
Einleitung
Ursprünglich konnte nur Paaren bei ihrem Kinderwunsch
geholfen werden (67), bei denen der Partner eine aus
reichende Zahl an motilen und morphologisch normalen
Spermatozoen aufwies. Waren diese Samenparameter
stark beeinträchtigt, war eine mögliche Befruchtung
aussichtslos, weshalb verschiedene Mikromanipulations-
techniken entwickelt wurden, um das Spermium näher
zum eigentlichen Ort der Bestimmung, dem Ooplasma,
zu bringen.

Ein erster Schritt war die Perforierung der Zona pellucida,
um so den Spermien den Zugang zum perivitellinen Spalt
zu ermöglichen (30). So konnten zwar Schwangerschaften
erzielt werden (14), doch waren die Ergebnisse nach wie
vor alles andere als zufriedenstellend. Was lag also näher,
als die Spermien direkt in den perivitellinen Spalt zu
injizieren (49), was tatsächlich zu besseren Befruchtungs-
raten führte (50). Durch die Präsenz mehrerer Spermien
in unmittelbarer Nähe des Oolemmas kam es jedoch

vermehrt zu polyspermen Befruchtungen (15). Dieses
Problem lösten Palermo et al (51) indem sie auch die letzte
Membran mechanisch passierten und ein einzelnes un-
bewegliches Spermatozoon direkt in das Zytoplasma der
Eizelle deponierten. Mittels dieser intrazytoplasmatischen
Spermieninjektion (ICSI) gelang es auch in der Patienten
gruppe mit stark beeinträchtigter männlicher Fertilität
ansprechende Befruchtungs- und Schwangerschaftsraten
zu erzielen (72).

In letzter Zeit wurden jedoch einige Studien publiziert,
die im Vergleich zur herkömmlichen IVF bei ICSI eine
geringer Rate an Blastozysten beschrieben (18, 42, 64).
Eine entsprechend schlechtere Überlebens- (61) und
Entwicklungsrate (4, 40) fand sich auch nach dem Auftauen
kryokonservierter ICSI Embryonen. Diese schlechtere
Entwicklung bei ICSI Embryonen könnte sowohl durch
mechanische Verletzung diverser Zellstrukturen (19, 26)
als auch durch das Einbringen von subfertilen Spermien
bedingt werden, wobei gerade im letzteren Fall letztendlich
nicht auszuschließen ist, dass man auch abnormales
genetisches Material in die Eizelle einschleusen könnte
(58), was theoretisch zu einer erhöhten Rate an Miss-
bildungen führen könnte (11).

Die folgende Übersichtsarbeit wird sich im Wesentlichen
mit diesen theoretisch denkbaren negativen Einflüssen
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Abstract

Possible Negative Effects of ICSI on Further Development of Oocytes
Intracytoplasmic injection is a rather invasive method and the question rises whether this manipulation has a significant
influence on further fate of the oocyte or embryo. Two possible problems may occur, i. mechanical stress which, if the oocyte
does not degenerate at all, may cause irreversible harm of the cytoskeleton and metaphase II spindle and ii. usage of an
affected sperm (defective centriole, strand breaks, aneuploidy). A possible correlation between ICSI and an increase in
malformation rate is discussed controversially.
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Zusammenfassung
Die intrazytoplasmatische Spermieninjektion ist eine invasive Technik und es stellt sich die Frage, inwieweit dieser Eingriff
das weitere Schicksal der Eizelle oder des Embryos beeinflusst. Im Wesentlichen sind es zwei Probleme die entstehen können: 
Einerseits eine mechanische Beanspruchung mit, wenn die Oozyte das Anstechen überlebt, direkter Auswirkung auf die
Funktion des Cytoskeletts und der Teilungsspindel und, andererseits das eventuelle Einbringen eines geschädigten
Spermiums (Centrioldefekt, Strangbrüche, Aneuploidien). Ob letzteres einen Erhöhung der Missbildungsrate bedingt, ist
noch umstritten.
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des ICSIs auf die anschließende Weiterentwicklung in
Kultur befassen.

