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ZUSAMMENFASSUNG

In der in vitro Fertilisierung wird
der Embryotransfer routinemäßig
am Tag 2 oder 3 nach der Punkti-
on vorgenommen. Oft werden 2
oder 3 Embryonen transferiert,
um die niedrige Implantationsrate
zu kompensieren und eine besse-
re Schwangerschaftsrate zu erzie-
len. In vivo erreichen Embryonen
den Uterus erst im Morula- oder
Blastozystenstadium. Durch
Transfer von Embryonen am Tag 5
kann eine bessere Synchronisie-
rung zwischen Uterus und Ent-

wicklungsstadium erreicht wer-
den. Es können Embryonen z. B.
bezüglich Entwicklungspotential
und Aktivierung des embryonalen
Genoms selektiert werden. Die
Kultivierung bis Tag 5 kann mit-
tels sequentiellen Medien, die die
sich ändernden Bedürfnisse der
Embryonen während ihrer Entwick-
lung berücksichtigen, erfolgen.

Wir untersuchten (a) das Entwick-
lungspotential von Embryonen in
zwei verschiedenen sequentiellen
Medien (IVF50-S2 oder S1-S2)
und (b) in zwei verschiedenen
Kultursystemen (in Mikrotropfen
unter Öl oder in großem Volumen

ohne Öl). Ad (a): Es entwickelten
sich 34% der nicht transferierten
Embryonen in IVF50-S2 und 29%
in S1-S2 bis zur Blastozyste wei-
ter. Überzählige Embryonen, die
am Tag 2 Qualität Grad A aufwie-
sen, entwickelten sich bedeutend
öfter zu Blastozysten weiter als
Embryonen der Qualität B und C.
Die Entwicklungsgeschwindigkeit
war mit S1-S2 etwas, aber nicht
signifikant schneller im Vergleich
zu IVF50-S2. Ad (b): Zwischen
den beiden Kultursystemen konn-
te kein Unterschied festgestellt
werden.

Die klinische Anwendung zeigt,
daß bei Patienten mit wiederholt
negativen Versuchen eine hohe
Schwangerschaftsrate mit Transfer
von Tag 5 Embryonen erzielt wer-
den konnte. Bei 3 Patienten konn-
te kein Transfer vorgenommen
werden, da sich ihre Embryonen
alle nicht weiterentwickelten. Der
Transfer von Morulae am Tag 5
resultierte in keiner Schwanger-
schaft. Transferierte man Embryo-
nen, die bereits am Tag 4 im
Morulastadium waren, so konnte
eine Schwangerschaftsrate von
33,3% erreicht werden.

EINLEITUNG

In der in vitro Fertilisierung wird
der Embryotransfer routinemäßig
am Tag 2 oder Tag 3 nach der
Follikelpunktion vorgenommen.
Die Implantationsraten sind rela-
tiv niedrig (ca. 12% pro Embryo).
Deshalb werden oft 2 oder 3 Em-
bryonen transferiert, um eine bes-
sere Schwangerschaftsrate zu er-
zielen. Dadurch erhöht sich aller-
dings auch die Rate an Mehrlings-
schwangerschaften. Im Vergleich
zur in vitro Fertilisierung erreicht
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Summary

In in vitro fertilisation the embryo
transfer is done usually on day 2
or 3. It is common to transfer
2 or 3 embryos in order to
overcome the low implantation
rate and to improve the pregnan-
cy rate. In vivo the embryo
reaches the uterus not before the
morula or blastocyst stage. A
better synchronisation can be
achieved between uterus and
developmental stage with
transfer of day 5 embryos. The
embryos can be selected regard-
ing to the potential of develop-
ment or regarding to the
activation of the embryonic
genome for example. Cultivation
until day 5 can be done with
sequential media which consider
the changing requirements of the
embryo during its development
and differentiation.

