REPRODUKTIONSMEDIZIN

Embryonalentwicklung
mit Time Lapse abschatzen

Martin Greuner

Seit der Geburt von Louise Brown am 25. Juli 1978, dem ersten
in vitro gezeugten Menschen, ist die Reproduktionsmedizin fiir
Kinderwunschpaare eine Erfolgsgeschichte. Weltweit sind mit
dieser Methode mehr als 5 Millionen Kinder zur Welt gekommen.
Die Schwangerschaftsrate pro Embryotransfer ist allerdings rela-
tiv gering, daher ist es wichtig, Methoden zu entwickeln, um das
Entwicklungspotenzial des Embryos abzuschiitzen. Hierbei kon-
nen Time-Lapse-Systeme eine wichtige Rolle spielen.

Das Deutsche IVF-Register (1) regis-
triert alle IVF/ICSI-Behandlungen und
zeigte 2013 eine Schwangerschafts-
rate von 31 % pro Embryotransfer.
Hierbei wurden durchschnittlich 1,9
Embryonen pro Transfer zuriickge-
setzt. Dies zeigt, dass leider viele
Embryonen nicht implantieren. In der
Routine erfolgt meist eine mikrosko-
pisch-morphologische Beurteilung der
Zellen, um deren Potenzial abzuschit-
zen. Die Zellteilung der Embryonen ist
aber ein dynamischer, kontinuierli-
cher Prozess. Eine einmalige Beurtei-
lung pro Tag zeigt immer nur eine
kurze Momentaufnahme und gibt dem
Embryologen relativ wenige Informa-
tionen iiber das wahre Entwicklungs-
potenzial des Embryos.

Mehrlingsproblematik

Der Transfer von meist zwei Embryo-
nen, um moglichst hohe Schwanger-
schaftsraten zu erzielen, bringt es
mit sich, dass es bei 23,18 % der
erfolgreichen Therapien zu Mehrlin-
gen kam (DIR 2013). Diese Mehr-
lingsrate im Vergleich zur natiirlichen
Mehrlingsrate von 1,81 % in Deutsch-
land 2013 zeigt deutlich die Proble-
matik des Transfers von mehr als ei-
nem Embryo. Mehrlingsschwanger-
schaften sind mit Fehl- und Friihge-
burten, geringem Geburtsgewicht
und erhohtem pra- und perinatalem
Morbiditdts- und Mortalitatsrisiko
verbunden.
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Die Reproduktionsmedizin steht da-
mit in einem Spannungsfeld zwi-
schen dem Erzielen hoher Schwanger-
schaftsraten einerseits und der Ver-
meidung riskanter Mehrlingsschwan-
gerschaften andererseits. Es ist daher
von groRer Bedeutung, Verfahren zu
entwickeln, um das Entwicklungspo-
tenzial der Embryonen abzuschatzen,
um den Single-Embryo-Transfer (SET)
mit hohen Schwangerschaftsraten zu
ermdglichen und nur den ,richtigen”
Embryo zu transferieren.

Time-Lapse-Systeme

Time-Lapse-Systeme sind Systeme,
die die Embryonalentwicklung jedes
Embryos aufzeichnen. Damit wird der
dynamische Prozess dokumentiert,
und es ist neben der reinen Morpho-
logie mdglich, die Kinetik der Zelltei-
lungen zu erfassen. Man erkennt,
wann ein Embryonalstadium erreicht
ist und wie lange es andauert.

Time-Lapse-Systeme arbeiten nach
zwei verschiedenen Prinzipien. Zum
einen sind es Inkubatoren, in die ei-
ne oder mehrere Kameras eingebaut
werden, die die Embryonalentwick-
lung dokumentieren. Beispiele hier-
fiir sind das Embryoscope, der Geri
und der Miri.

