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Zusammenfassung

1. Einleitung

Einen der haufigsten Grunde fur die weibliche Unfruchtbarkeit stellt die chronische
Krankheit Endometriose dar. Sie findet sich bei bis zu 47% der sterilen Frauen und
ist in ihrer Pathogenese und ihrem Einfluss auf die weibliche Fruchtbarkeit bis
heute nicht vollstandig verstanden. Die wirkungsvollste Therapie, trotz dieser
Subfertilitat schwanger zu werden, stellt die Behandlung mit einer In-vitro-
Fertilisation dar.

Bei dieser assistierten Reproduktionstechnik werden der Frau einige gereifte
Eizellen entnommen, befruchtet und nach einigen Tagen unter Beobachtung in
einem Brutschrank in die Gebarmutter transferiert.

In den letzten Jahren haben sich an immer mehr Instituten sogenannte ,Time-
Lapse Inkubatoren“ durchgesetzt. Darunter versteht man Brutschranke, die in
kontinuierlichen Abstanden den mikroskopischen Entwicklungsstand des Embryos
fotodokumentieren. Diese Methode sichert eine bessere Embryonenauswahl und
damit auch eine hohere Schwangerschaftsrate.

In der vorliegenden Diplomarbeit wird der Einfluss von Endometriose auf die

Zellteilungszeiten und Eihautdicke junger Embryonen von Patientinnen untersucht.

2. Methoden

Fir die Studie werden die Zellteilungszeiten (t2, t3, t4, t5, t6, t7, t8), die Zeiten
zwischen den Teilungen (cc2, cc3, cc4, ccb, ccb, cc7), sowie die Dicke der Zona
pellucida (ZPT) von je 73 Embryonen von Patientinnen mit und ohne
Endometriose betrachtet. Die Daten stammen aus der Datenbank des
,Kinderwunsch Institut Schenk GmbH*“ — einem IVF-Institut in der Nahe von Graz
in Osterreich.

Die HauptzielgroRe ist hierbei t3, der Zeitpunkt der Teilung in das 3-zellige
Stadium.

Das Patientinnenkollektiv besteht aus normalgewichtigen Frauen im Alter von 25-
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35 Jahren, bei denen beeinflussende Faktoren wie Nikotinabusus, Diabetes
mellitus, chronische Entzindungen sowie schweren Erkrankungen von Leber,

Schilddrise und Nieren ausgeschlossen wurden.

3. Ergebnisse

Eine Auswertung mittels ANOVA konnte fur die Zeitparameter keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen feststellen. Auch bei der Hauptzielgrof3e t3
und der Eihautdicke konnte ein t-Test ebenfalls keine signifikanten Ungleichheiten

zwischen der Endometriose- und der Kontrollgruppe aufzeigen.

4. Diskussion

Diese Studie zeigt, dass die Endometriose keinen schwerwiegenden Einfluss auf
die Morphokinetik von jungen Embryonen ausubt, wie dies beispielsweise das
hyperandrogene PCOS macht. Dies legt nahe, dass der Ursprung der von der
Endometriose induzierten Infertilitat nicht die Hauptursache der verminderten
Embryonenqualitat ist. Es scheint wahrscheinlicher, dass die Subfertilitat aus
mehreren fertilitatsreduzierenden Einflissen sowie deren Zusammenspiel

resultiert, welche durch die Endometriose hervorgerufen werden.
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Abstract

1. Introduction

One of the main reasons for female infertility is the chronic disease endometriosis.
It can be found in up to 47% of sterile women and is not yet completely understood
in its pathogenesis and its influence on female fertility to date. The most efficient
therapy to get pregnant despite this subfertility is an in vitro fertilization treatment.
In this assisted reproduction technique several matured oocytes are taken from
the patient, fertilized and after some days under observation in an incubator they
are transferred into the uterus.

In recent years more and more institutes established so called “time-lapse
incubators”.

Those are incubators, able to photo document the microscopic development of the
embryo. This method guarantees a better embryo selection and therefore also a
better pregnancy rate.

This study examines the impact of endometriosis on the cleavage times and the

zona pellucida thickness of patients’ early embryos.

2. Methods

For this study the cleavage times (t2, t3, t4, 15, t6, t7, t8), the times between the
cleavages (cc2, cc3, cc4, ccd, cc6, cc7) and the zona pellucida thickness of each
of 73 embryos of patients with and without endometriosis were observed.

Data are taken from the database of the ,Kinderwunsch Institut Schenk GmbH*—
an IVF-Institute close to Graz in Austria.

The main target size is t3 (the cleavage time into the 3 cell stadium).

The patient collective consists of normal weight women aged between 25 and 35
years, where influential factors like nicotine abuse, diabetes mellitus, chronic
inflammation as well as severe diseases of liver, thyroid and kidneys were

excluded.




3. Results

Analysis with ANOVA could not detect significant differences between the groups
concerning the time parameters. For the main target size t3 and the zona pellucida
thickness a t-test showed no significant differences between the endometriosis

group and the control group as well.

4. Discussion

This study shows, that endometriosis has no severe effect on early embryo
morphokinetics, as for example, the hyperandrogenic PCOS does. This suggests
that the source of endometriosis-induced infertility is not mainly the result of the
reduced embryo quality. The subfertility seems more likely to be a result of several

fertility-reducing factors that are caused by endometriosis.
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1 Einleitung

1.1 Die Unfruchtbarkeit durch Endometriose
1.1.1 Definition und Ursachen der Unfruchtbarkeit

1.1.1.1 Begriffserklarung und Epidemiologie

Der Begriff der Unfruchtbarkeit wird in der Gynakologie genaugenommen in zwei
verschiedene Begriffe unterteilt: Einerseits in die Infertilitat, das Unvermdgen trotz
Konzeption ein lebendes Kind zu gebaren, andererseits die Sterilitat, die
Unmadglichkeit schwanger zu werden. Die beiden Begriffe werden jedoch haufig
als Synonym verwendet, da der Begriff ,Infertilitat” in der deutschen Sprache nur

selten Verwendung findet.

Ein Paar wird als steril definiert, wenn bei diesem in einem Jahr trotz
regelmafigem und unverhitetem Geschlechtsverkehrs keine Schwangerschaft

auftritt; solche Paare machen geschatzt 7-15% der weltweiten Population aus. ?

Die meisten infertilen Paare, die sich an Kinderwunschinstitute wenden, sind
jedoch nicht — wie der Begriff suggeriert - komplett unfahig, schwanger zu
werden, sondern weisen nur eine gewisse Schmalerung der Fruchtbarkeit auf.
Vollkommen steril waren beispielsweise ein bilateral orchiektomierter Mann oder

eine hysterektomierte Frau. '

Oft wird behauptet, dass der Grund einer ungewollten Kinderlosigkeit zu je 40%
beim Mann oder bei der Frau liegen kann und zu 20% unbekannt ist oder bei
beiden Partnern liegt. Es gibt jedoch Hinweise, dass die Faktoren noch haufiger

bei beiden Partnern zugleich zu finden sein kénnten. '3

13



1.1.1.2 Griinde einer Unfruchtbarkeit

Die Ursachen fur eine Unfruchtbarkeit sind sehr vielfaltig; wie haufig die einzelnen
Faktoren jedoch unter den sterilen Patientinnen und Patienten auftreten, ist

allerdings schwer zu sagen.

Einige Einflisse kdnnen sowohl bei Mannern als auch bei Frauen eine Minderung
der Fruchtbarkeit verursachen, etwa ein hohes Alter 4 oder sexuell Gibertragbare
Krankheiten 58.

Dazu kommen chronische Krankheiten wie Hormonstorungen, Diabetes mellitus,
Zoliakie, Schilddrisenerkrankungen sowie Erkrankungen der Hypophyse, der

Nebennieren, der Nieren und der Leber. '

Ein weiterer Faktor ist die Genetik: Es gibt zahlreiche genetische Aberrationen wie
etwa das Klinefelter Syndrom beim Mann 7, oder das Turner Syndrom bei der Frau

8, die eine Schwangerschaft erschweren oder gar unmoglich machen kénnen.

Seltener, aber erwahnenswert, sind auch die Folgen von Krebs und dessen
Behandlung; wie etwa die Entfernung oder Bestrahlung von erkrankten
Keimdrisen, sowie die Chemotherapie. °1°

Zudem ist ein ungesunder Lebensstil nicht forderlich fur die Fruchtbarkeit:
Adipositas, sowie chronische Expositionen zu Noxen wie Nikotin, Alkohol,
Schwermetalle und Pflanzenschutzmitteln stehen im Verdacht die Fertilitat zu

senken. '

Die Probleme, die nur den Mann betreffen, sind meist mit dessen Hoden und der
dortigen Spermienproduktion vergesellschaftet. Eine Beeinflussung der
Spermienanzahl oder Qualitat kann viele Ursachen haben, wie beispielsweise
Infektionen (z.B. Mumps), Hodenhochstand, Varikozelen, Durchblutungsstérungen

oder Hyper-/Hypothermien.

Die Krankheiten, die nur Frauen im gebarfahigen Alter betreffen, sind meist

gynakologischer Art und betreffen die Ovarien, die Eileiter sowie Ovar und Vagina.
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In den Eileitern, Vagina und Zervix sind die Probleme meist obstruktiver Natur, wie
sie beispielsweise durch Chlamydien-Infektionen, angeborene Fehlbildungen oder
Endometrioseherde hervorgerufen werden kénnen. Im Uterus hingegen gehen die
Probleme meist auf Myome, Malformationen oder auf ein Asherman-Syndrom
zuruck. Dort kann zusatzlich eine immunologische Sterilitat bestehen, bei der die

eintretenden Spermien durch Makrophagen angegriffen werden. 11

Eine ovarielle Sterilitat kann ebenfalls mehrere Grinde haben, die sich in ihrer
Pathogenese voneinander stark unterscheiden. Die wichtigsten sind hierbei das

Poor Ovarian Reserve Syndrom, die Ovarialinsuffizienz und das PCOS. '

Eine Sonderstellung bei den Erkrankungen der Frau nimmt die Endometriose ein,
bei der man bis heute den genauen Pathomechanismus noch nicht vollstandig
versteht. Es wird jedoch angenommen, dass die Krankheit auf mehreren Ebenen
negativen Einfluss nimmt: Auf die Eizellen und deren Qualitat im Ovar, auf den

Eileiter, auf die Hormonsynthese und auf den Aufbau des Endometriums. 12
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1.1.2 Das Krankheitsbild der Endometriose

1.1.2.1 Vorkommen

Die Endometriose ist eine haufige gutartige gynakologische Erkrankung und
wurde bereits Anfang des 20. Jahrhunderts von Thomas Cullen beschrieben. 13

In den Industriestaaten ist sie eine der Hauptgriinde fiir eine Hospitalisierung.
Definiert wird sie durch das Vorkommen von Endometrium oder diesem
ahnelndem Gewebe auRerhalb des Cavum uteri. 4

Die Herde befinden sich meistens im kleinen Becken (samt Ovarien), im Douglas-
Raum und an dem Ligamentum sacrouterinum; sie knnen jedoch an fast jeder
erdenklichen Stelle auftreten. Endometriale Zysten an den Ovarien werden

Endometriome genannt (siehe Abb. 2).