We looked at (a) the develop-
mental potential of embryos in
two different sequential media
(IVF50-S2 or S1-S2) and (b) at
two different culture systems (in

micro droplets under oil or in big
volume without oil). Ad (a) 34%
of the supernumary embryos
developed to the blastocyst stage
in IVF50-S2 and 29% in S1-S2.
Supernumary embryos which
showed quality grade A on day 2
developed more often to the
blastocyst stage than embryos of
grade B or C. The velocity of
development was faster with S1-
S2, but not siginificant in relation
to IVF50-S2. Ad (b) We could
find no significant difference
between the two different culture
systems.

The clinical application showed
that for patients with repeated
failure of implantation a high
pregnancy rate with transfer of
embryos on day 5 can be
achieved. For 3 patients no
transfer could be done because
the embryos arrested earlier in
their development. Transfer of
morula on day 5 resulted in no
pregnancy. But transfer of
morula on day 4 resulted in a
pregnancy rate of 33.3%.
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der Embryo in vivo den Uterus
erst im Morula- oder im Blasto-
zystenstadium (5 Tage nach der
Ovulation). Deshalb liegt es nahe,
daß ein Transfer von Blastozysten
am Tag 5 die Schwangerschafts-
rate und die Implantationsrate
erhöht. Dadurch kann die Rate an
Mehrlingsschwangerschaften re-
duziert werden [1], da nur 1 bis 2
Embryonen transferiert werden.

Es wird eine bessere Synchroni-
sierung zwischen Uterus und Em-
bryo-Entwicklungsstadium erreicht
[2, 3]. Für den Transfer werden
Embryonen mit einem maximalen
Entwicklungspotential ausge-
wählt. Embryonen, bei denen
keine vollständige Aktivierung
des embryonalen Genoms erfolgt,
oder die einem Entwicklungsstop
unterliegen, können damit eben-
falls identifiziert werden [1, 4].

Es gibt verschiedene Möglichkei-
ten, die Kultivierung zum Blasto-
zystenstadium vorzunehmen.
Dazu gehört die Co-Kultur mit
somatischen Zellinien [5], die
eine sehr aufwendige Methode
darstellt oder die Inkubation mit
sequentiellen Medien, die seit
ungefähr zwei Jahren durch neue
Entwicklungen auf dem Gebiet
der Kultur in zellfreien Systemen
entstanden sind [6–8]. Die
sequentiellen Medien berück-
sichtigen die Änderungen der
Ernährungspräferenzen der
menschlichen Embryonen wäh-
rend ihrer Entwicklung und Diffe-
renzierung. Sie enthalten Kompo-
nenten, die für ein optimales
Wachstum und für eine gute Ent-
wicklung essentiell sind [9].

Wir untersuchten das Entwick-
lungspotential von Embryonen in
zwei verschiedenen sequentiellen
Medien und in zwei verschiede-
nen Kultursystemen.

MATERIAL UND METHODEN

Die Kultivierung von Eizellen und
Embryonen (IVF und ICSI) wurde
in 4-Well-Kulturschalen mit
Kulturmedien von Scandinavian
Science AB® durchgeführt. In
einer ersten Studienreihe wurden
die Eizellen am Tag der Punktion
in IVF50 (Gruppe 1) oder S1
(Gruppe 2) eingebettet und
fertilisiert. Der Embryotransfer
erfolgte am Tag 2. Die überzähli-
gen Embryonen wurden am Tag 3
in S2 transferiert und bis Tag 5
oder 6 weiterkultiviert und an-
schließend kryokonserviert.

In der zweiten Studienreihe wurde
das Entwicklungspotential von
Embryonen in Mikrotropfen
(10µl) unter Öl oder in einem
großen Volumen (500–800 µl)
ohne Öl verglichen. Bis zum Tag
3 wurde IVF50 Medium, ab Tag 3
S2 Medium verwendet.

