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Die Vitrifikation von Eizellen, Vorkernstadien und
Blastozysten verbessert die kumulative Schwan-
gerschaftsrate pro Punktion im Rahmen eines
IVF-Programms

B. Seifert, B. Kwiatkowski, C. Seifert, B. Paulmann, D. Seifert, C. Galiner

Die Kryokonservierung von Eizellen (MIl), Vorkernstadien (PN) und Blastozysten ist als integrierter Bestandteil eines erfolgreichen IVF-Programms anzuse-

hen. Fir die einzelnen Entwicklungsstadien gibt es seit Jahren eine Vielzahl von etablierten Indikationen. Die Kryokonservierung durch Vitrifikation stellt eine

Weiterentwicklung gegentiber dem Slow-freezing-Protokoll dar, da die Ergebnisse der Vitrifikationszyklen auch im Vergleich zu Stimulationszyklen besser

sind. Die Umstellung erfordert verfahrenstechnischen Aufwand.

Die retrospektive Zentrumsstudie erfasst einen Zeitraum von Januar 2012 bis Mai 2014 mit 356 Patientinnen und insgesamt 312 Kryoembryotransfers (FET).
Aus Patientinnensicht spielt die kumulative Schwangerschaftsrate pro Punktion durch mehrere Kryozyklen eine groRRe Rolle. Fiir die Gesamtheit aller Be-

handlungsfalle mit Vitrifikation konnte die Schwangerschaftsrate vom ersten Kryozyklus mit 64,2 % bis zum vierten Zyklus auf 71,1 % gesteigert werden.
Nach Vitrifikation von Eizellen aus 25 Punktionen betrug die klinische Schwangerschaftsrate pro Vitrifikation 48,0 %. In der Gruppe mit Vorkernstadien

konnten 48,2 % (n = 141 Punktionen) fortbestehende Schwangerschaften erreicht werden. Die hichste Rate wurde nach dem Auftauen von Blastozysten mit

72,3 % (n =65 Punktionen) erzielt. Die Unterschiede waren statistisch signifikant.

Die Vitrifikation stellt nach den aktuell vorliegenden Ergebnissen eine wichtige Ergénzung des IVF-Programms dar.

Schliisselwarter: IVF/ICSI, Vitrifikation, Eizellen, Vorkernstadien, Blastozysten

Effectiveness of Vitrification of Oocytes, Pronuclear Oocytes (PN) and Blastocysts for the Improvement of the Cumulative Pregnancy Rate as
Part of an IVF programme. The cryopreservation of oocytes (MIl), pronuclear oocytes and blastocysts can be considered an integrated element of a suc-
cessful IVF program. For many years, there have been a multitude of established indications for each of the developmental stages. The vitrification repre-
sents a further development in the cryopreservation process compared to the slow freezing protocol. The results using cryo cycles are better than those us-

ing stimulated cycles. This conversion requires certain procedural efforts.
The retrospective study was done between January 2012 and May 2014 and included 356 patients and a total of 312 freeze embryo transfer (FET).

From the patient’s point of view, the cumulative pregnancy rate over numerous cryo cycles plays an important role. Over the course of all vitrification treat-
ments, the pregnancy rate increased from 64.2% in the first cryo cycle to 71.1% in the fourth cycle.

The vitrification of oocytes collected over the course of 25 cycles resulted in a clinical pregnancy rate/vitrification of 48.0%. The group consisting of pronu-
clear oocytes resulted in a rate of 48.2% (n = 141 punction) continuing pregnancies. The highest clinical pregnancy rate 72.3% (n =65 punction) was achieved
after the thawing of blastocysts. The differences were statistically significant.
Looking at the current data, vitrification represents an important complement to the IVF program. J Reproduktionsmed Endokrinol 2016_0nline; 13 (1):

6-12.
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¥ Einleitung

Die Kryokonservierung von Eizellen
(MII), Vorkernstadien (PN) und Blasto-
zysten erweitert wesentlich den Erfolg
eines IVF-Programms. Die Kryokonser-
vierung verhindert das Verwerfen iiber-
zihliger Metaphase-II-Eizellen z. B. bei
nicht erfolgter Ejakulation [1]. Sie er-
moglicht weiterhin den Transfer von we-
nigen Embryonen pro Zyklus und damit
eine geringere Mehrlingsrate [2—4]. Eine
Kryoprotektion bei Patientinnen mit vor-
aussehbarer Uberstimulation, beispiels-
weise beim Polyzystischen Ovarialsyn-
drom (PCOS) oder vor onkologischen
Behandlungen, ist moglich [1, 5-7]. Die
weiblichen Keimzellen konnen erfolg-
reich in allen Entwicklungsstadien kryo-

konserviert werden [8]. Mit einer solchen
Vorgehensweise gelingt es, die kumula-
tive Schwangerschaftsrate pro Punktion
zu verbessern [9].

