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1978 wurde mit der Geburt des 1. Kin-
des (Louise Brown) nach In Vitro Fertili-
sierung ein Meilenstein in der Behand-
lung ungewollt kinderloser Paare ge-
setzt. War es anfangs der Eileiterver-
schluss, der die Hauptindikation fiir den
Einsatz dieser Technik darstellte, so
wurden die Indikationen in der Folge
auch auf mannliche Sterilitatsursachen
ausgedehnt. Eine mannliche Sterilitat
wird inzwischen bei 30-40% der kinder-
losen Paare festgestellt. Fiir diese Félle
stellte die Einfihrung der Intrazyto-
plasmischen Spermieninjektion (ICSI)
den entscheidenden Schritt zur erfolg-
reichen Behandlung dar. Diese Behand-
lung wurde 1992 (Palermo u. Mitarb.)
erstmals erfolgreich durchgeftihrt. Sie
besteht in der Injektion eines einzelnen,
motilen Spermiums in das Zytoplasma
jeweils einer Eizelle. Damit werden Fer-
tilisierungsraten von 70-80% erreicht.
Die Indikation daftir stellen hochgra-
diges Oligo-Astheno-Teratozoospermie-
Syndrom (OAT) oder Azoospermie, mit
operativer ~ Samengewinnung  dar.
Grundlage jeder dieser Behandlungs-
formen ist natirlich die vorangegan-
gene andrologische Abklarung und die
enge Zusammenarbeit zwischen Andro-
logeninnen und Reproduktionsmedizi-
nerninnen.

Im Rahmen des IVF-Fonds (Frauen unter
40 Jahren) wurden im Jahr 2004 in
Osterreich 4878 Follikelpunktionen
durchgefiihrt. Die Schwangerschaftsra-
ten waren abhéngig davon, ob die Be-
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handlungen in einer 6ffentlichen Kran-
kenanstalt (OKA) oder einer privaten In-
stitution (Priv.) durchgeftihrt wurde. Sie
betrugen 25,5% (OKA) bzw. 30,65%

Assistierten Reproduktion

(Priv.) pro Follikelpunktion und 28%
(OKA) bzw. 33% (Priv.) pro Embryo-
transfer. Die Schwangerschaftsraten
(SSR) sind auch abhéangig davon, ob IVF
oder ICSI angewendet wird. In privaten
Einrichtungen liegt die SSR mit ICSI um
3,5% niedriger als mit IVF. (OBIG-)ah-
resbericht, IVF-Fonds 2004)

Einzelne Einrichtungen kdnnen natr-
lich auf wesentlich hohere Erfolgsraten
verweisen. Flr unser Institut in Bregenz
wurde im OBIG-Jahresbericht 2005
(bisher unveroffentlichte Daten) folgen-
de Erfolgsquote bestatigt:

Rate an Blastozysten Transfers 91 %

Schwangerschaftsrate

positive Herzaktion

pro Follikelpunktion 59 %

positive Herzaktion
pro Embryo Transfer

)
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Abb. 1: Instrumentelle Ausriistung: Inverses Digital-Mikroskop, Leica AM6000 mit
Mikromanipulatoren, Eppendorf Ol-Injektoren zur Spermien-Injektion und Heizplatte
fiir optimale Wéarmeversorgung der Eizellen

Fir den Erfolg einer ICSI Behandlung
sind viele Faktoren ausschlaggebend.
Neben der Qualitdt der Ei- und Samen-
zelle und des Embryos spielen auch das
Endometrium und die Embryotransfer-
Technik eine wichtige Rolle.

Die Bedeutung der Auswahl des Sper-
miums wurde allgemein, auf Grund
der hohen Befruchtungs-Raten bei ICSI,
in den letzten Jahren etwas vernach-
lassigt. Verschiedene Arbeitsgruppen
haben dies erkannt und ihre Bemuhun-
gen verstarkt, Methoden zu entwickeln
die am besten geeigneten Spermien
herauszufiltern. Ein funktioneller Test
fur die Selektion von Spermien ist die
sogenannte

Intrazytoplasmisch
Morphologisch Selektierte
Spermien Injektion (IMSI)

Aus mehreren Untersuchungen geht
hervor, dass Spermien einen Einfluss auf
die spatere Embryonalentwicklung ha-
ben. Dabei wurde festgestellt, dass die
Spermienmorphologie in Korrelation
mit DNA-Schadigungen steht. Durch
hoch auflésende optische Systeme wur-
de es moglich ungefarbt und in Real-Ti-

me die Organellen von motilen Sper-
mien zu untersuchen. Es werden damit
nukledre Missbildungen bzw. Vakuolen
im Spermium-Nukleus nachweisbar. In
einer Untersuchung von Berkovitz u.
Mitarb., 2006 konnten mit dieser Tech-
nik hthere Befruchtungsraten, eine ho-
here Anzahl an ,TOP“- Embryonen und
deutlich héhere Schwangerschaftsraten
(60% versus 25%) erreicht werden. Die
spontane Abortusrate reduzierte sich
von 40% auf 14%.

