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VITRIFIKATION VON HUMANEN
EMBRYONEN IN EINEM FORTGE-
SCHRITTENEN ENTWICKLUNGSSTADIUM

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

ZUSAMMENFASSUNG

Die kontrollierte langsame Kryo-
konservierung ist zur Zeit Routi-
nemethode bei der Kryokonser-
vierung humaner Embryonen.
Durch die Vitrifikation kénnen
Schadigungen, wie sie bei den
konventionellen Methoden z. B.
durch Eisbildung auftreten, aus-
geschlossen werden, weil bei
der Vitrifikation das Festwerden
der Flissigkeit nicht durch Kri-
stallisation sondern durch Erho-
hung der Viskositat beim Abkiih-
len erzielt wird. Der Einfluf des
Entwicklungsstadiums, die weite-
re Entwicklung der Embryonen

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.

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

Die Toxizitat der Vitrifikations-
|6sung an humanen pathologisch
fertilisierten Embryonen im Moru-
la- bzw. Blastozystenstadium
wurde Uberpruft. Es iberlebten
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 Uberlebens-

rate humaner Embryonen (patho-
logisch aktiviert) wurde nach
einer 2-Schritt-Vitrifikation aus-
gewertet. Es tiberlebten 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 tberlebten mit > 50 %
intakten Zellen die Vitrifikation
und das anschliefende 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 frihen Blastozy-
stenstadium und 39 im Blasto-
zystenstadium). 74 % der Em-
bryonen standen fir 91 % aller
Patienten fiir einen Transfer zur
Verfiigung. Die hochste Schwan-
gerschaftsrate (25 %) konnte mit
Embryonen nach Vitrifikation im
friihen 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 fur frihe Blastozysten. Der
Transfer von vitrifizierten Blasto-
zysten, die am Tag 5 im Blasto-
zystenstadium waren, fiihrte zu
einer Schwangerschaft. Embryo-
nen, die sich morphologisch
langsamer entwickelten ergaben
keine Schwangerschaft.
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EINLEITUNG

Die Kryokonservierung wird als
eine akzeptable Losung angese-
hen, um Gberzihlige Embryonen,
die durch die In vitro Fertilisie-
rung haufig entstehen, fir einen
spateren Transfer aufzubewahren
und die Gefahr von Mehrlings-
schwangerschaften zu reduzie-
ren. Die Embryonen werden bei
niedrigen Temperaturen in einem
lebensfahigen Zustand gehalten,
bei denen die metabolischen
Aktivitaten sistieren [1].

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

Grundsatzlich gibt es zwei
verschiedene Moglichkeiten,
Embryonen tiefzugefrieren:

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

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

ad 1) Die kontrollierte langsame

friert. Die Zelle darf nicht so
stark dehydriert werden, dal$ der
Embryo durch die hohe intrazel-
lulare Osmolalitdt geschadigt
wird. Um eine zu starke Dehy-
drierung zu vermeiden, wird
versucht, einen Gleichgewichts-
zustand zwischen ausstromen-
dem intrazelluldrem und extra-
zelluldarem Wasser herzustellen.
Dies wird durch Zugabe einer
nicht den Embryo durchdringen-
den Losung, wie z. B. Saccharose
ermoglicht. Diese erhoht die
extrazellulare Osmolalitat. Beim
langsamen Abktihlen bleibt die
Zelle im Gleichgewicht mit der
gefrorenen Losung und wird
dabei dehydriert. Es besteht die
Gefahr einer physikalischen
Schadigung des Embryos durch
eine extrazelluldre Eisbildung
und eine Bruchschadigung durch
die Ausbildung und das Wachs-
tum von intrazelluldrem Eis, wenn
die Zellen zu schnell abgekiihlt
werden. Auferdem kann durch
die zunehmende Konzentration
der nicht gefrorenen extrazellu-
ldren Losung eine toxische Scha-
digung des Embryos erfolgen.

