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Summary

A prospective randomized study was carried out to compare a new mini-
incubator (K-MINK-1000 Mini-Incubator, Cook, Australia) using a fixed gas
mixture of 5 % O, with CO, in a concentration that has been calibrated to
the pH of 7.2-7.5 in the culture medium (in our hands 7.1 %) (group A)
with a classical incubator (Thermo-cell-system Modell 3015, Labotect, Ger-
many) using 5% CO, in air (21 % O,) (group B) for cultivation of gametes
in an IVF/ICSI programme. In each group 60 IVF/ICSI-cycles were performed
and a total of 1378 oocytes could be retrieved for ART. There was no signifi-
cant difference between the groups with respect to age, diagnosis, duration of
infertility, stimulation regimen and number of multiple cycles per study. The
most relevant results are listed in the following table:

Group A (Minc) Group B (Vial) Sign.(p)

SUM X/ SEM SUM X/ SEM
Oocytes 776 13.4/1.5 602 10.8 /0.9 0.14
IVF-Fertilization 411 7.8/1.3
ICSI-Fertilization 233 8.0/1.2 156 5.2/0.8 0.022
Embryos Day 2 409 7.7 /0.9 288 54707 0.044
Embryos Day 3 326 7.4/0.6 266 6.0/0.8 0.041
Embryos Day 4 128 5.6/03 96 3.8/04 0.0001
Pregnancies 22 (36.7 %*) 15 (25.0 %*) 0.12
Amniotic Sacks 28 (14.5 %**) 21 (11.4 %**) 0.6

X = mean value, SEM = standard error of the mean; * of 60 cycles, ** of transferred embryos = implantation rate

There was a significantly higher fertilization after ICSl in group A and the
number of normally developing embryos up to day 4 was also significantly
higher in group A than in group B. The pregnancy and implantation rate was
also higher in group A, the difference not reaching significance (p = 0.12).
There was no significant difference between the groups regarding to mor-
phological criteria of embryo quality as well as the number of transferred and
cryopreserved embryos.

Conclusion: We could show, in contrast to a widespread opinion that air
(21% O, ) in the gas phase of an incubation system is as good as 5 % O, for
human IVF, that the use of 5% O, gives better results, especially when its
concentration is kept very stable by using a gasflow mixed with CO,in a
concentration that has been calibrated to the pH of 7.2-7.5 in the culture
medium (in our hands 7,1 %) and when the temperature of 37.0°C can be
kept very stable by means of a small incubation chamber.

Tabelle: Wichtigste Ergebnisse

Group A (Minc) Group B (Topf) Sign.(p)

SUM X/ SEM SUM X/ SEM
Eizellen 776 13,4/1,5 602 10,8/0,9 0,14
IVF-Fertilisierung 411 7,8/1,3
ICSI-Fertilisierung 233 8,0/1,2 156 52/0,8 0,022
Embryonen Tag 2 409 7,7/0,9 288 54/0,7 0,044
Embryonen Tag 3 326 7,4/0,6 266 6,0/0,8 0,041
Embryonen Tag 4 128 56/0,3 96 3,8/0,4 0,0001
Schwangerschaften 22 (36,7 %*) 15 (25,0 %*) 0,12
Fruchtsicke 28 (14,5 %**) 21 (11,4 %**) 0,6

SUM = Summe, X = Mittelwert, SEM = standard error of the mean;
* von 60 Zyklen, ** der transferierten Embryonen = Implantationsrate

KURZFASSUNG

In einer prospektiven randomisierten
Studie wurde im Rahmen der IVF/ICSI
ein neuer Mini-Inkubator (K-MINK-
1000 Mini-Incubator, Cook, Australia),
welcher mit einem fixen Gasgemisch
aus 5% O, und einer an den pH von
7,2-7,5 adjustierten CO,-Konzentra-
tion (in unserem Labor 7,1%) gespeist
wurde (Gruppe A), mit einem klassi-
schen Inkubator (Thermo-cell-system
Modell 3015, Labotect, Germany),
welcher mit 5% CO, in Luft 21% O,)
betrieben wurde (Gruppe B), vergli-
chen. Auf jede Gruppe fielen 60
Zyklen, mit insgesamt 1378 Eizellen.
Die beiden Gruppen unterschieden
sich nicht signifikant betreffend An-
zahl der Personen, Alter, Diagnose,
Dauer der Infertilitdt und Anzahl der
Mehrfachbehandlungen. Die wich-
tigsten Ergebnisse sind tabellarisch
dargestellt.

