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{The Director of Hatcheries and Conditioning) passed on to a
consideration of optimum temperature, salinity, viscosity;
referred to the Hquor in which the detached and ripened
eggs were kept; and, leading his charges to the work tables,
actually showed them how this liquor was drawn off from
the test-tubes; how it was let out drop by drop on to the spe-
cially warmed slides of the microscopes; how the eggs which
it contained were inspected for abnormalities, counted and
transferred to a porous receptacle; how (and he took them
to watch the operation) this receptacle was immersed in a
warm bouillon containing free-swimming spermatozoa -at

a minimum concentration of one hundred thousand per
cubic centimetre, he insisted; and how, after ten minutes,
the container was lifted out of the liguor and its contents
re-examined; how if any of the eggs remained unfertilized,
it was again immersed, and if necessary, yet again; how the
fertilized ova went back to the incubators.

Uit 'Brave New World' door Aldous Huxley, 1932
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INLEIDING

Infertiliteit is een belangrijk probieem bij veel paren met kinderwens. Algemeen
wordt aangenomen dat bij 10% van alle paren met kinderwens sprake is van inferuvli-
teit (Mosker,1982; Vaessen,1984).

Er zijn vele definities van inferdliteit. Een van de meest gebruikte definities zegt
dat er van infertiliteit sprake is als er tenminste 12 maanden onbeschermde coitus
heeft plaatsgevonden zonder dat er een zwangerschap is opgetreden {(Comhaire 1987).
De ocorzaak van de infertiliteit kan bij de vrouw liggen, bij de man of bij beiden. In een
grote studie naar de corzaken van infertiliteit verricht door de WHO, werden 7273 in-
fertele paren onderzocht verdeeld over 33 centra in de wereld (Combhaire,1987). Van
de 4728 paren waarbij onderzoek bij man en vrouw had plaatsgevonden waren er 1253
(26,5%) waar bij beide partmers een afwijking werd gevonden. In tabel 1.1 zijn de gege-
vens van deze studie weergegeven.

Tabel 1: Oorzaken van infertiliteit bij 4728 paren met
&én jaar onvervulde kinderwens (Comhaire, 1987).

Infertiliteitsoorzaak # patiénten
fertiliteit man fertiliteit vrouw

afwijkend geen afwijkingen 942 (19,9%)
afwijkend afwijkend 1253 (26,5%)
geen afwijkingen geen afwijkingen 709 (14,9%)
geen afwijkingen afwijkend 1824 (38,6%);)

Bij minstens de helft van de patiénten is er dus een (bijkomende) mannelijke ocorzaak
van de onvruchtbaarheid.

Het begrip mannelijke infertiliteit kent verschillende definities, die ook nog regel-
matig veranderen. De meest bekende definitie is die van de WHO, waarbij uitgegaan
wordt van de duur van inferdliteit en van het semenmonster. Volgens de WHO is
sprake van mannelijke infertiliteit als een van de volgende parameters afwijkend is:
-minimaal volume van het ejaculaatvan 1,5 ml
- concentratie zaadcellen in ejaculaat minstens 20 miljoen/m!

- minstens 40% van de zaadcellen bezit een progressieve motiliteit

- minstens 50% van de zaadcellen bezit een normale morfologie

Infertiliteit blijkt geen alles of niets fenomeen te zijn, het kent een spectrum van sub-
fertiliteit tot fertiliteit. De kans op zwangerschap is afhankelijk van de corzaak van de
infertiliteit en zal behalve bij nitzonderingen als b.v. een azodspermie of beiderzijds
afgesloten eileiders, zelden 0 zijn.

Er Destaan veel verschillende afwijkingen die gevonden kunnen worden bij het
onderzoek naar mannelijke infertiliteit. In de reeds genoemde WHO-studie is een ana-
lyse gemaakt van de verschillende gevonden afwijkingen, zie tabel 2.
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INLEIDING

Tabel 2: Aantai gevenden afwijkingen bij mannelijke infertiliteit (Comhaire, 1887)

Diagnose # patiénten % van totaal aantal
varicokeie 806 22,7%
idiopathische oligozodspermie 77 20,2%
prostatitis/epididymitis 441 12,4%
idiopathische teratozodspermie 376 10,6%
idiopathische asthenozodspermie 252 71%
seminaalplasma afwiiking 224 6,3%
immunologische factor 193 5,4%
congenitale afwijking 106 3,0%
systeemziekten 91 2,6%
sexuele dysfunctie 81 2,3%
obstructieve azospermig 58 1,6%
idiopathische necrozotspermie 49 1,4%
gjaculatiestoornis 42 1,2%
hyperprolactinemie 38 1,1%
iatrogene oorzaak 36 1,0%
genetische afwijking 31 0,9%
partiéle obstructie 6 0,2%
retrograde ejaculatie 4 0,1%
immotiel cilia syndroom 1 0,0%
hypofysaire laesie 1 0,0%
gonadotrofine deficiéntie 1 0,0%

Zoals in tabel 2 te zien is, is er in vele gevallen geen oorzaak voor de gevonden afwij-
king te vinden: idiopathisch.

De voorgeschiedenis van een patiént kan de oorzaak van de mannelijke infertili-
teit verklaren, In tabel 3 zijn verschillende ziektebeelden die mannelijke infertiliteit
kunnen veroorzaken en hun oddsratio {een benadering voor de verhouding van de
incidenties van infertiliteit in de groep patiénten met een ziektebeeld uit tabel 1.3
t.ov. patiénten zonder dit ziektebeeld) weergegeven.
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INLEIDING

Tabel 3: Ziektebeelden die mogelijk tot mannelijke infertiliteit kunnen leiden en hun odds-ratio
(Comhalre, 1987).

Ziektebeeld # patiénten odds-ratio (95% betrouw-
baarheidsinterval

sexueel overdraagbare aandoening 512 1,21 (1,01-1,45)
parotitis (na de puberteit) 229 1,86 (1,42-2,44)
parotitis orchitis (bilateraal) . 32 6,28 (2,41-16,32}
diabetes mellitus 20 1,72 (0,70-4,22)
bronchiéctasis 17 5,37 (1,54-18,72)
parasitaire infectie 201 1,03 (0,78-1,06)
hoge koorts (in de laatste zes maanden) 73 2,09 (1,29-3,39)
neurologische aandoening 43 1,20 (0,66-2,19)
urineweginfectie 504 1,82 (1,51-2,19)
testis maldescensus links 504 1,98 (0,99-3,93)
testls maldescensus rechts 56 2,47 (1,40-4,33)
testis maldescensus bilateraal 29 3,67 (1,57-8,60}
testistrauma 195 1,54 (1,15-2,05)
testistorsie 195 1,54 (1,15-73,65)
epididymo-orchitis 124 2,75 (1,86-4,05)
chronisch medicijngebruik 136 1,30 {0,92-1,82)
excessief alcoholgebruik 253 1,24 (0,97-1,60)

Indien een afwijking met duidelijke oorzaak gevonden wordtis therapie mogelijk. Een
varicokéle kan chirurgisch behandeld worden, een prostatitis kan met antibiotica
behandeld worden. Als de behandeling echter faalt of als er geen oorzaak bekend is
voor de infertiliteit, blijft een grote groep patiénten over, waar geen gangbare behan-
deling voor mogelijk is.

In-Vitro-Fertilisatie {IVF} als behandeling voor mannelijke infertiliteit.

IVF is begonnen als een behandeling voor vrouwelijke infertiliteit t.g.v. afgesloten eilei-
ders. De eerste resultaten hierbij waren bemoedigend en al snel werd ook aan de
mogelijkheid van IVF gedacht bij de behandeling van andere vormen van inferti-liteit.
Gezien het grote aantal paren waarbij sprake is van mannelijke infertiliteit of van de
combinatie van manneliike en vrouwelijke infertiliteit werden ook deze paren m.b.v.
IVE behandeld.

In onze kliniek is het momenteel gangbaar dat paren met mannelijke infertiliteit
voor IVF in aanmerking komen als sprake is van tenminste twee jaar infertiliteit op
basis van een andrologische factor. De overige andrologische behandelingen moeten
daarbij geen zin of geen resultaat hebben gehad.

In dit proefschrift zal geprobeerd worden een overzicht te geven van de behande-
ling van mannelijke infertiliteit met behulp van IVF en zullen enkele nieuwe technie-
ken geintroduceerd worden als hulp bij de behandeling.

In hoofdstuk 3 wordt een overzicht gegeven van de resultaten verkregen bij man-
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INLEIDING

nelijke infertiliteit met behulp van IVF op het IVFdaboratorium van het Dijkzigt zie-
kenhuis.

In de hoofdstukken 4 t/m 8 wordt de introductie van nieuwe methoden bij de IVF-

behandeling besproken. In hoofdstuk 4 wordt de Percollamethode van zaadscheiding
behandeld en int de hoofdstukken 5 t/m 8 de micro-inseminatie.
Omdat de micro-inseminatie een geheel nieuwe rechniek was, werd met deze methode
eerst in een diermodel geéxperimenteerd (hoofdstuk 7). Daarna werd een aanvraag
ingediend bij de Medisch Ethisch Comrmnissie van het Dijkzigtziekenhuis om de tech-
niek cok bij de mens toe te mogen passen. Deze aanvraag en e beschrijving van de
micro-inseminatie bij patignten staan vermeld in hoofdstuk 8.

Als eerste volgt nu echter hoofdstuk 1, waarin de gameten, zaadcellen en eicelien,
en de bevruchting besproken worden. Daarna zullen in hoofdstuk 2 enkele aspecten
van de geschiedenis van de voortplantingsbiologie en de IVF beschreven worden.
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1

GAMETEN EN DE BEVRUCHTING

Bevruchdng bij zoogdieren is de interactie tussen zaadcel en eicel gevolgd door de vor-
ming van een embryo. Zaadcel en eicel zijn beide zeer gespecialiseerde, gedifferen-
ticerde haploide cellen die samen een reeks van veranderingen ondergaan leidend tot
de vorming van één diploide cel. Deze cel zal zich door groei en differentiatie ontwik-
kelen tot een embryo en tenslotte een nakomeling.

Bij de mens worden de eerste twee maznden van de ontwikkeling de embryonale
periode genoemd. De periode tussen het begin van de derde maand en de geboorte
wordt de foetale periode genoemd {Langman,1976).

De zaadcel en de eicel hebben beide al een lange ontstaansgeschiedenis achter de
rug voordat zij bij de bevruchting betrokken worden. De eerste stadia van de gameet-
vorming vinden namelijk al plaats in het zeer jonge embryo bij de vorming van de oer-
kiemcellen.

1.1 OERKIEMCELLEN

De oerkiemcellen worden bij de mens voor het eerst waargenomen bij het 24 dagen
oude embryo (Eddy,1981), ze bevinden zich dan nog buiten het embryo in de wand van
de dooierzak, vlak bij het allantois. Vanaf deze plaats migreren de oerkiemcellen naar
de geslachtsplooien. Deze kiemcellen hebben zich ontwikkeld uit primitieve ectoder-
male cellen van de embryoblast of '‘inner cell mass' (Gardner,1985).

Bij embryo's van de muis zjjn oerkiemcellen aangetoond zeven dagen post coitum
(Ginsburg,1990}. Op dat moment kunnen ongeveer § oerkiemcellen aangetoond wor-
den. Acht dagen post coitum zijn er al ongeveer 125 cerkiemceilen te vinden. De
meeste van deze oerliemcellen migreren dan naar mesoderm en endoderm.

Bjj de mens migreren de oerliemcellen in de vijfde week na de ovulatie naar de
geslachtsplooien (Satoh,1991).

Tijdens de periode gedurende welke de geslachtsplooien zich omvormen tot testis
of ovarium, worden de oerkiemcellen ofgonia respectievelijk spermatogonia
genoemd.

De geslachtsplooien liggen mediaal naast de mesonephros (voornier) en vormen
bij de foetus de gangen van Miiller en de gangen van Wolff. Bii de mannelijke foetus
zorgt de zogenaamde Miillerian-inhibitory-factor (MIF) voor regressie van de gangen
van Miiller en verzorgt testosteron de instandhouding van de gangen van Wolff. De
MIF wordt aangemaakt door de Sertoli-cellen: en testosteron door de interstitiéle Ley-
dig-cellen van de foetale testis. Door de afwezigheid van MIF en testosteron bij de vrou-
welijke foetus blijven de gangen van Miller intact en gaan de gangen van Wolff te
gronde. De gangen van Wolff ontwikkelen zich tot epididymis, ductus deferens en vesi-
culze seminalis, de gangen van Miller tot de tubae, de uterus en het bovenste derde
deel van de vagina (Jost,1953; Jost,1972).
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HOOFDSTUK 1

De oerkiemcellen zijn diploide cellen die zich mitotisch delen en een hoge concentra-
tie alkalische fosfatase en glycogeen in het cyroplasma bezitten (McKay,1953). Door
amoeboide bewegingen migreren ze van de doolerzak naar de geslachisplooien. Het is
waarschijnlijk dat de migratie veroorzaakt wordt door chemotaxis, mogelijk speelt
het fibronectine hierbij een rol (French-Constant,1991).

Het humane embryo bezit 24 dagen na de conceptie ongeveer 200 tot 300 ver-
kiemcellen. Door mitotische delingen zijn er bij de vrouwelijke foetus ongeveer 1700
odgoniz na de migratie in de geslachtsplooien aanwezig. In de tweede maand van de
zwangerschap bezit de vrouwelijke foetus ongeveer 600.000 odgonia en in de vijfde
maand zijn er bijna 7.000.000. Hierna daalt het aantzal obgonia snel tot ongeveer
2.000.000 bij de geboorte (Baker,1982).

Een verklaring voor de terugval van zeven miljoen naar twee miljoen odgonia is
het optreden van atresie, vele o6gonia degenereren. Bovendien is crossing-over tussen
de homologe chromosomen die in het zygoteen- en pachteenstadium plaatsvindt een
risicovolle gebeurtenis. Chromosomale breuken en andere fouten in deze stadia lei-
den tot een vroegtijdige degeneratie van de odcyren {Byskov,1582).

Nz 9 maanden hebben alle odgonia zich omgevormd tot primaire o8cyten in het
diploteen stadium van de profase van de eerste meiotische deling. Na de geboorte
neemt het aantal primaire odcyten niet meer toe.

Bij het mannelijk embryo delen de oerkiemcellen zich via mitotische delingen tot
aan de puberteit in beperkte mate verder. Ze zijn wel in staat om de meiotische delin-
gen aan te vangen, maar bereiken dan slechts het preleptoteen stadium van de profase
van de eerste meiotische deling. Net voor de puberteit vindt de start plaats van nieuwe
mitotische delingen van de spermatogonia. De mitorische delingen worden voortge-
zet terwijl een deel van de spermatogonia aan de meiotische delingen begint (Bys-
kov,1982}.

Achtereenvoigens zullen nu verder de ontwikkeling van de eicel, de ontwikkeling
van de zaadcel en de bevruchtng worden besproken.

1.2 OOGENESIS EN OVULATIE

De eerste beschrijving van de vrouwelijke genitalia Interna die we kennen is van Aris-
toteles (384-322 v.Chr.). Hij gaf een beschrijving van de uterus maar herkende de ovaria
niet als aparte organen. Hij ontwikkelde de zaad en aarde theorie. De man was de
donor van het zaad dat in het menstruele coagulum 'gezaaid’ werd. Het zaad zou uit-
groeien tot een ei, dat zich ontwikkelr tot een foetus (Thompson,1910).

De eerste beschrijving van de ovaria werd gegeven door Herophilus van Alexand-
rié in ca. 300 voor Christus. Hij herkende de ovaria als afzonderlijke organen maar had
geen idee van hun functie. Pas in de 16de eeuw werd voor het eerst opnieuw het ova-
rium bestudeerd. Het waren Andreas Vesalius in zijn boek 'De humani corporis
Fabrica 1libri septem’ {1555), Fallopius in zijn 'Observationes anatomicae' (1562) en
Fabricius in zijn ‘De Formato Foetu' {1604) die voor het eerst de structuur van het ova-
rium beschrijven. Zij beschrijven o.a. de follikels en de corpora lutea.

Het duuzde echter tot 1672 alvorens Reinier de Graaf de functie van het ovarium
ontdekte. Hij beschreef in zijn boek 'De mulierum organis generationi inservientibus'
(1672) dat de eicellen uit het ovarium afkomstig zijn. Hij dacht nog dat de hele follikel
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('Graafse follikel') het ei vormde. Zijn belangrijkste vondst is het feit dat bij het konijn
na de ovulatie de ovariéle follikels tot corpora lutea worden omgevormd.

Pas in 1827 werd de relatie tussen follikel en eicel correct beschreven door Karl
Ernst von Baer in zijn De ovi mammalium et hominis genesi'. Na de ontdekking van
zaadcellen door Antoni van Leesuwenhoek in 1675 (Leeuwenhoek,1678) duurde het dus
nog bijna 150 jaar tot de eicellen werden ontdekt door von Baer.

1.2.1 Aanzet tot de meictische deling

De odgonia ontwikkelen zich in de foetale periode tot primaire odcyten, odcyten in de
profase van de eerste meiotische deling.

Deze primaire obcyten doorlopen eerst het preleptoteenstadium, waarin de DNA
replicatie plaatsvindt. Via het leptoteen- en zygoteenstadium, waarin homologe chro-
IMOSOMmien PATerl en een synapse vormen, komen ze in het pachyteenstadium terecht.
Tijdens dit stadium vinden crossing-over en recombinatie plaats. Uiteindelijk komen
de odcyten in het diploteenstadium terecht (ook wel het kiemblaasstadium gencemd).
Dit is voor de o8¢yt voorlopig een eindstadivm. De chromosomen liggen in uitgerekte
toestand, diffuus verspreid in de nucleus te wachten op het vervolg van de eerste mei-
otische deling. Het signaal hiervoor is een hormonale stimulus uit de hypofyse. Het is
ook mogelijk odcyten de eerste meiotische te laten voltooien door ze te isoleren uit
hun follikels en over te zetten in kweekmedium (Pincus,1935; Wassarman,1979).

foetus

odgonia == mitose

oerkiemcellen
L

odoyten
begin meiose
leptoteen
Zygoteen recombinatie van chromosomen
pachyteen
diploteen
meiotische rustpauze

post-partum
niet groeiend groei van de odeyt
volledig uitgegroeid:l
vernvolg meiose ovulatie
meiotische rustpauze (metafase II)]
onbevruchte odeyt
\L vervalg meicse j| activatie (b.v. bevruchting)
meiose voitooid
embryo

Figuur 2.1 Odgenese bij de muis (naar Wassarman P, The mammalian ovurn. The phy-
siology of reproduction, Ed by E. Knobil and J. Neill et al. Raven Press. New York, 1988)
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Bij de mens, maar ook bij de muis, de rat, de cavia en vele andere diersoorten hebben
de meeste eicellen aan het eind van de foetale periode het diploteenstadium bereikt.
Zij bljven in dit stadium tot aan het begin van de eicelrijping tijdens het volwassen
leven of totdat ze atresie ondergaan. Bij de mens zijn de eicellen dus jaren in hun 'rust
fase' voordat de meiose wordt voorgezet.

1.2.2 Vorming van de Graafse follikel

De primaire o&cyten worden eerst omgeven door een enkele laag plaveisel-epitheel
maar deze laag transformeert zich tot één laag kubische cellen. De odcyten bevinden
zich dan in een zgn. primordiale follikel. Deze granulosacellen delen zich tijdens de
verdere groei van de odcyt totdat er drie lagen rond de eicel aanwezig zijn.

Tijdens her diploteenstadium groeit de odcyt, zowel voor als tijdens de follikel-
groel. Bij de muis neemt de diameter van de eicel toe van 12 pm tot 80 pm (Wassar-
man,1988). Bij de mens is de diameter van de eicel + 20 pm voor de groei en is # 100 um
bij een volledig uitgegroeide eicel (Veeck,1986).

Tijdens de follikelgroei vormen zich holten tussen de granulosacellen, die zich
vullen met vocht en uiteindelijk samensmelten tot één follikelholte, het antrum. De
Graafse follikel is dan gevormd. De eicel wordt naar één kant van de follikel gedreven
en wordt aan de kant van het antrum omgeven door enkele lagen granulosacellen, de
secundaire follikel. Door verdere vochtophoping in het antrum wordt de laag granu-
losacellen langs de wand van de follikel dunner, behalve rond de eicel. De eicel blijft
omgeven door een compacte laag granulosacellen, de cumulus odphorus. De cumulus
is via een steel van granulosacellen verbonden met de granulosacellen van de follikel
wand (Baker,1982}).

Rondom de zich ontwikkelende follikel groeien capillairen het ovariéle stroma in
envormen daar een laag die de voeding van follikel en eicel verzorgt, de theca interna.
Deze laag wordt op zijn beurt weer omgeven door een laag van fibroblasten die de
theca externa vormen.

Follikelontwikkeling vindt al plaats in de foetale periode. Deze ontwikkeling ein-
digt echter in atresie. Pas vanaf het begin van de puberteit groeien follikels verder uit
en vindt ovulatie plaats.

De groei van een follikel in het beginstadium tot ongeveer 40 granulosacellen lijkt
gonadotrofine-onafthankelijk te zijn (Peters,1973). Er zijn echter maar weinig follikels
die zich verder kunnen ontwikkelen na hypofysectomie (Lunenfeld,1975).

Verdere groei van de follikei is afhankelijk van stijgende spiegels FSH en LH. De rij-
pingsdelingen van de o6cyt zijn hormoon-onafthankelijk (Pincus,1935; Eppig,1979).

1.2.3 Het aantal groeiende follikels

De miljoenen primordiale follikels in de menselijke foetus verdwijnen voor een groot
deel door atresie. Aan het begin van de puberteit zijn er nog een paar honderddui-
zend primordiale follikels aanwezig. Dit aantal neemt gestaag af, voornamelijk door
atresie (tabel 1.1).
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Tabel 1.1: Aantallen primordiale en groeiende follikels in het
menselijk ovarium op verschillende leeftijden (Block,1952)

Leeftiid # primordiale follikels # groelende follikels
6-15 438.000 11.300

16-25 159.000 6.600

26-33 58.000 4.100

36-45 34.000 4.200

Bij de geboorte zijn, zoals boven vermeld, in het ovarium vaak al groeiende follikels te
zien, maar pas bij de juiste hormonale spiegels na het begin van de menstruele cyclus
in de puberteit leidt follikelgroei tot ovulatie.

Bij sommige specdies als de muis en de hamster is op ieder moment van de men-
struele cyclus een vast aantal groeiende primordiale follikels aanwezig, het aantal fol-
likels met een antrum fluctueert echter, aan het begin van de cyclus zijn er het meest,
na de ovulatie is hun aantal het laagst (Pedersen,1970). Bij vele species varieert echter
zowel het aantal primordiale follikels als het aantal antrale follikels (Greerrwald,1988).

Tijdens het leven van de vrouw zullen ongeveer 400 tot 500 ovulaties plaatsvinden.
Samen met de ovulerende follikel zijn er altijd zo'n 20 andere follikels die zich ook
ontwikkelen. Deze degeneren echter op het moment dat zij zich moeten omvormen
tot een Graafse follikel. Het totaal aantal groeiende follikels in een cyclus is afhanke-
lijk van de hoeveelheid beschikbaar FSH en LH tijdens die cyclus (Baker,1952).

De FSH- en LH-spiegels bepalen niet alleen het aantal follikels dat zich ontwilkkelt tot
Graafse follikels, maar ook het aantal follikels dat uiteindelijk zal ovuleren (Gou-
geon,1984).

Op het eind van de rijpingsperiode van de follikel leidt een stijgende oestrogeen-
produktie tot een sterke stijging van de LH-spiegel. De LH-=stijging zet de granulosacel-
len aan tot een laatste golf van mitotische delingen, de veltooiing van de mejose, de
follikelsprong en de luteinisatie van de granulosacellen.

1.2.4 Vervolg van de eerste meiotische deling en de ovulade

De obcyt in de precvulatoire follikel wordt door de preovulatoire FSH- en LH-stijging
aangezet tot voltooiing van de eerste meiotische deling. In vitro kunnen odcyten ook
in afwezigheid van gonadotrofinen de meiose voortzetten (Chang,1955). Als de eicel
een bepaalde grootte bereikt heeft is deze in staat de meiose voort te zetten. Dit
geschiedt in twee stappen. Ten eerste de afbraak van de membraan van de kiemblaas
en de ontwikkeling tot metafase I en ten tweede de voortgang van metafase I naar
metafase II (Sorensen,1976).

Tijdens het verdwijnen van de kiemblaas condenseren de chromosomen, het chro-
matine wordt heterochromatisch en de chromosomen komen circulair in het midden
van de cel, in de equator van de metafase I spoel te liggen.

Bij de daaropvolgende metafase I rangschikken de chromosomen zich paarsgewijs
in het midden van de meiotische spoel. De meiotische spoel ligt op dat moment in de
periferie van de eicel onder de celmembraan. Tijdens anafase I bewegen de chromoso-
men zich naar de polen van de spoel. De meiotische spoel die eerst evenwijdig {tan-
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gentieel) aan het eicel-oppervlak ligt draait 0. Tijdens de telofase splitst zich dan het
eerste poollichaampje af. Dit bevat de helft van het aantal gerecombineerde chromo-
somen en e¢en klein deel van het cytoplasma.

De eicel gaat onmiddellifk verder met de tweede meiotische deling en stopt bij
metafase II, als de chromosomen in het midden van de tweede meiotische spoel zijn
gaan liggen. Nu vindt de ovulatie plaats en de tweede meiotische deling zal pas vol-
tooid worden als de eicel bevrucht wordt.

In vitro is geen hormeonale stimulus nodig om zoogdiereicellen uit hun rustfase,
het kiemblaasstadium, te halen en de meiotische deling te voltooien. Bekend is dat dit
stadium In stand gehouden wordt door een hoge intra-cellulaire concentratie cAMP
(Eppig,1985).

Tijdens de groei van de eicel spelen 'gap junctions’ tussen eicel en omliggende gra-
nulosa cellen en rol bij het metabolisme van de eicel. Op het einde van de eicelrijping
gaat de afbraak van de kiemblaas gelijk op met een sterke vermindering van het aan-
tal 'gap junctions' en met cumulusexpansie. Dit geschiedt allemaal viak voor de ovul-
atie (Eppig,1982).

Bij de ovulatie varieert de diameter van de eicel bij verschillende zoogdieren van
70 pm bij de muis tot 120 pm bij de mens. De ovulatie wordt in gang gezet door een stij-
ging van de LH-spiegel, de preovulatoire LH-piek. De preovulatoire follikel wordt hype-
remisch, proteine- en prostaglandinesynthese worden verhoogd en een cascade van
reacties volgt, eindigend met de afbrazk van collageen in de follikelwand en de folli-
kelsprong (Lipner,1988) (zie figuur 1.2).

