationsbeginn liegt in diesem Fall am
zweiten oder dritten Zyklustag, und ab dem 6. Tag der Gonadotropin-Stimulation
erfolgte taglich der zuséatzliche Einsatz des GnRH-Antagonisten Cetrorelix
(Cetrotide®; Fa. Serono) subkutan bis zum Zeitpunkt der Ovulationsinduktion, um

vorzeitige Ovulationen zu verhindern.

Das Follikelwachstum wurde mittels transvaginaler Sonographie und Serumhor-
monkonzentrationen (Ostradiol, LH und Progesteron) kontrolliert, und die Gona-
dotropin-Stimulation entsprechend der Dynamik des Follikelwachstums angepasst.
An dem Tag der Stimulation, an dem Uber den Zeitpunkt der Ovulationsinduktion
entschieden wurde, erfolgte eine letzte Vaginalsonographie zur Messung von An-
zahl und Gr6Be der herangereiften Follikel. Es wurden insbesondere alle Follikel
mit einer Gr6Be Uber 10 mm dokumentiert, da ab dieser GréBe die Moglichkeit ei-
ner Eizellentnahme bestand. Die Ovulationsinduktion erfolgte entweder mittels Ga-
be von 250 pg rekombinantem Choriongonadotropin alpha (Ovitrelle®; Fa. Serono)
oder 10.000 IE Choriongonadotropin (z.B. Choragon®; Fa. Ferring) sobald mindes-
tens 3 Follikel einen Durchmesser von > 17 mm erreicht hatten. In Korrelation zu
der FollikelgrdBe ist der gemessene Ostradiolwert zu sehen; bei einer GréBe von
17 mm werden pro Follikel ca. 200 pg/ml dieses Hormons gebildet, so dass ergan-
zend auch der gemessene Ostradiolwert zur Entscheidung (iber die Ovulationsaus-
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|6sung zur Hilfe gezogen wurde. 35 — 36 Stunden nach der HCG-Gabe erfolgte die
transvaginale, Ultraschall-gesteuerte Follikelpunktion unter Analgesie mit Sufenta-
nyl. AnschlieBend wurden die Eizellen in einem standardisierten Medium Kkultiviert.
Je nach andrologischem Vorbefund wurde entweder eine konventionelle IVF-
Behandlung oder eine ICSI durchgeflhrt. Bei der konventionellen IVF-Behandlung
erfolgte etwa vier Stunden nach Gewinnung der Oozyten die Insemination mit den
aufbereiteten Spermien des Partners (ca. 100.000 motile Spermien pro Oozyte). In
der Vorbereitung zur ICSI-Behandlung missen die Eizellen zun&achst von den sie
umgebenden Granulosazellen befreit werden. AnschlieBend wird die Eizelle zur
Spermieninjektion an eine Haltepipette arretiert, mit einer Injektionspipette exakt
gegenuber der Haltepipette durch die Zona pellucida in die Eizelle eingestochen
und das einzelne Spermium mit moglichst geringem zusétzlichen Volumen in die
Eizelle injiziert. 16 — 18 Stunden nach der jeweiligen Insemination wurden die Eizel-
len auf Vorkerne untersucht. Dabei wurden gemaB dem deutschen Embyonen-
schutzgesetz so viele Vorkernstadien (Pronuklei), wie vom Paar Embryonen ge-
wiinscht (maximal drei), weiter kultiviert. Uberschiissige Eizellen wurden entspre-
chend dem Wunsch des Paares, sofern mdglich, kryokonserviert, um bei ausblei-
bendem Schwangerschaftseintritt zu einem spéteren Zeitpunkt einen Kryoembry-
otranferzyklus nach Auftauen und Weiterentwicklung der befruchteten Eizellen zu
Embryonen durchfiihren zu kénnen. Alternativ wurden Gberschissige Eizellen ver-
worfen. Nach 48 Stunden In-Vitro-Kultur wurden schlieBlich die entstandenen Emb-
ryonen zumeist im 4 — 8-Zell-Stadium beurteilt, um diese anschlieBend intrauterin
zu transferieren. Der morphologische Grad von Embryonen, die bei der assistierten
Reproduktion entstehen, wird dabei nach folgendem Schema beurteilt:

» Grad 4(A): gleich groBe, symmetrische Blastomeren

» Grad 3(B): verschieden groBe Blastomeren mit < 10 % Fragmentation

» Grad 2(C): 10-50 % Fragmentation der Blastomeren

» Grad 1(D): > 50 % Fragmentation der Blastomeren

Der Embryo-Score nach Steer (64) errechnet sich durch Multiplikation des morpho-
logischen Grades mit der Anzahl der Blastomeren des jeweiligen Embryos. Der
kumulative Embryo-Score entspricht der Summe der Scores der kultivierten und

transferierten Embryonen.
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Da bei stimulierten Zyklen durch die unphysiologisch hohen Hormonkonzentratio-
nen die Lutealphase bekanntermaBen verkirzt sein kann, wird standardmé&ssig
durch exogene Gestagengaben eine ausreichende Transformation und Aufrechter-
haltung des Endometriums sichergestellt. Alle Patientinnen erhielten diesbeziglich
eine vaginale Progesteron-Substitution in einer Dosierung von entweder 90 mg pro
Tag (Crinone 8 %°; Fa. Serono) oder 600 mg pro Tag (Utrogest®; Fa. Kade, Berlin,
Deutschland) beginnend am Tag nach der Eizellentnahme. Eine weitere Unterstit-
zung der Corpus luteum-Phase mittels wiederholter HCG-Injektionen erfolgte nicht.

2.2.2 Substitution bei Kryo-Zyklen

Eine Untergruppe von Patientinnen, die an dieser Studie teilnahmen, erhielt einen
Embryotransfer im Rahmen eines so genannten Kryoembryotransferzyklus. Dies
bedeutet, dass Uberzahlige in flissigem Stickstoff kryokonservierte Pronukllei aus
einem vorhergehenden IVF- oder ICSI-Zyklus nach schonendem Auftauen und
weiterer Kultivierung in geeignetem Medium als Embryonen in die Gebarmutter
zurickubertragen werden.

Entstehen in einem IVF/ICSI-Zyklus nach der Verschmelzung der Gameten mehr
Pronuklei als der Patientin im gleichen Zyklus wieder rlcklbertragen werden, be-
steht die Mdglichkeit, diese in spateren Versuchen nach voribergehender Kryo-
konservierung zu verwenden. Dabei wird nach Einsetzen der Regelblutung zur Un-
terstiitzung der Endometriumproliferation eine orale Substitution von Ostradiol
(Progynova 21®, 2 mg Estradiolvalerat, Fa. Schering, Deutschland: 1.-5. ZT: 1x1,
6.-9. ZT 2x1 und ab dem 10. ZT 3x1 Tablette) begonnen. In einer mittzyklischen
vaginalsonographischen Kontrolle ab Tag 12 des Zyklus erfolgte eine erste Beurtei-
lung der Endomteriumdicke. Ergab sich dabei ein Wert von mindestens 8 mm, wur-
de der Auftauvorgang von zwei oder drei Vorkernen begonnen und anschlieBend
der Embryotransfer durchgefihrt. War die Schleimhaut noch nicht entsprechend
entwickelt, wurde im weiteren Zyklusverlauf das Endometrium erneut kontrolliert,
bis es die gewunschte Dicke aufwies. Nach dem Transfer wurde die Progynova-
Einnahme bis zum Schwangerschaftstest fortgesetzt, die Lutealphase wurde ent-
sprechend dem IVF/ICSI-Protokoll ebenfalls mit Crinone oder Utrogest unterstitzt.
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Dabei wurde mit der Progesteronsubstitution am Tag des Auftauens der Vorkerne
begonnen.

2.3 Studienprotokoll

Zusétzlich zum normalen Zyklus-Monitoring wurden alle Patientinnen, die einen
Embryotransfer erhielten, am Tag des Embryotransfers, am 2./3., 4./5., 7. und 14.
Tag nach Embryotransfer zur Blutentnahme einbestellt. Dabei wurde im Rahmen
der Studie an jedem Kontrolltermin ein Serumrdhrchen (5 ml) Blut entnommen,
eingefroren und fir die spatere Auswertung gelagert.

Uber den Studienablauf wurden die Patientinnen mit Hilfe eines Informationsblattes
aufgeklart, sobald die Durchfihrung eines Embryotransfers feststand. Willigten die
Patientinnen in die Teilnahme zur Studie ein, wurde das Einverstandnis fur die
Blutentnahme auch zu wissenschaftlichen Zwecken und flir die anschlieBende
Verwertung der Daten eingeholt (siehe Aufklarung und Einverstédndniserklarung im
Anhang). Die Einwilligung fir die Teilnahme an der Studie erfolgte freiwillig und
hatte keine Konsequenzen fir die medizinische Behandlung. Die zusétzlich ent-
nommene Menge an Blut war gesundheitlich in jedem Fall unbedenklich. Das Se-
rum wurde nach Abzentrifugieren zur spateren Analyse bei -20° aliquotiert einge-
froren. Zielparameter waren dabei Ostradiol und Progesteron.

Eine medizinisch-technische Assistentin war mit der Einlagerung der Proben ver-
traut und dokumentierte die Patientendaten. In der Datenbank wurden auBer Na-
me, Vorname, Geburtsdatum und Entnahmedatum keine krankheitsspezifischen
Daten gespeichert. Diese Daten wurden geméaB den Bestimmungen des Daten-
schutzgesetzes streng vertraulich behandelt. Kopien der Einwilligungserklarungen
der Patientinnen wurden den Patientinnen ausgehandigt sowie in der Patientenakte

verwahrt.

Die Untersuchungsergebnisse und krankheitsrelevanten Daten sowie die Behand-
lungsverlaufe wurden dokumentiert und mit Hilfe der EDV unter Berlcksichtigung
des Paragraphen 4 Absatz 3 des Landesdatenschutzgesetzes gespeichert und
ausgewertet. Die Patienten- und Krankheitsdaten wurden entsprechend den Be-

stimmungen des Bundesdatenschutzgesetzes streng vertraulich behandelt. Ware
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es im Rahmen dieses Projektes notwendig geworden, Untersuchungen in anderen
Einrichtungen durchflihren zu lassen oder krankheitsrelevante Daten zu verglei-
chen, hatte die Weitergabe von Daten in anonymisierter Form erfolgen kénnen.
Dieses ist jedoch nicht geschehen.

Zwei Wochen nach dem Embryotransfer wurde ein Schwangerschaftstest mittels
HCG-Bestimmung aus dem Serum der Patientin durchgefiihrt. Bei positivem Test-
ergebnis wurde in regelmaBigen Abstéanden der weitere HCG-Verlauf kontrolliert.
Eine Woche spater erfolgte dann der erste vaginale Ultraschall zur Bestatigung
einer intrauterinen Schwangerschaft sowie zur Uberpriifung der Anzahl der einge-
nisteten Embryonen. Mit Nachweis der ersten Herzaktivitat folgte in der Regel die
weitere Betreuung durch den niedergelassenen Frauenarzt. Bei allen eingetretenen
Schwangerschaften wurde im weiteren Verlauf nachverfolgt, ob die Schwanger-
schaft bis Uber die 20. Schwangerschaftswoche intakt blieb oder ob bereits zuvor
eine Fehlgeburt eintrat.

2.4 Ostradiol- und Progesteron-Assay

Die im Studienverlauf enthommenen Blutproben wurden nach Zentrifugation und
Absetzen zur spateren Verwendung zunachst bei -21°C eingefroren und gelagert.
Am Ende der Studie wurden die Proben aufgetaut, und die Konzentrationen von
Ostradiol und Progesteron im Serum durch das Zentrallabor der Universitatsklinik
Munster mittels Elektrochemiluminiszenz-Immuno-Assay (ECLIA, Roche, Mann-
heim, Deutschland) auf einem automatischen Analysegerat (Modular 170) gemes-
sen. Dabei lag die Intraassay-Variation flr physiologische und pathologische
Ostradiolkonzentrationen bei < 2,3 % und < 2,8 % sowie fiir physiologische und
pathologische Progesteronkonzentrationen bei < 2,8 % sowie < 2,0 %.

Wahrend der Durchflhrung der Studie lagen die Interassay-Variation fir das phy-
siologische OstradiolmaRB bei < 3,2 %, fir das pathologische OstradiolmaR bei <
2,3 %, fur das physiologische Progesteronmal bei < 2,6 % und fir das pathologi-
sche Progesteronmal bei < 2,0 %.
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Alle angewendeten Methoden wurden durch interne und externe Qualitatspro-
gramme kontrolliert.

Die in dieser Studie ermittelten Ostradiol- und Progesteronwerte wurden im An-
schluss mit den entsprechenden relevanten Patientendaten in eine Excel-Datei
(Microsoft Office Version 2003, Fa. Microsoft Corporation, U.S.A.) Gbernommen.

2.5 Statistische Auswertung

Die statischen Auswertungen wurden mit Hilfe von SPSS fur Windows, Version
15.0 (SPSS Inc., U.S.A.) durchgefiihrt. Die Darstellung der kontinuierlichen Varia-
beln erfolgte als Mittelwerte, wahrend als StreumaBe die Standardabweichungen

gewahlt wurden.

Die kontinuierlichen Variabeln wurden zunachst mittels des Kolmogorov-Smirnov-
Tests hinsichtlich ihrer Normalverteilung Uberprift. Bei nachgewiesener Normalver-
teilung (Kolmogorov-Smirnov-Test: p > 0,05) erfolgte der anschlieBende Mittelwert-
vergleich zweier unabhéngiger Stichproben mit dem t-test als parametrischem
Test. Bei den nicht normalverteilten Stichproben wurde der Mann-Whitney-U-Test
als nichtparametrisches Verfahren herangezogen. Beim Vergleich von mehr als
zwei miteinander verbundenen, nicht normalverteilten Stichproben fand der Fried-

man-Test Anwendung.

Die kategorisierten Daten wurden mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests, bzw. des exak-
ten Tests nach Fisher ausgewertet. Bei Verwendung des Chi-Quadrat-Tests wur-
den die erforderlichen Testvoraussetzungen erflllt, so dass bei allen Tests weniger
als 20% der erwarteten Haufigkeit kleiner 5 war. In Einzelfallen, in denen diese
Testvoraussetzung nicht gegeben war, wird dies jeweils bei der Ergebnisdarstel-
lung erlautert.