In Gruppe A war die Fertilisationsrate
nach ICSI sowie die Zahl normal
entwickelter Embryonen vom Tag 2
bis zum Tag 4 signifikant hoher als

in Gruppe B. Die Schwangerschafts-
und Implantationsrate war in Gruppe
A ebenfalls hoher, allerdings nicht
signifikant. Es gab keine signifikanten
Unterschiede im Qualitdts-Scoring
der Embryonen, sowie in der Anzahl
der kryokonservierten und transfe-
rierten Embryonen.

SchluBfolgerung: Entgegen einer weit-
verbreiteten Auffassung, dal® eine
Sauerstoffkonzentration von 21 %
(Luft) im Inkubator gleich gut ist fiir die
IVF wie eine Konzentration von 5 %,
konnten wir zeigen, daf8 die physio-
logische Sauerstoffkonzentration von
5% auch bei der humanen IVF bes-
sere Ergebnisse bringt, insbesondere
wenn die Gasphase im Inkubator
durch konstanten Flow mit einem
fixen Gemisch aus 5% O, und einer
an den physiologischen pH-Wert im
Kulturmedium adjustierten CO,-
Konzentration beschickt wird und
die Temperatur durch die geringe
GroRe der Inkubationskammer sehr
stabil gehalten werden kann.
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EINLEITUNG

Die Begasung des Inkubators bei der
Eizell- und Embryokultivierung hat das
Ziel, eine Atmosphére zu erzeugen,
die im Austausch mit dem Zellkultur-
medium in diesem optimale Lebens-
und Entwicklungsbedingungen fiir
Eizellen, Spermien und Embryonen
zu schaffen. Wenn man annimmt, dal
die physiologischen Bedingungen
zugleich auch die optimalen sind,
dann widre fiir die Kultur menschli-
cher Keimzellen eine Temperatur von
37°C und Konzentrationen von 5 %
0, und 5% CO, anzustreben. Uber
diese Temperatur und CO,-Konzen-
tration herrscht in der Literatur

ziemliche Einigkeit, nicht aber fur
die O,-Konzentration. Zwar zeigen
die meisten bisher vorliegenden tier-
experimentellen Studien Vorteile von
5% O, gegeniber htheren Konzen-
trationen [1-12], bei vielen IVF-
Zentren konnte sich die 5% O,-Kon-
zentration aber bisher nicht durch-
setzen, da bei der Embryokultivierung
bis zum Tag 3 nach der Eizellgewin-
nung (Punktion) keine signifikanten
Vorteile zu erkennen waren [13] und
die Kultivierung mit 21 % O,, also
der Sauerstoffkonzentration der Luft,
einfacher und billiger ist.

In den klassischen Inkubatoren wird
die Konzentration von CO, elektro-
nisch gesteuert, wobei ein Ventil fiir
den Zustrom aus einer CO,-Flasche
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so lange gedffnet wird, bis die ge-
wiinschte CO,-Konzentration im
Inkubator erreicht ist. Ein Sensor im
Inkubator mifst standig CO,, um bei
Unterschreitung eines unteren Grenz-
wertes einen neuerlichen Zustrom
von CO; zu initialisieren. Die Rege-
lung der O,-Konzentration erfolgt
anders, denn es soll ja nicht O,
zugeflihrt werden — der O,-Gehalt
der Luft ist ja 21% — sondern auf 5 %
gesenkt werden. Dies geschieht da-
durch, dal$ ein Ventil fir den Zu-
strom von N, aus einer Gasflasche
solange gedffnet wird, bis Stickstoff
den Sauerstoff im Inkubator von 21
auf 5% verdrangt hat. Die Konzen-
trationen von O, und CO, sind daher
nie ganz konstant, sondern steigen
und fallen immerzu leicht, allerdings
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in einem so geringen Ausmal’, daf3
die von ihnen abhiangige Sauerstoff-
spannung, bzw. der pH-Wert im
Medium angeblich immer im physio-
logischen Bereich bleiben.

