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Follicular growth after xenotrans-
plantation of cryopreserved/
thawed human ovarian tissue in
SCID mice

S. Ayuandari’?, K. Winkler-Crepaz', S. Hofer',

M. Paulitsch', C. Wagner', L. Horling', L. Wildt',

S. C. Ziehr3

'Department of Gynecological Endocrinology and
Reproductive Medicine, Innsbruck Medical University,
Austria,; ?Department of Obstetrics and Gynecology,
Gadjah Mada University, Indonesia, °A.R.T. Bogenhau-
sen, Munich, Germany

Background The outcome of cryopreserva-
tion and thawing procedures applied to pre-
serve human ovarian tissue prior to gonado-
toxic treatments still needs to be assessed be-
fore retransplantation. Xenotransplantation is
the best experimental approach for quality as-
sessment prior to autotransplantation. How-
ever, the optimal observation period of xeno-
transplantation to observe follicular growth
and the molecular mechanism of follicular
growth initiation in xenotransplantation pro-
cedure is still unclear. Therefore, the aim of
this study is to evaluate follicle development
after cryopreserved/thawed human ovarian
tissue xenotransplantation in SCID mice.

Methods Cryopreserved/thawed human ovar-
ian tissue obtained from cancer patients (n =
10) was thawed by using a rapid thawing pro-
tocol with 30 seconds of warming at room
temperature, followed by 2 minutes at 37 °C
in a waterbath, and 3 washing steps in a su-
crose gradient. Thawed tissue was cut into
3-mm pieces and transplanted into 6-week-
old SCID mice (n = 46) divided into 4 groups

* Ein alphabetisches Verzeichnis der prisentieren-
den Autoren finden Sie auf Seite 218.

of observation periods: 4, 8, 12, and 16
weeks. Two 3-mm pieces of human ovarian
tissue were transplanted into a subcutaneous
neck pouch of each recipient mouse. By the
end of the observation period, the morpho-
logical features of the grafts were evaluated.

Result From a total of 47 mice, 46 (97.8 %)
survived the operation and entire observation
period. So far, all grafts have been recovered
and were macroscopically comparable to pre-
graft-controls with visible vascularization.
Seven mice are still under observation. The
graft recovery rate so far was 97.4 %, as 74
grafts out of 76 were found. After 4 weeks of
xenografting, the percentage of primordial
follicles was significantly reduced to 42.1 %
(n = 23) compared to pregraft-controls
(88.5 %, n =16). A significantly reduced per-
centage of primordial follicles was also ob-
served after 8, 12, and 16 weeks of grafting
24.1 %, 21.4 %, 6.7 % respectively, n = 10
per group). In contrast, the percentage of
growing follicles significantly increased after
4, 8, 12, and 16 weeks of grafting (30.8 %,
50.0 %, 57.1 %, and 70.0 %) compared to
only 1.6 % in pregraft-controls. Antrum for-
mation was already observed within 12 and
16 weeks.

Conclusion The optimal observation period
in cryopreserved/thawed human ovarian tis-
sue xenotransplantation is 12-16 weeks as
antrum formation has been observed in these
periods. Therefore based on the results of
this study, future xenotransplantation exper-
iments might be conducted more efficiently.
Comparable to other authors, rapid increase
of growing follicles along with fast decrease
of primordial follicles was also observed in
this study. Therefore, these findings lead to
further investigation of molecular mecha-
nisms in follicular growth initiation after hu-
man ovarian tissue xenotransplantation.

Psychiche Belastungsaspekte bei
Kinderwunsch und deren Bewalti-
gung aus Sicht der Paare

K. Brandt
IVF-Zentren Prof. Zech, Bregenz

In der Wissenschaft bestehen kontroverse Er-
kenntnisse zu der Fragestellung, ob und in-
wieweit das Entstehen einer Schwanger-
schaft nicht nur durch biologisch-medizini-
sche Aspekte bestimmt wird, sondern auch
durch psychische. Im IVF-Zentrum Bregenz
wurden daher 400 in Behandlung befindliche
Frauen und Minner zu dieser Thematik be-
fragt. Die Ergebnisse dieser Befragung wer-
den prisentiert und mogliche Schlussfolge-
rungen daraus diskutiert.

Ergidnzend wird berichtet, wie sich der Ein-
satz von Hypnosetechniken auf die Aspekte
auswirkt, die von den behandelten Frauen als
belastend geschildert werden und Thema der
psychologischen Konsultationen sind. Von
arztlicher Seite konnen diese Belastungs-
aspekte als wertvolle Hinweise genutzt wer-
den, um Paaren den Sinn einer psychologi-
schen Begleitung der Kinderwunschbehand-
lung nahezubringen.

Vitamin D bei Kinderwunsch und
in der Schwangerschaft

M. Brunbauer, M. Swoboda, L. Loimer
Kinderwunschklinik Dr. Loimer, Wien

In den vergangenen Jahren gab es zusehends
mehr Studien zum Thema Vitamin D in der
Phase des Kinderwunsches und der Schwan-
gerschaft. Die biomedizinische Literatur be-
legt einen hdufigen Mangel an Vitamin D in
der Bevolkerung. Es gibt Hinweise, dass ein
niedriger Vitamin-D-Spiegel mit einer redu-
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zierten Fruchtbarkeit, dem Vorhandensein
von Endometriose und dem PCO-Syndrom
verbunden ist.

Beobachtungsstudien finden auch eine ho-
here Inzidenz von Priaeklampsie, Friihge-
burt, bakterieller Vaginose und Gestations-
diabetes bei Frauen mit niedrigem Vitamin-
D-Spiegel.

Gleichzeitig warnt der Beipackzettel eines
hiufig verwendeten Vitamin-D-Priparates,
dass bei Schwangeren nicht mehr als 400
IE/d eingenommen werden sollen. Leider
reicht diese Dosierung bei den meisten Pati-
enten nicht aus, um den Spiegel auf den unte-
ren Normwert zu heben. Wie passen diese Er-
kenntnisse zusammen?

Der Vortrag gibt einen Uberblick iiber das
derzeit gesicherte Wissen iiber Vitamin D
in der Zeit um den Kinderwunsch und die
Schwangerschaft. Praktische Therapieemp-
fehlungen werden genauso besprochen wie
die Frage: ,, Kann ich iiber das Ziel hinaus-
schiefen; ist eine Uberdosierung moglich? “

Medikamentoses Management bei
gestorter Frithschwangerschaft:
Analyse der Erfolgsrate eines neu-
en Protokolls an der Frauenklinik
Innsbruck

V Colleselli, C. Brunner, T. Bartosik, A. Ciresa-Konig,
L. Wildt, B. Seeber

Department Frauenheilkunde, Univ.-Klinik fiir gynéko-
logische Endokrinologie und Reproduktionsmedizin,
Mediizinische Universitat Innsbruck

Einleitung Die medikamentose Therapie bei
gestorter Frithschwangerschaft stellt fiir viele
betroffene Frauen eine attraktive, nichtinvasi-
ve Behandlungsmoglichkeit dar. Sowohl in
der Praxis als auch in der Literatur kommen
zahlreiche verschiedene Protokolle zum Ein-
satz und es werden stark variable Erfolgs-
raten beobachtet. Auch in Osterreich gibt es
keine einheitlichen Leitlinien. An der Univer-
sitdtsklinik Innsbruck wurde im Mirz 2012
ein neues Protokoll zur medikamentdsen
Therapie bei gestorter Friihschwangerschaft
(Missed Abortion/Windei) etabliert. Hierbei
erhalten die Patientinnen nach eingehender
Aufkldrung iiber die verschiedenen Behand-
lungsoptionen (chirurgisch, medikamentos
oder abwartend) ambulant 200 mg Mifepris-
ton (Mifegyne®) und werden anschlieBend
3648 Stunden spiter tagesklinisch zur vagi-
nalen Verabreichung von 800 mcg Misopros-
tol (Cyprostol®) aufgenommen. Begleitend
erhalten alle Patientinnen eine prophylakti-
sche antiemetische und analgetische Therapie.

Ziel Die vorliegende Studie dient der Uber-
priifung dieses Protokolls und dessen Er-
folgsrate anhand retrospektiver Analyse der
Patientinnen, die im Zeitraum von 1. Mirz
2013 bis 28. Februar 2014 anhand des oben
genannten Schemas behandelt wurden.

