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M. Beyeler, M. Haberle, M. Hohl

VERGLEICH DER SCHWANGERSCHAFTSRATE
NACH IN VITRO -FERTILISATION UND INTRA-
ZYTOPLASMATISCHER SPERMIENINJEKTION
ZWISCHEN DEM EMBRYOTRANSFER AN TAG 2
UND TAG 5 (BLASTOZYSTENTRANSFER) —
EINE KONTROLLIERTE MATCHED-PAIR-ANALYSE

Summary

The aim of this study was to find
out whether the pregnancy rates
could be increased due to better
embryo selection by embryo trans-
fer on day 5 (blastocyst stage) ver-
sus embryo transfer on day 2. So
far, the results of day 2 transfer
were rather unsatisfactory. David K.
Gardner was looking for new cul-
ture media that allowed a longer
extracorporal breeding and there-
fore a selection of the qualitatively
better embryos. This way corre-

sponds closer to the physiological
conditions. As a consequence im-
plantation und pregnancy rates can
be increased while using a minimal
number of transferred embryos. At
the same time we can minimize the
risk of multiple gestation.

Our first experiences at the hospital
of Baden (Switzerland) are very
promising. Applying blastocyst trans-
fer to 42 patients pregnancy rate
reached values of 40 %.

ZUSAMMENFASSUNG

EINLEITUNG

Das Ziel dieser Studie liegt darin, bei
gleichbleibender Anzahl transferierter
Embryonen resp. Blastozysten eine
Verbesserung der Schwangerschafts-
raten dank besserer Embryoselektion
durch den Transfer am Tag 5 nach
Follikelpunktion nachzuweisen. Die
bisherigen Tag 2-Transfers lieferten
nur unbefriedigende Resultate. Basie-
rend auf den Forschungsarbeiten vor
allem von David K. Gardner wurden
neue Kulturmedien entwickelt, wel-
che eine Verlangerung der extrakorpo-
ralen Phase und damit eine Selektion
der qualitativ besseren Embryonen
erlauben. Auf diese Weise wird eine
Anndherung an physiologische Ver-
haltnisse moglich. Implantations-
und Schwangerschaftsraten lassen
sich deutlich steigern, wéahrend gleich-
zeitig die Anzahl zu transferierender
Embryonen und damit die Gefahr
von Mehrlingsschwangerschaften
minimal gehalten werden kann.

Die ersten Erfahrungen am Kantons-
spital Baden (Schweiz) sind erfolg-
versprechend. Anhand von 42 Pati-
entinnen konnte eine Verbesserung
der Schwangerschaftsrate auf 40 %
erreicht werden.

Zirka 15 % aller Ehen bleiben unge-
wollt kinderlos. Dabei liegen die
Griinde fiir die Kinderlosigkeit in
etwa 30 % der Fille beim Mann, in
zirka 30 % bei der Frau, und in 40 %
liegen Storungen bei beiden Partnern
vor [1]. Die Ursachen kénnen grob
in 5 Kategorien eingeteilt werden:
Ovulatorischer Faktor (25 %), tubarer
Faktor (20 %), zervikaler Faktor

(15 %), mannlicher Faktor (25 %),
multifaktoriell (15 %) [2, 3].

Die in vitro-Fertilisation (IVF) wurde
vor allem in England entwickelt [4].

Seit Mitte der 60er Jahre wird sie zur
Behandlung der Sterilitdt beim Men-
schen durchgefiihrt. Damit aber die

IVF beim Menschen erfolgreich sein

konnte, mufSten drei Hauptprobleme
gelost werden [5]:

1. Entwicklung geeigneter Kulturmedi-
en fiir Oozyten und Spermien,

2. Induktion der Kapazitation und
Akrosomenreaktion der gewonne-
nen Spermien,

3. Zeitpunkt der Follikelpunktion
(ndmlich so kurz wie moglich vor
der spontanen Ovulation).

Ein weiteres Problem betraf die
Gewinnung der Oozyten: Von der
Laparotomie gelangte man iiber die
Laparoskopie Ende der 60er Jahre zur
heute tiblichen ultraschallgesteuerten
Follikelpunktion. Einen grofRen Fort-
schritt erreichte man anfangs der 90er
Jahre, als die Intrazytoplasmatische
Spermieninjektion (ICSI) eingefiihrt
wurde. Bei madnnlichen Fertilitats-
storungen ist sie heute die Methode
der Wahl.

Aufbauend auf Arbeiten von David
K. Gardner [6] werden seit ein paar
Jahren an mehreren Zentren Blasto-
zysten transferiert und die bisher
besten Ergebnisse mit Schwanger-
schaftsraten bis zu 60 % erreicht.
Damit der Blastozystentransfer mog-
lich wurde, mufSten zuerst neue Kul-
turmedien entwickelt werden, wel-
che dem veranderten Nihrstoffbedarf
der Embryonen ab dem 8-Zellstadium
nachkommen. Die Entwicklung
dieser neuen Medien beruht auf den
Forschungsergebnissen von D. K.
Gardner [7, 8].

Im Kantonsspital Baden wird die IVF
seit 1989 angewendet. Sukzessive
wurden auch die ICSI und die Blasto-
zystenkultur eingefiihrt. Die Resulta-
te von in vitro-Fertilisation und intra-
zytoplasmatischer Spermieninjektion
waren bisher eher bescheiden. In der
Schweiz betrdgt die Fertilisierungsrate
bei IVF und ICSI 55 %, die Schwan-
gerschaftsraten pro Zyklus hingegen
lediglich 14,3 % fiir IVF und 17,8 %
fur ICSI (FIVNAT-CH 1997). Das
deutsche IVF-Register gab 1997 Ferti-
lisierungsraten von 26,6 % fiir IVF
und 34,4 % fir ICSI an. Die Schwan-
gerschaftsraten pro Zyklus betrugen
16,5 % resp. 17,8 %. In den USA
betragen die Schwangerschaftsraten
pro Zyklus je nach Alter der Patien-
tinnen 13,4 % bis 33,4 % (National
Report, Reproductive Health, 1996).