Für die klinische Anwendung des
Transfers von Embryonen am Tag
5 wurde die Kultivierung in IVF50
und anschließend in S2 in Mikro-
tropfen unter Öl vorgenommen.

ERGEBNISSE

Studienreihe 1: Entwicklungs-
potential überzähliger Embryonen
in bezug auf Kulturmedium

Die Ergebnisse sind aus den
Tabellen 1 und 2 ersichtlich.

Die Verteilung der Grad A Em-
bryonen (Abb. 1) am Tag 2 betrug
für die Gruppe 1 47,3%, für die
Gruppe 2 46,3%. Die Qualität
der überzähligen Embryonen für
die Weiterkultivierung betrug am
Tag 2 für Gruppe 1 36% Grad A,
36% Grad B und 28% Grad C,
für Gruppe 2 30% Grad A, 31%
Grad B, 38% Grad C. Die Unter-
schiede waren jeweils nicht signi-
fikant.

Es entwickelten sich 34% (65/
190) der überzähligen Embryonen
von Gruppe1 bis zum Blasto-
zystenstadium (d. h. fBl, Bl und
expBl) (Abb. 2, Tab 3). In Gruppe
2 entwickelten sich 29% (40/138)
bis zur Blastozyste. Dieser Unter-
schied war nicht signifikant. Der
Anteil der sich schneller entwik-
kelnden Embryonen (Bl. oder exp.

Tabelle 2: Qualitätsverteilung der Embryonen am Tag 2
IVF50-S2 (Gruppe 1) S1-S2 (Gruppe 2)

Alle Embryonen am Tag 2
Grad A (%) 135/285 (47,3 %) 102/220 (46,3 %)

Überzählige Embryonen
Grad A 68 (36 %) 42 (30 %)
Grad B 69 (36 %) 43 (31 %)
Grad C 53 (28 %) 53 (38 %)

Tabelle 1: Vergleich der zwei Gruppen (IVF50-S2 versus S1-S2)
IVF50-S2 (Gruppe 1) S1-S2 (Gruppe 2)

Paare (n) 43 33
MII Eizellen (n) 377 296
Embryonen (n)/(%) 285/(76%) 220 (74%)
Embryonen für Transfer (n/ET) 95 (2,2) 82 (2,5)
für Weiterkultur (n) 190 138
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Bl am Tag 5) betrug für Gruppe 1
20% (38/90) und für Gruppe 2
23% (32/138). Die Werte waren
für Gruppe 2 leicht, aber nicht
signifikant erhöht.

Aus Grad A Embryonen am Tag 2
entwickelten sich in beiden Grup-
pen bedeutend mehr Embryonen
bis zur Blastozyste, als aus Em-
bryonen des Grades B und des
Grades C (Abb. 3). Zwischen den
beiden Gruppen 1 und 2 war die
Verteilung nicht signifikant unter-
schiedlich.

Die Prozentverteilung der sich
schneller entwickelnden Embryo-
nen (Bl, expBl) war für Gruppe 2
höher als für Gruppe 1, allerdings
nicht signifikant (Abb. 4). Dies
zeigte sich sowohl für Grad A wie
auch für Grad B Embryonen.

Studienreihe 2: Embryonen-Ent-
wicklung in bezug auf das Kultur-
system (Tab. 4)

In Mikrotropfen unter Öl entwik-
kelten sich 41% (195/482), in
großem Volumen 34% (65/190)

bis zur Blastozyste. Am Tag 5 wa-
ren 21% (102/482) im System mit
Mikrotropfen und 20% (38/90) im
großen Volumen bereits im
Blastozystenstadium oder im ex-
pandierten Blastozystenstadium.

Klinische Anwendung (Tab. 5, 6,
Abb. 5)

Für Patienten mit wiederholt ne-
gativen Versuchen konnten hohe
Schwangerschafts- und Implanta-
tionsraten erzielt werden.

