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COVID-19 im ART-Labor

Gemeinsamer Ubersichtsartikel von AGRBM und DGRM zu COVID-19
und den moglichen Risiken im ART-Labor

T. Trapphoff', D. Gutknecht?, K. Kienast®, D. M. Baston-Biist™, V. Nordhoff™

Laboratorien zur Be- und Verarbeitung von Keimzellen und Geweben (ART-Labor) arbeiten seit Beginn der Einfiihrung von assistierten
reproduktiven Verfahren (ART) in der Annahme, dass die gewonnenen Zellen potentiell infektiés sind. Praventive MaBnahmen, die in natio-
nalen und internationalen Richtlinien gut reguliert und den ART-Laboren implementiert sind, geben klare Vorgaben, wie bei der Kultur, der
Kryokonservierung oder Lagerung biologischer Proben zu verfahren ist. Daher ist nach heutigem Kenntnisstand kein erhdhtes Risiko durch
das aktuelle Corona-Virus zu erwarten, denn weder scheinen die Keimzellen als Reservoir fiir das Virus zu dienen, noch ist mit einer Trans-
mission wahrend der Kultur, der Kryokonservierung oder der Lagerung in fliissigem Stickstoff zu rechnen.

Schliisselworter: COVID-19, ART-Labor

COVID-19 in ART-Laboratory. Since the establishment of assisted reproductive technique (ART) clinics, ART laboratories have worked with
the understanding that they are dealing with potentially hazardous cells. Preventive measures have long been implemented into the daily
routine in ART labs. Guidelines describing these preventive measures are published by national and international societies. By following
these guidelines on how to culture, cryopreserve or store gametes or tissues, the potential risk of transmission is non-existent. This remains
true for the current corona pandemic. J Reproduktionsmed Endokrinol 2021; 18 (1): 33-7.

Die COVID-19 Pandemie, hervorgeru-
fen durch das Severe Acute Respiratory
Coronavirus-2 (SARS-CoV-2), zihlt si-
cherlich zu den groBlen Herausforderun-
gen dieser Zeit. Und dies nicht nur aus
wirtschaftlicher und gesellschaftlicher
Sicht im tdglichen Leben, sondern im
Speziellen auch in Bezug auf unerfiillten
Kinderwunsch und den Umgang mit po-
tentiell infektiosem Material im Rahmen
der Kultivierung, Kryokonservierung
und Lagerung von Keimzellen, Zygoten,
Geweben und Embryonen.

Seit Beginn der Einfiihrung von assis-
tierten reproduktiven Verfahren (ART)
ist eines der grundlegenden Prinzipien
in einem ART-Labor, dass die Be- und
Verarbeitung der Gewebe und Zellen im-
mer in der Annahme einer potentiellen
Infektiositit erfolgt. Die Beschreibung
der durchzufiihrenden Arbeiten und die
dabei zu treffenden pridventiven Mal-
nahmen sind bereits durch nationale
und internationale Richtlinien sehr gut
reguliert und implementiert. Die Arbeits-
gemeinschaft Reproduktionsbiologie des
Menschen (AGRBM) und die Europii-
sche Gesellschaft fiir humane Reproduk-
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tion und Embryologie (ESHRE) geben
in ihren Leitlinien zum verantwortlichen
Arbeiten im ART-Labor klare Vorgaben
und beschreiben geeignete priaventive
Mafnahmen betreffend den Umgang mit
(potentiell) infektiosem Material bei der
In-vitro-Kultur, Kryokonservierung und
Lagerung biologischer Proben [1, 2].
Zusammen mit dem Einsatz von person-
licher Schutzausriistung zum Schutz der
Mitarbeiter existieren daher bereits um-
fassende Vorschriften zur Infektionspra-
vention im ART-Labor. Diese Vorschrif-
ten gelten fiir alle potentiellen Keime
oder Viren.