Abbildung 2: Oberflachliche Abbildung 1: Endometriom 1
Peritonealendometriose !

Es wird vermutet, dass 10% aller Frauen und bis zu 15% der Frauen im
gebarfahigen Alter an Endometriose leiden. 1°
Bei infertilen Frauen hingegen liegt sogar bei 47% der Betroffenen eine

Endometriose vor, wohingegen nur 0,5-5% der fertilen Frauen betroffen sind. 1617
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1.1.2.2 Entstehungsmechanismus

Wie die Endometriose entsteht ist bis heute noch nicht eindeutig geklart.

Es wird jedoch ein multifaktorieller Entstehungsmechanismus vermutet, da
einerseits Verwandte ersten Grades Uberdurchschnittlich haufig ebenfalls
betroffen sind und andererseits auch Umwelteinflisse eine wesentliche Rolle
spielen. 18

Es wird angenommen, dass die Wahrscheinlichkeit einer Erkrankung zu 47% von

genetischen Faktoren und zu 53% von Umweltfaktoren abhangt. *°

Aus vielen Entstehungstheorien werden bis heute bevorzugt 2 Hypothesen
diskutiert: die Transplantationstheorie nach Sampson und die Metaplasietheorie

nach Meyer. '

Sampson - welcher als Erster eine Theorie zur Entstehung der EM lieferte -
vermutete, dass die EM durch eine retrograde Menstruation entstanden sei, durch
welche endometriale Fragmente ins Peritoneum gelangten und dort an- und
weiterwuchsen. Gegen diese Hypothese der Autotransplantation spricht unter
anderem, dass sich die Endometriose-Herde von dem des intrauterinen

Endometriums im Aufbau unterscheiden. 1320

Laut der Metaplasietheorie werden fur die Entstehung der Krankheit bereits im
Peritoneum befindliche pluripotente Mesothelzellen angeregt sich in endometriales
Gewebe zu differenzieren. Als Grund fur das Vorliegen dieser Zellen im

Peritoneum wird ebenfalls eine retrovaginale Menstruation diskutiert.

Da diese retrograde Menstruation, die bei beiden Theorien eine grof3e Rolle spielt,
jedoch physiologisch ist, konnte es noch andere Faktoren geben, die in die
Entstehung mit einflieen. Eine Mdglichkeit hierflir ware das Vorliegen von
endometrialen Stammzellen, welche in der ,Stammzelltheorie” beschrieben wird.
21

Auch wenn der Ursprung dieses extrauterinen Endometriums nicht eindeutig

geklart ist, weily man, dass es an den Orten, an denen es auftritt, eine
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Entzindungsreaktion hervorruft, die von Angioneogenese, Adhasionen,
Fibrosierung, Narbenbildung und nervaler Infiltration begleitet wird. Dies wiederum

zieht Schmerzen, Subfertilitat und Begleiterkrankungen nach sich. '

Zudem fuhrt meist eine Dysregulation des Immunsystems dazu, dass
endometriale Fragmente nicht phagozytiert werden; wobei jedoch unbekannt ist,
ob diese Stérung des Immunsystems eine Folge oder eine Ursache der Krankheit

darstellt. 22

1.1.2.3 Symptome

Warum bei einer EM Schmerzen auftreten kdnnen ist noch nicht vollstandig
geklart. Man geht davon aus, dass die Nerven in den Herden
Nervenwachstumsfaktoren und Entzindungsmediatoren ausgesetzt werden,

wodurch auch langerfristig das ZNS sensibilisiert werden konnte. 23

Klinisch zeigt die EM nicht immer eindeutige Zeichen: einige Patientinnen kdnnen
schwerste Symptome aufweisen, andere wiederum gar keine; letztere
asymptomatischen Patientinnen, machen sogar bis zu 44% der Falle aus.

Doch auch wenn Symptome auftreten, ist eine Diagnose nicht immer leicht zu
stellen, da die Symptome nicht sehr spezifisch sind und denen von vielen anderen

Krankheiten dhneln.

Gynakologisch zeigt sich bei Patientinnen sehr haufig eine Dysmenorrhoe, die
meist durch einen zyklischen Unterbauchschmerz charakterisiert ist. Dieser
Schmerz wird haufig die 1-2 Tage vor der Menstruationsblutung am starksten
empfunden und lasst bei einigen Frauen nach Beginn der Blutung nach,
wohingegen er bei anderen Patientinnen wahrend der Mensis sein Maximum
erreicht.

Auch bei Menorrhagien, irregularen Blutungen, Dyspareunie, chronischen
Unterleibschmerzen, Subfertilitat und Stérungen des Harn- und

Geschlechtsapparates sollte an eine EM gedacht werden. 2°
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Typisch sind auch abdominelle Beschwerden wie Bauchschmerzen, Obstipation,
Blahungen, Flatulenzen, Stuhldrang und das Gefluhl einer unvollstandigen

Darmentleerung. %6

1.1.2.4 Begleiterkrankungen

Die EM scheint jedoch nicht nur Schmerzen und Unfruchtbarkeit zu bedingen,
sondern auch das Vorkommen von anderen Krankheiten zu begunstigen, wobei
auch hier der Pathomechanismus meist nicht verstanden ist. So besteht bei EM-
Patientinnen ein hoheres Inzidenz-Risiko hinsichtlich Eierstock-, Brust-, und
schwarzem Hautkrebs, sowie an Asthma, Atopie und kardiovaskularen und

autoimmunen Erkrankungen. 27

Wie bei vielen anderen chronischen Krankheiten treten bei EM-Patientinnen auch

psychische Krankheiten wie Angststérungen und Depressionen haufiger auf. 28

1.1.2.5 Diagnostik

Bei deutschen und 6sterreichischen Patientinnen verzogert sich die
Diagnosestellung einer EM — von den ersten Symptomen bis zur korrekten
Diagnose — durchschnittlich um 10,4 Jahre und wird zu 74% mindestens einmal
falsch diagnostiziert. 2°

Dies liegt zum einen daran, dass die EM symptomatisch vielen anderen
Krankheitsbildern ahnelt und die Symptome mit der Schwere des Krankheitsbildes

nur gering korrelieren. '

Andererseits sind die diagnostischen Mdglichkeiten begrenzt:
Weder fir Blut 39, noch flr Urin3! gibt es zufriedenstellende Biomarker, wodurch

die Labordiagnostik ausscheidet.
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Auch eine physikalische Untersuchung — welche eine Spekulumeinstellung und
eine bimanuelle vaginal-rektale Tastuntersuchung beinhalten sollte — kann nur
Endometriome an den uterosacralen Ligamenten mit passabler Sensitivitat
ertasten.3?

Mit den meisten bildgebenden Verfahren kann eine EM ebenfalls nicht sicher
diagnostiziert oder ausgeschlossen werden.

Am besten eignet sich hierbei noch das MRT, welches ein nutzliches
diagnostisches Mittel insbesondere zum Auffinden von tiefen Herden darstellt. Der
diagnostische Wert dieser Methode hangt jedoch stark von der Erfahrung der

untersuchenden Person ab. 3233

Eine ebenfalls erfolgversprechende Methode, jedoch mit geringeren Kosten und
Aufwand verbunden, stellt die transvaginale und transrektale Sonographie dar.
Diese kann die meisten Falle von Endometriose relativ sicher und unkompliziert

diagnostizieren. 32

Den Goldstandard stellt jedoch nach wie vor die Laparoskopie mit histologischem
Nachweis dar. Die histologische Nachuntersuchung der Biopsate ist dabei
erforderlich, weil es sich nur bei circa 50% der als verdachtig eingeschatzten
Lasionen histologisch tatsachlich um EM-Herde handelt. 3

Diese Methode ist jedoch aufgrund der Tatsache, dass es sich um einen

operativen Eingriff handelt, nicht immer praktikabel.
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1.1.3 Erklarungsversuche fur die Subfertilitat

Die Endometriose ist einer der haufigsten Ursachen einer Subfertilitat.

Gesunde Paare haben eine monatliche Fertilitatsrate von 0,15-0,20 pro Zyklus.
Far an einer unbehandelten EM leidenden Frau liegt dieser Wert nur bei 0,02-0,10
pro Zyklus. 3%

Dieser Wert ist auch bei minimaler und leichter EM erniedrigt, erhdht sich jedoch

nach Herdentfernungen bei leichten Auspragungen. 3637

1.1.3.1 Mechanische Ursachen

Bei starken Auspragungen der Krankheit — wie etwa der ,frozen pelvis® - ist die
Subfertilitat oft leicht zu erklaren, da diese haufig zu zerstorten Beckenstrukturen

und somit zu gestorten Eizellaufnahmen und -transport fiihren kénnen. *

Da jedoch auch ein geringes Ausmal} der Krankheit zu teils schweren
Einschrankungen der Fruchtbarkeit fUhren kann, zeigt sich, dass der Einfluss der
EM auf die Fertilitat Gber eine gestorte Anatomie hinausgeht. Weshalb die weniger
schweren Formen der EM, welche die Beckenstrukturen nicht beeinflussen, die
Fertilitdt negativ beeinflussen, ist jedoch noch groRtenteils unklar und Gegenstand

verschiedener Erklarungsversuche.’

1.1.3.2 Immunologische Ursachen

Eine Ursache der Subfertilitat ist sehr wahrscheinlich die erhéhte Immunabwehr,
welche eine Folge der chronischen Entzundung ist.
Diese bewirkt eine erhdohte Anzahl von Leukozyten und Makrophagen in den

Herden und im Peritonealfluid, wodurch wiederum vermehrt Cytokine und
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Wachstumsfaktoren wie IL- 1,6 und 8, TNF, RANTES und VEGF produziert

werden. Diese wiederum rekrutieren peritoneale Kapillaren und Leukozyten. 383°

Die aus der Endometriose folgende erhdhte Immunreaktion kann auf mehreren
Ebenen die Fruchtbarkeit der Frau einschranken; so kann daraus etwa eine

Schadigung der Eizellen resultieren.