Die Kryokonservierung nach dem Slow-
freezing-Protokoll wird seit etwa 20 Jah-
ren erfolgreich praktiziert. Dieses Vorge-
hen ist zeitaufwendig und benétigt eine
anspruchsvolle technische Ausstattung.
Das Problem dieses Verfahrens besteht
in der Eiskristallbildung, sodass die Er-
folgsraten seit Jahrzehnten begrenzt sind
und sich wohl kaum steigern lassen [8].

Diese wenig effiziente Methode wurde
zu Beginn der 1990er-Jahre durch die
Vitrifikation erginzt [10]. Der Vorteil die-
ser aktuellen Entwicklung ist durch die

Privention der Eiskristallbildung im em-
bryonalen Gewebe gekennzeichnet. Die
Vitrifikation geht von einer einfachen
Technik aus. Sie spart Zeit, benotigt aber
eine relativ hohe Konzentration von
Kryoprotektiva (5-8 mol/l) und eine sehr
hohe Gefrierrate von 15.000-30.000 °C
pro Minute [11, 12]. Der praktische Vor-
teil ist die Schnelligkeit des Gefrierpro-
zesses und damit die Garantie einer kur-
zen Periode, die der Embryo auflerhalb
des Inkubators verweilt [13]. Ein Nach-
teil besteht vor allem darin, dass die Vitri-
fikation verfahrenstechnisch anspruchs-
voll ist und mehr Handarbeit erfordert
[14]. Die hohe Konzentration von Kryo-
protektiva und ihre mogliche Toxizitit
fiir den Embryo sind nach den vorliegen-
den perinatologischen Befunden wohl
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ohne negativen Einfluss [2]. Schwanger-
schaftsraten und Embryonalentwicklung
verbessern sich im Vergleich zum Slow
freezing [13-15]. Sie haben in den ver-
gangenen Jahren dazu beigetragen, dass
ein weiterer Anstieg der Kryokonservie-
rung von Eizellen und Embryonen zu
verzeichnen war [16]. Die Erfolgsquoten
nach Vitrifikation sind im Vergleich zum
Transfer von frischen Embryonen nicht
schlechter [17, 18]. Es ist zu erwarten,
dass die Vitrifikation moglicherweise zu
besseren Ergebnissen fiihrt, da ein Kryo-
zyklus weniger Stress fiir Patientinnen
bedeutet und einen besseren Schleim-
hautaufbau zur Folge hat [19, 20]. Die
Ergebnisse der Vitrifikation hingen im
Wesentlichen davon ab, ob die morpho-
logischen Befunde der Ausgangssitua-
tion nach dem Auftauen wieder erreicht
werden [17, 21].

Nach Angaben des Deutschen IVF-Re-
gisters 2013 fiihren von 130 IVF-Zen-
tren 128 Einrichtungen Kryobehandlun-
gen durch, wobei nicht dokumentiert ist,
ob es sich um Kryokonservierung nach
dem Slow-freezing-Protokoll oder um
Vitrifikation handelt. Der Anteil von
Kryozyklen betrigt 27,98 % aller MaB-
nahmen zur kiinstlichen Befruchtung
und erreicht eine klinische Schwanger-
schaftsrate von 22,57 % pro Embryo-
transfer. Damit werden die seit Jahrzehn-
ten international bestitigten Schwanger-
schaftsraten nach Kryokonservierung
von maximal 25 % nahezu bestitigt [22].

Die vorliegende Studie soll die Vorteile
der Vitrifikation zur Verbesserung der
kumulativen Schwangerschaftsrate pro
Punktion im Rahmen eines zentrumspe-
zifischen IVF-Programms nachweisen.

Die Vitrifikation stellt in Landern mit
Verbot des Pridimplantations-Screenings
(PGS) eine Alternative zur Verbesserung
der Erfolgsquoten dar. Bedeutsam ist in
diesem Zusammenhang der Zeitpunkt
der Vitrifikation, da Eizellen, Vorkern-
stadien oder Blastozysten unterschiedli-
che Schwangerschaftsraten im Rahmen
eines Praxisprogramms erwarten lassen.

