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Die Kryopreservation unbefruchteter Eizellen mit Be-
fruchtung und Transfer in einem späteren Zyklus wur-

de bereits vor vielen Jahren unternommen [1–4]. Trotz der
Bemühungen mehrerer Kinderwunschzentren konnte sie
sich jedoch nicht auf breiter Basis durchsetzen, da Schwan-
gerschaften nur in relativ wenigen Fällen erzielt wurden [5].
Spätere Publikationen [6] berichteten über höhere Befruch-
tungs- und Schwangerschaftsraten, wenn die Befruchtung
der aufgetauten Eizellen nicht mit der klassischen In-vitro-
Fertilisation (IVF), sondern mittels intrazytoplasmatischer
Spermien-Injektion (ICSI) durchgeführt wurde. Es wurde
daher von uns untersucht, ob sich jene neueren, erfolgrei-
cheren Ergebnisse bestätigen ließen.

Patienten und Methoden

Ab Herbst 1997 wurde Patienten alternativ zur Kryopreser-
vation von Vorkern-Stadien auch die von unbefruchteten
Eizellen angeboten, sofern für sie eine Behandlung mit
ICSI vorgesehen war. Nach Down-Regulation (typischer-
weise mit dem Long Protocol) erfolgte die Stimulation der
Ovarien durch verschiedene Hormonbehandlungen. Etwa
33 bis 36 Stunden nach Ovulationsinduktion durch hCG
(10.000 IE) wurden durch transvaginale ultraschallkontrol-
lierte Punktion die Follikelinhalte aspiriert. Die darin ent-
haltenen Oozyten-Cumulus-Komplexe wurden wie üblich
gewaschen (selbsthergestelltes Hams F-10 mit 10 % Patien-
tenserum, bzw. ab dem Jahr 2003 Universal IVF-Medium,
Firma MediCult, Jyllinge, Dänemark), in frisches Kulturme-
dium überführt und wie üblich im Brutschrank inkubiert.

Anschließend wurde durch Inkubation in Hyaluronidase-
Lösung (rund 1 Minute bei 37°C) der Cumulus zerkleinert
und durch Aufziehen in verschieden eng ausgezogene Pa-
steur-Pipetten die meisten der der Zona pellucida anhän-
genden Zellen mehr oder weniger entfernt.

Ein bis drei Stunden später wurden die reifen Eizellen
(ein Polkörperchen) mit den Gefrierschutz-Lösungen für

Vorkernstadien versetzt (selbsthergestellt, bzw. ab dem
Jahr 2002 Embryo Freezing Pack, Firma MediCult, Jyllinge,
Dänemark; leicht modifiziert nach der Methode der Bourn
Hall): zuerst in PBS für 7 Minuten bei 37°C, dann in 1,5 M
Propandiol in PBS für 7 Minuten bei 37°C, überführt in
1,5 M Propandiol mit 0,1 M Saccharose und inkubiert für
7 Minuten bei Raumtemperatur und noch mal in einer
ebensolchen Lösung für weitere 5 Minuten bei Raumtem-
peratur.

Die so vorbehandelten Eizellen wurden in French Typ
Mini-Straws (Fa. MTG, Landshut) aufgesaugt und im Kryo-
gerät (Planer Kryo III) eingefroren (Seeding bei –7°C, dann
weiteres langsames Kühlen mit –0,3°C/Minute bis –30°C).
Die Lagerung der Straws erfolgte in Flachkassetten (Fa.
MTG, Landshut) in bzw. später über flüssigem Stickstoff.

