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Einflihrung

Der Weg zur normalen Befruchtung in vivo und in vitro wird eng

von der Oozyte und den sie umgebenden Follikelzellen, der Corona
radiata und dem Cumulus oophorus iberwacht, die zusammen

auch als Cumulus-Oocyten-Komplex (COC) bezeichnet werden.

Um diesen Weg erfolgreich zu bewéltigen, benétigen lebensfahige
Spermatozoen ausreichende Beweglichkeit, um zum COC zu
gelangen und eine geeignete Morphologie und Physiologie zur
Bindung an die Zona pellucida (ZP), um diese zu durchdringen

sowie die anschlieBende Bindung an das Oolemma, um mit diesem
zu verschmelzen und die Oozyte zu aktivieren. Sobald die Oozyte
aktiviert ist, bildet sie die mannlichen und weiblichen Pronuklei, die
die genetischen Beitrage der Gameten zum Zygoten enthalten und
beginnt mit der Teilung zur Bildung eines Embryos. Gleichzeitig ist die
Oozyte dafir verantwortlich, die komprimierte Chromatinstruktur
im mannlichen Pronukleus zu entwirren und etwaige geschadigte
DNA rechtzeitig fir die Aktivierung des embryonalen Genoms bis zur
8-Zell-Teilungsphase zu reparieren, was eine weitere Entwicklung
bis zum Blastozysten-Stadium ermdglicht. Im Wesentlichen haben
sich diese Mechanismen entwickelt, um sicherzustellen, dass eine
normale Oozyte von einem normalen Spermatozoon befruchtet wird
und somit die Wahrscheinlichkeit steigt, dass eine Blastozyste tber
ausreichende Lebensfahigkeit verfiigt, um sich einzunisten und eine
fortlaufende Schwangerschaft mit einer gesunden Lebendgeburt die
Folge sein kann.

Die intrazytoplasmatische Spermieninjektion (ICSI) wurde eingefhrt,
um unfahigen Spermatozoen zu ermdglichen, deren Einschrénkungen
bei der Befruchtung von Oozyten zu umgehen. Dabei umgeht

sie jedoch die Torwdchter der Oozyten, die normalerweise dazu
beitragen wirden, die Qualitat der Spermien zu tberprifen. ICSI-
Operateure missen die Rolle der Oozyte in der Qualitatskontrolle

der Spermien Uibernehmen, kénnen sich aber nur auf die
Spermienbeweglichkeit und -morphologie stiitzen, die nur wenig
Uber die genomische Integritdt der Spermien aussagt. Tatsachlich
weisen selbst morphologisch normale Spermatozoen bei Mannern mit
Oligoasthenoteratozoospermie hohere Aneuploidieraten’ auf. Daher
wurden verschiedene Techniken entwickelt, um genetisch gesunde
Spermatozoen besser zu identifizieren. Eine dieser Methoden,
urspriinglich als physiologische ICSI ? bezeichnet, basiert auf der
unterschiedlichen Bindung von Spermatozoen an das nattrlich
vorkommende Glycosaminoglykan, Hyaluronan (HA), auch als
Hyaluronat oder Hyaluronsdure bekannt.

Biologische Grundlage fiir die Spermienauswahl
unter Verwendung von Hyaluronan

Endogene HA ist ein Hauptbestandteil der Follikelfltissigkeit und des

COC und kommt im gesamten weiblichen Fortpflanzungstrakt vor,

von den Eileitern bis zum Gebarmutterhals ®. Im Gegensatz zu anderen
Glycosaminoglykanen ist HA nicht kovalent an ein Kernprotein gebunden,
sondern wird an der Plasmamembran synthetisiert und existiert als freies
Polysaccharid in der extrazelluldren Matrix des COC.