Das IVF-Zentrum Sydney (IVF Sydney,
Australien), ist in Zusammenarbeit
mit der Fa. Cook, Australien, durch
die Entwicklung des K-MINK-1000-
Mini-Inkubators, im folgenden kurz
»,Minc” genannt, andere Wege ge-
gangen. Im Minc erfolgt die Begasung
durch einen gleichméaBigen Flow aus
einer Flasche mit fixem Gasgemisch
von 5% O, und 4,6-9,3 % CO,. Die
CO,-Konzentration kann nicht fix
angegeben werden, denn der pH Wert
steht mit dem CO, Uber die Hender-
son-Hasselbach’sche Gleichung

pH = pKa + log;, (IHCO;*1/[CO,]) in
Beziehung, wobei Ka fir die lonisati-
onskonstante der Sdure steht. Somit
hat die Bicarbonatkonzentration den
Haupteinfluf auf den pH-Wert im
Kulturmedium. Aber auch Temperatur,
Seehdhe und Luftdruck beeinflussen
ihn, sodal’ es schwierig ist, die opti-
male CO,-Konzentration vorher zu
berechnen. Letztlich gibt nur die
Kontrolle des pH-Wertes direkt im
Medium Sicherheit dafiir, dafl die
Begasung mit der richtigen CO,-
Konzentration erfolgt.

Erste Erfahrungen, die in Sydney mit
dem Minc bei der IVF gemacht wur-
den [1], zeigen, dal’ die Schwanger-
schaftsrate damit gegentiber klassi-
schen Inkubatoren gesteigert werden
kann. Allerdings beruhen diese Er-
kenntnisse auf einer retrospektiven
Studie, weshalb wir uns entschlossen
haben, eine prospektiv randomisierte
Studie durchzufiihren.

PATIENTEN UND METHODEN

Zu Beginn unserer Studie eruierten
wir die optimale CO,-Konzentration
durch tagliche pH-Wert-Bestimmung
im EBSS-Medium mit dem Mikropro-
zessor-pH-MeRgerat pH 95 (WTW,
Deutschland). Unter 6 % CO, und
5% O, lag der pH-Wert oft iber 7,5

und ging zeitweise bis 7,7. Schritt-
weise erhohten wir deshalb den
CO,-Gehalt im Gas, um entspre-
chend der bereits erwihnten Hen-
derson-Hasselbach’schen Gleichung
eine Senkung des pH-Wertes zu er-
zielen. Erst bei einer Konzentration
von 7,1% CO, blieb der pH-Wert im
Medium immer im Normalbereich
von 7,2 bis 7,5. Seither verwenden
wir diese Konzentration zusammen
mit 5% O, als Standard.

Im Mérz 2001 begannen wir mit dem
prospektiv-randomisierten Vergleich
des Minc (Gruppe A) mit unserem
klassischen Kultursystem, ndmlich
dem Thermo-Cell-System Modell
3015 der Firma Labotect (Gottingen,
Deutschland) (Gruppe B), im folgen-
den wegen seiner Form kurz , Topf”
genannt. Alle Patientinnen, bei
welchen im Rahmen der IVF/ICSI
Eizellen gewonnen werden konnten,
wurden in die Studie aufgenommen.
Die prospektive Randomisierung der
Patientinnen erfolgte paarweise durch
Auslosung (Aufwerfen eines Geld-
stiicks). Wenn das Los eine Patientin
der Gruppe A zuteilte, fiel die andere
der Gruppe B zu und vice versa.

Die Studie wurde, mit Ausnahme
einer Periode, in welcher der Minc
im Service-Werk eine neue Software
erhielt, bis zur Komplettierung von
120 Behandlungszyklen durchge-
fuhrt. Dabei absolvierten 97 Paare
120 Zyklen (Tab. 2). Die jiingste
Patientin war 19, die dlteste 44 Jahre
alt (Median: 35,5 Jahre). Die Vertei-
lung des Alters und der Sterilitats-
ursachen ist aus Tabelle 1 ersichtlich.

