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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die  vorliegende  Arbeit ist eine retrospektive  Studie von 893
Kinderwunschpatientinnen im Alter zwischen 21 und 49 Jahren, die mit heterologen
Spendersamen von 88 Samenspendern behandelt wurden. Es wurden im Zeitraum
vom 01.01.2013 bis zum 27.10.2016 4039 Behandlungen durchgefihrt, die sich aus
3779 Intrauterinen-Inseminationen (IUl), 70 Behandlungen durch In-vitro-
Fertilisationen (IVF) und 190 Intrazytoplasmatische-Spermieninjektionen (ICSI)

zusammensetzten.

Ziel war, verschiedene Parameter von Samenspendern und Kinderwunsch-
patientinnen im Hinblick auf den Behandlungsausgang (Schwangerschaften,
Geburten, Aborte, erfolglose Behandlungen) bei Inseminationen, IVF- und ICSI-
Behandlungen zu bewerten. Von den Samenspendern wurde die Auftaumotilitat
(=Millionen progressive bewegliche Spermien, die nach dem Auftauen fir eine
Behandlung eingesetzt werden) betrachtet. Sowohl bei Samenspendern als auch
Patientinnen wurde das ABO-Merkmal, der Rhesusfaktor sowie das Alter untersucht.
Bei Patientinnen wurde zusatzlich der ,Body Mass Index” (BMI) in die Auswertung
miteinbezogen. Das Samenspenderkollektiv befand sich im Alter zwischen 21 und 48
Jahren, wobei 50% der Samenspender zwischen 26 und 30 waren. Das Alter der

Samenspender hatte keinen Einfluss auf die Hohe der Schwangerschaftsraten.

Fur IUI-Behandlungen betrug die kumulative Schwangerschafts- bzw. Geburtenrate
pro Patientin 32,7% bzw. 17,7%. Bei IVF-Behandlungen war diese 39,2% bzw.
21,6%. Die hochste Schwangerschaftsrate von 53,8% und Geburtenrate von 44,3%
pro Patientin fanden sich bei ICSI-Behandlungen. Die Schwangerschafts- bzw.
Geburtenrate bezogen auf die gesamte Behandlungsanzahl war fur [UI-
Behandlungen 6,4% bzw. 3,4%, fur IVF-Behandlungen 28,6% bzw. 15,7% und fur
ICSI-Behandlungen 30,0% bzw. 24,7%. Durchschnittich waren bei [UI-
Behandlungen vier Versuche, bei IVF- und ICSI-Behandlungen lediglich ein Versuch
erforderlich.

Ein wesentlicher prognostischer Faktor der mannlichen Fertilitat ist die Anzahl an
progressiv. motilen Spermien. Fur IUI-Behandlungen wurde bei zuvor
cryokonservierten Proben ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Anzahl an
progressiv beweglichen Spermien und der Hohe der Schwangerschaftsrate

beobachtet. Bei der Einteilung der progressiv beweglichen Spermien in so genannte
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Zusammenfassung

Motilitatsgruppen fand sich in der Gruppe zwischen 5,1 und 6,0 Millionen progressiv
beweglicher Spermien pro Inseminationsdosis (ca. 300 pl) die hdchste
Schwangerschaftsrate mit 10,3% und die hochste Geburtenrate mit 6,7%. AulRerdem
zeigte sich bei diesen Auftauwerten die niedrigste Abortrate von 10,0%. Die htchste
Abortrate von 37,5% fand sich bei Proben, die weniger als eine Million progressiv
motile Spermien pro Inseminationsdosis enthielten.

Fur IVF-Behandlungen zeigte sich ein Trend zwischen der Anzahl an beweglichen
Spermien und der Schwangerschaftsrate. Ab 3,1 Millionen Spermien fanden sich
sprunghaft hohere Schwangerschaftsraten von 71,4% und Geburtenraten von 28,6%.
Die hochste Schwangerschafts- bzw. Geburtenrate von 75,0% und 50,0% wurde wie
bei Inseminationen in der Motilitdtsgruppe zwischen 5,1 und 6,0 Millionen progressiv
beweglicher Spermien beobachtet. Unter 2 Millionen beweglicher Spermien war bei
IVF-Behandlungen keine Schwangerschaft mehr zu finden. Unter Berucksichtigung
dieser Daten sollte bei IVF-Behandlungen eine Mindestanzahl von 3 Millionen
progressiv beweglicher Spermien pro Behandlung empfohlen werden, da ab diesem
Wert ein sprunghafter Anstieg der Schwangerschafts- bzw. Geburtenrate beobachtet
wurde.

Bei ICSI-Behandlungen scheint die Motilitat wie zu erwarten eine untergeordnete
Rolle zu spielen. Fur eine entsprechende Behandlung reicht lediglich ein
lebensfahiges motiles Spermium aus. Da bei ICSI-Behandlungen bereits ab 1,1
Millionen progressiv  beweglicher Spermien ein deutlicher Anstieg der
Schwangerschafts- und Geburtenrate von 42,9% bzw. 28,6% beobachtet wurde,
sollte hier eine entsprechende Mindestanzahl von einer Million beweglicher Spermien
fur Behandlungen eingesetzt werden.

Als weiterer Einflussfaktor auf das Behandlungsergebnis wurde das Alter der
Patientinnen untersucht. Mit steigendem Alter konnte ein signifikanter Riickgang der
Schwangerschafts- und Geburtenraten bei IUlI-Behandlungen und ICSI-
Behandlungen beobachtet werden. Bei IUI-Behandlungen lag die hdchste
Schwangerschaftsrate von 26,9% im Alter von 26 Jahren und die hochste
Geburtenrate von 18,8% im Alter von 24 Jahren. Insgesamt zeigten die vorliegenden
Daten bei Inseminationen im Alter von 30 bis 38 Jahren eine Schwangerschaftsrate
bis max. 22,6% und eine Geburtenrate bis max. 13,0%. Da ein Rickgang der
Schwangerschafts- bzw. Geburtenrate erst ab einem Alter von 39 Jahren zu erkennen

war, kann ab diesem Alter in Abwagung u.a. des hormonellen Status sowie des




Zusammenfassung

Grundes und der Dauer der Infertilitdt eine IVF bereits ab der ersten Behandlung
gewahlt werden. Parallel dazu stieg mit zunehmendem Alter der Patientinnen die
Anzahl der Behandlungen an.

Bei IVF-Behandlungen war der Trend zu erkennen, dass mit steigendem Alter
Schwangerschafts- und Geburtenraten rucklaufig waren. Frauen unter 38 Jahren
hatten maximale Schwangerschaftsraten von 66,7% und Geburtenraten von 50,0%
und diese betrugen ab einem Alter von 40 Jahren nur mehr 16,7%. Bei ICSI-
Behandlungen fanden sich maximale Schwangerschafts- und Geburtenraten im Alter
von 31 Jahren von 100% bzw. 80%, die sich ab einem Alter von 41 Jahren sprunghaft
auf 10,0% reduzierten. FiUr alle Behandlungsarten zeigte sich ein deutlicher
Ruckgang der weiblichen Fertilitat ab einem Alter von ca. 40 Jahren.

Der BMI als weiterer moglicher Einflussfaktor spielte eine untergeordnete Rolle.
Grunde hierftr waren maglicherweise, dass der Hormonspiegel von Patientinnen vor
Beginn der Kinderwunschbehandlung bereits medikamentds optimal eingestellt war.
Das ABO-Merkmal und der Rhesusfaktor hatten keinen signifikanten Einfluss auf die
Schwangerschaftsrate oder die Abortwahrscheinlichkeit. Auch zeigten sich keine
hoéheren Schwangerschaftsraten, wenn das ABO-Merkmal und der Rhesusfaktor
zwischen Spender und Empfangerin Ubereinstimmten.

Zusammenfassend fanden sich bei in vitro Behandlungen héhere Schwangerschafts-
und Geburtenraten als bei IUI-Behandlungen. Die Anzahl progressiv beweglicher
Spermien in einer Samenprobe hatte bei I[UI-Behandlungen den deutlichsten Einfluss.
Bei IVF-Behandlungen ging eine Mindestanzahl beweglicher Spermien mit
tendenziell héheren Erfolgsraten einher. Fur ICSI-Behandlungen schien die Anzahl
an beweglichen Spermien erwartungsgemal einen untergeordneten Einfluss zu
haben. Unabhé&ngig von der Behandlungsart ging ab einem Alter von ca. 40 Jahren
die Zahl der Schwangerschaften deutlich zurtick. Ein im Rahmen dieser Arbeit
erstellter Algorithmus beriicksichtigt das Alter der Patientinnen sowie die Anzahl an
progressiv beweglichen Spermien und soll als Orientierungshilfe in der Wahl der
Behandlungsart und der dabei eingesetzten Mindestanzahl an beweglichen Spermien

bei Kinderwunschbehandlungen dienen.
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Abstract

The present study is a retrospective study of 893 infertility patients aged between 21
and 49 years who were treated with heterologous donor sperm from 88 sperm donors.
In the period from 01.01.2013 to 27.10.2016, 4039 treatments consisting of 3779
intrauterine inseminations (IUI), 70 treatments by in vitro fertilization (IVF) and 190
intracytoplasmic sperm injections (ICSI) were carried out.

The aim was to evaluate various parameters of sperm donors and infertility patients
with regard to treatment outcome (pregnancies, births, miscarriages, unsuccessful
treatments) in inseminations, IVF and ICSI treatments. Of the sperm donors, thaw
motility (=millions of progressively motile sperm used for treatment after thawing) was
considered. For both sperm donors and patients, the ABO characteristic, the rhesus
factor and age were examined. For female patients, BMI was also included in the
evaluation. The sperm donors age ranged in age from 21 to 48 years, with 50% of the
sperm donors between 26 and 30. The age of the sperm donors had no influence on
the pregnancy rates.

For IUI, the cumulative pregnancy and birth rates per patient were 32.7% and 17.7%,
respectively. For IVF treatments this was 39.2% and 21.6% respectively. The highest
pregnancy rate of 53.8% and birth rate of 44.3% per patient were found in ICSI
treatments. The pregnancy and birth rates in relation to the total number of treatments
were 6.4% and 3.4% for Ul treatments, 28.6% and 15.7% for IVF treatments and
30.0% and 24.7% for ICSI treatments. On average, four attempts were required for
IUI, and only one attempt for IVF and ICSI treatments.

A significant prognostic factor of male fertility is the number of progressively motile
sperm. For Ul treatments, a significant correlation between the number of
progressively motile sperm and the pregnancy rate was observed in previously
cryopreserved samples. When dividing the progressively motile sperm into so-called
motility groups, the group between 5.1 and 6.0 million progressively motile sperm per
insemination dose (approx. 300 pl) showed the highest pregnancy rate with 10.3%
and the highest birth rate with 6.7%. Furthermore, these thawing values showed the
lowest abortion rate of 10.0%. The highest abortion rate of 37.5% was found in
samples containing less than one million progressively motile sperm per insemination

dose.




Abstract

For IVF treatments, there was a trend between motile sperm count and pregnancy
rate. Above 3.1 million sperm, there were jumps in pregnancy rates of 71.4% and birth
rates of 28.6%. As with inseminations, the highest pregnancy and birth rates of 75.0%
and 50.0%, respectively, were observed in the motility group between 5.1 and 6.0
million progressively motile sperm. No pregnancy was found below 2 million motile
sperm in IVF treatments. Taking these data into account, a minimum number of 3
million progressively motile sperm per treatment should be recommended for IVF
treatments, as a sudden increase in the pregnancy or birth rate was observed above
this value.

As expected, motility seems to play a subordinate role in ICSI treatments. Only one
viable motile sperm is sufficient for a corresponding treatment. Since a significant
increase in the pregnancy and birth rate of 42.9% and 28.6%, respectively, was
observed in ICSI treatments from as little as 1.1 million progressively motile sperm, a
corresponding minimum number of one million motile sperm should be used for
treatments here.

The age of the patients was examined as a further factor influencing the treatment
outcome. With increasing age, a significant decrease in pregnancy and birth rates
was observed for IUI and ICSI treatments. For Ul treatments, the highest pregnancy
rate of 26.9% was at the age of 26 and the highest birth rate of 18.8% was at the age
of 24. Overall, the available data showed a pregnancy rate of up to max. 22.6% and
a birth rate of up to max. 13.0% for Ul between the ages of 30 and 38. Since a decline
in the pregnancy or birth rate was only evident from the age of 39, IVF can be chosen
from this age onwards, taking into consideration, among other things, the hormonal
status as well as the reason for and duration of infertility, even from the first treatment.
Parallel to this, the number of treatments increased with the increasing age of the
patients.

For IVF treatments, the trend was that women under 38 years of age had maximum
pregnancy rates of 66.7% and birth rates of 50.0%, and these were only 16.7% from
the age of 40. ICSI treatments had maximum pregnancy and birth rates at age 31 of
100% and 80% respectively, which dropped sharply to 10.0% from age 41. For all
treatment types, there was a marked decline in female fertility from around age 40.
BMI as another possible influencing factor played a subordinate role. Reasons for this
were possibly that the hormone levels of patients were already optimally adjusted with

medication before the start of fertility treatment.




Abstract

The ABO trait and the rhesus factor had no significant influence on the pregnancy rate
or the probability of miscarriage. There were also no higher pregnancy rates when
the ABO trait and rhesus factor were matched between donor and recipient.

In summary, higher pregnancy and birth rates were found with in vitro treatments than
with IUI treatments. The number of progressively motile sperm in a semen sample
had the most marked effect in Ul treatments. For IVF treatments, a minimum number
of motile sperm tended to be associated with higher success rates. For ICSI
treatments, the number of motile sperm appeared to have a subordinate influence, as
expected. Regardless of the type of treatment, the number of pregnhancies decreased
significantly from an age of about 40 years. An algorithm created in the context of this
work takes into account the age of the patients as well as the number of progressively
motile sperm and is intended to serve as a guide in the choice of treatment type and

the minimum number of motile sperm used in fertility treatments.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Unerfullter Kinderwunsch

Unter Unfruchtbarkeit oder Sterilitat versteht man laut world health organisation (WHO)
das Ausbleiben einer Schwangerschaft trotz regelmafRig ungeschitzten
Geschlechtsverkehrs tber einen Zeitraum von mehr als 12 Monaten. Weiter wird noch
zwischen primarer und sekundéarer Sterilitat unterschieden, wobei es bei einer primaren
Sterilitat noch nie zu einer Schwangerschaft gekommen ist. Von einer sekundaren
Sterilitdt spricht man, wenn es in der Vergangenheit mindestens eine Schwangerschaft
(mit oder ohne Geburt) gegeben hat (Zegers-Hochschild et al.,, 2015). Laut
Bundesministerium fur Familie, Senioren, Frauen und Jugend bleibt fast jedes zehnte

Paar zwischen 25 und 59 Jahren in Deutschland ungewollt kinderlos.

Grunde eines unerfillten Kinderwunsches sind sowohl auf weiblicher als auch mannlicher
Seite zu finden. Dabei liegen die Ursachen nach Daten des statistischen Bundesamts bei
Paaren in Kinderwunschbehandlung zu 11% beim Mann, zu 24% bei der Frau, zu 40%
bei beiden Partnern und zu 25% sind sie idiopathisch (Wegner & Bloechle, 2009).

Weibliche Infertilitat kann durch eine gestorte Eizellreifung (Ovarialinsuffizienz) bedingt
sein. Die primare Ovarialinsuffizienz umfasst u.a. genetische Syndrome mit
hypoplastischen Ovarien (Turner Syndrom 45,X), das Polycystische Ovarsyndrom
(PCO), hyposensitive Ovarien, eine Ovarial-Endometriose sowie Ovarialtumoren. Einer
sekundaren Ovarialinsuffizienz liegen hypothalamische (z.B.: Leistungssport) oder
hypophysére Ursachen (z.B.: Hyperprolaktinamie) sowie eine Lutealinsuffizienz
zugrunde.  Weitere  Ursachen fir eine  weibliche Infertilitat ~ kdnnen
Tubenfunktionsstérungen, eine Fehlbildung des Uterus sowie immunologische Ursachen

sein.

Mannlicher Infertilitat kénnen u.a. Kryptorchismus, Varikozele, Hodentumoren, oder
Fehlbildungen der Samenwege, wie sie z.B. durch eine bilaterale Aplasie des Vas
deferens bei Mukoviszidose, auftreten, zugrunde liegen. Weitere Griinde kdénnen eine
Spermiendysfunktion (z.B.: Reifungsdefekt)  sowie  ein primarer  (z.B.:

Testosteronmangel), sekundarer (z.B.: gestorte LH- und FSH-Freisetzung) oder tertiarer-
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(gestorte GnRH-Freisetzung) Hypogonadismus sein. Genetische Ursachen und sexuelle

Stoérungen stellen weitere Grinde der mannlichen Infertilitat dar.

Bei Paaren, welche aufgrund ihrer Fertilitdtsstorungen in Behandlung sind, sieht die
Bundesarztekammer zur assistierten Reproduktion (2006) generell eine genetische

Beratung vor (Bundesarztekammer, 2006).

1.1.1 Genetische Untersuchungen bei unerfiulltem Kinderwunsch

Als sinnvolle Diagnostik bei der Frau wird in erster Linie eine Chromosomenanalyse
durchgefuhrt. Dabei kdnnen numerische chromosomale Aberrationen, wie z.B. das
Turner-Syndrom (Karyotyp 45,X) festgestellt werden. Es konnen auch strukturelle
chromosomale Aberrationen identifiziert werden, welche z.B. bei Translokationen
vorkommen und mit einer erhdhten Abortneigung einhergehen kdénnen (Wegner &
Bloechle, 2009). Finden sich hier keine Auffalligkeiten, wird eine molekulargenetische
Diagnostik in Betracht gezogen (Wegner & Bloechle, 2009). Diese umfasst eine Analyse
des FMR:-Gens (Fragile X Mental Retardation Protein) bei einer hypergonadotropen
Ovarialinsuffizienz, des CYP21A>-Gens (Cytochrome P450, family 21, subfamily A,
polypeptide 2) bei polyzystischen Ovarien (Wegner & Bloechle, 2009). Bei einem
gehauften Vorkommen von Aborten, wird eine Thrombophilie-Diagnostik als sinnvoll
erachtet. Diese umfasst eine Analyse des Faktor-V, des Faktor-IlI (Prothrombin) und des
MTHFR (Methylentetrahydrofolatreduktase)-Gens (Wegner & Bloechle, 2009).

Bei infertilen Mannern werden in 30% genetische Ursachen angenommen (Ludwig et al.,
2004). Haufig betroffen sind Manner mit Azoospermie sowie mit hohergradiger
Oligozoospermie (Ludwig et al., 2004). Um mdgliche chromosomale Anomalien
auszuschliel3en, wird in einem ersten Schritt eine Chromosomenanalyse durchgefihrt
(Wegner & Bloechle, 2009). Hier kbnnen sich numerische chromosomale Aberrationen,
wie z.B. das Klinefelter-Syndrom (Karyotyp 47,XXY) darstellen, oder strukturelle
chromosomale Aberrationen, wie Translokationen identifiziert werden, die in einer
Haufung der Aborte bei der Partnerin resultieren (Wegner & Bloechle, 2009). Das
Klinefelter-Syndrom  zeigt als  Leitsymptome verkleinerte  Hoden, einen
hypergonadotroper Hypogonadismus und Azoospermie (Wegner & Bloechle, 2009).

Bei nicht obstruktiver Azoospermie oder schwerer bis moderater Oligozoospermie erfolgt
die Untersuchung auf Mikrodeletionen in der AZF (Azoospermiefaktor)-Region des Y-
Chromosoms (Wegner & Bloechle, 2009), welche in die Regionen AZFa, AZFb und AZFc
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eingeteilt wird. Mikrodeletionen betreffen mit 60% vor allem AZFc, mit 16% AZFb und mit
5% AZFa (Ludwig M., 2004). Im Rahmen der diagnostischen Abklarung werden
aulRerdem Mutationen im Gen fir die zystische Fibrose (Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator=CFTR) untersucht (Ludwig et al., 2004). Die zystische Fibrose
(CF) oder Mukoviszidose ist eine autosomal-rezessive Erkrankung mit einer
Heterozygotenhaufigkeit von 4% in der deutschen Bevolkerung (Ludwig M., 2004). Bei
etwa 1-2% der Patienten tritt hdufig eine kongenitale bilaterale Aplasie der Samenleiter
(Vasa deferentia) auf (CBAVD) (Ludwig et al., 2004), wobei in 73,5% eine homozygote
(beide Allele betroffen) und in 10,4% eine heterozygote (ein Allel betroffen) Mutation des
CFTR-Gens vorliegt. Bei CBAVD sind die haufigsten Mutationen eine Deletion an der
Position 508 (A508F), das 5T-Allel und die Mutation R117H. Mutationen im CFTR-Gen
konnten auch bei der selteneren einseitigen Form, der kongenitalen unilateralen Aplasie
der Samenleiter (CUAVD), gefunden werden (Ludwig et al., 2004).

1.1.2 Spermiogramme

Haufig haben infertle Manner auffallige Spermiogramme. Zur Beurteilung der
Spermienqualitat nach WHO-Richtlinie wird das Ejakulat nach einer Karenzzeit von drei
bis funf Tagen durch Masturbation gewonnen (Nieschlag et al., 2010). Folgende
Parameter sollte eine Standard-Spermiogramm-Analyse beinhalten (Tab. 1, 2.3.2): das
Ejakulatvolumen, den pH-Wert und das Aussehen der Probe. AulRerdem sollte die
Viskositat, die Koagulationszeit (= Zeit bis zur Verflissigung des Ejakulats), die
Spermienkonzentration, die Spermiengesamtzahl, die Spermienmotilitat, die
Spermienvitaliat und die Spermienmorphologie enthalten sein. Die Spermienmotilitat
beinhaltet drei Kategorien: jene der progressiv motilen Spermien (Kategorie PR), die eine
aktive lineare Bewegung durchfiihren oder sich im groRen Bogen bewegen. Eine weitere
Kategorie stellen die nicht progressiven Spermien (NP) dar, die alle anderen Muster der
Bewegung durchflihren sowie Spermien, die immotil sind (Kategorie IM) (Nieschlag et al.,
2010). Es gibt zahlreiche Studien dartber, dass der Anteil an progressiv motilen
Spermien der Kategorie PR entscheidend ist fur den Eintritt einer Schwangerschaft
(de Araujo et al., 2013, Byrd et al., 1990). Die Spermiengesamtzahl ist nach der WHO
Richtlinie zur Beurteilung der testikularen Funktion besser geeignet als die
Spermienkonzentration und stellt somit das Hauptkriterium zur Beurteilung der
Spermienqualitat dar (Nieschlag et al., 2010). Bertcksichtigt werden auRerdem das
Vorhandensein von Rundzellen, welche Leukozyten und Keimzellen im Ejakulat
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beinhalten. Eine Testung auf Spermienantikérper sollte dann erfolgen, wenn im
Nativejakulat Agglutinationen nachweisbar sind, einer Anhaftung von Spermien

untereinander (Nieschlag et al., 2010).

Abweichungen eines normalen Spermiogramms stellen z.B. die Azoospermie oder eine
hochgradige Oligozoospermie dar (Tab. 1). Dem kann eine genetische Auffalligkeit
zugrunde liegen. Bei infertilen Mannern mit normalen Spermiogrammen, ist die
genetische Ursache oft unklar. Eine Studie konnte jedoch Zusammenhange mit noch
unbekannten Mutationen oder Mikrodeletionen auf dem Y-Chromosom zeigen (Kumari et
al., 2012).

Tab. 1 Referenzwerte von Spermiogrammen nach WHO

Eine Standard-Spermiogramm-Analyse beinhaltet das Ejakulatvolumen, das Aussehen der Spermien, den
pH-Wert, die Koagulationszeit, die Spermienkonzentration, die Spermiengesamtzahl, die Spermienmotilitat
(speziell den Anteil an progressiv motilen Spermien der Kategorie PR). Zuséatzlich ist die Spermienvitalitat,
die Spermienmorphologie sowie der Anteil an Leukozyten darin enthalten (Nieschlag et al., 2010).

Normwerte =Normozoospermie Abweichungen
) Multispermie (Polysemie) >6
Ejakulatvolumen (ml) 21.5
Hypospermie (Parvisemie) <15
Aussehen Grau - Braunlich Blutbeimengung
opaleszent
Obstruktion oder Fehlbildung
<72
der Samenwege
pH-Wert 7.2-8.0 ; - . .
Hinweis auf eine Infektion
> 8,0
der Samenwege
: . . Erschwerte
Koagulationszeit (min) <60 Motilitatsbestimmung > 60
Oligozoospermie <15
Kryptozoospermie <1
Hyperzoospermie > 150
Spermienkonzentration 15 Polyzoospermie > 200
(Mio/ml) B nur abgestorbene

Nekrozoospermie Spermien im Ejakulat

Keine Spermien im

Azoospermie

Ejakulat
Aspermie Kein Ejakulat
Spermiengesamtzahl >39
(Mio/Ejakulat) B
Spermienmotilitat: .
dgr Kategorie (PR) (%) 232 Asthenozoospermie <32
Spermienvitalitat
Anteil lebender Spermien | =50
(Eosin-Test) (%)
24 Teratozoospermie <4

Spermien-Morphologie
(%) Oligo-Astheno-
Teratozoospermie (OAT)

Zu wenige Spermien,
zu geringe Motilitat, zu
wenig normale Formen

Leukozyten (Mio/ ml) <1 Infektionen der Samenwege | >1
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1.2 Assistierte Reproduktion (IUl, IVF und ICSI)

Ungewollt kinderlosen Paaren kann bei entsprechender Indikation mit Hilfe der
assistierten Reproduktion geholfen werden, eine Schwangerschaft herbeizuflhren
(Bundesarztekammer, 2006). Hierbei handelt es sich um einen medizinischen Eingriff bei
der Frau, wobei die Insemination Methode der ersten Wabhl ist. Es wird zwischen der
Intrazervikalen- (ICI) und der Intrauterinen-Insemination (IUl) unterschieden
(Bundesarztekammer 2006). Bei der Intrazervikalen-Insemination werden die Spermien
in den Gebarmutterhals (Cervix uteri), bei der Intrauterinen-Insemination hingegen, direkt
in die Gebarmutter (Uterus) eingebracht. Erfolgt die Behandlung mit zuvor gefrorenen
Spermien, wie bei der donogenen Insemination, ist die Intrauterine-Insemination der

Intrazervikalen-Insemination Uberlegen (ESHRE Capri Workshop Group, 2009).

In Studien konnte eine Korrelation zwischen der Anzahl an progressiv beweglichen
Spermien im Ejakulat des Mannes und dem Eintritt einer Schwangerschaft gezeigt
werden (Larsen et al., 2000, Zinaman et al., 2000, Jouannet et al., 1988). Da vom Antell
an motilen Spermien auch die Methode der Befruchtung abh&angig ist, muss eine
vorausgehende Beurteilung der Spermien durchgefiihrt werden. Befinden sich viele
progressiv motile Spermien im Ejakulat, wird in erster Linie eine Behandlung der Frau
durch Insemination erfolgen (Bundesarztekammer, 2006). Bei einer sehr geringen Anzahl

wird unter Umstanden unmittelbar eine In-vitro-Fertilisation in Betracht gezogen.

Handelt es sich bei der Behandlung der Frau, um Spermien des Partners, spricht man
von einer homologen Insemination. Dabei werden die Spermien durch Masturbation
gewonnen und kénnen durch Zentrifugation angereichert werden. Haufig wird die Swim-
up-Methode verwendet (Jakab et al., 2003). Dies bedeutet, dass die progressiv motilen
Spermien nach der Zentrifugation nach oben schwimmen und somit von den

unbeweglichen Spermien getrennt werden.

Erfolgt die Behandlung jedoch durch Spermien eines Spendersamens, spricht man von
einer heterologen Insemination. Dabei kdnnen die cryokonservierten Proben direkt nach

dem Auftauen zur Insemination verwendet werden.

Bleibt trotz Inseminationen eine Schwangerschaft aus oder ist die Anzahl an progressiv
motilen Spermien zu gering, besteht die Indikation einer Behandlung durch In-vitro-
Fertilisation (IVF). Es handelt sich um eine ,kiinstliche Befruchtung“ im Reagenzglas.

Dabei werden der Frau nach einer vorausgehenden hormonellen Stimulation durch
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Follikelpunktion Eizellen entnommen. Die Spermien des Mannes werden anhand eines
Spermiogramms beurteilt. Abhdngig vom Anteil an motilen Spermien kann eine
klassische In-vitro-Fertilisation (IVF) oder eine Intrazytoplasmatische-Spermieninjektion
(ICSI) erfolgen. Die klassische In-vitro-Fertilisation kommt bei einem unaufféalligen
Spermiogramm zum Einsatz (Bundesarztekammer 2006). Dabei soll innerhalb einer
Inkubationszeit von zwei Tagen eine spontane Befruchtung der Oozyten durch die

zugesetzten Spermien im Reagenzglas stattfinden.

Bei Abweichungen der Normwerte im Spermiogramm, z.B. bei einer Oligospermie, ist die
ICSI Methode der Wahl (Bundesarztekammer 2006, Palermo et al., 1992). Dabei erfolgt

eine Injektion einzelner, ausgewahlter Spermien in eine vorbereitete Oozyte.

Sowohl bei der klassischen IVF als auch bei der ICSI erfolgt die Befruchtung der Eizellen
in einem IVF-Labor. Ist die Befruchtung erfolgreich, liegen zwei Kerne in der Eizelle. Nach
zwei bis drei Tagen erfolgt der Embryonentransfer. Darunter wird das Einfihren der
Embryonen Uber einen sterilen Katheter in den Uterus bezeichnet. Es dirfen nicht mehr
als drei Embryonen pro Zyklus auf eine Frau ubertragen werden (81 Absatz 1 Satz 3
ESchG ,Gesetzt zum Schutz von Embryonen®).

1.3 Regulation weiblicher und mannlicher
Gonadenfunktion

Uber die Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden Achse wird die Freisetzung der
peripheren Sexualhormone gesteuert. Im Hypothalamus bewirkt die pulsatile GnRH
(Gonadotropin-Releasing-Hormon) Ausschittung die Freisetzung der hypophysaren
Gonadotropine LH (Luteinisierungshormon) und FSH (Follikel-stimulierendes Hormon).
Diese wiederum beeinflussen die Synthese der peripheren Hormone sowohl in den

weiblichen als auch in den ménnlichen Gonaden (Ulfig, 2010).

1.3.1 Regulation des weiblichen Zyklus

Der weibliche Zyklus ist gekennzeichnet durch in den Ovarien stattfindende hormonelle
Regulation der Follikelreifung, der Ovulation und der Lutealfunktion sowie der zyklischen

Veranderungen unterliegenden Endometriumschleimhaut.
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Pulsatil synthetisiertes GnRH stimuliert LH und FSH in der Hypophyse, diese wiederum

regulieren die Bildung der peripheren weiblichen Hormone in den Ovarien.

Der Zyklus beginnt mit dem Tag eins der menstrualen Blutung, einer
Hormonentzugsblutung aufgrund des abfallenden Progesteron- und Ostrogen-Spiegels.
Die physiologische Dauer eines Menstruationszyklus ist im Mittel 28 Tage, wobei die
erste Phase des Zyklus, die Follikelreifungsphase, den variablen Teil darstellt. Unter dem
Einfluss von FSH kommt es zur Selektion und Heranreifung des dominanten Follikels.
Ausgeldst durch ansteigende LH- und FSH-Spiegel wird in der Mitte des Zyklus die
Ovulation ausgel6st. Die zweite Phase, die Lutealphase, steht unter dem Einfluss von
LH, wodurch die Progesteron-Synthese stimuliert wird. Das Corpus luteum halt die
Progesteron-Produktion fur 14 Tage aufrecht. Durch den Abfall des Progesteron- und
Ostrogen-Spiegels kommt es schlieRlich zur Menstruationsblutung und ein erneuter
Zyklus beginnt. Im Falle einer Schwangerschaft bildet der Trophoblast HCG und stimuliert
so das Corpus luteum und ein Progesteron- und Ostrogen-Abfall bleibt aus (Ulfig, 2010).

1.3.2 Spermatogenese

Unter Spermatogenese versteht man die Entstehung von Spermatiden. Sie beginnt ab
der Pubertat und lauft in den Samenkanalchen (=Tubuli seminiferi) des Hodens ab. Die
Spermatogenese beinhaltet Mitose, Meiose sowie die Zytodifferenzierung zu reifen
Spermien. Die Spermatogonien der Samenkanalchen sind die Stammzellen der
Spermatogenese, wobei zwei verschiedene Typen unterschieden werden. Typ A
Stammzellen teilen sich mitotisch. Dabei bleibt eine Tochterzelle Stammzelle die andere
wird Typ B Zelle. Typ B Zellen sind Ausgangszellen fir die darauffolgende Meiose. Aus
ihnen entstehen die Spermatozyten I. Aus diesen wiederum bilden sich durch die erste
meiotische Teilung die Spermatozyten Il, welche einen auf die Halfte reduzierten
Chromosomensatz besitzen. Durch eine zweite meiotische Teilung entstehen die
Spermatiden mit einem haploiden Chromosomensatz. Diese werden durch
Zytodifferenzierung in Spermatozoen (Spermien) umgewandelt. Dabei kommt es zur
Kondensation des Zellkerns, zur Bildung des Akrosoms und zur Ausbildung eines
Schwanzteils. Letztendlich entstehen im Laufe der Spermatogenese aus einem diploiden

Spermatogonium vier haploide Spermien (Ulfig, 2010).
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Die Dauer der Spermatogenese betragt etwa 64 Tage und weitere 25-40 Tage fur den
Transport der Spermien durch die Nebenhoden und ableitenden Samenwege
(Siegenthaler & Blum, 2006).

Die Steuerung der Hodenfunktion erfolgt durch Hormone des Hypothalamus und der
Hypophyse. Das Ubergeordnete hypothalamische Hormon GnRH ist fur die Ausschittung
der Hypophysenhormone LH und FSH zustandig. Gehemmt werden die Gonadotropine
LH und FSH durch das testikulare Inhibin B. FSH reguliert als Stimulator der Sertoli-Zellen
die Spermatogenese, welche als Stitz- und Ammenzellen fungieren (Ulfig, 2010).
AuBBerdem sind die Sertoli-Zellen fiur die Sezernierung von Inhibin zustandig
(Siegenthaler & Blum, 2006). LH aktiviert die Leydig-Zellen zur Testosteronproduktion,

welches die Spermienreifung untersttitzt.

1.3.2.1 Spermatozoen

Die Spermatozoen oder Spermien bestehen aus einem Kopf-, Mittel- und Schwanzstiick
(Abb. 1). Im Kopf des Spermiums liegt der Zellkern, welcher einen haploiden
Chromosomensatz beinhaltet. Diesem aufgelagert, befindet sich das Akrosom, das
Enzyme enthalt, die der Kontaktaufnahme mit der Eizelle dienen (Akrosomen-Reaktion).
Mit dem Schwanzstiick oder Flagellum, erfolgt die Fortbewegung (Ulfig, 2010). Das
Mittelstick enthalt die Mitochondrien sowie die mitochondriale DNA (MmtDNA).
Mitochondrien stellen die fir die Fortbewegung der Spermien notwendige Energie in
Form von ATP (Adenosintriphosphat) bereit. Da das Spermium mit seinem Kopf in die
Eizelle eindringt und sein Halsstick nur teilweise mit der Eizelle verschmilzt wird die
MtDNA des Spermiums nicht an die Nachkommen weitergegeben. Daher wird mtDNA
maternal, also nur durch die Mutter, vererbt. Mit der mtDNA kdnnen mitochondriale
Erkrankungen assoziiert sein, so genannte Mitochondriopathien. Eine verminderte

mitochondriale Funktion resultiert haufig in einer neuromuskuléaren Funktionsstérung.

Kopf Mittelstick Schwanz (Geilel )

Abb. 1 Aufbau eines Spermiums
Das Spermium besteht aus einem Kopf-, Mittel- und Schwanzstiick.
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1.3.2.2 Mannliche akzessorische Geschlechtsdrisen

Zu den akzessorischen Geschlechtsdriisen des Mannes zahlen die unpaare
Vorsteherdrise (Prostata), die paarigen Bulbourethraldriisen (Cowper-Drisen oder
Glandulae bulbourethrales), und die paarigen Blaschendrisen (Vesiculae seminales)
(Ulfig, 2010). Diese bilden den Hauptbestandteil des Ejakulats und sind fir die Funktion

der Spermien unerlasslich.

Die paarigen Blaschendriusen befinden sich auf der Hinterflache der Harnblase und
produzieren ein schwach alkalisches, fructosereiches Sekret, welches 70% des Ejakulats
ausmacht. Die unpaare Prostata liegt unterhalb der Harnblase, vor dem Rektum und hat
die GroRRe einer Kastanie. Ihre Ausfiihrungsgange minden in den Pars prostatica der
Urethra. Das schwach saure Prostatasekret macht 20-30% des Ejakulats aus und enthélt
das Prostataspezifische Antigen (PSA). Die paarigen Cowper-Driisen haben die Grofe
von Erbsen und minden mit inren Ausfiihrungsgangen den Ductus bulbourethrales in die
Urethra. Bei sexueller Erregung produziert sie ein klares, viskdses Sekret, das als
Préejakulat oder Lusttropfen bezeichnet wird und zur Befeuchtung und Spulung der
Urethra vor Eintreffen des Ejakulats dient (Ulfig, 2010).

