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Aseptische Vitrifikation in die Praxis umsetzen

A. Hiemer" 7 N. H. Zech?37 F. Ectors*, Y. Panagiotidis®, M. Bach', A. Neyer',
S. Vanderzwalmen®, 0. Tomsin‘, P Vanderzwalmen'-6.7

Vitrifikation ist eine Methode des Tiefgefrierens, bei der Zellen in glasdhnliche amorphe Strukturen ohne Kristallbildung umge-
wandelt werden. Dies wird erzielt durch die Kombination von hohen Konzentrationen an Kryoprotektiva und sehr hohen
Abkiihlraten. In den vergangenen Jahren konnten Uberlebensraten von Embryonen bis zu 80 % und Schwangerschaftsraten
von fast 30 % mit dem Transfer von vitrifizierten und wiederaufgetauten Embryonen im Zygotenstadium, den verschiedenen
Teilungsstadien sowie dem Morula- und Blastozystenstadium erreicht werden. Auch tiber Geburten gesunder Kinder wurde
vielfach berichtet. Bis heute besteht trotzdem ein nur geringes Interesse an dieser Technik. Ein Grund dafiir ist sicherlich die
Abneigung vieler IVF-Zentren, Embryonen hohen Konzentrationen von Kryoprotektiva auszusetzen, verbunden mit der Lage-
rung solch tiefgefrorener Embryonen unter nicht-sterilen Bedingungen.

Das Ziel des ersten Teils dieses Artikels ist es zu analysieren, ob solche Angste gerechtfertigt sind, da neuerdings das Tief-
gefrieren und Lagern von Gameten und Embryonen unter aseptischen Bedingungen moglich geworden ist. Im zweiten Ab-
schnitt werden Ergebnisse (Auftauraten, Schwangerschafts- und Baby-Take-Home-Raten nach Vitrifikation von Embryonen)
vorgestellt und Probleme, die mit der Vitrifikation von Blastozysten auftreten konnen, diskutiert.

Schliisselwérter: Vitrifikation, aseptische Kryokonservierung, Embryo, Blastozyste, In-vitro-Fertilisierung

Putting Aseptic Vitrification into Practice. Vitrification is a cryopreservation strategy where cells are converted into a glass-like
amorphous solid, which is free of any crystalline structure. Such process is achieved by a combination of high concentrations of
cryoprotectant and an extremely high cooling rate. In the last years, survival rates of up to 80 % after thawing and pregnancy
rates of almost 30 % could be achieved after transfer of vitrified embryos at the zygote, cleavage, morula and blastocyst stages.
Also deliveries of healthy babies have been reported numerous times. To this day, a limited interest in this technique can be
noted. The explanation may lie in the apprehension of many ART units regarding exposure of embryos to high concentrations of
cryoprotectants and storage in non sterile conditions.

The aim of the first part of the article is to analyse if such fears are justified due to the fact, that slow-cooling and storage of
embryos based upon high aseptic conditions is presently possible. In the second part, results on survival after thawing, preg-
nancy-rates and baby-take-home-rates of vitrified embryos will be presented and the problems associated with vitrification of
blastocysts will be discussed. J Reproduktionsmed Endokrinol 2008; 5 (3): 121-31.

Key words: vitrification, aseptic cryopreservation, embryo, blastocyst, in vitro fertilization

S eit der Einfithrung der In-vitro-Fer-
tilisierung in die medizinische Pra-
xis 1978 wurden zahlreiche Neuerun-
gen und Verbesserungen eingefiihrt:
So zum Beispiel die ovarielle Stimu-
lation, die Kriterien und Prozesse zur
Auswahl von Gameten und Embryo-
nen sowie die Kulturbedingungen und
Kulturmedien. Daraus resultierend
nahm die Zahl von Embryonen, die
fur einen Transfer geeignet sind,
deutlich zu. Eine der Hauptkomplika-
tionen der assistierten Reproduktion,
die Mehrlingsschwangerschaft, geriet
in den vergangenen Jahren immer
mehr in den Vordergrund, sodass es
fur die Reproduktionsmediziner immer
wichtiger wurde, den besten Embryo
fir den Transfer auszusuchen, tiber-
zéhlige Embryonen jedoch kompe-
tent konservieren zu kénnen.

In der Folge ist die Methode der Kryo-
konservierung von Embryonen vom
Zygotenstadium bis zum Blastozysten-
stadium immer mehr in den Vor-
dergrund gertickt. Zwei Verfahren zur

Kryokonservierung von Oozyten und
Embryonen sind bekannt: langsames
Tiefgefrieren [1] und Vitrifikation [2].

Mitte der 1990er-Jahre wurde die letzt-
genannte Technik in die Reproduk-
tionsmedizin eingefiihrt und gewinnt
immer mehr an Bedeutung.

Warum gilt die Vitrifikation
als mogliche Alternative zur
Technik des langsamen
Tiefgefrierens?

Der Prozess der Kryokonservierung
verlduft Gber folgende Stufen: Ein-
bringen von Zellen in ein Kryoprotek-
tivum, das Abkihlen und die Lage-
rung in flissigem Stickstoff (,liquid ni-
trogen”, LN2). Fir einen spéteren
Transfer erfolgt dann die Wiederer-
wadrmung und das Zurtickfiihren der
Zellen in eine physiologische Losung.

Im Zuge dieser Schritte ist die Eiskris-
tallbildung wahrend des Abkiihlens

der bestimmende Faktor fir die
Uberlebensfihigkeit von Embryonen
nach dem Auftauen. In der Tat ist
eine Kristallbildung in einigen Zellen
des Embryos bis zu einem gewissen
Grad unvermeidbar.

Waihrend eines langsamen Gefrier-
prozesses unter Einsatz einer 1,5-mo-
laren Konzentration eines permeab-
len Kryoprotektivums sind neben der
Bildung intra- und extrazellularer
Eiskristalle der mechanische Stress
(zu schnelles Tiefgefrieren) und der
potenziell toxische Effekt des Kryopro-
tektivums (zu langsames Tiefgefrie-
ren) fur Zellschdadigungen verant-
wortlich. Das Uberleben einer Zelle
wahrend der Kryokonservierung hangt
daher wesentlich vom Gleichgewicht
dieser Faktoren ab.

In diesem Zusammenhang stellt die
Vitrifikation ein anderes Verfahren der
Kryokonservierung dar, da diese im
Gegensatz zum programmierten Tief-
gefrieren keine Bildung von Eiskris-
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tallen impliziert. Hinzu kommt, dass
Zellschadigungen, die durch das Ab-
kihlen entstehen, weitgehend ver-
mieden werden konnen.

Ein anderer Vorteil dieser Technik
liegt darin, dass die Vitrifikation we-
niger Zeit bendétigt und geringere
Kosten verursacht, da der Einsatz pro-
grammierbarer Gefrierapparate nicht
notwendig ist.

Was sind Voraussetzungen,
um einen glasdahnlichen
Zustand zu erreichen?

Unter Vitrifikation versteht man die Er-
starrung einer Losung bei sehr niedri-
gen Temperaturen ohne Bildung von
Eiskristallen. Dieser glasdhnliche oder
auch amorphe Zustand wird durch
Anwendung einer Kombination von
Kryoprotektiva in erhohter Konzentra-
tion und mit sehr hohen Abktihlraten
(2000 °C/min bis =20.000 °C/min) er-
reicht.

