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Summary

For barren couples with male factor
infertility, when no spermatozoa are
found in the ejaculate because of
vas deferens dysfunction, testicular
sperm extraction for intracytoplas-
mic sperm injection often is the only
method to achieve pregnancy. The
share of azoosperm patients in the
Landesfrauenklinik Linz makes up to
10 %. In the present case a epidi-
dymovasoanastomosis was carried
out, but the postoperative ejaculate
showed no improvement. A biopsy of
the right testis, taken on the day of
egg collection, revealed sufficient
spermatozoa (6 Mio/ml). Controlled
ovarian hyperstimulation was realized
with 33 ampoules of human meno-
pausal gonadotrophin following a
down-regulation with a GnRH-ago-

ZUSAMMENFASSUNG

Immer hdufiger ist fir sterile
Paare, bei denen der Mann an
obstruktiver Azoospermie leidet,
die Extraktion testikuldrer Sper-
matozoen (TESE) fiir die intra-
zytoplasmatische Spermien-
injektion (ICSI) die einzige ver-
bleibende Moglichkeit, den
Kinderwunsch zu erfiillen. Im
vorliegenden Fall zeigte sich
beim Patienten trotz Epididymo-
vasoanastomose keine Verbesse-
rung des postoperativen Sper-
miogramms. Mittels am Punk-
tionstag durchgefiihrter Hoden-
biopsie konnten jedoch gen-
gend Spermatozoen gewonnen
werden (6 Mio/ml). Die Partnerin
wurde nach einer Suppression
der endogenen Hormonproduk-
tion mit einem GnRH-Agonisten
mit insgesamt 33 Ampullen
humanem menopausalem Gona-
dotropin (HMG) stimuliert. Da
die Patientin am Punktionstag
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nist. Since the patient was stationed
because of a Bartholinian abscess on
the day of follicle puncture, aspira-
tion of the oocytes was performed by
means of laparoscopy. 58 % of the
oocytes at second metaphase were
fertilized. Four day 3-embryos at 2-
to 8-cell stage were replaced and
lead to a twin pregnancy. The human
chorionic gonadotrophin blood con-
centration on day 18 after intraute-
rine transfer showed 357 mU/ml,
while the progesterone blood con-
centration was more than 40 ng/ml.
Ultrasonic examination at 7 weeks
of gestation showed two intrauterine
sacs containing two fetuses with
positive heart activity. Two healthy
girls were delivered by Caesarean
section at week 37 of gestation with
a birth weight of 2180 g and 1810 g
respectively.

wegen eines Bartholinischen
Abszesses stationar aufgenom-
men wurde, erfolgte die Punktion
der Follikel mittels Laparoskopie.
Von den 12 gewonnenen Oozy-
ten konnten 7 mittels ICSI be-
fruchtet werden. Am dritten Tag
nach der Punktion wurden vier
2-8-zellige Embryonen intraute-
rin transferiert. 18 Tage spater
zeigte sich ein Blut-HCG-Wert
von 357 mU/ml sowie ein Pro-
gesterongehalt von mehr als 40
ng/ml. Die folgenden Ultra-
schalluntersuchungen zeigten

2 Embryonen mit positiver Herz-
aktion. 2 gesunde Madchen mit
einem Geburtsgewicht von
2180 g bzw. 1810 g wurden in
der 37. Schwangerschaftswoche
per Kaiserschnitt entbunden.

EINLEITUNG

Mit der Einfihrung der Intrazyto-
plasmatischen Spermieninjektion
in die Assistierte Reproduktion

T. Ebner, M. Moser, M. Sommergruber, M. Dunzinger, W. Costamoling, G. Tews

VA WILLINGSSCHWANGERSCHAFT NACH
TESTIKULARER SPERMIENEXTRAKTION

[1, 2] gelang es nun endlich,
auch Patienten mit sehr wenigen,
teils unbeweglichen und mor-
phologisch mifigestalteten Sper-
mien im Ejakulat (hochgradige
Oligoasthenoteratozoospermie)
den langersehnten Kinderwunsch
zu erfillen.

