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N. Reeka, B. Rosenbusch, C. Brucker

SCHWANGERSCHAFTSRATE NACH
KRYOTRANSFER IN ABHANGIGKEIT
VON DER ZYKLUSVORBEREITUNG:
EINE RETROSPEKTIVE ANALYSE

Summary

According to German legislation, a
maximum of three embryos is allow-
ed for embryo transfer following IVF
treatment. Cryopreservation of super-
numerous pronuclear oocytes is
therefore a standard procedure in
assisted reproduction. Prior to trans-
fer of frozen-thawed pronuclear
oocytes, a variety of stimulation
protocols can be applied, or a natu-
ral cycle can be used. The influence
of different stimulation protocols was
evaluated in 208 cycles in a retro-
spective analysis. Natural cycles
(group 1) were compared with sti-

ZUSAMMENFASSUNG

Das deutsche Embryonenschutzgesetz
erlaubt die Kultivierung und den
Transfer von maximal drei Embryonen.
Die Kryokonservierung von tberzéh-
ligen impragnierten Eizellen im Rah-
men der in-vitro-Fertilisation ist fester
Bestandteil der klinischen Routine.
Zur Vorbereitung eines Kryotransfers
stehen verschiedene Moglichkeiten
der hormonellen Stimulation sowie
die Option des Spontanzyklus zur
Verfigung. Um den Einflul der Zy-
klusvorbereitung auf die Schwanger-
schaftsrate abzukldren, wurden 208
Zyklen mit Kryotransfer an der Uni-
versitatsfrauenklinik Ulm retrospektiv
analysiert. Dabei wurden die Ergeb-
nisse des Kryotransfers im Spontan-
zyklus (Gruppe 1) mit denen bei
Stimulation mit recFSH (Gruppe 2)
sowie bei artifiziellem Zyklus (Gruppe
3) verglichen. Die Gesamtschwanger-
schaftsrate pro Kryotransfer betrug
16,3 %. Dabei lag die Schwanger-
schaftsrate in Gruppe 1 bei 16,9 %,
in Gruppe 2 ebenfalls bei 16,9 % und
in Gruppe 3 bei 12,0%. Die Gesamt-
rate weiterflihrender Schwanger-
schaften betrug 12,0 %. Sie lag in
Gruppe 1 bei 13,5%, in Gruppe 2
bei 9,2 % und in Gruppe 3 bei 0%.
Die Anzahl transferierter Embryonen

mulation with recFSH (group 2), or
the use of a programmed cycle with
GnRH-analogues, estradiol valerate
and progesterone (group 3). The
overall pregnancy rate after transfer
of cryopreserved pronuclei was
16.3 %. Pregnancy rate in group 1
was 16.9 %, in group 2 also 16.9 %
and in group 3 12.0%. The overall
rate of ongoing pregnancies was
12.0%, with 13.5% in group 1,
9.2% in group 2 and 0% in group
3. The mean number of embryos
transferred was 2.3. The mean patient
age was 33 years.

betrug durchschnittlich 2,3. Das mitt-
lere Alter der Patientinnen lag bei 33
Jahren.

Sowohl Spontanzyklen, als auch
Zyklen mit leichter Stimulations-
behandlung bieten giinstige Voraus-
setzungen flr das Eintreten einer
Schwangerschaft nach Transfer von
kryokonservierten Pronuclei. Bei
Kryotransfer im artifiziellen Zyklus
zeigte sich eine deutlich niedrigere
Schwangerschaftsrate. Dieses Ergeb-
nis wird unter Berticksichtigung des
moglichen Bias der Patientenselek-
tion diskutiert. Unter der Vorausset-
zung ovulatorischer Zyklen ist der
Kryotransfer im Spontanzyklus eine
kosteneffektive und patientenfreund-
liche Behandlungsalternative.

FRAGESTELLUNG

Die Richtlinien zur Durchftihrung
der assistierten Reproduktion in
Deutschland beinhalten, dals beim
Embryotransfer maximal drei Em-
bryonen tibertragen werden diirfen.
Deshalb ist die Kryokonservierung
von uberzdhligen impragnierten Ei-
zellen im Rahmen der in vitro-Fertili-
sation ein fester Bestandteil der klini-
schen Routine. Zur Vorbereitung
eines Embryotransfers nach Kryokon-

To achieve pregnancy after cryopre-
servation, transfer in a natural cycle
or after mild stimulation with recFSH
provide comparably good condlitions.
In contrast, embryo transfer in pro-
grammed cycles showed a vastly
decreased pregnancy rate. These
results are discussed with respect to
potential bias by the criteria of patient
selection. Provided that ovarian
function is normal, transfer in a
spontaneous cycle offers a cost effec-
tive and patient friendly treatment
alternative in assisted reproduction.

servierung stehen verschiedene Mog-
lichkeiten der Zyklusvorbereitung
zur Verfugung. 1999 wurden in
Deutschland insgesamt 2755 Trans-
fers nach Kryokonservierung durch-
gefiihrt. Hierbei kam es in 13,3 % der
Transferzyklen zum Eintritt einer
Schwangerschaft, in 4,7 % der Zyklen
verlief diese normal (Deutsches IVF-
Register, 1999). In der internationalen
Literatur wird von Schwangerschafts-
raten zwischen 20 und 33 % in spon-
tanen Zyklen berichtet [1-3]. Aufgrund
dieser Datenlage fihrten wir im Zeit-
raum von Marz 1998 bis April 2000
an der Universitétsfrauenklinik Ulm
Kryotransfers bevorzugt im Spontan-
zyklus durch. Zur Abklarung des Ein-
flusses der vorangehenden Stimulation
wurden 208 Zyklen retrospektiv ana-
lysiert.

