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ZUSAMMENFASSUNG

Die kontrollierte langsame Kryo-
konservierung ist zur Zeit Routi-
nemethode bei der Kryokonser-
vierung humaner Embryonen.
Durch die Vitrifikation können
Schädigungen, wie sie bei den
konventionellen Methoden z. B.
durch Eisbildung auftreten, aus-
geschlossen werden, weil bei
der Vitrifikation das Festwerden
der Flüssigkeit nicht durch Kri-
stallisation sondern durch Erhö-
hung der Viskosität beim Abküh-
len erzielt wird. Der Einfluß des
Entwicklungsstadiums, die weite-
re Entwicklung der Embryonen

sowie die Implantation nach
Vitrifikation und Auftauen wurde
von uns beobachtet.

Die Toxizität der Vitrifikations-
lösung an humanen pathologisch
fertilisierten Embryonen im Moru-
la- bzw. Blastozystenstadium
wurde überprüft. Es überlebten
100 % aller vitrifizierten Embryo-
nen (7 Morulae, 5 Blastozysten)
mit mehr als 80 % intakten Bla-
stomeren. 43 % (3/7) der Morulae
entwickelten sich zu Blastozy-
sten, 20 % (1/5) der Blastozysten,
bleiben im Blastozystenstadium.
29 % (2/7) der Morulae und 60 %
(3/5) der Blastozysten entwickel-
ten sich zu expandierten Blasto-
zysten. Die in vitro Überlebens-

rate humaner Embryonen (patho-
logisch aktiviert) wurde nach
einer 2-Schritt-Vitrifikation aus-
gewertet. Es überlebten 50 % (4)
der vitrifizierten Morulae und
57 % (4) der vitrifizierten Blasto-
zysten die Vitrifikation mit > 80 %
intakten Zellen, 38 % (3) der
Morulae und 29 % (2) der Blasto-
zysten überlebten mit > 50 %
intakten Zellen die Vitrifikation
und das anschließende Auftauen.
29 % (2/7) der Morulae entwickel-
ten sich zu Blastozysten weiter,
33 % (2/6) der Blastozysten
blieben im Blastozystenstadium.
29 % (2/7) der Morulae und 33 %
(2/6) der Blastozysten entwickel-
ten sich zu expandierten Blasto-
zysten.

Von 34 Patienten wurden 86 Em-
bryonen vitrifiziert (24 im Morula-
stadium, 23 im frühen Blastozy-
stenstadium und 39 im Blasto-
zystenstadium). 74 % der Em-
bryonen standen für 91 % aller
Patienten für einen Transfer zur
Verfügung. Die höchste Schwan-
gerschaftsrate (25 %) konnte mit
Embryonen nach Vitrifikation im
frühen Blastozysten erzielt
werden. Die durchschnittliche
Schwangerschaftsrate betrug
16 % pro Transfer.

Wurden Embryonen im Morula-
stadium vitrifiziert, so entwickel-
te sich eine Schwangerschaft nur
bei Embryonen, die am Tag 4 im
Morulastadium waren. Dies galt
auch für frühe Blastozysten. Der
Transfer von vitrifizierten Blasto-
zysten, die am Tag 5 im Blasto-
zystenstadium waren, führte zu
einer Schwangerschaft. Embryo-
nen, die sich morphologisch
langsamer entwickelten ergaben
keine Schwangerschaft.

P. Vanderzwalmen, A. Stecher, I. Riedler, N. Zech, H. Zech
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Summary

The controlled slow cyropreservation
is the routine method in cyropreser-
vation of human embryos. Defects
which occur during the conventional
cyropreservation due to formation of
ice for example are not given for
vitrification. Vitrification is the soli-
dification of a liquid brought about
by an extreme elevation in viscosity
during cooling. The influence of the
stage of development, the ongoing
development of embryos and the
implantation after vitrification and
thawing are analysed.

The toxicity of the vitrification solu-
tion on human embryos (pathologi-
cal fertilized) in the stage of morula
or blastocyst is tested. Of all em-
bryos vitrified 100 % (7 morulae, 5
blastocysts) survived with > 80 %
intact cells. 43 % (3/7) of the moru-
lae developped to blastocysts, 20 %
(1/7) of the blastocysts stayed in the
stage of blastocysts. 29 % (2/7) of
the morulae and 60 % (3/5) of the
blastocysts developped to expanded
blastocysts.