Grundsitzlich konnen alle humanen Zel-
len, Gewebe oder auch Korperfliissigkei-
ten ein Reservoir fiir infektiose Partikel
darstellen. Daher birgt die In-vitro-Kul-
tur und die Kryokonservierung humaner
Keimzellen und Embryonen zusitzliche
Infektionsrouten fiir das SARS-CoV-
2-Virus: die horizontale Transmission
in vitro zwischen Keimzellen und Em-
bryonen verschiedener Patienten (-Paa-
re), als auch die vertikale Transmission
durch den Transfer infizierter Embryo-
nen oder aufbereiteter Spermien.

Fiir die Risikoabschitzung miissen fol-

gende Fragen geklart werden:

— Konnen kultivierte oder kryokonser-
vierte Gameten, Embryonen und Ge-
webe einen Vektor fiir SARS-CoV-2
darstellen?

— Kann kultiviertes oder kryokonser-
viertes Material eine Kreuz-Kontami-
nation weiterer Proben im Inkubator
oder im Stickstoff-Tank verursachen?

— Kann durch die Kryokonservierung
ein Reservoir an Viren geschaffen
werden, das in Zukunft neue Infek-
tionswellen auslosen konnte?

Fiir die Beantwortung der Fragen fassen

wir den aktuellen Stand zusammen zu:

1. den potentiellen Eintrittspforten von
SARS-CoV-2 in die Keimzellen,

2. moglichen viralen Reservoirs in Kor-
perfliissigkeiten,

3. moglichen vertikalen und horizonta-
len Transmissionswegen,

4. der moglichen horizontalen Trans-
mission iiber fliissigen Stickstoff im
Rahmen der Kryokonservierung und
Lagerung.
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1. Intrazellulare Eintritts-
pforten des SARS-CoV-2-
Virus

Eine wichtige Frage im Umgang mit
Keimzellen, Embryonen und humanem
Gewebe im ART-Labor, im Besonderen
bei der In-vitro-Kultur und Kryokon-
servierung, ist, welche Zellen oder
Korperfliissigkeiten  ein  potentielles
Reservoir fiir SARS-CoV-2 darstellen
konnen. Welche Zellen konnen das Virus
aufnehmen und potentiell bei der Kul-
tivierung, der Kryokonservierung und
Lagerung eine vertikale Transmission
hervorrufen?

Wie auch bei den vergleichbaren Er-
krankungen der Atemwege durch SARS
und MERS, erfolgt der Eintritt von
SARS-CoV-2 iiber das Angiotensin-con-
verting enzyme 2 (ACE2) an der Zell-
oberflache, gefolgt von der Aktivierung
und Einschleusung in die Wirtszelle
durch die Serinprotease Transmembra-
ne protease serine subtype 2 (TMPRSS2;
[3]). Bei Betrachtung der Eintrittspforten
muss jedoch genau zwischen der tatsdch-
lichen Proteinexpression und der Abun-
danz auf mRNA-Ebene unterschieden
werden.

2.Virale Reservoirs fiir
SARS-CoV-2

2.1 Eizellen und Embryonen
als potentielles Reservoir fiir
SARS-CoV-2

Eizellen sind ein natiirliches Reservoir
fiir Transkripte. Diese werden wihrend
der Follikulogenese akkumuliert und
erst nach der Befruchtung auf Protein-
ebene exprimiert [4]. Ein Nachweis auf
Proteinebene von ACE2 oder TMPRSS2
in humanen Eizellen konnte so bislang
nicht gezeigt werden, auch wenn zu-
mindest ACE2-mRNA in Eizellen, Zy-
goten und Blastozysten vorhanden ist
[5, 6]. Im Gegensatz dazu wurde ACE2
in ovariellen Zellen nachgewiesen, eine
Proteinexpression von TMPRSS?2 konnte
hingegen nicht gezeigt werden [7, 8].

