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Erste Erfahrungen mit IMSI

Kurzfassung: Bei einer routinemaRigen ICSI wird
fir jede Eizelle ein einzelnes Spermium bei einer
200- bis 400-fachen VergréBerung ausgewahlt. Da
bei dieser VergroRerung Anomalien des Zellkerns,
insbesondere Vakuolen, ungesehen bleiben kdnnen,
entwickelte eine israelische Gruppe rund um Prof.
Benjamin Bartoov eine neue Methode, die es ermég-
licht, Spermien bei hoher VergréRBerung zu selektie-
ren. Durch diese Methode wird das Risiko, ein mor-
phologisch pathologisches Spermium zu injizieren,
minimiert. Es wurde gezeigt, dass sich die klinische
Schwangerschaftsrate bei einer ausgesuchten Pati-
entenklientel von 25 % auf 60 % steigern lie und
die Abortrate von 40 % auf 14 % sank.

In der an unserem Institut durchgefiihrten Beob-
achtungsstudie konnte gezeigt werden, dass sich

W. Biasio, J. Zech

ahnliche Resultate auch in unserem Labor erzielen
lassen. In den bisher 46 durchgefiihrten Zyklen mit
dieser neuen Methode konnte eine Schwanger-
schaftsrate von 35 % erzielt und zugleich die Abort-
rate auf 12,5 % beschrankt werden. Fir eine statistisch
verwertbare Auswertung muss eine randomisierte
prospektive Studie durchgefiihrt werden.

Abstract: First Experiences with IMSI. In a routine
ICSI procedure each oocyte is injected with a single
sperm selected at a 200—400 x magnification. As an-
omalies of the nucleus, especially vacuoles, cannot
be detected at this magnification a new method was

developed by the group of Prof. Bartoov. This method
allows the real-time assessment of spermatozoa at
a>6000 x magnification and therefore minimizes the
risk of injecting an morphologically abnormal sperm.
It was demonstrated that this method elevated the
clinical pregnancy in a selected patient group from
25 % t0 60 %. In the same way the abortion rate was
reduced from 40 % to 14 %.

The study performed at our institute showed that
results similar to published data can be achieved. In
the 46 cycles using this new method we achieved an
ongoing pregnancy rate of 35 %. Also the abortion rate
could be kept at a low level of 12.5 %. For a detailed
statistical evaluation a randomized prospective study
has to be performed. J Gynédkol Endokrinol 2008;
18 (3): 6-9.

B Einleitung

Die Erfolgsaussichten fiir eine erfolgreiche ICSI-Behandlung
wurden bis vor einigen Jahren als unabhingig von der Sper-
mienmorphologie betrachtet [1-3]. Eine erste Studie, die eine
positive Korrelation zwischen Samenmorphologie und ICSI-
Erfolgsrate zeigte, wurde von de Vos et al. publiziert [4]. In dieser
Studie wurde gezeigt, dass die Befruchtungs- und Schwanger-
schaftsrate mit morphologisch pathologischen Spermien nied-
riger war als mit morphologisch normalen Spermien. Weiters
wurde gezeigt, dass sich die Abortrate mit der Injektion von
morphologisch normalen Spermien reduzieren lésst.

Jiingere Studien zeigten, dass den grofiten negativen Einfluss
dabei Kernvakuolen zu haben scheinen, welche auf Chromo-
somenschidden und/oder apoptotische Prozesse riickschliefen
lassen. Der direkte Zusammenhang zwischen Kernvakuolen und
DNA-Schiden wurde in einer Untersuchung von Franco et al. [5]
gezeigt. In dieser Studie wurden morphologisch normale Sper-
matozoen mit vakuolisierten Spermatozoen mittels TUNEL-
Assay verglichen. Der Prozentsatz an DNA-Fragmentationen
war in den vakuolisierten Spermatozoen mit 29 % signifikant
hoher als in normalen Spermatozoen (15,8 %). Ebenso war der
Prozentsatz an einzelstringiger DNA mit 67,9 % in den vakuo-
lisierten Spermatozoen signifikant hoher als in morphologisch
normalen Spermatozoen (33 %).