1H —_—— follikel < hyperemie
prostaglandinen
histamine
norepinefrine
prostaglandine synthese —s <— steroid synthese
proteine synthese
Toegenomen vasculaire permeabiliteit
plasminogeen-activartor oedeern
‘- plasminogeen
plasmine
inactief collagenase
actef collagenase
collageen

telopeptidevrij collageen
<«— serine-protease

follikelsprong

Figuur 1.2 Ovulatiehypothese naar Lipner (Lipner,1988).
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Het tijdsinterval tussen de LH-piek en de ovulatie ligt vast, voor de mens is dit 36 tot 48
uur, bij de muis 12 tot 15 vur, De geovuleerde eice]l wordt opgevangen door de uitein-
den van de tuba Fallopia en de follikel wordt getransformeerd tot een nieuwe endo-
criente klier, het corpus luteum.

1.2.5 Opbouw van celorganellen van de odcyt die een rol spelen bij de bevruchting.

Een belangrijke rol bij de bevruchting spelen de corticale granulae en de zona pellu-
cida. De corticale granulae zijn tijdens de groei van de odcyt ontstaan unit het Golgi-
complex, zij zijn. gelokaliseerd vlak onder de plasmamembraan en gelijken het meest
op lysosomen. Als de eicel door een zaadcel geactiveerd wordt, fuseren ze met het
otlemma en door het vrijkomen van hun inhoud in de perivitelline ruimte, verande-
ren ze de functionele eigenschappen van de zona pellucida en de eicelmembraan
zodat polyspermie voorkomen wordt (Gulyas,1980).

De zona pellucida komt alfeen voor bij de eicellen van zoogdieren. De zona heeft
verschillende functies voor de eicel. De zona is verantwoordelijk voor de speciesspeci-
fieke eicel-zaadcel] interactie bij de bevruchting (Yanagimachi,1981). De zona vormt
voorts een: belangrijke blokkade tegen polyspermie (Wolf 1981} en de zona beschermt
het embryo als het door het oviduet getransporteerd wordt (Mintz,1962). Tegelijkertijd
met de groei van de eicel wordt de zona aangelegd. Na voltooiing van de groei en na de
ovulatie vindt geen synthese meer plaats van de bestanddelen van de zona binnen de
eicel (Shimizu,1983).

De eicel is in staat om alle eiwit bestemd voor de zona zelf aan te maken
(Bleil, 1980b). Het is echrer ook rnogelijk dat de granulosacellen voor een deel bijdragen
aan de zona pellucida (Leveille,1987).

De zona pellucida is eerst herkenbaar als afzonderlijke Klompjes materiaal gele-
gen tussen de microvilli van de odcyt en de omgevende granulosacellen. De ontwilkke-
ling van de zona gaat verder met de opbouw van discontinue stukjes die pas na enige
tijd samensmelten tot één membraan om de eicel. Met de groei van de zona vindt de
vorming en de polymerisade plaats van het glycoproteine netwerk waaruit de zona
bestaat. De zona wordt in dit stadium doorboord door vele microfilamenten, waarin
zich cytoplasmatische uitlopers van de granulosacellen bevinden. In het preovula-
toire stadium trekken deze uitlopers zich terug uit de zona (Dietl,1989).

De rijpe zona pellucida bezit, zoals te zien m.b.v. een elektronenmicroscoop, aan
de buitenkant een poreus opperviak en aan de binnenkant een glad oppervlak. De
zona is permeabel voor grotere moleculen en virussen (Bleau,1989).

Het is het meest waarschijnlijk dat de glycoproteinen van de zona worden aange-
maakt zoals alle overige glycoproteinen {Dietl,1989), namelijk door aanmaak in het
endoplasmatisch reticulum en modificatie in het Golgi-apparaat. Daar worden ze
opgeslagen in secretoire granulae die samensmelten met de celmembraan en via exo-
cytose in de extracellulaire ruimte worden uitgescheiden (Kornfeld,1980). De zona
bestaat uit een laag van glycoproteinen. Bij de muis is de zona 7 pm dik en bezit 3-4 ng
eiwit (Shimizu,1983), bij het varken is de zona 16 pm dik en bezit 30 ng eiwit (Dun-
bar,1981).

Bij het varken zijn vier verschillende families glycoproteinen in de zona herken-
baar, genaamd ZP1 t/m ZP 4 (Sacco,1986), bij de hamster drie, ZP1 tjm ZP3 (Ahuja,1983)
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en bij de muis eveneens drie glycoproteinen, ZP1, ZP2 en ZP3 (Bleil, 1980a). Door het
werk van Bleil en Wassarman is van de glycoproteinen van de zona van de muize-eicel
het meest bekend, zowel qua opbouw als qua functie. De glycoproteinen ZP1, ZP2 en
ZP3 van de muis hebben een molecuulgewicht van resp. 200 kD, 120 kD en 83 kD.

De zona is opgebouwd uit onderling verbonden filamenten. De filamenten
bestaan uit een zich herhalende dimeer van ZP2 en ZP3. De verbindingen tussen de
filamenten bestaan uit ZP1. ZP1 is een dimeer bestaande uit twee identieke polypepti-
deketens (Wassarman,1989).

ZP3is het glycoproteine dat de zaadcel bindt aan de zona. Het bestaat uit een poly-
peptideketen van 402 aminozuren {44 kD), drie of vier N-gebonden oligosacchariden
en een nog niet bepaald aantal O-gebonden oligosacchariden. De O-gebonden oligo-
sacchariden bepalen de speciesspecificke zaadcelbinding aan de zona (Wassar-
man,1989).

Bij de mens zijn in de zona twee complexen van glycoproteinen gevonden, éénvan
92-120 XD (ZP1,2) en één van 57-73 kD {ZP3). Na verdere dissodatie bleek het eerste com-
plex uit twee delen van resp. 7 kD (ZF1) en 82 kD (ZP2) te bestaan. Shabonowitz en
O'Rand vonden dat alle glycoproteinen van de menselijke zona in staat waren om
zaadcellen te binden, ook vonden zij dat bij de zona van bevruchte eicellen de hoe-
veelheid ZP1 veel lager was. Shabonowitz en ORand konden bewijzen dat deze veran-
dering niet veroorzaakt werd door zaadcelbinding aan de zona maar door de corticale
reactie (Shabanowitz,1988).

De functie en het gedrag van de zona tijdens de bevruchting worden beschreven
in de paragraaf 1.4 De bevruchting'.

1.3 SPERMATOGENESE EN ZAADCELFUNCIIES

1.3.1 Mitotische ¢n meiotische delingen

De primordiale kiemcellen nestelen zich bij de mannelijke foetus tussen de toekom-
stige Sertoli-cellen in de zgn 'sex-cords’, later zullen dit de tubuli seminiferi worden
(Setchell 1982).

Bij de mens vindt tot vlak voor de puberteit geen ontwikkeling of deling plaats van
de mannelijke gonocyten. Maar op het moment dat de puberteit begint, migreren de
gonocyten naar de basale membraan van de tubuli en gaan zich daar door midde] van
mitotische delingen vermenigvuldigen. De gonocyten worden vanaf dan spermatogo-
nia genoemd. Deze kunnen zich van type A, naar intermediair en uiteindelijk type B
spermatogonia ontwikkelen.

Eén groep spermatogonia, de zgn. stamcellen, blijft op de basale membraan ach-
teT, om voor nieuwe populaties spermatogonia te zorgen. Nieuw gevormde type A
spermatogonia, die afkomstig zijn van één moedercel zijn herkenbaar door hun
onderling contact via cytoplasmatische bruggen.

Na de laatste mitotische deling van de B spermatogonia wordt het DNA weer ver-
dubbeld, maar in plaats van een mitotische deling gaat de cel, nu primaire spermato-
cyt geheten, beginnen aan de eerste meiotische deling.

De primaire spermatocyt komt vrij van de basale membraan en deelt zich tot twee
secundaire spermatocyten, die haploid zijn. Ieder chromosoom van een secundaire
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spermatocyt bezit een verdubbelde DNA streng. Deze secundaire spermatocyt deelt
zich bij de tweede meiotische deling tot twee haploide spermatiden (Setchell, 1982). Uit
iedere primaire spermatocyt ontstaan dus na twee meiotische delingen vier spermati-
den, die alle genetisch verschillend zijn als gevelg van de recombinatie van DNA stren-
gen tijdens de meiose.

1.3.2 Spermiogenese

De postmneiotische rijping van de zaadcel wordt de spermiogenese genoemd. De sper-
matide ondergaat een condensatie van zijn kern, het Golgi-apparaat vormt een blaasje
dat zich om één zijde van de kern stulpt, twee centriolen migreren naar de andere
zijde van de kern en groeien uit tot de staart.

Bij het vrijkomen van de zaadcel wordt een groot deel van het cytoplasma van de
spermatide achtergelaten en gefagocyteerd door de Sertolicel. Een Klein fragment
cytoplasma 'the cytoplasmic droplet’, blijft rond de nek van de zaadcel achter. Dit deel
zit vol mitochondrién.

1.33 Opbouw van de rijpe zaadcel

Een zaadcel (spermatozoo) bestaat uit twee componenten: de kop en de staart. De
lengte van een zaadcel varieert bij de verschillende species van 50 ym bij de mens tot
150 um bij knaagdieren.

De kop bestaat uit de nucleus, die een haploid aantal chromosomen bezit en zeer
gedecondenseerd is en het acrosoom, een grote secretoire granule die om het voorste
deel van de nucleus ligt. De kop is bij de mens 5 ym lang, 2,5 um breed en 1,5 pm dik,
De staart bestaat nit een centraal axonema, een geordend complex van microtubuli
omgeven door stevige vezels die van de zaadcelkop tot aan het eind van de staart
lopen. In het voorste deel van de staart wordt het axonema omgeven door een bundel
mitochondrién. De gehele zaadcel wordt omgeven door de plasma-membraan. Het
voorste deel van de kop wordt omgeven door drie membranen, van binnen naar bui-
ten: binnenste acrosoommembraan, buitenste acroscommembraan, plasmamem-
braan {(Eddy,1988).

acresoom .
plasmamembraan subacrosomale ruimte
binnenste buitenste
acrosoommembraan acroscommermbraan
kernmembraan
acrosoominhoud

1> equatoriaal segment

postacrosomale envelop

posterior ring
verbindingsstuk

capituium _
& T proximale centriole

Figuur 1.3 Opbouw van de zaadcel en de zaadcelkop (naar B.P. Setchell. Spermatoge-

nesis and spermatozoa. Uit Reproduction in mammmals:1. Germ cells and fertilization.
Ed by C.R. Austin and R.V. Short. Cambridge University Press. Cambridge, 19582)
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1.3.4 De zaadcelcyclus

De produktie van spermatozoa is een cyclisch proces, op één bepaald tijdstip is op één
plaats in een tubulus seminiferus één cohort zaadcellen te vinden. Dit cohort bestaat
uit vijf typen cellen die altijd tezamen gevonden worden. In één cyclus ontwikkelen de
jongste zaadcellen unit dit cohort tot het één na jongste stadivm. Fr zijn dus 4 cycli
nodig om een type A spermatogonium uit te doen groeien tot een zaadcel.

Bij de mens duurt een cyclus 16 dagen, het gehele proces duurt dan 4x16=64
dagen. Voor de ontwikkeling van een stamcel tot een type A spermatogonium moet 8
dagen gerekend worden, dus de totale ontwikkeling duurt 4,5 cycli.

Behalve deze cyclische veranderingen zijn er op verschillende plaatsen in de
tubuli verschillende cohorten zaadcellen te zien. Een bepaald stuk tubulus laat de sta-
dia zien van zaadcellen uit vier cycli, in het stuk tubulus daarnaast worden ook vier
cycli gezien maar dan van een ander cohort zaadcellen. Ieder stuk tubulus heeft zo
zijn eigen vier cycli en dit stuk loopt altijd even ver in zaadcelontwikkeling voor of ach-
ter op de belendende stukken. Langs de tubulus zijn zo altijd de verschillende stadia
binnen een cyclus herkenbaar, de volgorde in stadia over de tubulus blijft altjd hetr-
zelfde. Bij de mens zijn de stukjes echter zo kort dat een volgorde bijna niet herken-
baar is {Clermont,1972).

1.3.5 Hormomnale beinvioeding van de spermatogenese

Testosteron stimuleert via de Sertoli-cellen de deling van de spermatogeonién en het
voltooien van de reductiedeling (Skinner,1991). Testosteron wordt geproduceerd door
de Leydig-cellen en passeert door actieve diffusie de bloed-testis-barriére. In de tubuli
wordt een hogere testosteronspiegel opgebouwd dan in het bloed. De hogere spiegel
kan de spermatogenese op een voldoende niveau handhaven (Setchell, 1982).

De Sertoli-cel in vitTo bezit een receptor voor FSH en algemeen wordt aangenomen
dat FSH een 1ol speelt bij de initiéring van de spermatogenese. Wat de rol is van FSH bij
handhaving van de zaadcelproduktie is echter onzeker. Bij volwassen ratten is kort na
een hypofysectomie testosterontoediening voldoende voor het onderhouden van de
spermatogenese (Nelson,1940}.

1.3.6 De epididymis

Door passief transport van door de Sertoli-cellen geproduceerde vloeistof worden de
zaadcellen getransporteerd naar het rete testis en via de ductuli efferenti komen de
zaadcellen uiteindelijk in de epididymis terecht.

De epididymis is een lange, sterk gewonden ductus, waarin de zaadcellen door de
stroom, vloeistof vanuit de testis, door peristaltische contracties van de gladde spier-
laag en door het trilhaarepitheel in de wand richting vas deferens gestuwd worden
(Bedford,1575). Het vas deferens bezit een dikke spierlaag die uitkomt in een verwijd
deel, de ampulla. Bij een egjaculatie stuwen peristaltische contracties de zaadcellen
vanuit het vas deferens de ampulla in op weg naar de urethra.

De transporttijd van de zaadcellen in de epididymis bij de man bedraagt twaalf
dagen (Rowley,1970). Deze tijd kan verkort worden door een verhoogde frequentie van
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ejaculatie, zoals bij de ram aangetoond door Amir (Amir,1986) en door een verhoogde
temperatuur van de epididymis, wat Bedford heeft laten zien bij de rat en het konijn
(Bedford,1978). Hij plaatste de epididymis in de buikholte van het proefdier en kon
daarmee 2antonen dat de transporttjd verkort werd maar dat de zaadcellen niets van
hun fertiliserend vermogen verloren. Dit in tegenstelling tot een verhoging van de
temperatuur van de testis. De overmaat van zaadcellen die geproduceerd wordt door
de testis en die niet ge&jaculeerd wordt, wordt voor het grootste deel met de urine uit-
gescheiden en het overige deel wordt gefagocyteerd {Lino,1967; Phadke,1564).

Tijdens de passage van de epididymis ondergaan de zaadcellen een rijpingsproces.
Hoewel niet alle zaadcellen de epidimale rijping modig hebben om te kunnen
bevruchten, zoals aangetoond in IVF-experimenten bij de mens (Jequier,1990), verkrij-
gen de meeste zaadcellen tiidens de passage hun motiliteit en vinden enkele belang-
rijke veranderingen in de plasmamembraan plaats (Yanagimachi,1988).

Door de secretoire activiteit van verschillende delen van de epididymis wordt de

plasmamembraan van de zaadcel tjdens passage steeds wat veranderd. Een duidelijke
aanwijzing hiervoor is de toename in het vermogen van zaadcellen om aan de zona te
hechten als de zaadcellen de epididymis passeren (Saling,1981).
Tijdens de passage worden nieuwe glycoproteinen aan de plasmamembraan gebon-
den en worden de aanwezige glycoproteinen veranderd (Tezon,1985). Het is vooral de
plasmamembraan gelegen rond de zaadcelkop waar vele nieuwe glycoproteinen
gebonden worden (Yanagimachi,1985). De zaadcellen verkrijgen daar ook hun motili-
teit. Bij somamige species als b.v. de rat gaat dit geleidelijk, bij de mens is het moeilijker
om zo'n overgang te lokaliseren. Het verwerven van motiliteit zou hier meer afhanke-
lijk kunnen zijn van de leeftijd van de rijpende zaadcellen dan van de lokalisatie in de
epididymis.

Zaadcellen die de testis verlaten zijn altijd onbeweeglijk, pas na verwijdering van
de plasmamembraan en toevoeging van ATP, CAMP en Mg?™* verkrijgen deze hun mot-
liteit (Mohri, 1980).

De morfologie van de zaadcel verandert tijdens passage van de epididymis, de
'cytoplasmic droplet' schuift van de hals naar ket middenstuk van de zaadcel en gaat
uiteindelijk verloren. In vele species, behalve bij de mens, veranderen ook de vorm en
de grootte van het acrosoom (Yanagimachi,1988).

De concentratie zaadcellen wordt tijdens transport van de zaadbuisjes in de testis
(tubuli seminiferi) naar de ductus deferens steeds hoger. De corzaak hiervoor ligt in de
absorptie van water, bij de mens vindt deze voornamelijk in de ductuli efferenti
plaats. De inhoud van de epididymis is dan ook hyperosmolair t.o.v. het bloed (D'Ad-
dario,1980).

Bij de ejaculade worden zaadcellen uit de epididymis en de ducrus deferens
gemengd met het seminale plasma, afkomstig uit de vesiculae seminales, de prostaat
en de glandulae bulbo-urethrales.

Het volume dat zaadcellen uit epididymis en vas deferens hijdragen aan het gja-
culaat bedraagt ongeveer 0,2 ml De bijdrage van de verschillende organen die teza-
men het ejaculaat vormen, en enkele belangrijke biochemische bestanddelen zijn ver-
meld in Tabel 1.2.
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Tabel 1.2: Bijdrage van verschillende organen van de genitalia interna van de man aan het ¢ja-
culaat, en de belangrijkste chemische bestanddelen (Lundquist,1949)

Orgaan % bijdrage aan Bestanddelen
ejaculaatsvolume

Testis 5% Testosteron

Androgeen bindend proteine

Transferrine
Epididymis en ductus deferens Carnitine

Inositol

Lipiden

Motiliteits-proteine
Vesiculae seminales 46-80 % Fructose

Prostagladinen

Vesiculase
Prostaat 13-33 % Protease

Zure fosfatase

Citraat

Calcium, zink

Vesiculase
Bulbo-urethrale en 2-5% Mucogproteinen
urethrale klieren lgA

Het ejaculaat wordt in fracties geproduceerd. Door een zgn. splitejaculatie kunnen de
verschillende fracties bestudeerd worden (Eliasson,1959). Het aantal zaadcellen in de
eerste fracties is hoger dan in latere fracties (Amelar,1965).

Binnen vijf minuten na de ejaculatie coaguleert het seminale plasma. In vivo
geschiedt dit voor de cervix. Zaadcellen krijgen op deze wijze de kans om de cervix bin-
nen te dringen, en worden beschermd tegen het zure milieu van de vagina. Na één uur
wordt het coagulum afgebroken door proteolytische enzymen in ejaculaat (Har-
per,1588).

1.3.7 Zaadcelaantalien en zaadcelpassage door de vrouwelijke genitalia interna

Het is opmerkelijk dat voor de bevruchting van slechts enkele eicellen een veel groter
aantal zaadcellen nodig is. Tijdens de evolutie is de overgang van uitwendige bevruch-
ting, zoals bij vissen, naar de inwendige bevruchting, zoals bij zoogdieren, wel samen-
gegaan met een sterke reductie van het aantal eicellen, maar niet met die van het aan-
tal zaadcellen.

Bij runderen en schapen worden meer dan 10° zaadcellen gegjaculeerd terwijl er
maar één of twee eicellen bevrucht kunnen worden. Ook bij zoogdieren die polyovu-
lair zijn, zoals ratten en konijnen zijn er 100x10% zaadcellen beschikbaar voor onge-
veer 10 eicellen. Bij de mens zijn gemid-deld 500x10% zaadcellen per ejaculaat aanwe-
zig om één eicel te bevruchten. Wat de reden van deze ongelijkheid kan zijn is ondui-
delijk. Ex zijn verschillende speculaties gemaakt over de hoge concentraties zaadcel-
len.
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Cohen beweert dat er een correlatie bestaat tussen de frequentie van het voorkomen
van crossing-over tijdens de meiotische deling en het aantal zaadcellen (Cohen,1967).
De hoge aantallen zaadcellen zijn een weerspiegeling van het grote aantal fouten dat
tijdens de meiose ontstaat. De vrouwelijke tr. genitalis zou een voorselectie maken van
chromosomaal goede zaadcellen.

Bekend is dat de zaadcellen in de vrouwelijke tr. genitalis geselecteerd worden op
hun individuele motiliteit (Mortimer,1578) en op hun morfologie (Mortimer,1982). De
zaadcellen die volgens Cohen geselecteerd worden moeten dus ook de beste motiliteit
en een normale morfelogie bezitten. Brandriff (Brandriff,1986} heeft echter bewezen
dat het percentage chromosomale afwijkingen onder de best beweeglijke zaadcellen
even hoog is als onder de slechi-beweeglijke. Dit maakt de veronderstelling van Cohen
zeer onwaarschijnlijk. Het idee dat de meeste zaadcellen door hun chromosomale
afwijkingen niet in staat zijn tot bevruchting is moeilijk in stand te houden.

Een andere hypothese betreffende het grote aantal zaadcellen werd gemaalkt door
Bedford {Bedford,1984). Bedford en medewerkers bestudeerden de voortplanting van
de buidelrat Didephis virginiana. Deze buidelrat bezit een relatief laag aantal zaadcel-
len in zijn ejaculaat (ongeveer 5x10% zaadcellen), die twee aan twee gekoppeld zijn. De
zaadcellen liggen met de koppen tegen elkaar, met de acrosomen naar elkaar toege-
keerd en afgeschermd tegen het milien van de vrouwelijke tractus geniralis.

afsluitende plasmamembranen

\

acrosoom

zaadcelkern

Ll* = - -

Figuur 1.4 Acrosoombescherming bij de buidelrar (Didelphis virginiana) (naar Bed-
ford JM, Rodger JC, Breed WG. Why so many mammalian spermatozoa-a cue from
marsupials? Proc R Soc Lond 1984; 221: 221-233)

Volgens Bedford en medewerkers is het acrosoom een kwetsbaar organel. Als het
beschermd kan worden totdat het in de buurt van een eicel komt, zal het zijn functe,
hulp bij penetrate van de cumulus en zona, veel beter kunnen uitvoeren. Hoe beter
beschermd, des te minder zaadcellen er nodig zijn om een goede kans op bevruchting
te maken.

Het gedrag van de zaadcellen binnen de tractus genitalis van de vrouw is vooral
van belang om vast te kunnen stellen, welke veranderingen de zaadcellen ondergaan-
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voordat zij bevruchten. In de volgende alinea's zal de interactie tussen zaadcel en trac-
tus. genitalis worden besproken.

Bij de mens wordt het semen geéjaculeerd in de vagina, vlak bij het ostium cervi-
cale externum. Bij knaagdieren, varkens en paarden vindt de ejaculatie direct in de
uterus plaats. Het cervicale kanaal vormt bij deze diersoorten geen barrigre voor de
zaadcellen.

De vagina bezit een zuur milieu (pH=5), voornamelijk door de produkte van
melkzuur door de Déderlein-bacterién in de vagina. Het semninaal plasma kan als pH-
buffer voor de zaadcellen functioneren. Fox mat dat na de gjaculatie de pH van 4,3
naar 7,2 steeg en dat binnen 4 minuten de pH in de vagina weer zijn normale waarde
bereikt had (Fox,1971).

Na de ejaculatie coaguleert het seminale plasma bij primaten binnen één minuut,
in het volgend uur wordt dit coagulum afgebroken door proteolytische enzymen uit
het ejaculaat. Een zeer klein deel van de zaadcellen is vijf minuten na de inseminatie
al aanwezig in het oviduct. Settlage vond 5 tot 45 minuten na inseminatie al aantallen
van 4 tot 53 zaadcellen bij patiénten in het cavum Douglasi (Settdage,1973a).

Zaadcellen hebben een snelheid van 2,0 tot 3,0 mmjmin. Uit zich zelf zullen ze
dus nooit binnen 5 minuten het oviduct kunnen bereiken. Het is waarschijnlijk dat de
zaadcellen, die als eerste het coagulum kunnen verlaten, door de omslag van een nega-
tieve naar een positieve druk binnen de vagina tijdens het orgasme (Fox,1970) en door
ritmische contracties van vagina, uterus en oviduct, snel het oviduct kunnen bereiken
{Fox,1971). De meerderheid van de zaadcellen bereikt de tuba pas veel later, deze zaad-
cellen zijn dus meer afhankelijk van hun eigen mortiliteit.

De cervicale mucus bestaat uit een glycoproteinematrix, die voor 40% uit oligo-
sacchariden bestaat in de vorm van fibrillen, en uit oplosbare anorganische zouten en
eiwitten. De consistentie van deze hydrogel verandert onder invioed van ovariéle hor-
monen. Cestrogenen maken de mucus waterig, zorgen voor de kristallisatie ('ferning')
en 'spinnbarkeit’. De oestrogenen reorganiseren de cervicale fibrillen, waarbij paral-
lelle ketens gevormd worden. Hiertussen kunnen de zaadcellen passeren. Progesteron
maakt de mucus dikker en verocrzaakt een herschikking van de fibrillen, waardoor
zaadcellen veel moeilijker kunnen passeren (Elstein,1971).

Ferning en spinnbarkeit worden algemeen gebruikt als conceptieve en anticon-
ceptieve bepalingen. Zaadcellen kunnen vanaf de 9de cydusdag de cervicale mucus
penetreren, tijdens de ovulatie kunnen de meeste zaadcellen de cervicale mucus pas-
seren en een tot twee dagen na de ovulatie is passage vrijwel onmegelijk (Mog-
hissi,1966).

De meeste zaadcellen blijven zich ophouden in de buurt van de mucosa, motiele
zaadcellen komen terecht in de cervicale crypten en de dode zaadcellen worden of
gefagocyteerd of vanuit de cervix naar de vagina gestuwd. Een klein deel van alle zaad-
cellen passeert de cervix. Bij het konijn (waar de ejaculatie ook in de vagina plaats-
vindt) werd 2 uur na de coitus 0,6% van de zaadcellen teruggevonden in de uterus, dit
liep op tot 1,74% 12 uur na de coitus (Chang,1956).