The in vitro survival of embryos (pa-
thological fertilized) was evaluated

after a 2-step-vitrification. 50 % (4)
of the vitrified morulae and 57 % (4)
of the blastocysts survived after vitri-
fication and thawing with > 80 %
intact cells. 38 % (3) of the morulae
and 29 % (2) of the blastocysts sur-
vived with > 50 % intact cells. 29 %
(2/7) of the morulae developped to
blastocysts, 33 % (2/6) blastocysts
stayed in the stage of blastocysts.
29 % (2/7) of the morulae and 33 %
(2/6) of blastocysts developped to
expanded blastocysts. From 34 pa-
tients 86 embryos (24 morulae, 23
early blastocysts, 39 blastocysts)
were vitrified. 74 % of the embryos
survived and 91 % of the patients
could have a transfer. The highest
pregnancy rate (25 %) was achieved
with embryos from the early blasto-
cyst stage. The pregnancy rate per
transfer was 16 % in average.

Pregnancy resulted from vitrified
morulae only when the morulae
reached this stage on day 4. This
was the same for early blastocysts.
Transfer of vitrified blastocysts which
developped to blastocysts on day 5
resulted also in pregnancy. Embryos
which developped slowlier did not
result in a pregnancy.

Franz Stadler
For personal use only. Not to be reproduced without permission of Krause & Pachernegg GmbH.
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EINLEITUNG

Die Kryokonservierung wird als
eine akzeptable Lösung angese-
hen, um überzählige Embryonen,
die durch die In vitro Fertilisie-
rung häufig entstehen, für einen
späteren Transfer aufzubewahren
und die Gefahr von Mehrlings-
schwangerschaften zu reduzie-
ren. Die Embryonen werden bei
niedrigen Temperaturen in einem
lebensfähigen Zustand gehalten,
bei denen die metabolischen
Aktivitäten sistieren [1].

Das Tiefgefrieren von Embryo-
nen ist heute weltweit in der
Sterilitätstherapie Standard.

Grundsätzlich gibt es zwei
verschiedene Möglichkeiten,
Embryonen tiefzugefrieren:

1. Die kontrollierte langsame
Kryokonservierungsmethode
(Gleichgewichtskryokonservie-
rung), die 1971 von Whitting-
ham eingeführt wurde [2], und

2. die Nicht-Gleichgewichts-
kryokonservierung mit a) der
ultra-schnellen Kryokonservie-
rung und b) der Vitrifikation,
die 1985 an Mäuseembryonen
von Rall und Fahy [3] entwik-
kelt wurde.

ad 1) Die kontrollierte langsame
Kryokonservierung ist zur Zeit
die Routinemethode zur Konser-
vierung humaner Embryonen.
Diese werden so langsam abge-
kühlt, daß eine Dehydrierung der
Zellen in dem Ausmaß erfolgen
kann, daß die Bildung von gro-
ßen intrazellulären Eiskristallen
reduziert wird. Die Kryoprotek-
tiva entziehen der Zelle osmo-
tisch Wasser, das extrazellulär

friert. Die Zelle darf nicht so
stark dehydriert werden, daß der
Embryo durch die hohe intrazel-
luläre Osmolalität geschädigt
wird. Um eine zu starke Dehy-
drierung zu vermeiden, wird
versucht, einen Gleichgewichts-
zustand zwischen ausströmen-
dem intrazellulärem und extra-
zellulärem Wasser herzustellen.
Dies wird durch Zugabe einer
nicht den Embryo durchdringen-
den Lösung, wie z. B. Saccharose
ermöglicht. Diese erhöht die
extrazelluläre Osmolalität. Beim
langsamen Abkühlen bleibt die
Zelle im Gleichgewicht mit der
gefrorenen Lösung und wird
dabei dehydriert. Es besteht die
Gefahr einer physikalischen
Schädigung des Embryos durch
eine extrazelluläre Eisbildung
und eine Bruchschädigung durch
die Ausbildung und das Wachs-
tum von intrazellulärem Eis, wenn
die Zellen zu schnell abgekühlt
werden. Außerdem kann durch
die zunehmende Konzentration
der nicht gefrorenen extrazellu-
lären Lösung eine toxische Schä-
digung des Embryos erfolgen.