1.1.3.3 Einfluss auf Keimzellen

Dass die Eizellen bei einer Endometriose an Qualitat verlieren ist schon lange
bekannt. Dies zeigt sich besonders deutlich daran, dass Eizellspenden von
erkrankten Spenderinnen eine niedrigere SS-Rate zeigen. 4°

Der Grund dafur ist zumindest bei Endometriomen verstandlich, da die
Entzindung die Follikel dort direkt beeinflusst, worauf die erhohten
Entziindungswerte von IL-6 und IL-8 in der Follikelflissigkeit in diesen Fallen
hinweisen. 41

Ein weiterer Grund fur den Qualitatsverlust der Eizellen ist eine Schadigung der
DNS. Als Grund dafur werden neben der erhdhten Immunrektion freie Radikale

und oxidativer Stress diskutiert.#2:43

Die Eizellen kdnnen auch bei minimaler EM beschadigt sein. So wurde unter dem
Elektronenmikroskop nachgewiesen, dass Eizellen bei milder EM eine Vielzahl
von abnormalen Mitochondrien mit kleinen, geschwollenen oder
verschwommenen Vakuolen aufweisen und die Gesamtanzahl der Organellen
auch signifikant reduziert ist; in wieweit dies die Funktion der Eizellen einschrankt

ist jedoch fraglich. 44

In einem Tierversuch wurden wiederum Schaden im Cytoskelett der Eizellen
nachgewiesen, welche mit der Dauer und dem Schweregrad der Krankheit positiv
korrelierten. 45

Es gibt auch Hinweise, dass der Spindelapparat der Eizellen durch die
Erkrankung beeintrachtigt werden konnte. 46
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Aber nicht nur weibliche Keimzellen werden von der erhdhten Immunantwort
negativ beeinflusst. Besonders bei moderater und schwerer EM kdénnen
Makrophagen die Motilitat von eintretenden Spermien um bis zu 80% reduzieren,

was ebenfalls ein wahrscheinlicher Einflussfaktor auf die SS ist. 47

1.1.3.4 Einfluss auf den Eileiter

Der Transport der Eizellen durch die Eileiter kann durch die Entziindung
beeinflusst werden.
Bei den Betroffenen ist die Zilienmotilitdt 48 und die Innervation der Tube 4°

herabgesetzt, was wiederum den Eizell- und Embryotransport behindern kann.

Es wird zudem angenommen, dass die EM die embryonale Entwicklung im Eileiter
direkt beeintrachtigen konnte. Im Tierversuch teilten sich Embryonen, welche mit
Peritonealfluid von Endometriosepatientinnen in Kontakt waren, signifikant

langsamer. *°

1.1.3.5 Einfluss auf das Endometrium

Es werden jedoch nicht nur die Gameten und deren Transportsystem beeinflusst,
auch das Endometrium wird verandert.

Die Entzindungszellen bewirken eine Progesteron-Rezeptor-Dysregulation sowie
eine Aktivierung von Genen, welche wiederum zu einer verringerten
endometrialen Aufnahmebereitschaft fihren. Zudem wird durch die Verminderung
der Progesteron-Rezeptoren ebenfalls eine Reduzierung von
Oberflachenstrukturen wie MUC1 bewirkt, die wiederum wichtig fur die
Implantation des Embryos sind. %'

Es gibt ebenfalls Studien, die darauf hinweisen, dass EM-Patientinnen im
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Endometrium Uber eine erhéhte Expression von Enzymen wie Katalase 52 und
Glutathionperoxidase 53 verfiigen.

Dies lasst auf vermehrten oxidativen Stress durch freie Radikale schlief3en, was
ebenfalls einer Einnistung und Schwangerschaft hinderlich sein kénnte. 5253
Auch andere Enzyme wie Xanthinoxidase °*, Superoxiddismutase °° und NO-
Synthase % werden im falschen Maf generiert und bei Biomarkern, die bei der
Implantation eine Rolle spielen, wie etwa GdA, OPN, LPA3 und HOXA10, wurden

etliche von der Norm abweichende Expressionen gefunden 7.

Inwieweit diese Abweichungen sich auf die Subfertilitat auswirken ist jedoch auch

hier noch unklar. 54.56-58

1.1.3.6 Einfluss auf den Zyklus und die Hormonsynthese

Zu guter Letzt nimmt die EM auch einen Einfluss auf den weiblichen Zyklus und
die Hormonsynthese.
So dauert die Follikelphase langer, die Ostrogenproduktion ist verringert und die

Konzentration von LH im Serum und im Follikel ist reduziert. 5960

Zudem scheint die Krankheit einen Einfluss auf die Synthese des Anti-Muller-
Hormons zu haben, welches fur die embryonale Entwicklung sehr wichtig ist.
Patientinnen weisen davon sowohl einen erhohten Spiegel im Peritonealfluid, als

auch einen erniedrigten Serumspielgel an Zyklustag 3 auf. 51,62

Der Einfluss dieser Veranderungen auf die Fertilitat ist auch hier schwer messbar.
60,61
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1.1.4 Behandlung der endometriosebedingten Infertilitat

Da es an aktuell vorliegenden Studiendaten mangelt und bereits vorliegende
Daten teilweise widerspruchlich sind, kann keine gesicherte Aussage daruber
gemacht werden, wie effektiv die einzelnen Behandlungsmethoden der
endometrioseassozierten Subfertilitat sind. Dies erschwert eine

Therapieempfehlung sehr. 63

1.1.4.1 Hormontherapien

Prinzipiell kann man sagen, dass Frauen mit EM, die ihre Fruchtbarkeit
verbessern wollen, von einer alleinigen medikamentésen Hormontherapie ohne
ART nur gering profitieren. 63

Die Datenlage auf diesem Gebiet ist zwar nicht sehr detailliert; die existierenden
Studien Uber ovarialsupprimierende Mittel wie GnRH-Analoga, LNG-IUP und
Danazol geben diesen Therapien jedoch keinen Anhalt auf eine Besserung der
Fruchtbarkeit. %4

Auch pra- und postoperativ gibt es keine wissenschaftlichen Erkenntnisse, die flr

eine Hormonbehandlung sprechen wiirden. 6°

Eine derartige Behandlung wird laut ESHRE-Guidelines deshalb nicht beflurwortet.
63

1.1.4.2 Operationen

Operationen hingegen kdnnen besonders bei Frauen mit minimaler bis leichter EM
helfen die Subfertilitat zu verbessern, weswegen ein Eingriff in diesen Stadien von
den Guidelines empfohlen wird. 3763

Es gibt zudem Hinweise darauf, dass eine laparoskopische Herdentfernung mit
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COg2z-Laser als Operationsmethode in den meisten Fallen noch wirkungsvoller als
eine monopolare Elektrokoagulation sein kann. 66
Bei Endometriomen hingegen hat sich gezeigt, dass man hierbei am besten eine

Exzision der endometrialen Kapsel durchfiihren sollte. 7

1.1.4.3 Assistierte Reproduktionstechnik (ART)

Die beste Moglichkeit, trotz einer Endometriose-induzierten Subfertilitat eine SS zu
erwirken, sind die Methoden der ART; also ovarielle Stimulation, intrauterine
Insemination (IUl) und In-vitro-Fertililisierung (IVF). Sie werden von den Guidelines
besonders dann empfohlen, wenn die Tubenfunktion beeintrachtigt ist, ein
mannlicher Faktor in die Infertilitat mit einflieRt und/oder andere Verfahren schon

fehlgeschlagen sind. 63

So kann eine intrauterine Insemination die SS-Raten bei minimaler bis leichter EM
erhohen; eine zusatzliche ovarielle Stimulation kann die Chancen dabei noch
weiter verbessern. 68

Wenn eine operative Entfernung von EM-Herden stattgefunden hat, ist es glinstig
die IUl innerhalb von 6 Monaten im Anschluss durchzuflhren. °

Eine derartige Behandlung wird bei infertilen Patientinnen mit minimaler bis

leichter EM empfohlen. 6365

Die effizienteste und erfolgreichste Methode, eine durch die EM induzierte
Infertilitdt zu berwinden ist jedoch eine andere ART: die In-vitro-Fertilisation. 7°
Der Erfolg dieser Prozedur wird nicht von der Krankheit beeinflusst und ist bei
Erkrankten ebenso erfolgversprechend wie bei Gesunden. 7

Ob dabei GnRH-Antagonist- oder GnRH-Agonistprotokolle verwendet wurden
scheint keinen Einfluss zu haben. 72

Eine langere Gabe von GnRH-Agonisten von 3-6 Monaten vor der Behandlung

scheint jedoch die Raten der SS und Lebendgeburten zu erhéhen. 7

26



Bei minimaler bis leichter EM kann zusatzlich eine vollstandige Entfernung der
Herde zum Erfolg der Behandlung beitragen; bei anderen Formen der Krankheit
scheinen Operationen jedoch keinen Benefit zu bewirken. 7374

Zysten an den Ovarien ab 3cm werden deshalb nur zur Schmerzbehandlung oder
Zuganglichmachung von Follikeln entfernt, da derartige Operationen zudem sehr
gefahrlich flr die Ovarien sein kénnen. 63

Ahnlich verfahrt man auch bei der tiefen EM, deren operative Exzision zwar zur

Schmerztherapie beitragen kann, fur die Fertilitat jedoch wahrscheinlich keinen

Nutzen bringt. 7°
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1.2 Die In-vitro-Fertilisation

1.2.1 Definition

Die In-vitro-Fertilisation (IVF) bezeichnet das Verfahren der extrakorporalen
Befruchtung von aus den Ovarien entnommenen Eizellen, um eine

Schwangerschaft zu erzielen. 4

Uterus Tuba uterina

Hormonelle Stimulation fihrt zu mehreren
reifen Eizellen in mehreren Follikeln

Absaugen der Eizellen aus den
Follikeln unter laparoskopischer Kontrolle

G Uberfiihren der Eizellen in eine
% .. TS Kulturschale mit kapazitierten
M Spermien fiihrt zur Fertilisation
HIR T R b der Eizellen in vitro
T

Furchungsteilungen der Zygote

Vaginalspekulum

Uterus Harnblase -

Katheter

Colon rectum

Abbildung 3: Ablauf einer IVF 7




1.2.2 Die Geschichte der IVF und des TLI

1.2.2.1Anfange der Reproduktionsmedizin

Unfruchtbarkeit ist keineswegs ein Thema der modernen Zeit. Tatsachlich gibt es

keine Hinweise darauf, dass die Pravalenz auf diesem Gebiet zunehmend ist. 77

Im Gegensatz zu den Problemen haben sich jedoch die Problemlésungsverfahren
im Laufe der Zeit — und insbesondere in den letzten Jahrzehnten — sehr geandert.
Der erste grof3e Durchbruch begann damit, dass 1905 eine Fertilitatssteigerung
von unfruchtbaren Patientinnen durch die Bestrahlungen der Ovarien entdeckt
wurde. die Im Jahr 1926 fand man heraus, dass eine Bestrahlung der Hypophyse
ahnliche Resultate lieferte.

Diese Form der Ovarien- und Hypophysenstimulation hielt sich mehrere
Jahrzehnte als Therapie der Wahl bei sterilen Frauen, auch wenn neuere Studien

7879 pej diesen Verfahren ein erhéhtes Krebsrisiko nachweisen konnten.

1.2.2.2 Die Entwicklung der In-vitro Fertilisation

Der wahrscheinlich grof3te Meilenstein der Reproduktionsmedizin ist jedoch die
noch relativ junge Methode der In-vitro-Fertilisation.

