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Charakterisierung des morphologischen Entwicklungs-
potenzials von der Oozyte bis zum Embryo

M. Greuner1, S. Winkler2, B. Maxrath3, M. Montag4, 5, H. Schmiady(✝) 6, *

Ein entscheidender Faktor bezüglich des Ausgangs einer Kinderwunschtherapie ist die Auswahl und die Qualität der zu transferierenden Embryonen. Die
mikroskopische, morphologische Beurteilung steht dabei heutzutage im Mittelpunkt der Routine. Eine prospektive Multicenter-Studie mit 564 Zyklen und
der morphologischen Charakterisierung von 4778 MII-Oozyten hatte zum Ziel, die relevanten Marker der Oozyte und später der Vorkernstadien herauszuar-
beiten und den Verlauf der Zellteilung und der daraus resultierenden Embryonen und Schwangerschaften zu dokumentieren.

Die Multicenter-Studie konnte zeigen, dass einzelne extra- oder intrazytoplasmatische Auffälligkeiten der Oozyte lediglich einen Einfluss auf die
Befruchtungsrate, jedoch keinen signifikanten Einfluss auf die weitere Entwicklung haben. Die Anzahl an Anomalien charakterisiert aber sehr deutlich das
Potenzial der Zelle.

Das Vorkernscoring wurde in der Studie bezüglich der Symmetrie der Vorkerne und der Nukleoli in den Vorkernen (Z-Score) durchgeführt und konnte
ebenfalls signifikante Vorteile aufzeigen. Die sich entwickelnden Embryonen wurden aufgrund der Morphologie der Oozyte und Vorkernstadien ausge-
wählt. Die Multicenter-Studie konnte die hierarchische Bedeutung der einzelnen Scoringsysteme aufzeigen. Die Schwangerschaftsraten bei positiven
Scores (Oozyte 37,3 %, Vorkernstadien 39,4 %, Embryonen 53,4 %) belegen, dass die Beobachtung des dynamischen Prozesses von der Oozyte bis zum
Embryo (57,7 %) die besten Erfolgsaussichten hat.

Diese Ergebnisse werden mit der Übereinkunft des Istanbul Consensus Workshops (Istanbul consensus workshop on embryo assessment: proceedings
of an expert meeting) bezüglich der morphologischen Charakterisierung von der Oozyte bis zum Embryo verglichen.
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Characterization of the Morphological Development Capacity from the Oocyte to the Embryo. With reference to the success or failure of an ART
therapy the selection and the quality of the embryos that will be transferred are crucial. Still the microscopic, morphologic evaluation is the preferred
method in the routine. A prospective multi-center study with 564 cycles and the morphologic characterisation of 4778 cells aimed at identifying the most
relevant markers of the M-II and 2PN-oocyte and at documenting the development of the resulting embryos and pregnancies.

The multi-center study showed that individual extra or intracytoplasmatic abnormalities had an influence on the fertility rate but do not have any
significant impact on the development of the oocyte. The number of abnormalities characterizes the potenzial of a cell.

The application of the PN-score was carried out according to the symmetry of the pronuclei and the nucleoli (Z-Score) in the pronuclei and showed
significant advantages. Developing embryos were selected only by taking into consideration the morphology of the oocytes and the PN-stage. The multi-
center study was able to depict the impact of the individual scoring systems. The pregnancy rates achieved in case of positive scores (oocytes 37.3%,
pronuclear stages 39.4%, embryos 53.4%) prove that monitoring developmental progression from the oocyte to the embryo (57.7%) is the most successful
strategy.

These results will be discussed in view of the recommendations of the Alpha/ESHRE Istanbul Consensus Workshop (Istanbul consensus workshop on
embryo assessment: proceedings of an expert meeting) on oocyte and embryo assessment. J Reproduktionsmed Endokrinol 2012; 9 (1): 13–9.
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 Einleitung

Es gibt viele Ansätze der nicht-invasiven
Suche nach Markern, um das Entwick-
lungspotenzial der entstandenen Embry-
onen zu charakterisieren. Untersuchun-
gen zu Metabolomics [1], Proteomics
[2] und Transcriptomics [3] stehen noch
in den Anfängen, sodass die lichtmikros-
kopische, morphologische Beurteilung
der Oozyte bis zum Embryo heutzutage
die Routine darstellt. Bei der In-vitro-
Fertilisation weisen aber nur ca. 10 %
der gewonnenen Oozyten die Entwick-
lungskompetenz zu einem implanta-

tionsfähigen Embryo auf [4]. Ca. 25 %
der Oozyten sind aneuploid [5], ca. 70 %
der Embryonen enthalten 44 Stunden
nach Fertilisation aneuploide Blastome-
ren [6].