Für die langsame Kryokonser-
vierung ist ein teures computer-
gesteuertes Gerät notwendig,
außerdem ist dieses Verfahren
sehr zeitintensiv.

ad 2a) Bei den ultra-schnellen
Gefriermethoden werden nach
der Äquilibrierung der Embryo-
nen in einer Lösung aus 3,5–4,5
M DMSO (Dimethylsulfoxid) und
0,25–0,5 M Saccharose diese
direkt in flüssigen Stickstoff
gebracht [4, 5]. Dabei entstehen
kleine Eiskristalle. Diese sind
thermodynamisch instabiler als
große Kristalle, weil sie bei nied-
rigeren Temperaturen schmelzen
[6], und können bei zu langsa-

mem Auftauen zu großen Kristal-
len aggregieren (Rekristallisie-
rung).

ad 2b) Bei der Vitrifikation wird
nicht nur der Kühlprozeß sehr
vereinfacht, es wird auch die
Gefahr der physikalischen und
chemischen Schädigung durch
extrazelluläre und intrazelluläre
Eisbildung ausgeschlossen.

Unter Vitrifikation versteht man
das Festwerden einer Flüssigkeit,
die nicht durch Kristallisation,
sondern durch extreme Erhöhung
der Viskosität während des
Abkühlens verursacht wird [7].
Eine Vitrifikationslösung besteht
aus einer Mischung eines hoch-
konzentrierten permittierenden
Kryoprotektivums (DMSO, Azet-
amid, Propylenglykol, Glyzerol,
Ethylenglykol) und eines nicht
durchdringenden Kryoprotekti-
vums (Polyethylenglykol, Ficoll,
Saccharose) in gepufferter Salz-
lösung. Die Konzentration an
Kryoprotektivum ist so hoch, daß
bei sehr schnellem Abkühlen auf
–196 °C (der Straw wird direkt in
flüssigen Stickstoff gegeben) die
Viskosität stark zunimmt. Der
visköse Festkörper hat die phy-
sikalischen Eigenschaften eines
festen Stoffes, behält aber die
molekulare Struktur einer Flüs-
sigkeit. Dies wird erreicht durch
die Zugabe von sehr hohen Kon-
zentrationen an Kryoprotektivum
(6–8 M).

Unser Ziel war es, zu untersu-
chen, ob die Methode der
Vitrifikation auch bei humanen
Embryonen anwendbar ist. Im
Verlauf der Zeit wurde diese
nach Versuchen im Tiermodell
und nach Toxizitätstests an pa-
thologisch fertilisierten mensch-
lichen Eizellen für humane
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SCHRITTENEN
ENTWICKLUNGS-
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Embryonen adaptiert. Der Einfluß
des Entwicklungsstadiums, die
weitere Entwicklung der Embry-
onen nach dem Auftauen, sowie
die Implantation nach Vitrifika-
tion und Auftauen wurde analy-
siert.

MATERIAL UND METHODEN

Zunächst wurde im Rahmen der
Toxizitätsprüfungen das Überle-
ben nach Vitrifikation und Auf-
tauen von Morulae/Blastozysten
beobachtet. Diese wurden aus
einer Kultur von Eizellen gewon-
nen, die pathologisch mit einem
oder drei Vorkernen befruchtet
waren. Anschließend wurden
Embryonen schlechter Qualität
verwendet.

Daraufhin wurde ein Teil schöner
Tag-2-Embryonen in S2-Medium
(Scandinavian IVF Science AB)
bis zum Tag 4 bis 6 weiterkulti-
viert. Die Morulae/Blastozysten
wurden mittels Vitrifikation kryo-
konserviert, und nach dem Auf-
tauen der Patientin transferiert.

Die Vitrifikation erfolgte nach der
Methode von Mahmoudzadeh [1]
in zwei Schritten. Alle Lösungen
basierten auf PBS-HSA (Phos-
phatgepufferte Salzlösung mit
humanem Serum-Albumin).
Ausgewählte Embryonen wurden
bei Raumtemperatur in 20 %
(v/v) Ethylenglykol (= EG 20) für
drei Minuten äquilibriert.

Dann wurden diese in eine
zweite Lösung, die aus 40 % (v/v)
Ethylenglykol, 18 % (w/v) Ficoll
und 0,3 M Saccharose (EFS) zu-
sammengesetzt war, transferiert.
Nach kurzer Exposition in dieser
Lösung wurden die Embryonen

in einen 0,25 ml Straw geladen.
Der Straw wurde zuvor mit ca
3,5 cm 0,5 M Saccharoselösung
gefüllt, auf die dann 9 mm Luft
und ca. 2,5 cm EFS, in das die
Embryonen gegeben wurden,
folgten. Dann wurde wieder 9 mm
Luft belassen, und der Straw mit
0,5 M Saccharoselösung aufge-
füllt, mit Puder verschlossen und
sofort in flüssigen Stickstoff ge-
geben (siehe Abb. 1). Die Zeit
zwischen der Zugabe der Em-
bryonen zur EFS-Lösung und der
Deposition in flüssigem Stickstoff
wurde möglichst kurz gehalten
(max. 60 Sekunden).