Bei dieser assistierten Reproduktionstechnik werden der Frau einige gereifte
Eizellen entnommen, diese befruchtet und nach einigen Tagen unter Beobachtung
in einem Brutschrank wieder reimplantiert. 4

Im Jahr 1965 wurde zum ersten Mal eine Eizelle auRerhalb des Korpers
befruchtet; es dauerte aber noch bis 1978, dass das erste durch IVF gezeugte
Kind auf die Welt kam. Dies gilt als Geburtsstunde der modernen
Reproduktionsmedizin.

Anfang der 80er Jahre gelang es zudem, die Eizellen transvaginal unter
Ultraschallkontrolle zu gewinnen, was die bisherige laparoskopische Gewinnung

um ein vielfaches vereinfachte.
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1.2.2.3 Die Weiterentwicklung der IVF

1992 wurde auf diesem Gebiet ein weiterer grol3er Fortschritt — besonders in
Bezug auf die mannliche Fruchtbarkeit — getan, als zufallig die
intrazytoplasmatische Spermieninjektion (ICSl) erfunden wurde. Durch diese
Methode ist es seitdem mdglich, mit nur einem einzelnen Spermium eine

Schwangerschaft auszulésen.

In den Uber zwei Jahrzehnten seit Erfindung der ICSI wurde jedoch kein Verfahren
mehr erforscht, das auch nur annahrend so effektiv die SS-Chancen verbessert.
Die Wissenschaft auf diesem Gebiet konzentrierte sich eher darauf, die IVF weiter
zu perfektionieren. So wurden neue Techniken wie etwa das assisted hatching,

die Kryokonservierung und die Praimplantationsdiagnostik erforscht.

Zudem wurden die gangigen Verfahren weiter verbessert und unliebsame Risiken
wie Mehrlingsschwangerschaften und das ovarielle Hyperstimulationssyndrom

weiter reduziert. 80

1.2.2.4 Die Entwicklung der Time-lapse Inkubatoren

Eine der grofldten Herausforderung blieb jedoch die richtige Embryonenauswahl.
Diese ist sehr wichtig, da die Embryonen allesamt verschiedene Qualitaten und

somit unterschiedliche Chancen auf eine erfolgreiche SS bieten. 8

Ein grol3er Schritt zur Bewaltigung dieses Problems wurde 2009 getan, als die
ersten Time-lapse Inkubatoren vorgestellt wurden. Diese Gerate konnten erstmals
die gesamte extrakorporale Entwicklung der Embryonen dokumentieren, ohne den
Embryo dafiir aus dem Brutschrank nehmen zu miissen.

Dass die kontinuierliche Beobachtung der befruchteten Embryonen wertvolle
Informationen fur die Embryonenauswahl liefern konnte, wurde bereits Ende der

80er Jahre diskutiert; die Forschung auf diesem Gebiet wurde jedoch durch die
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beschrankten technischen Moglichkeiten limitiert. 83
Einige Versuche wurden damals mit analogen Videoaufnahmen gemacht; diese

aufwandige Technik setzte sich jedoch nicht durch. 8

So dauerte es bis 2011, dass mit dem EmbryoScope® (siehe Abb.4) die ersten
Time-Lapse Inkubatoren auf den Markt kamen und die Embryonenauswabhl

revolutionierten.

Abbildung 4: EmbryoScope® time-lapse system

1.2.2.5 Die Moglichkeiten eines TLI

Ein TLI bringt gleich mehrere Vorteile mit sich. Einerseits mussen die Embryonen
zur mikroskopischen Untersuchung nicht mehr aus dem Brutschrank genommen

werden. Das erspart viel Aufwand und ist schonender fiir den Embryo. 8

Andererseits liefert die Ilickenlose Dokumentation wichtige Informationen Gber den
Embryo: neben der Mdglichkeit, sonst unbemerkte abnormale Teilungsverhalten
zu entdecken, spielen hier vor allem die Zellteilungszeiten eine wichtige Rolle.
Diese sind eine guter Indikator fur die Embryonenqualitat und kénnen bei der

Embryonenauswahl helfen. &
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Zudem lassen sich durch die Teilungszeiten erstmals Einflisse auf die
Morphokinetik — und so auch indirekt auf die Qualitat — des Embryos untersuchen.
Die Anzahl der Studien ist hierbei zwar noch relativ gering; die vorliegenden
Studienergebnisse lassen jedoch erkennen, dass der TLI ein nutzliches Werkzeug

zur Forschung auf dem Gebiet der Infertilitat sein kann.

So war beispielsweise schon lange bekannt, dass das PCOS eine negative
Gewichtung auf die weibliche Fruchtbarkeit ausubt. Es wurde jedoch erst 2014 in
einer Studie mit einem TLI nachgewiesen, dass die Krankheit einen tatsachlichen
Einfluss auf die Eizellen und somit auf den Embryo und dessen Morphokinetik hat.
88

Dieser Nachweis gelang auch bei einem anderen negativen Einflussfaktor auf die

weibliche Fruchtbarkeit: dem Nikotinkonsum. 8°

Bei einer weiblichen Adipositas hingegen konnte ein Einfluss auf die
Morphokinetik des Embryos hingegen nicht nachgewiesen werden — was
wiederum darauf hindeutet, dass die Subfertilitat bei Adipositas wahrscheinlich

nicht allein von einer Qualitatsminderung der Eizellen stammt. *°
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1.2.3 Der Ablauf einer IVF

1.2.3.10varielle Stimulation

Im normalen Zyklus reift bei den meisten geschlechtsreifen Frauen alle 23-35
Tage eine Eizelle heran. 76

Obwohl es zwar moglich ist, jene einzelne Eizelle fur die IVF zu gewinnen, wird
jedoch in den meisten Fallen mithilfe von Hormonen eine ovarielle Stimulation

durchgefiihrt, um gleich mehrere Eizellen parallel zum Reifen zu bringen. 4

Diese kontrollierte ovarielle Hyperstimulation wird durch die Gabe von
Gonadotropinen ermdglicht, die gleichzeitig mehrere Follikel wachsen lassen.
Um einem vorzeitigen LH-Anstieg — und somit einer Schadigung der Eizellen und
Effizienzminderung der ovariellen Stimulation — vorzubeugen, werden die

Patientinnen zudem mit GnRH-Agonisten oder -Antagonisten vorbehandelt.*

Zu der richtigen Verabreichung dieser Medikamente gibt es verschiedene
Protokolle mit den jeweiligen Vor- und Nachteilen, die in ihrer Effizienz jedoch als

gleichwertig angesehen werden kénnen.*

Die Wirkung der GnRH-Agonisten beruht auf einer Stimulation der Hypophyse, wo
sie durch eine verstarkte Bindung und verlangerte Halbwertszeit einen
Wirkungsverlust des naturlichen GnRHs herbeiflihren, und somit die LH- und FSH-

Spiegel stark senken.®"

Bei dem langen Protokoll (siehe Abb. 5) werden die GnRH Agonisten in der Mitte
der Lutealphase des Vorzyklus oder der frihen Follikelphase des
Behandlungszyklus verabreicht. Die Stimulation mit Gonadotropinen wird erst

dann gestartet, wenn eine hypophysare Suppression bereits erreicht ist. 2
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Abbildung 5: Langes Protokoll 4

Das kurze und ultrakurze Protokoll (siehe Abb. 6) wiederum nutzt den kurzzeitig
stimulierenden Effekt der GnRH Agonisten und startet die Gabe von Gonadotropin
bereits sehr kurz nach Stimulationsbeginn; dadurch wird jedoch das Risiko eines

ovariellen Hyperstimulationssyndroms erhoht. 92

GnRH-Agonist, tagliche Gabe HCG

JUUooiuuo

Gonadotropin

———————F+—+—+—+—+—+—+—+ Zyklustag
1T 2 3 4 5 6 7 8 9 10-=>>>

Abbildung 6: Kurzes Protokoll 4

Alternativ kdnnen auch Protokolle mit GhnRH-Antagonisten verwendet werden.
Diese Substanzen verursachen mit ihrer blockierenden Wirkung keine
Gonadotropinsekretion und besitzen somit im Gegensatz zu den GnRH-Agonisten
keine intrinsische Aktivitat. Der Vorteil einer derartigen Behandlung liegt in einer
kurzen Behandlungsdauer und dem geringeren Risikos eines

Hyperstimulationssyndroms. #
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GnRH-Antagonisten kdnnen im Mehrfachdosisprotokoll, sowie im

Einzeldosisprotokoll verabreicht werden (siehe Abb.7). 4

GnRH-Antagonist,
(Cetrorelix) 3 mg

1

Gonadotropin

HCG

—t—t—t—+—+—+—+—+—+—+—+—+Zyklustag
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 >>>
GnRH-Antagonist,
tagliche Gabe
0,25 mg HCG
Gonadotropin
—+—+——+—+—+—+—+—+—+—+—+—+ Zyklustag

1 2 3 4 5 6 7 8 9 105>

Abbildung 7: Antagonisten-Protokolle *

1.2.3.2 Follikelpunktion

Nachdem die Medikamente zu einem multiplen Follikelwachstum gefuhrt haben,
konnen Eizellen der Patientin entnommen werden. '

Dafur wird das Ovar ultraschallgesteuert transvaginal punktiert und so die
Oozyten-Cumulus-Komplexe — die Eizellen mit ihren umgebenden
Granulosazellen — gewonnen und in einen Inkubator gegeben. Der Vorgang kann
mit und ohne Narkose durchgefuhrt werden und bendétigt durchschnittlich 5-10
Minuten.*

In der Regel wird versucht, alle gereiften Follikel mit einem Durchmesser von ca.
10mm oder mehr zu gewinnen. '

Als ideal gilt dabei eine Anzahl von 10-15 gewonnenen Eizellen. %3
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1.2.3.3 Aufbereitung der Spermien

Parallel dazu erfolgt die Spermienaufbereitung. Diese ist notwendig, da in der
mannlichen Samenfllssigkeit neben den bendtigten Spermien noch andere
Substanzen wie etwa die Prostata- und Samenblaschenflussigkeit und teilweise

auch Ubertragbare Krankheitserreger wie etwa HI-Viren zu finden sind. %

Um die Spermien von dem Seminalplasma zu trennen muss das Ejakulat einem
,Washing“ unterzogen werden. Hierzu verflissigt man gegebenenfalls das
Sperma, mischt es mit einem Kulturmedium und zentrifugiert das Gemisch.
AnschlieRend schopft man die Flussigkeit ab und mischt die am Boden liegenden

Spermien wiederum in einer Kulturflissigkeit. '

Anschliel3end ist es fir eine IVF-Behandlung nétig, die beweglichen Spermien
aufzukonzentrieren. Die gangigste Methode ist hierbei das Swim-Up Verfahren,
bei dem die Spermien mit einem Kulturmedium Uberschichtet werden und nach
einer Zeit der Uberstand — der aus den Spermien besteht, die motil genug waren
das Medium bis zur Oberflache zu durchqueren — abgesaugt und verwendet wird.
Diese Methode kann mit oder ohne vorangegangenes ,Washing“ durchgefihrt

werden. !

