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IMSI (intracytoplasmic morphologically selected sperm
injection): Therapieoptimierung bei ausgepragter
Storung der Spermatogenese?

M. Montag, C. Schwarz, M. Kdster, K. van der Ven, H. van der Ven

Die Bedeutung von morphologisch unauffélligen Spermatozoen fir die kiinstliche Befruchtung wurde seit Beginn der In-vitro-Fertilisation (IVF) diskutiert.
Im Rahmen der intrazytoplasmatischen Spermieninjektion (ICSI) wird derzeit insbesondere der gezielten Auswahl eines morphologisch intakten, zur
Befruchtung verwendbaren Spermiums grofle Bedeutung beigemessen. Ein negatives Merkmal ist dabei die Présenz von Vakuolen im Kopf von Sperma-
tozoen, welche unter bestimmten optischen Bedingungen lichtmikroskopisch darstellbar sind. Die Injektion von Spermien, die nach morphologischen
Gesichtspunkten und insbesondere unter Beachtung der Kopf-Vakuolen selektiert wurden, fiihrte zu dem Begriff IMSI (,.intracytoplasmic morphologically
selected sperm injection”). Nach Aussage einiger Autoren soll der Einsatz dieser Technik zu héheren Schwangerschafts- und zu verringerten Abortraten
fihren, wahrend andere Autoren den Vakuolen im Spermienkopf keine Relevanz zugestehen und generell die Wertigkeit der Spermienmorphologie an-
zweifeln. Eine mdgliche Erklarung konnte sein, dass bei der ICSI auch bei Ejakulaten mit einem hohen Anteil an morphologisch auffalligen Spermien in der
Regel einige normal geformte Spermien vorhanden sind und dann fiir die Injektion in die Eizelle benutzt werden. Dariiber hinaus konnen auch an einem
Standard-Injektionsmikroskop mit einem 40-fachen Hofmann-Kontrastobjektiv bei optimaler Justierung UnregelmaRigkeiten im Spermienkopf ausge-
macht werden, die sich bei héherer VergroRerung als Vakuolen im Bereich des Spermienkopfes darstellen. Dies lasst den Schluss zu, dass von erfahrenen
Reproduktionsbiologen/innen intuitiv morphologisch intakte Spermien ausgewahlt und injiziert werden. Damit kdnnte erklart werden, warum die Durch-
ftihrung der IMSI nicht zwangslédufig zu besseren Ergebnissen fiihrt. Die durch IMSI initiierte Diskussion hat dazu beigetragen, dass der Spermienmorpho-
logie generell mehr Beachtung geschenkt wird, insbesondere bei der Auswahl der Spermien zur ICSI.

Schliisselwaorter: IMSI, Morphologie, ICSI, Spermatozoen, Vakuolen

Englischen Titel bitte erganzen. The importance of morphologically intact spermatozoa for artificial reproduction has been discussed since the early
days of in-vitro fertilization (IVF). Regarding ICSI, the intentional selection of a morphologically intact spermatozoon for the fertilization process is a topic
of discussion at present. Especially the presence of vacuoles in the sperm head, which can be viewed under special optical conditions, is considered as
a negative predictor of sperm quality. The injection of sperm which were selected according to morphological aspects and were free of vacuoles in the
sperm head led to the definition of the term IMSI (intracytoplasmic morphologically selected sperm injection). According to several authors, the use of
IMSI leads to higher pregnancy rates and reduced abortion rates. Other authors categorically question the value of sperm morphology assessment for
ICSI. A possible explanation could be that even in ejaculates with a high proportion of morphologically abnormal spermatozoa sufficient but few normal
sperm are available for ICSI. Moreover, a well adjusted standard injection microscope with a 40x Hofmann contrast objective allows the identification of
sperm with irregularities in the sperm head which represent sperm vacuoles if viewed at higher magnification. This led us to conclude, that experienced
embryologists probably already select morphologically intact spermatozoa for ICSI. This may also explain why IMSI does not necessarily lead to a better
treatment outcome in some laboratories. However, the discussion which has been initiated by IMSI puts our focus on sperm morphology and especially on
the proper selection of sperm for injection. J Reproduktionsmed Endokrinol 2009; 6 (4): 153-5.
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¥ Einleitung