Die Embryonen wurden im Was-
serbad bei 40 °C für 10 Sekun-
den aufgetaut, darauf der Straw
in eine 0,25 M Saccharoselösung
entleert. Nach 3 min. Äquilibrie-
rung wurde die Vitrifikations-
lösung herausverdünnt, indem
die Embryonen in S2 Medium
mehrmals gewaschen wurden.
Die weitere Kultivierung für in
vitro Beobachtungen oder für
den Transfer erfolgte auch in S2-
Medium.

ERGEBNISSE

In Tabelle 1 sind die Ergebnisse
der Toxizitätsprüfung der Vitrifi-
kationslösung an humanen pa-
thologisch fertilisierten Embryo-
nen im Morula- bzw. Blasto-
zystenstadium zusammengefaßt.
Von 7 Morula und 5 Blastozysten
wiesen alle Embryonen (100 %)
mehr als 80 % intakte Blastome-
ren nach der Vitrifikation und
dem Auftauen auf. Drei von 7
Morulae entwickelten sich
weiter zu Blastozysten (43 %),
zwei entwickelten sich zu ex-
pandierten Blastozysten (29 %).
Eine von 5 Blastozysten blieb im
Blastozystenstadium (20 %), drei
von 5 erreichten das Stadium der
expandierten Blastozyste (60 %).

Die In-vitro-Überlebensrate
humaner Embryonen schlechter
Qualität nach einer 2-Schritt-
Vitrifikation ist in Tabelle 2 dar-
gelegt. Von 8 vitrifizierten Morulae
überlebten 50 % [4] mit mehr als
80 % intakten Blastomeren, 38 %

Abbildung 1: Straw nach dem Füllen

Saccharoselösung Luft EFS-Embryonen Luft Saccharoselösung Puder

Tabelle 1: Toxizitätstest: In-vitro-Überleben pathologisch fertilisierter huma-
ner Morulae und Blastozysten nach Äquilibrierung (3 min. in EG20 und 1 min.
in EFS)

Stadium der Anzahl der Anzahl der aufgetauten Anzahl der Embryonen,
Embryonen äquilibrierten überlebenden die sich weiter-

Embryonen Embryonen entwickelten zu

> 80 % > 50 % Blastozysten expand.
Blastozysten

Morula 7 7 (100 %) 0 3/7 (43 %) 2/7 (29 %)

Blastozyste 5 5 (100 %) 0 1/5 (20 %) 3/5 (60 %)

intakte Blastomeren
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[3] wiesen mehr als 50 % intakte
Blastomeren auf. Zwei von 7
(29 %) dieser Morulae entwickel-
ten sich zu Blastozysten und
2 von 7 (29 %) zu expandierten
Blastozysten.

Von 7 vitrifizierten Blastozysten
überlebten 57 % (4) mit mehr als
80% intakten Blastomeren, 29 %
(2) wiesen mehr als 50 % intakte
Blastomeren auf. Zwei von 6
(33 %) Blastozysten blieben im
Blastozystenstadium, zwei von 6
(33 %) entwickelten sich zur
expandierten Blastozyste.

Von 34 Patienten (Tab. 3) wurden
86 Embryonen vitrifiziert (24 im
Morulastadium, 23 im Blasto-
zystenstadium und 39 im expan-
dierten Blastozystenstadium).
Insgesamt standen davon 64
Embryonen (74%) nach dem
Auftauen für einen Transfer zur
Verfügung. Es konnte in 91%
aller Patienten ein Transfer vor-
genommen werden. In der Folge
ergab sich eine fortdauernde
Schwangerschaftsrate durch-
schnittlich von 15 % pro Vitrifi-
kation/ Patient und von 16 % pro
Transfer/ Patient. Die höchste

Schwangerschaftsrate (25 %)
konnte mit frühen Blastozysten
erzielt werden.

Die Schwangerschaftsrate in
Relation zum Tag der Vitrifikation
wird in Tabelle 4 aufgelistet.
Wurden Embryonen im Morula-
stadium vitrifiziert, so entwickel-
te sich eine Schwangerschaft nur
bei Embryonen, die am Tag 4 im
Morulastadium waren. Dasselbe
konnte für Blastozysten beobach-
tet werden. Waren die Embryo-
nen morphologisch in ihrer Ent-
wicklung etwas langsamer, so
trat keine Schwangerschaft ein.
Transfer von Tag-5-Embryonen,
die im expandierten Blastozysten-
stadium waren, führten zu einer
Schwangerschaft, nicht jedoch
von Embryonen, die am Tag 4
oder Tag 6 das Blastozystensta-
dium erreichten.