Es gibt noch alternative Verfahren, wie etwa die Glaswollfiltration und die
Dichtegradientenzentrifugation. Diese Prozeduren sind zwar in ihrer Durchfihrung
recht verschieden, doch sie alle sind in der Aufgabe, das Ejakulat zu reinigen und

die mobilsten Spermien herauszufiltern als gleichwertig anzusehen. 259
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1.2.3.4 Fertilisierung

Circa 2-3 Stunden nach Entnahme werden den Eizellen in einem Kulturschalchen
je ca. 100.000 der aufbereiteten Spermien hinzugefligt und dieses anschlief3end in

einen Inkubator gegeben. 14

Sollte diese Art der Befruchtung nicht mdglich sein — etwa aufgrund eines Mangels
an Spermien oder einer undurchlassigen Zona pellucida — kann statt der IVF auch
eine ICSI durchgeflihrt werden, bei der nur ein einzelnes Spermium mit einer

Nadel in die Eizelle injiziert wird. Die SS-Raten zwischen diesen beiden Methoden

andern sich jedoch nicht signifikant.®”-%8

Abbildung 8: ICSI 4
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1.2.3.5 Inkubation

Bei einer natlrlichen Empfangnis wird die Eizelle im Eileiter der Mutter von einem
Spermium befruchtet. Auf ihrem weiteren Weg durch den Eileiter teilt sich diese
Zygote, bis sie nach ca. 3 Tagen mit 16-32 Zellen eine Morula bildet und sie nach
4-5 Tagen als fruhe Blastozyste aus ihrer Eihaut schltpft. Zu dieser Zeit ist sie
meistens schon im Cavum uteri angekommen, wo sie sich als spate Blastocyste

an Tag 5-6 in der Uteruswand einnisten kann und eine Schwangerschaft erwirkt. 76
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Abbildung 9: Zellteilung bei natiirlicher Empfangnis 2

Bei der IVF werden die Eizellen in dieser Zeit nach der Befruchtung in einem
Brutschrank — einem sogenannten Inkubator — untergebracht, in dem sie dieselbe
Entwicklung durchmachen. Um die naturliche Umgebung der Mutter zu simulieren
herrscht in diesem eine feuchte Atmosphare bei 37° mit 5% COz2, 5% O2 und 90%
N2.4

Wahrend dieser Zeit im Inkubator werden von den Embryonen Daten gesammelt,

anhand derer die Wahrscheinlichkeit auf eine erfolgreiche SS bewertet wird 99
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Dennoch bleibt die Auswahl des richtigen Embryos zur Reimplantation eine der
grofRten Herausforderungen bei der IVF.

Besonders bei ,Single Embryo-Transfers®, bei denen nur ein einziger Embryo
transferiert wird, ist es entscheidend, den Embryo zu finden, der mit der héchsten
Wabhrscheinlichkeit zu einer normalen Schwangerschaft fuhrt. Um zu diesem Ziel
zu gelangen, haben sich verschiedene Ansatze der Embryonenbewertung
entwickelt, welche in den verschiedenen Entwicklungsstadien Aussagen uber die

Embryonenqualitat treffen konnen. %°

Dass die Embryonenbewertung kein einheitliches Verfahren darstellt, sondern in
verschiedenen Instituten haufig sehr unterschiedlich gehandhabt wird, zeigt sich
daran, dass erst 2011 erstmals ein internationaler Standard bei der

Embryonenauswahl existierte.'®
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1.2.4 Die Embryonenauswabhl bei der IVF
1.2.4.1 Die Bewertung der Eizelle

Far die Abschatzung der Qualitat der gewonnenen Eizellen gibt es kein
einheitliches Verfahren. Die Bewertung erfolgt jedoch meist lichtmikroskopisch und
polarisationsmikroskopisch, wobei das Hauptaugenmerk auf der Morphologie, der
Position, der Lage des Spindelapparats sowie der Zona pellucida liegt.

Bei letzterer zeigte sich, dass eine verdickte ZP (héher als 15 ym) geringere
Implantationschancen verursacht als eine mit diinneren Durchmessern. 101

Auch ein irregulare Zona pellucida scheint unterschiedliche Implantationsraten zu

haben als eine ZP mit konstanter Dicke. 102

Im Eizellstadium ist ein standardisiertes Scoring jedoch sehr schwierig und der
Nachweis des Einflusses der genannten Parameter auf die Geburtenrate ist nicht

ausreichend.®®

1.2.4.2 Die Bewertung der Pronukleuszelle

Schon 16-18 Stunden nach der Befruchtung kénnen erste Aussagen Uber die
Embryoqualitdt gemacht werden. Dazu gibt es verschiedene Klassifikationen, von
denen die popularste das Z-Score-System von Scott u. Smith 3° ist, welches seit
1990 existiert und standig weiterentwickelt wurde. 3°

Bei diesem System werden folgende Parameter berticksichtigt: Die Grof3e und
Symmetrie des Pronucleus, das Aussehen des Zytoplasmas, sowie die Anzahl,
Grolde, Gleichformigkeit und Verteilung der Nucleoli. Diese Qualitaten werden mit
den Graden Z1-Z4 bewertet, wobei von Z1 und Z2 eine Entwicklung in
hochqualitative Embryonen erwartet wird, von Z3 eine minderqualitative
Entwicklung und von Z4 die schlechteste Entwicklung — was eine Folge von
chromosomalen Abnormitaten sein kann. 3°

Das sehr ahnliche Tesarik/Greco-System klassifiziert die pronukleare Morphologie
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in sechs Grade, wobei der Grad 0 eine normale Zygote beschreibt und die Grade

1-5 zunehmend irregulare Zellen beschreiben (siehe Abb. 10). 103
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Abbildung 10: Scoring nach Scott und Tesarik 4

Gegen die Bewertung der Kerne spricht jedoch, dass die Bewertung der

Morphologie einen ungleich besseren Pradiktor fiir eine potentielle SS abgibt. 14

1.2.4.3 Die Bewertung des Embryos in der Teilungsphase

Sobald die Zelle sich teilt, kdbnnen weitere Aussagen Uber die Embryonenqualitat
gemacht werden. Bis 2011 die ersten Time-lapse Inkubatoren auf den Markt

kamen, war der Morphologie-Score hierflr die einzige Moglichkeit.82

Die wichtigsten morphologischen Grofen sind hierbei das Ausmal} der
Fragmentation, die GréRen/Symmetrie, das Vorliegen einer Mehrkernigkeit und
die Anzahl der Zellen des Embryos. Als Ideal wird ein Embryo ohne multiple Kerne
angesehen, der gleich grole symmetrische Blastomeren mit einem moglichst
geringen Anteil an Fragmenten aufweist und dabei keine Verzégerung in den

Zellteilungen zeigt. %
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Aus diesen Parametern wird anschlieRend eine Score errechnet, der die

Wahrscheinlichkeit des jeweiligen Embryos fiir eine erfolgreiche SS beschreibt.

Anzahl der Blastomeren Symmetrie GroBenverhaltnis der
Blastomeren

Q0
=5 CINNNCSY 30

Grad der Fragmentation:

0,1,2,3,5 C%) g)

Nucleusscore CQQ %)

@O

Abbildung 11: Morphologische Kriterien 4

Zur Bestimmung der Zellteilungen ohne einen Time-lapse Inkubator musste der
Embryo in festgelegten Abstanden — die je nach Institut variieren kdnnen — aus
dem Brutschrank genommen und lichtmikroskopisch untersucht werden.

Das erste Mal sollte dies nach einem Tag geschehen: Die Zygote sollte zu diesem
Zeitpunkt bereits die beiden Vorkerne gebildet haben. Am 2. Tag sollte der
Embryo schon das 4-Zell-Stadium erreicht haben. An Tag 3 liegt die Zahl bei
einem gut entwickelten Embryo bereits zwischen 6 und 10. Einen Tag spater sollte
sich eine Morula gebildet haben, aus der sich an Tag 5 eine Blastozyste

entwickelt. 76
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1.2.4.4 Die Bewertung der Blastozyste

SchlieBlich ist es auch noch méglich, die letzte Entwicklungsstufe des nicht
implantierten Embryos zu bewerten, welche sich am 5. Tag nach der Befruchtung
entwickelt haben sollte: die Blastozyste.

Das Blastozysten-Grading wurde um die Jahrtausendwende von Gardner et al. 19
entwickelt. Dieses konnte Blastozysten bewerten, von denen die besten bei
zweifachem Transfer eine Implantationsrate von 72,8% aufwiesen, die niedrig
eingestuften hingegen nur 28,1%. 195

Die wichtigsten Parameter fur eine hohe Qualitat der Blastozysten sind eine dunne
Zona pellucida, ein glattes Trophektoderm, eine klar sichtbare Blastozystenhohle,
gleiche und nahe Blastomeradhasionen, sowie eine gut entwickelte innere
Zellmasse (siehe Abb. 12). %
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Abbildung 12: Blastozystenbewertung nach Gardner et al. %°
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1.2.4.5 Die Bewertung des Embryos mithilfe eines TLI

Durch die Verwendung eines Time-lapse Inkubators kann die Morphologie des
Embryos fast Ilickenlos untersucht und bewertet werden. Dies wird bewerkstelligt,
indem — je nach Einstellung — beispielsweise alle 15 Minuten in mehreren Ebenen
ein Bild von dem Entwicklungsstand des Embryos gemacht wird. Es kdnnen aber
auch Beobachtungen gemacht werden, die sonst unentdeckt geblieben waren, wie
etwa ein abnormales Teilungsverhalten. 06

Dazu zahlen direkte Teilungen vom 1-Zellstadium ins 3-Zellstadium bzw. vom 2-
Zellstadium ins 5-Zellstadium. Derartige Zellteilungen machen 15,6% der
Embryonen aus und betreffen hauptsachlich die Eizellen von jingeren Frauen. 06
Jedoch konnen auch Embryos mit abnormalem Teilungsverhalten zu
Schwangerschaften mit gesunden Kindern fiihren. 197

Ein weiteres abnormales Teilungsverhalten ist das sogenannte ,reverse
cleavaging"” %8 — bei dem 2 Blastomeren wieder miteinander verschmelzen — und
das Auftreten von mehrkernigen Zellen 1%,

Beides bewirkt eine erheblich verminderte Wahrscheinlichkeit auf eine SS. Mit
dem ldentifizieren und Ausschliel3en von Embryonen mit derartigen Anomalien

wird die korrekte Embryonenauswahl wahrscheinlicher. 108109

Mit Hilfe des Time-lapse Inkubators lassen sich zudem die genauen
Zellteilungszeiten des Embryos bestimmen. Mit diesen Teilungszeiten kdnnen

ebenfalls Aussagen Uber die Qualitdt des Embryos gemacht werden. 110

In den letzten Jahren wurde viel daran geforscht, welche Teilungszeiten fur eine
hohe Implantationsrate sprechen und welche dagegen. Der aktuelle Stand der
Forschung ist, dass die besten Pradiktoren fur eine erfolgreiche Einnistung des
Embryos folgende sind: der Zeitpunkt der Teilung zum 3-Zeller (t3), die Zeit
zwischen der Teilung zum 2- und zum 3-Zeller (cc2) und der Zeitpunkt der Teilung
zum 5-Zeller (t5). Idealerweise sollte t3 zwischen 34 und 40 Stunden, cc2

zwischen 9 und 12 Stunden und t5 zwischen 45 und 55 Stunden sein. 110
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Zwar bieten Teilungszeiten, die durch die TLI gewonnen werden keine Alternative
fur die Embryonenauswahl Uber die Morphologie, kann diese jedoch entscheidend
erganzen. '

So kann ein Embryonenauswahlsystem, welches erst die Morphologie des
Embryos bewertet, anschlieRend diejenigen mit abnormem Teilverhalten
aussortiert und schlussendlich jene mit den besten Teilungszeiten beurteilt (siehe
Abb. 13) Embryonen selektieren, welche beim SET eine Implantationsrate von

32% aufwiesen. 110
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Abbildung 13: Beispiel fiir einen Auswahlalgorithmus 19
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1.2.5 Der Embryonentransfer

Der Transfer des oder der geeignetsten Embryonen kann im Teilungsstadium ab
Tag 2-3 und im Blastozystenstadium ab Tag 5-6 erfolgen.