Anzumerken ist allerdings, dass die
vorhandene Proteinexpression lediglich
auf Daten von drei Patientinnen unkla-
ren Alters beruhen und es sich zudem
um ein Zellgemisch unter anderem aus
Granulosa-, Bindegewebs- und Endo-
thelzellen gehandelt hat. Entsprechend
konnen zum jetzigen Zeitpunkt keine
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konkreten Aussagen getroffen werden,
in welchen ovariellen Zelltypen ACE2
zu welcher Lebensphase tatsdchlich vor-
liegt. Weitere Studien mit Patientinnen
im reproduktiven Alter und definierten
Zellpopulationen sind entsprechend not-
wendig.

Ob dariiber hinaus eine unspezifische
Bindung von SARS-CoV-2 an die Zona
pellucida moglich ist, bedarf noch der
weiteren Klidrung. Unklar ist auch, ob
SARS-CoV-2 in der Follikelfliissigkeit
zu finden ist und somit als mogliche Kon-
taminationsquelle dienen konnte. Auf-
grund der ACE2-Expression in somati-
schen Begleitzellen besteht zumindest
ein theoretisches Risiko bei Arbeiten mit
Kumulus-Eizell-Komplexen (COC) und
Follikelfliissigkeit. Allerdings wurde in
16 Eizellen von zwei asymptomatischen
SARS-CoV-2-positiven Patientinnen
keine Virus-RNA nachgewiesen [9].
Weitere Daten, insbesondere fiir symp-
tomatische Patientinnen, liegen zum
jetzigen Zeitpunkt jedoch nicht vor. Bei
der Eizellsuche sollte, wie schon bis-
her, auf sorgsames Arbeiten unter Ver-
meidung von Tropfenbildung geachtet
werden. Generell ist es sinnvoll, Sam-
melbehilter fiir die Follikelfliissigkeit
nach der Eizellsuche fest verschlossen
Zu entsorgen.

Um das Risiko einer Transmission der
Viren in der Kultur zu minimieren, emp-
fiehlt sich eine sukzessive Verdiinnung
durch mehrfache Waschschritte. Pro
Verdiinnungsschritt, bei dem die Keim-
zellen oder Embryonen mit wenigen
Mikrolitern der Ursprungslosung in ein
groBeres Volumen iiberfiihrt werden,
nimmt die (potentielle) Viruslast stetig
ab. Studien im Rindermodell konnten be-
reits vor mehr als 30 Jahren zeigen, dass
das sukzessive Verdiinnen und Waschen
im Medium zu einer Herabsetzung der
Viruslast von ungebundenen Viren fiihrt
[10].

In der tdglichen Routine im ART-Labor
werden die gewonnenen COCs unmittel-
bar nach der Punktion in frisches Medium
iiberfiihrt, gewaschen und anschlieBend
bearbeitet. Eine sukzessive Verdiinnung
ist daher bereits aktuell gewihrleistet. Es
erfolgen zudem anschliefend weitere,
zusitzliche Verdiinnungsschritte nach
Bearbeitung und Kryokonservierung,
die sinnvolle Maflnahmen zur Risikomi-
nimierung darstellen. Fiir die intrazyto-

plasmatische Spermieninjektion (ICSI),
Polkorper- oder Trophektoderm-Biop-
sie und vor der Kryokonservierung ist
das Entfernen der Kumuluszellen durch
eine Hyaluronidase-Behandlung obli-
gatorisch, gefolgt von weiteren Wasch-
schritten im Medium. So wére das Ent-
fernen der Kumuluszellen, als potentiell
infektiose Zellen, damit ebenfalls schon
gegeben. Der Nutzen der Hyaluronidase-
Behandlung auf moglicherweise an die
Kumuluszellen gebundene SARS-CoV-
2-Viren ist unklar, konnte aber potentiell
einen weiteren positiven Effekt haben.
Bei der Denudation sollte zudem sorg-
sam darauf geachtet werden, dass mog-
lichst alle Kumuluszellen als potentielle
Wirtszellen entfernt werden. Insgesamt
kann also das Risiko einer Persistenz
von infektiosem Material und einer da-
raus resultierenden Quelle fiir nachfol-
gende Kontaminationen bei der Kultur
und Kryokonservierung von weiblichen
Keimzellen und Zygoten als sehr gering
eingeschitzt werden.