DISKUSSION

Die Vitrifikation erleichtert und
vereinfacht den Gefrierprozeß
für Embryonen wesentlich. Ein
Vorteil dieser Methode ist es, daß
die Embryonen nicht der Schädi-
gung durch Eisbildung ausgesetzt
sind, wie dies bei der kontrollier-
ten langsamen Kryokonservie-
rung der Fall ist. Der einzige
Nachteil der Vitrifikation ist die
chemische Toxizität, die sich aus
der hohen Konzentration an
Kryoprotektivum ergibt. Die
Intensität der chemischen Toxi-
zität korreliert direkt mit der
Konzentration des Kryoprotek-
tivums und der Zeit und Tempe-
ratur der Exposition der Embryo-
nen in dieser Lösung [8].

Der Permeabilitätskoeffizient
steht in direktem Zusammenhang
mit dem Molekulargewicht und

Tabelle 2: In-vitro-Überleben vitrifizierter humaner Embryonen schlechter Qua-
lität nach 2-Schritt-Vitrifikation: 3 min. in EG20, 1 min. in EFS

Stadium der Zahl der Zahl der überlebenden Zahl der Embryonen,
Embryonen vitrifizierten Embryonen nach die sich

Embryonen Auftauen entwickelten zu

> 80% > 50% Blastozyten expand.
Blasto.

Morula 8 4 3 2/7 2/7
(50 %) (38 %) (29 %) (29 %)

Blastozyste 7 4 2 2/6 2/6
(57 %) (29 %) (33 %) (33 %)

intakte Blastomeren

Tabelle 3: In-vivo-Überleben der vitrifizierten humanen Embryonen nach 2-
Schritt-Vitrifikation: 3 min. in EG20 und 1 min. in EFS

Morula Blastozysten expandierte gesamt
Blastozyten

Zahl der Patienten 8 8 18 34

Zahl der vitrifizierten
Embryonen 24 23 39 86

Zahl der Embryonen
für Transfer (%) 17 (71 %) 18 (78 %) 29 (74 %) 64 (74 %)

Zahl der Transfers 7 8 16 31 (91 %)

Mittlere Anzahl der
Embryonen pro Transfer 2,4 2,3 1,8 2,0

Fortdauernde Schwanger-
schaften pro Transfer (%) 1/7 (14,2 %) 2/8 (25%) 2/16 (12,5 %) 5/ 31 (16 %)

Fortdauernde Schwanger-
schaften pro Vitrifikation 1/8 (12,5 %) 2/8 (25 %) 2/18 (11 %) 5/34 (15 %)

Implantationsrate 6 % 11 % 7 % 8 %
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ist ein Maß für die Geschwindig-
keit eines Kryoprotektivums,
einen Embryo zu durchdringen
bzw. ihn zu verlassen [9]. Ein
niedriges Molekulargewicht ist
von Vorteil, weil das Kryoprotek-
tivum einen schnelleren Fluß in
bzw. aus dem Embryo aufweist.
Dadurch wird eine geringere
chemische Toxizität induziert,
weil die Zeit der Exposition von
Embryonen im Vitrifikationsme-
dium verkürzt werden kann [10].

Kasai zeigte, daß eine Vitrifika-
tionslösung, die Ethylenglykol
enthält, weniger toxisch ist, als
1,2-Propandiol [11]. Er optimierte
im Mäusemodell eine Vitrifika-
tionsmethode, bei der 40 %
Ethylenglykol, 30% Ficoll und
0,5 M Saccharose verwendet
wurden. Diese EFS-Lösung
wurde für die Vitrifikation von
Mäuse-, Hasen- und Kuhmorulae
verwendet [11].

Massip et al. [12] berichten, daß
zuerst eine Äquilibrierung an
niedrigere Konzentrationen des
Kryoprotektivums (EG 20) erfol-
gen sollte, dann erfolgt erst die
Exposition an die höhere Kon-
zentration (EFS) für eine kurze

Zeit. Dadurch wird die Toxizität
gering gehalten. Es wird die
niedrigste Konzentration, die
eine „Glasbildung“ bei einer
Vitrifikation herbeiführen kann,
verwendet [11, 13, 14].

Unsere Ergebnisse der Vorunter-
suchungen (Tab. 1) belegen, daß
diese auch von uns verwendete
Vitrifikationslösung eine geringe
Toxizität aufweist.