Zaadceltransport door de cervix vindt dus in drie stadia plaats:

1. een zeer snel transport van de allereerste zaadcellen

2. zaadceltransport naar de crypten in de cervicale mucosa

3.vrijkomen van zaadcellen uit de crypten, op weg naar de uterus (2 tot 3 dagen na de
coitus kunmnen nog steeds levende zaadcellen in de cervicale mucus gevonden worden)
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Zaadcellen in de uterus worden voornamelijk getransporteerd door contracties van de
uterus. Het is wzarschijnlijk dat prostagladinen verantwoordelijk zijn voor deze con-
tracties. In het seminale plasma bevinden zich cok prostagladinen, maar deze zijn
onveldoende biologische actief om contracties van het myometrium te veroorzaken.
Het is wel mogelijk dat zij de endogene prostaglandine-afgifte verthogen (Green,1979).

Zaadcellen die in de uterus geinsemineerd worden, bezitten zelf niet het rich-
tinggevoel om naar de utero-tubaire hoek te zwemmen, zij zwemmen willekeurig een
bepaalde richting uit, de uteruscontracties geven de zaadcellen echter de juiste rich-
ting. Ook na het inbrengen van inerte partikels bleek dat deze door de contracties snel
getransporteerd werden in de richting uterus-tubahoek (Wiqvist,1579).

Zazadcellen blijven bij de mens tot 24 wur na de coitus 2antoonbaar in de uterus.
In de cervix kunnen dan nog steeds bewegende zaadcellen aangetoond worden. Het is
mogelijk dat de verwijdering van zaadcellen door fagocyten in de uterus toeneemt na
24 wur (Moyer,1970). Bij de vleermuis kunnen zaadcellen gedurende maanden opge-
slagen liggen in de crypten van de baarmoeder, voordat zij hun weg na de ovulatie
naar het oviduct voortzetten (Austin,1960b).

Na de uterus moeten de zaadcellen de uterus-titba overgang passeren. Het aantal
zaadcellen dat deze barriére passeert is bij de meeste diersoorten vergelijkbaar (zie
Tabel 1.3)

Tabel 1.3: Vergelijking van de aantallen geéjaculeerde en migrerende zaadcelien bij verschillende
zoogdieren {Harper,1982).

Diersoort # zaadcellen/ Plaats van depositie # zaadcellen in
ejaculaat (x106) ampulla van de tuba

muis 50 uterus <100

rat 58 uterus 500

konijn 280 vagina 250-500

cavia 80 vagina en ulerus 25-50

runderen 3000 vagina <10

schaap 1000 vagina 800-760

varken 8000 uterus 1000

mens 280 vagina 200

Er is geen anatomische sfincter op de overgang uterus-tuba die een barriére kan vor-
men. Bij de mens kunnen zelfs kleine partikeltjes deze overgang passeren (Wood-
ruff,1969).

Bij het koniin is dit onmogelijjk, alieen motiele zaadcellen kunnen de uterus-tuba
overgang passeren en vloeistoftransport is alleen mogelijk tijdens passage van het
embryo van het oviduct naar de uterus {Black,1959).
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Figuur 1.5 Anatomie van uterus en oviduct bij verschillende zoogdieren, de pijl geeft
de overgang tussen isthmus en ampulla aan (naar O. Nilsson en §. Reinus. Uit 'The
mammalian oviduct' Ed by ES.E. Hafez en RJ. Blandau. University of Chicago Press,
1969)

Bij experimenten van Chang met het konijn, bleken inseminaties met minder dan
ééntiende van het normale aantal zaadcellen, geen effect te hebben op het aantal
zaadcellen dat de isthmus bereikt (Chang,1951b). Bjj 0,5% van het normale aantal werd
het aantal zaadcellen in de isthmus 60-voudig gereduceerd (5000 zaadcellen versus 90).
Ook bij de mens is er een relatie gevonden tussen het aantal geinsemineerde zaadcel-
len en het aantal zaadcellen dat het oviduct bereikt (Settlage,1973b).

In het oviduct werden door Ahlgren en medewerkers bij vruchibare vrouwen 2 tot
34 uur na de coitus gemiddeld zo'n tweehonderd zaadcellen gevonden in de ampulla
faAhlgren,1973).

De passage van zaadcellen door de tuba gaat waarschijnlijk stapsgewijs. Inn de eer-
ste fase is er een groep snelie zaadcellen, die enkele minuten na de inseminatie al in
de ampulla aanwezig is. De meeste zaadcellen blijven na passage van de uterus-tuba
overgang achter in de isthmus. Tot aan de ovulatie blijven ze hier en migreren dan pas
verder (Harper,1973).

Indien de isthmus bij varkens chirurgisch verwijderd werd, werden veel grotere
aantallen zaadcellen rond de geovuleerde eicel gevonden dan bij varkens met intacte
oviducten (Hunter,1971). Ook nam het percentage eicellen met polyspermie toe na ver-
wijdering van de isthmus. De isthmus kan zowel een barriére als een reservoir zijn
voor zaadcellen.

Ook bij de mens is gevonden dat enige tijd na inseminatie er veel meer zaadcellen
in de isthmus zijn dan in de ampulla (Croxatto,1975). Croxatto berekende dat er 5.000
tot 50.000 zaadcellen/ml in het oviduct aanwezig zijn. Een concentratie tien maal
lager dan de minimum concentratie gewenst bij IVE.

Her is mogelijk dat zaadcellen pas na het verkrijgen van 'hyperactiviteit' zich een
weg banen naar ée ampulla. Voorafgaand aan de acrosoomreactie vertonen zaadcellen
namelijk een korte tijd van verhoogde beweeglijkhieid, hyperactivatie genoemd. In
vitro uit deze beweeglijkheid zich niet in een grotere voorwaartse snelheid, maar in
een grotere amplitude van de zaadcelkop en hogere staartslagfrequentie. In vivo leidt
hyperactivatie wel tot een hogere sneiheid (Suarez,1992).
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‘Welke factoren deze plotselinge versnelling induceren is onbekend. Ca2* en albumine
spelen een rol bij bet begin en bij het onderhouden van deze beweging maar zijn
zeker niet alleen verantwoordelijk voor de hyperactivatie.

Hyperactivatie helpt de zaadcel bij passage van de isthmus tussen uterus en ovi-
duct. Bij de muis liggen de meeste zaadcellen na aankomst in de isthmus gebonden
aan het slijmvlies. Ten tijde van de ovulatie dissociéren een aantal zaadcellen van de
wand en zwemmen richting ampulla. De losse zaadcellen vertonen veelal een hyper-
actef patroon van bewegen i.t.t. de aan de wand gebonden zaadcellen (Demott,1992).
Hyperactivatie geeft zaadcellen ook de mogelijkheid sneller door de mucuslaag van
het oviduct te dringen en deoor de cumulus oéphorus {Suarez,1992). Ex bestaat ook een
positieve relatie tussen hyperactivatie en penetratie van de zona (Flemming,1932).

Behalve door de eigen motiliteir migreren de zaadcellen volgens Harper ook door
de vloeistofstroming in het oviduct en door contracties van de spierlaag richting eicel
(Harper,1988). De cilia binnien het oviduct bewegen de door het oviduct geproduceerde
vioeistof richting isthmus. Doordat de isthmus echter gesloten blijft stroomt de vloei-
stof terug door crypten in de oviductmucosa die minder cilia bevatten. Zo worden
zaadcellen meegevoerd richting ampulla. Door contracties wordt de inhoud van het
oviduct zodanig gemengd dat contact tussen eicel en zaadcel veel eerder mogelijk is,
dan zaadcelmoriliteit alleen mogelijk zouw maken.

Bij de meeste zoogdieren vindt de bevruchting in de ampulla van het oviduct
plaats (Brademn,1954). Veel onderzoek is verricht naar de aantallen zaadcellen in de
ampulla rond het moment van de ovulatie. Resultaten van verschillende studies zijn
door Harper verzameld (Harper,1982) (zie Tabel.1.3). Opvallend is het lage aantal zaad-
cellen dat in de ampulla gevonden werd in vergelijking tot de aantallen zaadcellen die
gebruikt worden bij IVF.

Cummins en Yanagimachi bestudeerden behalve de aantallen zaadcellen ook het
bevruchtingspercentage in vivo bij de goudhamster (Cummins,1982). Vier uur na inse-
minatie werden de eerste levende zaadcellen in de ampulla gevonden. Vijf uur na inse-
minatie werden de eerste eicellen met een zaadcel in de vitellus gevonden. Dit aantal
liep op tot 91% eicellen met een gepenetreerde zaadcel 9 uur na de inseminatie. De
verhouding zaadcel:eicel was de eerste uren in het voordeel van de eicellen. Pas zeven
uur na inseminatie was de verhouding 1:1, 50% van de eicellen was dan bevrucht. Tien
uur na inseminatie was er een maximum van 100 zaadcellen aanwezig in de ampulla.
Dit aantal nam niet verder toe.

Het is bekend dat enkele minuten na de coitus of na inseminatie al enkele zaad-

cellen in de ampulla aanwezig zijn. Dit is bij verschillende diersoorten gevonden, de
hamster (Yanagimachi,1963a), cavia {Yanagimachi, 1976), het konijn (Harper,1973).
Het is echter onwaarschijnlijk dat dit de bevruchtende zaadcelien zijn (Cum-
mins,1982). De eerste bevruchte eicellen zijn pas vijf vur na de inseminatie in de
ampulla te vinden. De zaadcellen die als eerste in de ampulla waren, zijn dan al dood
of verloren gegaan in de buikholte (Overstreet,1978). De bevruchtende zaadcellen wor-
den in de isthmus achtergehouden tot de ovulatie volgt.

Een reden voor de overmaat van zaadcellen tien uur na inseminatie zou hulp bij
de afbraak van de curnulus kunnen zijn. Een embryo zonder cumulus is beter in staat
om de isthmus te passeren en kan zich eenvoudiger in de uterus innestelen (Cum-
Inins,1982).

Bij een bevruchting invitro moeten veel grotere aantallen zaadcellen gebruikt
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worden om een hoog bevruchtingspercentage te behalen dan bij een bevruchting in-
vivo. Als in-vitro dezelfde aantallen zaadcellen worden geinsemineerd als in-vivo is het
bevruchtingspercentage veel lager (Bavister,1979).

Stewart-Savage en Bavister hebben bevruchtingspercentages vergeleken in-vivo en
invitrc door de zgn. relatieve zaadcel:eicel verhouding te bestuderen (Stewart-
Savage,1988). Hierbij wordt niet alleen de verhouding zaadcel:eice]l bestudeerd maar
ook de concentratie zaadcellen per ml. In-vivo is het volume in de ampulla waarin de
bevruchting pilaatsvindt namelijk veel kieiner dan in-wvitrc. Na omrekening van de
zaadcelconcentratie t.o.v. het aantal eicellen is een vergelijking mogelijk. Rekening
houdend met de concentratie zaadcellen en het volume waarin de bevruchting plaats-
vindt zijn bjj een in-vitro-fertilisatie evenvee!l zaadcellen nodig als bij een in-vivo-ferti-
lisatie voor een succesvolle bevruchting (d.w.z. een bevruchtingspercentage van $0%)
(Stewart-Savage,1988).

1.3.8 Capacitate

De gerijpte zaadcellen it de epididymis die gegjaculeerd worden, zijn niet meteen in
staat om een eicel te bevruchten. Zjj moeten eerst een tijd in de vrouwelijke tractus
genitalis doorbrengen. Ook bij een in-vitro bevruchting hebben zaadcellen enige tijd
nodig voordat zij een eicel penetreren. Deze tijdsspanne wordt capacitatie genoemd
en zij is voor het eerst ontdekt door Chang (Chang,1951a) en Austin (Austin,1951).

Capacitatie blijkt een voor zoogdieren uniek proces te zijn, het zou een evolutio-
naire aanpassing kunnen zijn voor het proces van inwendige bevruchting. De plaats
van capacitatie is dan ook de tractus genitalis van het vrouwtjesdier in oestrus. De
lokatie is veelal de plaats van ejaculatie of inseminatie van de zaadcellen. Bij species
die zaadcellen in de vagina achterlaten vindt capacitatie plaats in de cervix, zoals bij
de mens (Lambert,1985).

Indien de zaadcellen in de uterus worden geéjaculeerd zoals bij het konijn, dan
begint de capacitatie in de uterus en wordt voltooid in het oviduct (Overstreet,1978).
De belangrijkste plaats voor capacitatie is bij deze spedies het oviduct. De zaadeellen
blijven na ejaculatie in de uterus eerst een tijd in rust achter in het isthmus deel van
het oviduct voordat ze verder gaan naar de ampulla om de eicellen te bevruchten.
slechts een klein deel van de zaadcellen zal de isthmus verlaten om de eicellen te gaan
bevruchten (Cummins,1586). '

De capacitatietijd kan berekend worden door gegjaculeerde zaadceilen samen te
brengen met geovuleerde eicellen en dan het bevruchtingspercentage te bekijken (in
de eileiders of in-vitro). Pas ge€jaculeerde zaadcellen kunnen maar weinig eicellen
bevruchten, maar zaadcellen die enige tijd gepreincubeerd zijn (in de vrouwelijke
tractus genitalis of in-vitro) zullen na een zekere tijd alle eicellen kunnen bevruchten.
Op deze manier zijn voor het konijn, de goudhamster en de muis minimale capacita-
tetijden gevonden van respectievelifk 5 uur, 2 uur en I uur (Austin,1985). Wat precies
gebeurt tijdens de capacitatie is nog onbekend. Verondersteld wordt dat verscheidene
factoren en substraten die gjdens de epididymis rijping en door het contact met de
seminale vloeistof op de zaadcel zijn gaan hechten, verwijderd worden zodat zaadcel-
receptoren vrijkomen die receptoren van de eicel herkennen {Austin,1985).

De veranderingen tijdens capacitatie zijn niet soortspecifiek, zaadcellen van een be-
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paalde species kunnen namelijk capaciteren in de tractus genitalis van het vrouwtje
van een andere species {(DeMayo,1980).

Capacitatie in-vitro is ook mogelijk gezien de resultaten van de reageerbuisbe-
vruchting, dit hoeft natuurlijk niet te betekenen dat capacitatie in-vivo en in-vitro op
dezelfde wijze verlopen.

Capacitatie in-vitto werd voor het eerst aangetcond door Yanagimachi en Chang
in 1963 (Yanagimachi,1963b}). De in-vitro bevruchting van eicellen van de goudhamster
door spermatozoa geisoleerd uit de cauda epididymis, bewees dat de zaadcellen in-
vitro capacitatie kunnen ondergaan. Yanagimachi en Chang maakten voor hun IVF-
experimenten gebruik van een medium bestaande uit een door het oviduct geprodu-
ceerde vioeistof, follikelvloeistof en bloedserum. Toyoda kon echter met een medium
bestaande uit louter anorganische chemicalién in-vitro muize-o6cyten bevruchten
met muize-zaadcellen afkomstig uit de cauda epididymis (Toyoda,1571).

Capacitatie is dus een moeilijk vast te stellen proces, het is wel duidelijk dat net
gegjaculeerde zaadcellen uit de epididymis niet in stzat zijn tot bevruchting zonder
capacitatie. Maar als er geen bevruchting optreedt is njet te stellen dat dit komt door
het nitblijven van de capacitatie. Evenmin is te stellen dat het optreden van de acro-
soomreactie (een reactie die fysiologisch volgt op de capacitatie) een bewijs is voor het
optreden van capacitatie.

In-vitro zijn zaadcellen uit de epididymis beter in staat tot bevruchting dan geéja-
culeerde zaadceller. Dit is het best te zien bij de kat, Niwa vond dat epididymale zaad-
cellen binnen 20 minuten in staat waren om een eicel te penetreren (Niwa,1985).
Gewassen geéjaculeerde zaadcellen zijn pas in staat tot bevruchting na een 2 uur
durende incubatie in de uterus (Hammer,1970).

Yanagimachi (Yanagimachi,1988) veronderstelt dat capacitatie een proces is waar-
bij én glycoproteinen, die in de epididymis aan de plasmamembraan zijn gebonden,
én glycoproteinen en polypeptiden, die vanuit het seminale plasma aan de zaadcel
binden, verwijderd worden. De glycoproteinen afkomstig van de epididymis zijn een-
voudiger te verwijderen dan glycoproteinen uit het seminale plasma. Daarom kunnen
epididymale zaadcellen in een eenvoudig medium zoals dat gebruikt wordt bij een in-
vitro-fertilisatie capaciteren. Geé&jaculeerde zaadcellen capaciteren veel moeilijker. Om
glycoproteinen van de zaadcellen te verwijderen zou de vrouwelijke tractus genitalis
nodig zijn.

Twee factoren die de capacitatie kunnen beinvloeden zijn de fase van de cyclus
waarin zich de vrouwelijke tractus genitalis zich bevindt en de samenstelling van het
medinm in-vitro. Ook de temperatuur speelt een rol. Een temperatuur van 37 23 38 C
blijkt het meest optimaal te zijn voor de capacitatie (Flemming,1985).

De cumulus odphorus lijkt geen rol te spelen bij de capacitatie. Invitro kunnen
eicellen zonder cumulus bevrucht wordt worden door zaadcellen die in een eenvou-
dig medium gepreincubeerd zijn (Ball,1983) en in-vivo is de secretie-vloeistof uit de
vrouwelijke tr. genitalis voldoende voor de capacitatie (Yanagimachi, 1988}

Er zijn geen organische of anorganische stoffen bekend die essentieel zijn bij de
capacitatie. Bij iedere verbinding die uit een in vitto medium werd weggelaten trad
toch capacitatie van zaadcellen op (Yanagimachi1988).
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13.5 Het acposcom en de acroscomreactie
Het acrosoommn is een vacuole gelegen om de voorkant van de zaadcelkop en gevuld met
hydrolytische enzymen. Het is analocg aan het lysosoom en aan de secretoire granu-
lae van de pancreascel. Van alle enzymen binnen het actosoom (zie tabel 1.4) zijn hya-

luronidase en acrosine het best bestudeerd.

Tabel 1.4: Aangetoonde enzymen binnen het acroscom (Yanagimachi,1988)

Hyaluronidase B-N-Acetylhexosaminidase
B-Galactosidase

Acrosine B-Giucuronidase

Proacrosine c-L-Fucesidase

Neuraminidase Fosfolipase C

Fosfatase Cathepsin D

Fosfolipase A Peptidy! peptidase

Ornithine decarboxylase
B3-N-acetylglucosaminidase
Arylsulfatase
Arylamidase
Collagenase

De buitenste actosoommembraan ligt onder de plasmamembraan en vormt samen
met de binnenste acrosoommembraan de wand van het acrosoom (zie figuur 2.3). De
enzymen liggen zowel binnen het acrosoom of zijn gebonden zan de wanden.

Bij de acrosoomreactie komen de lytische enzymen door exocytose vrij uit het
acrosoom en in een fysiologische situatie geschiedt deze reactie in de buurt van de
zoma. Algemeen wordt aangenomen dat hyaluronidase nodig zou zijn voor ontbin-
ding van de matrix tussen de cellen van de cumulus oéphorus (deze matrix bestaar
vnl. uit hyaluronzuur) en dat acrosine een rol speelt bij de penetratie van de zona pel-
lucida, die bijna geheel bestaat uit glycoproteinen (Yanagimachi,1988).

Alhoewel deze beweringen nog bewezen moeten worden, is het wel zeker dat de
acrosoomreactie twee functies heeft:

1. hulp voor de zaadcel bij passage van de zona pellucida.
2. voorbereiding van de zaadcel op de fusie met de plasmamembraan van de eicel
{Yanagimachi, 1988)

Bij het bestuderen van de acrosoomreactie moet een onderscheid gemaakt wor-
den tussen een echte en een schijnbare acrosoomrezactie (Bedford,1970). Bij een schijn-
bare acrosoomreactie zoals die plaatsvindt bij dode zaadcellen worden de buitenste
acrosomale membraan en de plasmamembraan spontaan gelyseerd door de acroso-
male enzymen (autodigestie).

De bestudering van de acrosoomreactie wordt verder bemoeilijkt door het feit dat
lichtmicroscopie alleen bij zaadcellen met een relatief groot acroscom, zoals bij de
cavia en de goudhamster, duidelijk een verandering laat zien. Bij zaadcellen met een
Klein acrosoom zoals die van de muis en de mens moeten andere technieken gebruilkt
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worden. De 'triplestain-techniek of gebruik van monoclonale antilichamen om een
reactie aan te tonen zijn hierbij toegepast {(Rijnders,1588).

Barros was de eerste die de verschillende stappen in de acrosoomreactie heeft
gezien. Op diverse plaatsen ontstzat een fusie tussen de buitenste acrosomale mem-
braan en de bovenliggende plasmamembraan, waarna de inhoud van het acroscom
door de ontstane porién kan ontsnappen (Barros,1967).

-

Figuur 1.6 De acrosoomreactie. A. De zaadcelkop voor de acrosoomreactie. B. Meerdere
stukjes van de plasmamembraan en de buitenste acrosomale membraan fuseren,
enzymen ontsnappen uit het acrosoom. C, D. acrosoomreactie is voltooid, stukjes van
de gefuseerde membranen worden achtergelaten als de zaadcel voorwaarts beweegd.
(naar R. Yanagimachi: Mechanisms of ferdlization in mamuimals. Uit Fertilization and
embryonic development in vitro', Ed by L. Mastroianni en J.D. Biggers. Plenum Press,
New York, 1981)

Bij de mens begint de acrosoomreactie mogelijk in het achterste deel van het acro-
soorm in de buurt van het equatoriaal gebied en schrijdt dan naar voren voort, totdat
de gehele plasmamembraan met de buitenste acrosomale membraan heeft gere-
ageerd. De acrosomale inhoud kan dan in zijn geheel vrijkomen en de binnenste acro-
somale membraan vormt vanaf dat moment de buitenzijdevan de zaadcelkop
{Yanagimachi,1988).

1.3.10 mducte van de acrosoomreactie

Als de zaadcellen de capacitatie ondergaan hebben, kan de acrosoomreacde vrij snel
plaatsvinden, de reactie duurt ook niet lang mits de omstandigheden ideaal zijn en de
juiste stimuli aanwezig zijn.

De acrosoomreactie vindt plaats in de nabijheid van de ecicel. Bij verschillende
zoogdieren is de acrosvomreactie bestudeerd na een inseminatie invivo. Zaadcellen
nit de ampulla van het oviduct bleken geen van allen een acrosoomreacte ondergaan
te hebben. De zaadcellen die tussen de cumuluscellen rondzwommen, hadden voor
een deel de acrosoomreactie ondergaan en de zaadcellen die contact hadden gehad
met de zona pellucida, hadden bijna alle gereageerd (Austin,1958; Suarez,1983 en Ya-
nagimachi,1984).
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Het is mogelijk dat de cumuluscellen de eerste aanzet geven tot de natuurlijke acro-
soomreactie {Cherr,;1986), maar de acrosoomreactie kan ook inwvitre gemakkelijk
optreden zonder aanwezigheid van cumuluscellen.

‘Wassarman heeft een model opgesteld voor de inductie van de acrosoomreactie
bij de muis (Wassarman,1989). Het ZP3 bindt via spedies-specifieke O-gebonden ocligo-
sacchariden aan de receptor op de zaadcel De polypeptideketen van het ZP3 induceert
daarop de acrosoomreactie (zie ook paragraaf 1.2.5 en paragrazf1.4.2.1).

Behalve structuren als de zona pellucida, de cumulus ophorus en delen van de
vrouwelijke tr. genitalis zijn er veel stoffen bekend die de acrosoomreactie kunnen
induceren. Iedere stof of factor die de permeabiliteit van de plasmamembraan van de
zaadcel voor een bepaald jon, b.v. Ca2*, Na*, K*, kan vergroten, kan een acrosoomre-
actie induceren (Yanagimachi,1%88).

13.11 Modellen voor de acrosoomreactie

De belangrijkste fysiologische gebeurtenis bij de acroscomreactie is de influx van
Ca?*. GaZ*influx alleen is echter niet voldoende voor een acroscomreactie. Door Ya-
nagimachi wordt het volgende model voor de acrosoomreactie voorgesteld.

Normaal worden de ionverhoudingen binnen en buiten de zaadcel geregeld door
een Na¥, K™-ATPase en een Ca2*-ATPase. Door capacitatie verandert de lipidelaag van de
plasmamembraan waardcor receptoren voor zona-eiwitten vrij komen te liggen. Deze
receptoren kunnen Ca2*-dragende eiwitten zijn en bij activatie vergemakkelijken zij
de influx van Ca2*. Dit veroorzaakt inactivatie van het Na*,KX"-ATPase en het intracel-
lulair Na* stijgt. Na™ wordt uitgewisseld tegen HY, waardoor de intracellulaire pH
stijgt. Het Ca2* veroorzaakt bindingen tussen fosfolipiden in de plasmamembraan en
de buitenste acrosoommembraan, waardoor een fusie tussen deze twee membranen
ontstaat en porién worden gevormd.

Een hoog intracellulair Ca?* en laag H* veroorzaakt de conversie van proacrosine
in acrosine en dit veroorzaakt de ontbinding van de acrosomale matrix (Yanagimachi,
1988).

Een spontane acrosoomreactie kan dan optreden door een activatie van de zona-
receptoren op de plasmamembraan of door inactivatie van de Ca?*-pomp, waardoor
Ca?* in de cel lekt.

1.4 DE BEVRUCHIING

1.41 Passage van de cumulus edphorus

Zaadcellen blijken zowel in-vivo als invitro makkelijk de laag cumuluscellen te kun-
nen passeren. Of alle zaadcellen zo eenvoudig door de cumuluslaag kunnen gaan is
nog onbekend. Austin bewees dat zaadcellen van de muis eerst gecapaciteerd moeten
zijn, voordat ze de cumuluslaag kunnen binnendringen. Door uitblijven van de capa-
citatie blijven ze op de rand van de cumulus achter (Austin,1960a).

Cummins bewees dat dit ook geldt voor zaadcellen van de hamster. Zaadcellen die
reeds een acrosomale reactie ondergaan hadden, waren niet in staat de cumulus te
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passeren, zij blijven aan de buitenrand van de cumulus kieven (Cummins,1986). Dit
zou betekenen dat de zaadcel geen hyaluronidase nodig zou hebben om de cumulus-
matrix op te lossen. Toch is het niet uit te sluiten dat passage van de cumulus bevor-
derd wordt door afgifte van hyaluronidase uit het acrosoom of door andere enzymen,
die de structuur van de cumulus losser maken (Yanagimachi,1988).

1.4.2 De zona pellucida

1.4.2.1 Binding aan de zona pellucida

In-vivo kost de zonapassage veel minder tijd dan in-vitro. Bij de hamster vond Yang dat
het maar 7 minuten duurde voordat een zaadcel invivo de zona gepasseerd had
(Yang,1972) en voor de in-vitro situatie vond Yanagimachi een tijd van 3 tot 4 uur (Ya-
nagimachi,1970). Deze tjd is natuurlijk athankelijk van het al dan niet gecapaciteerd
zijn van de zaadcellen, maar het belangrijkste bleek toch de samenstelling van het
externe milieu te zijn waarin eicel en zaadcel zich bevinden. Dit milieu kan in-vivo
veel gunstiger zijn voor een acrosoomreactie dan in-vitro.