Die Korrelation zwischen zwei Parametern wurde durch den Korrelationskoeffizien-

ten nach Spearman-Rho berechnet.
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Bei allen durchgefiihrten Tests erfolgte eine zweiseitige Signifikanziberprifung,
wobei fir alle statistischen Tests ein p-Wert < 0,05 als statistisch signifikant ange-

nommen wurde.

In den graphischen Darstellungen, die ebenfalls mit SPSS erstellt wurden, wurden
zur Veranschaulichung der Mittelwerte Fehlerbalken verwendet, wobei als Streu-
maf aufgrund der groBen Streuungsbreite die Standardfehler aufgefihrt wurden.
Zur Veranschaulichung des Einflusses der Sensitivitdt und Spezifitdt wurden bei
den Korrelationen Receiver-Operator-Characteristic (ROC)-Kurven angefertigt.

3. Ergebnisse

3.1 Zusammensetzung der Therapie-Gruppen

Es wurde eine Gesamtzahl von 112 Behandlungszyklen in die Studie eingeschlos-
sen, die sich bezlglich der einzelnen Therapien wie folgt verteilen: IVF (n=20), ICSI
(n=64) und Kryozyklen (n=28).

Da sich ICSI-Behandlungen nur durch die intrazytoplasmatische Injektion eines
Spermiums in die Eizelle von der IVF-Behandlung unterscheiden und somit kein
hormoneller Unterschied in der Lutealphase zu erwarten ist, werden im Folgenden
diese beiden Behandlungsformen zu einer Gruppe zusammengefasst (n=84, Grup-
pe A), die Kryozyklen bilden Gruppe B. Fir die folgende Auswertung erfolgt eine
weitere Unterteilung der Gruppen hinsichtlich Konzeption (CC) oder ausbleibender
Konzeption (NC). Die Aufteilung des Patientenkollektivs in die einzelnen Gruppen
ist zusammenfassend in Tabelle 1 dargestellt.

Ein signifikanter Unterschied hinsichtlich Alter der Frau bei Therapiebeginn und
Gesamtzahl der bisher durchgefthrten Zyklen ergibt sich zwischen den Gruppen
nicht.

Betrachtet man nun die zahlenmaBig gréBere IVF/ICSI-Gruppe im Hinblick auf eine
Konzeption und die zugrunde liegende Indikation, so sieht man in der Gruppe ohne
Konzeption (NC, n = 59) einen Anteil von 89,8 % andrologischer Indikation im Ver-
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héltnis zu nur 54,2 % andrologischer Indikation bei einer Konzeption (CC, n = 25).
Diesbezlglich ergibt sich eine Signifikanz mit einem p-Wert von < 0,05.

Wenn man sich das Verhéaltnis von IVF zu ICSI in der IVF/ICSI-Gruppe (% IVF)
anschaut, fallt auf, dass bei den Konzeptionszyklen zu 40 % die alleinige IVF-
Behandlung zur Anwendung kam, bei den Zyklen ohne Konzeption lag der IVF-
Anteil bei nur 16,9 % (p < 0,05). Es kann also der Schluss gezogen werden, dass
in unserem Patientinnenkollektiv mit eingeschranktem andrologischen Befund (ho-
herer Anteil an ICSI-Behandlung) die Wahrscheinlichkeit einer Konzeption geringer

war.

Tabelle 1: Alter, Zykluszahl und Indikation

A/CC B/CC A/NC B/NC

(n=25) (n=4) (n=59) (n=24)
Alter bei Behandlung (Jahre) 33.34 £ 0.58 34.04 £ 0.42

33.08 + 35.00 £ 34.07 £ 33.96 £

0.65 0.91 0.51 0.73
Gesamtzahl der Zyklen 1.66+0.17 1.81 +0.11
1.72+0.19 | 1.25+0.25 [ 1.97+0.15 | 1.42+0.13

Andrologische Indikation (n) 13 4 47 18
Weibliche Indikation (n) 8 0 5 3
Gemischte Indikation (n) 4 0 7 3

3.2 Stimulationsverlauf

Bei den stimulierten Zyklen erhielt der Uberwiegende Anteil der IVF/ICSI-
Patientinnen rekombinantes FSH (n =78), nur 6 Zyklen wurden zusétzlich mit hMG
stimuliert. Betrachtet man die Gesamtheit der Zyklen mit Eintritt einer Schwanger-
schaft nach IVF/ICSI (n=25), so wurden 96 % dieser Zyklen mit rekombinantem
FSH durchgeflhrt, bei den Zyklen ohne Konzeption (n=59) lag der Anteil bei 91,5
%. Diesbezlglich besteht keine Signifikanz zwischen der Wahl des Gonadotropins
und dem Eintritt einer Schwangerschaft. Die Entscheidung, ob FSH oder hMG zur
Stimulation verwendet wird ist zumeist subjektiv vom behandelndem Arzt und den
Erfahrungen aus eventuellen Vorzyklen abhangig. Die Gesamtdosis der FSH-
Applikation vom 1. Tag der Stimulation bis zur Ovulationsinduktion bei ausgereiften
Follikeln lag im IVF/ICSI-Kollektiv im Mittel bei 2186 IU. Betrachtet man die FSH-
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Gesamtdosis bezlglich einer Konzeption, so liegt die Dosis bei den Zyklen ohne
Konzeption um 350 IU hoher als bei den Zyklen mit Konzeption. Der Unterschied
ist jedoch nicht signifikant. Die durchschnittliche Stimulationsdauer bis zum Tag der
Ovulationsauslésung lag bei 10,75 Tagen. Die minimale Stimulationsdauer betrug
sechs Tage bei gutem ovariellen Ansprechen, die langste Stimulation erfolgte auf-
grund eines schlechten ovariellen Ansprechens Uber 16 Tage.

Bei der Auswahl des HCG-Préparats zur Auslésung des Eisprungs in der IVF/ICSI-
Gruppe fiel die Entscheidung zumeist auf das rekombinante Praparat mit 250 ug.
Nur bei bekannter Unvertraglichkeit oder aufgrund noch vorhandener Restbestande
aus vorhergehenden Zyklen kam das hochgereinigte HCG zur Anwendung. Im
Hinblick auf das Ergebnis des Schwangerschaftstests konnte keine Signifikanz be-
zlglich des angewandten HCG-Préparates nachgewiesen werden: 92 % der
schwangeren IVF/ICSI-Patientinnen erhielten rekombinantes HCG, bei den nicht
Schwangeren lag dieser Wert bei 96,6 %. Im Durchschnitt waren in der IVF/ICSI-
Gruppe unmittelbar vor Ovulationsinduktion knapp 14 Follikel Gber 10 mm vorhan-
den, wobei auch hier naturgemaB eine groBe Streuungsbreite von minimal 3 bis
maximal 34 Follikeln bestand. Betrachtet man die Anzahl der Follikel im Hinblick
auf die Konzeption, so ist hier keine Signifikanz zwischen Konzeptionszyklen (CC)
und Nicht-Konzeptionszyklen (NC) auszumachen. Beim Vergleich CC versus NC
ist bezlglich der gewonnen Oozyten kein signifikanter Unterschied festzustellen.
Diese und die nachfolgenden Daten zum Stimulationsverlauf sind zusammenfas-
send in Tabelle 2 dargestellt.

Der Héchstwert der Ostradiolkonzentration wurde bei allen Behandlungsgruppen
bei der letzten Blutabnahme wenige Tage vor dem Embryotransfer gemessen.
Durch die hochdosierte FSH-Gabe mit polyfollikularer Reaktion der Eierstocke stieg
der Ostradiolwert in der IVF/ICSI-Gruppe im Durchschnitt auf 2440,84 pmol/l, bevor
HCG zur Ovulationsinduktion injiziert wurde. In der Kryotransfer-Gruppe wurde
aufgrund des nur oral zusétzlich zugefiihrten Ostradiols hier ein Wert von 295,11
pmol/l erreicht, der einer monofollikularen Reifung in Zyklusmitte entspricht, bevor
die Entscheidung zum Auftauen der Kryo-Pronuklei zum anschlieBenden Transfer
getroffen wurde. Wie zu erwarten ergibt sich beziiglich der Ostradiolkonzentration
hier im Mann-Whitney-U-Test ein hdchstsignifikanter Unterschied (p = 0,000). Im
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Vergleich CC versus NC liegen die durchschnittlichen Ostradiolwerte annéhernd
auf gleicher Hb6he, so dass bezliglich einer Vorhersagbarkeit eines Schwanger-
schaftseintrittes der letzte Ostradiolwert vor Durchfiihrung des Embryotransfers
keine Aussage liefert. Wie in Tabelle 2 dargestellt, gilt dies fir die Patientinnen der
IVF/ICSI-Gruppe sowie der Kryotransfer-Gruppe.

In der IVF/ICSI-Gruppe wurde ein signifikant hdheres Endometrium am Tag der
Ovulationsinduktion (HCG) bestimmt als in der Kryotransfer-Gruppe (p < 0,001). Da
die Endometriumdicke mit der Hohe der Ostradiolkonzentration korreliert (proliferie-
rende Wirkung von Ostradiol auf das Endometrium mittels intrazellulérer Rezepto-
ren; (33)), ist das signifikant hbhere Endometrium in der IVF/ICSI-Gruppe vermut-
lich als Konsequenz aus der hdheren Ostradiolkonzentration zu sehen. Das Endo-
metrium war aber auch bei Zyklen mit Konzeption signifikant héher aufgebaut als
ohne Konzeption, und zwar unabhangig von der Behandlungsart. Sowohl die
IVF/ICSI als auch die Kryotransfer-Patientinnen mit Konzeption hatten eine um
1,15 mm respektive 1,82 mm hdhere Gebarmutterschleimhaut in der letzten Ultra-
schallmessung, zusammenfassend dargestellt in Tabelle 2.

Tabelle 2: Stimulationsverlauf

A/CC B/CC A/NC B/NC
(n=25) (n=4) (n =59) (n=24)
Gesamtdosis FSH (1U) 1943 £ 180 - 2289 + 140 -
Anzahl der Follikel® 14.40 + 1.41 - 13.76 £ 0.91 -
Hbéchstwert Ostradiol- 2309 + 249 285+ 39 2491 £ 203 296 + 31
konzentration (pmol/l)°
Endometriumdicke 11.03 + 0.56° 9.43 +0.23°
(mm)° 11.26+£0.62 | 9.57+1.16 | 10.11+0.23 | 7.75+£0.37
Zahl der gewonnenen 11.64+1.18 - 11.60 + 0.84 -
Oozyten

®p < 0.05 (CC vs NC)
®zum Zeitpunkt der HCG-Gabe vor Eizellgewinnung

3.3 Embryonalentwicklung und Schwangerschaften

Im Falle einer Konzeption wurden im Durchschnitt 2,07 Embryonen rlickbertragen,
bei Ausbleiben einer Schwangerschaft lag die Anzahl der tbertragenen Embryonen
bei 1,86. Diesbezlglich unterscheiden sich die Werte nicht signifikant, ein Zusam-
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menhang zwischen Anzahl der Ubertragenen Embryonen und Ausgang der Be-
handlung konnte in unserem Patientinnenkollektiv somit nicht nachgewiesen wer-
den. Im Gesamtkollektiv lag der Embryo-Score als Indikator fir die Embryonenqua-
litat bei 18,60. Die Errechnung der asymptotischen Signifikanz nach Kolmogorov-
Smirnov ergab einen Wert von 0,294, so dass von einer Normalverteilung des
Embryo-Scores in unserem Kollektiv ausgegangen werden kann. Wie aus Tabelle
3 zu entnehmen, lag der kumulative Embryo-Score in der IVF/ICSI-Gruppe etwas
héher als in der Kryotransfer-Gruppe. Es konnte jedoch keine Signifikanz diesbe-
zlglich nachgewiesen werden (p= 0,435). Betrachtet man jedoch den Embryo-
Score im Hinblick auf eine eingetretene Schwangerschaft, so liegt dieser bei den
Zyklen mit Konzeption mit 22,34 signifikant héher als bei den Zyklen ohne Konzep-
tion. Unsere Werte bestatigen die allgemein bekannte Tatsache, dass bei h6herem
morphologischen Grad und gréBerer Anzahl von Blastomeren die embryonale Ein-
nistungsrate und somit die daraus resultierenden Schwangerschaften héher liegt
als bei Transfer von Embryonen mit geringerem Embryo-Score.

In der Gruppe A ergab sich eine Schwangerschaftsrate von 29,8 %, gegenlber
einer Schwangerschaftsrate von 14.3 % in der Kryotransfer-Gruppe, der Unter-
schied war statistisch nicht signifikant. In der IVF/ICSI-Gruppe (A) konnte bei den
25 klinisch schwangeren Patientinnen sechsmal keine Herzaktion nachgewiesen
werden, bei 16 Patientinnen war eine intakte intrauterine Einlingsgraviditat und bei
3 Patientinnen eine intakte Geminigraviditat festzustellen gewesen. In der Kry-
otransfer-Gruppe (B) resultierten aus anfénglich 4 klinischen Schwangerschaften 3
intakte intrauterine Einlingsschwangerschaften sowie eine Schwangerschaft mit
fehlender Herzaktion. Bezlglich des fehlenden Nachweises einer Herzaktion liegt
in beiden Gruppen die Abortrate mit 24 beziehungsweise 25 % auf gleicher Héhe.
Die Zwillingsrate in der IVF/ICSI-Gruppe liegt bei 12 %. Es war zu keiner Drillings-
schwangerschaft gekommen.