1.4 Fertilisation

Fur eine erfolgreiche Befruchtung wird die Eizelle nach der Ovulation Uber den
Eileitertrichter aufgefangen. Nach uberwinden der anatomischen Barrieren des
weiblichen Genitaltrakts, wie die Cervix und dem Ubergang Uterus-Eileiter, erreichen nur
ca. 100 Spermien, von urspringlich 40-300 Millionen den Eileiter (Ezzati et al., 2014,
Kdlle et al., 2010, Kunz et al., 1996, Jansen 1978). Der Transport der Spermien erfolgt
durch Kontraktion der glatten Muskulatur des weiblichen Genitaltrakts. Sobald die
Spermien den Eileiter erreicht haben, binden sie mit ihrem Kopf an die Zilien des
Eileiterepithels im Bereich des Isthmus (Ezzati et al., 2014, Kdlle et al., 2010, Talbot et
al., 1995). Dabei binden spezifische Lektine am Kopf des Spermiums an spezifische
Kohlenhydrate der Zilien (Green et al., 2001, Lefebvre et al., 1997). Dadurch bleiben sie
Uber drei bis vier Tage vital und befruchtungsfahig (Kalle et al., 2009), woraus sich ein
optimales Konzeptionsintervall von drei Tagen vor bis einem Tag nach Beginn der
Ovulation ergibt. Unterschiede in der Bindungsfahigkeit der Spermien zeigen
Unterschiede in der Fertilitat (Kolle et al., 2009).
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Nach dem Eisprung wird der intakte Cumulus-Oozyt-Complex (COC) vom Infundibulum,
dem Eileitertrichter aufgefangen, wobei sich die Cumuluszellen dort an die Zilien heften.
Anschliel3end wird der COC zur Ampulla, dem Ort der Befruchtung, transportiert, wo er
sich fest an das Eilleiterepithel heftet (Kolle et al., 2009). Durch die Interaktion zwischen
COC und dem Eileiterepithel werden Molekiile ausgeschuttet, welche die Spermien zur
Eizelle leiten (Kolle et al., 2009). Intakte Cumuluszellen sind ein essentieller Faktor bei
der Anheftung der Eizelle an das Eileiterepithel und spielen eine entscheidende Rolle bei
der Befruchtung (Kolle et al., 2009).

Befindet sich eine vitale Eizelle in dem Eileiter, erfolgt eine zielgerichtete Bewegung der
Spermien in Richtung der Eizelle. Unterstitzt wird dies durch das asymmetrische
Schlagmuster des Spermienschwanzes sowie durch eine Minderung der Bindung des
Spermienkopfes an die Zilien infolge der Kapazitation (Talbot et al., 2003). Durch das
viskose Eileitersekret und die Kontraktion der glatten Muskulatur erfolgt die
Vorwartsbewegung der Spermien im weiblichen Genitaltrakt (Kolle et al., 2009).
Spermien selbst produzieren Prostaglandine, die die Kontraktion im Eileiter steigern (Ho
und Suarez 2001). Durch Chemotaxis finden Spermien ihren Weg zur Eizelle.

Nur nach erfolgreicher Bindung des COC am Eileiterepithel werden Molekile sezerniert,
die eine gerichtete Bewegung der Spermien zur Eizelle ermdglich (Kolle et al., 2009). Bei
Behandlungen durch In-vitro-Fertilisation konnte keine Chemotaxis beobachtet werden
(Kolle et al., 2009). In Studien wurde gezeigt, dass es sich bei dem Lockstoff um
Progesteron handelt, der in Cumuluszellen sezerniert wird (Sagare et al., 2013).
Progesteron fordert aulBerdem die Spermienwanderung durch  Aktivierung
spermienspezifischer Calcium-Kanéle und das Eindringen der Spermen in den COC
(Sagare et al., 2013, Williams et al., 1993). Gestiutzt werden diese Beobachtungen
dadurch, dass im Eileiter, auf der Seite, wo die Ovulation stattgefunden hat, sich mehr

Spermien befinden, als auf dem gegenuberliegenden Eileiter (Kodithuwakku et al., 2007).

Nachdem Spermien die Matrix der Cumuluszellen durchwandert haben, erfolgt in der
Zona pellucida der Eizelle die Akrosomenreaktion, wobei es zur Verschmelzung der
Akrosomen— und Spermienmembran kommt. Dadurch werden Enzyme freigesetzt, die
es den Spermien ermdglichen die Zona pellucida zu durchdringen (Ezzati et al., 2014,
Kolle et al.,, 2010). Nach Anlagerung des Spermiums an die Eizelle, verliert es den
Schwanz, es erfolgt das Verschmelzen der Spermien- und Eizellenmembran (Ezzati et

al., 2014, Kolle et al., 2010). Danach erfolgt die zweite meiotische Teilung der Eizelle und
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Bildung der Zygote. Die Zygote, eine diploide Zelle, welche den mannlichen und
weiblichen Vorkern enthélt, 16st sich vom Eileiterepithel und wandert in Richtung Uterus
(Ezzati et al., 2014, Kolle et al., 2010).

Der Transport des Embryos wird durch den Zilienschlag und der Kontraktion der glatten
Muskulatur im Eileiter gesteuert. Zusatzlich wird der Embryotransport von der
Eileiterflussigkeit, die Zyklus gesteuert von den Eileiterepithelzelle gebildet wird, verstérkt
(Kolle et al., 2009). Solange sich ein Embryo im ipsilateralen Eileiter befindet, kann dieser
die Transportgeschwindigkeit verringern. Wandert der Embryo in den Uterus ein, wird der
Zilienschlag wieder starker (Kolle et al., 2010, Koélle et al., 2009, McComb et al., 1986).
Eine funktionierende embryo-maternale Kommunikation ist unabdingbar fir die
Aufrechterhaltung einer Schwangerschatft. Diese findet bereits am zweiten Tag nach der
Befruchtung im Eileiter statt und nicht erst im Uterus. Bis jetzt sind keine Molekile
bekannt, die furr eine Ubermittlung der Signale zwischen Embryo und Mutter sorgen (Kélle
et al., 2010). Embryonen, die durch kinstliche Befruchtung entstehen, zeigen deutliche
Unterschiede in ihrem Genexpressionsprofil, im Vergleich zu In-vivo Embryonen. Erste
Studien am Rind zeigten, dass eine Kommunikation zwischen Embryo und Mutter bereits
am zweiten Tag der Befruchtung stattfindet und einen Einfluss auf die Vaskularisation
und Dicke der ipsilateralen Eileiter sowie der Zusammensetzung der Eileiterepithelzellen
hat (Kolle et al., 2010, Kdlle et al., 2009).

Die befruchtete Eizelle durchwandert unter mehrfacher Teilung die Tube bis sie als
Blastozyste im Uterus ankommt (Implantation). Die Blastozyste enthalt eine auf3ere und
innere Zellschicht, wobei die duRere Zellschicht in den Trophoblasten differenziert, der
durch die Produktion von Hormonen die Schwangerschaft aufrechterhalt. Die innere
Zellschicht stellt den Embryoblasten dar, aus dem sich der eigentliche Embryo entwickelt
(Ulfig, 2010).

1.5 Samenspende

Prinzipiell kommt jeder zeugungsféhige Mann als Samenspender in Betracht. Da es sich
jedoch bei Ejakulat um potentiell infektioses Material handelt, bedarf es einer sorgfaltigen

Prifung sowohl des Spenders als auch des Materials.
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1.5.1 Gesetzliche Vorgaben im Rahmen der Samenspende

Die Samenspende féllt in den Zustandigkeitsbereich der Transplantationsgesetz-
Gewebeverordnung (TPG-GewV). Laut 81 TPG-GewV handelt es sich um eine
,verordnung Uber die Anforderungen an Qualitat und Sicherheit der Enthahme von
Geweben und deren Ubertragung nach dem Transplantationsgesetz®. Entsprechende
Regelungen im Umgang mit menschlichen Geweben und Zellen erfolgen durch die
jeweiligen Regierungen der Bundeslander. Im Raum Munchen erfolgt dies seit 2007
durch die Regierung von Oberbayern. Nach 83 Absatz 2 Satz 1 TPG-GewV
,2Anforderungen an die arztliche Beurteilung der medizinischen Eignung des Spenders*
gilt, dass eine liickenlose Dokumentation zur Entnahme von Gewebe vorhanden sein
muss (Entnahmeberichte) sowie eine exakte Dokumentation Uber samtliche den
Samenspender betreffende Unterlagen, die in einer so genannten Spenderakte gefiihrt
werden mussen. AulRerdem sollte eine korperliche Untersuchung durch den Arzt
durchgefiihrt werden, um Anzeichen zu erkennen, die den Samenspender aufgrund
seiner medizinischen oder personlichen Vorgeschichte von einer Spende ausschlie3en
(83 Absatz 2 Satz 1 TPG-GewV ,Anforderungen an die arztliche Beurteilung der
medizinischen Eignung des Spenders®).

In der Verordnung sind die erforderlichen Laboruntersuchungen festgehalten, die
Lagerung der Proben in Quarantane und die Freigabe der Proben nach einer minimalen
Quaranténezeit von 180 Tagen und einer abschlieenden Blutuntersuchung (84 TPG-
GewV ,Anforderungen an Laboruntersuchungen und Untersuchungsverfahren®). Wobei
bei allen Samenspendern folgende Infektionen vor Beginn der Samenspende
ausgeschlossen werden mussen: HIV 1 und 2 (Anti-HIV-1,2), Hepatitis B (HBsAg, Anti-
HBc), Hepatitis C (Anti-HCV-Antikorper), Syphilis (spezifischer oder nichtspezifischer
nichtreaktiver Test auf Treponema pallidum entsprechend eines Testalgorithmus)
(Tab. 2). Nach individueller Risikobewertung muss eine HTLV-1 Infektion
ausgeschlossen werden sowie, falls erforderlich, zusatzliche Laboruntersuchungen
durchgefiihrt werden (z. B. RhD, HLA, Malaria, CMV, Toxoplasma, EBV, Trypanosoma
cruzi) (84 TPG-GewV  ,Anforderungen an Laboruntersuchungen  und
Untersuchungsverfahren®). Bei einer CMV Infektion sollte der aktuelle Immunstatus
bestimmt sein. Dieser konnte entweder negativ sein (IgM (akute Infektion) und IgG
(durchgemachte oder reaktivierte Infektion) negativ) oder auf eine abgelaufene Infektion

hinweisen (IgG postiv).
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Am Tag jeder abgegeben Samenprobe oder innerhalb von sieben Tagen muss seit 2017
auch eine Blutprobe zum Ausschluss der angefuhrten Infektionsparameter vorhanden
sein (84 TPG-GewV ,Anforderungen an Laboruntersuchungen und Untersuchungs-

verfahren®).

Nach 180 Tagen muss bei den Samenspendern erneut ein Infektionsscreening
durchgefuhrt werden (84 TPG-GewV ,Anforderungen an Laboruntersuchungen und
Untersuchungsverfahren®). Ein erneutes Infektionsscreening kann entfallen, wenn
zusatzlich ein Nukleinsdure-Amplifikationsverfahren (NAT) auf HIV, HBV und HCV erfolgt
(84 TPG-GewV ,Anforderungen an Laboruntersuchungen und Untersuchungs-
verfahren®). Eine genetische Untersuchung wird vom Gesetzgeber nicht vorgeschrieben.
Eine Erlaubnis gemaR Gewebegesetz bedeutet eine regelméRige Uberwachung der
medizinisch-technischen Prozesse und des Qualitdtsmanagements durch die

Regierungen der Bundeslander.

Cryokonservierte Spermien sind ein Medizinprodukt und unterliegen dem
Arzneimittelgesetz (AMG, 2019). So gelten hier besondere Vorschriften fir die
Gewinnung, Aufbereitung und Cryokonservierung von Spermien. Kontinuierliche
Hygienekontrollen der Raumlichkeiten in der Samenbank gewahrleisten, dass die

Probenaufbereitung mit héchster Sorgfalt erfolgt.

1.5.2 Kriterien einer Samenprobe bei Probenfreigabe zur
Behandlung fir Empfangerinnen

Fir Samenproben, die zur Behandlung von Kinderwunschpatientinnen eingesetzt
werden, sind in Tab. 2 die Kriterien des Arbeitskreises fur donogene Insemination
zusammengefasst (Hammel et al., 2006). Dabei sind die Mindestanforderungen der
einzelnen Spermiogramm-Parameter Uber den der Normwerte der WHO (Nieschlag
etal., 2010). Die Empfehlungen des Arbeitskreises fiir donogene Insemination
beinhalten, dass der Samenspender volljahrig ist (Hammel et al.,, 2006). Der
verantwortliche Arzt muss den Samenspender fur kérperlich und geistig gesund erklaren
(Hammel et al., 2006). Der Ausschluss sexuell Ubertragbarer Krankheiten wird gesetzlich
durch die Transplantationsgesetz-Gewebeverordnung (TPG-GewV) geregelt. In Tab. 2
sind die erforderlichen Untersuchungen angefuhrt.
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Tab. 2 Qualitatskriterien fir Spendersamen gemaf dem Arbeitskreis fliir donogene Insemination
Das Spendersperma sollte nach einer Karenzzeit von drei bis funf Tagen im Nativpraparat den
angegebenen Mindestanforderungen entsprechen. Enthalten sind das Ejakulatvolumen, die Viskositét,
Agglutination  (Anhaften von  Spermien untereinander), die  Spermienkonzentration, die
Spermiengesamtzahl, die progressiv motilen Spermien der Kategorie PR, die Spermienmorphologie, die
Anzahl an Rundzellen, die Auftaumotilitit sowie die Inseminationsdosis. Im Rahmen des
Infektionsscreenings wird eine HIV-Infektion, eine Hepatitis B- und C-Infektion sowie eine Lues-Infektion
serologisch ausgeschlossen. Der Cytomegalievirus (CMV)-Status wird serologisch bestimmt.
Mikrobiologisch werden eine Chlamydien- und Gonokokken-Infektion ausgeschlossen. AuRerdem werden
die Blutgruppe und der Rhesusfaktor bestimmit.

Spermiogramm-Parameter

Ejakulatvolumen (ml) >2ml
Viskositat normal
Agglutination keine
Spermienkonzentration (Mio/ml) > 60
Spermiengesamtzahl (Mio/Ejakulat) > 120
progressive Motilitdt der Kategorie (PR) (%) > 50
Morphologie normal (%) >16
Rundzellen (Mio/ml) <1
Auftaumotilitat (% der Kategorie A+B) > 25
Inseminationsdosis (Mio der Kategorie A+B) >5

Blutuntersuchung

Anti-HIV-1/-2-Antikorper negativ
Hepatitis B: HBs-Antigen, Anti-HBc negativ
Hepatitis C: Anti-HCV-Antikérper negativ

Lues: AK gegen Treponema pallidum (TPPA) negativ

CMV-Status (IgM, 1gG) Status IgG-positiv, Status negativ

Blutgruppe, Rhesusfaktor bestimmt

Mikrobiologische Untersuchung

Neisseria gonorrhoeae negativ

Chlamydien-PCR negativ

Der Samenspender soll keiner Risikogruppe fur sexuell oder Gber das Blut Gbertragener
Krankheiten angehdren (Hammel et al., 2006). Anamnestisch miussen Erbkrankheiten
und chronische Erkrankungen, die einer Therapie bedirfen, ausgeschlossen werden

(Hammel et al., 2006). AulRerdem wird empfohlen den Gesundheitszustand, der durch
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Samenspende gezeugten Kinder, zu erfassen (Hammel et al., 2006). Samenspender
sollten in der Regel nicht alter als 40 Jahre sein, da mit zunehmendem Alter das Risiko
an genetischen Fehlbildungen des Nachwuchses zunimmt (Hammel et al., 2006). Der
Samenspender muss sich Uber sein handeln und den daraus resultierenden
Konsequenzen bewusst sein und darf nicht aus finanzieller Not handeln. Zuséatzlich wird
dem Samenspender die Mdglichkeit einer psychosozialen Beratung angeboten (Hammel
et al., 2006).

Der Arbeitskreis fir donogene Insemination empfiehlt eine Mindestbeweglichkeit an
progressiv.motilen Spermien nach dem Auftauen einer Probe, der so genannten
Auftaumotilitéat (Tab. 2) sowie einer empfohlenen Anzahl an progressiv beweglichen
Spermien bei der Behandlung der Empfangerin z.B. durch Insemination (Tab. 2). Hammel
und Kollegen verwenden dabei noch die altere Motilitats-Kategorie der WHO (Nieschlag
etal., 2010). Dabei werden die progressiv beweglichen Spermien der Kategorie PR weiter

in rasch progressive (A) und langsam progressive (B) unterteilt (Hammel et al., 2006).

1.5.3 Rechtliche Situation fir Samenspender in Deutschland

Das rechtliche Verhaltnis zwischen dem Samenspender, den Kinderwunscheltern sowie
dem durch Samenspende gezeugten Kind ist im Samenspenderregistergesetz von 2017
(SaRegG) geregelt. Insbesondere wird hier die Position des Kindes geregelt, um so das
Recht auf Abstammung zu gewahrleisten (82 Absatz 1 SaRegG ,Pflichten der
Entnahmeeinrichtung bei der Gewinnung von Samen zur heterologen Verwendung fur

eine kunstliche Befruchtung®).

Die Entnahmeeinrichtung hat den Samenspender aufzuklaren, dass samtliche
personenbezogene Daten des Spenders gespeichert werden, um zu einem spateren
Zeitpunkt Auskunft Gber die Identitat des Spenders an das durch Samenspende
gezeugten Kindes zu erteilen. Eine Vaterschaft des Samenspenders ist rechtlich
ausgeschlossen. Somit kann dieser nicht zu Unterhaltszahlungen herangezogen werden
oder umgekehrt Rechte beim Spenderkind geltend machen (82 Absatz 1 SaRegG
,Pflichten der Entnahmeeinrichtung bei der Gewinnung von Samen zur heterologen
Verwendung fur eine kunstliche Befruchtung®).

AulBerdem missen im Falle einer Geburt alle notwendigen Daten des durch
Samenspende gezeugten Kindes von der entsprechenden Kinderwunscheinrichtung

Ubermittelt werden (86 Absatz 1 SaRegG ,Ubermittlung an das Bundesinstitut fur
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Arzneimittel und Medizinprodukte®). Die Daten werden in dem Samenspenderregister fur
die Dauer von 110 Jahren gespeichert (88 SaRegG ,Speicherung und Ldschung der
Samenspenderregisterdaten). Eine Auskunftserteilung kann an das durch
Samenspende gezeugten Kindes nach Vollendung des 16. Lebensjahrs erfolgen (810
Absatz 1 Satz 1 SaRegG ,Voraussetzungen und Verfahren der Auskunftserteilung“). Den
Anspruch kann nur das Kind selbst geltend machen (810 Absatz 1 Satz 2 SaRegG
,voraussetzungen und Verfahren der Auskunftserteilung®). Im Falle einer
Auskunftserteilung wird der Samenspender vier Wochen zuvor daruber informiert, dass
seine Daten an das Spenderkind herausgegeben werden (810 Absatz 5 Satz 1 SaRegG
,voraussetzungen und Verfahren der Auskunftserteilung“). Wichtige Errungenschaften
des SaRegG sind, dass ein Samenspender von der rechtlichen Vaterschaft gegenuber
dem Spenderkind ausgeschlossen ist. Aul3erdem wird durch die zentrale Hinterlegung
der Daten sichergestellt, dass das Kind ab der Vollendung des 16 Lebensjahrs sein

Abstammungsrecht geltend machen kann.

1.5.4 Bekannte Einflussfaktoren auf den Erfolg einer
Kinderwunschbehandlung durch ART

Bei Kinderwunschbehandlungen durch Insemination sind das Alter der Frau und die
Anzahl an beweglichen Spermien fir eine erfolgreiche Behandlung von Bedeutung
(Gleicher et al., 2014, de Araujo et al., 2013, Larsen et al., 2000). In der Literatur finden
sich jedoch keine einheitlichen Empfehlungen beziglich der Mindestanzahl an
beweglichen Spermien sowie eine von der WHO geforderten Kategorisierung in Bezug
auf die Motilitat (Nieschlag et al., 2010). Uber die Verwendung von cryokonservierten
Spermien im Rahmen der donogenen Insemination sind nur wenige Studien bekannt. Ein
Zusammenhang zwischen der Anzahl an motilen Spermien in zuvor cryokonservierten
Spermienproben und dem Eintritt einer Schwangerschaft wurde von Byrd beschrieben,
jedoch ohne Kategorisierung der Motilitdt (Byrd et al., 1990). Fur IVF- und ICSI-
Behandlungen wurde anhand der aktuell unternommenen Literaturrecherche keine

Empfehlung zur Spermienmoatilitat in zuvor cryokonservierten Proben gefunden.
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war, Eigenschaften von Samenspendern und deren Samenproben
sowie Eigenschaften von Kinderwunschpatientinnen im Hinblick auf den Erfolg von
heterologer Insemination oder bei IVF- oder ICSI-Behandlungen zu tberprifen.

Bei der Betrachtung des Samenspenderkollektivs wurden Spermiogramme hinsichtlich
der Spermienkonzentration sowie dem Anteil an progressiv motilen Spermien analysiert.
Um zu Uberprifen, wie viel Restmotilitat nach dem Einfrieren der Samenprobe vorhanden
war, wurde von samtlichen Spenderproben eine einzelne Probe aufgetaut und deren
progressiv motile Spermien mikroskopisch bestimmt (Auftaumotilitat).

AulRerdem wurden die Behandlungsergebnisse der einzelnen Samenspender sowie die
Schwangerschaftsraten der Patientinnen durch Behandlungen mit Spendersamen

analysiert.

Von den Samenspendern wurden die Beweglichkeit der Spermien nach dem Auftauen (=
Auftaumotilitat Mio/ml) sowie das Alter, das ABO-Merkmal und der Rhesusfaktor
untersucht. Von den Kinderwunschpatientinnen lagen die Behandlungsergebnisse
(Schwangerschaften, Geburten, Aborte oder erfolglose Behandlungen), die Art der
Behandlung (Insemination, IVF oder ICSI), das Alter, der BMI (Body Mass Index), das
ABO-Merkmal und der Rhesusfaktor vor.

Die entsprechenden Einflussfaktoren von Seiten der Spender und der Empfangerinnen
wurden im Hinblick auf den Behandlungserfolg durch eine Samenspende untersucht. Ein
im Rahmen dieser Arbeit erstellter Algorithmus fur Kinderwunschpatientinnen die durch
Spendersamen behandelt wurden, sollte dabei zukunftig als mégliche Orientierungshilfe
sowohl bei der Auswahl der Art der Behandlung als auch bei der notwendigen Anzahl an
progressiv motilen Spermien dienen, um so eine optimale Behandlungsstrategie zu

gewabhrleisten.
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2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine retrospektive Analyse von
Kinderwunschbehandlungen durch heterologe Spendersamen. Ein Uberblick des
Studiendesigns wird in Abb. 2 gezeigt. Samenproben von 88 Samenspendern wurden im
Zeitraum vom 01.01.2013 bis 27.10.2016 untersucht. Die Proben der Spender wurden
nach einer 180-tdgigen Quarantanelagerung in flissigem Stickstoff fir die
Kinderwunschbehandlung von Patientinnen eingesetzt.

Mit den Spendersamen wurden 4039 Behandlungen an 893 Kinderwunschpatientinnen
durchgefuhrt. Insemination erfolgten ausschlief3lich als Intrauterine-Insemination (1UI) in
der gynéakologischen Praxis von Dr. Wolf Bleichrodt. In-vitro-Fertilisation und
Intrazytoplasmatische-Spermieninjektion wurden in externen Zentren durchgefthrt.

Die Patientinnen befanden sich im Alter von 21 bis 49 Jahre. Das Alter der

Samenspender war zwischen 21 und 48 Jahren.

Zeitraum: 01.01.2013 bis 27.10.2016

88 Samenspender 893 Patientinnen
4039 Kinderwunsch-

behandlungen:
-Insemination, IVF, ICSI

Anzahl an progressiv motilen

Spermien nativ

Behandlungsergebnis:

Anzahl an progressiv motilen ‘ Korrelation mit -Schwangerschaften
Spermien nach dem Auftauen b einem (= Geburt, ,,schwanger zum
Auftaumotilitéit ~ V| Schwangerschafts- Stichtag*, Abort)
eintritt -Erfolglos
7
Moglicher Einfluss auf das ‘_—| L\/ Moglicher Einfluss auf das
Behandlungsergebnis Behandlungsergebnis
-Alter \/ -Alter

-BMI (Body Mass Index)

-AB0O-Merkmal/ Rhesusfaktor
e -ABO-Merkmal/ Rhesusfaktor
R

Abb. 2 Studiendesign der Analyse von Kinderwunschbehandlungen durch heterologe
Spendersamen

VVon 88 Samenspendern wurde die Anzahl an progressiv motilen Spermien sowohl im nativen Zustand als
auch nach dem Auftauen tberpruft (Auftaumotilitat). Insgesamt 4039 Behandlungen (Insemination, IVF,
ICSI) erfolgten an 893 Patientinnen. Das Behandlungsergebnis wurde in Schwangerschaft (Geburt,
»Schwanger zum Stichtag”“ und Abort) und erfolglos unterteilt. Bei der Auswertung der Behandlungsdaten
wurden sowohl bei den Samenspender als auch bei den Patientinnen das Alter, das ABO-Merkmal und der
Rhesusfaktor berlicksichtigt. Bei den Patientinnen wurde zuséatzlich der BMI in die Auswertung
miteinbezogen.
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Bei den Patientinnen wurde weder bei IUI- noch bei ICSI- oder IVF-Behandlungen

unterschieden, ob ein stimulierter oder unstimulierter Zyklus erfolgte.

Bei der Auswertung der Daten wurde bei den Samenspender die Anzahl der progressiv
beweglichen Spermien im nativen Zustand sowie die Anzahl der progressiv beweglichen
Spermien nach dem Auftauen (Auftaumotilitdt) berlcksichtig. AufRerdem wurden das

Alter, das ABO-Merkmal und der Rhesusfaktor bei der Analyse miteinbezogen.

Bei den Kinderwunschpatientinnen wurde die Art der Behandlung (IUl, IVF oder ICSI),
das Alter, der BMI, das ABO-Merkmal und der Rhesusfaktor untersucht. Die genannten
Einflussfaktoren wurden auf den Erfolg der Behandlungen mit Spendersamen bei

Patientinnen mit Kinderwunsch tberpruft.

Der Behandlungsausgang wurde in Schwangerschaft (entspricht Geburt, ,schwanger
zum Stichtag” und Abort) und erfolglos unterteilt. Als ,schwanger zum Stichtag“ wurden
jene schwangeren Patientinnen erfasst, deren Behandlungstermin maximal 15 Monate
vor dem Stichtag 27.10.2016 lag. Der Beobachtungszeitraum fur den Status ,schwanger
zum Stichtag® wurde um 5 Monate langer angesetzt als eine Ubliche Schwangerschaft,
da Patientinnen oftmals verspatet berichten, ob es zu einer Geburt oder einem Abort kam.
Schwangerschaften deren Behandlungstermin langer als 15 Monate vor dem 27.10.2016

lagen, wurden in der Auswertung nicht berlcksichtigt.

Alle Daten wurden in der Cryobank mit Hilfe des elektronischen
Datenverarbeitungssystems Medeora gespeichert. In der Cryobank erfolgen regelméafiige
Begehungen durch die Regierung von Oberbayern. Ausgewahlte Daten wurden fur diese
Arbeit voll anonymisiert durch den arztlichen Mitarbeiter der Cryobank Dr. med. Rainer
Lorch Ubergeben. Einblick in die Originaldaten hatten ausschlie3lich autorisierte
Mitarbeiter der Cryobank. Der Zugang zum Datenverarbeitungssystem Medeora ist
passwortgeschutzt. Zugriff auf die anonymisierten Daten hatten Dr. med. Wolf Bleichrodt
und Dr. rer. nat. Rita Schwaiger. Die Akten von Kinderwunschpatientinnen und
Samenspender enthielten weder Namen, noch pseudoanonymisierte Namen, Adresse
oder Geburtsdatum. Es wurde kein Studiencode vergeben. Es existierte kein Schlissel,
der es zulasst, die Daten im Nachhinein einer Spender-Akte bzw. Patientinnen-Akte
zuzuordnen. Die Daten dienten nicht dem Forschungszweck, sondern wurden im
Rahmen der Behandlung an Kinderwunschpatientinnen erhoben, um somit einen
optimalen Behandlungserfolg zu erzielen. Die Speicherung der Daten erfolgte auf einem

firmeninternen Server. Die anonymisierten Daten wurden auf einem Laptop, welcher von
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der Cryobank zur Verfugung gestellt wurde, ausgewertet. Es erfolgte keine
Datenweitergabe an Dritte. Die Daten werden fiir 10 Jahre aufbewabhrt.

Die statistische Bearbeitung der Daten erfolgte mittels SPSS Version 28.0.01.0 (142) und
Excel 2019. Eine mdgliche Korrelation zwischen den einzelnen Parametern (Abb. 2) und
dem Eintritt einer Schwangerschaft wurde anhand nicht parametrischer Tests Uberprift
(Spearman-Korrelation (Spearman-Korrelationskoeffizent Rho), (Mann-Whitney-U-Test).

Zusammenhange zweier Merkmale einer Kreuztabelle wurden mittels Chi-Quadrat-Test

durchgefuhrt. Als signifikantes Ergebnis wurden p-Werte kleiner 0,05 angesehen.

2.2 Material

Materialien zur Erstellung eines Spermiogramms:

Makler Zahlkammer
Testsimplets

Materialen zur Cryokonservierung:

SpermFreeze Medium (Cryoprotektivum)
SpermWash Medium

Verbrauchsmaterialien:

Plastik Réhrchen (10 ml)
Knopfkanule

Sterican Kanule
Einmalspritzen
Fulladapter

Kryohalme

Flissiger Stickstoff
Blutréhrchen

Materialen zur Probenkennzeichnung

ID-Stabchen

ID-Etiketten

Adapter Straw fur Einmalspritze
Fulladapter

Gerate:

Thermomixer comfort (mit 5 ml Aufsatzen)
Phasenkontrastmikroskop

BV-65 Einfrierautomat (Computer)
HSG-Schweil3gerat

FC5AT Gefrierkammer

Tischzentrifuge Centrifuge 5415D

Firma Gynemed
Firma Waldeck

Firma Origio GmbH
Firma Origio GmbH

Firma Greiner GmbH

Firma Meiser Medical

Firma B.Braun-Melsungen AG
Firma B.Braun-Melsungen AG
Firma CryoBioSystem
CryoBioSystem

Firma Linde AG

Firma Sarstedt

Firma CryoBioSystem
Firma CryoBioSystem
Firma CryoBioSystem
Firma CryoBioSystem

Firma Eppendorf
Firma Optica

Firma Consarctic
Firma Consarctic
Firma Consarctic
Firma Eppendorf
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2.3 Methoden

2.3.1 Spenderaufnahme, Spenderzyklus und Probenfreigabe

2.3.1.1 Spenderaufnahme

Die Spenderauswahl entsprach dem humanistischen Grundanliegen der Behandlung der
ungewollten Kinderlosigkeit, welche nach der WHO-Definition und den Richtlinien des
Arbeitskreises fur Donogene Insemination eine Krankheit darstellt (Nieschlag et al., 2010,
Hammel et al., 2006). Die Spenderauswahl erfolgte unter Vermeidung aller MaRnahmen
der genetischen Manipulation, der Geschlechtsselektion und der Selektion elitarer

Merkmale des Spenders und seiner Samenzellen (Hammel et al., 2006).

8§ 33 Absatz 1 Arzneimittel- und Wirkstoffherstellungsverordnung (AMWHYV) besagt, dass
,2die Feststellung der Spendereignung in der Entnahmeeinrichtung und die fur die
Gewinnung erforderlichen Laboruntersuchungen in dem Gewebespenderlabor nach
vorher erstellten Standardarbeitsanweisungen in Ubereinstimmung mit der guten
fachlichen Praxis durchzufiihren sind. Dabei sind insbesondere die Anforderungen nach
den 88 3 bis 6 der TPG-Gewebeverordnung zu beachten®, welche in einer sogenannten

Spenderakte vermerkt wurden.

Die Bewerbung als Samenspender erfolgte online auf der Homepage der Cryobank-
Minchen. Im Rahmen der Bewerbung flllte der potentielle Samenspender
phanotypische Angaben aus und flgte ein aktuelles Foto bei. Bei einer positiven

Ruckmeldung von Seiten der Cryobank wurde ein Termin zum Erstgesprach vereinbart.

Grundsatzlich sollten die Spender volljahrig und nicht alter als 40 Jahre sein und Uber

eine gute Gesundheit verfugen.

Der Bewerber wurde gebeten, eine sexuelle Karenzzeit von drei bis funf Tagen
einzuhalten (Nieschlag et al., 2010), um so eine maximale Konzentration an progressiv
motilen Spermien zu erhalten. AuRerdem sollten keine Gberdurchschnittlichen sportlichen
Anstrengungen absolviert werden und eventuell vorhandene Ergebnisse eines
Spermiogramms, Blutserologie, Blutspenderausweis sowie den Personalausweis

mitgebracht werden.

Beim ersten Termin wurde der potentielle Fremdspender lber die diagnostischen
Maflinahmen seitens der Cryobank informiert und willigte mit seiner Unterschrift zu einer

ersten Spende ein. Nach Abgabe der Probe wurde ein Spermiogramm erstellt (2.3.2). Bei
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einem den Richtlinien des Arbeitskreises fir Donogene Insemination entsprechenden
Spermiogramm (Hammel et al.,, 2006) wurde die Probe cryokonserviert (2.3.4) und
fruhestens am darauffolgenden Tag der Auftauwert bestimmt (2.3.5). Entscheidend
waren hier die Anzahl der progressiv motilen Spermien der Kategorie PR. Diese musste
mindestens 0,5 Mio/Behandlungsdosis (DI) betragen, ansonsten erfolgte keine
Aufnahme als Samenspender. Bei einem entsprechenden Wert wurde der Spender
erneut eingeladen, um das Ergebnis zu reproduzieren. Entsprachen erneut alle Werte
jenen des Arbeitskreises flir Donogene Insemination, erfolgte die Spenderaufnahme
(Hammel et al., 2006).

Bei der Aufnahme als Samenspender erfolgte die Unterzeichnung des Spendervertrags
sowie die Erstellung der Spenderakte (inkl. Aufnahme samtlicher Personalien) sowie eine
Anamnese durch den Arzt (Hammel et al., 2006) — zusatzlich wurden die Informationen
Uber die rechtlichen Aspekte an den Spender weitergegeben. Der Fremdspender wurde
Uber samtliche diagnostische MalRRnahmen seitens der Cryobank informiert und
unterschrieb anschlie3end die Einwilligung zur Diagnostik einer Gewebeprobe in der
Spenderakte. Vor der Ejakulatabgabe wurde der Fremdspender lber die Hygiene der
Samengewinnung aufgeklart und bekam einen markierten Urinbecher zur Abgabe der
Probe. Die Samengewinnung erfolgte durch Masturbation im Spermagewinnungsraum
der Cryobank. Vom Spermamaterial des Fremdspenders wurde ein Spermiogramm
(2.3.2) zur Beurteilung der Qualitat erstellt und in der Spenderakte dokumentiert.

Bei einem den Kriterien des Arbeitskreises fir Donogene Insemination entsprechenden
Ergebnis des Spermiogramms wurde der Spender anerkannt (Hammel et al., 2006).
AnschlieBend  erfolgte  die  Blutabnahme  zum  Ausschluss  bestimmter
Infektionskrankheiten sowie zur Durchfiihrung genetischer Untersuchungen (Tab. 3)
nach den Richtlinien des Arbeitskreises fir Donogene Insemination und der
Transplantationsgesetz-Gewebeverordnung (TPG-GewV) (Hammel et al. 2006). Beim
Samenspender durfte weder eine HIV-, Hepatitis B- (HBs-Ag, Anti-HBc), Hepatitis C-
(Anti-HCV), Lues-, Chlamydien- oder Gonokokken- Infektion nachweisbar sein. Der
Status einer Cytomegalievirus (CMV)-Infektion (IgM, IgG) musste vorliegen. AulRerdem
mussten die Blutgruppe und der Rhesusfaktor bestimmt werden, soweit nicht ein

Blutspenderausweis vorlag.
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Tab. 3 Untersuchungsparameter bei Spenderaufnahme

Untersuchung bei Ergebnis Material Probengefai

Spenderaufnahme

Anti-HIV-1/-2-Antikbrper negativ Blut Serumrdhrchen (Sarstedt)

Hepatitis B: negativ Blut Serumrdhrchen (Sarstedt)

HBs-Antigen, Anti-HBc

Hepaititis C: negativ Blut Serumrdhrchen (Sarstedt)

Anti-HCV-Antikorper

Lues: AK gegen Treponema negativ Blut Serumrohrchen (Sarstedt)

pallidum (TPPA)

Neisseria gonorrhoeae negativ Ejakulat Kulturstabchen (Sarstedt)

Chlamydien-PCR negativ Urin Urin- Becher (Sanismart)

CMV-Status (IgM, IgG) bestimmt (positiv Blut Serumrdéhrchen (Sarstedt)
oder negativ)

Karyogramm Normalbefund Blut Li-Heparin

Plasmardhrchen (Sarstedt)

CFTR-Gen homozygot Wildtyp Blut EDTA-Vollblutréhrchen

(Sarstedt)
ABO-Merkmal, Rhesusfaktor . Blut EDTA-Vollblutréhrchen
bestimmt
(Sarstedt)
Spermiogramm siehe Arbeitskreis Ejakulat Urin- Becher (Sanismart)
donogene
Insemination
Auftauwert > 0,5 Mio/ml Ejakulat Kryohalme

(Doppelbestimmung)

Ziele der Spenderuntersuchungen sind die Verhitung einer Infektion der behandelten
Frau durch Spendersamenibertragung sowie die Verminderung des Risikos genetischer
Erkrankungen durch den Spender. Die Blutuntersuchung umfasste zusatzlich die
Erstellung eines Karyogramms zur Chromosomenanalyse (Ludwig et al., 2004) sowie
den Ausschluss einer heterologen Anlage einer Mutation im CFTR-Gen. Dabei wurde die
haufigste Mutation, welche eine Deletion von drei Nukleotiden an der Position 508 ist und
fur die Aminosdure Phenylalanin kodieren (CFTR F508del), getestet. Um als
Samenspender aufgenommen zu werden, muss ein normales Karyogramm vorliegen und
keine heterologe Anlage einer Mutation im CFTR-Gen. Heterozygote Mutationen im Gen
fur Cystische Fibrose sind mit einer Haufigkeit von 1:25 in der mitteleuropéischen
Bevdlkerung relativ hdufig (Murken et al., 2006). Erkrankte Menschen, sind aufgrund der
damit assoziierten Aplasie der ableitenden Harnwege haufig infertil. Zeigt eine
Karyogramm eine reziproke Translokation, kénnen Gameten mit unbalanciertem
Chromosomensatz gebildet werden. Diese unbalancierten Mono- oder Trisomie

resultieren in gehauften Aborten oder Kinder mit Fehlbildungen (Murken et al., 2006).
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2.3.1.2 Spenderzyklus und Probenfreigabe

Mit der Aufnahme als Samenspender begann der Spenderzyklus, wobei ein
Samenspender im Schnitt 10 Mal zur Samenspende kam. Alle Proben wurden nach
Aufbereitung und Cryokonservierung in einem flissigen Stickstoffoehalter, mit der
Aufschrift ,Quarantane” gelagert. Hier durfen nur Proben gelagert werden, welche noch

nicht fir Patienten freigegeben sind.