Fur die langsame Kryokonser-
vierung ist ein teures computer-
gesteuertes Gerdt notwendig,
aullerdem ist dieses Verfahren
sehr zeitintensiv.

ad 2a) Bei den ultra-schnellen
Gefriermethoden werden nach

Kryokonservierung ist zur Zeit
die Routinemethode zur Konser-
vierung humaner Embryonen.
Diese werden so langsam abge-
kihlt, dal® eine Dehydrierung der
Zellen in dem Ausmal’ erfolgen
kann, daf8 die Bildung von gro-
Ben intrazelluldren Eiskristallen
reduziert wird. Die Kryoprotek-
tiva entziehen der Zelle osmo-
tisch Wasser, das extrazellular

der Aquilibrierung der Embryo-
nen in einer Losung aus 3,5-4,5
M DMSO (Dimethylsulfoxid) und
0,25-0,5 M Saccharose diese
direkt in fltssigen Stickstoff
gebracht [4, 5]. Dabei entstehen
kleine Eiskristalle. Diese sind
thermodynamisch instabiler als
grofBe Kristalle, weil sie bei nied-
rigeren Temperaturen schmelzen
[6], und konnen bei zu langsa-
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mem Auftauen zu grofRen Kristal-
len aggregieren (Rekristallisie-
rung).

ad 2b) Bei der Vitrifikation wird
nicht nur der KiihlprozeR sehr
vereinfacht, es wird auch die
Gefahr der physikalischen und
chemischen Schadigung durch
extrazelluldre und intrazelluldre
Eisbildung ausgeschlossen.

Unter Vitrifikation versteht man
das Festwerden einer Flussigkeit,
die nicht durch Kristallisation,
sondern durch extreme Erhohung
der Viskositat wahrend des
Abkthlens verursacht wird [7].
Eine Vitrifikationslosung 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-
|6sung. Die Konzentration an
Kryoprotektivum ist so hoch, daf%
bei sehr schnellem Abkihlen auf
—-196 °C (der Straw wird direkt in
flissigen Stickstoff gegeben) die
Viskositdt stark zunimmt. Der
viskose Festkorper hat die phy-
sikalischen Eigenschaften eines
festen Stoffes, behalt aber die
molekulare Struktur einer Flis-
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 Toxizitatstests an pa-
thologisch fertilisierten mensch-
lichen Eizellen fir humane
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Embryonen adaptiert. Der Einfluf8
des Entwicklungsstadiums, die
weitere Entwicklung der Embry-
onen nach dem Auftauen, sowie
die Implantation nach Vitrifika-
tion und Auftauen wurde analy-
siert.

IMIATERIAL UND METHODEN

Zundachst wurde im Rahmen der
Toxizitatsprifungen das Uberle-
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. AnschlieBend wurden
Embryonen schlechter Qualitat
verwendet.

Daraufhin wurde ein Teil schoner
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 Losungen
basierten auf PBS-HSA (Phos-
phatgepufferte Salzlosung mit
humanem Serum-Albumin).
Ausgewdhlte Embryonen wurden
bei Raumtemperatur in 20 %
(v/v) Ethylenglykol (= EG 20) fur
drei Minuten dquilibriert.

Dann wurden diese in eine
zweite Losung, 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
Losung wurden die Embryonen

Abbildung 1: Straw nach dem Fillen
L] |

Saccharoselosung Luft

EFS-Embryonen  Luft

Saccharoselésung  Puder

Tabelle 1: Toxizitatstest: In-vitro-Uberleben pathologisch fertilisierter huma-
ner Morulae und Blastozysten nach Aquilibrierung (3 min. in EG20 und 1 min.

in EFS)
Stadium der Anzahl der  Anzahl der aufgetauten  Anzahl der Embryonen,
Embryonen aquilibrierten tberlebenden die sich weiter-
Embryonen Embryonen entwickelten zu
>80 % >50 % Blastozysten  expand.
intakte Blastomeren Blastozysten
Morula 7 7 (100 %) 0 3/7 (43 %) 2/7 (29 %)
Blastozyste 5 5 (100 %) 0 1/5 (20 %) 3/5 (60 %)
in einen 0,25 ml Straw geladen.
Der Straw wurde zuvor mit ca ERGEBNISSE

3,5 cm 0,5 M Saccharoselosung
gefillt, 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 Saccharoselosung aufge-
fullt, mit Puder verschlossen und
sofort in flussigen Stickstoff ge-
geben (siehe Abb. 1). Die Zeit
zwischen der Zugabe der Em-
bryonen zur EFS-Losung und der
Deposition in fltssigem Stickstoff
wurde moglichst kurz gehalten
(max. 60 Sekunden).

