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Rundspermatiden und die klinische Anwendung —
gibt es eine Indikation fiir die Rundspermatiden-
injektion und die In-vitro-Maturation?

A. S. Hoepfner', A. Schultze-Mosgau', B. Schopper!, T. Drechsler?, D. Jocham?, K. Diedrich?, S. Al-Hasani'

Bei vorliegender Azoospermie im Ejakulat und Hodengewebe besteht die Option der Spermatideninjektion. Wéhrend die Fertilisations - und Schwangerschafts-
rate nach ELSI (elongated sperm injection) dhnlich gute Ergebnisse wie die ICSI zeigt, sind die Ergebnisse nach ROSI (round spermatid injection) sehr viel
unbefriedigender. Ziel dieser Ubersichtsarbeit war es, die Problematik in der klinischen Anwendung, die heutige Relevanz und die Notwendigkeit einer
klinischen Indikation der Rundspermatideninjektion aufzuzeigen.

Die Hauptproblematik liegt wohl in der Erkennung, Separation und Isolation der Rundspermatiden im TESE-Praparat. Es bedarf hierbei guter klinischer
Erfahrung des Laborpersonals, diese von anderen ,Rundzellen” zu unterscheiden. So entwickeln sich oftmals unspezifische Fertilisationen durch eben diese
,Rundzellen”, welche als Quelle der Verwirrung fir Enthusiasten der ROSI dienen diirften. Zudem bedarf es einer zuverldssigen Farbemethode, eine sichere
Methode zur Erkennung vitaler Zellen fehlt. Bedenken bestehen zudem hinsichtlich der genetischen Normalitit der Rundspermatiden, welche als jiingste
haploide Vorlduferzellen der Spermatogenese zunéchst eine aufwendige Entwicklung durchlaufen miissen, um sich zu reifen Spermatozoen zu entwickeln.
Es gibt zur Zeit keinen Weg herauszufinden, ob die ausgewahlten immaturen haploiden Zellen genetisch normal sind. Die von einigen Arbeitsgruppen
beschriebenen erzielten Schwangerschaften nach In-vitro-Kultivierung von Rundspermatiden sind von fraglicher klinischer Relevanz. Bei der angewandten
Technik mittels mechanischer Zerkleinerung des extrahierten Hodengewebes und anschliefSender Kultivierung des gesamten Gewebes fehlt es an Moglich-
keiten, eine Existenz von weiteren reiferen Spermatiden bis hin zur Spermatozoe auszuschlieSen. Techniken anderer Autoren zeigen sich derzeit aufgrund
niedrigster Fertilisationsraten und unzureichend entwickelter Kulturmedien nicht indiziert. Zur Zeit ist die Rundspermatideninjektion bzw. die Injektion von
kultivierten Rundspermatiden klinisch nicht relevant. Die Fertilisations- und Schwangerschaftsraten mit Rundspermatiden sind unakzeptabel niedrig, die
existierenden Kultivierungsmethoden sind unzureichend und es fehlen Methoden zur Sicherung der genetischen Normalitit der immaturen injizierten
Spermatiden.

Schliisselworter: Rundspermatiden, ELSI, ROSI, In-vitro-Maturation, Azoospermie

Round Spermatids and Clinical Value - is there any Indication for Round Spermatid Injection and In-Vitro Maturation? In cases of azoospermia due
to different reasons like impaired spermatogenesis or obstruction, spermazoa can be retrieved directly from the testicular tissue and can be injected
in the human oocyte using the ICSI-technique (intracytoplasmatic spermatid injection). While fertilisation- and pregnancy rates obtained through the
ELSI-technique (elongated sperm injection) show similar good results as the ICSI-technique, results after ROSI (round spermatid injection) show
limited success with the spermatid microinjection. The intention of this article is it to present a survey about the problems concerning the clinical
approach of round spermatid injection and to reconsiderate critically the need for ROSI in assisted human reproduction today.

The main concerns relate to the methodology of separation, identification and isolation of round spermatids. A well experienced laboratory team
is mandatory to make the correct recognition of round spermatids from other similar looking round cells within the testicular tissue. Findings of
development of an unspecific fertilisation of these round cells appear to be a source of confusion for failed enthusiasm. A failed recognition of the
round spermatid stage is also due to a reliable staining technique which is lacking until today. In addition, a good technique for identification of vital
cells is not available yet. Concerns about the genetic normality of those early male germ cells with one set of haploid chromosomes are expressed. Up
to date there is no way to find out about the genetic condition of those cells. From some authors publicised high rates of fertilisation, implantation and
delivery due to round spermatid injection seem not to be relevant from our point of view. This is related to the applied technique of mechanically
disintegration and homogenization of the individual testicular tissue samples with following cultivation of whole segments of tissue which makes it
nearly impossible to exclude the existance of mature spermatids and even spermatozoa in those samples. Other applied various techniques described
by other groups show lowest fertilisation and pregnancy rates.

