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KURZFASSUNG

Die folgende Diplomarbeit setzt sich aus zwei Teilen zusammen. Im theoretischen Part
werden wichtige Kapitel, die zum besseren Verstandnis der Studie beitragen,

abgehandelt.

Der praktische Teil nimmt sich der Frage an, ob man anhand der Gro3e der
Embryonalanlage, genauer, der inneren Zellmasse, am Tag 5 der Blastozyste auf das
neonatale Outcome rickschlie®en kann. Zur Beantwortung dieser Frage flhrte ich mit
der Forschungsgruppe rund um Univ.- Prof. Mag. Dr. Thomas Ebner am Kinderwunsch
Zentrum Linz eine prospektiven Studie durch. Hierbei wurden in einem Zeitrahmen von
18 Monaten alle frischen und aufgetauten Blastozysten, welche die Einschlusskriterien
bestanden haben, auf Parameter wie unter anderem Grof3e der inneren Zellmasse,
Trophektoderm- Zellen, Zona Pellucida- Durchmesser, berechnet und mit dem
Schwangerschaftsoutcome, dem Plazentagewicht, dem Geburtsgewicht sowie dem
Geschlecht des Kindes verglichen und auf Signifikanzen getestet. Dabei konnten 254
Blastozysten, 162 von ihnen frisch und 92 nach dem Prozess der Kryokonservierung
wieder aufgetaut, in die Studie inkludiert werden. Vor dem Transfer wurden alle
Blastozysten nach den klassischen Expansionskriterien eingeteilt. Von den
Krankenhausern wurden Plazentagewicht, Geburtsgewicht und Geschlecht Ubermittelt.
Zusatzlich wurden auch etwaige Fehlbildungen vom Krankenhaus ubermittelt. Die
statistische Auswertung zeigte, dass das Geburtsgewicht (P=0,012), nicht aber das
Plazentagewicht bei kryokonservierten Blastozysten signifikant hoher war, als bei
frischen Blastozysten. Der Grad der Expansion sowie die GroflRe oder das Stadium der
inneren Zellmasse, wies keinen Zusammenhang mit dem neonatalen Outcome auf.
Jedoch konnte eine Verbindung mit dem Grad der Blastozysten und der Gré3e der ICM
gefunden werden. Im Vergleich zu vollen Blastozysten (P>0,01) und expandierten
Blastozysten (P<0,05), wiesen schllipfende Blastozysten eine signifikant kleinere ICM
auf. Weiters wurden Qualitat und Zellzahl des TE mit untengenannten Parametern
verglichen. Sowohl die Qualitat als auch die Zellzahl des Trophektoderms konnten mit
der Implantationsrate, der Schwangerschaftsrate und Lebendgeburtenrate in
Verbindung gebracht werden. Jene Schwangerschaften, welche mit einer Lebendgeburt

endeten, konnten, basierend auf dem Grad des Trophektoderms (P<0,05) und der



Zellzahl (P<0,001) von biochemischen Schwangerschaften, Aborten und von
Schwangerschaften ohne Herzaktivitat des Embryos, unterschieden werden. Des
Weiteren konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass mannliche Blastozysten, im
Vergleich zu weiblichen Blastozysten, statistisch eine 2,53 hohere Chance haben,

Trophektoderm von Qualitat A aufzuweisen (P=0,04).

Schlusselworter: Blastozysten- Expansion, innere Zellmasse, Trophektoderm,

Lebendgeburt, Geburtsgewicht, Plazenta



ABSTRACT

The following diploma thesis consists of two parts. The theoretical part describes
chapters, which are important for a better understanding of the academic study. The
practical section seeks to find out if the quantitative and qualitative blastocyst
assessment on day 5 allows a prediction of neonatal outcome. A team, consisting of
Univ.- Prof. Mag. Dr. Thomas Ebner and me, tried to answer the question in a

prospective analysis, which was performed at the Kinderwunsch Zentrum in Linz.

In the course of 18 months all fresh and vitrified/warmed single blastocyst transfers,
meeting the inclusion criteria, were detected for parameters like size of inner cell mass,
trophectoderm cell number, zona pellucida diameter and were then compromised with
placental weight, birth weight and sex of the newborn. In total 254 blastocysts, 162 fresh
and 92 vitrified/warmed were included. Before transfer, qualitative scoring of blastocysts
was performed according to the classical criteria expansion. Placental weight, birth
weight and sex was provided by the maternal hospital. Also in case a malformation
occured, the hospital provided further details. Statistical analysis showed a significantly
higher birth weight (P=0.012) in warmed blastocysts compared to the fresh
counterparts. Placental weight did not differ between the two groups. Degree of
expansion as well as ICM grade were not related to the neonatal outcome. Hatching
blastocysts had significantly smaller inner cell masses compared to full (P>0.01) and
expanding (P<0.05) blastocysts. Moreover trophectoderm quality and cell number were
compared to implantation rate, pregnancy rate and live birth rate. Those pregnancies
that went to live birth could be distinguished from pregnancies that aborted on the basis
of trophectoderm grade (P<0.05) and cell number (P<0,001). Furthermore, results
showed, male blastocysts had a 2.53 higher chance to show trophectoderm of quality 1

as compared to female ones (P=0.04).

Keywords: Blastocyst- expansion, inner cell mass, trophectoderm, live- birth, birth
weight, placenta weight
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Einleitung

1 EINLEITUNG

Die assistierte Reproduktion ist ein sehr umfangreiches Kapitel der Medizin, welches
von vielen Personen aus Scham noch immer hinter verschlossenen Turen besprochen
wird. Wird das Thema der Kinderlosigkeit bereits im Alten Testament mit der
Geschichte zwischen Abraham und Sarah aufgegriffen, versuchten im Laufe der
Jahrhunderte viele interessierte Personen mit unterschiedlichen Therapieversuchen
dem unerflillten Kinderwunsch entgegenzuwirken. Mit der 1978 geborenen Louise
Brown, dem ersten lebend geborenen Kind nach in vitro Fertilisation wurde ein
Meilenstein in der Geschichte der Reproduktionsmedizin gelegt. Im Laufe der Zeit
konnten die Raten an Lebendgeburten nach kunstlicher Befruchtung immer weiter nach

oben korrigiert werden.

Wenn sich ein kinderloses Paar entscheidet, arztliche Hilfe einzuholen, steht fur beide
Partner eine groRe Anzahl an Untersuchungen an, um der Ursache fur die
ausbleibende Schwangerschaft auf den Grund zu gehen. Zuvor wird jedoch eruiert ob
es sich bei dem vorliegenden Paar um eine primare oder sekundare Sterilitdt handelt.
Der Unterschied dabei liegt darin, dass es bei einer primaren Sterilitdt nach sexuellem
Kontakt noch zu keiner Schwangerschaft kam, hingegen bei der sekundaren Sterilitat
nach einer friheren Schwangerschaft keine neuerliche Schwangerschaft eintritt. Hierbei
muss auch der Terminus der ,Infertilitat® geklart werden. Die Infertilitat beschreibt die

Unfahigkeit ein Kind bis zur Lebensfahigkeit auszutragen.

Neben der gynakologischen Untersuchung einschliellich der Vaginalsonographie, der
Beurteilung des Zervixschleims, dem Ausschluss von Infektionen sowie der Analyse
des Hormonstatus, wird die Frau dazu angehalten, sowohl einen Menstruations-, als
auch Koituskalender zu fuhren. Die Diagnostik der Frau kann zusatzlich noch auf eine
Hysteroskopie oder eine laparoskopische Tubendurchgangigkeitsprifung ausgeweitet
werden (1). Zu den Untersuchungen des Mannes gehdrt die Analyse der
Samenflussigkeit. Im Sims- Huhner- Test und Kurzrock- Miller- Test wird die

Vertraglichkeit des Zervixschleims der Frau, mit dem Sperma des Mannes getestet.

Nach all diesen Untersuchungen liegt die Ursache der Sterilitat in jeweils rund 40% bei
der Frau und beim Mann. In den restlichen 20% findet man sowohl beim Mann als auch

bei der Frau Grunde flr die Kinderlosigkeit. In das grol3e Kapitel der genitalen Ursachen
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Einleitung

der Frau kann hierbei- in absteigender Haufigkeit- zwischen tubarer, ovarieller und
uteriner Sterilitat eingeteilt werden. Neben den genitalen Ursachen kann es auch zum

Auftreten extragenitaler, psychischer oder immunologischer Ursachen kommen.

Hat man die Tests abgeschlossen, wird je nach Ursache der bisherigen Kinderlosigkeit
ein unterschiedliches Therapiekonzept angestrebt. Bei organischen Grinden, wie
beispielsweise bei Ovarialzysten oder Myomen wird eine Entfernung unternommen, bei
Adhasionen eine Adhasiolyse durchgefiuhrt und bei Verschluss einer Tube wird

versucht, jene am besten laparoskopisch wieder durchgangig zu machen.

Sollte trotz allem keine Schwangerschaft eintreten, wird mit dem Paar der nachste

Schritt besprochen: die assistiere Befruchtung.

Wie im nachsten Kapitel genau beschrieben, werden zu Beginn die Ovarien der Frau
mittels unterschiedlicher Protokolle hormonell stimuliert. Bei paralleler Beobachtung der
Follikelreifung wird der optimale Zeitpunkt zur geplanten Follikelpunktion abgewartet.
Hierbei konnen unter Ultraschallkontrolle transvaginal mehrere, wenn nicht sogar alle
Eizellen mit den umgebenden Granulosazellen sowie der umgebenden
Follikelflissigkeit, aus den beiden Ovarien abgesaugt werden. Der die Punktion
durchfihrende Arzt muss besondere Sorgfalt bei dem Procedere aufbringen, um
Nachbarorgane nicht zu verletzen oder Infektionen zu verursachen. Bei etwaigen
Komplikationen kann eine Reimplantation im aktuellen Zyklus nicht durchgefihrt
werden, die befruchteten Eizellen werden kryokonserviert und in einem spateren Zyklus

transferiert.