Die Vitrifikation benötigt ein
ideales Kryokonservierungsme-
dium, welches eine Eiskristallbil-
dung sowohl in den extrazellulä-
ren als auch in den intrazellulä-
ren Kompartimenten verhindert.

Die Vitrifikation wird für in vitro
produzierte Morulae/Blastozysten
angewandt, weil die konventio-
nellen Kryokonservierungs-
methoden für diese Embryonen
nicht befriedigende Ergebnisse
liefern, im Vergleich zu in vivo
entwickelten Embryonen im
Tiermodell. Die Methoden, die
für in vivo gebildete Embryonen
angewandt wurden, sind an in
vitro produzierte Embryonen
adaptiert worden. Dabei zeigte
es sich, daß diese Embryonen

wesentlich sensitiver gegenüber
dem Kryokonservierungsprozeß
waren [1]. Die extreme Sensitivi-
tät in vitro produzierter Embryo-
nen gegenüber Schädigungen
durch die Abkühlung ist bei einer
genügend schnellen Kühlrate
vermeidbar [15].

In vitro entstandene Embryonen,
die schon in einem fortgeschrit-
teneren Entwicklungsstadium
sind, zeigen eine bessere Resi-
stenz gegenüber Vitrifikation als
Embryonen in einem weniger
fortgeschrittenen Stadium [15,
16, 17, 18, 19]. Unsere Ergeb-
nisse, zusammengefaßt in Ta-
belle 2 und 3, bestätigten diese
Erfahrungen.

In vitro ist das Potential zur
Blastozystenentwicklung gerin-
ger, es werden also weniger
Blastozysten tiefgefroren, die
Überlebensrate und Schwanger-
schaftsrate für Blastozysten ist
höher [20].

Wie aus den Ergebnissen ersicht-
lich ist, beträgt die durchschnitt-
liche Schwangerschaftsrate nach
Vitrifikation pro Patientin 16 %,
die Überlebensrate und weitere
Entwicklung vitrifizierter huma-
ner Embryonen (Tab. 2) ist akzep-
tabel. Für Blastozysten konnte
die höchste Schwangerschaftsrate
(25 %) erzielt werden (Tab. 3).

Die Entwicklungsgeschwindig-
keit zu Morulae oder Blasto-
zysten hat einen wesentlichen
Einfluß auf die Überlebens- und
Schwangerschaftsrate [21].

Dies konnte durch unsere Ergeb-
nisse (Tab. 4) bestätigt werden.
Embryonen, die am Tag 4 das
Morulae/ Blastozystenstadium
erreicht hatten, führten jeweils

Tabelle 4: Schwangerschaftsraten in Relation zum Tag der Vitrifikation

Tag 4 Tag 5 Tag 6

MORULAE
Zahl der Patienten 6 2
Anzahl der Transfers 6 1
Schwangerschaft 1 0

BLASTOZYSTEN
Zahl der Patienten 2 2 2
Anzahl der Transfers 2 2 2
Schwangerschaft 1 0 0

EXPANDIERTE BLASTOZYSTEN
Zahl der Patienten 1 9 6
Anzahl der Transfers 1 9 4
Schwangerschaft 0 2 0
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zu einer Schwangerschaft. Auch
bei expandierten Blastozysten,
die schon am Tag 5 entwickelt
waren, konnten 2 Schwanger-
schaften erzielt werden. Bei
einer zeitlich langsameren Ent-
wicklung konnte für solche
Embryonen keine Implantation
erzielt werden. Das bestätigt die
Beobachtungen von Massip et al.
[22], daß sich langsamer entwik-
kelnde Embryonen schlechter
kryokonservieren lassen.

Die Definition „Entwicklung“
basiert bei unseren Ergebnissen
rein auf einer lichtmikroskopi-
schen Beurteilung der Blastome-
ren. Die Aufgabe weiterer Unter-
suchungen könnte sein, das
Entwicklungspotential näher zu
definieren und z. B. verschiede-
ne Proteinmuster als Indikatoren
heranzuziehen.

Die Vorteile der Vitrifikation
sind, daß die Überlebensrate für
in vivo und in vitro produzierte
Embryonen akzeptabel ist, wie
auch unsere Ergebnisse (Tab. 3,
Tab. 4) zeigen. Die potentielle
Gefahr der Schädigung durch
Eisbildung in der Suspension ist
ausgeschlossen.