Erste Voraussetzung: erhéhte Konzen-
tration an Kryoprotektiva

Die Medien, die normalerweise fiir
die Vitrifikation verwendet werden,
setzen sich aus Substanzen, welche
die Zellwand passieren (Ethylengly-

kol [EG], Dimethylsulfoxid [DMSOI,
1-2 Propandiol [PROH]), sowie Sub-
stanzen, die diese nicht durchdrin-
gen und aus niedermolekularen Teil-
chen bestehen (Saccharose oder
Trehalose), zusammen.

In einigen Protokollen werden dem
Vitrifikationsmedium Polymere mit
groBem molekularen Gewicht bei-
gefligt, wie Polyethylenglykol (PEG)
(Molekulargewicht 800), Ficoll (Mo-
lekulargewicht 70.000 bis 400.000)
oder Polyvinylpyrrolidon (Moleku-
largewicht 360.000).

Die meisten Vitrifikationsprotokolle
(Tiefgefrieren ohne Aquilibrierung)
beruhen darauf, Embryonen in zwei
Etappen kurzfristig Kryoprotektiva in
steigenden Konzentrationen auszu-
setzen.

Wir analysierten am Modell von
Méusezygoten die Veranderungen der
Volumina, welche durch die unter-
schiedlichen Kryoprotektiva hervor-
gerufen werden. Eine Fotografie wur-
de alle 10 Sekunden in den verschie-
denen Kryoprotektiva-Losungen (VST
und VS2) gemacht. Um die Embryo-
nen im selben Fokus zu haben, wur-
den die Zygoten auf einer Halte-
pipette fixiert (Abb. 1a, 1b):

* In einer ersten Phase wurden die
Embryonen in eine nicht glas-
bildende Losung (VS1) permeab-
ler Kryoprotektiva fiir eine Zeit-
spanne von 2-5 Minuten einge-
bracht (abhdngig vom jeweiligen
Entwicklungsstadium des Embryos,
da jedes Teilungsstadium von Em-
bryonen ein bestimmtes Verhaltnis
von Oberflache zu Volumen hat).
Nach einer schnellen Dehydrie-
rungsphase (maximal 30 Sekun-
den) dringt eine bestimmte Menge
an Kryoprotektiva in die Zellen (z. B.:
etwa 30 % des eigentlichen Satti-
gungsgrades fiir eine Zygote).

° In der zweiten Phase wurden die
Embryonen einer ,vitrifizierenden”
(glasbildenden) Losung (VS2) in
Kontakt gebracht, die aus perme-
ablen (4,8-6,4-molar) und nicht-
permeablen Kryoprotektiva zusam-
mengesetzt war. Die Expositions-
zeit in VS2 wurde kurz gehalten
(zwischen 30 und 45 Sekunden).
Anschliefend wurden die Embry-
onen auf einen Trager gegeben
(max. 2 Embryonen pro Trager) und
in LN2 eingebracht. Wahrend die-
ser zweiten Etappe fand eine wei-
tere Phase der Dehydrierung statt.

Im Laufe dieser beiden Phasen trat
dank der Dehydrierung des Embryos

Haltepipette

o.e) -

EG DMSO Suc Ficoll Osmolaritit
VS1 10 % 10 % 3500
1,8M 1,4M
20 % 20 % 0,75M 25 uM 6770
3,6M 2,8M

Abbildung 1a: Schwankung des Volumens (Mauszygote) in Relation zur Exposition in VS1- und VS2-Lésung.
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Abbildung 1b: Graphische Darstellung der Volumenschwankungen in Embryonen in Relation

zur Exposition in Kryoprotektiva (CP).

in VS2, welches die intrazelluliren
loslichen Bestandteile wie z. B. Salze
und Proteine konzentriert, durch die
Kryoprotektiva, die im Laufe der In-
kubation in VS1 in die Zelle eindrang,
ein intrazellularer glasdhnlicher Zu-
stand ein.

Der extrazelluldre glasahnliche Zu-
stand wurde durch die erhohte Kon-
zentration an Kryoprotektiva im VS2,
welche die Embryonen in einen glas-
artigen Mantel hallen, erreicht.

Zusammenfassend kann festhalten
werden, dass die Dehydrierung der
Zellen vor der Abkihlung auftrat und
dadurch ein intra- und extrazellula-
rer glasdhnlicher Zustand erreicht
wurde. Wéhrend die Embryonen in
LN2 getaucht wurden, erhohte sich
die Viskositit des Mediums so schnell,
dass die Molekiile keine Zeit fanden,
sich in kristalline Strukturen zu for-
mieren, was die Uberfiihrung in den
intra- und extrazellularen glasahn-
lichen Zustand forderte.

Zweite Voraussetzung: die Abkiihl-
rate und das Tragersystem fiir Embryo-
nen

Die ersten Erfolge mit Vitrifikationen
wurden unter Verwendung der soge-
nannten ,Minipaillette” (250 ml) zur
Lagerung von Mduse- [2, 3], Rinder-
[4] und auch menschlichen [5] Em-
bryonen erzielt. Die Starke der Pail-
lettenwand, das Flissigkeitsvolumen
(250 ml) und die Entstehung eines
thermischen Isolators wahrend des

Eintauchens der Paillette in LN2
(Leidenfrost-Effekt) verhindern jedoch
eine Steigerung der Abkuhlrate Gber
—-2000 °C/min.

Martino et al. [6] sowie Lane et al. [7]
konnten schon friih die Vorteile einer
erhohten Abkthlrate in Bezug auf das
Uberleben von Rindereizellen und
Hamsterblastozysten aufzeigen. Eine
schnellere Abkuhlrate (-10.000 bis zu
—20.000 °C/min) verringert das Risiko
einer moglichen  Eiskristallbildung
wahrend des Abkiihlens und vermei-
det eine vorzeitige Auflosung des glas-
dhnlichen Zustandes beim Wiederer-
wérmen, wenn man weniger konzen-
trierte Kryoprotektiva verwendet.

Eine beschleunigte Abkihlrate ver-
mag zudem die allgemein zellschadi-
gende Wirkung des Abkihlens (,chil-

ling injuries” — besonders bei Oozy-
ten zu beobachten) zu verhindern.

Die Geschwindigkeit, mit der abge-
kahlt wird, hangt wesentlich vom
verwendeten Trdgersystem und dem
Volumen der Proben ab, d. h. je gro-
Rer die Kontaktoberflache, desto lan-
ger dauert es, bis LN2 seine vollstan-
dige Wirkung entfalten kann.

Bei den Techniken der ultraschnellen
Vitrifikation werden kleinstmogliche
Volumina einer Vitrifikationslosung
(< 10 ul) und spezielle Tragersys-
teme verwendet, was Abkihlraten
von bis zu -20.000 °C/min ermog-
licht (Tab. 1).

Um den thermischen Gradienten zu
verringern, besteht die Moglichkeit,
verlangerte Pailletten zu verwenden,
deren Wénde dinner sind [8-10].
Direkter Kontakt des Mikrotropfens
(bestehend aus Kryoprotektivum) mit
dem LN2 begtinstigt dies zusatzlich
[6, 11-13].

Ein weiteres Tragersystem ist der
,Hemi-Straw”, der aus einem an der
Langsseite offenen Straw besteht, auf
welchen Embryonen vor dem Eintau-
chen in LN2 platziert werden [11]
(Abb. 2). Dieses System erlaubt das
Einbringen einer sehr geringen Men-
ge (0,3ml) an Kryoprotektiva vor
dem Eintauchen in LN2.