Bei allen intakten Schwangerschaften wurde der weitere Verlauf Gber die 20. SSW
hinaus verfolgt und die Anzahl der fortbestehenden Schwangerschaften dokumen-
tiert. Dabei kamen in der IVF/ICSI-Gruppe bis zur 20. SSW noch 3 Aborte hinzu, so
dass von den 25 urspringlich HCG-positiv getesteten Patientinnen bei 16 eine in-
takte Schwangerschaft Gber die 20. SSW hinaus fortbestand. Somit ergibt sich
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letztendlich eine Schwangerschaftsrate von 19 % an fortbestehenden Schwanger-
schaften in der IVF/ICSI-Gruppe, oder anders formuliert: 64% der Patientinnen mit
einem positiven Schwangerschaftstest erreichten die 20. SSW. Alle drei Zwillings-
schwangerschaften der IVF/ICSI-Gruppe konnten als fortbestehende intakte Zwil-
lingsschwangerschaften in der 20. SSW nachgewiesen werden. In der Kryotrans-
fer-Gruppe blieb es bei der einen Patientin, bei der bereits zu Beginn der Schwan-
gerschaft keine Herzaktion nachweisbar war. Es ergibt sich ein Wert von 10,7 % an
Uber die 20. SSW fortbestehenden Schwangerschaften in der Kryotransfer-Gruppe,
75% der Patientinnen mit positivem Schwangerschaftstest erreichten die 20. SSW.
Zusammenfassend sind diese Ergebnisse in Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3: Embryonalentwicklung und Schwangerschaft

A/CC B/CC A/NC B/NC
(n = 25) (n=4) (n =59) (n = 24)
Zahl der trans- 2.07 £0.09 1.86 £ 0.05
ferierten Embryonen | 2.04+0.10 | 2.25+0.25 | 1.90+0.06 | 1.75+0.12
Embryo-Score 2234 +2.17° 17.29 + 1.20°
2220 +£2.49 | 23.25+2.49 | 17.69 + 1.49 | 16.29 + 2.00
Schwangerschaft (%) 29,8 14,3 0 0

% < 0.05 (CC vs NC)

3.4 Verlauf von Ostrogen- und Progesteronkonzentration nach
Embryotransfer

3.4.1 Ostrogenkonzentration im Gesamtkollektiv

Betrachtet man die Ostrogenkonzentration im Gesamtkollektiv (IVF/ICSI- und Kry-
otransfer-Gruppen zusammen), so ergibt sich die in Abbildung 1 wiedergegebene
Verteilung der Werte Uber die fliinf Messpunkte.
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Abbildung 1: Ostrogen im Gesamtkollektiv im Verlauf (Mittelwert + SEM)

Der Ostrogenspiegel stieg nach dem Messzeitpunkt 1 (Tag des Embryotransfers)
an und erreichte einen Peak von 5858 nmol/l zum Messzeitpunkt 2 (2./3. Tag nach
ET) Danach wurde ein kontinuierlicher Abfall des Ostrogenspiegels bis zum Mess-
zeitpunkt 5 auf 1198 nmol/l (14. Tag nach ET, Zeitpunkt des Schwangerschafts-
tests) beobachtet. Hinsichtlich der Unterschiede der Messwerte im Verlauf lieB sich
eine hohe Signifikanz berechnen (p < 0,001).

3.4.2 Progesteronkonzentration im Gesamtkollektiv

Der Verlauf der Progesteronwerte im Gesamtkollektiv Uber die Messzeitpunkte 1
bis 5 ahnelt dem Verlauf der Ostrogenwerte. Auch hier war ein Maximum von 502
nmol/l am 2./3. Tag nach ET zu verzeichnen, bevor ein steiler Abfall der Werte tber
Tag 4/5 und 7 bis zu einem fast identischen Wert von 109 nmol/l am Tag 14 nach
ET gemessen wurde (siehe Abbildung 2).
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Abbildung 2: Progesteron im Gesamtkollektiv im Verlauf (Mittelwert + SEM)

Auch hier lieB sich in Analogie zu den gemessenen Ostrogenwerten im Friedman-
Test eine hohe Signifikanz der Ergebnisse an den unterschiedlichen Messzeitpunk-
ten (p = 0,000) nachweisen. Aus dem &hnlichen Verlauf der Ostrogen- und Pro-
gesteronspiegel |asst sich vermuten, dass hohe Ostrogenwerte mit hohen Pro-
gesteronwerten und niedrige Ostrogenwerte mit niedrigen Progesteronwerten kor-
relieren. Dieser Zusammenhang lasst sich beispielhaft fir den Zeitpunkt maximaler
Hormonspiegel (ET +2/3) belegen. Die Daten hierfir sind in Abbildung 3 darge-
stellt.
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Abbildung 3: Korrelation zwischen Ostrogen und Progesteron am ET+2/3; Korrelationskoeffi-
zient nach Spearman-Rho 0,821, p = 0,000

3.5 Vergleich der Ostrogen- und Progesteronspiegel zwischen
den Gruppen

3.5.1 Ostrogen
Vergleicht man nun die Ostrogenwerte im Verlauf im Hinblick auf die durchgefiihrte

Therapie, so ergeben sich die im Anhang (siehe Tabelle 18) dargestellten Werte.
Der Verlauf ist in Abbildung 4 anschaulich wiedergegeben.
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Abbildung 4: Vergleich des Ostrogenspiegels zwischen den beiden Gruppen (Mittelwert)

Es fallt auf, dass in der Kryotransfer-Gruppe ein nahezu gleich bleibender Hor-
monwertverlauf um 1000 pmol/I (Mittelwert) ohne gréBere Schwankungen Uber die
funf Messzeitpunkte zu beobachten ist. In der IVF/ICSI-Gruppe entspricht der Ver-
lauf im Wesentlichen dem des Gesamtkollektivs. Bei Durchfihrung des Mann-
Whitney-U-Testes sind die Messergebnisse der beiden Gruppen fiir Ostrogen fiir
alle Untersuchungszeitpunkte héchst signifikant unterschiedlich (p= 0,000).

3.5.2 Progesteron

Die Messergebnisse der Progesteronbestimmung ergeben fir die beiden Gruppen
fast identische Graphen: nur geringste Schwankungen flr die Kryotransfer-Gruppe,
in der IVF/ICSI-Gruppe hingegen wieder ein Maximum am 2./3. Tag nach ET mit
anschlieBendem steilen Abfall der Messwerte (Abbildung 5 und Tabelle 19 im An-
hang).
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Abbildung 5: Vergleich des Progesteronspiegels zwischen den beiden Gruppen (Mittelwert)

Auch hier sind héchst signifikante Unterschiede zwischen den Progesteronwerten
der beiden Gruppen im direkten Vergleich auszumachen (p=0,000).

3.6 Ostrogen- und Progesteronwerte in Abhéngigkeit eines
Schwangerschaftseintrittes

3.6.1 Ostrogen- und Progesteronwerte (Gruppe A)

In der FSH-stimulierten Gruppe A ist ab ET+7 ein signifikant hdherer Ostrogen- und
Progesteronwert bei schwangeren im Vergleich zu nicht schwangeren IVF/ICSI-
Patientinnen zu verzeichnen (siehe Tabellen 20 und 21 im Anhang). Bereits ab
ET+4/5 liegen die Werte fir beide Steroidhormone im Falle einer Schwangerschaft
tendenziell héher. In der graphischen Darstellung (Abb. 6: Ostradiol, Abb. 7: Pro-

gesteron) kommen diese Ergebnisse noch besser zur Geltung:
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Abbildung 6: Ostrogen im Verlauf in der Gruppe A in Abhangigkeit vom Eintritt einer Schwan-

gerschaft (Mittelwert + SEM)

800

o

o

o
I

Progesteron (nmol/l)
Y
o
o
I

)
o
<)

|

| %

¥ ¥

I
ET

| | | |
ET+2/3 ET+4/5 ET+7 ET+14
Messzeitpunkt

Abbildung 7: Progesteron im Verlauf in der Gruppe A in Abhangigkeit vom Eintritt einer
Schwangerschaft (Mittelwert + SEM)
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3.6.2 Ostrogen- und Progesteronwerte (Gruppe B)

Betrachtet man nun die Ostrogen- und Progesteronwerte der Kryotransfer-Gruppe
B, so kommt hier an keinem der 5 Messzeitpunkte ein signifikanter Unterschied
zwischen schwangeren und nicht-schwangeren Patientinnen zur Darstellung (Ab-
bildungen 8 sowie Tabellen 22 und 23 im Anhang). Es ist jedoch zu beobachten,
dass ab dem 3. Messzeitpunkt (4./5. Tag nach ET) die ermittelten Ostrogenwerte
im Falle einer Konzeption tendenziell héher liegen als bei ausbleibender Konzepti-
on. Bei den ermittelten Progesteronwerten konnte diese Beobachtung nicht ge-

macht werden.
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Abbildung 8: Ostrogen im Verlauf in der Gruppe B in Abhangigkeit vom Eintritt einer Schwan-
gerschaft (Mittelwert + SEM)
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Abbildung 9: Progesteron im Verlauf in der Gruppe B in Abhangigkeit vom Eintritt einer
Schwangerschaft (Mittelwert + SEM)

3.7 Sensitivitits- und Spezifitidtsanalyse unterschiedlicher Ostro-
genspiegel im Hinblick auf den Schwangerschaftseintritt

Da ein signifikanter Unterschied in den Ostrogenwerten in der IVF/ICSI-Gruppe
zwischen schwangeren und nicht schwangeren Patientinnen ab dem Messzeit-
punkt ET + 7 zu verzeichnen war, sollen dieser und der Messzeitpunkt ET +14 im
Hinblick auf die Vorhersagbarkeit einer Schwangerschaft naher betrachtet werden.

3.7.1 Gruppe A,CC: ET + 7

3.7.1.1 Trennwert 1500 pmol/I

Als Trennwert fUr das Vorliegen einer méglichen Schwangerschaft wird zunéchst
ein Ostrogenwert von 1500 pmol/l verwendet. Dies bedeutet, dass eine Schwan-
gerschaft bei einem Ostrogenwert > 1500 pmol/l angenommen wird.
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Tabelle 4: Testergebnisse des Ostrogenspiegels (Trennwert: 1500 pmol/l)

Ostrogentest
nicht
schwanger | schwanger | Gesamt
SS ja 14 11 25
nein 47 12 59
Gesamt 61 23 84

Aus den Daten der Tabelle 4 lassen sich fir den angegebenen Trennwert eine
Sensitivitat von 44,0 % und eine Spezifitdt von 79,7 % ermitteln. Der positive pra-
diktive Wert betragt 47,8 %, der negative pradiktive Wert 77,0 %. Bezlglich der
Sensitivitat ergibt sich ein nicht zufrieden stellender Wert, wahrend eine Spezifitat
von annahernd 80% etwas besser ist.

Nachfolgend ist die zugehdérige ROC- Kurve aufgezeichnet:
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Abbildung 10: ROC- Kurve fiir den Ostrogentest (Trennwert: 1500 pmol/l)

Als Flache unter der ROC-Kurve (AUC) der Abbildung 10 lasst sich ein Wert von
0,62 ermitteln. Dieses ist ein nicht zufrieden stellender Wert. Die AUC ergibt somit

bei einem Ostrogen-Trennwert von 1500 pmol/l nur eine geringe Vorhersagekraft.

34



3.7.1.2 Trennwert 1000 pmol/I

Zur Verbesserung der Sensitivitdt und Erhéhung der AUC wird nachfolgend ein

Trennwert von 1000 pmol/l angenommen:

Tabelle 5: Testergebnisse des (")strogenspiegels (Trennwert: 1000 pmol/l)

Ostrogentest
nicht
schwanger | schwanger | Gesamt
SS ja 11 14 25
nein 43 16 59
Gesamt 54 30 84

Es lasst sich eine Sensitivitat von 56,0 % bei einer Spezifitdt von 72,9% errechnen.
Der positive pradiktive Wert liegt bei 46,7 %, der negative pradiktive Wert bei
79,6 %.
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Abbildung 11: ROC- Kurve fiir den Ostrogentest (Trennwert: 1000 pmol/l)

Es ergibt sich eine AUC von 0,64. Die Sensitivitdt und AUC sind etwas besser, a-
ber immer noch nicht akzeptabel.
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3.7.1.3 Trennwert 700 pmol/I

Zur Verbesserung der Sensitivitdt und Erhéhung der AUC wird nachfolgend ein

Trennwert von 700 pmol/l angenommen:

Tabelle 6: Testergebnisse des (")strogenspiegels (Trennwert: 700 pmol/l)

4. Ostrogen
nicht
schwanger | schwanger | Gesamt
SS ja 10 15 25
nein 40 19 59
Gesamt 50 34 84

Die hier ermittelte Sensitivitat liegt bei 60,0 %, die Spezifitat bei 67,8 %. Der positi-
ve pradiktive Wert betragt 44,1 %, der negative pradiktive Wert 80,0%.
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Abbildung 12: ROC- Kurve fiir den Ostrogentest (Trennwert: 700 pmol/l)

Die AUC betragt hier 0,64. Die Vorhersagekraft ist im Vergleich zu den Vorwerten
nicht besser geworden.
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Durch die Anderung des Trennwerts konnte die Sensitivitat nicht wesentlich ver-
bessert werden; auch die Spezifitat ist jetzt unzureichend. Insgesamt ist somit der
Ostrogenspiegel zum Zeitpunkt ET+7 als Screeningmethode wenig geeignet.

3.7.2 Gruppe A, CC: ET + 14
3.7.2.1 Trennwert 1000 pmol/I

Als erster Trennwert wird ein Ostrogenwert von 1000 pmol/l getestet:

Tabelle 7: Testergebnisse des (")strogenspiegels (Trennwert: 1000 pmol/l)

Ostrogentest
nicht
schwanger | schwanger | Gesamt
SS ja 14 1 25
nein 58 1 59
Gesamt 72 12 84

Die Sensitivitat betragt hier 44,0 % bei einer Spezifitat von 98,3 %. Der positive
pradiktive Wert ist 91,6 %, der negative pradiktive Wert 80,6 %.
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Abbildung 13: ROC- Kurve fiir den Ostrogentest (Trennwert: 1000 pmol/l)
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Es ergibt sich eine AUC von 0,71. Aufgrund der hohen Spezifitat ist die AUC hier
besser. Wéhrend die Spezifitdt sehr hoch ist, ist die Sensitivitdt jedoch sehr
schlecht.

3.7.2.2 Trennwert 700 pmol/I

Nachfolgend wird ein Ostrogenwert von 700 pmol/| getestet:

Tabelle 8: Testergebnisse des Ostrogenspiegels (Trennwert: 700 pmol/l)

Ostrogentest
nicht
schwanger | schwanger | Gesamt
SS ja 14 11 25
nein 58 1 59
Gesamt 72 12 84

Hier hat sich im Vergleich zum Testwert von 1000 pmol/l nichts geéndert, die Sen-
sitivitat, Spezifitdt und die pradiktiven Werte sind gleich geblieben.