In Blastozysten wurde ACE2 und auch
TMPRSS2 auf Transkript-Ebene nach-
gewiesen [6, 11, 12]. Weitere Transkrip-
te, welche in der viralen Infektions-
kaskade fiir SARS-CoV-2 involviert
sind, konnten ebenfalls in Blastozysten
nachgewiesen werden [5]. Auf Pro-
teinebene gibt es zum aktuellen Zeit-
punkt keine Daten fiir die Abundanz
von ACE2 und TMPRSS2 in humanen
Blastozysten. Dennoch konnte die Co-
Expression von ACE2, TMPRSS2 und
weiteren Produkten der Infektionskette
auf mRNA-Ebene einen Hinweis dafiir
liefern, dass eine Infektion von Pri-
implantationsembryonen zumindest
theoretisch moglich ist. Eine vertikale
Transmission ist daher moglicherweise
nicht ganz auszuschlieBen.

Anzumerken bleibt an dieser Stelle noch
die besondere Rolle der Zona pellucida
als natiirliche Barriere der Keimzellen
und Embryonen gegeniiber Keimen und
Viren. Die Struktur und Permeabilitit
der Zona pellucida verdndert sich nach
Befruchtung und friiher Embryogenese
fortwéhrend. In unbefruchteten Eizellen
wird die Zona pellucida von kleinen Ka-
nilen durchzogen und weist eine pordse
Struktur auf [13]. In befruchteten Eizel-
len bis zum Blastozystenstadium erfolgt
eine Kompaktierung und Verdickung
ohne den Nachweis von pordsen Struk-
turen [13, 14].



2.2 Ejakulat als potentielles
Reservoir fiir SARS-CoV-2

Die bisher publizierten Ergebnisse zum
Nachweis von SARS-CoV-2 im Ejakulat
zeigen zum Teil sehr kontroverse Ergeb-
nisse. In einer Studie von Li et al. [15]
wurde in 4 von 15 SARS-CoV-2 positi-
ven und akut erkrankten Patienten und
in 2 von 23 in der Erholung befindlichen
Patienten das Virus mittels PCR nachge-
wiesen. Dem gegeniiber liegen eine Viel-
zahl an Studien vor, die keinen Nachweis
von SARS-CoV-2 in den Samenproben
von Patienten zeigen, weder in der re-
konvaleszenten noch in der akuten Phase
[16-22]. Zusammengefasst weisen die
Fallzahlen ein klares Ungleichgewicht
zwischen dem Nachweis von SARS-
CoV-2 im Ejakulat (n = 6/38) und der
Abwesenheit von SARS-CoV-2 im Eja-
kulat bzw. im Seminalplasma (n = 0/130)
auf, dies sowohl bei akut erkrankten als
auch bei rekonvaleszenten Patienten.
Limitierend kommt hinzu, dass die Stu-
die von Li et al. [15] keine konkreten
Angaben zur Gewinnung und Analyse
der Proben aufweist, so dass eine virale
Kontamination der Proben durch weitere
Quellen nicht ausgeschlossen werden
kann. Wichtig ist hier anzumerken, dass
es sich um positive PCR-Nachweise han-
delt und nicht um den Nachweis virulen-
ter Partikel in den Samenproben. Weitere
Studien mit standardisierten Verfahren
hinsichtlich der Zeit von Gewinnung der
Probe bis zur RNA-Isolation, der Metho-
de zur RNA-Isolation bis hin zur Menge
des eingesetzten Ejakulatvolumens sind
notwendig.

Generell sollten fiir die Bearbeitung von
Ejakulaten Einmalartikel verwendet und
vorschriftsgemdB entsorgt werden. Eine
generelle separate Lagerung kryokonser-
vierter Ejakulate oder Hodengewebepro-
ben wihrend der COVID-19-Pandemie,
also auch von Patienten ohne nachweis-
bare COVID-Symptome, ist nicht not-
wendig.