Bei jedem Besuch wurde dokumentiert, ob seit dem letzten Termin Erkrankungen
vorlagen oder neue Medikamente eingenommen wurden. In Zweifelsfallen entschied der

Arzt, ob der Samenspender eine Probe zur weiteren Verarbeitung abgeben durfte.

Die Probenabgabe-Termine innerhalb eines Spenderzyklus durften maximal in einem
Abstand von 4 Wochen liegen. Ansonsten erfolgte eine erneute Untersuchung auf die
vorgegebenen Infektionsparameter. Dabei wurde erneut auf HIV, Hepatitis B (HBs-Ag,
Anti-HBc), Hepatitis C (Anti-HCV), Lues, Gonokokken und Chlamydien getestet.

Bei der letzten Samenspende erfolgte die Testung auf Gonokokken und Chlamydien
(Tab. 4). Alle Proben wurden anschlieend fir mindestens 180 Tage in Quaranténe
gelagert. Die Probenfreigabe erfolgte nach einer negativen Testung auf HIV, Hepatitis B,
Hepatitis C und Lues (Tab. 4). Eine CMV-Testung erfolgte nur im Falle eines negativen

CMV-Status bei Samenspenderaufnahme (Tab. 4).

Tab. 4 Parameter bei letzter Probenabgabe und nach Quarantanelagerung

Testung bei letzter Probenabgabe Ergebnis Material Probengefal
Neisseria gonorrhoeae negativ Ejakulat Kulturstéabchen
(Sarstedt)
Chlamydien-PCR negativ Urin Urm—_Becher
(Sanismart)
Testung nach 180 Tagen
Anti-HIV-1/-2-Antikbrper negativ Blut Serumréhrchen
(Sarstedt)
Hepatitis B: HBs-Antigen, Anti-HBc negativ Blut Serumrdhrchen
(Sarstedt)
Hepatitis C: Anti-HCV-Antikorper negativ Blut Serumrdhrchen
(Sarstedt)
Lues: AK gegen Treponema pallidum negativ Blut Serumrdhrchen
(TPPA) (Sarstedt)
CMV-Status (IgM, IgG) nur bei negativem | Blut Serumrdhrchen
Status bei (Sarstedt)
Spenderaufnahme
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2.3.2 Erstellung eines Spermiogramms

Zur Erstellung eines Spermiogramms wurde das Probengefal3 mit frischem Ejakulat zur
Verflissigung fur mindestens 30 Minuten bei 37°C und 300 rpm in einer Tischzentrifuge

auf einem Thermomixer der Firma Eppendorf inkubiert.

Eine Ejakulatprobe besteht sowohl aus Spermien als auch aus Seminalplasma, welches
sich aus den Flussigkeiten der akzessorischen Geschlechtsdriisen zusammensetzt
(Ulfig, 2010). Da bei einer IUl das Seminalplasma zu Uteruskrampfen fihren kann,
wurden alle Ejakulatproben durch Zentrifugation vom Seminalplasma abgetrennt. Somit
konnten diese Proben nach dem Auftauen direkt zur Behandlung der Patientin eingesetzt

werden.

Der Samenspender musste per Unterschrift auf dem Spermiogramm bestatigen, dass
seines Wissens seit dem letzten Termin keine Infektionskrankheiten aufgetreten waren.
AulRRerdem musste vermerkt werden, ob Medikamente eingenommen wurden. Nach

Rucksprache mit dem Arzt wurde entschieden, ob eine Samenspende maoglich war.

Das Spermiogramm umfasste folgende Parameter: die Angabe des Volumens, des pH-
Werts, die Beschreibung der Farbe und des Geruchs, die Analyse der Viskositdt anhand
der Koagulationzeit (=Zeit bis zur Verflissigung des Ejakulats), Angaben tber mogliche
Agglutination im Ejakulat sowie das Vorkommen von Rundzellen inkl. Leukozyten.
Weitere Analyseparameter waren die Spermienmorphologie, die Bestimmung der
Spermienkonzentration, die Spermiengesamtzahl und die Beweglichkeit der Spermien im
nativen Zustand sowie die Auftaumotilitat. Diese entspricht der progressiv beweglichen
Spermien pro Inseminationsdosis (300 ul) nach dem Auftauen. AuRerdem wurden die
Zeit der Probenabgabe und der Probenannahme sowie die Temperatur des Raumes der

Probenbearbeitung dokumentiert.

Viskositat: Die Viskositat einer Probe wurde anhand ihrer Koagulationszeit abgeschatzt.
Unmittelbar nach der Ejakulation bildet das Ejakulat eine halbfest koagulierte Masse.
Innerhalb weniger Minuten beginnt sich das Ejakulat zu verflissigen und enthalt dann
unterschiedlich groRen Klumpen (Nieschlag et al., 2010). Nach ca. 15 min sind nur noch
kleine Koagel vorhanden. Die Verflissigungszeit (Koagulationszeit) wurde fir jede
Ejakulatprobe nach 30 min bestimmt. Bei Proben mit erhthter Viskositat konnte die
Koagulationszeit um weitere 30 Minuten verlangert werden, wobei eine maximale Dauer
der Koagulationszeit von 60 min nicht Uberschritten wurde, da ansonsten weitere
Analyseparameter verfalscht sein konnten. Zum Erreichen einer homogenen
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Durchmischung wurde das Ejakulat mit einer sterilen Einmalspritze (3-5 ml) und einer
langen Einmalkanule (0,9 x 70) langsam mehrmals aufgezogen und tropfenweise ins
Gefall zuruckgelassen. Die Viskositat wurde anhand des Abtropfens geschatzt.
Verminderte Viskositat lag vor, wenn aus der Kanule ohne Druckanwendung ein
ununterbrochener Spermafaden herauslief. War jedoch eine Druckanwendung auf die
Spritze notwendig um den Spermaaustritt zu erreichen, lag eine erhéhte Viskositét vor.
Bei solchen Proben wurde die Koagulationszeit um weitere 30 Minuten verlangert. Alle
Ejakulatproben, die zur Samenspende eingesetzt wurden, hatten eine maximale
Koagulationszeit von 60 min. Eine normal verflissigte Probe kann geleeartige Kligelchen
enthalten, die ohne klinische Bedeutung sind. Das Auftreten von Schleimfaden kann
jedoch mit der Analyse des Ejakulats interferieren, insbesondere erschwert es die
Bestimmung der Motilitat (Nieschlag et al., 2010). Proben, die derartige Faden enthielten,

wurden von der Samenspende ausgeschlossen.

Volumen: Zum Bestimmen des Volumens wurde das Ejakulat aus dem Probengefafd in
ein steriles, skaliertes Zentrifugenrohrchen tberfihrt und das Volumen abgelesen. Die
analysierten Samenproben hatten ein Mindestvolumen von ca. 1,5 ml. Ein pathologisch
vermindertes Volumen < 1,5 ml (=Hyposemie) kann aufgrund einer Obstruktion des
Ductus ejaculatorius, das kongenitale beidseitige Fehlen des Vas deferens, einer
retrograden Ejakulatprobe oder aufgrund eines Androgenmangels entstehen. Es kann
sich aber auch um eine fehlerhafte Probengewinnung handeln. Eine Hypersemie
(=pathologisch erhdhtes Ejakuatvolumen; > 6 ml) kann auf eine vermehrte Sekretion der
akzessorischen Geschlechtsdriisen bei Entzindungen hinweisen (Nieschlag et al.,
2010).

Farbe und Geruch: Die Farbe eines homogenen Ejakulats war normalerweise grau-

opaleszent bis leicht gelblich (Nieschlag et al., 2010). Braunliche Ejakulate deuten auf
eine Blutbeimengung, wassrig durchscheinende auf eine geringe
Spermatozoenkonzentration hin (Nieschlag et al., 2010). Derartige Proben kamen nicht
als Spenderproben in Frage. Das frische Ejakulat hatte Ahnlichkeit mit dem Duft von

Kastanien-Bluten. Abweichungen kdnnen auf eine Infektion hinweisend sein.

H-Wert: Zur Bestimmung des pH-Wertes wurde ein Ejakulattropfen auf einen
Spezialindikator zur pH-Messung aufgetragen. Der pH-Wert wurde innerhalb von 1
Stunde nach der Gewinnung des Ejakulats durch den Farbumschlag eines pH-Papiers

mit dem Messbereich pH 6,4-8,0 bestimmt. Der normale pH-Wert der Samenproben lag
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im basischen Bereich und betrug ca. 7,8-8,9. Werte < 7,2 weisen auf ausschlief3liches
Vorhandensein von Prostatasekret hin und zeigen eine Obstruktion oder Fehlbildung der
Samenwege an (Nieschlag et al., 2010). Werte > 8,0 kdnnen aufgrund einer Infektion der

Samenwege vorkommen (Nieschlag, et al. 2010).

Spermienkonzentration: Die Spermienkonzentration wurde mittels Makler Zahlkammer

(Firma Gynemed) von frischem, verflissigtem Ejakulat bestimmt. Dabei wurde ein
Tropfen (ca. 10 pl) des Ejakulats fur die Bestimmung der nativen Spermienkonzentration
benotigt, welcher moglichst blasenfrei aus dem Probengefald auf die Mitte der Makler
Zahlkammer Ubertragen wurde. AnschlieRend wurde die Probe blasenfrei mit dem
Makler-Deckglas zugedeckt. Mit 40facher VergrofRerung wurden unter dem
Phasenkontrastmikroskop (Firma Optica) in eine Schicht gedrickte (Monolayer), freie
Spermien gezahlt. Die Mitte der Zahlkammer ist in 10 x 10 Quadrate (0,1 x 0,1 mm)
aufgeteilt. Die Summe der Spermien in 10 verschiedenen Quadraten ergibt die
Spermiendichte (Mio/ml). Gezahlt wurden alle freien Spermien in einem Quadrat. Die
randstéandigen Zellen wurden nur an der oberen und linken Kante des Streifens
mitgezahlt. Bei Fremdspenderproben wurde erneut nach der Zentrifugation, nach der
Zugabe des Cryoprotektivums sowie zur Bestimmung des Auftauwertes (2.3.5)
ausgezahlt. Bei jeder Konzentrationsbestimmung wurde eine Doppelbestimmung
durchgefuhrt. Beide Werte sollten dabei nicht mehr als die von der WHO vorgegeben
Grenzen, voneinander abweichen (Nieschlag et al., 2010). Proben, welche einen
Spermienkonzentration < 60 Mio/ml hatten, waren nicht zur Samenspende geeignet. Bei
einem ganzlichen Fehlen der Spermien in einer Probe spricht man von Azoospermie
(Nieschlag et al., 2010). Diese darf jedoch erst nach Zentrifugation des Ejakulats
festgestellt werden. Alle potentiellen Samenspender, deren Werte pathologisch waren,

wurde eine Vorstellung bei einem Urologen oder Andrologen empfohlen.

Motilitatsbestimmung: Die Motilitatsbestimmung wurde unmittelbar nach Bestimmung der

Spermien-konzentration durchgeflnhrt. Da die Makler-Zahlkammer die
Spermienbeweglichkeit nicht behindert, wurden in der gleichen Praparation bei 40facher
VergroRerung die beweglichen und unbeweglichen Zellen in 10 verschiedenen
Quadraten gezahlt. Laut WHO werden die Spermien hinsichtlich der Beweglichkeit in
folgende drei Kategorien eingeteilt (Nieschlag et al., 2010): Spermien der Kategorie
progressiv. motil (PR) welche eine aktive lineare oder leicht gekrimmte
Vorwartsbewegung durchfiihren, Spermien der Kategorie nicht progressiv motil (NP), die

keine Vorwartsbewegung oder Vorwartsbewegung in engen Kreisen durchfihren oder
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jene der Kategorie immotil (IM), die keine sichtbare Bewegung durchfihren. Das
Verhaltnis wurde in % angegeben (PR+NP+IM=100%).

Die Motilitatsbestimmung erfolgte durch eine Doppelbestimmung (Nieschlag et al., 2010).
Auf dem Spermiogramm wurde der gemittelte Wert in Prozent angegeben. Annehmbare
Unterschiede zwischen zwei Prozentsdtzen fur einen Durchschnittswert aus zwei
Zahlungen sind der WHO-Richtlinien zu entnehmen (Nieschlag et al., 2010). Proben, mit
einer Anzahl an motilen Spermien der Kategorie PR < 32% waren grundsatzlich von der
Samenspende ausgeschlossen (=Asthenozoospermie) (Nieschlag et al., 2010).

Morphologie: Die Beurteilung der Morphologie erfolgte an 50 Spermatozoen. Ein Tropfen
des nativen Ejakulats wurde auf einen beschichteten Objekttrager (Testsimplets)
aufgetragen und bei einer 100fachen VergrofRerung mikroskopisch ausgewertet. Dabei
wurden Kopf-, Mittel- und Schwanzstiickdefekte sowie normal geformte Spermien
gezahlt. Da eine Korrelation zwischen normal geformten Spermien (=potentiell
fertilisierungsfahiges Spermium) und dem Eintritt einer Schwangerschaft besteht, erfolgte
fur jede Spenderprobe eine morphologische Beurteilung der Spermien in Kopf,
Mittelstiick und Schwanz (Garrett et al., 2003, Liu et al., 2003, Menkveld et al., 2001, Van
Waart et al., 2001, Coetzee et al., 1998, Eggert-Kruse et al., 1996, Toner et al., 1995,
Jouannet et al., 1988). Alle Ejakulatproben die weiterbearbeitet wurden, hatten eine
Mindestanzahl von > 4% normal geformte Spermien. Proben mit einem geringeren Gehalt
an normal geformten Spermien wurden verworfen. In Studien zur In-vitro-Fertilisation
(Coetzee et al., 1998), IUl (Van Waart et al., 2001) und In-vivo-Fertilitat (Van der Merwe
et al., 2005) waren Referenzbereiche von 3-5% normal geformter Spermien nicht mit
einer reduzierten Schwangerschaftsrate assoziiert. Daher wurde im Rahmen dieser
Arbeit der Referenzbereich von > 4% nach Vorgaben der WHO-Richtlinie als ausreichend
angesehen (Nieschlag et al. 2010).

Agglutination _von Spermien: Samenproben von Fremdspendern enthielten keine

Agglutinine, da dies ein Hinweis auf mogliche Autoantikérper sein kann. Agglutination
bezieht sich auf motile Spermien, die entweder Kopf an Kopf oder Schwanz an Schwanz
oder gemischt aneinanderhaften. In Folge der Agglutination kann die Beweglichkeit der
Spermien eingeschrankt sein. Aul3erdem ist in Folge einer ausgepragten Agglutination
die Beurteilung der Spermienkonzentration sowie die der Spermienmotilitat

eingeschrénkt (Nieschlag et al., 2010).
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Zellulare Elemente auler Spermien: Um eine Ejakulatprobe als Spendersamen

einzusetzen, enthielt sie weder Kristalle noch Gallertkdrper. Spendersamen hatten eine
maximale Anzahl von 5% Rundzellen, welche als Leukozyten und unreife Keimzellen
zusammengefasst wurden (Johanisson et al.,, 2000). Eine erhdohte Anzahl von

Leukozyten kann auf eine Infektion hinweisen.

Nomenklatur zur Kategorisierung des Spermiogramms laut WHO (Nieschlag et al,. 2010):

Ein Uberblick tber die normale Ejakukatparameter sowie Abweichungen sind in Tab. 1

dargestellt.

2.3.3 Aufbereitung der Spendersamen

Ein Uberblick tUber die Aufbereitung einer Samenprobe ist in (Abb. 3) dargestellt. Die
native Ejakulatprobe mit einem Mindestvolumen von ca. 1,5 ml wurde fir ca. 30 min auf

dem Thermomixer bei 37°C und bei 300 rpm inkubiert.

Anschliel3end erfolgte die Erstellung des Spermiogramms (2.3.2). Im nachsten Schritt
wurde die Ejakulatprobe in ein zehn ml Greiner-Réhrchen Uberfihrt und im Verhéltnis 1:1
ein Waschmedium (SpermWash Medium) zugegeben. Durch Zentrifugation bei 2500 rpm
fur 15 min bei RT in einer Tischzentrifuge entstand ein Sediment von Spermien. Im
Uberstand befand sich Seminalplasma, welches vorsichtig entfernt und verworfen wurde.
AnschlieRend wurde dem Sediment erneut das Waschmedium (SpermWash Medium)
zugegeben. Das zugegebene Volumen richtete sich nach der Anzahl an progressiv
motilen Spermien der Kategorie PR, welche zuvor im Spermiogramm dokumentiert
wurde. War die Spermienkonzentration zu gering, wurde entsprechend weniger
Waschmedium (SpermWash Medium) zugegeben, um so eine Anreicherung zu erzielen.
Sollte keine Anreicherung erfolgen, wurde eine dem Ejakulatvolumen entsprechende
Menge an Waschmedium zugegeben. Zum Loésen des Sediments wurde die Probe auf
dem Thermomixer bei 37°C bei 1000 rpm inkubiert. Danach erfolgte eine erneut die
Beurteilung der Motilitat der Spermien (2.3.2). AnschlieBend wurde zu je einem ml

Ejakulat 0,7 ml Cryoprotektivum tropfenweise zugegeben und vorsichtig gemischt.

Um die Probe zu Aquilibrieren erfolgte eine Inkubation von zehn Minuten auf dem
Thermomixer bei 37°C unter leichtem Schitteln (300 rpm). Es erfolgte eine erneute

mikroskopische Bestimmung der Spermienmoaotilitat (2.3.2).

In einem weiteren Schritt wurde die Samenprobe aliquotiert. Dabei wurde die Probe in so
genannte Straws (Strohhalme; Probenaliquots) abgeflillt (Abb. 3). Ein Straw besteht
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jeweils aus einer grof3en und einer kleinen Kammer, wobei nur die gro3e Kammer befillt
wurde. In die kleine Kammer wurde ein Probenidentifikationsstabchen eingebracht. Dazu
wurde eine zwei ml Spritze bendtigt sowie einen Adapter und einen Flladapter. In
folgender Reihenfolge wurden die Materialen zusammengesteckt: der Adapter wurde an
die Spritze angebracht. An diese wiederum wurde der Straw mit der kleinen Kammer
nach oben angesteckt, dann folgte das Anbringen des Filladapters. Zum Befillen der
grolen Kammer wurde der Filladapter in das Greinerrdhrchen gesteckt und durch
Aufziehen der Probe die grol3e Kammer bis zum Sicherheitsstopfen befillt. Die grof3e
Kammer umfasst ein Probenvolumen von 300 pl. Nach jedem abgefullten Straw wurden
sowohl Fullladapter als auch der Adapter Straw auf den néchsten Straw gesteckt. Der
Straw wurde auf der Seite der groRen Kammer zugeschweil3t (HSG-Schweil3geréat).
Danach wurden die Identifikationsstabchen in die kleine Kammer der Straws eingebracht

und das Ende des Straws wurde ebenfalls versiegelt.

A) Ejakulat ~ 2 ml = Samenprobe
-> Erstellung eines Spermiogramms

B) Waschen des Ejakulats mit Waschmedium

C) Zugabe eines Cryoprotektivums

(0 (o (o (() O

D) Abflllen der Samenprobe in einzelnen
Probenaliquots = “Straw” (~ 10) und anschlieRende
Cryokonservierung

O C o 1 [
CEe—1———0

E) Ermittlung der Spermienbeweglichkeit durch
Bestimmung des Auftauwerts 1 Probenaliquots

0

=

Abb. 3 Bearbeitung einer Samenprobe

Von jedem gewonnen Ejakulat wird ein Spermiogramm erstellt (A). Danach erfolgt die Entfernung des
Seminalplasmas durch Waschen der Probe, wobei die Waschldsung in einem 1:1 Verhaltnis dem Ejakulat
beigefugt wird (B). Anschlieend wird zu je 1 ml Ejakulat 0.7 ml Cryoprotektivum zugegeben (C). In einem
weiteren Schritt wird die Probe in so genannte Straws (Probenaliquots) aufgeteilt. Pro abgegebenes
Ejakulat erhalt man durchschnittlich 10 Probenaliquots. Davor werden die einzelnen Probenaliquots mit
einem ldentifizierungscode versehen, sodass jedes Aliquot eindeutig zugeordnet werden kann. Nach dem
Abfullen der Proben werden die einzelnen Probenaliquots Computer gesteuert eingefroren. Die Lagerung
erfolgt in flissigem Stickstoff (D). Zur Ermittlung der beweglichen Spermien nach dem Auftauen einer
Samenprobe wird von einem Probenaliquot reprasentativ der Auftauwert bestimmt (E).
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2.3.4 Cryokonservierung der Spendersamen

Die Materialen zur Cryokonservierung bestanden aus einem Cryobad, einer blauen
Gefrierkammer, dem  CL-8800-Temperaturregler (Consarctic) sowie einem
dazugehdrigen Computer. Am Temperaturregler wurde die Einstellung Mute PC Hold
gewahlt.

Als Programm wurde die Version Cryogenesis Software V5 gestartet wobei unter Job
folgende Details gewahlt wurden: unter Client wurde der Spendername eingegeben,
unter Protocol wurde das Programm 6 Human Semen geladen. Anschliel3end wurde die
Funktion Start Job gewahlt, wobei die overview-Seite erschien und unter Temperatur
expected 24°C angezeigt wurde. Nun wurde das Cryobad (Consarctic) bis auf eine Hohe
von ca. 5 cm Hohe mit flussigem Stickstoff (LN2) befillt. AnschlieRend wurde die blaue
Gefrierkammer (Consarctic) mit Deckel in das Cryobad gestellt. Die Gefrierkammer
wurde ebenfalls auf eine Ausgangstemperatur von 24°C gebracht. Erst wenn die
Temperatur expected und chamber Ubereinstimmend auf 24°C waren (sichtbar auf dem
Job Control Fenster des PC), konnte mit dem Einfrieren der Straws begonnen werden.
Dabei wurde die blaue Gefrierkammer mit den Straws befllt, wobei das ID-Ende nach
oben zeigte. Nach dem Schlie3en des Deckels der Gefrierkammer erfolgte eine Wartezeit
von funf Minuten, damit alle Straws eine Starttemperatur von 24°C erreichten.
Abschliel3end wurde der Deckel des Cryobads geschlossen. Der Einfrierprozess wurde
mit Hilfe der Cryogenesis Software V5 unter Auswahl des Feldes Run im Fenster
Overview gestartet. Die Dauer des Einfrierprozesses betrug 41 Minuten. Am PC konnte

am Job-Control Fenster die aktuelle Kurve des Einfrierprozesses verfolgt werden.

Nach Beendigung des Einfrierprozesses wurden die Straws in entsprechenden
Cryotanks bei -192 °C gelagert. Vorab wurden spezielle Halter flr die Straws mit der ID
des jeweiligen Spenders und dem aktuellen Datum beschriftet und in einem nur fur diesen

Spender vorgesehen Kanister gelagert.

2.3.5 Bestimmung der Auftauwerte cryokonservierter
Samenproben

Von je einem Straw der Samenprobe wurde ein Auftauwert bestimmt. Dies erfolgte
frihestens am darauffolgenden Tag der Probenabgabe. Der Straw, dessen Auftauwert
bestimmt wurde, sollte solange unter lauwarmes Wasser gehalten werden, bis die Probe
verfllssigt war. Dies geschah in der Regel nach zwei min.
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Anschliel3end wurde der Probeninhalt in ein Eppendorfgefald tGberfiihrt und mit einer
Pipette sorgfaltig gemischt. Dabei wurde auf die Vermeidung von Luftblasen geachtet.
Um die Motilitat der Spermien nach dem Auftauen zu bestimmen, wurde ein Tropfen der
Probe auf die Makler-Zahlkammer getropft und unter dem Mikroskop bei 40facher
VergroRerung analysiert, wobei nur die Motilitdtt PR sowie die Spermiengesamtzahl
erfasst wurden. Spermien mit einer abnormen Motilitdt NP wurden mit den immotilen
Spermien zusammengefasst. Insgesamt wurden von 10 Quadranten der Maklerkammer
Spermien der Kategorie PR und immotile gezé&hlt und in das Spermiogramm eingetragen.
Danach wurde das Probenaliqguot erneut gemischt und die Auszéhlung wiederholt
(Nieschlag et al., 2010).

Der Auftauwert wurde anschlieend wie folgt berechnet: wurde fur die motilen Spermien
der Klasse PR beispielsweise ein Wert von 6,5 Mio PR/ml bestimmt, musste dieser Wert
auf die Inseminationsdosis umgerechnet werden. Die Inseminationsdosis entspricht der
Fullmenge eines Straws von 300 pl, der bei der Behandlung einer Patientin eingesetzt
wurde. Im angefuhrten Beispiel ergab sich z.B. ein Wert von zwei Mio PR/DI (= donogene
Insemination). In das Spermiogramm wurden der Wert PR/ml und der Wert PR/DI
Ubertragen. Das Gleiche erfolgte fur die unbeweglichen Spermien der Kategorie IM. Auch
hier wurden die Werte pro ml und pro DI berechnet und in das Spermiogramm
eingetragen. Samenproben, deren Auftauwerte < 0,5 Mio PR/DI betrugen, wurden

verworfen.

2.3.6 Auswahl geeigneter Samenspender fur Patientinnen

2.3.6.1 Notwendige Blutwerte der Kinderwunschpatientin

Bei der Kinderwunschpatientin mussten vor der Spenderauswahl die in Tab. 5

angefuhrten Blutwerte vorliegen.

Tab. 5 Blutwerte von Kinderwunschpatientinnen

ABO-Merkmal, Rhesusfaktor bestimmt
Anti-HIV-1/-2-Antikorper negativ

Hepatitis B: HBs-Antigen, Anti-HBc negativ

Hepatitis C: Anti-HCV-Antikorper negativ

Lues: AK gegen Treponema pallidum (TPPA) negativ
CMV-Status (IgM, IgG) bestimmt

Roteln Immunisiert (1:32)
TSH <2,5mlE/L
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2.3.6.2 Zur Kinderwunschpatientin passende Blutwerte des
Samenspenders
Alle Samenspender der Cryobank sind auf die vom Arbeitskreis Donogene Insemination
sowie von der Regierung von Oberbayern geforderten Infektionsparameter negativ
getestet bzw. deren Status bestimmt (Tab. 4) (Hammel et al., 2006). Bei der Auswahl des

geeigneten Spenders sind folgende Werte zu bericksichtigen:

Blutgruppe und Rhesusfaktor:

Nach Moglichkeit wurde der Rhesusfaktor bertcksichtigt, wahrend das ABO-Merkmal
eine untergeordnete Rolle spielte. Bei einer rhesus-negativen Frau wurde nach
Maoglichkeit ein rhesus-negativer Spender ausgewahlt, um so eine Rhesus-Prophylaxe

zu vermeiden. Bei einer rhesus-positiven Frau war der rhesus-Status unerheblich.

Cytomegalievirus:

Ist die Patientin CMV-negativ wurde ein CMV-negativer Spender ausgewahlt. Bei einer
CMV-positiven Patientin war der CMV-Status des Spenders unerheblich. Die konnatale
CMV-Infektion kann bei schwangeren CMV-negativen Patientinnen zu schwerwiegenden
Erkrankungen des Neugeborenen fihren, wie periventrikulare Verkalkungen,
Hydrozephalus, Ventrikeleinblutungen, Chorioretinitis Hepatosplenomegalie und Ikterus
(Herold, 2014).
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnis der Kinderwunschbehandlungen durch
heterologe Spendersamen

In der vorliegenden  Arbeit wurden an 893  Patientinnen 4039
Kinderwunschbehandlungen mit heterologen Spendersamen von 88 Samenspendern
im Zeitraum vom 01.01.2013 bis 27.10.2016 durchgeftuhrt (Tab. 6). Die Samenproben
wurden fur Intrauterine-Inseminationen (1Ul), In-vitro-Fertilisation (IVF) oder
Intrazytoplasmatische-Spermieninjektionen (ICSI) verwendet. Ausgewertet wurden
alle erfolgreichen Behandlungen, wie Geburten, ,schwanger zum Stichtag“ und Aborte

sowie erfolglose Behandlungen (Tab. 6).

Tab. 6 Alle Behandlungen mit heterologen Samenproben im Zeitraum von 01.01.2013 bis
27.10.2016

Die Proben wurden fur IUI-Behandlungen, In-vitro-Fertilisationen (IVF) und Intrazytoplasmatische-
Spermieninjektionen (ICSI) an insgesamt 893 Patientinnen verwendet. Die Behandlungsergebnisse
wurden unterteilt in Geburten, ,schwanger zum Stichtag®“, Abort und erfolglos. Unter Schwangerschaften
wurden ,schwanger zum Stichtag“, Geburten und Aborte zusammengefasst. Insgesamt wurden 4039
Behandlungen ausgewertet, davon 3779 |UI-Behandlungen, 70 IVF-Behandlungen und 190 ICSI-
Behandlungen.

Behandlungen Gesamt UI IVF ICSI
Schwangerschaften 318 241 20 57
Geburten 188 130 11 47
Schwanger zum Stichtag 71 59 6 6
Abort 59 52 3 4
Erfolglos 3721 3538 50 133
Gesamt 4039 3779 70 190

3.1.1 Schwangerschaften und Geburten durch Insemination

Insgesamt wurden 736 Patientinnen durch Intrauterine-Insemination (IUl) behandelt
(Abb. 7). Es erfolgten 3779 Behandlungen, woraus 241 Schwangerschaften
resultierten. Davon 130 Geburten, 59 Schwangerschaften zum Stichtag sowie 52
Aborte (Tab. 6). Von den 241 Schwangerschaften waren 16 Patientinnen zweimal
schwanger und zwei Patientinnen dreimal (Abb. 7). Bei 495 Patientinnen blieb die
Behandlung erfolglos (Abb. 7). Durchschnittlich wurden die Patientinnen nach 4,3+3,7
Behandlungszyklen schwanger (Abb. 7). Nach 18 Zyklen konnten keine
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Schwangerschaften mehr festgestellt werden. Die Schwangerschaftsrate pro Zyklus
betrug beim ersten Zyklus 8,3%, beim zweiten Zyklus 8,6%, beim dritten Zyklus 7,5%
und beim vierten Zyklus 5,4% (Tab. 7). Die hohen Schwangerschaftsraten im 17. und
18. Behandlungszyklus waren unter Vorbehalt zu betrachten, da hier das Patientinnen-
kollektiv sehr klein war (Tab. 7, Abb. 4). Pro Behandlungszyklus besteht
durchschnittlich eine 6,4%ige Wahrscheinlichkeit, schwanger zu werden (Abb. 7). Die
kumulative Schwangerschaftsrate war nach dem vierten Zyklus 21,5% und betrug fur
alle Patientinnen (N=736) 32,7% (Tab. 7, Abb. 7).

Durch Inseminationen wurden 130 Geburten erzielt (Tab. 6), wobei durchschnittlich
4,3+3,4 Behandlungszyklen erforderlich waren. Von den 130 Geburten, hatten zwei
Patientinnen zwei Geburten (Abb. 7). Nach 16 Zyklen konnte keine Geburt mehr
festgestellt werden (Tab. 7). Die Geburtenrate pro Zyklus betrug beim ersten Zyklus
4,4%, beim zweiten Zyklus 4,3%, beim dritten Zyklus 3,9% und beim vierten Zyklus
2,8% (Tab. 7). Die hohe Geburtenrate im 15. Zyklus war aufgrund des Kkleinen
Patientinnenkollektiv unter Vorbehalt zu betrachten (Tab. 7, Abb. 4). Pro
Behandlungszyklus besteht durchschnittlich eine 3,4%ige Wahrscheinlichkeit einer
Geburt (Abb. 7). Die kumulative Geburtenrate war nach dem vierten Zyklus 11,1% und
betrug fir alle Patientinnen (N=736) 17,7% (Tab. 7, Abb. 4).

Mit zunehmendem Alter der Patientinnen stieg die erforderliche Anzahl an Zyklen bis
zu einem Eintritt einer Schwangerschaft bzw. Geburt signifikant an
(Korrelationskoeffizient nach Spearman: 0,995; p-Wert: <0,001) (Tab. 7). In den
einzelnen Zyklusgruppen (N=19) zeigten sich durchschnittlich ahnliche Auftauwerte
(Tab. 7). Somit ergab sich keine Korrelation zwischen der Anzahl der
Behandlungszyklen und dem Auftauwert (Korrelationskoeffizient nach Spearman:
- 0,269; p-Wert: 0,266) (Tab. 7).
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Tab. 7 Schwangerschafts- bzw. Geburtenraten bei Inseminationen aufgefiihrt nach Anzahl an
Behandlungszyklen (N1- N219)

Dargestellt ist die kumulative Schwangerschafts- bzw. Geburtenrate pro Patientin (insgesamt wurden
736 Patientinnen mit Hilfe einer 1Ul behandelt) sowie die Schwangerschafts- bzw. Geburtenrate pro
Zyklus (1 Zyklus entspricht einer Behandlung). Ebenfalls angefuhrt sind das durchschnittliche Alter der
Patientinnen sowie die durchschnittliche Auftaumotilitdt der Samenproben fir den jeweiligen
Behandlungszyklus. Ein erster Zyklus erfolgte zum Zeitpunkt der Datenerhebung bei 653 Patientinnen.
Nicht bei jeder Patientin konnte der erste Behandlungszyklus erfasst werden, da der Zeitpunkt des
ersten Zyklus bei 83 Patientinnen vor dem Beginn des Erfassungszeitraums lag. [S = Anzahl der
Schwangerschaften (beinhaltet ,schwanger zum Stichtag®“, Abort und Geburt), G = Geburt]

Auftau- 2 E Schwanger- g:&t‘tlga Ge:);:t;t/en-
3 (ﬁal;]er:e) g (’C\ls) ?gﬁ;?:r%fé; schaftsrate/  rate/ Patient Zyklus

T Patient (%) 2L () (%) (%)
1 | 33,8447 653 | 54 | 29
2 33,947 4,1+4,8 560 48 24 13,9 8,6 7,2 4,3
3 34,245 3,8+4,4 466 35 18 18,6 7,5 9,6 3,9
4 34,444 3,4+3,7 390 21 11 21,5 54 11,1 2,8
5 34,8+4,5 3,334 330 13 6 23,2 4,2 12,0 1,8
6 34,9147 3,4%£3,5 282 14 12 25,1 5,0 13,6 4,3
7 35,2+4,6 3,4%£3,8 236 11 7 26,6 4,6 14,5 3,0
8 35,5+4,6 3,3£3,3 189 11 4 28,1 5,8 15,1 2,1
9 35,5+4,7 3,1+3,6 153 8 4 29,2 5,2 15,6 2,6
10 36,2+4,8 3,6x4,4 128 9 5 30,4 7,0 16,3 3,9
11 36,5+4,8 3,9+£3,8 95 6 6 31,3 6,3 17,1 6,3
12 36,9+4,5 4,616,9 75 2 1 31,5 2,7 17,3 1,3
13 37,0+4,8 4,0+4,1 53 1 1 31,7 1,9 17,4 1,9
14 37,2+5,1 4,1+4,1 42 2 0 31,9 4.8 17,4 0,0
15 37,0+5,2 3,3+3,3 30 2 2 32,2 6,6 17,7 6,7
16 38,5+4,5 2,7+2,3 18 0 0 32,2 0,0 17,7 0,0
17 38,1+4,4 5,3+5,5 16 2 0 32,5 12,5 17,7 0,0
18 40,1+£3,8 3,2+1,9 11 2 0 32,7 18,2 17,7 0,0
>19 | 44,2+4,3 2,7+2,8 52 0 0 32,7 0,0 17,7 0,0

49




Ergebnisse

45

30,0
43
25,0

41
20,0

39
15,0

10,0 37

Alter Patientin (Jahre)

5,0 35

kumulative SS.- und Geb. -Rate (%)

0,0 33
1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18>19

Behandlungszyklus (N)

—6=—SS-Rate —é&— Geb-Rate Alter

Abb. 4 Kumulative Schwangerschafts- und Geburtenrate pro Patientin bei Behandlungen durch
IUI-Behandlungen

Dargestellt ist die kumulative Schwangerschafts- (32,7%) und Geburtenrate (17,7%) sowie das
durchschnittliche Alter der Patientin im jeweiligen Behandlungszyklus (N=1-19) (Spearman-Korrelation:
0,995; p-Wert: <0,001).

3.1.2 Schwangerschaften und Geburten durch IVF-Behandlungen

Bei 51 Patientinnen erfolgte eine IVF-Behandlung, von denen 20 Patientinnen
schwanger wurden, davon wurden elf Geburten, sechs Schwangerschaften zum
Stichtag und drei Aborte verzeichnet (Tab. 6). Die kumulative Schwangerschaftsrate
pro Patientin (N=51) war im ersten Zyklus 35,3% und nach dem 2. Zyklus 39,2%
(Tab. 8, Abb. 5). Die maximale Anzahl an Zyklen war vier, wobei nach mehr als zwei
Zyklen keine Schwangerschaft mehr eintrat (Tab. 8, Abb. 5). Gemessen an der
Gesamtzahl der IVF-Behandlungen (N=70) ergab sich eine durchschnittliche
Schwangerschaftsrate von 28,6% (Abb. 7). Im Mittel wurde nach 1,1+0,3 Zyklen eine
Patientin schwanger (Abb. 7).

Insgesamt waren die Fallzahlen in den einzelnen Zyklusgruppen bei IVF-
Behandlungen deutlich kleiner als bei Inseminationen oder ICSI-Behandlungen. Eine
Zyklusgruppe wurde im Rahmen der statistischen Auswertung nur dann bertcksichtigt,

wenn diese aus mindestens drei Patientinnen bestand (Tab. 8).