Methoden Patientinnen wurden anhand der
ICD-10-Codes 002.0 und O02.1 ermittelt.
Mehrlingsschwangerschaften wurden von
der Auswertung ausgeschlossen. Die Be-
handlung wurde als erfolgreich gewertet,
wenn die Patientin im Anschluss an die me-
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dikamentose Therapie keine chirurgische Be-
handlung benétigte. Ein Vergleich wurde mit
Daten aus unserer vorhergehenden Studie mit
dem vormals angewendeten Medikamenten-
schema (2006-2012) mit einer Erfolgsrate
von 60 % durchgefiihrt.

Resultate Insgesamt wurden bisher 74 Pati-
entinnen in die Auswertung eingeschlossen.
Im Gesamtkollektiv beobachteten wir eine
Erfolgsrate von 85 %. Unterteilt nach Dia-
gnose (Missed Abortion vs. Windei) zeigte
sich kein signifikanter Unterschied (82,5 %
vs. 92,3 % erfolgreich; p = 0,378).

Schlussfolgerung Durch die Anpassung des
medikamentdsen Schemas konnte eine Stei-
gerung der Erfolgsrate von 62 % auf 85 % er-
reicht werden. Diese Verbesserung kann so-
wohl auf das optimierte Medikamentenproto-
koll als auch auf die Etablierung eines stan-
dardisierten Behandlungsablaufs zuriickge-
fiihrt werden. Mit 85 % erreicht die Erfolgs-
rate einen Wert vergleichbar zu publizierten
Daten in der Literatur und ist akzeptabel im
Vergleich zu ca. 99 % Erfolg bei chirurgi-
scher Therapie. Daher sind wir zuversicht-
lich, dass dieses Behandlungskonzept in Zu-
kunft Osterreichweit akzeptiert und imple-
mentiert werden wird.

Neutrophin BNDF and NGF and
their receptors in deep infiltrating
endometriosis and the implication
of innervation: an immunohisto-
chemical study

A. Dewanto"?, R. Gliickert, J. Dudas®, E. Miiller-
Holzner, S. Mechsner®, A. Schrott-Fischer®, B. Seeber’,
L. Wildt

'Department of Gynecological Endocrinology and
Reproductive Medicine, Innsbruck Medical University,
Austria, ?Department of Obstetrics and Gynecology,
Gadjah Mada University, Indonesia; *Department of
Otolaryngology and “Department of Obstetrics and
Gynecology, Innsbruck Medical University, Austria;
°Department of Gynecology, Charite, Berlin, Germany

Background The role of the neurotrophins
NGF (neurotrophic growth factor) and BDNF
(brain-derived neurotrophic factor) in neural
growth and development is already known.
Recently, their role in cancer cell growth and
infiltration has been studied. BNDF seems to
be important in the infiltration process in ma-
lignant cells such as gastrointestinal cancer.
Meanwhile, the presence of the neutrophin
receptors trkA (tropomyosin related kinase
A), trkB, and p75 is important to determine
the fate of tumour cells. In endometriosis, this
complex system has not fully elucidated yet.
Therefore, the aim of the study was to study
innervation of endometriosis lesions through
the expression of BDNF and NGF and recep-
tor trkA, trkB, and p75 in deep infiltrating en-
dometriosis (DIE) in comparison to peritone-
al endometriosis (PE).

Methods PE lesions (n = 15) and DIE le-
sions (n = 15) were immunostained and an-
alysed with anti-BDNF, anti-NGF, anti-trkA,
anti-trkB, anti p75, anti-protein gene pro-
duct 9.5 (PGP9.5) specific markers for in-
tact nerve fibres, and anti-tyrosine hydroxy-

lase (TH) specific markers for sympathetic
nerve fibres.

Result The percentage of BDNF-positive
immunostaining cells was greater than 75 %
in both groups. Both gland and stroma cells
of DIE lesions had a lower percentage of
NGF-positive immunostaining cells com-
pared to those in PE lesions (p < 0.041 and
p <0.015, respectively). There was no signif-
icant reduction in the trkA-positive immu-
nostaining cells, which are the main NGF re-
ceptor, results in DIE lesions. Although
BDNF-positive immunostaining cells were
equally high in both groups, the major BDNF
receptor, trkB, in stroma only showed lower
percentage of immunostaining cells in PE
compared to in DIE (p < 0,013). The percent-
age of p75-positive staining cells in DIE tis-
sues tended to be higher than in PE tissue,
though not statistically significant. The mean
nerve density per mm2 of TH-positive immu-
nostaining nerve fibres was 5-fold greater in
DIE than in PE (2007.17 + 879.58; 387.83 +
86.89). There was a 2-fold greater number of
PGP9.5 positively immunostaining nerve fi-
bres in DIE compared to PE (7094 + 3025;
3834 £ 851).

Conclusion Our results show that BDNF-
trkB signalling is higher in DIE lesions com-
pared to PE lesions because of the observed
corresponding low abundance of trkB in PE.
This may imply that BDNF-trkB signalling is
important for the infiltrating process of endo-
metriosis cells. On the other hand, NGF-trkA
signalling, which was lower in DIE compared
to PE, does not play a similar role. Based on
the higher percentage of p75 positively stain-
ing cells in DIE, this receptor is likely not a
marker of apoptosis, as has been shown in
certain cancers, but instead may be a marker
of cell growth.

Der G-Protein-gekoppelte Rezep-
tor (PGR) 55 und seine Funktion
in der humanen Plazenta

J. Kremshofer, V. M. Berghold, G. Moser, M. Siwetz,
A. Blaschitz, M. Sundl, B. Huppertz, M. Gauster
Institut fiir Zellbiologie, Histologie, Embryologie,
Medizinische Universitét Graz

Einleitung Plazentazotten werden im inter-
villésen Raum vom miitterlichen Blut um-
spiilt und sind daher fiir den Gas- und Nihr-
stoffaustausch zwischen Mutter und Kind es-
senziell. Aus diesem Grund ist eine intakte
Ausbildung der fetalen Blutgefife innerhalb
der Zotten von immenser Bedeutung. Der G-
Protein-gekoppelte Rezeptor 55 spielt zu-
sammen mit seinem Liganden Lysophospha-
tidylinositol (LPI) eine Rolle in der Angio-
genese, seine Aufgaben in der Plazenta sind
aber weitgehend unerforscht. Des Weiteren
zeigen Studien, dass die GPR55-Expression
im Fettgewebe adiposer Frauen erhoht ist. Ob
zwischen dieser erhohten Expression und der
Entwicklung von Feten adiposer Miitter ein
Zusammenhang besteht, ist noch ungeklért.

Methoden Um die physiologische Rolle des
GPRS5S5 in der humanen Plazenta aufzukla-
ren, wurde dessen Expression mittels gPCR
in Plazentagewebe aus dem ersten Schwan-
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gerschaftsdrittel und post partum bestimmt
und der Rezeptor mittels Immunhistochemie
(IHC) lokalisiert. Dieselben Methoden wur-
den verwendet, um ein geeignetes Zellmo-
dell zu finden. Mit primiren Endothelzellen
aus der humanen Plazenta (,,placental arteri-
al endothelial cells* [PAECs]) wurden dann
erste Versuche zum Einfluss von LPI auf
Zytotoxizitit (LDH-Assay) und Migration
(Wound-healing Assay) durchgefiihrt. Wei-
ters wurden die Zellen mit TNF-a und IL-6
inkubiert, zwei bei Adipositas verstidrkt aus-
geschiittete Zytokine.

Resultate Die IHC der Plazentaproben zeig-
te eine Expression des Rezeptors am fetalen
Endothel kleinerer Blutgefifie, besonders bei
BlutgefidBen direkt unter dem Trophoblast.
GroBere Blutgefifie zeigten unterschiedlich
starke Rezeptorexpressionen, wobei Arterien
im Vergleich zu Venen eine hohere GPR55-
Expression aufwiesen. Nachdem Expressi-
onsexperimente eine nennenswerte Menge
an GPRS55 in PAECs zeigten, wurden weite-
re Zellkulturexperimente mit diesen priméren
Zellen durchgefiihrt. Der LDH-Assay zeigte
eine Abnahme der Zellviabilitit mit steigen-
der LPI-Konzentration. Bei einer Konzentra-
tion von bis zu 5 uM LPI wiesen PAECs eine
gehemmte Migration auf. Die Behandlung
dieser Zellen mit TNF-o und IL-6 zeigte eine
erhohte Rezeptorexpression im Vergleich zu
unbehandelten Zellen.