In welchem der beiden Stadien die Reimplantation am besten erfolgt, ist oft
umstritten, da sich die Schwangerschaftsraten der beiden Methoden in den

meisten Fallen nicht wesentlich unterscheiden. 112

Der Blastozystentransfer wird meist bei SETs verwendet. Laut Studien sollte diese
Art des Transfers besonders dann verwendet werden, wenn die Patientin Uber 35
Jahre alt ist und/oder von der Patientin mindestens 4 Embryonen zur Verfiigung

stehen. 113

Zudem hat der Zeitpunkt des Transfers auch Auswirkungen auf die
Schwangerschaften selbst: Im Blastozystenstadium erhoht im Vergleich zum
Teilungsstadium etwa das Risiko einer Frihgeburt, wohingegen das Risiko einer

intrauterinen Wachstumsretardierung gesenkt wird. 4

Der Embryonentransfer in den Uterus wird mit einem Kunststoffkatheter
durchgefuhrt und ist mittlerweile ein kurzer Eingriff, der ambulant durchgefuhrt
wird. 4

Ob die Behandlung zu einer Schwangerschaft fihrt, hangt von mehreren Faktoren
ab, wie etwa dem Alter der Mutter oder der Glite der Embryonenauswabhl.
Durchschnittlich ist die Chance auf eine klinische SS mit etwa 24% pro

Embryonentransfer zu rechen. 4
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2 Material und Methoden

2.1 Datenherkunft

Es handelt sich bei der vorliegenden Arbeit um eine retrospektive Studie, die einen
eventuellen Einfluss der chronischen Krankheit Endometriose auf die
Morphokinetik von frihen Embryonen untersuchen will, wie dies schon bei
anderen vergleichbaren EinflussgroRen 888 auf die weibliche Fruchtbarkeit

nachgewiesen wurde.

Alle bendtigten Daten stammen von Patientinnen des ,Kinderwunsch Schenk
Institut GmbH", einem IVF-Institut in Dobl, in der Nahe von Graz. Eine
Einverstandniserklarung zur Verwendung der Daten seitens der Patientinnen liegt
VOr.

In den dortigen Datenbanken wurden je eine Gruppe von Embryonen von
Patientinnen mit und von Patientinnen ohne Endometriose herausgesucht. Es

wurden auch mehrere Embryonen pro Patientin in die Studie eingeschlossen.

Alle Patientinnen erhielten an dem genannten Institut eine IVF-Behandlung.

Dabei wurden fur die Stimulation fast ausschlie3lich kurze Protokolle verwendet;
hierfir kamen als Gonadotropine die Medikamente GONAL-f®, Elonva® und
Puregon® in der empfohlenen Dosis zum Einsatz. Als GnRH-Analogon wurde das
Medikament Decapeptyl® verwendet, als Anagonist die Mittel Orgalutran® oder
Cetrotide®.

Zum Auslésen der Ovulation wurde 36 Stunden vor der Punktion HCG in Form
von Pregnyl® oder Ovitrelle® (letzteres Medikament bei frischen Transfers)
gegeben.

Nach der Punktion erfolgte die Befruchtung teilweise mit konventioneller IVF,
teilweise mit ICSI.

AnschlielRend wurden die Embryonen in einen Time-lapse Inkubator gegeben. Als

Kulturmedium wurde ,GM501 mit Phenolrot und Gentamicin® verwendet.
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Bei den Time-lapse Inkubatoren handelt es sich um zwei ,Vitrolife EmbryoScope®
time-lapse incubator” Systeme, die seit August 2013 und Februar 2014 in dem
Institut in Betrieb sind. Diese wurden programmiert, alle 15 Minuten den
Entwicklungsstand des Embryos in 7 Ebenen zu dokumentieren. Die genauen
Zellteilungszeiten wurden anhand des Bildmaterials mithilfe des Programms
EmbryoViewer® von dafur ausgebildeten Embryologinnen und Embryologen

bestimmt und darin eingetragen (siehe Abb. 14).
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Abbildung 14: EmbryoViewer® Software 1°

Die Eihautdicke wurde nach entsprechender Schulung vom Autor selbst bestimmt.
Dazu wird anhand der Bilder im Programm EmbryoViewer® zum Zeitpunkt t3 die
Zona Pellucida an drei Punkten — auf 12 Uhr, auf 3 Uhr und auf 6 Uhr der Eizelle -
gemessen und daraus der Durchschnittwert berechnet. Wenn es nicht moglich war
an einer dieser Stellen die ZP zu messen, wurde die Messung stattdessen auf 9
Uhr durchgefuhrt. Wenn auch dort oder gleich an mehreren Orten keine Messung
durchgefuhrt werden konnte, wurden die messbaren Stellen genommen, die sich

am nahesten an den beschriebenen Uhrzeiten befanden.
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2.2 Ein- und Ausschlusskriterien

Fir die Studie wurden aus der Datenbank zwei Gruppen von Embryonen
herausgesucht: Die erste Gruppe bestand aus 73 Embryonen von Frauen mit
Endometriose, die Kontrollgruppe setzt sich aus 73 Embryonen von Frauen ohne
diese Erkrankung zusammen. Die Diagnose wurde hierbei meist laparoskopisch
oder sonografisch gestellt.

Die Auspragung der Krankheit spielte jedoch keine Rolle, da bereits bei sehr
leichten Formen die Eizellqualitat beeintrachtigt sein kann. 44.116

Die Patientinnen der beiden Gruppen wurden nach BMI und Alter gematcht.

Ausschlusskriterien waren Adipostas (BMI>30), Anorexie (BMI<17,5), Alter Uber
35 und unter 25 Jahren, Nikotinabusus, Hormonstérungen (PCOS, eine reduzierte
ovarielle Reserve, Kimakterum prakox, hypothalamische Amennorhoe, AGS),
Diabetes mellitus, chronische Entzindungen sowie schwere Erkrankungen von
Leber, Schilddriise oder Nieren.

Embryonen von Vatern mit Erbkrankheiten und groben Fehlbildungen der
Spermien wurden ebenfalls ausgeschlossen. Es wurden zudem Embryonen

exkludiert, die sich nicht bis in das 8-Zell-Stadium geteilt hatten.

2.3 Haupt- und NebenzielgroRen

Die HauptzielgroRe ist t3, der Zeitpunkt der Teilung ins 3-zellige Stadium.
Diese Variable ist nicht nur ein guter Pradiktor flr die Qualitat des Embryos 119,
sondern auch eine Grol3e, die sensibel auf innere und aullere Einflisse reagiert,

wie einige Studien 8383117 zejgen.

Die Nebenzielparameter sind die sonstigen Teilungen bis zur 8. Zellteilung, deren

Teilungsintervalle, sowie die Dicke der Zona pellucida zum Zeitpunkt t3:
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- 12, (Zeitpunkt der Teilung ins 2-zellige Stadium)
- 14, (Zeitpunkt der Teilung ins 4-zellige Stadium)
- 15, (Zeitpunkt der Teilung ins 5-zellige Stadium)
- 16, (Zeitpunkt der Teilung ins 6-zellige Stadium)
- 17, (Zeitpunkt der Teilung ins 7-zellige Stadium)
- 18, (Zeitpunkt der Teilung ins 8-zellige Stadium)
- cc2 (13- t2)

- cc3 (t4- t3)

- cc4 (t5- t4)

- cc5 (t6- t5)

- cCc6 (t7- t6)

- cC7(t8- t7)

- ZPT (Dicke der Zona pellucida zum Zeitpunkt t3)

2.4 Statistik

Die Fallzahl wurde vor Studienbeginn mithilfe vergleichbarer Studien 8- f(ir die
HauptzielgroRe fur ein a von 5% und eine Power von 90% auf 73 pro Gruppe
errechnet.

Es wurden alle Zeitparameter mit einer ANOVA analysiert.

Da Embryonen von denselben Muttern in die Studie eingeschlossen wurden und
Geschwister-Embryonen nicht als unabhangig angesehen werden kdnnen, wurde
der Effekt der Mutter als zusatzlicher ,random Effekt” in das Modell aufgenommen.
Es handelte sich hierbei also um ein allgemeines lineares Modell mit gemischten
Effekten: dem ,fixed effect” der beiden Gruppen und der ,random effect” der
Mdtter.

Zusatzlich wurden die Hauptzielgrofie t3 und die ZPT wurde mittels einem t-Test

fur unabhangigen Messungen auf Unterschiede zwischen den Gruppen analysiert.
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2.5 Datenschutz

Alle Patientinnen wurden mit einer fortlaufenden Nummer pseudonymisiert. Die
auszuwertenden Daten wurden nur mit diesem Code versehen in einer Excel-
Tabelle auf einem PC mit Zugriffsbeschrankung am ,Kinderwunsch Schenk Institut
GmbH* gespeichert und anschlielend ausgewertet. Nur autorisierte Personen

hatten Zugriff auf die Originaldaten.

2.6 Votum der Ethikkommission

Ein Votum der Ethikkommission der Medizinischen Universitat Graz wurde vor
Beginn der Datensammlung eingeholt, welche keine Einwande gegen die
Durchfuhrung dieser Studie vorgebrachte. Die Nummer des Votums lautet 28-401
ex 15/16 und wurde am 03.05.2016 unterschrieben.
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3 Ergebnisse

3.1 Gesammelte Daten

Die Embryonen der Endometriose-Gruppe kamen von 17 verschiedenen Frauen,
die Embryonen der Kontrollgruppe stammten von 19 verschiedenen Frauen.
Insgesamt wurden 146 Embryonen ausgewertet; davon 73 von Patientinnen mit
Endometriose und 73 von Patientinnen ohne Endometriose.

Es konnten jedoch nicht immer alle Zeitparameter eines Embryos gesammelt
werden, da die Datensatze unvollstandig waren. Dies betrifft meist die hdheren
Teilungsstadien, wo durch die Vielzahl der dicht gedrangten Zellen die Zeitpunkte
der Ubergénge der verschiedenen Zellstadien nicht immer eindeutig festgestellt
werden konnten.

