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VITRIFIKATION
VON DER EIZELLE
BIS ZUR
BLASTOZYSTE

KURZFASSUNG

Die Methode der Vitrifikation wurde
modifiziert und optimiert. Durch die
Entwicklung des sogenannten „Hemi-
straws“ konnte das Problem der
ungleichen Kälteverteilung im Straw
umgangen werden. Da der „Hemi-
straw“ in konventionellen Kryo-
behältern eingebracht werden kann,
müssen die „Hemistraws“ nicht als
offenes System im Lagertank vorliegen
und sind so keiner Kontaminations-
gefahr ausgesetzt. Es sind zufrieden-
stellende Resultate bezüglich der
Vitrifikation von MII-Eizellen und
Blastozysten mit dem „Hemistraw-
System“ erzielt worden. Da bei der
Vitrifikation keine Eiskristallbildung
auftritt, kann die mechanische Schä-
digung des Spindelapparates von
Metaphase II-Eizellen durch Eis-
kristalle ausgeschaltet werden. Die
Ergebnisse stützen sich auf die Über-
lebensrate sowohl von Eizellen, als
auch auf ihre weitere Entwicklung
zu Embryonen. Die Expansionsrate
von vitrifizierten und wiederaufge-
tauten Blastozysten (nach Eröffnen des
Blastozoels vor der Vitrifikation), und
das weitere Entwicklungspotential
in vivo (28,5 % Implantationsrate/
Blastozyste) lassen den Schluß zu,
daß diese Technik, auch durch das
einfache Handling, Einzug in die

konventionellen Gefriertechniken
der Reproduktionsmedizin halten
wird.

EINLEITUNG

Mit den heutigen Techniken in der
Reproduktionsmedizin ist es möglich,
verschiedenste Zell- und Gewebear-
ten wie Spermien, Oozyten, Vorkern-
stadien (2 PN), Embryonen (Tag 2 bis
Tag 4), Blastozysten (Tag 5 und Tag 6),
ovarielles und testikuläres Gewebe
tiefzufrieren, um sie zu einem späte-
ren Zeitpunkt wieder einsetzen zu
können.

Damit so wenig Schaden wie mög-
lich an der Zelle/dem Gewebe
entsteht, müssen die verschiedenen
potentiell schädigenden Effekte des
Abkühlens ins Kalkül gezogen wer-
den, um die richtige Einfriermethode
zell- bzw. gewebsspezifisch einsetzen
zu können [1–8].

Durch eine Regulierung der Abkühl-
rate unter Berücksichtigung des ver-
wendeten Kryoprotektivums und
dessen Konzentration kann eine Op-
timierung erzielt werden. So können
metabolische Störungen, irreversible
Schädigungen an Lipidproteinkom-
plexen, erhöhte Löslichkeit für Gase
sowie ein erhöhter osmotischer Druck

in Folge von Dehydration und Eisbil-
dung verhindert oder weitestgehend
vermieden werden [9–13].

Kryoprotektiva schützen Zellen durch
direkte Interaktion mit der Zellmem-
bran. Sie setzen den Gefrierpunkt
der Lösung herab. Der „Dehydrie-
rungseffekt“ von nicht-permeablen
Kryoprotektiva mit der osmotischen
Wirkung im externen „Milieu“ trägt
dazu bei, daß der Zelle Wasser ent-
zogen wird, und so eine intrazelluläre
Eisbildung weitestgehend vermieden
wird. Beim Auftauprozeß wird der
Wassereinstrom in die Zelle durch
die Kryoprotektiva verringert. Damit
bleibt der Embryo vor exzessiver und
zu schneller Rehydrierung geschützt.
Zudem spielt die Kristallisation mit
ihrer mechanisch schädigenden
Wirkung eine wesentliche Rolle in
bezug auf das Zellüberleben nach
dem Auftauen.

Das Auftauen der verschiedenen
Zellarten hat je nach der verwende-
ten Technik des Einfrierens zu ge-
schehen [14].

Die zwei wichtigsten Kryokonser-
vierungsverfahren sind:

1. „Slow cooling“
(langsames Einfrieren) [15, 16]
Für diese Art des Einfrierens sind
computergesteuerte Apparate nötig,
um eine Abkühlrate von z. B. –0,3°C
pro Minute zu gewährleisten. Die
Konzentration an zugesetzten Kryo-
protektiva ist niedrig (10 %), wodurch
die chemische Schädigung an den
Zellen gering gehalten wird. Während
des Einfrierens tritt eine Kristallisation
auf. Dadurch werden mechanische
Schäden an der Zelle verursacht
(Abb. 1).