Bei dem System Geri gibt es bei-
spielsweise sechs kleine Inkubatoren,
wobei in jede Inkubationskammer

eine Kamera eingebaut ist. Jede Pa-
tientin erhdlt damit einen eigenen
separaten Brutschrank. Somit konnen
mit einem Gerdt die Zellen von sechs
Patientinnen separat individuell kul-
tiviert werden. Die Zellen werden
einmalig in die Kammer gestellt und
man muss diese bis zum Embryo-
transfer nicht mehr 6ffnen. Die Kul-
turbedingungen bleiben dabei stabil
und durch die Kamera kann die Em-
bryonalentwicklung kontinuierlich
verfolgt werden (s. Abb. 1, S. XXX).

Beim zweiten System wird die Kame-
ra in einen ausreichend groRen Inku-
bator gestellt. Damit wird kein neues
Inkubationssystem aufgebaut, son-
dern die Kamera in das bestehende
System integriert. Die Dokumentation
der Embryonalentwicklung ist dabei
dhnlich wie bei dem anderen System.
Beispiele hierfiir sind die Systeme
Primo Vision und Eeva (s. Abb. 2, S.
XXX).

Das Entscheidende ist, dass beide
Systeme es ermdglichen, die Dynamik
der Zellteilungen zu erfassen, ohne
die Zellen aus dem Brutschrank her-
ausnehmen zu miissen. Damit bleiben
die Kulturbedingungen beziiglich der
Temperatur und der Gasverhdltnisse
wahrend der gesamten Inkubation
konstant. Stérende Einfliisse werden
minimiert, und es entfallt die tagliche
Fotodokumentation, was eine erheb-
liche Arbeitserleichterung bedeutet.

Auswertungen im Kinderwunschzen-
trum IVF-Saar Saarbriicken-Kaisers-
lautern von Dr. Lars Happel zeigen,
dass nicht jede Zelle, nicht jeder Em-
bryo entwicklungsfahig ist. Bei den
Kinderwunschpatientinnen dieser
Praxis, die 2014 im Durchschnitt etwa
35 Jahre alt waren, fiihrte nur jeder
5.-6. Embryo zu einer Schwanger-
schaft und jeder 7.-8. zu der Geburt
eines Kindes. Diese Statistik ist stark
altersabhdngig, wie Tabelle 1 zeigt
(S. XXX).

Diese Auswertung zeigt, dass nicht
jeder Embryo entwicklungsfahig ist.
Bei einer Kinderwunschtherapie mit-
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Abb.1: Time-Lapse-System Geri, bestehend aus sechs In-
kubationskammern mit jeweils separater Kamera (ent-
spricht jeweils einem kleinem Inkubator fiir die Zellen

einer Patientin).

tels IVF/ICSI ist es das Ziel, moglichst
mehrere Eizellen (8-12) zu gewinnen.
Hierbei kdnnen unterschiedliche Stra-
tegien gewahlt werden, um allen ent-
wicklungsfahigen Zellen eine Chance
zur Implantation zu geben, wie im
Folgenden dargestellt wird.

Embryotransfer und Kryo-
konservierung iiberzahliger
Zellen

Eine Moglichkeit ist, 1-3 Embryonen
zu transferieren und die iibrigen Zellen
im Vorkernstadium einzufrieren. Tritt
beim Transfer nach der Eizellgewin-
nung keine Schwangerschaft ein, kann
man in Folgezyklen den eingefrorenen
Zellen eine Chance geben. Hierbei
werden die Zellen aber dem Stress der
Kryokonservierung ausgesetzt.

Der ,Deutsche Mittelweg”

Eine andere Mdglichkeit ist der
~Deutsche Mittelweg” (2). In Abhdn-

gigkeit von der Anamnese der Frau
muss der Arzt entscheiden, wie viele
Zellen zur Embryonenkultur notig
sind, um 1-3 entwicklungsfahige
Embryonen zu erhalten. Der Embryo-
loge muss nun aus diesen Zellen die
Entwicklungsfahigen erkennen, um
sie fiir den Embryotransfer auszu-
wahlen.