Die nicht-invasive morphologische Be-
urteilung der Teilungsgeschwindigkeit
[7, 8] und Fragmentation [9] der Embry-
onen wird international herangezogen,
um das Entwicklungspotenzial der Em-
bryonen zu beurteilen.

In Deutschland kommt der Oozyte und
dem Vorkernstadium eine besondere Be-

deutung bei der Auswahl der Zellen für
den Embryotransfer zu. Eine prospekti-
ve Multicenter-Studie mit 564 stimulier-
ten Zyklen mit In-vitro-Fertilisation mit-
tels sog. „intrazytoplasmatischer Sper-
matozoeninjektion“ (ICSI) führte bei
562 Zyklen zu einem Transfer. Hierbei
wurden 5676 Kumulus-Oozyten-Kom-
plexe gewonnen, um die morphologi-
schen Kriterien der Gameten und Vor-
kernstadien einzeln und kombiniert her-
auszuarbeiten und die Zellen mit dem
höchsten Entwicklungspotenzial zur Er-
zielung einer Schwangerschaft auszu-
wählen [10].
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Die Studie wurde an der Universitäts-
Frauenklinik Bonn und den Gemein-
schaftspraxen Tigges, Friol, Gnoth
(Grevenbroich) sowie Fritzsche, Reiher,
Hoffmann (Jena) und Thaele, Happel,
Giebel (Saarbrücken) durchgeführt. Es
wurden bezüglich der Oozyte intrazyto-
plasmatische (Granulierung des Zyto-
plasma, Einschlusskörper [11] und Va-
kuolen [12]) und extrazytoplasmatische
(perivitelliner Spalt [13], Form der Oo-
zyte, Polkörper [14] und Zona pellucida
[15]) Faktoren [16] und bezüglich der
Vorkernstadien der Z-Score nach Scott
et al. 2000 [17] in Hinblick auf die Be-
fruchtungs- und Degenerationsrate, die
Embryonalentwicklung [18, 19] und
die resultierenden Implantations- und
Schwangerschaftsraten untersucht. Als
Schwangerschaft wurde der Nachweis
einer Fruchthöhle gewertet.

Bei einem internationalen Konsensus-
Workshop der Alpha Scientists in
Reproductive Medicine und ESHRE
Special Interest Group Embryology
(Istanbul Consensus Workshop [20, 21])
wurde aufgrund der Bedeutung der mor-
phologischen Charakterisierung der Zel-
len ein Consensus paper verfasst, um ein
international einheitliches Scoring zu
etablieren. Die angewandten Scoring-
systeme wurden aufgeführt und ein Kon-
sensus zwischen den Teilnehmer auf ein
einheitliches System von der Oozyte bis
zum Embryo definiert.

Die Ergebnisse der Multicenter-Studie
werden mit jenen des Konsensuspapers
der Alpha Scientists in Reproductive
Medicine und ESHRE Special Interest
Group Embryology [20, 21] verglei-
chend diskutiert.

 Die Oozyte

In der pränatalen Entwicklung der Frau
wandern die Urkeimzellen in die Gona-
denanlagen und differenzieren sich zu
Oogonien und dann zu den primären

Oozyten. Nach der Replikation der DNA
treten diese in die Prophase der 1. Reife-
teilung. Dies geschieht im 3. Monat der
Schwangerschaft. Bei der Geburt befin-
den sich die primären Oozyten in dieser
Prophase und verharren im Diktyotän.
Die Gesamtzahl der primären Oozyten
wird auf 700.000 bis 2 Millionen ge-
schätzt. Bis zur Pubertät wird die Mehr-
zahl atretisch und zu Beginn der Puber-
tät sind nur noch 40.000 vorhanden.
Nach der Pubertät in der reproduktiven
Phase der Frau kommen dann weniger
als 500 Oozyten zum Abschluss der
1. Reifeteilung und zur Ovulation [22].
Dies bedeutet, dass einige Oozyten, die
im Leben erst spät zur Reife gelangen,
sehr lange im Diktyotänstadium verblei-
ben und evtl. schädigenden Umweltein-
flüssen ausgesetzt sind [22]. Die Oozyte
verfügt über den zytoplasmatischen Ap-
parat zur weiteren Embryonalentwick-
lung (zytoplasmatische Organellen wie
Ribosomen, endoplasmatisches Retiku-
lum oder Golgi-Apparat [23]). Bei der
In-vitro-Fertilisation ist es für den Em-
bryologen wichtig, mittels einer nicht-
invasiven morphologischen Beurteilung
der Oozyten das Entwicklungspotenzial
abzuschätzen.

