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Summary

Only about 40 % of all normally in-
vitro fertilized oocytes (2PN) devel-
op to the blastocyst stage in culture.
In a selected group of young patients
with many oocytes retrieved the
transfer of blastocysts often results
in significantly higher implantation
rates (up to 75 % clinical pregnan-
cies). The blastocyst formation rate
may be influenced by many differ-
ent factors. Some of them are cyto-
plasmic factors of the oocyte, the
fertilization technique, culture
methods and media, sperm para-
meters, the ICSI injection procedure
and the oocyte region where the
spermatozoon is deposited during
ICSI.

To investigate some of those factors,
we retrospectively evaluated the
embryo development in 57 cycles
for an effect of the ICSI procedure
compared to conventional in-vitro
insemination. Embryo quality was
graded according to morphological
parameters. Only patients with non-
male factor infertility were included
(determined by semen analysis).
After 2-3 days in culture the per-
centage of grade A and B embryos
was not different between IVF and
ICSI. However, significantly more

KURZFASSUNG

In vitro entwickeln sich nur etwa
40% aller fertilisierten Eizellen (2PN)
bis zur Blastozyste. Bei jungen Infer-
tilitdtspatientinnen mit vielen be-
fruchtungsfahigen Eizellen kénnen
durch in vitro-Kultur und Embryo-
transfer im Blastozystenstadium si-
gnifikant hohere Implanationsraten
erreicht werden (mehr als 75 % klini-
sche Schwangerschaften). Die Fahig-
keit einer Zygote, sich zur Blastozyste

IVF embryos reached a grade A
blastomere stage compared to the
ICSI group (80 % vs. 63 %). In an
additional prospective randomised
study a statistically significant effect
in favour of IVF was seen on day 3,
when 54 % of embryos in the IVF-
group compared to 38 % after ICSI
could reach 6 to 8 cell-stage with
grade A-B. Of the IVF-embryos,

45 % were in the blastocyst stage
on day 5 compared to 32 % with
ICSI (p < 0.05). This trend of better
results with IVF was also noteable
after culture to the expanded blast-
ocyst stage (20 % after IVF vs. 8 %
after ICSI). In order to further clarify
the differences found between IVF
and ICS! a prospective randomised
ICSI study with sibling oocytes was
performed. During ICSI the sperma-
tozoa where injected randomly in
either one of two morphologically
distinguishable regions inside the
oocyte (granular and non-granular).
When spermatozoa were injected
into the non-granular region, higher
rates of blastocyst formation were
observed as compared to after in-
jection into the granular area. In
conclusion, our data indicate influ-
ences of the fertilization technique
on embryo development in culture.

weiter zu entwickeln, wird von vielen
Faktoren bestimmt. Unter anderem
zdhlen dazu Komponenten im Zyto-
plasma der Eizelle, die Fertilisierungs-
technik, die Kulturbedingungen,
Samenparameter, die ICSl-Injektions-
technik und die Region der Eizelle,
in die das Spemium deponiert wird.

Zur Analyse einiger dieser Faktoren
haben wir bei 57 Zyklen retrospektiv
den Entwicklungsverlauf der Embryo-
nen nach ICSI bzw. nach konventio-
neller in vitro-Insemination verglichen.
Anhand morphologischer Kriterien