Nadat de zaadcellen de zona pellucida bereikt hebben zullen ze eerst aan de zona
hechten. Door op dat moment de eicel te spoelen met een micropipet zijn de zaadcel-
len nog gemalkkelijk van de zona te verwijderen. Kort daarna binden de zaadcellen
zich aan de zona, waarna dissociatie van de gameten niet gemakkelijk meer kan
plaatsvinden (Wassarman,1989).

De eerste aanwijzing voor de aanwezigheid van receptormoleculen op de zona pel-
Iucida werd gevonden door Gwatkin en Williams (Gwatkin,1977). Opgeloste zonae pel-
lucidae van rijpe eicellen waren in staat om gecapaciteerde zaadcellen te hinderen bjj
hun binding aan de zonae van onbevruchte eicellen.

Voor binding van een zaadcel aan de zona zijn receptoren nodig op de zona die de
zaadcel herkennen, en receptoren op de zaadcel die de zona herkennen. De zaadcel-
reptoren op de zona bestaan uit glycoproteinen.

Door Wassarman zijn in de muizezona drie glycoproteinen gevonden (zie ook
paragraaf 1.2.5). Behalve de structuur werd ook de functie van deze glycoproteinen
door Wassarman opgehelderd (Wassarman,1992). De eerst hechting van de zaadcel aan
de zona geschiedt door de herkenning van een bindingseiwit op de plasmamembraan
van de zaadcel voor het ZP3. De binding van zaadcellen door ZP3 geschiedt door de
O-gebonden oligosacchariden van ZP3.

Een proteine op de plasmamembraan van de zaadcel, het zgn. sp56, bezit een
grote affiniteit voor ZP3. Het sp56 is alleen gelokaliseerd op de plasmamembraan
boven het acrosoom. Wassarman postuleert dat dit het receptoreiwit op de plasma-
membraan is.

Het ZP3 induceert de acrosoomreactie en de zaadcel laat daarna de zona voor
korte tijd los. Daarna hecht ZP2 aan een tweede bindingseiwit gelegen op de binnen-
ste acrosomale membraan van de zaadcel. Mogelijk is dit tweede bindingseiwit het
proacrosine (Jones,1588).

‘Wassarman stelt dat de O-gebonden oligosacchariden op het ZP3 verantwoordelijk
zijn voor de species-specifieke binding van zaadcellen aan de zona (Wassarman,1992).
Binding van zaadcellen aan de zona geschiedt door oligosacchariden die groepen
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bezitten zls N-acetyl-D-glucosamine, siaalzuur, fucose of galactose. Mogelijkheden
hiervoor zijn de binding van galactosyltransferase op de zaadcel aan het N-acetyl-D-
glucosamine van de zona (Lopez,1985) of sialyliransferase van de zaadcel aan het siaal-
zuur van de zona {(Durr,1977).

Kunnen bij de muis alleen zaadcellen met intact acrosoom aan de zona binden,
bij de goudhamster kunnen zaadcellen zowel voor als na de acrosoomreactie aan de
zona binden (Suarez,1984). Bij de cavia hechten alleen zaadcellen zonder acresoom
aan de zona (Huang,1981).

1.4.2.2 Penetratie van de zona

Nz de binding penetreert de zaadcel de zona, de zaadcel heeft zijn acrosoom verloren
{behalve het equatoriale deel} en maakt met zijn binnenste acrosomale membraan
direct contact met de zona. De staart van de zaadcel beweegt zeer heftig tjdens de
zonapenetratie, zodat de zaadcelkop mechanisch met zijdelingse en voorachter-
waartse bewegingen de zona passeert (Yanagimachi,1966). Zaadcellen van de meeste
species nemen een schuine weg door de zona {Austin,1958), maar een rechte route,
loodrecht op het opperviak van de zona is ook mogelijk (Gaddum-Rose 1985).

Bij vogels en buideldieren maken enzymen uit het acrosgom een gat in de smalle
zoma {1-2 pm) waar de zaadcel door naar binnen kan zwemmen (Rodger,1982). Bij
placentaire zoogdieren is de zona veel dikker, en kan passage van de zona niet alleen
door enzymatische werking verklaart worden. Yanagimachi beschrijft twee mogelijk-
heden voor passage (Yanagimachi,1988).

1. Passage d.m.v. mechanische kracht: de acrosoomreactie is uitshiitend bedoeeld om
de smalle, spitse kop van de zaadcel, het perforatorium, vrij te leggen Deze kop snijdt
door de zona, aangedreven door de zaadcelstaart.

2. Passage d.m.v enzymatische oplossing van de zona: hyaluronidase uit het acrosoom
verzorgt een eenvoudige weg door de cumulus, nog onbekende enzymen helpen de
zaadce] bij zijn receptorbinding aan de zonz. Daarna hydrolyseert acrosine glycopro-
teinen in de zona om de zona te ‘verweken'. De enzymen, die gebonden zijn aan de
binnenste acrosomale membraan splitsen de glycoproteinen. Bewegingen van de
staart stuwen de zaadcel vooruit en brengen de enzymen uit het acrosoom steeds
opnieuw in contact met de te splitsen moleculen van de zona.

Er zijn argumenten die tegen beide hypothesen pleiten. Bij de eerste, de mechani-
sche hypothese, heeft het acrosoom dat gevuld is met krachtige enzymen totaal geen
functie. Als het acrosoom een rudiment zou zijn, zouden er wel species bestaan bij wie
het acrosoom veel groter of kleiner zou zijn dan bij de huidige hoogst ontwikkelde
dieren.

Tegen de tweede, de enzymatische hypothese, pleit dat de zona veel te dik is om
door enzymen uit het acrosoom opgelost te kunnen worden. Bij vogels en buideldie-
ren ligt dit anders daar hier de zona veel dunner is (Rodger,1982).

Beide hypothesen zijn wellicht te combineren: acrosomale enzymen z{jn nodig
voor het week maken van de zona. Als er veel enzymen voor nodig zijn, is het beter dat
de acrosoomreactie vlak bij of op de zona plaatsvindt, zoals bij de muis en de hamster.
Als grote hoeveelheden enzym niet nodig zijn, kan de acrosoomreactie ook al eerder
plaatsvinden, zoals bij de cavia en het konijn (Kusan,1984). De enzymen breken de bin-
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dingen in de zona-eiwitten open, waarna de voortgestuwde kop deze bindingen uiteen
kan duwern.

1.4.3 Oolemma

Na passage van de zona komt de zaadcel in de perivitelline ruimte terecht en zal zich
hechten aan de plasmamembraan van de eicel.

Bij vogels en amfibieén maakt de binnenste acrosoommembraan contact met de
eicel, bij zoogdieren gaat dit anders. Bij zocgdieren maakt de plasmamembraan van
de zaadcelkop als eerste contact met de eicelmembraan.

Piko en Tyler hebben dit voor het eerst gezien (Piko,1964). Later bleek dat het deel
van de plasmamembraan dat zich boven het equatoriale segment bevindt als eerste
contact maakt met de eicel (Bedford,1979)

Figuur 1.7 Contact van de zaadcel met de ¢icelmembraan. A t/m D. De zaadcel, die de
acrosoomreactie ondergaan heeft, nadert het odlemma. De zaadcel maakt met zijn
equatoriale (Eq) segment het eerste contact met het odlemma. Daarna versmelt de
zaadcelkop met de eicel{naar J.M. Bedford, H.I. Calvin en G.W. Cooper. Membrane
fusion events in fertilization of vertebrate eggs. Uit ‘Membrane surface reviews (mem-
brane fusion). Vol 5. Ed by G. Poste en G.L. Nicolson. Elsevier Scientific. (Amsterdam,
1973.)

Alleen zaadcellen die de acrosoomreactie ondergaan hebben, kunnen contact maken
met de eicel. Op de plasmamembraan van het equatoriale deel moet dus ook een
belangrijke verandering plaatsvinden tijdens de acroscomreactie. Wat deze verande-
ring inhoudt is echter nog nist bekend (Yanagimachi,1938}.

De eicel bezit, behalve op het gebied boven de metafasespoel van de tweede mejo-
tische deling, vele microvilli. Het zijn deze microvilli die als eerste contact maken met
de zaadcel.

De zaadcel- en eicelplasmamembraan vloeien samen, zodat de moleculen van de
zaadcelplasmamembraan zich over de gehele eicel verdelen. Experimenten van Gaunt
wezen wit dat antdlichamen gericht tegen de zaadcelplasmamembraan niet aantoon-
baar zijn op een onbevruchte eicel, maar wel op een bevruchte eicel. Het antilichaam
had zich bij de bevruchte eicellen gelifkomatig over de gehele plasmamembraan van de
eicel verdeeld (Gaunt,1983). Opvallend was dat op tweecellige embryo's dit antilichaam
niet meer aantoonbaar was. Koyama kon de anti-plasmamembraan antilichamen wel
aantonen bij tweecellige ratte-embryo's (Koyama,1984). '
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Primakoff en medewerkers vonden op de zaadcelkop bij de cavia een ejwit, PH-30, dat
een rol kan spelen bij de interactie van de zaadcel- en eicelplasmamembraan (Primak-
off,1987). Dit eiwit is gelokaliseerd posterior van het acrosoom op de zaadcelkop en
bestaat uit een ¢— en een B-deel. Het c-deel bestaat vit een peptidekern van 289 ami-
nozuren. De structuur van dit deel gelijkt veel op de fusie-efwitten van virussen. Het £-
deel bestaat uit een keten van 353 aminozuren. Dit deel lijkt veel op een zgn. disinteg-
rine, een bloedplaatjesaggregator die veel gevonden wordt in slangegif. Deze disinteg-
rinen binden aan integrinen. Er zijn sterke aanwijzingen dat op de eicelmembraan
integrinen aanwezig zijn. Dit maakt het mogelijk dat PHE-30 zowel een functie kan uir-
oefenen bij de binding van zaadcel en eicel als ook de fusie tussen de membranen
mogelijk kan maken (Blobel, 1992).

1.4.4 Bicelactivatie

Nz de fusie van zaadcel en eicel 'ontwaakt' de eicel. Dit noemt men activatie. De be-
langrijkste veranderingen zijn een exocytose van corticale granulae en het voltooien
van de tweede mejotische deling. De metafase IT spoel van de secundaire o6yt scheidt
het gesplitste chromatine, waardoor de helft van het chromatine in het tweede pool-
lichaampje terecht komt.

Deze veranderingen worden gevolgd door decondensatie van de zaadcelkern.
Daarna volgt DNA-synthese {chromosocomduplicatie} van de mannelijke en vrouwe-
lijke chromosomen. De mannelijke en vrouwelijke pronuclei komen in het centrum
van de eicel tegen elkaar te liggen, hun membranen desintegreren en de chromoso-
men vermengen zich voor de eerste mitotische deling {Yanagimachi,1988).

De fysiclogie van de eicelactivatie is nog niet geheel opgehelderd. Vermoedelijk
veroorzaakt de zaadcel-eicelfusie het vrijkomen van intracellulair Ca2* (voornamelijk
uit het endoplasmatisch reticulum). Dit begint op de plaats van de eicel-zaadcelfusie
{Miyazaki, 1986). Bij de zeeggel vercorzazkt deze intracellulaire Ca2*stijging een
Na*/H" uitwisseling over de eicelmembraan, de intracellulaire pH stijgt, waardoor oxi-
datieve fosforylering, het lipidemetabolisme en de efwit- en DNA-synthese geactiveerd
worden (Whitaker,1985). Bij de muis stijgt de concentratie ADP, waardoor het cellu-
laire metabolisme en de oxidatieve fosforylering toenemen (Leese,1984).

Er zijn behalve zaadcellen nog vele niet-fysiologische stimuli die de eicel kunnen
activeren. Eicellen van enkele insekten, vissen en hagedissen kunnen op deze manier
geactiveerd worden. Ook zonder tussenkomst van een zaadcel kunnen de eicellen zich
ontwikkelen tot embryo's en in sommige gevalien bij vissen en reptielen tot levende
organismen: parthenogenese (Marle,1983; Mittwoch,1978). Directe injectie van Ca2*in
het eicelcytoplasma leidt cok tot activatie. Het is mogelijk dat de zaadcel Ca2* in de
eicel brengt, wat tot een algehele Ca2*-afgifte aanleiding geeft (Yanagimachi,1988).

1.4.5 Zonareactie

Na het contact van de eicel- en zaadcelmembraan ontstaat een golf van Ca*-afgifte
gevolgd door de exocytose van de corticale granulae (Austin,1956; Schuel,1985). Deze
granulze zijn kleine blaasjes gebonden aan de plasmamembraan van een rijpe, onbe-
vruchte eicel (zie figuur 1.8).
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Figuur 1.8 Schema van de bevruchting en tweede rneiotische deling. 1. De zaadcel
maakt contact met de zona pellucida, het eerste poollichaampje bevindt zich in de
perivitelline ruimte. 2. De zaadcelkop maakt contact met het odlemma, de corticale
granulae komen vrij, de mejotische spoel van de eicel ligt onder het oélemma. 3. De
zaadcelkop bevindr zich in het cytoplasma van de eicel, de zona-reactie is voltooid, her
tweede poollichaampje snoert zich af. 4. Mannelijke en vrouwelijke pronucleus zijn
gevormd, het tweede poollichaampje bevindr zich in de perivitelline ruimte.

De cortczle granulze bevatten hydrolytische enzymen en sacchariden. In sommige
species veranderen deze componenten na het vrijkomen in de perivitelline ruimte de
fysische en chemische eigenschappen van de zona pellucida. Op deze wijze wordt de
zona ondoordringbaar voor zaadeellen. Dit noemt men de zona-reactie. De functie is
zeer duideliik: het verhinderen van polyspermie.

Wassarman beweert dat bij de muis de zona-reactie bestaat uit een modificatie
van de O-gebonden oligosacchariden van het ZP3. Hierdoor kunnen zaadcellen zich
niet meer aan de zona binden en wordt de acrosoom-reactie inducerende werking van
de zona duidelifk minder (Wasserman,1987).

Behalve op de zona bestaat ook op de eicelmembraan een polyspermieblokkade.
Over deze blokkade is maar weinig bekend. De eicellen van hamster, hond, schaap en
veldmuis en waarschijnlijk ook de mens, vertonen na bevruchting een sterke zonare-
actie. Er worden bij deze species bijna nooit zaadcellen binnen de zona peilucida aan-
getoond na bevruchting. Bij de eicellen van het konijn en de mol worden veel zaad-
cellen binnen de zona gezien terwijl slechts één zaadcel de eicel binnen gedrongen is.
Hier ligt de belangrijkste blokkade op het niveau van de eicelmembraan (Yanagima-
chi, 1988).

Dat bijvoorbeeld bij de mens toch polyspermie voorkomt, is mogelijk te wijten
aan een vertraagde corticale reactie. Bij onrijpe eicellen of bij 'overrijpe’, te oude eicel-
len is het bij een in vitro bevruchtng mogelijk dat al meerdere zaadcellen de zona
gepasseerd zijn voordat de corticale reactie voltooid is. De blekkade van de eicelmem-
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braan is nu onvoldoende werkzaam (Sathananthan,1985).

Hoewel de meeste corticale granulae pas bij de eicel-zaadcelfusie vrijkomen, wor-
den vooraf ook al enkele granulae afgestoten. Dit kan een rol spelen bij de vorming
van de perivitelline ruimte. Als deze ruimte niet aanwezig zou zijn, zou het voor een
zaadcel veel moeilijker zijn om, na passage van de zona, met het equatoriale deel con-
tact te maken met de eicelmembraan. De zona wordt door deze premature corticale
reactie moeilijker penetreerbaar voor zaadcellen, waardoor alleen: de best beweeg-
lijke, hardst schuddende zaadcellen uitverkoren zouden zijn voor een bevruchting
(Yanagimachi, 1988).

1.4.6 Zaadceldecondensade

De zaadcelnucleus is sterk gecondenseerd als de spermatogenese voltooid is. Het chro-
matine wordt compact gemaakt door de aanwezigheid van 'zaadcelspecifieke' histo-
nen (of protaminen) die rijk zijn aan basische aminozuren zoals arginine, serine en
cysteine. In de epididymis vindt een verdere verdichting plaats door het ontstaan van
veel S$bruggen tussen de protaminen in de kern. Dit geeft de zaadcel een elastische
hardheid, welke bescherming biedt bij de passage van de zona.

In het eicelcytoplasma desintegreert de membraan van de nucleus en komt het
chromatine van de zaadce] direct in contact met het eicelcytoplasma (Longo,1985). De
protaminen gaan verloren en de §$-bruggen worden verbroken. Welke factoren hier-
voor verantwoordelijk zijn: is nog onbekend (Yanagimachi 1988). De gedecondenseerde
zaadcelkern en de overgebleven chromosomen van de eicel transformeren zich tot
mannelijke en vrouwelijke pronucleus. Tijdens de pronucleusvorming treedt een
actieve DNA-synthese op (Naish,1987).

In het cytoplasma van de eicel bevindt zich waarschijnlijk een zaadcel-pronucleus-
groeifactor. Er is een beperkte hoeveelheid van deze groeifactor aanwezig, want één
eicel is maar in staat om enkele van de gepenetreerde en gedecondenseerde zaadcellen
om te zetten in pronuclei (Hirao,1979). Deze groeifactor is niet species specifiek, want
een hamstereicel is in staat om een gepenetreerde menselijke zaadcel om te zetten in
een pronucleus.

1.4.7 Voltooling van de tweede meiotische deling

De meiotische spoel van de eicel ligt bij de uiteindelijke voltooiing van de tweede mei-
otische deling tegen de eicelmembraan (zie figuur 1.8). Na eicelactivatie wordt het
tweede poollichaampje afgesnoerd en worden de resterende chromosomen omgeven
door microfilamenten. Ook de binnengedrongen zaadcelkop wordt omgeven door
microfilamenten.

Door microtubuli worden de beide pronuclei naar het centrum van de eicel
getrokken. Bij de desintegratie van de pronucdleusmembraan rangschikken de micro-
tubuli zich als centromeren om de chromosomen. De chromosomen ondergaan
daarna de eerste mitotische deling (Schatten,1986).

Vanaf dit moment begint de embryogenese.



GAMETEN EN DE BEVRUCHTING

1.5 REFERENTIES

Ablgren M, Bostrdm X, Malmgvist R. Spermtransport and survival in women with special
reference to the Fallopian tube. In: Hafez ESE, Thibault CG (eds). The biology of spermatozoa.
Karger, Basel; 1973: 63-73.

Ahuja KK, Bolwell CP. Probable asymmetry in the organization of components of the ham-
ster zona pelludda. | Reprod Fertil 1983; 6%: 49-55.

Amelar RD, Hotchlkiss RS. The split ejaculate. Fertil Steril 1965; 16: 456.

AmirD, Ortavant R. Influence de la fréquence des collectes sur la durée du transit des sper-
matozoides dans le canal epididymaire du belier. Ann Biol Biochim Biophys 1968; 8: 195-207.

Austin CR. Observations on the penetration of the sperm into the mammalian egg. Aust ]
Sci Res 1951; 4: 581-596.

Austin CR, Braden AWH. Early reaction of the rodent egg to spermatozoa penetration. J Exp
Biol 1856; 33: 358-365.

Austin CR, Bishop MWH. Role of the rodent acrosome and perforatorium in mammalian
spermatozoa. Proc R Soc Lond (Biol} 1958; 149: 241-248.

Austin CR. Capacditation and the release of hyaluronidase from spermatozoa. f Reprod Fer-
til 1960a; 3: 310-311.

Austin CR. Fate of spermatozoa in the female genital tract. J Reprod Fertil 1960b; 2: 151-156.

Austin CR. Sperm maturation in the male and female genital tracts. In: Metz CB, Monroy A
(eds). Biology of fertilization. Vol 2. Academic Press, New York, 1985; 121-155.

Baker TG. Oogenesis and ovulation. In: Austin CR, Short RV (eds}. Reproduction in mam-
mals: 1. Germ cells and fertilization. Cambridge University Press, Cambridge, 1982; 1745.

Ball GD, Leibfried ML, Lenz RW. Ax RL, Bavister BD, First NL. Factors affecting successful in
vitro fertilization of bovine follicular cocytes. Biol Reprod 1983; 28: 717-725.

Barros C, Bedford JM, Franklin LE, Austin CR. Membrane vesiculation as a feature of the
mammalian acrosome reaction. ] Cell Biol 1967; 34: C1-C5.

Bavister BD. Fertilization of hamster eggs in vitro at sperm:egg ratios close 1o unity. ] Exp
Zool 1979; 210: 259-264.

Bedford JM. Spertn capacitation and fertilization in mammals. Biol Reprod {Suppl) 1970; 2:
128-158.

Bedford JM. Maturation, transport and fate of spermatozoa in the epididymis. In: Hamil-

ton DW, Greep RO. Handbook of physiology. Section 7: Endocrinology, vol 5. Male reproductive
systemi. American physiological society, Washington DC, 1975; 303-317.

43



HOOFDSTUK 1

Bedford IM. Influence of abdominal temperature on epididymal function in the rat and
rabbit. Am J Anat 1978; 152: 509-522.

Bedford JM, Moore HDM, Franklin LE. Significance of the equatorial segment of the acro-
some of the spermatozoa in eutherian mammals. Exp Cell Res 1979; 115: 119-126.

Bedford JM, Rodger JC, Breed WG. Why so many spermatozoa, a clue from marsupials. Proc
R Soc Lond (Biol) 1984; 221: 221-233.

Black DL, Asdell SA. Mechanism controlling entry of ova into rabbit uterus. Am J Physiol
1959; 197: 1275-1278.

Bleau G, St-Jacques S. Transfer of oviductal proteins to the zona pellucida. In: Diet] J (ed).
The mamrnalian egg coat. Structure and function. Springer Verlag, Berlin, 1989; 99-110.

Bleil JD, wassarman PM. Structure and function of the zona pellucida: identification and
characterization of the proteins of the mouse oocyte's zona pellucida. Dev Biol 1980a; 76: 185-
202.

Bleil JD, Wassarman PM. Synthesis of zona pellucida proteins by denuded and follicle
enclosed mouse cocytes during culture in vitro. Proc Natl Acad Sci USA 1980b; 77: 1029-1033.

Blobel CP, Wolfsberg TG, Turck CW, Myles DG, Primakoff P, White M. A potental fusion
peptide and an integrin ligand domain in a protein active in sperm-egg fusion. Nature 1992;
356: 248-252.

Block E. Quantitative morphological observations of the follicular system in women. Varia-
tion at different ages. Acta Anat 1952; 14: 108.

Braden AWH, Austin CR. The number of sperms about the eggs in mammals and its signi-
ficance for normal fertilization. Aust J Biol Sci 1954; 7: 543-551.

Brandriff BF, Gordon LA, Haendel S, Ashworth LK, Carrano AV. The chromosomal constitu-
tion of human sperm selected for modlity. Fertil Steril 1986; 46: 686-690.

Byskov AG. Primordial germ cells and regulation of meiosis. In: Austin CR, Short RV (eds).
Reproduction in mammals: 1. Germ cells and fertilization. Cambridge University Press, Cam-
bridge, 1982; 1-16.

Chang MC. Fertilizing capacity of spermatozoa deposited in Fallopian tubes. Nature 1951a;
168: 957-598.

Chang MC. Fertilization in relation to the number of spermatozoa in the Fallopian tubes
of rabits. Ann Obstet Ginecol 1951b; 73: 918-925.

Chang MC. The maturation of rabbit oocytes in culture and their maturation, activation,
fertilization and subsequent development in the fallopian tubes. ] Exp Zool 1955; 128: 378-405.

Chang MC. Reaction of the uterus on spermatozoa in the rabbit. Ann Obstet Ginecol 1956;
78: 74-86.



GAMETEN EN DE BEVRUCHTING

Chexr GN, Lambert H, Meizel S, Katz DF. In vitre studies of the golden hamster sperm acro-
some reaction; Completon on the zona pellucida and inducton by homologous solubilized
zonae pellucidae, Dev Biol 1986; 114: 119-131.

Clermont Y. Kinetics of spermatogenesis in mammmals: seminiferous epithelium cycle and
spermatogoenial renewal. Physiol Rev 1972; 52: 198-235.

Cohen J. Correlation between sperm 'redundancy' and chiasma frequency. Nature 1967;
215: 862-863.

Cooper GW, Overstreet JW, Katz DF. The motility of rabbit spermatozoa recovered from the
female reproductive tract. Gamete Res 1979; 2: 3542,

Croxatte HB, Faunders A, Medel M, Avendaifio S, Croxatta HD, Vera C, Anselmo J, Pastene L.
Studies on sperm miigration in the human female tract. In: Hafez ESE, Thibault CG {eds). The
biology of spermatozoa. Karger, Basel, 1975; 52-62.

Cummins JM, Yanagimachi R. Sperm-egg rados and the site of the acrosome reaction
during in vivo fertilization in the hamster. Gamete Res 1982 5: 239-256.

Curmmins JM, Yanagimachi R. Development of ability to penetrate the cumulus cophorus
by hamster spermatozoa capacitated in vitro, in relation to timing of the acrosome reaction.

Gamete Res 1986; 15: 187-212.

D'addario DA, Turner TT, Howarda SS. Effect of vasectomy on the osmolarity of hamster
testicular and epididymal intraluminal fluid. J Andrel 1980; 1: 167-170.

DeMayo FJ, Mizoguchi H, Dukelow WR. Fertlization of squirrel monkey and hamster ova
in the rabbit oviduct. Science 1980; 208: 1468-1469.

Demott RP, Suarez SS. Hyperactivated sperm progress in the mouse oviduet. Biol Reprod
1992; 46: 779-785.

Dietl J. Ultrastructural aspects of the developing mammalian zona pellucida. In: Dietd J
(ed). The mammalian egg coat, structure and function. Springer-Verlag, Berlin, 1989; 49-60.

Donovan PJ, Stott D, Cairns LA, Heasman J, Wylie CC. Migratory and postmigratory mouse
primordial germ cells behave differently in culture. Cell 1986; 44: 831-838.

Dunbar BS, Liu C, Samunons DW. Identification of three major proteins of porcine and rab-
bit zonae pellucidae by two-dimensional gel ¢lectrophoresis: comparison of with follicluar
fluid, sera and ovarian cell proteins. Biol Reprod 1981; 24: 1111-1124.

Durr R, Shur B, Roth S. Sperm-associated sialyltransferase acitivity. Nature 1977; 265: 547~
348.