Durch IVF-Behandlungen wurden ausschlie3lich im ersten Behandlungszyklus 11
Geburten erzielt (Tab. 8). Pro Behandlungszyklus besteht durchschnittlich eine
15,7%ige Wahrscheinlichkeit einer Geburt (Abb. 7). Die kumulative Geburtenrate
betrug fir alle Patientinnen 21,6% (N=51) (Tab. 8, Abb. 5).
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Zwischen dem Alter der Patientin und der Anzahl an erforderlichen Zyklen fiir einen
Behandlungserfolg fand sich ein signifikanter Zusammenhang (Korrelationskoeffizient
nach Spearman: 1,000; p-Wert: <0,001). (Tab. 8). In den einzelnen Zyklusgruppen
zeigten sich durchschnittlich &hnliche Auftauwerte und folglich keine signifikante
Korrelation zwischen der Anzahl der Behandlungszyklen und dem Auftauwert
(Korrelationskoeffizient nach Spearman: 0,500; P: 0,667) (Tab. 8).

Tab. 8 Schwangerschafts- bzw. Geburtenraten bei IVF- Behandlungen aufgefuhrt nach Anzahl
an Behandlungs-zyklen (N1-N5)

Dargestellt ist die kumulative Schwangerschafts- bzw. Geburtenrate pro Patientin (insgesamt wurden
51 Patientinnen mit Hilfe einer IVF behandelt) sowie die Schwangerschafts- bzw. Geburtenrate pro
Zyklus (1 Zyklus entspricht einer Behandlung). Ebenfalls angefiihrt sind das durchschnittliche Alter der
Patientinnen sowie die durchschnittliche Auftaumotilitdt der Samenproben fir den jeweiligen
Behandlungszyklus. Ein erster Zyklus erfolgte zum Zeitpunkt der Datenerhebung bei 53 (und nicht 51)
Patientinnen. Grund hierfr ist, dass bei einzelnen Patientinnen mehr als 1 Samenproben-Aliquot flr
den ersten Behandlungszyklus verwendet wurden (dies erfolgte fur 2 Behandlung bei 2 Patientinnen).
[S = Anzahl der Schwangerschaften (beinhaltet ,schwanger zum Stichtag®, Abort und Geburt), G =
Geburt]

— c Kumulat. Schwanger- Kumulat. Geburten-
= Auftau- | & Schwanger- schaftsrate/ Geburtenrate/ rate/
o wertPR | $2 S G schaftsrate/ Zyklus Patient Zyklus
X Mool | 2 (N (N) Patient (%) (%) (%)
N o (%)
1 | 359+4,5 | 4,7£23 53 18 11 35,3 34,0 21,6 21,0
2 | 37,3441 | 4,224 13 2 0 39.2 15,4 21,6 0
3 | 40,7+4,2 | 66+19 | 3 0 0 39,2 0 21,6 0
4 36,0+0 14+0 1 0 0 39,2 0 21,6 0
40,00 41,00

S ot °

— 39,00 40,00 =

5 5

& 38,00 39,002

2 =

g 37,00 38,00 5

& 36,00 37,00 £

> —

€ 35,00 36,00 £

2 <

34,00 35,00
1 2 3

Behandlungszyklus (N)

—6—SS-Rate —o— Alter

Abb. 5 Kumulative Schwangerschaftsrate pro Patientin bei IVF-Behandlungen

Dargestellt ist die kumulative Schwangerschaftsrate (39,2%) sowie das durchschnittliche Alter der
Patientin im jeweiligen Behandlungszyklus. Eine Zyklusgruppe wurde im Rahmen der statistischen
Auswertung nur dann bertcksichtigt, wenn diese aus mindestens drei Patientinnen bestand (N=1-3)
(Spearman-Korrelation: 1,000; p-Wert: < 0,001).
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3.1.3 Schwangerschaften und Geburten durch ICSI-
Behandlungen

Eine ICSI-Behandlung erfolgte an 106 Patientinnen. 57 Patientinnen wurden
schwanger, darunter zwei Patientinnen mit zwei Schwangerschaften (Tab. 6). Bei 49
Patientinnen bleib die Behandlung erfolglos (Tab. 6). Insgesamt ergaben sich bei den
57 Schwangerschaften 47 Geburten, sechs Schwangerschaften zum Stichtag und vier
Aborte (Tab. 6). Durchschnittlich waren 1,4+0,7 Behandlungen notwendig, damit eine

Patientin schwanger wurde (Abb. 7).

Die kumulative Schwangerschaftsrate war nach dem ersten Zyklus 39,6% und betrug
fur alle Patienten (N=106) 53,8% (Tab. 9, Abb. 6). Die Schwangerschaftsrate pro
Zyklus betrug beim ersten Zyklus 38,2% und beim vierten 11,1%. Die maximale
Zyklusanzahl bei ICSI-Behandlungen war acht. Nach dem 4. Zyklus konnte keine
Schwangerschaft mehr verzeichnet werden (Tab. 9, Abb. 6). Gemessen an der
Gesamtzahl der ICSI-Behandlungen (N=190) ergab sich eine durchschnittliche
Schwangerschaftsrate von 30,0% (Abb. 7).

Tab. 9 Schwangerschafts- bzw. Geburtenraten bei ICSI-Behandlungen aufgeflihrt nach Anzahl
an Behandlungszyklen (N1- N8)

Dargestellt ist die kumulative Schwangerschafts- bzw. Geburtenrate pro Patientin (insgesamt wurden
106 Patientinnen mit Hilfe einer ICSI behandelt) sowie die Schwangerschafts- bzw. Geburtenrate pro
Zyklus (1 Zyklus entspricht einer Behandlung). Ebenfalls angefiihrt sind das durchschnittliche Alter der
Patientinnen sowie die durchschnittliche Auftaumotilitit der Samenproben fir den jeweiligen
Behandlungszyklus. Ein erster Zyklus erfolgte zum Zeitpunkt der Datenerhebung bei 110 (und nicht
106) Patientinnen. Grund hierfir ist, dass bei einzelnen Patientinnen mehr als 1 Samenproben-Aliquot
fur den ersten Behandlungszyklus verwendet wurden (dies erfolgte fir 4 Behandlungen und 2
Patientinnen). [S = Anzahl der Schwangerschaften (beinhaltet ,schwanger zum Stichtag“, Abort und
Geburt), G = Geburt]

— Kumulat. Schwanger- Kumulat. | Geburten-
£ Auftau- G Schwanger- = schaftsrate/ Geburten- rate/
S Alter wert = = S G schaftsrate/ Zyklus rate/ Zyklus
X (Jahre) PR % SN N Patient (%) Patient (%)
N Mio/DI o (%) (%)

1 36,1+4,3 3,9+2,8 110 42 35 39,6 38,2 33,0 31,8
2 37,8+4,6 3,2+2,0 45 10 7 49,1 22,2 39,6 15,6
3 39,3+4,6 | 3,0+1,0 19 4 4 52,8 21,1 43,4 21,1
4 41,643,2 3,9+1,9 9 1 1 53,8 11,1 44,3 11,1
5 43,7435 | 3,611,2 3 0 0 53,8 0,0 44,3 0

6 44,0%5,7 3,7£1,0 2 0 0 53,8 0,0 44,3 0

7 40,0+0 4,440 1 0 0 53,8 0,0 44,3 0

8 40,0+0 4,440 1 0 0 53,8 0,0 44,3 0
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Durch ICSI-Behandlungen wurden 47 Geburten erzielt, wobei durchschnittlich 1,4+0,7
Behandlungszyklen erforderlich waren (Tab. 6, Abb. 7). Von den 47 Geburten, hatte
eine Patientin zwei Geburten. Nach vier Zyklen konnten keine Geburt mehr festgestellt
werden. Die Geburtenrate pro Zyklus betrug beim ersten Zyklus 31,8%, beim zweiten
Zyklus 15,6%, beim dritten Zyklus 21,1% und beim vierten Zyklus 11,1% (Tab. 9). Pro
Behandlungszyklus besteht durchschnittlich eine 24,7%ige Wahrscheinlichkeit einer
Geburt (Abb. 7). Die kumulative Geburtenrate betrug fur alle Patientinnen (N=106)
44,3% (Tab. 9, Abb. 7).

Eine Zyklusgruppe wurde im Rahmen der statistischen Auswertung nur dann
bertcksichtigt, wenn diese aus mindestens drei Patientinnen bestand (Tab. 9). In den
berticksichtigen Gruppen zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem
Alter der Patientinnen und der erforderlichen Anzahl an Zyklen (Korrelationskoeffizient
nach Spearman: 1,000; p-Wert: <0,001) (Tab. 9; Abb. 6). In den einzelnen
Zyklusgruppen (N=5) zeigten sich durchschnittlich &hnliche Auftauwerte und folglich
keine signifikante Korrelation zwischen der Anzahl der Behandlungszyklen und dem
Auftauwert (Korrelationskoeffizient nach Spearman: -0,051; p-Wert: 0,935) (Tab. 9).
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Abb. 6 Kumulative Schwangerschafts- und Geburtenrate pro Patientin bei Behandlungen durch
ICSI

Dargestellt ist die kumulative Schwangerschafts- (53,8%) und Geburtenrate (44,3%) sowie das
durchschnittliche Alter der Patientin im jeweiligen Behandlungszyklus. Eine Zyklusgruppe wurde im
Rahmen der statistischen Auswertung nur dann berlcksichtigt, wenn diese aus mindestens drei
Patientinnen bestand (N=1-5) (Spearman-Korrelation: 1,000; p-Wert: <0,001).

Eine Ubersicht der Behandlungsergebnisse von Inseminationen, IVF- oder ICSI-
Behandlungen sind in Abb. 7 zusammengefasst und gegenubergestellt. Bei

Inseminationen fanden sich im Vergleich zur IVF oder ICSI niedrigere
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Schwangerschafts- bzw. Geburtenraten und mehr erforderliche Behandlungszyklen
bis zum Eintritt einer Schwangerschaft (Abb. 7). Bei allen drei Behandlungs-
moglichkeiten war ein deutlicher Zusammenhang zwischen der Anzahl an Zyklen und
dem Alter der Patientin zu sehen. Der Einfluss des Behandlungsergebnisses auf das
Alter wird im Abschnitt 3.3.3. ndher betrachtet.

893 Patientinnen (4039 Behandlungen)

(Behandlungen erfolgten im Zeitraum vom 01.01.20 is 27.10.2016)

“L _—_

Abb. 7 Behandlungsergebnisse mit heterologen Samenproben im Zeitraum von 01.01.2013 bis
27.10.2016

Insgesamt wurden 893 Patientinnen behandelt. Davon erhielten 736 Patientinnen eine Insemination,
wobei 241 erfolgreich und 495 nicht erfolgreich waren. Unter erfolgreich werden alle Behandlungen mit
dem Ausgang Geburt, ,schwangerschaft zum Stichtag® und Abort zusammengefasst. Wurde eine
Patientin haufiger als einmal schwanger, so wurde sie mehrfach bericksichtigt. Die
Schwangerschaftsrate gemessen an der Anzahl der Patientinnen (N=736) ergab 32,7%, gemessen an
der Anzahl an Behandlungen (N=3779) 6,4%. Durchschnittlich waren 4 Versuche notwendig, damit eine
Behandlung erfolgreich war. Die Geburtenrate betrug pro Patientin 17,7%, pro Behandlung 3,4%.
Wurde bei einer Patientin anschlieRend eine IVF oder ICSI durchgefihrt, wurde die Patientin fur die
jeweilige Behandlungsart als eigene Patientin gezahilt.

IVF-Behandlungen erfolgten an 51 Patientinnen, mit 20 erfolgreichen und 31 erfolglosen Behandlungen.
Hier ergab sich eine Schwangerschaftsrate gemessen an der Patientinnen-Anzahl (N=51) von 39,2%
und gemessen an der Behandlungszahl (N=70) von 28,6%. Eine IVF als Erstbehandlung bekamen 7
Patientinnen. 13 Patientinnen wurden zuvor durch Insemination behandelt. Im Durchschnitt war nach
einem Behandlungszyklus eine IVF erfolgreich. Die Geburtenrate pro Patientin betrug 21,6%, pro
Behandlung 15,7%.

106 Patientinnen wurden mit einer ICSI behandelt, davon 57 erfolgreich und 47 erfolglos. Ausschlief3lich
mit einer ICSI wurden 22 Patientinnen behandelt, bei 35 Patientinnen erfolgte die ICSI als
Folgebehandlung. Gemessen an der Anzahl der Patientinnen (N=106) ergab sich eine
Schwangerschaftsrate von 53,8%, gemessen an der Anzahl an Behandlungen (N=190) 30,0%. Im
Durchschnitt war nur ein Behandlungszyklus fur eine erfolgreiche Behandlung erforderlich. Fur ICSI-
Behandlungen fand sich eine Geburtenrate von 44,3% pro Patientin. Pro Behandlung betrug die
Geburtenrate 24,7%.
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3.2 Betrachtung des Spenderkollektivs

3.2.1 Ergebnis der Spermiogramm-Analyse

Um das Samenspenderkollektiv in seiner Zusammensetzung besser einzuschéatzen,
wurden stichprobenartig von 19 Samenspendern die Spermiogramme analysiert. Bei
jeder Probenabgabe wurde ein Standard-Spermiogramm erstellt, wobei eine
Karenzzeit von drei bis funf Tagen vor der Samenspende eingehalten werden musste.
Die Samenspender gaben innerhalb eines Spenderzyklus im Schnitt ca. 10
Samenproben ab, woraus 224 Spermiogramme resultierten (Tab. 10, Anhang
Tab. 24). Fur eine Samenspende galten in Bezug auf die Spermiogramm-Analyse die
Referenzwerte des Arbeitskreises fur Donogene Insemination (Hammel et al., 2006)
und der WHO (Nieschlag et al., 2010).

Im Rahmen des Infektionsscreenings mussten die Richtinlinen der TPG-GewV erfullt
sein. Dariber hinaus wurde als genetisches Screening bei allen Samenspendern eine
Chromosomenanalyse aus peripheren Lymphozyten erstellt, um numerische und
strukturelle  Aberrationen, wie Translokationen auszuschlie@en (Tab. 10).
Translokationen gehen mit einem deutlich erhéhten Abortrisiko bei Empfangerinnen
einher (Wegener & Bloechle, 2009). Aulzerdem wurde durch Analyse des CFTR-Gens
eine Anlagetragerschaft fir eine Cystische Fibrose weitgehend ausgeschlossen
(Tab. 10). Bei jedem Samenspender wurde die ABO-Blutgruppe und der Rhesusfaktor
bestimmt (Tab. 10).

Alle analysierten Samenproben hatten ein Mindestvolumen von 1,5 ml sowie einen pH-
Wert im basischen Bereich (Tab. 10) (Nieschlag et al., 2010). Die Farbe des Ejakulats
war grau-opal bis leicht gelblich. Alle Ejakulatproben, die zur Samenspende
freigegeben wurden, hatten eine maximale Koagulationszeit von 60 min (Tab. 10). Die
Samenproben enthielten aul3erdem keine Agglutinine (=motile Spermien, die entweder
Kopf an Kopf oder Schwanz an Schwanz oder gemischt aneinanderhaften), eine
Maximalzahl von 5% Rundzellen und eine Mindestanzahl von > 4% normal geformte
Spermien (Tab. 10) (Nieschlag et al., 2010). Nur Samenproben, die mindestens 50%
progressiv bewegliche Spermien pro Inseminationsdosis enthielten, wurden fir
Behandlungen verwendet. Probe deren progressive Beweglichkeit kleiner war, wurden

verworfen (Tab. 10).
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Tab. 10 Ergebnisse der Spermiogramm-Analyse (Spenderkollektiv aus 19 Samenspendern bzw.
224 Spermiogramme)

Berucksichtigt wurden das Ejakulatvolumen, der pH-Wert, die Spermienkonzentration, die
Spermiengesamtzahl, die progressive Motilitat der Kategorie (PR), Agglutinationen, die
Spermienmorphologie, die Anzahl an Rundzellen sowie der Auftauwert (progressiv (PR) motile
Spermien nach dem Auftauen). Im Rahmen des Infektionsscreenings wurden eine HIV-, eine Hepatitis
B- und C- sowie eine Lues-Infektion serologisch ausgeschlossen. Der Cytomegalievirus (CMV)-Status
wurde serologisch bestimmt. Mikrobiologisch erfolgte ein Ausschluss einer Chlamydien- und
Gonokokken-Infektion. AuRerdem wurden das ABO-Merkmal und der Rhesusfaktor bestimmt. Als
genetisches Screening erfolgten die Erstellung eines Karyogramms sowie der Ausschluss einer
pathogenen CFTR- Variante.

Spermiogramm-Parameter @ Ergebnisse: Samenproben der Cryobank
Ejakulatvolumen (ml) >1,5

pH-Wert 7,8-8,9

Spermienkonzentration (Mio/ml) 183472

Spermiengesamtzahl (Mio/Ejakulat) 401+135

progressive Motilitat der Kategorie (PR) (%) 62+10

Agglutination keine
Morphologie (%) >4
Rundzellen (%) <5
Koagulationszeit (min) <60
Auftauwert (PR) (%) > 1246
Blutwerte Ergebnis
Anti-HIV-1/-2-Antikdrper negativ
Hepatitis B: HBs-Antigen, Anti-HBc negativ
Hepatitis C: Anti-HCV-Antikorper negativ

Lues: AK gegen Treponema pallidum (TPPA) | negativ

CMV-Status (IgM, 1gG) Status
Blutgruppe, Rhesusfaktor bestimmt
Mikrobiologie Ergebnis
Gonokokken negativ
Chlamydien-PCR negativ
Genetik Ergebnis
Karyogramm Normalbefund
CFTR Wildtyp
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Nach Bewertung der 224 Spermiogrammen betrug die durchschnittliche
Spermienkonzentration einer nativen Probe 183172 Mio/ml (Abb. 8, Tab. 10, Anhang
Tab. 24) und lag deutlich Gber der geforderten Minimalkonzentration des Arbeitskreis

fur donogene Insemination von 60 Mio/ml (Hammel et al., 2006).

Konzentration [Mio/ml]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Spender[N]

Abb. 8 Mittelwerte der nativen Spermienkonzentration von 19 Samenspendern (224
Einzelspenden)

Ein Samenspender (N=1-19) hatte im Rahmen seines Spenderzyklus mindestens 10 max. 15
Einzelspenden. Von jedem einzelnen Samenspender ist der Mittelwert und die Standardabweichung
der nativen Spermien-Konzentration [Mio/ml] dargestellt.

Die progressive Beweglichkeit der Spermien (Kategorie PR) betrug gemittelt Gber alle
Einzelspenden (N=224) 62+10% (Abb. 9, Anhang Tab. 24) und lag somit ebenfalls

uber dem geforderten Wert des Arbeitskreises fur donogene Insemination von 50%
(Hammel et al., 2006).

= Motilitat PR [%] nativ

| Auftaumotilitat PR [%]

Motilitat (PR) [%]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Spender [N]

Abb. 9 Mittelwerte der Motilitdt PR (%) und der Auftaumotilitdt PR (%) von 19 Samenspendern
(224 Einzelspenden)

Ein Samenspender (N=1-19) hatte im Rahmen seines Spenderzyklus mindestens 10 max. 15
Einzelspenden. Von jedem einzelnen Samenspender ist der Mittelwert und die Standardabweichung
der progressiv beweglichen Spermien einer nativen Probe (Motilitdt PR [%)] grau) sowie der Mittelwert
und die Standardabweichung der progressiv beweglichen Spermien nach dem Auftauen einer
eingefrorenen Samenprobe (Auftaumotilitdét PR [%] blau) dargestellt. Korrelation Motilitat PR nativ (%)
und Auftaumotilitdt PR (%) (Spearman-Korrelation: 0,626; p-Wert: 0,004).
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Die durchschnittliche progressive Motilitat PR nach dem Auftauen (=Auftaumotilitat)
betrug im Schnitt 12+6 % (Abb. 9, Anhang Tab. 24). Grol3ere Schwankungen der
einzelnen Werte um den Mittelwert kamen tendenziell eher bei hoheren

Auftaumotilitaten vor.

Es zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen einer hdheren nativen
Spermienmotilitdt der Kategorie PR mit einer hoheren Auftaumotilitat PR
(Korrelationskoeffizient nach Spearman: 0,626; p-Wert: 0,004) (Abb. 9).

Die Verlustrate durch Cryokonservierung ergab sich durch den Vergleich der Spermien
der Kategorie PR einer nativen Samenprobe (62+10%) mit jenen einer aufgetauten
Probe (12+6%) (Abb. 9, Anhang Tab. 24). Die mittlere Verlustrate an motilen Spermien
der Kategorie PR aller Einzelspenden (N=224) lag bei 80%. Somit blieb eine
durchschnittliche Restmotilitat von 20% nach dem Auftauen einer Samenprobe
erhalten.

Die einzelnen Auftaumotilititen eines Spenders zeigten innerhalb eines
Spenderzyklus eine Streuung der Einzelwerte (Abb. 9, Anhang Tab. 24). Bei einigen
Proben wurde ein geringer Verlust von 50% oder weniger ausgepragt beobachtet. Bei
anderen Proben wiederum waren nach dem Auftauen so gut wie keine motilen

Spermien mehr vorhanden.

3.2.2 Behandlungsergebnisse der einzelnen Samenspender

Im Zeitraum 01.01.2013 bis 27.10.2016 wurden 88 Samenspender fir Kinderwunsch-
behandlungen eingesetzt. In Tab. 25 (Anhang) sind fur jeden einzelnen
Samenspender alle Behandlungsergebnisse, Schwangerschafts- und Geburtenrate,
der durchschnittliche Auftauwert und das durchschnittliche Alter der behandelten

Patientinnen aufgelistet.

Ein Samenspender wurde innerhalb dieses Zeitraumes durchschnittlich 49-mal fur
Inseminationen eingesetzt. Bei Inseminationen hatten die Samenspender (N=88) im
Durchschnitt einen Auftauwert von 4,0x1,9 PR (Mio/DI). Das gemittelte
Behandlungsalter der Frauen lag bei 34,9+4,1 Jahre (Tab. 25). Samenspender wurden
fur IVF-Behandlungen im Schnitt zweimal eingesetzt. Der mittlere Auftauwert der
Samenproben fir IVF-Behandlungen betrug 5,0+1,0 PR (Mio/Dl), das
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durchschnittliche Behandlungsalter der Frauen war 34,9+4,1 Jahre (Tab. 25). Fur ICSI-
Behandlungen wurden Samenspender durchschnittlich dreimal eingesetzt. Der
durchschnittliche Auftauwert bei ICSI Behandlungen betrug 4,0+1,0 PR (Mio/DI) und
das Behandlungsalter der Frauen lag bei 35,0+4,0 Jahre (Tab. 25).

Die Blutgruppenverteilung der Samenspender ist in Abb. 10 dargestellt und entspricht

im Wesentlichen der Blutgruppenverteilung in der Allgemeinbevélkerung.

5% 0 neg

2%

=0 pos

2% 7% 10%

A neg
= A pos
B AB neg
mAB pos

mB neg

6%

B pos

Abb. 10 Blutgruppen und Rhesusfaktor
Verteilung des ABO-Merkmals und des Rhesusfaktors der 88 Samenspender

3.2.3 Schwangerschaftsraten in den einzelnen Altersgruppen von
Samenspendern

Fur Kinderwunschbehandlungen (Insemination, IVF oder ICSI) wurden Proben von
Samenspendern im Alter von 21 bis 48 Jahren verwendet. Um zu uberprufen, ob das
Alter der Samenspender einen mdglichen Einfluss auf den Erfolg einer Behandlung
hat, wurde das Alter der Samenspender mit der Schwangerschaftsrate korreliert. Fur
die statistische Auswertung erfolgte eine Einteilung der Spender in entsprechende
Altersgruppen (Tab. 11). Eine Altersgruppe wurde im Rahmen der statistischen
Auswertung nur dann berucksichtigt, wenn diese aus mindestens drei Samenspendern

bestand.

Unabh&ngig von der Behandlungsart fand sich in den bertcksichtigten Gruppen keine
signifikante  Korrelation zwischen dem Alter der Spender und der
Schwangerschaftsrate (Korrelationskoeffizient nach Spearman: -0,179; p-Wert: 0,702)
(Abb. 11). Um zu Uberprufen, ob altere Samenspender geringere Konzentrationen an

beweglichen Spermien der Kategorie PR haben, wurde der Auftauwert mit dem Alter
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der Spender korreliert. Dabei ergab sich keine signifikante Korrelation
(Korrelationskoeffizient nach Spearman: -0,321; p-Wert: 0,482) (Abb. 11).

Tab. 11 Schwangerschaftsraten und Auftauwerte der Samenspender: Einteilung nach Alter und
Behandlungsart

Dargestellt wurden die Samenspender eingeteilt in Altersgruppen sowie die Anzahl der eingesetzten
Spender, die Schwangerschaftsrate und die Auftauwerte bei allen Behandlungsarten gemeinsam
(Insemination (1UI), IVF und ICSI) und bei Inseminationen (1Ul), IVF und ICSI getrennt betrachtet.

UL, IVF, ICSI

Anzahl Spender
uftauwerte
Anzahl Spender
uftauwerte
Anzahl Spender
uftauwerte
Anzahl Spender
uftauwerte

[
o
o
>
S
o
(7]
S
[}
=
<

21-23 5 94 6,9 5 78 7,2 3 20,0 45 3 40,0 2<,9
24-26 | 25 63 32| 25 50 32| 12 30,0 39| 22 25,0 3,4
2729 | 24 92 47| 24 83 46 8 27,3 6,1 | 10 22,9 5
30-32 | 11 94 29| 11 7,2 29 1 250 2.8 8 45,5 2,8
33-35 4 9,8 1,6 4 76 15 2 50,0 25 3 28,6 3,5
36-38 9 89 33 9 49 3,2 4 50,0 5,1 7 43,8 39
39-41 5 75 4.1 5 6,2 4,0 1 0 6,8 4 20,0 43
42-44 2 78 3.1 2 53 3.1 0 - - 1 100,0 34
45-47 1 0,0 - 1 0 - 0 - - 0 - -
48 2 0,0 14 2 0O 14 1 0 0,8 0 - -
g 10 3 . N A N 8 %
£ . A o3
2 6 =
E" 2 ° 2 %
g o o E
S 2123 2426 2729  30-32 3335 3638  39-41 £
<

Alter Samenspender [Jahre]
A SS.-Rate @ Auftauwerte

Abb. 11 Alter der Samenspender im Vergleich zur Schwangerschaftsrate und Auftaumotilitat
unabhangig von der Behandlungsart (Inseminationen, IVF- oder ICSI-Behandlungen)
Aufgetragen ist das Alter der Samenspender, gegen die durchschnittliche Schwangerschaftsraten bzw.
gegen die durchschnittlichen Auftauwerte. Eine Altersgruppe wurde im Rahmen der statistischen
Auswertung nur dann berlcksichtigt, wenn diese aus mindestens drei Samenspendern bestand
(entsprechend  Altersgruppen von 21-41 Jahre). Korrelation Alter der Spender und
Schwangerschaftsrate (Spearman-Korrelation: -0,179; p-Wert: 0,702). Korrelation Auftauwert und Alter
der Spender (Spearman-Korrelation: -0,321; p-Wert: 0,482).
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Im Folgenden werden die Schwangerschaftsraten und Auftauwerte in Bezug zum Alter

der Samenspender fir die einzelnen Behandlungsarten getrennt betrachtet.

3.2.3.1 Schwangerschaftsraten nach Insemination

In Abb. 12 wurden die Schwangerschaftsraten bzw. die Auftaumotilitat im Vergleich
zum Alter der Samenspender bei Behandlungen durch Insemination dargestellt. Das
Alter der eingesetzten Samenspender war zwischen 21 und 48 Jahren, wobei 50% der
Samenspender zwischen 26 und 30 Jahren waren (Tab. 11). Eine Auflistung der
Anzahl der einzelnen Samenspender im jeweiligen Alter sind der Tab. 25 im Anhang
zu entnehmen. Ab einem Alter von 45 Jahren konnten keine Schwangerschaften mehr
beobachtet werden (Tab. 11). Eine Korrelation zwischen dem Alter der Samenspender
und der HOhe der Schwangerschaftsraten fand sich nicht (Korrelationskoeffizient nach
Spearman: -0,464; p-Wert: 0,294) (Abb. 12). Es zeigte sich ebenfalls kein signifikanter
Zusammenhang des Alters der Samenspender mit den zugehoérigen Auftauwerten
(Korrelationskoeffizient nach Spearman: -0,396; p-Wert: 0,379) (Abb. 12).
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Abb. 12 Alter der Samenspender im Vergleich zur Schwangerschaftsrate und Auftaumotilitéat bei
Inseminationen

Aufgetragen ist das Alter der Samenspender, gegen die durchschnittliche Schwangerschaftsraten bzw.
gegen die durchschnittlichen Auftauwerte. Eine Altersgruppe wurde im Rahmen der statistischen
Auswertung nur dann berlcksichtigt, wenn diese aus mindestens drei Samenspendern bestand
(entsprechende  Altersgruppen von 21-41 Jahre). Korrelation Alter der Spender und
Schwangerschaftsrate (Spearman-Korrelation: -0,464; p-Wert: 0,294). Korrelation Auftauwert und Alter
der Spender (Spearman-Korrelation: -0,396; p-Wert: 0,379).
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3.2.3.2 Schwangerschaftsraten nach IVF-Behandlungen

Fur Behandlungen durch IVF ist das Alter der Samenspender (21-48 Jahre) gegen die
entsprechenden Schwangerschaftsraten bzw. den Auftauwert in Abb. 13 dargestellt.
Ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Alter zeigte sich auch hier weder bei
den Schwangerschaftsraten (Korrelationskoeffizient nach Spearman: 0,800; p-Wert:
0,200) noch bei den entsprechenden Auftaumotilitaten (Korrelationskoeffizient nach
Spearman: 0,800; p-Wert: 0,200).
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Abb. 13 Alter der Samenspender im Vergleich zur Schwangerschaftsrate und Auftaumotilitat bei
IVF-Behandlungen

Aufgetragen ist das Alter der Samenspender, gegen die durchschnittliche Schwangerschaftsraten bzw.
gegen die durchschnittlichen Auftauwerte. Eine Altersgruppe wurde im Rahmen der statistischen
Auswertung nur dann berlcksichtigt, wenn diese aus mindestens drei Samenspendern bestand
(entsprechende Altersgruppen von 21-38 Jahre). Korrelation Alter der Spender und
Schwangerschaftsrate (Spearman-Korrelation: 0,800; p-Wert: 0,200). Korrelation Auftauwert und Alter
der Spender (Spearman-Korrelation: 0,800; p-Wert: 0,200).

3.2.3.3 Schwangerschaftsraten nach ICSI-Behandlungen

In Abb. 14 sind die Schwangerschaftsraten nach ICSI-Behandlungen von
Samenspender im Alter von 21 bis 44 Jahren dargestellt. Wie zuvor bei Inseminationen
und IVF-Behandlungen, zeigte das Alter der Samenspender weder einen signifikanten
Zusammenhang zu den Schwangerschaftsraten (Korrelationskoeffizient nach
Spearman: -0,143; p-Wert: 0,760), noch zu den entsprechenden Auftaumotilitaten
(Korrelationskoeffizient nach Spearman: 0,464; p-Wert: 0,294).
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Abb. 14 Alter der Samenspender im Vergleich zur Schwangerschaftsrate und Auftaumotilitat bei
ICSI-Behandlungen

Aufgetragen ist das Alter der Samenspender, gegen die durchschnittliche Schwangerschaftsraten bzw.
gegen die durchschnittlichen Auftauwerte. Eine Altersgruppe wurde im Rahmen der statistischen
Auswertung nur dann berlcksichtigt, wenn diese aus mindestens drei Samenspendern bestand
(entsprechende Altersgruppen von 21-41 Jahre). Korrelation Alter der Spender und
Schwangerschaftsrate (Spearman-Korrelation: -0,143; p-Wert: 0,760). Korrelation Auftauwert und Alter
der Spender (Spearman-Korrelation: 0,464; p-Wert: 0,294).

Insgesamt zeigte bei Inseminationen, IVF- oder ICSI-Behandlungen das Alter der
Samenspender beim  ausgewdhlten  Spenderkollektiv ~weder mit den
Schwangerschaftsraten noch mit den entsprechenden Auftauwerten eine signifikante

Korrelation. Spender, die alter als 45 Jahre waren, wurden nur selten eingesetzt.

94,3% der Samenspender waren unter 41 Jahre und 5,7% alter. Da bei Mannern tber
40 Jahren ein erhdhtes genetisches und epigenetisches Risiko fur Nachkommen
besteht (Yatsenko & Turek, 2018), wurde eine Altersgrenze von ca. 40 Jahren fur
Samenspender als sinnvoll angesehen (Hammel et al., 2006). Aul3erdem ist die
Spendebereitschaft bei Mannern, unter 40 Jahre am grofl3ten. Jedoch wurden unter
besonderen Ausnahmesituationen Samenspender, die alter als 40 Jahre waren

zugelassen.
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3.2.4 Stichprobenauftauwerte cryokonservierter Ejakulatproben

Aus einer Ejakulatprobe mit einem durchschnittlichen Volumen von ca. 1,5 ml konnten
in etwa 10 Probenaliquots gewonnen werden. Die einzelnen Aliquots wurden in so

genannten Straws (Strohhalme) abgefullt und anschliel3end cryokonserviert (2.3.4).

Zur Ermittlung der Anzahl der beweglichen Spermien in einer heterologen
Samenprobe, wurde ein Aliquot einer cryokonservierten Samenprobe aufgetaut und
deren Auftauwert bestimmt (2.3.5). Um zu Uberprifen, ob der Auftauwert eines
Probenaliquots reprasentativ fir den Auftauwert einer gesamten Ejakulatprobe war,
wurden von drei Samenspendern 10 Probenaliquots einer Samenprobe aufgetaut und
der Auftauwert ermittelt (Tab. 12).

Tab. 12 Bestimmung der Auftauwerte von Samenspender

Von drei Samenspendern wurden zehn Probenaliquots aufgetaut und analysiert. Daraus wurde jeweils
der Mittelwert und die Standardabweichung der Spermienkonzentration (Mio/ml) sowie der Mittelwert
und die Standardabweichung der progressiv motilen Spermien (Motilitdt PR) bestimmt.

Samenspender 1 Samenspender 2 Samenspender 3
Aliquot= Konzentration | Motilitat Konzentration Motilitat Konzentration | Motilitat
nummer Mio/ml PR/mlI Mio/ml PR/mlI Mio/ml PR/mI
Aliquot 1 130 16 73 7 82 5
Aliquot 2 115 17 70 7 76 5
Aliquot 3 132 22 72 7 76 6
Aliquot 4 132 16 80 7 77 6
Aliguot 5 110 16 75 6 80 6
Aliquot 6 120 21 72 7 75 5
Aliquot 7 110 15 75 9 82 7
Aliquot 8 130 11 76 8 77 6
Aliguot 9 106 11 83 8 76 6
Aliguot 10 120 10 76 7 80 6
Mittelwert 120,5+10,0 15,5+4,0 75%3,9 7,3+0,8 78,1+2,6 5,8+0,6

Aufgrund der geringen Schwankungen der einzelnen Werte der Probenaliquots einer
Ejakulatprobe (Tab. 12) wurde nachfolgend nur noch ein Probenaliquot pro Ejakulat
ausgezahlt, dessen Wert reprasentativ fir den Auftauwert der gesamten Ejakulatprobe

stand.
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3.3 Behandlung von Kinderwunschpatientinnen mit
heterologen Samenproben

3.3.1 Einfluss der Auftaumotilitat auf die Schwangerschaftsrate

Um den Einfluss der Anzahl an progressiv motilen Spermien nach dem Auftauen einer
Samenprobe auf das Eintreten einer Schwangerschaft zu Uberprifen, wurde von
samtlichen Samenproben im Zeitraum 01.01.2013 bis 27.10.2016 die Auftaumotilitat
(2.3.5) bestimmt. Anschliel3end erfolgte eine Gegentberstellung der Auftaumotilitaten
von Behandlungen mit einem Schwangerschaftsausgang im Vergleich zu erfolglosen
Behandlungen jeweils fur IUI, IVF und ICSI.

Insgesamt traten im angegebenen Zeitraum 318 Schwangerschaften ein, davon 241
durch IUl-, 20 durch IVF- und 57 durch ICSI-Behandlungen (Tab. 6).

3.3.1.1 Einfluss der Auftaumotilitat auf die Schwangerschaftsrate bei
Inseminationen

Fur IUI-Behandlungen lag von den 3779 Behandlungen (schwanger, erfolglos) bei
3679 der Auftauwert vor, da dieser in der Vergangenheit nicht immer mitbestimmt

wurden.

Der Vergleich der Auftaumotilitditen bei Behandlungen mit dem Ausgang schwanger
zeigte einen signifikant hoheren Auftauwert als bei erfolglosen Behandlungen (Mann-
Whitney-U-Test: p-Wert: <0,001) (Abb. 15). Der Median fir Behandlungen mit dem
Ausgang schwanger lag bei 3,3 Millionen pro Inseminationsdosis (Mio/DI), bei
erfolglosen Behandlungen hingegen bei 2,4 Mio/DI (Abb. 15).
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Abb. 15 Vergleich der durchschnittlichen Auftaumotilitdt von Samenproben beim
Behandlungsausgang schwanger und erfolglos bei Behandlungen durch Insemination
Schwanger beinhaltet Geburten, ,schwanger zum Stichtag“ sowie Aborte. Dargestellt sind jeweils der
Boxplot fur die durchschnittlichen Auftaumotilitaten (PR) der Samenproben fir die Jahre 2013 bis 2016
mit dem Behandlungsausgang schwanger (blau) und erfolglos (grau). Fur die 241 Behandlungen mit
Ausgang schwanger lag fur 224 die Auftaumotilitat vor. Bei den 3538 erfolglosen Behandlungen wurde
fir 3455 der Auftauwert bestimmt. Der Median fir schwanger oder erfolglos ist in der Box durch eine
horizontale Linie gekennzeichnet (Median schwanger: 3,3; Median erfolglos: 2,4). Mann-Whitney-U-
Test: p-Wert: <0,001.