Wahrend der spaten Spermiogenese geht der Restkorper durch

eine zytoplasmatische AusstoBung verloren, begleitet von einer
reifungsbedingten Umgestaltung des Spermien-Plasmalemmas. Damit
wird die Bildung spezifischer Bindungsstellen fiir ZP (Zona Pellucida) und
HA (Hyaluronan) an der reifen Spermatozoen-Zellmembran? ermdglicht.
Tatsachlich ist das Hyaluronan-bindende Protein 1 (HABP1) auf den
Spermatozoen vieler Arten vorhanden und beteiligt sich tber seine
Mannose-Reste an der Spermatozoen-Oozyte-Interaktion. Es wurde auch
in Zusammenhang mit der Spermienbeweglichkeit> gebracht. Tatséchlich
fuhrte diese Beziehung zur Entwicklung des Spermien-HA-Bindungstests
(HBA)®. In dieser Hinsicht sind unreife Spermatozoen nicht in der Lage,
sich an HA zu binden. Ihre verringerte Reife korreliert mit meiotischen
Defekten, abnormer Spermienkopfmorphologie, verringerter Bindung an
die ZP, erhéhter Lipidperoxidation und Fragmentierung der Spermien-DNA
(SDF).” Im Gegensatz dazu korreliert die Fahigkeit der Spermatozoen,
sich an HA zu binden, mit ihrer Reife, verringerten Aneuploidien,

erhohter Chromatinintegritdt und verringerter SDF. Die Unfahigkeit

einer Bindung an HA kdnnte daher in Bezug auf beeintrachtigten
reproduktiven Erfolg von Bedeutung sein, einschliel3lich von friihzeitigem
Schwangerschaftsverlust, der mit SDF in Verbindung gebracht wird.2 Eine
auf HA basierende Spermienauswahl sollte daher die klinischen Ergebnisse
verbessern.

Hyaluronan-bindende Spermienauswahl

Zwei unterschiedliche, aber verwandte Ansatze wurden entwickelt, um die
Spermienauswahl anhand ihrer Fahigkeit zur Bindung an Hyaluronan (HA)
durchzufthren: die PICSI®-Schale (Abb. 1) und das SpermSlow™-Medium
(Abb. 2).

Die PICSI®-Schale besteht aus Polystyrol und hat drei mikroskopische
Punkte aus dehydriertem HA auf dem Boden der Schale, deren Position
durch drei Pfeilspitzen auf der AuRenflache der Schale gekennzeichnet
ist. Die Vorbereitung der PICSI®-Schale erfolgt bei Raumtemperatur kurz
vor der Verwendung durch Rehydratation der HA-Mikropunkte mit einem
geeigneten Medium (wie einem gepufferten HEPES/MOPS-Holding
Medium) und einer Konzentration von 5 mg/ml”" Human Serum Albumin
(HSA), das unmittelbar mit Mineraldl iiberzogen wird. Die Rehydratation
und Schwellung der HA-Mikropunkte beginnt normalerweise nach finf
Minuten. Zu diesem Zeitpunkt kénnen unterschiedliche Konzentrationen
der Spermaprobe am Rand jedes Mikropunkts hinzugeftgt werden,

so dass die Spermatozoen gezwungen sind, sich zum Mikropunkt hin

zu bewegen, einem sekundaren Auswahlparameter zur Optimierung

der Spermienauswahl. Die Bindung der Spermien an HA kann sofort
beobachtet werden, wobei die maximale Bindung nach 30 Minuten
erfolgt. Da die PICSI®-Schale auch fir die ICSI verwendet werden kann,
ist es wichtig sicherzustellen, dass die PICSI®-Schale 37 °C erreicht hat,
bevor die ICSI durchgefiihrt wird. Bei einer hoheren Temperatur kann
jedoch aufgrund einer groBeren Spermienbeweglichkeit eine geringere
Bindung der Spermien beobachtet werden. Die an HA gebundenen
Spermien werden durch das Drehen des Kopfes an einer fixen Stelle
aufgrund der Beweglichkeit des Schwanzes deutlich identifiziert und
kénnen leicht mit einer ICSI-Mikropipette aufgenommen werden. Nach
der Ubertragung in ein viskoses Medium kann die Spermienmorphologie
vor dem Bruch des Spermien-Plasmalemmas und der Mikroinjektion in
eine Oozyte beurteilt werden.



SpermSlow ist ein halbviskoses Medium, das eine hohe Konzentration von
HA in Lésung enthalt. Daher kann es sowohl fiir die Spermienauswahl als
auch fiir die Manipulation vor der Mikroinjektion verwendet werden. Die
Anordnung der ICSI-Schale mit SpermSlow erfolgt wie bei der Standard-
ICSI-Schalen-Vorbereitung. Der einzige Unterschied besteht darin, dass
ein Mikrotropfen SpermSlow und ein Mikrotropfen der Spermaprobe mit
dem gleichen Medium zusammengefiihrt wird, das fr die ICSI verwendet
wird, bevor es sofort mit Mineraldl (iberzogen wird.