wurde die Entwicklung klassifiziert.
Zum Ausschlul® eines méannlichen
Faktors wurden nur Infertilitatspatien-
ten mit normalen Spemienbefunden
analysiert. Der Prozentsatz von Grad
A- und B-Embryonen nach 2-3 Tagen
in Kultur unterschied sich nicht
zwischen IVF und ICSI, allerdings
erreichte von den IVF-Embryonen
ein signifikant hoherer Anteil Grad
A-Qualitat (80 % IVF zu 63 % ICSI).
In einer prospektiven Studie, eben-
falls mit ,non-male factor”-Patienten,
erreichten ab dem dritten Tag in Kul-
tur 54 % der Embryonen in der IVF-
Gruppe verglichen zu 38 % in der
ICSI-Gruppe ein 6-8-Zell-Stadium/
Grad A-B. Von den IVF-Embryos
befanden sich am flinften Tag 45 %
im Blastozystenstadium, verglichen
mit 32 % nach ICSI (expandierte
Blastozysten: 20% nach IVF zu 8%
nach ICSI). Um weitere Einblicke in
diese beobachtete Differenz zu er-
langen, haben wir eine prospektive
ICSI-Studie mit ,Geschwister’-Oozy-
ten von ,non-male factor”-Patienten
durchgefiihrt. Dabei wurden Spermi-
en entweder in eine granuldre oder
eine agranuldre Zytoplasmaregion
der Eizelle injiziert. Nach Injektion
in die agranuldre Region erreichten
deutlich mehr Embryonen das
Blastozystenstadium. Unsere Daten
deuten auf einen Einflu® der Fertili-
sierungstechnik auf die friilhe Embryo-
entwicklung in vitro.

EINLEITUNG

1992 wurde die ICSI als Technik der
Wahl zur Behandlung von méannli-
cher Infertilitit eingefiihrt [1]. Tarlat-
zis [2] publizierte Ergebnisse von
insgesamt 24.000 ICSI-Zyklen, wobei
er zeigen konnte, daf die fortdauern-
de Schwangerschaftsrate pro Zyklus
bei 21 % liegt. Aus den Daten von
Bonduelle et al. [3] geht hervor, dal}
die Inzidenz von erblichen und kon-
genitalen MifSbildungen (2—-4 %) mit
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Hilfe der ICSI nicht hoher als in der
allgemeinen Bevolkerung liegt.

Aufgrund dieser Publikationen konnte
gefolgert werden, dal8 ICSI einer
groleren Patienten-Gruppe angebo-
ten werden mifste, um das Risiko
einer moglichen fehlgeschlagenen
Fertilisierung zu minimieren. Jedoch
gibt Edwards [4] zu bedenken, dal$
die ICSI-Technik einige Risiken und
Gefahrenquellen birgt und man
insgesamt mit einer schlechteren
Embryonalentwicklung rechnen
mul. Griffith et al. [5] berichten Gber
eine verminderte Entwicklungsfahig-
keit von ,ICSI-Embryonen” (20 %)
zur Blastozyste im Vergleich zu ,IVF-
Embryonen” (50%). Diese vermin-
derte Entwicklungsfahigkeit macht
sich allerdings erst ab dem Tag 2-3
bemerkbar. Bisher kann noch nicht
differenziert werden, ob fir diese
schlechteren Resultate nach ICSI
primar der sogenannte ,paternale
Effekt” (,male-factor”) oder die ,ICSI-
Prozedur” verantwortlich ist.

Bei der ICSI-Technik kénnte die In-
jektionsprozedur an sich, aber auch
das ,AulBer-acht-lassen” von physio-
logischen Ursachen diese verminder-
te Entwicklungsfahigkeit herbeifiihren.
Verschiedene Autoren [5-8] demon-
strierten, dal® die ,in vitro”-Entwick-
lung von IVF-Embryonen verglichen
zu ICSI-Embryonen wesentlich bes-
ser verlauft (32 % vs. 23 % [6], 52 %
vs. 30% [8] und 42 % vs. 28% [5]),
was auf einen paternalen Effekt
schliefSen 1&8t. Die Wahrscheinlich-
keit von genetischen Defekten in
Spermien von infertilen Mannern ist
hoher, ebenso sind Schadigungen
des Spermium-Zentrosoms haufiger.

