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SPERMIEN-
MATURATION IN
VITRO

EINLEITUNG

Die Entwicklung der intrazyto-
plasmatischen Spermieninjektion
(ICSI) brachte revolutionire
Fortschritte in der Behandlung der
mannlichen Infertilitat. Auch bei
hochgradigen Germinalzell-
differenzierungsstorungen kdnnen
trotz Fehlens von Spermien im
Ejakulat fokale Reste der Sperma-
togenese mit Ausreifung bis zu
motilen Spermien im Hoden
vorkommen.

Angesichts der modernen Metho-
den der Mikromanipulation ist
von Interesse,

O wie haufig Spermien aus Hoden-
gewebe azoospermer Manner zu
gewinnen sind,

O ob die supravitale Inkubation
von Hodenbiopsien infertiler
Ménner die Gewinnung testiku-
larer motiler Spermien fur die
ICSI verbessert,

O wann unter Inkubation der hoch-
ste Motilitatsgrad testikuldrer
Spermien erreicht wird?

PATIENTENGUT

Die Daten von insgesamt 27
azoospermen Mannern, im Alter
von 26-50 Jahren, mit einem
Durchschnittsalter von 33,3
Jahren wurden ausgewertet.

Bei 23 Patienten lag eine primdre
Spermatogenesestorung vor
(Tabelle 1). Bei 14 Mannern
fanden sich keine faBbaren
andrologischen Ursachen. Ein
Maldeszensus testis fand sich in 5
Fillen, bei zwei Mannern bilate-
ral und bei drei unilateral. Das
Karyogramm eines Mannes nach
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beidseitigem Hodenhochstand
zeigte ein doppelt angelegtes X-
Chromosom mit Translokation des
Y-Chromosoms auf den kurzen
Arm eines X-Chromosoms. Bei
drei Patienten bestand ein Zu-
stand nach Varikozelenoperation
und bei einem Mann liel sich
anamnestisch eine Mumpsorchitis
erheben.

Bei vier Mdnnern bestand eine
obstruktive Azoospermie (Tabelle
2). Bei zwei Patienten fand sich
eine kongenitale beidseitige
Aplasie des Ductus deferens, bei
je einem eine beidseitige Neben-
hodenatrophie und ein Zustand
nach Vasekomie.

Bei den Patienten mit einer
Azoospermie aufgrund einer
schweren Spermatogenesestorung
waren die FSH-Werte bis zum
vierfachen des Normalwertes
(12,1-36,8) erhoht (Tabelle 3).
Die Hodenvolumina schwankten
zwischen 2 und 14 Milliliter. Die
FSH-Werte und Hodenvolumina

bei den obstruktiv azoospermen
Ménnern waren durchwegs im
Normbereich.

MIETHODIK

Die Gewinnung des Hoden-
gewebes erfolgte durch offene
Biopsie. Im Falle ungleicher
Volumina wurde immer das
grofBere und konsistentere Organ
biopsiert. Die Inzision erfolgte
etwa 5 bis 6 Millimeter quer im
Bereich der Mitte des Hodens bis
zum oberen Hodenpol, um eine
Verletzung der zirkuldr unter der
Tunica ziehenden GefalSe zu
vermeiden. Es wurde ein erbs-
grolles Gewebsstiick enthommen
und eine sofortige Abklatsch-
zytologie vorgenommen, um die
Anwesenheit von Spermien
festzustellen. Der Gewebsblock
wurde unmittelbar nach der
Entnahme in 6 weitere Fragmente
zerteilt und jeweils ein
Gewebssttick in separierten

Tabelle 1: Nicht-obstruktive Azoospermie (n = 23)

Keine faflbaren andrologischen Ursachen

Maldeszensus testis*
Bilateral**
Unilateral

Varikozele

Mumpsorchitis***

n=2
n=3

n=14
n=>5

*  Operiert zwischen 3. und 10. Lebensjahr.
** Genetische Anomalie: Doppelt angelegtes X-Chromosom mit Translokation
des Y-Chromosoms auf dem kurzen Arm eines X-Chromosoms.

*** Erkrankung im 3. Lebensjahr

Tabelle 2: Qbstruktive Azoospermie (n

Zustand nach Vasektomie

Kongenitale beidseitige Aplasie des Ductus deferens (CBAVD)

Beidseitige Hodenatrophie

= 4)
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Rohrchen in Menezo-B2-Medium
bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert.
Aus einer Probe wurden Semi-
diinnschnitte zur histologischen
Untersuchung angefertigt.

Die Analyse der Inkubate auf die
Prasenz von Spermien und die
Beurteilung ihrer Beweglichkeit
erfolgte erstmals nach 4 Stunden
und darauffolgend in 24 Stunden
Intervallen bis zu 5 Tagen nach
der Gewebsentnahme (Abb. 1
und 2). Die Biopsate wurden zum
jeweiligen Zeitpunkt mit sterilen
Skalpellklingen zerteilt und
wieder in eine Eprouvette
resuspendiert.

Danach erfolgte die
Zentrifugation Gber 5 Minuten mit
1000 rpm. Anschlieffend wurde
die mikroskopische Untersuchung
auf bewegliche Spermien vorge-
nommen.