Mechanische Beanspruchung der Oozyte
Die ICSI unterscheidet sich von der herkömmlichen in vitro
Fertilisierung (IVF) dadurch, dass dem Spermium die Passage
durch den Cumuluskomplex, die Zona pellucida, den peri-
vitellinen Spalt und die Eimembran erspart wird. Für das
kontrollierte Einstechen ist es unabdingbar, dass die Eizelle
von den umgebenden Zellen befreit wird, um sie dann „nackt“
besser mit einer Haltepipette manipulieren zu können.
Dieser Reinigungsprozess wird in Hyaluronidase durch-
geführt, die anschließend noch an der Zona haftenden
Zellen werden mechanisch entfernt. Der weibliche Gamet
ist also schon in der Vorbereitung zur ICSI unphysiologischen
Bedingungen ausgesetzt, und es bleibt unklar, inwieweit dies
die Qualität der Oozyte beeinflusst (52, 71).

Degeneration durch Anstechen
Reife Metaphase II Eizelle unterscheiden sich während des
Anstechens hinsichtlich der Elastizität ihrer Membranen.
Charakteristischerweise bildet sich vor dem endgültigen
Durchdringen des Oolemmas eine Invagination, die bis zur
Mitte der Eizelle reicht, ehe die Membran der Glaspipette
nachgibt und penetriert wird. Es sind zwei Abweichungen
dieses optimalen Anstechverhaltens beschrieben worden
(19, 21, 47, 53), je nachdem ob die Membran bereits beim
Ansetzen der Einstichpipette bricht oder erst, wenn sich die
Pipette in unmittelbarer Nähe der gegenüberliegenden
Membran ist. Dieser letztere Extremfall erfordert eine
erhebliche Manipulation der Eizelle und oft mehrere 
Einstichversuche, ehe das Spermium in der Eizelle abgesetzt
werden kann, sodass von diesen Eizellen ein erhöhter 
Prozentsatz degeneriert (20). Das selbe Phänomen ist bei der
Gruppe von Oozyten beschrieben worden, die ganz plötzlich
dem Druck der Pipette nachgeben. Vermutlich ist hier 

aufgrund des Fehlens des Einstichtrichter, der normalerweise
Schutzfunktion hat, die Überlebensrate auf 81-87% (47, 53)
gesenkt.

Im Normalfall jedoch, und das trifft auf knapp drei Viertel
aller Patienten zu (53), wird sich ein klar differenzierter
Einstichtrichter zeigen. Trotzdem erleiden 5-10% der MII-
Oozyten einen unprogrammierten Zelltod (20), die Gründe
hierfür sind sowohl in der Eizellqualität als auch in der
Injektionstechnik zu suchen (Tabelle 1).

In einer früheren Studie konnten wir zeigen (20), dass eine
beeinträchtigte Eizellqualität das Überleben der Oozyte 
negativ beeinflussen kann. Hier sind es nicht zytoplasmatische
Faktoren –obwohl ein Zusammenhang zwischen der Viskosität
des Plasmas und dem Überleben der Eizelle vermutet wird
(22)– die die Nekrose der Oozyte bedingen, vielmehr sind es
Anomalien der äußeren „Hüllen“, wie Zona pellucida oder
perivitellinem Spalt.

Die Technik annähernd jedes fünften ICSIs weicht von der
Norm ab. Neben dem erschwerten Anstechen der Eizelle
(Abbildung 1) ist es das mangelhafte Reinigen der Oozyte
vor dem Anstechen (Abbildung 2), welches eng mit einer
erhöhten Degenerationsrate korreliert. Spermienbezogene
Fehler, wie das ungenügende Immobilisieren derselben, das
Haftenbleiben an der Einstichpipette oder das Austreten des
Spermiums in den perivitellinen Spalt, zeigten keinen
Zusammenhang mit dem Überleben.