3.7.2.3 Trennwert 400 pmol/I

Nachfolgend wird ein Ostrogenwert von 400 pmol/l getestet:

Tabelle 9: Testergebnisse des Ostrogenspiegels (Trennwert: 400 pmol/l)

Ostrogentest
nicht
schwanger | schwanger | Gesamt
SS ja 14 11 25
nein 58 1 59
Gesamt 72 12 84

Auch hier hat sich im Vergleich zum Testwert von 700 pmol/l nichts geédndert.
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3.7.2.4 Trennwert 200 pmol/I

Nachfolgend wird ein Ostrogenwert von 200 pmol/| getestet:

Tabelle 10: Testergebnisse des (")strogenspiegels (Trennwert: 200 pmol/l)

Ostrogentest
nicht
schwanger | schwanger | Gesamt
SS ja 12 13 25
nein 56 3 59
Gesamt 68 16 84

Die Sensitivitat liegt jetzt bei 52,0 %, die Spezifitat bei 94,9 %. Als positiver pradik-
tiver Wert lasst sich ein Wert von 81,3 % ermitteln, als negativen pradiktiven Wert

erhalt man hier 82,4 %. Dies ist bisher von allen Trennwerten das beste Ergebnis.
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Abbildung 14: ROC- Kurve fiir den Ostrogentest (Trennwert: 200 pmol/l)

Auch bezuglich der AUC erhélt man hier den bisher besten Wert: 0,74.
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3.8 Sensitivitats- und Spezifitatsanalyse unterschiedlicher Pro-
gesteronspiegel im Hinblick auf den Schwangerschaftseintritt

Neben den Ostrogenwerten zeigten auch die Progesteronwerte in der IVF/ICSI-
Gruppe zwischen schwangeren und nicht schwangeren Patientinnen ab dem Mess-
zeitpunkt ET + 7 signifikante Unterschiede, so dass diese Werte bezlglich der Vor-
hersagbarkeit einer Schwangerschaft im Folgenden analysiert werden.

3.8.1 Gruppe A, CC: ET + 7
3.8.1.1 Trennwert 90 pmol/I

Als Trennwert fir Schwangerschaft wird zunachst ein Progesteron von 90 pmol/l
verwendet. Dies bedeutet, dass eine Schwangerschaft bei einem Progesteronwert
> 90 pmol/l angenommen wird.

Tabelle 11: Testergebnisse des Progesteronspiegels (Trennwert: 90 pmol/l)

Progesterontest
nicht
schwanger | schwanger | Gesamt
Schwangerschaft ja 11 11 22
nein 46 8 54
Gesamt 57 19 76

Aus den Daten der Tabelle 11 lassen sich flr den angegebenen Trennwert eine
Sensitivitédt von 50 % und eine Spezifitdt von 85,2 % ermitteln. Der positive pradik-
tive Wert betragt 57,9 %, der negative pradiktive Wert 80,7 %. Eine Sensitivitat von
50% ist ein nicht zufrieden stellender Wert, wahrend eine Spezifitdt von 85% schon
akzeptabel ist.
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Nachfolgend ist die zugehdrige ROC- Kurve aufgezeichnet:
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Abbildung 15: ROC- Kurve fiir den Progesterontest (Trennwert: 90 pmol/l)

Die AUC betragt hier 0,68.

3.8.1.2 Trennwert 80 pmol/I

Zur Verbesserung der Sensitivitdt und Erhéhung der AUC wird nachfolgend ein
Trennwert von 80 pmol/l angenommen:

Tabelle 12: Testergebnisse des Progesteronspiegels (Trennwert: 80 pmol/l)

Progesterontest
nicht
schwanger | schwanger | Gesamt
Schwangerschaft ja 11 11 22
nein 39 15 54
Gesamt 50 26 76

Es berechnet sich eine Sensitivitdt von 50 % bei einer Spezifitdt von 72,2%. Der
positive pradiktive Wert liegt bei 44,2 %, der negative pradiktive Wert bei 78 %.
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Abbildung 16: ROC- Kurve flr den Progesterontest (Trennwert: 80 pmol/l)

Die AUC betragt hier 0,61. Die Sensitivitat ist gleich geblieben, daftr hat sich die
Spezifitat verschlechtert. Insgesamt lasst sich durch den Progesterontest am
Messzeitpunkt ET+7 keine adaquate Sensitivitat erzielen.

3.8.2 Gruppe A, CC: ET+14
3.8.2.1 Trennwert 70 pmol/I
Als erster Trennwert zum Messzeitpunkt ET + 14 wird ein Progesteronwert von 70

pmol/l getestet:

Tabelle 13: Testergebnisse des Progesteronspiegels (Trennwert: 70 pmol/l)

Progesterontest
nicht
schwanger | schwanger | Gesamt
Schwangerschaft ja 8 10 18
nein 42 3 45
Gesamt 50 13 63
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Die hier ermittelte Sensitivitat liegt bei 55,6 %, die Spezifitat bei 93,3%. Der positive
pradiktive Wert betragt 76,9 %, der negative pradiktive Wert 84 %.
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Abbildung 17: ROC- Kurve fiir den Progesterontest (Trennwert: 70 pmol/l)

Die AUC betragt hier 0,74. Die Spezifitat ist gut, allerdings sollte die Sensitivitat
verbessert werden. Nachfolgend wird daher ein Trennwert von 60 mg/dl getestet.

3.8.2.2 Trennwert 60 pmol/I

Tabelle 14: Testergebnisse des Progesteronspiegels (Trennwert: 60 pmol/l)

Progesterontest
nicht
schwanger | schwanger | Gesamt
Schwangerschaft ja 7 11 18
nein 38 7 45
Gesamt 45 18 63
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Die Sensitivitat liegt jetzt bei 61,1 %, die Spezifitat bei 84,4 %. Als positiver pradik-
tiver Wert lasst sich ein Wert von 61,1 % ermitteln, als negativen pradiktiven Wert
erhalt man hier 84,4 %.
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Abbildung 18: ROC- Kurve flr den Progesterontest (Trennwert: 60 pmol/l)

Als AUC erhéalt man hier einen Wert von 0,73. Die Sensitivitdt ist immer noch
schlecht, die Spezifitat 1asst deutlich nach — auch hier wird sich keine ausreichende
Sensitivitat bei akzeptabler Spezifitat erzielen lassen.

Nachfolgend wird noch ein Trennwert von 50 pmol/l getestet:

3.8.2.3 Trennwert 50 pmol/I

Tabelle 15: Testergebnisse des Progesteronspiegels (Trennwert: 50 pmol/l)

Progesterontest
nicht
schwanger | schwanger | Gesamt
Schwangerschaft ja 6 12 18
nein 32 13 45
Gesamt 38 o5 63
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Die Sensitivitat betragt hier 66,7 % bei einer Spezifitat von 71,1 %. Der positive
pradiktive Wert ist 48 %, der negative pradiktive Wert 84,2 %.
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Abbildung 19: ROC- Kurve flr den Progesterontest (Trennwert: 50 pmol/l)

Die AUC liegt hier bei 0,69, und ist damit aufgrund der nun noch weiter verschlech-
terten Spezifitat niedriger als bei dem vorherigen Trennwert.

Somit kann auch durch die Progesteronbestimmung zum Messzeitpunkt ET + 14

nicht mit ausreichender Genauigkeit das Eintreten einer Schwangerschaft vorher-
gesagt werden.
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4. Diskussion

Zur Behandlung der Infertilitdt erzeugen Reproduktionsmediziner und —biologen
seit Jahrzehnten Embryonen in vitro und transferieren diese in die Gebarmutter-
héhle. Als Nebenresultat dieser assistierten Reproduktion konnten wertvolle Infor-
mationen Uber das physiologische und stimulierte hormonelle Profil zu einem sehr
frihen Zeitpunkt des Schwangerschaftseintritts gewonnen werden (34). Zudem
gelang es, die Bedeutung einer Vielzahl von Variablen, die fir eine erfolgreiche
Implantation des Embryos wichtig sind, nachzuweisen (25). So kann zumeist eine
Vielzahl von Eizellen befruchtet werden — wohingegen die Schwangerschaftsraten
nach einer IVF-Behandlung in der Mehrzahl der Zentren in Deutschland weiterhin
bei unter 40% liegen (DIR 2007). Dieses ist zu einem groBen Teil auf die Unwag-
barkeiten der Endometriumrezeptivitdt und der Reaktion des Endometriums auf
den sich implantierenden Embryo zurlick zufihren (68). Man darf jedoch nicht au-
Ber Acht lassen, dass die Implantationsrate beim Menschen im spontanen Zyklus
mit geschatzten 30 % deutlich niedriger liegt als bei nicht-humanen Primaten, z.B.
Paviane, bei denen die Rate mit bis zu 70 % angegeben wird (74). Zum Teil kann
diese niedrige Rate auch dadurch erklart werden, dass bei menschlichen Embryo-
nen eine héhere Aneuploidierate besteht und der programmierte Zelltod, die Apop-
tose, haufiger zu beobachten ist (61).

Man weiB, dass insbesondere Ostradiol fiir die Entwicklung eines rezeptiven En-
dometriums unabdingbar ist. Progesteron hingegen reguliert und koordiniert die
sekretorische Differenzierung des Endometriums wéahrend der Lutealphase, ohne
die eine Implantation nicht méglich ist (36). Somit stehen diese Steroide im Mittel-
punkt des Interesses der meisten Studien, die sich mit der Erfolgswahrscheinlich-
keit nach assistierter Reproduktion befassen. Bei Nagetieren sind Ostrogene es-
sentiell flr die Implantation. Blastozysten von Ratten und M&ausen konnten sich nur
implantieren, wenn auch ein lutealer Ostradiolanstieg zu beobachten war (14, 46).
Bei Primaten ist dieser Zusammenhang nicht eindeutig zu belegen (5, 8, 20). Beim
Menschen konnte gezeigt werden, dass menopausale oder funktionell agonadale
Frauen auch ohne luteale Ostradiolsubstitution mittels Eizellspende schwanger
werden konnten, sofern eine Ostrogensubstitution in der ersten Zyklushélfte zur
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Bildung eines aufnahmefahigen Endometriums erfolgt ist (32, 63, 75). Auch histo-
logische Untersuchungen von Endometriumbiopsien in der Lutealphase nach Re-
duktion des Ostrogenspiegels auf hypogonadale Werte hatten keinen Einfluss auf
die Morphologie der Endometriumzellen durch diesen Entzug zeigen kénnen (9).

Unter Berlcksichtigung dieser Fakten ist ein besseres Verstéandnis der Interaktion
zwischen Embryo und Endometrium zum Zeitpunkt der Implantation von gréBter
Bedeutung (7). Uber diesen Wissenszuwachs lieBe sich eventuell eine héhere Im-
plantationsrate zumindest fir die Zyklen der assistierten Reproduktion erreichen.
Weiterhin wére zu priifen, inwieweit die Bestimmung von Ostradiol und Progeste-
ron bereits wahrend der Lutealphase zur Unterscheidung von Konzeptions- und
Nichtkonzeptionszyklen einzusetzen ware.

Dabei sind zur Beurteilung der Interaktion zwischen der Gelbkérperfunktion und
einer Implantation in die Gebarmutterschleimhaut im frihesten Stadium der Emb-
ryonalentwicklung IVF-Zyklen mit anschlieBendem Embryotransfer ein gutes Unter-
suchungsmodell, da man den Eintritt des Embryos in die Gebarmutterhéhle zeitlich
genau benennen kann. Zudem kommt es bei dem standardmaBig durchgefiihrten
langen IVF/ICSI-Protokoll zu einer Abkoppelung der Hirnanhangsdriise mittels
Downregulation durch einen GnRH-Agonisten, so dass in der frihen Lutealphase
die zentral gesteuerten Mechanismen zum Erhalt des Corpus luteum nicht greifen
kénnen. Diese iatrogene ,Stérung” in der frihen Lutealphase, die nach Absetzen
des Agonisten noch Uber 14-21 Tage anhalten kann (69), ist auch der Grund fUr die
mittlerweile in allen [IVF-Zyklen routinemaBig angewandte Lutealphasen-
Unterstitzung mittels exogener Progesteronsubstitution, wie sie auch in unserer
Studie zum Einsatz kam. Auch bei Einsatz von GnRH-Antagonisten zeigt sich ein
den GnRH-Agonisten vergleichbarer Effekt auf die Lutealphase (16). Bei den Kryo-
zyklen erfolgte eine von der nattrlichen Follikelreifung unabhangige ,Programmie-
rung“ des Endometriums, so dass die Hormonspiegel im Wesentlichen die exogene
Substitution reflektieren. Messbare Unterschiede zwischen Konzeptions- und
Nichtkonzeptionszyklen wirden somit auf ein frihes, vom Embryo ausgehendes
Signal mit Einfluss auf die endogene Steroidhormonproduktion hinweisen.

In der vorliegenden Studie erfolgte ein prospektiver Vergleich von Ostradiol- und
Progesteronwerten Uber einen Zeitraum von 14 Tagen ab Durchfiihrung des Emb-
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ryotransfers bis zum Schwangerschaftstest bei Patientinnen nach IVF/ICSI (Gruppe
A), beziehungsweise Kryo-Embryotransfer (Gruppe B). Es wurden insgesamt 112
Zyklen von 110 teilnehmenden Patientinnen analysiert. Die erzielten Schwanger-
schaftsraten entsprechen in etwa dem fur 2006 ermittelten Bundesdurchschnitt
(DIR 2006), weiterhin unterscheiden sich die Vergleichsgruppen nicht in wesentli-
chen Charakteristika wie Alter, Zahl der Therapiezyklen, etc.. Es ist somit davon
auszugehen, dass es sich um ein homogenes Kollektiv handelt, welches eine
valide Studiendurchfiihrung erlaubt.

Der Nachweis einer hoheren Endometriumdicke und besseren Embryonenqualitat
im Schwangerenkollektiv steht in Einklang zu vorhergehenden Studien, die zu ver-
gleichbaren Ergebnissen kamen. Al-Ghamdi et al. konnten 2008 nachweisen, dass
ein positiver linearer Zusammenhang zwischen der Endometriumdicke bei IVF-
Patientinnen bei Auslésen des Eisprungs einer héheren Schwangerschaftsrate
besteht (3).

Und Qian konnte ebenfalls 2008 feststellen, dass eine bessere Embryonen-
Morphologie mit einer héheren Schwangerschaftsrate einhergeht (58). Dabei ist zu
beachten, dass die Ostrogenspiegel zwischen den Gruppen sich am Tag des ETs
nicht signifikant unterschieden. Das weist darauf hin, dass die Unterschiede im En-
dometrium selbst, beispielsweise in Form eines unterschiedlichen Ostrogenrezep-
torbesatzes, liegen.