Verbesserungen sind somit besonders
bei der Implantationsrate erwlinscht.
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Durch Verbesserungen der Kultur-
bedingungen und Optimierung der
Oozytenqualitat konnte sich die
Embryonenqualitét steigern lassen,
was wiederum die Implantationsrate
beeinflussen konnte.

FRAGESTELLUNG

Im September 1998 wurde im Kan-
tonsspital Baden der Blastozysten-
transfer nach sequentieller Kultur ein-
gefiihrt. Die Entwicklung der Zygote
erfolgt in einem Pyruvat-haltigen
Medium. Am Tag 3, also zirka im
8-Zell-Stadium, wird auf ein Glukose-
haltiges Medium gewechselt. Wih-
rend dieser verlangerten extrakorpo-
ralen Phase findet eine natlrliche
Selektion statt, indem zirka die Half-
te aller Embryonen — die qualitativ
minderwertigen — absterben, wah-
rend sich die Embryonen von guter
Qualitat weiterentwickeln. Am Tag 5
werden maximal zwei Blastozysten
ins Uteruskavum transferiert. Uber-
zdhlige Blastozysten konnen kryo-
konserviert werden.

In dieser Arbeit geht es nun um den
Vergleich der Schwangerschaftsraten
nach Transfer von Embryonen im
Blastozystenstadium (Tag 5 nach
Follikelpunktion) mit der herkémmli-
chen Methode (Tag 2 nach Follikel-
punktion) bei gleicher Anzahl trans-
ferierter Embryonen. Zielkriterien
sind Fertilisierungs-, Implantations-,
Schwangerschafts- und Geburtenrate
sowie Anzahl der Zyklen mit Kryo-
konservierung.

PATIENTEN UND METHODEN

Es handelt sich um eine kontrollierte
retrospektive ,matched-pair“-Analyse.
In die Studie eingeschlossen wurden
alle Patientinnen unter 41 Jahren mit
IVF oder ICSI, welche im Zeitraum
vom 01.09. bis 31.12.1998 einen
Blastozystentransfer erhielten. Als
Kontrollgruppe wurden fiir die ,mat-

ched pair“-Analyse Patientinnen
gewahlt, welche sich 1996 einer
Behandlung mit IVF oder ICSI unter-
zogen haben. Zu jeder Patientin von
1998, welche einen Blastozysten-
transfer erhalten hatte, wurde eine
Patientin von 1996 mit Tag-2-Transfer
gesucht. Die Patientinnen muf3ten
bestmoglich in Alter (gleicher Jahr-
gang), Indikation (tubar, mannlich
oder multifaktoriell) und Anzahl
entnommener Oozyten (bereinstim-
men. Ergaben sich mehrere mégliche
Paarungen, was nur in einem Fall
eingetreten war, entschied das Los.

1997 fiihrten wir verschiedene Ande-
rungen im Kultursystem in unserem
Labor durch. Uber den Zeitraum des
ganzen Jahres hatten wir kein fir alle
Kulturen gleiches Kultursystem, so
dal es sehr schwer ist, hier mit Paa-
ren aus der Zeit der Blastozystenkul-
tur zu matchen. Aus diesem Grunde
nahmen wir die Ergebnisse von 1997
nicht in die Auswertung auf.

Anhand der Krankengeschichte wur-
den fiir jede Patientin standardisierte
Evaluationsblatter ausgefiillt. Diese
enthielten Angaben Uber Alter der
Patientin, Indikation der Sterilitdtsbe-
handlung, Anzahl entnommener und
Anzahl fertilisierter Oozyten, Anzahl
transferierter Embryonen, Anzahl
kryokonservierter Zygoten oder Em-
bryonen und Ausgang des Embryo-
transfers.

Einteilung der Indikationen:
® Tubare Faktoren

® Mainnliche Faktoren

® Multifaktorielle Ursachen

Zu den mannlichen Faktoren zdhlten
nebst pathologischem Spermiogramm
auch Varikozele, retrograde Ejakula-
tion, Vasovasostomie, Semikastratio
nach Hodentorsion, Paraplegie, Sta-
tus nach Kryptorchismus und Aplasie
oder postentziindlicher Verschlufy
des Vas deferens.

Unter multifaktorielle Ursachen fielen
Kombinationen mehrerer Atiologien.
AulRerdem kamen noch seltene Ursa-

chen von Fertilititsstérungen hinzu:
latrogene Atiologie, Mikroprolaktinom
bzw. Hyperprolaktindmie, Zervix-
stenose, Status nach Fimbrienplastik
sowie Asherman-Syndrom.

Jede Patientin erhielt einen Zahlen-
code, der alle Labordaten beinhaltete,
und so konnten die Daten anonym
im Computer mit Excel und StatView
bearbeitet werden.

Eine biochemische Schwangerschaft
ist definiert als eine Erh6hung der
Schwangerschaftshormone bei sono-
graphisch nicht nachweisbarer Frucht-
blase. Als klinische Schwangerschaft
gilt eine Schwangerschaft mit nach-
weisbarer Fruchtblase. Eine Extra-
uteringraviditat wird definiert als
Schwangerschaft mit nachweisbarer
Fruchtblase aulBerhalb des Cavum
uteri. Damit man mehrere Eizellen
erhalt, fihrt man eine hormonelle
Stimulation der Follikelreifung durch.
Verschiedene Behandlungsmethoden
stehen zur Verfligung. Heute wird
vorwiegend die kontrollierte Stimula-
tion nach Down-Regulation der
Hypophyse angewendet. Folgende
Schemata kommen am Kantonsspital
Baden zum Einsatz:

1. LHRH-Agonist (Luteinisierendes
Hormon-Releasing Hormon)
500 pg/d vom 23. Zyklustag des
vorangegangenen Zyklus an plus
HMG (Human Menopausal Gona-
dotrophin) 150 oder 225 1U/d Tag
2 bis zur Induktion der Follikelrei-
fung (Long Protocol) [9].