Der Nachteil der aufgezahlten Kon-
zepte liegt darin, dass ein direkter
Kontakt zwischen dem LN2 und der
Probe, die in den glasahnlichen Zu-
stand uberfiihrt werden soll, nicht
verhindert werden kann.

Deshalb sind in letzter Zeit verschie-
dene Methoden untersucht worden,

Tabelle 1: Die wichtigsten Tragersysteme fiir die Vitrifikation

Nicht-aseptische Trigersysteme

Electron microscopic grids (EM)
Open-Pulled straw (OPS)

Flexipet denuding pipette (FDP)

Fine diameter plastic micropipette (mOPS)
Cryoloop

Hemi-Straw (HS)

Cryotop (open system)

Aseptische Tragersysteme

250 pl French mini-straw
Cryotip (closed system)

OPS - Straw in straw
Vitrification high security (VHS)

Martino 1996 [6]
Vajta 1998b (8]
Liebermann 2002 [9]
Cremades 2004 [10]
Mukaida 2003 (12]
Vanderzwalmen 2000 [11]
Kuwayama 2005 [13]
Vanderzwalmen 1997 [5]
Kuwayama 2005 [13]
Isachenko 2007 [14]
Vanderzwalmen 2005 [15]
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die eine schnelle Abkuhlrate sowie
eine aseptische Lagerung der Proben
ermoglichen.

Das Wiedererwirmen
von Embryonen

Zur Wiedererwdrmung wird der Tra-
ger mit Zygoten/Embryonen direkt in
Saccharose (1 bis 0,33-molar, je nach
Expositionszeit von Embryonen in VS1)
eingetaucht, um so eine sehr rasche
Wiedererwarmung zu ermoglichen.
Es folgt darauf eine Dilution der Em-
bryonen in Saccharosebddern von
abnehmender Konzentration, bevor
diese in das Embryotransfer-Medium
gegeben werden.

In den meisten Fdllen wird bei der
Vitrifikation dasjenige Ende der Vor-
richtung, in welchem der Embryo lo-
kalisiert ist, zuerst entweder im Stick-
stoff (nicht-aseptisch) oder auler-
halb des Stickstoffs (aseptisch) mit ei-
ner Schere geoffnet und anschlie-
Bend sehr schnell in die Saccharose-
|osung Uberfuhrt. Die gewahlte Kon-
zentration der Saccharoselosung hangt
davon ab, wie die Embryonen den
Kryoprotektiva beim Tiefgefrieren aus-
gesetzt wurden. Bei einer kurzen
Expositionszeit (34 min) kénnen die
Embryonen direkt in eine 0,33-molare
Saccharosel6sung  eingebracht wer-
den. Wenn die Expositionszeit 5-15
min betragt, werden die Embryonen
primdr in eine 1-molare Saccharose-
|6sung gegeben und anschliefend mit
absteigender Konzentration dilutiert.
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Gibt es Parallelen zwischen
dem langsamen Tiefgefrieren
und der Vitrifikation?

Um eine Zellschdadigung so gering
wie moglich zu halten, ist das Errei-
chen eines intrazelluldaren glasdhn-
lichen Zustandes Vorraussetzung.

Die klassischen Schritte des langsa-
men Tiefgefrierens (Gefrieren im
Aquilibrium) laufen folgendermaBen
ab:

« Aquilibrierung von Embryonen bei
Normaltemperatur mit permeablen
Kryoprotektiva (1,5-molar), bei der
die Embryonen nach einer Phase
der Dehydrierung ihr urspriingli-

ches Volumen in etwa 15 Minuten
wieder erreichen

e Erste Abkiihlung auf -7 °C und In-
duzieren der extrazelluldren Eiskris-
tallbildung (,Seeding”)

¢ Abkihlen im Aquilibrium (-0,3 bis
-0,5 °C/min bis auf eine Temperatur
von =30 bis =38 °C), die eine De-
hydrierung durch Austausch von
Molekilen zwischen Zytoplasma
(Mehrheit an freiem Wasser) und
der extrazelluldren Flussigkeit (vor
allem bestehend aus Kryoprotek-
tiva) hervorruft.

Die Zunahme an extrazelluldrem
kristallisierten Wasser im Laufe des
Abkuhlens geht Hand in Hand mit
einer extrazellularen Anreicherung
von |6slichen Bestandteilen und Kryo-
protektiva, was zur Dehydrierung des
Embryos wesentlich beitragt (,Lo-
sungseffekt”) (Abb. 3).

Dieser ,Losungseffekt” hat zum Ziel,
die Menge des intrazelluldaren Was-
sers auf ein Minimum zu reduzieren
und sollte eintreten, bevor sich Eis-
kristalle in den Zellen bilden kon-
nen, denn diese Eiskristalle wiirden
nur den Re-Kristallisierungseffekt, der
mit der Wiedererwarmung einher-
geht, potenzieren.

Da ein gewisser Prozentsatz an Em-
bryonen diesen gesamten Prozess
beim langsamen Tiefgefrieren tber-
lebt, kann davon ausgegangen werden,
dass die physikalischen Bedingun-
gen eines intrazellularen glasdhnli-
chen Zustandes bei den tberlebenden
Embryonen schon wéhrend des Ab-

Temperatur Dehydrierung +
+ Equilibrierung mit ~10% CP
: J/G‘;;rér
. U N
Langsames T 3 ’my
....... by
Tiefgefrieren S niingan
| Der selbe /’l -
| Dehydrrerungs- #”
| prozess / "
t Dehydrierung + |Expcs.-tran zu 7/
Einbringen in VS1 | ™ %
Vitrifikation
Einbringen
in LN2
Zeit

Abbildung 3: Gemeinsamkeiten zwischen dem langsamen Tiefgefrieren und der Vitrifikation.



kihlens und vor dem Einbringen in
LN2 bestanden haben miissen.

Zusammenfassend kann man folgern,
dass der intrazelluldre glasahnliche
Zustand unabhéngig von der Technik
der Kryokonservierung entweder im
Laufe der Abkihlung (langsames
Tiefgefrieren) oder vor der Abkuh-
lung (Vitrifikation) eintritt (Abb. 3).

Worin liegt das geringe
Interesse an der Vitrifikation?
Ist dieses Desinteresse
gerechtfertigt?

In vielen Publikationen wird die Vi-
trifikation als Methode der Wahl zur
Kryokonservierung von Embryonen
bestimmter Sdugetierarten [16-18]
angesehen. Trotz der Veroffentlichun-
gen ermutigender Resultate besteht
eine gewisse Skepsis betreffend der
Etablierung dieser Technik im Zusam-
menhang mit der humanen Reproduk-
tionsmedizin.

Fiir die Vitrifikation bendtigt man
hohere Konzentrationen an Kryopro-
tektiva: Entspricht dies der Tatsache?
Die Notwendigkeit, Embryonen einer
hohen Konzentration an Kryopro-
tektiva auszusetzen (30-50 % v/v),
bedingte eine gewisse Zuriickhal-
tung bei der Etablierung dieser Me-
thode. Es gibt jedoch Moglichkeiten,
die Toxizitét, die von den hohen Kon-
zentrationen der Kryoprotektiva aus-
geht, zu vermindern. Die Verwendung
einer Losung, die zwei verschiedene
Kryoprotektiva beinhaltet, scheint die
Toxizitdt/zellschadigende Wirkung je-
des Einzelnen zu verringern [19, 20].