Die von Prof. Bartoov als IMSI (,,Intrazytoplasmatische, mor-
phologisch selektierte Spermien-Injektion®) bezeichnete Metho-
de ermoglicht die Selektion von Spermien in Echtzeit, ohne
Férbung bei einer iiber 6000-fachen Vergroferung [6-9]. Bei
dieser VergroBerung konnen auch kleinste Vakuolen gesehen und
somit vakuolisierte Spermatozoen, die potenziell gefdhrdet sind,
chromosomal geschédigt zu sein, verworfen werden. Studien
mit einem dhnlichen Resultat wurden auch von anderen ART-
Zentren verdffentlicht [10]. All diese Studien zeigten, dass durch
die IMSI eine hohere Schwangerschaftsrate bei zugleich re-
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duzierter Abortrate moglich ist. Eine Verbesserung der Fertili-
sationsrate konnte nicht gezeigt werden.

Ziel dieser an unserem Institut durchgefiihrten Beobachtungsstu-
die war, die Effektivitit dieser Methode zu evaluieren und nach
positiven Resultaten als zusétzliche Methode fiir bestimmte
Patientengruppen anzubieten.

B Methode

Patienten

In dieser Studie wurden die IMSI-Ergebnisse von 46 Patienten-
paaren analysiert. Einschlusskriterien waren fehlgeschlagene
ICSI-Versuche (2,8 + 1,3), schwere Teratozoospermie (<10 %
normal geformte Spermatozoen) und mehr als 3 Oozyten
entnommen. Fehlgeschlagene ICSI-Versuche konnten dabei
immer mit schwerer Teratozoospermie in Verbindung ge-
bracht werden. Das Durchschnittsalter der Frauen betrug 33 +
4,5 Jahre (Bereich 26-39 Jahre). Die Anzahl der Zyklen war
im Schnitt 3,1 + 1,7 (Bereich 1-7).

Embryokultur

Die Embryos wurden bis zum Transfer im Cook-Medium bei
37°Cund 6,6 % CO, kultiviert. Embryobeurteilung und Medi-
umwechsel erfolgten am Tag 1 und am Tag 3 nach Punktion.
Falls notwendig, wurde die Embryoqualitit weiters am Tag 5
und 6 beurteilt. Uberzihlige Embryos wurden durch Vitrifika-
tion kryokonserviert. Abhéngig von der Anzahl der befruchte-
ten Oozyten wurde der Transfer entweder am Tag 3 oder Tag 5
durchgefiihrt.

IMSI

Zur Auswahl der morphologisch besten Spermatozoen wurde
ein inverses Lichtmikroskop verwendet (Zeiss Axiovert 200),
welches neben einer ICSI-Standardausstattung (Mikromani-
pulator, 4x-, 10x- und 20x-Luftobjektive) mit einem 63x-01-
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Erste Erfahrungen mit IMSI

Abbildung 1: IMSI-Mikroskop auf schwingungsgedampftem Tisch. Der seitliche
Zoomadapter wird fir die tiber 6000-fache VergréRerung bendtigt. Die Spermien-
morphologie wird auf dem Monitor beurteilt.

immersionsobjektiv und einer hochauflosenden DIC- (,,diffe-
rential interference contrast nach Nomarski) Optik ausge-
stattet ist (Abb. 1). Eine > 6000-fache Vergroferung wurde
iiber ein digitales Bildverarbeitungssystem erreicht (Octax).

Die Auswahl der morphologisch besten Spermien erfolgte in
einem Glasbodenschilchen (Willco). In diesem Schilchen
wurden 3—4 Tropfen SpermCatch (Nidacon) unter Ol vorbe-
reitet. Ein Aliquot des aufbereiteten Samens wurde in einen
Tropfen SpermCatch injiziert und die Spermien bei ungefihr
6000-facher VergroBerung beurteilt. Die sich progressiv be-
wegenden Spermien wurden dabei verfolgt und Spermien, die
den Kriterien einer normalen Morphologie nach WHO ent-
sprachen, immobilisiert und sofort in ein Injektionsschélchen
iiberfiihrt. Besonderes Augenmerk wurde dabei auf die Abwe-
senheit von Vakuolen gelegt. Nach der Selektion von 4 Sper-
mien wurden 2 Oozyten in das Injektionsschélchen tiberfiihrt
und injiziert.