Today the technique of round spermatid injection respectively the injection of cultured round spermatids seems not to be relevant in assisted
human reproduction today. Fertilisation- and pregnancy rates are extremely low, existing techniques are not adequate and there is no way to find out
about genetic normality of these immature injected male germ cells. ] Reproduktionsmed Endokrinol 2004; 1(1): 33-7.

Key words: round spermatids, ELSI, ROSI, in-vitro maturation, azoospermia

Verschiedene pathologische Gegebenheiten konnen
zu Abnormitdten in der Spermiogenese fiihren, wel-
che in extremer Form die Sterilitit des Mannes bewirken
konnen. Seit der Einfuhrung der intrazytoplasmatischen
Spermatozoeninjektion (ICSI) 1992 durch Palermo et al.
wird diese Technik mit gutem Erfolg bei verschiedenen
Formen der Oligoasthenoteratozoospermie angewendet.
Liegt eine vollige Azoospermie im Ejakulat vor, konnen
die Spermatozoen mittels TESE (testikuldre Spermien-
extraktion) aus dem Hoden oder Nebenhoden des Mannes
gewonnen werden. Diese kdnnen dann mit Hilfe der intra-
zytoplasmatischen Spermatozoeninjektion im Sinne des so-
genannten TESE-ICSI-Verfahrens [1] in die Oozyte injiziert
werden. Bei einer durch eine testikuldre Stérung verursach-
ten Azoospermie (dazu gehoren die ,nichtobstruktive Azoo-
spermie”, der Reifungsarrest, das ,Sertoli-cell-only-Syn-
drom*, die ,post-cryptorchidism tubular atrophy”, die ,post-
chemotherapy testicular atrophy”, die , post-mumps orchitis”
und das Klinefelter-Syndrom) kann in 60 % der Falle eine

kleine Anzahl von Spermatozoen durch eine testikulare
Spermienextraktion aus dem Hoden (TESE) gewonnen und
erfolgreich im ICSI-Verfahren eingesetzt werden und so zu
einer Schwangerschaft fihren [2-4].

Es gibt jedoch auch extreme Formen der testikuldren
Dysfunktion, bei denen weder im Ejakulat noch in den
TESE-Préparaten des Patienten Spermien gefunden werden
konnen. Der Anteil dieser Patienten mit der Diagnose ei-
ner Azoospermie liegt bei etwa 40 % [5].

Die Spermatideninjektion mittels elongierter
Spermatiden und Rundspermatiden

Vor einiger Zeit begann man damit, Spermatiden aus
testikularem Gewebe im ICSI-Verfahren einzusetzen. Die
Gruppe um Edwards et al. [6] zeigte erstmals, dals eine
Fertilisierung von humanen Oozyten durch testikulare
Spermatiden, gewonnen von Mannern mit einem Reifungs-
arrest auf jeglicher Stufe der Spermatogenese, moglich ist.
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Spermatiden sind die ersten haploiden Zellen in der Spermio-
genese und haben die zweite meiotische Teilung gerade be-
endet. Sie scheinen die notwendige Fahigkeit zu besitzen,
eine Fertilisation von Oozyten durch eine Mikroinjektion zu
gewdhrleisten. Die Gruppe um Yanagimachi [7] beschrieb
die ersten Trachtigkeiten mit Wurf von lebendigen Mausen
nach Injektion von Rundspermatiden im Tiermodell. Dem
folgten andere erfolgreiche Beispiele [7, 8].

Die ersten humanen Schwangerschaften durch Sper-
matiden, gewonnen aus testikularem Gewebe bzw. Ejaku-
lat, wurden 1995 beschrieben [9, 10]. Es handelte sich
dabei um Schwangerschaften durch eine Fertilisation von
Oozyten mittels Rundspermatideninjektion (ROSI = round
spermatid injection) [10-13] und elongierter Spermatiden-
injektion (ELSI = elongated spermatid injection) [9, 14].
Kurz darauf folgten die ersten erfolgreichen Fertilisationen
durch humane kryokonservierte Spermatiden [15-17]. In-
zwischen ist es sogar angeblich zur Schwangerschaft
durch Injektion von sekunddren Spermatozyten gekom-
men [18]. Seitdem sind Ergebnisse auch von anderen
Gruppen beschrieben wurden, die allerdings von unter-
schiedlichem Erfolg gekront waren [15, 19-30].