Das Auftauen der kryopreservierten Eizellen erfolgte
ebenfalls mit der für Vorkern-Stadien üblichen Methode.
Straws wurden nach Entnahme aus Stickstoff für 40 Sekun-
den bei Raumtemperatur gehalten, dann für eine Minute
im Wasserbad von 30°C weiter getaut. Die Eizellen wurden
ausgeschwemmt in 1,0 M Propandiol mit 0,2 M Saccharose
und für 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, darauf-
hin überführt in 0,5 M Propandiol mit 0,2 M Saccharose
und inkubiert für 5 Minuten, danach in 0,2 M Saccharose
in PBS unter gleichen Bedingungen (alle Lösungen selbst
hergestellt bzw. später Embryo Thawing Pack, Firma Medi-
Cult, Jyllinge, Dänemark). Anschließend wurden sie in mit
Kohlendioxid äquilibriertes Kulturmedium von Raumtem-
peratur überführt und im Brutschrank bei 37°C weiter in-
kubiert. Einige Stunden danach wurden die ICSIs durchge-
führt, wie für frische Eizellen üblich.

Die Hormonstimulation zur Förderung des Endometri-
umaufbaus sowie die Embryo-Transfers wurden wie für den
Transfer kryopreservierter Vorkern-Stadien üblich durch-
geführt. Dies umfaßte sowohl Spontanzyklen wie auch
Zyklen mit CC-Stimulation, des weiteren solche mit Sub-
stitution durch Estrogen (Progynova) wie auch durch
Estrogen und Progesteron (Utrogest).

Ergebnisse

Die Kryopreservationen unbefruchteter Eizellen an unse-
rem Kinderwunsch-Centrum in den Jahren von 1997 bis
einschließlich Mai 2004 wurden ausgewertet. Ihre Vertei-
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lung auf die einzelnen Jahre ist Abbildung 1 zu entneh-
men. Bemerkenswert ist die Häufigkeit der Kryopreserva-
tionen in zwei Jahren: die meisten erfolgten 1998 und
1999. Nach diesen beiden Jahren wurde deutlich seltener
eingefroren.

Aus 66 Follikelpunktionen wurden insgesamt 587 un-
befruchtete Eizellen kryopreserviert. Bei drei Punktionen
konnten nur drei Eizellen eingefroren werden (Minimum),
bei einer Punktion 24 Eizellen (Maximum). Im Durch-
schnitt wurden 8,9 Eizellen pro Punktion kryopreserviert,
wobei am häufigsten (zwölfmal) je 5 Eizellen pro Punktion
eingefroren wurden. Die Verteilung der Zahl kryopreser-
vierter Eizellen bei allen Punktionen ist in Abbildung 2
graphisch wiedergegeben.

Kryopreservierte Eizellen ohne bisherigen Einsatz für Kin-
derwunschbehandlung
Von diesen insgesamt 66 Follikelpunktionen mit Kryo-
preservation wurden in 28 Fällen bisher keine ICSI durch-
geführt (42 %). Hauptgrund hierfür ist die noch laufende
Lagerung der Eizellen. Weitere Gründe für die nur bis heu-
te oder endgültig unterlassene Verwendung dieser Eizellen
für die Erfüllung des Kinderwunsches sind in Tabelle 1 zu-
sammengefaßt. In 7 % der Kryozyklen wurden alle Eizel-
len ohne Begründung verworfen, in weiteren 7 % wegen
der Erfüllung des Kinderwunsches durch die Behandlung
mit nicht kryopreservierten Oozyten.

Auftauen kryopreservierter Eizellen
Von den 66 Kryopreservationen wurden bisher 38 Kryo-
preservate vollständig oder auch nur teilweise aufgetaut,

um sie zur Kinderwunschbehandlung zu verwenden. In
drei Fällen (8 % der Tauzyklen) war kein Befruchtungsver-
such durch ICSI möglich, da alle eingefrorenen Eizellen (5,
9 und 12 an der Zahl) nach dem Auftauen avital waren.

Auftauen kryopreservierter Eizellen mit vitalen Eizellen
In den anderen 35 der 38 Auftauzyklen (92 %) war minde-
stens eine Eizelle vital. Insgesamt wurden hierbei 293 Ei-
zellen aufgetaut, von denen 138 vital blieben. Dies ent-
spricht einer durchschnittlichen Vitalität von 52 %, bezogen
auf die Vitalitätsquote des jeweiligen Auftauzyklus.