Schlussfolgerung GPRS55 wird in der huma-
nen Plazenta bereits ab dem ersten Schwan-
gerschaftsdrittel exprimiert und zeigt eine be-
sonders starke Ausbildung am Endothel klei-
nerer BlutgefiBle. Eine Stimulierung durch
LPI, dem natiirlich vorkommenden GPR55-
Liganden, beeinflusst Apoptose und Migrati-
on von Endothelzellen. Der Anstieg der Re-
zeptorexpression als Reaktion auf TNF-a
und IL-6 gibt einen Hinweis darauf, dass
GPRS5S5 bei der Entstehung und dem Verlauf
von Adipositas und damit verbundenen Er-
krankungen eine Rolle spielen konnte.

Ist es Zeit, die Dogmen des Folli-
kelmonitorings und des optima-
len Zeitpunkts des hCG-Triggers
zu iiberdenken?

M._Murtinger, J. Okhowat, V. Eichel, S. Baldauf,
H. Zech, B. Wirleitner, M. Schuff, N. H. Zech
IVF-Zentren Prof. Zech, Bregenz

Einleitung Die hormonelle Stimulation der
Ovarien, das Follikelwachstum und der op-
timale Zeitpunkt zur Setzung des hCG-Trig-
gers sind die Grundlage einer erfolgreichen
Behandlung in der IVFE. Bislang basierte die
Gabe des hCG primir auf dem Wachstum
des Leitfollikels bzw. der 3 grofiten Follikel.
Mit Optimierung der Ultraschalltechnologie
und der Verbesserung der Auswertbarkeit der
Daten kann nun das Wachstum des gesam-
ten Follikelpools besser iiberwacht und aus-
gewertet werden. Damit ergeben sich neue
Moglichkeiten fiir die Bestimmung des opti-
malen Auslosezeitpunkts.

Methoden In unserer Studie wurden 1217
Stimulationen ausgewertet. Die hormonelle

Stimulation wurde nach dem langen GnRH-
Agonisten-Protokoll (Long-Protocol) durch-
gefiihrt. Das Stimulationsmonitoring erfolgte
ab dem 6. Stimulationstag alle 2 Tage mittels
transvaginaler 3-dimensionaler Ultrasono-
graphie (Voluson E8, GE Medical Systems,
Kretztechnik, Zipf, Austria) bis zum Tag der
hCG-Applikation. Als neue Strategie wur-
de das Kriterium zur Bestimmung des Aus-
l1osezeitpunkts zur hCG-Gabe nicht nach den
3 groften Follikeln, sondern aufgrund des
Wachstums der Follikelkohorte entschieden.
Die OPU erfolgte etwa 35 h nach der hCG-
Gabe. Retrospektiv wurden das Profil des
Follikelpools hinsichtlich Groe und Volu-
men sowie die Anzahl und Qualitdt der ge-
wonnenen Eizellen und das Outcome ausge-
wertet.

Resultate Insgesamt wurden aus den 1217
Stimulationen und OPUs nach dem Long-
Protocol 25.957 Follikel zwischen 2 und
30 mm ausgewertet. Aus den durchschnitt-
lich 21,3 Follikeln, die pro Patient gemes-
sen wurden, konnten im Mittelwert 10,8 Ku-
mulus-Oozyten-Komplexe (COCs) und 8,8
MII-Eizellen gewonnen werden. Eine Ver-
teilung der gewonnenen Eizellen auf die un-
terschiedlichen FollikelgroBenkohorten wird
prisentiert.

Schlussfolgerung Die heute allgemeingiil-
tigen Dogmen zur Follikelzahl und Follikel-
grofle zum Zeitpunkt des hCG-Triggers ba-
sieren auf Studien, die auf konventionellem,
2-dimensionalem Ultraschall beruhen. Bei
diesem jedoch ist eine exakte ultrasonogra-
phische Erfassung des Follikels jedoch nicht
moglich. Dank innovativer Neuerungen im
Bereich der Ultraschalldiagnostik wie dem
auf der 3-dimensionalen Ultrasonographie
basierenden Sono-AVC lassen sich Follikel-
grole und -volumina — auch in einer gro-
Ben Kohorte — exakter erfassen. Mittels die-
ser Technik lassen sich daher auch kleinere
Follikel genauestens vermessen. Die Quanti-
tit und Qualitit der beim OPU gewonnenen
Oozyten héngt nicht nur entscheidend vom
richtigen ~ Stimulationsprotokoll, sondern
auch von der addquaten Stimulationsiiber-
wachung und dem damit verbundenen kor-
rekten Zeitpunkt der Auslosung ab. Anhand
der hier présentierten Daten vertreten wir den
Standpunkt, dass die Festlegung des Auslose-
zeitpunktes anhand des Leitfollikels (16—
18 mm) bzw. anhand der 3 groBten Follikel
(18-20 mm) als Goldstandard kritisch hinter-
fragt und revidiert werden sollte.

Vergleich der Methoden zur Sa-
menaufbereitung fiir IVF und ICSI
im Hinblick auf die DNA-Integritat
der therapeutisch verwendetet
Samenzellen

S. Ehmann, M. Schenk

Das Kinderwunsch Institut Schenk GmbH, Dobl,
Austria

Introduction In recent years it has been
demonstrated repeatedly that DNA frag-
mentation has an impact on fertilisation rate
and is associated with a higher abortion rate.

Furthermore, the techniques of assisted re-
production are increasingly gaining impor-
tance.

From today’s perspective, it is thought that
the different methods for semen prepara-
tion have different effects on the reduction of
DNA strand breaks.

Methods Aim of this work was to compare
3 different methods of preparation in terms
of reduction of DNA-fragmentations. Twen-
ty participants took part in the study and 3
methods were used; swim-up, density-gra-
dient centrifugation, Zech-selector. The dif-
ferent results from the methods were com-
pared to the native semen based on the reduc-
tion of DNA strand breaks. To identify DNA
strand breaks, the method used in this study
was the SCD (Sperm Chromatin Dispersion)
test as this test is commonly used in IVF lab-
oratories. A significant result of reduction of
strand breaks with the techniques was estab-
lished with swim-up (p = 0.002) and Zech-se-
lector (p = 0.009).

Results When comparing the methods
swim-up and Zech-selector, no significant
difference was recorded. At the same time a
reduction of fragmented sperm DNA by us-
ing the density-gradient centrifugation was
not possible. Finally, there are numerous
methods for detection of DNA strand breaks,
but not all are suitable for routine use.

Biomarkers of oxidative stress as
a valuable means to support the
selection process of viable human
embryos for transfer

L. Hofmann', E. M. Thon-Gutschia’, S. Vujisic?,

M. Schenk?, D. Kastelic®, E. Zinser'

'FH JOANNEUM, Biomedizinische Analytik, Graz,
Austria; ?BetaPlus Center for Reproductive Medicine,
Zagreb, Croatia; *Das Kinderwunsch Institut Schenk
GmbH, Dobl, Austria

Introduction Infertility is an increasing prob-
lem in our society. To overcome infertility
problems, affected couples are searching for
help that can be provided by means of assist-
ed reproductive techniques (ART). In the
case of in vitro fertilization (IVF), the success
for achieving pregnancy is around 25-30 %.
Not all pregnancies, however, result in the
birth of a healthy baby. About 20 % of initial
pregnancies result in abortion and around 5 %
are extrauterine pregnancies. Those indicate
the importance of embryo selection for via-
bility before implantation. There is increas-
ing evidence that embryo selection based on
the evaluation of the stage-specific morphol-
ogy is not satisfactory to predict its develop-
mental potential. Therefore, identification of
relevant molecular viability markers feasible
to predict highest probability of establishing
a healthy pregnancy and live birth is crucial.
The combination of morphology with rele-
vant biochemical markers could improve em-
bryo selection, reduce the number of multiple
pregnancies, and increase the overall IVF
success rate. Many factors influencing human
fertility are attributed to oxidative stress. Oxi-
dative stress (OS) plays an important role in
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human reproduction. Moderate concentra-
tions of reactive oxygen species (ROS) are re-
quired for numerous physiological processes.
Higher concentrations of ROS, however, are
detrimental. Consequently, it is important to
determine the level of OS during IVF. The
definition of thresholds between physiologi-
cal and pathological concentrations of oxida-
tive stress is of particular importance. There-
fore, reliable methods for measurement of OS
damage should be established.