Die Motilitat wurde nach den
Kriterien der WHO beurteilt: (a)
schnelle und lineare progressive
Motilitét, (b) langsame, trage
lineare progressive Beweglichkeit,
(c) nicht-progressive Beweglich-
keit und (d) Immotilitat.

FRGEBNISSE

Aus den Hodenbiopsien von 12
(23) Patienten mit nicht-obstrukti-
ver Azoospermie konnten Spermi-
en isoliert werden (Tabelle 4).

Histologisch war bei drei Man-
nern ein Maturationsarrest auf der
Stufe der Spermatozyten und der
spaten Spermatiden nachzuwei-
sen. Bei 9 Patienten lag eine
hochgradige Reduktion der
Tubuli, die Spermatogenesezellen
bis zu Spermien enthielten, vor.

Tabelle 3: Hodenvolumina und FSH-Werte bei Patienten mit obstruktiver

und testikuldrer Azoospermie

Azoospermie mit testikularer Insuffizienz

Obstruktive Azoospermie

FSH Hodenvolumina
12,1-36,8  2-14 ml
normal normal

Tabelle 4: Nicht-obstruktive Azoospermie (n = 23). Hodenhistologie und
Rate von Patienten, bei denen testikulare Spermien gewonnen

werden konnten

Histologie n

Spermien vorhanden

Germinalzellaplasie 5 0
Hypospermatogenese 9 9
Germinalzellarrest 9 3

Inkubate

Spermien fehlen
5

0

6

Tabelle 5: Obstruktive Azoospermie (n = 4). Hodenhistologie und Rate von
Patienten, bei denen testikuldre Spermien gewonnen werden konnten

Histologie n
Normale Spermatogenese 4

Inkubate
Spermien immer vorhanden
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Aus 11 Biopsien waren keine
Spermien extrahierbar. Von
diesen Patienten hatten flinf
histologisch eine Germinalzell-
aplasie und die weiteren sechs
einen Reifungsstop in Hohe der
Spermatozyten beziehungsweise
der Spermatiden.

Bei den 4 Patienten mit
posttestikuldrer obstruktiver
Azoospermie waren in jedem Fall
Spermien zu gewinnen (Tabelle
5). Die Histologie der biopsierten
Hoden zeigte immer eine weitge-
hend ungestorte Samenzell-
ausreifung.

Bei 9 Patienten mit einer
testikuldren Insuffizienz waren
unter Inkubation nach 24 Stunden
motile Spermien zu gewinnen
(Abb. 1). Nach 4 Stunden waren
nur bei 5 Mannern ortsheweg-
liche Samenzellen (c) zu beob-
achten. Die Motilitat stieg danach
signifikant an. Zwischen 24 und
48 Stunden waren auch langsam
progressiv bewegliche Spermien
(b) zu finden. Eine langere Inku-
bation fihrte nicht zu einer
Verbesserung der Motilitat, sowie
Anstieg der Fraktion motiler
Spermien.

Bei den vier Patienten mit ob-
struktiver Azoospermie waren
zwischen 4 und 72 Stunden
immer bewegliche Spermien
nachzuweisen (Abb. 2). Das
Maximum der Beweglichkeit mit
sogar rasch progressiv motilen
Spermien (a) zeigte sich zwischen
48 und 72 Stunden. Sogar 96
Stunden nach der Biopsie konn-
ten unter Inkubations-
bedingungen noch schwach
progressiv bewegliche Samenzel-
len (b) gefunden werden.

J. UROL. UROGYNAKOL. 4/1998 W4



SPERMIEN-
MATURATION IN
VITRO

Stunden vor einer ICSI mit
testikularen Spermien inkubiert
werden.

Abbildung 1: Motile Spermien bei nicht-obstruktiver Azoospermie
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O Der Grad der Motilitat war bei
testikuldrer Azoospermie mit nur
vereinzelt langsam progressiv
motilen Spermien deutlich gerin-

ZUSAMMENFASSUNG

O In circa 50 % der Patienten mit

hochgradiger tubularer Insuffizi-
enz waren Spermien aus Hoden-
gewebe extrahierbar. In 75 % der
Fille erreichten die Spermien

ger im Vergleich zu posttestiku-
lar azoospermen Mdnnern mit
rasch progressiv beweglichen
Samenzellen.

eine Motilitat. Bei obstruktiven
Azoospermien waren immer
motile Spermien zu gewinnen.

Daraus ist zu schlielsen, dalk die
Potenz der Spermien, eine Motili-
tat zu entwickeln, eine intrin-
sische Eigenschaft darstellt, und
prinzipiell unabhangig von
epididymalen Faktoren ist. Dieser
Prozeld benétigt jedoch Zeit und
gewisse Inkubationsbedingungen.
Die Motilitat ist das einzige
sichere Kriterium in der Selektion
der Spermien und fiir den Erfolg
der intrazytoplasmatischen
Spermieninjektion. Das Hoden-
biopsat sollte mindestens 24

O Die Motilitat und der Anteil der
motilen testikularen Spermien
nimmt unter Inkubationsbedin-
gungen in vitro deutlich zu.

O Das Maximum der Motilitat war
bei Storungen der Germinalzell-
differenzierung zwischen 24 und
48 Stunden, und bei obstrukti-
ven Azoospermien zwischen 48
und 72 Stunden vorhanden.
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