B Material und Methoden

Die Einfiihrung der Vitrifikation erfolgte
in unserer Einrichtung im Jahre 2011
durch Testung und Validierung verschie-
dener verfiigbarer Vitrifikationskits und
wurde Ende 2011 mit reproduzierbaren

Vitrifikation von Eizellen, Vorkernstadien und Blastozysten
. ________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|

Tabelle 1: Behandlungsfélle der Studie (n = 356). © B. Seifert

Gruppen Punktionszyklen Transfer im Klinische Schwanger-

mit Vitrifikation Stimulations- schaften pro Transfer
zyklus im Stimulationszyklus

Eizellen 28 0 0

Vorkernstadien 252 220 91 (41,4 %)

Blastozysten 58 47 27 (57,4 %)

Eizellen und 3 0 0

Blastozysten

PN und 54 36 23 (63,9 %)

Blastozysten

Gesamt 395 303 (76,7 %) 141 (46,5 %)

Tabelle 2: Stimulationsprotokolle (n = 395). © B. Seifert

Alter zum Zeitpunkt der Punktion 32,9 Jahre
Agonisten-Protokolle 277 (70 %)
Antagonisten-Protokolle 118 (30 %)
Gesamt 395
Estradiol zum Zeitpunkt der Ovulationsinduktion 3448 pg/mi
Auftauzyklen von 231 Vitrifikationen (n = 312 FET)

Eizell-Auftauzyklen 30 (9,6 %)
Vorkernstadien-Auftauzyklen 202 (64,7 %)
Blastozysten-Auftauzyklen 80 (25,7 %)
Gesamt 312

Ergebnissen abgeschlossen. Mit Beginn
des Jahres 2012 wurde die generelle An-
wendung der Vitrifikation im Rahmen
des IVF-Programms unseres Zentrums
wirksam.

Die vorliegende Studie geht von 356 Pa-
tientinnen aus, bei denen im Zeitraum
Januar 2012 bis Mai 2014 eine Vitrifika-
tion von Eizellen, PN oder Blastozysten
vorgenommen worden ist. Die retrospek-
tive Fall-Kontroll-Studie ermoglicht den
Vergleich von Stimulationszyklen und
Auftauzyklen nach Vitrifikation. Bei den
356 Patientinnen erfolgten 395 Punktio-
nen und die Vitrifikation von Eizellen, PN
und Blastozysten. Ein primérer Embryo-
transfer nach Stimulation wurde in 303
Fillen vorgenommen (Tab. 1). Das Durch-
schnittsalter der Patientinnen betrug zum
Zeitpunkt der Punktion 32,9 Jahre.

Stimulationsprotokolle

Unter Beriicksichtigung von Alter und
ovarieller Reserve wurden die Patientin-
nen entweder nach dem langen Protokoll
in 277 Fillen (GnRH-Agonist Buserelin:
Ferring, Kiel) oder dem Antagonistenpro-
tokoll in 118 Fillen (Cetrorelix: Merck
Serono, Darmstadt bzw. Ganirelix: MSD,
Haar) behandelt. Frauen mit Endometrio-

se wurden nach dem ultralangen Agonis-
tenprotokoll (Triptorelin: Ferring, Kiel)
therapiert. Der Stimulationsbeginn fiir
dieses Protokoll erfolgte nach etwa 10
Wochen. Der Anstieg der LH-Werte (lu-
teinisierendes Hormon) auf Serumspiegel
von etwa 1,0 mU/ml sowie einem Estra-
diolspiegel (E,) < 30 pg/ml gilt als Nach-
weis optimaler ovarieller Suppression.
Bei einem LH-Wert deutlich < 1,0 mU/
ml sind Eizellqualitdt und Schwanger-
schaftsraten geringer. Bei einer Down-
Regulation zwischen 1,0 und 3,0 mU/ml
LH wurde mit Menotropin (Ferring,
Kiel) stimuliert (Tab. 2).

Die Ovarstimulation wurde bei Patientin-
nen mit geringer ovarieller Reserve in der
Regel mit rekombinantem FSH, Follitro-
pin beta (MSD, Haar) oder Follitropin
alfa (Serono, Darmstadt) vorgenommen.
Die Dosierung betrug maximal 450 IE
in Abhéngigkeit von Alter und ovarieller
Reserve. Die Ovarstimulation wurde
durch vaginalen Ultraschall und Bestim-
mung von LH, E, und Progesteron
kontrolliert. Die Stimulationsdauer be-
trug durchschnittlich 11 Tage. Bei einer
Grofe der Leitfollikel zwischen 18 und
20 mm sowie mittlerem E,-Spiegel von
3448 pg/ml wurde die Ovulation mit