Methods Concentration of carbonyl proteins
was determined using an optimized enzyme
linked immune assay (ELISA) method previ-
ously described by Buss and Alamdari with
slight modification.

Results Will be presented.

Association of serum vitamin D
levels with hypogonadism in men

E. Lerchbaum?, S. Pilz"-%, C. Trummer’, T. Rabe?,

M. Schenkt, A. C. Hejboer®, B. Obermayer-Pietsch’
'Division of Endocrinology and Metabolism, Depart-
ment of Internal Medicine, Medical University of Graz,
Austria; *University Women'’s Hospital, Heidelberg,
Germany; 3Department of Epidemiology and Biostatis-
tics and EMGQO Institute for Health and Care Research,
VU University Medical Center, Amsterdam, The Neth-
erlands, *Das Kinderwunsch Institut Schenk GmbH,
Dobl, Austria; *Department of Clinical Chemistry,

VU University Medical Center, Amsterdam, The Neth-
erlands

Objective There is inconsistent evidence on
a possible association of vitamin D and an-
drogen levels in men. We therefore aim to in-
vestigate the association of 25-hydroxyvita-
min D (25[OH]D) with androgen levels in a
cohort of middle-aged men.

Design Cross-sectional study.
Patients 225 men aged 35 (30-41) years.

Measurements We measured 25(OH)D, to-
tal testosterone (TT), free testosterone (FT),
and SHBG concentrations.

Results We found no significant correlation
of 25(OH)D and androgen levels. Further,
androgen levels were not significantly dif-
ferent across 25(OH)D quintiles. The over-
all prevalence of hypogonadism was 21.5 %
and lowest in men within 25(OH)D quintile 4
(82-102 nmol/). We found a significantly in-
creased risk of hypogonadism in men within
the highest 25(OH)D quintile (> 102 nmol/l)
compared to men in quintile 4 (reference)
in crude (OR 5.10, 1.51-17.24; p = 0.009)
as well as in multivariate adjusted analysis
(OR 9.21, 2.27-37.35; p = 0.002). We found
a trend towards increased risk of hypogona-

dism in men within the lowest 25(OH)D
quintile (< 43.9 nmol/l).

Conclusions Men with very high 25(OH)
D levels (> 102 nmol/l) are at an increased
risk of hypogonadism. Further, we observed
a trend towards increased risk of hypogona-
dism in men with very low vitamin D levels
indicating a U-shaped association of vitamin
D levels and hypogonadism. With respect to
risk of male hypogonadism, our results sug-
gest optimal serum 25(OH)D concentrations
of 82—102 nmol/l.

Hat das ABO-Blutgruppensystem
einen Einfluss auf die ovarielle
Reserve und das Outcome einer
ART-Behandlung?

D. Spitzer, L. Wohlfart, J. Stadler, C. Corn,
B. Wirleitner, M. Schuff, N. H. Zech
IVF-Zentren Prof. Zech, Salzburg/Bregenz

Einleitung Einige an IVF-Patientinnen durch-
gefiihrte Studien postulieren einen Zusam-
menhang zwischen der Blutgruppenzugeho-
rigkeit einerseits und dem Risiko fiir ein ova-
rielles Hyperstimulationssyndrom (OHSS)
sowie auch einer verminderten ovariellen
Reserve (OR) andererseits. Wir versuch-
ten zu klédren, ob tatsichlich ein Zusammen-
hang zwischen der Blutgruppenzugehorig-
keit (ABO-System) und der OR bzw. dem
Schwangerschafts-Outcome besteht.

Methoden In einer retrospektiven Studie
der IVF-Zentren Prof. Zech Salzburg wurden
1889 IVF-Zyklen zwischen 2005 und 2012
in Hinsicht auf die Blutgruppenzugehorig-
keit der Frau anhand zweier Altersgruppen
(I: 21-36 Jahre und II: 37-43 Jahre) unter-
sucht und ausgewertet. Es wurden die Art der
kontrollierten ovariellen Stimulation (iiber-
wiegend langes GnRH-Agonisten-Protokoll),
die Anzahl der Kumulus-Oozyten-Komple-
xe (KOK), der Metaphase-II- (MII-) Oozy-
ten, die Fertilisierungsrate (FR), die Schwan-
gerschaftsrate (SSR), die Ongoing-pregnan-
cy-Rate (OPR) und die Lebendgeburtenrate
(LGR) evaluiert.

Ergebnisse Innerhalb beider Altersgrup-
pen I (658 Frauen) und II (544 Frauen) be-
standen keine statistisch signifikanten Un-
terschiede hinsichtlich BMI, Rhesus-Faktor,
den verwendeten Stimulationsprotokollen
oder der angewendeten Fertilisierungstech-
nik. Auch beziiglich der Zahl der gewonne-
nen KOK und in der Folge der MII-Oozyten
und der FR ergaben sich zwischen den ver-
schiedenen Blutgruppen-Typen in beiden Al-
terskollektiven keine Unterschiede. Tabelle 1

ist das SS-Outcome der verschiedenen Blut-
gruppen-Typen in den beiden Altersgruppen
zu entnehmen.

Diskussion Da sich in den erhobenen Pa-
rametern (KOK, MII-Oozyten) das Fertili-
titspotenzial am besten widerspiegelt und
hier in den beiden Altersgruppen kein Un-
terschied bestand, konnten wir die Annahme,
dass Frauen mit Blutgruppe O eine niedrige-
re OR hitten, widerlegen. Es muss allerdings
berticksichtigt werden, dass sich diese Unter-
suchung ausschlieflich auf IVF-Patientinnen
kaukasischen Typs bezieht.

Schwangerschaft durch Luteal-
phasenstimulation bei Poor-Res-
ponder-Patientinnen

A. Stadler, G. Kommetter, S. Bulfon-Vog!
STERIGNOST Institut fiir Kinderwunschbehandlung
GmbH, Klagenfurt

Einleitung Poor-Responder-Patientinnen stel-
len speziell bei erhohtem FSH-Wert eine gro-
e Herausforderung in der téglichen IVF-Pra-
xis dar. Wir haben vor einigen Monaten be-
gonnen, solche Fille mit einer Lutealphasen-
stimulation zu behandeln. Diese Art der Sti-
mulation eroffnet eine neue Sichtweise auf
die ART-Behandlungen.

Methoden Die Lutealphasenstimulation wird
speziell bei Krebspatientinnen angewendet,
um schnellstmoglich Eizellen zu erhalten,
ohne das Intervall zur geplanten antitumora-
len Therapie zu verldngern. Vor einigen Mo-
naten ist eine chinesische Arbeit zur Luteal-
phasenstimulation bei jungen Frauen mit sehr
guten Ergebnissen erschienen. Wir haben nun
in unserem Institut die Stimulationstherapie
den Angaben dieser Arbeit [1] angepasst. Die
Behandlung wird nur begonnen, sofern nach
nachgewiesener Ovulation antrale Follikel
< 8 mm vorhanden sind. Die Stimulation er-
folgt mit einer HMG-Dosis von 225 IU unter
konkomitanter Gabe von Letrozol fiir min-
destens 5 Tage bis zu einer Follikelgro3e von
13 mm. Die Ovulationsinduktion erfolgt bei
mehreren Follikeln mit 18 mm oder 1 Follikel
mit 20 mm Durchmesser. Aufgrund der feh-
lenden Schleimhautsynchronisation miissen
die Embryonen kryokonserviert werden. Mit
dieser Art der Stimulation ist eine Antagonis-
tengabe hinfillig, da es in der Lutealphase
keinen vorzeitigen LH-Anstieg gibt.

Resultate Wir haben bisher bei 5 Paaren
den Riicktransfer durchgefiihrt, von denen 2
Frauen schwanger sind — eine davon bereits
in der 25. SSW. Die Ergebnisse der anderen 3
sind noch ausstéindig.

Tabelle 1: Spitzer D, et al. SS-Outcome der verschiedenen Blutgruppen-Typen in den beiden Altersgruppen.