In der Multicenter-Studie konnte nach
erfolgreicher Stimulation mittels Ago-
nisten- [24] oder Antagonistenprotokoll
[25] 34–36 Stunden nach Ovulations-
induktion eine transvaginal sonogra-
phisch kontrollierte Follikelpunktion
durchgeführt werden. Beide Protokolle
(Down-Regulation und Antagonist) sind
bei korrekter Anwendung bezüglich der
Erfolgsaussichten gleich zu bewerten
[26]. 5676 Kumulus-Oozyten-Komple-
xe wurden direkt nach Auffindung in
Medium (IVF20, G1.2, G2.2, Universal-
IVF-Medium oder HamsF 10) überführt
und in einem Inkubator mit hoher Luft-
feuchtigkeit bei 37 °C und 5–6% CO

2

kultiviert. Zwei Stunden nach Punktion
erfolgte die Denudierung und Reife-
beurteilung der Zellen mit anschließen-

der Einzelkultur. 4778 MII-Oozyten
konnten bezüglich intra- und extrazyto-
plasmatische Faktoren beurteilt werden.

Die Multicenter-Studie zeigte, dass ein-
zelne Faktoren, die zur Charakterisie-
rung der Eizellen herangezogen werden,
separat keinen signifikanten Einfluss auf
die Schwangerschaftsrate hatten [27,
28].

Bei der Differenzierung nach Oozyten
ohne und solche mit intra- und/oder ex-
trazytoplasmatischen Anomalien zeig-
ten sich signifikante Unterschiede in
Hinblick auf die Befruchtungsrate (Oo-
zyten ohne Anomalien Befruchtungs-
rate 77 %, mit extrazytoplasmatischen
72,3 % und mit intrazytoplasmatischen
67,3 %) und besonders, wenn intrazyto-
plasmatische und extrazytoplasmatische
Faktoren zusammen auftraten, bezüg-
lich der weiteren Entwicklung der Em-
bryonen. Tabelle 1 verdeutlicht den Ein-
fluss der unterschiedlichen Faktoren.

Der Prozess der zytoplasmatischen Rei-
fung [29] ist noch nicht geklärt, die un-
terschiedlichen Erscheinungsformen des
Zytoplasmas könnten diese Entwicklung
widerspiegeln. Die Abnormitäten im Zy-
toplasma könnten die Funktion der
Mikrotubuli [30] und der Spindel [16]
negativ beeinflussen. Dies würde die ge-
ringeren Befruchtungsraten erklären.

Anders verhielt es sich bei den extrazy-
toplasmatischen Auffälligkeiten (PVS,
Polkörper, Form der Oozyte und Zona
pellucida), deren Vorhandensein sich in
signifikant höheren Degenerationsraten
widerspiegelte. Diese Faktoren führen
bei der Durchführung der ICSI eher zu
Degenerationen, wie auch die Arbeit von
Ebner et al. [31] zeigte (Oozyten mit
intrazytoplasmatische Anomalien Dege-
nerationsrate 5,1 % gegenüber extrazy-
toplasmatischen 12,5 %) [32]. Die extra-
zytoplasmatischen Faktoren zusammen-
gefasst hatten keinen signifikant unter-

Tabelle 1: Zusammenhang zwischen der Art der Auffälligkeit und der Befruchtungs- und Degenerationsrate sowie den Embryo-
scores [18, 19] (1146 Embryonen am Tag 2).

Auffälligkeit (Oozyten) Befruchtungsrate Degenerationsrate Embryoscore am Tag 2  > 10

Keine 11,6 % (552) 77,0 %a, b, c (425) 2,9 %e, f (16) 69,8 %h, i, j (132)
Intrazytoplasmatisch 12,6 % (603) 67,3 %a, d (406) 2,3 %e, g (14) 64,9 %h (96)
Extrazytoplasmatisch 30,7 % (1463) 72,3 %b, d (1058) 5,6 %f, g (82) 67,8 %i (259)
Intra- und Extrazytoplasmatisch 45,1 % (2151) 67,5 %c (1452) 7,9 % (170) 60,2 %j (257)

a, c p < 0,001; b, d, f, j p < 0,05; e, h, i p = n. s.; g p < 0,005
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schiedlichen Einfluss auf die Embryo-
nalentwicklung der Zelle. Die Schwan-
gerschaftsrate der Zyklen mit 2 Embryo-
nen beim Transfer, die ausschließlich
aus Oozyten mit extrazytoplasmatischen
Auffälligkeiten entstanden waren, war
mit 30,7 % statistisch nicht geringer als
die Gesamtheit der Transfers mit 2 Em-
bryonen (33,9 %).