J Reproduktionsmed Endokrinol_Online 2016; 13 (1) 7



Vitrifikation von Eizellen, Vorkernstadien und Blastozysten

mannliche Ursache; 63 %

Hyperandrogenamie/PCO; 23 %

Zustand n, Sterilisation; 1%

Endometriose; 9 %

Tubenpathologie; 3%

Abbildung 1: Anamnestische Angaben zur Studiengruppe (n = 356 Patientinnen). © B. Seifert

5000 IE HCG (Choriongonadotropin:
Ferring, Kiel) ausgelost. In Féllen mit
Antagonistenprotokoll und moglicher
Uberstimulation wurde die Ovulations-
induktion mit 0,2 mg Buserelin (Ferring,
Kiel) vorgenommen. Die ultraschallkon-
trollierte Follikelpunktion erfolgte 34—
36 h spiiter.

Die gewonnenen Fizellen wurden in
89,9 % der Fille durch ICSI befruchtet
und in Mikrotropfen mit sequenziellem
Medium der Firma Cook (Limerick,
Irland) inkubiert. Die 5-Tage-Kultur wur-
de bevorzugt (72 %) im EmbryoScope
(Unisense FertiliTech A/S, Aarhus, Déane-
mark) durchgefiihrt.

Die generelle Vitrifikation (FET) von Ei-
zellen oder PN erfolgte bei Patientinnen
mit der Gefahr einer Uberstimulation bei
mehr als 20 Eizellen und einer Estradiol-
Konzentrationen iiber 7000 pg/ml. Die
Blastozysten-Vitrifikation wurde in Fil-
len einer friihen Uberstimulation oder
unvorhergesehen {iberzidhligen Blasto-
zysten angewendet.

Der Kryo-Embryotransfer wurde im Re-
gelfall am Tag 5 mit der Ubertragung von
maximal 2 Blastozysten vorgenommen.

Bei Fillen mit nur 1 oder 2 vitrifizierten
Eizellen oder PN wurde am Tag 3 trans-
feriert.

Kryozyklen

Der Embryotransfer erfolgte im Spon-
tanzyklus oder in einem Substitutions-
zyklus mit Estradiolvalerat (Progynova,
Jenapharm, Jena) und Progesteron (Ut-
rogest, Dr. Kade/Besins Pharma GmbH,
Konstanz). Die klinischen Ergebnisse

8 J Reproduktionsmed Endokrinol_Online 2016; 13 (1)

beider Vorgehensweisen waren nach ei-
genen Erfahrungen gleichwertig.

Methode der Vitrifikation

Vitrifikation und Auftauen wurden nach
dem Kitazato Cryotop Safety Kit (Shizuo-
ka, Japan) — Vitrifikation bzw. Thawing —
vorgenommen. Das methodische Vorge-
hen ist in Anlehnung an die Veroffentli-
chung von Kuwayama et al. [23] erfolgt.

Einfrieren

Die Vitrifikation wurde bei Raumtempe-
ratur durchgefiihrt. Der erste Schritt ist
die Aquilibrierung in Ethylenglykol und
Dimethylsulfoxid (DMSO) bis zu einer
Endkonzentration von jeweils 7,5 %. Die
Zeitdauer der Inkubation betrug insge-
samt 15 Minuten.

Bei der Vitrifikation von Eizellen ist zu
beachten, dass die Bearbeitung innerhalb
von 2 Stunden nach der Follikelpunktion
vorzunehmen ist. Im Unterschied zu Ei-
zellen erfolgte fiir Vorkernstadien und
Blastozysten die Aquilibrierung aus-
schlieBlich in der Endkonzentration.

Die Aquilibrierungszeiten fiir PN-Stadi-
en betrugen 8-9 Minuten, bei Blastozys-
ten 12-15 Minuten. Nach Ablauf der
Aquilibrierung wurden die Zellen bzw.
Embryonen in 300 wl Vitrifikations-
16sung tberfiihrt, die 15 % Ethylengly-
kol, 15 % DMSO und 0,5 M Saccharose
enthilt. In dieser Losung verblieben die
Zellen eine Minute, danach wurden die
MII-Eizellen, PN oder Blastozysten in
einem kleinen Tropfen Vitrifikations-
16sung auf den Kryotop gegeben.

