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EINSATZ EINES 1,48 puM LASERS FUR DIE
IMMOBILISATION VON EJAKULIERTEN,
EPIDIDYMALEN UND TESTIKULAREN SPERMA-
TOZOEN IN DER INTRAZYTOPLASMATISCHEN
SPERMIENINJEKTION

Summary

The conventional method of immo-
bilization of spermatozoa prior to
ICSI is mechanical breakage of the
tail by pressing it to the bottom of
the injection dish. This prospective
self-controlled study was set up to
evaluate the potential of a non-con-
tact 1.48 um wavelength diode laser
in terms of immobilization of ejacula-
ted, epididymal and testicular sperma-
tozoa. Therefore, fertilization rate
and further development potential of
such zygotes were investigated. The
patients included in our study showed
estradiol levels > 2000 pg/ml, and
thus, a relatively high number of MlI-
oocytes could be collected (9.9 +
2.5). Approximately half of the

KURZFASSUNG

In IVF-Labors hat sich die mechani-
sche Immobilisation mittels In-
jektionspipette durchgesetzt. In die-
ser prospektiven selbst-kontrollierten
Studie wurde das Potential eines
1,48 pm Diodenlasers hinsichtlich
der Immobilisation von ejakulierten,
epididymalen und testikulédren Sper-
mien untersucht. Da fiir die Studie
nur Patienten mit einem Ostradiol-
spiegel von mehr als 2000 pg/ml
rekrutiert wurden, ergab sich eine
relative hohe Anzahl an MII-Oozyten
(9,9 + 2,5). Fiir die Halfte der Eizel-
len wurde Spermien zur Befruchtung
verwendet, die mittels Lasers unbe-
weglich gemacht wurden, fir die
restlichen Oozyten wurden herkém-
mlich immobilisierte Spermatozoen
herangezogen.

Sowohl in der Gruppe mit spontaner
Ejakulation, als auch in den beiden
operativen Patientenkohorten konnte

oocytes were injected with laser-
treated sperms (study group) and the
other with mechanically immobi-
lized ones (control group). Neither in
the group with spontaneous ejacu-
lation nor in the group with operati-
ve exploration of epididymis or testis
a significant difference between
study and control cohort in terms of
fertilization rate and embryo morpho-
logy could be observed (p > 0.05).
Therefore, we conclude that the
application of a non-contact diode
laser for sperm immobilization is a
potentially useful alternative to the
conventional approach. However, for
methodical reasons the conventional
mechanical method should be the
method of choice in TESE patients.

hinsichtlich Befruchtungsrate und
Embryoqualitat kein Unterschied zur
herkommlichen Methode festgestellt
werden (p > 0,05). Daraus kann ge-
schlossen werden, daR eine Immobi-
lisation mittels eines 1,48 pm Dioden-
lasers eine potentielle Alternative zur
mechanischen Methode darstellt.
Trotzdem empfiehlt sich aus metho-
dischen Griinden fur testikuldre Sper-
matozoen nach wie vor die mecha-
nische Immobilisation.

EINLEITUNG

Mit der Einfihrung und Etablierung
der intrazytoplasmatischen Spermien-
injektion (ICSI) in die Assistierte Re-
produktion [1, 2] gelang es nun end-
lich auch, Patienten mit sehr weni-
gen, teils unbeweglichen und mor-
phologisch mifgestalteten Spermien
im Ejakulat (hochgradige Oligo-
asthenoteratozoospermie) den

' Landesfrauenklinik, IVF-Labor, Linz; 2Krankenhaus der Barmherzigen Schwestern, Abteilung fiir Andrologie,

Linz

langersehnten Kinderwunsch zu er-
fillen. Zusatzlich eroffneten sich fir
Patienten mit der Diagnose Azoo-
spermie vollig neue Perspektiven,
indem man Spermatozoen entweder
aus der Epididymis (MESA) mittels
Aspiration [3] oder aus dem Hoden
(TESE) durch Extraktion [4] gewinnt
und intrazytoplasmatisch injiziert [5,
6]. Hinsichtlich der Befruchtungsrate
spielt es anscheinend keine Rolle, ob
die Azoospermie obstruktiver oder
nicht-obstruktiver Natur ist [7].