In dieser Auswertung zeigte sich sehr
deutlich, dass das Auftreten von intrazy-
toplasmatischen und extrazytoplasmati-
schen Faktoren zusammen einen signifi-
kanten Einfluss auf die weitere Entwick-
lung der Zelle hatte. Dies spiegelt sich
auch in einer geringeren Schwanger-
schaftsrate (21,9 %) wider. Aus diesem
Grund wurden die Zellen nicht bezüg-
lich der Art, sondern in Hinsicht auf die
Anzahl an verschiedenen Anomalien un-
tersucht. Die Differenzierung der Oozy-
ten nach der Anzahl an Defekten unab-
hängig welcher Art, verdeutlicht, dass
die Anhäufung an Auffälligkeiten die
weitere Entwicklung signifikant beein-
flusst. Tabelle 2 zeigt dies in Bezug auf
die deutlich niedrigeren Implantations-
und Schwangerschaftsraten.

Es ist nicht die Art der Auffälligkeit, son-
dern die Anzahl an Auffälligkeiten, die
das Entwicklungspotenzial charakteri-
siert, wobei den intrazytoplasmatischen
Faktoren eine größere Rolle zukommt.

Im Istanbul Consensus Workshop wurde
die optimale Oozyte als kugelförmig de-
finiert, von einer Zona pellucida um-
geben, mit einem ovalen Polkörper und
einem unauffälligen pervitellinen Spalt
sowie mit einem homogenen Zytoplasma
ohne Vakuolen oder Einschlusskörper.
Es konnte sich darauf geeinigt werden,
dass bezüglich einzelner Merkmale le-
diglich das Auftreten von glattem Endo-
plasmatischem Retikulum (smooth en-
doplasmic reticulum [sER]) und Riesen-
zellen als negativ zu bewerten sind. Es
wurde nicht auf extra- oder intrazyto-
plasmatische Auffälligkeiten sowie die
Anzahl an Auffälligkeiten eingegangen.

 Das Vorkernstadium

Die menschliche Oozyte befindet sich
nach der Ovulation bzw. in der Kinder-
wunschtherapie bei der In-vitro-Fertili-
sation nach der Follikelpunktion in der
Regel in der arretierten Methaphase der
2. Reifeteilung der Meiose (MII). Auf-
grund des Eindringens des Spermato-
zoons in die reife Oozyte bzw. der Injek-
tion des Spermatozoons bei der ICSI
kommt es zur biochemischen Aktivie-
rung der Oozyte [33]. Induziert durch
Spermien-spezifische Phospholipase-C
zeta [34] kommt es zu Änderungen des
Membranpotenzials und einem intra-
zellulären Ca2+-Anstieg [35] und zum
Abschluss der zweiten meiotischen Tei-
lung. Der zweite Polkörper mit den
Chromatiden eines haploiden Chromo-
somensatzes wird ausgeschleust und es
bildet sich der weibliche, haploide Vor-
kern (Pronukleus). Parallel kommt es zu
periodischen Rotationen des Ooplas-
mas. Diese zytoplasmatischen Wellen
erfolgen im Zeitraum der Dekondensa-
tion des Chromatins des Spermatozoons.
Es kommt zur Bildung des haploiden pa-
ternalen Vorkerns. Mithilfe der Mikro-
tubuli wird der weibliche Pronukleus
Richtung männlichem Pendant gezogen,
was zur Aneinanderlagerung beider Vor-
kerne mit Migration zum Zellzentrum
[36] führt.

Die G1-Phase beginnt ca. 2–3 h nach
Spermatozooninjektion und nach 16–
18 h ist eine morphologische mikrosko-
pische Beurteilung der Vorkernstadien
[17, 37, 38] möglich.

Die Beurteilung kann bezüglich der An-
zahl, der Größe und der Symmetrie der
Vorkerne erfolgen. Die Anzahl, Anord-
nung und Verteilung der Nukleoli [39,
40] in den Vorkernen erlauben eine wei-
tere Einschätzung des Entwicklungs-
potenzials der Zelle [41]. Das Auftreten
eines Halo-Effektes [42, 43] ist ein wei-
terer Faktor, der zur Auswahl herangezo-
gen werden kann. Nach 18–20 h ist die
Pronukleusbildung abgeschlossen [44].

In den nächsten 6 h (S-Phase) findet die
identische Reduplizierung der haploiden
Chromosomensätze jedes Pronukleus
statt und es kommt zur Auflösung der
Vorkernmembranen. Nach Auflösung
der Vorkernmembranen erfogt die An-
einanderlagerung der homologen Chro-
mosomen von männlichem und weibli-
chem Vorkern, danach im Spindelappa-
rat der Eizelle die Bildung der Metapha-
seplatte der Chromosomen als Vorberei-
tung der ersten Furchungsteilung, d. h.
der mitotischen Teilung der jetzt diploi-
den Zygote. Erst mit der Furchung der
Zellmembran und der Einschnürung zur
ersten Furchungsteilung ist die Befruch-
tungskaskade abgeschlossen und es be-
ginnt die embryonale Entwicklung.