IVIETHODE

Zur retrospektiven Auswertung kamen
208 konsekutive Behandlungszyklen
mit Kryotransfer, welche im Zeitraum
von Mérz 1998 bis April 2000 an der
Universitatsfrauenklinik Ulm durch-
geflihrt wurden. Das mittlere Alter
der Patientinnen lag bei 33 Jahren
(Tab. 1, Abb. 1).
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Kryokonservierung und Embryokultur

Zyklusvorbereitung und Patienten-

Zum Einfrieren wurden die befruchte-
ten Eizellen in Gefrierpuffer (1,5 M
Propandiol und 0,1 M Sucrose in PBS
mit 2,5 % (v/v) Humanserumalbumin)
Uberfihrt und 5 min aquilibriert.

Die befruchteten Eizellen wurden
anschliefend in begeilelte Plastik-
halme verbracht. Die Kryokonservie-
rung erfolgte automatisiert im offenen
System in einer Stickstoffdampfphase
mit Hilfe des Gerdts CTE 920 (Cryo-
Technik Erlangen) nach Standardpro-
tokollen. AnschlieBend erfolgte die
Lagerung in flissigem Stickstoff bei
-196°C.

Zum Auftauen wurden die Halme dem
Lagerbehalter entnommen, kurze
Zeit an der Luft und dann ca. 10 sec
im Wasserbad (37°C) belassen. Die
Vorkernstadien wurden aus den
Halmen entleert und stufenweise
rehydriert. Anschliefend wurden die
Zellen mehrmals in IVF-Medium (IVF
Science Scandinavia, Vitrolife Pro-
ductions AB, Goteborg, Schweden)
gespult und in diesem im Brutschrank
kultiviert. Der Embryotransfer wurde
am Tag 1 nach dem Auftauen im 2-4
Zellen-Stadium durchgefiihrt. Die
Anzahl transferierter Embryonen
betrug durchschnittlich 2,3.

Abbildung 1: Verteilung der 208 ausge-
werteten Behandlungszyklen mit Kryo-
transfer in bezug auf die Zyklusvor-
bereitung (recFSH = rekombinantes

FSH).
) Anzahl der Zyklen

O Spontanzyklus
Orec FSH

M artifizieller Zyklus

selektion

Bei Patientinnen mit regelmaligen
Zyklen von 25-32 Tagen Dauer wur-
de auf eine Stimulationsbehandlung
verzichtet, sofern sich im Zyklusmo-
nitoring ein Anstieg des Estradiols auf
> 150 pg innerhalb der ersten 20
Zyklustage nachweisen liels (Gruppe
1, 118 Zyklen, Durchschnittsalter
33,9 Jahre). Der Transfer wurde am
4. Tag nach dem endogenen LH-
Anstieg durchgefihrt. Bei Oligome-
norrhoe wurde eine low-dose-Stimu-
lation mit 50-100 IE recFSH taglich
durchgefiihrt (Gruppe 2, 65 Zyklen,
Durchschnittsalter 32,1 Jahre). Der
Transfer erfolgte vier Tage nach Ovu-

lationsinduktion mit 5000 IE HCG.
Bei schweren Zyklusstérungen wur-
de ein artifizieller Zyklus initiiert
(Gruppe 3, 19 Zyklen, Durchschnitts-
alter 31,3 Jahre). Die Patientinnen
erhielten eine 14-tagige Downregula-
tion mit GnRH-Analoga. Anschlie-
Rend erfolgte unter Beibehaltung des
GnRH-Analogons eine zyklusadap-
tierte Substitution mit Estradiolvalerat
(2 mg von Zyklustag 1-5, 4 mg von
Zyklustag 6-9, 6 mg von Zyklustag
10-14, 4 mg ab Zyklustag 15 bis zur
B-HCG-Messung im Serum). Ab dem
16. Zyklustag erhielten die Patientin-
nen zusatzlich 300 mg Progesteron
taglich fur zwei Tage, dann 600 mg
Progesteron taglich intravaginal, das
GnRH-Analogon wurde abgesetzt.

Tabelle 1: Ubersicht iiber die Behandlungszyklen mit Kryotransfer, die im Rahmen
der retrospektiven Auswertung im Zeitraum von Marz 1998 bis April 2000 erfaft

wurden (recFSH = rekombinantes FSH).

Spontanzyklus recFSH

Anzahl der Zyklen 118
Anzahl der Embryonen

pro Transfer 2,3
Durchschnittsalter 33,9

artifizieller Zyklus Gesamt
65 25 208
2,27 2,33 2,3
32,1 31,3 33

(recFSH = rekombinantes FSH).