Beiden oben genannten Problemen kann relativ leicht Abhilfe
geschafft werden. Gelingt es trotz Wechsel der ICSI-Pipette
nicht, die Eizelle ohne allzugroße Deformation anzustechen,
empfielt es sich, eine Modifikation der ICSI-Technik dahin-
gehend durchzuführen, dass man eine Druck und eine
Saugphase kombiniert, um die gegenüberliegenden Membran
nicht zu verletzen. Sollte dies alles keine Besserung bringen,
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Tabelle 1. Einfluss der ICSI-Technik und der Oozytenmorphologie auf Befruchtungsrate und das Überleben der Eizelle.

n Befruchtung (2Pn) Degeneration
Eizelltyp

Keine Anomalie 810 607 (74,9) 25 (3,1)a

Zytoplasmatische Anomalie 632 440 (69,9) 32 (5,1)

Anomalie von Zona/PVS 241 161 (66,8) 30 (12,5)a

ICSI-Fehler

Schwieriges Anstechen 136 78 (57,4) 40 (29,4)b

Spermium haftet an Pipette 120 87 (72,5) 11 (9,2)b,c

Ungenügende Immobilisation 63 46 (73,0) 2 (3,2)

Austreten des Spermiums in PVS 62 34 (54,8) 5 (8,1)

Mangelndes Entfernen der Cumuluszellen 110 75 (68,2) 20 (18,2)c

a,bP<0,001
cP<0,005

PVS=perivitelliner Spalt; 2Pn=zwei Vorkerne

Tabelle nach Ebner et al. (2001).



kann man immer noch die Zona pellucida mittels Laser
vorbehandeln um das Eindringen der Pipette deutlich zu
erleichtern uns die Überlebensrate der Eizellen signifikant zu
erhöhen (1, 46, 48, 55).

Das Problem der hinderlichen Cumuluszellen entsteht meist
durch einen zu vorsichtigen Säuberungsprozess mit
Hyaluronidase, oder ist Ausdruck einer suboptimalen
Reifung der Eizelle (41). Das Vorhandensein zu vieler
Cumuluszellen kann das Begutachten der Eizelle erschweren
und die Haltepipette verstopfen (53), viel eher aber verhindert
es die optimale Manipulation mittels Haltepipette. Dem kann
Abhilfe geschaffen werden, indem man die Eizelle so lange
dreht bis man eine cumuluszellfreie Ansaug- und Einstich-
stelle gefunden hat. 

Verletzung des Zytoskeletts und des
Spindelapparates
Die Lage des ersten Polkörperchens ist hier sekundär, sind
doch adequate Befruchtungsraten für fast alle Positionen der
Oozyte beschrieben worden (6). Es zeigte sich, dass die
Befruchtungsergebnisse bzw. die Embryoqualität deutlich
besser waren, wenn der erste Polkörper in der 7 Uhr-Position
fixiert wurde, besser sogar noch als bei den eigentlich
empfohlenen 6 und 12 Uhr-Positionen. Lediglich wenn der
Polkörper auf der 9 Uhr Position war, gab es Befruchtungs-
raten von unter 60%. Dies ist wohl darauf zurückzuführen,
dass die Metaphase II-Spindel verletzt wurde, die ja in
unmittelbarer Nähe des ersten Polkörperchens angenommen
wird.

Hardarson et al. (32) konnten jedoch zeigen, dass diese Annahme
bei weitem nicht immer zutrifft, denn sie beschrieben eine

mittlere Abweichung zwischen MII-Spindel und ersten
Polkörper von 41,7 Grad. Da dieser Wert signifikant größer
war, als der Abweichungswinkel von Prophase I Eizellen,
die in vitro nachreiften, kann die beschriebene Dislokation
nur bedingt auf die Manipulation während der Entfernung
des Cumuluskomplexes zurückzuführen sein. Jedenfalls
fanden sich 92,6% aller Spindeln zumindest in der Hemisphäre
des ersten Polkörpers, 68,5% sogar im selben Drittel.

Der Prozentsatz an Oozyten ohne nachweisbarem Spindel-
apparat bewegt sich zwischen 8 und 18% (16, 44, 56, 73).
Solchermaßen beeinträchtigte Eizellen lassen sich schwerer
befruchten (56, 73), die sich daraus entwickelnden Embryonen
zeigen eine schlechte Morphologie (44) und erreichen seltener
das Blastozystenstadium am Tag 5 (73).