In der Praxis wird das Vorkernscoring
auf der Basis der Anzahl, Anordnung
und Verteilung der Nukleoli [39, 40] in
den Vorkernen als prognostisches Aus-
wahlverfahren [17, 41] häufig eingesetzt.

In der Multicenter-Studie wurde das
Vorhandensein und die Anzahl der Vor-
kerne in der Zelle bestimmt und das
Z-Scoring nach Scott [17] immer 16–
18 h nach Injektion des Spermatozoons
an 3342 Vorkernstadien durchgeführt
(Abb. 1). Zudem wurde die Lage der
Vorkerne in der Oozyte und das Vorhan-
densein eines Halos [42, 43] dokumen-
tiert, um die Relevanz als Entschei-
dungskriterium für die Auswahl der zu
transferierenden Zellen festzustellen.

Transfers mit Embryonen, die nur aus
Z2-Vorkernstadien stammten, kamen
nicht häufig vor und solche mit nur Z4-
Stadien kamen nur 2-mal vor, daher
konnten diese nicht separat ausgewertet
werden. Im Vergleich der „reinen“
Transfers mit nur Embryonen aus Z1-
oder Z3-Vorkernstadien wird das unter-
schiedliche Entwicklungspotenzial in
Form der Implantations- und Schwan-
gerschaftsraten wie in Tabelle 3 abgebil-
det deutlich, indem die Z1-Vorkern-
stadien eine signifikant höhere Erfolgs-
chance haben.

Tabelle 2: Auswertung der Zyklen mit 2 Embryonen beim Transfer bezüglich der Anzahl an Defekten bei den Oozyten, die
weiterkultiviert wurden.

2 Embryonen aus Oozyten Zyklen Implantationsrate (n) Schwangerschaftsrate (n)

Mind. 1 Oozyte mit max. 1 Auffälligkeit 284 23,6 %a (134) 37,3 %b (106)
Jede Oozyte mit mindestens 2 Auffälligkeiten 133 16,5 %a (44) 26,3 %b (35)

a, b p < 0,05
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Die Betrachtung der Transfers in Hin-
blick auf das Vorhandensein eines be-
stimmten Scores bestätigt, dass die Zel-
len mit einer symmetrischen Anordnung
der Nukleoli die höchsten Implanta-
tions- und Schwangerschaftsraten auf-
zeigten. Ist die Anordnung der Nukleoli
symmetrisch und an der Äquatorial-
platte angeordnet (Z1), ist das Entwick-

lungspotenzial am höchsten (Tab. 4).
Der Z-Score beschreibt das Entwick-
lungspotenzial der Zelle.

Ein Halo trat in der Studie häufiger bei
Vorkernstadien mit einem Z1-Score
auf, jedoch konnte ein positives Signal
des Halos wie in der Literatur in den
Arbeiten von Ebner et al. [42] und Stalf

et al. [43] in Bezug auf die Embryo-
qualität und die resultierenden Schwan-
gerschaften nicht festgestellt werden
[10].

Der separate Vergleich des Oozyten-
scorings (Tab. 2) und Vorkernscorings
(Tab. 4) zeigt, dass beide ihre Bedeutung
haben.

Die Kombination beider Scoringsysteme
ermöglicht eine genauere Charakterisie-
rung der Zelle. So zeigen die Transfers
mit Embryonen, die aus mindestens
einer Oozyte mit höchstens einer Auf-
fälligkeit und mit mindestens einem
Z1-Vorkernscore entstanden sind, hohe
Implantations- (IR-) und Schwanger-
schaftsraten (SSR). Dies ist ersichtlich in
Tabelle 5.

Im Istanbul Consensus Workshop wurde
von Lynette Scott die unterschiedliche
Beurteilung des Vorkernscorings ange-
führt [20, 21], wobei die Veröffentli-
chungen von ihr [17, 37, 45] und weite-
ren Autoren [38, 46–48] eine Korrela-
tion und einen prognostischen Nutzen
zur Einschätzung des Entwicklungspo-
tenzials sahen, wogegen Salumets et al.
2001 [49], James et al. 2006 [50] und
Weitzmann et al. 2005 [51] dies nicht
bestätigen konnten. Der Istanbul Con-
sensus Workshop erbrachte den Konsens,
dass neben dem Befruchtungscheck des
Vorhandenseins von 2 Vorkernen eine
Beurteilung der Symmetrie der Vorkerne
und Nukleoli durchgeführt werden soll.
Diese erfolgt in 3 Kategorien: Symmet-
risch, nicht symmetrisch und abnormal,
wobei als abnormal Vorkerne ohne Nuk-
leoli und solche mit nur einem großen
Nukleoli klassifiziert werden.