Der Cumulus- Eizell- Komplex wird sofort nach der erfolgreichen Punktion vom
Embryologen unter dem Mikroskop beurteilt. Bis zu diesem Zeitpunkt werden die
Frauen, mit Ausnahme in der Art des Stimulationsprotokolls gleich behandelt, nun
unterscheidet die Samenqualitdt des Mannes das weitere Vorgehen bei der
Befruchtung der Eizelle. Wenn die Qualitat im Sinne der Anzahl der Spermien, ihrer
Beweglichkeit und Morphologie den WHO- Referenzwerten entspricht, kann die in vitro
Fertilisation zum Einsatz kommen. Im Falle einer eingeschrankten Qualitat kann nur die
Methode der intrazytoplasmatischen Spermieninjektion, auch ICSI genannt, als letzte
Alternative angewandt werden. Sind die Eizellen befruchtet, werden sie vom
Embryologen je nach Stadium anhand bestimmter Kriterien bewertet. Je nach

Kinderwunschinstitut, werden die Embryonen den Frauen in unterschiedlichen
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Entwicklungsstadien, entweder im aktuellen Zyklus transferiert oder kryokonserviert und

in einem spateren Zyklus reimplantiert.

Obwohl die klnstliche Befruchtung immer mit einem Embryonentransfer endet,
entwickelt sich nur bei ungefahr 30-40% eine Schwangerschaft. Viele Einflussfaktoren,
wie zum Beispiel das Alter der Eltern, etwaige Grunderkrankungen, der Hormonstatus,

Nikotinabusus, Adipositas oder auch Stress kdnnen den Erfolg mitbestimmen.

In den folgenden Kapiteln werden Themen genauer behandelt, welche in dem Prozess
einer klnstlichen Befruchtung von groRer Wichtigkeit sind und zum besseren

Verstandnis der danach beschriebenen wissenschaftlichen Studie dienen.



Hormonelle Stimulation

2 HORMONELLE STIMULATION

,Das Wirkprinzip der ovariellen Stimulation beruht auf einer indirekten oder direkten
Erhdhung des Serum-FSH Spiegels. Das therapeutische Ziel der ovariellen Stimulation
ist entweder die Unterstitzung bzw. Herbeifiihrung eines Eisprungs bei Stérung der
Follikelreifung oder die Polyovulation zur Gewinnung von mehreren Eizellen flr eine

extrakorporale Verwendung.” (2)

Im Rahmen der hormonellen Stimulation bei kunstlicher Befruchtung koénnen

unterschiedliche Protokolle eingesetzt werden.

o Mehrfachsdosisprotokoll nach Diedrich et al.

Das sogenannte Mehrfachsdosisprotokoll von Diedrich et al. (3) verwendet GnRH-
Antagonisten, welche die hypophysare LH und FSH- Ausschuittung blockieren. Wie in
Abbildung 1 beschrieben, beginnt am 2. oder 3 Zyklustag die Stimulation mit FSH, ab
dem 6. Stimulationstag wird zusatzlich ein GnRH- Antagonist verabreicht. Wahrend
dieser Injektionen werden die Follikel der Frau regelmaldig auf ihr Wachstum Uberpruft.
Bei Vorhandensein von 2-3 Follikeln Uber 17mm wird die Ovulation mittels 5.000 IE
HCG ausgelost. Zwischen 2 Verabreichungen sowie der letzten
Antagonistenverabreichung und der HCG- Injektion sollte jeweils das Zeitfenster von 30
Stunden nicht (iberschritten werden. Ublicherweise wird 36 Stunden nach der HCG-
Gabe die Follikelpunktion durchgefihrt (2).

Im Vergleich zum weiter unten beschriebenen GnRH- Agonisten- Schema ist die
Hypophyse im GnRH- Antagonisten- Schema auch empfanglich auf eine Bolusgabe
eines GnRH- Antagonisten zur Einleitung der Eizellreifung. Diese Alternative zur
Induktion mittels HCG wird vor allem bei Patientinnen mit erhéhtem Risiko eines
Uberstimulationssyndrom angewandt, da in mehreren Studien (4,5) gezeigt werden

konnte, dass nach Gabe von GnRH- Agonisten eine Luteolyse eintritt.

Bei der Wahl der FSH Dosis flieRen mehrere Faktoren mit ein. Die meisten Patientinnen
unter einem Lebensalter von 40 Jahren (unter der Voraussetzung eines regelrechten

Zyklus) werden mit 150- 225 IE FSH therapiert. Je nach Alter und Zyklusanamnese,
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sowie weiteren Parametern wie der HoOhe des Anti- Miller- Hormons und der

Antralfollikelzahl wird die FSH- Dosis angepasst (2).

HCG- Injektion bei Leitfollikel 17-18mm

4

RN
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153

‘i} regelmaltige sonographische Kontrollen der Follikel
Beginn d. Zyklus

Abbildung 1: GnRH- Antagonisten- Mehrfachsdosisprotokoll

Quelle: adaptiert nach (2)

e Langes GnRH- Agonistenprotokoll

Wie in der Abbildung 2 ersichtlich, wird bei diesem Protokoll ein GnRH- Agonist
verwendet, der bereits in der Lutealphase des vorangegangenen Zyklus oder mit
Beginn der Menstruation verwendet wird. Nach einer Zeitspanne von 10-14 Tagen
werden sowohl eine Ostradiolmessung, eine LH- Messung und ein transvaginaler
Ultraschall durchgefiuhrt. Nach Zusammenschau der Befunde wird bei regelrechten
Ovarien und Hypogonadotropie die FSH Stimulation gestartet. Bei Vorhandensein von
2- 3 Follikeln von dber 18mm kommt es zur HCG- Verabreichung und anschlie3end zur
Follikelpunktion (2).
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bei Hypogonadotropie HCG- Injektion bei
Start der Stimulation LeitfollikelgrdZe 18-20mm
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Tag des Zyklus regelmaltige sonographische Kontrollen der
Follikelgréfte

Abbildung 2: Langes GnRH- Agonistenprotokoll

Quelle: adaptiert nach (2)

Das lange GnRH- Agonistenprotokoll hat im Vergleich zum Mehrfachdosisprotokoll eine
langere Stimulationsdauer, einen hdheren Gonadotropinverbrauch und weist ein
groReres Risiko fur ein ovarielles Hyperstimulationssydrom auf (6). Beim
Uberstimulationssyndrom kommt es durch die externe Zufuhr von Hormonen und dem
vermehrten Heranreifen der Follikel zu klinischen Beschwerden der Frauen, die von
moderaten Symptomen wie Unwohisein, Ubelkeit, dezenter Aszitesbildung begleitet
werden konnen. Die schweren Formen des Hyperstimulationssyndroms kdnnen mit
massivem Aszites, erhdhtem Hamatokrit, Dyspnoe, Leberfunktionsstérungen, ARDS
oder Nierenversagen einhergehen. Bei letzterer Form ist der Stimulationszyklus sofort

abzubrechen.

Die Schwangerschaftswahrscheinlichkeiten unterscheiden sich zwischen den beiden
genannten Protokollen aber nur gering. Welches Stimulationsprotokoll die Patientin
letztendlich erfahrt, ist immer eine individuelle Entscheidung, die sowohl in
Zusammenschau mit den Befunden als auch den biologischen Voraussetzungen

getroffen wird (2).

Die Stimulation der Ovarien ist ein Drahtseilakt, da bis zu einer gewissen Schwelle
,mehr Eizellen* eine ,hohere Schwangerschaftsrate® nach sich ziehen. Mit der

steigenden Anzahl von Follikeln steigt aber auch das Risiko flr ein
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Uberstimulationssyndrom an (2). Ein Richtwert fir die Eizellenzahl nach In- vitro-
Fertilisation sind 5- 15 Eizellen (7).

Die regelmalRig durchgeflhrten transvaginalen Sonographien dienen einerseits der
Abschatzung der Prognose der Stimulation, andererseits zur HCG- Injektion am
optimalen  Zeitpunkt sowie der Abschatzung auf das Entstehen eines

Uberstimulationssyndroms.
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In Vitro Fertilisation und intrazytoplasmatische Spermieninjektion

3 IN VITRO FERTILISATION UND INTRAZYTOPLASMATISCHE
SPERMIENINJEKTION

3.1 IVF

Bei der in vitro Fertilisation geht der natlrliche Prozess der Interaktion der Spermien mit

der Eizelle anstatt in utero, in einem Kulturschalchen vonstatten.

Wenige Stunden, in der Regel zwischen zwei und drei Stunden nach Punktion werden
die gewonnenen Cumulus- Eizellen- Komplexe mit einer vorgegebenen Anzahl von
Samenzellen versetzt. Dabei ist es wichtig, dass je nach Zahl der COC die Anzahl der
Spermien angepasst wird. Als Richtwert werden pro Eizelle zwischen 20.000-25.000
Samenzellen angegeben (2). Je nach Literatur findet man eine unterschiedliche Anzahl
von Spermien, im Allgemeinen kann man aber festhalten, dass die Konzentration in
einem Bereich zwischen 50.000- 150.000/mL liegen soll (6-10).

Nach diesem Schritt werden die inseminierten COC erstmals Gber Nacht inkubiert. Am
nachsten Tag werden sie auf das Vorhandensein von 2 Vorkernen und 2 Polkérpern
uberpruft. Diese Entwicklung kann jedoch nur gesehen werden, wenn die inseminierten

Cumulus- Eizellen- Komplexe vorher denudiert wurden.