Um in der ICSI moglichst hohe
Befruchtungsraten der Oozyten zu
gewadhrleisten, sollten bei der Injektion
zwei wesentliche Schritte eingehal-
ten werden: einerseits die garantierte
Ruptur des Oolemmas und anderer-
seits die vorherige Immobilisation
des Spermatozoons [8-11]. Letzteres
wird standardméaBig durch mechani-
sches Brechen der GeiRel mittels der
Injektionspipette erreicht. Andere
Ansétze, wie die wiederholte Aspira-
tion des Spermiums in die Einstich-
pipette [10] oder die piezoelektri-
sche Behandlung der ménnlichen
Gameten [12], haben sich nicht be-
wahrt. Eine Alternative zur Spermien-
immobilisation, welche sich die ther-
mische Energie eines Diodenlasers
(1,48 pm) zunutze macht, ist be-
schrieben worden [13]. Solcherma-
Ben immobilisierte Spermien waren
in der Lage, Mausoozyten zu aktivie-
ren.

In weiterer Folge zeigte sich, daf§
auch beim Menschen der Einsatz
eines 1,48 pm Diodenlasers nicht
nur zur mechanischen Methode ver-
gleichbare Ergebnisse gewdhrleistet,
sondern auch zahlreiche Vorteile
bringt [14, 15]. Deshalb wurde in
dieser selbst-kontrollierten, prospek-
tiven Studie versucht, neben ejaku-
lierten auch testikuldre und epidi-
dymale Spermatozoen mittels Laser
zu immobilisieren und ihr Potential
hinsichtlich Befruchtung und ersten
Entwicklungsschritten abzuschatzen.
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PATIENTEN UND IMIETHODEN

Insgesamt waren 20 Paare in diese
Studie involviert. Sechsmal wurden
testikuldre Spermien verwendet,
zweimal epididymale und in 12 Fal-
len konnte ein frisches Ejakulat her-
angezogen werden. Das mittlere
Alter aller Patienten war 35,4 + 4,6
Jahre, die Partnerinnen waren durch-
wegs jinger (31,9 + 4,0).

Im Rahmen einer kontrollierten
ovariellen Hyperstimulation wurden
alle 20 Patientinnen mit einem lan-
gen Protokoll stimuliert, d. h. einer
Downregulation mit GnRH-Agoni-
sten (Decapepty!®, Ferring, Kiel,
Deutschland bzw. Suprecur®, Hoechst,
Frankfurt, Deutschland) folgte eine
Stimulation mit rekombinantem
Gonadotropin (Puregon®, Organon,
Oss, Niederlande). Sobald Ultra-
schall und Blutwerte den bevorste-
henden Eisprung ankiindigten, wurde
dieser mit 5000 IE hCG (Pregnyl®,
Organon, Oss, Niederlande) ausge-
[ost. Die vaginale Punktion der Ova-
rien erfolgte ultraschallkontrolliert
36 Stunden nach hCG-Gabe.

Die Oozyten wurden von der Follikel-
flissigkeit in ein BM1-Kulturmedium
gegeben (NMS Bio-Medical, Praro-
man, Schweiz), wo sie fiir minde-
stens drei Stunden verblieben (37 °C,
6 % CO,). Anschliefend wurden als
Vorbereitung fir die Injektion alle
Eizellen enzymatisch von den umge-
benden Cumuluszellen befreit (Hya-
luronidase, MediCult, Kopenhagen,
Déanemark).

Parallel zur Eizellgewinnung wurden
die durch Masturbation gewonnenen
Ejakulate aufbereitet (n = 12) und
mittels einer Swim-up-Technik eine
ausreichende Anzahl an morpholo-
gisch intakten, progressiv bewegli-
chen Spermien separiert. Im Falle
einer Azoospermie wurde entweder
eine frische Gewebeprobe des Ho-
dens (n = 3) oder Nebenhodens (n =
2) entnommen, oder es wurde auf