Eddy EM, Clark M, Gong D, Fenderson. Origin and migration of primordial germ cells in
mammals. Gamete Res 1981; 4: 333-362.

Eddy EM. The spermatozoa. In: Knobil E, Neill J {eds). The physiology of reproduction.

45



HOOCFDSTUK 1
Raven Press, New York, 1988; 27-68.

Eliasson R. Studies on prostagladin. Occurence and formation and biological action. Acta
Phys Scan 1959; 46 (Suppl 158): 1-73.

Elstein M, Moghissi KS, Borth R. Cervical mucus in buman reproduction. Scriptor, Copen-
hagen, 1971.

Eppig J. A comparison between oocyte growth in coculture with granulosa cells and oocy-
tes with granulosa cell-cocyte junctional contact maintained in vitro. J Exp Zool 1979; 209: 345-
353.

Eppig J- The relationship between cumulus cell-oocyte coupling, oocyte meioric matura-
ton, and cumulus expansion. Dev Biol 1982; 89: 268-272.

Eppig J. Cocytesomatic cell interactions during oocyte growth and maturation in the
mammal. In: Browder L {ed). Developmental Biology: a comprehensive synthesis. Vol 1, Ooge-
nesis. Plenurm Press, New York, 1985; 313-347.

Flemming AD, Yanagimachi R. Fertile life of acrosome-reacted guinea pig spermatozoa. J
Exp Zool 1982; 220: 109-115.

Flemming AD, Kuehl T]. Effects of temperature upon capacitation of guinea pig spermato-
zoa. ] Exp Zool 1985; 233: 405-411.

Fox CA, Wolff HS, Baker JA. Measurement of intra-vaginal :and intra-uterine pressures
during human coitus by radio-telemetry. ] Reprod Fertil 1970; 22: 243-251,

Fox CA, Fox B. A comparative study of coital physiology with special reference to the sexual
climax. ] Reprod Fertil 1971; 24: 315-336.

Franchii LL. The ovary: development, structure and temporal changes. In: Philipp EE, Bar-
nes J, Newton M {eds). Sdentific foundations of obstetrics and gynaecology. William Heine-
mann Medical Books, London, 1977,

French-Constant C, Hollingworth A, Heasman j, Wylie CC. Response to fibronectin of
mouse primordial germ cells before, during and after migration. Development 1951; 113:
1365-1373.

Gaddum-Rose P. Mammalian gamete interactions: What can be gained from observations
on living eggs?. Am J Anat 1985; 173: 347-356.

Gardner RL, Iyon MF, Evans EP, Burtenshaw MD. Clonal analysis of X<chromosome inacti-
vation and the origin of the germ line in the mouse embryo. ] Embryol Exp Morphol 1985; 88:
345-363.

Gaumt §J. Spreading of the sperm surface antigen within the plasma membrane of the egg
after fertilization in the rat. ] Embryol Exp Morphol 1883; 75: 257-270.

Ginsburg M, Snow MH, McLaren A. Primordial germ cells in the mouse embryo during gas-

46



GAMETEN EN DE BEVRUCHTING
trulation. Development 1990; 110: 521-528.

Gougeon A. Le follicule ovulatoire humain. A quel moment du cycle est-il sélectionne et
par quels mécanismes? Une tentative de reponse. Contraception-Fertilité-Sexualité 1984; 12:
13973405,

Green SH, Zuckerman S, Quantitative aspects of the growth of the human ovum and folli-
cle. J Anat (Lond) 1951; 85: 373.

Green K, Svanborg K. On the mechanism of action of 15-methyl PGF2 as an abortifacient.
Prostaglandins 1979; 17: 277-282.

Greenwald GS, Terranova PE. Follicular selecton and its control. In: Knobil E, Neill JJ (eds).
The physiology of reproduction. Raven Press, New York, 1988; 387-445.

Gulyas B. Cortical granules of mammalian eggs. Int Rev Cytol 1980; 63: 357-392.

Gwatkin RBL, Williams DT. Receptor activity of the hamster and mouse solubilized zona
pellucida before and after the zona reaction. J Reprod Fertil 1977; 49: 55-59.

Hammer CE, Jennings LL, Sojka NJ. Cat (Feris catus L.) spermatozoa require capacitation. J
" Reprod Fertil 1970; 23: 477-480.

Harper MJK. Relationship between sperm transport and penetration of eggs in the rabbit
ovidict. Biol Reprod 1973; 8: 441-450.

Harper MJX. Sperm and egg transport. In: Austin CR, Short RV (eds). Reproduction in mam-
mals. Vol 1. Germ cells and fertilization. Cambridge University Press, Cam-bridge, 1982; 102-127.

Harper MJK. Gamete and zygote transport. In: Knobil E, Neill J {(eds). The physiclogy of
reproduction. Raven Press, New York, 1988; 103-134.

Hirao Y, Yanagimachi R. Deviopment of pronuciei in polyspermic eggs of the golden ham-
ster: Is there any limit to the number of sperm heads that are capable of developing into maie
pronuclei?. Zool Mag (Tokyo) 1979; 88: 24-33.

Huang TTF, Flemming AD, Yanagimachi R. Only acresomereacted spermatozoa can bind
and penetrate into zona pellucida: A study using guinea pig. J Exp Zool 1981; 217: 286-290.

Hunter RHF, Léglise PG. Polyspermic ferdlization following tubal surgery in pigs, with par-
ticular reference to the role of the isthmus. ] Reprod Fert 1971; 24: 233-246.

Jequier AM, Cummins JM, Gearon C, Apted SL, Yovich JM, Yovich JL. A pregnancy achieved
using sperm from the epidymal caput in idiopathic obstructve azoospermia. Fertil Steril
1990; 53: 1104-1105.

Jones R, Brown CR, Lancaster RT. Carbohydrate-binding properties of boar sperm proacro-

sin and assessment of its role in sperm-egg recognition and adhesion during fertilization.
Development 1988; 102: 781-792.

47



HOOFDSTUK 1

Jost A. Problems of fetal endocrinology: The gonadal and hypophyseal hormones. Rec Prog
Horm Res 1953; 8: 379-418.

Jost A. Anew lookat the mechanisms controlling sexual differentiation in mammmals. John
Hopkins Med j 1972; 130: 38-53.

Kornfeld R, Kornfeld S. Structure of glycoproteins and their oligosaccharide units. In: Len-

narz W] (ed). The biochemistry of glycoproteins and proteoglycans. Plenum Press, New York,
1980.

Koyama K, Hasegawa A, Isojima 8. Effect of antisperm antibedy on the in vitro develop-
ment of rat embryos. Gamete Res 1984; 10: 143-152.

Kusan F, Flemming AD, Seidel G. Successful fertilization in vitro of fresh intact cocytes by
perivitelline {acrosomereacted) spermatozoa in the rabbit. Fertll Steril 1584; 41: 766-770.

Lambert H, Overstreet JW, Morales P, Hanson FW, Yanagimachi R. Sperm <¢apacitation in
the female reproductive tract. Fertil Steril 1985; 43: 325-327.

Langman J, Inleiding tot de embryologie. Bohn, Scheltema, Holkema. Utrecht. 1976.

Leese H], Biggers JD, Mroz EA, Lechene C. Nucleotides in a single mammalian ovum or
preimplantation embryo. Anal Biochem 1984; 140: 443-448.

Leeuwenhoek A van. Observationes D. Anthonii Leeuwenhoek, de natis e semine genitali
animalculis. Philos Trans R Soc London 1678; 12: 1040.

Leveille MC, Roberts KD, Chevalier S, Chapdelaine A, Bleau G, Formation of the hamster
zoma pellucida in relation to ovarian differentiaton and follicular growth. J Reprod Ferti] 1987;
79:173-183.

Lino BF, Braden AWH, Turnbell ED. Fate of unejaculated spermatozoa. Nature 1967; 213:
594-595.

Lipner H. Mechanism of mammalian ovulation. In: Knobil E, Neill JJ (eds). The physiology
of reproduction. Raven Press, New York, 1988; 447-488.

Longo FJ. Pronuclear events during fertilization. In: Metz CB, Monroy A (eds). Biology of fer-
tilization. Vol 3. Academic Press, Orlando, 1985; 251-298.

Lopez LC, Bayna EM, Litoff D, Shaper NL, Shaper JH, Shur BD. Receptor function of mouse
sperm suface galacosyltransferase during fertilization. J Cell Biol 1985; 101: 1501-1510.

Lunenfeld B, Kraiem Z, Eshkol A. The function of the growing follicle. ] Reprod Fertil 1975;
66: 537-542.

Lundquist F. Aspects of the biochemistry of human semen. Acta Phys Scan 1949; 1% (Suppl
66):7-105.

MacLeod ], Hotchkiss RS. The distribution of spermatozoa and of certain chemical consti-

48



GAMETEN EN DE BEVRUCHTING
tuents in the human ejaculate, ] Urol 1942; 48: 225.
Marle GAJS van. Parthenogenese. Proefschrift Erasmus Universiteit Rotterdam, 1983.

McKay DG, Hertig AT, Adams EC, Danziger S. Histochemical observation on the germ cells
of the human embryos. Anat Rec 1953; 117: 201-220.

Mintz B. Experimental study of the developing mammalian egg: removal of the zona pel-
lucida. Science 1962; 138: 594-597.

Mittwoch U. Parthenogenesis. ] Med Genet 1978; 15: 165-181.

Miyazaki 8, Hashimoto N, Yoshimoto Y, Kishimoto T, Igusa Y, Hiramoto Y. Temporal and
spatial dynamics of the periodic increase in interecellular free calcium at fertilization of golden
hamster eggs. Dev Biol 1986; 118: 259-267.

Moghissi KS. Cyclic changes of cervical mucus in normal and progestin-treated women.
Fertil Steril 1966; 663-675.

Mohri H, Yanagimachi R. Characteristics of motor apparatus in testicular, epididymal and
ejaculated spermatozoa: A study using demembranated sperm model. Exp Cell Res 1980; 127:
191-196.

Mortimer D. The survival and transport to the site of fertilizatdon of diploid rabbit sper-
matozoa. ] Reprod Fert 1978; 51: 99-104.

Mortmer D, Leslie EE, Kelly RW, Templetor AA. Morphological selection of human sper-
matozoa in vive and in vitro. | Reprod Fert 1982; 64: 391-399.

Moyer DL, Rimdusit S, Mishell DR. Sperm distribution and degradation in the human
female reproductive tract. Obstet Gynecol 1970; 35: 831-840.

Naish SJ, Perreault SD, Foehner AL, Zirkin BR. DNA synthesis in the ferdlizing hamster
sperin nucleus: Sperm template availability and egg cytoplasmic control. Biol Reprod 1987; 36:
245253,

Nelson WO. Re-initiation of spermatogenesis in hypophysectomized rat. Amer J Physiol
1940; 129: 430-431.

Niwz K, Ohara X, Hoshi'Y, Iritani A. Early events of in-vitro fertilization of cat eggs by epi-
didymal spermatozoa. ] Reprod Fertil 1985; 74: 657-660.

Overstreet W, Cooper GW. $perm transport in the reproductive tract of the female rabbit.
IL The sustained phase of transport. Biol Reprod 1978; 19: 101-114.

Pedersen T. Follicle kinetics in the ovary of the cyclic mouse, Acta Endo 1970; 64: 304-323.
Peters H, Byskov AG, Faber M. Intracvarian regulation of follicle growth in the immature

mouse. In: Peters H {ed). The development and maturation of the ovary and its functions.
Excerpta Medica, Amsterdam, 1973; 20-23.

49



HOQFDSTUK 1

Phadke AM. Fate of spermatozoa in case of obstructive azoospermia and after ligation of
vas deferens in man. J Reprod Fertil 1964; 7: 1-12.

Piko L, Tyler A. Fine structural studies of sperm penetration in the rat. Proceedings of the
5th international congress on animal reproduction. Trento, Italy. Vol 2, pp 372-374. 1964.

Pincus G, Enzmann E. The comparative behavior of mammalian eggs in vivo and in vitro. I
The activation of ovarian eggs. ] Exp Med 1935; 62: 665-675.

Primakoff P, Hyatt H, Tredick-Kline J. j Cell Biol 1987; 104: 141-145.

Rijnders PM, Zeilmaker GH. Specifidty of monoclonal antibodies directed against hiuman
acrosomal antigens. Abstracts from the 4th meeting of the ESHRE 1988; Barcelona, Spain.

Rodger JC, Bedford M. Separaden of sperm pairs and sperm-egg interaction in the opos-
sum Didelphis virginiana. ] Reprod Fertil 1982; 64: 171-179.

Rowley M, Teshima JF, Heller CG. Duration of transit of spermatozoa through the human
male ductular system. Fertil Steril 1970; 21: 350-396.

Sacco AG, Yurewicz EG, Subramanian MG. Carbohydrate influences the immunogenic and
antigenic characteristics of the ZP3 macromolecule (Mr 55000) of the pig zona pellucida. J
Reprod Fertil 1986; 76: 575-586.

Saling PM. Development of the ability to bind zonae pellucidé.e during epididymal maru-
ration. Biol Reprod 1981; 26: 429-436.

Sathananthan AH, Trounson AQO. The human pronudlear ovum: Fine structure of monos-
permic and polyspermic fertilization in vitro. Gamete Res 1985; 12: 385398,

Satoh M. Histogenesis and organogenesis of the gonad in human embryos. J Anat 1991;
177: 85-107.

Schatten H, Schatten G, Mazia D, Simery C, Balczon R. Behavior of centrosomes during fer-
tilization and cell division in mouse oocytes and in sea urchin eggs. Proc Natl Acad Sc USA
1986; 83: 105-109.

Schuel H. Functions of egg cortical granules. In: Metz CB, Monroy A (eds). Biology of Ferti-
lization. Vol 3. Academic Press, Orlando, 1985; 1-43.

Setchell BP. Spermatogenesis and spermatozoa. In: Austin CR, Short RV {eds). Reproduction
in mammals: 1. Germ cell and fertilizaton. Cambridge University Press, Cambridge, 1982; 63-
101.

Settlage DSF, Motoshima M, Tredway DE. Sperm transport from the external cervical os to
the Fallopian tubes in women: A time and quanrtitation study. Fertil Steril 1973a; 24: 655-661.

Settlage DSF, Motoshima M, Tredway D. Sperm fransport from the vagina to the Fallopian

tubes in women. In: Hafez ESE, Thibault CG (eds). The biology of spermatozoa. Karger, Basel,
1973b; 63-73.

50



GAMETEN EN DE BEVRUCHTING

Shabanowitz BB, O'Rand MG. Molecular changes in the human zona pellucida associated
with fertilization and human sperm-zona interactions. Ann NY Acad Sci 1988; 541; 621-632.

Shimizu §, Tsuji M, Dean . In vitro biosynthesis of three sulfated glycoproteins of murine
zonae pellucidae by cocytes grown in follicle culture. ] Biol Chem 1983; 258: 5858-5863.

Skinner MK. Cell-<ell interactions in the testis. Endocr Rev 1991: 12 45-77.

Scrensen R, Wassarman P. Relationship between growth and mejotic maturation of the
mouse oocyte. Dev Biol 1976; 50: 531-536.

Scriano P, Jaenisch R. Retroviruses as probes for mammalian development: allocation of
cells to the somatic and germ cell lineages. Cell 1986; 46: 19-29.

Stewart-Savage J, Bavister BD. Succes of fertilization in golden hamsters is 2 function of the
relative gamete rato. Gamete Res 1988; 21: 1-10.

Suarez 58S, Xatz DF, Overstreet JTW. Movement characteristics and acrosomal status of rabbit
spermatozoa recovered at the site and time of fertilization. Biol Reprod 1983; 29: 1277-1287.

Suarez S8, Katz DF, Meizel 8. Changes in motility that accompany the acrosome reacton in
hyperactivated hamster spermatozoa. Gamete Res 1984; 10: 253-265.

Suarez S8, Dai X. Hyperactivation enhances mouse sperm capacity for penetrating viscoe-
lastic media. Biol Reprod 1992; 46: 686-591.

Tezon JG, Ramella E, Cameo MS, Vazquez ME, Blacquier JA. Immunochemical localization
of secretory antigens in the human epdidymis and their association with spermatozoa. Biol
Repred 1985; 32: 591-593.

Thompson D'A'W. In: Smith JA, Ross WD (eds). The works of Aristotle translated into Eng-
lish. Vol. IV. Historia animalium. Oxford University Press, Oxford, 1910.

Toyoda Y, Yokoyama M, Hoshi T. Studies on the fertilization of mouse eggs in vitro. Jpn |
Anim Reprod 1871; 16: 147-157.

Veeck LL. Atlas of the human oocyte and early conceptus. Williams and Wilkins, Baltimore,
1986.

Wassarman P, Schuliz R, Letourneau G, LaMarca M, Bleil J. Meiotic maturation of mouse
oocytes in vitro. In: Channing C, Maxsh J, Sadler W (eds). Ovarian follicular and corpus luteum
function. New York, 1979: 251-268.

‘Wassarman PM. The biology and chemistry of fertilization. Science 1987; 235: 553-554.

‘Wassarsnan P, Bleil J, Fimiani C, Florman H, Greve ], Kinloch R et al. The mouse egg recep-
tor for sperm: a multifunctonal zona pellucida glycoprotein. In: Dietl  (ed). The mammalian

egg coat, structure and function. Springer-Verlag, Berlin, 1989; 18-37.

Wassarman PM. Mouse gamete adhesion molecules. Blol Reprod 1992; 46: 186-191.

51



HOOFDSTUK 1

Whitaker MJ, Steinhardt RA. lonic signaling in the sea urchin egg at fertilization. In: Metz
CB, Monroy A (eds). Biclogy of fertilization. Vol 3. Academic Press, Orlando, 1985; 167-221.

Wigvist N, Widholm O, Nillius 5], Nilsson B. Dysmenorrhoe and prostagladins. Acta Obstet
Gynaecol Scand (Suppl) 1979; 87.

Wolf Dp. The mamnalian eggs's block to polyspermy. In: Mastroianni L, Biggers JD (eds).
Mechanisms of fertilization and embryonic development in vitro. Plenum Press, New York,
1981; 183197,

Wolgemuth DJ, Celenza J, Bundman DS, Dunbar BS. Formation of the rabbit zona pellu-
cida and its relationship to ovarian follicular development. Dev Biol 1981; 25: 43945(.

Woodruff JP, Pauerstein CJ. The Fallopian tube. Structure, function, pathology and
management. Williams and Wilkins, Baltimore, 1969.

Yanagimachi R, Chang MC. Sperm ascent through the oviduct of the hamster and rabbit in
relation to the time of ovulation. ] Reprod Fertil 1963a; 6: 413-420.

Yanagimachi R, Chang MC. Fertilization of hamster eggs in vitro. Nature 1963b; 200: 281-
282.

Yanagimachi R. Time and process of sperm penetration into hamster ova in vive and in
vitro. J Reprod Ferul 1966; 11: 359-370.

Yanagimachi R, Noda YD. Ultrastructural changes in the hamster sperm head during fer-
tilization. ] Ultrastruc Res 1970; 31: 465-485.

Yanagimachi R, Mahi CA. The sperm acrosome reaction and fertilization in the guinea
pig: A study in vivo. ] Reprod Fertil 1976; 46: 49-54.

Yanagimachi R. Mechanisms of fertilization in mammals. In: Mastroianni L, Biggers JD
(Eds). Mechanisms of fertlization and embryonic development in vitro. Plenum Press, New
York, 1981; 81-82.

Yanagimachi R, Philips DM. The status of acrosomal caps of hamster spermatozoa imme-
diately before ferulization in vitro. Gamete Res 1984; 9: 1-19.

Yanagimachi R, Kamiguchi X, Mikano X, Suzuki F, Yanagimachi H. Maturation of sperma-
tozoa in the epididymis of the chinese hamster. Am J Anat 1985; 172: 317-330.

Yanagimachi R. Mammalian fertilizadon. In: Knobil E, Neill J (eds). The physiology of
reproduction. Raven Press, New York, 1988; 135-185.

Yang WH, Lin L1, Wang JR, Chang MC. Sperm penetration through zona pellucida and peri-
vitelline space in hamster. J Exp Zool 1972; 179: 151-206.

52



2

HISTORIE VAN DE KWEEK VAN EICELLEN
EN EMBRYO'S IN VITRO

Na de ontdekking van de eicel door von Baer (Baer,1827) was het Barry die in 1843 voor
het eerst een zaadcel zag in de perivitelline ruimte van een konijneneicel (Barry,1843).
Deze waarneming werd in de jaren daarop door diverse auteurs bevestigd
(Bischoff,1854).

In 1876 zag Hensen een zaadcel in het cytoplasma van een konijneneicel (Hen-
sen,1876). Een beschrijving van de penetratie van een zaadcel in de eicel van een zee-
egel werd in detail gegeven door Foll. Hij postuleerde toen al dat de 'bevruchtings-
membraan’ van de eicel een aanpassing ondergaat om polyspermie te voorkomen
(Foll,1877).

Het bevruchtingsproces werd definitief opgehelderd door Van Beneden (1875) en
Hertwig (1876) die de vorming van de mannelijke pronucleus uit de zaadcelkop
beschrijven, waarna de mannelijke en de vrouwelijke pronucleus tezamen bijdragen
aan het nieuwe embryo. Al snel werd het belang van deze ontdekkingen ingezien en
werd geprobeerd deze processen in-vitro waar te nermen.

De eerste experimenten met het doel eicellen invitro te bevruchten werden ver-
richt door Schenk met keoniinen en cavia's (Schenk,1878). Zijn experimenten faalden.
In 1890 was Walter Heape In staat om bij het konijn in-vivo ontstane embryo's te trans-
planteren van een donormoeder naar een draag(acceptor)moeder (Heape,1898).

In de jaren '30 werkte Pincus, eerst in Cambridge en later in Boston, samen met
Enzmann aan de in-vitro bevruchting van konijneneicellen en transplantatie van de
‘bevruchte' eicellen naar acceptormoeders. Zij konden echter niet aantonen dat de
bevruchting in-vitto had plaatsgevonden. De eicellen werden getransplanteerd met
aangehechte zaadcellen voordat aangetoond kon worden dat de bevruchting in-vitro
had plaatsgevonden (Pincus,1934).

Daarna werkte Pincus samen met Hertig en Rock. Via laparotomie werden
humane eicellen en embryo's opgespoord in de tubae. Rock en Menkin hebben ook
gepoogd de humane eicellen, die zij op deze wijze verkregen, in-vitto te bevruchten
[Rock1946). In deze tijd begon ook Shettles in New York aan zijn experimenten met
humane in-vitro-fertilisatie (Shettles,1955). Doordat hij echter nooit kon bewijzen dat
bevruchting inderdaad in-vitro had plaatsgevonden en door de sterke morele ethische
weerstand van collega's en pers in de USA, was hij niet in staat om zijn werk succesvol
te continueren.

Over het resultaat van de studies van Menkin en Shettles bestaat veel twijfel. De
kweekomstandigheden waarin deze onderzoekers hun experimenten verrichtten
gaven waarschijnlijk eerder aanleiding tot fragmentatie en parthenogenese van eicel-
len dan tot bevruchting (Brackett,1972).

In de jaren '30 werden enkele grote problemen opgelost in de voortplantingsbio-
logie.
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In 1949 gelukte het Hammond achtcellige muize-embryo's verder te kweken tot het
blastocystestadivm (Hammond,1949). In 1955 kon Whitten, werkzaam in Canberra,
Australig, ééncellige muize-ermbryo's kweken tot het blastocyststadium. Het was voor
het eerst dat de zgn. tweecelblokkade gepasseerd kon worden. Hij gebruikte hiervoor
een KrebsRinger-bicarbonaatoplessing aangevuld met runderserumalbumine (Whit-
ten,1956).

Het was Brinster die in 1965 de benodigde voedingsstoffen voor het pre-implanta-
tie emnbryo vond en die de microdruppelkweektechniek, zoals die nu overal ter wereld
voor IVF gebruikt wordt, ontwikkelde (Brinster;1965).

In 1959 kon Chang voor het eerst bewijzen dat in-vitro bevruchte konijreneicellen
na transplantatie uitgroeiden tot gezonde nakomelingen (Chang1959). Chang
gebruikte voor de bevruchting een Krebs-Ringerbicarbonaatoplossing en zaadcellen
die eerst een in-vivo-capacitatie hadden ondergaan. Drie nur na inseminatie werden
de eicellen overgezet in medium bestaande uit 50% konijneserum in fysiologisch
zout. Na achttien uur kweek in een broedstoof bij 38C werden de bevruchte eicellen
getransplanteerd naar de tubae van draagmoeders.

In 1968 kon Whittingham dit experiment herhalen bij de muis (Whitting-
ham,1968). Whittingham gebruikte voor zijn kweek een Krebs-Ringer-bicarbonaatop-
lossing met daarin Nacl, XCI, CaCl,, MgSO5, KH,PO4 en NaHCO5 waaraan Na-lactaat,
Na-pyruvaat, glucose en 4 mg/ml BSA waren toegevoegd. '

Bij al deze studies werden zaadcellen eerst in de uterus van vrouwelijke proefdie.
ren gecapaciteerd voordat zij invitrogeinsemineerd werden. Toentertijd werd gedacht
dat capacitatie alleen in vivo kon plaatsvinden. Yanagimachi en Chang bewezen bij de
Syrische hamster dat capacitatie ook in-vitzo mogelijk was {Yanagimachi,1963). De
zaadcellen werden uit de cauda epididymidis genomen en opgelost in een speciaal
weefselkweek medium (TC 199, Difco Laboratories). Eicellen werden wit het oviduct gei-
soleerd en in een horlogeglas bewaard onder minerale olie. Bevruchting kon worden
aangetoond door de aanwezigheid van opgezwollen zaadcelkoppen en de aanwezig-
heid van het middendeel van de staart in het eicelcyroplasma.

De eerste studies met een bewijs van invitro-fertilisatie bij de mens, de aanwezig-
heid van twee pronuclei en het middendee} van de zaadcel in een eicel, waren van
Edwards (Edwards,1969) en Shettles (Shettles,1971). Edwards nam preovulatoire 0dcy-
ten, verkregen per laparoscopie na een hormonale stimulatie. De kweekdruppels wer-
den geinsemineerd met zaadcellen. Bewerking van gameten en totstandkoming van
bevruchting geschiedde in een medium bestaande uit een Tyrode-cplossing met ecen
pH van 7,5-7,6, aangevuld met pyruvaat en BSA. Omdat de bevruchte eicellen niet ver-
der groeiden dan het achteellig stadium, werd een nieuw medium gebruikt bestaande
uit HAM F10, aangevuld met humaan- en foetazlkalfsserum, met een pH van 7,3. Hier-
mee werden voor het eerst humane blastocysten gekweelkt (Steptoe,1971).