Leider kommt es jedoch nicht in allen Fallen zu einer Befruchtung. In 5-10% kann ein
Versagen der IVF auftreten. Sollte dieses Ereignis eintreten, muss der Zyklus
abgebrochen werden und ein neuer Zyklus zu einem anderen Zeitpunkt gestartet
werden, indem- auf Grund des IVF- Versagens- als Methode der Wahl eine

intrazytoplasmatische Spermieninjektion durchgefiihrt wird.

Im Laufe der Jahre wurde unter anderem daran geforscht, ob eine Verlangerung der
Inkubation von Spermien mit dem COC oder eine Erh6hung der Samenanzahl zu einer
100% Befruchtungsrate fuhren. Dies verlief jedoch ohne nennenswerten Erfolg (12,13).
Ebenso wie der Ansatz die Kumulusmatrix mechanisch zu verkleinern oder den

Spermien mittels Hyaluronidase den Zugang durch die Matrix zu erleichtern (14).

Nach negativem Ausgang der in vitro Fertilisation bleibt als letzte Option die

Durchfihrung einer ICSI.
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3.2 ICSI

Bevor der eigentliche Vorgang der intrazytoplasmatischen Spermieninjektion stattfinden
kann, mussen bestimmte Vorbereitungen getroffen werden. Zum einen muss die Eizelle
von ihren umgebenden somatischen Zellen getrennt werden, einerseits um die Reife
der Gameten kontrollieren zu kénnen, welche injiziert werden, andererseits weil die
Cumuluszellen bei der Fixierung der Eizelle mit der Pinzette storen wirden (2).
AuBerdem wirde ein gewisses Risiko bestehen mit der Nadel Fremd- DNA in die
Eizelle einzuschleppen (15). Bei dem Schritt der Denudation greift man neben der
mechanischen Denudation auch zu dem Enzym Hyaluronidase. Nachdem die Oozyte
fur die ICSI vorbereitet ist, kommt es zur Auswahl des richtigen Spermiums. Diesem
Schritt kommt enorme Bedeutung zu. Fast immer finden sich im Ejakulat zumindest
einige gut bewegliche Spermien, die fur die Injektion eingefangen werden mussen. Der
Schritt des Einfangens kann in zwei verschiedenen Medien durchgefluhrt werden.
Einerseits in Polyvinylpyrrolidon andererseits in Hyaluronsaure, beides Substanzen, die
die Motilitdt der Spermien stark einschranken. Zuletzt wird der mannliche Gamet
entweder mechanisch oder mittels Diodenlaser immobilisiert, damit das Enzym

Phospholipase C ¢ Zugang zur Oozyte erhalt (2).

Die Durchfihrung der Spermieninjektion passiert nach einem standardisierten
Verfahren. Im ersten Schritt wird die Eizelle an der 9- Uhr Position mit einer Haltepipette
fixiert. An der 3- Uhr Position wird die Injektionspipette vorsichtig gegen die Eimembran
gedrickt, bis sich ein Einstichtrichter bildet. Diese beiden Schritte werden in Abbildung
3 ersichtlich. Nach Penetration des Oolemmas wird Ooplasma aspiriert um sicher zu

gehen, dass das Spermium nicht falschlicherweise im perivitellinen Spalt deponiert wird

2).
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Abbildung 3: ICSI mit in der Injektionspipette befindlichem immobilisiertem Spermium (Pfeil)

Quelle: Adaptiert nach (2)

Da die ICSI eine invasive Manipulation der Oozyte darstellt, ist es nicht weiter
verwunderlich, dass die Eizellen durch diese Prozedur beschadigt werden kdnnen und
so keine 100%- ige Befruchtungsrate gewahrleistet werden kann. Die Rate an

degenerierten Eizellen soll jedoch in guten Labors nicht héher als 1-3% sein (2).
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4 KRYOKONSERVIERUNG

Seit der ersten berichteten Schwangerschaft nach Kryokonservierung im Jahr 1983 von
Trounson und Mohr (16) und dem Bericht der im Jahr darauf folgenden ersten Geburt
von Zellmaker et al. (17) ist die Kryokonservierung ein weltweit anerkanntes Verfahren

zur Lagerung von vitalen Zellen bei einer Temperatur von -196 Grad Celsius (2).

Auf Grund der extrem niedrigen Temperaturen, bei denen der Stoffwechsel der Zellen
praktisch auf Stillstand gestellt wird, ohne die Zelle jedoch nachhaltig zu schadigen,
bedarf es, um Uberhaupt ein Uberleben des Vorganges zu ermdglichen, einerseits
kryoprotektiver Losungen und andererseits besonderer Verfahren zum Einfrieren und

Auftauen.

Dabei haben sich zwei Modelle zur Kryokonservierung etabliert. Das slow freezing,
auch langsames Einfrieren genannt, und die Vitrifikation. In den letzten Jahren hat die
Vitrifikation an Beliebtheit gewonnen, sodass in den meisten Labors dieses
Einfrierprotokoll angewandt wird. Die Ziele beider Protokolle sind den Metabolismus der
Zelle zum Stillstand zu bringen, dabei jedoch die Struktur aufrechtzuerhalten sowie

annehmbare Uberlebensraten beim Einfrieren als auch beim Auftauen zu schaffen (2).

Vier Schritte markieren sowohl das Protokoll des langsamen Einfrierens, als auch das
der \Vitrifikation. Der erste Schritt ist, der Zelle, unter Zuhilfenahme eines
Kryokonservierungsmittels, Wasser zu entziehen. Bei der gewunschten Temperatur von
-196° Celsius werden die Zellen gelagert. Sobald die Entscheidung zur Reimplantation
gefallen ist, werden sie wieder rehydriert, indem das Kryokonservierungsmittel entzogen
und Wasser hinzugefugt wird. Zu guter Letzt werden die Zellen in eine physiologische

Umgebung rucktransferiert (2).

4.1 Slow freezing

Beim Prozess des langsamen Einfrierens wird mit niedrigen Dosen der Kryoprotektiva
der Austritt des intrazellularen Wassers durch langsames Senken der Temperaturen
erreicht. Das Gefahrliche fur die Zellen ist hierbei nicht die Lagerung bei der
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Endtemperatur, sondern der Temperaturbereich von -15°C bis -60°C, den sie sowohl

beim Einfrieren als auch beim Auftauen unbeschadet Uberstehen mussen (18).

Das Ziel des Einfrierprozesses ist es, die intrazellulare Kristallisation zu verhindern, die
die Zellen unwiderruflich schadigen wirde. Passiert das Einfrieren in der vorgegebenen
Zeit, verlasst das Wasser den Intrazellularraum schnell genug, die Zelle dehydriert, was

bedeutet, dass die Eiskristallbildung verhindert wird.

Bei einer genau definierten Kuhlrate von 0,3-2°C pro Minute und einer Kihlprotektiva-
Konzentration von zirka 1,5 M wird der Prozess des langsamen Einfrierens vollzogen.
Beim zu langsamen Kuhlen kann es zur extrazellularen Eisbildung sowie zu hohen
intrazellularen Elektrolytkonzentrationen kommen, werden die Zellen zu schnell

eingefroren, kann es zu intrazellularer Eisbildung kommen (2).

Die Kryoprotektiva, die zum Einfrieren nétig sind, kénnen die Zellen jedoch auch
schadigen. Dabei steigt die Toxizitat mit der Konzentration sowie der Expositionszeit an
(19). Ein wichtiger Faktor beim slow freezing ist die Geschwindigkeit in der das Wasser
und die Kryoprotektiva durch die Zellmembran durchtreten, welche abhangig von der
Membranzusammensetzung, der temperaturabhangigen Permeabilitat der Zellmembran
fur Wasser und Kryoprotektiva (20) und dem Verhaltnis von Oberflache zu Volumen
(20,21) ist (2).

4.2 Vitrifikation

,Die Vitrifikation einer Losung ist definiert als die >Solidifikation von Wasser ohne
Eiskristallbildung bei Temperaturen weit unter 0°C, verursacht durch eine extreme
Erhdhung der Viskositat der Losung wahrend des Abklhlens<« (22,23)" (2).

Um dieser Definition gerecht zu werden, mussen verschiedene Punkte beachtet
werden. Neben hoher Kuihlraten und einer hohen Konzentration an
Kryokonservierungsmitteln missen Tragersysteme eingesetzt werden, welche entweder
einen niedrigen Isolierungsindex oder eine hohe Warmeleiteigenschaft aufweisen. Auf
Grund der Toxizitat der Kryokonservierungsmittel, muss eine Mischung aus zwei
verschiedenen Kryokonservierungsmitteln eingesetzt werden, von denen jeweils eines
ein permeables (membrangangiges, mit einem Molekulargewicht unter 100) und eines

ein nicht permeables (nicht membrangangiges, mit einem Molekulargewicht von 300-

15



Kryokonservierung

400) Kryokonservierungsmittel darstellen muss. Diese Mittel durfen nicht auf einmal,
sondern mussen Schritt fur Schritt hinzugefugt werden. Wahrend die Temperatur
erniedrigt wird, miussen sich die Zellen in der hochkonzentrierten Vitrifikationslésung

befinden, deren Volumen jedoch im Nanoliter- Bereich liegen muss (2).

Der Prozess der Vitrifikation beginnt mit der Dehydrierung. Dabei werden die Zellen z.B.
in 7,5% Ethylenglycol/Dimethylsulfoxid + 20% Protein inkubiert, wobei die Dauer der
Inkubation von dem Typ der Zelle abhangt. Am Langsten werden Eizellen inkubiert,
gefolgt von Zygoten und Tag 3 Embryonen. Tag 5 Blastozysten werden am Kirzesten
inkubiert. Danach werden die Zelltypen far 60-70s in 15%
Ethylenglycol/Dimethylsulfoxid + 0,5 M Zucker + 20% Protein inkubiert. Im nachsten
Schritt werden die Zellen auf das Tragersystem aufgebracht und direkt oder indirekt in

flissigen Stickstoff getaucht (2).