3.3.1.2 Einfluss der Auftaumotilitat auf die Schwangerschaftsrate bei
IVF-Behandlungen

Von den 70 IVF-Behandlungen wurde bei 68 die Auftaumotilitdit bestimmt. IVF-
Behandlungen zeigten sowohl fir Behandlungen mit dem Ausgang schwanger als
auch fur erfolglose Behandlungen einen Median von 4,2 Millionen pro
Behandlungsdosis (Mio/DI) (Abb. 16). Zwischen der Hohe des Auftauwerts und dem
Behandlungsergebnis ergab sich entsprechend kein signifikanter Unterschied (Mann-
Whitney-U-Test: p-Wert: 0,359).
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Abb. 16 Vergleich der durchschnittlichen Auftaumotilitdt von Samenproben beim
Behandlungsausgang schwanger und erfolglos bei IVF-Behandlungen

Schwanger beinhaltet Geburten, ,schwanger zum Stichtag” sowie Aborte. Dargestellt sind jeweils ein
Boxplot fur die durchschnittlichen Auftaumatilititen (PR) der Samenproben fur die Jahre 2013 bis 2016
mit dem Behandlungsausgang schwanger (blau) und erfolglos (grau). Fur die 70 Behandlungen wurde
fur 68 die Auftaumotilitat bestimmt (davon 19 schwanger und 49 erfolglos). Der Median fir schwanger
oder erfolglos ist in der Box durch eine horizontale Linie gekennzeichnet. (Median schwanger: 4,2;
Median erfolglos: 4,2). Mann-Whitney-U-Test: p-Wert: 0,359.

3.3.1.3 Einfluss der Auftaumotilitat auf die Schwangerschaftsrate bei
ICSI-Behandlungen

Von den 190 ICSI-Behandlungen wurde bei 172 die Auftaumotilitat bestimmt. Bei ICSI-
Behandlungen war die durchschnittliche Auftaumotilitat bei erfolglosem Ausgang mit
3,2 Millionen progressiv beweglichen Spermien pro Behandlungsdosis sogar
geringfugig hoher, als bei Behandlungen die in einer Schwangerschaft resultierten (2,9
Mio/DIl) (Abb. 17). Ein signifikanter Unterschied zwischen dem Auftauwert und dem
Behandlungsausgang zeigte sich wie bei ICSI-Behandlungen nicht (Mann-Whitney-U-
Test: p-Wert: 0,208).
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Abb. 17 Vergleich der durchschnittlichen Auftaumotilitdt von Samenproben beim
Behandlungsausgang schwanger und erfolglos bei ICSI-Behandlungen
Schwanger beinhaltet Geburten, ,schwanger zum Stichtag“ sowie Aborte. Dargestellt sind jeweils ein
Boxplot fur die durchschnittlichen Auftaumotilitaten (PR) der Samenproben fir die Jahre 2013 bis 2016
mit dem Behandlungsausgang schwanger (blau) und erfolglos (grau). Fur die 190 Behandlungen wurde
fur 172 die Auftaumotilitéat bestimmt (davon 51 schwanger und 121 erfolglos). Der Median fur schwanger

oder erfolglos ist in der Box durch eine horizontale Linie gekennzeichnet. (Median schwanger: 2,9;
Median erfolglos: 3,2). Mann-Whitney-U-Test: p-Wert: 0,208.

Zusammenfassend zeigte sich, dass bei Kinderwunschbehandlungen durch
Inseminationen die Auftaumotilitdt bzw. die Anzahl an progressiv motilen Spermien pro
Inseminationsdosis (Behandlungsdosis) im Vergleich zu einer IVF- oder ICSI-
Behandlung einen signifikanten Einfluss auf die Schwangerschaftsrate hatte. Dieses
Resultat legte nahe, dass bei Behandlungen durch IVF- oder ICSI die Anzahl der

beweglichen Spermien eine untergeordnete Rolle im Vergleich zu Inseminationen

spielte.
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3.3.2 Bestimmung der Einzelraten der Auftaumotilitaten

Um festzustellen, welche Anzahl an progressiv motilen Spermien bei einer
Kinderwunschbehandlung durch Insemination, IVF oder ICSI mit der grof3ten
Wabhrscheinlichkeit eines  Schwangerschaftseintritts  korreliert, wurden alle
Samenproben anhand ihrer Auftaumotilitat in Motilitatsgruppen unterteilt (Insemination
(Tab. 13), IVF (Tab. 14), ICSI (Tab. 15)).

Anschlieend wurde die Schwangerschafts- bzw. Geburtenrate der einzelnen
Motilitatsgruppe fiur die jeweilige Behandlungsart (IUl, IVF oder ICSI) ermittelt (Tab.
13, Tab. 14, Tab. 15).

3.3.2.1 Bestimmung der Einzelraten der Auftaumotilitaten bei
Inseminationen

Bei Behandlungen durch Inseminationen konnte sowohl fir die Schwangerschaftsrate
(Korrelationskoeffizient nach Spearman: 0,929; p-Wert: 0,003) (Abb. 18) als auch fur
die Geburtenrate (Korrelationskoeffizient nach Spearman: 0,757; p-Wert: 0,049)
(Abb. 19) eine signifikante Korrelation zwischen einem hdéheren Auftauwert und einer
hoéheren Schwangerschafts- bzw. Geburtenrate gezeigt werden. Bei Auftaumotilitaten
zwischen 5,1 und 6,0 Millionen progressiv bewegliche Spermien pro
Inseminationsdosis wurde die hdchste Schwangerschaftsrate von 10,3% und die
hdchste Geburtenrate von 6,7% beobachtet (Tab. 13 (rot hinterlegt), Abb. 18, Abb. 19).
Auftaumotilitaten, tiber 6,1 Millionen pro Inseminationsdosis gingen tendenziell wieder
mit einer rdcklaufigen Schwangerschafts- bzw. Geburtenrate einher. Bei der
Schwangerschaftsrate zeigte sich im Vergleich zur Geburtenrate eine geringfligige
Rucklaufigkeit, was moglicherweise durch das Zusammenfassen einer gréf3eren
Motilitatsgruppe (> 6,1 Millionen progressiv motile Spermien pro Inseminationsdosis)
zustande kam. Bei Proben mit Werten unter einer Million progressive Spermien pro
Inseminationsdosis zeigte sich die geringste Schwangerschafts- bzw. Geburtsraten
(Tab. 13, Abb. 18, Abb. 19).
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Tab. 13 Anzahl an Geburten, Schwangerschaften, Aborte, erfolglose Behandlungen sowie
Schwangerschafts- und Geburtenraten durch Insemination

Dargestellt sind die einzelnen Motilitdtsgruppen (Auftauwert) mit den entsprechenden
Schwangerschafts- und Geburtenraten sowie die Behandlungsergebnisse. Fir die 241 Behandlungen
mit Ausgang schwanger lag fur 224 die Auftaumotilitat vor. Bei den 3538 erfolglosen Behandlungen
wurde fir 3455 der Auftauwert bestimmt. Die héchste Schwangerschafts- bzw. Geburtenrate ist rot
hinterlegt.

Motilitats- Schwangerschaften Erfolglos Schwanger- Geburten-
gruppe ") ") schafts- rate
(Auftauwert Geburt Schwanger Abort rate (%)
[(PR) Mio/DI]) zum Stichtag (%)
<1,0 8 2 6 451 3,4 1,7
1,1-2,0 30 4 15 957 4,9 3,0
2,1-3,0 25 10 10 839 51 2,8
3,1-4,0 16 6 6 322 8,0 4,6
4,1-5,0 8 4 5 232 6,8 3,2
5,1-6,0 13 5 2 174 10,3 6,7
>6,1 17 25 7 480 9,3 3,2
Summe 117 56 51 3455

12
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Abb. 18 Schwangerschaftsrate nach Insemination im Zusammenhang mit der Auftaumotilitat
Die Einteilung der Auftauwerte (PR =progressive Beweglichkeit) [Mio/DI (donogene Insemination
(Behandlungsdosis (300 pl))] erfolgt in einzelne Motilitatsgruppen (x-Achse). Die Schwangerschaftsrate
fur jede Motilitatsgruppe ist auf der Y-Achse dargestellt (Spearman-Korrelation: 0,929; p-Wert: 0,003).

8,0
6,0

4,0 ......

2,0 °

Geburtenrate [%]

0,0
<10 1,1-20 2,1-3,0 3,1-40 4,150 5,160 >6,1

Auftaumotilitat [PR] [Mio/Dl]

Abb. 19 Geburtenrate nach Insemination im Zusammenhang mit der Auftaumotilitat

Die Einteilung der Auftauwerte (PR =progressive Beweglichkeit) [Mio/DI (donogene Insemination
(Behandlungsdosis (300 pl))] erfolgt in einzelne Motilitatsgruppen (x-Achse). Die Geburtenrate fur jede
Motilitatsgruppe ist auf der Y-Achse dargestellt (Spearman-Korrelation: 0,757; p-Wert: 0,049).
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3.3.2.2 Bestimmung der Einzelraten der Auftaumotilitat bei IVF-
Behandlungen

Bei IVF-Behandlungen wurde die hdchste Schwangerschafts- sowie Geburtenrate von
75% bzw. 50% bei Auftauwerten zwischen 5,1 und 6,0 Mio/DI beobachtet (Tab. 14 (rot
hinterlegt), Abb. 20). Es zeigte sich jedoch kein signifikanter Zusammenhang zwischen
der Hohe des Auftauwertes weder bei der Schwangerschaftsrate
(Korrelationskoeffizient nach Spearman: 0,714; p-Wert: 0,111) (Abb. 20) noch bei der
Geburtenrate (Korrelationskoeffizient nach Spearman: 0,600; p-Wert: 0,208) (Abb. 21).

Tab. 14 Anzahl an Geburten, Schwangerschaften, Aborte, erfolglosen Behandlungen sowie
Schwangerschafts- und Geburtenraten durch IVF

Dargestellt sind die einzelnen Motilititsgruppen (Auftauwert) mit den entsprechenden
Schwangerschafts- und Geburtenraten sowie die Behandlungsergebnisse. Fir die 70 Behandlungen
wurde fur 68 die Auftaumotilitdt bestimmt (davon 19 schwanger und 49 erfolglos). Die hochste
Schwangerschafts- bzw. Geburtenrate ist rot hinterlegt.

Motilitats- Schwangerschaften =il Schwanger-  Geburten-
glos
gruppe Q) ) schafts- rate
(Auftauwert Schwanger Abort rate (%)
[(PR) Mio/DI]) zum Stichtag (%)
<1 0 0 0 2 0,0 0,0
1,1-2,0 0 0 0 5 0,0 0,0
2,1-3,0 1 0 1 12 14,3 7,1
3,1-4,0 2 3 0 2 71,4 28,6
4,1-5,0 3 0 0 10 23,1 23,1
5,1-6,0 2 1 0 1 75,0 50,0
>6,1 3 1 2 17 26,1 13,0
Summe 11 5 3 49
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Abb. 20 Schwangerschaftsrate nach IVF im Zusammenhang mit der Auftaumotilitat

Die Einteilung der Auftauwerte (PR =progressive Beweglichkeit) [Mio/DI (donogene Insemination
(Behandlungsdosis (300 pl))] erfolgt in einzelne Motilitdtsgruppen (x-Achse). Die Schwangerschaftsrate
fur jede Motilitatsgruppe ist auf der Y-Achse dargestellt. Ein Auftauwert (Gruppe) wurde im Rahmen der
statistischen Auswertung nur dann berlcksichtigt, wenn innerhalb dieser Gruppe mindestens drei
Behandlungen erfolgten (Spearman-Korrelation: 0,714; p-Wert: 0,111).
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Abb. 21 Geburtenrate nach IVF im Zusammenhang mit der Auftaumotilitat

Die Einteilung der Auftauwerte (PR =progressive Beweglichkeit) [Mio/DI (donogene Insemination
(Behandlungsdosis (300 pl))] erfolgt in einzelne Motilitatsgruppen (x-Achse). Die Geburtenrate fur jede
Motilitatsgruppe ist auf der Y-Achse dargestellt. Ein Auftauwert (Gruppe) wurde im Rahmen der
statistischen Auswertung nur dann berucksichtigt, wenn innerhalb dieser Gruppe mindestens drei
Behandlungen erfolgten (Spearman-Korrelation: 0,600; p-Wert: 0,208).

3.3.2.3 Bestimmung der Einzelraten der Auftaumotilitat bei ICSI-
Behandlungen

Durch ICSI-Behandlungen fand sich die héchste Schwangerschaftsrate von 42,9% bei
Auftauwerten zwischen 1,1 und 2,0 Mio/DI (Tab. 15 (rot hinterlegt), Abb. 22). Die
hochste Geburtenrate von 32,3% konnte bei Auftauwerten zwischen 3,1 und 4,0
Mio/DI beobachtet werden (Tab. 15 (rot hinterlegt), Abb. 23). Es zeigte sich kein
signifikanter Zusammenhang zwischen der Hohe des Auftauwertes und eines
Schwangerschaftseintritts (Korrelationskoeffizient nach Spearman: -0,429; p-Wert:
0,337) (Abb. 22) bzw. einer Geburt (Korrelationskoeffizient nach Spearman: 0,107,
p-Wert: 0,819) (Abb. 23).

Tab. 15 Anzahl an Geburten, Schwangerschaften, Aborte, erfolglosen Behandlungen sowie
Schwangerschafts- und Geburtenraten durch ICSI

Dargestellt sind die einzelnen Motilitatsgruppen (Auftauwert) mit den entsprechenden
Schwangerschafts- und Geburtenraten sowie die Behandlungsergebnisse. Fir die 190 Behandlungen
wurde fur 172 die Auftaumaotilitat bestimmt (davon 51 schwanger und 121 erfolglos). Die héchste
Schwangerschafts- bzw. Geburtenrate ist rot hinterlegt.

Motilitats-

Schwangerschaften Sefo]lo]IM Schwanger Geburten-
gruppe (n) (n) schafts- rate
(Auftauwert Schwanger Abort 9
[(PR) Mio/DI) zum Stichtag FELE v

<1 0 1 0 4 20,0 0,0
1,1-2,0 6 1 2 12 42,9 28,6
2,1-3,0 16 2 1 44 30,2 25,4
3,1-4,0 10 1 0 20 355 32,3
4,1-5,0 4 1 1 19 24,0 16,0
5,1-6,0 3 0 0 11 21,4 21,4

>6,1 2 0 0 11 154 154
Summe 41 6 4 121

72




Ergebnisse

D
o

IS
o
[ J

N
o
[ J

o

Schwangerschaftsrate [%]

<1 1,1-2,0 2,1-3,0 3,1-4,0 4,1-5,0 5,1-6,0 >6,1
Auftaumotilitat (PR) [Mio/Dl]

Abb. 22 Schwangerschaftsrate nach ICSI im Zusammenhang mit der Auftaumotilitat

Die Einteilung der Auftauwerte (PR =progressive Beweglichkeit) [Mio/DI (donogene Insemination
(Behandlungsdosis (300 pl))] erfolgt in einzelne Motilitatsgruppen (x-Achse). Die Schwangerschaftsrate
fur jede Motilitatsgruppe ist auf der Y-Achse dargestellt. Ein Auftauwert (Gruppe) wurde im Rahmen der
statistischen Auswertung nur dann bertcksichtigt, wenn innerhalb dieser Gruppe mindestens drei
Behandlungen erfolgten (Spearman-Korrelation: -0,429; p-Wert: 0,337).
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Abb. 23 Geburtenrate nach ICSI im Zusammenhang mit der Auftaumotilitéat

Die Einteilung der Auftauwerte (PR =progressive Beweglichkeit) [Mio/DI (donogene Insemination
(Behandlungsdosis (300 ul))] erfolgt in einzelne Motilitatsgruppen (x-Achse). Die Geburtenrate fur jede
Motilitatsgruppe ist auf der Y-Achse dargestellt. Ein Auftauwert (Gruppe) wurde im Rahmen der
statistischen Auswertung nur dann bertcksichtigt, wenn innerhalb dieser Gruppe mindestens drei
Behandlungen erfolgten (Spearman-Korrelation: -0,107; p-Wert: 0,819).

Bei IVF- und ICSI-Behandlungen ergab sich generell eine groéRere Wahrscheinlichkeit
schwanger zu werden, als bei Behandlungen durch Insemination. Allerdings sind diese
Behandlungen mit einer vorausgehenden hormonellen  Stimulation und
anschlieRenden Eizellpunktion und Embryonen-Transfer verbunden und stellen somit
invasive Verfahren im Rahmen der Kinderwunschbehandlung dar. Bei Inseminationen
konnte die hochste Schwangerschaftsrate mit 10% bei einer Auftaumotilitat zwischen
5,1 und 6,0 Millionen progressiv motilen Spermien pro Inseminationsdosis beobachtet
werden. Hohere Werte scheinen wiederum nicht mehr mit ho6heren
Schwangerschaftsrate einherzugehen. Laut WHO ist eine Spermienkonzentration von
15 Mio/ml normal. Davon sollten mindestens 32 % der Kategorie PR (progressiv
beweglich) angehdren. Das entspricht 4,8 Mio progressiv beweglichen Spermien pro
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ml. Ein Auftauwert von 6 Mio/DI (DI entspricht 300 pl) bedeutet 20 Mio progressive
Spermien pro ml und liegt demnach etwa vierfach tber dem von der WHO geforderten
Wert (Nieschlag et al., 2010).

Bei IVF-Behandlungen konnte gezeigt werden, dass wie bei Inseminationen bei einem
Auftauwert zwischen 5,1 und 6,0 Mio progressiv motilen Spermien pro Behandlung die
hdchste Schwangerschaftsrate von 75% erzielt wurde, jedoch nicht signifikant. Im
Falle einer IVF wird das gesamte aufbereitete Sperma mit der Eizelle
zusammengebracht. So erfolgt eine naturliche Selektion der progressiv motilen
Spermien. Fur ICSI-Behandlungen spielte die Auftaumotilitat erwartungsgemaf eine
untergeordnete Rolle, da bei einer ICSI ein selektiertes Spermium direkt in die Eizelle

eingebracht wird.

Aufgrund der komplikationsarmen und nicht invasiven Methode empfiehlt sich dennoch
die Insemination als Methode der ersten Wahl zur Kinderwunschbehandlung von

Patientinnen mit heterologen Spendersamen.

3.3.3 Einfluss des Alters auf das Behandlungsergebnis

Im Zeitraum vom 01.01.2013 bis zum 27.10.2016 wurden 893 Patientinnen im Alter
zwischen 21 und 49 Jahren mit heterologen Samenproben behandelt. Es wurden
entweder |UI-Behandlungen in der Cryobank oder IVF- oder ICSI-Behandlungen in
externen Zentren durchgefuhrt. Im folgenden Abschnitt wurde der Einfluss des Alters

der Patientinnen im Hinblick auf den Behandlungsausgang untersucht.

3.3.3.1 Einfluss des Alters bei Behandlungen durch Insemination

Durch IUI-Behandlungen ergaben sich 241 Schwangerschaften, davon 130 Geburten,
59 Schwangerschaften zum Stichtag und 52 Aborte (Tab. 6).

Die Anzahl der behandelten Frauen abhangig vom Alter sowie die Geburten- und
Schwangerschaftsraten fir Behandlungen durch Insemination finden sich in Tab. 16
wieder. Eine Patientin konnte mehrfach in die Tabelle eingehen, wenn sich der
Zeitraum der Behandlungen Uber mehrere Jahre erstreckte. Die Patientin wurde dabei

fur jedes Jahr gerechnet, in dem sie behandelt wurde.

Die htéchste Geburtenrate von 18,8% fand sich im Alter von 24 Jahren. Allerdings ist
hier das Patientinnenkollektiv mit 16 Patientinnen relativ klein. Das grol3te
Patientinnenkollektiv wurde im Alter zwischen 33 und 36 Jahren (in jeder Altersgruppe
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N > 100 Patientinnen) mit einer Geburtenrate von 11,3% bis 9,7% beobachtet. Ab
einem Alter von 39 Jahren war mit 3,7% ein sprunghafter Riickgang der Geburtenrate
festzustellen, mit einem anschlieRenden Anstieg der Rate auf 9,3% im Alter von 41
Jahren, gefolgt von einem erneuten Rickgang der Geburtenrate mit 6,7% ab 42
Jahren (Tab. 16, Abb. 24). Ab einem Alter von 44 Jahren wurde keine Geburten mehr
beobachtet (Tab. 16, Abb. 24). Eine Altersgruppe wurde im Rahmen der statistischen
Auswertung nur dann bertcksichtigt, wenn diese mindestens drei Geburten- und/oder

Schwangerschaften enthielt (Tab. 16).

Tab. 16 Altersabhéangigkeit der Behandlungsergebnisse Geburt und Schwangerschaft durch
Insemination

Dargestellt ist die Anzahl der Patientinnen im jeweiligen Alter (21 bis 49 Jahre) sowie die Geburten- und
Schwangerschaftsraten (rétlich hinterlegt) und die durchschnittlich erforderliche Anzahl der
Behandlungen (eine Behandlung entspricht einem Behandlungszyklus), die bis zum Eintritt einer
Schwangerschaft bzw. Geburt notwendig waren. Unter Schwangerschaft sind Geburten, ,schwanger
zum Stichtag“ und Aborte zusammengefasst. Bei erfolglosen Behandlungen ist die durchschnittliche
Anzahl an Behandlungen im jeweiligen Alter dargestellt. Fir Geburt, schwanger und erfolglos wurde der
gemittelte Wert der Auftaumotilitaten im jeweiligen Alter angefihrt.
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@ Behandlungen
@ Auftaumotilitat
Schwanger zum
@ Behandlungen
@ Auftaumotilitat

Patientinnen (n)
@ Behandlungen
@ Auftaumotilitat

21 1 0 0 - - 0 0 - - 1 1 1,70
22 4 0 0 - - 0 0 - - 4 2 7,8+9,6
23 7 1 143 6 5,110 1 14,3 6 5,1+0 6 2 1,8+1,0
24 16 3 188 4 1611 | 3 18,8 4 1,6+1,1 13 3 2,3+0,9
25 14 2 143 3 2,2+22 | 3 21,4 4 2,3+0,2 11 3 4,2+4.8
26 26 3 115 2 2,8+28 | 7 26,9 2 7,148,5 19 3 3,3+3,0
27 25 2 8,0 3 44+23 | 4 16,0 4 3,3+2,0 21 3 3,5+2,9
28 49 7 143 3 3,419 | 12 245 3 4,615,1 37 3 3,7£3,2
29 57 8 140 4 2,3#10 | 13 228 3 3,2+2,0 44 3 3,5+3,4
30 80 5 6,3 2 3,5¢1,8 | 15 18,8 2 5,1+4,8 65 3 4,5+5,1
31 93 |12 129 5 3,7£3,7 | 20 21,5 4 6,0+5,5 73 4 3,8+4,2
32 89 | 11 124 4 57466 | 16 18,0 4 5,945,6 73 3 3,6+3,6
33 115| 13 113 4 3,8+3,2 | 26 22,6 4 5,0+3,9 89 3 3,2+3,7
34 103 | 10 9,7 8 49+40 |19 184 6 5,3+5,8 84 3 3,65,2
35 110| 11 100 3 2,723 | 24 218 4 2,84+2,0 86 3 3,5+3,8
36 117 | 12 103 4 6548 |25 214 5 6,6+6,6 92 3 4,0+4,1
37 87 9 10,3 6 54455 | 17 19,5 5 5,8+6,0 70 4 3,5+4,0
38 77 |10 130 3 43+18 |16 20,8 4 2,819 61 4 3,444
39 54 2 3,7 5 28+09 | 4 7,4 4 2,2+0,9 52 4 3,6£3,7
40 51 2 3,9 7 58+10 | 5 9,8 7 7,0£2,5 46 4 3,8+4,7
41 43 4 9,3 6 3,8+1,7 | 5 11,6 5 3,6+2,3 38 4 3,75,0
42 30 2 6,7 11 2,110 2 6,7 11 2,1+0 28 4 4,3+4,2
43 31 1 32 11 1,8+0 3 9,7 11  1,8+0,7 28 4 3,6£3,4
44 13 0 0 - - 0 0 - - 13 4 4,5+6,0
45 9 0 0 - - 1 111 18 2,00 8 3 3,3%£3,5
46 4 0 0 - 0 0 - 4 1 6,6+6,9
47 3 0 0 - - 0 0 - - 3 6 2,015
48 2 0 0 - - 0 0 - - 2 5 1,7+0,8
49 1 0 0 - - 0 0 - - 1 9 2,1+1,0
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Insgesamt wurde ein signifikanter Riickgang der Geburtenrate mit steigendem Alter
der Patientinnen beobachtet (Korrelationskoeffizient nach Spearman: -0,661; p-Wert:
<0,001) sowie parallel dazu ein signifikanter Anstieg der erforderlichen Behandlungen,
die zu einer Geburt fihrten (Korrelationskoeffizient nach Spearman: 0,574; p-Wert:
0,006) (Abb. 24).
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Abb. 24 Geburtenrate und Anzahl an Behandlungen in Anhangigkeit des Alters bei
Inseminationen

Auf der horizontalen Achse ist das Alter der Patientinnen dargestellt. Eine Altersgruppe wurde im
Rahmen der statistischen Auswertung nur dann bericksichtigt, wenn diese mindestens aus drei
Patientinnen bestand (22 bis 47 Jahre). Die vertikale Achse reprasentiert sowohl die Geburtenrate [%]
als auch die durchschnittliche Anzahl an erforderlichen Behandlungen [n]. Korrelation Alter und
Geburtenrate (Spearman-Korrelation: -0,661; p-Wert: <0,001). Korrelation Alter und Anzahl an
Behandlung (Spearman-Korrelation: 0,574; p-Wert: 0,006).

Bezlglich der Schwangerschaftsrate zeigte sich ein signifikanter Rickgang mit
zunehmendem Alter (Korrelationskoeffizient nach Spearman: -0,529; p-Wert: 0,005),
(Abb. 25). Die héchste Schwangerschaftsrate wurde im Alter von 26 Jahren mit 26,9%
beobachtet, allerdings bei einem kleinen Kollektiv aus 26 Patientinnen. Bis zu einem
Alter von 38 Jahren wurden Schwangerschaftsraten von 16% bis zu 24,5% beobachtet
mit dem groRten Patientinnenkollektiv im Alter zwischen 33 und 36 Jahren (in jeder
Altersgruppe N > 100 Patientinnen). Ab 39 Jahren fiel die Schwangerschaftsrate
sprunghaft auf 7,4%. Ab 40 Jahren schwankten die Werte fur die
Schwangerschaftsraten mit dem héchsten Wert von 11,6% im Alter von 41 (Tab. 16,
Abb. 25). Ab einem Alter von 46 Jahren wurde keine Schwangerschaft mehr
beobachtet. Parallel zum Rickgang der Schwangerschaftsrate mit zunehmendem

Alter, fand sich ein signifikanter Anstieg der durchschnittlichen Behandlungen um eine
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Schwangerschaft zu erzielen (Korrelationskoeffizient nach Spearman: 0,635; p-Wert:
0,001), (Abb. 25).
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Abb. 25 Schwangerschaftsrate und Anzahl an Behandlungen in Anhangigkeit des Alters bei
Inseminationen

Auf der horizontalen Achse ist das Alter der Patientinnen dargestellt. Eine Altersgruppe wurde im
Rahmen der statistischen Auswertung nur dann bertcksichtigt, wenn diese aus mindestens drei
Patientinnen bestand (22 bis 47 Jahre). Die vertikale Achse reprasentiert sowohl die
Schwangerschaftsrate [%)] als auch die durchschnittliche Anzahl an erforderlichen Behandlungen [n].
Korrelation Alter und Schwangerschaftsrate (Spearman-Korrelation: -0,529; p-Wert: 0,005). Korrelation
Alter und Behandlungen (Spearman-Korrelation: 0,635; p-Wert: 0,001).

Im jeweiligen Alter zeigten sich durchschnittlich &hnliche Auftauwerte und folglich keine
signifikante Korrelation zwischen dem Alter der Patientinnen und der H6he des
Auftauwertes (Geburten: Korrelationskoeffizient nach Spearman: 0,098; p-Wert:
0,672; Schwangerschaften: Korrelationskoeffizient nach Spearman: -0,121; p-Wert:

0,602).

Zusammenfassend zeigte sich sowohl fur die Schwangerschafts- als auch fur die
Geburtenrate eine sprunghafte Ricklaufigkeit ab einem Alter von 39 Jahren und somit
eine deutlich eingeschrankte Erfolgsaussicht. Parallel dazu wurde ein Anstieg der

erforderlichen Behandlungen beobachtet, um schwanger zu werden.

3.3.3.2 Einfluss des Alters bei Behandlungen durch IVF

Durch IVF-Behandlungen wurden 20 Schwangerschaften erzielt, davon 11 Geburten,
6 Schwangerschaften zum Stichtag und 3 Aborte. Bei IVF-Behandlungen zeigte sich
weder fur die Geburtenrate (Korrelationskoeffizient nach Spearman: -0,473; p-Wert:

0,142) noch fur die Schwangerschaftsrate (Korrelationskoeffizient nach Spearman:
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-0,538; p-Wert: 0,088) ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Alter der

Patientin und einer erfolgreichen Behandlung.

Bei Patientinnen die schwanger wurden (39,2%), war in der Regel die erste
Behandlung erfolgreich (Tab. 17, Abb. 7). Die durchschnittlichen Auftauwerte waren
im jeweiligen Alter ahnlich hoch (Geburten: Korrelationskoeffizient nach Spearman:
0,086; p-Wert: 0,872; Schwangerschaften: Korrelationskoeffizient nach Spearman:
-0.176; p-Wert = 0,651).

Tab. 17 Altersabhéngigkeit der Behandlungsergebnisse Geburt und Schwangerschaft durch IVF
Dargestellt sind die Anzahl an Patientinnen im jeweiligen Alter (25-46) sowie Geburten- und
Schwangerschaftsraten (rétlich hinterlegt) und die durchschnittlich erforderliche Anzahl der
Behandlungen (eine Behandlung entspricht einem Behandlungszyklus), die bis zum Eintreten einer
Schwangerschaft bzw. Geburt notwendig waren. Schwangerschaft beinhalten ,schwanger zum
Stichtag”, Geburten sowie Aborte. Bei erfolglosen Behandlungen ist die durchschnittliche Anzahl an
Behandlungen im jeweiligen Alter dargestellt. Fir Geburt, schwanger und erfolglos wurde der gemittelte
Wert der Auftaumotilitdten im jeweiligen Alter angefihrt.

Geburt Schwangerschaft Erfolglos
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Rate (%)
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25 1 0 0 - - 0 0 - - 1 1 3
26 - - - - - - - - - - - -

27 = - = - - - - - - - - -

28 1 0 0 - - 0 0 - 1 1 6,3
29 3 0 0 - 1 33,3 1 - 2 1 1,8+1,3
30 4 2 50,0 1 3,7+0,6 2 50,0 1 3,7+0,6 2 1 3,5£3,9
31 2 1 50,0 1 5,6 1 50,0 1 5,6 1 1 3,2
32 1 0 0 - - 0 0 - - 1 1 6,8
33 6 3 50,0 1 3,9+0,4 4 66,7 1 3,8+0,7 2 2 2,8+0,6
34 6 1 16,7 1 52 2 33,3 1 4,5+1,0 4 1 2,7¢1,0
35 4 2 50,0 1 7+1,1 2 50,0 1 7+1,1 2 1 2,4+0,8
36 3 1 33,3 1 6,9 1 33,3 1 6,9 2 3 7,4£4,0
37 3 0 0 - - 2 66,7 1 9,4+0,1 1 1 1,4
38 4 0 0 2 50,0 1 4,614 2 1 5,2
39 5 0 0 1 20,0 2 3 4 2 5+2,5
40 6 1 16,7 1 3 1 16,7 1 3 5 2 4,2+1,5
41 3 0 0 0 0 - - 3 1 4,7+2,4
42 1 0 0 0 0 - - 1 2 4,70
43 2 0 0 1 50,0 1 6,2 1 1 10,5
44 1 0 0 0 0 - - 1 3 8,4+0
45 = - = - - - - - -

46 1 0 0 0 0 - 1 1 9,9

Die hochste Geburtenrate von 50% wurden im Alter zwischen 30 und 35 Jahren
beobachtet (Tab. 17, Abb. 26). Die hochste Schwangerschaftsrate von 66,7% fand
sich im Alter von 33 und 37 Jahren (Tab. 17, Abb. 27). Mit 40 Jahren lag sowohl die
Geburten- als auch die Schwangerschaftsrate nur mehr bei 16,7% (Tab. 17, Abb. 26,
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Abb. 27). Somit zeichnete sich die Tendenz ab, dass mit zunehmendem Alter ein
Behandlungserfolg ausblieb, jedoch nicht signifikant. Insgesamt waren die Fallzahlen
im jeweiligen Alter bei IVF-Behandlungen deutlich kleiner als bei Inseminationen oder
ICSI-Behandlungen. Das jeweilige Alter wurde im Rahmen der statistischen
Auswertung nur dann bertcksichtigt, wenn mindestens drei Patientinnen behandelt
wurden (Tab. 17). Ab einem Alter von 44 Jahren wurde keine Schwangerschaft mehr

beobachtet (Tab. 17, Abb. 27).
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Abb. 26 Geburtenrate in Anhangigkeit des Alters bei IVF-Behandlungen

Auf der horizontalen Achse ist das Alter der Patientinnen dargestellt. Eine Altersgruppe wurde im
Rahmen der statistischen Auswertung nur dann berucksichtigt, wenn diese aus mindestens drei
Patientinnen bestand (Patientinnen wurden im Alter zwischen 29 und 41 Jahren bericksichtigt). Die
vertikale Achse reprasentiert die Geburtenrate [%]. Auf eine Darstellung der durchschnittlich
erforderlichen 1,0+0 Behandlungen wurde verzichtet. Korrelation Alter und Geburtenrate (Spearman-
Korrelation: -0,473; p-Wert = 0,142).
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Abb. 27 Schwangerschaftsrate in Anhangigkeit des Alters bei IVF-Behandlungen

Auf der horizontalen Achse ist das Alter der Patientinnen dargestellt. Eine Altersgruppe wurde im
Rahmen der statistischen Auswertung nur dann berlcksichtigt, wenn diese aus mindestens drei
Patientinnen bestand (Patientinnen wurden im Alter zwischen 29 und 41 Jahren bertcksichtigt). Die
vertikale Achse reprasentiert die Schwangerschaftsrate [%]. Auf eine Darstellung der durchschnittlich
erforderlichen 1,1+0,3 Behandlungen wurde verzichtet. Korrelation Alter und Schwangerschaftsrate
(Spearman-Korrelation: -0,538; p-Wert: 0,088).
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3.3.3.3 Einfluss des Alters bei Behandlungen durch ICSI

Im angegebenen Zeitraum traten durch eine ICSI-Behandlung 57 Schwangerschaften

ein, davon 47 Geburten, sechs Schwangerschaften zum Stichtag sowie vier Aborte.

Tab. 18 Altersabhéangigkeit der Behandlungsergebnisse Geburt und Schwangerschaft durch ICSI
Dargestellt ist die Anzahl der Patientinnen im jeweiligen Alter (26 bis 48 Jahre) sowie die Geburten- und
Schwangerschaftsraten (rétlich hinterlegt) und die durchschnittlich erforderliche Anzahl der
Behandlungen (eine Behandlung entspricht einem Behandlungszyklus), die bis zum Eintritt einer
Schwangerschaft bzw. Geburt notwendig waren. Unter schwanger sind Geburten, Schwangerschaften
zum Stichtag und Aborte zusammengefasst. Bei erfolglosen Behandlungen ist die durchschnittliche
Anzahl an Behandlungen im jeweiligen Alter dargestellt. Fr Geburt, schwanger und erfolglos wurde der
gemittelte Wert der Auftaumotilitaten im jeweiligen Alter angefiihrt.

Geburt Schwangerschaft Erfolglos

Alter (Jahre)
Patientinnen (n)
Geburten (n)

Rate (%)
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26 1 0 0 0 0 1 1 1,810
27 1 0 0 - - 0 0 - 1 1 1,810
28 3 1 33,3 2 4,8+0 1 33,3 2 4,810 2 1 4,1+0
29 2 0 0 - - 0 0 - - 2 1 1,4+1,1
30 9 7 77,8 2 3,2+1,2 7 77,8 2 3,2£1,2 2 2 4,1+1,9
31 5 4 80,0 1 3,311,9 5 100,0 1 3,3t1,5 0 - -
32 9 5 55,6 1 2,714 6 66,7 1 2,9+1,4 3 1 4,1+0,5
33 9 2 22,2 2 2,7+0,8 4 44.4 2 2,9+1,0 5 1 2,8+1.5
34 16 6 37,5 2 2,6+0,9 8 50,0 1 2,6x0,8 8 2 3,9+2,0
35 6 3 50,0 1 2,310,8 3 50,0 1 2,3+0,8 3 1 9,6+10,2
36 14 4 28,6 3 5,245,3 6 42,9 2 3,9t4,5 8 1 5,54+3,9
37 10 5 50,0 1 4,717 6 60,0 1 4,3+1,9 4 2 2,310,4
38 5 2 40,0 1 - 3 60,0 1 2,310 2 3 4,3+3,5
39 11 3 27,3 1 3,310,5 3 27,3 1 3,310,5 8 1 3,4+1.4
40 7 3 42,9 1 2,4+1,8 3 42,9 1 2,4+1.8 4 3 4,8+1,3
41 10 1 10,0 2 3,310 1 10,0 2 3,310 9 2 2,914
42 11 1 9,1 1 4,140 1 9,1 1 4,10 10 2 4,3+,7,0
43 5 0 0 - - 0 0 - - 5 2 2,24¢2,9
44 4 0 0 0 0 - - 4 2 3,74£2,2
45 0 - - - - -

46 1 | 0 0 0 0 - - 1 1 0,9+0
47 1 0 0 0 0 - - 1 5 2,320
48 1 0 0 0 0 - - 1 3,040

Bei ICSI-Behandlungen  zeigte sich sowohl bei der Geburtenrate
(Korrelationskoeffizient nach Spearman: -0,708; p-Wert: 0,002) als auch bei der
Schwangerschaftsrate (Korrelationskoeffizient nach Spearman: -0,741; p-Wert: 0,001)
ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Alter der Patientin und der
Erfolgsaussicht einer Behandlung. Die hochste Schwangerschafts- bzw. Geburtenrate
wurden im Alter von 31 Jahren mit 100% bzw. 80% beobachtet (Tab. 18, Abb. 28,
Abb.29). Ab einem Alter von 39 Jahren fand sich ein Ruickgang der
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Schwangerschafts- bzw. Geburtenrate auf 27,3% mit einem erneuten Anstieg beider
Raten im Alter von 40 Jahren auf 42,9%. Mit 41 Jahren sank die Rate auf 10% und mit
42 Jahren auf 9,1%. Ab einem Alter von 43 Jahren fand sich keine Schwangerschatft
mehr (Tab. 18, Abb. 28, Abb. 29).