Von besonderer Bedeutung ist das Ab-
saugen der Fliissigkeit um jede Zelle, so-

dass nur ein geringer Fliissigkeitsfilm
um das Kryogut verbleibt. Der Kryotop
wurde danach in fliissigen Stickstoff ein-
getaucht. In diesem Medium erfolgte die
Einlagerung des Kryotops in einer Plas-
tikhiilse. Ab diesem Zeitpunkt diirfen die
Behiltnisse die fliissige Phase des Stick-
stoffs nicht mehr verlassen. Die vitrifi-
zierten Proben wurden im offenen Sys-
tem gelagert [24].

Auftauen

Der Kryotop wurde noch unter fliissigem
Stickstoff aus seiner Hiilse entfernt und
sofort in 3,5 ml der Erwédrmungslosung
(37 °C) gegeben, die 1,0 M Saccharose
enthilt. Die Proben miissen dabei vor-
sichtig vom Kryotop entfernt werden.
Nach einer Minute ist das Kryogut in
300 ul Losung mit 0,5 M Saccharose
3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert
worden. Danach erfolgte ein Waschen fiir
6 Minuten ebenfalls bei Raumtemperatur
in einem Waschpuffer. AnschlieBend
wurden die Proben in 3 Schritten mit
dquilibriertem Kulturmedium behandelt.
Die iiberlebenden Zellen und Embryo-
nen haben wir nach dem Auftauprozess
bei 37 °, und 6 % CO, inkubiert. Bei Ei-
zellen erfolgte die ICSI-Therapie 2 Stun-
den nach dem Auftauen. Fiir Vorkernsta-
dien wurde der Transfer am Tag 3 oder
Tag 5 vorgenommen. Wenn Blastozysten
aufgetaut wurden, sollte nach unserer
Vorgehensweise innerhalb von 3 Stun-
den die Expansion der Blastozyste als
Hinweis der Vitalitit abgewartet werden.

Die Uberlebensrate nach dem Auftauen
war mit durchschnittlich 94 % fiir alle
Entwicklungsstufen der Keimzellen nahe-
zu gleich.

B Klinische Ergebnisse

Anamnestisch wurde als hiufigste Indika-
tion der Frau ein PCO-Syndrom (23 %)
erfasst, das aufgrund der sehr guten ova-
riellen Reserve iiberzihlige Eizellen er-
warten ldsst. Endometriose (9 %), tubare
Sterilitit (3 %) und Zustand nach Sterili-
sation (1 %) waren nur mit wenigen Fil-
len beteiligt. Erwartungsgemifl hiufig
waren ménnliche Ursachen als ICSI-In-
dikation (63 %) vorhanden (Abb. 1).

Die Hiufigkeit der Eizell-Auftauzyklen
betrug in der Studie 9,6 % (30 Zyklen).
Anteilig hoher war die Vitrifikation von
PN mit 64,7 % (202 Zyklen). Diese Vor-
gehensweise hat eine langjdhrige Tradi-
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tion, da auch mit dem Slow-freezing-
Protokoll im Wesentlichen PN eingefro-
ren worden sind.

Die Blastozysten-Vitrifikation hatte ei-
nen Anteil von 25,7 % durch 80 Zyklen
(Tab. 2).

Die praxisbezogene klinische Schwan-
gerschaftsrate pro Embryotransfer aller
Behandlungsfille, demnach auch der
Patientinnen ohne Vitrifikation, wurde
nach IVF und ICSI im Jahresdurch-
schnitt 2013 mit 43,4 % berechnet.

Fiir die Studiengruppe mit Vitrifikation
(1/12-5/14) betrug der Anteil klinischer
Schwangerschaften pro Embryotransfer
im Stimulationszyklus 46,5 %. 92 Pati-
entinnen (23,3 %) hatten wegen drohen-
der Uberstimulation zuniichst keinen
Embryotransfer (Tab. 1).

Die klinischen Schwangerschaftsraten
pro Kryotransfer aller Entwicklungs-
stadien in Summe mit bis zu 4 aufeinan-
der folgenden Kryozyklen waren im
1. Zyklus mit 43,7 % am hochsten. Im
2. Kryozyklus konnten 32,8 % klinische
Schwangerschaften erzielt werden, wih-
rend im dritten Kryozyklus 31,3 % und
im 4. Zyklus noch 25 % der Patientinnen
schwanger wurden (Abb. 2).