I 1973 schrijft Edwards dat zijn groep al bij 8§ patiénten een embryotransfer heeft
verricht, helaas zonder zwangerschap (Edwards,1973). Cok andere groepen beschrij-
ven de transplantatie van humane embryo's (Kretzer,1973).

Pas in 1978 beschrijven Edwards en Steptoe de geboorte van een kind na invitro-
fertilisatie (Steptoe,1978). Na een laparoscopische follikelpunctie op 10 november
1977, waarbij één odcyt verkregen werd, werd tweeenhalve dag later één achrcellig
embryo naar de uterus getranspianteerd. Op 25 juli 1978 werd hieruit middels sectio
caesarea een. mmeisje geboren.
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DE RELATIE TUSSEN SEMENPARAMETERS,
BEVRUCHTING EN ZWANGERSCHAP BIj
IN-VITRO-FERTILISATIE.

RETROSPECTIEF ONDERZOEK NAAR DE RESULTATEN
VAN EET IVF-LABORATORIUM DIJKZIGT/AZR.

3.1 INLEIDING

IVE is momenteel een reguliere behandeling geworden in het geval van mannelijke
infertiliteit. Om een inzicht te krijgen in de effectiviteit van een IVF-behandeling bij
mannelijke infertiliteit moeten de resultaten vergeleken worden met de resultaten
van de overige indicaties voor IVF.

Fr zijn vele definities van mannelijke infertiliteit. Volgens de laatste WHO-defini-
tie is sprake van mannelijke infertiliteit bij één van de volgende criteria of een combi-
natie van deze criteria: totaal aantal zaadcellen minder dan 20 miljoen/ml in het eja-
culaat (oligozotspermie), minder dan 40% bewegende zaadcellen in het ejaculaat (a-
sthenozodspermie), minder dan 50% morfologisch normale zaadcellen in het ejacu-
laat (teratozodspermie}.

Een verdeling van de patiénten in twee groepen met behulp van de WHO-criteria,
bijvoorbeeld. een groep met oligozodspermie en een groep met normospermie, is
echter vrij grof. Het is mogelijk om padénten met verschillende zaadcelaantallen in
meerdere categoriesn in te delen (verder genoemd zaadcelcategorieén) en de resulta-
ten van deze categoriefn te vergelijken. Dit is dan ook de opzet geweest van deze retro-
spectieve studie.

Zaadcelaantallen werden in categorieén verdeeld en de relatie tussen zaadcelaan-
talien en bevruchting en de relatie tussen zaadcelaantallen en zwangerschap werden
bestudeerd.

De belangrijkste semenparameter voor bevruchting is volgens de meeste auteurs
de concentratie bewegende zaadcellen in het ejaculaat. Wij hebben dan ook de relatie
tussen de concentratie bewegende zaadcellen en bevruchting als nitgangspunt geno-
men. In het eerste deel van de studie (paragraaf 3.2) werden de behandelingsresultaten
per punctie bestudeerd. De relatie tussen concentratie bewegende zaadcellen en
bevruchting, zwangerschap, transplantatiebeleid en cryopreservatie werd bestudeerd.
Ook werden de relaties tussen opzwemkwaliteit, zaadceloverleving en bevruchting en
zwangerschap bestudeerd.

In het tweede deel van de studie (paragraaf 3.3) werd unitgegaan van de gemiddelde
zaadcelconcentratie per patiént. In dit deel van de studie werd niet naar het bevruch-
tingspercentage gekeken, maaxr alleen naar de zwangerschapskans per patiént. De
zwangerschapskans werd zowel via het cumuladef zwangerschapspercentage als via
een zgn. cohortstudie berekend.
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3.2. BEHANDELINGSRESULTATEN PER IVE-PUNCTIE

3.2.1 Materiazl en methoden

Alle puncties in de periode oktober 1988 tot en met april 1992 werden bestudeerd. De
gegevens werden verkregen uit het databestand RIS (Interactief Registratie en Identi-
ficatie Systeem). In dit databestand zijn de gegevens van de behandelingen op het IVF-
laboratorium van het Dijkzigt Ziekenhuis geregistreerd.

Per punctie worden de volgende gegevens genoteerd: naam en geboortedatum van
de vrouw van het patiéntenpaar, een identificatienummer van het paar, het volgnum-
mer van de behandeling, de indicatie voor deelname aan IVF, datum van de punctie en
het ziekenhuis waar het klinische deel van de IVF-behandeling tot en met de punctie
had plaatsgevonden.

Na de punctie wordt het aantal op het laboratorium gevonden eicellen genoteerd
en wordt een onderverdeling in morfologisch goede of niet-goede eicellen gemaakt.

Van het semen worden de volgende parameters genoteerd: volume van het ejacu-
laat, het aantal bewegende en het aantal niet bewegende zaadcellen, de opzwemkwa-
liteit en de overleving van de zaadcellen 18 uur na opwerking.

Na de bevruchting worden de volgende gegevens vastgelegd: het aantal bevruchte
eicellen, het aanital pronuclei per eicel 18 vur na inseminatie, het aantal emnbryo's dat
getransplanteerd werd, enkele morfologische kenmerken van deze embryo's, het aan.
tal ingevroren embryo's en ecn eventuele zwangerschap.

De m.b.v. IRIS vastgelegde resultaten werden met behulp van het statistisch com-
puterpakker SPSS/PC+ versie 4.0 bewerkt, geselecteerd, gesorteerd en geanalyseerd. Een
beschrijving van de bewerkingen van de data in IRIS volgt hierna. Deze bewerkingen
werden gebruikt om begrippen als bevruchting en zwangerschap te definiéren en om
goede vergelijkingen te kunnen maken.

Bij de berekening van het totaal aantal eicellen dat voor een IVF-behandeling
gebruikt werd, werd het aantal eicellen gevonden na punctie verminderd met het aan-
tal eiceilen dat eventueel voor donatie werd afgestaan. Bij dit totaal aantal is geen
onderscheid gemaakt naar morfologie van de eicellen. In de databank IRIS is wel een
onderscheid gemaakt tussen goede en minder goede eicellen. Een morfologische inde-
ling van eicellen is echter zeer subjectief, deze is zeer sterk afhankelijk van de criteria
van de laboratoriummedewerker, van de criteria van het laboratorium en van de
gebruikte microscoop voor inspectie. De beoordeling geschiedt bovendien op het
uiterlijk van de cumulus, de eicel is door de vaak dichte curnuluslaag niet goed zicht-
baar. Dit maakt het zeer moeilijk om b.v. een Kiemblaasje of een pocllichaampje bij de
eicel te zien. Patienten die donoreicellen kregen bij hun behandeling zijn ook opge-
nomen in de analyse.

Alleen puncties met een eicelopbrengst van meer dan drie eicellen werden in de
analyse gebruike. Als bij een punctie weinig eicellen gevonden worden (drie of minder)
speelt niet alleen de kwaliteit van de zaadcellen maar ook de kwaliteit van de eicellen
een grote rol bij het ontstaan van bevruchting. Indien er minder dan vier eicellen wor-
den gevonden is de kans groot dat geen van de eicellen bevrucht wordt. Oorzaken
hiervoer zijn de kwaliteit van de eicellen en de volgens een kansberekening grotere
kans op het niet bevruchten van alle eicellen (Barlow,19290).
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Bevruchting van eicellen werd gedefinieerd als de aanwezigheid van twee pronuclei 18
uur na de inseminatie en ¢en goede doordeling van dit embryo. Indien na een punc
tie minstens één embryo ontstond werd dit gedefinieerd als een punctie met bevruch-
ting. Indien geen embryo's ontstonden werd dit beschouwd als een punctie zonder
bevruchting. Door per zaadcelcategorie het aantal puncties met bevruchting te delen
door het totaal aantzal punctes in die zaadcelcategorie kan de bevruchtingskans per
punctie berekend worden. De kwaliteit van embryo's zoals vastgelegd in IRIS met het
aantal blastomeren en gefragmenteerde cellen werd niet in de analyse gebruikt. Ditis
het onderwerp van een aparte studie.

Zwangerschap werd gedefinieerd als een positieve zwangerschapstest 17 tot 20
dagen na de punctie. Verschillende in Nederland verkrijgbare zwangerschapstesten
werden hiervoor gebruikt. Een zwangerschap met bartactie werd gedefinieerd als het
bestaan van een echografisch gecontroleerde foetale hartactie 5 weken na de punctie.

De semenparameters die werden bestudeerd waren: het ejaculaatvolume, het aan-
tal bewegende zaadcellen per ml, het aantal nietbewegende zaadcellen per ml, de
zgn. opzwemkwaliteit van de zaadcellen en de overleving van de zaadcellen na 18 wur.
Zaadcelconcentraties lager dan één miljoen/m] werden in het IRIS genoteerd zls een
concentratie één miljoen/mi. Zaadcelconcentraties boven de honderdmiljoenfmi kre-
gen alle de waarde honderdmiljoenfml in IRIS. Patiénten die gebruik maakten van
donorzaad werden voor deze studie uitgesloten. Met de bovenstaande in IRIS vermelde
semenparameters konden het percentage bewegende zaadcellen en het totaal aantal
bewegende zaadcellen in het gehele ejaculaat berekend worden.

De concentratie bewegende zaadcellen/m} in het ejaculaat met de bevruchting gaf
na een regressieanalyse de hoogste correlatecoéfficiént. Parameters zoals de concen-
tratie totaal aantal zaadcellen/m]l en het percentage bewegende zaadcellen in het eja-
culaat gaven een veel lagere correlatiecodffidént met de bevruchting. Daarom werd
voor deze studie de parameter concentratie bewegende zaadcellen/ml gekozen.

Omdat er een grote inter-en intra-observervariantie bestaat bij de telling van zzad-
celaantallen (Menkveld,1984), is het beter om voor een evaluatie van IVF-resultaten de
zaadcelconcentrades in groepen te rangschikken. Op deze wijze werden zeven zaad-
celcategorien geformeerd, waarbij de concentraties steeds logaritmisch verschilden.
Van deze zeven categorieén vallen de eerste drie onder de noemer oligoasthenosper-
mie, een concentrate bewegende zaadcellen in het ejaculaat van minder dan 8 mil-
joen/ml.

De kwaliteir van de embryo's werd behalve door een bestudering van het aantal
zwangerschappen op twee andere manieren becordeeld. Ten eerste door het aantal
transplantaties van morfologische goede embryo's vast te stellen en ten tweede door
het aantal puncties waarbij embryo's ingevroren werden te noteren.

Voor transplantatie worden de beste embryo's verkozen. De regel op het IVF-labo-
ratorium van het Dijkzigt Ziekenhuis is dat bij een transplantatie van alleen morfolo-
gisch goede embryo's het aantal getransplanteerde embryo's lager is dan wanneer er
morfologisch minder goede embryo’s worden getransplanteerd. Véér 8 oktober 1990
werden drie morfologisch goede dan wel vier morfologisch minder goede embryo's
getransplanteerd. Na 8 oktober 1990 werden bij paren waarbij de vrouw ouder dan 33
jaar was drie morfologisch goede dan wel vier morfologisch minder goede embryo's
getransplanteerd. Bij vrouwen van 33 jaar en jonger werden twee morfologisch goede
dan wel drie morfologisch minder goede embryo's getransplanteerd. De reden voor
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deze verandering na 8 oktober 1990 in het transplantatiebeleid was dat vooral bij
vrouwen jonger dan 33 jaar veel meerlingzwangerschappen ontstonden.

Het percentage puncties met transplantatie van kwalitatief goede embryc's per
zaadcelcategorie werd onderling vergeleken. Deze percentages geven een indruk over
de embryokwaliteit per zaadcelcategorie.

Een tweede indicatie voor de kwaliteit van embryo's is het uitvoeren van cryopre-
servatie. Voor het invriezen van embryo's worden nl. alleen de kwalitatief goede
embryo's gebruikt. Per punctie werd bekeken of het wel of niet tot invriezen van
embryo's kwam en werd het aantal ingevroren embryo's geteld.

De laatste analyse van dit deel van de studie betrof de invlced van opzwemkwali-
teit en overleving van de zaadcellen op bevruchting en zwangerschap.

Zowel voor de opzwemkwaliteit als de overleving zijn er vier groepen te onder-
scheiden: goed, redelijk, matig en slecht. Deze indeling is echter subjectef, de labora-
torium-medewerker beoordeelt opzwemkwaliteit en overleving zoveel mogelijk aan
de hand van de standaard zoals gebruikt in het laboratorium.

De totale aantallen eicellen, embryo's en hun gemiddelden per punctie werden
bergkend voor de verschillende categorieén van opzwemkwaliteit en overleving, Qok
hier werd een analyse gernaakt waarbij alleen puncties met meer dan drie eicellen
werden betrokken.

Als statistische toetsen werd gebruik gemaakt van Students T-test, Chi-kwadraat
test of Fisher's exact test indien er te weinig puncties per groep warei.

3.22 Resultaten van IVEbehandelingen uitgedrukt per punctie.

Van de 3415 puncties in het tjdvak 1 oktober 1988 - 30 april 1992 waren er 2523 punc-
ties met vier of meer eicellen, hiervan waren er 2447 met bevruchting (bevruchtings-
percentage van 83,7%). Er waren 492 puncties met drie of minder eicellen. Bij 325 van
deze 492 puncties ontstond bevruchting (bevruchtingspercentage van 66,1%).

De puncties werden in zeven categorieén onderverdeeld. In iedere categorie werd
uitgegaan van de concentratie bewegende zaadcellen in het ejaculaat. De concentra-
ties werden in groepen verdeeld zodanig dat er per groep voldoende aantallen punc-
ties waren en de groepen onderling voldoende verschilden in zaadcelconcentratie en
verwacht bevruchtingspercentage. De eerste categorie bestaat uit alle puncties met
een concentratie van 1 miljoen bewegende zaadcelien/m] en lager (waarde in IRIS van
één miljoen bewegende zaadcellenfml). De tweede categorie bestaat uit alle puncties
met concentraties tussen 1 en 4 miljoen bewegende zaadcellen/ml. Voor iedere vol-
gende categorie bestaat de hoogste concentratie uit een verdubbeling van de laagste
concentratie. Op deze manier bleken er voldoende aantallen puncties per categorie te
Zijnn en werden representatieve bevruchtingspercentages gevonden werden (zie tabel
3.1). In tabel 3.1 is her aantal punctes, het bevruchtingspercentage, het zwanger-
schapspercentage en het percentage zwangerschappen met een positieve hartactie
voor de verschillende zaadcelcategorieén vermeld.
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TABEL 3.1: Gemiddelde concentratie bewegende zaadcellen/ml, aantal puncties, bevruchtingsper-
centage, zwangerschapspercentage en percentage zwangerschappen met hariactie voor zeven ver-
schillende zaadcelcategorieén

Categorie Gemiddeld # puncties ¥ puncties # puncties # zwanger-
{zaadcel- azntal met met positieve  schappen
aantallen bewegende bevruchting zwanger- met
min-max, in  zaadcellen (%)1 schapstast hartactie
105/mi) 10%mi + s.d (@62 (%)°
1(1) - 28 16 (34,0) 3(18,8) 3(18,8)

2 (1-4) 3,008 129 74 (57,4} 20 (27,0) 17(23,0)

3 (4-8) 6,3+ 1,1 170 118 (69,4) 34 (28,8) 25(21,2)

4 (8-16) 12,5123 343 265 (77,3} 78 (28,4) 59(26,0}
5(16-32) 24845 609 515 (84,6) 156 (30,3) 143(27,8)

6 (32-64) 476+ 8,5 828 713 (85,0} 206 (28,9} 182(25,5)

7 (64-100) - 805 745 (92,7) 215 {28,8) 180(24,1)

1 Alle groepen statistisch significant verschillend (p<0,05): behalve groep 3 versus groep 4 en groep 5

versus groep 6.

2 Geen statistisch significante verschillen in deze kolom (p>0,05).
3 Percentage t.o.v. puncties met bevruchting. In deze kolom geen statistisch significante verschillen

(p=0,05).

Het meest opvaliend in tabel 31 is dat er geen statistisch significante verschillen
bestaan tussen de zaadcelgategorieén wat betreft het percentage zwangerschappen en
het percentage doorgaande zwangerschappen.

In figuur 3.1 is de concentratie bewegende zaadcellen uitgezet tegen het bevruch-
tingspercentage (kolom 4, tabel 3.1).

Bevruchtings-
percentage
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1 %4 a8 818
Concentratie bewegende zaadcellen x 10® (min-max)

16-32  32-64 64-100

Figuur 3.1: Bevruchtingspercentage t.o.v. de concentratie bewegende zaadcellen/ml
voor zeven verschillende zaadrelcategorieén.

De resultaten voor de zeven verschillende zaadcelcategorieén kunnen behalve voor
het aantal puncties in iedere categorie ook voor het aantal eicellen en embryo's in
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iedere categorie berekend worden. Deze resultaten staan in tabel 3.2 vermeld.

Omdat it tabel 3.1 blijkt dat bij de zaadcelcategorieén met lagere aantallen zaad-
cellen: het aantal puncties met bevruchting lager is dan bij hogere zaadcelcategorieén
{kolom 4 tabel 3.1), werd het totaal aantal eicellen en embryo's zowel berekend voor
het totaal aantal puncties als alleen veor de puncties met bevruchting (waarbij min-
stens &én eicel bevrucht werd). In tabel 3.2 zijn deze puncties vermeld.

TABEL 3.2: Totaal aantal eicellen en embryo's per zaadcelcategorie en hun gemiddelden per punctie
{bij puncties met meer dan drie eiceilen).

# puncties totaal # puncties met bevruchiing
Zaadeel & # Gem. # Gem. # # # Gem. # Gem. #
categorie eicel embryc's eicellen embryo's eicel- embryo's eicelien embryo's
{min-max len {o&) per per len {%6) per per
x105/ml) punclie  punctie? punctie!  punctie!
1(1) 407 83(15,5) 107+69 1,7x24 176 63(358) 11,058 38122

2 {1-4) 1485 353(24,1) 11,568 2836 898 355(39.9) 121+78 48+35
3(4-8) 1852 628(338) 109%68 37144 1357 628(463) 11,5:7.0 53z44
4(8-16) 3648 1493 (40,8) 10,6+61 44+42 2811 1493(531) 106260 56z4,0
5(16-32) 6506 G5152(47.9) 108+68 5248 5666 3162(559) 11.0+7.0 61247
6(32-84) 8603 4232(48,1) 10468 51%47 7599 4232(557) 107+7,1 59+4.8
7 (64-100) 8490 4516 (53.2) 10566 56%45 7801 4519 (57.2) 10,666 61+44

1 Students, geen statistisch significante verschiilen binnen de kolom (p=0,05}
2 Students-, de groepen 1, 2 en 3 verschillen van de groepen 5, 6 en 7 (p<0,05). Groep 4 verschilt van
groep 7 (p<0,05).

Het gemiddeld aantal eicellen is dus zowel veor alle puncties als voor puncties met
bevruchting statisch niet significant verschillend (kolommen 4 en § van tabel 3.2).
Het gemiddeld aantal embryo’s tussen de verschillende zaadcelcategorie®n is voor alle
puncties wel statistisch significant verschillend (p<0,05) {(kolom 5 van tabel 3.2).

Bij de puncties met bevruchting werden geen statistisch significante verschillen
gevonden tussen de gemiddelde aantallen embryo's per zaadcelcategorie (kolom 9
tabel 3.2}, M.a.w. als alleen puncties met bevruchting bestudeerd worden zijn er geen
verschillen meer voor het aantal ontstane embryo's.

De al eerder vermeldde parameters voor embryokwaliteit nl. ransplantatie van

.morfologisch goede embryo's en cryopreservatie van embryo's zijn opgenomen in
tabel 3.3 en tabel 3.4.

In tabel 33 is het aantal puncties per zaadcelcategorie met transplantatie van
kwalitatief goede embryo's vergeleken met het aantal puncties met transplantatie van
kwalitatief minder goede embryo’s. Deze vergelijking werd alleen gemaakt voor punc
ties waarbij meer embryo's ontstaan waren dan er uiteindelijk werden getransplan-
teerd. De aantallen werden per zaadcelcategorie (zoals in Tabel 4.1 en Tabel 4.2) uitge-
A
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TABEL 3.3: Aantal puncties met transplantatie van morfologisch goede embryo's versus het aantal
puncties met transplantatie van minder goede embryo’s, per zaadcelcategorie.

Zzadcelcategorie # Puncties met transplan- # Puncties met transpian-
{min-max x‘ioslmi) tatie van kwalitatief minder tatie van kwalitatief mocie
mooie embryo's (%) embryo's (%)
1(1) 9 (90,0) 1.{10,0}
2 (1-4) 26 (85,0} 14 (35,0)
3(4-8) 42 (58,3) 30 (41,7
4 {8-16) 113 (63,8) 64 (356,2)
5 (16-32) 217 (59,9) 145 (40,1)
6 (32-64) 206 (62,4) 184 (37,5)
7 (64-100) 313 (59,4) 214 (40,6)

Er ziin geen statistisch significante verschillen tussen de zaadcelcategoriegn in tabel
3.3 (Chi%toets, p>0,05). De kans op transplantatie van morfelogisch goede embryo's is
bij alle zaadcelcategorieén even groot.

In tabel 3.4 is het aantal puncties waarbij embryo's konden worden ingevroren en
het gemiddeld aantal ingevroren embryo's per zaadcelcategorie voor iedere zaadcel-
categorie uitgezet.

TABEL 3.4: Puncties met cryo-embryo's en gemiddeld aantal ingevroren embryo's per zaadcelcate-
gorie.

Zzadcelcategorie # puncties met gemiddeld # ingevro-
{min-max x1 oslm!) cryopreservatie (%)! ren embryo's {+s.d.)3
1 (1) 3{18,8} 3,000
2 (1-4) 16 (21,8) 33+1,6
3 (4-8) 32 (27,1) 50%189
4 (8-16) 83 (31,3) 41+17
5(16-32) 162 (31,5) 4720
6 (32-64) 207 (29,0)2 4722
7 (64-100) 268 (35,9)2 45+20

1 aantal puncties met cryopreservatie/totaal aantal puncties met bevruchting x 100
2 significant verschillend (Chi2-toets, p<0,05)
3 geen significante verschillen tussen de groepen (Students T-test, p>0,05)

Uit tabel 3.4 blijkr dat het percentage van de punctes waarbij embryo’s ingevroren
konden worden bij op één na alle zaadcelgroepen gelijk is. Zaadcelgroep 7 vormt een
uitzondering. Zoals te zien in tabel 3.4 kunnen in deze zaadcelgroep vaker embryo’s
worden ingevroren dan in de overige groepen.

De relatie tussen opzwemkwaliteit en overleving van het semenmonster en
bevruchtingspercentage, zwangerschapspercentage en percentage doorgaande zwan-
gerschappen zijn in tabel 3.5 uitgezet. Alleen de puncties waarbij opzwemkwaliteit en
overieving in IRIS vermeld zijn, zijn opgenomen.
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TABEL 3.5: Relatie tussen opzwermkwaliteit en overleving met bevruchtingspercentage, zwanger-
schapspercentage en percentage zwangerschappen met hartactie voor puncties met meer dan 3
eicellen.

Opzwemmen Overleving
Groep # # pune-  # punc~ # pune- # # punec- # punc- # punc-
punc- ties met ties met ties met punc- tiesmet tiesmet ties met
ties bevruch- pos. positieve ties bevruch- pos. positieve
ting (%) zwanger- hartactie ting (%) zwanger- hartactie
schaps-  {%9) schaps-  {%2)
test(%1) test(%1)
goed 1860 1764 526 466 2393 2135 624 545
(89,8} (29,9} (88,6} (89,2} (29,2) (87,3)
redelijk 501 387 112 91 332 233 65 53
{79,2) (28,2) (81,3) (70,2) (27,8) (81,5}
matig 293 188 51 43 142 61 18 18
{64,2) (27,1 (84,3) (43,0) (29,5) (88,9)
slecht 152 94 22 18 53 17 4 4
(61,8} (23,4} (81,8) (32,1} (23,5) (100,0)

1. Percentage t.0.v. het aantal puncties met bevruchting
2. Percentage t.0.v. het aantal puncties met een positieve zwangerschapstest
Stafistiek zie tekst onder tabel

De kolommez 2 en 6 van tabel 3.5 vermelden verschillende aantallen puncties omdat
b.v. niet alle puncties met de kwalificatie goed bij het opzwemmen ook de kwalificatie
goed krijgen voor de overleving. Dit geldt natuurlijk ook omgekeerd.

Uit tabel 3.5 blijkt dat de meeste groepen statistisch significant verschillen voor
wat betreft het bevruchtingspercentage, zowel in relatie tot opzwemkwaliteit als tot
overleving. Alleen de groepen matig en slecht ziin niet verschillend (ChiZ-toets,
P>0,05). Voor het zwangerschapspercentage en het percentage zwangerschappen met
hartacte zijn: geen statistisch significante verschilien aantoonbaar (ChiZtoets, p>0,05).

3.2.3 Discussie

Dceel van deze studie was de bestudering van de invioed van de ons bekende semenpa-
rameters op bevruchting en zwangerschap.

Al snel na de toepassing van IVF bjj infertiele paren, werden analyses gemaakt
betreffende het resultaat van IVF bij mannelijke infertiliteit (Yovich,1984; Mahade-
van,1983; Cohen,1984; de Kretser,1985). In al deze studies konden maar weinig patién-
tenparen bestudeerd worden. Nu veel grotere aantallen patiénten behandeld zijn, is
het mogelijk beter gefundeerde uitspraken te doen over de resultaten na IVF.

Behalve de in deze studie bestudeerde parameters: concentratie bewegende zaad-
cellen in het ejaculaat, opzwemkwaliteit van zaadcellen en overleving van de zaadcel-
len, bestaan nog vele andere parameters.

Een bekende parameter die vaak bestudeerd wordr is de zaadcelmorfologie. De
sterk uiteenlopende meningen over de criteria van goede zaadcelmorfologie en het
gebruik van verschillende technieken voor de meorfologische analyse hebben ons
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ervan weerhouden deze parameter te bestuderen.

Een andere parameter is de hoeveelheid geinsemineerde zaadcellen per eicel.
Gebruik van deze parameter stuit echter op veel praktische problemen. Van de kweek-
druppel zou het volume en de concentratie bewegende zaadcellen bekend moeten
zijn. Zulke druppels kunnen echter alleen op het moment van de inseminatie
gemaakt worden en hebben dan minder lang kunnen eguilibreren in de broedstoof.
Normaazl worden de kweekdruppels 16 uur geéquilibreerd in de broedstoof teneinde
een goed gebufferd medium te verkrijgen en dit het bevruchtingspercentage en de
embryonale ontwikkeling verbetert. Inseminatie met een bekende concentratie zaad-
cellen wordt in de meeste lzboratoria niet routinematig uitgevoerd. Er vindt altiid een
schatting plaats van de hoeveelheid geinsemineerde zaadcellen, in ons laboratorium
is dat 50.000 tot 100.000 zaadcellen per eicel.