Bei Patientinnen die schwanger wurden (53,8%), war in der Regel die erste
Behandlung erfolgreich (Tab. 18, Abb. 7). Einen signifikanten Zusammenhang
zwischen der Anzahl an Versuchen und dem Alter der Patientinnen zeigte sich nicht
(Geburtenrate: (Korrelationskoeffizient nach Spearman: -0,318; p-Wert: 0,268;
Schwangerschaftsrate: (Korrelationskoeffizient nach Spearman: -0,314; p-Wert:
0,274). Im jeweiligen Alter zeigten sich durchschnittlich &hnliche Auftauwerte und
folglich keine signifikante Korrelation zwischen dem Alter der Patientinnen und der
Hohe des Auftauwertes (Geburten: Korrelationskoeffizient nach Spearman: 0,041;
p-Wert: 0,893; Schwangerschaften: Korrelationskoeffizient nach Spearman: -0,002;
p-Wert: 0,994).
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Abb. 28 Geburtenrate und Anzahl an Behandlungen in Anhéngigkeit des Alters bei ICSI-
Behandlungen

Auf der horizontalen Achse ist das Alter der Patientinnen dargestellt. Eine Altersgruppe wurde im
Rahmen der statistischen Auswertung nur dann bericksichtigt, wenn diese aus mindestens drei
Patientinnen bestand (Patientinnen wurden im Alter zwischen 28 und 44 Jahren bericksichtigt). Die
vertikale Achse reprasentiert sowohl die Geburtenrate [%] als auch die durchschnittliche Anzahl an
erforderlichen Behandlungen [n]. Korrelation Alter und Geburtenrate (Spearman-Korrelation: -0,708;
p-Wert: 0,002).
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Abb. 29 Schwangerschaftsrate und Anzahl an Behandlungen in Anhangigkeit des Alters bei ICSI-
Behandlungen

Auf der horizontalen Achse ist das Alter der Patientinnen dargestellt. Eine Altersgruppe wurde im
Rahmen der statistischen Auswertung nur dann bericksichtigt, wenn diese aus mindestens drei
Patientinnen bestand (Patientinnen wurden im Alter zwischen 28 und 44 Jahren berlcksichtigt). Die
vertikale Achse reprasentiert sowohl die Schwangerschaftsrate [%] als auch die durchschnittliche
Anzahl an erforderlichen Behandlungen [n]. Korrelation Alter und Schwangerschaftsrate (Spearman-
Korrelation: -0,742; p-Wert: 0,001).

Eine signifikante Abhangigkeit der Geburten- und Schwangerschaftsrate vom Alter der
Patientinnen zeigte sich bei Inseminationen und ICSI-Behandlungen. Fur IVF-
Behandlungen zeichnete sich lediglich ein Trend ab. Allen Behandlungsarten
gemeinsam ist ein auffalliger Rickgang der erfolgreichen Behandlungen ab einem
Alter von Ende 30 bzw. Anfang 40. Bei Inseminationen waren mit zunehmendem Alter

mehr Behandlungen fir eine erfolgreiche Behandlung erforderlich.

3.3.4 Einfluss des Body Mass Index (BMI) im Zusammenhang mit
dem Behandlungsergebnis

Als mdglichen Einflussfaktor auf den Behandlungserfolg wurde der Body Mass Index
(BMI) der Patientinnen untersucht, der sich aus Grofl3e und Korpergewicht berechnet
(BMI= Korpergewicht (kg)/ KorpergroRe (m?)). Nach WHO-Kategorisierung von 2022
liegen BMI-Werte bei Normalgewicht zwischen 18,5 kg/m? und 24,9 kg/m?. Ab einem
BMI der groRer gleich 25 kg/m? ist, spricht man von Ubergewicht. Von Untergewicht
spricht man ab einem BMI kleiner 18,5 kg/m2. BMI Werte Uber 30 kg/m? definieren
Adipositas Grad |, ab 35 Adipositas Grad Il und BMI Werte gréRer 40 kg/m? Adipositas
Grad Il
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Von den insgesamt 893 Kinderwunschpatientinnen wurde in der Vergangenheit bei
835 Patientinnen der BMI erfasst. Die Verteilung des BMI der
Kinderwunschpatientinnen in dieser Studie entsprach in etwa der Verteilung des BMI
in der entsprechenden Allgemeinbevolkerung. Der Grofiteil der Patientinnen (65%)
hatte einen BMI im Bereich des Normalgewichts (18,5-24,9 kg/m?), 20% waren
praadipos (25,0-29,9 kg/m?), 4% waren untergewichtig und 10% waren adipés.
Unabhangig von der Behandlungsart war sowohl bei Behandlungen mit dem Ausgang
schwanger als auch bei den erfolglosen Behandlungen der durchschnittliche BMI 22,8
kg/m? bzw. 22,9 kg/m? (Abb. 30). Zwischen der HOohe des BMI und dem
Behandlungsergebnis ergab sich entsprechend kein signifikanter Unterschied (Mann-
Whitney-U-Test: p-Wert: 0,348). Patientinnen mit den jeweiligen BMI-Werten hatten
eine ahnliche Altersverteilung (Daten nicht gezeigt). Somit ergab sich keine
signifikante Korrelation zwischen dem Alter und dem BMI (Korrelationskoeffizient nach
Spearman: -0,007; p-Wert: 0,830).

49,0 o
44,0

39,0

0 000 00

34,0

BMI [kg/ m?]

29,0

24,0

19,0 J
14,0

schwanger erfolglos

Abb. 30 Vergleich des durchschnittlichen BMI [kg/m?] beim Behandlungsausgang schwanger
und erfolglos unabhangig von der Behandlungsart (Inseminationen, IVF oder ICSI)

Schwanger beinhaltet Geburten, ,schwanger zum Stichtag” sowie Aborte. Dargestellt sind jeweils ein
Boxplot fiir den durchschnittlichen BMI von 835 Patientinnen mit dem Behandlungsausgang schwanger
(blau) und erfolglos (grau). Der Median fiir schwanger oder erfolglos ist in der Box durch eine horizontale
Linie gekennzeichnet. (Median schwanger: 22,8; Median erfolglos: 22,9). Mann-Whitney-U-Test: p-
Wert: 0,348.

Bei Betrachtung der Behandlungen mit dem Ausgang schwanger (N=310) zeigte sich
kein signifikanter Unterschied des BMI bei den Patientinnen mit dem
Behandlungsausgang Geburt (N=183) im Unterschied zu den Patientinnen mit dem

Behandlungsausgang ,schwanger zum Stichtag und Abort* (N=127) (Mann-Whitney-
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U-Test: p-Wert: 0,348). (Daten nicht gezeigt). Der durchschnittiche BMI war fur die
Gruppe schwanger 22,8 kg/m? und fiir die Gruppe ,schwanger zum Stichtag und Abort*
23,0 kg/m?.

Im Folgenden werden die Behandlungsergebnisse schwanger und erfolglos in Bezug

zum BMI der Patientinnen fir die einzelnen Behandlungsarten getrennt betrachtet.

3.3.4.1 Einfluss des BMI bei Insemination, IVF- und ICSI-
Behandlungen

Von den 736 inseminierten Patientinnen, war bei 694 Patientinnen der BMI
dokumentiert. Bei Inseminationen zeigte sich kein signifikanter Unterschied im Hinblick
auf den BMI bei einem Vergleich zwischen schwanger und erfolglos (Mann-Whitney-
U-Test: p-Wert: 0,426). Es gab keine signifikante Korrelation zwischen dem BMI und
dem Alter der Patientinnen (Korrelationskoeffizient nach Spearman: 0,001; p-Wert:
0,976).

Von 47 der 51 Patientinnen, die eine IVF-Behandlung hatten, war der BMI bekannt.
Bei Behandlungen durch ICSI war von den urspriinglichen 106 Patientinnen bei 94 der
BMI dokumentiert. Ein Vergleich des BMI zwischen dem Behandlungsausgang
schwanger und erfolglos lieferte weder bei IVF-Behandlungen (Mann-Whitney-U-Test:
p-Wert: 0,389) noch bei ICSI-Behandlungen einen signifikanten Unterschied (Mann-
Whitney-U-Test: p-Wert: 0,434).

Es gab keine signifikante Korrelation zwischen dem BMI und dem Alter der
Patientinnen (IVF: Korrelationskoeffizient nach Spearman: -0,080; p-Wert: 0,593; ICSI:
Korrelationskoeffizient nach Spearman: 0,026; p-Wert: 0,803).

Zusammenfassend konnte im Rahmen dieser Arbeit kein Zusammenhang zwischen

dem BMI und der Schwangerschafts- bzw. Geburtenrate beobachtet werden.

3.3.5 Aborte bei ART-Behandlungen

Bei der Betrachtung des BMI im Hinblick auf die Abortraten konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen ,schwanger und Geburt® im Vergleich zu Aborten
beobachtet werden (Mann-Whitney-U-Test: p-Wert: 0,759). Der durchschnittliche BMI
war fir die Gruppe ,schwanger und Geburt“ 22,6 kg/m?und fir die Gruppe Abort 23,1
kg/m?. Das Alter der Patientinnen der Gruppe Abort und der Gruppe ,schwanger und
Geburt” unterschied sich nicht signifikant (Mann-Whitney-U-Test: p-Wert: 0,088). Bei
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Betrachtung der Auftauwerte zeigte sich ein schwach signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Gruppen (Mann-Whitney-U-Test: p-Wert: 0,021). Die Gruppe
,Schwanger und Geburt® hatte mit 3,4 progressiv motilen Spermien pro
Inseminationsdosis einen durchschnittlich h6heren Auftauwert als die Abortgruppe mit

2,7 progressiv motilen Spermien pro Inseminationsdosis.

Im Folgenden werden die Behandlungsergebnisse Abort und ,schwanger und Geburt*

fur die einzelnen Behandlungsarten getrennt betrachtet.

3.3.5.1 Aborte bei Insemination, IVF- und ICSI-Behandlungen

Bei Inseminationen zeigte sich kein signifikanter Unterschied im Hinblick auf den BMI
bei einem Vergleich zwischen Abort und ,schwanger und Geburt* (Mann-Whitney-U-
Test: p-Wert: 0,617). Es gab keinen Unterschied bei Betrachtung des Alters in den
Gruppen Abort und ,schwanger und Geburt® (Mann-Whitney-U-Test: p-Wert: 0,124).
Die Gruppe ,schwanger und Geburt hatte mit 3,3 progressiv motilen Spermien pro
Inseminationsdosis einen durchschnittlich héheren Auftauwert als die Abortgruppe mit
2,7 progressiv motilen Spermien pro Inseminationsdosis (Mann-Whitney-U-Test:
p-Wert: 0,023, Abb. 31)

Bei IVF- und ICSI-Behandlungen zusammen betrachtet, fand sich kein signifikanter
Unterschied des BMIs (Mann-Whitney-U-Test: p-Wert: 0,886), des Alters (Mann-
Whitney-U-Test: p-Wert: 0,117) oder des Auftauwertes (Mann-Whitney-U-Test:
p-Wert: 0,936) in den Gruppen Abort und ,schwanger und Geburt‘. Die Gruppe
,Sschwanger und Geburt* hatte mit 3,4 progressiv motilen Spermien pro Behandlung
einen durchschnittlich gering héheren Auftauwert als die Abortgruppe mit 3,0

progressiv motilen Spermien pro Behandlung, jedoch nicht signifikant (Abb. 31).
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Abb. 31 Vergleich der durchschnittlichen Auftaumotilitdt der Gruppen Abort und ,,schwanger
und Geburt”“ bei Inseminationen und IVF- und ICSI-Behandlungen

Dargestellt ist jeweils der Boxplot fur die durchschnittlichen Auftaumotilitdten (PR) der Gruppen Abort
(blau) bei Inseminationen bzw. IVF- und ICSI-Behandlungen sowie der Boxplot fur die
durchschnittlichen Auftaumotilitaten (PR) der Gruppe ,schwanger und Geburt® (grau) bei
Inseminationen bzw. IVF- und ICSI-Behandlungen. Bei Inseminationen war bei 224 Behandlungen der
Auftauwert bekannt (N=51 Abort und N=173 ,schwanger und Geburt*). IVF- und ICSI-Behandlungen
wurden aufgrund der geringen Anzahl an Aborten zusammen ausgewertet. Bei IVF-Behandlungen war
bei 20 Behandlungen der Auftauwert bekannt (N=3 Abort und N=17 ,schwanger und Geburt®). Bei ICSI-
Behandlungen war bei 51 Behandlungen der Auftauwert bekannt (N=4 Abort und N=17 ,schwanger und
Geburt®). Der Median der Auftauwerte der Gruppen Abort oder ,schwanger und Geburt* ist in der Box
durch eine horizontale Linie gekennzeichnet. (Insemination: Median der Auftaumotilitat Abort 2,7 und
Median der Auftaumotilitat der Gruppe ,schwanger und Geburt® 3,3 (Mann-Whitney-U-Test: p-Wert:
0,023); IVF- und ICSI-Behandlungen: Median der Auftaumotilitdt Abort 3,0 und Median der
Auftaumotilitat der Gruppe ,schwanger und Geburt* 3,4 (Mann-Whitney-U-Test: p-Wert: 0,936).

Wie dieser Zusammenhang zwischen der Abortrate und dem Auftauwert zu bewerten

ist, muss noch weiter untersucht werden.

Ein Vergleich der Abortraten bei den einzelnen Behandlungsarten zeigte eine
signifikant hdhere Abortrate bei Inseminationen (21,6%) gegenuber einer ICSI-
Behandlung (7,0%) (Chi-Quadrat: p-Wert: 0,011) (Abb. 32). Weder bei einem
Vergleich der Abortrate von Inseminationen gegenuber der Abortrate bei IVF-
Behandlungen (15,0%) (Chi-Quadrat: p-Wert: 0,488) noch bei einem Vergleich
zwischen IVF- und ICSI-Behandlungen untereinander (Chi-Quadrat: p-Wert: 0,285)
zeigte sich ein signifikanter Unterschied. Bei einem Vergleich der Abortraten von
Inseminationen gegenuber Abortraten von IVF- und ICSI-Behandlungen (10,0%)
zusammen, zeigte sich bei Inseminationen eine signifikant erhdhte Abortrate (Chi-
Quadrat: p-Wert: 0,014) (Abb. 32).
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Abb. 32 Abortraten bei Insemination IVF- oder ICSI-Behandlungen

Dargestellt ist jeweils die Behandlungsart sowie die jeweilige Abortrate (Insemination: 21,6%, ICSI und
IVF zusammen: 10%, IVF: 15%, ICSI: 7%) Ein Vergleich der Abortraten zeigte eine signifikant héhere
Abortrate bei Inseminationen sowohl gegentuber ICSI-Behandlungen (Chi-Quadrat: p-Wert: 0,011) als
auch gegeniber IVF- und ICSI Behandlungen zusammen (Chi-Quadrat: p-Wert: 0,014).

Um festzustellen, welche Anzahl an progressiv motilen Spermien bei Inseminationen
mit der niedrigsten Abortrate korreliert, wurde die Abortrate der einzelnen Spermien-
Motilitatsgruppen verglichen (siehe 3.3.2.1). Es konnte ein signifikanter
Zusammenhang zwischen der Anzahl an progressiv motilen Spermien und der Hohe
der Abortrate festgestellt werden (Korrelationskoeffizient nach Spearman: -0,857,
p-Wert: 0,014). Dabei fand sich die hochste Abortrate von 37,5% bei Proben deren
progressiv motile Spermien weniger als 1 Million pro Inseminationsdosis enthielten
(Abb. 33). Die niedrigste Abortrate von 10,0% zeigte sich bei Proben zwischen 5,1 und
6,0 Millionen progressiv motilen Spermien (Abb. 33).
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Abb. 33 Abortrate nach Insemination im Zusammenhang mit der Auftaumotilitat

Die Einteilung der Auftauwerte (PR =progressive Beweglichkeit) [Mio/DI (donogene Insemination
(Inseminationsdosis (300 ul))] erfolgt in einzelne Motilitatsgruppen (x-Achse). Die Abortrate fir jede
Motilitatsgruppe ist auf der Y-Achse dargestellt (Spearman- Korrelation: -0,857; p-Wert: 0,014).
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3.3.6 Analyse der Blutgruppen in Bezug auf das
Behandlungsergebnis

In einer weiteren Analyse wurde das Blutgruppenmerkmal-ABO und der Rhesusfaktor

in Bezug auf das Behandlungsergebnis untersucht.

3.3.6.1 Analyse des Blutgruppenmerkmals-ABO und des
Rhesusfaktors auf die Abortrate

Literaturdaten beschrieben vermehrte thrombotische Ereignisse bei Frauen, die nicht
der Blutgruppe 0 angehdrten und in diesem Zusammenhang mdglicherweise eine
reduzierte Implantationsraten und eine erhohte Abortwahrscheinlichkeit aufweisen.
Die Daten hierzu werden aber kontrovers diskutiert (Hossain et al., 2007, Di Nisio et
al., 2018, Di Nisio et al., 2011). In der vorliegenden Arbeit erfolgte in Anlehnung an die
Literaturdaten eine Einteilung der Patientinnen in die Blutgruppe 0 und nicht-0 (A, B
und AB) (Di Nisio et al., 2018).

Insgesamt war das ABO-Blutgruppenmerkmal bei 306 Schwangerschaften bekannt,
davon gehorten 124 der Blutgruppe 0 und 182 der Blutgruppe nicht-0 an. Die Abortrate
war in der Blutgruppe mit der Zugehdrigkeit nicht-O0 mit 19,8% im Vergleich zur
Blutgruppe 0 mit 16,9% leicht erhdht, jedoch ohne Signifikanz (Chi-Quadrat: p-Wert:
0,530) (Tab. 19).

Tab. 19 Vergleich der Aborte bei Patientinnnen der Blutgruppe 0 und der Blutgruppe nicht-0
(unter nicht-0 werden die Blutgruppen A, B und AB zusammengefasst, die Behandlungsarten
Inseminationen, IVFund ICSI sind zusammengefasst). Die Gruppe Schwangerschaften umfasste
~Schwanger zum Stichtag“, Geburten und Aborte. Bei 306 Patientinnen war die ABO-Blutgruppe
bekannt, 124 mit der Blutgruppe 0 und 182 mit der Blutgruppe nicht- O (Chi-Quadrat: p-Wert: 0,530)

Aborte Schwangerschaften
[%]  [n] (]
Blutgruppe 0 16,9 21 124
Blutgruppe nicht-0 19,8 36 182

Der Rhesusfaktor war ebenfalls bei 306 Patientinnen bekannt, davon waren 241
rhesus-positiv und 65 rhesus-negativ. Eine gering erhéhte Abortrate mit 21,5% fand
sich bei rhesus-negativen Patientinnen im Vergleich zur Abortrate mit 17,8% bei
rhesus-positiven Patientinnen, wiederum nicht signifikant (Chi-Quadrat: p-Wert:
0,497), (Tab. 20).
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Tab. 20 Vergleich der Aborte bei Patientinnnen mit rhesus-positivem und rhesus-negativem
Merkmal

(die Behandlungsarten Inseminationen, IVF und ICSI sind zusammengefasst). Die Gruppe
Schwangerschaften umfasste ,schwanger zum Stichtag®, Geburten und Aborte. Von 306 Patientinnen
war der Rhesusfaktor erfasst, wobei 241 Patientinnen Rhesus positiv und 65 Rhesus negativ waren.

Aborte Schwangerschaften
[%6] [n] Inl
Rhesus positiv 17,8 43 241
Rhesus negativ 21,5 14 65

Des Weiteren wurde die Behandlungsart (Insemination, IVF und ICSI) im
Zusammenhang mit dem ABO-Merkmal und dem Rhesusfaktor betrachtet. Bei
Patientinnen der Blutgruppe nicht-O war die Abortrate bei Inseminationen mit 23,5%
im Vergleich zur Blutgruppe 0 mit 19,2% zwar leicht erhéht, jedoch nicht signifikant
(Chi-Quadrat: p-Wert: 0,433), (Tab. 21). Bei IVF- und ICSI-Behandlungen fand sich
ebenfalls bei der Blutgruppe nicht-0 mit 10,0% eine leicht erhéhte Abortrate als bei der
Blutgruppe 0 mit 8,0%, ebenfalls nicht signifikant. Aufgrund der geringen Anzahl an
Aborten speziell bei der Blutgruppe nicht-0 ist das Signifikanzniveau fur IVF- und ICSI-
Behandlungen nur eingeschrankt aussagekraftig (Chi-Quadrat: p-Wert: 0,779),
(Tab. 21).

Tab. 21 Vergleich der Aborte bei Patientinnnen im Zusammenhang mit dem ABO-Merkmal und
dem Rhesusfaktor bei Inseminationen und IVF- und ICSI-Behandlungen

(1) Gegenuberstellung von Aborten der Bg-0 (N=99) und der Bg nicht-0 (132) bei Inseminationen sowie
der Bg-0 (N=25) und der Bg-nicht 0 (N=50) bei IVF- und ICSI-Behandlungen. (2) Gegenuberstellung
der Aborte rhesus-positiver (N=186) und rhesus-negativer Patientinnen (N=45) bei Inseminationen
sowie der Aborte rhesus-positiver (N=55) und rhesus-negativer Patientinnen (N=20) bei IVF-und ICSI-
Behandlungen.

Aborte Schwangerschaften
[%] [n] [n]

1 Insemination: Bg O 19,2 19 99
Insemination: Bg nicht-0 235 31 132
IVF/ICSI: Bg O 80 2 25
IVF/ICSI: Bg nicht-0 10,0 5 50

2 Insemination: Rh pos 20,4 38 186
Insemination: Rh neg 26,7 12 45
IVF/ICSI: Rh pos 91 5 55
IVF/ICSI: Rh neg 100 2 20
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Die Abortrate bei Inseminationen war zwar fur rhesus-positive Patientinnen (20,4%)
niedriger als fur rhesus-negative Patientinnen (26,7%), jedoch nicht signifikant (Chi-
Quadrat: p-Wert: 0,362), (Tab. 21). Bei IVF- und ICSI-Behandlungen war die Abortrate
bei rhesus-positiven Patientinnen (9,1%) im Vergleich zu rhesus-negativen
Patientinnen nur leicht erhéht und ebenfalls nicht signifikant. Aufgrund der geringen
Anzahl an rhesus-negative Aborten ist das Signifikanzniveau fir IVF- und ICSI-
Behandlungen nur eingeschrankt aussagekraftig (Chi-Quadrat: p-Wert: 0,905),
(Tab. 21).

3.3.6.2 Analyse des Blutgruppenmerkmals ABO und des
Rhesusfaktors in Bezug auf das Behandlungsergebnis
Bei Betrachtung der Blutgruppe 0 und nicht-0 in Bezug auf den Behandlungsausgang
Schwangerschaft (Geburt, ,schwanger zum Stichtag®, Abort) oder erfolglos zeigte sich
kein signifikanter Unterschied (Chi-Quadrat: p-Wert: 0,927), (Tab. 22). Die
Schwangerschaftsraten beider Blutgruppen waren mit 37,9% (Bg 0) bzw. 37,6% (Bg
nicht-0) in etwa gleich (Tab. 22). Wurden rhesus-positive und rhesus-negative
Patientinnen in Bezug auf den Behandlungsausgang verglichen, zeigte sich ebenfalls
kein signifikanter Unterschied (Chi-Quadrat: p-Wert: 0,291), (Tab. 22).

Tab. 22 Vergleich des Behandlungsausgangs Schwangerschaft oder erfolglos abhangig von der
Blutgruppe 0 und nicht-0 (A, B, AB) sowie vom Rhesusmerkmal

Dabei wurde nicht zwischen den einzelnen Behandlungsarten Insemination, IVF oder ICSI
unterschieden. Insgesamt war bei 811 Patientinnen das ABO-Merkmal und der Rhesusfaktor
dokumentiert.

Schwangerschaften Erfolglos
%] [n] [n]
Bg O 379 124 203
Bg nicht-0 37,6 182 302
Rh pos 36,9 241 413
Rh neg 41,4 65 92

Dartber hinaus wurde untersucht, ob bei der Wahl des Samenspenders eine
Ubereinstimmung der Blutgruppe zwischen der Patientin und dem Samenspender von
Vorteil ist. Unabhéngig von Ubereinstimmung des ABO-Merkmals zwischen Spender
und Empfangerin zeigte sich ein &hnliches Verteilungsmuster bei Schwangerschaften
und erfolglosen Behandlungen (Chi-Quadrat: p-Wert: 0,561, Tab. 23).
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Ebenso zeigte sich unabhangig von der Ubereinstimmung des Rhesusfaktors ein

ahnliches Verteilungsmuster von Schwangerschaften und erfolglosen Behandlungen

(Chi-Quadrat: p-Wert: 0,986), (Tab. 23).

Tab. 23 Vergleich der Ubereinstimmung des Blutgruppenmerkmals ABO oder dem Rhesusfaktor
zwischen Empfangerin und Spender in Bezug auf den Behandlungsausgang Schwangerschaft

oder erfolglos
Dabei wurde nicht zwischen den einzelnen Behandlungsarten Insemination, IVF oder ICSI

unterschieden. Insgesamt war bei 811 Patientinnen das ABO-Merkmal und der Rhesusfaktor bekannt.

Bg Ubereinstimmung 38,9 133 209
Bg keine Ubereinstimmung 36,9 173 296
Rh Ubereinstimmung 37,7 228 376
Rh keine Ubereinstimmung 37,7 78 129

Die Ubereinstimmung des ABO-Merkmals bzw. des Rhesusfaktors von Samenspender

und Patientin schien keinen Einfluss auf den Behandlungserfolg zu haben.
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser retrospektiven Studie wurden Eigenschaften von Samenspendern,
deren Ejakulatproben sowie Eigenschaften von Kinderwunschpatientinnen im Hinblick
auf den Behandlungserfolg bei heterologer Insemination, IVF oder ICSI untersucht. Da
die mannliche Fertilitat von der Anzahl an progressiv beweglichen Spermien im Ejakulat
abhangt, wurde u.a. als prognostischer Parameter die Beweglichkeit der Spermien nach
dem Auftauen (= Auftaumotilitat: Anzahl progressiv motiler Spermien (Millionen/
Behandlungsdosis)) analysiert sowie eine optimale Anzahl an progressiv beweglichen
Spermien bei den jeweiligen Behandlungsarten bestimmt. Unter Einbeziehung des Alters
der Patientinnen, der jeweiligen Behandlungsart und der Anzahl an progressiv motilen
Spermien in der Ejakulatprobe, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Algorithmus erstellt,
der als Orientierungshilfe bei Kinderwunschbehandlungen dienen kann.

4.1 Schwangerschafts- und Geburtenraten bei
Inseminationen, ICSI- oder IVF-Behandlungen

4.1.1 Schwangerschafts- und Geburtenraten bei Inseminationen

Bei insgesamt 736 Patientinnen erfolgten IUI-Behandlungen, woraus 241
Schwangerschaften, davon 130 Geburten resultierten. Die  kumulative
Schwangerschafts- bzw. Geburtenrate pro Patientin war 32,7% bzw. 17,7%. Pro
Behandlung bestand eine 6,4%ige Wahrscheinlichkeit schwanger zu werden bzw. die
3,4%ige Wabhrscheinlichkeit einer Geburt. Durchschnittlich waren vier Behandlungen

notwendig, damit eine Patientin schwanger wurde.

Die IUl stellt im Rahmen der assistierten Reproduktion eine nicht-invasive
Erstlinientherapie fir Frauen dar, die keine Tubenfunktionsstérung haben sowie zuvor
eine Zervizitis, eine angeborene zervikale Atresie oder eine Amenorrhoe ausgeschlossen
wurde (ESHRE Capri Workshop Group, 2009). Falls eine Endometriose nachgewiesen
ist, aber die Durchgéangigkeit der Eileiter weiterhin gewahrleistet ist, sollte die 1UI vor einer

IVF oder ICSI versucht werden.

Bei Frauen, die mit heterologem Spendersamen behandelt werden, ist die 1UI
Methode der ersten Wahl. Die Erfolgsrate von IUI-Behandlungen lag zwischen 5-20%
(Allahbadia, 2017, ESHRE Capri Workshop Group, 2009; Campana et al., 1996). In einer
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IUI-Studie mit heterologen Samenproben beschrieb Byrd Schwangerschaftsraten von
9,7% (Byrd et al., 1990). Eine Steigerung der Schwangerschaftsrate von 5% auf 7%
wurde durch die Gabe von Clomifen-Citrat erzielt (ESHRE Capri Workshop Group, 2009).
Im Falle einer FSH-Stimulation erfolgte eine Steigerung auf bis zu 12%, jedoch unter
gehauften Vorkommen von Mehrlingsschwangerschaften (ESHRE Capri Workshop
Group, 2009). Im Wesentlichen hangt die Erfolgsrate der IUI vom Alter der Frau, der
Dauer und dem Grund der Infertilitdt, der Anzahl reifer Follikel, dem Stimulationsprotokoll,
der Anzahl an Behandlungszyklen und dem Zeitpunkt der Insemination ab (Allahbadia,
2017). Im Durchschnitt zeigte sich eine Schwangerschaft nach dem vierten
Behandlungszyklus (Starosta et al., 2020). Um optimale Voraussetzungen fir eine IUI zu
schaffen, sollte eine Separation des Seminalplasmas erfolgen. Dies kann durch
Verbleiben in einer Spermienprobe Uteruskontraktion hervorrufen (ESHRE Capri
Workshop Group, 2009). Im Rahmen dieser Arbeit wurden alle Samenproben
zentrifugiert und anschlie@end in einem geeigneten Medium gelost, um so das
Seminalplasma von den Spermien abzutrennen (2.3.3). Der Inseminationszeitpunkt sollte
um den Eisprung herum stattfinden. Bei stimulierten Zyklen ist die Empfehlung 32-36
Stunden nach hCG Gabe (ESHRE Capri Workshop Group, 2009). Bei allen Patientinnen
wurde zuvor ermittelt, ob eine normale Eizellreifung stattfindet und ein Hormonlabor
erstellt, um eine Lutealinsuffizienz auszuschlie3en. Eine hormonelle Stimulation erfolgte
bei Patientinnen mit Zyklusstérungen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde nicht
unterschieden, ob die Behandlung durch donogene Insemination in einem stimulierten

oder unstimulierten Zyklus erfolgte.

Obwohl die 1UI vor allem in unstimulierten Zyklen eine niedrige Schwangerschaftsrate
zeigte, stellt sie nach wie vor die Erstlinienbehandlung bei donogener Insemination dar.
Ein Algorithmus in Bezug auf die Auswahl der Behandlungsart unter Berucksichtigung
verschiedener weiblicher prognostischer Faktoren sowie eine Empfehlung Uber die

notwendige Anzahl an progressiv motilen Spermien findet sich unter 4.1.5.

4.1.2 Schwangerschafts- und Geburtenraten bei IVF-Behandlungen

Bei insgesamt 51 Patientinnen erfolgten IVF-Behandlungen, daraus resultierten 20
Schwangerschaften, davon 11 Geburten. Gemessen an der Patientinnenzahl ergab sich

eine Schwangerschaftsrate von 39,2% bzw. eine Geburtenrate von 21,6%. Pro
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Behandlung fand sich eine Schwangerschaftsrate von 28,6% bzw. eine Geburtenrate von

15,7%. Durchschnittlich wurden Patientinnen beim ersten Versuch schwanger.

Die IVF hatte im Vergleich zur IUI deutlich héhere Erfolgsraten und stellt somit eine
potente Behandlungsmoglichkeit bei Patientinnen mit u.a. Tubenfunktionsstérungen
sowie Endometriose dar. Hughes beschrieb in einer Studie den Vergleich zwischen
Patientinnen, die entweder einen IVF-Zyklus durchliefen oder drei Monate ohne jegliche
Behandlung beobachtet wurden. Patientinnen hatten nach einem IVF-Zyklus eine
Schwangerschaftsrate von 31% sowie eine Geburtenrate von 29%, im Gegensatz zu
Patientinnen die nach drei Monaten ohne Behandlung lediglich eine 4%ige
Schwangerschafts- bzw. eine 1%ige Geburtenrate aufwiesen (Hughes et al., 2004). In
der aktuellen Studie von Berntsen fanden sich bei einer Gegentuberstellung von IVF- und
ICSI-Behandlungen leicht geringere Geburtenraten von 45% bei IVF-Behandlungen im
Vergleich zu ICSI-Behandlungen mit 55% (Bernsten et al., 2021). Weitere Studien zu
konventionellen IVF-Behandlungen ergaben Schwangerschaftsraten von 34% (Aanesen
et al., 2010), in Studien zu naturlichen IVF-Zyklen (ohne Verwendung von GnRH-
Analoga) fanden sich Schwangerschaftsraten von ca. 10-15% (von Wolff, 2018).

Die Daten des IVF-Registers von 2021 fassen IVF- und ICSI-Behandlungen
zusammen und beschrieben fir das Jahr 2020 Schwangerschaftsraten pro
Embryotransfer nach Frischzyklen von 31,9% und Geburtenraten von 23,3%. Eine
Gegenuberstellung des ersten Embryonentransfers zeigte bei Frischzyklen mit einer
Schwangerschaftsrate von 34,8% vergleichbare Werte wie bei Kryozyklen mit einer

Schwangerschaftsrate von 33,2%.

Als Haupteinflussfaktor fir Frauen werden bei IVF-Behandlungen das Alter der
Patientinnen (von Wolff, 2018, Gleicher et al.,, 2014) und die Dauer der Infertilitat
beschrieben (siehe 4.1.1) (von Wolff, 2018). In der vorliegenden Arbeit wurde bei den

IVF-Behandlungen nicht zwischen stimulierten und unstimulierten Zyklen unterschieden.

4.1.3 Schwangerschafts- und Geburtenraten bei ICSI-
Behandlungen

106 Patientinnen wurden mit einer ICSI behandelt. Dabei wurden 57 Schwangerschaften
verzeichnet, davon 47 Geburten. Gemessen an der Patientinnenzahl ergab sich eine

Schwangerschaftsrate von 53,8% bzw. eine Geburtenrate von 44,3%. Pro Behandlung
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fand sich eine Schwangerschaftsrate von 30,0% bzw. eine Geburtenrate von 24,7%. Im

Durchschnitt war wie bei IVF-Behandlungen der erste Versuch erfolgreich.

Die Hauptindikationen einer Behandlung durch ICSI sind Oligoasthenoteratozoospermie,
obstruktive oder nicht-obstruktive Azoospermie, erfolglose IVF-Behandlungen, eine
geringe Oozytenanzahl oder eine Reifungsstorung sowie die Durchfiihrung einer Pra-
Implantations-Diagnostik (PID) (O'Neill et al., 2018).

Weltweit gesehen wurden fur IVF- und ICSI-Behandlungen zusammen Geburtenraten
von 20,0% beschrieben (Dyer et al., 2016). Palermo zeigte in seinem Ubersichtsartikel
Schwangerschaftsraten von 32,9% fir ICSI-Behandlungen (Palermo et al., 2017). Bei der
Verwendung von nativen Spermien fand O”"Neill in seiner Studie Schwangerschaftsraten
von 41,5% (O'Neill et al., 2018). Mit zuvor cryokonservierten Spermien konnten
vergleichbare Schwangerschaftsraten von 36,8% beobachtet werden (O'Neill et al.,
2018). Daten aus dem IVF-Register fassen beide Methoden zusammen und beschreiben
fur das Jahr 2020 Schwangerschaftsraten pro Embryotransfer nach Frischzyklen von
31,9% und eine Geburtenrate von 23,3% (siehe 4.1.2).

Insgesamt stellt die ICSI im Vergleich zur IVF und IUI die Methode mit den hdchsten
Erfolgsraten dar. Jedoch sollte aufgrund der Invasivitat und der hohen Kosten ihr Einsatz
sorgfaltig abgewogen werden. Im Kapitel 4.1.5 wird ein Algorithmus vorgestellt, der

Anhaltspunkte fur die jeweilige Behandlungsart gibt.

ICSI-Behandlungen kommen hauptsachlich bei mannlichen Fertilitatsstérungen zur
Anwendung. Bei einer reduzierten Spermienqualitit zeigten Studien ein gehauftes
Vorkommen von Aneuploidien bei Mannern Uber 50 Jahre (Colombero et al., 1999a
Griffin et al., 1996). Zuletzt konnte dies aber auch bei jingeren Mannern beobachtet
werden (Steiner et al., 2015). Bei infertilen Mannern wurde auf3erdem ein Verlust der
DNA-Integritat durch Bestimmung des DNA-Fragmentationsindex festgestellt (Palermo
et al., 2017). Ein vermehrtes Vorkommen an DNA-Fragmenten war entweder angeboren
oder trat mit zunehmendem mannlichem Alter gehauft auf (Pino et al.,, 2020).
Beobachtungen aus jingsten Studien zeigten einen Verlust der DNA-Integritat auch bei
Méannern mit normalen Spermiogrammen (Simon et al., 2017). Da aktuell keine klare
Einordnung des DNA-Fragmentationsindex in Bezug auf die Vorhersagbarkeit bei IVF-
oder ICSI-Behandlungen besteht, ist die derzeitige Empfehlung laut Leitlinie zur
Diagnostik und Therapie vor einer assistierten reproduktionsmedizinischen Behandlung

von 2018, dass dieser nur erganzend in einem Standard-Spermiogramm
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hinzugenommen werden kann. Zukinftig kénnte der DNA-Fragmentationsindex jedoch

als moglicher Biomarker dienen.