Fiir die Gruppe eingefrorener Eizellen
betrug die kumulative klinische Schwan-
gerschaftsrate pro Vitrifikation und Tag-
5-Transfer 48 %. Durch das Einfrieren
von PN und Kultur bis Tag 5 konnten ku-
mulativ 48,2 % fortbestehende Schwan-
gerschaften erzielt werden. Am hochsten
war die klinische Schwangerschaftsrate
durch Vitrifikation nach dem Auftauen
von Blastozysten mit 72,3 %. Die Blas-
tozysten-Vitrifikation wies im Vergleich
zu den anderen beiden Protokollen hohe-
re Schwangerschaftsraten auf. Die pro-
zentualen Unterschiede waren nach sta-
tistischer Berechnung mit dem Chi-Qua-
drat-Test signifikant (p-Wert 0,029 zu
Eizellen und 0,001 zu PN). Die Anzahl
der Transfers pro Punktion betrug fiir Ei-
zellen und Blastozysten 1,2 sowie fiir PN
1,4 Transfers (Abb. 3).

Die kumulative Schwangerschaftsrate
pro Punktion unter Einbeziehung aller
Fille mit Vitrifikation (Eizellen, PN und
Blastozysten) konnte vom 1. Kryozyklus
(64,2 %) bis zum 4. Kryozyklus auf
71,1 % gesteigert werden (Abb. 4).
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Abbildung 2: Schwangerschaftsraten pro Transfer in Stimulationszyklen und Auftauzyklen (n = 312) von Eizellen, PN

und Blastozysten nach IVF-/ICSI-Behandlung. © B. Seifert
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Abbildung 4: Kumulative klinische Schwangerschaftsraten pro Punktion mit Stimulationszyklus und Kryozyklen aller
Entwicklungsstadien nach IVF-/ICSI-Behandlung. © B. Seifert

Die durchschnittliche Abortrate nach
Vitrifikation betrug 22 %. Die unter-
schiedliche Abortrate der einzelnen Pro-
tokolle kann wegen der geringen Anzahl
als statistisch nicht relevant angesehen
werden. Es wurden im Durchschnitt 2,0
Embryonen transferiert, daraus resultier-
te eine mittlere Mehrlingsrate von 15,7 %
(Tab. 3).

B Diskussion

Die Vitrifikation von Eizellen, PN oder
Blastozysten hat den Vorteil, dass in Re-
lation zum Slow-freezing-Protokoll die
Eiskristallbildung wéhrend des Einfrie-

rens und dem Auftauen unerheblich ist
[23]. Im Vergleich der Erfolgsraten stellt
die Vitrifikation gegeniiber dem Slow-
freezing-Protokoll eine deutliche Ver-
besserung dar [25, 26]. Es ist weiterhin
davon auszugehen, dass das Slow-free-
zing-Protokoll aufgrund der gestorten
Spindel-Integritit nicht fiir eine Verbes-
serung der Schwangerschaftsraten iiber
25 % geeignet ist [5, 27]. Es war deshalb
im Interesse einer besseren Ergebnisqua-
litdt dringend erforderlich, die Vitrifika-
tion als neues Verfahren einzufiihren.

Die bisher veroffentlichten Ergebnisse
bestitigen diesen Trend, der auch mit ei-
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Tabelle 3: Schwangerschaften nach Vitrifikation. © B. Seifert

Vitrifikation Aborte Abort- Mehrlinge Mehrlings- Transferierte
Rate Rate Embryonen

Klinische Schwangerschaften

pro Transfer (n = 127)

Eizellen (n =12) 3 25,0 % 333 % 2,0

Vorkernstadien (n = 68) 13 19,1 % 8 11,8 % 2,1

Blastozysten (n = 47) 12 25,5 % 8 17,0 % 1,7

n=127 28 22,0 % 20 15,7 % 2,0

genen Ergebnissen belegt werden konn-
te. Die aktuellen Meta-Analysen weisen
nach, dass die Vitrifikation im Vergleich
zum Slow-freezing-Protokoll eine hohe-
re Uberlebensrate von Eizellen, PN-Sta-
dien und Blastozysten ermdglicht [13].
Die Vitalitdt nach dem Auftauen betrug
bei unseren Untersuchungen 94 %. Die
Ursache fiir Verluste ist in der Regel
nicht mangelnde Technik, sondern war
durch Atresie der Eizellen oder Embryo-
nen bedingt. Die entwicklungsfihigen
Eizellen und PN wurden unter Beriick-
sichtigung von Patientenwiinschen in der
Regel bis zum Tag 5 kultiviert.

Die Vitrifikation von Eizellen ist ethisch
unproblematisch [1]. Die damit verbun-
denen klinischen Ergebnisse sind iden-
tisch zum Vorgehen mit frischen Eizellen
[28].