Die Spermatozoen-Morphologie wurde
seit Beginn der In-vitro-Fertilisation
(IVF) als ein moglicherweise bedeutsa-
mes Kriterium fiir die ménnliche Frucht-
barkeit diskutiert. Diese Diskussionen
wurden insbesondere immer dann wie-
derbelebt, wenn neue Therapieoptionen,
wie z.B. die subzonale Insemination
(SUZI) oder die intrazytoplasmatische
Spermieninjektion (ICSI), zur Verfii-
gung standen [1]. Mehrere Arbeitsgrup-
pen berichteten, dass die Spermienmor-
phologie keinen Einfluss auf die Er-
folgsrate bei der ICSI hat [2—4]. Es wur-
de ebenfalls gezeigt, dass die Morpholo-
gie der Spermien in einer Ejakulatprobe
nicht mit der Morphologie der zur ICSI

verwendeten Spermien gleichgesetzt
werden kann [5]. Dariiber hinaus wird
die zuverldssige morphologische Beur-
teilung von Spermien im ungefidrbten
Zustand und unabhingig von dem opti-
schen Darstellungssystem kategorisch
angezweifelt [6].

® Morphologische Beurtei-
lung motiler Spermien -
MSOME

Im Jahr 2002 veroffentlichten Bartoov
und Mitarbeiter eine Arbeit [7], bei der
unter Einsatz des Differenziellen Inter-
ferenzkontrast- (DIC-) Verfahrens und
mit hoher Vergroferung mittels eines
100-fach Olimmersionsobjektives die

Morphologie von Spermien bei ICSI-Pa-
tienten untersucht wurde. Sie bezeichne-
ten das von ihnen als Neuentwicklung
eingestufte Verfahren als MSOME
(,,Motile Sperm Organelle Morphology
Examination®), was nichts anderes be-
deutet, als dass in motilen Spermien die
Morphologie bestimmter Spermienkom-
partimente untersucht wurde.

Der Einsatz von MSOME in Kombina-
tion mit der ICSI fiihrte 2003 zu der Be-
zeichnung IMSI  (,,intracytoplasmic
morphologically selected sperm injec-
tion®) [8]. In einer Reihe von Veroffent-
lichungen berichteten mehrere Autoren
von signifikant verbesserten Befruch-
tungs-, Implantations- und Schwanger-
schaftsraten sowie von niedrigeren Ab-
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ortraten [8-11], wenn zur Injektion
Spermien ohne Kopf-Vakuolen verwen-
det wurden.

B IMSI und MSOME - altbe-
kannte Konzepte mit
neuem Namen?

Das Vorkommen von Vakuolen im Be-
reich des Spermienkopfes wihrend der
Spermatogenese war bereits seit 1961
bekannt [12]. Der Diisseldorfer Andro-
loge Hofmann hatte normal konfigurier-
te Spermien mit Kern-Vakuolen zu-
néchst als Sonderformen normaler Sper-
mien registriert [13] und spéter in Hin-
blick auf eine inhomogene Chromatin-
verteilung den Begriff ,,schollig-vakuo-
lig*“ geprigt [14]. Unter Beriicksichti-
gung der Aufmerksamkeit, die insbeson-
dere kurz nach Einfiihrung der ICSI der
Morphologie der Spermatozoen entge-
gengebracht wurde, scheint es erstaun-
lich, dass ein solch auffilliges Merkmal
jahrelang in der Literatur ignoriert wur-
de. Es stellt sich die Frage, ob der Va-
kuolisierung keine Bedeutung zugestan-
den wurde, oder ob solche Spermien im
Zuge des Aufsuchens von Spermien fiir
die ICSI als auffillig erkannt und nicht
verwendet wurden.