Unabhingig von den SARS-CoV-2-
Nachweisen im Ejakulat ist das Ver-
stiandnis iiber potentielle Infektionswege
von Spermien oder testikuldrem Gewe-
be hilfreich fiir die Risikoabschitzung.
Vergleichbar zum Ovar wurde ACE2 als
Rezeptor fiir SARS-CoV-2 auch in testi-
kuldrem Gewebe auf Protein- und Tran-
skriptebene in Leydig- und Sertoli-Zellen
nachgewiesen [23, 24]. ACE2-mRNA
konnte in Spermatogonien nachgewiesen

werden, wohingegen die Expression in
Spermatozyten, Spermatiden und Sper-
mien, wenn iiberhaupt, nur in sehr ge-
ringem Maf3e zu finden war [19, 25, 26].
Die Expression von TMPRSS2 konnte
in Spermatogonien, Leydig- und Ser-
toli-Zellen nachgewiesen werden [26].
Obwohl die genauen Mechanismen noch
nicht vollstindig gekldrt sind, scheint
ACE?2 eine Rolle in der testikuldren Re-
gulation und Funktionalitit zu spielen
[25]. Unterstrichen wird diese Annahme
dadurch, dass eine SARS-CoV-2-Infek-
tion unter anderem zu einem niedrige-
ren Verhiltnis von Testosteron zu LH
(Luteinisierendes Hormon) fiihren und
moglicherweise eine virale Orchitis
nach sich ziehen kann [19, 27]. Dariiber
hinaus bleibt festzuhalten, dass die Blut-
Hodenschranke permeabel fiir unter-
schiedliche Viren ist — HIV kann hier als
prominentes Beispiel genannt werden —,
daher konnte dies moglicherweise auch
fiir SARS-CoV-2 gelten [28]. Eine spe-
zifische SARS-CoV-2-Bindung an reife
Spermien ist zwar nicht ausgeschlossen,
nach jetzigem Kenntnisstand aber sehr
unwahrscheinlich. Ob und inwieweit
eine unspezifische Kontamination der
Spermien im Nebenhoden oder nach der
Ejakulation erfolgen kann, ist ebenfalls
noch unklar.

3. Vertikale und horizonta-
le Transmissionswege bei
der In-vitro-Kultur

Die vertikale Transmission einer an
COVID-19 erkrankten Schwangeren auf
den Embryo/Foétus in der Schwanger-
schaft konnte bislang weder fiir SARS-
CoV-2 noch fiir andere SARS- oder
MERS-Erreger nachgewiesen werden
[29]. Bei positiv getesteten Neugebore-
nen liegt die Vermutung einer periparta-
len Infektion nahe [30]. Erste Hinweise
deuten allerdings darauf hin, dass das Ri-
siko fiir eine Ansteckung des Feten hoher
ist, je ndher die Erkrankung der Mutter am
errechneten Entbindungstermin liegt [31,
32]. Schwangere Frauen haben im Allge-
meinen ein hoheres Risiko an COVID-19
zu erkranken, mit oft schlimmeren Ver-
laufen und einem erhohten Risiko fiir
vorzeitige Geburt und Praeklampsie und
einer hoheren Sectio-Inzidenz [33]. Die
Verfiigbarkeit geeigneter Medikamente
zur Behandlung einer SARS-CoV-2-In-
fektion in Schwangerschaft und Stillzeit
ist limitiert.

Eine horizontale Transmission des Virus
von Keimzellen untereinander oder von
Embryo zu Embryo in verschiedenen
Schalen oder ,,wells“ derselben Schale
in der Kultur, z. B. in einem gemeinsa-
men Inkubator, schlieBen wir aufgrund
der aktuellen Standards in ART-Laboren
aus. Neben der Desinfektion von Arbeits-
flichen und Inkubatoren mit geeigneten
Mitteln, wie z. B. quartiren Ammoni-
umverbindungen, erfolgt die Kultur der
Embryonen in Deutschland unter Ver-
wendung von Einmalverbrauchsartikeln
(u. a. Petrischalen/,,time lapse wells*),
zumeist mit Oliiberschichtung, und in
mit Deckel versehenen Kulturschalen.
Ein Ubertreten von Viruspartikeln kann
daher ausgeschlossen werden.