ABO-Typ 0 A B AB
Alter (Jahre) 21-36 37-43 21-36 37-43 21-36 37-43 21-36 37-43
Zyklen (Anzahl) 370 363 421 413 54 38 123 107

@ Alter (Jahre; =) 31,9(x34) 39,7 (x20) 32,6(x3,1) 39, (x21) 31,3(x38 39,7 («18) 32,1 (3,1 39,3 (+ 2,0)
SSR (%) 185 (50) 125 (34,4) 218 (51,8) 144 (34,9) 29 (53,7) 13 (34,2) 64 (52,0) 36 (33,6)
OPR (%) 153 (41,4) 95 (26,2) 179 (42,5) 108 (26,2) 23 (42,6) 11 (28,9) 55 (44,7) 27 (25,5)
LGR (%) 140 (378) 81 (22,3) 170 (40,4) 91 (22,0) 21(38,9) 10 (26,3) 49 (39.8) 23 (21,5)
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Unser Patientenkollektiv inkludierte bisher
Frauen zwischen 38 und 42 Jahren mit ana-
mnestisch mehrfachen frustranen IVF/ICSI-
Vorbehandlungen. Es zeigte sich stets eine er-
staunlich gute Eizellqualitt.

Schlussfolgerung Die erzielten Schwanger-
schaften traten bei Paaren mit langer ART-
Anamnese und schlechter Eizellqualitit bzw.
fehlendem Response ein. Durch Stimulati-
onsbeginn in der Zyklusmitte ist der FSH-
Basaltonus deutlich niedriger, was in unse-
ren Augen zur besseren Eizellqualitit fiihrt.
Womdéglich liegt der Grund hierfiir aber auch
am Wegfall der vorzeitigen Luteinisierung,
die in o. g. Arbeit erldutert wurde. Des Weite-
ren konnte auch die fehlende Notwendigkeit
eines GnRH-Antagonisten die Eizellqualitit
verbessern. Da wir heute durch die Vitrifikati-
on sehr gute Schwangerschaftsraten erzielen
konnen, gewinnt diese Stimulationsart an Be-
deutung. Durch Bestimmen des AFC (Folli-
kel < 8 mm) nach Ovulation kann bereits der
voraussichtliche Erfolg der Behandlung er-
kannt werden. Zusammenfassend scheinen
Patientinnen > 40 Jahre nicht von dieser Be-
handlung zu profitieren.

Literatur:

1. Kuang Y, Hong Q, Chen Q, et al. Luteal-phase
ovarian stimulation is feasible for producing compe-
tent oocytes in women undergoing in vitro fertiliza-
tion/intracytoplasmic sperm injection treatment, with
optimal pregnancy outcomes in frozen-thawed em-
bryo transfer cycles. Fertil Steril 2014; 101: 105-11.

Spezifische Endometritis als Ursa-
che des wiederholten Implanta-
tionsversagens

H. P Steiner
Institut fiir In-vitro-Fertilisierung und Endokrinologie,
Graz

Das wiederholte Implantationsversagen trotz
schoner Embryonen ist eine grole Herausfor-
derung fiir die Reproduktionsmedizin. Einer
Reihe von bekannten Ursachen (wie Uterus-
missbildungen, Endometriumpolypen, Endo-
metriose, das ,,diinne Endometrium®) sowie
genetischen Ursachen stehen viele unbekann-
te immunologische Faktoren sowie der Ver-
such, das individuelle Implantationsfenster
zu finden, gegeniiber.

Ein Stiefkind der Abkldrung ist der Aus-
schluss einer spezifischen Endometritis. Die
folgenden Kasuistiken sollen auf diese Not-
wendigkeit hinweisen.

Kasuistik 1 42-jéhrige chinesische Patientin.
Partner: 67 Jahre, Osterreicher.

Nach 4 erfolglosen IVF-Versuchen Vorstel-
lung an meinem Institut.

Nach einem weiteren IVF-Zyklus und 2
IVM-Zyklen mit Transfers von optimalen
Embryonen, jedoch mit suboptimalem Endo-
metrium (fehlende Dreilagigkeit), Entschluss
zur Hysteroskopie. In der Anamnese fanden
sich Spottings im Vorzyklus unter einem ora-
len Kontrazeptivum.

Die Hysteroskopie ergab ein unauftilliges
Uteruscavum. Histologie der Strichabrasio:
chronische Endometritis mit Endothelzellen-
granulomen und Erh6hung der Zahl an Plas-

mazellen. Die PCR auf spez. Entziindung
blieb vorerst negativ, ebenso die Kultur.

Eine neuerliche Abrasio und Kulturentnah-
me an meinem Institut sowie eine neuerliche
Hysteroskopie mit Abrasio im LKK Villach
ergaben positive Kultur auf Mycobacterium
tuberculosis bzw. positive PCR.

Nach 6-monatiger Tb-Therapie kam es 3 Mo-
nate nach Absetzen der Therapie bei einem
weiteren IVF-Versuch zu einer ,,Missed Ab-
ortion; nach dem insgesamt 9. IVF-Versuch
zur intakten Schwangerschaft mit Geburt ei-
nes gesunden Midchens.

Kasuistik 2 34-jdhrige Osterreichische Pfle-
gehelferin. Vor 5 Jahren negativer Tuberku-
lin-Hauttest nach Mendel-Mantoux. Bei Erst-
untersuchung:  Sactosalpinx, Mucometra,
massiver Ascites.

Salpingektomie. Pathol. Befund des purulen-
ten Ascites: ,,.Lymphstau”. PCR auf Myco-
bacterium tuberculosis neg. Quantiferon Tb-
Goldtest positiv. 6-monatige Tb-Therapie.
Dzt. nach 1. IVF-Versuch intakte Grav. MLV.

Schlussfolgerung 5 % der Ursachen weibli-
cher Fertilititsstorungen weltweit sind spezi-
fische Entziindungen. Trotz fehlendem Nach-
weis des Mycobacterium tuberculosis ist eine
spezifische Therapie bei pos. Tb-Goldtest in
Kombination mit z. B. einer Sactosalpinx,
Ascites oder histologischem Abrasio-Befund
einer spezifischen chronischen Entziindung
indiziert.

PGS (Preimplantational Genetic
Screening) — eine Mdéglichkeit der
~Chorionzottenbiopsie” schon am
Tag 5 statt in Woche 12?

M. Swoboda, M. Brunbauer, L. Loimer
Kinderwunschkliniken Dr. Loimer GmbH, Wien

Durch Entnahme von Zellen des Trophekto-
derms am Tag 5 der Embryonalentwicklung
(Trophektodermbiopsie) kann der Embryo
hinsichtlich moglicher Aneuploidien unter-
sucht werden. Besonders bei Frauen mit
fortgeschrittenem miitterlichen Alter und in
Kombination mit rezidivierenden Aborten
oder wiederholtem Implantationsversagen
scheint dieses Vorgehen die Chance auf eine
Lebendgeburt deutlich zu erhohen. Durch ei-
nen Single-Embryo-Transfer von euploiden
Embryonen kann auch in diesem Kollektiv
den Frauen eine hohe Chance auf einen ge-
sunden Einling geboten werden. AuBerdem
konnen ,,Schwangerschaften auf Probe mit
eventuellem Abbruch nach auffilligem Friih-
screening in der 12. SSW verhindert werden.
Durch den Einsatz von immer schneller ver-
fligbaren genetischen Analyseergebnissen
konnte dabei sogar ein Transfer im gleichen
Zyklus moglich sein. Der Vortrag soll die
aktuelle Studienlage zu diesem Thema und
die osterreichische Gesetzeslage diskutieren.

Pravalenz hysteroskopisch/biop-
tisch verifizierter intrauteriner Pa-
thologien bei Patientinnen mit
Kinderwunsch

M-L. Trofaier, M. Feichtinger, W. Feichtinger,
M. Stroh-Weigert
Wunschbaby Institut Feichtinger, Wien

Einleitung Nichtdiagnostizierte Pathologien
des Uterus konnen zu Implantations- und
Konzeptionsstorungen fiihren. Eine Indika-
tion fiir eine Hysteroskopie (HSK) scheint
erst nach wiederholt erfolglosen IVF-Versu-
chen bzw. bei sonographisch erfassten Auf-
falligkeiten gegeben zu sein.

Ziel dieser Studie war es, die Anzahl intraute-
riner Pathologien, die zuvor nicht diagnosti-
ziert werden konnten, Verinderungen der En-
dometriumdicke vor und nach HSK/Pipelle,
Unterschiede bei der Anzahl der Pathologi-
en im Alter sowie bei Patienten mit ,,repea-
ted IVF failure und die Auswirkungen auf
Schwangerschaftsraten im nachfolgendem
IVF-Zyklus zu untersuchen.