Die ovarielle Stimulation erfolgte
66mal mit dem GnRH-long-Protokoll
mit Down-Regulation des hypo-
physdaren FSH und LH mit Triptorelin
3,75 mg Depot-Injektion 7-10 Tage
vor Stimulationsbeginn, sowie der
Stimulation mit 75-150 IE FSH plus
75-150 IE HMG morgens und 75 IE
HMG abends. GnRH-Antagonisten
wurden 5Tmal angewandt, und zwar
erfolgte die Applikation ab Tag 8 der
Stimulation taglich bis zum Tag der
Ovulationsauslésung. Diese erfolgte

mit 10.000 IE HCG bei einer Follikel-
grofle von 16-22 mm 36 Stunden vor
der Eizellgewinnung, welche mittels
vaginaler Follikelpunktion unter Ultra-
schallsicht erfolgte. Die Lutealphase
wurde mit tagl. 2 x T Dydrogesteron
10 mg Tabl. und 2 x 2 Progesteron
100 mg vaginal durch 2 Wochen, bei
Schwangerschaftseintritt prolongiert
auf 6 Wochen, unterstitzt.

Vom ersten Stimulationstag bis zur
Punktion erhielten die Patientinnen
zusétzlich tagl. Prednisolon Tabl.

2,5 mg morgens und 5 mg abends,
ab dem Punktionstag 2 x 10 mg
durch 4 Tage und dann wurde mit 2
X 7,5mg,2x50mgund2x2,5mg
ausgeschlichen. Dadurch sollte einer
eventuell stressbedingten Erh6hung
adrenaler Androgene vorgebeugt
werden [14].

Die IVF wurde in 4-well-Schalchen
(Nunclon) mit den Sequentialmedien
von Cook durchgefiihrt [15, 16]. Die
Samenpréaparation fiir die IVF erfolg-
te mittels swim-up in der Kammer
von J. Zech (Dr. Josef Zech, Franz-
Fischer-Str. 76, A-6020 Innsbruck)
ohne vorherige Zentrifugation [17].
Die ICSI wurde nach der Brisseler
Methode [18] und die Hoden-Fein-
nadelaspiration (FNA) nach I. Craft
[19] durchgefiihrt, fir die auch die
Bezeichnung Testicular Sperm Aspi-
ration (TESA) gebrauchlich ist. Die
Beurteilung der Embryonen nach Reife
und Qualitat erfolgte nach Bolton et
al. [20] und Bongso [21].

Der Embryotransfer (ET) wurde mit
dem Embryotransfer-Katheter Nr.
1816 von Wallace und ab Juni 2001
mit dem Echotip Soft Pass Katheter
(K-J-SPPE-681210-ET) von Cook
unter abdominaler Ultraschallsicht
durchgefiihrt.

Die Auswertung erfolgte mit dem
SPSS/PC+7.5 Programm. Fiir die
statistische Auswertung wurden der
T-Test fur unabhangige Gruppen bei
Gleichverteilung und der nonpara-
metrische Mann-Withney-Test bei
Ungleichverteilung, sowie der Chi-
Quadrat-Test angewandt.
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FRGEBNISSE

Die Verteilung des Alters der Patien-
tinnen und der Sterilitatsursachen
(Tab. 1), der Mehrfachbehandlungen
innerhalb der Studie (Tab. 2), sowie
der Stimulationsparameter, IVF- bzw.
ICSI-Behandlungen und der Hoden-
punktionen (Tab. 3) ist in beiden
Gruppen etwa gleich.

In Tabelle 4 ist die Verteilung der
Behandlungsergebnisse zu sehen.
Die Zahl der abpunktierten Eizellen
ist in Gruppe A nicht signifikant hcher
als in Gruppe B. Die Fertilisierungs-
rate, also die Zahl der Eizellen mit
zwei Vorkernen (Pronuclei) als Zei-
chen der normalen Befruchtung am
ersten Tag nach der Punktion (Tag 1),

signifikant, weder am Tag 3, noch an
den Tagen 4-6.

DISKUSSION

In einer vergleichbaren Studie aus
Maastricht [13] mit 1380 Zyklen, in
welcher die Embryonen allerdings
nur bis zum Tag 3 kultiviert und die
Sequentialmedien noch nicht ange-
wandt wurden, war die Qualitat und
die Lebensfdhigkeit der Embryonen
unter 5% O,-Kultivierung zwar signi-
fikant besser als unter 21 % O,, doch
fuhrte dies zu keiner Verbesserung
der Implantations- und Schwanger-
schaftsrate. Die Autoren meinten,

entweder sei diese Verbesserung zu
marginal oder sie wirke sich erst in
spateren Stadien der Embryonalent-
wicklung aus. Fiir letzteres sprach
die Tatsache, daf sich die unter 5%
O, kultivierten Embryonen nach dem
Kryokonservieren und Wiederauftau-
en signifikant ofter bis zur Blastozy-
ste weiterentwickelten als die unter
21% O, kultivierten Embryonen.