De totale zaadcelconcentratie en de concentratie bewegende zaadcellen kunnen
tussen de verschillende laboratoria goed vergeleken worden. Maar zelfs bij tellingen
met de Maklertelkamer, waarbij een semenmonster niet verdund hoeft te worden, blij-
ven problemen bestaan (Menkveld,1984). Verschillende mensters uit één ejaculaat
kunnen verschillende resultaten geven, verschillende waarnemers geven verschil-
lende resultaten en zelfs in één momnster wit é6n ejaculaat kan één waarnemer op twee
verschillende momenten nog verschillen vinden. Daarom hebben wij ervoor gekozen
om de zaadcelconcentraties te groeperernt. Aan de ene kant hebben wij geprobeerd de
groepen zo homogeen mogelijk te maken ten aanzien van het resultaat, aan de andere
kant hebben wij gepoogd de groepen even groot te maken ten aanzien van het aantal
puncties. Aan deze voorwaarden kon het best voldaan worden door categorieén te
onderscheiden met logaritmisch verschillende zaadcelconcentraties.

Uit tabel 3.1 blijkt dat tussen een aantal zaadcelcategorieén statistisch significante
verschillen bestaan (p<0,85). Belangrijker dan deze verschillen is echter het feit dat
zelfs bij zaadcelcategorie 1 (1 miljoen/ml) nog een redelijk bevruchtingspercentage
wordt gezien (34,0%) en dat het bevruchringspercentage oploopt van zaadcelcategorie
tot zaadcelcategorie. De verschillen in bevruchringspercentage worden echter steeds
Kleiner. De verschillen zijn het grootst in de zaadcelcategorieén die onder de noemer
oligoasthenospermie vailen (zaadcelgroepen 1 (1 miljoen/ml), 2 {1-4 miljoen/ml) en 3
{4-8 miljoen{m1)). Bij hogere concentraties zijn de verschillen kleiner.

Als er eenmaal bevruchting is, is de kans op zwangerschap en op een positieve foe-
tale hartactie bij de verschillende zaadcelcategorieén statistisch niet significant ver-
schillend. Hoewel de aantallen puncties en zwangerschappen in zaadcelgroep 1 lager
ziin dan in de overige groepen, is al wel de voorzichtige conclusie te trekken dat
embryo's uit alle zaadcelgroepen even goed in staat zijn om tot zwangerschap te
leiden.

Deze resultaten werden ook gevonden door Tournaye et al. {Tournaye,1992). In
hun studie werd een groep patiénten met mannelijke infertiliteit {(gedefinieerd vol-
gens WHO-normen) vergeleken met een groep patiénten met goede semenparameters
bij IVF. Ook zij vonden een lager bevruchtingspercentage bij mannelijke infertiliteit.
Verder vonden zij bij de puncties met bevruchting (waarbij dus minstens één embryo
ontstond) gemiddeld een lager aantal embryo's bij de groep manmnelijke infertiliteit
dan bij de andere groep. Zij wijten dit aan een mogelijk verminderd bevruchtend ver-
mogen van de zaadcellen: In onze studie vonden wij dit niet. In tabel 3.2 is immers te
zien dat de aantallen embryo's bij de verschillende zaadcelcategorieén statistisch niet
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significant verschillen (als er tenminste sprake is van bevruchtng, kolom 9 uit tabel
3.2). Het aantal puncties in de studie van Tournaye is vergelijkbaar met datin onze stu-
die. Tournaye bekeek alle puncties ongeacht odcytopbrengst, wij bekeken alleen de
puncties met meer dan drie eicellen. Hoeveel punicties met een lage eicelopbrengst het
resuitaat in de studie van Tournaye beinvloed hebben is onbekend. Na transplantatie
van embryo's werd door Tournaye geen verschil in zwangerschapspercentage gevon-
den. Dit bevestigt onze conclusie dat eenmaal ontstane embryo's in iedere zaadcel-
groep evenveel kans hebben om tot een zwangerschap te leiden.

Deze conclusie wordt echter niet onderschreven door Englert et al. (Englert,1987).
In hun studie wordt mannelijke infertiliteit vergeleken met patiénten met normale
semenparameters bij IVE, Zij vinden een lagere bevruchtingskans per punctie bij man-
nelijke infertiliteit, maar tevens dat als er eenmaa] embryo’s ontstaan zijn, paren met
mannelijke infertiliteit een grotere kans hebben op zwangerschap dan de overige
paren {mannelijke infertiliteit 44% zwangerschapskans, overige paren 22% zwanger-
schapskans). Een verklaring voor deze vondst is dat bij ernstige mannelijke infertilireit
het vruchtbaarheidspotentieel van de vrouw wordt verhuld. Hoe minder de ernst van
de mannelijke infertiliteit des te groter de kans dat ook bij de vrouw een vruchtbaar-
heidsprobleem bestaat. Dit wordt ook gevonden bij de resultaten na donorinsemina-
tie. Bij paren met een azodspermie is het zwangerschapspercentage na donorinsemi-
natie hoger dan bij paren met een oligozodspermie (Emperaire,1982).

Zowel in de studie van Tournaye (Tournaye,1992) als in onze studie wordt dit niet
bevestigd. Als er eenmaal embryo's bestaan, is de kans op zwangerschap bij alle paren
even groot. Het zgn. vruchtbaarheidspotentieel bij de viouw is bij alle zaadcelgroepen
even groot of het bestaat gewoonweg niet. _

Uit tabel 3.2 blijkt dat als er eenmnaal sprake is van bevruchting de zaadcelcatego-
rieén onderling niet verschillen in het gemiddeld aantal embryo's per punctie. Een
lagere concentratie zaadcellen geeft geen aanleiding tot lagere bevruchtingspercenta-
ges per punctie.

De twee methoden die door ons zijn gebruikt zijn om de embryokwaliteit te bepa-
len zijn het transplanteren van kwalitatief goede embryo's en de kans op het invriezen
van embryo's per punctie. Uit de tabellen 3.3 en 3.4 blijke dat embryc's uit op één na
alle zaadcelcategorieén evenveel kans hebben om een goede beoordeling te krijgen bij
transplantatie dan wel om ingevroren te worden. Er kunnen geen statistisch signifi-
cante verschillen gevonden worden.

Groep 7 (64-100 miljoen/ml) vormt een uitzondering, hier konden bij relatief meer
patiénten embryo's ingevroren worden dan bij de andere categorieén. De aantallen
eicellen en embryo's blijken in deze categorie (Tabel 3.2) niet groter te zijn dan in de
andere categorieén. Een verklaring voor dit feit kan dan ook niet gegeven worden.

De aantallen embryo's die ingevroren kunnen worden per zaadcelcategorie zijn
niet statistisch significant verschillend, ook zaadcelcategorie 7 heeft een zelfde per-
centage ingevroren embryo's als de overige categorieén (Tabel 3.4).

De parameters opzwemkwaliteit en overleving van zaadcellen blijken in tabel 3.5
duidelijk gecorreleerd te zijn met het beviuchtingspercentage. Behalve de kwalifica-
ties matig en slecht zijn alle groepen statisch significant verschillend, zowel voor
opzwemkwaliteit als voor overleving. Bij het zwangerschapspercentage en het percen-
tage zwangerschappen met een positieve hartactie werden geen verschillen gevonden.
Net als voor de zaadcelcategorieén uit tabel 3.1 zou gesteld kunnen worden dat de
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opzwemkwaliteit of de overleving van de zaadcellen wel de bevruchtingskans bein-
vloedt maar niet de zwangerschapskans naz embryotransplantatie.

3.3 BEHANDELINGSRESULTATEN PER PATIENT.

3.3.1 Inleiding

Het succespercentage van IVF kan niet alleen per punctie maar ook per patiént bestu-
deerd worden. Een patiént ondergaat vaak meerdere puncties. Het meest interessantis
natuurliik het zwangerschapspercentage te bepalen per patiént na een aantal punc
des. Niet alle patiénten ondergaan echter evenveel puncties. Dit aantal wordt bepaald
door het succes (een zwangerschap), het falen {geen bevruchting) en de motvatie van
het patiéntenpaar. Door patiénten weer in verschillende zaadcelcategorieén te verde-
len kan naar een verschil in succes tussen de verschiliende categorieén gezocht wor-
den.

3.3.2 Materiaal en methoden

Opnieuw werd gebruik gemaaktvan de databank IRIS om alle gegevens van IVF-patién-
ten te verzamelen en te analyseren.

Om alle behandelingen van zoveel mogelijk patiénten te bestuderen werden
patiénten genomen die hun eerste behandeling tussen 1 oktober 1988 en 30 oktober
1991 kregen. De tweede en verdere pogingen van patiénten werden vervolgd tot 30
april 1992. Binnien een pericde van 6 maanden (1 oktober 1991 - 30 april 1992) hebben
de meeste patiénten die met IVF doorgaan na hun eerste poging ook hun tweede
poging ondernomen. Bij deze analyse werden alleen patiénten betrokken die bij al
hun puncties meer dan drie eicellen hadden.

Ook in deze studie werd uitgegaan van de concentratie bewegende zaadcellen in
het ejaculaat. De concentraties werden veor iedere patént gemiddeld en daarna wer-
den opnieuw zeven zaadcelcategorie#n gemaakt: 1 (tot 1 miljoen), 2 (1-4 miljoen), 3 (4
8 miljoen), 4 (8-16 miljoen), 5 {1632 miljoen), 6 (32-64 miljoen) en 7 (64160 miljoen).

Om de zwangerschapskans van de patiénten in de verschillende categorieén te
berekenen werden twee methoden gebruikt: het zgn. cumulatief zwangerschapsper-
centage en de zgn. cohortstudie. Zwangerschap werd gedefinieerd als een echografi-
sche bevestiging van foetale hartactie vijf weken na de IVF-punctie.

Voor de berekening van het cumulatief zwangerschapspercentage wordt vitge-
gaan van het volgnummer van de IVF-punctie. In iedere zaadcelicategorie wordt het
aantal patiénten geteld dat een eerste IVF-punctie ondergaat (volgnummer 1), het aan-
tal zwangeren werd geteld en het percentage zwangerschappen berekend. Het aantal
patiénten dat een tweede punctie ondergaar (volgnummer 2} werd geteld, het aantal
zwangeren geteld, en het cumulatief zwangerschapspercentage berekend volgens de
methode van Guzick {Guzick,1986). Het cumulatief zwangerschapspercentage is gelijk
aan: 1 - (nietzwangeren-percentage in punctie n} x (nietrzwangeren-percentage in
punctde (D1} ... X (niet zwangerenpercentage in punctie 1}.

Bij de cohortmethode volgens Paterson (Paterson,1987) worden alle patiénten ver-
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volgd die in een bepaalde periode met de IVE-behandeling gestart zijn, in ons geval
van 1 oktober 1988 tot 30 oktober 1991. De behandelingen van deze patiénten worden
vervolgd tot een einddatum, in ons geval 30 april 1992.

In deze periode werd per zaadcelcategorie gekeken naar het 2antal zwangeren van
het aantal patiénten dat één IVF-punctie ondergaan had, naar het aantal zwangeren
van het aantal patiénten dat twee IVF-puncties ondergaan had, etc. Zo kan binnen
iedere zaadcelcategorie het aantal zwangeren en het totaal aantal patiénten geteld
worden en het zwangerschapspercentage binnen het cohort berekend worden.

3.3.3 Resultaten van IVEbehandelingen per patiént

In de periode 1 oktober 1988 tot 30 oktober 1991 zijn 1236 patiénten aan een behan-
deling begonnen. In Tabel 3.6 is het aantal patiénten vermeld dat een eerste, een
tweede, een derde etc. IVF-punctie ondernam en het aantal paténten dat zwanger
werd bij deze pogingen. De aantallen zwangerschappen en patiénten zijn per zaadcel-
categorie vermeld. Tevens werd het cumulatief zwangerschapspercentage na iedere
punctie berekend.

TABEL 3.6: Cumulatief zwangerschapspercentage en volgnummer van de IVF-punctie per zaadcel-
categorie, berekend volgens Guzick (Guzick,1986).

Zaadeel- # zwangerschappen/# puncties {cumulatief 2wangerschapspercentage)

categorie

{min-

max 1* 2 3 4 5* &* 7 8

x105mi)

1(1) 0/18 o/2 - - - - - -
(0% {0%)

2 (1-4) 10/45 119 0/6 o1 - - - -
(22,2%) (26,3%) (26,3%) (26,3%)

3 (4-8) 5/64 8/31 110 o2 1 - - -
(7,8%) (31,6%) (38,4%) (88,4%) (100%)

4 (8-16) 23/143  12/61 8/26 2/10 - - - -
(16,1%) (32,6%) (53,3%) (62,7%) _

5 (16-32) 61/256  25/133 12/50 4115 /6 1/2 171 -
(23,8%) (38,1%) (53,0%) (655%) (71,3%) (85,6%) (100%)

6 (32-64) 88/384  32/220) 18/102  9/32 314 7 o/3 1/2
(22,9%) (34,1%) (44,5%) (60,1%) (68,6%) (73,1%) (73,1%) (86,6%)

7 (64-100) 771326 37M67  20/69 716 2/4 1/2 - -
(23,6%) (40,5%) (57.8%) (76,2%) (88,1%) (94,1%)

Totaal 264/1236 115/633 57/263 22/76 7125 311 1/4 12

(21,4%) (35.6%) (49.6%) (64,2%) (74,2%) (81,2%) (85.8%) (93,0%)

“Volgnummer van de IVF-punctie

In tabel 3.6 is b.v. te zien dat in zaadcelcategorie drie 31 patiénten een tweede IVF-
punctie ondergaan. Bij deze tweede IVF-punctie worden exr 8 patiénten zwanger. Dit
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geeft een cumulatief zwangerschapspercentage in zazadcelcategorie drie van 31,6% na
twee IVF-puncties.

Uit tabel 3.6 blijkt dat het aantal patiénten dat een eerste punctie ondergaat veel
groter is dan het aantal patiénten dat daarna een tweede punctie onderneemt. Dit
geldt ook voor de verdere puncties. Pati€nten met hogere semenwaarden ondergaan
meer puncties dan patiénten met lagere semmenwaarden.

In tabel 3.7 staan dezelfde patiénten afgebeeld als in tabel 3.6 maar dan gerang-
schikt naar het totaal aantal pogingen dat zijj cndernomen hebben. In kolom twee
staan de aantallen patiénten vermeld die maar één IVF-punctie ondergingen en het
aantal zwangeren uit deze groep. In kolom drie staan de aantallen patigénten vermeld
die twee IVF-puncties ondergingsn en de aantallen zwangeren na twee puncties. Op
deze manier is een zgn. cohortonderzoek te doen en is het totale zwangerschapsdjfer
te geven, d.w.z. het aantzal gestarte patiénten in een bepaalde periode dat zwanger is
geworden.

Tabel 3.7: Aantal IVF-puncties per pati&nt verdeeid naar verschillende zaadcelcategorieén.

Zaadcel- | # zwangerschappen/#patiénten (zwangerschapspercentage)
groep

{min-
max ™ 2" 3 4 g 6™ T a8 Totaal
% 108/mi)
1(1) 018 02 - - - - - - 0/18
(0%} (0%) (0%)
2(1-4) 10/26 13 0/5 0N - - - - 11/45
@85%) (7.7%) (0% (0% (24,4%)
3 (4-8) 5/33 8/21 18 o " . . . 15/64
(15,2%) (38,1%) (12,5%) (0%) (100%) (23.4%})
4(816)  23/82 1235 816 2M0 - - - . 45143
(28,0%) (343%) (50%)  (20%) (31,5%)
5{16-32) 611123 253 12/35 419 1/5 1M sl - 105/256
[49,6%) (30,1%) (34.3%) (44,4%) (25.0%) (100%)  (100%) (41,0%)
6(32-64) 88164 321118 16/70 818 37 1/4 0 1/2 150/384
(537%  (27,1%) (22.9%) (S0,0%) (42.9%) (250%) (0%)  (50,0%) (39,1%)
7 (64-100) 77M159 37/98 20/53 7h2 2/2 1/2 - - 144/326
(48,4%) (37.8%) (37,7%) (58,3%) (100%) (50.0%) (44,2%)
Totaal 264/603 115/370 57187  22/31 7h4 377 1/2 1/2 470123

(43,8%) (31,1%) (30,5%) (43,1%) (50,0%) {42,9%) (50,0%) (50,0%) 6 (38%)
“Totaal aantal IVF puncties

In de Iaatste kolom van tabel 3.7 staat het totaal aantal zwangeren en het totaal aantal
patiénten uit iedere zaadcelcategorie vermeld. In zaadcelcategorie drie waren er b.v.
in totaal 64 patinten die aan IVF begonnen, 15 van deze 64 patiénten werden zwanger
(23,4%).

De zwangerschapspercentages van de eerste drie zaadcelcategorieén ziin statis-
tisch significant verschiliend van de laatste drie zaadcelcategorie#n (ChiZ-toets,
P<0,05).
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3.3.4 Discussie

De prognose van een patiéntenpaar kan alleen bepaald worden als een kansbereke-
ning wordt gemaakt van de paren die al een: IVF behandeling ondergaan hebben. Door
patiénten gedurende hun behandeling te vervolgen kan de kans voor verschillende
paren bepaald worden. Een methode om de zwangerschapskans van een paar te bepa-
len is het gebruik maken van het zogenaamde cumulatieve zwangerschapspercentage.
Dit percentage geeft aan welk percentage van de paren na een bepaald aantal opeen-
volgende IVF-behandelingen een zwangerschap bereikt zal hebben. Deze methode is
afgeleid van de berekening van het cumulatief sterftecijfer zoals toegepast door
Berkson en Gage (Berkson,1950). Door Guzick et al. werd deze methode aangepast voor
de berekening van het cumulatief zwangerschapspercentage na een inferdliteitsbe-
handeling (Guzick,1982). Guzick heeft deze methode ook toegepast voor de VF-behan-
deling (Guzick,1986).

In tabel 3.6 is deze methode toegepast. Omdat na de derde punctie nog maar wei-
nig patiénten verder gaan met IVF, is een goede analyse alleen voor de eerste drie punc
ties mogelijk. Het cumulatief zwangerschapspercentage is, behalve voor zaadecelcate-
gorie 1, voor geen van de zaadcelcategorieén tijdens de eerste drie pogingen statistisch
significant verschiliend {(methode van Lee en Desu, p<0,05) (Lee,1972).

Zoals te zien in tabel 3.6 zijn de eerste drie zaadcelcategorieén wat betreft het aan-
tal patiénten veel kleiner dan de overige zaadcelgroepen.

Het nadeel van het gebruik van het camulatief zwangerschapspercentage is dat
het geen rekening houdt met patiénten die eerder stoppen met IVF. Bij de berekening
van het cumulatief zwangerschapspercentage wordt er van uit gegaan dat de patién-
ten die stoppen met de behandeling bij verdere IVF-puncties evenveel succes zouden
hebben 2ls de patiénten die wel verdergaan. De werkelijkheid is echter anders. Patién-
ten stoppen met IVF door het tegenvallend succes en door de psychische belasting.
Deze waarden worden wel meegenomen als het zwangerschapspercentage berekend
wordt zoals bij de cohortmethode uit tabel 3.7.

Patiénten worden hierbij gedurende hun gehele IVF-behandeling vervolgd. Zwan-
gerschapspercentages worden berekend maar aanleiding van het aantal zwanger-
schappen over het totaal aantal gestarte patiénten, ongeacht het aantal pogingen per
patiént.

De cohortbenadering van IVEresultaten werd ook gebruikt door Paterson
(Paterson,1987) en door Haan (Haan,1991). Deze studies zijn echter moeilijk te vergelij-
ken met onze studie. Haan nam als uitgangspunt alle patignten met hun eerste IVF-
behandeling binnen een periode van een half jaar en vervolgde deze patiénten gemid-
deld anderhalf jaar. Hij vond een zwangerschapspercentage van 29,7% (233 van de 852
gestarte paren met een positieve zwangerschapstest). Paterson volgde een cohort van
200 paren gedurende 39 maanden. Er werden 63 vrouwen uit deze groep zwanger

31,5%).

( In)onze studie vond een selectie plaats doordat niet alle met IVF gestarte patiénten
genomen werden, maar alleen patiénten die tot een punctie kwamen. Bovendien werd
geselecteerd op een minimum eicelopbrengst van drie eicellen. Onze cijfers zijn dan
ook positief vertekend t.o.v. de andere twee studies.

De totale zwangerschapscijfers van de eerste drie groepen verschillen statistisch
significant van de laatste drie groepen (Chi2-toets, p<0,05).
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Het totale zwangerschapscijfer van zaadcelgroep 1 (0%) is niet bemoedigend. Dit lage
percentage wordt natuurlijk ook verklaard deor het lage azntal patiénten in deze
groep en het lage aantal patiénten dat meerdere puncties ondergaat. Het is echter niet
te verwachten dat bij deelname van meer patiénten uit deze zaadcelgroep veel meer
zwangerschappen ontstaan, IVF blijft voor deze patiéntengroep een discutabele
behandeling.

De zaadcelgroepen 2 en 3 hebben een zeer acceptabel zwangerschapspercentage
24,4% respectievelijk 23,4%. Als er meer patiénten uit deze groepen zouden zijn die
meerdere pogingen zouden ondergaan is het zelfs mogelijk dat het zwangerschaps-
percentage verder sdjgt, gezien de goede resultaten van deze patiénten per poging.

Onze conclusie is dan ook dat patiénten met lage zaadcelaantallen een goede kans
hebben op zwangerschap bij IVE. Deze patiénten moet dan ook aangemoedigd worden
verder te gaan met de IVF-behandelingen ondanks het uitblijven van een zwanger-
schap.
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HET GEBRUIK VAN PERCOLL VOOR HET
OPWERKEN VAN ZAADCELLEN BIJ] ANDROLOGISCHE
EN ONBEGREPEN INFERTILITEIT.

4.1 INLEIDING

Om een eicel te bevruchten is slechts één zaadcel nodig. Toch moeten bij een in-vitro-
inseminatie vele tenduizenden zaadcellen worden gebruikt om één eicel te bevruch-
ten: (Wolf;1984). Een selectie van de meest mobiele zaadcellen geeft volgens sommigen
het hoogste bevruchtingspercentage.

Deze selectie kan op verschillende wijzen plaatsvinden. Veelgebruikte methoden
zijn de opzwemmethode, gecombineerd centrifugeren en opzwemmen en de gra-
digntcentrifugering. De techniek waarmee de beste selecte plaatsvindt, de minste
schade zan de zaadcellen wordt berokkend en de zaadceilen het best van de seminale
plasma gescheiden kunnen worden heeft de voorkeur.

Het onderzoek naar de effectiviteit van de gradiéntcentrifugering kan het best toe-
gepast worden bij de patidéntengroepen met een verwacht laag bevruchtingspercen-
tage. Dit ziin de patiénten die met een nieuwe methode een beter resultaat met
behulp van. IVF kunnen verkrijgen. De groepen met het laagste bevruchtingsresultaat
bij IVF bestaan uit patiénten met een andrologische indicatie en patiénten met onbe-
grepen infertiliteit.

Voor een vergelijking tussen beide methoden is in dit onderzoek gekozen voor een
vergelijking binnen de patiént. Hiervoor werden de odcyten van é€n patignt verdeeld
in twee groepen én werd het semenmonster in twee delen gesplitst. Een deel van het
semenmonstexr werd via de centrifugeringfopzwemmethode verwerkt, het andere deel
via een Percoll-gradiéntscheiding. De ene helft van de eicellen werd met zaadcellen
van de centrifugeringfopzwemprocedure geinsemineerd. De andere helft van de eicel-
len werd met de zaadcellen van de Percoll-methode geinsemineerd. Na afloop werden
de bevruchtingspercentages vergeleken. Op deze wijze kan een vergelijking naar
bevruchtingsresultaat binnen één patiéntenpaar per punctie gemaakt worden.

4.2 MATERTAAL EN METHODEN

4.2.1 Patinten
Gedurende $ maanden werden patiénten voor dit onderzoek geselecteerd. Het betwrof

patiénten waarbij om verschillende redenen werd getwijfeld aan het te verwachten
bevruchtingsresultaat. De indicaties die voor het onderzoek golden waren:
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A. semenanalyses met minder dan 12 miljoen bewegende zaadcellen/ml in het ejacu-
laat (andrologische indicatie)

E. bij de IVF-punctie minder dan 20 miljoen bewegende zaadcellen/ml in het gjaculaat
en bekend met betere semenanalyses

C. onbegrepen infertiliteit

D. vorige IVF-poging(en) zonder bevruchting van de ejcellen.

De vrouw onderging een routinematige ovariéle hypersugnulatie met HMG
(Humegon , Organon, Oss) en ovulatieinductie met HCG {Pregny! , Organon, Oss). 35
Uur na HCGgift vond onder echografische controle een vaginale follikelpunctie
plaats. In het laberatorinm werden de eicellen met cumulus geisoleerd en overge-
plaatst naar een druppel medium onder olie. De eicellen werden aselect verdeeld over
twee tot zes kweekschaaltjes.

Het semen werd een half uur na produktie onderzocht. Het volume werd gemeten
en het aantal bewegende en niet bewegende zaadcellen geteld m.b.v. een Maklertelka-
mer (Sefi Medical Instruments, Israel}. Het semen werd daarop in tv.ee gelijke delen
verdeeld. Een deel werd via de centrifugering/opzwemmethode (C[G) verwerke, het
andere deel via de Percollmethode.

4.2.2 Centrifugeringfopzwemmethode

Het semen werd gemengd met een overmaat GPO-medium (zie tabel 4.1) in een 15 ml
reageerbuis en gecentrifugeerd bij een smelheid van 1000 g gedurende 5 minuten.
Bovenstaand medium werd na centrifugering afgegoten en de pellet werd opgelost in
10 ml medium. Opnieuw vond centrifugering plaats (1000 g gedurende 5 minuten).
Weer werd de bovenstaande vioeistof afgegoten totdat ongeveer 0,5 ml medium op het
sediment achterbleef. Drie uur na centrifugering werd een deel van het supernatant,
waarin de zaadcellen zijn opgezwommen, afgenomen en gebruikt voor inseminatie
van de kweek.