Wir konnten nachweisen, dass in der Gruppe A bereits am Tag 7 nach
Embryotransfer ein signifikanter Unterschied in der Gelbkdrperfunktion zwischen
Zyklen mit Konzeption (CC) und Zyklen ohne Konzeption (NC) auszumachen ist,
der sich in einer signifikant héheren Ostradiol- und Progesteronsekretion bei
Konzeptionszyklen manifestiert. Ein Trend in Richtung héherer Ostradiolwert war
bereits zum 3. Messzeitpunkt (4.-5. Tag nach Embryotransfer) auszumachen.

Dieses Ergebnis steht in Einklang mit bisherigen retrospektiven Untersuchungen. In
Konzeptionszyklen nach IVF-Behandlung konnten bereits 4 Tage nach dem Emb-
ryotransfer erhdhte Ostradiolspiegel im Vergleich zu Zyklen ohne Konzeption ge-
messen werden — die Autoren sahen dieses als Folge einer verstarkten Sekretion
des Corpus luteum (22, 71). Méglicherweise wird diese verstarkte Sekretion durch

ein Signal von der Implantationsstelle zum Corpus luteum vermittelt, wohingegen
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HCG als luteotrophe Substanz erst ab dem 6.-7. Tag nach Embryotransfer als An-
zeichen fur die Implantation im Serum nachweisbar ist (30). Man weiB3 jedoch auch,
dass menschliche Embryonen im 6- bis 8-Zellstadium — also bereits am 2.- 3. Tag
nach der Fertilisation - mMRNA zur HCG-Bildung besitzen und dass in Kulturmedium
gezlchtete Blastozysten bereits HCG sezernieren. Somit kénnten sie mit dem Ovar
zur Steigerung der Steroidbiosynthese auch schon in Interaktion treten, bevor HCG
in messbarer Dosierung im Blut oder Urin vorliegt (66).

Die meisten vorhergehenden Studien einschlieBlich der oben genannten konnten
jedoch durch einen entscheidenden Bias beeinflusst werden, da es in den letzten
Jahren Ublich war, nach individueller Entscheidung durch den behandelnden Arzt
den Patientinnen in den 2 Wochen nach Durchfiihrung des Embryotransfers zu-
satzlich zu dem standardméaBig applizierten Progesteron exogenes HCG zur ,Ret-
tung“ des Corpus-luteums zu spritzen. Dadurch war jedoch auch ein méglicherwei-
se entscheidender Einfluss auf dessen Funktion mit der Bildung von Ostrogenen
und Progesteron anzunehmen. In der Regel wurden dabei bei Stimulationsverlau-
fen mit niedrigerem Ostrogenspiegel héhere Dosen von HCG appliziert, bei Stimu-
lationszyklen mit hdherem Ostrogenspiegel wurden hingegen nur geringe Mengen
bis kein HCG zusétzlich verabreicht, um das Risiko eines ovariellen Uberstimulati-
onssyndromes so gering wie moglich zu halten.

Die aktuell vorliegende Studie wurde auf der Grundlage des Konsenses durchge-
fihrt, dass eine zusatzliche subkutane Applikation von HCG nach dem Embryo-
transfer keinen Behandlungsvorteil im Sinne einer héheren Implantationsrate er-
bringt. Im Gegenteil ist eine nachteilige Wirkung im Sinne héherer Raten eines U-
berstimulationssyndroms grundsatzlich anzunehmen. Demzufolge ist bei keiner der
teilnehmenden Patientinnen eine zusatzliche HCG-Applikation in der Lutealphase
erfolgt.

In der Studie von Greb et al war nur in der Gruppe der Patientinnen mit zuséatzlicher
HCG-Applikation eine signifikant héhere Ostrogenbildung ab ET+4 zu beobachten
(22). Erfolgte keine HCG-Gabe, war ein signifikanter Unterschied in der Ostrogen-
bildung erst ab ET+8 nachzuweisen. Bei Vanderlelie wurden die Daten erst gar
nicht nach einer erfolgten HCG-Gabe in der Lutealphase getrennt analysiert, so
dass ein madglicher Einfluss des exogenen HCG beziehungsweise der oben ge-
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nannten zugrunde liegenden Unterschiede im Patientenkollektiv nicht berlcksich-
tigt wurde (71).

Aktan et al. berichteten bei downregulierten ICSI-Transfer-Zyklen Uber héhere
Ostradiolkonzentrationen am 5. Tag nach Embryotransfer in Zyklen mit Konzeption
(1). Diese héhere Konzentrationen war allerdings nur bei der Untergruppe der so-
genannten ,Good Responders® (in der Regel jingere Patientinnen, die mit geringer
Hormonstimulation eine groBe Anzahl von Follikeln und somit Oozyten bildeten) zu
beobachten, so dass deren Vergleich zwischen Gruppen mit Konzeption und Grup-
pen ohne Konzeption moglicherweise durch einen signifikant héheren Spitzen-
Ostradiolwert am Tag der Auslésung des Eisprungs beeintrachtigt wurde. Man
konnte somit annehmen, dass die Unterschiede in der lutealen Ostradiolkonzentra-
tion dem hdheren Ostradiolwert vor Durchfiihrung des Embryotransfers zuzu-
schreiben waren. In unserer Studie waren die Zykluscharakteristika bei Patientin-
nen mit Konzeption im Vergleich zu denen ohne Konzeption vergleichbar, die Un-
terteilung einer Gruppe in ,Good Responders® war nicht méglich - beziehungsweise
nicht notwendig. Unsere Studie konnte somit prospektiv nachweisen, dass bereits
am 7. Tag nach ET ein signifikanter Unterschied in der Ostrogensynthese von
IVF/ICSI-Konzeptions-Zyklen ohne zusétzliche HCG-Applikation besteht. Dies steht
in Einklang mit einer aktuell veréffentlichen ebenfalls prospektiven Studie (17).

Wie zuvor bereits angesprochen gibt es in der bisherigen Literatur eine ausgeprag-
te Diskussion dariiber, ob die Héhe des Ostradiolspiegels vor Durchfiihrung des
Embryotransfers einen Einfluss auf den spateren Ostradiolspiegel wahrend der
Lutealphase hat und damit mitentscheidend fir die Implantation des Embryos sein
kann. Dabei wird insbesondere das Augenmerk auf den Ostradiolspiegel am Tag
der Auslésung des Eisprungs mittels HCG-Gabe gelegt.

Sharara und McClamrock beschrieben einen engen Zusammenhang zwischen dem
Ostradiolspiegel am Tag der Ovulationsinduktion sowie dem Ostradiolspiegel am
dritten Tag nach Embryotransfer und einem erhéhten Implantationsversagen (59).
Bereits 1988 gelang Forman in IVF-Zyklen der Nachweis, dass ein stark erhdhter
préovulatorischer Ostradiolwert (> 90. Perzentile der untersuchten Gruppe) mit ei-
ner geringeren Schwangerschaftswahrscheinlichkeit vergesellschaftet ist (15).
Mittlerweile kann davon ausgegangen werden, dass IVF-Zyklen mit einem Ostradi-
olwert von Uber 20000 pmol/l am Tag der Ovulationsinduktion mit schlechteren
Implantations- und Schwangerschaftsraten einhergehen, die am ehesten durch die
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Ostrogenbedingte Veranderung des Endometriums in der Gelbkérperphase zu er-
klaren sind (52). Die aus diesen Zyklen entstandenen Gberz&hligen Embryonen, die
kryokonserviert und zu einem spéteren Zeitpunkt rickibertragen wurden, zeigten
hingegen keine verringerten Schwangerschaftsraten. Dieses spricht wiederum far
den negativen Einfluss des hohen Ostrogenspiegels auf das Endometrium im fri-
schen IVF-Zyklus und nicht etwa flr eine schlechtere Embryonenqualitat.

Da in unserer Studie der Ostradiolwert am Tag der Ovulationsinduktion zwischen
Patientinnen mit Implantation des Embryos und Patientinnen ohne Implantation
keine signifikanten Unterschiede aufwies, kann man vermuten, dass die frihen
Veranderungen in der Lutealphase zwischen diesen beiden Gruppen am ehesten
Ereignissen nach Durchfihrung des Embryotranfers zuzuschreiben sind.

Als Einschrankung fir alle bisher durchgefiihrten Studien — einschlieBlich der unse-
ren (zumindest im Hinblick auf die von uns untersuchten IVF/ICSI-Zyklen) - ist zu
sehen, dass ein Unterschied in der Lutealfunktion zwischen Konzeptionszyklen und
Zyklen ohne Konzeption nur schwer entweder dem besseren endokrinen Milieu
(das in der Lutealphase eine Konzeption erlaubt) oder aber einem Signal ausge-
hend von dem sich einnistenden Embryo an den Gelbkdrper zuzuordnen ist. Der
oben erwéhnte Ostradiolwert am Tag der Ovulationsinduktion ist ja nicht der allein
entscheidende Hormonparameter zur Regulierung des endokrinen Milieus. Viel-
mehr erfolgt diese Regulation multifaktoriell.

Dabei wird die Rolle der Steroide in der Lutealphase nach ART generell kontrovers
diskutiert: die Konzentration von Serumdstradiol und —progesteron standen bei
Muasher (48), Mettler (47) und Nylund (53) in keinem Zusammenhang mit dem
Ausgang der IVF-Behandlung, wohingegen Gidley-Baird (21) und Hutchinson-
Williams (30) signifikant héhere Ostradiolkonzentrationen bei Konzeptionszyklen
fanden. In diesen Studien wurden jedoch auch unterschiedliche Lutealphasen-
substitutionen durchgefiihrt, so dass hierdurch die unterschiedlichen Ergebnisse
bedingt sein kénnten. In neueren Studien wurde insbesondere ein rascher Ostro-
genabfall in der mittlutealen Phase mit einem schlechteren Outcome der Behand-
lung in Verbindung gebracht (59, 71). Ng und Yeung konnten hingegen bei einer
Untersuchung von 763 ART-Zyklen diesen Effekt nicht nachweisen (52), wobei
aber auch hier wiederum ein unterschiedliches Regime der Lutealphasenunterstit-

zung zur Anwendung kam. In einem Kommentar zu dem Artikel von Ng erwahnt

51



Sharara 2001 auch die im Vergleich zu seiner Studie niedrigere Schwangerschafts-
rate (60). Er auBert die Vermutung, dass seine Feststellungen bei einer héheren

Schwangerschaftsrate eventuell nachweisbar gewesen waren.

Es gibt nur wenige Studien, die in ART-Zyklen neben den hauptsachlich untersuch-
ten Ostrogenwerten auch die Progesteronwerte mit beriicksichtigen. Dies liegt wohl
auch mit daran, dass die Ostrogenwerte schon ab dem Beginn der Stimulation kon-
trolliert werden, und Progesteron erst in der (zumeist spaten) Lutealphase gemes-
sen wird. Somit ist das Ostradiol als Verlaufsparameter aufgrund der verwertbaren
Datenmenge besser geeignet. Dennoch gibt es einige Studien, die insbesondere
das Progesteron in den Mittelpunkt stellen: loannidis konnte 2005 nachweisen,
dass der Progesteronwert am Tag 14 nach Eizellentnahme bei schwangeren
Patientinnen signifikant héher lag als bei nicht schwangeren (31). Eine
Untersuchung der Progesteronwerte im Zeitraum davor, wie sie in unserer Studie
durchgefuhrt wurde, unterblieb jedoch.

Vicdan und Zeki stellten 2001 hingegen fest, dass der Progesteronwert bei 121
ICSI-Zyklen am Tag 11 nach ET (entsprechend Tag 13 bzw 14 nach Eizellentnah-
me) bezuglich der Konzeption keinen Unterschied zeigte (72). Auch hier wurde
keine friihere Progesteronbestimmung durchgefiihrt. In dieser Studie wurde im Ge-
gensatz zu der davor genannten neben der vaginalen Progesteronsubstitution auch
exogenes HCG substituiert, so dass eine zusatzliche iatrogene Beeinflussung
bestand.

Einige Veroffentlichungen haben versucht zu klaren, ob ein vorzeitiger Progestero-
nanstieg in IVF/ICSI-Zyklen vor HCG-Gabe einen Einfluss auf die Schwanger-
schaftsrate hat. In vielen Fallen war zwar eine schlechtere Endometriumqualitat zu
beobachten, dieses wurde aber durch eine insgesamt héhere Schwangerschaftsra-
te wieder wettgemacht (13, 56). Der Einfluss des Progesteronwertes vor Ovulati-
onsinduktion war nicht Bestandteil unserer Fragestellung, so dass dieser Wert erst
ab dem Tag des Embryotransfers berlcksichtigt wurde.

Die hier erhaltenen Ergebnisse bestatigen die oben erwahnte Untersuchung von
loannidis. Bezuglich des Progesteronwertes in den IVF/ICSI-Zyklen konnte nach-
gewiesen werden, dass neben dem zuvor beschriebenen héheren Ostrogenwert
auch ein signifikant héherer Progesteronwert im Falle einer Konzeption ermittelt
wurde; dieser Unterschied war bereits am 7. und auch am 14. Tag nach Transfer

52



zu beobachten. Dies steht im Gegensatz zu der oben zitierten prospektiven Studie
von Ganesh et al., da diese Autoren einen signifikanten Unterschied im Progeste-
ronspiegel lediglich am 7., jedoch nicht mehr am 14. Tag feststellen konnten.

Ein neuerer Ansatz in der Beurteilung der Lutealphase nach IVF wurde von Gruber
2007 untersucht: Sie ermittelte retrospektiv die Ostrogen/Progesteron-Relation am
4., 5. und 7. Tag nach der Ovulationsinduktion in Abhangigkeit eines Schwanger-
schaftseintritts (24). Alle vorhergehenden Studien hatten sich bislang nur mit der
Ostrogen-Relation zueinander an verschiedenen Messzeitpunkten in der Lu-
tealphase beschéftigt. Gruber konnte feststellen, dass die Ostrogen/Progesteron-
Relation an allen drei Zeitpunkten bei einer klinischen Schwangerschaft héher war
als bei einer Fehlgeburt oder einer ausbleibenden Schwangerschaft. Einschran-
kend muss jedoch gesagt werden, dass sich die einzelnen Ostrogen- und Pro-
gesteronwerte zwischen den Gruppen nicht signifikant unterschieden und somit die
Bedeutung der Relation zumindest fraglich erscheint. Seit dieser Studie sind dann
auch keine weiteren Untersuchungen mit ahnlicher Fragestellung unternommen

worden.