Verglichen mit den Ergebnissen der testikuldren Sper-
mienextraktion ist die Fertilisations- und Schwanger-
schaftsrate durch Spermatiden allerdings sehr viel niedri-
ger[9, 13,16, 17, 31]. Die Griinde dafuir konnen vielfaltig
sein:

Spermatiden sind unreife haploide Keimzellen, die auf
dem Weg der Spermiogenese zum reifen Spermatozoon
weit am Anfang der morphologischen und biochemischen
Veranderungen stehen. So liegt die Fertilisierungsrate durch
Spermatiden bei nur etwa 25-50 % [16]. Elongierende und
elongierte Spermatiden aber befinden sich schon im letzten
Stadium der Spermatogenese. So zeigt die Injektion von
elongierten Spermatiden ausreichende Fertilisations- und
Implantationsraten, welche dhnlich gut sind wie die Ergeb-
nisse, die mittels Spermatozoeninjektion [23, 32] erzielt
werden. Die ELSI gilt inzwischen als etabliertes Verfahren.

Laboranalytische Problematik in der Identifizie-
rung von Rundspermatiden im TESE-Praparat

Im Vergleich zur ELSI zeigt die Rundspermatideninjektion
unbefriedigende Ergebnisse [23, 26, 28, 31, 33]. Die Ferti-
lisationsrate ist niedrig, und die gewonnen Embryonen
zeigen eine geringe Implantationsrate, welche nur verein-
zelt in einer Schwangerschaft resultiert [14, 34-36]. Das
kann verschiedene Griinde haben:

So ist die Erkennung von Spermatiden und Unterschei-
dung von anderen Zelltypen im Hodengewebspraparat
vielleicht das groBte Problem. Es finden sich im Hoden des
gesunden Mannes normalerweise alle Formen der Sper-
matiden (Rundspermatiden, elongierende und elongierte
Spermatiden) bis hin zum reifen Spermatozoon. Die reifen
elongierten Spermatiden dhneln in ihrem Erscheinungs-
bild sehr einem reifen Spermium. Die Rundspermatiden
unterscheiden sich von Lymphozyten, welche einen dhnli-
chen Durchmesser haben konnen, durch ihr grofBeres Nu-
kleus/Zytoplasma-Verhiltnis. Zudem sind ihre Kerne rund
oder oval und besitzen eine etwas andere Chromatin-
struktur. Runde Spermatiden werden von anderen weilen
Blutzellen und von anderen Spermienvorstufen (Spermato-
zyten und Spermatogonien) durch ihre geringere Grofe
unterschieden. Von Erythrozyten werden sie durch ihren
Kern und etwas groReren Durchmesser differenziert. Man
sollte allerdings bedenken, daf® diese Einteilung auf der
Beobachtung der normal verlaufenden Spermatogenese
beruht. Bei einer abnormen Entwicklung ist eventuell kei-
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ne so deutliche Unterteilung zu treffen. Vor allen Dingen
ist es bei den Rundspermatiden schwierig, sie aufgrund
von morphologischen Charakteristika zu erkennen und
von anderen als ,Rundzellen” erscheinenden Zellen zu
unterscheiden. Silber und Johnson vermuten, dall es auf-
grund dieser Problematik relativ haufig zur Verwechslung
der Stadien kommt und die Injektion somatischer oder an-
derer runder Zellen zu Prozessen fiihren kann, die einer
Fertilisierung und Teilung dhneln [37]. So beschreiben
Levran et al. [28] eine Fertilisationsrate von 44 % bei der
Rundspermatideninjektion, aber einen folgenden Teilungs-
arrest von 40,8 % verglichen mit der ICSI (8,2 %). So findet
sich im allgemeinen eine hohere Fertilisationsrate im Ver-
gleich zur folgenden Schwangerschaftsrate.