Methoden In dieser monozentrischen retro-
spektiven Studie wurden 100 Patientinnen
statistisch analysiert, die eine Hysterosko-
pie oder Endometriumbiopsie mittels Pipel-
le mit nachfolgender IVF-Behandlung zwi-
schen September 2011 und Oktober 2013 im
Wunschbaby Institut Feichtinger hatten.

Resultate Insgesamt hatten 23 % (23/100)
eine auffillige 2D-Sonographie und 47 %
(47/100) eine intrauterine Auffilligkeit in
HSK/Pipelle. Hier stellten Polypen mit 53,2 %
die hiufigste Ursache einer Pathologie dar.
Bei 39,0 % (30/77) der Patientinnen mit vor-
ausgegangenem unauffilligem Ultraschall
wurde dennoch eine Pathologie durch HSK/
Pipelle diagnostiziert. Hier zeigten sich Ent-
ziindungen (56,7 %) als haufigste Ursache. Im
Vergleich zu jiingeren Patientinnen (26,5 %)
war die Anzahl intrauteriner Pathologien bei
Patientinnen > 35 Jahre (50 %) signifikant er-
hoht (p = 0,019). Die durchschnittliche klini-
sche Schwangerschaftsrate betrug 31 %, bei
Patientinnen > 35 Jahre 27,3 %.

Schlussfolgerung Mit 39 % finden sich bei
unauffilliger 2D-Sonographie dennoch hiu-
fig intrauterine Auffilligkeiten, die einen Ein-
fluss auf Schwangerschaftsraten haben kon-
nen. Fiir Patientinnen > 35 Jahre wire eine
frithere Indikation zur HSK/Pipelle von Vor-
teil, da vor allem dieses Patientenkollek-
tiv hinsichtlich der klinischen Schwanger-
schaftsrate von der Intervention zu profitie-
ren scheint.

Endometriumskarifikation und
Implantation

B Uher, H. Visnova, M. Pohanka

Karlsbad Fertility, Institut fiir Reproduktionsmedizin
und Genetik, Karlovy Vary, und Institut fiir Sexuologie,
Karls Universitat Prag, Tschechische Republik

Einleitung Trotz stetiger Erfolge der Repro-
duktionsmedizin und allgemeiner Fortschrit-
te bestehen nach wie vor ernste und bis jetzt
noch nicht l6sbare Probleme und manche
Paare bleiben kinderlos. Eines dieser Proble-
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me ist eine Storung der Implantation und dar-
aus resultierendes wiederholtes Versagen der
Einnistung — RIF. In den vergangenen Jahren
wurde iiber bessere Schwangerschaftsrate bei
diesen Patienten nach einer Hysteroskopie
oder Curettage vor der eigentlichen Therapie
berichtet. Es wurde vermutet, dass eine sanfte
Verletzung des Endometriums eine Kaskade
von Reaktionen auslost, die eine Besserung
der Implantation verursachen.

Methoden Fiir unsere Beobachtungsstudie
haben wir ein Kollektiv von 68 RIF-Patien-
tinnen mit mehreren moglichen, erfolgslosen
IVF-Zyklen mit eigenen Eizellen, aber mit
mindestens einer vergeblichen Therapie mit
gespendeten Eizellen gewihlt.

Bei diesen Patientinnen wurde 10 bis 1 Tag
vor dem Termin der Menstruation eine Hyste-
roskopie mit einem 5-mm-Equipment-Olym-
pus CLL-VI1 durchgefiihrt. Nach der opti-
schen Kontrolle des Cavums wurde ein Scrat-
ching mit einer stumpfen 5-mm-Curette an-
geschlossen.

Danach wurde die Menstruation abgewartet
und ein Aufbau des Endometriums mit oder
ohne Downregulation durchgefiihrt.

Parallel wurde die entsprechende Spenderin
stimuliert und nach der Eizellgewinnung und
IMSI-Befruchtung das Endometrium der Pa-
tientin weiter mit Progesteron vorbereitet. Es
wurde obligatorisch ein Blastozystentransfer
am 5. Tag durchgefiihrt.

Die Schwangerschaftsraten und die Hohe des
Endometriums wurden ausgewertet.

Resultate Es wurde festgestellt, dass die
Patientinnen im néchsten Zyklus nach der
Hysteroskopie mit der Skarifikation ein um
durchschnittlich 0,9 mm hoheres Endometri-
um am 12. Tag des Aufbaus aufgewiesen ha-
ben.

Dabei war interessant, dass diese Zunahme
der Endometriumhohe bei Frauen mit vorher
sehr niedrigem Endometrium (< 7 mm) deut-
licher war als bei Frauen, die das Endometri-
um in den vorherigen Zyklen > 7 mm hatten.

Es wurde von diesen 68 Patientinnen bei
41 eine Schwangerschaft erzielt (d. h. PR
60,3 %) und das ist um 7,5 % hoher als die
Schwangerschaftsraten bei einem zweiten
ED-Versuch in unserem Kollektiv von ED-
Patienten.

Schlussforderung Es gibt selbstverstind-
lich viel zu diskutieren. Wie aber unsere Er-
gebnisse in dem Eizellspende-Kollektiv und
auch die zitierten Arbeiten bewiesen haben,
ist heute anzunehmen, dass eine ,,endometri-
al injury® in einem Zyklus vor einer geplan-
ten Therapie eine Besserung der Schwanger-
schaftsraten bei RIF-Patienten bringen konn-
te. Damit wir diese vielversprechenden Er-
gebnisse noch mehr bestitigen konnen, star-
ten wir in dieser Zeit mit einer multizentri-
schen, randomisierten kontrollierten Studie
mit 200 Patientinnen in einem Eizellspende-
programm.
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Does thyroid stimulating hormone
(TSH) affect anti-mullerian hor-
mone (AMH) and, therefore, folli-
cular recruitment?

A. Weghofer?, D. H. Barad">, /. A. Kushnir,

N. Gleicher"?

"The Center for Human Reproduction, New York, USA;
2Department of Obstetrics and Gynecology, Medical
University Vienna, Austria, °The Foundation for Repro-
ductive Medicine, New York, USA

Objective Thyroid dysfunction is the most
common autoimmune endocrine disorder in
women of reproductive years, including in-
fertile women. Hypothyroidism is believed to
impair follicular development. Recent animal
studies demonstrated an impact of thyroid
function on follicular recruitment by dem-
onstrating accelerated growth and reduced
apoptosis of preantral follicles with thyro-
xin co-culture within physiological ranges. If
thyroid function also influences follicular re-
cruitment in humans, we, therefore, investi-
gated whether TSH concentrations relate to
AMH concentrations in euthyroid women of
reproductive age.

Materials and Methods We investigated the
association of AMH, TSH and Sex Hormone
Binding Globuline (SHBG) in 210 infertile
women (median age of 39.0 years) under-
going basic work-ups prior to fertility treat-
ments between July 2009 and March 2014.
All women included in the study had to dem-
onstrate normal TSH levels (0.45-4.5 plU/
mL) and were stratified based on TSH cut
</>2.5 nlU/mL, a widely utilized cut-off lev-
el between normal and hypothyroid function
for women trying to conceive or already preg-
nant. Associations between TSH and AMH
were investigated by logistic regression and
were corrected for age (to account for age-re-
lated decline of AMH) and for SHBG (to con-
trol for SHBG increases with increasing thy-
roxin levels). SHBG binds to testosterone and
estradiol, which in turn may influence AMH
levels.

Results Median TSH levels were 1.7 plU/
mL; median AMH levels 0.4 ng/mL. Wom-
en with TSH < 2.5 pIU/mL presented with
significantly higher AMH levels compared to
their counterparts with TSH levels > 2.5 pulU/
mL (p = 0.039). Those findings remained sig-
nificant when the analysis was adjusted for
age (p = 0.022) and for age and SHBG (p =
0.016).

Conclusions TSH levels < 2.5 plU/mL in
euthyroid infertility patients appear associat-
ed with significantly higher AMH levels than
in women with TSH > 2.5 plU/mL, suggest-
ing a beneficial effect of lower TSH levels
on follicular recruitment. It now remains to
be determined whether thyroxin supplemen-
tation may enhance follicular recruitment in
women with baseline TSH levels > 2.5 pulU/
mL.