2. LHRH-Agonist 500 pg/d Tag 1 bis
3 plus HMG 225 [U/d Tag 2 bis
Reifungsinduktion (Short Protocol).

Haben ein oder mehrere Follikel
einen Durchmesser von > 17 mm
erreicht, erhilt die Patientin 5.000 bis
10.000 I.E. HCG (Human Chorionic
Gonadotrophin) i.m. zur Induktion
der Follikelreifung und Ovulation.
Der optimale Zeitpunkt zur Follikel-
punktion ist 36 Stunden nach der
Injektion des HCG. Diese Punktion
erfolgt unter Ultraschallkontrolle auf
transvaginalem Weg.



Die Befruchtung erfolgte mittels in
vitro-Fertilisation oder intrazytoplas-
matischer Spermieninjektion. Der
Embryotransfer erfolgte am Tag 2 im
Jahr 1996 sowie am Tag 5 im Jahr
1998. Anschliefend wurde die Lu-
tealphase mit Progesteron oder HCG
unterstiitzt, bis die Plazenta ihre en-
dokrine Tatigkeit entwickelt hat. Es
gibt folgende Moglichkeiten, die
Lutealphase zu unterstiitzen:

® Progesteron (Utrogestan®) 3 x
200 ml taglich vaginal bis 17 Tage
nach Ovulationsauslésung resp.
bis 9. Schwangerschaftswoche.

® HCG (Profasi®) 5.000 I.E. am Tag 4
nach Ovulationsauslosung, 2.000
I.LE. am Tag 7 und 2.000 L.E. am
Tag 10.

Blastozystentransfer

Gardner untersuchte die Bedingungen
in vivo und stellte fest, dal® der Em-
bryo auf seinem Weg in den Uterus
verschiedenen Konzentrationen von
Glukose und Pyruvat ausgesetzt ist
[6]. Basierend auf diesen Erkenntnis-
sen entwickelte er zwei neue Serum-
und Co-Kultur-freie Medien, welche
den Blastozystentransfer ermoglichen.
Die Zusammensetzung der zwei
sequentiellen Medien unterscheidet
sich sowohl im Kohlenhydrat- wie
auch im Aminosdurengehalt. Das
Pyruvat-haltige Medium G1 wird
wahrend der Entwicklung der Zygote
bis zum 8-Zell-Stadium verwendet.
Am Tag 3 wird auf das Glukose-halti-
ge Medium G2 gewechselt, das die
Blastozystenentwicklung unterstiitzt.
Gardner stellte durch dieses Vorgehen
eine signifikante Erhéhung in der
Fahigkeit der Embryonen fest, das
Blastozystenstadium zu erreichen.
Waihrend bei der Kultur mit Ham’s
F10-Medium nur 38 % der Embryo-
nen das Blastozystenstadium erreich-
ten, waren es mit G1 plus G2 66 %.
Zusétzlich konnte die Implantations-
rate durch Tag-5-Transfer auf 45 %
gesteigert werden, gegeniiber 21 %
bei Tag-3-Transfer [7].

Der Blastozystentransfer kann sowohl
in einem IVF- wie auch in einem

ICSI-Zyklus oder nach einem Auftau-
zyklus von kryokonservierten Zygoten
oder Embryonen durchgefiihrt werden.

Der Vorteil des Blastozystentransfers
besteht in der Moglichkeit der natir-
lichen Selektion der genetisch alte-
rierten Embryonen vor dem Embryo-
nentransfer, wodurch die Anzahl zu
transferierender Blastozysten infolge
verbesserter Implantationsrate niedri-
ger gehalten werden kann. Es werden
maximal 2 Blastozysten transferiert.

Statistik

Zur statistischen Auswertung der
Daten wurde der Mann-Whitney-Test
verwendet. Anhand dieses Testes
konnen signifikante Unterschiede in
einer Variablen bei zwei unabhangi-
gen Gruppen nachgewiesen werden,
indem er eine Rangordnung der Wer-
te erstellt. Auf den Chi-Quadrat-Test
wurde wegen der zu kleinen Stich-
probe verzichtet. Er wére bei der
Analyse unserer Daten erst ab einer
Stichprobengrofe von tiber 340 Pati-
entinnen signifikant.

FRGEBNISSE

Verglichen werden Tag-2-Transfer
(die herkdommliche Methode) im Jahr
1996 versus Blastozystentransfer im
Jahr 1998. Insgesamt sind 42 Patien-
tinnen im Alter zwischen 22 und 40
Jahren untersucht worden, wobei die
Alterskategorie 30 bis 34 Jahre am
haufigsten vertreten war. Die mannli-
che Indikation war am haufigsten.

Es gibt drei Hauptkriterien, nach wel-
chen die Daten ausgewertet wurden:

1. Abhéangigkeit des Erfolgs von der
Anzahl transferierter Embryonen,
2. Abhédngigkeit des Erfolgs vom Alter

der Patientin,
3. Abhingigkeit der Ergebnisse von
der Indikation.

ad 1.) Abhangigkeit von der Anzahl
transferierter Embryonen (Tab. 1-4)

Dieser Aspekt ist vor allem bei der
Auswertung der Tag-2-Transfers
wichtig, wo maximal drei Embryo-
nen transferiert wurden. Es interes-
siert, ob der Transfer von drei Em-
bryonen zu mehr Erfolg fiihrt wie
derjenige von nur zwei Embryonen.