In der Arbeit von Rienzi et al. [27] wird
tiber Erfahrungen mit der Vitrifikation
von Eizellen berichtet. Sie empfehlen,
dass das Einfrieren sofort nach der De-
nudation von FEizellen erfolgen sollte.
Nach dem Auftauen werden die Oozy-
ten fiir 2 Stunden kultiviert, um den Ei-
zellen die vollstindige Restaurierung
des Zytoskeletts, vor allem der meioti-
schen Spindel, zu ermoglichen. Unter
diesen Voraussetzungen haben diese Ei-
zellen die gleiche Qualitit wie frische
Eizellen.

Der Tag-5-Transfer von vitrifizierten Ei-
zellen verspricht nach den Ergebnissen
von Rienzi et al. hohe Schwangerschafts-
raten von 60 % [7]. Die Vitrifikation von
menschlichen Eizellen ist somit der
Slow-freezing-Kryokonservierung iiber-
legen und kann vom Uberleben bis zu
den Schwangerschaftsraten fiir alle Kri-
terien der embryonalen Entwicklung
bessere Ergebnisse vorweisen. Es wur-
den weiterhin 46,8 % klinische Schwan-
gerschaften mit Blastozystentransfer
nach Vitrifikation erreicht [5].
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Die kumulative Schwangerschaftsrate
nach Eizell-Vitrifikation mit bis zu 2 un-
selektierten Transfers am Tag 5 betrug in
der Veroffentlichung von Ubaldi et al.
53,3 % [9]. In unserer Studie wurden
vergleichbare ~ kumulative  klinische
Schwangerschaftsraten fiir vitrifizierte
Eizellen mit Tag-5-Transfers von 48,0 %
erzielt.

Die Arbeitsgruppe in Liibeck [29] konnte
durch Vitrifikation von PN und Embryo-
transfer am Tag 5 im Vergleich zur klas-
sischen Kryokonservierung 46,8 % zu
19 % Kklinische Schwangerschaften pro
Transfer erreichen.

Bei unseren Untersuchungen betrugen
die kumulativen klinischen Schwanger-
schaftsraten fiir die Vitrifikation von
Vorkernstadien mit 1,4 Tag-5-Transfers
48,2 %. Somit waren die Ergebnisse
nach Vitrifikation von Eizellen oder Vor-
kernstadien mit 48 % und 48,2 % iden-
tisch. Diese Angaben belegen die Flexi-
bilitit fiir den klinischen Alltag.

Die klinischen Schwangerschaftsraten
nach Embryotransfer von vitrifizierten
Blastozysten betragen in der Literatur
bis zu 60 % [4]. Dabei ist es unerheblich,
ob der Transfer am Tag 5 oder 6 erfolgt
[17]. Die Schwangerschaftsraten schei-
nen aber am Tag 5 signifikant besser zu
sein [4]. Die Ursache dafiir sind hiufige-
re Spindelauffilligkeiten und morpho-
logische Defizite bei Blastozysten am
Tag 6 [25, 30]. Die Ergebnisse des Em-
bryotransfers von vitrifizierten Blasto-
zysten sind wegen der besseren Synchro-
nisation zwischen Embryo und Endo-
metrium im unstimulierten Zyklus mog-
licherweise besser [19]. Durch die Vitri-
fikation von Blastozysten konnten Im-
plantationsraten von 30 % und klinische
Schwangerschaftsraten von 49 % bzw.
42,8 % erreicht werden [4, 14]. Die
Abortrate und die perinatalen Ergebnisse
sollen durch Vitrifikation nicht negativ

beeinflusst sein [13]. Unsere Studie mit
65 Vitrifikationen und 1,2 Tag-5-Trans-
fers konnte eine kumulative Kklinische
Schwangerschaftsrate von 72,3 % nach-
weisen.

Die Vitrifikation von tiberzihligen Eizel-
len zur Verbesserung der kumulativen
Schwangerschaftsrate hat unter der stren-
gen gesetzlichen Regelung in Italien zu
53 % fortbestehender Gravidititen ge-
fiihrt [9].

Aus Sicht der Patientinnen ist die kumu-
lative Schwangerschaftsrate Motivation,
die hohen Kosten einer Vitrifikation zu
tragen. Unter Berticksichtigung kryokon-
servierter Eizellen, PN und Blastozysten
konnte in unserer Studie durch Vitrifika-
tion eine kumulative Schwangerschafts-
rate/Punktion von 64,2 % (1. Kryozyk-
lus) bis zu 71,1 % (4. Kryozyklus) er-
reicht werden. Diese Chance zum Vorteil
der Patientinnen wird in der Literatur [9]
nur selten beriicksichtigt. Italien war mit
seinen strengen gesetzlichen Regelungen
auf diesen Zusatzeffekt angewiesen. Die
Vorteile der Vitrifikation sind vor allem
fiir jiingere Patientinnen mit einem guten
AMH-Wert interessant. Ein Anteil von
10-15 reifen Eizellen ist die optimale
Voraussetzung fiir die Vitrifikation mit
hohen kumulativen Schwangerschafts-
raten. Das Konzept ,,all freeze Embryo-
transfer (FET) wird mit seinen hGheren
Schwangerschaftsraten die Zukunft ge-
horen [20].