Auch bei der Vermessung der ZP konnten einige Zellen nicht vermessen werden,

was meist von einer Uberdeckung durch Granulosazellen herriihrte.

3.2 Verteilung des Alters und BMI

Die Daten der Embryonen der Endometriosegruppe kamen von Patientinnen,
welche zum Zeitpunkt der Punktion im Durchschnitt 30,2 Jahre alt waren und
einen BMI von durchschnittlich 21,1 hatten. Passend dazu wurde die gesunde
Kontrollgruppe gematcht, bei der die Embryonen im Durchschnitt von Patientinnen
im Durchschnittsalter von 30,5 Jahren stammten und deren durchschnittlicher BMI
20,8 war.
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3.3 Auswertung der Daten

3.3.1 NebenzielgroRe t2

Fir t2 wurde von 70 Embryonen der Patientinnen mit Endometriose ein Mittelwert
von 26,8957 Stunden mit einer Standardabweichung von 3,01332 Stunden
ermittelt. Bei den 73 Embryonen von den Patientinnen ohne Endometriose betrug
der Mittelwert 26,4164 Stunden und die Standardabweichung 2,64712 Stunden.
Bei der Analyse mittels der beschriebenen ANOVA stellte sich zwischen den

Gruppen kein signifikanter Unterschied heraus (p=0,4621).
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3.3.2 HauptzielgrofBe t3

FUr die Hauptzielgréfe t3 konnten fur jede Gruppe 73 Zeiten gesammelt werden.
Daraus errechnete sich fur die Endometriosegruppe ein Mittelwert von 26,8957
Stunden mit einer Standardabweichung von 3,01332 Stunden. In der

Kontrollgruppe war der Mittelwert 26,4164 Stunden mit einer Standardabweichung
von 2,64712 Stunden.

Es konnte jedoch weder mit einem t-Test (p=0,240) noch mit einer ANOVA im

mixed model (p= 0,8587) ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen

ermittelt werden.
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3.3.3 NebenzielgroRe t4

FUr den Zeitparameter t4 errechnete sich aus 69 Zeiten in der

Endometriosegruppe eine Mittelwert von 38,7406 Stunden, sowie eine

Standardabweichung von 4,27807 Stunden. Die Kontrollgruppe kam durch 71

Zeiten auf einen Wert von 38,9408 Stunden mit einer Sandartabweichung von

3,89903 Stunden.

Die Auswertung konnte keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden

Gruppen aufzeigen (p=0,8872).
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3.3.4 NebenzielgroRe t5

Bei t5 errechneten sich die Werte aus jeweils 70 gesammelten Zeiten.
Die Mittelwerte und Standardabweichung bei t5 waren fir die Endometriosegruppe

49,14 (7,17149) Stunden, sowie fur die Kontrollgruppe 49,7086 (6,1053) Stunden.

Die Varianzanalyse wiederlegte auch hier einen signifikanten Zeitunterschied der
Gruppen (p=0,6157)
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3.3.5 NebenzielgroRe t6

Fir diesen Parameter konnten flr die erkrankte Patientinnengruppe 71 Zeiten, flr
die Kontrollgruppe 72 Zeiten gesammelt werden. Die Mittelwerte und
Standardabweichungen errechneten sich auf 52,6831 (6,12571) Stunden flr
erstere und 52,8694 (5,71523) Stunden fur letztere Gruppe.

Eine ANOVA konnte keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen
feststellen (p=0,9045)
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3.3.6 NebenzielgroRe t7

Fir die Endometriosegruppe konnten fur diesen Parameter 58 Zeiten genommen
werden, fur die andere Gruppe waren es 52.

Der Mittelwert und die SD der erkrankten Gruppe fiel auf 56,3448 (7,20488)
Stunden, die der Kontrollgruppe auf 58,5365 (8,656) Stunden.

Trotz einer Mittelwertdifferenz von tGber 2 Stunden konnte die ANOVA fiir t7

keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen bestimmen (p=0,3544)
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3.3.7 NebenzielgroRe t8

Fir den Zeitparameter t8 wurden flr die Endometriosegruppe 70 Zeiten
gesammelt, fur die Kontrollgruppe 68. Bei den gesammelten Daten errechnete
sich Mittelwert und Standardabweichung von 60,5914 (9,79569) Stunden fur die
Endometriosegruppe und 63,6868 (9,25651) Stunden flr die Kontroligruppe.

Wie bei t7 waren auch bei diesem Zeitparameter grol3ere Zeitunterschiede
zwischen den Gruppen zu erkennen, doch auch hier konnte die Varianzanalyse
keine Signifikanz feststellen (p=0,3352)
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3.3.8 NebenzielgroRe cc2

Fir die Endometriosegruppe errechnete sich flr cc2 — die Zeitdifferenz zwischen
t2 und t3 — Mittelwert und Standardabweichung von 10,3086 (3,15175) Stunden;
es wurden 70 Zeiten analysiert. Fur die 73 Zeiten der Kontrollgruppe ergaben sich
ein Mittelwert und eine SD von 10,3986 (3,17234) Stunden.

Die ANOVA konnte keine signifikanten Zeitunterschiede feststellen (p=0,9235).
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3.3.9 NebenzielgroRe cc3

Bei dem Zeitparameter cc3, der Zeitdifferenz zwischen t3 und t4, wurde bei der
Endometriosegruppe 69 Zeiten gemessen und daraus ein Mittelwert und eine SD
von 1,9739 (2,81622) Stunden berechnet. Die Kontrollgruppe kam auf 71
Messungen und einen Mittelwert und eine SD von 2,093 (3,0466) Stunden.

Durch die ANOVA konnte jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den

beiden Gruppen erwiesen werden (p= 0,7878).
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3.3.10 NebenzielgroRe cc4

Bei dem Zeitunterschied zwischen t4 und t5 wurden fir die Gruppe mit
Endometriose 66 Zeiten gemessen und daraus ein Mittelwert und eine SD von
10,8545 (4,72301) Stunden berechnet. Die Kontrollgruppe kam auf 68 Messungen
und einen Mittelwert und eine SD von 11,1853 (4,87725) Stunden.

Durch die ANOVA konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Gruppen erwiesen werden (p= 0,7439).
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3.3.11 NebenzielgroBe cc5

Fir cc5 — der Zeitdifferenz zwischen t5 und t6 - wurden jeweils 68 Zeiten
gemessen. Fur die Embryonen der Frauen mit Endometriose wurden daraus ein
Mittelwert und eine SD von 3,4 (4,26849) Stunden und fur die Embryonen von
Frauen ohne EM ein Mittelwert und eine SD von 3,2221 (3,99208) Stunden

ermittelt.

Auch bei cc5 konnte die ANOVA keinen signifikanten Unterschied zwischen den

beiden Gruppen errechnen (p= 0,7029).
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3.3.12 NebenzielgroBe cc6

Der Parameter cc6 — die Zeit zwischen t6 und c7 - wurde fur die
Endometriosegruppe 57-fach gemessen und daraus ein Mittelwert und eine SD
von 3,0596 (4,16876) Stunden berechnet. Die Kontrollgruppe kam auf 51
Messungen und einen Mittelwert und eine SD von 6,6784 (7,30989) Stunden.

Obwohl sich der Mittelwertunterschied der beiden Gruppen auf Uber 3 Stunden
belief, konnte die ANOVA im mixed model keinen signifikanten Unterschied
zwischen den beiden Gruppen feststellen (p=0,0662).
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3.3.13 NebenzielgroRe cc7

Bei dem Zeitparameter cc7 — der Differenz von t7 zu t8 — wurden fir die
Endometriosegruppe 55 Zeiten gemessen und daraus ein Mittelwert und eine SD
von 4,6727 (5,01496) Stunden berechnet. Die Kontrollgruppe kam mit 48
Messungen auf einen Mittelwert und eine SD von 4,5408 (4,39753) Stunden.

Auch hier errechnete sich jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den
Gruppen (p= 0,9769).
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3.3.14 NebenzielgroBe ZPT

Die Eihautdicke wurde an 66 Embryonen aus der Endometriosegruppe gemessen,
woraus sich ein Mittelwert und eine SD von 18,0121 (2,34636) um errechneten.

Die Kontrollgruppe kam auf 71 Messungen und einen Mittelwert und eine SD von
18,5836 (2,66484) um.

Es konnte jedoch mit einem t-Test kein signifikanter Unterschied zwischen den
Gruppen errechnet werden (p=0,184).

Eine ANOVA im mixed model konnte dieses Ergebnis bestatigen (p=0,558).
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4 Diskussion

Es handelt sich bei dieser Arbeit um die erste Studie, die einen Einfluss der EM

auf die Morphokinetik von fruhen Embryonen untersucht.

Bei anderen Faktoren mit einem schadlichen Einfluss auf die Eizellqualitat, wie
beispielsweise dem PCOS 88, aneuploiden Zellen '8 oder auch schadlichen
Noxen &, konnten teilweise gravierende Anderungen der Teilungszeiten
nachgewiesen werden.

Das hyperandrogene PCOS bewirkt beispielsweise eine Verzégerung von 2, t3, t4
und t7. 88

Aneuploide Embryonen wiesen unter Anderem verlangerte Teilungszeiten in t2, t5,
cc2 und cc3 auf. 18

Sogar ein Nikotinkonsum der Mutter bewirkte signifikant langsamere

Teilungszeiten in t3, t4 und t5. &

Da davon auszugehen war, dass die EM einen ahnlich schadlichen Einfluss auf
den Embryo haben wirde wie die genannten Einflussfaktoren, wurden die
Teilungszeiten und deren Zwischenzeiten einer EM-Gruppe mit einer

Kontrollgruppe verglichen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen jedoch, dass sich bei keiner der untersuchten
Zeiten t2, t3, 14, 15, 16, t7, t8, cc2, cc3, cc4, ccb, ccb und cc7 ein signifikanter

Unterschied zwischen den Gruppen bestimmen lasst.

Besonders gering fielen die Unterschiede bei der Betrachtung der HauptzielgroRRe
t3, und den NebenzielgroRen 2, t4, t5, t6, cc2, cc3, cc4, cc5, und cc7 aus.

Dort wurden nur sehr geringe Mittelwertunterschiede von unter einer Stunde
zwischen den Gruppen gemessen.

Beim Vergleich der dieser Mittelwerte war auch keine Tendenz erkennbar: in
einigen Fallen waren die Mittelwerte der EM-Gruppe leicht langer, in einigen die
der Kontrollgruppe.
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Doch warum andern sich bei einem PCOS, einer Aneuploidie oder einem
Nikotinkonsum die Teilungszeiten und bei einer EM nicht?

Einen Erklarungsversuch auf diese Frage liefert die Vermutung, dass der
Hauptgrund fur die Unfruchtbarkeit bei diesen EinflussgréoRen hauptsachlich von
einer Schadigung der Eizelle ruhrt.