Zu keinem Embryotransfer kam es
beim Tag-2-Transfer (resp. Blasto-
zystentransfer) in 2 (3) Fallen, entwe-
der weil keine Oozyten fertilisiert
werden konnten (1 Patientin) oder
weil die Zygote sich nur ungeniigend
bzw. gar nicht weiterentwickelte.
Diese Zyklen, in denen 1996 und
1998 kein Embryotransfer stattfinden
konnte, kamen nicht weiter zur Aus-
wertung, da es sich bei dieser Arbeit
um eine ,matched-pair“-Analyse von
Zyklen mit einem Transfer handelt,
nicht um eine gesamte Jahresstatistik.
Beim Tag-2-Transfer wurden im
Mittel 2,3 (0 bis 3) und beim Tag-5-
Transfer 1,8 (0 bis 2) Embryonen
bzw. Blastozysten transferiert. Im
Jahr 1998 konnten bei gleichen Sti-
mulationsbedingungen 569 Oozyten
gewonnen werden, 1996 461. Die
totale Fertilisierungsrate liegt mit
67,1% 1998 iiber derjenigen von
1996 (56,6 %) (Tab. 1).

Aus den oben genannten Griinden
kam es in den 42 Zyklen im Jahr
1996 zu 40, 1998 zu nur 39 Embryo-
nentransfers (Tab. 2). Wahrend 1996
bei 25 Zyklen Zygoten oder Embryo-
nen kryokonserviert werden konnten,
war dies 1998 in 19 Zyklen moglich,
wobei dann Zygoten oder Blastozy-
sten kryokonserviert wurden. Die
Implantationsrate betrdgt beim Tag-2-
Transfer bei 2 (3) gleichzeitig trans-
ferierter Embryonen 21,4 % (13,7 %),
beim Blastozystentransfer hingegen
liegt sie bei 33,3 % (1 Blastozyste)
resp. 30,6 % (2 Blastozysten).

Die Anzahl Schwangerschaften inkl.
biochemischer Schwangerschaft,
Abort und Extrauteringraviditat betragt
1996 15, 1998 20 (Tab. 3). Die klini-



sche Schwangerschaftsrate berechnet
sich nach Abzug der biochemischen
Schwangerschaften, der Aborte und
der Extrauteringraviditdten und liegt
1998 mit 17 Geburten resp. noch
andauernden Schwangerschaften
hoher als 1996 mit 11 Geburten. Aus
dem Verhdltnis Anzahl Schwanger-
schaften pro transferierter Embryonen
wird ersichtlich, dafs beim Blasto-

Tabelle 1: Totale Fertilisierungsrate

zystentransfer weniger zu transferie-
rende Embryonen fir die h6here
Schwangerschaftsrate nétig sind.

Sowohl biochemische Schwanger-
schaften als auch Aborte und Extra-
uteringraviditdten sind sehr selten.

Im Jahr 1998 entwickelten sich 23
Fruchtblasen, 1996 nur 16 (Tab. 4).

n transferierte n Zyklen n Eizellen

Embryonen Tag-2-Transfer Blastozysten Tag-2-Transfer  Blastozysten
0 2 3 14 31

1 2 3 18 39

2 21 36 233 499

3 17 0 196 0

Total 42 42 461 569

ad 2.) Abhéngigkeit vom Alter der
Patientin (Tab. 5-8)

In die Studie einbezogen wurden nur
Patientinnen unter 41 Jahren. Der
Blastozysten- und der Tag-2-Transfer
werden jedoch auch bei dlteren Pati-
entinnen durchgefiihrt. Zur Auswer-
tung ist die Einteilung in drei Alters-
kategorien sinnvoll:

n fertilisierte Eizellen

Tag-2-Transfer Blastozysten

1 7.1 % 23 742 %
2 11,1% 23 59,0 %

136 58,4 % 336 67,3 %

122 62,2 % 0

261 56,6 % 382 67,1%

Legende: Kryokons.: Kryokonservierung, SS: Schwangerschaften, transf. E: transferierte Embryonen, EUG: Extrauteringravidititen

Tabelle 2: Embryotransfers

n transferierte n Transfers

Embryonen Tag-2-Transfer

0 0 0
1 2 3
2 21 36
3 17 0
Total 40 39

Blastozysten

n Zyklen mit Kryokonservierung

Tag-2-Transfer  Blastozysten

0 0
0 0
16 19
9 0
25 19

Implantationsrate

Tag-2-Transfer Blastozysten

0,0 % 33,3 %
21,4 % 30,6 %
13,7 %

16,8 % 30,7 %

Legende: Kryokons.: Kryokonservierung, SS: Schwangerschaften, transf. E: transferierte Embryonen, EUG: Extrauteringraviditaten

Tabelle 3: Schwangerschaften
n transferierte n SS (%) pro Zyklus

Embryonen Tag-2-Transfer

0 0 00% 0
1 0  00% 1
2 9 42,9 % 19
3 6 353% 0
Total 15 35,7 % 20

Blastozysten

Klinische SS(%) pro Zyklus
Tag-2-Transfer

Blastozysten

Verhiltnis SS/transf. E
Tag-2-Transfer  Blastozysten

0,0 % 0 00% 0 0,0 %
33,3 % 0 00% 1  333% 0,0 % 33,3 %
52,8 % 5 238% 16  44,4% 11,9 % 22,2 %
6 353% 0 11,8%
47,6 % 11 262% 17 40,5 % 11,6 % 22,7 %

Legende: Kryokons.: Kryokonservierung, SS: Schwangerschaften, transf. E: transferierte Embryonen, EUG: Extrauteringravidititen

Tabelle 4: Schwangerschaften

n transferierte n biochemische SS

Embryonen Tag-2-Transf. Blastoz.
0 0 0
1 0 0
2 1 2
3 0 0
Total 1 2

Legende: Kryokons.: Kryokonservierung, SS:

n Fruchtblasen n Aborte

Tag-2-Transf. Blastoz.