4. Kontakt mit flissigem
Stickstoff

Durch den konsequenten Einsatz von
Einmalartikeln im ART-Labor und die
strikte Trennung von Arbeitsabldufen
ist eine horizontale Kontamination zwi-
schen Keimzellen oder Embryonen von
unterschiedlichen Patientenpaaren prak-
tisch ausgeschlossen. Dies gilt auch fiir
die Lagerung kryokonservierter Proben
in flissigem Stickstoff. Es konnte zwar
gezeigt werden, dass diverse Bakterien
und Pilze im Sediment von Stickstoff-
Lagergefafen vorhanden sind [34-36],
interessanterweise handelte es sich aller-
dings um Mikroorganismen aus der Um-
welt, z. B. unserer Luft. Die Mikroorga-
nismen waren somit nicht durch Proben
aus der Kultur eingetragen worden. Beim
Einfrieren entstehen atmosphérische Eis-
kristalle iiber dem Lagergefil wihrend
der Offnung oder an kalten Oberflichen
und gelangen so in die Behilter. Dies ist
also ein natiirlicher Prozess und bei jeder
Art der Kryolagerung zu finden.

Nicht nur Bakterien und Pilze, sondern
auch Viren sind in fliissigem Stickstoff
zu finden (z. B. Hepatitis B, Vesicular
stomatitis virus [VSV] oder Pseudo-
monas spp.) [37-39]. Daten zur Prisenz
von SARS-CoV-2 in fliissigem Stickstoff
liegen bisher aber noch keine vor.

Die Literatur belegt das insgesamt sehr
geringe Risiko einer Kontamination
durch die Verwendung von fliissigem
Stickstoff und die Nutzung von gemein-
schaftlichen Lagerbehiltern bei der Ver-
wendung kommerzieller Probensysteme
zur Kryokonservierung (siehe auch die
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SWOT-Analyse von Alteri et al. [40]).
Zum jetzigen Zeitpunkt ist kein einziger
bestitigter Fall in der Reproduktions-
medizin bekannt, bei dem eine Krank-
heitsiibertragung von Patient zu Patient
durch die Verwendung und Lagerung im
fliissigen Stickstoff erfolgt ist [41]. Das
Risiko einer Ubertragung durch fliissigen
Stickstoff kann daher als sehr gering ein-
geschitzt werden.

Eine spanische Studie mit klarem Praxis-
bezug konnte zeigen, dass die Vitrifika-
tion und anschlieBende Lagerung und
Kultur von Eizellen bzw. Embryonen
von immunologisch-positiven Patienten
(Humanes Immundefizienz-Virus [HIV],
Hepatitis-C-Virus [HCV], Hepatitis-B-
Virus [HBV]) nicht zur Kontamination
benachbarter Proben fiihrte [42].

Einzelne Forscher schlagen die Verwen-
dung von sterilem oder sterilisiertem
Stickstoff fiir den Prozess der Kryokon-
servierung und beim Auftauen vor. Zwar
kann eine UV-Behandlung von fliissigem
Stickstoff Mikroorganismen (Stenotro-
phomonas maltophilia, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli und Asper-
gillus niger) voriibergehend eliminieren
[43, 44], aber zur viralen Elimination lie-
gen keine Studien vor. Da eine Transmis-
sion in fliissigem Stickstoff allerdings als
extrem unwahrscheinlich anzusehen ist,
ist eine Sterilisation daher unnétig.

Moglicherweise konnte eine Wischdes-
infektion der Kleingefifle fiir die Kryo-
konservierung und den Auftauprozess
nach jeder Nutzung sinnvoll sein. Jedoch
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