Bei der Rehydrierung werden die Zellen, nachdem die aus dem flussigen Stickstoff
genommen wurden, zuerst in eine 1M Zuckerlosung, anschlieBend in eine 0,5 M
Zuckerlésung und zum Schluss in eine zuckerfreie Losung Uberflhrt. Dieser Prozess
gewahrleistet den Austausch von Konservierungsmittel und Wasser, die Zelle schwillt
dabei sehr langsam an, was sich auch positiv auf das Uberleben nach dem Auftauen

bemerkbar macht (2).

4.2.1 Vitrifikation von Eizellen

Erst seit der Entwicklung der Vitrifikation hat sich das Einfrieren der Eizellen in der Klinik
etabliert. Nachdem 1999 die erste Lebendgeburt gelang, liegen mittlerweile Daten von
2000 Geburten nach Vitrifikation von Eizellen vor. Durch die Unterschiede in der
ZellgroRe, der reduzierten Durchgangigkeit der Membran, dem geringeren
Volumen/Oberflachenverhaltnis im Vergleich zu Zellen in anderen Teilungsstadien, sind
die Eizellen in der Aufnahme der Kryoprotektiva und Abgabe von Wasser weniger
effizient, was mdglicherweise den ehemals begrenzten Erfolg im Einfrierprozess
erklaren konnte. Diese Methode Eizellen zu konservieren ist besonders fir jene Frauen
von entscheidender Wichtigkeit, welche sich einer Chemotherapie aussetzen missen
oder wegen beruflicher oder privater Grinde die Familienplanung zeitlich nach hinten

verschieben (2).
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4.2.2 Vitrifikation von Blastozysten

Ahnlich wie die Eizellen sind die Blastozysten, wegen ihres flissigkeitsgefiillten
Blastozoels, sehr empfindlich gegenuber tiefen Temperaturen. In der Routine ist die
Kryokonservierung von Blastozysten aber besonders beliebt. Vorteile davon sind, dass
die Mehrlingsrate mit dem Transfer von einzelnen Blastozysten reduziert werden kann.
AulBerdem sind die Schwangerschaftsrate sowie die Implantationsrate im Vergleich zu
kryokonservierten Vorkernstadien oder Teilungsstadien erhoht. Da die Zellen am Tag 5
schon zwischen 50 und 150 Zellen aufweisen, kdnnen auch etwaige Kalteschaden vom

Embryo besser toleriert werden.

In einer Studie des IVF Labor River North in Chicago konnten zwischen Janner 2004
und April 2011 13.125 Blastozysten vitrifiziert werden. Die Uberlebensrate belief sich
hierbei auf 96,8%, die Implantationsrate bei 30,2% und die klinische
Schwangerschaftsrate bei 43,1% (2).
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5 WISSENSCHAFTLICHE STUDIE

5.1 Einleitung

Seit der Erforschung und Entwicklung von Kulturmedien, die den Verhaltnissen des
Uterus immer weiter nachempfunden werden kdnnen, geht der Trend in der assistierten
Reproduktionsmedizin streng dazu, Embryonen, nicht wie in frGheren Tagen bereits an
Tag 3 zu reimplantieren, sondern, sie bis zur Tag 5- Blastozyste zu kultivieren und erst
dann in den Uterus der Frauen zu Uberfihren (24). Der Vorteil dieser langeren
Bebritung liegt darin, dass sich mit der Differenzierung der verschiedenen Zellen
Qualitatsmerkmale von Embryonen erkennen lassen, die zu einer hdheren

Implantations-, und Schwangerschaftsrate fihren kénnen (25).

Als Erstbeschreiber haben sich Gardner et al. Merkmalen angenommen und diese
beschrieben. Hierbei wird die Blastozyste in 6 Entwicklungstadien eingeteilt, additiv wird
noch die Qualitat der ICM und des TE in 3 mdgliche Qualitatskategorien aufgeteilt. Im
Stadium 1 der Blastozyste ist die Blastocoel- Hohle kleiner als die Halfte des Volumens
des Embryos. Im Stadium 2 ist die Blastocoel- Hohle zumindest halb so grol} wie das
Volumen des Embryos. Die Blastocoel- Hohle in Stadium 3 fullt den Embryo zur Ganze
aus. Im folgenden Stadium 4, ist die Blastozystenhdhle und somit der Embryo bereits
groler als das urspringliche Volumen der Eizelle, auBerdem hat sich die Zona
Pellucida verdinnt. Stadium 5 Blastozysten sind wie im Stadium 4 gréRer als die
ursprunglichen Embryos, zusatzlich bricht der TE durch die ZP durch. Das letzte
Stadium 6 beinhaltet jene Blastozysten, die bereits vollstandig aus der ZP geschliupft
sind (26). Stadium 1 + 2 werden zum Begriff der ,frihen Blastozyste®
zusammengefasst, Stadium 3 nennt man ,volle Blastozysten®, Stadium 4 werden auch

,expandierte Blastozysten und 5+6 ,schlipfende Blastozysten® genannt.

Hat die Blastozyste das Stadium 3 erreicht, konnen die beiden weiteren Merkmale,
namlich die innere Zellmasse einerseits, und der Trophektoderm andererseits in ihre
Gute eingeteilt werden. Hierbei werden 3 Kategorien beschrieben. Die erste- und
gleichzeitig beste- Kategorie der ICM; Kategorie 1, besteht aus vielen dicht gepackten

Zellen, die zweitbeste, Kategorie 2, beinhaltet einige gruppierte Zellpakete und die
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schlechteste, Kategorie 3, wenige einzelne Zellen. Die Einteilung der TE- Qualitat
erfolgt ahnlich der ICM- Einteilung. Kategorie 1 weist viele Zellen auf, welche in einer
engen Gemeinschaft stehen. In der zweiten Kategorie finden sich weniger Zellen, deren
Epithel nicht so kompakt geformt ist. Mit der schlechtesten Kategorie werden jene TE
bewertet, die nur sehr wenige Zellen aufweisen und dadurch kein adaquates Epithel

formen konnen (26).

Man beschaftigte sich aber nicht nur damit, Zusammenhange zu neuen Parametern zu
schaffen, um die Implantations-, und Schwangerschaftsrate zu verbessern, sondern
auch, um Korrelationen mit dem neonatalen Outcome zu finden. Dabei wurden unter
anderem zwei verschiedene Kulturmedien verglichen, mit dem Ergebnis, dass
Embryonen in Medium A ein héheres Geburtsgewicht aufwiesen als in Medium B (27).
Folgestudien zeigten, dass sich dieses postnatale Gewicht zumindest auf die ersten
beiden Lebensjahren auswirkt (28). In einer weiteren Untersuchung konnten Nelissen et
al. zeigen, dass bei Menschen das intrauterine Wachstum bis zum zweiten Trimester
der Schwangerschaft auf bestimmte Faktoren sensibel scheint und so beeinflusst

werden kann (29).

Diese und weitere Ergebnisse in der Forschung waren der Ausloser fur die folgende
prospektive Studie die, wie bereits erwahnt, am Kinderwunsch Zentrum in Linz
durchgefuhrt wurde. Die Studie hat sich damit beschaftigt, ob sich die Grélke oder die
Qualitdat von innerer Zellmasse (ICM) und Trophektoderm in einer veranderten
Lebendgeburtenrate, einem veranderten Geburtsgewicht und/oder Plazentagewicht
sowie Geschlecht nach frischem oder aufgetautem Einzelblastozysten- Transfer

bemerkbar macht.

Aufgrund der neuen Erkenntnisse, die mit der statistischen Auswertung einhergingen,
ist es geplant, die Studie bei wissenschaftlichen Magazinen einzureichen und

maoglicherweise auch zu veroffentlichen.

19



Wissenschaftliche Studie

5.2 Material und Methoden

Diese prospektive Studie inkludiert alle frischen und aufgetauten Tag 5 Blastozysten
innerhalb eines 18-monatigen Zeitraumes, welche folgende Einschlusskriterien

bestanden haben.

l. Die Expansion der Blastozysten soll nach den in der Einleitung
beschriebenen Gardner- Kriterien (26) zumindest das Stadium der vollen
Blastozyste (25) aufweisen, um so das Vorhandensein von ausreichend

Blastocoel und den unterschiedlichen Zelllinien zu gewahrleisten.

Il. Die Fotodokumentation der Blastozysten muss stets vom gleichen
Untersucher durchgefuhrt werden, um so Unterschiede in der Befundung
zwischen mehreren dokumentierenden Personen zu vermeiden und

aulere Einflussfaktoren so gering als moglich zu halten (30).

[l Um eine konstante Messung durchfihren zu kdnnen, mudssen in dem
ausgewahlten Bildabschnitt sowohl ICM als auch der Trophektoderm der

Blastozysten fokussiert sein.

V. Das maximale Alter der Frauen muss unter 40 Jahren liegen, um
zusatzliche altersabhangige Einflussfaktoren so gering als moglich zu

halten.

Pro Patientin wurde nur ein frischer Blastozystentransfer in die Studie inkludiert. 29
Patientinnen oder 11,4% des Gesamtpatientenguts bekamen jedoch wahrend der
Studiendauer nach dem frischen Transfer noch einen zweiten Zyklus und die
Reimplantation einer aufgetauten Blastozyste. Dieser Fakt, und die oben genannten
Kriterien fihrten zu einer Gesamtsumme von 254 Einzelblastozysten- Transfers bei

einer Gesamtzahl von 229 Patientinnen.
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Bei der Stimulation wurden 58% der Frauen nach dem GnRH- Antagonisten- und 42%
nach dem Agonisten- Schema therapiert. Von jenen Patientinnen, die nach GnRH-
Antagonist Protokoll behandelt wurden, verwendeten 68 Frauen zuerst entweder
Elonva® oder Puregon® von der Firma MSD und 62 Patientinnen Menopur® der Firma
Ferring, zur kontrollierten ovariellen Stimulation. Der Antagonist, der injiziert wurde, um

einen vorzeitigen Anstieg des luteinisierenden Hormons zu vermeiden, war Orgalutran®.