Diese neue Technik wird in Osterreich
bisher nur in den Instituten fir Repro-
duktionsmedizin und Endokrinologie,
Dr. Zech GmbH. in Bregenz und Salz-
burg angeboten. Dazu ist eine hoch-
wertige instrumentelle Ausristung er-
forderlich: Ein inverses Mikroskop (Fa.
Leica, AM 6000) mit Nomarski Inter-
ferenz Kontrast und Ol-Objektiven aus-
gestattet, kann Spermien unter Verwen-
dung von sehr diinnen Glas-Schalchen
(Fa. WillCo, 170um) bis zu 6000 fach
vergrofert darstellen. (Abb. 1) Die Sper-
mien werden nach ihren morpholo-
gischen  Kriterien selektiert und
sofort nach der Analyse in die Eizelle
injiziert.
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Abb. 2: Spermium links unter herkémm-
licher 400 facher Vergrosserung,

rechts bei 6000 facher Vergrélerung.

Erst hier wird die Vakuolenbildung, die mit
einer héheren Rate an Chromosomen-
anomalien assoziiert ist, sichtbar

Den Unterschied der bisher tblichen
Selektion der Spermien bei 400 facher
VergroBerung und der nunmehrigen
Auswahlmaoglichkeit bei 6.000 facher
VergroRerung lasst die Abbildung 2 er-
kennen. Damit wird die Selektion des
optimal geeigneten Spermiums fir die
Injektion erméglicht. Indikationen fir
diese neue Technik sind vor allem Félle
in denen es bisher bei ICSI zu keiner
Befruchtung oder Implantation kam.
Weitere Indikationen sind: schwere Te-
ratozoospermien mit weniger als 10%
normal geformter Spermien, erhéhte
Fragmentation der Embryos und idiopa-
thische Sterilitat.

Abb. 3: Polarisationsmikroskopie,
Spindelanalyse

Metaphase II-Oocyte (reife Eizelle)
unter dem Polarisationsmikroskop.
Die drei Schichten der Zona pellucida
sind erkennbar, die Teilungsspindel ist
vorhanden (oranger Punkt)

Eine weitere Moglichkeit die SSR zu er-
hohen ist die morphologische Beurtei-
lung der Eizelle bzw. der Spindel mittels
der Spindelanalyse. Durch computeras-
sistierte Polarisationsmikroskopie ist ei-
ne nicht-invasive Darstellung der Spin-
del moglich geworden. (Abb. 3) Die
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Spindel spielt eine zentrale Rolle in der Metaphase IlI-Eizelle,
bei der meiotischen Reifung, und ist fiir die sorgfiltige Aus-
richtung und Verteilung der Chromosomen waéhrend der Zell-
teilung verantwortlich. 15-20% aller Metaphase II-Eizellen ha-
ben keine Spindel. Das Vorhandensein der Spindel ist aber ne-
ben dem Nachweis des ersten Polkérperchen ein wichtiger In-
dikator fir die Reife der Eizelle.

Mit zunehmendem Alter treten vermehrt Spindel-Abnormité-
ten auf. Die Abwesenheit der Spindel ist mit einer deutlich re-
duzierten Befruchtungsrate und schlechter Embryonenent-
wicklung korreliert (Wang u. Mitarb., 2001, Moon u. Mitarb.
2003). Die Ausrichtung der Spindel wéhrend der ICSI hat ei-
nen Einfluss auf die weitere Entwicklung der Embryonen. Un-
ter herkdmmlichen Mikroskopen ist die Spindel nicht darstell-
bar.

Mittels Polarisationsmikroskopie ist auch die Zona pellucida
mit ihren drei Schichten an Glykoproteinen, die die Eizelle
umhiillen, darstellbar. Diese Beurteilung erlaubt eine bessere
Bestimmung der Qualitat der Zona pellucida von Eizellen und
Embryonen. Vor allem die innere Schicht scheint ein wichtiger,
nicht-invasiver Marker ftr das Entwicklungspotenzial einer Ei-
zelle zu sein. Bei Frauen tber 35 Jahren ist die innere Schicht
der Zona pellucida dicker und die Glykoproteine sind weniger
geordnet.

Die Kombination der Spindelanalyse mit der IMSI-Technik
scheint ein Garant fiir eine weitere Steigerung der Schwanger-
schaftsraten zu sein. Gleichzeitig stellen sie eine Moglichkeit
zur Reduktion der Abortus-Raten nach assistierter Reprodukti-
on dar. Nur Einrichtungen die stindig an den aktuellsten Ent-
wicklungen teilnehmen werden in der Lage sein den hohen
Qualitatsanspriichen in der assistieren Reproduktion nachzu-
kommen und ihre Erfolgsraten weiter steigern konnen.
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Jeder Mensch ist anders.
Hier ist das Mikroskop dafiir.

MYcroscopy - so einzigartig wie Sie! Die neue Leica DM-Serie.
Fiir ein entspanntes Mikroskopieren muss sich das Mikroskop
exakt auf seinen Benutzer einstellen lassen. Doch jeder Kdrper
ist anders. Deshalb hat Leica die neue DM-Serie entwickelt:
Mikroskope, die sich mit wenigen Handgriffen auf wirklich jede
Korperkonstitution einstellen lassen — und die von der Kopf- und
Schulterhaltung Giber die Hand- und Armlénge bis zur Sitzhdhe
alles beriicksichtigen. So wird auch das Mikroskopieren
komfortabel — deutlich leichter und entspannter.

eLca

MICROSYSTEMS

Leica Mikrosysteme Handelsges. m.b.H.,
Hernalser HauptstraBe 219, A-1170 Wien
Tel.: +43 1 486 80 50 0, Fax: +43 1 486 80 50 30
www.leica-microsystems.com/DM1000-3000
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