Die Spermatozoen sind dann tber das Verbindungsmedium gezwungen,
sich zum SpermSlow hin zu bewegen. Diejenigen, die sich an HA binden
kénnen, bleiben im dreidimensionalen Netz von SpermSlow hangen.
Diejenigen Spermatozoen, die frei durch das SpermSlow gelangen,
werden somit ignoriert, wahrend diejenigen, deren Vorankommen an der
Grenzflache zwischen SpermSlow und Verbindungsmedium gestoppt
wird, ausgewahlt und auf normale Morphologie tiberprift werden, bevor
sie fir die Mikroinjektion manipuliert werden.

37°C

Abb. 1: Die PICSI®-Schale: Pfeilspitzen zeigen
die Lage der drei HA-Mikropunkte an

Abb. 2: Anordnung des SpermSlow™-Mediums: Spermienauswahl an der Schnittstelle mit
Zusammenfiihrungstropfen in der ICSI-Schale

Klinische Anwendung

In einer prospektiven, randomisierten Studie wurde die Anwendung
von physiologischem ICSI und SpermSlow verglichen, wobei
vergleichbare klinische Ergebnisse erzielt wurden, wie zu

erwarten war. Jedoch dauerte das physiologische ICSI etwa drei
Minuten langer als das SpermSlow-\Verfahren.® Die Ergebnisse

von ICSI kénnen zwischen verschiedenen, in Fachzeitschriften
veroffentlichten Studien variieren, jedoch deutet der allgemeine
Trend auf einen Vorteil der HA-basierten Spermienauswahl hin
(Tabelle 1).

Bislang ist die HABSelect-Studie, die an 16 assistierten
Reproduktionseinheiten in Grof3britannien ' durchgefiihrt
wurde, die grofite und maBgeblichste prospektive, randomisierte
Studie. Darin wurde aufgezeigt, dass physiologisches ICSI einen
hochsignifikanten Einfluss auf einen der sekundaren Endpunkte
dieser Studie hatte, indem es die Fehlgeburtenrate (MR) bei

Patientinnen mit fortgeschrittenem Alter deutlich reduzierte.
Angesichts des deutlichen Zusammenhangs zwischen HA-
Bindung und der genomischen Integritat von Spermien sowie der
bekannten Beziehung zwischen Spermien-DNA-Fragmentierung
und Fehlgeburten, ist eine Verringerung der Fehlgeburtenrate
durch physiologisches ICSI genau das, was zu erwarten ware.
Interessanterweise zeigte eine Untergruppenanalyse der
HABSelect-Studie, dass die Fehlgeburtenrate starker mit dem
weiblichen Alter als mit der Hyaluronan-Bindungspunktzahl (HBS)
zusammenhing. 23 Tatséachlich zeigte eine parallele mechanistische
Analyse der Daten aus dieser Studie, dass physiologisches ICSI
den typischen altersbedingten Riickgang der Lebendgeburtenrate
bei ICSI herabmildern kann (Abb. 3). 2* Dartber hinaus zeigte die
mechanistische Analyse, dass der Effekt des physiologischen ICSI
mit der Qualitat der Spermien-DNA zusammenhing.