2. Vitrifikation [17–20]
Dabei wird durch das direkte Einbrin-
gen („Plunging“) in flüssigen Stick-
stoff eine Abkühlrate von –2.000 bis
–20.000°C pro Minute erreicht. Da
die Zellen direkt in einen amorphen
Zustand (Verglasung) übergehen –
bedingt auch durch die hohen Kon-

N. Zech, P. Vanderzwalmen, A. Stecher, H. Zech

VITRIFIKATION VON DER EIZELLE BIS
ZUR BLASTOZYSTE

Summary

The technique of vitrification was
modified and optimized. The de-
velopment of a “hemistraw” system
helped to overcome the problem of
the inhomogen freezing in a con-
ventional straw. This “hemistraw”
can be deposited in a conventional
cryo-vial. So the hemistraw is a
closed system and can be stored in
the nitrogen tanks without the risk
of contamination. We could reach
good results with vitrification of
metaphase II oocytes and of blasto-
cysts using the “hemistraw” system.

The mechanical damage of the
spindle in Metaphase II oocytes –
occuring through the formation of
ice cristalls – can be avoided using
the virtification technique which is
shown in our results. We could reach
28.5 % implantation rate / blasto-
cyst after vitrification (after opening
the blastocoel). We consider that
the vitrification will get a standard
procedure in cryopreservation
because of the good results and the
easy handling.
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zentrationen an Kryoprotektiva (40
bis 60 %) – sind die mechanischen
Schäden an der Zelle gering, die
chemischen Schäden aber hoch.

Bei der Kryokonservierung von
Oozyten aus ovariellem Gewebe
und von Primordialfollikeln mit und
ohne Granulosa-Zellen ist die lang-
same Kryokonservierung als Standard-
methode eingesetzt worden. Das
größte Problem dabei ist – aufgrund
der Kristallbildung – die mechanische
Schädigung des Spindelapparates
sowie die daraus resultierende Insta-
bilität der Chromosomen [21, 22].

Deshalb suchten wir in der Vitrifi-
kation einen Ansatz für die Lösung
dieses Problems. Durch das direkte
Überführen der Zelle in den amor-
phen Zustand können Schädigungen
am Spindelapparat und an den Chro-
mosomen weitestgehend vermieden
werden.

Bei der Kryokonservierung von Bla-
stozysten ist – bedingt durch das
Blastozoel – die Gefahr der Eiskri-
stallbildung sehr hoch. Durch die
Eröffnung des Blastozoels vor dem

Tieffrieren konnte eine Minimierung/
Vorbeugung dieser Eiskristallbildung
erzielt werden.

Die klassische Vitrifikationstechnik
beruht auf dem „French-Mini-Straw“
[1]. Dieses System ist nur beschränkt
geeignet für die Vitrifikation, da sich
systembedingt die Kälte nur sehr
inhomogen ausbreiten kann. Daher
kamen andere Systeme zum Einsatz,
wie offene und gezogene Straws,
sowie elektronisch gezogene Kupfer-
drähte (Abb. 2).

Um die Vitrifikationstechnik noch
effizienter zu gestalten, wurde das
„Hemi-Straw“-System von uns ent-
wickelt. Durch die Modifikation
eines gewöhnlich benutzten Straws
wird ein intensiver Kontakt zwischen
der Eizelle bzw. dem Embryo und
dem flüssigen Stickstoff ermöglicht
(Abb. 3). Zur Aufbewahrung dieser
Straws dienen konventionelle Kryo-
behälter. Dies ist mit den anderen
kommerziellen Systemen nicht mög-
lich (Abb. 4).

MATERIAL UND METHODE

Germinalvesikel-Eizellen (GV), Ei-
zellen in Metaphase I (MI) und in
Metaphase II (M II), Vorkernstadien
(2 PN), 4 bis 8-Zeller (Tag 2/Tag 3),
Morulae (M-Tag 4), sowie Blastozy-
sten (Tag 5 und Tag 6) wurden in
einfachen und sequentiellen Medien
kultiviert und vitrifiziert. Eizellen, die
mit 1 Vorkern (1 PN) und mit 3 Vor-
kernen (3 PN) befruchtet waren, wur-
den auch vitrifiziert.

Die Vitrifikationslösung bestand aus
einer Mischung von Ethylenglykol
(EG)-Dimethylsulfoxid (DMSO) in
PBS.