Grundsatzlich stellt die ICSI bei einer geringen Anzahl an Spermien, die Behandlung der
Wabhl dar. Bei wiederholt erfolglosen Versuchen konnte, wenn auch nur bei einer kleinen
Anzahl an Paaren, das Fehlen eines Oozyten-aktivierenden-Faktors festgestellt werden
(Neri et al., 2010), der so genannten Phospholipase c-Zeta (PLCZ), die in den Spermien
produziert wird. Die Oozyten Aktivierung erfolgt Gber den Einstrom von Calcium in die
Zellen, um Signalkaskaden zu induzieren, die fur eine erfolgreiche Fertilisation
verantwortlich sind (Tosti & Ménézo, 2016). In Tierversuchen wurde gezeigt, dass bei
Mausen, deren PLCZ-Produktion entweder eingeschrankt war oder komplett fehlte, die
Eizellen durch ICSI weniger erfolgreich befruchtet wurden (Nakasuiji et al., 2017). Bei
wiederholtem Versagen der Befruchtung einer Eizelle mit Hilfe einer ICSI, wére es somit
sinnvoll, Manner auf ein Fehlen von PLCZ zu untersuchen, um anschlielRend spezifisch

Oozyten aktivieren zu kdnnen (Neri et al., 2010).

Ein weiterer Faktor stellt das Zentrosom dar, welches flir die mitotische Spindel bei der
Zellteilung bendtigt wird. Alle Zentrosomen menschlicher Korperzellen stammen vom
vaterlichen Zentrosom ab. Eine Zentrosomenstérung und somit Probleme bei der
Zellteilung wird haufiger bei infertilen Mannern beobachtet, die teilweise keine motilen
Spermien besitzen (Neri et al., 2011). Zentrosomen Defekte resultieren in embryonaler
Aneuploidie oder Mosaike und der Unféahigkeit der embryonalen Zellteilungen (Moomjy
et al., 1999). Nach einer ICSI-Behandlung kann eine unorganisierte
Chromosomenverteilung auf das Fehlschlagen der Verschmelzung maéannlicher und

weiblicher Gameten hinweisen (Neri et al., 2011).

Gegenstand von Studien zur mannlichen Fertilitat sind auch kleine nicht kodierende
snc (small non coding) RNA-Molekile in den Spermien, die als potentieller Biomarker
fungieren konnen (Krawetz et al., 2011). Einige dieser Transkripte sind in S&ugetieren
hoch-konserviert und wirken moglicherweise entscheidend an Entwicklungsprozessen in
der frihen embryonalen Phase mit (Schuster et al., 2016). Eine wichtige Rolle der RNA
Transkripte ist deren mogliche Beteiligung an der epigenetischen Umorganisation des
Chromatins in Spermien (Miller et al., 2005). Epigenetische Prozesse spielen eine
zunehmend entscheidende Rolle bei der mannlichen Fertilitdt, da sie Auswirkungen von
Umweltfaktoren auf die mannlichen Geschlechtszellen widerspiegeln (Furrow et al.,

2011). Transkriptom-Analysen von Spermien-RNA zeigten ein unterschiedliches

96




Diskussion

Genexpressionsprofil von fertilen und infertilen Mannern. Bei infertilen Mannern mit
Oligozoospermie waren Gene, die in anti-apoptotischen Mechanismen der
Keimbahnregulation eine Rolle spielen, herunter-reguliert (PRM2, SPZ-1, SPATA-4,
MEA-1, CREM) (Montjean et al., 2012). AulRerdem konnte eine reduzierte Genexpression
von DNA-Reparatur-Genen (NIPBL), die an der Regulation von oxidativem Stress
(PARK-7) und Histonmodifikation (DDX3X) beteiligt sind, beobachtet werden (Montjean
et al, 2012). Ein verandertes Genexpressionsprofil war auch fur Prozesse der
Spermatogenese und der Spermienmotilitdt zu beobachten (Montjean et al., 2012). Erste
Microarray-Analysen zeigten, dass bei infertilen Mannern mit normalen Spermiogrammen
die Genexpression von 136 Genen herunter-reguliert war (Garrido et al., 2009). Gerade
im Hinblick auf Manner mit normalen Spermiogrammen, konnen so madglicherweise
Faktoren bestimmt werden, die einen prognostischen Wert in der Fertilisationsdiagnostik
haben. Dies kdnnte auch in Bezug auf die donogene Insemination von gro3er Bedeutung

sein, um so potente Samenspender zusatzlich genetisch zu klassifizieren.

Beziglich der Sicherheit von IVF- und ICSI-Behandlungen, findet sich ein gering
erhohtes Fehlbildungsrisiko von 4-6% (Palermo et al., 2008) im Vergleich zur
Allgemeinbevdlkerung. Hier liegt die Fehlbildungsrate bei ca. 3-5% (Paulus & Meyberg-
Solomayer, 2009).

Somit besteht bei IVF- und ICSI-Behandlungen ein 1,3fach erhéhtes
Fehlbildungsrisiko (Diedrich et al., 2020), wobei dieses fur beide Behandlungsarten gleich
hoch ist (van Echten-Arends, 2011). Die Studie von Katalinic zeigte ein 1,44fach erhéhtes
Risiko fur Fehlbildungen nach ICSI-Behandlungen (ICSI: 8,7% und Kontrollgruppe: 6,1%)
(Katalinic et al., 2004), insbesondere urogenitale Anomalien bei Jungen sowie ein leicht
erhohtes Risiko von de novo Chromosomen-Verdnderungen (Moog & Riel3, 2014).
AulRerdem besteht ein erhohtes Risiko fir selten vorkommende Imprinting-Defekte nach
IVF- und ICSI-Behandlungen (Halliday et al., 2004, DeBaun et al., 2003, Gicquel et al.,
2003, Maher et al., 2003, Orstavik, 2003,). Hauptsachlich handelt es sich dabei um das
Angelman- und um das Beckwith-Wiedemann-Syndrom (Moog & Riel3, 2014). Zudem
werden IVF- und ICSI-Behandlungen mit erhghter Frithgeburtlichkeit (McDonald et al.,
2010), dem Risiko fir intrauterine Wachstumsrestriktion (McDonald et al., 2010,), einem
geringeren Geburtsgewicht (Schieve et al., 2002) und dem gehauften Auftreten von
Mehrlingsschwangerschaften (McDonald et al., 2010) in Verbindung gebracht.

Erfreulicherweise konnte Belva in seiner Studie zeigen, dass junge Frauen, die durch
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eine ICSI gezeugt wurden, eine vergleichbare Fertilitat hatten wie Frauen, die auf

naturlichem Weg gezeugt wurden (Belva et al., 2017b).

4.1.4 Schwangerschaftsraten bei ART Behandlungen im
Zusammenhang mit der Spermienmotilitat nativ und
cryokonserviert

Anhand der WHO-Richtlinie von 2010 erfolgte eine Standardisierung von
Spermienparametern, wobei eine Anzahl an nativen progressiv beweglich Spermien
>32% normwertig ist, andernfalls liegt eine Asthenozoospermie vor (Nieschlag et al.,
2010) (siehe 1.1.2). Ein Zusammenhang zwischen der Anzahl an progressiv motilen
Spermien und der Hohe der Schwangerschaftsraten wurde bereits in mehreren Studien
beschrieben (Larsen et al., 2000, Zinaman et al., 2000, Jouannet et al., 1988). Jedoch
handelt es sich vorwiegend um Studien zu nativen und nicht cryokonservierte Proben.
Die Empfehlungen Uber die notwendige Anzahl an motilen Spermien fir die jeweilige
Behandlungsart sind uneinheitlich und beinhalten meist keine weitere Differenzierung in
den WHO-Motilitatskategorien.

4.1.4.1 Erforderliche Anzahl an motilen Spermien bei Inseminationen

Fir Inseminationen fand sich in dieser Arbeit ein signifikanter Zusammenhang zwischen
der Schwangerschaftsrate und der Anzahl an progressiv motilen Spermien der Kategorie
PR. Dabei war die Anzahl an Spermien der Kategorie PR bei Schwangerschaften mit 3,3
Millionen pro Inseminationsdosis signifikant héher, als bei den erfolglosen Behandlungen
mit 2,4 Millionen. Die hochste Schwangerschaftsrate von 10,3% bzw. die hdchste
Geburtenrate von 6,7% war bei einer Anzahl von Spermien der Kategorie PR zwischen
5,1 und 6,0 Millionen pro Inseminationsdosis zu finden. Hohere Werte schienen
wiederum nicht mehr mit einer erhéhten Schwangerschafts- bzw. Geburtenrate zu
korrelieren. Laut WHO ist eine Spermienkonzentration von 15 Millionen pro Milliliter im
Normbereich, davon sollten mindestens 32% der Kategorie PR angehoren. Das
entspricht 4,8 Millionen progressiv beweglichen Spermien pro Milliliter. Ein Auftauwert
von sechs Millionen pro Inseminationsdosis (Inseminationsdosis (DI) entspricht 0,3 ml)
bedeutet 20 Millionen progressive Spermien pro Milliliter und liegt demnach tber dem
von der WHO geforderten Werten (Nieschlag et al., 2010). Bei Samenproben, mit weniger
als einer Million progressiven Spermien pro Inseminationsdosis, war die

Schwangerschafts- bzw. Geburtenrate mit 3,4% bzw. 1,7% am geringsten.
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In einigen Studien wurde eine Mindestanzahl von funf Millionen beweglichen Spermien
als Inseminationsdosis empfohlen, ohne weitere Differenzierung der WHO-
Motilitatskategorien (Merviel et al., 2010, ESHRE Capri Workshop Group, 2009, Ludwig,
2004). Hammel empfahl dabei, dass die motilen Spermien der Kategorie A und B
angehéren missen, einer veralteten zusatzlichen Differenzierung der progressiv
beweglichen Spermien der Kategorie PR nach der WHO-Richtlinie (Hammel et al., 2006).
Lemmens erachtete bereits eine Million progressiv motiler Spermien als ausreichend.
Proben, die weniger bewegliche Spermien enthielten, gingen mit einer reduzierten
Schwangerschaftsrate einher (Lemmens et al., 2016). Ombelet empfahl ebenfalls eine
Inseminationsdosis von einer Million nativ beweglicher Spermien (Ombelet et al., 2014,
Ombelet et al., 2003) worunter eine Geburtenrate von 21,9% beobachtet wurde (Ombelet
et al., 1997a). Proben, die weniger als eine Million motiler Spermien enthielten, zeigten
eine niedrigere kumulative Geburtenrate von 13,6% nach drei Zyklen (Ombelet et al.,
1997a). Zudem empfahl Ombelet erst bei weniger als einer Million beweglicher Spermien
die Spermienmorphologie als prognostischen Parameter heranzuziehen (Ombelet et al.,
2014). In weiteren Studien wurden fur IUl-Behandlungen ebenfalls eine Mindestanzahl
von einer Million beweglicher Spermien als notwendig erachtet (Starosta et al., 2020;
Allahbadia et al., 2017) sowie eine normale Spermienmorphologie von > 4% als
ausreichend angesehen (Allahbadia et al., 2017). Yavuz beschrieb in seiner IUI-Studie
durchschnittliche Schwangerschaftsraten von 4,7%. Die hochste Schwangerschaftsrate
von 7,8% fand sich bei einer Anzahl von mehr als 50% progressiv motiler Spermien
(Yavuz et al., 2013). In weiteren Studien wurde eine Mindestzahl von 10 Millionen motiler
Spermien empfohlen (Akanji & Bhattacharya, 2010, Van Voorhis et al., 2001) sowie bei
Motilitatswerten unter 10 Millionen motiler Spermien alternativ eine IVF durchzufihren
(Van Voorhis et al., 2001).

Eine IUI-Studie mit cryokonservierten Samenproben erachtete eine Mindestmenge von
zwei Millionen motiler Spermien als notwendig, worunter Schwangerschaftsraten bis zu
22,3% beobachtet wurden (Khalil et al., 2001). In alteren Untersuchungen wurden fir
Inseminationen sechs bis 15 Millionen motiler Spermien von zuvor cryokonservierten
Proben empfohlen (Kahn et al.,, 1992a, Kahn et al., 1992b, Byrd et al., 1990). Eine

Differenzierung in die WHO-Motilitatskategorien erfolgte nicht.

Generell sind die Angaben zur Mindestmenge an motilen Spermien fur eine Ul in der
Literatur relativ uneinheitlich. Es fehlt eine standardisierte Angabe zur erforderlichen

Menge an beweglichen Spermien. In dieser Arbeit ergab sich, dass mit einer
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Inseminationsdosis von mindestens funf Millionen progressiv motiler Spermien die
hdchsten Schwangerschafts- und Geburtenraten erzielt wurden. Unter 4.1.5. findet sich
ein Algorithmus in Bezug auf die Auswahl der Behandlungsart unter Bericksichtigung
weiblicher prognostischer Faktoren sowie eine Empfehlung Uber die notwendige Anzahl

an progressiv motilen Spermien fur die entsprechende Behandlungsart.

4.1.4.2 Erforderliche Anzahl an motilen Spermien bei IVF- und ICSI-
Behandlungen
Im Rahmen dieser Arbeit konnte weder bei IVF- noch bei ICSI-Behandlungen ein
signifikanter Zusammenhang zwischen dem Auftauwert und der Schwangerschafts- bzw.

Geburtenrate festgestellt werden.

Fur IVF-Behandlungen zeigte sich lediglich der Trend, dass bei hbheren Motilitatswerten,
die Schwangerschaftsrate zunahm. Ab 3,1 Millionen progressiv beweglicher Spermien
fand sich ein sprunghafter Anstieg der Schwangerschafts- bzw. Geburtenrate auf 71,4%
bzw. 28,6% mit einem Maximum von 75,0% bzw. 50,0% zwischen 5,1 und 6,0 Millionen
progressiv motiler Spermien. Unter zwei Millionen progressiv motiler Spermien konnte

keine Schwangerschaft mehr beobachtet werden.

Donnelly beschrieb in seiner Studie einen Zusammenhang zwischen der Anzahl
an progressiv motilen Spermien und der Hohe der Schwangerschaftsrate (Donnelly et al.,
1998). Moghadam hingegen fand, dass bei IVF-Behandlungen, die Spermienmotilitat
keinen Einfluss auf das Behandlungsergebnis hat (Moghadam et al., 2005). Fur Berntsen
war in seiner Vergleichsstudie zwischen 1UI- und IVF-Behandlungen eine Mindestanzahl
von zwei Millionen progressiv motiler Spermien mit einer normalen Morphologie > 4%
erforderlich (Berntsen et al., 2021). Michelmann zeigte in einer alteren Studie, dass ein
Minimum von 15% progressiv beweglichen Spermien bei einer Gesamtmotilitat von 30%
fur eine IVF-Behandlung notwendig ist (Michelmann, 1995).

Fur ICSI-Behandlungen fand sich in dieser Arbeit kein signifikanter
Zusammenhang zwischen der Spermienbeweglichkeit und der Ho6he der
Schwangerschaftsrate. Ab einer Anzahl an 1,1 Millionen beweglicher Spermien fand sich
bereits die hochste Schwangerschaftsrate von 42,9% bzw. eine Geburtenrate von 28,6%.
Die hochste Geburtenrate wurde bei 3,1 Millionen beweglicher Spermien mit 32,3%

beobachtet.

Bei ICSI-Behandlungen ist die Maotilitat ein Auswahlkriterium fur ein lebensfahiges
Spermium zur Befruchtung der Oozyte. Eine geringe Spermienmotilitat ging mit einer
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geringeren Blastozystenraten einher, zeigte jedoch keinen Einfluss auf das
Implantationspotenzial (Bartolacci et al., 2017; Mazzilli et al., 2017). In weiteren Studien
wurde ein Zusammenhang zwischen der Anzahl an motilen Spermien und der DNA-
Integritat demonstriert (Nosrati et al., 2014), weshalb eine Mindestmenge an beweglichen
Spermien zur Befruchtung einer Eizelle vorhanden sein sollte. Bei der aktuellen
Literaturrecherche konnte jedoch keine Angabe zur erforderlichen Mindestanzahl an

motilen Spermien gefunden werden.

Da bei IVF-Behandlungen das gesamte aufbereitete Sperma mit der Eizelle
zusammengebracht wird und nicht wie bei einer ICSI ein selektiertes Spermium direkt in
die Eizelle eingebracht wird, erklart sich auch, dass bei einer IVF die Anzahl an progressiv
motilen Spermien eher eine Rolle spielen kann. Unter Beriicksichtigung der Ergebnisse
sollte fir eine IVF eine Mindestmenge von drei Millionen progressiv motiler Spermien fur
eine Behandlung eingesetzt werden. Bei ICSI-Behandlungen hingegen reicht bereits eine
Mindestmenge von einer Million beweglicher Spermien, da letztendlich ein vitales
Spermium fir eine Behandlung ausreicht und die hochste Schwangerschaftsrate bereits
ab diesem Wert beobachtet wurde.

4.1.5 Auftaumotiltiat und Verlustrate im Rahmen der
Cryokonservierung

In dieser Arbeit wurde von einem Spenderkollektiv aus 19 Samenspendern insgesamt
224 Spermiogramme ausgewertet. Dies beinhaltetet u.a. die Anzahl an progressiv
beweglichen Spermien in einer nativen sowie cryokonservierten Probe (Auftauwert). Der
Auftauwert eines Probenaliquots ist reprasentativ fir eine gesamte Samenprobe. Dies
wurde aufgrund der geringen Schwankungen der Stichprobenauftauwerte von drei
Samenspendern ermittelt. Aus 224 Auftauwerten wurde eine durchschnittliche Anzahl an
12% progressiv motilen Spermien berechnet. Dies entspricht bei einer mittleren nativen
progressiven Motilitdét von 62% einer Restmotilitdt von 20%. Samenspender, die in
nativen Proben eine hohe Anzahl an progressiv motilen Spermien hatten, zeigten

signifikant hohere Auftauwerte.

Insgesamt zeigte sich eine Streuung der nativen progressiven Motilitat der Spermien der
Samenspender untereinander, innerhalb des Spenderzyklus und nach Bestimmung der

Auftauwerte. Dabei konnte eine Verlustrate der progressiv motilen Spermien von weniger
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als 50% bis hin zu mehr als 80% beobachtet werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der

Einfluss der Verlustrate auf das Behandlungsergebnis nicht weiter betrachtet.

Verluste der progressiv motilen Spermien einer nativen Probe wurde bei der
Zentrifugation der Probe, durch Zugabe des Cryoprotektivums sowie beim Einfrieren und
Auftauen beobachtet, wobei durch letzteren Vorgang die gréf3ten Verlustraten festgestellt

wurden.

Byrd untersuchte in seiner Studie die Schwangerschaftsraten im Zusammenhang mit der
Motilitat von Spermien nach dem Auftauen und beschrieb einen Motilitatsverlust durch
Cryokonservierung von 30% bis maximal 50% (Byrd et al., 1990). Bei einem Verlust der
motilen Spermien von weniger als 50% konnte eine Schwangerschaftsrate von 27,2%
beobachtet werden (Byrd et al., 1990). Insgesamt konnten in der Studie zu
cryokonservierten Spermien Schwangerschaftsraten von 9,7% bei IUI-Behandlungen
gezeigt werden (Byrd et al., 1990). Eine Differenzierung in die WHO-Motilitatskategorien

erfolgte nicht.

In einer weiteren Studie von Oberoi konnte ein Motilitdtsverlust von 45% nach dem
Einfrieren und Auftauen festgestellt werden, allerdings wurden hier Spermien der
Kategorie A, B und C (entspricht aktuell den Kategorien PR und NP) zusammengefasst.
Eine separate Betrachtung der Anzahl an progressiven Spermien erfolgte nicht (Oberoi,
2014).

Neuere Untersuchungen zu Proteomdaten erfolgten an Wildschwein-Spermien in Bezug
auf ein sich dnderndes Proteinmuster vor und nach dem Auftauen (Perez-Patifio et al.,
2019). Maoglicherweise kdnnen anhand speziesubergreifender Proteomdaten wichtige
Unterschiede im Proteinmuster vor und nach dem Auftauen festgestellt werden und so
den Einfluss der Cryokonservierung auf die Spermienqualitat weiter aufklaren.

4.1.6 Spermiogramm-Analyse

Insgesamt wurden 88 Samenspender im Alter von 21 bis 48 Jahren fir
Kinderwunschbehandlungen eingesetzt. Dabei zeigte sich, dass jingere Samenspender
weder mehr progressiv. motile Spermien nach dem Auftauen, noch hdhere
Schwangerschaftsraten hatten. Von 19 Spendern wurden stichprobenartig 224

Spermiogramme ausgewertet. Die Erstellung der Spermiogramme erfolgte nach den
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Richtlinien des Arbeitskreises fur donogene Insemination (Hammel et al., 2006) sowie
der WHO (Nieschlag et al., 2010).

Der Arbeitskreis fur donogene Insemination empfiehlt Manner, die alter als 40 Jahre sind,
nicht mehr als Samenspender einzusetzen (Hammel et al., 2006). Bei Mannern tber 40
Jahren besteht ein erhdhtes genetisches und epigenetisches Risiko fir Nachkommen
(Yatsenko & Turek, 2018). U.a. kommt es zur Haufung struktureller und numerischer
Chromosomenanomalien, vermehrt zu Punktmutationen sowie zu einem erhdhten DNA-
Fragmentationsindex. Von den Samenspendern waren 94,3% unter 41 Jahren. Da die
Spendebereitschaft nicht in jeder ethnischen Gruppe gleich grol3 ist, wurde unter
sorgfaltiger Uberprifung der Samenspender eine Altersbeschrankung bei Bedarf
aufgehoben. Jedoch sollten Spender nicht alter als 50 Jahre sein, da Yatsenke und Turek
in ihrer Studie zeigten, dass bei Mannern tber 50 Jahre das Risiko von kindlichen
Fehlbildungen im Vergleich zu jiungeren Mannern stark zunimmt (Yatsenko & Turek,
2018). Hier ware zukiinftig ggf. sinnvoll, bei Samenspendern, die alter als 40 Jahre sind,
zusatzlich zum Standardspermiogramm den DNA-Fragmentationsindex ergadnzend zu

bestimmen.

Samenspender mussten eine Karenzzeit von drei bis finfTagen einhalten, da nach dieser
Zeit die maximale Anzahl an motilen Spermien zu finden ist (Nieschlag et al., 2010). Die
analysierten Samenproben hatten alle ein Mindestvolumen gemald der WHO-Richtlinie
von 1,5 ml (Nieschlag et al., 2010), da erst Volumina kleiner als 1,5 ml auf ein beidseitiges
Fehlen der Vasa deferentia (Daudin et al., 2000, von Eckardstein et al., 2000, Weiske et
al., 2000, de la Taille et al., 1998), oder auf eine fehlerhafte Probengewinnung hinweisen
(Nieschlag et al., 2010).

In Bezug auf die Beurteilung der Spermienmorpholgie wurde der Grenzwert von 4% nach
der WHO-Richtlinie als ausreichend angesehen, da in den Literaturdaten die Normwerte
sowohl bei fertilen als auch infertilen Mannern zwischen 0% und 30% lagen (Nieschlag
et al., 2010). Selten wurde ein Anteil an Normalformen beschrieben, der gréfer als 25%
war (Menkveld et al., 2001). In Studien zu In-vitro-Fertilisationen (Coetzee et al., 1998),
Intrauterinen-Insemination (Van Waart et al., 2001) und In-vivo-Fertilitdt (Van der Merwe
et al., 2005) lagen die Referenzbereiche in Bezug auf die Spermienmorphologie zwischen
3-5%. Jungste Studien zeigten sogar, dass die Spermienmorphologie nicht unbedingt als

pradiktiver Parameter fir mannliche Fertilitat geeignet ist (Kohn et al., 2018).
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Auf eine Bestimmung der Spermien-Vitalitat wurde bei Samenspendern in der
Cryobank verzichtet. In den Empfehlungen des Arbeitskreises fir Donogene
Insemination ist die Beurteilung der Vitalitat ebenfalls nicht in der Richtlinie enthalten
(Hammel et al., 2006). Die Vitalitatspriufung der Spermien erfolgt durch Beurteilung der
Intaktheit der Zellmembran und dient als Motilitdtsevaluation (Nieschlag et al., 2010). Sie
sollte dann durchgefiihrt werden, wenn weniger als 40% vorwarts bewegliche Spermien
im Ejakulat enthalten sind (Nieschlag et al., 2010). Da bei Spendersamen eine
progressive Motilitdt > 50% empfohlen wird (Hammel et al., 2006), ist dieser Test im

Rahmen der Samenspende somit nicht notwendig.

Die Spermienkonzentration und die Anzahl an progressiv motilen Spermien
unterlagen innerhalb des Spenderzyklus mehr oder weniger starken Schwankungen, die
u.a. Folge der Nichteinhaltung der Karenzzeit von drei bis funf Tagen, einer
Uberwarmung des Hodens, starker korperlicher Anstrengung, Medikamenteneinfluss,
Infektionen, Stress oder UbermaRiger Alkohol- und/oder Nikotinkonsum sein kénnen

(Detail siehe im Verlauf des Abschnittes).

Generell ist bei den Spermienproben eine Abnahme der Qualitat tber die letzten
Jahrzehnte zu verzeichnen (Dcunha et al., 2022). Dabei ist die Beeintrachtigung der
Motilitat der Spermien ausschlaggebend, die mit einer Reduktion der Fertilitdt einhergeht
(Dcunha et al., 2022). Risikofaktoren, die auf die Spermienbeweglichkeit einen Einfluss
haben, sind skrotale Varikozelen (Abd-Elmoaty et al., 2009), genetische Abnormitéaten
der Flagellen Struktur, wie bei der priméren ziliaren Dyskinesie, z.B. dem Kartagener
Syndrom (Mirra et al., 2017, Gupta et al., 2012), mitochondriale DNA-Mutationen (Paoli
etal., 2011) und antispermale Antikorper (ASA) (Cui et al., 2015). Eine sexuelle Abstinenz
wirkt sich ebenfalls in einer Reduktion der beweglichen Spermien aus (Elzanaty et al.,
2005). AulRerdem spielen komplex-regulierte Signaltransduktionsprozesse, bei denen
Calcium- und Bikarbonat gesteuerte (CAMP)/Proteinkinasen einen Einfluss auf die

Beweglichkeit von Spermien haben, eine Rolle (Freitas et al., 2017).

Der Lebensstil hat einen erheblichen Einfluss auf die Beweglichkeit der Spermien. U.a.
wirken sich vermehrter Alkoholkonsum (Ricci et al., 2018, Ricci et al., 2017, Silva et al.,
2017), Rauchen (Mostafa et al., 2018), ein hoher BMI (Belloc et al., 2014) und ein
UbermaRiger Fleischkonsum (Maldonado-Carceles et al., 2019) negativ auf die
Spermienmotilitat aus. Ein UbermaR an sportlicher Aktivitat, wie Leistungssport bewirkt

ebenfalls eine Abnahme der Spermienbeweglichkeit (Jozkéw & Rossato, 2017).
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Zusatzlich zeigt sich psychischer Stress in einem erhdhten Cortisolspiegel, einer
reduzierten Testosteronausschittung (Durairajanayagam, 2017) und folglich in einer
verminderten Anzahl an progressiv motilen Spermien (Clarke et al., 1999). Zu wenig
Schlaf bewirkt eine Veranderung der Spermienmorphologie und eine Verminderung der
Spermien-Beweglichkeit (Liu et al., 2017).

Weitere Faktoren, die eine Reduktion der Motilitat der Spermien bewirken, sind
Chemotherapeutika und antipyretische Schmerzmittel, wie Aspirin und Paracetamol
(Banihani, 2018).

Hitze wirkt sich negativ auf die Spermienmotilitdt aus. Fir eine normale Spermatogenese
sollte die skrotale Temperatur um 2-5 °C niedriger sein als die normale Kérpertemperatur
(Dcunha et al., 2022). Eine Uberwarmung zeigt sich in einer reduzierten mitochondrialen
Aktivitat und bewirkt so eine Abnahme an ATP, was sich wiederum in einer verringerten
Beweglichkeit der Spermien auf3ert (Gong et al., 2017). Bei der Verwendung von mobilen
Telefonen (Gorpinchenko et al., 2014), speziell das Tragen in den Hosentaschen und die
Verwendung von Laptops (Avendano et al.,, 2012) ist eine Minderung der Spermien-
qualitat zu beobachten.

Mit zunehmender Industrialisierung tauchen auch vermehrt Substanzen auf, die einen
Einfluss auf die Qualitat der Spermien aufzeigen. U.a. haben Pestizide (Hauser et al.,
2005), Schwermetalle (Mendiola et al., 2011), Phthalate (Hauser et al., 2005), Bisphenol
A (Li et al., 2011) sowie Dioxin-Verbindungen (Mocarelli et al., 2008) einen negativen
Effekt auf die Beweglichkeit. In Gegenden erhohter radioaktiver Strahlung, z.B. nach
nuklearen Unfallen wie in Tschernobyl ist eine negative Auswirkung auf die

Spermatogenese zu beobachten (Andreychenko et al., 2016).

Bei viralen und bakteriellen Infektionen, die klinisch auch inapparent verlaufen kénnen,
finden sich weniger motile Spermien und folglich eine reduzierte mannliche Fertilitat. Dies
zeigten Studien zu Infektion mit Chlamydien (Eley et al., 2005), Ureaplasmen (Zhou et
al.,, 2018), Candida (Burrello et al., 2009), Hepatitis-B-Viren (Lorusso et al., 2010),
Humane-Papillomaviren (Foresta et al., 2010) Herpes-simplex-Viren (Kapranos et al.,
2003) und Adenoviren (Rohde et al., 1999). Jingste Studien zeigten eine bis zu 90 Tage
verringerte Spermienbeweglichkeit nach einer Coronavirus-Infektion (Segars et al.,
2020).

Um die Spermien-Beweglichkeit bei Mannern mit Fertilitatsproblemen zu verbessern, ist

einerseits ein entsprechender Lebensstili zu empfehlen, andererseits kann die
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Spermienmotilitdt durch die Gabe von oral verabreichten Supplementen gesteigert
werden. Dies sind z.B. Antioxidantien, wie Vitamin-E (Eskenazi et al., 2005), Coenzym-
Q10 (Balercia et al., 2009), Vitamin-C (Akmal et al., 2006), L-Carnithine (Costa et al.,
1994), Lycopene (Gupta & Kumar, 2002) welche allein oder zusammen mit den
Spurenelementen Selen (Moslemi & Tavanbakhsh, 2011) oder Zink (Omu et al., 2008)
verabreicht werden. PDE-5-Inhibitoren, wie Avanafil (Tsounapi et al., 2018) oder
Pentoxfylline (Safarinejad, 2011) sollen ebenfalls die Spermienbeweglichkeit erhéhen.
Studien zu Krauterextrakten, wie z.B. bei Withania somnifera-Wurzelextrakten (Nasimi
Doost Azgomi et al., 2018) zeigten eine vergleichbare Erhéhung der Motilitat wie bei der

Verwendung von Pentoxyfilline (Nasimi Doost Azgomi et al., 2018).

4.1.1 Altersabhangigkeit der Schwangerschafts- bzw. Geburtenraten
bei Inseminationen, IVF- oder ICSI-Behandlungen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde sowohl bei Inseminationen als auch bei ICSI-
Behandlungen ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Alter der Patientinnen
und der Schwangerschafts- bzw. Geburtenrate festgestellt. Fur IVF-Behandlungen
zeichnete sich lediglich ein Trend ab. Bei Inseminationen fanden sich die hdchsten
Schwangerschafts- und Geburtenraten mit maximalen Werten von 26,9% bzw. 18,8% bei
Frauen unter 30. Von 30 bis zu einem Alter von 38 Jahren zeigten sich
Schwangerschaftsraten bis maximal 22,6% und Geburtenraten bis maximal 13,0%. Mit
39 Jahren wurde ein sprunghafter Rlickgang der Schwangerschafts- bzw. Geburtenraten
auf 7,4% sowie 3,7% beobachtet mit anschlieenden Schwankungen bis maximale
Schwangerschafts- und Geburtenraten im Alter von 41 Jahren von 11,6% bzw. 9,3%. Ab
einem Alter von 46 Jahren wurde keine Schwangerschaft mehr festgestellt. Bei IVF-
Behandlungen waren die Schwangerschaftsraten unter 38 Jahren maximal 66,7% und
die Geburtenraten maximal 50,0%. Sowohl die Schwangerschafts- als auch die
Geburtenraten reduzierten sich ab 40 Jahren auf 16,7%. Ab einem Alter von 44 Jahren
wurden keine Schwangerschaften beobachtet. Eine signifikante Altersabhéngigkeit war
auch fur ICSI-Behandlungen zu sehen. Im Alter von 31 Jahren waren die
Schwangerschafts- und Geburtenraten maximal 100,0% bzw. 80,0%. Bis zu einem Alter
von 38 Jahren zeigten sich maximale Schwangerschaftsraten von 66,7% und
Geburtenraten von 55,6%. Ab einem Alter von 41 Jahren hingegen war die
Schwangerschafts- sowie Geburtenraten deutlich auf 10,0% reduziert und ab 42 Jahren

waren keine Schwangerschaften zu beobachten.
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Die in dieser Arbeit gezeigte Altersabhangigkeit bestatigte die Ergebnisse bekannter
Studien. Yavuz betrachtete in seiner Studie 569 Paare im Rahmen von IUI-
Behandlungen. Dabei wurden native Spermien mit einer durchschnittlichen Anzahl an
50% progressiver Motilitdt verwendet. Frauen unter 30 Jahren hatten die hdchste
Schwangerschaftsrate von 7,3%, Frauen zwischen 30 und 34 Jahren 3,5% und Frauen
Uber 35 Jahre nur 1,7% (Yavuz et al., 2013). In einer weiteren Studie zu IUI-
Behandlungen mit homologen nativen Spermien zeigten Frauen unter 30 Jahren eine
Schwangerschaftsrate von 38,5%. Im Vergleich dazu hatten Frauen Uber 40 mit nur

12,5% eine deutlich reduzierte Schwangerschaftsrate (Merviel et al., 2010).

Fur IVF- und ICSI-Behandlungen zusammen wurde in den Daten des deutschen IVF-
Registers aus dem Jahr 2020 pro Embryonentransfer bei Frauen bis 35 Jahre
Schwangerschafts- bzw. Geburtenraten von 38,8% und 30,0% beschrieben. Bei Frauen
ab 40 konnte nur eine Schwangerschaftsrate von 18,9% und eine Geburtenrate von
10,6% beobachtet werden. Gleicher fand in seiner Studie zu IVF-Behandlungen eine
ahnliche Altersverteilung (Gleicher et al., 2016). Frauen unter 35 Jahren hatten eine hohe
Geburtenrate von 42,6%. Im Alter zwischen 36 und 37 Jahren lag die Rate bei 33,9%,
zwischen 38 und 40 bei 22,3% und zwischen 41 und 42 Jahren fand sich eine deutlich
reduzierte Geburtenrate von 12,0%. Ab einem Alter von 43 Jahren fand sich nur mehr
eine Rate von 3,6% (Gleicher et al., 2016). In einer weiteren Studie beobachtete Aanesen
fur konventionelle IVF-Behandlungen einen Rickgang der Schwangerschaftsraten ab
einem Alter von 38 Jahren von 34% auf 27%. (Aanesen et al., 2010). Bei natirlichen IVF-
Zyklen zeigte von Wolff einen Rickgang der Schwangerschaftsraten ab 38 Jahre von
zuvor 10-15% auf 10% (von Wolff, 2018).

Eine Studie zu ICSI-Behandlungen von Ahmed fand bei Frauen unter 30 Jahren eine
Schwangerschaftsrate von 32,7%, bis 35 eine Rate von 28,3%. Im Alter zwischen 35 und
40 Jahren reduzierte sich die Schwangerschaftsrate sprunghatft auf 7,4% und betrug bei
Patientinnen tber 40 Jahren nur mehr 4,5% (Ahemd et al., 2015).

Insgesamt konnten die Daten dieser Arbeit die Altersabhangigkeit bekannter Studien
bestétigen und zeigten fir Inseminationen sowie IVF- und ICSI-Behandlungen ab einem

Alter von ca. 40 Jahren eine deutlich reduzierte weibliche Fertilitat.
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4.1.2 Bewertung des BMI in Zusammenhang mit den
Schwangerschaftsraten

Der Grof3teil der insgesamt 835 Patientinnen mit bekanntem BMI waren entweder
normalgewichtig oder préadipds. Dies entspricht in etwa der BMI-Verteilung der
Normalbevolkerung. In den aktuellen Untersuchungen fand sich weder bei
Inseminationen noch bei IVF- oder ICSI-Behandlungen ein signifikanter Zusammenhang
zwischen dem BMI und der Schwangerschaftsrate. Dabei war bei Patientinnen, die
schwanger waren oder erfolglose Behandlungen hatten, der mediane BMI 22,8 kg/m?
bzw. 22.9 kg/mZ.

In der Literatur werden Fertilitdtsstorungen tendenziell bei Frauen mit hdherem BMI
beobachtet. U. a. sind hierfur Stoffwechselstérungen wie z.B. metabolisches Syndrom,
Diabetes mellitus oder eine Schilddrisenfunktionsstérung urséchlich. Bei Patientinnen
mit Adipositas wird h&ufiger Anovulation, Infertilitdt und eine vermehrte Abortneigung
beobachtet (Dag und Dilbaz, 2015). Ubergewicht ist meist von einer Hyperinsulinamie
und Insulinresistenz begleitet. Dadurch wird die Androgensynthese in den ovariellen
Thekazellen stimuliert, die sich negativ auf die ovarielle Reifung und die endometriale
Schleimhaut auswirken kann (Dag & Dilbaz, 2015). Eine Hyperinsulindmie und vermehrt
Androgene treten beim Polycystischen-Ovarsyndrom (PCO) auf. Hierbei handelt es sich
um eine Follikelreifungsstdrung, die haufig Frauen im gebarfahigen Alter betrifft (Dag &
Dilbaz, 2015). Behandlungen durch assistierte Reproduktion zeigten bei tibergewichtigen
Frauen eine schlechtere Erfolgsrate als bei normalgewichtigen Frauen (Provost et al.,
2016, Rittenberg et al., 2011, Li et al., 2010). Ab einem BMI = 30 kg/m? ist sogar eine
deutlich reduzierte Rate an Lebendgeburten bei IVF- oder ICSI-Behandlungen zu
beobachten (Moraginni et al., 2012). Es gibt aber auch Studien, die keinen
Zusammenhang zwischen einem erhdhten BMI und den ART-Erfolgsraten beschreiben
(MacKenna et al., 2017).