Im zweiten Protokoll, wurden wiederum 52 Patientinnen mit dem Gonadotropin
Puregon® und 43 Patientinnen mit Menopur® behandelt. Zur Downregulation wurde
Suprecur® der Firma Sanofi- Aventis mit dem Gonadotropin- releasing- hormone-

Agonisten Buserelin verwendet.

Die Ovulation wurde ausgeldst, indem 5.000-10.000 1U hCG mittels Pregnyl® von der
Firma MSD zugefuhrt wurden. 36- Stunden, nachdem die Ovulation eingeleitet wurde,
wurden die Eizellen mittels transvaginaler, Ultraschall- gezielter Punktion aus den

Ovarien der Patientinnen enthommen.

Die mittlere Stimulationsdauer der 229 Patientinnen betrug 10,8 + 2,5 Tage, die Hohe

des Estradiols lag am Tag der Induktion des Eisprungs bei 1452 + 1290pg/mL.

Maximal 40 Stunden nach der hCG Injektion wurden die Eizellen je nach Samenqualitat
mittels ICSI (n=200) oder IVF (n=25) befruchtet. Um flr die herkémmliche IVF eine so
gut als mdgliche Qualitat der Spermien zu garantieren, wurden spezielle Kammern
verwendet, die nur jene Spermien auswahlen, welche sich schnell vorwarts bewegen.
Sich langsam bewegende Spermien werden hierbei aussortiert (31). Bei der
intrazytoplasmatischen Spermieninjektion wurde als Auswahlkriterium die sogenannte

swim- up- procedure angewandt.

Sechzehn bis zwanzig Stunden nach der Insemination wurden die Eizellen Kumulus-
Oozyten- Komplexe das erste Mal auf eine Befruchtung kontrolliert. Der Tag 1 war
insofern entscheidend, als dass nur Zygoten mit 2 Vorkernen in der Kultur mit 30pl
EmbryoAssist Medium der Firma Origio belassen wurden (32). Am dritten Tag
wiederum, wurden die in- vitro- kultivierten Embryonen in 30ul Tropfen des BlastAssist

Mediums der Firma Origio transferiert.

Den Alpha-, und ESHRE- Richtlinien (33) zufolge, wurden die Embryonen im frihen
Teilungsstadium auf die Anzahl und Grof3e der Blastomeren sowie auf Fragmentierung,
und das Vorhandensein von mehreren Zellkernen untersucht. Nach diesen genannten
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Prozessen endeten alle Kulturen in einer Tag 5- Blastozyste. Ungefahr 70% davon

erfullten die Kriterien zur moglichen Reimplantation.

Der Auftauprozess der kryokonservierten Embryonen wurde mit GM501 VitriStore,
einem kommerziell erhaltlichen Vitrifikationskit, durchgefuhrt. Dabei wurden in dem aus
drei Schritten bestehenden Prozess Ethylenglycol und DMSO als Kryoprotektiva
verwendet. FUr das Erwarmen werden die Blastozysten in vier verschiedene
Kulturmedien auf der Basis von PBS und HSA transferiert. In den 4 Medien finden sich
unterschiedliche Konzentrationen an Saccharose. Beginnend bei der hdéchsten
Konzentration werden die Embryonen Schritt fur Schritt in die jeweils niedrigere
uberstellt. Im nachsten Schritt werden- wie die frischen Blastozysten- auch die einst
kryokonservierten in das BlastAssist Medium versetzt, von dem aus der
Blastozystentransfer geschieht. Auf diesen Schritt des Erwarmens wird besonderes
Augenmerk gelegt, um die Erfolgsrate eines gelungenen Auftauprozesses so hoch als

maoglich zu halten.

Da das Labor des Kinderwunschzentrums Linz seit jeher stets Blastozysten anhand der
Grolke ihrer inneren Zellmasse auswahlt, war fur die Durchfihrung der aktuellen Studie
laut interner Ethikkommission kein eigener Ethikantrag notwendig. Der Fakt, dass nur
Embryonen mit den Qualitatskriterien ausgesucht werden, reduzierte die Gesamtzahl
der zu untersuchenden Blastozysten um die Zahl 2, da jene laut den nach Gardner
beschriebenen Kriterien (25) eine ICM der Klasse C aufwiesen, beziehungsweise aus

zu wenigen Zellen bestanden.

Es gilt generell die Regel, dass bei der Vitrifikation weder die ICM noch der TE eine
Qualitat schlechter als 2 aufweisen darf. In der Studie wurde nur eine Ausnahme
akzeptiert. Es wurden jene drei Blastozysten trotz TE- Qualitdt 3 eingeschlossen,
welche einerseits die einzig verfugbaren des Elternpaares darstellten und andererseits
im Gegenzug eine ICM der besten Qualitat, also 1, aufwiesen. In Erinnerung sollte
behalten werden, dass jedes Labor in der Routine darauf Wert legt, die
Schwangerschaftsrate und demzufolge die Geburtenrate so hoch als moéglich zu halten.
Daher werden zum Transfer nur jene Blastozysten mit der besten ICM- Qualitat und —
Grolde selektioniert, weshalb in der Studie die Anzahl der Gruppe, die ICM- Kategorie 3-

Blastozysten enthalt, gering ist.

Laut der Studie von Gardner (25) Iasst dieses Vorgehen jedoch ein geringeres positives

Outcome erwarten. Um diesem Outcome entgegen zu wirken, wurde in der aktuellen
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Studie versucht, noch weitere mogliche Qualitatskriterien zu untersuchen und in

Zusammenhang mit dem neonatalen Outcome zu bringen.

Zu diesen zusatzlichen Parametern gehorte unter anderem der maximale Blastozysten-
Durchmesser von Zona Pellucida zu Zona Pellucida, gemessen wurde hierbei mit einer
Software namens Octax Eyeware®. Im seltenen Fall des Auftretens einer ovalen
Blastozyste (34) wurde der Mittelwert zwischen minimaler und maximaler Ausdehnung

berechnet.

Der Untersucher, der die Fotoaufnahmen durchfiihrte, hatte besonderes Augenmerk
darauf zu legen, dass sowohl ICM als auch Trophektoderm immer gemeinsam im Fokus
waren. Vor allem wurde Interesse darauf gelegt, dass das Bild die ICM auch im Falle

einer ovalen Form in ihrer ganzen Dimension reprasentiert.

Die Messung der ICM wurde auf 3 verschiedene Arten durchgefihrt:
1. nach Richter et al. (35)
2. mit Hilfe der Kreis/Ellipsen- Berechnung

3. semiautomatisch durch Umranden der ICM- Grenzen

Die erste wurde nach den Kriterien von Richter et al. (35) durchgefuhrt. Hierbei wurde
mittels CorelDraw Graphics Suite X4 die maximale Lange ermittelt. Zu dieser
maximalen Lange wurde die im rechten Winkel stehende maximale Breite vermessen.
Anschlie®end wurden beide Werte multipliziert. Aul’erdem wurde der Rundheitsindex
(RI) berechnet. Indem, basierend jeweils auf den beiden erhaltenen Daten der Richter-
Messung der zahlenmaRig grolkere Wert, sei es Lange oder Breite, durch den
zahlenmafig kleineren Wert dividiert wurde. Umso naher das Ergebnis bei der Zahl 1
liegt, umso runder ist die ICM, umso weiter sich der Wert von der Zahl 1 entfernt, umso

ovaler ist die innere Zellmasse (35).

Die dritte Messung wurde semiautomatisch durchgefuhrt. In CorelDraw X4 wurde zuerst
der Umfang der inneren Zellmasse umrandet (siehe Abbildung 4; die ICM ist weil}
umrandet, der RI liegt bei 1.05, die Flache wurde mit 3472 pm? berechnet.
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Trophektoderm- Zellzahl liegt bei 9) und die daraus resultierende Figur als DXF- Datei
in das Computerprogramm SolidWorks importiert. Dort eingeflgt, war es mdglich, die

Flache jener zuvor umrandeten Figur zu berechnen.

Abbildung 4: Umrandung der ICM in CorelDraw

Quelle: eigene Darstellung

Der Trophektoderm wurde quantitativ ermittelt, indem nach der Messung der ICM die
Zahl der TE-Zellen am Bildausschnitt angegeben wurde (35). Da es bei ein paar Fotos
Diskrepanzen zwischen der voreingestellten Grofle des Bildausschnittes von Octax
Eyeware und der GroRRe der Blastozyste gab, (dabei handelte es sich hauptsachlich um
Gardner- Stadien 4 und 5) wurde in diesen speziellen Fallen die Zellzahl nicht hinterher
am Foto, sondern direkt vom Untersucher unter dem Mikroskop ermittelt. Neben der
Zellzahl wurde auch der TE jeder Blastozyste nach den klassischen bereits angeflihrten

Gardner- Kriterien in ihre Qualitat eingeteilt (26).