Fiir diese Annahme spricht, dass Auf-
nahmen an einem Standard-Injektions-
mikroskop, wie es in vielen IVF-Zentren
zum Einsatz kommt, zeigen, dass in Ab-
hingigkeit von den optischen Bedingun-
gen und dem Grad der Justierung des
Strahlenganges menschliche Spermato-
zoen hinsichtlich ihrer Morphologie
zum Teil doch sehr detailliert charakteri-
siert werden konnen (Abb. 1). Wihrend
ein 20-fach-Objektiv zur Erfassung der
Spermienmorphologie und speziell der
Kopf-Vakuolen ungeeignet ist, konnen
bereits mit einem 40-fach-Hofmann-
Kontrastobjektiv bei genauer Beobach-
tung Strukturen erkannt werden, die sich
bei vergleichender Darstellung an einem
Mikroskop mit hochauflosender Bild-
gebung als groere Vakuolen darstellen.
Derartige Untersuchungen legen den
Schluss nahe, dass Vakuolen, die mehr
als 30-40 % des Volumens des Sper-
mienkopfes ausfiillen, unter Standard-
ICSI-Bedingungen erkannt werden kon-
nen, auch wenn die Abbildungsqualitit
nicht an die eines 100-fach-DIC-OI-
immersionsobjektivs heranreicht. Darii-
ber hinaus sind in Spermien Unregelma-
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Abbildung 1: Darstellung von Vakuolen im Spermien-
kopf an einem gut justierten Standard-ICSI-Mikroskop
(Leica DMIRB), ausgestattet mit einem 40x Hofmann-
Kontrast-Objektiv (A) und an einem ICSI-Mikroskop
(Nikon TE2000), ausgestattet mit einem 60x Differenzi-
ellen Interferenz-Kontrast-Objektiv (B) mit hoher nume-
rischer Aperatur und Bildbearbeitung (CytoScreen,
Octax). Die Pfeile weisen auf Vakuolen im Spermienkopf
hin, deren Présenz auch an dem Standard-ICSI-Mikros-
kop bereits gut erkannt werden kann. Zur Vergleichbar-
keit wurden beide Abbildungen auf die gleiche Endver-
groferung eingestellt.

Bigkeiten in der Textur im Spermienkopf
erkennbar, die sich bei hochauflésender
Darstellung als Ansammlung von klei-
neren Vakuolen identifizieren lassen.

Reproduktionsbiologen mit langjdhriger
Erfahrung bei der ICSI versuchen, fiir
die Injektion solche Spermien auszu-
wihlen, die einen gleichformigen Sper-
mienkopf aufweisen. Spermien mit Un-
regelmifigkeiten entsprechen in der Re-
gel nicht dem Idealbild eines Spermiums
und werden fiir die ICSI nach Moglich-
keit nicht verwendet. Daher stellt sich
die Frage, ob erfahrene Biologen nicht
bereits seit Jahren und ohne Kenntnis
des Begriffs eine Art ,,IMSI* praktizie-
ren und insbesondere Spermien mit gro-
Ben Vakuolen im Spermienkopf nicht
fiir die Injektion verwenden.

Ein weiterer Grund fiir die unterschiedli-
chen Ergebnisse hinsichtlich der IMSI
konnte die Spermienaufbereitung sein.
Die von vielen IVF-Laboratorien ver-
wendete Gradientenzentrifugation redu-
ziert in allen WHO-Klassifikationen den
Anteil an Spermien mit morphologisch
auffilligen Spermienkopfen und fiihrt zu
einer Anreicherung von ,,normal® ge-
formten Spermatozoen [15]. Werden
Spermien hingegen nur gewaschen und
in dem aufgeschiittelten Pellet bei 37 °C
inkubiert, so ist eine deutliche Zunahme
der Vakuolisierung im Spermienkopf zu
beobachten [16]. Die Autoren dieser
Studie kamen zu dem Schluss, dass die
Spermienpréparation fiir ICSI mit nach-
folgender Selektion zur Injektion strikt
bei Raumtemperatur durchzufiihren ist
[16]. Hier muss jedoch beachtet werden,
dass die in der betreffenden Veroffentli-

chung vorgestellte Methode nicht dem
Standard der Spermienaufbereitung ent-
spricht, die in der Regel mit Gradienten-
zentrifugation oder Swim-up erfolgt.
Eigene Untersuchungen belegen, dass
die Inkubation von aufgereinigten moti-
len Spermien bei einer Temperatur von
37 °C keinen Einfluss auf die Vakuoli-
sierung im Spermienkopf hat (unverdof-
fentlichte Ergebnisse).