Zusatzlich eroffneten sich fiir
Patienten, die an Azoospermie
leiden, vollig neue Perspektiven,
indem man Spermatozoen ent-
weder aus dem Nebenhoden
mittels Aspiration [3] oder aus
Hodenbiopsien [4] gewinnt und
intrazytoplasmatisch injiziert

[5, 6]. Beztiglich der Befruch-
tungs-, Teilungs- und Schwan-
gerschaftsrate spielt es anschei-
nend keine Rolle, ob die Azoo-
spermie von einer fehlerhaften
Spermatogenese oder von funk-
tionsunfdhigen Samenleitern
herrihrt [7]. Trotz der meist
geringen Anzahl bzw. schlech-
ten Motilitat testikuldrer Sperma-
tozoen ist man nach ersten
Erfolgen [8] dazu Ubergegangen,
diese zu kryokonservieren, um
dem infertilen Mann einen mehr-
maligen Eingriff zu ersparen.

Folgender Fall handelt von
einem infertilen Patientenpaar
mit der Diagnose obstruktive
Azoospermie, dessen Fall inter-
essant erscheint, da trotz des
Auftretens massiver Komplikatio-
nen eine intakte Zwillings-
schwangerschaft eintrat.

FALLSTUDIE

Das erwdhnte Ehepaar litt seit
tber drei Jahren an einer prima-
ren Sterilitat, als es im April
letzten Jahres an die Landes-
frauenklinik Linz tberwiesen
wurde.
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Hysteroskopische und pelvisko-
pische Abklarungsuntersuchun-
gen zeigten bei der 30jahrigen
Frau einen unauffalligen Befund
der inneren Genitalien. Der
Hormonstatus war normal.

Bei ihrem 33jahrigen Partner
lautete die Diagnose Azoosper-
mie bei normalem FSH-Wert.
Ansonsten war der andrologi-
sche Status vollig unauffdllig. Da
eine Epididymovasoanastomose
keine Verbesserung des postope-
rativen Spermiogramms erbrach-
te, muliten testikuldre Spermato-
zoen fur eine intrazytoplasma-
tische Injektion herangezogen
werden.

Nach einem aufkldrenden Ge-
sprach erklarte sich das Paar mit
einer testikuldren Spermien-
extraktion und ICSI als Therapie
einverstanden.

Analog dem langen Protokoll von
Smitz et al. [9] wurde ab dem
23. Zyklustag die endogene
Hormonproduktion der Patientin
durch die tagliche Gabe von 0,1
mg eines GnRH-Agonisten
(Decapeptyl®, Ferring, Deutsch-
land) unterdriickt. Die anschlie-
Rende Stimulation der Ovarien
erfolgte tGber 11 Tage mit insge-
samt 33 Ampullen HMG
(Humegon®, Organon, Holland).
Als der Leitfollikel 19 mm er-
reicht hatte und der Ostradiol-
spiegel im Blut auf 3060 pg/ml
gestiegen war, wurde bei der
Patientin mittels 10.000 i.m. inji-
zierten Einheiten hCG (Pregnyl®,
Organon, Holland) der Eisprung
induziert, um 36 Stunden spdter
transvaginal die Follikelpunktion
durchfiihren zu kénnen.

Da die Patientin jedoch am
Punktionstag mit starken Schmer-

zen im Bereich des linken
Labiums in der Landesfrauen-
klinik eintraf und wegen eines
Bartholinischen Abszesses statio-
ndr aufgenommen werden mul$-
te, wurde kurzfristig entschieden,
die Follikel mittels Laparoskopie
zu punktieren. Gleichzeitig
nahm man eine Inzision des
Abszesses mit anschlielender
antibiotischer Therapie
(Mefoxitin®) vor.