Es konnte keine Schwangerschaft
mit Transfer an Tag 5 mit Embryo-
nen im Morula-Stadium erzielt
werden.

DISKUSSION

Es konnte gezeigt werden, daß
mit den sequentiellen Medien
IVF50-S2 (Gruppe 1) und mit

Abbildung 1: Beurteilung der frühen Embryonen

Grad A: gleiche Blastomeren,
keine Fragmentationen

Grad B: ungleiche Blastomeren,
< 10 % Fragmentationen

Grad C: ungleiche Blastomeren,
10–50 % Fragmentationen

Grad D: ungleiche Blastomeren
> 50 % Fragmentationen

Abbildung 2: Beurteilung der Blastozysten: Scoring-System
für humane Blastozysten [Gardner DK, unpublished data]

Frühe Blastozyste (fBl): das Blastocoel
nimmt weniger als die Hälfte des Embryo-
volumens ein.

Blastozyste (Bl): das Blastocoel ist größer als
die Hälfte des Embryos und kann den
ganzen Embryo füllen.

Expandierte Blastozyste (expBl): das
Volumen des Blastocoels ist größer als das
Volumen des frühen Embryos, und die Zona
pellucida wird dünner.

Abbildung 4: Prozentsatz an Blastozysten (fBl, Bl, expBl) in
bezug auf die Embryoqualität an Tag 2

Abbildung 3: Prozentsatz an Blastozysten (fBl, Bl, expBl) in
bezug auf die Embryoqualität an Tag 2
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S1-S2 (Gruppe 2) überzählige
Embryonen bis zum Blastozysten-
stadium kultiviert werden kön-
nen. Embryonen, die am Tag 2
nach der Follikelpunktion eine
Qualität des Grades A aufwiesen,
entwickelten sich bedeutend öfter
zu Blastozysten weiter als Embry-
onen der Qualität B und C.

Die Entwicklungsgeschwindigkeit
war mit S1-Medium schneller,
aber es war diesbezüglich keine
Signifikanz feststellbar. Die Zu-
sammensetzung des S1 Mediums
(v. a. der Gehalt an nicht-essenti-
ellen Aminosäuren und das Fehlen
der essentiellen Aminosäuren) im
Vergleich zum IVF50 Medium
scheint die Entwicklung der
Embryonen (höherer Prozentsatz
an Blastozyten und expandierten
Blastozysten am Tag 5) besser zu
unterstützen.

Zwischen den zwei Kultursystemen
(Mikrotropfen oder großes Kultur-
volumen) konnte kein signifikanter
Unterschied beobachtet werden.

In der klinischen Anwendung
zeigte es sich, daß bei Patienten
mit wiederholt negativen Versu-
chen hohe Schwangerschaftsraten
mit Tag 5-Transfer erzielt werden
konnten. Im Eileiter und im
Uterus liegen unterschiedliche
Bedingungen bezüglich des
Nährstoffangebotes vor. Ein Trans-
fer von sich teilenden Embryonen
in den Uterus ist demzufolge zu
früh [10, 11] und kann durch
einen Transfer am Tag 5 besser
synchronisiert werden.

Für 3 Patienten konnte kein Trans-
fer am Tag 5 vorgenommen wer-
den, weil alle Embryonen vorher
in ihrer Entwicklung arretierten
[12]. Ein Entwicklungsstop kann
allgemein durch Defekte im Zyto-

Tabelle 3: Entwicklung überzähliger Embryonen bis zum Blastozysten-Stadium
IVF50-S2 (Gruppe1) S1-S2 (Gruppe2)

Blastozysten (fBl, Bl, expBl) (%) 65/190 (34) 40/138 (29)
Schnellere Blastozysten (Bl, exp. Bl) 38/ 90 (20) 32/138 (23 %)

Tabelle 4: Vergleich der Gruppen
Mikrotropfen Großes Volumen

Paare (n) 69 43
MII Eizellen (n) 707 377
Embryonen (%) 482 (69%) 285 (76%)
Embryonen für Kultur (n) 482 190