Zwischen der Zahl der kryopreservierten Eizellen und der
Zahl der nach dem Auftauen noch vitalen Eizellen besteht
keine Korrelation (Koeffizient 0,23), wie in Abbildung 3
beim Vergleich der beiden Zahlen anschaulich wird. Im
Durchschnitt blieben 3,94 Eizellen pro Tauzyklus vital. Mit
allen vitalen Eizellen wurde eine ICSI durchgeführt.

Auftauen kryopreservierter Eizellen mit Befruchtungen
und Embryo-Transfers
Keine Befruchtung mittels ICSI erfolgte in drei (8 %) der 35
erfolgreichen Auftauzyklen, so daß kein Embryo-Transfer
durchgeführt werden konnte. Hierbei waren nach dem
Auftauen nur 2 von 9, 3 von 9 bzw. 4 von 13 kryopreser-
vierten Eizellen vital gewesen, so daß auch nur bei relativ
wenigen Eizellen eine ICSI durchgeführt werden konnte.
Eine Übersicht über den Verlauf der Auftauzyklen mit min-
destens einer vitalen Eizelle gibt Tabelle 2.

Von den 138 nach dem Auftauen vitalen Eizellen ent-
wickelten sich nach ICSI insgesamt 80 weiter zu Vorkern-
Stadien mit je zwei Pronuclei. Dies entspricht einer Be-
fruchtungseffizienz von 60 % pro Auftauzyklus und ist damit
niedriger als bei frischen Eizellen (rund 75 %).

In 32 Auftauzyklen mit kryopreservierten Eizellen (84 %
der aufgetauten Kryopreservationen) kam es durch die in-
trazytoplasmatische Spermien-Injektion zur Befruchtung
mindestens einer Eizelle, im Durchschnitt konnten 2,5
Vorkernstadien pro erfolgreichem Auftauzyklus erzeugt
werden. Bei allen Zyklen mit Vorkernstadien wurden Em-
bryo-Transfers durchgeführt, wobei im Durchschnitt 2,0
Mehrzeller intrauterin transferiert wurden.

Abbildung 1: Zahl der Follikelpunktionen mit Kryopreservation von Eizel-
len im Verlauf der Jahre 1997 bis Mai 2004.

Abbildung 2: Anzahl der Follikelpunktionen mit den jeweiligen Zahlen
kryopreservierter Eizellen.

Abbildung 3: Zahl der aufgetauten und der danach vitalen Eizellen pro
Auftauzyklus (mit mindestens einer vitalen Eizelle)

Tabelle 1: Follikelpunktionen mit Kryopreservation von Eizellen ohne
Verwendung für die Kinderwunsch-Behandlung

Kryopreservationen ohne Kinderwunsch-Behandlung 28
Bisher nur Lagerung 14 21 %
Alle Eizellen verworfen ohne Begründung 7 11 %
Alle Eizellen verworfen wegen erfüllten Kinderwunschs 7 11 %
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Es kam erfreulicherweise zur Entstehung von neun
Schwangerschaften. Drei von diesen endeten durch Aborte,
von denen einer mit Fehlbildungen verbunden war. Von
den sechs weiterlaufenden Schwangerschaften endeten
vier mit der Geburt von Einlingen, eine mit Zwillingen [7]
und eine mit Drillingen. In Tabelle 3 sind die Verläufe aller
Tauzyklen und relativen Erfolgsquoten zusammengefaßt.

Diskussion und Zusammenfassung

Insgesamt 587 unbefruchtete, humane Eizellen aus 66 Fol-
likelpunktionen wurden kryopreserviert und zum Teil für
die Behandlung des Kinderwunschs eingesetzt. Die hier-
bei erzielten Raten für Gefrierstabilität, Befruchtungseffizi-
enz, Schwangerschaften und Geburten können als zufrie-
denstellend bezeichnet werden. Angesichts der anfänglich
publizierten, auf Einzelfälle beschränkten Erfolge [5] sind
85 % Befruchtungen pro Auftauzyklus gefolgt von 24 %
Schwangerschaften und 16 % Geburten eine deutliche
Erhöhung der Erfolgsquote, wie sie auch von mehreren an-
deren Arbeitsgruppen bereits berichtet wurde [8–11]. In-
wieweit an der erhöhten Abortfrequenz (3 von 9 Schwan-