Die Embryonen wurden im Was-
serbad bei 40 °C fur 10 Sekun-
den aufgetaut, darauf der Straw
in eine 0,25 M Saccharosel6sung
entleert. Nach 3 min. Aquilibrie-
rung wurde die Vitrifikations-
[6sung herausverdiinnt, indem
die Embryonen in S2 Medium
mehrmals gewaschen wurden.
Die weitere Kultivierung fiir in
vitro Beobachtungen oder fir
den Transfer erfolgte auch in S2-
Medium.

In Tabelle 1 sind die Ergebnisse
der Toxizitatsprifung der Vitrifi-
kationslésung an humanen pa-
thologisch fertilisierten Embryo-
nen im Morula- bzw. Blasto-
zystenstadium zusammengefalSt.
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-Uberlebensrate
humaner Embryonen schlechter
Qualitat nach einer 2-Schritt-
Vitrifikation ist in Tabelle 2 dar-
gelegt. Von 8 vitrifizierten Morulae
tberlebten 50 % [4] mit mehr als
80 % intakten Blastomeren, 38 %

428 ). FERTIL. REPROD. 2/1998
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Schwangerschaftsrate (25 %)
konnte mit frihen Blastozysten
erzielt werden.

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

Stadium der Zahl der Zahl der tiberlebenden  Zahl der Embryonen, . .
Embryonen  vitrifizierten Embryonen nach die sich Die S.ChwangerSChaftsra.lte. n-
Embryonen Auftauen entwickelten zu Re.latl.on zum Tag der V'.t”f'kat'on
. . wird in Tabelle 4 aufgelistet.
> 80% >50%  Blastozyten expand. Wurden Embrvonen im Morula-
intakte Blastomeren Blasto. . - _Y_ .
stadium vitrifiziert, so entwickel-
Morula ® (56‘0/) (383% (zzg/z/) (229/5/) te sich eine Schwangerschaft nur
° ’ ° ° bei Embryonen, die am Tag 4 im
Blastozyste 7 4 2 2/6 2/6 Morulastadium waren. Dasselbe
(57 %) (29 %) (33 %) (33 %)

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

Morula
Zahl der Patienten 8
Zahl der vitrifizierten
Embryonen 24
Zahl der Embryonen
fuir Transfer (%) 17 (71 %)
Zahl der Transfers 7
Mittlere Anzahl der
Embryonen pro Transfer 2,4

Fortdauernde Schwanger-
schaften pro Transfer (%)

Fortdauernde Schwanger-
schaften pro Vitrifikation

Implantationsrate 6 %

[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
tiberlebten 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.

1/7 (14,2 %)

1/8 (12,5 %)

Blastozysten expandierte gesamt
Blastozyten

8 18 34
23 39 86

18 (78 %) 29 (74 %) 64 (74 %)
8 16 31 (91 %)
2,3 1,8 2,0

2/8 (25%) 2/16 (12,5 %) 5/31 (16 %)

2/8 (25 %) 2/18 (11 %) 5/34 (15 %)
11 % 7 % 8 %

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 fir einen Transfer zur
Verfigung. 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 hochste

konnte fur 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, fiithrten 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 Gefrierprozel’
fur Embryonen wesentlich. Ein
Vorteil dieser Methode ist es, dal’
die Embryonen nicht der Schadi-
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 Toxizitit, die sich aus
der hohen Konzentration an
Kryoprotektivum ergibt. Die
Intensitat der chemischen Toxi-
zitat korreliert direkt mit der
Konzentration des Kryoprotek-
tivums und der Zeit und Tempe-
ratur der Exposition der Embryo-
nen in dieser Losung [8].