Es ist bekannt, dass durch die Anwendung von GnRH-Agonisten einerseits ein i-
atrogener Defekt in der LH-Bildung entsteht, der Gber 2-3 Wochen nach der letzten
Agonistengabe andauert. Andererseits reifen durch die ovarielle Stimulation mehre-
re Follikel simultan heran, die sich in entsprechend viele Gelbkdrper umwandeln.
Untersuchungen zu Hormonverlaufen in der Lutealphase ohne vorherige ,down-
regulation” der Hypophyse und anschlieBender Gonadotropinstimulation finden sich
wesentlich seltener. Dieses liegt wohl auch daran, dass spontan konzipierende
Patientenkollektive zumeist nicht so bereitwillig aufwandige Untersuchungen wie
z.B. regelmaBige Blutentnahmen durchfiihren lassen. Zudem muss man bei einer
spontanen Konzeptionsrate von 30% eine Vielzahl von Probandinnen rekrutieren,
um eine ausreichende Anzahl von Schwangerschaften nachzuweisen.

Aus diesem Grunde wurden Patientinnen mit Kryo-Embryotransfer quasi als ,Kon-
troligruppe” (Gruppe B) zu den IVF/ICSI-Zyklen (Gruppe A) in der vorliegenden
Studie mit eingeschlossen. In dieser Gruppe B besteht durch die externe Zufuhr
von Steroiden in gleicher Dosierung zunédchst bei allen Patientinnen das gleiche
hormonelle Milieu. Dabei konnte durch die zur Anwendung kommende Substitution
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ein nahezu physiologischer Ostrogen- und Progesteronspiegel aufgebaut werden.
Die HCG-Applikation zur Ovulationsinduktion unterblieb hier, und ein dadurch be-
dingter endogener Progesteronanstieg mit schnellerer Endometriumumwandlung
war nicht zu erwarten. Somit waren messbare Schwankungen der Hormonparame-
ter nicht vor einer méglichen Einflussnahme durch den eingebrachten Embryo zu
erwarten. Unsere Arbeitshypothese war dementsprechend, dass ein nachweisbarer
Unterschied in der Lutealfunktion in Abhangigkeit von der Konzeption von dem
Embryo ausgehen muss.

Betrachten wir nun also die Ergebnisse der untersuchten 28 Kryo-Zyklen. Bei Kry-
otransferzyklen mit spaterer Konzeption konnte ab dem 4./5. Tag nach ET ein
durchgehend héherer Ostradiolwert gemessen werden als bei Zyklen ohne Kon-
zeption. Dieser Unterschied war im Trend sichtbar, aber nicht signifikant.

Da alle Patientinnen die gleiche Hormonsubstitution erhielten und ein homogenes
Kollektiv vorlag, kann aus den héheren Ostrogenwerten ab dem 4. Tag nach Emb-
ryotransfer im Falle einer Konzeption gefolgert werden, dass wiederum ein durch
den Konzeptus ausgehendes friihes Signal diese vermehrte Ostrogensynthese des
Ovars bedingt, bevor der Embryo eine dauerhafte Bindung mit dem Endometrium
eingehen kann.

Bezlglich der ermittelten Progesteronwerte in unseren Kryo-Zyklen Iasst sich ent-
nehmen, dass eine Konzeption beziehungsweise das Ausbleiben einer Konzeption
keinen eindeutigen Einfluss auf die Héhe des Wertes zeigte. Die Messungen erga-
ben far den 2., 3. und 5. Messzeitpunkt im Falle einer Konzeption leicht héhere
Werte, ein stetiger Anstieg wie bei den Ostrogenwerten war jedoch nicht zu ver-
zeichnen. Ein Vergleich mit bislang verdffentlichter Literatur fallt hier ebenfalls
schwer, da noch keine vorherige Studie die Progesteronverlaufe vor Durchflihrung
des Schwangerschaftstestes in Kryo-Zyklen untersucht hat. Hier lieBen sich nur die
zuvor erwahnten Untersuchungen Uber Progesteronmessungen in IVF/ICSI-Zyklen

anfihren.

Bislang durchgefiihrte Kryotransfer-Studien befassten sich mit den Uberlebensra-
ten der Vorkerne nach Kryokonservierung und den daraus resultierenden Schwan-
gerschaften (45), dem Pro-alpha-C-Inhibin als Marker zur Vorhersagbarkeit einer
Schwangerschaft nach Kryo-ET (70) sowie der Art und Dauer der idealen Hormon-
substitution in Kryo-Zyklen (50). Eine 2007 von Griesinger verdffentlichte Studie

54



untersucht die Rolle des LH am 14. Zyklustag vor Durchfihrung des Embryotrans-
feres in Kryo-Zyklen, gibt aber bezlglich des weiteren Verlaufes der Hormonwerte
nach dem Transfer keine weiteren Aufschllisse (23).

Ein dem Kryo-Zyklus &hnliches hormonelles Milieu ist bei Zyklen mit Eizellspende
zu erwarten. Bei dieser im Ausland durchgefiihrten Therapieform geht dem Emb-
ryotransfer in der Regel eine hormonelle Vorbehandlung mit Ostrogen und Pro-
gesteron voraus, die Unterstlitzung der Lutealphase ist bei beiden Therapieformen
identisch. Aber auch fir die Eizellspende-Zyklen gibt es keine vergleichbare Studie
zu hormonellen Verlaufen in der frilhen Lutealphase vor Durchfihrung des
Schwangerschaftstestes. Auch wenn die Fallzahl der hier untersuchten Kryo-
Zyklen mit Konzeption bei nur vier lag (24 Kryozyklen ohne Konzeption), ist der
Trend zu héheren Ostrogenwerten bei Konzeption ab dem 4./5. Tag nach Embryo-
transfer doch eindriicklich. Zudem ist die Schwangerschaftsrate in der IVF/ICSI-
Gruppe im Vergleich zur Kryotransfergruppe doppelt so hoch (29,8 versus 14,3 %),
eventuell hatte eine héhere Anzahl von Kryotransfer-Schwangerschaften ein ein-
deutigeres Ergebnis zu konzeptionsabhangigen Unterschieden in der Lutealfunkti-
on ergeben. Durch nachfolgende Studien mit héherer Fallzahl ware zu prufen, ob
die Unterschiede hierdurch Signifikanzniveau erlangen.

Die ideale Gelbkdrperunterstitzung in IVF-Zyklen ist schon seit 1angerer Zeit ein
wichtiger Diskussionspunkt. Das Absetzen des GnRH-Agonisten mit Auslésung des
Eisprungs bei Beendigung der ovariellen Stimulation fuhrt zu einer bis in die frihe
Gelbkérperphase hineinreichenden Beeintrachtigung, so dass eine vaginale Pro-
gesteronsubstitution bei mittels GnRH-Agonisten downregulierten Zyklen Standard
wurde (4, 29, 57). Die mittlerweile haufig durchgefiihrte zusatzliche Ostrogengabe
in der Lutealphase von IVF/ICSI-Zyklen wird ebenfalls kontrovers diskutiert. Eine
kirzlich veréffentlichte Meta-Analyse (18) mit Auswertung von 10 randomisierten
Studien konnte diesbezliglich jedoch keinen Vorteil im Sinne einer héheren
Schwangerschaftsrate bei Ostrogensubstitution bestatigen. Da aber auch keine
nachteiligen Effekte auszumachen sind, bleibt es der individuellen Entscheidung
des Reproduktionsmediziners Uberlassen, ob er substituiert. Bei den hier unter-
suchten IVF/ICSI-Zyklen erhielten die Patientinnen keine Ostrogenpraparate in der

Lutealphase.

55



Die von uns beobachteten Unterschiede in der Sekretion von Ostradiol und Pro-
gesteron wahrend der Lutealphase zwischen Konzeptionszyklen und Nichtkonzep-
tionszyklen der Gruppe A legt die Vermutung nahe, dass ein Monitoring dieser bei-
den Steroidhormone an bestimmten Tagen nach dem Embryotranfer als detektiver
Test zur Vorhersage des Behandlungsausgangs angewendet werden kénnte. Da
sich die Ostrogen- und Progesteronwerte der IVF/ICSI-Patientinnen abhéngig von
der Konzeption am ET+7 und ET+14 signifikant unterscheiden, haben wir versucht,
mit Hilfe verschiedener Trennwerte die Vorhersagbarkeit des Schwangerschafts-
eintritts zu ermitteln. Greb et al konnten in einer retrospektiven Studie 2004 mit ei-
ner Spezifitdt von maximal 84,2 % (ET+8) Uber die Zeitpunkte ET+4 bis ET+8 den
spateren Eintritt eine Schwangerschaft bestimmen, die Sensitivitat lag aber jeweils
immer unter 53%. Somit war eine Vorhersagbarkeit nur sehr limitiert moglich.

Durch das prospektive Design unserer Studie erhofften wir, bezlglich Sensitivitat
und Spezifitat bessere Ergebnisse zu erzielen. Bei der Untersuchung der Ostro-
genwerte konnte die beste AUC in den ROC-Kurven mit 0,74 am ET+14 bei 200
pmol/l ermittelt werden, alle anderen AUC-Ergebnisse lagen unter diesem Wert.
Dieser AUC-Wert von 0,74 konnte nur aufgrund der hohen Spezifitat von 94,9%
erzielt werden, die Sensitivitat lag hier bei schlechten 52%. Selbst bei einem niedri-
gen Trennwert von 200 pmol/l konnten von den 25 Schwangerschaften am 14. Tag
nach Embryotransfer nur 13 Schwangerschaften richtig vorhergesagt werden. Zu-
dem muss sich jeder pradiktive Messwert zu diesem Zeitpunkt bereits mit der aus-
sagekraftigen HCG-Bestimmung vergleichen lassen.

Aufgrund der geringen Sensitivitit des Ostrogenwertes am 4. und 5. Messzeitpunkt
kommt dieser also auch in unserer Studie nicht als pradiktiver Test in Frage. Es
lasst sich zwar erneut mit einiger Wahrscheinlichkeit eine Schwangerschaft vermu-
ten, aber die jeweiligen negativen pradiktiven Werte sind fir eine ausreichend ein-
deutige Aussage zu hoch.

Vergleichbare Ergebnisse lieferten die Untersuchungen der Progesteronwerte am
ET+7 und ET + 14. Das beste AUC-Ergebnis ergibt sich an ET+14 bei einem un-
tersuchten Progesteronwert von 70 pmol/l. Bei guter Spezifitdt von 93,3 % liegt die
Sensitivitét jedoch nur bei 55,6 %. Legte man einen niedrigeren Progesteronwert
zu Grunde verringert sich die Sensitivitat und die AUC wird schlechter. Somit eignet
sich die Bestimmung des Progesteronwerts ebenfalls nicht fiir die Vorhersage einer
Schwangerschaft.
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Aufgrund der in unserer Studie gewonnenen Ergebnisse lasst sich die in der Fra-
gestellung erhobene Hypothese eines vom Embryo ausgehenden Signals zur Sti-
mulation der Lutealfunktion in Konzeptionszyklen nicht abschlieBend bestatigen.
Zwar zeigt das endokrine Milieu zwischen Konzeptionszyklen und Zyklen ohne
Konzeption entsprechend unseren Daten beziiglich der Ostradiolkonzentration
nach ovarieller Stimulation zur IVF/ICSI-Behandlung schon in der friihesten Phase
der Embryonalimplantation signifikante Unterschiede, jedoch ist in diesen stimulier-
ten Zyklen ein grundsétzlich vorteilhafteres endokrines ,Ausgangsprofil flr den
Eintritt einer Schwangerschaft nicht mit letzter Sicherheit auszuschlieBen. In den
Kryo-Transferzyklen mit einem die Eierstocksfunktion unterdriickenden Substituti-
onsschema jedoch, lasst sich lediglich ein nicht signifikanter Trend zu einer stimu-

lierten Lutealfunktion in Konzeptionszyklen nachweisen.

Die Theorie, dass ein embryonaler Stimulus auf den friihen Gelbkérper eher vorzu-
liegen scheint als eine intrinsisch bedingt bessere Gelbkdrperfunktion in Konzepti-
onszyklen wird auch durch die bisherige Literatur belegt. Da selbst niedrigste
Ostradiol- und Progesteronspiegel mit einer Implantation vereinbar sind, scheint ein
frOhes Signal des Embryos zur Rettung der Gelbkdrperfunktion vorzuliegen (19,
75). Wie bereits zuvor erwahnt, ist vermutlich HCG das Signal, welches ausgehend
von der Implantationsstelle die frihe Lutealfunktion steuert. Jedoch ist HCG mit
den derzeitigen immunologischen Methoden im Serum noch nicht nachweisbar,
wenn bereits Unterschiede in der Corpus luteum-Funktion zwischen Konzeption
und Nichtkonzeption bestehen. Auch in neueren Studien mit besseren technischen
Vorraussetzungen und sensibleren Hormonassays gelang keine HCG-Detektierung
vor dem 6. Tag p.c. (38, 51).

Dies legt wiederum die Vermutung nahe, dass lokale Mechanismen wie zum Bei-
spiel der Transport von luteotrophen oder anti-luteolytischen Substanzen Uber
Lymph- oder BlutgefaBe wie bereits bei anderen Saugetieren nachweisbar (43)
auch beim Menschen bestehen kénnten. Diese Theorie wird unterstitzt durch Stu-
dien, die gezeigt haben, dass radioaktiv markiertes Progesteron unmittelbar nach
Infusion in die Gebarmutterhdhle in den Ovarien nachweisbar ist (26). Bei einem
Transport Uber den vendsen und arteriellen Blutkreislauf ware dieses erst zu einem

spateren Zeitpunkt messbar gewesen.
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Des Weiteren wird diskutiert, ob so genanntes hyperglykosiliertes HCG (HCGh),
welches durch den Praimplantationsembryo selbst gebildet wird (40), als frihestes
Signal an das Corpus luteum in Frage kommt. Alternativ dazu wurde postuliert,
dass HCG und HCG-Isoformen, wie oben erwéhnt, vom sekretorisch umgewandel-
ten Endometrium bereits vor dem sich implantierenden Embryo gebildet und dann
als luteotropes Signal vom Uterus an die Ovarien durch die embryonale Einnistung
abgesondert werden und somit die Hauptquelle fir den frihesten Anstieg von HCG
im Plasma wahrend der friihen Implantation darstellen (65). Auch in tubarem Ge-
webe konnte die Expression von HCG-Rezeptoren nachgewiesen werden, welche
fir die Transduktion friher praimplantatorischer Signale verantwortlich sein kdnn-
ten (35). Neben dem Embryo und dem Endometrium konnte auch in mononuklea-
ren Zellen die Bildung von HCG gezeigt werden (2). Mononukleare Zellen sind von
groBer Bedeutung fir die Implantation und Immuntoleranz der Schwangerschaft, so
dass auch diese zur Rettung des Corpus luteums beitragen kénnten.