B Ergebnisse

Ziel dieser Studie war es, erste Erfahrungen mit IMSI zu sam-
meln und publizierte Studien zu verifizieren. Da es sich hier
um eine Beobachtungsstudie handelt, ist eine statistische Aus-
wertung nur begrenzt moglich. Wir inkludierten nicht nur Pa-
tienten mit fehlgeschlagenen ICSI-Versuchen, sondern auch
Erstversuchspatienten, bei denen der Mann schwere Terato-
zoospermie aufwies. Ein Vergleich mit vorangegangenen
ICSI-Versuchen ist daher nicht moglich. Weiters waren auch
Paare inkludiert, die an anderen Instituten fehlgeschlagene
ICSI-Versuche hatten und unser Institut gezielt fiir eine IMSI-
Behandlung auswiéhlten.

In dieser Studie wurden 46 Zyklen durchgefiihrt und 608 Oo-
zyten isoliert. Von den 525 injizierten MII-Oozyten waren
276 Oozyten befruchtet (53 %) und davon entwickelten sich
128 zu Blastozysten (46 %). In 6 Fillen wurde kein Transfer
durchgefiihrt. Die Griinde waren einerseits keine Befruchtung
(2 Zyklen), andererseits Uberstimulationssyndrom (4 Zyklen).
Die Schwangerschaftsrate (Herzaktivitdt nach der 12. SSW)
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Tabelle 1: Zusammenfassung der Ergebnisse nach IMSI. Als
klinische Schwangerschaft wurde eine positive Herzaktivitat
nach der 12. SSW gewertet.

Patientenalter 33 + 4,5 Jahre

Anzahl Zyklen 46
Anzahl ET (%) 87
Anzahl Oozyten 137
Injizierte Oozyten 11 +5,8
Befruchtungsrate (%) 53
Blastozystenrate (%) 46
Embryos/ET 2+0,3
Implantationsrate (%) 20,5 %
SS-Rate (% HT pos) 35 %
Abortrate (%) 12,5 %

betrug in unserer Studie 35 % und die Abortrate 12,5 % (Tab. 1).
Fiir eine genaue statistische Analyse ist eine prospektive ran-
domisierte Studie notwendig.

B Diskussion

Nach anfinglicher Meinung, dass der Erfolg einer ICSI-Be-
handlung unabhingig von der Spermienmorphologie zu se-
hen ist, gibt es heute immer mehr Studien, die einen Zusam-
menhang zwischen ICSI-Erfolgsrate und Samenmorphologie
zeigen konnen. Besonders augenscheinlich wird es in Fillen
mit schwerer Teratozoospermie, die mit IMSI behandelt wur-
den. In groB3 angelegten Studien wurde gezeigt, dass sich die
Schwangerschaftsrate von 25 % auf 60 % steigern liefl und
gleichzeitig die Abortrate von 40 % auf 14 % reduziert wurde
[7].

Schidden auf DNA-Ebene lassen sich mit IMSI natiirlich nicht
direkt beobachten, jedoch lassen sich bei 6000-facher Vergro-
Berung Vakuolen erkennen, die sonst ungesehen bleiben. Ver-
schiedene Studien konnten einen Zusammenhang zwischen
Vakuolen und DNA-Schéden zeigen. Durch die Spermiense-
lektion bei hoher Vergroflerung wird die Wahrscheinlichkeit, ein
intaktes Spermium ohne DNA-Schéden zu injizieren, erhoht
und dadurch auch die Wahrscheinlichkeit, einen gesunden
Embryo zu erhalten. Dies fiihrt schlussendlich zu einer ver-
besserten Prognose, ein gesundes Kind zu gebéren.

Die ersten Ergebnisse, die wir mit IMSI erzielen konnten,
sind sehr vielversprechend. Einerseits waren wir in der Lage,
fiir eine Patientenklientel (schwere Teratozoospermie) mit
schlechter Prognose eine relativ hohe Schwangerschaftsrate
(Herzaktivitiat nach der 12. SSW) von 35% zu erzielen,
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andererseits konnten wir die Abortrate auf einem sehr niedri-
gen Niveau von 12,5 % halten. Natiirlich muss hier beriick-
sichtigt werden, dass eine genaue statistische Auswertung nicht
moglich ist. Sehr wohl geben uns aber diese Ergebnisse Hoff-
nung, auch fiir diese Patientenklientel eine Methode anbieten
zu konnen, die eine hohe Erfolgsaussicht verspricht.
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