kryokonserviertes Material aus einer
vorangegangenen diagnostischen
TESE zuruckgegriffen (n = 3). Samtli-
che frischen TESE-Proben wurden
vorweg mit BM1-Medium tber-
schichtet und mit zwei sterilen Kant-
len zerkleinert, ehe mit dem sterilen
Deckel eines Kulturschalchens unter
grofRem Druck die Spermatozoen aus
den Hodenkanélchen herausge-
quetscht wurden. Die Praparation
der Nebenhodenpraparate stellte
sich ungleich einfacher dar. In bei-
den Fallen wurde das mit Spermato-
zoen und zerkleinertem Gewebe
angereicherte Medium mehrmals
verdiinnt und zentrifugiert (Wasch-
schritte) und abschliefend das Pellet
in wenigen Mikrolitern Medium
resuspendiert. Im Falle der Verwen-
dung von kryokonserviertem Ma-
terial aus dem Hoden wurde dieses
zumindest 5 Stunden vor der eigent-
lichen ICSI aufgetaut.

Wihrend bei der Patientengruppe
mit ejakulierten Spermien eine klei-
ne Probe der praparierten Spermien
direkt in einen viskosen Tropfen aus
Polyvinylpyrrolidon (PVP, MediCult,
Kopenhagen, Danemark) gegeben
wurde, um so ihre Beweglichkeit vor
der Immobilisation einzuschranken,
mufte bei TESE- und MESA-Patien-
ten aufgrund der von Haus aus ein-
geschrankten Motilitét jedes Spermi-
um einzeln lokalisiert und in den
PVP-Tropfen transferiert werden. Pro
Patientin wurden fur die Halfte der
Oozyten laserimmobilisierte Spermi-
en herangezogen, wahrend die ande-
re Halfte mit Spermien behandelt
wurden, die mechanisch unbeweg-
lich gemacht worden waren. Die
Spermien der Kontrollgruppe wurden
im PVP-Tropfen mittels der glasernen
Injektionspipette entlang der Vertikal-
achse orientiert. Die mechanische
Immobilisation durch die Glaspipette
erfolgte bei 400-facher VergroRerung
durch zumindest zweimaliges Pres-
sen der Geillel gegen den Boden des
ICSI-Schalchens.

In der Studiengruppe ist bei Verwen-
dung des 1,48 pm Diodenlasers

(Fertilase®, MTM, Montreux, Schweiz)
kein direkter Kontakt mit dem Sper-
matozoon nétig. Bei der Immobili-
sation wurde eine ,,double shot”-
Technik [13, 16] angewandt. Hierbei
wird mit einem ersten Laserpuls in
der Nihe der Geilkelmitte (15 ms,
1,5 mJ) das Spermium paralysiert
und mit einem anschlieBenden Puls
(10 ms, 1,0 mJ) direkt auf das GeiRel-
ende die Membran des Spermiums
permeabilisiert.

Die ICSI wurde in standardisierter
Form durchgeftihrt [1, 2] und die
Oozyten konnten 18 Stunden da-
nach auf das Vorhandensein zweier
Pronuclei, dem Zeichen der erfolgten
Befruchtung, tiberpriift werden (Tag
1). Weitere 24 Stunden spater (Tag 2)
wurde die Morphologie der erzielten
Embryonen erhoben (Anzahl der
Blastomeren, Grad an Fragmen-
tierung), um den exakten Tag des
Transfers festzulegen. In der Regel
wurde danach getrachtet, die Em-
bryonen bis zum Tag 5 zu kultivie-
ren, um sie im Blastozystenstadium
zu transferieren. Wenn jedoch die
Anzahl der Befruchtungen (< 5) oder
die Qualitat der geteilten Embryonen
nicht entsprechend war, wurde der
Transfer am dritten Tag durchgefihrt.

Die statistische Auswertung erfolgte
mittels Student’s t-Test bzw. y2-Test,
wobei ein P-Wert kleiner als 0,05
einen signifikanten Unterschied be-
schrieb. Um die Stichprobenanzahl
zu erhohen, wurden die Daten der
MESA- und TESE-Patienten gepoolt.

ERGEBNISSE

Da hauptsdchlich Patientinnen an
der Studie teilnahmen, deren
Ostradiolwert am Tag der Ovula-
tionsinduktion > 2000 pg/ml war,
wurden 198 reife Oozyten gefunden
(9,9 = 2,5). Insgesamt wurden in 87
Eizellen Spermien injiziert, die mit-
tels Laser immobilisiert wurden



(frisch: 50; MESA: 12; TESE: 25), 111
mal wurden herkommlich immobi-
lisierte Spermatozoen verwendet.