Zur gleichen Zeit wurden dem
Gatten in der Urologischen
Abteilung der Barmherzigen
Schwestern in Linz aus dem
rechten Hoden drei Gewebs-
proben entnommen, mit Sperm
Preparation Medium (MediCult,
Dénemark) aufbereitet und auf
schnellstem Wege in die Landes-
frauenklinik tberstellt.

Da dem mikroskopischen Befund
nach eine gentgende Anzahl an
beweglichen Spermien zu erwar-
ten war (6 Mio/ml, 21% vital, 1%
ortsbeweglich), wurde ein Teil
der gepoolten Proben kryokon-
serviert (Sperm Freeze, Ferti Pro,
Belgien), wahrend der Rest zur
weiteren Verwendung aufberei-
tet wurde.

Dazu wurde das Hodengewebe
mit IVF-50 Medium (Scandina-
vian IVF Science AB, Schweden)
mehrmals im Verhaltnis 1: 1 ge-
waschen und anschlieBend mit
2000 U/min zentrifugiert (EBA
3S, Hettich, Deutschland). Das
so gewonnene Pellet wurde mit
wenigen Tropfen IVF-50 Medium
resuspendiert und in 20 pl-Me-
diumtropfen in eine Falcon 1006-
Petrischale (Becton Dickinson,
USA) eingebracht. Die Tropfen
wurden mit Ovoil-150 (Scandina-
vian IVF Science AB, Schweden)
Uberschichtet. Um ein gezieltes
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Immobilisieren der beweglichen
testikuldaren Spermien zu garan-
tieren, wurde zusatzlich ein
Tropfen Polyvinylpyrolidon (PVP,
MediCult, Danemark) vorberei-
tet.

Von den 12 gewonnenen Oozy-
ten befanden sich, wie sich nach
einer enzymatischen Behand-
lung mit Hyaluronidase (80 U/
ml, MediCult, Danemark) zeigte,
10 im Metaphase II-Stadium und
kamen so fir eine intrazytoplas-
matische Injektion in Frage.
Diese Eizellen wurden in 10 pl-
Mediumtropfen ebenfalls in die
Petrischale gegeben.

Die Intrazytoplasmatische Sper-
mieninjektion erfolgte unter
einem Invertmikroskop mit Hoff-
mann-Kontrast bei 200-facher
Vergrolerung (IX 50, Olympus,
Osterreich). Mittels hydraulisch
gesteuerter Mikromanipulation
(Luigs und Neumann, Deutsch-
land) wurden mit einer Injek-
tionspipette (Transfertips, Eppen-
dorf, Deutschland) aus einem
Tropfen mit aufbereiteter Biopsie
bewegliche Spermien aspiriert,
in den PVP-Tropfen gebracht und
dort mit einem gezielten Schlag
auf die Geilbel immobilisiert, ehe
sie mit dem Schwanz zuerst
neuerlich aufgesogen wurden.

Mit einer Haltepipette (Vacutips,
Eppendorf, Deutschland) brachte
man die Oozyten so in Position,
dal’ sich der Polarkorper in 6
Uhr-Stellung befand. Die Injek-
tionspipette wurde nun bei 3 Uhr
an die Zona pellucida herange-
fahrt und diese vorsichtig durch-
stochen. Um sicher zu stellen,
dals auch das Oolemma durch-
brochen wurde, erfolgte eine
kurze Aspiration mit der Injek-
tionspipette, ehe das Spermato-
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zoon im Zytoplasma, nahe der
meiotischen Spindel, deponiert
wurde.

Insgesamt konnten so 7 Eizellen
befruchtet werden (70 %). Zwei
Oozyten bildeten drei Vorkerne
und wurden separiert.