Eine andere Alternative besteht darin,
Makromolekiile dem Gemisch an
Kryoprotektiva hinzuzufiigen. Solche
Polymere mit grolem Molekularge-
wicht sind normalerweise weniger to-
xisch und konnen Embryonen vor ag-
gressiver Kalte schiitzen, indem sie die
Viskositat der Losung erhthen.

Die zdhflissige Matrix, in der die
Embryonen eingeschlossen sind, ver-
hindert auch die Auskristallisierung
des Wassers wéahrend des Abktihlens
und des Wiedererwdrmens.

Kuleshova und Mitarbeiter [21] ha-
ben gezeigt, dass Oozyten besser
tberleben, wenn Makromolekiile der
Vitrifikationslosung beigesetzt wer-

den, als wenn das Gemisch an Kryo-
protektiva nur Molekiile enthadlt, die
eine Zelle penetrieren konnen (wie
bei der klassischen Vitrifikation).

Es ist dadurch auch moglich, die To-
xizitat der Vitrifikationslosung zu re-
duzieren, indem man die Temperatur
der Kryoprotektiva herabsetzt sowie
die Expositionszeit von Embryonen
in diesen vor der Abkihlung verrin-
gert. Die Eindringgeschwindigkeit
der Kryoprotektiva ist temperaturab-
hangig. Es konnte an Mauseblasto-
zysten gezeigt werden, dass ein vor-
angehendes Aquilibrieren mit einem
Gemisch, bestehend aus PROH-Gly-
cerol bei 4 °C, eine positive Wirkung
auf das Uberleben von Embryonen
nach dem Auftauen hat [22]. Die routi-
nemalige Anwendung ist zur Zeit
nicht moglich, da aufgrund der War-
meentwicklung des Lichtmikroskops
eine konstante Temperatur von 4 °C
nicht gehalten werden kann.

Entscheidend ist auch die Frage, wel-
che Konzentrationen der Kryoprotek-
tiva als schadlich fiir das Uberleben
von Embryonen angesehen werden
mussen. Einerseits missen Kryopro-
tektiva eingesetzt werden, um der
Bildung intrazelluldrer Eiskristalle vor-
zubeugen, andererseits sollte die zell-
schadigende und allenfalls toxische
Wirkung, die aus der Konzentration
der eingesetzten Kryoprotektiva re-
sultiert, so gering wie moglich gehal-
ten werden.

Vansteenbrugge und Mitarbeiter [23]
konnten feststellen, dass es keinen
Unterschied in Bezug auf das Uber-
leben nach Wiedererwdarmen von
vitrifizierten Blastozysten gibt, wenn
man das Auftauen entweder nach
Verdlinnen mit PBS (n = 55 Auftau-
zyklen) oder mittels 0,5 M Succrose
(n = 63 Auftauzyklen) (71 % vs. 69 %)
vergleicht. Auch die Implantations-
rate (IR) und Schwangerschaftsrate
(SSR) war in beiden Gruppen iden-
tisch (16 % und 24 % nach PBS vs.
18 % und 27 % nach Verdiinnen in
0,5 M Saccharose).

Da bei den meisten Vitrifikationspro-
tokollen eine Exposition der Embryo-
nen in Kryoprotektiva nur von kurzer
Dauer ist, kann gesagt werden, dass
die Konzentration sowie die daraus
resultierende zellschadigende Wir-
kung der beteiligten Kryoprotektiva
insgesamt wesentlich geringer ist als
dies beim langsamen Tiefgefrieren
der Fall ist.

Die oben angefiihrten Daten belegen,
dass es nicht notig ist, humane Blasto-
zysten beim Auftauen in ein Dilutions-
medium zu geben.

Die geringe Schadigung von Blasto-
zysten nach direktem Einbringen in
eine isotone Losung wie PBS kann
durch den geringen osmotischen Stress
erklart werden, was auch darauf hin-
weist, dass Kryoprotektiva nur in ge-
ringem MafSe in die Zellen wéhrend
der sehr kurzen Exposition eindrin-
gen. Dies ist nicht so beim langsa-
men Tiefgefrieren. Wirde man die
Embryonen beim Wiedererwdarmen
direkt in eine isotone Losung geben,
wiirde es zu einer plotzlichen Zell-
Lyse kommen, da wegen der viel zu
raschen Rehydratation noch sehr hohe
Konzentrationen von Kryoprotektiva
in der Zelle vorhanden sind.

Kasai et al. [24] konnten zeigen, dass
EG als Kryoprotektivum nur minimal
toxisch auf Embryonen wirkt, weshalb
EG derzeit vorwiegend zur Vitrifika-
tion von Oozyten und Embryonen
eingesetzt wird.

Klug et al. [25] berichten allerdings
von einer toxischen Wirkung des EG
und besonders seiner Metabolite auf
Ratten-Embryonen (Tag 9,5-11,5 der
Tragzeit).

Laut Vajta et al. [26] hat keine Stu-
die, weder beim Menschen noch in
Tiermodellen, eine Stérung in der
Entwicklung nach einer Vitrifikation
mit EG belegen konnen.

Trotzdem sollten alternative Verfah-
ren erforscht werden, wie zum Bei-
spiel die Verwendung anderer per-
meabler Kryoprotektiva (PROH) oder
das Hinzuftigen von Polymeren in
grolerer Konzentration, mit dem Ziel,
die permeablen Kryoprotektiva zu re-
duzieren [23].

In ihrer Studie berichten Takashi und
Mitarbeiter [27], dass es keinen Un-
terschied hinsichtlich Fehlbildungen
bei Kindern gibt, die nach einem
Transfer von frischen bzw. vitrifi-
zierten Blastozysten auf die Welt ka-
men.

Aseptische Vitrifikation: das Ende
des Tunnels?

Ein Nachteil der Techniken der ultra-
schnellen Virtrifikation liegt darin,
dass die Probe mit dem LN2 direkt in
Kontakt tritt (Abb. 4). Da die Stick-
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stoffbehdlter im Laufe der Verteilung
des LN2, wihrend der Lagerung oder
durch die tberkreuzte Kontaminie-
rung mit Proben, die nicht korrekt
geschitzt wurden, verunreinigt sein
konnen, ist es eine absolute Notwen-
digkeit, die Embryonen unter asepti-
schen Bedingungen zu behandeln
und abzukiihlen, ohne dass dadurch
die Uberlebensraten der Embryonen
nach Auftauen beeintrachtigt wer-
den. Verschiedenste aseptische Sys-
teme wurden entwickelt [13, 14,
15].

Vanderzwalmen et al. [11] haben ei-
nen Kit eines aseptischen Vitrifika-
tionssystems entwickelt, das auf dem
Hemi-Straw-Prinzip basiert (Abb. 5a).
Dieser Kit hochster  Sicherheit
(HSV) erlaubt es, einen Mikrotropfen
(< 0,02 ml) von Kryoprotektiva, wel-
cher die Embryonen enthilt, auf eine
hauchdiinne Rinne aufzubringen,
bevor diese in eine Minipaillette ge-
geben wird.

Sie wird unter Hitze mit einer spezi-
ellen Schweilfmaschine, die eine dich-
te Versiegelung garantiert und einem
Druck von 150 kg/cm? widersteht,
vor dem Eintauchen in LN2 versie-
gelt.