Im Gegensatz zu den frischen Blastozysten, wurden die einst kryokonservierten, nun
aufgetauten Embryonen, innerhalb von zwei Stunden, nachdem sie sich vollstandig
reexpandiert haben, vermessen (36).
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5.3 Statistik

Die Daten wurden mittels SPSS Version 22 ausgewertet. Geburtsgewicht sowie
Plazentagewicht wurden auf das Gestationsalter durch Zuhilfenahme einer nicht-
linearen- Regression korrigiert. Hierbei sollte erwahnt werden, dass die Ruckmeldung
uber das Geburtsgewicht in den jeweiligen Krankenhdusern bei 100% lag, die
Ruckmeldung Uber das Plazentagewicht wurde nur zu 75% erbracht. Unterschiede in
den Mittelwerten der 3 Gruppen (in Bezug auf Lebendgeburt, Abort und keine
eingetretene Schwangerschaft) basierend auf den Normalwerten, wurden unter der
Darstellung der Multivariate  ANOVA (Analysis of Variance) berechnet. Das
Signifikanzniveau wurde auf 5% festgelegt. Der Behandlungserfolg wurde mit Wilks
Lambda untersucht. Da keine positiven, die drei Gruppen Ubergreifenden Auswirkungen
herausgefunden werden konnten, wurde sowohl auf Folgebetrachtungen mit der
Univariate ANOVA, als auch auf Posthoc- Analysen verzichtet. Dasselbe gilt fur die
Subpopulation ,Lebendgeburten mit der Betrachtung auf die Gruppen ,mannlich“ oder
,weiblich“. Mittlere Differenzen zwischen nicht normal- verteilten Variablen der drei oben
genannten Gruppen wurden mittels des Median- Tests flr unabhangige Stichproben

ermittelt.

Im Falle von Signifikanzen wurde eine binare logistische Regressionsanalyse
angewandt, um den Zusammenhang zwischen der Variable und beispielsweise der
Lebendgeburt weiter untersuchen zu koénnen. Lineare Regressionsmodelle wurden
verwendet um eine mdgliche Korrelation zwischen dem (korrigierten) Geburtsgewicht,
dem Plazentagewicht und der Grof3e/Qualitat der inneren Zellmasse herauszufiltern.
Der Einfluss des Vitrifikationsvorganges der kryokonservierten Blastozysten auf das
Geburts-, beziehungsweise Plazentagewicht wurde unter Zuhilfenahme der Multivariate
ANOVA analysiert. Der Effekt wurde wie oben genannt mit Wilks Lambda untersucht.
Positive Gesamtergebnisse wurden anschlieliend mit einer getrennten einfaktoriellen
ANOVA Uberprift. Der Chi- Quadrat- Test wurde flr die univariate Untersuchung der
Stichproben verwendet. Zu guter Letzt wurde eine einfaktorielle ANOVA durchgefuhrt,
um Unterschiede der ICM in vollen, expandierten und schlipfenden Blastozysten

herausfiltern zu konnen.
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5.4 Ergebnisse

Von den 254 Einzelblastozysten- Transfers konnte in 139 Fallen eine Schwangerschaft,
mittels positivem hCG- Test, nachgewiesen werden, was einer Schwangerschaftsrate

von 54,7% entspricht.

Hierbei konnte sich jedoch kein Zusammenhang zwischen der Anzahl der
Schwangerschaften nach frischem Blastozystentransfer (55,6%) und der Anzahl der
Schwangerschaften nach Transfer von vitrifizierten/erwarmten Blastozysten (53,3%),
finden lassen. Auch ohne signifikantes Ergebnis verlief die Untersuchung, ob sich die
Lebendgeburtenrate in der Gruppe der frischen Blastozysten (40,7%) von der

Lebendgeburtenrate der einst kryokonservierten Blastozysten (35,9) unterscheidet.

Die Lebendgeburtenrate der frischen Blastozysten, die nach den bereits oben
beschriebenen Kriterien nach Gardner et al. (26) gescreent wurden, sind in Tabelle 1
ersichtlich gemacht. Jene 7 Blastozysten, welche entweder ICM-, oder TE- Qualitat 3

aufwiesen, wurden in der Tabelle nicht berlcksichtigt.

ICM (1) ICM (2)
Expansionsgrad TE (1) TE (2) TE (1) TE (2)
3 8/16 (50,0) 5/26 (19,2) 1/2 (50,0) 1/3 (33,3)
25/57 (43,8) 19/43 (44,2) 2/3 (66,6) 1/9 (11,1)
5 30/65 (46,2) 7/22 (31,8) na 0/1
2 63/138 (45,7) 31/91 (34,1) 3/5 (60,0) 2/13 (15,4)

Tabelle 1: Lebendgeburtenrate gruppiert nach Gardner- Kriterien

Quelle: eigene Darstellung
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Aus den Schwangerschaften resultierten 99 Lebendgeburten, die berechnete
Lebendgeburtenrate liegt bei 39,0%. Durch Teilung der reimplantierten
Einzelblastozysten in- utero kam es zur Geburt von 3 monozygoten Zwillingen, welche

fur die statistische Auswertung jedoch ausgeschlossen wurden.

Das mittlere Gestationsalter, in dem die Einlinge entwickelt wurden, belief sich auf 39
2,5 Wochen. Das mittlere Geburtsgewicht wurde mit 3314 + 703g berechnet. Die
detaillierten Geburtsgewichter aufgetragen auf ihre Schwangerschaftswoche bei Geburt
sind in Abbildung 2 ersichtlich. Die Ubermittelten Daten des Plazentagewichts ergaben
ein mittleres Gewicht von 589 + 136g. Die Multivariate ANOVA untersuchte einen
potentiellen Effekt der Vitrifikation auf Geburtsgewicht und Plazentagewicht und konnte
ein positives Ergebnis (P=0,013) zeigen. Post- hoc Analysen ergaben, dass, verglichen
mit frischen Blastozysten, zuerst kryokonservierte und vor dem Transfer aufgetaute
Blastozysten, mit einem signifikant hoherem Geburtsgewicht (P=0,012), nicht jedoch mit
einem hoheren Plazentagewicht (P=0,106) einhergehen. Lag das Geburtsgewicht der
vitrifizierten Blastozysten bei 3568 + 7449, brachten die Neugeborenen nach frischem
Transfer nur 3187 + 691g auf die Waage. Was die Art der Befruchtung, genauer gesagt
in- vitro- Fertilisation oder intrazytoplasmatische Spermieninjektion anbelangt, konnte

betreffend des Geburtsgewichts kein Zusammenhang (P>0,05) gefunden werden.
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Abbildung 5: Gestationsalter bei Geburt in Zusammenhang mit dem Geburtsgewicht

Quelle: eigene Darstellung

Von den 66 Kindern, die nach frischem Blastozystentransfer geboren wurden, wiesen
zwei Kinder Malformationen im Sinne eines grolken foramen ovale und einer
Duodenumaplasie auf, zudem trat ein Fall von zystischer Fibrose auf, was einer
Missbildungsrate von 4,6% entspricht. In der Gruppe der aufgetauten Blastozysten
(n=33) wurde ein Kind mit Trisomie 18 entwickelt, die Missbildungsrate liegt hier bei 3%.
Weder qualitative noch quantitative Merkmale konnten mit den Malformationen in

Verbindung gebracht werden.
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5.4.1 Expansion

Die Blastozysten wurden aufgrund ihrer Expansion in drei Gruppen aufgeteilt. Dabei
nahmen 16% das volle Blastozystenstadium ein, 48% wiesen das expandierte
Blastozystenstadium auf und 36% wurden dem Stadium der schlupfenden Blastozyste
zugeteilt. Die zugehorigen mittleren Durchmesser betrugen 174 + 9um, 191 £ 15um,
und 202 + 14um.

Zwischen der Implantationsrate, der Schwangerschaftsrate, der Lebendgeburtenrate
sowie dem Geburtsgewicht und dem Grad der Expansion konnte keine statistische
Signifikanz gefunden werden. Das gleiche Ergebnis zeigte auch die Untersuchung auf
einen Zusammenhang zwischen den Gardner et al.- Einteilungsschema (25) und den
oben genannten Parametern. Der Vergleich der Mittelwerte quantitativer und qualitativer
Beurteilungsmerkmale der Blastozysten wird in den untenstehenden Tabellen 2, 3 und
4 aufgezeigt. Auch aus diesen Tabellen wurden jene sieben Blastozysten mit ICM, oder

TE Qualitat 3 ausgeschlossen.

Stadium 3 ICM (1) ICM (2)
TE(1) | TE(2) TE(1) | TE()

n 16 25 2 2
Durchmesser (um) 176+10 1757 1745 18115
Grole der ICM

(UmM?) 3643+1142 |4144£1229| 3416+110| 5105190
Anzahl TE- Zellen 9+1 812 1013 711

Tabelle 2: Ubersicht Uber Ergebnisse quantitativer und qualitativer Parameter Stadium 3

Quelle: eigene Darstellung
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Stadium 4 ICM (1) ICM (2)
TE(1) | TE(2) TE(1) | TE(2)

n 59 43 3 8
Durchmesser (um) 193113 188114 210+17 179116
Grolde der ICM
(Um?) 395541316 | 3765+1200 | 4233+2283 | 3439+1213

Anzah| TE- Zellen 1143 10+3 10+4 9+3

Tabelle 3: Ubersicht (iber Ergebnisse quantitativer und qualitativer Parameter Stadium 4

Quelle: eigene Darstellung

Stadium 5 ICM (1) ICM (2)
TE(1) | TE(2) TE(1) | TE()

n 66 22 0 1
Durchmesser (um) 198115 195413 na 180
Grolde der ICM

(Um?) 3400+1111| 3302+790 na 3811
Anzahl TE- Zellen 1243 1214 na 13

Tabelle 4: Ubersicht (iber Ergebnisse quantitativer und qualitativer Parameter Stadium 5

Quelle: eigene Darstellung

5.4.2 Innere Zellmasse

Bei Betrachtung der inneren Zellmasse konnte gezeigt werden, dass die neue semi-
automatische Variante, die Flache der ICM zu vermessen, signifikant, sowohl mit der
Messung nach Richter et al. (35) (P<0,001) als auch mit dem Kreis/Ellipsen- Modell
(P<0,0001), korreliert. In der Abbildung 6 wird deutlich, dass beide Messungen jedoch

zahlenmafig hdohere Werte liefern, als die exakt umrandete Messvariante.
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Abbildung 6: Vergleich zwischen semi- automatischen ICM Quantifizierung und Flachenberechnung nach
Richter et al. (35) sowie Kreis/Ellipsen- Modell

Quelle: eigene Darstellung

Die mittlere GroRe der ICM nach Messung der semi- automatischen Messvariante
betrug 3702 um? (i1216pm2). Dabei konnte kein signifikanter Unterschied zwischen
den GroRen der inneren Zellmassen von frischen Blastozysten (3655+1120um?) und
den GroRen der inneren Zellmassen von aufgetauten Blastozysten (3621+1286um?)
entdeckt werden. Ebenso korrelierte die 2- dimensionale GrolRe der ICM weder mit dem
Schwangerschafts- Outcome noch mit dem Geburtsgewicht, unabhangig, ob die semi-
automatische GroRenberechnung oder die Gardner et al.- Einteilung (25) untersucht

wurde.