Was die ICSI-Technik fiir sich alleine,
das heil’t, ohne den EinfluB eines
,paternalen” Faktors, anbelangt
waren in der Publikation von Griffith
[5] 80% der ICSI-Embryonen im
Vergleich zu 50 % der IVF-Embryonen
nicht fahig, Blastozysten zu bilden.
Potentiell schddigende Effekte der
ICSI-Technik sind zum einen vor der
Injektion zu suchen, wie beispiels-
weise das Entfernen der Cumulus-

und Corona-Zellen (Hyaluronidase-
Behandlung, Manipulation der Oo-
zyte durch wiederholtes Ein- und
Auspipettieren, Grole der Pipette
mit parthenogenetischer Aktivierung
und Polkorper-Verschiebung). Aber
auch wihrend der Injektion sind
schadigende Effekte nicht auszu-
schlieRen, wie etwa bei der Spermien-
Immobilisation in PVP und die damit
bedingte Injektion von PVP und
anderen schadlichen Stoffen mit
potentiell mutagenen Effekten in das
Eizellzytoplasma. Ebenso spielt die
Grole der Injektionspipette und der
unphysiologische Fertilisierungsvor-
gang (keine Membranfusion und
dadurch bedingtes Ausbleiben der
natiirlichen Aktivierung der Eizelle,
Asynchronitdt zwischen dem Timing
der Eizellaktivierung und der Spermi-
eninjektion etc.) eine Rolle.

Als weiterer wichtiger EinfluBfaktor
mufS die von Antczak und Van
Blerkom [9] postulierte Existenz der
Polaritdt in Eizellen beriicksichtigt
werden. Laut diesen Autoren ist die
Eizelle in eine dquatoriale Ebene, in
einen ,animal pole”, wo Faktoren
wie Leptin und STAT3 vorherrschen,
und in einen ,vegetal pole”, der vor
allem Zellorganellen beherbergt,
gegliedert. Beim Einfiihren der ICSI-
Technik wurde wenig Augenmerk auf
diese Eizell-Polaritét gelegt. Die In-
jektion selbst, wie auch die Zytoplas-
maaspiration, kdnnten die Polaritat
der Eizelle zerstéren. Ebenso weils
man noch wenig Uber potentiell
schidigende Effekte, die von der
Lokalisation der Spermiendeposition
herrithren.

Einige Publikationen verglichen den
EinfluB der Stelle der Spermadeposi-
tion in der Eizelle: die ,6 Uhr-Injekti-
onsposition” im Vergleich zur ,12
Uhr-Position” [10, 11]. Blake et al.
[12] konnten zeigen, dal’ eine Posi-
tionierung der Samenzelle bei ,11
Uhr” und ,7 Uhr” giinstiger fiir das
weitere Uberleben der Embryonen
war. Auch der Abstand zwischen
Spermium und der Spindel spielt
eine Rolle.

Verglichen werden sollte zudem die
Zytoplasmaaspiration mit einer
direkten Deposition. Verschiedene
Autoren [6, 10, 13] analysierten den
Effekt der Zytoplasmaaspiration mit
der Art des Brechens der Eizellhille,
wobei normales Brechen, plotzliches
Brechen, sowie schweres Brechen
unterschieden und verglichen wur-
den. Beim plétzlichen Brechen sinkt
die Uberlebensrate, die Anzahl
normaler 2 PN-Stadien ist niedriger,
die Anzahl digyner Eizellen hoher.
Wenn die Hille schwer bricht, ist
eine schlechte Embryonenmorpholo-
gie am Tag 2 zu beobachten. Eine
Zytoplasmaaspiration ist sinnvoll, da
gezeigt wurde, dafl mehr Eizellen
das 2 PN-Stadium erreichen und
weniger Degenerationen in der wei-
teren Entwicklung zu beobachten
sind. Jedoch muR darauf hingewie-
sen werden, daf® das Volumen des
aspirierten Zytoplasmas das Entwick-
lungspotential zur Blastozyste ent-
scheidend beeinflul’t [6]. Ein Aspira-
tionsvolumen < 6 pl fiihrte zu einer
weiteren Entwicklung zum Blastozy-
stenstadium von 55-100 %, bei gro-
Reren Volumina sank die Rate auf bis
zu 33 % ab. Es kann dariber speku-
liert werden, ob eine Aspiration von
Zytoplasma die Ooplasmastrukturen
beschadigt und sich in der Folge in
einer reduzierter Entwicklung der
Embryonen niederschlagt.