Unsere Studie scheint nun diese 2.
Hypothese zu bestitigen, denn die
Entwicklung der Embryonen unter
5% O, war besonders nach dem Tag
3 (Tag 4 in Tabelle 4) besser als unter
21% O,. Allerdings unterscheiden
sich unsere Ergebnisse von denen
von Dumoulin et al. [13] insofern,

Tabelle 1: Alter, Sterilitdtsdauer und Diagnosen

konnte nur bei den ICSI-Fillen ver- Gruppe A (Minc) Gruppe B (Topf) Sign. (p)

glichen werden, da die Zech’sche X/ SEM X/ SEM

Kammer, in welcher die IVF durch- Alter der Frau 34,3 /4,6 34,7/5,0 0,64

gefiihrt \l:vurde, zu Péod; flt[Jr gen Minc Sterilitatsdauer 4,9/0,6 6,7/1,3 0,44

ist. Nach ICSI ist jedenfalls die Ferti- TR o 9

lisationsrate in Gruppe A signifikant S TG N (%) N (%)

groRer als in Gruppe B. Ab Tag 2 Tubar 26 (43,3 %) 22 (36,7 %)

entwickeln sich die Embryonen der Ménnlich . 25 (41,7 %) 29 (48,3 %

Gruppe A, verglichen mit Gruppe B, Tubar und mannlich 11,7 0/z) 3(5,0 0{)0)

signifikant 6fter normal weiter und A”_dgrg Ursachen 8(13,3 %) 6 (10,0 %)

dies trifft auch fiir die Tage 3 und 4 P="

zu, wobei der Unterschied am Tag 4 o :

am groBten ist (Tab. 4). Tabelle 2: Anzahl Patientinnen und Verteilung der Zyklen

Die Sch hat o di Patientinnen Gruppe A (Minc)  Gruppe B (Topf)  Pat.  Zyklen

ie Schwangerschafts- sowie die -

Implantationsrate (Tab. 4) ist im Minc m!; } Z>I/\I/<‘!us | g 38 37 73 ?g

ebenfalls héher als im Topf, ndmlich m:t ) ;(( M;?](CZ, x1op 6 12

36,7 :25,0%, respektive 14,5:11,4 %, mit 2 x Topf 6 12

allerdings nicht signifikant. Der wei- mit 2 x Minc, 1 x Topf 1 3

tere Verlauf der Schwangerschaften Cresami ' 97 120

ist aus Tabelle 5 ersichtlich.

Wir beurteilen die Qualitit der Em- Tabelle 3: Stimulationsprotokolle und Behandlungen

bryonen nach Bolton et al. [20] mit 4 Gruppe A (Minc)  Gruppe B (Topf)  Sign. (p)

Scores, wobei 1 die geringste und 4 n (%) n (%)

g;‘i:ﬁg‘g;e |§1tLII<§ ::rr ﬁﬂi’éﬁ?ﬁn“ﬁt’ft Zyklen mit GnRH-Agonist 35 (52) 32 (48) 0,46
S - : Zyklen mit GnRH-Antagonist 22 (45) 27 (55) 0,36

damit ein Unterschied zwischen den HMG/FSH allein 1(100)

Gruppen A und B festgestellt wer- Clomiphen allein 1 (100)

den. In Tabelle 4 ist die Verteilung Clomiphen + HMG 2 (100)

der Embryonen mit hochster Qualitat

(Score 4) beim Embryotransfer darge- :Xgl ;8 gg; 38 258; }’8

stellt. Auch die Zahl der transferierten ICSI nach TESA 7 (50) 7 (50) 10

Embryonen unterschied sich nicht

p.Z/ 3 J. FERTIL. REPROD. 3/2002



als bei uns schon die Fertilisierungs-
rate am Tag 1 und die Entwicklung
an den Tagen 2 und 3 signifikant
besser waren. Dies |dBt uns anneh-
men, dal’ fir diesen Unterschied
nicht nur die unterschiedliche O,-
Spannung verantwortlich zu machen
ist, denn dieser wire sicher schon in
der Studie von Dumoulin et al. [13]
bei einer Fallzahl von 1380 zu Tage
getreten, sondern noch andere Ursa-
chen. Dabei kdnnte es sich vor allem
um die konstantere Gas-Atmosphare
und die konstantere Temperatur im
Minc handeln.