.. . . . Primarer s .
Veroffentlichung Studiendesign Zyklen Wichtigste Ergebnisse
Endpunkt
) ) . FR, EQ, IR, Signifikant bessere EQ bei teratozoospermischen Patienten
10 _
Elraouf et al,, 2023 Vergleichend, nicht-randomisiert 200 CPR mit SpermSlow (p=0,030)
_ . . _ . FR, EQ, MK, o o
Emirdar et al, 2023 Vergleichend, nicht-randomisiert 2815 BPR CPR MR Kein signifikanter Unterschied bei allen Endpunkten
4 . . . - FR,CR,CPR, o ) 4
Erberelli et al, 2017 Vergleichend, nicht-randomisiert 56 MR Signifikant hohere CPR bei PICSI (p=0,009)
. e Trend zu hoherer IR (p=0,051), CPR (p=0,078) und
;'gszagin etal, Eﬁ;pczljﬁgsﬁa:jgrggi)ert 413 OPR OPR (p=0,097) bei Patienten im Alter von 30-
35 Jahren bei PICSI
Kim et al., 2020 Langsschnittstudie, nicht-randomisiert 152 FR, EQ Signifikant hohere FR (p=0,001) und bessere EQ bei PICSI
Liu et al, 201975 Geschwister-Oozyten-Split-Kohorte 21 FR, Zeitablauf-  Signifikant niedrigere, abnormale FR (p=0,017) mit
Parameter SpermSlow
Majumdar & Prospektiv randomisiert 156 FR, EQ, IR, Trend zu hoherer MR bei ICSI vs. PICSI (25 % vs. 12 %,
Majumdar. 201316 P CPR,LBR, MR  p=0,227)
Miller et al, 201917 Multizentrische, parallele, . 2752 Vollzeit-LBR  Signifikant niedrigere MR bei PICSI (p=0,003)
zweigruppige, randomisierte Studie
N . o
Mokanszki et al., Vergleichend, nicht-randomisiert zu ICSI 550 FR, IR, CPR, ;I?ng;ksrg:'é?f/ggy:;?e[;;F({I_l(gsBigg(;f’jn?rfggigifg
18 0, 0, 0), = ®)) < ()
2014 (HBS >60 %) oder PICSI (HBS <60 %) LBR, MR MR (HBS >/<60 %) bei PICSI
Nasr-Esfahani et al., ) ) L . ) )
2008 Geschwister-Oozyten-Split-Kohorte 50 FR, EQ Signifikant héhere FR mit HA-selektierter ICSI (p< 0,05)
Novoselsky Persky et e P Signifikant hohere FR (p=0,008) und bessere EQ (p<0,01)
al, 20212 Geschwister-Oozyten-Split-Kohorte 45 FR, EQ bei PICSI
o Prospektiv randomisiert (nach
Parmezglanl etal, italienischem Recht werden nur drei 232 FR, EQ IR, Signifikant bessere EQ mit SpermSlow (p=0,046)
2010 o CPR
Oozyten injiziert)
Scaruffi et al, 202271 Langss;hmttstudle, prospektiv, nicht- 205 FR,CR,EQ,IR, Slngnlﬂkant héhere CR (p=0,026), bessere EQ.(p=0,034),
randomisiert CPR, LBR, MR héhere CPR (p<0,001) und IR (p<0,0001) mit SpermSlow
Worrilow et al., Multizentrische, randomisierte, 318 N L ) B
201322 kontrollierte Doppelblind-Studie (HBS <65 %) CPR Signifikant niedrigere MR bei PICSI (p=0,016)

BPR: Biochemische Schwangerschaftsrate; CPR: Klinische Schwangerschaftsrate; CR: Teilungsrate; EQ: Embryo-Qualitat; FR: Befruchtungsrate; HBS: Hyaluronan-Bindungswert; IR:
Implantationsrate; LBR: Lebendgeburtenrate; MK: Morpho-Kinetik; MR: Fehlgeburtenrate; OPR: Fortlaufende Schwangerschaftsrate

Tabelle 1: Studien zum Vergleich der klinischen Ergebnisse von ICSI und HA-selektierter ICSI
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Abb. 3: Datenaggregiertes Modell zur Vorhersage der ICSI- und physiologischen ICSI-Lebendgeburtenrate in Abhdngigkeit vom Alter



Zusammenfassung

Die normale Reifung der Spermien geht mit der Integritat des
Genoms und der Bildung von Bindungsstellen mit HA (Hyaluronan)
einher. Methoden wie physiologisches ICSI und das SpermSlow™-
Medium nutzen diese Verbindung, um Spermien mit reduzierten
SDF-Werten auszuwahlen. Die Pravalenz von SDF nimmt

mit dem Alter zu, und die Fahigkeit des Oozytes, geschadigte
Spermien-DNA nach der Befruchtung zu reparieren, nimmt mit
dem Alter ab. Die Spermienauswahl durch physiologisches ICSI
reduziert signifikant die Fehlgeburtenrate und verbessert die

Lebendgeburtenrate bei Paaren fortgeschrittenen Alters.
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