Mit zunehmender Abweichung der meiotischen Spindel von
der Position des ersten Polkörperchens erhöht sich natürlich
das Risiko die MII-Spindel irreversibel zu schädigen. Da die
Mikrotubuli der humanen MII-Spindel von Haus aus nicht so
stabil sind und ausserdem einen regen Turnover aufweisen,
sind menschliche Spindelapparate besonders anfällig für
widrige Kulturbedingungen, wie Temperaturschwankungen
(2, 75) und Sauerstoffmangel (33). Folglich kann schon jede
kleinste Spindelverletzung, die durch die ICSI entsteht, zu einer
morphologischen Veränderung der Spindel und in weiterer
Folge zu einem meiotischen Arrest (65) oder einem Fehler bei
der Aufteilung der Chromosomen führen (25, 35, 57).

Aber auch für den Fall, dass sich Spindel und Polkörperchen
in unmittelbarer Nähe befinden, kann diese (und/oder das
Zytoskelett) durch die Apiration des Zytoplasmas be-
einträchtigt werden, welche vorgenommen werden sollte, um
die Eimembran sicher zu brechen (10, 70). Es hat sich
bewährt, nur wenig Ooplasma zu aspirieren (47), denn
im Falle eines zu starken Aufsaugens (>6 pl) ist eine
eingeschränkte Blastozystenbildungsrate beobachtet worden
(19). Allerdings fand sich keine dadurch verursachte
Erhöhung an chromosomalen (X, Y, 18) Anomalien (19).
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Abbildung 1. Erschwertes Anstechen der sich bereits deutlich
komprimierten Oozyte.

Abbildung 2. MII-Oozyte die nur unzureichend von
Cumuluszellen befreit ist.



Neben all diesen Problemen rund um die meiotische Spindel
ist es nahezu unvermeidbar, während des Deponierens des
immobilisierten Spermatozoons kleinere Mengen an Medium
oder PVP in die Zelle zu transferieren. Ein relativ großes
Volumen an zellfremden Substanzen kann zu Vakuolisierung
der Zygote führen (eigene Beobachtungen), was wiederum
eine verringerte Zahl an Blastozysten (max. 34%) mit sich
bringen kann (23, 76). 

Injektion abnormer Spermien 
Neben den oben angeführten Problemen, die ausschließlich von
der invasiven Natur der Methode per se herrühren, existiert
eine weiterere, nicht zu unterschätzende Problematik, welche
auf das schlechtere Patientenkollektiv zurückzuführen ist. Da
die ICSI auch eine Therapie bei ausgeprägter männlicher Sub-
fertilität ermöglicht, können theoretisch auch morphologisch
unauffällige Spermatozoen für eine Injektion herangezogen
werden, die kleinere molekulare und zelluläre Defekte
aufweisen, die die Spermatozoenfunktion nachhaltig
beeinträchtigen.

So können Spermien einen Defekt des Centriols aufweisen,
und da das männliche Centromer das aktive bei der ersten
Zellteilung ist, sind in solchen Fällen vorzeitige Wachstums-
stops die Regel (69). Genauergesagt kommt es zwar zur
Dekondensation des Spermiumkopfes bzw. zur Aktivierung
der Eizelle, jedoch lagern sich die beiden Pronuklei aufgrund
des Defekts des Spermiumcentrosoms nicht aneinander, da
die Zahl und Anordnung der Mikrotubuli pathologisch ist.
Folglich kann es nicht zur Syngamie kommen. Morphologisch
kann man manchmal solche Anomalien der Centriolen an
Deformationen des Kragenbereiches der Spermien vorausahnen
(12, 13, 54). Man muss sich vor Augen halten, dass im Extrem-
fall sehrwohl Befruchtungen und Embryonen guter Qualität
erzielen lassen, nichtsdestotrotz endeten alle bisher erzielten
Schwangerschaften in einem Frühabort (45, 54).

Neben solchen morphologischen Spezialfällen findet man
natürlich auch verschiedenste Fälle von DNS-Anomalien der
Spermatozoen, die mittels ICSI in die Eizelle eingeschleust
werden können und auch weitervererbt werden, man denke
nur an die Deletionen des Y-Chromosoms.

Evenson et al. (29) z.B. nahmen die Empfindlichkeit des
Spermchromatins gegenüber Säureeinwirkung als Maß für
die Fertilität. Sie konnten in einer Normalpopulation (ohne
IVF/ICSI) zeigen, dass die Aussicht auf eine Schwanger-
schaft ab einem Schwellenwert von 30% betroffener Spermien
äußerst schlecht ist (37, 66), zudem konnten anhand dieses
Richtwertes 39% der Fehlgeburten vorhergesagt werden (29).