Die Gefrierschritte bestanden in einer
Inkubation der Zellen für 2 Minuten
in einer EG (7,5%)-DMSO (7,5 %)-
Lösung. Dann folgte ein Inkubations-
schritt für 15 Sekunden in EG (15 %)-
DMSO (15 %). Das Auftragen auf
den Hemi-Straw erfolgte in einem
dünnen Film. Dieser Straw wurde
direkt in flüssigen Stickstoff einge-

Abbildung 1: Überlebensrate von Zellen in Relation zur intra-
zellulären Eiskristallbildung
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Abbildung 2: Ungleiche Verteilung der Kälte in einem herkömm-
lichen Straw

Abbildung 3: Das Hemistraw-System

Abbildung 4: Schließen des Hemistraws mit einem konventio-
nellen Kryobehälter (geschlossenes System)
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bracht. Danach wurde der Hemi-Straw
in einen größeren Straw (300 µL)
mittels Pinzette unter flüssigem Stick-
stoff überführt und zur Langzeitlage-
rung in Stickstofftanks gegeben.

Das Auftauen erfolgte, indem man
das gesamte System direkt bei 40°C
in 0,5 molare (M) Saccharose-Lösung
einbrachte. Nach 2-minütiger Inkuba-
tion wurden die Zelle(n) in das Kultur-
medium gegeben.

Es wurde die Fertilisations- und Tei-
lungsrate über 3 Tage in G1-Medium
(Vitrolife), sowie die in vitro-Entwick-
lung über 48 Stunden in G2-Medium
(Vitrolife) und das in vitro-Entwick-
lungspotential bis zur Blastozyste
beurteilt.

ERGEBNISSE (TAB. 1–3)

Es wurden insgesamt 24 Germinal-
vesikel-Eizellen und 13 Metaphase I-
Eizellen vitrifiziert. Dabei waren
nach dem Auftauen 17 (71 %) der
Germinalvesikel-Eizellen sowie 10
(59 %) der Metaphase I-Eizellen nach
dem Auftauen intakt. 29 % (7) der
Germinalvesikel-Eizellen, sowie 46 %
(6) der Metaphase I-Eizellen entwik-
kelten sich weiter zum Metaphase II-
Stadium.

Bei den aus in vitro-maturierten
Germinalvesikel-Eizellen und Meta-
phase I-Eizellen resultierenden MII-
Eizellen waren die Ergebnisse folgen-
de: Es wurden 12 MII-Eizellen (aus
in vitro-maturierten Germinalvesikel-
Eizellen), sowie 9 MII-Eizellen (aus
in vitro-maturierten Metaphase I-
Eizellen) vitrifiziert. Nach dem
Auftauen waren 67 % (8) der aus
Germinalvesikel-Eizellen abstam-
menden und 78 % (7) der aus Meta-
phase I-Eizellen abstammenden
MII-Eizellen intakt und konnten zur
ICSI herangezogen werden. 33 % der
aus Germinalvesikeln resultierenden
MII-Eizellen waren mit 2 Vorkernen
fertilisiert (4 x 2 PN). 33 % der aus
Metaphase I-Eizellen nachgereiften

MII-Eizellen (3 x 2 PN) waren nach
24 Stunden normal fertilisiert.

In der weiteren Kultur entwickelten
sich ein 2-Zeller sowie zwei 4-Zeller
aus den von Germinalvesikeln ab-
stammenden Eizellen. Bei den aus
Metaphase I-Eizellen abstammenden
befruchteten Eizellen entwickelten
sich ein 2-Zeller und auch zwei
4-Zeller weiter.

Es wurden 27 unbefruchtete Meta-
phase II-Eizellen vitrifiziert, wobei
74 % (20) nach dem Auftauen intakt
waren. Von den nicht-inseminierten

Metaphase II-Eizellen wurden 29
vitrifiziert. Nach dem Auftauen wa-
ren 79 % (23) intakt und konnten für
eine ICSI eingesetzt werden. Nach
24 Stunden sah man 17 x 2 PN-Sta-
dien (59 %). Es entwickelten sich
daraus 13 x ein 2-Zeller und 4 x ein
4-Zell-Stadium.

Es wurden 8 1 PN-Stadien, sowie 11
3 PN-Stadien vitrifiziert. Nach dem
Auftauen waren 75 % (6) der 1 PN-
Stadien, sowie 82 % (9) der 3 PN-
Stadien intakt. Nach weiteren 24
Stunden konnten 2 x 2 bis 4-Zeller
bei den vitrifizierten 1 PN Zellen

VITRIFIKATION
VON DER EIZELLE
BIS ZUR
BLASTOZYSTE

Tabelle 3

Typ Nr. vitrifiziert Nr. intakt Entwicklung
nach Auftauen nach 24 h

Embryonen Tag 2/3
von 1 PN 02 01 (50 %) 01 (50 %)
von 3 PN 12 12 (100 %) 06 (50 %)
> 50 % Fragmentierungen 28 22 (79 %) 18 (64 %)
nach Entwicklungsstop 56 42 (75 %)

Nr. vitrifiziert Nr. transferiert % Implantationen/Bl.