In der vorliegenden Studie soll ana-
lysiert werden, ob das Konzept der
Polaritdt einen Einfluf auf die Ergeb-
nisse von injizierten Eizellen hat,
sowie ob Erfolg als auch MiRerfolg
der Oozytenmanipulation mit den
verschiedenen ICSI-Prozeduren in
Verbindung gebracht werden kdnnen.

PATIENTEN UND METHODEN

Die Untersuchung gliedert sich in
zwei Teile: Teil | besteht aus einer
retrospektiven und einer prospektiven
randomisierten Studie. Analysiert
wurde das Entwicklungspotential
fertilisierter Eizellen bis zum Blasto-
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zystenstadium jeweils nach ICSI oder
IVF unter standardisierten Kulturbe-
dingungen. Die Spermien stammten
ausschlieflich von Mannern mit nor-
malen Samenparametern (It. WHO-
Guidelines, 1999) zum Zeitpunkt der
Punktion. Das Alter der Patientinnen
(jinger als 37 Jahre) und das Vorhan-
densein einer ,non-male factor”-
Infertilitat waren EinschluRkriterien.
Die Embryokultur erfolgte nach

standardisierten Bedingungen mit
sequentiellen Medien. Die retrospek-
tive Studie umfalite 63 Paare, wovon
57 anTag 3 einen Embryotranfer
erhielten und 6 an Tag 5. Beriicksich-
tigt wurden die Kulturbedingungen
sowie die ICSI-Prozedur, die Ergeb-
nisse wurden verglichen zu her-
kommlicher IVF oder ICSI. Zur Ana-
lyse der Embryonen wurden Kriterien
von Scott et al. [15] miteinbezogen

Tabelle 1: Embryoentwicklung bis Tag 3: Vergleich zwischen konventioneller IVF und
ICSI'in ,Schwester“-0ozyten von ,non-male“-Faktor Infertilitat (PN = Pronuclei).

TECHNIK

(Abb. 1). Die Tag 5-Graduierung
erfolgte nach Kriterien von Gardner
etal. [17].

Teil Il der Studie beschéftigte sich mit
dem Effekt der Zytoplasmaaspiration
und der Spermatozoendeposition in
bezug auf eine deutlich erkennbare
Granularitat in der Eizelle, in wel-
cher mitochondriale Strukturen ver-
mutet werden und die nicht oder nur
indirekt mit dem Konzept einer Pola-
ritdt in Verbindung steht. Es handelt
sich um eine prospektive, randomi-
sierte Studie mit 29 Patienten mit

Retrospektive Analyse von 57 Zyklen ICSI IVF normalen Samenparametern. .lnsge-
samt wurden 156 Oozyten mit ICSI
Entnommene Sozyten o5 g und 176 mit IVF fertilisiert. Die
ozyten fr :
Oozyten fiir IVF 57 Embryokultur erfolgte ebenfalls in

sequentiellen Medien nach standar-

o, o, 1 1 0,
ZGrF;I(\Ij /(A/oér{qgrtggg;mene Oozyten 181 (64 %) nicht sign. 159 (72 %) disierten Bedingungen. Von den 156
Srad A tmbryonen . .
An Tag 2 107 (59 %) nichtsign. 90 (57 %)  |CSI-Oozyten wurden bei 57 in den
An Tag 3 52 (29 %) * p < 0,05 65 (41 %) granulierten Zytoplasmabereich inji-

Tabelle 2: Embryoentwicklung bis Tag 5: Retrospektiver Vergleich zwischen konven-
tioneller IVF und ICSI in ,,Schwester“-0ozyten von non-male Faktor Infertilitét (PN

ziert und bei 68 in die agranulare
Region.