Einfluss unterschiedlicher Sauer-
stoffkonzentrationen auf die Wech-
selwirkung zwischen der humanen
Trophoblastenzelllinie ACH-3P und
adulten Endothelzellen

G. Weiss, B. Huppertz, M. Siwetz, I. Lang, G. Moser
Institut fiir Zellbiologie, Histologie und Embryologie,
Medizinische Universitét Graz

Einleitung Der Invasionsprozess von Tro-
phoblastzellen im ersten Schwangerschafts-
drittel wird stark von einem Sauerstoffgradi-
enten beeinflusst und ist deshalb ein entschei-
dender Schritt in der frithen Plazentaentwick-
lung. Bei der Etablierung des miitterlichen
Blutflusses in Richtung des intervillosen Rau-
mes spielen vor allem endovaskulédre Tropho-
blasten eine wichtige Rolle. Im Rahmen die-
ser Studie soll die Interaktion zwischen huma-
nen adulten Endothelzellen und fetalen Tro-
phoblasten unter verschiedenen Sauerstoff-
bedingungen untersucht werden. Der Fokus
liegt dabei auf den parakrinen Faktoren der
Trophoblasten sowie den Auswirkungen der
direkten Co-Kultivierung beider Zelltypen.

Methoden Fiir die Experimente wurden
die Trophoblastenzelllinie ACH-3P und hu-
mane Endothelzellen der Arteria iliaca
(HIAEC) verwendet. Konditioniertes Medi-
um (Cdm) wurde durch Inkubation konfluen-
ter ACH-3P-Zellen mit DMEM-Medium fiir
48 h unter 2,5 % und 20 % Sauerstoff (Cdm
2,5 %, Cdm 20 %) hergestellt. Der Einfluss
von Cdm auf die Vitalitit und die endotheli-
ale Netzwerkformation wurde mittels LDH-
Assay bzw. Matrigel-Assay eruiert. Nicht-
konditioniertes Medium wurde als Referenz-
kontrolle verwendet. Im Weiteren wurden
Ko-Kultur-Versuche der beiden Zelltypen
durchgefiihrt, um den direkten Einfluss von
ACH-3P-Zellen auf Endothelzellen zu ermit-
teln.

Resultate Die Kultivierung von HIAEC in
der Gegenwart von Cdm 2,5 % und Cdm 20 %
reduzierte die LDH-Aktivitdt in den Kultur-
iiberstdnden signifikant auf 54,0 % + 4,3 %
bzw. 22,4 % + 4,6 % der Kontrolle (n = 6;
p < 0,001). Da LDH nur von beschidigten
bzw. toten Zellen in den Zellkulturiiberstand
freigesetzt wird, wurde die endotheliale Zell-
vitalitdt deutlich gesteigert. Ergédnzend stabi-
lisierte Cdm die Anzahl von HIAEC-Netz-
werken im Matrigel-Assay bis zu 48 h, wih-
rend endotheliale Netzwerke im Kontrollme-
dium bereits nach 24 h abgebaut wurden.
Auch im Ko-Kultur-Ansatz konnte eine Sta-
bilisierung der endothelialen Netzwerkstruk-
turen durch ACH-3P-Zellen beobachtet wer-
den.

Schlussfolgerung ACH-3P-Zellen sezernie-
ren ein Zytokinmuster, das die Zellvitali-
tdat von Endothelzellen deutlich erhoht. Die-
se parakrinen Faktoren fiihren zu einer Stabi-
lisierung endothelialer Netzwerkstrukturen.
Das konnte auch durch eine direkte Ko-Kul-
tivierung der beiden Zelltypen gezeigt wer-
den. Diese Resultate unterstreichen, dass die
ACH-3P-Zelllinie als geeignetes Zellmodell
zur Untersuchung der frithen Plazentaent-
wicklung dient. Mit diesen Untersuchungen
sollen weitere Aufschliisse auf das Verhalten
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embryonaler Zellen wihrend der Schwanger-
schaft erhalten werden, um bei Pathologien
mit entsprechendem Fehlverhalten der Zellen
erste Hinweise auf mogliche Therapieansitze
geben zu konnen.

Wie viel sagt uns die Embryomor-
phologie am Tag 5 iiber die Chan-
cen fiir die Patienten?

B. Wirleitner, P Vanderzwalmen, A. Stecher, M. Zintz,
M. Bach, N. H. Zech
IVF-Zentren Prof. Zech, Bregenz

Einleitung Blastozystenentwicklung  und
Embryomorphologie am Tag 5 (d5) sind
wichtige Faktoren fiir die Implantationschan-
cen. In der Infertilititsbehandlung gibt es
aber immer wieder Patienten, bei denen kei-
ne Top-grading-Blastozysten am Transfer-
tag vorliegen und die damit eine sehr niedri-
ge ,.Expected Gametes Performance* (EGP)
aufweisen. Bei diesen Patienten erreichen die
Embryonen oft nicht das im Istanbul Con-
sensus Workshop 2011 angegebene ,,optima-
le Entwicklungsstadium der voll expandier-
ten oder hatchenden Blastozyste™ am d5. In
aktuellen Publikationen gab es Hinweise da-
rauf, dass Embryonen mit einer verzoger-
ten Blastulation eine hohere Wahrscheinlich-
keit fiir chromosomale Aneuploidien zeigen.
Mit diesem Hintergrund wollten wir die tat-
sdchlichen Chancen fiir eine Implantation so-
wie die Baby-Take-Home-Rate nach Transfer
von Embryonen mit einer stark verlangsam-
ten Entwicklung untersuchen.

Methoden In dieser retrospektiven Analy-
se wurden 488 d5-Embryo-Transfers ausge-
wertet. Als ,,Main Outcome* wurden Implan-
tations- und Baby-Take-Home-Raten sowie
Gesundheit der geborenen Kinder gesetzt.

Resultate Nach 88 Single-Embryo-Trans-
fers (SETs) mit Embryonen im Stadium von
Lfrithen Blastozysten* mit Top-Morphologie
wurde eine Implantationsrate von 36 % sowie
eine Geburtenrate von 26 % erzielt. Im Ver-
gleich dazu kam es nach 124 SETs mit frii-
hen Blastozysten reduzierter Qualitit zu einer
Implantation von 17 Embryonen (14 %) und
zu 8 Geburten (6,5 %). Aus SETs von 181
Embryonen, die eine stark verlangsamte Ent-
wicklung zeigten (vor Erreichen des Morula-
Stadiums am d5), resultierten 8 Schwanger-
schaften (4,4 %) und 7 gesunde Kinder wur-
den geboren (3,9 %). Nach 95 Double-Em-
bryo-Transfers (DET) mit Embryonen dersel-
ben Qualitit kam es zu 7 Schwangerschaften
(7,4 %), von denen 4 bis in die 12. Woche
gingen (4,2 %) und 3 gesunde Kinder gebo-
ren wurden (3,2 %).

Schlussfolgerung Expandierte Blastozysten
haben eine gute Chance zu implantieren. Es
gibt allerdings immer wieder Patienten, bei
denen keine expandierten Blastozysten am d5
vorliegen. Kann in diesem Fall ein Transfer
vorgenommen werden bzw. welche Chancen
haben die Patienten auf ein gesundes Kind?
Unsere Daten zeigen, dass die Implantations-
raten bei frilhen Blastozysten mit Top-
Morphologie mit 36 % noch sehr hoch sind.
Einen sichtbaren Riickgang der Raten finden
wir bei frilhen Blastozysten mit reduzierter

Qualitdt bzw. bei stark entwicklungsverzo-
gerten Embryonen. Jedoch ist auch bei diesen
Embryonen eine 3,2-6,5%ige Chance auf ein
gesundes Kind da. Daher kann, nach ausfiihr-
licher Aufkldrung der Patienten iiber die stark
reduzierten Implantationsraten, auch ein
Transfer von Embryonen mit langsamer Ent-
wicklung vorgenommen werden. Wir konn-
ten keinen Hinweis auf ein erhohtes Abort-
oder Missbildungsrisiko der Kinder finden.
In Zusammenhang mit diesen Ergebnissen
wird nun ein weiterer Therapieansatz analy-
siert. Dabei wird eine Verbesserung der Im-
plantationschancen durch Kultur der Embryo-
nen bis d6 mit anschlieBender Kryokonser-
vierung der Blastozysten und einem Transfer
im Kryozyklus, zur Gewihrleistung der opti-
malen Synchronisierung des Endometriums
und des Embryos, untersucht.