Silber et al. [37] haben aufgrund der Schwierigkeiten,
Rundspermatiden zu identifizieren, humane Sertoli-Zell-
Nuklei bei Mannern mit Azoospermie ohne Anhalt fir
Spermatozoen im TESE-Prdparat in Oozyten injiziert. Es
ergab sich eine nichtspezifische Fertilisation mit der Er-
scheinung von mindestens einem, sogar oft zwei Pronuk-
lei. Am zweiten Tag teilten sich die meisten Oozyten. Die
meisten dieser ,Embryonen”, die aus dieser pathogene-
tischen Aktivation entstanden, waren abnormal. Diese
nichtspezifische Aktivierung konnte eine Quelle der Ver-
wirrung fir Enthusiasten der ROSI und ROSNI sein. Silber
et al. [37] betonen, dal8 sich sowohl bei der Diagnose ei-
nes testikularen Versagens als auch bei Patienten mit nor-
maler Spermiogenese angewandten TESE-ICSI-Prozedur
immer eine Fiille von ,Rundzellen” findet. Es ist hierbei
sehr schwer, Rundspermatiden von Sertoli-Zellkernen zu
unterscheiden. Silber et al. sind hierbei der Auffassung,
daR sich immer ,Rundzellen” finden lassen, falls keine
Spermatozoen beim Sertoli-cell-only-Syndrom oder bei
der Diagnose eines Reifungsarrests im Hodengewebe ge-
funden werden. Allerdings handelt es sich hierbei nicht
um einen Maturationsarrest auf dem Niveau von ,Rund-
spermatiden” [4, 38-40].

Als ein weiterer Grund fur die schlechteren Ergebnisse
durch die ROSI wird das Vorhandensein der die Rund-
spermatiden umgebenden Zytoplasmaschicht diskutiert,
welche seine Transformation in den mannlichen Vorkern
hemmen soll. Ein zusatzliches Problem liegt in der Unter-
scheidung von vitalen und nichtvitalen Zellen. Zur Zeit
existiert keine Farbung, die dieses ermoglicht und so die
Fertilisationsrate erhchen konnte. Yamaka et al. [41] be-
schreiben die computerassistierte Imageanalyse zur Identi-
fizierung der ROSI — allerdings ist diese in den meisten
IVF-Labors nicht etabliert. Mendoza und Tesarik [12] be-
schreiben drei vereinfachte Farbetechniken (Papanico-
laou, die Fluorescein labelled Pisum sativum Agglutinin-
Bindung und das Antiacrosin Antiserum Labelling) — leider
beinhalten aber alle diese Methoden keine Vitalfarbungen.
So liegt ein weiteres Problem in der Erkennung vitaler
Rundzellen nach Identifizierung derselben.

Existiert ein postmeiotischer Arrest
in der Spermiogenese?

Es kam bis 1999 zu acht Schwangerschaften nach Rund-
spermatideninjektion. Dabei wurden drei durch Rund-
spermatiden aus Ejakulaten [10, 12, 24, 42] und 5 Schwan-
gerschaften durch Spermatiden aus TESE-Praparaten [21,
23, 26] sowie eine Schwangerschaft durch kryokonser-
vierte Spermatiden erzielt [15]. In allen Féllen, in denen
also keine Spermatozoen oder Spermatiden gefunden wur-
den, zeigte sich in der Anamnese des Patienten durchaus
die Darstellung von elongierten Spermatiden oder Sper-
matozoen im Ejakulat oder dem TESE-Préparat. Im Gegen-



satz dazu lieB sich bisher keine Schwangerschaft nach Injek-
tion mit Rundspermatiden erzielen, wenn sich in der Ana-
mnese des Mannes eine komplette Abwesenheit von
elongierten Spermatiden oder Spermatozoen im Ejakulat
oder TESE-Praparat gezeigt hatte [18, 20, 23, 25, 26, 32, 43].

Die Studien mit Injektion von Rundspermatiden im
Tiermodell erbrachten erstmals durch die Gruppe um
Yanagimachi [7] Trachtigkeiten mit konsekutiver Geburt
von lebenden Mausen nach Injektion von Rundsperma-
tiden. Es entwickelten sich allerdings nur 4 geborene Mdu-
se von insgesamt 475 injizierten Oozyten. Dies entspricht
einer Geburtenrate von 1 %.

Die ersten erfolgreichen Versuche einer Spermatiden-
injektion beim Menschen beschrieben Tesarik et al. bei
sieben Patienten mit der Diagnose einer Azoospermie [10,
12, 42]. Nach Tesarik et al. handelte es sich hierbei um
Manner, bei denen sich trotz der Abwesenheit von reifen
Spermatozoen Rundspermatiden im Ejakulat gezeigt hat-
ten (postmeiotischer Arrest?). Nach Injektion dieser Rund-
spermatiden in humane Oozyten entwickelten sich bei
zwei von diesen sieben Fdllen Schwangerschaften mit
nachfolgender Geburt. Das wiirde, verglichen mit der
Geburtenrate von Ogura und Yanagimachi, eine grofe
Steigerung der Effizienz bedeuten.