Eine statistische Analyse der Daten

= Pronuclei). erfolgte mittels Student’s t-test.
Miuitterliches Alter: 32,7 + 2,33 (29-35 Jahre)

Behandlungszyklen n: 6

Insgesamt gewonnene Eizellen: 73 ERGEBN|SSE

Art der Behandlung ICSI IVF

Gewonnene Eizellen 41 32 Embryonalentwicklung nach IVF
Eizellen fur ICSI 34 oder ICSI in einer retrospektiven
Inseminierte Eizellen 32 Analyse

2 PN/ gewonnener Eizellen (%) 26 (63) 19 (59) ] T ]

Geteilte Embryonen am Tag 2 (%) 24(92) 18(95) Die retrospektive Analyse, welche
Embryo-Qualitdt am Tag 3 sich Uber einen Zeitraum von 2 Jah-
6- und 8- Zeller Grad A-B/2PN (%) 10 (38) 9 (50) nicht sign. ren erstreckte, inkludierte 63 Paare,
Blastozysten u. expandierte Blastozysten am Tag 5 (%) 4 (12) 4 (21) nicht sign. welche unsere Kriterien erfiillten.

Polaritit Scott 1

Pronuclei

Abbildung 1: Embryobeurteilung am Tag 1. Arbeitsblatt zur morphologischen Charak-
terisierung der Embryonen nach Kriterien verschiedener Autoren in Kombination.
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ICSI wurde an Metaphase II-Eizellen
durchgefiihrt. Danach wurden die
Eizellen in Kultur Gberfiihrt, unab-
hangig vom Ort der Spermien-Depo-
sition und des Volumens der Zyto-
plasma-Aspiration. Von 63 Paaren
(63 Zyklen) wurden Tag 3- und Tag
5-Transfers in 57 (Tabelle 1) und 6
Zyklen (Tabelle 2) durchgefiihrt.

Eine erste Serie (Tabelle 1) von 57
Zyklen, in welcher an 504 Eizellen
zufallig ICSI (n = 283) oder IVF (n =
221) durchgefiihrt wurde, erlaubte
eine retrospektive Untersuchung
tber die Auswirkungen der ICSI-
Prozedur. Nach 2 Tagen in Kultur
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wurde prozentuell kein statistischer
Unterschied von Grad A- und B-
Embryonen festgestellt. 59 % bzw.
57 % der Embryonen entwickelten
sich zum 2- und 4-Zell-Stadium nach
ICSI oder IVF. Tabelle 1 zeigt, daf8
der Unterschied in der Teilung und
im Entwicklungspotential am Tag 3
augenscheinlich ist. Kein Unterschied
wurde in der Anzahl an Tag 2-Em-
bryonen beobachtet, die sich zum
Tag 3 teilten (46 % nach ICSI vs. 51 %
nach IVF, nicht signifikant). Anderer-
seits wurde ein signifikanter Unter-
schied in der Rate von Embryonen,
die sich bis zum 8-Zell-Stadium teil-
ten, gesehen. In dieser retrospektiven
Studie beobachteten wir, dal$ sich

63 % (n = 52) nach der ICSI zum
8-Zeller teilten und 80% (n = 65) der
Tag 3-Embryonen der IVF-Gruppe

bis zum 8-Zell-Stadium (p > 0,02)
wuchsen. Dieser negative Effekt der
ICSI-Prozedur wurde nicht in allen
Féllen beobachtet. Tabelle 2 zeigt,
dal in einer Serie von 6 Zyklen, in
welchen man Embryonen bis zum
Tag 5 kultivierte, kein prozentueller
Unterschied an gewonnenen Blasto-
zysten nach ICSI oder IVF ersichtlich
wurde, obwohl man eine kleine
Erhéhung an Blastozysten nach IVF
beobachtet.

Zygotenentwicklung in Relation zur
Stelle der Zytoplasma-Aspiration

Teil Il der Studie beschéftigte sich mit
dem Effekt der Zyoplasmaaspiration
und der Spermatozoendisposition in
bezug auf eine deutlich erkennbare
Granularitat in der Eizelle, in wel-

Tabelle 3: Embryoentwicklung bis Tag 5: Prospektiver Vergleich zwischen konventioneller
IVF und ICSI in ,, Schwester”-0ozyten von non-male Faktor Infertilitédt (PN = Pronuclei).