Die Vitrifikation ist ein schnelle-
res Verfahren als die konventio-
nellen Methoden, zudem ist
keine teure computergesteuerte
Ausrüstung erforderlich. Die
Nachteile der Vitrifikation liegen
in der chemischen Toxizität.
Allerdings sind die Schädigungen
durch die Kühleffekte im konven-
tionellen langsamen Verfahren
wahrscheinlich schwerer als die
chemische Toxizität der Vitrifika-
tionslösung [7].

Die verlängerte in vitro Kultur
der Embryonen bis zum Morula-

oder Blastozystenstadium kann
die Entwicklungskapazität der
Embryonen reduzieren.

Um diese Technik zu verbessern,
sollte untersucht werden, wie die
Kultursysteme für weiter fortge-
schrittene Embryonenstadien
verbessert werden können (z. B.
durch Anwendung von Co-Kul-
turen).

Weiters sollte versucht werden,
die Vitrifikationsmethode an
frühe Entwicklungsstadien anzu-
passen, sodaß die in vitro Kultur
kurz gehalten werden kann.

Literatur
1. Mahmoudzadeh, Cryopreservation of
in vivo and in vitro produced bovine
embryos. Memory- PH Thesis, Ghent
1994.

2. Whittingham DG. Survival of mouse
embryos after freezing and thawing.
Nature 1971; 233: 125–6.

3. Rall WF and Fahy GM. Ice-free cryo-
preservation of mouse embryos at
–196 °C  by vitrification. Nature 1985;
313: 573–5.

4. Ishimori H, Saeki K, Inai M, Nagao Y,
Itasaka J, Miki Y, Seike N, Kainuma H.
Vitrification of bovine embryos in a
mixture of ethylen glycol and dimethyl
sulfoxide. Theriogenology 1993; 40:
427–33.

5. Abas Mazni O, Valdez CA, Takahashi
Y, Hishinuma M, Kanagawa M. Quick
freezing of mouse embryos using
ethylenglycol with lactose or sucrose.
Anim Reprod Sci 1990; 22: 161–9.

6. Mazur P. Freezing of living cells:
Mechanisms and implications. Am J
Physiol 1984; 247: 125–42.

7. Fahy GM, MacFarlane DR, Angell
CA, Meryman HAT. Vitrification as an
approach to cryopreservation. Cryobio-
logy 1984; 21: 407–26.

8. Rall WF. Factors affecting the survival
of mouse embryos cryopreserved by
vitrification. Cryobiology 1987; 24: 387–
402.

9.  Szell A, Shelton JN, Szell K. Osmotic
characteristics of sheep and cattle
embryos. Cryobiology 1989; 26:
297–301.

10. Pfaff R, Seidel JrGE, Squires EL, Jasko
DJ. Permeability of equine blastocysts to
ethylen glycol and glycerol. Theriogeno-
logy 1993; 39: 284.

11. Kasai M, Komi H, Takakamo A,
Tsudera H, Sakurai T, Machida T. A
simple method for mouse embryo cryo-
preservation in a low toxicity vitrification
solution, without appreciable loss of
viability. J Reprod Fert 1990; 89: 91–7.

12. Massip A, Vanderzwalmen P, Ectors
F. Recent progress in cryopreservation of
cattle embryos. Theriogenology 1987;
27: 69–79.

13. Massip A, Vanderzwalmen P,
Scheffen B, Ectors F. Pregnancies
following transfer of cattle embryos
preserved by vitrification. Cryo-Letters
1086; 7: 270–3.

14. Rall WF. Cryopreservation of oocytes
and embryos: methods and applications.
Anim Reprod Sci 1992; 28: 237–45.

15. Pollard JW, Leibo SO. Chilling
sensivity of mammalian embryos.
Theriogenology 1994, 41: 101–6.

16. Zhang L, Barry DM, Denniston RS,
Bunch TD, Godke RA. Birth of live calves
after transfer of frozen-thawed bovine
embryos fertilized in vitro. Vet Rec 1993;
132: 247–9.

17. Mahmoudzadeh AR, Van Soom A.
Van Vlaenderen I, de Kruif A. A com-
parative study of the effect of one-step
addition of different vitrification solutions
on in vitro survival of vitrified bovine
embryos. Theriogenology 1993; 39:
1291–302.

18. Pollard JW, Leibo SP. Comparative
cryobiology of in vitro and in vivo
derived  embryos. Theriogenology 1993;
39: 287.

19. Dinnyés A, Keefer CL, Stice SL, Solti
L, Vajta G, Machaty Z, Rall WF. Vitri-
fication of IVMFC bovine embryos in
VS3a and EFS solutions: A preliminary
report. Theriogenology 1994; 41: 189.