Abbildung 2: Vergleich der Schwangerschaftsraten und weiterfiihrenden Schwanger-
schaften nach Kryotransfer im Hinblick auf die Zyklusvorbereitung
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Im artifiziellen Zyklus wurden die
Embryonen am 17. Zyklustag trans-
feriert.

Die statistische Auswertung basierte
auf dem T-Test fir unverbundene
Stichproben.

ERGEBNISSE

Die Gesamtschwangerschaftsrate pro
Kryotransfer betrug 16,3 % (208 Zy-
klen). Dabei lag die Schwanger-
schaftsrate pro Transfer in Gruppe 1
bei 16,9 %, in Gruppe 2 ebenfalls bei
16,9 % und in Gruppe 3 bei 12 %.
Die Gesamtrate weiterflhrender
Schwangerschaften betrug 12,0 %.
Sie lag in Gruppe 1 bei 13,5%, in
Gruppe 2 bei 9,2 % und in Gruppe 3
bei 0% (Abb. 2). In zwei Fallen kam
es nach Transfer von zwei Embryo-
nen und einmal nach Transfer von
drei Embryonen zum Eintritt einer
Zwillingsschwangerschaft, eine
hohergradige Mehrlingsschwanger-
schaft entstand nicht. Vier Tage vor
Transfer wurden bei allen Patientin-
nen Estradiol gemessen und die En-
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dometriumdicke mittels Ultraschall
bestimmt. Der Mittelwert der Estra-
diolkonzentration war in Gruppe 1
199 pg/ml, in Gruppe 2 372 pg/ml
und in Gruppe 3 206 pg/ml. Die Endo-
metriumdicke betrug in Gruppe 1

9,5 mm, in Gruppe 2 9,6 mm und in
Gruppe 3 9,8 mm. Ein signifikanter
EinfluB der Zyklusvorbereitung auf
die Endometriumdicke bestand nicht.

= nicht signifikant).

Estradiolspiegel

Abbildung 3: Vergleich der Estradiolspiegel bei schwangeren und nicht-schwangeren
Patientinnen, die als Zyklusvorbereitung keine Stimulation oder eine niedrig-do-
sierte Stimulation mit rekombinantem FSH (recFSH) erhielten (* = p < 0,05; n.s.

n.s.

Oschwanger

[ nicht schwanger

ohne Stimulation

mit recFSH

Der Estradiolwert lag bei Patientinnen,
welche ohne Stimulation schwanger
wurden, signifikant niedriger als bei
Patientinnen aus der gleichen Behand-
lungsgruppe, welche nicht schwanger
wurden (p = 0,02). In der Gruppe mit
Stimulationsbehandlung zeigte sich
kein signifikanter Unterschied der
Estradiolwerte (p = 0,8), jedoch zeig-
te sich auch hier eine dhnliche Ten-

denz (Abb. 3).

SCHLUSSFOLGERUNG

Sowohl Spontanzyklen, als auch
Zyklen mit leichter Stimulations-
behandlung bieten giinstige Voraus-
setzungen flr das Eintreten einer
Schwangerschaft nach Transfer von
kryokonservierten Pronuclei. Die
Schwangerschaftsrate ndhert sich
hier der Rate nach Transfer frischer
Embryonen. Insbesondere auch vor
dem Hintergrund, dal die derzeitige
Kostenentwicklung im deutschen
Gesundheitswesen die Kosten(iber-
nahme fir Malknahmen der Kryo-
konservierung und des Transfers von
kryokonservierten Pronuklei durch
die gesetzlichen Krankenkassen nicht
gewdhrleistet, erscheint somit der
Spontanzyklus als kostengtinstige



Alternative in der Zyklusvorbereitung
zum Kryotransfer.

Bei Kryotransfer im artifiziellen Zyklus
zeigte sich eine deutlich niedrigere
Schwangerschaftsrate, was jedoch
auch unter dem Aspekt der Patienten-
auswahl kritisch betrachtet werden
mulB. Ein artifizieller Zyklus wurde
nur bei Patientinnen initiiert, welche
eine schwere Zyklusstorung aufwiesen
und somit nicht fur einen Transfer im
Spontanzyklus in Frage kamen. Hier-
bei kann jedoch nicht ausgeschlos-
sen werden, dal’ bei diesen selektier-
ten Patientinnen eine generell
erniedrigte Chance fiir den Eintritt
einer Schwangerschaft vorliegt und
somit eine negative Bias entstand.

Die gemessenen Parameter Estradiol
und Endometriumdicke scheinen
keinen positiven Einfluf auf das Ein-
treten einer Schwangerschaft zu
haben. Im Gegenteil zeigte sich hier
tendentiell beim Kryotransfer im
Spontanzyklus eine hohere Schwan-
gerschaftsrate bei niedrigeren Estra-
diolkonzentrationen.

Zusammenfassend ist festzuhalten,
daR unter der Voraussetzung ovulato-
rischer Zyklen der Kryotransfer im
Spontanzyklus eine kosteneffektive
und patientenfreundliche Behand-
lungsalternative darstellt.
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