Diese Situation des alleinigen Auffindens von Rund-
spermatiden in der Abwesenheit von reifen Spermatozoen
im Hodengewebe von Mannern mit der Diagnose einer
Azoospermie kann von Silber et al. [37] nicht bestatigt
werden. Diese Aussage steht im Einklang mit einigen an-
deren Gruppen [15, 21, 35, 44]. Die Gruppe um Silber et
al. [37] untersuchte 143 Hodenbiopsien von Madnnern mit
der Diagnose einer nichtobstruktiver Azoospermie. Er leg-
te Wert auf die Farbung der histologischen Schnitte zur
Differenzierung der verschiedenen Stadien der Spermato-
genese und Spermiogenese. Diese lassen sich so viel einfa-
cher unterscheiden als die ungefarbten histologischen
Praparate im TESE-ICSI-Prdparat. Es wurden hierbei dem
Laborpersonal Photos vorgelegt, um bei der Unterschei-
dung der gesehenen verschiedenen Typen von ,Rund-
spermatiden” in den geteilten testikularen Geweben zu
helfen. Die histologische Untersuchung dieser Hoden-
gewebsproben ergab, daB sich die arretierte Entwicklung
in allen Fallen in der Meiose, im Zygoten- oder Pachyten-
Stadium fand. Es wurden keine Rundspermatiden gefun-
den, auller in solchen Fillen, in denen sich auch elon-
gierte und reife Spermatozoen im Gewebsprdparat fanden.

Zudem wurden in den 125 Féllen der Hodenbiopsien
mit der zugrundeliegenden Diagnose einer idiopathischen
nichtobstruktiven Azoospermie kein Anhalt fir einen
spermiogenetischen Arrest im Sinne eines Arrestes in der
Entwicklung vom runden zum elongierten Spermatid ge-
funden. Der germinale Defekt der nichtobstruktiven Azoo-
spermie zeigte sich entweder in der Abwesenheit von
Keimzellen (Sertoli cell only) oder als eine Stérung der
Keimzellentwicklung, sich nach der Meiose weiterzuent-
wickeln (nicht der Reifung vom Rundspermatid zum
elongierten Spermatid) [4].

Eine grofBe Studie zeigt, dafl die Notwendigkeit eines
Gebrauchs von Rundspermatiden eigentlich sehr gering ist
[45]. In dieser Studie wurden 1418 Biopsien von 766
subfertilen Mannern untersucht. Obwohl 6,6 % der unter-
suchten Patienten das meist fortgeschrittene Stadium der
Spermatogenese in der Histologie aufwiesen, beurteilt
durch einen Johnson-Score von sechs oder sieben, war es
bei den meisten (86 %, n = 44) moglich, Spermatozoen
wiéhrend der TESE-Prozedur zu finden. Diese Aussage
steht in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Silber
und Johnson aus dem Jahre 1998. Die von Tesarik et al.

[10, 12, 42] propagierte Existenz des postmeiotischen Ar-
rests erscheint fraglich

Im Gegenteil dazu versicherten 1997 Yoshida et al., die
testikuldre Biopsien von 128 Patienten mit nichtobstruktiver
Azoospermie untersucht hatten, ICSI mit Rundspermatiden
wadre in 3,1 % der Félle notwendig gewesen. Die Daten von
Schulze et al. [45] wiederum zeigen, da8 die Spermiogenese
lediglich in 26 von 1418 Hodenbiopsien (1,8 %) nur das
Rundspermatidenstadium erreichte.