In Zukunft werden auf molekularer und genetischer Ebene noch weitere Biomarker
bezlglich der endometrialen Rezeptivitat aufzuspuren sein, welche ein besseres
Verstandnis der Implantation im zeitlich begrenzten menschlichen ,Implantations-
fenster” mit sich bringen werden. Diesbeziglich gibt es schon jetzt eine Vielzahl
von neueren Studien, die sich mit diesen genetischen (28, 62) und molekularen
(54) Aspekten beschéftigen. Und auch Untersuchungen zu morphologischen Be-
sonderheiten des rezeptiven Endometriums werden zunehmend in den Vorder-
grund treten: so genannte Pinopoden — charakteristische Ausstllpungen an der
Oberflache des Endometriums in der Lutealphase — sind rasterelektronenmikro-
skopisch nur zum Zeitpunkt des Implantationsfensters nachweisbar und somit ver-

mutlich Voraussetzung fir eine erfolgreiche Implantation (55, 39).

Zusammenfassend lasst sich aufgrund der vorliegenden Ergebnisse vermuten,
dass ein friiher embryonaler Signalstimulus vorliegt, welcher das hormonelle Profil
in der frGhen Lutealphase von IVF/ICSI- sowie Kryozyklen im Zusammenhang mit
der Embryonalimplantation reguliert. Diesbeziglich lassen sich Konzeptionszyklen
von Nichtkonzeptionszyklen durch Unterschiede in der Gelbkérperfunktion schon
ab dem 7. Tag nach Embryotransfer, also in der frihesten Phase der Embryonal-
implantation, nachweisen. Bei den stimulierten Zyklen erreichen diese Unterschie-
de Signifikanzniveau, allerdings ist aufgrund der vorausgegangenen Stimulation ein
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grundsatzlich vorteilhafteres hormonelles ,Ausgangsprofil“ fur den Eintritt einer
Schwangerschaft ursachlich nicht mit letzter Sicherheit auszuschlieBen. Durch Stu-
dien mit héherer Fallzahl an hormonell substituierten Zyklen wie beispielsweise
Kryo-Transferzyklen ware zu prifen, ob der hier festgestellte Trend zu einer h6he-
ren Ostradiolproduktion ab dem 4. Tag nach Embryotransfer Signifikanzniveau er-
reicht. Dabei bleibt weiterhin zu kldren, ob HCG oder andere embryonale Signal-
stoffe dieses bedingen - der exakte Mechanismus bleibt unbekannt.
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11. Anhange

11.1 Tabellenanhang

Tabelle16: Ostrogen im Gesamtkollektiv im Verlauf

1. E2 2. E2 3. E2 4. E2 5. E2

N Galtig 112 106 103 101 85

Fehlend 0 6 9 11 27
Mittelwert 3613,76 | 5858,76 | 4115,30 | 1465,79 | 1198,41
Standardfehler des Mittelwertes 242,094 | 517,057 | 451,592 | 205,428 | 338,666
Median 3120,00 | 4425,50 | 2860,00 | 720,00 | 147,00
Standardabweichung 2562 5323 4583 2065 3122
Minimum 363 407 283 48 36
Maximum 11017 26908 22375 10859 20888
Perzentile 25 1490,25  1740,75 | 1061,00 | 246,00 | 101,00

50 3120,00 | 4425,50 | 2860,00 | 720,00 | 147,00

75 5296,50 | 8510,50 | 5084,00 | 1620,50 | 923,00

Tabelle 17: Progesteron im Gesamtkollektiv im Verlauf
1. P4 2. P4 3.P4 4. P4 5. P4

N Galtig 112 105 103 101 84

Fehlend 0 7 9 11 28
Mittelwert 395,264 | 502,695 | 272,731 98,265 | 109,822
tset:”dardfeh'er des Mittelwer- | 57 061 | 34,053| 22,113 15100| 24,216
Median 389,630 | 533,450 | 260,082 54,280 41,070
Standardabweichung 294,856 | 348,949 | 230,721 | 151,843 | 221,951
Minimum 22,71 6,84 8,56 8,81 1,88
Maximum 954,00 923,21 843,06 836,66 721,86
Perzentile 25 97,230 94,315 56,410 42,185 20,187

50 389,630 | 533,450 | 115,150 54,280 41,070

75 641,450 | 853,820 | 363,470 81,485 59,002




Tabelle 18: Vergleich des Ostrogenspiegels zwischen den beiden Gruppen

Therapie 1. E2 2. E2 3. E2 4. E2 5. E2
Gruppe A Mittelwert 4453,06 7485,81 5098,40 1610,71 1267,73
SD 2418,442 | 5247,660 @ 4869,696 | 2355,086 | 3615,307
SE 263,874 590,408 551,385 270,147 455,486
Median 4064,00 5712,00 3627,00 523,00 117,00
N 84 79 78 76 63
Gruppe B Mittelwert 1095,86 1098,15 1048,04 1025,24 999,91
SD 490,245 502,994 499,386 397,696 592,872
SE 92,648 96,801 99,877 79,539 126,401
Median 1048,50 962,00 1050,00 954,00 852,00
N 28 27 25 25 22
Tabelle 19: Vergleich des Progesteronspiegels zwischen den beiden Gruppen
1. Pro- 2. Pro- 3. Pro- 4. Pro- 5. Pro-
Therapie gesteron gesteron gesteron gesteron gesteron
Gruppe A MW 503,1345 | 661,3390 | 330,1254 | 1154989 = 131,2975
SD 249,16746 | 255,35550 @ 289,50914 | 171,67949 | 253,05246
SE 27,18640 28,91332 32,78046 19,69299 31,88161
Median 455,6950 672,0900 188,7350 64,5700 39,9400
N 84 78 78 76 63
Gruppe B MW 71,6554 44,3926 45,6820 45,8764 45,3981
SD 147,53382 18,11756 16,30375 12,79389 10,91744
SE 27,88127 3,48673 3,26075 2,55878 2,38238
Median 39,4500 40,1000 43,7300 43,3800 46,5900
N 28 27 25 25 21




Tabelle 20: (")strogen- und Progesteronwerte (Gruppe A), CC vs NC

Standardfeh-
Standardab- ler des Mit-

SS (ja/nein) Mittelwert weichung telwertes
1. E2 ja 25 4506,20 2169,526 433,905
nein 58 4401,67 2546,200 334,332
1. Prog ja 25 | 487,5144 241,18622 48,23724
nein 58 | 506,4197 255,12969 33,50017
2.E2 ja 24 7021,13 4417,271 901,672
nein 55 7688,58 5597,176 754,723
2. Prog ja 24 647,76 265,881 54,273
nein 53 670,67 254,105 34,904
3.E2 ja 23 5873,13 5077,459 1058,723
nein 55 4774,42 4790,466 645,946
3. Prog ja 23 431,1509 344,58029 71,84996
nein 55| 287,8784 254,90405 34,37125
4. E2 ja 21 3110,81 3392,652 740,337
nein 54 1043,98 1507,045 205,083
4. Prog ja 21 231,08 284,904 62,171
nein 54 71,96 61,185 8,326
5. E2 ja 18 3727,94 5940,381 1400,161
nein 44 289,27 1160,189 174,905
5. Prog ja 18 | 3256517 357,17190 84,18622
nein 45 53,5558 138,95635 20,71439




Tabelle 21: Ostrogen- und Progesteronwerte, Test bei unabhangigen Stichproben (Gruppe A)

Levene-Test der Varianzgleich-

heit T-Test fur die Mittelwertgleichheit
95% Konfidenzintervall der Diffe-
. renz
Sig. (2-
seitig) Mittlere Diffe- Standardfehler der Diffe-
F Signifikanz T df = p-Wert renz renz Untere Obere
1.E2  Varianzen sind gleich 1,616 207 | ,179 81 ,858 104,53 583,932 -1057,314 1266,370
gliri';”ze” sind nicht 191 | 53,079 849 104,53 547,770 -994,121 1203,176
; : Varianzen sind gleich ,421 519 | -,315 81 ,754 -18,9053 60,07109 -138,42788 100,61737
rog : ; ;
glzri';”ze” sind nicht -322 | 48,030 749 -18,9053 58,72898 -136,98590 99,17539
2.E2  Varianzen sind gleich 1,179 281 | -517 77 ,606 -667,46 1289,853 -3235,883 1900,969
z}’gig]”ze” sind nicht -568 | 55,016 573 -667,46 1175,848 -3023,894 1688,980
,2:' Varianzen sind gleich ,091 ,763 | -,361 75 ,719 -22,91 63,422 -149,253 103,433
rog . . .
ggﬁ?ze” sind nicht -355 | 42,727 724 22,91 64,528 -153,066 107,247
3.E2  Varianzen sind gleich ,655 421 | 908 76 ,367 1098,71 1210,603 -1312,412 3509,837
glzri';”ze” sind nicht 886 | 39,213 381 1098,71 1240,218 -1409,430 3606,854
g- Varianzen sind gleich 10,897 ,001 | 2,033 76 ,046 143,2725 70,46972 2,91989 283,62512
rog . . .
z}’gig]”ze” sind nicht 1,799 | 32,527 ,081 143,2725 79,64797 -18,86204 305,40705
4.E2  Varianzen sind gleich 18,789 ,000 | 3,667 73 ,000 2066,83 563,577 943,622 3190,035
g’liri'j]”ze” sind nicht 2690 | 23,136 013 2066,83 768,218 478,165 3655,491
4. Varianzen sind gleich 39,032 ,000 | 3,917 73 ,000 159,12 40,627 78,148 240,088
Prog Varianzen sind nicht
gleich 2,537 | 20,721 ,019 159,12 62,726 28,565 289,671
5.E2  Varianzen sind gleich 23,156 ,000 | 3,712 60 ,000 3438,67 926,397 1585,601 5291,742
;’;ﬁ”ze” sind nicht. 2437 | 17,533 026 3438,67 1411,043 468,510 6408,834
5. Varianzen sind gleich 36,756 ,000 | 4,386 61 ,000 272,0959 62,03614 148,04696 396,14482
Prog Varianzen sind nicht
gleich 3,138 | 19,094 ,005 272,0959 86,69721 90,69681 453,49497




Tabelle 22: Ostrogen- und Progesteronwerte (Gruppe B), CC vs NC

Standardfeh-
Standardab- ler des Mit-

SS (ja/nein) Mittelwert weichung telwertes
1. E2 ja 4 1041,00 182,638 91,319
nein 24 1105,00 526,476 107,466
1. Prog ja 4 45,6675 14,13443 7,06722
nein 24 75,9867 159,33791 32,52472
2.E2 ja 4 1014,25 289,421 144,710
nein 23 1112,74 534,863 111,527
2. Prog ja 4 55,31 20,907 10,453
nein 23 42,49 17,404 3,629
3.E2 ja 3 1165,00 339,994 196,296
nein 22 1032,09 521,328 111,148
3. Prog ja 3 49,9600 8,22263 4,74734
nein 22 45,0986 17,15737 3,65796
4.E2 ja 3 1219,67 356,786 205,991
nein 22 998,73 403,108 85,943
4. Prog ja 3 40,81 7,425 4,287
nein 22 46,57 13,329 2,842
5. E2 ja 3 1248,00 923,621 533,253
nein 19 960,74 550,832 126,369
5. Prog ja 2 49,0350 13,08855 9,25500
nein 19 45,0153 11,01327 2,52662




Tabelle 23: Ostrogen- und Progesteronwerte, Test bei unabhangigen Stichproben (Gruppe B)

Levene-Test der Varianzgleich-

heit T-Test fur die Mittelwertgleichheit
95% Konfidenzintervall der
Mittlere Diffe- Standardfehler der Differenz
F Signifikanz T df Sig. (2-seitig) renz Differenz Untere Obere
1.E2 glaezgnze” sind 3,742 064 -237 26 814 -64,00 269,514 -617,994 489,994
glaeﬂ”ze” sind nicht -,454 13,649 657 -64,00 141,026 -367,201 239,201
1. Prog glgg]”ze” sind 491 ,490 -,374 26 711 -30,3192 80,97716 -196,77010 136,13177
ggﬁ]”ze” sind nicht -911 24,799 371 -30,3192 33,28367 -98,89631 38,25798
2.E2 ;’lzg]”ze” sind 2,102 ,160 -,356 25 725 -98,49 277,187 -669,367 472,389
;’lzg]”ze” sind nicht -539 7,272 ,606 -98,49 182,700 -527,248 330,270
2. Prog ;’lzg]”ze” sind 363 552 1,324 25 ,198 12,81 9,676 7,118 32,738
glaezgnze” sind nicht 1,158 3,759 315 12,81 11,065 -18,704 44,324
3.E2 glaeﬂ”ze” sind ,388 540 425 23 675 132,91 312,736 514,034 779,852
glaeﬂ”ze” sind nicht 589 3,454 ,592 132,91 225,579 534,425 800,243
3. Prog glgg]”ze” sind 816 376 477 23 ,638 4,8614 10,19984 -16,23861 25,96133
;’lzzg]”ze” sind nicht 811 4,915 455 4,8614 5,99316 10,62516 20,34788
4.E2 ;’lzg]”ze” sind 377 545 ,899 23 378 220,94 245,748 -287,430 729,309
;’lzzg]”ze” sind nicht 1990 2,749 401 220,94 223,200 -527,530 969,408
4. Prog glaezgnze” sind 1,219 281 .724 23 476 5,76 7,953 22210 10,696
glaeﬂ”ze” sind nicht 1,119 4,069 ,325 5,76 5,143 19,942 8,427
5.E2 glaeﬂ”ze” sind 1,187 289 772 20 449 287,26 371,018 -488,543 1063,070
glaeﬂ”ze” sind nicht 524 2,230 648 287,26 548,022 -1852,171 2426,697
5. Prog ;’lzg]”ze” sind ,003 954 486 19 ,633 4,0197 8,27555 -13,30119 21,34066
;’lzzg]”ze” sind nicht 419 1,154 740 4,0197 9,59369 -85,38645 93,42593
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11.2 Patientinnenaufklarung/-Einwilligung Studie

Patientinnenaufklarung/-Einwilligung zur Entnahme und Untersuchung von Blut im
Rahmen einer Studie zur frihen Einnistung des Embryos nach IVF-/ICSI-Therapie

Sehr geehrte Patientin,

bei Ihnen wurde aufgrund eines unerfiillten Kinderwunsches eine so genannte kiinstliche Be-
fruchtung (IVF- oder ICSI-Therapie) durchgeflhrt.