Lashen zeigte bei IVF-Behandlungen weder bei Ubergewichtigen- noch bei

untergewichtigen Frauen einen Einfluss auf den Behandlungserfolg (Lashen et al., 1999).

Ein niedriger BMI (< 18,5 kg/m?) wiederum war im Rahmen dieser Arbeit tendenziell mit
geringeren Schwangerschafts- und Geburtenraten verbunden, jedoch nicht signifikant.
Studiendaten zeigten bei Untergewicht eine geringere Wahrscheinlichkeit schwanger zu
werden, eine erhdhte Abortneigung und eine reduzierte Lebendgeburtrate (Cai et al.,
2017, Singh et al., 2012, Veleva et al., 2008, Wang et al., 2000, Wittemer et al., 2000).
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Bei der Studie von Fedorcsak hatte der BMI von < 18,5 kg/m? bei IVF- und ICSI-
Behandlungen keinen Einfluss auf das Behandlungsergebnis (Fedorcsak et al., 2004).
Bei Ubergewichtigen Frauen fanden sich geringere Lebendgeburtraten (Fedorcsak et al.,
2004).

Insgesamt ist der Zusammenhang zwischen Ubergewicht und reduzierter weiblicher
Fertilitat und den daraus resultierenden hormonellen Stérungen gut belegt. Im Rahmen
dieser Arbeit konnte dieser Effekt nicht bestatigt werden. Ein moglicher Grund hierfur
konnte sein, dass Patientinnen, die sich in einer ART-Behandlung befinden, bereits
dahingehend therapiert wurden. Ubergewichtige Frauen haben eine geringere
Follikelzahl und benétigen daher vermehrt eine medikamenttse hormonelle Einstellung.
Unter einer optimalen Therapie fanden sich vergleichbare Schwangerschaftsraten wie
bei normalgewichtigen Frauen (Souter et al., 2011). Starosta zeigte in seinem
Ubersichtsartikel, dass tibergewichtige Frauen bei ART-Behandlungen zwar vermehrt auf
eine medikamentdse Therapie angewiesen waren, jedoch die Schwangerschaftsrate
nicht reduziert war (Starosta et al., 2020). Viele Fertilitatszentren besitzen bereits nicht
evidenzbasierte  Protokolle zur Unterstitzung der Kinderwunschbehandlung

Ubergewichtiger Frauen (Dag & Dilbaz, 2015).

4.1.3 Aborthaufigkeit bei ART Behandlungen

In dieser Arbeit wurde weder bei Inseminationen noch bei IVF- und ICSI-Behandlungen
ein Zusammenhang zwischen dem BMI und der Abortrate beobachtet. Patientinnen der
Gruppe Abort hatten mit 23,1 kg/m? einen vergleichbaren BMI wie die Gruppe ,schwanger
und Geburt“ mit 22,6 kg/m?2.

Insgesamt war die Abortrate bei Inseminationen mit 21,6% signifikant héher als bei ICSI-
Behandlungen allein (7,0%) sowie bei ICSI- und IVF-Behandlungen (10,0%) zusammen
betrachtet. Auffallig war, dass die mittlere Anzahl progressiv beweglicher Spermien bei
Inseminationen in der Gruppe ,schwanger und Geburt* mit 3,7 Millionen signifikant hoher

war als in der Abort-Gruppe mit 2,7 Millionen.

Bei Betrachtung der Spermien-Motilitatsgruppen konnte bei Inseminationen die niedrigste
Abortrate mit 10,0% zwischen 5,1 und 6,0 Millionen progressiv motiler Spermien
festgestellt werden. Die hodchsten Abortraten von 37,5% fanden sich in Proben, die

weniger als eine Million progressiv bewegliche Spermien enthielten.
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Fur IVF- und ICSI-Behandlungen zeigten sich ahnliche Motilitdtswerte sowohl in der

Gruppe ,schwanger und Geburt” als auch in der ,Abort“-Gruppe.

Die spontane Abortrate bei Frauen zwischen 20 und 30 Jahren lag zwischen 9% und
17%, bei Frauen die &lter als 45 Jahre waren, betrug sie 80% (Alves & Rapp, 2021). Bei
IUI-Behandlungen wurden Abortraten von 17,4% bis 28,6% beobachtet (Verhaeghe et
al., 2020, Byrd et al., 1990). Im IVF-Register von 2020 wurden fiur IVF- und ICSI-

Behandlungen zusammengefasst Abortraten von 20,4% gefunden.

Bellever und Kollegen beschrieben einen Zusammenhang zwischen dem BMI und
Aborten bei ART-Behandlungen. Dabei war die Abortrate mit 38,1% bei den
Ubergewichtigen Frauen gegeniber den normalgewichtigen Frauen mit einer Abortrate
von 13,3 % deutlich erhdht (Bellever et al., 2003). Einen Zusammenhang zwischen dem
BMI und der Abortrate konnte in dieser Arbeit nicht gezeigt werden. Griinde hierfur

wurden bereits unter 4.1.2 diskutiert.

Eine IUI-Studie von 911 infertilen Paaren zeigte bei einer gesamten Abortrate von 42,0%,
dass bei einer normalen Spermienkonzentration von mehr als 15 Millionen/ml und einer
progressive Motilitatt von = 32% eine geringere Abortrate zu beobachten war
(Mohammadi et al., 2021). Bereits in der Studie von Jayasena wurde ein Zusammenhang
zwischen einer Spermienmotilitdt und einer erhohten Abortrate beschrieben. In der
Gruppe mit vermehrten Aborten fanden sich weniger progressiv motile Spermien und ein
erhohter DNA-Fragmentationsindex der Spermien als in der Kontrollgruppe (Jayasena et
al., 2019). Die DNA-Fragmentation der Spermien hat einen negativen Einfluss auf die
mannliche Fertilitat, die embryonale Entwicklung und den Erfolg von ART-Behandlungen
(Agarwal et al., 2020). DNA-Fragmentation kann entweder durch extrinsische Faktoren,
wie Hitzeeinwirkung, Rauchen, Umweltgifte oder Chemotherapeutika ausgeldst werden
oder durch intrinsische Faktoren, wie eine gestorte Keimzellreifung, eine fehlgeschlagene
Apoptose wéahrend der Spermatogenese oder reaktive Sauerstoffspezies verursacht
werden (Agarwal et al., 2020). Insgesamt steigt der Spermien-DNA-Fragmentationsindex
mit dem mannlichen Alter und verdoppelt sich im Alter zwischen 20 und 60 Jahren (Pino
et al.,, 2020, Alshahrani et al., 2014, Bungum et al., 2004). Zu den Kklinischen
Assoziationen einer erhéhten Spermien DNA-Fragmentation gehért u.a. die Varikozele,
die eine Hodenschadigung hervorruft (Goldstein und Eid, 1989). Bei malignen
Erkrankungen, wie z.B. Hodenkrebs konnte ebenfalls ein erhdhter DNA-

Fragmentationsindex nachgewiesen werden (Meseguer et al., 2008).
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Fur Inseminationen fand sich in dieser Arbeit ein signifikanter Zusammenhang zwischen
der Abortrate und der Anzahl an progressiv beweglichen Spermien. Bei 5,1 Millionen
Spermien der Kategorie PR wurde die niedrigste Abortrate und zugleich die héchste
Schwangerschafts- und Geburtenrate beobachtet. Daher sollte zukunftig fir Insemination
eine entsprechende Mindestanzahl an beweglichen Spermien eingesetzt werden.
Inwieweit der DNA-Fragmentationsindex im Zusammenhang mit der Spermienqualitat
steht bzw. einen Einfluss auf die Abortraten hat, bedarf noch weiterer Studien. Laut
Leitlinie zur Diagnostik und Therapie vor einer assistierten reproduktionsmedizinischen
Behandlung aus dem Jahr 2018 besteht derzeit keine klare Empfehlung des DNA-
Fragmentationsindex in Bezug auf ART-Behandlungen. Dieser kann lediglich erganzend

in einem Standard-Spermiogramm hinzugenommen werden.

4.1.4 Einfluss der Blutgruppen auf den Behandlungserfolg

Bei den Blutgruppen A oder B besteht der Verdacht reduzierter Implantationsraten
sowie einer erhdhte Abortwahrscheinlichkeit (Hossain et al., 2007). Um diesen Effekt zu
untersuchen, wurden in der vorliegenden Arbeit in Anlehnung an Literaturdaten die
Patientinnen in die Blutgruppe 0 und nicht-0 (A, B und AB) eingeteilt (Di Nisio et al., 2018).
Dabei wurde eine leicht erhdhte Abortrate der Blutgruppe nicht-0 mit 19,8% im Vergleich
zur Blutgruppe-0 mit 16,9% beobachtet, jedoch nicht signifikant. Rhesus-negative
Patientinnen zeigten eine geringfiigig hohere Abortrate mit 21,5% als rhesus-positive
Patientinnen mit 17,8%, ebenfalls nicht signifikant. Die Schwangerschaftsrate zeigte
keinen signifikanten Unterschied zwischen der Blutgruppe 0 mit 37,9% und der
Blutgruppe nicht-0 mit 37,6%. Geringfliigig erhdhte Schwangerschaftsraten hatten
rhesus-negative Patientinnen mit 41,4% im Vergleich zu rhesus-positiven Patientinnen

mit 36,9%, jedoch nicht signifikant.

Um den kontrovers diskutierten Zusammenhang zwischen einer ABO-
Inkompatibilitat und Fertilitatsproblemen zu untersuchen (Schwimmer et al., 1967), wurde
uberpruft, ob bei der Wahl des Samenspenders eine Ubereinstimmung des ABO-
Merkmals zwischen Spender und Empféangerin von Vorteil ist. In der vorliegenden Arbeit
zeigten sich in etwa die gleichen Schwangerschaftsraten unabhéngig von der Wahl der

Blutgruppe oder des Rhesusfaktors zwischen Spender und Empfangerin.

Ein erhdhtes Thrombose-Risiko wurde fir Individuen der Blutgruppe nicht-0

beschrieben (Ohira et al., 2007, Jick et al., 1969). Dies wiederum wird in Zusammenhang
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mit Problemen bei der Implantation oder Plazentation gebracht (Hossain & Paides, 2007)
und kann so moglicherweise zu schlechteren Behandlungsergebnissen fihren.
Insgesamt stellt sich die Studienlage zu den Blutgruppen im Zusammenhang mit der
Schwangerschafts- bzw. Abortwahrscheinlichkeit uneinheitlich dar (Di Nisio et al., 2011).
In einer Studie von Di Nisio fanden sich vergleichbare Schwangerschafts-, Geburten-
sowie Abortrate bei Patientinnen der Blutgruppe 0 und jenen der Blutgruppe nicht-0 (Di
Nisio et al., 2018). Bereits in friheren Studien lie3 sich kein Zusammenhang der
Blutgruppenverteilung und der Fertilitdt erkennen (Solish & Gershowitz; 1969).

In Bezug auf den Rhesusfaktor konnte aufgrund der routinemafigen Anti-D-Prophylaxe

bei rhesus-negativen Frauen das Risiko einer Fehlgeburt reduziert werden.

Zusammenfassend zeigte sich in dieser Arbeit weder ein signifikanter Einfluss der ABO-
Blutgruppen noch des Rhesusfaktors auf die Abort- oder Schwangerschaftsrate.

4.1.5 Entscheidung Insemination, IVF oder ICSI - Vorschlag eines
Behandlungsalgorithmus

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Algorithmus erstellt, der eine Empfehlung beziglich
der Behandlungsart (Insemination, IVF oder ICSIl) und der entsprechenden
Mindestanzahl an progressiv motilen Spermien gibt (Abb. 34). Dabei sollen bei
Patientinnen das Alter, der Grund und die Dauer der Infertilitdt, der Hormonstatus sowie

vorherige Schwangerschaften bericksichtigt werden.

Bei Behandlungen von Frauen unter 34 Jahren mit donogenen Spendersamen kann
zunachst mit einer Intrauterinen-Insemination (IUI) begonnen werden. Dabei ist die
Empfehlung anhand der vorliegenden Daten eine Mindestanzahl von finf Millionen
progressiv. motiler Spermien als Inseminationsdosis zu verwenden. Bei diesem
Motilitatswert fanden sich die hochsten Schwangerschafts- und Geburtenraten sowie die
niedrigsten Abortraten. Im Rahmen dieser Arbeit waren bei Patientinnen durchschnittlich
vier Inseminationsversuche bis zum Eintritt einer Schwangerschaft erforderlich. Beim
Ausbleiben eines Behandlungserfolges durch eine Ul kann abgewogen werden, die
Behandlungsart zu wechseln. Grundsatzlich ist eine IVF-Behandlung im Anschluss die
Methode der Wahl. Da im Falle einer donogenen Insemination keine maé&nnliche
Fertilitatsstorung vorliegt, besteht nicht zwingend die Indikation einer ICSI. Bereits
Sarosta empfahl nach einem erfolglosen vierten Versuch auf eine IVF-Behandlung zu
wechseln (Sarosta et al., 2020). Dauert die Infertilitat langer als drei Jahre kann ggf. eine
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IVF bereits als Erstbehandlung erwogen werden (ESHRE Capri Workshop group, 2009).
In Literaturdaten wurde bereits ab einem Alter von 35 Jahren ein Ruckgang der
Schwangerschaftsraten beobachtet (Gleicher et al.,, 2016, Yavuz et al., 2013). Die
vorliegenden Daten zur IUl zeigten, dass im Alter von 30 bis 38 Jahren eine
Schwangerschaftsrate bis maximal 22,6% und eine Geburtenrate bis maximal 13,0%
bestand. Ein deutlicher Riickgang war erst ab einem Alter von 39 Jahren zu erkennen.
Parallel dazu stieg die notwendige Anzahl an Behandlungen bis zum Eintritt einer
Schwangerschaft an. Bis zu einem Alter von 39 Jahren ist unter Berucksichtigung der
Vorgeschichte der Patientin, inklusive des hormonellen Status, eine IUl als
Erstbehandlung maéglich. Bei Zyklusunregelmafigkeiten kann zur Optimierung einer 1UI-
Behandlung eine Stimulation durch Clomifen-Citrat erfolgen oder, falls dies nicht
erfolgreich ist, Gonadotropine eingesetzt werden. In Studiendaten wurde fir
Kinderwunschbehandlungen folgendes Standardprotokoll vorgeschlagen: zunachst drei
IUI-Zyklen mit Clomifen-Citrat gefolgt von drei weiteren IUl-Zyklen mit FSH (ESHRE Capri
Workshop group, 2009). Bei Ausbleiben eines Behandlungserfolges wird ein Wechsel auf
eine IVF-Behandlung empfohlen (ESHRE Capri Workshop group, 2009). Ab einem Alter
von 39 Jahren kann eine IVF in Abwagung als Erstbehandlung geplant werden. In der
vorliegenden Arbeit wurde bei Patientinnen ohne Zyklusunregelmafigkeiten keine
hormonelle Stimulation empfohlen. Dies wurde zuvor sonographisch und mittels
Blutabnahme geklart. Da fur IVF- und ICSI-Behandlungen Samenproben der Cryobank
in externe Zentren verschickt wurden, liegen hierzu keine Daten Uber eine hormonelle
Stimulation vor. Grundsétzlich wurde in dieser Arbeit nicht zwischen stimulierten und

unstimulierten Zyklen unterscheiden.

Fiar IVF-Behandlungen zeichnete sich in den aktuellen Daten lediglich ein Trend
zwischen der Schwangerschaftsrate und der Anzahl an progressiv motilen Spermien ab.
Dabei fand sich bei mindestens funf Millionen progressiv motilen Spermien die hochste
Schwangerschafts- und Geburtenrate mit 75,0% bzw. 50,0%. Hingegen war bei
progressiv beweglichen Spermien unter zwei Millionen pro Behandlung keine
Schwangerschaft mehr zu beobachten. Ein Zusammenhang der Abortrate und der
Anzahl an motilen Spermien wurde fur IVF-Behandlungen nicht beobachtet. Bei
Betrachtung der Abortraten fur IVF- und ICSI-Behandlungen zusammen war hingegen
die Anzahl an progressiv beweglichen Spermien in der Gruppe ,,Schwangerschaften zum
Stichtag und Geburten“ mit 3,4 Millionen im Vergleich zur Abort-Gruppe mit 3,0 Millionen

geringfugig hoher, aber nicht signifikant. Bei IVF-Behandlungen wurde bereits ab einer
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Anzahl zwischen 3,1 und 4,0 Millionen progressiv beweglicher Spermien eine
Schwangerschaftsrate Gber 71,4% beobachtet. Aufgrund der genannten Beobachtungen
wird eine Mindestanzahl von drei Millionen progressiv beweglicher Spermien fur eine IVF-
Behandlung empfohlen. Mdglicherweise spielt bei einer IVF die Anzahl an motilen
Spermien im Vergleich zur ICSI eine gro3ere Rolle, da das gesamte aufbereitete Sperma
mit der Eizelle zusammengebracht wird. Aul3erdem gibt es Hinweise, dass die
progressive Motilitat ein Ausdruck der DNA-Integritat in Spermien darstellt (Nosrati et al.,
2014). Fur ICSI-Behandlungen ist es entscheidend, ein lebensfahiges motiles Spermium
auszuwahlen. Die hochste Schwangerschaftsrate zeigte sich zwischen 1,1 und 2,0
Millionen progressiv beweglicher Spermien mit 42,9% sowie eine Geburtenrate von
28,6%. Die Geburtenrate war mit 32,3% zwischen 3,1 und 4,0 Millionen progressiv
beweglichen Spermien am hdchsten. War die Anzahl an progressiv motilen Spermien
unter einer Million, wurden eine reduzierte Schwangerschaftsrate von 20% und keine
Geburten beobachtet. Um die Wahrscheinlichkeit ein lebensfahiges Spermium zu finden
zu erhOhen, sollte eine Mindestanzahl von einer Million progressiv beweglicher Spermien
in einer Probe enthalten sein. Ein Wechsel von einer IVF- auf eine ICSI-Behandlung bei
Frauen Uber 40 Jahre bietet bei normaler mannlicher Fertilitéat keinen Vorteil (Tannus et
al., 2017).

Inwieweit die Anzahl an progressiv motilen Spermien einen Hinweis auf einen
abnormalen DNA-Fragmentationsindex liefert, ist noch unklar. Literaturdaten hierzu
lieferten unterschiedliche Aussagen. Ein DNA-Fragmentationsindex von kleiner gleich
30% wird als normal angesehen. Le und Kollegen konnten in einer Gruppe infertiler
Méanner keinen Zusammenhang zwischen der progressiven Motilitat und dem DNA-
Fragmentationsindex erkennen (Le et al., 2019). Hingegen zeigte eine Studie zu ICSI-
Behandlungen, dass ein DNA-Fragmentationsindex grof3er als 30% mit einer geringeren
Anzahl an progressiv motilen Spermien und einer erhdéhten Abortrate verbunden war
(Sivanarayana et al., 2014). In Bezug auf die Samenspende sollten Proben, die weniger
als eine Million progressiv bewegliche Spermien enthalten zukinftig nicht mehr
eingesetzt werden, da hier bei Inseminationen eine signifikant hohere Abortrate zu finden
war. Es bedarf noch weiterer Studien, um eine Mindestanzahl an progressiver Motilitat
zu bestimmen, die mit einem normwertigen DNA-Fragmentationsindex einhergehen.
Zusatzlich sollte noch geklart werden, inwieweit eine Cryokonservierung Auswirkung auf
die DNA-Integritat hat.
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Alter < 34 Jahre Alter 35-38 Jahre Alter > 39 Jahre

Beriicksichtigung:
Dauer der Infertilitat, Anzahl an reifen
Follikel, ovarielle Stimulation,

IUI-Behandlung: vorherige Schwangerschaften

> 5 Mio progressiv motile Spermien/ Behandlung
Empfohlene Versuche: N=4

IVF: > 3 Mio progressivmotile Spermien/Behandlung

ICSI: > 1 Mio progressivmotile Spermien/Behandlung

Abb. 34 Algorithmus in Bezug auf die Wahl der Behandlungsart und die Anzahl an progressiv
motilen Spermien bei ART-Behandlungen (Insemination, IVF, oder ICSI)

Zusammenfassend ist die Intrauterine-Insemination bei der Samenspende die Methode
der Wahl, alternativ kann eine IVF als Erstbehandlung erfolgen. Da bei einer
Samenspende keine mannliche Fertilittsstérung vorliegt, besteht i.d.R. keine Indikation
fur eine ICSI. Der Algorithmus ist eine Orientierungshilfe bei der Auswahl der
Behandlungsart mit der entsprechenden Mindestanzahl an progressiv beweglichen
Spermien in Abhangigkeit vom Alter der Patientin, dem hormonellen Status sowie der

Dauer und dem Grund der Infertilitat.
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6 Anhang

Tab. 24 Ubersicht tiber die analysierten Spermiogramme von 19 Samenspendern (224 Einzelspenden)
Von den Einzelspenden wurde der Mittelwert der nativen Konzentration, der Mittelwert der progressiven Motilitat nativer Spenderproben sowie der Mittelwert der progressiv
beweglichen Spermien (PR) nach dem Auftauen (=Auftaumotilitat) dargestellt.

Spermiogramme Volumen ggzgpr:fzrghl Konzentration Progressive Auftaumotilitat
Spender [N] [ml] [Mio/Ejakualt] [Mio/ml] Motilitat (PR) [%] (PR) [%]
1 10 24 £ 0,9 300 125 + 27 46 =+ 8 9 =+ 5
2 14 16 =13 254 159 + 54 54 + 5 15 = 11
3 12 22 11 403 183 + 62 49 =+ 4 15 = 8
4 10 34 £ 13 374 110 + 82 46 =+ 8 9 =+ 4
5 10 24 + 13 240 100 + 35 40 =+ 18 6 * 3
6 10 22+ 172 486 221 + 78 53 + 7 10 = 6
7 10 21+ 0,9 418 199 + 85 49 =+ 14 8 =+ 4
8 15 2 +04 684 342 + 172 49 =+ 7 7 £ 3
9 10 33+ 1.3 429 130 x+ 72 5, = 9 12 =+ 4
10 10 22 £ 172 486 221 + 62 83 + 8 16 * 5
11 14 34 +13 374 110 + 53 60 + 19 8 =+ 4
12 14 2,1 + 13 546 260 + 95 73 = 17 10 = 7
13 15 2,2 + 1.2 242 110 + 32 65 = 9 19 * 6
14 10 2 +09 242 121 + 41 58 + 10 7 £ 2
15 10 1,7+ 11 269 158 + 65 80 = 4 14 = 12
16 10 2 =04 446 223 + 92 84 + 12 14 = 9
17 10 2 *04 678 339 + 82 88 + 6 21 + 8
18 15 18 £ 0,3 333 185 + 82 77 + 8 11 = 5
19 15 22+ 172 414 188 + 95 61 + 8 18 = 9
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Tab. 25 Ubersicht aller Samenspender (Zeitraum 01.01.2013 bis 27.10.2016)

S=Spender Alter S=Alter des Spenders; Fir Insemination, ICSI und IVF gelten: N=Anzahl an Behandlungen, P=Anzahl der Patientinnen, G=Anzahl an Geburten, S=Anzahl
an Schwangerschaften, A=Anzahl an Aborten, E=Anzahl an erfolglosen Behandlungen, SR=Schwangerschaftsrate, GR=Geburtenrate, AT= Auftauwert, Alter P= Alter der
Patientinnen, BG=ABO-BIlutgruppe, Rh=Rhesusfaktor

S Insemination ICSI IVF BG/Rh
Alter
S |N P |G |s |[A|E SR GR | AT Alter P N P G s |A |E [SR GR AT Alter P N P |G S A E SR GR AT Alter P

1 48 |10 4 o o |o |10 0,0 0,0 1,0£0,4 36,9+1,9 - - - L I e - - - 2 2 |o 0 0 2 0,0 0,0 0,8+0 29,520,7 A "
2 30 |62 140 |1 |1 |51 14,3 0,0 [29+12 32,1+45 |1 1 0 0 |0 |1 |00 0,0 3,6:0 34,020 3 2 o 1 0 2 50,0 |0,0 2,4+1,0 35,3+2,3 0 *
3 29 |24 7 |1 [0 [0 |18 14,3 14,3 |1,5¢0,5 29,8+4,3 - - - - - -] - - - - - - - - - _ _ R R . 0 )
4 28 | 46 10[0 [2 |0 |9 20,0 0,0 12,149,3 | 33,0£5,0 - - - - - -] - - - 1 1|0 0 0 1 0,0 0,0 14,00 36,00 A "
5 29 |8 1 o |o |o |5 0,0 0,0 |[56+4,7 35,840,4 - - - N I e - - - - - - - - - - - - - A *
6 34 |6 3 [2 |o |o |4 66,7 66,7 | - 34,546,6 - - - I e - - - - - - - - - - - - - A "
7 46 |8 1 (o o |0 |8 0,0 00 |- 35,640,5 - - - I e - - - - - - - - - - - - - 0 |
8 44 |73 203 |0 |0 |69 15,0 15,0 |[3,1£2,0 345+36 |2 2 2 0 |0 |0 [100,0 |[100,0 |3,4+0,6 | 36,5¢0,7 - - - - - - - - - - A )
9 38 |29 9 [0 |o |0 |26 0,0 0,0 1,7+0,4 33,9433 |1 1 0 1 |0 |0 |100,0 |0,0 2,3+0 38,020 2 2 |o 0 0 2 0,0 0,0 3,0:0 29,5+6,4 A *
10 | 27 |49 162 |1 |3 |37 37,5 12,5 [2,7£15 35,4465 |5 4 2 0 |0 |3 [500 50,0 |5,1+0,6 | 32,4454 - - - - - - - - - - 0 -
1] 29 |1 0 |o [o |o - - - - - - - L I - - - - - - - - - - - - - A +
12| 23 |65 170 |4 |1 |39 29,4 00 |62+2,4 36,05,9 - - - D e - - - 1 1|0 0 0 1 0,0 0,0 6,80 32,00 0 +
13| 25 |98 35|6 [1 [0 |89 20,0 17,1 |2,9+0,8 345¢45 |3 3 3 0 |0 |0 |1000 |100,0 |3,7+1,0 |327+45 |1 1|1 0 0 0 100,0 | 100,0 3,30 30,0£0 B -
14| 24 |77 184 |0 |1 |66 27,8 22,2 | 2,6£1,6 35,0437 |4 2 1 0 |0 |3 [500 50,0 |3,7+2,4 | 40,8+25 |2 2 |1 0 0 1 50,0 | 50,0 3,00 37,5¢3,5 0 +
15| 29 |67 183 |0 |1 |63 22,2 16,7 | 4,443,7 353#36 |5 3 1 0 |0 |4 [333 33,3 |4,4+3,7 | 386245 |5 2 |0 0 0 5 0,0 0,0 6,8+2,1 42,4422 A +
16| 30 | - - - - 1= - - - - - 1 1 1 0 |0 |0 [1000 |1000 |- 38,00 - - - - - - - - - - A +
17 | 24 |93 214 |0 |0 |87 19,0 19,0 |5,043,9 351440 |1 1 0 0 |o |1 ]o00 0,0 3,620 32,00 2 2 o 0 0 2 0,0 0,0 6,315 39,5+2,1 A +
18 | 28 |48 130 |1 |o |31 7,7 0,0 [28£17 35,416,3 - - - N I e - - - - - - - - - - - - - A +
19| 27 |9 359 |1 |2 |82 34,3 25,7 |3,4£16 325441 |2 1 1 0 |0 |1 |[100,0 |[100,0 |3,6:0 - 1 1 [1 0 0 0 100,0 | 100,0 7,80 35,0+0 0 +
20 | 33 |40 13[1 |0 |3 |36 30,8 7,7 1,50,8 351435 |1 1 0 1 |0 |0 |100,0 |0,0 0,9+0 - - - - - - - - - - - A +
21| 30 |5 2 [0 [1 |o |4 50,0 00 |- 34,6+2,2 - - - R N I - - - - - - - - - - - - - A +
22| 26 | 122 |39 |1 |2 |0 |100 |77 2,6 |572+34 353+4,3 |4 3 0 0 |0 |4 |00 0,0 3,3t1,1 | 36,8+4,9 - - - - - - - - - - 0 -
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23 27 |24 5 17 20,0 20,0 |6,7#2,9 32,0+£3,6 - - - - - 100,0 | 100,0 5,60 31,040 0 +
24| 36 |2 1 2 0,0 0,0 - 37,540,7 1 0,0 0,0 - 40,0+0 - - - - 0 +
25 24 |52 20 45 35,0 20,0 |1,840,6 33,345,9 1 0,0 0,0 1,840 27,0+0 - - - - B +
26 29 |110 |30 81 20,0 0,0 6,0+£3,7 34,945,1 5 25,0 0,0 3,2+#1,2 | 40,0£3,7 25,0 0,0 7.4+2,7 40,6+2,5 A +
27 26 |61 26 57 154 7.7 2,0£0,9 33,7+4,4 6 40,0 40,0 |[33+1,1 | 36,346,2 - - - - B +
28 28 |19 7 8 71,4 0,0 3,1+1,6 36,1+3,9 - - - - - - - - - 0 -
29 24 | 161 |53 148 20,8 17,0 |3,243,1 34,5+4,6 10 14,3 143 | 3,3+15 | 38,743,7 100,0 | 0,0 4,3+2,8 39,040 0 +
30 22 |69 20 32 30,0 0,0 25,948,2 36,4+4,7 - - - - - - - - - 0 +
31| 40 |10 3 4 0,0 0,0 6,5+1,4 33,0+4,9 - - - - - - - - - 0 +
32 26 | 45 12 32 41,7 8,3 2,2+¢1,1 32,345,2 2 50,0 50,0 |[3,041,2 | 33,045,7 50,0 50,0 A -
33 39 |27 14 27 0,0 0,0 1,7+¢1,2 36,7+4,3 4 50,0 50,0 |[43+1,4 |15848,2 - - - - A +
34| 27 |19 2 0 100,0 0,0 3,9+1,7 34,5¢2,1 - - - - - - - - - 0 -
35| 48 |10 3 10 0,0 0,0 17413 32,6+7,5 - - - - - - - - - 0 +
36| 41 |14 3 12 66,7 66,7 | 9,5+0 40,141,2 4 0,0 0,0 - 42,5+0,6 - - - - A +
14,6+9,
37 27 128 |26 87 34,6 3.8 8,2+4,7 35,145,1 2 0,0 0,0 5 34,5+0,7 33,3 0,0 6,5+0,6 37,7+6,8 A +
38 26 |29 8 29 0,0 0,0 0,8+0,7 38,0+5,4 - - - - - - - - - A +
39 24 |48 9 33 111 0,0 2,8+1,3 37,6+4,0 5 1000 333 [2,3+0,4 |334+13 100,0 [ 0,0 3,80 34,0+0 A +
40 32 |27 10 26 10,0 10,0 |1,9+#1,0 35,446,5 8 28,6 28,6 |26+1,3 |389+4,4 AB -
41 27 |5 3 5 0,0 0,0 2,5+0,2 35,642,3 - - - - - - - - - 0 +
42 26 |3 2 3 0,0 0,0 0,40,1 35,7+4,9 - - - - - - - - - B +
43 32 |67 15 57 26,7 20,0 |3,2+1,8 35,36,2 - - - - - - - - - A +
44 | 31 |29 6 26 0,0 0,0 1,240,8 32,2+3,4 3 100,0 |100,0 | 2,3+0,8 | 30,7+1,2 - - - - 0 +
45 26 | 28 5 17 20,0 0,0 2,0£0,7 34,6+3,7 3 0,0 0,0 2,5¢1,0 | - - - - - 0 +
46 28 |17 2 15 0,0 0,0 2,937 33,3#4,1 - - - - - - - - - 0 +
47 26 |51 22 51 0,0 0,0 1,0£0,5 34,7+4,5 - - - - - - - - - A -
48 28 |7 2 6 50,0 50,0 |- 34,9+1,5 - - - - - - - - - A +
49 37 |19 7 16 42,9 429 |7,245,6 33,6+3,7 - - - - - 100,0 | 0,0 - 29,040 A +
50 22 |58 18 53 27,8 16,7 | 2,2+0,8 33,644,2 5 75,0 75,0 |2,7+0,6 | 32,7423 - - - - B +
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51| 24 |150 |34 135 |59 59 |25+1,3 35151 |4 2 | 667 |667 |31+08 |348+1,0 |2 0,0 0,0 4,240 40,0:0 B
52| 29 |125 |33 111 | 30,3 242 |2,9+1,4 353+4,3 |2 0 |100,0 |100,0 |21+0 |350457 | - - - - - 0
53| 26 |85 |22 84 |45 45 | 1,3+09 37,1#3,9 |12 ; 0,0 00 |22+04 | 427453 | - - - - - 0
54 | 28 | 100 |22 94 | 227 91 | 18#1,2 35551 |6 6 |00 00 |29+18 | 38334 | - - - - - 0
55 | 30 | 119 |21 107 | 42,9 19,0 | 4.2+2,3 36,144 |3 2 |500 |00 |42+02 [313+29 |1 0,0 0,0 4,120 41,0:0 B
56 | 23 |6 3 5 33,3 0,0 |3,1+0,1 36,7+4,8 |2 1 (500 |00 [32+0 |36047,1 |2 50,0 | 50,0 5,142,6 33,5¢3,5 0
57| 32 |37 |15 36 |67 0,0 |1,9+04 34,7+45 |1 0 |100,0 [100,0 | 2,440 | 36,040 - - - - - 0
58 | 21 |72 |22 72 |00 0,0 | 24%05 34,048 |3 3 |00 00 |30:0 |387+46 |2 0,0 0,0 2,840,3 40,0414 A
59| 29 |5 2 4 50,0 50,0 | - 30,4205 |4 3 |500 [500 |- 39,3t56 | - - - - - A
60| 26 |8 2 7 50,0 50,0 | - 36,3:05 |2 2 |00 00 |- - 1 0,0 0,0 - 38,040 A
61| 36 |54 |12 49 |83 83 |6,1+3,8 34,7+47 |4 3 | 500 [500 |6,6+31 |380+28 |5 750 | 250 - - A
62| 29 |62 |23 50 | 13,0 00 |101:39 |333#48 | - - |- - - - 4 0,0 0,0 7,4%1,7 38,5+5,0 B
63| 41 | - - - - - - - 2 2 |00 00 |- 36,5¢0,7 | - - - - - A
64| 38 |2 1 2 0,0 00 |- 40,0:0 2 0 |100,0 |1000 |- 39,0¢14 | - - - - - A
65| 37 |53 |13 40 | 154 7,7 | 22412 38,359 |2 2 |00 00 |35%0 |- - - - - - A
66 | 36 |52 |15 47 | 267 26,7 | 2,7+1,5 34,837 |4 2 |100,0 |100,0 |3,4+0,4 | 36535 |2 50,0 | 50,0 3,3:2,7 35,5+2,1 A
67 | 27 |114 |29 104 [ 17,2 69 [28+10 352+40 |2 2 |00 00 |51+0 |405+0,7 |6 50,0 | 250 3,040,5 33,6+1,3 0
68 | 26 |60 |22 59 |45 45 | 24512 34,140 |1 100 00 |24%0 |- - - - - - 0
100,
69 | 43 |3 1 2 1000 |0 - 36,3206 | - - |- - - - - - - - - 0
70| 28 |49 |12 47 16,7 83 [06+04 345+42 | - - |- - - - 1 0,0 0,0 2,940 34,00 A
71| 31 |8 2 2 0,0 0,0 |7,2+35 38,0¢7,1 | - - |- - - - . . . . B 0
72| 31 |5 2 4 50,0 50,0 | - 33,027 |1 0 | 1000 |100,0 35,0:0 - - - - - B
73| 27 |30 |11 24 | 545 36,4 | 4,5¢4,6 31,9+32 |3 2 |500 [500 |91+69 |36,0%0 - - - - - 0
74| 25 |87 |25 80 [240 80 |[34+16 36,8+47 |4 1 1000 |66,7 |29+05 |37,5¢44 |2 0,0 0,0 2,4+0 40,0+0 AB
75| 25 |30 |13 30 |00 0,0 |1,3+0,8 34,4+4,6 |1 1]00 00 |21+0 |43,0+0 - - - - - 0
76| 25 |8 1 7 1000 |00 |74%33 424409 |3 3 |00 00 |91+0 |42,0+0 - - - - - 0
77| 24 |54 |14 54 |00 0,0 |18#1,2 34,426 |3 3 |00 00 |29+10 | 36306 |1 0,0 0,0 1,240 39,00 0
78| 31 |58 |29 48 | 310 24,1 | 2,0£0,6 34,446 | 4 2 |100,0 |100,0 | 2,8+1,0 | 35,0462 | - - - - - 0
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79 28 |41 6 33 16,7 16,7 |1,6+0,9 34,345,1 4 0 0 4,00 - - - - - AB +
80 26 | 115 |38 100 | 34,2 18,4 | 7,9453 35,0+4,8 3 33,3 0,0 4,4+2,1 | 37,0£2,0 0,0 0,0 6,310 28,040 A -
81 27 | 69 19 35 53 0,0 19,2441 34,2454 - - - - - - - - - 0 -
82 36 |49 19 46 158 10,5 |1,6+0,8 38,845,3 2 50,0 50,0 [0,9+0,4 | 34,5+7,8 - - - - A +
83 27 |10 5 8 40,0 40,0 | 0,9+0,6 34,7+£3,3 - - - - - - - - - 0 +
84| 36 |37 14 35 143 7,1 4,442,4 32,845,5 1 100,0 |100,0 | 5,940 37,0+0 - - - - AB -
85 25 |91 22 87 13,6 9,1 1,340,7 35,145,8 3 100,0 |100,0 | 2,3+0,2 | 32,3+2,1 0,0 0,0 1,840 35,040 A +
86 35 |17 3 3 33,3 0,0 7,6+2,3 32,8+3,3 - - - - - - - - - A +
87 33 |23 8 18 37,5 375 |21+1,1 30,845,9 10 0,0 0,0 4,1+0,8 | 38,5+4,4 100,0 | 100,0 4,2+0 - A +
88 26 | 139 |31 135 9,7 3.2 19411 34,546,0 3 33,3 333 [28+15 | 30,5435 33,3 333 4,110 34,745,0 B -
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