Tesarik [46] fuihrt dagegen aus, dal’ es zur Zeit unmoglich
sei, die definitive Situation festzulegen, in welcher bei Patien-
ten mit der Diagnose einer nichtobstruktiven Azoospermie
nur Rundspermatiden, aber keine elongierten Spermatiden
oder Spermatozoen im Hoden produziert werden, weil die
Ergebnisse der einzelnen Zentren hierzu abhangig von der
Behandlungsstrategie des einzelnen Zentrums seien. Zen-
tren, die ROSI anwenden, beenden die Extraktion von
Hodengewebe wahrscheinlich eher, sobald sie eine gewisse
Anzahl von Rundspermatiden gewonnen haben. Hier kann
es also nicht ausgeschlossen werden, dal’ in den anderen Fal-
len auch Spermatozoen im TESE-Préparat gefunden wiirden.
Silber et al. [37] bekréftigen, dal’ sich bei Patienten mit der
Diagnose einer Azoospermie meist winzige Foci einer intak-
ten Spermatogenese finden lassen konnen. Bewiesen wurde
dies zudem durch einige quantitative Analysen der Sperma-
togenese [47-49]. Tesarik gibt hier vor, zwei Moglichkeiten
zu haben: eine weitere Zerstorung des Hodengewebes auf
der Suche nach Spermatozoen oder eine geringe Effizienz
und potentielle Risikofaktoren durch die Rundspermatiden-
extraktion [46]. So ist es offensichtlich, daf die Fertilisa-
tionsrate mit Spermatiden signifikant niedriger ist als mit Sper-
matozoen [35]. Andererseits muls beachtet werden, dalk die
TESE zur permanenten Devaskularisation des Hodens fiihren
kann [50]. Wenn man ROSI statt ICSI mit testikularen Sper-
matozoen anwendet, bedeutet das eine Reduktion der erwar-
teten Implantationsrate um 50 % [23], wiirde aber das Risiko
der irreparablen testikularen Schadigung senken und das
Hodengewebe aufsparen fiir zukiinftige Versuche mit ROSI,
wenn die Erfolgsraten hiermit verbessert werden.

Die In-vitro-Maturation von Spermatiden

Eine Alternative hinsichtlich der unbefriedigenden Ferti-
lisations- und Schwangerschaftsraten durch die Rundsper-
matideninjektion wird von einigen Autoren in der In-vitro-
Maturation der Rundspermatiden gesehen [51-54].

Aslam und Fishel [34] sowie Tesarik et al. [55] haben
gezeigt, dal Rundspermatiden unter speziellen In-vitro-
Kulturbedingungen Flagellae entwickeln und sich zu
elongierenden Spermatiden differenzieren konnen. Tesarik
et al. beschreiben, daB die In-vitro-Kultur von ganzen
testikularen Gewebsproben mit r-FSH (stimuliert die Sper-
miogenese) und Testosteron (inhibiert die Sertoli-Zell-
Apoptose) die Differenzierung von elongierten Sperma-
tiden von primédren Spermatozyten auf 1-2 Tage beschleu-
nigen kann [54-58]. Diese Geschwindigkeit steht im Kon-
trast zur Differenzierungsgeschwindigkeit von normalem
testikularem Gewebe, welches mehr als einen Monat
braucht, um die Meiose und Spermiogenese zu durchwan-
dern [59, 60]. Aslam und Fishel [61] beschreiben eine er-
folgreiche Kurzzeit-In-vitro-Kultur, welche allerdings kei-
nen signifikanten Effekt auf die Fertilisationsrate zeigt.

Im Augenblick ist es vollkommen unklar, ob die Ursa-
che der beschriebenen beschleunigten Reifungen durch
eine abnormal verlaufende Maturation bedingt ist oder
einfach durch spezielle Kulturmedien beschleunigt wer-
den kann. Andere Autoren hingegen beschreiben eine
physiologischere Reifungszeit von 7—12 Tagen von isolier-

J REPRODUKTIONSMED ENDOKRINOL 1/2004

35



36

ten Rundspermatiden zu elongierten und sogar Spermato-
zoen auf Vero-Zell-Kulturmedien [62].

Die durch Tesarik et al. [51-54] beschriebenen erziel-
ten Schwangerschaften und Geburten nach Kultivierung
von Rundspermatiden erscheinen in ihrer klinischen Rele-
vanz fragwiirdig: In der beschriebenen Methodik werden
ganze Gewebsstlicke zur In-vitro-Kultur verwendet, an-
stelle isolierter Spermatiden. Es werden hierbei mehrere
Gewebsproben von beiden Hodenseiten entnommen, mit
darauf folgender mechanischer Zerkleinerung der Gewebs-
teile zu einem Gemisch aus kleinen Tubuli-Seminiferi-Seg-
menten, freien Zellverbdnden und einzelnen Zellen. Diese
Gewebsproben werden dann gemischt und kultiviert. Es
muld hierbei festgestellt werden, dalt anhand der beschrie-
benen fraglichen Existenz des postmeiotischen Arrests die-
se Ergebnisse aufgrund der unzureichenden Differenzie-
rungsmoglichkeiten des verwendeten Gewebes klinisch ir-
relevant erscheinen drften.