Interessanterweise konnte jedoch gezeigt werden, dass mit der Expansion der
Blastozysten die Grofe ihrer inneren Zellmassen signifikant abnimmt. So zeigten
schliipfende Blastozysten (3380+1032um?) kleinere ICM als expandierte Blastozysten
(4036+1180um?) (P<0,01) und jene wiederum kleinere innere Zellmassen als volle
Blastozysten (3812+1309um?) (P<0,05).
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5.4.3 Trophektoderm

Die Trophektoderm- Qualitat (P=0,015) und die Zellzahl (P=0,026) waren die einzigen
Parameter, welche einen signifikanten Zusammenhang zwischen der Implantationsrate
und der Schwangerschaftsrate zeigten. Die mittlere Trophektoderm- Zellzahl von
Blastozysten, die spater in einer Lebendgeburt endeten, war signifikant hoher als die
mittlere Zellzahl von Blastozysten die zu einer biochemischen Schwangerschaft, zu
einer missed abortion oder zu einer Schwangerschaft ohne Herzaktivitat des Embryos,
fuhrte (P<0,001), was in der Abbildung 7 sichtbar wird.

Aulerdem zeigt die Abbildung 7 auf, dass sich zwischen den Gruppen
~Schwangerschaftsabort und ,keine klinische Schwangerschaft® die mittlere Zellzahl

nicht wesentlich unterschied.

20 + Q

15 4

TE- Zellzahl

keine Schwangerschaft Abort Lebendgeburt

Abbildung 7: Unterschiede in den drei genannten Gruppen in Bezug auf die TE- Zellzahl

Quelle: eigene Darstellung
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Die Verteilung der Lebendgeburten unterschied sich signifikant (P=0,039) in Bezug auf
die beiden unterschiedlichen Trophektoderm- Gruppen (Qualitat 1 versus Qualitat 2 und
Qualitat 3 gepooled). Unter Verwendung des binaren logistischen Regressionsmodells,
basierend auf der Zahl der Trophektoderm- Zellen, stellte die Odds Ratio flr
Lebendgeburten 1,175 dar (P<0,001; 95% Sicherheitsintervall [1,08; 1,278]). Genauere
Betrachtungen ergaben, dass, wahrend dieselbe Odds Ratio der Blastozysten-
Population mit TE- Qualitdt 1 nur geringfigig hoéher ist (OR 1,183; P=0,004;
Sicherheitsintervall [1,055; 1,326)]), das Ergebnis flr die Population mit schlechterer TE
Qualitat, namlich 2 und 3 (OR 1,128; P=0,07), am Rande des Signifikanzlevels liegt.

Aus diesen Ergebnissen kann man lesen, dass die Nummer der Trophektoderm- Zellen
vor allem bei jenen Blastozysten in der Voraussage einer Lebendgeburt wichtig ist, die
mit Qualitat 1 bewertet wurden. In den Blastozysten mit TE- Qualitat groRer 1 scheint

die Zellzahl keine so entscheidende Rolle im Outcome zu spielen.

Aber diesen Ergebnissen nicht genug, die statistische Auswertung zeigte aullerdem,
dass die Trophektoderm- Qualitdt auch einen Einfluss auf das Geschlecht des
Nachwuchs zu haben scheint (P=0,04). Odds- Ratio Analysen ergaben, dass die
Chance einer mannlichen Blastozyste, eine Trophektoderm- Qualitat 1 aufzuweisen,
2,53 Mal hoher ist, als die Chance einer weiblichen Blastozyste Trophektoderm-

Qualitat 1 aufzuweisen.
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5.5 Diskussion

Die aktuellen Ergebnisse zeigten, dass das Geburtsgewicht der Neugeborenen nach
dem Transfer von aufgetauten Blastozysten signifikant hoher ist, als das Gewicht von
Neugeborenen nach dem Transfer von frischen Tag 5 Blastozysten. Dieser Ausgang
kann somit Studien unterstitzen, in denen diese Aussage bereits gemacht wurde. Im
Durchschnitt wiesen Kinder, die sich aus aufgetauten Blastozysten entwickelt haben,
ein 85 bis 145g hoheres Geburtsgewicht auf, als jene die aus frischen Blastozysten
entstammten. Zusatzlich zeigte die Untersuchung, dass kryokonservierte Embryonen
ein 33% niedrigeres Risiko aufwiesen, bei Geburt ein Gewicht von unter 2.500g auf die
Waage zu bringen (37). Mehrere Forschungsgruppen haben sich in verschiedenen
Studien damit beschaftigt, dass sowohl veranderte Kulturmedien als auch die
Verlangerung der Kultivierung der Embryonen zu der Erhéhung des Geburtsgewichts
beigetragen haben kénnten (38,39,40). Obwohl in einem geringerem Ausmal, konnte
auch im Plazentagewicht eine kulturabhangige Veranderung, im Sinne einer Erhéhung
des Gewichts, festgestellt werden (38). In der aktuellen Studie konnten Unterschiede im
Plazentagewicht zwischen frischen und kryokonservierten Blastozysten jedoch nicht
nachgewiesen werden. Das leicht erniedrigte mittlere Plazentagewicht konnte damit
erklart werden, dass in der Studie die verschiedenen Altersstufen nicht bericksichtigt
wurden und daher Vater (41) und/oder Mutter (42) unterschiedlichen Alters inkludiert

wurden.

Laut einer Forschungsgruppe rund um Nelissen kann das intrauterine Wachstum von
Embryonen der assistierten Reproduktionstechnik bis zum zweiten Trimester der
Schwangerschaft beeinflusst werden (43). Zusatzlich konnte er in einer anderen Arbeit
hypomethylierte Gene in der Plazenta von Kindern nach IVF/ICSI darstellen (44). Dass
also ein Unterschied im Outcome zwischen spontanen Schwangerschaften und nach
kiinstlicher Befruchtung herrscht, wird seit langerem durch Studien bestatigt. Bisher
fehlten aber noch die genauen morphologischen Kriterien der Blastozysten, die diese
Korrelation schon fraher, wie aktuell untersucht, am Tag 5 der Blastozyste durch die

beiden Zelllinien der ICM oder des TE darstellen lasst.

34



Wissenschaftliche Studie

Eine Schwierigkeit in der morphologischen Bewertung liegt auch darin, dass die
Beurteilung der Qualitat der Blastozysten immer auch vom subjektiven Empfinden der
befundenden Personen abhangt. Dies konnte die Gruppe um Bendus et al. bei Tag 3
Embryonen zeigen (30). Vor allem der flieRende Ubergang von vollen zu expandierten
Blastozysten sorgt fur Probleme. Beide Zelllinien weisen die gleichen visuellen
Merkmale auf und es liegt in der Hand des Embryologen die Zellzahl und die Kohasion
des TE anzugeben (45).

Richter et al. (35) waren die Ersten, die von der Gardner- Klassifizierung (25) Abstand
genommen haben und ihre eigene Bewertungsskala fur Blastozysten vorstellten. Dabei
haben sie neben dem mittleren Blastozysten- Durchmesser (von ZP zu ZP) auch die
Flache der inneren Zellmasse berechnet, indem sie wie bereits oben erwahnt, die
langste Lange mit der darauf langsten normalstehenden Breite multipliziert haben. Das
Ergebnis wurde in um? berechnet. Zusatzlich haben sie die Form der ICM noch durch
den sogenannten Rundheitsindex angegeben. Hierbei wurde die Lange durch die
Breite dividiert, je naher das Ergebnis bei 1 lag, umso eher naherte sich die Form der

ICM eines Kreises.

Die aktuellen Daten zeigen, dass die Grof3e der ICM durch die Messung nach Richter
zu grol3 eingeschatzt wird. Die Ergebnisse nach Anwendung des Kreis/Ellipsen-
Modells fur die Berechnung der Flache liefert zwar weniger hohe Zahlenwerte, ist

jedoch trotzdem weit davon entfernt, sich als Goldstandard zu entwickeln.

AuRerdem muss in Bezug auf die Ergebnisse der Untersuchung aufgezeigt werden,
dass zweidimensionale Messungen, auch in ihrer exaktesten Durchfuhrung,

dreidimensionale Formen nicht zur Ganze wiederspiegeln kénnen.

Einen Schritt hin zur optimalen Messmethode konnten Santos Filho et al. (45) in ihrer
Publikation erwirken. In ihrer Arbeit stellten sie eine semi- automatische Grading-
Technik vor, die durch die Darstellung des Umrisses der ICM, eine genauere Messung
der Flache ermoglicht. Obwohl die Herangehensweise an die Messung in der aktuellen
Studie nicht so komplex war, wie die von Santos Filho, ist es erfreulich, dass die

Ergebnisse die gleiche Effizienz in Bezug auf die optimale Vermessung der ICM zeigen.