Die ESHRE (European Society of Hu-
man Reproduction and Embryology)
und die Alphascientists (3, 4) haben
Zeitpunkte festgelegt, an denen ein
Embryo idealerweise das jeweilige Ent-
wicklungsstadium durchlaufen haben
sollte. Durch das kontinuierliche Mo-
nitoring der Time-Lapse-Systeme ist
es jetzt aber auch moglich, genau zu
sehen, wie lange jeder Embryo in je-
dem Stadium verweilt. Besonders die
friihen Phasen der Embryonalentwick-
lungen geben viele Anzeichen fiir das
Entwicklungspotenzial des Embryos
(5). Wie lange dauerte die erste Tei-
lung, wie lange verweilte der Embryo

Entwicklungsfahigkeit von Embryonen

Alter

unter 25 Jahre
25 bis 35 Jahre
35 bis 40 Jahre
iiber 40 Jahre

Klinische Schwangerschaft
jeder 4. Embryo
jeder 5. Embryo
jeder 6. Embryo
jeder 8,5. Embryo

Geborenes Kind
jeder 6. Embryo
jeder 7. Embryo
jeder 8,5. Embryo
jeder 12. Embryo

Tab. 1: Darstellung der Anzahl an Embryonen zur Erzielung einer klinischen Schwangerschaft
bzw. einer Geburt in Abhdngigkeit vom Alter (IVF-Saar Saarbriicken-Kaiserslautern)

Abb. 2: Time-Lapse-System Eeva mit vier Kameras (1-4), die in den Brutschrank
platziert werden. Die kontinuierliche Dokumentation kann am PC beobachtet und
von der Software unterstiitzt bewertet werden.

als Zwei-, Drei- oder Vierzeller? Die
Zeitspanne zwischen dem Zwei- und
Vierzeller-Stadium lasst eine Vorhersa-
ge {iber die Wahrscheinlichkeit zur
Blastozystenbildung und spateren Im-
plantation zu, wie die Literatur besta-
tigt (s. Abb. 3, S. XXX).

Neben den genauen Zeitpunkten der
Zellteilungen wird auch die Art der
Zellteilung sichtbar. Chaotische Tei-
lungsmuster deuten hierbei auf ein
schlechtes Entwicklungspotenzial
hin. Ebenso verhalt es sich mit Mul-
tinucleation (8), die zu jedem Zeit-
punkt erfasst werden kann. Um mdg-
lichst viele Informationen zur Aus-
wahl des zu transferierenden Embryos
aus den vorhandenen Embryonen zu
erhalten, kdnnen diese zum Teil bis
ins Blastozystenstadium am Tag 5
kultiviert werden.

Verlangerung der Kultur
erhoht nicht die Entwick-
lungsfahigkeit des Embryos

Macht die Blastozystenkultur bis
zum Tag 5 den Embryo besser? Das
ist zu verneinen, denn die Verldange-
rung der Kultur macht keinen Em-
bryo entwicklungsfahiger. Sinn
macht eine Blastozystenkultur nur
dann, wenn aus mehreren Embryo-
nen der bzw. die mit dem héchsten
Entwicklungsstadium im Vorfeld
nicht ausgewdhlt werden kdnnen.
Mit zunehmender Zeit erhdlt man
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mehr Informationen und erkennt, ob
iberhaupt das Blastozystenstadium
erreicht wird.

Der Embryo bzw. die Embryonen ver-
bleiben aber langer auRerhalb des
Kdrpers, was auch Risiken mit sich
bringt. Bis zum 4-Zellstadium wird
der Embryo besonders von materna-
len Informationen reguliert. Ab dem
4-8-Zellstadium, das in der Regel am
Tag 3 erreicht ist, erfolgt die Expres-
sion des embryonischen Genoms (9).
Die Bedeutung der Epigenetik (10)
nimmt damit zu. Krankheiten wie
Prader-Willi-, Beckwith-Wiedemann-
und Angelman-Syndrom werden hier-
mit in Verbindung gebracht.

Fiir den Fall, dass keine Auswahl aus
mehreren Embryonen moglich ist,
konnte Markus Montag (11) zeigen,
dass die Schwangerschaftsraten mit
zunehmender Kulturdauer abneh-
men. Aus diesen Griinden ist es er-
strebenswert, moglichst friih zu er-
kennen, welche Embryonen sich
spater zur Blastozyste entwickeln
oder nicht, um den Transfer mog-
lichst nicht erst am Tag 5 durchzu-
fithren. Der Embryotransfer sollte so
frith wie moglich und so spat wie
notig erfolgen.