Ein direkter Kontakt mit LN2 erlaubt
es, Embryonen mit sehr schneller
Geschwindigkeit abzukihlen. Im Ge-
gensatz dazu kann ein aseptisches
System, das Embryonen vom LN2
isoliert, einen negativen Effekt auf
das Uberleben nach dem Auftauen
austiben, denn je geringer die Ab-
kihlrate ist, desto hoher muss die Kon-
zentration an Kryoprotektiva sein.

Deswegen ist es unumganglich, die
notwendige Mindestmenge an Kryo-
protektiva flr jede Abkuhlrate zu wis-

sen, um so die Gefahr der Toxizitit
einzugrenzen und trotzdem eine ak-
zeptable Uberlebensrate sicherzu-
stellen.

Vitrifikation menschlicher
Embryonen:
Wo steht man heute?

Im Jahre 1985 berichtet die Zeitschrift
Nature von den ersten Fortschritten
bei der ,In-vitro-* Technik von vitri-
fizierten Mduseembryonen unter Ver-
wendung einer komplexen Mischung
von Kryoprotektiva: DMSO, Aceta-
mid, PROH und PEG [2]. Im darauf
folgenden Jahr wurde von den ersten
Geburten von Mausen und Kélbern
nach einer Vitrifikation von Morulae
und Blastozysten bei Verwendung ei-
ner Mischung aus Glyzerin und
PROH berichtet [3, 4].

In der Folge wurden zahlreiche Arti-
kel veroffentlicht, und die Technik
wird zurzeit als Alternativmethode
zur Konservierung von Embryonen
bestimmter Sdugetierarten (die vom
Aussterben bedroht sind) und von
Embryonen, die aus transgenen Lini-
en stammen, angesehen [22].

Trotz Skepsis konnte man ein wach-
sendes Interesse an dieser Technik
bei einigen Arbeitsgruppen feststel-
len. Studien, die Vergleiche zwischen
dem langsamen Tiefgefrieren und
der Vitrifikation anstellten, sind zum
Schluss gekommen, dass die Technik
der Vitrifikation in Hinsicht auf das
Uberleben von Embryonen sowie
die SSR bei Mausen [28] und bei
Menschen [29-31] Gberlegen ist.

Vitrifikation von Zygoten
Man erreicht hohe Uberlebensraten
nach Wiederauftauen von Zygoten

(81-100 %), hohe Raten in der Wei-
terentwicklung bis zum Blastozys-
tenstadium und hohe SSR, indem
man Zygoten fir kurze Zeit einer L6-
sung von Kryoprotektiva aussetzte
und Tragersysteme verwendete, die
nicht hermetisch abgeschlossen sind,
wie zum Beispiel die ,Flexipipette”
[8], ,electron microscopic grids” [32],
das ,open pulled straw (OPS)” [33,
34] oder den ,Cryotop” [35]. Nach
Vitrifikation von 339 Zygoten mit dem
,Cryotop” konnten Al Hasani et al.
[35] eine Uberlebensrate von 89 %
und eine SSR von 37 % nach Wieder-
auftauen erzielen, was 3x hoher war
als mit dem langsamen Tiefgefrieren
(10 %).

Unter Verwendung aseptischer Tra-
ger verwiesen Isachenko und Mitar-
beiter [14] auf eine Uberlebensrate
von 75 %, 25 % der Zygoten ent-
wickelten sich bis hin zum Blastozys-
tenstadium. Das Forscherteam schlielt
daraus, dass die Verminderung der
Abkiihlrate keinen nennenswerten
negativen Effekt auf die darauffol-
gende Entwicklung der Embryonen
hat.

Vitrifikation von Embryonen im
8-Zellstadium (Tag 3)

Die ersten Schwangerschaften, die
nach einer Vitrifikation von Embryo-
nen im 8-Zellstadium erzielt wurden,
gehen auf das Jahr 1998 zuriick. Dabei
verwendete die Arbeitsgruppe um
Mukaida eine Mischung aus EG-Ficoll
und Saccharose sowie die 250 ml-
Minipailletten als Tragersystem [36].
El-Danasouri und Selman [37] haben
215 Embryonen am Tag 3 der Kultur
mit Hilfe des OPS vitrifiziert. Eine
Uberlebensrate von 79 % bzw. 40 %
wurden nach Vitrifikation im 8-Zell-
stadium bzw. 6-7-Zellstadium beob-
achtet. Nach dem Transfer wurden

AbkUihlrate: > 20.000 °C/min, Auftaurate: > 20.000 °C/min
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Abbildung 4: Ultra-schnelle Vitrifikation. A: Hemi-Straw + CBS-Straw, B: Einbringen des Hemi-Straw direkt in LN2, dadurch direkter Kontakt mit
LN2, C: Hemi-Straw wird unter LN2 in den CBS-Straw gegeben.
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bei 30 % Schwangerschaften erzielt
mit einer IR von 10 %.

Gottumukkala und Mitarbeiter [38]
haben Tag-3-Embryonen durch lang-
sames Tiefgefrieren bzw. Vitrifikation
mit Hilfe des Cryoloop kryokon-
serviert. lhre Studie hat eine erhohte
Uberlebensrate (95 % gegentiiber
60 %), erhohte SSR (35 % gegen-
tber 17 %) sowie erhohte IR (15 % ge-
geniiber 4 %) nach Vitrifikation ge-
zeigt.

Kuwayama und Mitarbeiter [13] be-
richten von wesentlich htheren Uber-
lebens- und SS-Raten (98 % gegen-
tber 91 %) nach Vitrifikation von
mehr als 890 Embryonen im 4-Zell-
stadium mit dem Cryoloop, vergli-
chen mit der langsamen Kryokonser-
vierung.

Tabelle 2 zeigt unsere Resultate nach
Vitrifikation von Tag-3-Embryonen
mit verschiedenen Kryoprotektiva
und dem Hemi-Straw als Trdgersys-
tem. Unsere Analyse ergab, dass die
Ergebnisse mit der Konzentration der
zweiten Vitrifikationslosung (VS2) kor-
relierten, was darauf hindeutet, dass
der glasdhnliche Zustand nicht voll-
standig eintritt, wenn Embryonen in
eine 15 %-15 %-VS2 gebracht wer-
den. Es ist davon auszugehen, dass
eine Inkubationszeit von 2-3 Minu-
ten in der ersten Losung (VS1) zu
kurz ist, um ein suffizientes Eindrin-
gen von Kryoprotektiva in die Zellen
zu gewdhren, welche dann in der
zweiten Dehydratationsphase mittels
der VS2 konzentriert werden. Das
Verwenden einer hoher konzentrier-
ten VS2 (20 %-20 %) erlaubt es, die
Embryonen starker zu dehydrieren,
und als Folge daraus wird ein
Schwellenwert an intrazelluldrer
Losung erreicht, welche Eigenschaf-
ten eines glasdhnlich Zustandes be-
sitzt.

Vitrifikation von Morulae

Cremades et al. [39] untersuchten das
Uberleben von tiberzdhligen huma-
nen Morulae, welche experimentell
mit dem OPS-Verfahren mittels einer
Plastik-Mikropipette vitrifiziert wur-
den. Nach Vitrifikation von Morulae
am Tag 4 und Tag 5 konnte die Ar-
beitsgruppe zufriedenstellende Uber-
lebensraten von 73,7 % und 72,7 %
zeigen. Wahrend der vergangenen
2 Jahre wurde die Vitrifikation von
Morulae routinemaRig mit Erfolg
in unserem Programm umgesetzt

(Tab. 2). Wie mit Tag-3-Embryonen
haben wir mit unserem Vitrifika-
tionsprotokoll bei Morulae ein bes-
seres Ergebnis in Bezug auf SSR und
IR erzielt, wenn hoher konzentrierte
Kryoprotektiva-Losungen eingesetzt
wurden.