Die Gruppe um Cremades et al. [62] hat ein alternati-
ves Protokoll entwickelt, um eben diese Moglichkeit einer
Kontamination durch einen versteckten Fokus von elon-
gierten Spermatiden oder Spermatozoen zu vermeiden.
Hierbei wird durch eine offene testikuldre Biopsie Gewebe
entnommen. Anschliefend werden im verdiinnten Gewe-
be isolierte Rundspermatiden mit einer Mikropipette auf-
genommen und mittels eines Vero-Zell-Kultursystems ma-
turiert. Andere Autoren beschreiben die Isolation der
Spermatiden durch die VSUG (velocity sedimentation
under unit gravity) kombiniert mit der ,diskontinuierlichen
percoll centrifugation (DPC)” [35, 61]. Elongierte Sperma-
tiden werden hier manuell von gemischten Zellsuspen-
sionen testikuldrer Biopsien gesammelt. Die Vitalitat wird
dann durch den Trypan blue exclusion-Test geprift [34].

Bei den durch ein Vero-Zell-Kultursystem gereiften
Spermatiden zeigt sich allerdings nur eine geringe In-vitro-
Maturationsrate von Rundspermatiden in normale elon-
gierte Spermatiden von 5,5 %. Es zeigt sich zudem eine
geringe Fertilisationsrate von 40,9 % [62]. Die beschriebe-
ne geringe In-vitro-Reifungsrate konnte durch ein generell
geringeres Entwicklungspotential von kultivierten Rund-
spermatiden bedingt sein [62, 63]. Es ist zudem bekannt,
dal die In-vitro-Maturation in 50-75 % der Falle nicht er-
folgreich und nicht beliebig wiederholbar ist. Zudem vari-
iert der klinische Erfolg von Patient zu Patient [62]. Der
Grund, warum sich die Spermatiden einiger Mdnner unter
Kulturbedingungen weiterentwickeln und andere nicht, ist
derzeit unklar [51]. Es finden sich zur Zeit keine optimalen
Kulturbedingungen zur Spermatidenreifung. Die Anwen-
dung des Vero-Zell-Kulturmediums tragt unter Umstdanden
das Risiko einer Transmission von Virusinfekten [62].

Die In-vitro-Maturation von Spermatiden erscheint zur
Zeit aufgrund unzureichender Kultivierungsmethoden mit
einem zu 50-75 % zu erwartenden Ausbleiben der Rei-
fung und aufgrund niedriger Fertilisationsraten in der prak-
tischen Anwendung nicht indiziert. Die von Tesarik et al.
[51-53, 58, 64] beschriebenen Erfolgsraten der In-vitro-
Maturation von Spermatiden sind aufgrund der kultivier-
ten mechanisch zerkleinerten Gewebsproben hinsichtlich
einer fehlenden Differenzierungsmoglichkeit der einzel-
nen Zellen nicht relevant [37].

Genetische Normalitat bei der ROSI, ELSI und
Anwendung kultivierter Spermatiden?

Es gibt zur Zeit keinen Weg herauszufinden, ob die ausge-
wahlten immaturen haploiden Zellen fiir ELSI oder ROSI
genetisch normal sind. Zech et al. [65] beschreiben zwei
schwere Falle von Fehlbildungen bei vier Schwangerschaf-
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ten, erzielt durch die ICSI von elongierten Spermatiden von
14 Patienten mit der Diagnose einer nichtobstruktiven Azoo-
spermie. Bei den Elternteilen der zwei Kinder mit Fehlbil-
dungen lagen normale Karyotypen und unaufféllige Familien-
anamnese hinsichtlich chromosomaler Anomalien vor. Beim
ersten Fall handelte es sich hierbei um die Diagnose eines
Hydrozephalus, einer Spina bifida und einer Diaphragmato-
zele mit dem Vorliegen einer Trisomie 9 (47, XY+9). Beim
zweiten Fall zeigte sich eine offene lumbosakrale Meningo-
myelozele (Arnold-Chiari-Syndrom Typ II). Es ist vollig un-
klar, ob die Spermatideninjektion selbst oder eine unbekann-
te genetische Pradisposition der Grund fiir diese Beobachtun-
gen sind. Als Erkrankungen, die mit einer unvollstandigen
genomischen Auspragung in Zusammenhang stehen, werden
zusatzlich das Prader-Willi-Syndrom und das Angelman-Syn-
drom diskutiert.

Bedenken bestehen auch hinsichtlich der genetischen
Normalitat der in vitro kultivierten Rundspermatiden. In
vitro kultivierte testikulare Mausspermatiden zeigten in ei-
ner durchgefiihrten Studie eine abnormale DNA-Methyla-
tion, zudem wird einigen Fillen eine Apoptose der kulti-
vierten Zellen beobachtet [62]. Die Griinde dafir sind un-
klar und werden kontrovers diskutiert [60, 66, 67]. Die
vorlaufigen Ergebnisse lassen nicht erkennen, ob die kulti-
vierten Spermatiden von Patienten einer nichtobstruktiven
Azoospermie eventuell nicht ein starkes Risiko eines
schweren genetischen Defektes tragen. Es sollte bei der
Anwendung kultivierter isolierter Rundspermatiden zu-
nachst untersucht werden, ob normale chromosomale Be-
standteile vorliegen (z. B. mittels Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisation [FISH]) und ob die entstehenden Embryonen
genetisch normal sind.