20. Van Steirteghem A, Van den Abbeel,
Van der Elst J. Freezing of oocytes and
embryos. Center for Reproductive
Medicine, Dutch speaking Brussels Free
Universitiy, scriptum for a lecture in
cryopreservation, 1995.

VITRIFIKATION
VON HUMANEN
EMBRYONEN IN
EINEM FORTGE-
SCHRITTENEN
ENTWICKLUNGS-
STADIUM



26 J. FERTIL. REPROD. 2/1998

21. Del Campo MR, Donoso MX, Palasz
AT, Garcia A, Mapletoft RJ. The effect of
days in co-culture on survival of deep
frozen bovine IVF blastocysts. Therio-
genology 1993; 39: 208.

22. Massip A, Mermillod P, Dinnyes A.
Morphology and biochemistry  of in
vitro produced bovine embryos: impli-
cations for their cryopreservation. Hum
Reprod 1995; 11: 3004–11.

VITRIFIKATION
VON HUMANEN
EMBRYONEN IN
EINEM FORTGE-

SCHRITTENEN
ENTWICKLUNGS-

STADIUM

Dr. Pierre Vanderzwalmen

Geboren 1953 in Ath, Belgien. Studium der
Biochemie. 1978 Abschluß als Bioengineer.
Anschließend Forschung am Institut für Agrikul-
tur in der Veterinär-Universität von Lüttich und
am Department für Embryologie. Spezialisie-
rung auf dem Gebiet der Proteinpurifikation,
Kryokonservierung von Maus- und Rinderembryonen, In Vitro
Maturation und Fertilisation von Rindereizellen. Spezialisierung in
Gentechnik. 1988 Beginn der wissenschaftlichen und praktischen
Tätigkeit an der Schoysman Infertility Management Foundation
(SIMAF) in Vilvoorde bei Brüssel, 1989 Einführung der Mikro
assistierten Techniken wie PZD, SUZI. 1993 ICSI mit testikulären
Spermatozoen, Kryokonservierung von Embryonen. Wissenschaft-
liche Beschäftigung mit dem Thema Spermatid Injection, Embryo-
kultur bis zum Blastozyststadium, in Vitro Maturation von Eizellen
und Vitrifikation von humanen Embryonen. Seit 1994 wissenschaft-
liche Zusammenarbeit mit dem Institut für Reproduktionsmedizin
und Endokrinologie, Doz. Dr. H. Zech in Bregenz.

Veröffentlichung als Erstautor oder Co-Autor von mehr als 240 Publi-
kationen und Kommunikationen.

Korrespondenzadresse:
Univ.-Doz. Dr. Herbert Zech
Institut für Reproduktionsmedizin und Endokrinologie
A-6900 BreL-enz. Römerstraße 2



Mitteilungen aus der Redaktion

Haftungsausschluss

Die in unseren Webseiten publizierten Informationen richten sich ausschließlich an geprüfte 
und autorisierte medizinische Berufsgruppen und entbinden nicht von der ärztlichen Sorg-
faltspflicht sowie von einer ausführlichen Patientenaufklärung über therapeutische Optionen 
und deren Wirkungen bzw. Nebenwirkungen. Die entsprechenden Angaben werden von den 
Autoren mit der größten Sorgfalt recherchiert und zusammengestellt. Die angegebenen Do-
sierungen sind im Einzelfall anhand der Fachinformationen zu überprüfen. Weder die Autoren, 
noch die tragenden Gesellschaften noch der Verlag übernehmen irgendwelche Haftungsan-
sprüche.

Bitte beachten Sie auch diese Seiten:

Impressum  Disclaimers & Copyright  Datenschutzerklärung

e-Journal-Abo
Beziehen Sie die elektronischen Ausgaben dieser Zeitschrift hier.

Die Lieferung umfasst 4–5 Ausgaben pro Jahr zzgl. allfälliger Sonderhefte.

Unsere e-Journale stehen als PDF-Datei zur Verfügung und sind auf den meisten der markt
üblichen e-Book-Readern, Tablets sowie auf iPad funktionsfähig.

 Bestellung e-Journal-Abo

Besuchen Sie unsere
zeitschriftenübergreifende Datenbank

  Bilddatenbank    Artikeldatenbank    Fallberichte

http://www.kup.at/impressum/index.html
http://www.kup.at/impressum/disclaimer.html
http://www.kup.at/impressum/datenschutz.html
http://www.kup.at/cgi-bin/gratis-abo.pl
http://www.kup.at/db/abbildungen.html
http://www.kup.at/db/index.html
http://www.kup.at/db/index.html
http://www.kup.at/abo/index.html