Vitrifikation von Blastozysten
Wihrend der vergangenen Jahre wur-
den zahlreiche Artikel zum Thema
der Vitrifikation von Blastozysten ver-
offentlicht. Verschiedenste Verfahren
und Ansdtze zur Vitrifikation von
Blastozysten wurden ausprobiert. Un-
terschiedliche Mischungen von Kry-
protektiva wurden eingesetzt, die Ex-
positionszeit und die Temperatur der
Losungen variierten, ebenso die Me-
thoden der Verdiinnung der Krypro-
tektiva sowie die Tragersysteme. Dies
ist darauf zurtickzufiihren, dass eine
Blastozyste gegentiber den vorange-
henden Teilungsstadien eines Embry-
os eine schon sehr komplexe Struk-
tur darstellt, die schwierig zu kryo-
konservieren ist. In der Folge ist es
aktuell sehr schwer zur restimieren,
welche der Methoden die optimalste
darstellt.

Trotzdem werden 2 wichtige Studien
von Mukaida und Mitarbeiter [40]
und Kuwayama und Mitarbeiter [13]
vorgestellt.

Mukaida und Mitarbeiter [40] haben
eine beachtliche Serie von 1150 ul-
tra-schnellen Vitrifikationszyklen (als
Trager wurde der Cryoloop verwen-
det) vorgestellt: die Blastozysten wur-
den wéhrend maximal 2 min 30 sec
einer Mischung aus DMSO-EG aus-
gesetzt. Nach der Wiedererwarmung
von 2749 Blastozysten konnte eine
Uberlebensrate von 89,7 % verzeich-
net werden. Es wird von 543 begin-
nenden Schwangerschaften, 174 fort-
geschrittenen Schwangerschaften und
247 Geburten (295 Kinder, davon 153

Knaben und 142 Maidchen) berich-
tet. Die IR lag bei 34,5 %.

Es ist anzumerken, dass ein gezielter
Kollaps des Blastozoels bei den Blas-
tozysten und den sich expandieren-
den Blastozysten durchgefiihrt wur-
de. Dies wird genauer im ndchsten
Abschnitt beschrieben.

Kuwayama und Mitarbeiter [13] ge-
hen von einem anderen Ansatz aus.
Sie erreichen eine SSR von 59 % und
51 %, indem sie als Trager den Cryo-
loop (kein aseptisches System) und
den Cryotop (aseptisches System) ver-
wenden. Im Protokoll wird beschrie-
ben, dass die Blastozysten nicht mehr
den Kryoprotektiva ausgesetzt wer-
den, dafiir aber eine langere Periode
(5-15 min) mit der DMSO-EG-Losung
aquilibriert werden. Eine Blastozyste
ist solange mit diesem Gemisch in
Kontakt, bis diese ihr urspriingliches
Volumen wieder erreicht hat.

Tabelle 3 zeigt die Ergebnisse der ultra-
schnellen Vitrifikation von Blastozys-
ten mit Hilfe des Hemi-Straw als Tra-
gersystem. Die Verwendung der sel-
ben Technik in 3 verschiedenen IVF-
Zentren zeigt die besten Resultate in
Zentrum B. Im Zentrum B wurden nur
Blastozysten guter Qualitat fur die
Vitrifikation herangezogen. Daraus
kann gefolgert werden, dass ein wich-
tiger Parameter, welcher vor einer
Vitrifikation bedacht werden muss,
die Auswahl von Embryonen darstellt.
Die Qualitat von Blastozysten, die
zur Vitrifikation selektiert werden,
hat einen grollen Einfluss auf die
Wabhrscheinlichkeit des Uberlebens
und der Weiterentwicklung nach dem
Auftauen. Wenn die Qualitit der Blas-
tozysten schon vor der Vitrifikation
nicht optimal war, ist auch die Wahr-
scheinlichkeit, dass diese die Vitri-
fikation und das Wiederauftauen
uberleben, eher gering.

Tabelle 2: Vitrifikation-Auftauzyklen von Tag-3- und Tag-4-Embryonen unter Verwendung

des Hemi-Straw als Tragersystem.

Tag der Vitrifikation Tag 3 Tag 4

Ne Vitrifikationszyklen 61 59

N° Embryonen 151 140
Uberlebensrate nach 1 h 87 % (132) 88 % (123)
Uberleben nach 24 h 68% (90) 71 % (88)
SSR 36 %* (22) 27%** (16)
IR 24 % 20 %

* 1x Zwillings-SS, ** 2x Zwillings-SS; Abkuhlrate: > 20.000 °C/min, Auftaurate: > 20.000 °C/
min; Vitrifikationslosung: EG — DMSO (VST [15 % od. 20 %]: 2 bis 3 Minuten bei Raumtemperatur,

VS2 [40 %]: 45 Sekunden in VS2)




Tabelle 3: Vitrifikation von Blastozysten mit Hilfe des Hemi-Straw als Tragersystem (Ergeb-

nisse von 3 IVF-Zentren).

IVF- Zentren A B C
Ne Vitrifikation-Auftauzyklen 506 230 147
Ne vitrifizierte Blastozysten 1467 527 342
Uberlensrate nach 24 Stunden 69 % 68 % 68 %
Transfers 454 (90 %) 209 (91 %) 118 (80 %)
Mittlere Zahl transf. Embryonen 1,9 1,6 1,95
SSR 34 % (172) 41 % (95) 33 % (49)
Schwangerschaften und Geburten pro:
Vitrifikation-Auftauzyklus 27 % (139) 35 % (80) 26 % (38)
Transfer 31 % 38 % 32 %
IR 17 % 26 % 17 %

Abkiihlrate: > 20.000 °C/min, Auftaurate: > 20.000 °C/min; Vitrifikationslosung: EG — DMSO
(VS1 [15 % od. 20 %]: 2 bis 3 Minuten bei Raumtemperatur, VS2 [40 %]: 45 Sekunden in VS2)

Aseptische Vitrifikation
von humanen Embryonen

Der Nachteil der Vitrifikation, wie wir
sie durchfthren, ist, dass sie nicht asep-
tisch ist. Es ist zwingend nétig, den di-
rekten Kontakt von Embryonen mit LN2
zu vermeiden. Durch diese physische
Trennung von Anfang an reduziert sich
allerdings unweigerlich die Abkiihl-
geschwindigkeit von -20.000 °C/min
auf weniger als —2000 °C/min. Da
man weils, dass die Wahrscheinlich-
keit des Eintretens eines glasdhn-
lichen Zustandes von der Geschwin-
digkeit des Abktihlens und Wiederer-
wadrmens abhdngt, besteht ein Ansatz
zur Losung des Problems in der Erho-
hung der intrazellularen Konzentra-
tion an Kryoprotektiva.

Aufgrund der neuen EU-Direktiven
(EU/2004/23 EC) wurde schon vor
Jahren ein aseptischer Kit fir die
Vitrifikation entwickelt, welcher sich
an das Prinzip des Hemi-Straw an-
lehnt. Der Vorteil dieses Systems ist,
dass die Proben so schnell wiederer-
warmt werden, dass keine Kristalli-
sierung auftreten kann und der glas-
dhnliche Zustand unmittelbar aufge-
hoben wird.