Folgende zwei Erklarungen sind mdgliche Ursachen daflr, dass die Korrelation
zwischen Flache der inneren Zellmasse und dem Geburtsgewicht nicht aufgezeigt
werden konnte. Der erste Erklarungsansatz ist, dass die ICM als drei- dimensionales-

Gebilde auch durch die genaueste zwei- dimensionale- Messung nicht in ihrer exakten
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Flache dargestellt werden. Daher kann ein moglicher Zusammenhang zwischen Flache
und Geburtsgewicht somit nur durch eine Volumsberechnung der inneren Zellmasse
bestatigt oder zur Ganze ausgeschlossen werden. Der zweite Punkt ist, dass der
Zeitpunkt fir die Messung der Flache madglicherweise falsch gewahlt war. In einer
Studie wurde herausgefunden, dass die Zellen der ICM sich zwischen Tagen 5 und 6
verdoppeln, also nachdem die Flache vermessen wurde, wohingegen die Anzahl der

Trophektoderm- Zellen nahezu unverandert bleibt (46).

Daher konnte eine Messung am Tag 6 eher Aufschluss Uber einen Zusammenhang
geben, was jedoch lediglich eine Vermutung bleiben wird, da die Blastozysten am Tag 5

transferiert werden.

Die Gruppe rund um Ebner konnte in einer Arbeit zeigen, dass mit steigender
Blastozysten- Expansion und Zellzahl, die Flache der ICM aufgrund von hdherer
Kohasion geringer wird (47). Auch die aktuellen Daten zeigen, dass schlipfende
Blastozysten eine signifikant kleinere ICM aufweisen als volle oder expandierte
Blastozysten. Jedoch konnte nach Einteilung der Blastozysten in ihren Expansionsgrad
das Signifikanzniveau nicht erreicht werden. Eine mogliche Erklarung dafir ware, dass
die Gesamtzahl in den drei Untergruppen der Gardner- Scores 3, 4 und 5 der vollen
Blastozysten, expandierten Blastozysten und schlupfenden Blastozysten zu gering fur

eine statistische Aussage war.

Interessanterweise konnten andere Autoren zeigen, dass Embryonen mit ICM- Qualitat
1 ein hoheres Geburtsgewicht aufweisen als Embryonen mit ICM- Qualitat 2. Dieser
Zusammenhang gilt jedoch nicht zwischen ICM- Qualitdt 1 und ICM- Qualitat 3, hier
konnte keine statistische Signifikanz erzielt werden (48). Diese Diskrepanz zu der
aktuellen Studie kann moglicherweise auf den retrospektiven Charakter der Studie

und/oder auf die unterschiedlichen Befunde der Embryologen zurickgefuhrt werden.

Im Gegensatz zur ICM wird der Trophektoderm weniger durch seine Beschaffenheit
beschrieben. Die perfekte Methode um den TE zu quantifizieren, ware seine Dicke als
auch seine Regelmafigkeit zu messen und zu beschreiben (45). In der von Santos
Filho et al. durchgefihrten Untersuchung, zeigte sich ein Zusammenhang zwischen
Zellzahl des TE und seiner Regelmafigkeit. Leider sind diese Daten in der Routine des
Blastozysten- Einteilungsschemas nicht erhebbar. Aber der aktuelle Zugang von Richter
et al. (35) um den TE zu quantifizieren, indem die Anzahl von Trophektoderm- Zellen in
einer ausgewahlten Ebene erhoben werden, ist auch fur den Routinebetrieb eine
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technisch durchfuhrbare Variante und wurde daher in der aktuellen Untersuchung

angewandt.

Die Plazenta als Verbindung zwischen Mutter und Kind ist unverzichtbar fur die
Schwangerschaft und das kindliche Wachstum. In einer Studie konnte gezeigt werden,
dass bei spontanen Schwangerschaften das Plazentagewicht eng mit dem
Geburtsgewicht des Kindes korreliert (49). Eine Forschungsgruppe maf} nach spontan
entstandenen Schwangerschaften im ersten Trimester das Volumen der Plazenta
dreidimensional, mit dem Ergebnis, dass das Auftreten von Kindern, die zu grof3 fur ihr
Reifealter sind, und Makrosomie der Neugeborenen, statistisch mit frihem plazentarem
Wachstum korreliert (50). Aber die Tendenz geht dazu, dass Missverhaltnisse zwischen
Plazentagewicht und Geburtsgewicht in der assistierten Reproduktionsmedizin haufiger
sind (51).

In den aktuellen IVF und ICSI- Schwangerschaften konnte aus der Qualitat des
Trophektoderms, aus dem sich spater die Plazenta differenziert, eine solche
Vorhersage auf das Geburtsgewicht nicht getroffen werden. Auch die Trophektoderm-
Zellzahl und die Einstufung nach Gardner- Kriterien (25) konnten Kkeinen
Zusammenhang zum Plazentagewicht herstellen. Dieses Ergebnis steht jedoch im
Gegensatz zu einer erst kurzlich veroffentlichten retrospektiven japanischen Studie, die
besagt, dass die Erscheinung des Trophektoderms mit dem Plazentagewicht korreliert
(52).

Andererseits konnte die durchgefuhrte Studie das erste Mal zeigen, dass
Implantationsrate und das weitere Schicksal des Embryos auf der Basis von der
Trophektoderm- Qualitat und der Trophektoderm- Zellzahl am Tag 5 vorhergesagt
werden kann. Anhand dieser Parameter konnten Lebendgeburten von biochemischen
Schwangerschaften, Aborten und Schwangerschaften ohne Herzaktivitat des Embryos
signifikant unterschieden werden. Der Stand der Wissenschaft lag bisweilen dabei, dass
nur der Grad der inneren Zellmasse in Zusammenhang mit einem positivem
Schwangerschaftstest sowie einer positiven Herzaktivitdt gesehen werden konnte (53).
Obwohl diese Korrelation erst der erste Beweis fir einen Zusammenhang zwischen
Trophektoderm und Geburtenrate (unter der Bedingung, dass zuvor eine
Schwangerschaft belegt wurde) ist, stimmt dieses Ergebnis mit den Meinungen Uberein,
die die Wichtigkeit der Bewertung des Trophektoderms uber die der inneren Zellmasse,
in Bezug auf eine Lebendgeburt, sehen. Ahlstrom et al. haben diese Aussage in
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mehreren Studien bekraftigt, indem sie die bei der Auswahl der geeignetsten frischen
und aufgetauten Blastozysten die TE- Qualitat Uber die ICM- Qualitat stellten (54,55).

In den gleichen Tenor stimmten sowohl Hill et al. (56) und Thompson et al. (57), die sich
ausschlieBlich mit frischen Blastozysten beschaftigten, als auch Chen et al. (58) ein, die

in ihren Untersuchungen nur kryokonservierte Blastozysten analysierten.

Eine weitere Erstbeobachtung ist die mogliche Korrelation zwischen Trophektoderm-
Qualitat und dem Geschlecht des Neugeborenen. Mannliche Blastozysten schnitten in
den Untersuchungen besser ab als ihre weiblichen Gegenstlicke. Der Hintergrund
konnte das Ergebnis einer schnelleren Zellteilung in mannlichen Embryonen sein (59).
Gardner und Wale konnten in ihrer Untersuchung zwar zeigen, dass weibliche
Blastozysten einen signifikant hoheren Glukoseverbrauch aufweisen als mannliche
Blastozysten (60). Eine mdgliche Erklarung dafur ist, dass die weiblichen Embryonen,
auf Kosten einer geringeren Mitoserate, die Energie fur die Deaktivierung ihres zweiten
X-Chromosoms aufwenden (61). Diese geschlechterspezifischen Unterschiede in der
Physiologie stimmen mit bereits erbrachten Abweichungen in der Genexpression
Uberein (62,63). Andererseits wird vermutet, dass weibliche Blastozysten eine
frhzeitigen X-Chromosom- Inaktivierung zusammen mit einer ICSI induzierten

Erniedrigung der Trophektoderm- Zellen erfahren (64).

Diese geschlechterspezifische Erkenntnis wirde jedoch bedeuten, dass, sollten
Blastozysten in Zukunft nach Trophektoderm- Grad oder —Expansion ausgewahlt
werden, sich der Trend in Richtung einer hoheren Anzahl an mannlichen Kindern
verlagern kann. All jene, die die Blastozysten weiterhin nach der Grofe der ICM und
Qualitat aussuchen, was bis dato noch die Mehrheit darstellt, wirde nicht Gefahr laufen,
eine solche Verlagerung zu provozieren. Dieses geschlechterspezifische Resultat
wlrde auch die unterschiedlichen Studienergebnisse der Geschlechtsrate nach
Blastozystentransfer erklaren (65,66,67,68,69).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass das neonatale Outcome auf der Basis
der aktuellen Daten nicht mit der Tag 5 Morphologie der Blastozyste korreliert, da weder
qualitative noch quantitative Parameter der Zelllinien Zusammenhange mit dem

Plazentagewicht oder dem (korrigierten) Geburtsgewicht gezeigt haben.
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Wissenschaftliche Studie

Der Ausgang der Untersuchungen im Bereich der TE- Qualitat mit dem
Schwangerschaftsoutcome, genauer, dem Geschlecht und der Implantationsrate sowie
der Abortrate zeigt jedoch auf, dass in Zukunft ein Umdenkprozess fur die Auswahl der
geeignetsten Blastozysten stattfinden muss, der die Wichtigkeit der Klassifizierung des
TE Uber die Wichtigkeit der Klassifizierung der ICM stellt.

Gleichzeitig wurde dies einen totalen Prozess des Umdenkens im Bereich der

Blastozysten- Auswahl sowie der Kryokonservierung verlangen.
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