Der Permeabilitatskoeffizient
steht in direktem Zusammenhang
mit dem Molekulargewicht und

J. FERTIL. REPROD. 2/1998 4]



VITRIFIKATION
VON HUMANEN

EMBRYONEN IN
EINEM FORTGE-
SCHRITTENEN
ENTWICKLUNGS-
STADIUM

24

Tabelle 4: Schwangerschaftsraten in Relation zum Tag der Vitrifikation

MORULAE

Zahl der Patienten

Anzahl der Transfers
Schwangerschaft
BLASTOZYSTEN

Zahl der Patienten

Anzahl der Transfers
Schwangerschaft
EXPANDIERTE BLASTOZYSTEN

Zahl der Patienten
Anzahl der Transfers
Schwangerschaft

ist ein Maf fur 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 Fluf8 in
bzw. aus dem Embryo aufweist.
Dadurch wird eine geringere
chemische Toxizitat induziert,
weil die Zeit der Exposition von
Embryonen im Vitrifikationsme-
dium verkirzt werden kann [10].

Kasai zeigte, dal’ eine Vitrifika-
tionslosung, die Ethylenglykol
enthdlt, weniger toxisch ist, als
1,2-Propandiol [11]. Er optimierte
im Mausemodell eine Vitrifika-
tionsmethode, bei der 40 %
Ethylenglykol, 30% Ficoll und
0,5 M Saccharose verwendet
wurden. Diese EFS-Losung
wurde fir die Vitrifikation von
Mause-, Hasen- und Kuhmorulae
verwendet [11].

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

J. FERTIL. REPROD. 2/1998

Tag 4 Tag 5 Tag 6

6 2

6 1

1 0

2 2 2
2 2 2
1 0 0
1 9 6
1 9 4
0 2 0

Zeit. Dadurch wird die Toxizitat
gering gehalten. Es wird die
niedrigste Konzentration, die
eine ,Glasbildung” bei einer
Vitrifikation herbeiftihren kann,
verwendet [11, 13, 14].

Unsere Ergebnisse der Vorunter-
suchungen (Tab. 1) belegen, daf
diese auch von uns verwendete
Vitrifikationslosung eine geringe
Toxizitat aufweist.

Die Vitrifikation benotigt ein
ideales Kryokonservierungsme-
dium, welches eine Eiskristallbil-
dung sowohl in den extrazellula-
ren als auch in den intrazellula-
ren Kompartimenten verhindert.

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

wesentlich sensitiver gegentber
dem Kryokonservierungsprozel’
waren [1]. Die extreme Sensitivi-
tat in vitro produzierter Embryo-
nen gegeniiber Schadigungen
durch die Abkiihlung ist bei einer
geniigend schnellen Kiihlrate
vermeidbar [15].

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

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

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

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

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



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 fiir solche
Embryonen keine Implantation
erzielt werden. Das bestdtigt die
Beobachtungen von Massip et al.
[22], daB 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 konnte sein, das
Entwicklungspotential naher zu
definieren und z. B. verschiede-
ne Proteinmuster als Indikatoren
heranzuziehen.

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

Die Vitrifikation ist ein schnelle-
res Verfahren als die konventio-
nellen Methoden, zudem ist
keine teure computergesteuerte
Ausritstung erforderlich. Die
Nachteile der Vitrifikation liegen
in der chemischen Toxizitat.
Allerdings sind die Schadigungen
durch die Kuhleffekte im konven-
tionellen langsamen Verfahren
wahrscheinlich schwerer als die
chemische Toxizitdt der Vitrifika-
tionslosung [7].

Die verldngerte in vitro Kultur
der Embryonen bis zum Morula-

oder Blastozystenstadium kann
die Entwicklungskapazitat der
Embryonen reduzieren.

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

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