0 0 0
0 1 0
9 22 2
7 0 0
16 23 2

Tag-2-Transf. Blastoz.

n EUG
Tag-2-Transf. Blastoz.
0 0 0
0 0 0
1 1 0
0 0 0
1 1 0

Schwangerschaften, transf. E: transferierte Embryonen, EUG: Extrauteringraviditdten



® Patientinnen < 30 Jahren

® Patientinnen zwischen 30 und 34
Jahren

® Patientinnen zwischen 35 und 40
Jahren

Mit 19 Patientinnen tberwiegt die
Gruppe der 30-34-Jahrigen. In allen
drei Gruppen konnten 1998 bei glei-
chen Stimulationsbedingungen mehr
Oozyten gewonnen werden. Total
sind es 1996 461 Eizellen, 1998 569
(Tab. 5). Die Fertilisierungsrate liegt
1998 auch in allen drei Kategorien
héher mit einem Maximum von

71,3 % bei den jiingsten Patientinnen.

Total ergaben sich beim Tag-2-Trans-
fer mehr Zyklen mit Kryokonservie-

rung (25 versus 19), wobei sich die
Zunahme nicht auf eine bestimmete
Alterskategorie beschrankt (Tab. 6).
Die Implantationsrate konnte in allen
Altersgruppen gesteigert werden, am
deutlichsten bei den Patientinnen
zwischen 35 und 40 Jahren (30,0 %
beim Blastozystentransfer gegeniiber
6,3 % beim Tag-2-Transfer). Die totale
Implantationsrate ist beim Blastozy-
stentransfer mit 30,7 % beinahe dop-
pelt so grols wie beim Tag-2-Transfer
(16,8 %).

Bei der Schwangerschaftsrate ist vor
allem eine Verbesserung in der élte-
sten Patientinnenkategorie ersichtlich
(Tab. 7). Die totale Schwangerschafts-
rate liegt beim Blastozystentransfer

Tabelle 5: Totale Fertilisierungsrate in Abhdngigkeit vom Alter der Patientin

Alter n Zyklen n Eizellen
Tag-2-Transfer Blastozysten Tag-2-Transfer  Blastozysten
<30 11 11 119 160
30-34 19 19 206 243
35-40 12 12 136 166
Total 42 42 461 569

Tabelle 6: Embryotransfers in Abhdngigkeit vom Patientenalter

Alter n Transfers
Tag-2-Transfer
<30 10 11
30-34 18 18
35-40 12 10
Total 40 39

Blastozysten

n Zyklen mit Kryokonservierung
Tag-2-Transfer  Blastozysten

7 6
10 7
8 6
25 19

Tabelle 7: Schwangerschaften in Abhdngigkeit vom Patientenalter

Alter n SS (%) pro Zyklus
Tag-2-Transfer

<30 4 36,4 % 7

30-34 9 47,4 % 8

35-40 2 16,7 % 5

Total 15 35,7 % 20

Blastozysten

Klinische SS(%) pro Zyklus
Tag-2-Transfer

Tabelle 8: Schwangerschaften in Abhangigkeit vom Patientenalter

Alter n biochemische SS
Tag-2-Transf. Blastoz.
<30 0 1
30-34 1 1
35-40 0 0
Total 1 2

Blastozysten

mit 47,6 % Uber derjenigen von Tag-
2-Transfer (35,7 %). Auch die klini-
sche Schwangerschaftsrate weist
1998 eine deutliche Steigerung
gegeniiber 1996 auf. Sie betrifft die
Gruppen der unter 30-Jdhrigen und
der 35-40-Jahrigen. Bei allen Alters-
kategorien konnten prozentual weni-
ger Embryonen transferiert werden fiir
die besseren Schwangerschaftsraten.

Sowohl die biochemischen Schwan-
gerschaften wie auch die Aborte und
Extrauteringravidititen ereigneten
sich nicht in der dltesten Gruppe,
sondern beschrankten sich fast aus-
schlieBlich auf die mittlere Alterska-
tegorie (Tab. 8). Die Anzahl entstan-
dener Fruchtblasen ist in der

n fertilisierte Eizellen

Tag-2-Transfer Blastozysten

60 50,4 % 114 71,3 %
119 57,8 % 157 64,6 %
82 60,3 % 111 66,9 %
261 56,6 % 382 67,1 %

Implantationsrate

Tag-2-Transfer Blastozysten

26,3 % 33,3 %
20,5 % 29,4 %

6,3 % 30,0 %
16,8 % 30,7 %

Verhiltnis SS/transf. E
Tag-2-Transfer  Blastozysten

63,6 % 3 27,3 % 6 54,6 % 15,8 % 28,6 %
42,1 % 6 31,6 % 6 31,6 % 13,6 % 17,7 %
41,7 % 2 16,7 % 5 41,7 % 6,3 % 25,0 %
47,6 % 11 262 % 17 40,5 % 11,6 % 22,7 %
n Fruchtblasen n Aborte n EUG
Tag-2-Transf. Blastoz. Tag-2-Transf. Blastoz. Tag-2-Transf. Blastoz.
5 7 1 0 0 0
9 10 1 1 1 0
2 6 0 0 0 0
16 23 2 1 1 0



mittleren Gruppe mit 9 bzw. 10
Fruchtblasen am groften. 1998
konnten bei den 35-40-Jahrigen

6 Fruchtblasen erreicht werden, wah-
rend es 1996 nur 2 waren.

ad 3.) Abhéngigkeit von der Indikation

(Tab. 9-12)

Zur besseren Ubersicht wurden nur
die zwei haufigsten Indikationen —
tubar und mannlich - gesondert be-
trachtet. Die weiteren Atiologien wie
ovarielle Faktoren, Endometriose,
ungeklarte Sterilitat usw. fielen in die
Kategorie multifaktoriell.