Ein internationaler Trend zum Erreichen
hoherer Schwangerschaftsraten ist die
Aneuploidiediagnostik von Blastozysten
(PGS). Durch diese Selektion stehen am
Ende der Diagnostik nur wenige Em-
bryonen zum Transfer zur Verfiigung;
8,3 % der Patientinnen haben keinen
Transfer [31].

In Deutschland wird PGS nach dem PID-
Gesetz nicht erlaubt sein, sodass wir al-



ternativ auf einen seriellen Transfer nach
Vitrifikation angewiesen sind, da beziig-
lich der Geburtenrate ein vergleichbares
Ergebnis erzielt wird [32]. Diese Alterna-
tive kann die Abwanderung von Patien-
tinnen in auslidndische Zentren ein-
schrinken.

Die dargestellten eigenen Ergebnisse mit
kumulativen Schwangerschaftsraten pro
Punktion von 71,1 % erreichen die Pro-
zentsitze nach Anwendung von PGS
und stellen somit eine sinnvolle Alterna-
tive im Rechtsgefiige des Deutschen Em-
bryonenschutzgesetzes dar.

Der Anteil von Aborten mit 22 % nach
Vitrifikation war jedoch hoher als 10,5%
nach PGS [31]. Die Mehrlingsrate von
15,7 % erreichte im Vergleich zum Sing-
le-Embryotransfer nach PGS (0 %) eine
erwartete GroBenordnung [33]. Der
Nachteil von Vitrifikationszyklen gegen-
iiber PGS bewegt sich unter Berlicksich-
tigung von Abortrate und Mehrlingen im
vertretbaren Rahmen, sodass die Vitrifi-
kationsstrategie aus klinischer und 6ko-
nomischer Sicht keine Nachteile auf-
weist. Die Aneuploidie-Selektion hat je-
doch fiir dltere Patientinnen den Nach-
teil, dass ein nicht geringer Anteil der
Frauen keinen Embryotransfer bekom-
men kann.

Trotz aller bisher dargestellten Vorziige
der Vitrifikation von Eizellen und Em-
bryonen wird es notwendig sein, diese
Ergebnisse durch weiterfithrende Stu-
dien hinsichtlich des neonatalen Out-
comes und der Fehlbildungsraten zu
verfolgen. Inzwischen wurden in grofe-
ren Studien die geburtshilflichen und
perinatalen Ergebnisse bewertet, die im
Vergleich zu spontanen Konzeptionen
bzw. nach assistierter Reproduktion
nicht verdndert waren [2, 34, 35]. Diese
Aussage betrifft im Besonderen die pe-
rinatalen Ergebnisse der Vitrifikation
von Blastozysten [18]. Im Vergleich
zum Transfer zu frischen Blastozysten
waren alle untersuchten Parameter
gleich. Erwédhnenswert ist die Tatsache,
dass der Anteil monozygoter Zwillinge
in beiden Blastozystengruppen mit oder
ohne Kryokonservierung erhoht war
[36].

Wir konnen diese Ergebnisse nach Vit-
rifikation von Blastozysten mit einer
Zwillingsrate von 15,7 % nicht bestiti-
gen.

Vitrifikation von Eizellen, Vorkernstadien und Blastozysten
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® Relevanz fir die Praxis

Die Vitrifikation von Eizellen, PN
und Blastozysten ist dem Einfrieren
nach dem klassischen langen Proto-
koll iiberlegen. Dieses Verfahren ist
jedoch manuell sehr aufwéndig. Alle
Stadien der Eizellentwicklung sind
mit dem Ergebnis hoher Schwanger-
schaftsraten fiir dieses Verfahren ge-
eignet. Die unterschiedlichen Raten
waren statistisch signifikant.

Mit maximal 4 Kryozyklen konnen
kumulative ~ Schwangerschaftsraten
pro Punktion von 71,1 % erreicht wer-
den. Die neonatologischen Ergebnisse
konnten bisher keine nachteiligen
Folgen der Vitrifikation nachweisen.
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