Tabelle 5: Auflistung der Daten

Patienten (n) 45
Transfers (n) 42
Transferierte Embryonen (n) 99
Morula 26
Frühe Blastozyste 23
Blastozyste 32
Expandierte Blastozyste 18
Durchschnittl. Embryonen/Transfer 2,4
Schwangerschaftsrate (%) 20/42 (47,6)
Weitergehende Schwangerschaften (%) 18/42 (42,8)
Weitergehende SS-Rate/Patient mit Tag 5-Transfer-Protokoll (%) 18/45 (40)
Implantationsrate (16 Einlinge, 2 Zwillinge) (%) 20/99 (20,2)

Tabelle 6: Morula-Tansfer am Tag 4 oder Tag 5
Tag 4 Tag 5

Transfer (n) 6 4
Morula transferiert (n) 11 11
Durchschnittl. Embryonen/Transfer 1,8 2,8
SS-Rate 2 (33,3%) 0
Weitergehende SS 2 (33,3%)
Implantationsrate 20/99 (20,2%)

Abbildung 5: Schwangerschafts- (SS) und Implantationsrate nach Tag 5-Transfer
bezüglich der Zahl der vorangegangenen negativen IVF-Versuche

Zahl der vorangegangenen negativen Versuche Zahl der vorangegangenen negativen Versuche

plasma oder im embryonalen Ge-
nom verursacht werden [10, 13].
Das Risiko, daß sich eventuell
kein Embryo bis zum Blasto-
zystenstadium entwickelt, wurde

vorher mit den Patienten ausführ-
lich besprochen.

Die Ergebnisse des Transfers von
Embryonen im Morula-Stadium
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am Tag 4 bzw. Tag 5 zeigen, daß
die Entwicklungsgeschwindigkeit
von Embryonen ausschlaggebend
ist. Erreichten die Embryonen be-
reits am Tag 4 das Morula-Stadi-
um und wurden am selben Tag
transferiert, so konnte in 33,3%
eine Schwangerschaft erzielt wer-
den. Entwickelten sich die Embry-
onen erst am Tag 5 zur Morula, so
konnte keine Schwangerschaft
erzielt werden. Berücksichtigt man
diese Beobachtungen, so wäre in
unserer klinischen Anwendung
die Schwangerschafts- und
Implantationsrate weit höher,
würde man die am Tag 5 transfe-
rierten Morula-Embryonen ver-
nachlässigen.

Die Patientenzahlen sind in dieser
Untersuchungsreihe sehr gering,
doch kristallisiert sich die Ten-
denz heraus, daß am Tag 5 Em-
bryonen idealerweise im frühen
Blastozystenstadium sein sollten,
um eine gute Schwangerschafts-
und Implantationsrate zu erzie-
len. Es müssen noch größere Zah-
len an Transfers am Tag 5 vorge-
nommen werden, um diese Er-
gebnisse zu bestätigen. Es fehlen
noch prospektiv randomisierte
Studien, die die Effizienz der
Blastozysten-Kultivierung in se-
quentiellen Medien bestätigen.

Durch eine Optimierung des
Timings der Umbettung von Em-
bryonen in das zweite Medium
und durch verbesserte in vitro
Kultursysteme können sicherlich
noch mehr Embryonen bis zum
Blastozystenstadium kultiviert und
in der Folge höhere Schwanger-
schafts- und Implantationsraten
erzielt werden. Eine genauere
Qualitätsbeurteilung von Blasto-
zysten (Innere Zellmasse, Trophek-
toderm) sollte angestrebt werden,
um die kompetentesten Embryo-
nen zu transferieren [14]. Weitere
Analysen von Nährstoffaufnahme
und -metabolismus in der Zukunft
werden weitere Verbesserungen
der sequentiellen Medien mit sich
bringen.
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