Mit 29 Fallen iberwiegt eindeutig
die mannliche Indikation. Dabei

spielt auch die Tatsache eine Rolle,
daR die Blastozystentransfers nur in
8 Féllen aus einem IVF-Zyklus stam-
men, wahrend bei den restlichen 34
Paaren eine intrazytoplasmatische
Spermieninjektion durchgefiihrt wur-
de, deren hauptsichlichste Indikation
ja die mannliche Sterilitét ist (Tab. 9).
Unabhéngig von der Indikation
konnten 1998 mehr Oozyten gewon-
nen werden. Die Fertilisierungsrate
weist bei mannlicher Indikation die
grofste Verbesserung auf, 1996 wur-
den 52,2 %, 1998 69,0 % fertilisiert.

Bei méannlicher Indikation ergaben
sich 1998 nur 13 Zyklen mit Kryo-
konservierung gegeniiber 17 im Jahr
1996 (Tab. 10). Die Implantations-

Tabelle 9: Totale Fertilisierungsrate in Abhangigkeit von der Indikation

Indikation n Zyklen
Tag-2-Transfer
Tubar 5 5
Mannlich 29 29
Multifaktoriell 8 8
Total 42 42

Blastozysten

n Eizellen

Tag-2-Transfer  Blastozysten

63 82
326 377
72 110
461 569

Tabelle 10: Embryotransfers in Abhadngigkeit von der Indikation

Indikation n Transfers n Zyklen mit Kryokonservierung
Tag-2-Transfer Blastozysten Tag-2-Transfer  Blastozysten

Tubar 5 4 3 2

Ménnlich 28 27 17 13

Multifaktoriell 7 8 5 4

Total 40 39 25 19

Tabelle 11: Schwangerschaften in Abhangigkeit von der Indikation

Indikation n SS (%) pro Zyklus
Tag-2-Transfer
Tubar 3 2
Mannlich 10 16
Multifaktoriell 2 2
Total 15 20

Blastozysten

Klinische SS(%) pro Zyklus
Tag-2-Transfer  Blastozysten

Tabelle 12: Schwangerschaften in Abhdngigkeit von der Indikation

Indikation n biochemische SS
Tag-2-Transf. Blastoz.
Tubar 0 0
Mannlich 1 2
Multifaktoriell 0 0
Total 1 2

raten konnten bei allen Indikationen
verbessert werden und sind bei
mannlichem Faktor mit 34,6 % (Bla-
stozystentransfer) doppelt so grof8
wie beim Tag-2-Transfer (17,2 %).

Die Verbesserung der Schwanger-
schaftsrate beim Blastozystentransfer
zeigt sich vor allem bei ménnlicher
Indikation (Tab. 11). Die Ubrigen
Zahlen sind zu klein, um signifikante
Aussagen zu machen. Bei mannli-
chem Faktor liegt die klinische
Schwangerschaftsrate mit 44,8 % im
Jahr 1998 deutlich tber derjenigen
von 1996 mit 24,1 %. Vor allem bei
tubarer oder bei mannlicher Indikati-
on zeigt sich 1998 ein glinstigeres
Verhiltnis zwischen der Anzahl an

n fertilisierte Eizellen

Tag-2-Transfer Blastozysten

38 60,3 % 40 48,8 %
170 52,2 % 260 69,0 %
53 73,6 % 82 74,6 %
261 56,6 % 382 67,1 %

Implantationsrate

Tag-2-Transfer Blastozysten

23,1 % 28,6 %
17,2 % 34,6 %
11,1 % 18,8 %
16,8 % 30,7 %

Verhiltnis SS/transf. E
Tag-2-Transfer  Blastozysten

2 40,0 % 2 40,0 % 15,4 % 28,6 %

7 241% 13 44,8 % 10,9 % 25,0 %

2 250% 2 250% 11,1 % 12,5 %

11 26,2 % 17 40,5 % 11,6 % 22,7 %

n Fruchtblasen n Aborte n EUG

Tag-2-Transf. Blastoz. Tag-2-Transf. Blastoz. Tag-2-Transf. Blastoz.

3 2 0 0 1 0

11 18 2 1 0 0

2 3 0 0 0 0

16 23 2 1 1 0



Schwangerschaften und der Anzahl
transferierter Embryonen.

Biochemische Schwangerschaft, Abort
und Extrauteringraviditat (Tab. 12)
ereigneten sich hauptsdchlich bei
mannlicher Indikation, wobei diese
ja auch am haufigsten vertreten ist.

Der Fertilisierungserfolg ist 1998
signifikant (p < 0,05) besser. Somit
konnte eine hohere Anzahl fertilisier-
ter Eizellen pro totaler Anzahl Eizel-
len erzielt werden als im Jahr 1996.
Der Fertilisierungserfolg errechnet
sich aus Anzahl fertilisierter Eizellen/
totale Anzahl Eizellen. Er ist aussage-
kraftiger als die bloRe Anzahl fertili-
sierter Eizellen, da durch die Quoti-
entenbildung Ausreifler relativiert
werden. Bei der Schwangerschafts-
und Geburtenrate weist die deskripti-
ve Auswertung einen eindeutigen
Trend auf (siehe oben), welcher
jedoch infolge der zu kleinen Stich-
probe noch nicht signifikant ist. Es
miiften mindestens 340 Patientinnen
ausgewertet werden, um das Signifi-
kanzniveau zu erreichen.