Erfreulicherweise kénnen wir bei lhnen im Rahmen dieser Therapie einen Embryotransfer durch-
fihren, was einen Teilerfolg der Behandlung darstellt. In den folgenden 2 Wochen bis zur mégli-
chen Feststellung einer Schwangerschaft werden wir den weiteren Verlauf Ihrer Behandlung
durch Untersuchungen mit Blutentnahmen beobachten. Hierzu werden wir Ihnen insgesamt bis
zu 4 Kontrolltermine einschlieBlich des Termins zur Durchfiihrung des Schwangerschaftstests
mitteilen. Diese Untersuchungen sind medizinisch sinnvoll, da sich einige Nebenwirkungen der
Hormontherapie (so genanntes Uberstimulationssyndrom) typischerweise erst nach dem Embryo-
transfer auswirken kénnen. Teilen Sie uns daher bitte mit, falls Sie zunehmende Beschwerden
(z.B. Kreislaufprobleme, Zunahme des Bauchumfangs, Unterbauchschmerzen, Atemnot) bemer-
ken sollten.

Um die zuklnftigen Erfolge der IVF-/ICSI-Therapie im Sinne héherer Schwangerschaftsraten
weiter zu verbessern, mdchten wir eine wissenschaftliche Studie durchfiihren. Hier sollen mégli-
che friihe Signale des Embryos, die lhre Hormonproduktion beeinflussen kénnten, untersucht
werden. Wir bitten Sie daher um die zusatzliche Entnahme von ca. 10 ml Blut im Rahmen der
oben beschriebenen Blutentnahmetermine in den kommenden 2 Wochen, um zu einem spéteren
Zeitpunkt spezielle Untersuchungen, wie die Bestimmung von Hormonen oder anderen Substan-
zen daran vornehmen zu kénnen. Der gesamte Behandlungsablauf wird durch lhre Teilnahme an
dieser Studie nicht beeinflusst, es entstehen keine zuséatzlichen Risiken oder Nebenwirkungen.

Bitte entscheiden Sie sich in der nachfolgenden Erklarung, ob Sie einer Enthahme von Blut zu
wissenschaftlichen Zwecken und einer spateren anonymisierten Auswertung der Daten im Rah-
men lhrer ambulanten Behandlung zustimmen.

Herr/Frau Dr. .............. hat mir den Zweck und die Vorgehensweise einer Blutentnahme fir er-
ganzende wissenschaftliche Untersuchungen im Rahmen des 0.g. wissenschaftlichen Projektes
ausfuhrlich dargelegt. Insbesondere die zusatzlichen Hinweise (keine kommerzielle Verwendung
der Blutproben, keine Genmanipulation) habe ich zur Kenntnis genommen. Ich erklare mich mit
der Teilnahme an dieser Studie einverstanden.

Datum Unterschrift der Patientin Unterschrift des Arztes
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11.3 Patientinnenaufklarung/-Einwilligung allgemein

Patientinnenaufkldrung/-Einwilligung

Entnahme und Aufbewahrung von Blut und Gewebe

im Rahmen erganzender wissenschaftlicher Untersuchungen

Sehr geehrte Patientin,

zur weiteren Diagnose und Behandlung Ihrer Krankheit kann bei Ihnen die Entfernung
oder Entnahme von Gewebe notwendig werden. Ublicherweise wird dieses Gewebe
nach dem Eingriff verworfen. Einen Teil dieses Gewebes mdchten Mitarbeiter unserer
Klinik zu wissenschaftlichen Zwecken verwenden.

Die Klinik und Poliklinik fir Frauenheilkunde und Geburtshilfe (Direktor: Prof. Dr. med. L.
Kiesel) méchte lhnen eine medizinische Versorgung auf hohem Niveau bieten und diese
konsequent verbessern. Daher ist die Bearbeitung wissenschaftlicher Fragen zur Ent-
stehung von gynakologischen Erkrankungen zusatzlich zur Patientenversorgung eine
wichtige Aufgabe dieser Klinik.

Hierzu erbitten wir nachfolgend Ihre Unterstitzung:

Auch in Kooperation mit anderen Institutionen fihrt die Universitats-Frauenklinik Minster
wissenschaftliche Projekte zur Frage der Entstehungsweise lhrer Erkrankung durch.
Durch die Identifizierung typischer Veranderungen des Gewebes — sei es an der DNA
oder Proteinen - kdnnen neue Therapiestrategien entwickelt werden. Im Rahmen dieser
wissenschaftlichen Projekte werden mit verschiedenen Methoden nach bislang unbe-
kannten Veranderungen des erkrankten und umgebenden gesunden Gewebes bei gyna-
kologischen Erkrankungen gesucht, um diese dann systematisch zu analysieren.

Hierzu werden Gewebeproben von Patientinnen gesammelt, aufgearbeitet, analysiert
und unter Einbeziehung krankheitsrelevanter Daten auf spezifisch auftretende Verande-
rungen hin verglichen.

Zur Behandlung Ihrer Erkrankung sind arztliche MaBnahmen nétig, in deren Verlauf Blut-
und Gewebeproben entnommen werden missen. Wir bitten Sie um lhre Zustimmung,
eine geringe Menge dieser Proben fir die wissenschaftlichen Untersuchungen zur Ver-
figung zu stellen. Diese Proben werden bis zu lhrer Analyse in einer Gewebebank tief-
gekuhlt gelagert und kénnen so flr die verschiedenen wissenschaftlichen Methoden ge-
nutzt werden.

Durch lhre Bereitschaft, uns Gewebe zu wissenschaftlichen Zwecken zur Verflgung zu
stellen, kébnnen Sie einen wichtigen Beitrag dazu leisten, dass neue Therapien zur Be-
handlung gynakologischer Erkrankungen entwickelt werden kénnen. Auch wenn in der
Regel kein direkter Einfluss auf Ihren individuellen Krankheitsverlauf erwartet werden
kann, kénnen die Ergebnisse fir andere Patientinnen in Zukunft von groBer Bedeutung
sein. Méchten Sie fur den Fall, dass im Rahmen dieses Projekts doch neue Erkenntnisse
mit Relevanz fir Ihren Krankheitsverlauf gewonnen werden, informiert werden, so kén-
nen Sie dies auf dem Einwilligungsbogen vermerken.

Vorgehen bei der Enthahme von Blut- und Gewebematerial
Die Entnahme von Blut erfolgt im Rahmen einer Routineentnahme, wie sie nach dem
Eingriff Ublich ist, z.B. Blutbilduntersuchung. Hierbei werden lhnen zuséatzlich 1-2 Blut-
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réhrchen mit 10-20 ml Blut entnommen, d.h. es ist kein zusatzlicher Einstich mit einer
Kanule in die Haut notwendig.

Sowohl diese Menge, als auch die fir die Routineuntersuchung entnommene Blutmen-
ge, sind gesundheitlich unbedenklich. Das Verfahren lauft dabei wie folgt ab: ein erfah-
rener Arzt desinfiziert die Einstichstelle, in der Regel an der Armbeuge oder im Unter-
arm, und legt die Entnahmekandle in die Armvene. AnschlieBend wird das Blut in spe-
ziellen Réhrchen abgenommen. Nach Beendigung der Blutentnahme wird die Kanule
entfernt und ein Pflaster auf die Haut gebracht.

Das Gewebematerial wird aus dem Gewebe entnommen, das lhnen im Rahmen des
medizinisch notwendigen Eingriffs entnommen werden muss. Es bedarf weder eines
zusatzlichen Eingriffs, noch wird eine gréBere Gewebemenge entnommen als fir den
Eingriff Ublich ist. FUr die wissenschaftlichen Untersuchungen wird nur das Gewebe ver-
wendet, das nicht zu diagnostischen Zwecken bendtigt wird.

Die Entnahme des Gewebes fir wissenschaftliche Untersuchungen erfolgt auBerhalb
des Koérpers, nachdem das zu operierende Gewebe aus dem Korper entfernt worden ist.
Es besteht somit keine Gefahr, dass z.B. bdsartige Zellen im Kérper gestreut werden.
Das Gewebe wird anschlieBend im Labor aufgearbeitet und sofort weiterverwendet oder
fOr spatere Untersuchungen dauerhaft tiefgekihlt gelagert.

Sowohl zur Blutentnahme als auch zur Gewebeentnahme wird kein gesonderter oder
erweiterter Eingriff vorgenommen, vielmehr wird dies wahrend oder nach der medizinisch
erforderlichen MaBnahme (wahrend der Routineblutentnahme, nach dem Eingriff) durch-
gefuhrt. Es wird kein Blut oder Gewebe flr wissenschaftliche Untersuchungen entnom-
men, das fir die Diagnose lhrer Erkrankung gebraucht worden wére.

Zusatzliche Hinweise

Datenschutz

Untersuchungsergebnisse und weitere krankheitsrelevante Daten sowie Behandlungs-
verlaufe werden dokumentiert und diese Daten mit Hilfe der EDV sowie unter Berlck-
sichtigung des §4 Abs.3 des Landesdatenschutzgesetzes gespeichert und ausgewertet.
Die Patienten- und Krankheitsdaten werden entsprechend den Bestimmungen des Bun-
desdatenschutzgesetzes streng vertraulich behandelt. Sollte es im Rahmen dieser Pro-
jekte notwendig werden, Teile von Untersuchungen an anderen Einrichtungen durchfih-
ren zu lassen oder krankheitsrelevante Daten zu vergleichen, so erfolgt die Weitergabe
in anonymisierter Form.

Entscheidungsfreiheit

Die Einwilligung zur Entnahme von zusatzlichem Blut bzw. Gewebe im Rahmen der Be-
handlung zu den beschriebenen wissenschaftlichen Zwecken erfolgt freiwillig.

Sie kénnen jederzeit (auch nach lhrer Behandlung) eine gegebene Einwilligung ohne
Angabe von Grinden widerrufen, ohne dass dies nachteilige Folgen flr Ihre weitere me-
dizinische Behandlung hat.

Besonderer Hinweis

Far das im Rahmen dieses Projekts entnommene Gewebe gilt:

e Es werden keine genetischen Manipulationen ( z.B. Klonen) vorgenommen

e Es wird nicht zu therapeutischen Zwecken bei anderen Menschen verwendet.

e Sollten sich neue wissenschaftliche Fragestellungen ergeben, die mit den oben ge-
nannten Aussagen nicht mehr tbereinstimmen, fUr die das abservierte Gewebe aber
von groBem Nutzen wére, werden Sie vorher um eine erneute Einwilligung gebeten.



11.4 Bewilligung Ethikkommission

2% Arztekammer

..\’f Wit sl

Ethikkammission der Arztekammer Weslfalen-Lipne
und der Medizimischan Fakulat der WA Munster

D-48129 Minster, 14.02.2005
Heren P Ur, med. Robert R, Greb

Frau Dt. med, Barbara Sonntag Geschifsstelle schofvel
Klinik u. Poliklinik £, Fravenheilkunde v, Geburtshilfe Von-Esmarch-31r. 62
48148 Munster
LIKM
Albert-Schweizer-Str. 33 Vermittiung: ++48 (0p 251 83 -0

" Durchwahl; ++49 {0} 251 63-B5250
48149 Miinster Fax: ++49 {0) 251 B3-57007
E-Mail ethikkomg@uni-muenster.da

hittp: Mansews. Klinikom -
muenster, defethikkammission

Reg.Nr.: 5 11 Greb (Beim Schriftwechsel bitte stets angeben.)

Betr.: Benrteilung einas biomedizmischen Forschungsyvorhabens am Menschen dureh die Fthekkemmission der Avzlekammer West-
falen-Lippe und der Medizinisehen Fakultit der Westhil schen Wilhelms-Universitit Miinsier
[lier: Thr Antrag vom 03012005 (Cingang P 012008 Fyvaluation der Lutealphase el Patientinnen nach INTHCS1STherapic sur
Vorhersagharkeil ciner Schwangersehait”
Folgende Unterdagen bhaben uns vorgelegen: Der Antrag vom B1.12.2004 (Fineang 14.00,2005), das Kurzprotokoll vem MO8 2004,
die Patientinteniu (kg und - cinverstindniserklinmg vom 04,10.2004, Publikation yem 12,07 2004,

Sehr seehrier Herr Kollege Grely,
sehr geehrte Fran Kollegin Sonntag,

Sie haben als veranbwortliche Projekileiter den oben genannten Antrag bei der Ethikkommission der Arzte-
kammer Westfalen-Lippe und der Medizinischen Fakultdt der West filischen Wilhelms-Universitil Miinster
vorgeleat. Dafiir danken wir Thnen, Die Kommission hat Thren Aatrag vorgepriift und auf ihrer Sitzung am
11.02.2005 ausfiihrlich beraten.

P Seitens der Kommission bestehen grundsiitzlich weder ethische noch juristische Bedenken gegen die
Durchfithrung Threr Studie.

Anm; Wie empfehlen, in der Aufklirng fir dic Patientinnen im ersten Satz des dritten Absatzes das opti-
mistische noch® zu streichen:  Schwangerschalisraten weiter zu verbessern®™,

Kinftige Anderungen in Organisation und Ablauf der Studie sollten der Kommission umgehend mitgeteilt
und die entsprechend gefinderten Passagen deutlich kenntlich pemacht werden,

Unabhingig vom Beratungsergebnis machi die Kommission daraul aufmerksam, dass die ethische und recht-
liche Veramtwortung fiir die Durchfiihrung ciner Klinischen Priifung beim Leiter der klinischen Prifung
(LKPY und auch bei allen an der Priifung teilnchmenden Arzten liegt. Wir bitten Sie, die Kommission zeit-
nah tiber alle schwerwiegenden oder unerwarleten unerwiinschten Ereianisse zu unterrichten, die wihrend
der Studie aultreten und die Sicherheil der Studienteilnehmer oder die Durchiithrung der Studie beeintriich-
tigen kinnten, verbunden mit einer Sicherheitseinschitzung des LKP,
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