Time-Lapse-Systeme kdnnen eine
wichtige Rolle spielen, wenn es da-
rum geht, die Dynamik der Zellent-
wicklung zu erfassen. Die zeitlichen
Abldufe sowie Ereignisse, die z. B.
in der Nacht ablaufen (Multinuclea-
tion und abnormale Zellteilungen)
werden sichtbar und lassen erken-
nen, welche Zellen mit groRer Wahr-
scheinlichkeit zu keiner Schwanger-
schaft fiihren. Es fallen aber auch
groRe Mengen an Daten an, wobei
besonders in einem Routinelabor
diese Informationsflut das Labor
tiberfordern kann.

Automatische Erfassung von
Zellteilungen des Embryos

Die meisten Time-Lapse-Systeme er-
fassen die Entwicklung des Embryos
im Hellfeld. Dies ist auch die Art der
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Abb. 3: Literatur zur Vorhersage der weiteren Entwicklung des Embryos zu einem friihen Zeit-

punkt der Zellteilungen (6)

Mikroskopie zur morphologischen
Routinebeurteilung im IVF-Labor. Das
menschliche Auge kann die Zelltei-
lungen erfassen, aber in dieser Art
der Darstellung ist es schwer, eine
automatische Erfassung durch einen
Computer zu ermdglichen.

Das Eeva-Time-Lapse-System verfiigt
iiber ein Dunkelfeld. Dieses ldsst die
dulReren Membranen des Embryos
deutlicher werden, so dass der Com-
puter diese erfassen kann. Anderun-
gen der Membranen werden aufge-
zeichnet und damit kann ein Compu-
terprogramm die Entwicklung des
Embryos auswerten (12). Eine groRe
Menge an Informationen kann verar-
beitet werden, so dass eine Voraus-
wahl getroffen wird. Damit miissen
nicht mehr alle Embryonen vom Em-
bryologen beurteilt werden, sondern
nur die, die im Vorfeld eine positive
Prognose aufweisen. Die Kombinati-
on aus relativ objektiver Beurteilung
durch ein Computerprogramm und
langjdhriger Erfahrung des Embryo-
logen lasst die Wahrscheinlichkeit
steigen, wirklich den Embryo mit
dem hochsten Entwicklungspotenzial
auszuwadhlen (13). Zudem ist der
Punkt der Arbeitsminimierung, dass
Zellen mit schlechter Prognose bis
zum Tag 3 durch die Software von
Eeva aussortiert werden, wichtig, da-

mit diese Methode auch in der Rou-
tine eingesetzt werden kann.

Ausblick

Der Transfer von nur einem Embryo
(SET) ist leider in Deutschland noch
nicht die Routine. Die Tatsache, dass
2013 im Durchschnitt 1,9 Embryonen
transferiert wurden, begriindet die
relativ hohe Mehrlingsrate von
23,18 %. Es ist verstdndlich, beson-
ders durch die Kostensituation der IVF
in Deutschland, dass die Patienten auf
einen Transfer von zwei Embryonen
drangen, um ihre Chance auf eine
Schwangerschaft moglichst zu erho-
hen. Wenn es moglich wird, das Po-
tenzial der Zellen besser abzuschat-
zen, wird es hoffentlich in Zukunft
nicht mehr notig sein, mehr als einen
Embryo zu transferieren bei gleich-
bleibenden Schwangerschaftsraten.

Zusammenfassung

Time-Lapse-Systeme kdnnen die Zell-
entwicklung von Embryonen doku-
mentieren. Dabei werden die Embry-
onen nicht besser, aber es wird die
Dynamik und Kinetik der Embryonal-
entwicklung erfasst. Abnormale Zell-
teilungen, Multinucleation und Frag-
mentationen der Zellentwicklung
werden erkannt und helfen méglichst
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ohne verldngerte Kultur bis zur Blas-
tozyste, den einen Embryo mit dem
hochsten Entwicklungspotenzial aus-
zuwdhlen. Dies sollte zu hohen
Schwangerschaftsraten bei niedriger
Mehrlingsrate fiihren.
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