Da eine Verminderung des Uberle-
bens von Blastozysten festgestellt
wurde, welche aseptisch mit der tib-
lichen kurzen Expositionszeit mit Kryo-
protektiva vitrifiziert wurden, bestand
die Notwendigkeit, eine aseptische
Technik zu entwickeln, die akzep-
table Uberlebensraten nach Wieder-
auftauen gewdbhrleistet. Als erstes wur-
de versucht, eine verlangerte Exposi-
tionszeit in der ersten Losung (VST)
zu erreichen, um so eine erhohte in-
trazelluldre Konzentration an Kryopro-

tektiva zu erzielen. Obwohl eine er-
hohte Uberlebensrate gezeigt wer-
den konnte, war diese dennoch insge-
samt gering.

In einem zweiten Ansatz entwickel-
ten wir ein Protokoll, welches ,mimic
slow freezing concept vitrification”
genannt wurde.

Die Idee dahinter war, die Phianome-
ne, die wéhrend des langsamen Tief-
gefrierens auftreten, nachzuahmen.

Die Annahme beruht darauf, dass,
wenn die reduzierten Uberlebensra-
ten von Blastozysten wirklich im Zu-
sammenhang mit einem unzurei-
chenden Eindringen von Kryoprotek-
tiva in die Zelle stehen oder mit einer
zu geringen Abkthlrate korreliert
sind, andere Verfahren, wie die Ver-
ldngerung der Expositionszeit in den
Kryoprotektiva, ins Auge gefasst wer-
den missen, um einer Eiskristall-
bildung vorzubeugen.

Beim konventionellen langsamen
Tiefgefrieren werden Blastozysten
zundachst einer 10%igen Kryoprotek-
tivum-Losung fiir eine Dauer von
10-20 min ausgesetzt. Wenn Blasto-
zysten ein langsames Tiefgefrieren
mit geringen Abkuhlraten (-0,3 °C/
min) bis auf —30 °C bis —40 °C und
anschliefend direkter Exposition in
LN2 uberleben, kann man postulie-
ren, dass die Embryonen deswegen
Uberlebten, weil ein glasdhnlicher
Zustand in den Blastomeren und dem
Blastozoel schon vor dem Einbrin-
gen in LN2 bestand.

Wie dargelegt, ist eine niedrigere Kon-
zentration an Kryoprotektiva bei ver-
langerter Expositionszeit mit Bezug

auf eine zellschadigende Wirkung
schlechter als hoher konzentrierte
Kryoprotektiva fiir eine kiirzere Zeit-
dauer.

Nach diesem Aquilibrierungsschritt
wurden die Blastozysten fiir kurze Zeit
aufsteigend einer hoher konzentrier-
ten (20 %-20 %) Losung von Kryo-
protektiva ausgesetzt, bevor diese
auf das aseptische Tragersystem (HSV)
(Abb. 5a), in ein 0,25 ml aseptisches
CBS-Straw oder in das 0,5 ml asepti-
sche  VitriSafe-System  platziert
(Abb. 5b), versiegelt und direkt in
LN2 eingetaucht wurden.

Unsere vorldufigen Ergebnisse mit
dem HSV als auch mit dem VitriSafe-
System zeigen, dass diese Technik
gut einsetzbar ist, sowohl zum Vitri-
fizieren von Tag-3-Embryonen als
auch von Blastozysten (Tab. 4-6).

Warum reagieren manche
Blastozysten auf die
Kryokonservierung anders
als erwartet?

1995 hat uns das Einfiihren sequenzi-
eller Medien auf dem Markt dazu ge-
bracht, verlangerte Kulturen bis zum
Blastozystenstadium  durchzufihren,
und 1996 erzielte unsere Gruppe erste
Schwangerschaften nach Vitrifikation
friher Blastozysten [5].

Wir haben festgestellt, dass das
Uberleben umgekehrt proportional
zum Volumen des Blastozoels ist. Der
Uberlebensrate von nur 22 % bei
Blastozysten und expandierenden
Blastozysten stand eine Uberlebens-
rate von 60 % bei friihen Blastozys-
ten und Morulae gegentiber [41].

Wir haben die Hypothese aufgestellt,
dass die Blastozystenhohle der Urhe-
ber dieser Abweichungen sein kénn-
te. In der Tat ist es so, dass man,
wenn man die Zellgrole in den ver-
schiedenen Zellstadien analysiert,
feststellen kann, dass die Zellen der
inneren Zellmasse ebenso wie der
Trophoblasten das grofite Verhaltnis
von Oberflache zu Volumen aufwei-
sen und daher diese am leichtesten
zu kryokonservieren sind.

Die geringere Uberlebensrate von
Blastozysten und expandierten Blas-
tozysten gegentber friheren Stadien
konnte darauf zurtickzufiihren sein,
dass eine nicht ausreichende Menge
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Abbildung 5a: Aseptische Vitrifikation mit dem High Security Vitrification Kit (HSV). A: Mini-Hemi-Straw, B: Mini-Hemi-Straw mit Tropfen inkl.
2 Embryonen, C: Mini-Hemi-Straw in 250 pl Straw eingebracht, D: Versiegeln von 250 pl Straw, E: Einbringen des versiegelten Straws in LN2,
F: Einbringen der Spitze des Mini-Hemi-Straw, in eine Léung von Succrose.
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Abbildung 5b: Aseptische Vitrifikation mit dem Vitrisafe. Vitrisafe in 0,5 ml Straw eingeftigt —
versiegelt — bereit in LN2 eingetaucht zu werden (Abkihlrate: ~1300 °C/min, Auftaurate: >

20.000 °C/min).

Tabelle 4: Uberlebensrate, SSR und IR nach Vitrifikation und Lagerung von Blastozysten mit

Hilfe des Vitrisafe Kit.

Herkunft der Blastozysten

Mainnliche-weibliche . In-vitro-
Infertilitit Eizellspende | pjaturation

Ne Vitrifikation-Auftau-Zyklen 73 46 15
Ne vitrifizierter Blastozysten 213 177 40
N° aufgetauter Blastozysten 213 111 40
Uberleben nach Auftauen 85 % (181) 98 % (109) 80 % (32)
Uberleben 24h nach Auftauen 75 % (160) 95 % (106) 65 % (26)
Ne Blastozysten transferiert (mean) 133 (1,8) 106 (2,3) 26 (1,9
N° Embryotransfers 73 (100%) | 46 (100 %)| 14 (93 %)
Schwangerschaften 51 30 11
Schwangerschaftsrate pro Vitrif. Zyklus 51 % (37) 61 % (28) 60 % (9)
Ne Fotaler Herzschlag 45 37 12
% Implantation 34 % 35 % 46 %

an Kryoprotektiva in der vorgegebe-
nen Zeit der Aquilibrierung in die
Blastozystenhohle eindringt und dort
kein glasahnlicher Zustand erreicht
werden kann. Somit wiirde es in die-
sem Bereich zur Eiskristallbildung
und Schadigung umgebender Zellen
kommen. Um unsere Hypothese zu
untermauern, haben wir die Flissig-
keit in der Blastozystenhohle mit Hil-
fe einer Mikronadel noch vor dem
Abkihlen abgesaugt und festgestellt,
dass diese Volumenreduktion eine
vorteilhafte Wirkung in Bezug auf
das Uberleben hat [41].