Die Entwicklung und Verteilung der Nu-
kleoli ist zeitabhängig und die Einteilung
in die 3 Klassen ist die Konsequenz, wenn
man keinen Scoringzeitpunkt festsetzt.

Tabelle 3: Transfers mit 1–3 Embryonen, wobei nur eine Art des Z-Scores beim
Transfer vertreten war.

Z-Score Zyklen Implantationsrate Schwangerschaftsrate

nur Z1 133 23,2 %a 34,6 %
nur Z3 134 13,0 %a 25,4 %

a p < 0,005

Abbildung 1: Darstellung der Vorkernmuster (Z-Score [1])

Z3: Verschiedene Anzahl und/oder nicht-polarisierte
Nukleoli in den Vorkernen

Z4: Vorkerne unterschiedlich groß oder nicht aneinan-
der gelagert

Z1: Gleiche Anzahl (3–7), Größe und Polarisation der
Nukleoli in den Vorkernen

Z2: In etwa gleiche Anzahl (3–7) und Größe, aber
nicht-polarisierte Nukleoli

Tabelle 4: Therapieausgang in Abhängigkeit vom Z-Score der Vorkernstadien beim Transfer von 1–3 Embryonen, wobei das
Vorhandensein gegen das Nicht-Vorhandensein eines Z-Scores ausgewertet wurde. Zyklen mit nur Z4-Vorkernstadien wurden
nicht mit aufgeführt.

Z-Score Zyklen Implantationsrate Schwangerschaftsrate
(Fruchthöhlen) (Schwangerschaften)

Mindestens 1 × Z1 316 21,0 %a, c (144) 37,3 %d, f (118)
Mindestens 1 × Z2 (Kein Z1) 104 18,9 %a, b (40) 27,9 %d, e (29)
Mindestens 1 × Z3 (Kein Z1, Z2) 140 12,3 %b, c (37) 24,3 %e, f (34)

a, e p = n.s.; b p < 0,05; c p < 0,005; d p < 0,1; f p < 0,01



Eizell- und Embryomorphologie

J Reproduktionsmed Endokrinol 2012; 9 (1) 17

 Der Embryo

In der Multicenter-Studie wurde ein Em-
bryonenscore (aufgeführt in Tabelle 6)
nach Hill et al. [18] und Steer et al. [19]
ermittelt. Es wurde keine Embryonen-
auswahl durchgeführt, sodass der Em-
bryoscore nur beobachtenden Charakter
hatte. Die Auswertung der Transfers mit
2 Embryonen mit einem Embryoscore
> 50 am Tag 3 ([18, 19], Tab. 6) verdeut-
lichte den Einfluss der Embryonenaus-
wahl. Die IR (35,2 %) und SSR (53,4 %)
waren signifikant höher verglichen mit
der Auswahl, die auf der Oozyten- oder
Vorkernebene erfolgte. Es muss aber be-
dacht werden, dass die Vorkernstadien
für den Embryotransfer unter Berück-
sichtigung der vorhandenen Erkenntnis-
se (Kombination der Oozyten-Vorkern-
beurteilung) ausgewählt wurden und zu
den Ergebnisse des kombinierten Oozy-
ten- und Vorkernscorings nur noch eine
bessere Tendenz (p = 0,073) erkennbar
war.

Die höchsten Schwangerschaftsraten
zeigten jene Zyklen, bei denen auf der
Oozytenebene mindestens eine Zelle
höchstens einen Defekt und auf der Vor-
kernebene mindestens ein Z1-Vorkern-
stadium vorhanden waren und sich aus
diesen Zellen Embryonen mit einem ku-
mulativen Embryoscore am Tag 3 > 50

entwickelten (Implantationsrate 37,5 %,
Schwangerschaftsrate 57,7 %). Diese
Ergebnisse (Tab. 5) zeigen, dass die Ent-
wicklung der Zellen bedacht werden
muss, also der Oozytenvorkern- und
Embryoscore zusammen [52]. Dies ver-
deutlicht, dass der dynamische Prozess
der Zellentwicklung entscheidend ist für
das Entwicklungspotenzial der Zelle.

International erfolgt die Auswahl der
Zellen zum großen Teil aufgrund der
Morphologie der Embryonen. Die Ver-
öffentlichung des Istanbul Consensus
Workshop zeigt unterschiedliche Sco-
ringsysteme auf – vom Embryo am Tag 2
[53] und 3 [54] bis zur Morula [55] und
Blastozyste [56, 57]. Der Istanbul Con-
sensus Workshop konnte sich auf ein
einheitliches Scoringsystem einigen [20,
21], welches in Tabelle 7 aufgeführt
wird.