Aufgrund des schlechten Allge-
meinzustandes der Patientin
wurde der Embryotransfer fir
den dritten Tag nach der Punk-
tion fixiert. Insgesamt wurden
vier Embryonen — ein 2- bzw. ein
4-Zeller mit sehr guter Qualitat
(A) sowie ein 6- und ein 8-Zeller
mit 20 % Fragmenten (B) —in 5 pl
IVF-50 Medium aufgenommen
und mittels eines Transferkathe-
ters (Wallace, SimCare, England)
intrauterin plaziert.

18 Tage spater zeigte sich ein
Blut-HCG-Wert von 357 mU/ml
sowie ein Progesterongehalt von
mehr als 40 ng/ml. Die folgenden
Ultraschalluntersuchungen zeig-
ten 2 Embryonen mit positiver
Herzaktion. Da es um die 15.
Schwangerschaftswoche (SSW)
zu Schmierblutungen kam, wurde
eine Cerclage nach McDonald
gelegt. Die Zwillinge wurden in
der 37. SSW wegen vorzeitiger
Wehentitigkeit per Kaiserschnitt
entbunden. Aufgrund der niedri-
gen Geburtsgewichte von 2180 g
bzw. 1810 g wurden die Zwillin-
ge fur eine Woche zur Beobach-
tung in die Kinderklinik tber-
stellt.

DISKUSSION

Laut Hull et al. [10] findet man
bei 2 % aller infertilen Manner
keine Spermien im Ejakulat,
wobei es sich in der Halfte aller
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Fille um eine obstruktive Azoo-
spermie, zurtickzuftihren auf ein
bilaterales Fehlen oder einen
beidseitigen entztindungsbeding-
ten VerschluBR des Vas deferens,
handeln soll. In manchen IVF-
Labors kann jedoch diese Patien-
tengruppe bis zu 20 % ausma-
chen [11]. Von allen infertilen
Mannern, die 1997 in der Lan-
desfrauenklinik Linz vorspra-
chen, litten 8 % an obstruktiver
Azoospermie.

Im vorliegenden Fall kamen fir
die intrazytoplasmatische Sper-
mieninjektion ausschlieflich
testikuldre Spermatozoen in
Frage [6], da weder im postope-
rativen Ejakulat — Zustand nach
Epididymovasoanastomose —
noch im vernarbten Nebenhoden
Spermatozoen gefunden werden
konnten. Auf eine genetische
Untersuchung wurde aufgrund
der vollstandigen Spermatogene-
se bei unauffdlligem FSH ver-
zichtet.

Auffallig war, dal8 entgegen den
Literaturangaben [12] der Pro-
zentsatz jener Oozyten mit 3
Pronuklei deutlich erhoht war.
Da sowohl in vivo [13] als auch
in vitro [14] beschrieben ist, daf
sich solchermalien befruchtete
Eizellen zwar einnisten, aber zu
einer gestorten Graviditat fiihren
konnen, wurden diese triploiden
Zygoten separiert. Es ist bekannt,
dafs die Gabe von mehr als drei
Embryonen in der Altersgruppe
bis 35 Jahre die Wahrscheinlich-
keit einer Mehrlingsschwanger-
schaft signifikant erhoht [15].
Trotzdem erhielt die Patientin
aufgrund des Teilungsstadiums
(teilweise nur 2—4 Blastomeren
am dritten Tag nach der Punk-
tion) und der teilweise vermin-
derten Qualitdt der Embryonen

[16] vier 2-8 Zeller intrauterin
transferiert. Nachdem die Patien-
tin in der 15. SSW (ber ein ver-
starktes Ziehen im Unterbauch
sowie Schmierblutungen klagte,
wurde vorbeugend eine Cerclage
nach McDonald gelegt und die
Frau vorzeitig in Mutterschutz
geschickt. Die Zwillingsschwan-
gerschaft konnte so bis in die 37.
SSW gehalten werden, ehe die
beiden Madchen wegen vorzeiti-
ger Wehentdtigkeit per Kaiser-
schnitt entbunden werden muf3-
ten.
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