Eine weitere Möglichkeit die Spermienintegrität zu analysieren,
ist die Untersuchung von DNS-Strangbrüchen. Normalerweise
sind gerade einmal 5% aller Spermien betroffen (3, 17, 68).
Je höher die Rate an Strangbrüchen, desto schlechtere
Befruchtungsraten sind zu erwarten. Es zeigte sich ein
auffälliger Zusammenhang zwischen der Rate an DNS-Schäden

und dem Alter des Mannnes, Spermienkonzentration und der
Morphologie der Samen.

Letztendlich, obwohl ihre Frequenz eher gering erscheint (so
ist die mittlere Häufigkeit für eine autosomale Disomie
0,25% und für eine Disomie der Geschlechtschromosomen
0,26%), stellen auch Aneuploidien der Spermien ein nicht zu
unterschätzendes Problem dar (24, 63). Die häufigste Form
jedoch ist die Diploidie, hervorgerufen durch meiotischen
Mutationen bzw. einem pathologischen Umfeld im Hoden.
Bei Verwendung solcher Spermien drohen Befruchtungs-
versagen, Teilungsstörungen, Schwangerschaftsabgänge
und theoretisch auch Missbildungen (60, 62). Erhöhte
Aneuploidieraten finden sich in Patienten ohne normal
geformte Spermien (34) und sind eng mit dem Ausgang der
ICSI-Behandlung korreliert (8, 9).

Ausblick
Im Wesentlichen lassen sich also zwei Gruppen von möglichen
direkten oder indirekten Einflüssen der ICSI auf die weitere
Entwicklung der Eizelle in Kultur feststellen. Einerseits
eine durch das invasive Einstechen bedingte mechanische
Komponente und andererseits ein irrtümliches Verwenden
eines geschädigten Spermiums.

Die mechanische Beanspruchung der Oozyte kann in 5-10%
aller Fälle zu einer Degeneration derselben führen. Dies fällt
nicht so sehr ins Gewicht, wenn die Patientin ansprechend
auf die kontrollierte ovarielle Überstimulation anspricht,
werden jedoch nur ein bis drei MII-Eizellen gewonnen, kann
es zum Abbruch des ganzen Zyklus führen (38, 43).

Wird bei der ICSI das Cytoskelett inklusive Spindelapparat
entscheidend beeinträchtigt, fällt der entstehende Embryo
vermutlich morphologisch bereits auf und wird in den
seltensten Fällen das Blastozystenstadium erreichen. Dies
mag zum Teil die schlechteren Blastulationsraten bei ICSI
erklären (19, 42, 64).

Hauptsächlich ist dieses gegenüber der herkömmlichen IVF
schlechtere Outcome wohl auf die schlechte Qualität der
verwendeten Spermatozoen zurückzuführen. Überhaupt meinen
Sakkas et al. (59), dass die Blastozystenkultur bis zum Tag 5
oder 6 ein geeignetes Mittel wäre, um jene Embryonen heraus-
zufiltern, bei welchen die väterlichen DNS in den Spermien
Schäden aufwies. Dies wird allerdings angezweifelt (5).

Von Kritikern wird der ICSI oft vorgeworfen, dass die
natürliche Selektion der Spermien wegfällt, was zu einer
Erhöhung der Missbildungen führen könnte (36), eine natürliche
Auslese besteht aber auch in vivo nicht (27). Die größte bis dato
vorliegende Studie (7), die ICSI Kinder mit IVF Kindern
verglich, brachte die Erkenntnis, dass kein erhöhtes
Missbildungsrisiko in ICSI-Fällen zu erwarten ist. Die
wenigen Studien, welche einen signifikanten Einfluss der
ICSI auf die Rate an Missbildungen vermuten ließen (28, 31,
74) konnten bei Durchsicht des Studiendesigns bis auf eine
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(31) alle entkräftet werden, da die Erhöhung wohl mit
Mehrlingsschwangerschaften bzw. der Dauer des Kinder-
wunsches in Zusammenhang zu bringen waren. Letztendlich
spielen auch womöglich bis dato unbekannte Risikofaktoren
der Eltern mitherein (39).
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