gerschaften) die Kryopreservation ursächlich beteiligt ist,
kann aufgrund der geringen Fallzahlen nur spekuliert wer-
den. Die Geburt von insgesamt 9 Kindern aus kryopreser-
vierten Eizellen bleibt dennoch ein beachtliches Ergebnis.

Zu jenen besseren Ergebnissen scheinen Kulturmedien
anderer Zusammensetzung wesentlich beigetragen zu ha-
ben. Unsere zufriedenstellenden Zahlen hingegen wurden
mit einem Einfriermedium erreicht, dessen Zusammenset-
zung für Embryonen und Vorkern-Stadien entwickelt war,
also nicht die für unbefruchtete Eizellen verbesserte Zu-
sammensetzung mit geänderten Konzentrationen von Sac-
charose, Cholin oder Natrium-Ionen aufwies [9–11]. Als
wahrscheinlichste Erklärung für den dennoch beobachte-
ten Erfolg kommt die erhöhte Temperatur in Betracht, bei
der das Äquilibrieren mit den Gefrierschutzlösungen er-
folgte. Normalerweise werden die zur Kryopreservation
bestimmten Zellen aus ihrem Kulturmedium mit der Tem-
peratur von 37°C direkt in die erste Gefrierschutzlösung
von Raumtemperatur überführt. In unserem Fall waren
auch die Gefrierschutzlösungen auf 37°C temperiert und
kühlten erst während des Äquilibrierens allmählich auf
Raumtemperatur ab. Durch diese höhere Starttemperatur
oder den verlangsamten Abkühlvorgang könnte möglicher-
weise derselbe bessere Erhaltungseffekt erreicht worden
sein wie durch die veränderten Konzentrationen diverser
Medienbestandteile.

In drei Fällen (8 % der 38 Auftauzyklen) war kein Be-
fruchtungsversuch durch ICSI möglich, da alle eingefrore-
nen Eizellen (5, 9 und 12 an der Zahl) nach dem Tauen
avital waren. Auch bei Auftauzyklen mit vitalen Eizellen

Tabelle 2: Verlauf der Tauzyklen mit mindestens einer vitalen Eizelle

EZ getaut EZ vital % vital injiz. 2-PN % 2-PN Embr f. ET Schw.Sch. Verlauf Geburt

4 3 75 % 1 33 % 1 ja spont. Abort –
4 3 75 % 2 67 % 2 keine keine SS 0
4 2 50 % 2 100 % 1 keine keine SS 0
5 5 100 % 2 40 % 1 keine keine SS 0
5 1 20 % 1 100 % 1 ja fortlaufend Einling
5 3 60 % 2 67 % 2 keine keine SS 0
5 3 60 % 3 100 % 2 keine keine SS 0
5 5 100 % 2 40 % 2 keine keine SS 0
5 2 40 % 2 100 % 2 keine keine SS 0
5 5 100 % 3 60 % 2 keine keine SS 0
6 2 33 % 2 100 % 2 keine keine SS 0
6 1 17 % 1 100 % 1 keine keine SS 0
6 6 100 % 2 33 % 2 ja fortlaufend Einling
6 3 50 % 1 33 % 1 keine keine SS 0
7 3 43 % 3 100 % 3 keine keine SS 0
7 4 57 % 2 50 % 2 keine keine SS 0
7 2 29 % 1 50 % 1 keine keine SS 0
7 4 57 % 2 50 % 2 ja fortlaufend Einling
7 7 100 % 4 57 % 3 ja fortlaufend Zwillinge
9 4 44 % 2 50 % 2 keine keine SS 0
9 6 67 % 6 100 % 3 ja fortlaufend Drillinge
9 3 33 % 0 0 % - keine keine SS 0
9 4 44 % 2 50 % 2 keine keine SS 0