Diese Volumenreduktion erreicht man
durch das Einsetzen von 2 Nadeln,
die das Blastozoel von beiden Seiten
etwas zusammendriicken. Alternativ
wird die Blastozyste in eine Pipette
gesaugt, deren Durchmesser etwas
kleiner ist als der Durchmesser des
Embryos, bzw. man offnet die Zona
pellucida mit einem Laser, der auf
die Zellen des Trophoblasten gerich-
tet ist [42-44].

Wenn das Blastozoel ein Problem dar-
stellt, konnen zur Verminderung der
Eiskristallbildung in der Blastozysten-
hohle andere Strategien eingesetzt
werden:
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Tabelle 5: Uberlebensrate, SSR und IR nach Vitrifikation und Lage-
rung von Blastozysten unter Verwendung des HSV.

Tabelle 6: Uberlebensrate, SSR und IR nach Vitrifikation und Lage-
rung von Tag-3-Embryonen unter der Verwendung des HSV.

Ne Vitrifikation-Auftau-Zyklen

N° aufgetauter Blastozysten

Uberleben nach Auftauen

Uberleben 24 h nach Auftauen

N° Blastozysten transferiert (mean)

N° Embryotransfers
Schwangerschaften
Schwangerschaftsrate pro Vitrif. Zyklus
Ne fotaler Herzschlag

% Implantation

Herkunft der Tag-3-Embryonen
Blastozysten

Mannliche-weibliche Ne° Vitrifikation-Auftau-Zyklen 14
Infertilitit Ne vitrifizierter Tag-3-Embryonen 52
42 N° aufgetauter Tag-3-Embryonen 38
96 Uberleben nach Auftauen 95 % (36)
81 % (78) Entwicklung zum Morula Stadium 69 % (25)
75% (72) N° Morulae transferriert (mean) 25 (1,8
ii (1,6) N° Embryotransfers 14
18 (43 %) Schwangerschaften 5 (36 %)
38% (16) Schwangerschaftsrate pro Vitrif. Zyklus 36 % (5)
19 Ne fotaler Herzschlag 6
28 % % Implantation 24 %

* Verwendung eines Tragers, der eine
ultraschnelle Abkiihlung erlaubt

* Anlegen einer Offnung in der Zona
pellucida (ZP) vor der Vitrifikation

* Aussetzen der Blastozysten fiir eine
ldngere Zeitspanne in den Kryo-
protektiva

e Vitrifikation von frithen Blastozys-
ten oder gar Morulae am Tag 4

Offnung der ZP
vor der Vitrifikation

Wir konnten feststellen, dass nach ei-
nem spontanen oder herbeigeftihrten
Offnen der ZP die Uberlebensrate nach
Tiefgerieren knapp 80 % betragt [45].
Wir haben 2 Hypothesen aufgestellt,
um diese positive Wirkung zu erkla-
ren. Man kann, je nach Offnung der
ZP, unterschiedliche Reaktionen des
Embryos auf die Kryoprotektiva fest-
stellen. Wenn die ZP offen ist, ziehen
sich die Embryonen bei Anwesenheit
der Kryoprotektiva zusammen. Im
Gegensatz dazu erfahrt diese bei in-
takter ZP einen Druck, der von den
Trophoblastzellen im Laufe der Aus-
dehnung des Blastozoels ausgetibt
wird. Dies ruft die Bildung von Halte-
marken (,breakpoints”) der Tropho-
blastzellen in der ZP hervor, was da-
zu fuhrt, dass die Blastozysten sich in
Anwesenheit der Kryprotektiva schwer
zusammenziehen.

Als zweite Hypothese wird angenom-
men, dass im Laufe der kurzen Expo-
sition des Embryos in der glasartigen

Mischung (VS2) die Offnung der ZP
den Eintritt von hochmolekularen Kryo-
protektiva wie Ficoll in den perivitel-
linen Raum zuldsst und so die Bil-
dung einer glasahnlichen Hulle um
die Zellen des Trophoblasten fordert.

Diese Beobachtungen sind hervorzu-
heben, da die Tatsache, dass man die
Blastozysten mit offener ZP kryokon-
servieren kann, eine Losung fur die-
jenigen Zentren darstellt, die Pra-
implantationsdiagnostik  durchfth-
ren. In der Tat wurde gezeigt, dass
das Uberleben von Embryonen nach
einer Embryobiopsie am Tag 3 sehr
gering ist. Die Losung des Problems
konnte darin bestehen, die biopsier-
ten Embryonen bis zum Tag 5 in Kul-
tur zu belassen und sie erst dann zu
vitrifizieren.

Konklusion und Perspektiven

Zwischen 1996 und 2003 hat sich
die Technik der Vitrifikation weiter-
entwickelt. Die Verwendung von ult-
ra-schnellen Techniken sowie das
Absaugen des Blastozoels haben es
ermoglicht, die Ergebnisse deutlich
zu verbessern. Dank des neuen For-
schungsstandes kann davon ausge-
gangen werden, dass sich die Metho-
den der Vitrifikation weiter verbes-
sern werden.

Kann man sich die Vitrifikation als
Alternative zum langsamen Tiefge-
frieren vorstellen? Es ist moglich,

dass sich in Zukunft die Vitrifikation
als vorteilhaftere Technik zur Kryokon-
servierung von Embryonen durchsetzt.

Dennoch muss die Methodik an die je-
weiligen embryonalen Entwicklungs-
stadien angepasst werden, auch trotz
der vielversprechenden Ergebnisse,
die bis dato erzielt wurden. In der Tat
muss danach getrachtet werden, fir
das jeweilige Entwicklungsstadium von
Embryonen, das sich unter anderem
durch das Verhdltnis Oberflache/
Volumen und spezifische Durchlas-
sigkeit der Zellmembran charakteri-
siert, die Balance zu finden zwischen
minimalem Eindringen der Kryopro-
tektiva in die Zellen und der Abkuihl-
und Wiedererwarmungsgeschwindig-
keit, die eine groRtmaogliche Uberle-
bensrate ohne toxische Wirkungen
zulassen. In Anbetracht der stets mog-
lichen Risiken einer Kontamination
wurden kiirzlich Alternativen der Tra-
gersysteme entwickelt, die den direk-
ten Kontakt mit LN2 verhindern.

Unsere Technik der aseptischen Vitri-
fikation besteht darin, die Embryo-
nen auf Minipailletten, die versiegelt
und daher hermetisch abgedichtet
sind, abzukihlen und aufzubewah-
ren.

Unsere ersten Ergebnisse nach dem
Auftauen und Transfer dieser so kon-
servierten Embryonen zeigen, dass
es moglich ist, den Bedingungen der
Aseptik ohne Einbussen der Qualitat
nachkommen zu kénnen.



rungen der Technik.

durchgefiihrt werden kann.

friedigenden Resultaten.

Relevanz fiir die Praxis

Zwei Verfahren zur Kryokonservierung von Oozyten und Embryonen sind
bekannt: langsames Tiefgefrieren und Vitrifikation.

Mitte der 1990er-Jahre wurde die Vitrifikation in die Reproduktionsme-
dizin eingefiihrt und gewinnt immer mehr an Bedeutung durch Verbesse-

Der Nachteil der konventionellen Vitrifikation ist, dass sie nicht aseptisch

Aufgrund der neuen EU-Direktiven (EU/2004/23 EC) wurde schon vor
Jahren ein aseptischer Kit fiir die Vitrifikation entwickelt, jedoch mit unbe-

Unsere Ergebnisse zeigen, dass es heute moglich ist, aseptisch zu
vitrifizieren, ohne Einbufen der Qualitat.
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