Zusatzliche Unsicherheiten hinsichtlich einer Sperma-
tideninjektion liegen in der Unreife der Zentrosomen der
Spermatiden, der Unvollstandigkeit der nukledren Protein-
Uberleitung, der generellen Unreife des genetischen Mate-
rials, der Kurzzeit-In-vitro-Kultivierung und hinsichtlich
eines eventuellen Mangels von oozytenaktivierenden Sub-
stanzen [14, 68]. Alle diese Faktoren konnten auch als zu-
satzliche Griinde fiir das unbefriedigende Ergebnis einer
Fertilisation von Oozyten durch Mikromanipulation durch
Spermatiden verantwortlich sein.

SchluBfolgerung

Zur Zeit ist die Rundspermatideninjektion bzw. die Injek-
tion von kultivierten Rundspermatiden nicht indiziert.
Rundspermatiden sind die jlingsten haploiden Vorldufer-
zellen der Spermatogenese, die eine aufwendige Entwick-
lung durchlaufen mussen, um sich zu reifen Spermatozoen
zu entwickeln. Die Fertilisations- und Schwangerschafts-
raten mit Rundspermatiden sind unakzeptabel niedrig [14,
16, 23, 26, 28, 33-36]. Bedenken hinsichtlich der Erfolgs-
rate bestehen hauptsachlich beztiglich der Methode der
Separation, Isolation und Identifikation der Spermatiden.
Das betrifft zum groften Teil die zur Zeit unzureichend zur
Verfligung stehenden sicheren Differenzierungsmethoden
der einzelnen Zellen. Die bisher veroffentlichten Erfolge
[51-53, 58, 64] hinsichtlich einer In-vitro-Kultivierung
von Rundspermatiden sind aufgrund der in diesen Féllen
angewandten Technik mittels mechanischer Zerkleinerung
und daraus folgender unzureichender Differenzierungs-
moglichkeit besonders hinsichtlich eines fraglich existie-
renden postmeiotischen Arrestes zuriickhaltend zu be-
trachten.

Wann immer Spermatiden gefunden werden (Edwards
et al. [6] sahen die Notwendigkeit in 1-2 % aller Falle von
Infertilitit), sollten nur die reiferen benutzt werden. Wenn



aber aus irgendeinem Grund nur Rundspermatiden gefun-
den werden, und wenn sich zuvor niemals elongierte
Spermatiden oder Spermatozoen im Ejakulat oder TESE-
Praparat des Patienten gezeigt haben, dann sollten die Pa-
tienten tber die sehr geringe Moglichkeit eines Schwan-
gerschaftserfolges aufgeklart werden.

Wir ziehen den Schluf8, dal die Moglichkeit, TESE-ICSI
anzuwenden und Schwangerschaften bei Paaren mit
azoospermischen Mdnnern zu erzielen, mit dem Auffin-
den kleiner Foci intakter Spermatogenese in den Hoden
zusammenhdngt, und nicht von unreiferen Formen, wie
Rundspermatiden. Wenn Patienten sich allerdings doch
einer Injektion von unreifen Spermien unterziehen, mus-
sen sie auf jeden Fall Gber die Risiken eines moglichen
Anstiegs von genetischen Schédden durch die Injektion
unreifer Spermien (ggf. kultivierter Spermatiden) aufgeklért
werden. Die Patienten mussen deutlich tiber das Risiko ei-
ner chromosomalen Fehlbildung und die zur Zeit unzurei-
chende wissenschaftliche Entwicklung auf diesem Gebiet
hingewiesen werden [65]. Zudem missen die Patienten
Uber die niedrige Erfolgsrate informiert sein. Die betroffenen
Paare, die sich einem Rundspermatideninjektionspro-
gramm unterziehen, sollten im Detail tiber die Risikofakto-
ren in der Anwendung dieser Technik informiert werden. Im
IVF/ICSI-Programm der Universitatsfrauenklinik zu Libeck
wird die Methode der Rund- bzw. elongierten Sperma-
tideninjektion seit einiger Zeit nicht mehr praktiziert.
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