DISKUSSION

Hintergriinde

Eines der ungeldsten Probleme in der
Reproduktionsmedizin sind die
niedrigen Implantations- und folglich
niedrigen Schwangerschaftsraten.
Dabei stehen folgende Fragen im
Vordergrund:

® Embryoselektion
® in vitro-Kulturbedingungen
® Transferzeitpunkt

Munne untersuchte total 245 Embryo-
nen von IVF- und 136 Embryonen
von ICSI-Zyklen mittels Fluoreszenz
in-situ Hybridisierung (FISH). Mit
Hilfe der FISH kann man mit mar-
kierten Sonden bestimmte Gene und
bei deren Fehlen Aneuploidie und
strukturelle Abnormititen nachweisen.
Munne entdeckte in 61 % bei IVF
und in 52 % bei ICSI Chromosomen-

anomalien [10]. Mittels FISH konnte
Munne auch in 20 (17,1 %) von 117
untersuchten, morphologisch norma-
len Embryonen Mosaikformen nach-
weisen. Bei 163 Embryonen, welche
sich nicht weiterentwickelt hatten
oder welche morphologisch abnor-
mal waren, wiesen 47 (28,8 %) ein
Mosaik auf [11].

Evsikov untersuchte mit FISH die
inneren Zellen von Blastozysten be-
ziiglich Chromosomenabnormitdten.
Von insgesamt 86 Blastozysten wie-
sen 12 (13,9 %) genetische Verdnde-
rungen wie Tri-, Tetraploidie, Mono-,
Tri- oder Tetrasomie auf. Zusatzlich
suchte Evsikov bei Blastozysten nach
Mosaikformen, welche mit nur

10,5 % eine signifikant niedrigere
Inzidenz aufwiesen als bei friiheren
Embryonenstadien (bis zu 50 %).
Evsikov schloB aus seinen Ergebnis-
sen, daf die Selektion der abnormen
Embryonen beim Ubergang vom
Morula- zum Blastozystenstadium
geschieht [12].

Diverse weitere Studien beschaftig-

ten sich mit der Inzidenz chromoso-
maler Aberrationen bei Embryonen

nach IVF [13-18].

Um das Problem des Transfers chro-
mosomal anomaler Embryonen an-
zugehen, ergeben sich grundsatzlich
zwei Moglichkeiten:

1. Die ,nattrliche” Selektion durch
Verlangerung des extrakorporalen
Intervalls (Blastozystentransfer).

2. Die Prdimplantationsdiagnostik:
Am Tag 3 werden 2 Zellen der
8-Zell-Embryonen biopsiert und
mittels FISH auf Chromosomen-
anomalien untersucht.

Die grolRen Nachteile der Praimplan-
tationsdiagnostik sind die Invasivitat
und der Umstand, dalt dadurch auch
gesunde Embryonen biopsiert wer-
den. Im weiteren ist dieses Verfahren
mit Inkrafttreten des Bundesgesetzes
Uber die Fortpflanzungsmedizin in
der Schweiz nicht zulassig.

Die bisherigen niedrigen Implan-
tations- und Schwangerschaftsraten
lassen sich zu einem grofRen Teil auf
chromosomale Anomalien zuriick-
fihren. Durch den Blastozystentrans-
fer wird eine natiirliche Selektion
dieser genetisch alterierten Embryo-
nen vor dem Embryotransfer ange-
strebt. Dadurch werden Embryonen
mit einem hoéheren Entwicklungspo-
tential transferiert, da die Embryonen
mit Chromosomenanomalien sich
nicht zum Blastozystenstadium ent-
wickeln [19]. Durch den Blasto-
zystentransfer wird aulerdem eine
bessere Synchronisation mit der
Endometriumentwicklung ermdglicht.
Bei der naturlichen Konzeption
erreicht der Embryo am Tag 5-6 das
Uteruskavum. Dies kann beim Bla-
stozystentransfer, welcher am Tag 5
vorgenommen wird, optimal imitiert
werden, wihrend beim Tag 2-Trans-
fer das Endometrium auf die Implan-
tation noch nicht optimal vorbereitet
ist [20].

Durch die positive Selektion der
genetisch normalen Embryonen vor
dem Transfer 1dBt sich die Zahl der
zu transferierenden Embryonen
senken und somit auch das Risiko
einer Mehrlingsschwangerschaft
klein halten [21]. Ein weiterer Vorteil
der extrakorporalen Selektion besteht
darin, daf8 weniger Embryonen mit
chromosomalen Aberrationen kryo-
konserviert werden und daf8 sich
somit auch die Resultate der Auftau-
zyklen verbessern lassen sollten.

Erfahrungen am Kantonsspital Baden

Seit der Einfiihrung des Blastozysten-
transfers anfangs September 1998
konnten innert kiirzester Zeit die
Implantations- und Schwangerschafts-
raten von ca. 17 % bzw. 26 % auf
30 % bzw. 40 % gesteigert werden.
Diese Verbesserungen beruhen wahr-
scheinlich zum groBten Teil auf der
vorgezogenen natiirlichen Selektion.
Die gleichzeitige Steigerung der Fer-
tilisierungsrate laRt aber noch weitere
Einfllisse vermuten.



Der Fertilisierungserfolg hangt einer-
seits von der Anzahl entnommener
Eizellen ab, welche von der Stimula-
tionsmethode beeinfluSt wird, ande-
rerseits ist die Laborarbeit ein ganz
entscheidender Faktor. Die Hormon-
behandlungen wurden zwischen
1996 und 1998 nicht gedndert, je-
doch diirften bessere Laborbedingun-
gen (neue Kulturmedien, zusatzliche
CO,-Inkubatoren, geheizte Objekt-
tische bei allen Mikroskopen, redu-
zierte Raumbeleuchtung, neues
Follikelpunktionsbesteck) die verbes-
serten Fertilisierungsraten erkldren.