Blastozystenkultur und EGP (Ex-
pected Gametes Performance):
.The new KPI in ART”

N. H. Zech, B. Wirleitner, D. Spitzer, P Vanderzwalmen,
A. Stecher
IVF-Zentren Prof. Zech, Bregenz

Einleitung Um den Erfolg einer Kinder-
wunschbehandlung abschitzen zu konnen,
werden IVF-Patientinnen bei der hormonel-
len Stimulation anhand der ovariellen Ant-
wort in Low-, Normal- und High-Responder
eingeteilt. Grundlage hierfiir ist die erwarte-
te Anzahl gewonnener Eizellen in Abhingig-
keit vom Alter. Eine prizise und einheitliche
Definition der ,,Responder“-Gruppen fehlt je-
doch und ein ganzheitlicher Blick auf die un-
terschiedlichen Komponenten, die eine Kin-
derwunschbehandlung beeinflussen konnen,
unterbleibt vollstdndig, da wichtige Fakto-
ren, die den Erfolg einer IVF-Therapie we-
sentlich bestimmen konnen, komplett aufler
Acht gelassen werden. Anhand der folgend
aufgefiihrten Beispiele sei die Problematik
erldutert.

Methoden EGP-Bestimmung basierend auf
der Blastozystenkultur.

1. Fall
33-jahrige Frau mit 42-jdhrigem Partner, Oli-
gozoospermie, sekundére idiopathische Ste-
rilitdt nach einer biochemischen Schwanger-
schaft.

Zyklus: 7 Eizellen gewonnen; 6 davon reife
Oozyten; alle 6 wurden befruchtet, Fertilisie-
rungsrate (FR) 100 %; 5 Blastozysten von gu-
ter Qualitdt am Tag 5; Transfer von 2 Blasto-
zysten (Qualitit: Bl 5SBA, Bl 4AB) und an-
schlieBend Geburt eines Jungen; 3 Blastozys-
ten wurden kryokonserviert.

Samenanalyse: 2,6 ml; 11 Mio./ml; progres-
sive Motilitdt: 57 %; und IMSI-Report: 8 %
Klasse-I-, 51 % Klasse-II- und 41 % Klasse-
III-Spermien.

2. Fall

35-jahrige Frau mit 38-jdhrigem Mann, Tera-
tozoospermie, primire Sterilitéit bei verschlos-
senen Eileitern.

Zyklus: 11 Eizellen gewonnen; 10 davon
reife Eizellen; alle wurden befruchtet (FR
100 %); 1 Blastozyste (fBl c); Transfer von

dieser Blastozyste; keine Schwangerschaft in
diesem Zyklus.

Samenanalyse: 3,5 ml; 18,4 Mio./ml; pro-
gressive Motilitdt: 55 %; und IMSI-Report:
0 % Klasse-I-, 25 % Klasse-1I- und 75 %
Klasse-III-Spermien.

3. Fall

34-jahrige Frau mit 37-jdhrigem, querschnitts-
geldhmtem Mann mit schlechtem Samen-
befund, primére Sterilitét.

Zyklus: 16 Eizellen gewonnen; 13 davon wa-
ren reife Eizellen; 12 wurden befruchtet (FR
92,3 %); 5 Blastozysten (4 gute Qualitit und
1 sehr niedrige Qualitit); Transfer von einer
Blastozyste (Bl 2AB) und Geburt eines ge-
sunden Midchens; 3 Blastozysten wurden
kryokonserviert.

Samenanalyse: 1 ml; 2,5 Mio./ml; progres-
sive Motilitdt: 5 %; und IMSI-Report: 0 %
Klasse-I-, 11 % Klasse-II- und 89 % Klasse-
II-Spermien.

Diskussion Die hier aufgefiihrten Fille zei-
gen beispielhaft, dass die Oozytenzahl nicht
optimal den ,,ART-Outcome* bestimmt. Die
Terminologie ,,Responder beriicksichtigt
nur die ovarielle Reserve, der paternale Fak-
tor etwa bleibt dabei unberiicksichtigt. Die-
ser kommt jedoch am Tag 2/3 der Embryo-
nalentwicklung zum Tragen, wenn das emb-
ryonale Genom aktiviert wird und damit auch
die viterlichen Gene. Nicht die Anzahl der
bei der Punktion gewonnenen reifen Eizellen
ist daher relevant, um den Erfolg einer IVF-
Therapie abzuschitzen, sondern die der ent-
standenen Blastozysten. ,,Expected Gametes
Performance® (,,Jow* EGP: 1-3, ,,normal*
EGP: 4-5, ,high* EGP: > 5) stellt, basierend
auf der Blastozystenkultur unter Einbezie-
hung weiterer Parameter, wie das Alter bei-
der Partner, detaillierte Samenanalyse (u. a.
IMSI), FR, Blastozystenkultur- sowie Vitrifi-
kationsprotokolle, einen optimalen Standard
des zu erwartenden Entwicklungspotenzials
der weiblichen und ménnlichen Geschlechts-
zellen dar. Eine einheitliche Anwendung die-
ses Standards wiirde Kinderwunschpaaren
eine bessere und aussagekriftigere Progno-
se iiber den moglichen Erfolg der IVF-The-
rapie bieten.

Wie wirkt die Spermienqualitat
auf den Ausgang der Behandlung
mittels Leihmutterschaft? Eine
retrospektive Studie

L Zervomanolakis'?, D. Dafnis?, I. Giakoumakis®
'IVF-Abteilung, Klinik Mitera, Athen, ’Mediterranean
Fertility Center & Genetic Services, Chania, Griechen-
land

Einleitung Der Ausgang der Behandlung
mittels Leihmutterschaft, die eine Option
fiir gebdrunfihige Frauen anbietet, ist von
der Gametenqualitidt abhingig. Ziel unse-
rer retrospektiven Studie ist die Untersu-
chung des Einflusses der Samenqualitit auf
die Befruchtungs-, Teilungs- und Schwanger-
schaftsrate bei Leihmiittern.

Methoden 117 Paare, die sich wegen Hyster-
ektomie, Sichelzellandmie, Hypertonie, Nie-
ren- bzw. Leberinsuffizienz einer Behand-
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lung mittels ICSI und anschliefender Leih-
mutterschaft zwischen 2010 und 2012 unter-
zogen, wurden in 4 Gruppen in Bezug auf die
Samenqualitidt bzw. zusitzliche Eizellspende
geteilt. Wihrend 32 Paare der Gruppe A eine
normale Samenqualitit ohne erforderliche
Eizellspende aufwiesen, wurde in der Gruppe
B (28 Paare) mindestens ein auffilliger Sper-
miogrammparameter gemi WHO-Richtlini-
en festgestellt. In den Gruppen C mit 31 Paa-
ren ohne minnlichen Faktor bzw. D mit 26
Paaren und zusitzlichem ménnlichen Faktor
wurde eine Eizellspende wegen Ovarialinsuf-

fizienz benétigt. Alle Leihmiitter erhielten 2
Embryonen zum Zeitpunkt des Embryotrans-
fers. Als zu untersuchende Parameter dienten
die Befruchtungs-, Teilungs- bzw. Schwan-
gerschaftsraten in den verschiedenen Grup-
pen, die mit dem Chi-Quadrat-Test vergli-
chen wurden.

Resultate Die Gruppen A bzw. C wiesen
eine signifikant hohere Befruchtungs- und
Teilungsrate im Vergleich zu den Gruppen B
bzw. D auf (59,7 % gegen 43,9 % bzw. 62,9 %
gegen 48,0 %, p < 0,05). Ahnlich signifikant

hoher war die Schwangerschaftsrate in den
zu untersuchenden Gruppen (43,7 % gegen
28,6 % bzw. 45,2 % gegen 30,8 %, p < 0,05).

Schlussfolgerung Trotz giinstiger Implanta-
tionsbedingungen bei Leihmiittern ist die Be-
handlungsprognose bei Paaren mit ménnli-
chem Faktor schlechter. Dies deutet auf die
Bedeutung der Samenqualititsparameter wie
Spermienmorphologie, Motilitdt bzw. DNA-
Fragmentierung hin und zeigt den unum-
ginglichen Einfluss der Spermien auf das Be-
handlungsergebnis.
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