Die mittlere Befruchtungsrate aller
Eizellen lag bei 65,7 %, wobei in
keiner der beiden Gruppen (Spontan-
ejakulation, gepoolte MESA und TESE)
ein signifikanter Unterschied zwischen
Studiengruppe (Laser) und Kontroll-
gruppe (mechanisch) festzustellen
war (Tabelle 1 und 2). Ebenso zeigte
sich, dal’ hinsichtlich der Embryo-
morphologie keine Verschlechterung
durch eine Laserbehandlung der
Spermien zu erwarten ist (p > 0,05).

Es zeigte sich jedoch, daf die gepool-
ten Spermien aus Nebenhoden und
Hoden eine signifikant niedrigere
Befruchtungsrate ergaben, als spon-
tan ejakulierte (p < 0,04). AnldRlich
der Analyse der Embryomorphologie
am Tag 2 zeigte sich zudem, daB die
Anzahl der Blastomeren in der Grup-
pe der operativ gewonnen Spermato-
zoen signifikant niedriger war (p <
0,05), als bei herkommlicher Gewin-
nung. Der Fragmentierungsgrad
schien nicht betroffen zu sein.

DISKUSSION

Zwar ist bekannt, daf8 selbst partheno-
genetische Mechanismen beim Men-
schen zu einer Aktivierung der Eizel-
le fihren kénnen [17], doch ist fiir
die weitere Entwicklung der Zygote
die Prasenz eines Spermiums unab-
dingbar. Bei der intrazytoplasmati-
schen Spermieninjektion reicht der
Stimulus durch das Anstechen der
Glaspipette zwar aus, um den intra-
zelluldren Kalziumspiegel zu dndern
[18], dies genuigt jedoch nicht, um
die Eizelle vollstandig zu aktivieren.
Es wird allgemein angenommen, dal}
ein Spermien-assoziierter Faktor zur
vollstandigen Aktivierung wesentlich
beitragt [11, 18, 19]. Um eine Wech-
selwirkung solch eines zytoplasma-
tischen Faktors mit der Eizelle zu

Tabelle 1: Ergebnisse der Patienten mit spontaner Ejakulation (p > 0,05). De-
generierte Eizellen und Zygoten mit mehreren Pronuclei sind nicht enthalten.

ICSI-Ergebnis (Tag 1)
Anzahl der reifen Oozyten
Befruchtungen (2PN)
Unbefruchtete Oozyten
Embryoqualitit (Tag 2)
Anzahl der Blastomeren
Grad an Fragmentierung (%)

Diodenlaser Pipette

50
35 (70,0 %)
10 (20,0 %)

60
44 (73,3 %)
10 (16,7 %)

3,8x1,0
15,1 10,4

3,8+1,2
14,6 +9,8

Tabelle 2: Gepoolte Ergebnisse der Patienten mit Spermienaspiration aus dem
Nebenhoden und testikuldrer Spermienextraktion (p > 0,05). Degenerierte
Eizellen und Zygoten mit mehreren Pronuclei sind nicht enthalten.

Diodenlaser Pipette
ICSI-Ergebnis (Tag 1)
Anzahl der reifen Oozyten 37 51
Befruchtungen (2PN) 21 (56,8 %) 30 (58,8 %)
Unbefruchtete Oozyten 12 (32,4 %) 16 (31,4 %)
Embryoqualitat (Tag 2)
Anzahl der Blastomeren 34+1,0 3,4+0,9
Grad an Fragmentierung (%) 14,5+ 8,4 15,0+ 10,2

ermoglichen, muR folglich die Mem-
bran des Spermiums destabilisiert
werden, damit der besagte Faktor
Zugang zum Ooplasma findet. Gleich-
zeitig ist ein Kontakt von ooplasma-
tischen Faktoren, welche mit der
Dekondensation des Spermienkopfes
in Zusammenhang gebracht werden
[20], mit dem Spermium gewahrlei-
stet.