Ungeklart bleibt hingegen die trotz
gleicher Bedingungen erfolgte, signifi-
kante Steigerung der Anzahl gewon-
nenen Oozyten im Jahr 1998. Dabei
[aBt sich die Hypothese, dal die
Oozytenqualitit mit zunehmender
Anzahl entnommener Eizellen sinke,
nicht bestétigen. Die erhohten
Schwangerschafts- und Geburtenra-
ten gehen parallel mit der Steigerung
der Implantationsrate. Daraus 143t
sich schlieRen, dall die unbefriedi-
genden Resultate des Tag 2-Transfers
hauptsachlich auf Implantationsver-
sagen anomaler, nicht lebenstaugli-
cher Embryonen beruhen. Zusétzlich
wird eine bessere Synchronisation
mit dem Endometrium erreicht, wo-
mit der Tag 5-Transfer die physiologi-
schere Methode mit mehr Erfolgsaus-
sichten darstellt.

Eine Folge der verldngerten Selektions-
zeit ist die verminderte Anzahl der fiir
die Kryokonservierung zur Verfligung
stehenden Embryonen. Das driickt
sich auch in den Zahlen aus: Wah-
rend es im Jahr 1996 beim Tag 2-
Transfer insgesamt zu 25 Zyklen mit
Kryokonservierung kam, beschrénkte
sich 1998 die Anzahl der Kryokonser-
vierungen auf 19 Zyklen. Es konnten
1996 123, 1998 nur 101 Embryonen
kryokonserviert werden. Diese soll-
ten jedoch qualitativ besser sein, was
sich in der Folge auch in verbesserten
Resultaten in den Auftauzyklen aus-
driicken sollte. Das Argument, dafs
beim Tag 2-Transfer noch ein groRRes
Potential in den kryokonservierten
Embryonen stecke, mul$ relativiert

werden, da noch keine Selektion
genetisch defekter Embryonen statt-
finden konnte. Somit kénnen beim
Tag 2-Transfer wohl mehr Embryonen
kryokonserviert werden, welche je-
doch insgesamt auch mehr geneti-
sche Defekte aufweisen.

Die eigenen Erfahrungen mit Auftau-
zyklen nach Blastozystentransfer sind
bis jetzt noch zu klein, um Aussagen
machen zu konnen. Jedoch sollte bei
den verbesserten Resultaten des Bla-
stozystentransfer ein Auftauzyklus
auch weniger oft nétig sein, da ver-
mehrt schon der erste Versuch zum
gewiinschten Erfolg fiihrt. Ein weiteres
eindriickliches Resultat findet sich im
Verhiltnis erreichter Schwangerschaf-
ten pro transferierten Embryonen.
Dieses Verhdltnis konnte durch den
Blastozystentransfer verdoppelt wer-
den: Von 11,58 % (1996) erhohte
sich die Zahl auf 22,67 % (1998).
Aufgrund der zu kleinen Stichprobe
konnte jedoch keine statistische
Signifikanz nachgewiesen werden.
Die grolite Bedeutung dieser Verbes-
serung liegt darin, dafd sich so mit
weniger transferierten Embryonen
hohere Schwangerschaftsraten erzie-
len lassen und somit die Gefahr von
Mehrlingsschwangerschaften deut-
lich reduziert wird. Wahrend unserer
Studie kam es beim Tag-2-Transfer zu
zwei Zwillingsschwangerschaften,
beim Blastozystentransfer trat keine
Zwillingsschwangerschaft auf.

Insgesamt konnten also im Kantons-
spital Baden die Resultate in der
Reproduktionsmedizin verbessert
werden. Das Ziel einer Schwanger-
schaftsrate von 50 % diirfte erreichbar
sein, vor allem auch zusammen mit
den weiteren technischen Verbesse-
rungen wie dem ultraschallgesteuer-
ten Transfer. Fiir weitere Analysen
des Blastozystentransfers wéren eine
Multizenterstudie oder ein langerer
Beobachtungszeitraum empfehlens-
wert, weil dadurch ein gréBBeres
Patientenkollektiv untersucht werden
konnte.

Diese Arbeit basiert auf einer retro-
spektiven Matched-Pair-Analyse,

deren Vorteil darin liegt, daf die
zwei zu untersuchenden Gruppen
vergleichbar sind. Die Patientinnen,
welche sich einem Blastozystentrans-
fer unterzogen haben, stimmen in
Alter, Indikation und Anzahl entnom-
mener Oozyten mit der Vergleichs-
gruppe Uberein, ndmlich Patientinnen,
welche einen Tag-2-Transfer erhiel-
ten. Ein Nachteil liegt darin, dafl auf
diese Weise viele Patientinnen mit
Tag-2-Transfer nicht in die Studie
einbezogen werden konnten, weil
sich keine Paarungen mit Patientin-
nen mit Blastozystentransfer ergaben.
Der Vorteil einer retrospektiven Stu-
die liegt in der kurzen Zeitdauer, in
welcher die Studie durchgefiihrt wer-
den kann. Da alle Daten bereits vor-
liegen, konnen sie direkt verarbeitet
werden. Ein Nachteil liegt jedoch
darin, daf Verzerrungen infolge
mangelhafter Dokumentation der
wichtigen Daten auftreten kdnnen.
Patientinnen mit liickenhafter Doku-
mentation fallen daher ebenfalls aus
der Studie. Aullerdem konnen Fehler
in einer Dokumentation kaum aufge-
deckt werden. Zu empfehlen wire
eine randomisierte prospektive Fall-
Kontroll-Studie, wobei diese in die-
sem Gebiet aus ethischen und psy-
chologischen Griinden schwierig
sein drfte. Es fainden sich wohl nur
wenige Patientinnen, welche sich fir
eine solche Studie bereit erkldren
wiirden.
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