Am besten erklart sich dies bei einer Aneuploidie. Die Ursache fur die verringerte
Embryonenqualitat beruht dabei einzig auf einer fehlerhaften Anzahl der
Chromosomen und keinen sonstigen Einflussfaktoren. 118

Obwohl der Tabakkonsum einen Einfluss auf das Endometrium 1% und eine
Verdickung der ZP 120 bewirkt, wird als Hauptursache der Subfertilitat eine
Schadigung der Keimzellen angenommen; diese fuhrt auch bei rauchenden
Mannern zu einer geringeren Fruchtbarkeit *.

Dabei greift der Nikotinkonsum nicht nur in die Follikulogenese ein, sondern
schadigt auch die Eizelle und deren DNA, die meiotische Spindel und die
Granulosazellen durch Noxen wie Nikotin und Kadmium. 21

Die daraus resultierenden Schaden zeigen sich unter anderem in signifikant

schlechteren Ergebnissen von Therapien der ART. 122

Bei dem PCOS ist die Pathogenese etwas komplizierter.

Die Ursache dieser Krankheit ist zwar nicht vollstandig geklart, hat jedoch einen
groen Einfluss auf die Ovarien und die darin lagernden Eizellen. 123

In diesen Ovarien besteht neben der Bildung von multiplen Zysten eine
hormonelle Stérung der Follikelproliferation. Die Hauptursache der Infertilitat sind
dadurch ausgeltste Ovulationsstérungen. 123

Da bei dieser Krankheit auch die IVF Implantationsraten signifikant niedriger
waren, scheint es nicht verwunderlich, dass sich ein derartiger Einfluss auf die

Eizellen auch in den Embryonenteilungszeiten wiederspiegelt. 124

Beim Krankheitsbild der Endometriose ist es — und das unterstreicht auch diese
Studie — unwahrscheinlich, dass die Subfertilitat eine alleinige Folge des
endometrialen Einflusses auf die Eizellen ist. '

Erst in Verbindung mit den anderen Folgen der Endometriose, wie der geringeren
Zilienmotilitat *8, der gestorten Innervation der Tuben 4°, dem veranderten

Endometrium 2%, der erhdhten Immunantwort auf Spermien 47, dem veranderten
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Hormonstatus 8'-62 und eventuell noch einigen anderen, noch nicht entdeckten
Aspekten, kdnnen sich die hohen Subfertilitatsraten bei Endometriose auch
erklaren lassen. Der Faktor der Eizellschadigung konnte hierbei eine

untergeordnete Rolle spielen.

Welche der einzelnen Faktoren dabei die grof3te und welcher die geringste Rollte
spielt ist dabei schwer zu erklaren und hangt dabei teilweise wohl auch von dem
individuellen Krankheitsbild der Patientin ab.

Bei einzelnen Fallen kann diese Frage zwar beantwortet werden: Bei Patientinnen,
bei denen der Eizelltransport durch eine lokal destruierenden Endometriose oder
eine obstruktiven Tubenendometriose gestort wird, wird die Infertilitat mit groRer
Wahrscheinlichkeit an jenem Faktor liegen. '

Auch Patientinnen, bei denen sich eine immunologische Infertilitat gebildet hat,
durfte die Infertilitat zum Grolteil durch einem Mangel von motilen Spermien

verursacht werden.*’

Aber in wie weit die anderen Faktoren, wie etwa die gestorte Innervation der
Tuben %9, die verlangsamte Zilienmotilitat 48, die reduzierte Embryoaufnahme im
Uterus '2° und eben die Eizellschadigung die Chancen auf eine Schwangerschaft

beeinflusst, ist nur sehr schwer zu sagen. '’

Besonders im Hinblick auf die Eizellschadigung und dem daraus resultierenden
Qualitatsverlust der Embryonen sind deren Folgen auf die Implantations- und
Schwangerschaftsrate weniger gut erforscht und bereits existierende Studien
teilweise widerspruchlich.

So werden in den Studien, die Auswirkungen der EM auf eine IVF-Behandlung
untersuchen, keine Unterschiede in den Implantationsraten von Embryonen von

gesunden und erkrankten Frauen gefunden. ™"

Eine Studie aus dem Jahr 1994 von Simon,C et al. besagt hingegen, dass
gespendete Eizellen eine erniedrigte Implantationswahrscheinlichkeit aufweisen,

wenn diese von erkrankten Spenderinnen kamen. 40
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Es ist auch mdglich, dass noch andere Faktoren existieren, die durch die EM
beeinflusst werden und noch weitgehend unbekannt sind.

Als einer dieser Faktoren wurde bei Studienbeginn die Dicke der Zona pellucida
vermutet, da Veranderungen der Schichtdicke der ZP schon bei anderen
Einflussfaktoren wie dem Nikotinkonsum nachgewiesen wurden. 20

Zudem verliefen die Punktionen bei ICSI-Behandlungen laut Aussage der
Embryologinnen und Embryologen am Institut subjektiv anders, wenn die
Embryonen von Patientinnen mit dieser Krankheit stammten.

Auch bei der konventionellen IVF hatte man beobachtet, dass die
Befruchtungsraten niedriger waren als bei Befruchtungen mittels ICSI. 126
Durch die Ergebnisse dieser Studie zeigt sich jedoch keine signifikante

Abweichung der durchschnittlichen Eihautdicken zwischen den beiden Gruppen.

Es kdnnten daher in Zukunft Studien folgen, welche die Zusammensetzung der
Zona pellucida der Embryonen bei Endometriose untersuchen. Auch
Dickeschwankungen der Eihaut sollten in zukinftigen Messungen untersucht
werden, da bei dieser Studie nur ein durchschnittlicher Wert von 3 Messpunkten

bertcksichtigt wurde.

Doch wahrend bei den ZielgrofRen 2, t3, t4, t5, 16, cc2, cc3, cc4, cc5, und cc7 mit
hoher Sicherheit ein durch die Endometriose bedingter Einfluss ausgeschlossen
werden konnte, waren die Ergebnisse bei den Zeiten von 17, t8 und cc6 weniger
eindeutig. Bei diesen Zeitparametern konnten Unterschiede zwischen den
Mittelwerten von bis zu Uber 3 Stunden gefunden werden. Die Zeiten waren dabei
fur die EM-Gruppe durchwegs langer als flr die Kontrollgruppe.

Zwar konnte die ANOVA im mixed model auch bei diesen Zielgrof3en keinen
signifikanten Unterschied erkennen; die Zeiten konnten jedoch ein Hinweis darauf
sein, dass Studien mit einer grélieren Stichprobe dort einen signifikanten
Unterschied ermitteln kdnnten und somit einen Einfluss der EM auf die

Zellteilungen ab dem 6-zelligen Stadium nachweisen konnten.

Dass bei Embryonen von Frauen mit EM fir t7, t8 und cc6 eine Veranderung der
Morphokinetik vorliegt, die mit dem Stichprobenumfang dieser Studie nicht

errechnet werden konnte, ist nicht unrealistisch.
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Die einfachste Erklarung hierfur ware logischerweise, dass die EM einen
tatsachlichen einen Einfluss auf die Teilungszeiten der Embryonen haben konnte.
Dies war schlieldlich die anfangliche Vermutung dieser Studie und hatte einige
Grlnde, die daflir sprechen wirden.

Es wurde schon in zahlreichen Studien der Einfluss der EM auf die Eizellen
erfolgreich untersucht. Dabei wurden teils sehr unterschiedliche Ansatzpunkte der
Schadigung gefunden, die unter anderem durch oxidativen Stress 4243 und ein
inflammatorisches Milieu 4! verursacht wurden.

So werden unter anderem Schadigungen des Zytoskeletts 45, eine
Beeintrachtigung des Spindelfaserapparates 46, eine Schadigung der DNA sowie

das Vorliegen von abnormen Mitochondrien #* beschrieben.

All diese Veranderungen kdnnen im direkten Zusammenhang mit einer gestorten

Zellteilungsrate verstanden werden.

Neben diesen Faktoren kdnnten jedoch noch andere GroéRRen die Teilungen
beeinflussen, bei denen die EM nur eine indirekte Rolle spielt.

Wie bereits erwahnt, hat sich gezeigt, dass eine Befruchtung durch eine
konventionelle IVF bei Endometriosepatientinnen weniger erfolgversprechend als
eine ICSI ist. 126

Dies fuhrt dazu, dass an Instituten bei solchen Embryonen bevorzugt ICSIs
durchgefuhrt werden, was wiederum zu einem hoheren Anteil dieser
Behandlungsmethode in der Endometriosegruppe als in der Kontrollgruppe gefiuhrt
haben kénnte. Da die Schwangerschaftsraten von ICSI und konventioneller IVF
jedoch gleich sind und die ICSI nicht im Verdacht steht, die die Embryonenqualitat
zu senken, wurde die Art der Befruchtung bei dieser Studie nicht berlcksichtigt.
97,98

Ein leichter Einfluss auf die spaterer Teilungszeiten nach t6 kann jedoch nicht
ganz ausgeschlossen werden. Es ware daher empfehlenswert, eventuelle
Unterschiede bei den embryonalen Teilungsraten zwischen ICSI und

konventioneller IVF zu untersuchen.

Eine weitere Ursache bei IVF-Behandlungen konnte die lange Kultivierung selbst

sein. Es fallt auf, dass nur die spateren Zellteilungen nach t6 eine Tendenz zu
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einer verzogerten Teilung zeigen. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass die
Embryonen die Kultivierung in dem Inkubator nur bis zu einer gewissen Dauer
tolerieren.

Es ist bereits bekannt, dass die Brutschranke und das Kulturmedium zwar
versuchen der natirlichen Umgebung in vivo moglichst nahe zu kommen, dies
aber nicht vollstandig schaffen. 127

Es ware also moglich, dass Embryonen, die bereits durch einen oder mehrere der
genannten Einflussfaktoren der Endometriose beeintrachtigt wurden, auf dieses
kunstliche Umfeld besonders sensibel reagieren konnten. Wenn dies in einer
folgenden Studie bestatigt werden kdnnte, wirde dies in diesen Fallen fur einen
friheren Ricktransfer des Embryos und gegen einen spaten Blastozystentransfer

sprechen.

Es sollte jedoch abschlieRend erwahnt werden, dass selbst wenn eine Folgestudie
eine Verzogerung von t7, t8 oder cc6 bestatigen konnte, es keine Hinweise darauf
gibt, dass mit einer verzoégerten Zellteilung nach t6 von einem ernsthaften
Qualitatsverlust der Embryonen ausgegangen werden sollte, da diese
Teilungszeiten laut aktuellem Stand der Forschung keine wichtigen Marker fur die

Embryonenqualitat darstellen. 110

Die Ergebnisse dieser Studie weisen zusammenfassend darauf hin, dass
die durch die Endometriose induzierte Infertilitdt weniger Ursache einer
verringerten Eizellqualitat ist, sondern eher aus den anderen Faktoren, bzw. deren

Zusammenspiel resultiert.
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