Blastozysten Tag 4–6 54 42 (78 %) 12/42 (28,5 %)

Tabelle 2

Typ Nr. vitrifiziert Nr. intakt nach Auftauen Entwicklung nach 24 h

1 PN u. 3 PN

1 PN 08 6 (75 %) 2 x 2–4-Zeller (50 %)
3 PN 11 9 (82 %) 6 x 2–4–6-Zeller (55 %)

Tabelle 1

Typ Nr. Nr. intakt Entwicklung Weitere
vitrifiziert nach Auftauen nach 24 h Entwicklung

Unreife EZ

GV 24 17 (71 %) 7 MII (29 %)
MI 13 10 (59 %) 6 MII (46 %)

MII EZ

IVM GV 12 08 (67 %) ICSI 4 x 2 PN (33 %) 1 x 2-Zeller,
2 x 4-Zeller

IVM MI 09 07 (78 %) ICS) 3 x 2 PN (33 %) 1 x 2-Zeller,
2 x 4-Zeller

Unbefr. MII 27 20 (74 %)
Nicht insem. MII 29 23 (79 %) ICSI 17 x 2 PN (59 %) 13 x 2-Zeller,

04 x 4-Zeller
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gesehen werden (25 %), sowie 6 x 2
bis 4 bis 6-Zeller (55 %) bei den 3
PN-Stadien.

50 % (1) der Embryonen, die am Tag
2/3 vitrifiziert wurden und ursprüng-
lich mit 1 PN fertilisiert waren, waren
nach dem Auftauen intakt und ent-
wickelten sich nach 24 Stunden
weiter. Insgesamt 12 der Tag 2/3
Embryonen – von 3 PN-Stadien re-
sultierend – wurden vitrifiziert. Alle
(100 %) waren nach dem Auftauen
intakt und 50 % (6) entwickelten sich
weiter.

Von den Embryonen, die mehr als
50 % Fragmentationen aufwiesen
und ursprünglich aus Eizellen, die mit
3 PN befruchtet waren, abstammten,
wurden 28 vitrifiziert. Nach dem
Auftauen waren 79 % (22) intakt und
64 % (18) entwickelten sich über 24
Stunden hinaus weiter.

56 Embryonen, die sich nicht mehr
weiterentwickelt hatten, wurden
vitrifiziert. 75 % (42) waren nach
dem Auftauen intakt.

Insgesamt wurden 54 Blastozysten
vitrifiziert. 78 % (42) von diesen
Blastozysten konnten nach dem Auf-
tauen transferiert werden. Die Im-
plantationsrate pro Blastozyste lag
bei 28,5 % (12/42).

DISKUSSION

Wir versuchten, die Methode der
Vitrifikation in mehreren Punkten zu
optimieren. Um die ungleiche Vertei-
lung der Kälte im Straw bei der Vitri-
fikation zu umgehen, haben wir den
sogenannten „Hemi-Straw“ entwik-
kelt. Durch das Aufbewahren des
Hemistraws in einem herkömmlichen
Straw ist die Kontaminationsgefahr
des offenen Systems nicht gegeben.
Unsere Ergebnisse mit der Vitrifikation
von Eizellen und Embryonen zeigen,
daß das Hemistraw-System einen
großen Stellenwert in der Zukunft
haben kann.

VITRIFIKATION
VON DER EIZELLE

BIS ZUR
BLASTOZYSTE

Die Vitrifikation stellt eine Möglich-
keit dar, MII-Eizellen zu vitrifizieren,
ohne dabei den Spindelapparat zu
beschädigen, da keine Eiskristallbil-
dung erfolgt. Unsere Ergebnisse
(Tabelle 1) zeigen eine hohe Überle-
bensrate nach Vitrifikation, speziell
bei Eizellen, die ohne in vitro-Matu-
ration im Metaphase II-Stadium vitri-
fiziert wurden. Nach dem Auftauen
konnten diese Eizellen erfolgreich
mit ICSI befruchtet werden (33 %).

Die Vitrifikation von Blastozysten
nach Eröffnen des Blastozoels ergab
eine gute Auftaurate (78 % intakte
Blastozysten). Es konnten 42 Embryo-
nen transferiert werden. Die Implan-
tationsrate pro Blastozyste betrug
28,5 %.

Die Vitrifikation mit dem „Hemistraw“
in Kombination mit definierten Kryo-
protektiva und adaptierten Äqui-
librierungs- sowie Inkubationszeiten
entwickelt sich zu einer klinisch
bedeutenden Technik. Es darf ange-
nommen werden, daß diese neue
Technik durch das einfach Handling
und die guten Ergebnisse Einzug in
die konventionellen Gefriertechniken
der Reproduktionsmedizin halten
wird. Damit können in der Zukunft
neue Therapien in der Reproduktions-
medizin angeboten werden.
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