 Diskussion

Die Identifikation von morphologischen
prognostischen Faktoren zur Findung der
Zellen mit dem höchsten Entwicklungs-
potenzial zum Embryotransfer ist für eine
erfolgreiche Kinderwunschtherapie von
großer Bedeutung. Diese Multicenter-
Studie hat besonders die Kriterien auf der
Ebene der Oozyte und der Vorkernstadien
herausgearbeitet, wobei der internatio-

nale Konsensus-Workshop der Alpha
Scientists in Reproductive Medicine und
ESHRE Special Interest Group Embryo-
logy ein Scoringsystem von der Oozyte
bis zur Blastozyste definiert.

Auf der Ebene der Oozyte zeigen beide
Arbeiten, dass einzelne Faktoren (ausge-
nommen Rieseneizellen [58, 59] und das
Auftreten von sER [60, 61]) keinen sig-
nifikanten Einfluss auf die Entwicklung
der Zellen haben. Dies steht im Einklang
mit den Arbeiten von De Sutter et al. [27]
und Serhal et al. [28)]. Die Multicenter-
Studie verdeutlicht, dass nicht die Art,
sondern die Anzahl an Auffälligkeiten
das Entscheidende für die Qualität der
Eizelle ist. Dies zeigt deutlich Tabelle 2
beim Vergleich der Implantations- und
Schwangerschaftsraten.

Auf der Ebene der Vorkernstadien zeigen
die Anzahl und Verteilung der Nukleoli
in den Vorkernen das Entwicklungspo-
tenzial der Zelle an. Gleich große, anein-
ander gelagerte Vorkerne mit symmet-
risch angeordneten Nukleoli zeigen die
meisten Embryonen mit einem guten
Embryoscore und hohen Schwanger-
schaftsraten. Dies wird im Scoringsys-
tem des Istanbul Consensus Workshops
ebenso gewertet. Mit fortschreitender
Entwicklung der Zelle nimmt die Aus-
sagekraft bezüglich des Entwicklungs-
potenzials der Zelle zu (Tab. 5), sodass
sie auf der Ebene der Embryonalent-
wicklung am stärksten ist.

Die höchsten Schwangerschaftsraten
wurden in der Studie allerdings bei kom-
binierten Scoringsystemen gefunden.
Dies zeigt die Bedeutung der genauen
Charakterisierung des dynamischen Pro-
zesses der Entwicklung der Zelle auf
[62, 63]. In Zukunft ist es daher wichtig,
mithilfe von Time-lapse-Aufnahmen die
Teilungsfrequenzen und Verläufe [64]
zu charakterisieren, um genau herauszu-

Tabelle 5: Darstellung der Implantations- (IR-) und Schwangerschaftsraten (SSR) der Studie nach unterschiedlichen Auswahl-
verfahren beim Transfer von 2 Embryonen.

Auswahlkriterium Zyklen IR (n) SSR (n)

Mindestens (mind.) 1 Oozyte mit höchstens 1 Defekt 284 23,6 % (134) 37,3 %b (106)
Mind. 1 Vorkernstadium mit Z1-Score 226 25,0 % (113) 39,4 %a, c (89)
Mind. 1 Oozyte, höchstens 1 Defekt und mind. 1 Vorkernstadium Z1-Score 151 26,8 % (81) 42,4 %a, d, e (64)
Beide Embryonen aus Oozyten mit mind. 2 Defekten und kein Vorkernstadium Z1-Score 60 11,7 % (14) 18,3 %e (11)
Kumulativer Embryoscore > 50 am Tag 3 118 35,2 % (83) 53,4 %b, c, d (63)
Mind. 1 Oozyte, höchstens 1 Defekt, 1 Vorkernstadium Z1-Score, Embryoscore Tag 3 > 50 52 37,5 % (39) 57,7 % (30)

a p = n. s.; b p < 0,005; c p < 0,01; d p < 0,1; e p < 0,001

Tabelle 6: Embryograding [9, 10] (Embryoscore = Anzahl Blastomere × Faktor)

Grad Faktor Fragmente Blastomeren Zytoplasma

A 4 – Gleichförmig, rund Gleichmäßig
Symmetrisch angeordnet Leicht granuliert

B 3 Bis 10 % Leichte Größenunterschiede Ungleichmäßig
Form etwas unregelmäßig Granuliert

C 2 20–50 % Ungleichmäßig groß, großer PVS Dunkle Granula
Ungleichmäßig verteilt Vakuolen
Reduzierte Blastomerenhaftung

D 1 > 50 % Nur eine Blastomere sichtbar Dunkle Granula
Ungleichförmige Blastomeren Vakuolen
Großer PVS
Blastomeren ungleich verteilt
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finden, welche Teilungsmuster und
Teilungsgeschwindigkeiten das Poten-
zial der Zelle beschreibt.