Jedenfalls ist offensichtlich, daf die
Begasung des Kulturmediums mit 5 %
O, eine Verbesserung der Ergebnisse
der IVF/ICSI gegeniiber einer Bega-
sung mit 21% O, bringt. Dieser Vor-
teil ist von vielen IVF-Zentren bisher
nicht geniitzt worden, weil er in der
Zeit des Transfers vor dem Tag 4 nicht
so deutlich zu erkennen war [13]
und weil die Reduzierung auf 5% O,

einem fixen Gemisch aus 5% O, und
einer an den pH von 7,2-7,5 adju-
stierten CO,-Konzentration (in unse-
rem Fall 7,1 %) zusammen mit der
durch den kleinen Kulturraum sehr
stabilen Temperatur von 37 °C besser
sind flr die Fertilisation und Embryo-
nalentwicklung als im klassischen
Inkubator mit elektronisch gesteuer-
ten Konzentrationen von 5 % CO, in
Luft. Wir haben deshalb den Minc
nun als Standard-Inkubator unseres
IVF-Labors eingesetzt.
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in herkdmmlichen Inkubatoren rela- Gruppe A (Minc)  Gruppe B (Topf)  Sign. (p)
’F\i]v vLel ﬁticlfst((j)f'f V(?\:\k')rau.cht.fDiese SUM X/ SEM SUM X /SEM
achteile sind im Minc insofern . .
beseitigt, als hier nur eine Gasflasche Elzellen(IFfu.nktlon 776 13,4/1,5 602 10,8/0,9 0,14
mit dem fertigen O,-CO,-Gemisch IR s 411 7,8/1,3
d d é d ZV b h ICSI-Fertilisierung 233 8,0/1,2 156 5,2/0,8 0,022

verwendet wird und der verbralic Embryonen Tag 2 409 7,7/09 288 54/0,7 0,044
durch die Kleinheit der Inkubations- Embryonen Tag 3 326 7,4/06 266 6,0/08 0,041
kammer relativ gering ist. Zudem ist Embryonen Tag 4 128 56/03 96 3,8/04 0,000
die Temperatur im Minc durch den Gesamtzahl kryokons. Embr. 110 1,8/0,6 69 12/04 0,33
engen Kontakt des Kulturschélchens Zahl transf. Embryonen Tag 3 42 2,8/0,6 30 2,5/04 0,7
mit dem Boden und dem Dach des Zahl transf. Embryonen Tag4-6 152 3,9/0,3 155 3,5/0,3 0,38
metallenen Kulturraumes weniger Qualitat-Score 4 beim ET 93 2,6/0,2 87 2,4/0,2 0,7
Temperaturschwankungen unterwor- Schwangerschaften 22 (36,7 %*) 15 (25,0 %*) 0,12

P 5 Fruchtsacke 28 (14,5 %**) 21 (11,4 %**) 0,6

fen. Nach eigener Beobachtung wer-
den zudem im Minc die gewlinschte
Gasatmosphére und Temperatur

nach Offnen und Schliefen der Kam-
mer rascher wiederhergestellt, als in
klassischen Inkubatoren mit ihren fir
das Inkubationsgut unverhaltnisma-

X = Mittelwert, SEM = mittlerer Fehler des Mittelwertes,
* von 60 Zyklen, ** von transferierten Embryonen = Implantationsrate

Tabelle 5: Verlauf und Ausgang der Schwangerschaften

Gruppe A (Minc)  Gruppe B (Topf)

Rig grolen Kulturrdumen. n (%) n (%)
1 Kind geboren 2 (40) 3 (60)
1 Kind unterwegs 5 (71) 2 (29)
Zwillinge geboren 2 (67) 1(33)
SCHLUSSFOLGERUNG Zwillinge unterwegs 4 (67) 2 (33)
D‘rillinge geboren 1 (100) 0 (0)
Die Ergebnisse dieser prospektiv- /li't?(:hem' Schwangerschaft 6 (67) 333)
T . . ortus 2 (40) 3 (60)
randomisierten Studie zeigen klar, Extra- und intrauterine
dal die Kulturbedingungen im Minc, (heterotope) Schwangerschaft 1(100)

namlich die konstante Begasung mit
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