B Spermienmorphologie
und ICSI-Ergebnisse

Eine amerikanische Arbeitsgruppe ver-
offentlichte die nach Aussage der Auto-
ren grofte retrospektive Studie zum Ein-
fluss der Spermienmorphologie auf die
Ergebnisse der ICSI unter Bertiicksichti-
gung der Rate an tatséchlich geborenen
Kindern [17]. Die Spermienmorpholo-
gie wurde nach strikten Kriterien erfasst
und alle Behandlungszyklen nach dem
Grad der Spermienmorphologie grup-
piert. In der Gruppe der Patienten mit
100 % abnormal geformten Spermien,
WO von einer ausgeprigten Spermato-
genesestorung ausgegangen werden
kann, wurden Ergebnisse erzielt, die sich
nicht von jenen der Gruppe mit dem
hochsten Anteil normal geformter Sper-
mien unterschieden. Die Ergebnisse fiir
die Befruchtungsrate (74-77 %), die kli-
nische Schwangerschaftsrate (49-60 %),
die Implantationsrate (31-41 %) und die
Geburtenrate pro Transfer (44-56 %)
waren in allen Gruppen vergleichbar.
Bezogen auf die Anzahl der klinischen
Schwangerschaften lag insbesondere die
Abortrate, die von der iiberwiegenden
Zahl der IMSI-Studien als der signifi-
kante Parameter angegeben wird, unab-
hingig von der Spermienmorphologie
bei ca. 10 %.

Ahnliche Ergebnisse sind bereits aus
fritheren Studien bekannt [18, 19]. Auch
eine Korrelation der Spermienmorpho-
logie mit reduzierter DNA-Integritit
scheint insbesondere bei Spermien mit
Vakuolen im Spermienkopf nicht zu be-
stehen [20, 21]. Vergleiche zwischen
den Schwangerschaftsverldaufen nach
IVF und ICSI zeigten, dass trotz des
geringeren Anteils normal geformter
Spermien in der ICSI-Gruppe die Sper-
mienqualitit keinen Einfluss insbeson-
dere auf die Abort- und Geburtenrate
hatte [22]. Auch die Daten des Deut-
schen IVF-Registers belegen, dass es
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fiir den Zeitraum 1997-2004 bzgl. der
Schwangerschafts- und Abortraten kei-
nen Unterschied zwischen IVF (ca.
140.000 Zyklen) und ICSI (ca. 200.000
Zyklen) gab, obwohl bei den ICSI-Be-
handlungszyklen in iiber 80 % reduzierte
Spermienparameter, einschlieBlich der
Spermienmorphologie, die Grundlage
zur Indikationsstellung war [23].

Eine neuere Untersuchung berichtet von
einem signifikanten Einfluss der Vakuo-
len im Spermienkopf auf die Blasto-
zysten-Bildungsrate und sieht darin
einen Vorteil der IMSI-Methode [24].
Diesen Ergebnissen widersprechen Da-
ten einer japanischen Arbeitsgruppe, die
keinen positiven Effekt auf die Blasto-
zystenrate erkennen konnte, wenn Eizel-
len mit IMSI oder mit der herkémmli-
chen ICSI-Methode injiziert wurden
[25].

Es bleibt noch zu untersuchen, ob fiir
eine bestimmte Patientengruppe die Se-
lektion hinsichtlich der Spermienmor-
phologie eine Indikation wire, z. B. bei
wiederholt ausbleibender Implantation
nach Transfer guter Embryonen oder bei
sehr schlechter Embryo-Morphologie.
Neuere Untersuchungen deuten darauf
hin, dass Spermien mit Kopf-Vakuolen
hohere Aneuploidie-Raten und vermehrt
DNA-Fragmentationen aufweisen [26,
27]. Diese Parameter werden auch bei
den genannten Indikationen als mogli-
che Ursache fiir einen ausbleibenden
Behandlungserfolg diskutiert.
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