Der Istanbul Consensus Workshop hat
diesbezüglich Zeitfenster definiert,
wann die Zelle welche Entwicklungs-
stadien erreicht haben soll (Tab. 8).

Neben den zu transferierenden Embryo-
nen dürfen aber auch der Einfluss des
Zyklus und die Bedeutung der Bedin-
gungen bei der Frau nicht vernachläs-
sigt werden.

 Relevanz für die Praxis

Die Auswahl möglichst eines (zur Ver-
meidung von Mehrlingsschwanger-
schaften) implantationsfähigen Em-
bryos zum Embryotransfer ist das Ziel
der Kinderwunschtherapie. Hierfür ist
es essenziell, Marker herauszuarbeiten,
die dies erkennen. Die Embryonalent-
wicklung ist ein dynamischer Prozess,
wobei der Beginn stark von der Quali-

tät der Oozyte abhängt. Die Anzahl an
Auffälligkeiten (Tab. 2) beschreibt da-
bei das Entwicklungspotenzial, ebenso
wie das Z-Scoring (Tab. 3, 4) auf der
Vorkernebene. Die fortlaufende Em-
bryonalentwicklung zeigt die Chancen
des Embryos (Embryoscore Tab. 5) auf
das Erreichen einer Schwangerschaft
an [62, 65], wobei zu bestimmten Zeit-
punkten bestimmte Entwicklungsstadi-
en erreicht sein sollten. Diese hat der

Istanbul Consensus Workshop der Al-
pha Scientists in Reproductive Medi-
cine und ESHRE Special Interest Group
Embryology herausgearbeitet (Tab. 8).
Time-lapse-Imaging [64] hat in diesem
Zusammenhang ein großes Potenzial,
um den entwicklungsfähigen Embryo
zu erkennen. In der Praxis wird es ent-
scheidend sein, relevante Marker und
Zeitpunkte zu definieren, um den Single-
Embryotransfer erfolgreich zu machen.

Tabelle 7: Konsensus-Scoringsysteme für Embryonen an unterschiedlichen Tagen nach Spermiumzugabe.

Score Klassifizierung Beschreibung

Tag-2- und Tag-3-geteilte Embryonen

1 Gut < 10-%-Fragmente
Teilungsspezifische Zellgröße
Keine Multinukleation

2 Normal < 10–25-%-Fragmente
Teilungsspezifische Zellgröße der Mehrheit der Zellen
Keine Multinukleation

3 Schlecht Viele Fragmente (> 25 %)
Stadiumabhängige untypische Zellgrößen
Anzeichen für Multinukleation

Tag-4-Embryonen

1 Gut Beginn des 4. Zellzyklus
Anzeichen von Kompaktierung bezüglich des gesamten Embryos

2 Normal Beginn der 4. Zellzyklus
Anzeichen von Kompaktierung bezüglich der Mehrheit des Embryovolumens

3 Schlecht Weniger als die Hälfte des Embryos kompaktiert, 2–3 Zellen als separate Blastomeren

Blastozystenscoring

1 Frühe Blastozyste
2 Blastozyste
3 Expandierte Blastozyste
4 Geschlüpfte (hatched) Blastozyste

Innere Zellmasse

1 Gut Markant erkennbar mit vielen, dicht beieinander liegenden, kompakten Zellen
2 Normal Leicht erkennbar mit vielen Zellen in lockeren Gruppen
3 Schlecht Schwer erkennbar mit wenigen Zellen

Trophektoderm

1 Gut Viele Zellen, die ein geschlossenes Epithel bilden
2 Normal Wenige Zellen, die ein Epithel bilden
3 Schlecht Sehr wenige Zellen

Tabelle 8: Zeitpunkte, an denen bestimmte Entwicklungsstadien von der befruch-
teten Eizelle zum Embryo beobachtet werden sollen.

Beobachtung Zeitpunkt in Stunden Erwartetes Entwicklungs-
nach Insemination stadium

Befruchtungskontrolle 17 ± 1 Vorkernstadium
Syngamie 23 ±1 50 % der Zellen in Syngamie,

20 % Zweizeller
Early Cleavage 26 ±1 nach ICSI 2-Zell-Stadium

28 ± 1 nach IVF
Tag 2 44 ± 1 4-Zell-Stadium
Tag 3 68 ± 1 8-Zell-Stadium
Tag 4 92 ± 2 Morula
Tag 5 116 ± 2 Blastozyste
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