10 4 40 % 3 75 % 3 keine keine SS 0
10 10 100 % 6 60 % 3 ja spont. Abort –
10 3 30 % 2 67 % 2 keine keine SS 0
11 7 64 % 5 71 % 3 ja spont. Abort –
11 2 18 % 0 0 % - keine keine SS 0
12 4 33 % 2 50 % 2 keine keine SS 0
12 6 50 % 4 67 % 3 keine keine SS 0
13 3 23 % 0 0 % - keine keine SS 0
13 4 31 % 2 50 % 2 keine keine SS 0
13 7 54 % 4 57 % 2 keine keine SS 0
16 4 25 % 2 50 % 2 keine keine SS 0
20 3 15 % 2 67 % 2 ja fortlaufend Einling

Summe 293 138 80 9 6
Mittelwert 8,37 3,94 52% 2,5 60% 2,00

Tabelle 3: Ergebnisse der Behandlungszyklen mit aufgetauten Eizellen

Zyklen mit getauten Eizellen und Kinderwunsch-Behandlung 38
Alle aufgetauten Eizellen defekt 3 8 %
Keine Befruchtung 3 8 %
Befruchtung und Transfer 32 84 %
– Schwangerschaften 9 24 %
– Aborte 3 8 %
– Geburten 6 16 %



11J. FERTIL. REPROD. 2/2005

unterlag die Überlebensrate großen Schwankungen, der
Mittelwert von 52 % ist noch akzeptabel. Über die Ursa-
chen für das Absterben der Eizellen kann keine fundierte
Aussage gemacht werden. Vermutlich liegen auch hier,
wie bei der Überlebensquote von kryopreservierten Sper-
mien, individuelle, bisher unbekannte Ursachen zugrunde.

Die doch eher seltene Entscheidung zur Kryopreserva-
tion unbefruchteter Eizellen dürfte das Resultat einer ge-
wissen Konflikt- bzw. Unsicherheits-Situation sein. Hierauf
weist sowohl der hohe Anteil von bisher noch kryopreser-
vierten unbefruchteten Eizellen hin (42 % der Eingefrierzy-
klen), wie auch die relativ vielen Kryozyklen, bei denen
auf Wunsch der Patienten die kryopreservierten Eizellen
später verworfen, also nicht zur Erfüllung des Kinderwunschs
in einem folgenden Zyklus eingesetzt wurden (7 %). Zu-
dem ging die Zahl der Kryopreservationen trotz anfänglich
hoher Zahlen und von Anfang an guter Erfolge im Verlauf
der Jahre stetig zurück, so daß eine von uns und auch von
anderen Gruppen erwartete, größere Anwendung nicht
eingetreten ist. Daß weitere technische Verbesserungen
(z. B. [12]) die Akzeptanz der Methode erhöhen werden,
scheint von diesen Erfahrungen her eher fraglich, bleibt
aber abzuwarten.

Der Kryopreservation unbefruchteter Eizellen dürfte
auch zukünftig wohl nur in Sonderfällen eine eher unbe-
deutende Rolle zukommen, wie z.B. bei Spermienmangel,
bei einer Verhinderung des Mannes oder nicht durchführ-
barer bzw. erfolgloser urologischer Operation zur Spermi-
engewinnung (MESA oder TESE) am Tag der Follikelpunkti-
on. Auf seiten der Frau könnte eine Kryopreservation bei
geplanter Chemo- bzw. Radiotherapie und feststehendem
Kinderwunsch eine Option darstellen. Selbstverständlich
wäre dies nur eine Vorsichtsmaßnahme, die nicht die Vor-
teile eines auch nach Chemotherapie funktionierenden
Ovars und folgender Spontankonzeption aufweisen kann.
Als möglicherweise einfachere und erfolgreichere Alternati-

ve wird inzwischen die Kryopreservation von Ovargewebe
diskutiert bzw. experimentell erforscht (z. B. [13]).
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