Prospektive Analyse von 18 Zyklen

Oozyten

Oozyten fiir ICSI

Oozyten fiir IVF

2 PN (%) / gewonnene Oozyten
Grad A Embryos

an Tag 2

an Tag 3

an Tag 5 (Blastozyste (B) — expandierte B)

Frithe B + Blastozyste + expandierte B

ICSI IVF
72 86
61 (85 %)

86
49 (68 %) nicht sign. 61 (71 %)
25 (51 %) nicht sign. 35 (57 %)
18 (37 %) nicht sign. 26 (43 %)
12 (24 %) nicht sign. 17 (28 %)
14 (29 %) nicht sign. 22 (36 %)

cher mitochondrale Strukturen ver-
mutet werden und die nicht oder nur
indirekt mit dem Konzept einer Pola-
ritdt in Verbindungen stehen (Tab. 3;
Abb. 2 und 3).

DISKUSSION

Die Befunde des ersten Teils der
Studie zeigen, daf8 ICSI die Embryo-
nalentwicklung von ,Schwester”-
Oozyten im Falle einer ,non-male-
factor”-Infertilitat im Vergleich mit
herkémmlicher IVF unterschiedlich
beeinfluft.

In der retrospektiven Studie wurde
ein signifikanter Unterschied in der
Embryonalentwicklung nach 3 Tagen
in der Kultur beobachtet.

Die Daten der prospektiven Studie,
welche in einer standardisierten Art
und Weise durchgefiihrt wurde, wei-
sen keinen signifikanten Unterschied
nach ICSI auf, auch wenn eine Ten-
denz zu einer verminderten Blasto-
zysten-Bildung festgestellt wurde.

Dennoch gilt es, die Diskrepanz
zwischen hoherer Implantationsrate
und Schwangerschaftsrate in der
ICSI-Gruppe [14] und auf der anderen
Seite eine verminderte Embryonal-

und Injektionstelle.

Injizierte Oozyten (n) 59
2PN 46 (78%)
Polaritdt 4.7
Nucleus 4.5
Nucleoli 23
Halo 4.2
Syngamie 23

Abbildung 2: Entwicklung der Zygoten in Relation zur Zytoplasmaaspiration-

56 60 1
43 (77%) 50
6.7 ns 407
4.2 ns % 307
23 ns 201
4.1 ns 10 1
2.1 ns 0-

(ns = nicht signifikant)

Abbildung 3: Grad A Embryonen an Tag 2, 3und 5
nach Injektion innerhalb oder auBerhalb der
granulierten Region

O @_ AuBerhalb

Tag 2 Tag 3 Tag 5
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entwicklung bis zum Blastozysten-
stadium aufzuklaren.

Teil 1l der Studie beschiftigte sich mit
dem Entwicklungspotential von Eizel-
len nach Injektion von Samenzellen
in einer der zwei Regionen, welche
durch zwei Arten der Granularitit
charakterisiert wurden.

Eine hohere Blastozystenrate wird
erreicht, wenn man sowohl die Aspi-
ration und Re-Injektion von Zyto-
plasma als auch die Deposition des
Spermatozoon in einer Region durch-
fuhrt, welche frei von Granularitat ist.

Wir vermuten, daR durch eine von
der Injektion hervorgerufene Stérung
in der granuldren Zone die weitere
Embryonalentwicklung entscheidend
beeinflufit wird.

Eine aktuelle Publikation [16] fiihrt
die menschliche Eizellreifung auf
eine Anderung der mitochondrialen
Aggregationsmuster, die sich durch
zwei Arten von Granularitdt aus-
zeichnen zuriick. Die Lokalisation
dieser zwei Muster [dlt eine gewisse
Eizellpolarisation, welche nicht im
Zusammenhang mit der Position des
Polkérperchens steht, vermuten.

Gegenstand der Forschung bleibt, ob
die Schadigung, die wahrend der In-
jektion auftritt, von einem negativen
Effekt der Zytoplasma-Aspiration her-
rithrt oder mit einer Deposition des
Spermiums in einer weniger empfind-
licheren Region zusammenhangt.

Wenn die granuldre Region den Rei-
festatus der Eizelle reflektiert, mus-
sen wir die Entwicklung von Eizellen
in diesem Zusammenhang (Granula-
ritat vorhanden oder nicht) bertck-
sichtigen.
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