Routinemdlig wird heutzutage diese
Destabilisation der Geillel mecha-
nisch mittels direktem Kontakt durch
eine Glaspipette durchgefiihrt. Ob-
wohl diese Prozedur fiir den geiibten
Embryologen innerhalb einer Minute
auszufihren ist [21], kommt es im-
mer wieder zu Schwierigkeiten,
wenn eine Glaspipette nicht parallel
zum Boden des ICSI-Schilchens aus-
gerichtet ist. In diesem Fall kann ein
Spermium nicht gezielt immobilisiert
werden. Es muf8 entweder eine neue
Pipette eingespannt werden, oder
man versucht durch wiederholtes
Aufsaugen des Spermiums in die

ICSI-Pipette die Geillel zu brechen
[10]. Ersteres ist relativ zeitintensiv,
letzteres fihrt zwar relativ rasch zur
Immobilisation, jedoch ist die Be-
fruchtungsrate von solchermalen
behandelten Spermien niedriger,
vermutlich weil durch das wieder-
holte Aufsaugen zwar die 9+2 Struk-
tur der Mikrotubuli zerstort wird,
nicht jedoch die Membran des Sper-
miums.

Bei Verwendung des Ferti-Lasers
wird dieses raumliche Problem ver-
mieden, da kein direkter Kontakt mit
dem Spermium nétig ist. Zusatzlich
fallt die Orientierung des Spermato-
zoons entlang der vertikalen Achse
weg, es konnen sogar Spermien
immobilisiert werden, welche nicht
am Boden des Gefdlles schwimmen.
Es zeigte sich, dalt die Gesamtdauer
der Manipulation wéhrend einer ICSI
durch Einsatz eines Laser signifikant
verringert werden kann [14]. Ein
weiterer Vorteil ist, dafs aufgrund des
hoheren VergroRerungsfaktors des



Laserobjektives (45-fach) und der
zusatzlichen VergroBBerung des Moni-
tors eine genauere Bestimmung der
Spermienmorphologie hinsichtlich
WHO-Kriterien [22] gelingt. Zu guter
Letzt konnte sogar die Verwendung
von PVP vermieden werden [13],
welche kontrovers diskutiert wird
[23].

Da der 1,48 ym Diodenlaser eine
thermische Wirkung am Spermium
ausiibt [24], konnte vermutet wer-
den, dals eine unmittelbare Gefahr
fur die DNS des Spermatozoons be-
stiinde, doch erstens werden die
beiden Energiepulse weit entfernt vom
Spermienkopf gesetzt und zweitens
ist die Wellenldange des Lasers so
gewahlt, dal ein entsprechender
Sicherheitsabstand zum Absorptions-
maximum der DNS besteht. AufSer-
dem wird durch Einfiihrung der
,double shot”-Technik die verwende-
te Energie nochmals reduziert. Tat-
sdchlich ergaben elektronenmikro-
skopische Untersuchungen, dal% die
lokale Schadigung durch die Warme
1 pm nicht Gbersteigt [25].

ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassend l&Rt sich feststel-
len, dal® die Immobilisation mittels
1,48 pm Diodenlasers prinzipiell ftr
Spermatozoen jeglicher Herkunft
eine wichtige Alternative darstellt.
Sie bringt nicht nur vergleichbare
Ergebnisse [13-15], sondern offen-
bart auch einige Vorteile, die den
Arbeitsablauf vereinfachen und be-
schleunigen konnen. Trotzdem zeigte
die Praxis, dal® es zumindest bei der
Verwendung von testikularen Sper-
mien zu keiner Zeitersparnis kommt.
Da die Beweglichkeit testikularer
Spermatozoen meist nicht ausreicht,
um sich im PVP-Tropfen von umge-
bendem Gewebe freizuschwimmen,
miussen die Gameten zuerst mittels
ICSI-Pipette freiprdpariert werden,
um dann einzeln in den PVP-Tropfen

uberfiihrt zu werden. Da die gesamte
Prozedur mit Hilfe der Einstich-
pipette stattfindet, empfiehlt sich in
diesen TESE-Fillen aus methodi-
schen Griinden von vornherein die
Verwendung der Pipette als Immobili-
sationshilfe, obwohl mittels Laser
vergleichbare Ergebnisse erzielt wer-
den konnen.
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