Tabel 4.1 GPC-medium

Chemicalién hoeveelheid
NaCl 115,67 mM
KClI 5,37 mM
MgSCy * 7 Ho0 0,81 miM
NaHCO4 24,00 mM
NaH2P04 *2 H20 1,01 mM
Glucose 5,55 mM
Na-pyruvaat 0,18 mM
Ca-lactaat 2,20 mM
HAM-F10 1,731 g/l
GPO 8,8 volume %
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4.2 3 Percoll-methode

Vooraf werd een zgn. 100%-Percoll-oplossing gemaakt. Deze bestond uit een 10-voudig
geconcentreerde HAM-F10-oplossing (Gibco, Paisley, Groot-Brittanié) aangevuld met
natriumbicarbonaat en HEPES (Merck, Darmstad, Duitsland). Dit werd aangevuld met
Percoll (Pharmacia, Uppsaia, Zweden) totdat een oplossing met een osmolariteit van
280-285 mOsmol ontstond. Percoll bestaat uit silicabolletjes bedekt met polyvinylpyr-
rolidon {PVP). Het heeft een dichtheid van 1.130 g/ml en een osmolaliteit van minder
dan 25 mOs/kg Hy0.

Als eerste werd 2.475 g HAM-F10 en 0.7425 g HEPES en 0.2625 g NaHCO3 opgelost in
25 ml zuiver water (Analar , BDH, Poole, Engeland). Voor cen osmolariteit van 280
mOsmol moet normaliter éé11 deel geconcentreerde HAM-F10-oplossing gemengd wor-
den met negen delen van de Percoll-oplossing die een zeer lage osmotische waarde
heeft.

De osmolariteit van een oplossing is echter afthankelijk van de hoeveelheid vijj
water. Bij Percoll is de hoeveelheid vrij water afhankelijk van de osmolariteit van de
Percoll-oplossing (Vermeiden,1990). Deze osmolariteit wordt bepaald door de HAM-F10-
oplossing. Daarom moet 1 deel geconcentreerde HAM-F10-oplossing gemengd worden
met ongeveer 10.5 delen Percoll om een osmolariteit van 280 mOsmol te krijgen. Op
deze wijze ontstaat een Percollmengsel met de juiste dichrtheid en de juiste osmolari-
teit. Dit werd de 100%-Percoli-oplossing genoemd.

Deze 100%-oplossing werd aangevuld met GPO-medium tot twee nieuwe oplossin-
gen, één van 80 volumeprocenten Percoll (80% Percoll) en één van 40 volumeprocenten
Percoll (40% Percoll).

Bij de verwerking van het semen werd eerst 2,5 ml 80% Percell-oplossing in een 15
ml buis gepipetteerd, daarboven werd de 40% Percoll-oplossing gepipetteerd en daar-
boven het semen. De buis werd gecentrifugeerd gedurende 15 min bij 500 g. De buis
werd voorzichtig uit de centrifuge genomen en de bovenste twee lagen (de seminale
vloeistof en de 40% Percoll-oplossing) werden afgepipetteerd evenals de intermediaire
laag die zich tussen de 40% en 80% laag bevond. De 80% laag werd gemengd met een
overmaat GPO-medium en gecentrifugeerd gedurende 5 minuten bij 1000 g. De boven-
staande vlceistof werd afgegoten zodat nog ongeveer 0,5 ml vioeistof boven op de pel-
let aanwezig was. Twee tot vier uur na de verwerking werd een deel van deze boven-
staande vlceistof, waarin zaadcellen uit het sediment zijn opgezwommen, afgenomen
voor inseminatie.

424 mseminatie

De centrifugering/opzwemmethode en de Percoll-methode werden voor ieder semern-
monster tegelijkertijd unitgevoerd. Tussen 2 en 4 uur na bewerking werden de drup-
pels, waarin zich de eicellen bevonden, geinsemineerd. De eicellen waren aselect ver-
deeld over een even aantal kweekschaaltjes. De helft van de kweekschaaltjes werd met
de opgezwommen zaadcellen uit de centrifugering/opzwemmethode geinsemineerd,
de andere helft met de cpgezwommen zazdcellen nit de Percoll-bewerking. Beide inse-
minaties werden steeds verricht door één laboratorinmmedewerker.
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4.2.5 Pronucleusinspectie en transplantatie

Achttien vur na inseminatie werden de eicellen geinspecteerd op pronucleusvorming.
Eicellen die twee promuclei bezaten en daarma doordeelden werden als bevrucht
beschouwd. Eicellen met drie of meer pronuclei werden niet meer verder gekweekt.
Voor transplantatie werden embryo's uit beide groepen gebruikt. Twee of drie dagen
na de punctie vond de transplantatie plaats. Er werden drie of vier embryo's getrans-
planteerd, steeds de morfologisch beste embryo's. Een goede morfologie wordt
bepaald door een gelijkmatige deling van de blastomeren en door de afwezigheid van
fragmenten.

Zeventien dagen na de punctie kon een zwangerschapstest verricht worden. In dit
experimment werd dit als eindpunt genomen.

4.3 RESULTATEN

Zoals te zien is in tabel 4.2 zijn er in totaal 124 patiénten die aan het onderzoek heb-
ben deelgenomen. Deze patignten werden in de vier bovenstaande groepen verdeeld:
A. patignten metsemenanalyses met minder dan 12 miljoen bewegende zaadcellen/ml
in het ejaculaat.

E. patiénten die bij de IVF-poging minder dan 20 miljoen bewegende zaadcellen/ml in
het ejaculaat bleken te bezitren.

C. patiénten die hun eerste IVF-poging kregen mert als IVF indicatie onbegrepen infer-
tiliteit.

D. patiénten die bij eerdere IVF-pogingen geen bevruchting hadden.

Omdat eicellen en zaadcellen per patiéntenpaar werden verdeeld zijn de bevruch-
tingsresultaten bekend van beide methoden van semenverwerking. Dit betekent dat
de patiénten naar het bevruchtingsresultaat in vier categorieén verdeeld kunnen wor-
den nl.:

1. geen bevruchting met zaadcellen verwerkt met de Percoll-methode en geen
bevruchting met zaadcellen verwerkt met de centrifugering/ocpzwemmethode (Per-
coll-, C[O 4.

2. wel bevruchting met de Percollmethode, maar niet met de centrifugeringfop-
zwemmethode (Percoll +, C[O -}

3. geen bevruchting met de Percollimethode, maar wel met de centrifugeringfop-
zwemmethode (Percoil -, C[O +).

4. bevruchting met de Percollmethode en de centrifugeringfopzwemmethode (Per-
coll +, C/O +).
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TABEL 4.2: Aantai patiénten met verschillende indicaties voor Percoli-gebruik
en hun resultaten met beide methoden van semenverwerking

Indicatie # Percoli - Percoll + Percoll - Percoll + Stat.
Perccl Patisnten cC/0-0-  C/O- C/O + C/O + sign.(2

A 82 24 24 2 32 p<0,001¢)
B 12 ] 3 ! 8 p=0,25

c 7 1 i 1 4 p=1

D 23 8 6 0 ] p=0,0313(3)
Totaal 124 33 24 3 54 p<0,001(®

(1) Percoll +/- = wet of geen bevruchting met zaadcellen opgewerkt via de Percoll methode
C/O  +/-=wal of geen bevruchting met zaadcellen opgewerkt via de centrifugering/opzwemmethode
(2) Volgens test van McNemar
(3) statistisch significant {p<0,05)
Beschrijving groepen A, B, C en D zie tekst

De aantallen gebruikte eicellen, de ontstane embryo's en de multipronuclei embryo's
bi patiénten uit de verschillende Percoll-indicatiegroepen zijn vermeld in Tabel 4.3,

TABEL 4.3: Aantallen eicellen, embryo's en multipronuciel embryo's, ontstaan na inseminatie met
Percoll bewerkt semen of na routine {(C/O) bewerking, verdeeld naar indicatie voor Parcoll gebruik

Indicatie # eicellen # embryo’s # multipron. embrye's
Percoll C/O Percoll C/O stat. Percoll C/O stat.
sign {1 sign.(2)

A 528 476 2190 100 p<0,001 16 11 p=0,37
B 78 75 43 40 p=0,81 & 4 p=0,88
c 47 36 23 12 p=0,118 0 2 p=0,27
D 131 118 41 18 p<0,01 4 1 p=0,97
Totaal 778 705 317 171 p<0,001 26 18 p=0,44

(1) Chi2-toets van het aantal twee pronuclei embryo's to.v. het aantal onbevruchte eicellen
(2) Chi2-toets van het aantal multipronuclei embryo's 1.0.v. het aantal twee pronuclei embryo's
Statisch significant indien p<0,05.

Beschrijving groepen A, B, C en D zie tekst

Uit tabel 4.2 en 4.3 blijkt dus dat voor groep A en groep D Percoll-behandeling tot sta-
tistisch significant betere resultaten leidt, zowel per patént als per behandelde eicel.
In tabel 4.2 wordt 2angetoond dat er meer patignten ziin die bevruchting hebben met
Percoll en: in tabel 4.3 dat, zoals verwacht, meer embryo’s ontstaan in de Percoll-groep
dan in de C/O-groep.

De vraag is nu of de Perccll-methode ook tot hogere bevruchtingsresultaten leidt
bij patiénten die zowel met C/O als met Percoll bevruchting hebben. Deze gegevens
stazn vermeld in tabel 4.4.
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TABEL 4.4: Aantalien gebruikte eicellen en onistane embryo's na inseminatie metd.m.v. Percoll
bewerkt semen of na routine (C/O) bewerking, verdeeld naar indicatie voor Percoli-gebruik (bij
patiénten die bevruchting hebben met beide methoden)

indicatie # eicellen # embryo's Stat. sign.(9)
Percoil C/O Percoil C/o

A 198 177 135 96 p<0,005

B 66 64 38 40 p=0,70

c 24 23 21 11 p<0,01"

b 45 43 22 19 p=0,44

Totaal 333 307 216 166 p<0,005"

{1) ChiZ-toets van het aantal bevruchte eicellen t.o.v. het aantal onbevruchte eicellen
statistisch significant (p<0,05)
Beschrijving groepen A, B, C en D zie tekst

Uit Tabel 4.4 kan men de conclusie trekken dat het percentage bevruchte eicellen met
Percoll-gebruik ock hoger is als de C/C-methode ook tot bevruchting leidt.

Behalve naar de bevruchtingsresuitaten werd ook naar de zwangerschapspercen-
tages gekeken.

In Tabel 4.5 staan de zwangerschapsresultaten van de verschillende indicategroe-
pen vermeld.

TABEL 4.5: Aantal zwangerschappen per aantal behandelde patiénten
in iedere Percoll-indicatie groep

indicatie # patiénten # patiénten # zwanger- % zwanger/ % zwanger/
met schappen #patisnten(!)  #patiénten
bevruchting met

bevruchting(2)

A 82 58 16 18,5 27,6

B 12 12 3 . 25,0 25,0

c 7 6 3 42,9 56,0

3] 23 15 3 13,0 20,0

Totaal 124 91 25 20,2 27,5

{1) statistisch geen verschil tussen de groepen A, B, C en D in deze kotom (Chi2=3,158; D.F.=3; p=0,367)
(2) stafistisch geen verschil tussen de groepen A, B, C en D in deze kolom (Chi®=1,985: D.F=3; p=0,575)
Beschrijving groepen A, B, C en D zie tekst

Patiénten kregen embryo's getzansplanteerd die of afkomstig waren uit de Percoll-
groep, of embryo’'s uit de centrifugerings/opzwemgroep, of een transplantatie van een
combinatie van beide groepen embryo's. Embryo's voor mansplantatie werden gese-
lecteerd op grond van hun morfologische kwaliteit ongeacht hun herkomst. Het
zwangerschapsresultaat in relatie tot de categorie getransplanteerde embryo's staat
vermeld in Tabel 4.6.
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TABEL 4.6: Zwangerschapsresultaten na transplantatie van embryo's onistaan na bevruchting met
opgewearkt semen (C/0 versus Percoll)

Categorie getransplanteerde embryo's # patignten # zwangerschappen (%)*
'Percoll’ embryo’s 45 11 (24,4)
‘C/O' embryo's 7 1(14,3)
‘Percoll' en 'C/O' embryo's 39 13 (83,3)
Totaal g1 25 (27.5)

" statistisch niet significant verschillend (Chi2=1,49; D.F.=1; p=0,475)

De morfologie van de embryo’s komt tot uiting in de keuze voor transplantatie, mor-
fologische goede embryo’s worden eerder geselecteerd voor transplantatie dan morfo-
logisch minder goede embryo's. Indien bij een patiént een keuze mogelijk is tussen
"Percoll’ embryo's en 'C/O" embryo's om te transplanterern, zegt de verhouding tussen
de aantallen getransplanteerde embryo's uit de twee verschillende groepen iets over
de morfologie van deze embryo's. De ratio "aantal getransplanteerde embryo's/aantal
embryo's ontstaan” kan tussen de twee groepen vergeleken worden. Met een teken-
toets kan de statische significantie berekend worden.

Bij de 54 pati&nten met bevruchting in beide groepen waren er 19 paténten die
meer ‘Percoll’ embryo's getransplanteerd kregen, 19 patiénten die meer 'C/Q’ embryo's
getransplanteerd kregen, en 16 patiénten waarbij het aantal gelijk was. Een bereke-
ning volgens de Tekentoets van Wilcoxon geeft een tweezijdige p-waarde van 0,4464,
m.a.w. er is geen significant verschil in morfologie tussen 'Percoll’ en ‘C/O’ embryo's.

4.4 DISCUSSIE

Scheiding van zazdcellen en het seminale plasma wordt al geruime djd toegepast
omdat de zaadcellen anders niet in staat zijn eicellen invitro te bevruchren. Het semi-
nale plasma bevat factoren die de motiliteit van de zaadcellen en ontwikkeling van het
bevruchtend vermogen remmen (Gellert-Mortimer,1988).

Invivo worden zaadcellen en het seminale plasma van elkaar gescheiden door het
slijm in de cervicale mucus. Behalve deze scheiding verdeelt het sliim van de cervix
ook de verschillende klassen zaadcellen. De zaadcellen worden nl. geselecteerd op hun
morfologie, hun motliteit en op hun kernstabiliteit (Katz,1978). De zaadcellen die op
deze manier geselecteerd worden zijn in stzat om in een 1:1 verhouding de eicel te
bevruchten (Cummins,1982; zie ook paragraaf 1.3.7).

Om ook inwvitro een zodanige selectie te kunnen maken, zijn verschillende
opwerkmethoden ontwikkeld: opzwemmen van zaadcellen uit het semen in medium,
centrifugering tezamen met het opzwemmen van zaadcellen, albuminekolommen,
glaswolkolommen, Sephadex-kolommen en Ficoll-kolommen (Forster,1983).

Wij hebben gekozen voor een vergelijking van de bij ons routinematig gebruikte
centrifugeringfopzwemmethode met de Percollscheiding. Het werken met Percoll is
technisch eenvoudig (Gorus,1981), er zijn studies over de vejligheid van Percoll bekend
en de resultaten zijn veelbelovend.

Na een scheiding m.bv. de centrifugering/opzwemmethode blijft ongeveer 18%
van de bewegende zaadcellen over (Gellert-Mortimer,1988), Percoll is in staat 60% van
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de bewegende, morfologisch normale zaadcellen uit te selecteren {Berger,1985). Per-
coll selecteert zaadcellen met een betere overleving {Guerin,1989), met een betere
motiliteit (Akerlof,1987) en met de beste nucleaire rijping (Le Lannou,1988). Ben enkele
studie spreekt dit echter tegen (Ng,1992).

Zaadcellen die met de Percoll-methode zijn geselecteerd hebben een hogere score
in de hamstereicelpenetratietest dan zaadcellen die via de opzwemmethode worden
geselecteerd (Forster,1983; Berger,1985; Leventhal, 1987).

Het bevruchtingspercentage van humane ocyten: zou na Percoli-behandeling ver-
hoogd worden en ook het zwangerschapspercentage zou na Percoli-benadeling hoger
ziji dan na toepassing van de opzwemmethode (Van der Zwalmen,1991; Guérin,1989).

Veiligheidsstudies zijn verricht waarbij de schade aan de zaadcel door Percoll-par-
tikels (Tlizuha,1988}, bacteri#le contaminatie en immunologische reacties op Percoll
werden gecontroleerd (Pickering,1989).

Percoll bestaat uit silicapartikels bezet met PVP, waarvan de dichtheid verhoogd is
tot 1,13 gfml zonder dat de osmotische druk toeneemt. Dit voorkomt schade aan de
zaadcellen (Hzuha,1988). Na een selectie van zaadcellen m.b.v. een Percoll-gradiént en
het wassen van de zaadcellen met medium bleek dat bijna geen silicadeeltjes op het
zaadcelopperviak achterbleven. Ook werden met de elektronenmicroscoop geen
beschadigingen op het zaadcelopperviak gevonden (Pickering,1989).

Percoll kan bacterién wit het seminale plasma verwijderen, hoe groter de dicht-
heid van de Percoll-laag des te lager de bacterieconcentratie (Bolton,1986). Na intrape-
ritoneale injectie van Percoll bij proefdieren bleken de silicapartikels wel gefagocy-
teerd te worden door leucocyten, maar niet tot ontstekingsreacties te leiden (Picke-
Ting,1989).

In de meeste studies naar het gebruik van Percoll bij in-vitro-fertilisatie werd het
effect van Percoll op alle eiceilen van één patignt bij één IVF-punctie bestudeerd. De
resultaten werden dan vergeleken met een routinematige semenbewerking bij een ver-
geljkbare groep patiénten.

De resultaten kunnen echter vertekend worden door vele factoren: individuele
eicelopbrengst, riipingsgraad van de eicellen per punctie, semenkwanttiteit en -kwa-
liteit per ejaculaat, IVF-indicatie, kweekomstandigheden per dag op het laboratorium
en beoordeling van de kwaliteit van embryo's per patiént en per laboratoriummede-
werker. Vele factoren dus die niet allemaal gedefinieerd kunnen worden in de te ver-
gelijken groepen patiénten, zoals b.v. de eicelkwaliteit. Een goede oplossing hiervoor
is het verschil in embryo-kwantiteit en kwaliteit tussen Percoll- en C/O-behandeling
per punctie te bekijken. De eicellen dan worden aselect verdeeld over twee groepen,
evenals de zaadcellen.

Twee studies gebruikten deze studie-opzet nl. Bongso {(Bongse,1989) en Englert

(Englert,1992). Bongso (Bongso,1989) vergeleek de opzwemmethode en een Ficoll-gra-
diént als bewerking van het semen. Na uitvoering biijkt 72% van de eicellen die met
Ficoll bewerkte zaadcellen geinsemineerd werden bevrucht te zijn (104 embryo's uit
148 eicellen) tegen 51% vamn eicellen, die geinsemineerd werden met de routinematig
opgezwormen zaadcellen (77 embryo’s uit 158 eicellen). In dit artikel werden echter
geen patintenaantallen genoemd.

Englert (Englert,1992) vergeleek de opzwemmethode met Percoll-behandeling in
een groep van 60 patiénten, 38 met normale en 22 met abnormale semenparameters.
Ook in deze studie is alleen naar het aantal eicellen en embryo's gekeken. Zeer opval-
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lend is dat de opbrengst van motiele zaadcellen na Percoll gebruik groter is maar dat
het percentage embryo's dat ontstaat in beide groepen gelijk is, zowel bij de normos-
permie-als bij de oligospermiegroep. Dit in tegenstelling tot wat in vele andere studies
beweerd wordt (Guerin,1989; Van der Zwalmen,1991). De conclusie van Englert is dat
Percoll-gebruik niet leidt tot een hoger bevruchtingspercentage dan de opzwem:-
methode. Volgens Englert is er geen noodzaak tot Percoll-gebruik in alle patiénten-
groepen.

Aan onze studie namen een voldoende zantal patiénten deel om vergelijkingen
mogelijk te maken. Zozals blijkt nit Tabel 4.2 hebben patiénten voordeel van de Percol-
Imethode. Zowel bij het totaal aantal patiénten als bij de indicatiegroepen A en D is
het resultaat significant beter na Percollgebruik. Van het totaal aantal van 124 patién-
ten hebben er 33 geen bevruchting met één van beide methoden, er zijn echter 34
patiénten die zonder het gebruik van Percoll waarschijnlijk geen bevruchting zouden
hebben. Deze 34 patiénten illustreren de winst die Percoll-gebruik oplevert, de 3
patiénten die niet met Percoll- maar wel met de C/O-methode bevruchting hebben vor-
men slechts een minderheid.

Voor het totaal aantal eicellen geldt ook dat Percoll een hoger bevruchtngsper-
centage heeft dan de C/O- methode (Tabel 4.3). Opvallend is echter dat voor de Percoll-
indicatiegroepen B en C geen statistisch significant verschil bestaar, ondanks het rede-
lijk groot aantal behandelde eicellen {Tabel 4.3).

Interessantis de vraag of de Percollimethode een beter resultaat geeft als ermet de
C/O-methode ook bevruchting ontstaat. Tabel 4.4 laat zien dat er inderdzad een signi-
ficante verbetering ontstaat in het bevruchtingspercentage met de Percollimethode,
zowe] voor de Percoll-indicaties A en C als voor het totaal aantal eicellen. Aangezien de
eicellen aselect verdeeld zijn over beide groepen van zaadcelverwerking, moet het ver-
schil verklaard worden door een zaadcelfactor. Een verklaring zou kunnen zijn dat
met Percoll beter geselecteerd kan worden op bevruchtingscapaciteit van de zaadcel of
dat Percoll minder schade vercorzaakt aan zaadcellen bij de semenverwerking (Ait-
ken,15988). Deze verklaring kan alleen opgaan als er sprake is van verminderde kwali-
teit van het semen zoals waarschijnlijk geldt voor de door ons geselecteerde patién-
tengroepen. Als er sprake is van kwalitatief goed semen zou dit niet opgaan (Eng-
lert,1992).

Verschillende auteurs beweren dat de zwangerschapsresultaten beter worden na
Percoll-gebruik. Zij wijten dit aan de betere kwaliteit van de Percollembryo’s (Van der
Zwalmen,1991; Guérin,1989). Uit Tabel 4.6 blijkt dat In onze groep patiénten het ver-
schil niet statisusch significant is. Het aantal patignten dat echter een transplantatie
kreeg van C/{O-embryo’s is echiter klein (n=7). Ock Englert was niet in staat een signifi-
cant verschil te vinden na transplantatie (Englert,1392).

Wel kan iets gezegd worden over het verschil in kwaliteit tussen de Percoll- en de
C/O-emnbryo's. Kwalitatief goede embryo's worden eerder verkozen voor transplantatie
dan kwalitatief minder goede embryo's. Bij patiénten waarbij een keuze tussen Per-
coll- en C/O-embryo's mogelijk is {n=54), bleek m b.v. de Tekentoets van Wilcoxon dat
voor de ratio "aantal getransplanteerde embryo'sfaantal ontstane embryo's " er geen
significant verschil bestaat in kwaliteit van Percoll- of C/0-embryo's. Ook Englert komt
tot deze conclusie op basis van een morfologische score van kwaliteit van de embryo's
en op basis van het aantal ingevroren embryo's {(een andere maat voor kwaliteit van
embryo's). Voor beide parameters bestend geen verschil tussen Percoll- en C/O-embry-
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o's. De conclusie van vele auteurs dat een selectie van morfologische betere zaadcellen
m.b.v. Percoll ook tot kwalitatief, morfologisch betere embryo's zou leiden kunnen wij
dus niet bevestigen.

Ook in onze studie kunnen wij concluderen dat Percoll-gebruik tot een hoger
bevruchtingspercentage leidt. Embryo's die via de Percoll-methode ontstaan zijn kwa-
litatief even goed als embryo's die na een routinematige C/O-methode ontstaan en lei-
den tot eenzelfde zwangerschapskans. Percoll kan zonder achteruitgang in het
bevruchtingspercentage of zwangerschapspercentage voor alle groepen patiénten
gebruikt worden.
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5

ONTWIKKELING VAN DE MICROMANIPULATIE

5.1 INLEIDING

Micromanipulatie van zaad- en eicellen met als doel behandeling van infertiliteit bij
de mens kon pas na het succes van de reageerbuisbevruchting uitgevoerd worden. De
micromanipulatietechniek werd echter al eerder toegepast.-

Met microchirurgie van levende cellen werd al in de vorige ecuw geéxperimen-
teerd (Chambers,1940). In de loop van deze eeuw werd microchirurgie ontwikkeld
voor de studie van celdifferentiatie en genactiviteit in de cel. Vooral de grotere soma-
tische cellen en gameten zoals die van amfibieén werden bestudeerd. Micromanipula-
tie van embryo's en eicellen van zoogdieren bleek veel moeilijker te zijn. De diklke
zona pellucida en de eicelmembraan zijn zeer elastisch en bezitten een grote weer-
stand tegen penewratie van microinstrumenten, wat vooral geldt voor onbevruchte
eicellen {Lin,1966).

In de jaren '40 gelukte het Nichelas en Hall {Nicholas, 1942) om rattenembryo's te
manipuleren, in de jaren '50 volgde manipulate van de humane eical (Duryee,1954),
het embryo van de muis (Tarkowski,1959) en het embryo van het konijn (Seidel, 1960).

De eerste studies naar injectie van zaadcellen in eicellen werden uitgevoerd om
het bevruchtingsproces beter te kunnen begrijpen, niet om de kans op bevruchting te
verhogen.

In de eerste experimenten werden zaadcellen in het ¢ytoplasma van eicellen van
de zeedgel geinjecteerd {intracytoplasmatische injectie) (Hiramoto,1962). Doel bij deze
studies was om veranderingen van de zaadcel na injectie in de eicel te bestuderen en
om de techniek onder de knie te krijgen om één geselecteerde zaadcel te injecteren.
In 1965 probeerden Lin en medewerkers de zaadcel van een muis te injecteren in het
cytoplasma van een muize-eicel (Lin,1569). Hoewel zij veel ervaring hadden met de
micro-injectie in eicellen en embryo's van niet-zoogdieren, bleek injectie in het cyto-
plasma van de muis veel moeilijker te zijn.

In de jaren '70 gelukte het Uehara en Yanagimachi (Uehara,1976; Uehara,1977) omn
de kop van een hamsterzaadcel en van een humane zaadcel in het cytoplasma van een
hamstereicel te injecteren. Na injectie decondenseerde de zaadcelkop en een manne-
lijke pronucleus werd gevormd. Hiermee werd bewezen dat de zaadcelkop zich tot een
pronucleus kan omvormen zonder dat de zaadcel het proces van hechting aan de
ZOona tot aan penetratie van het eicelcytoplasma hoeft door te maken. Zaadcellen ble-
ken zowel in eicellen van de eigen species (hamsterzaadcellen in hamstereicellen) als
in eicellen van vreemde species (humane zaadcellen in hamstereicellen) te kunnen
decondenseren. Als voorwaarde gold dat de eicel rijp moest zijn, eicellen die hun
kiemblaas nog bezaten waren niet in staat zaadcellen te laten decondenseren
(Usui,1976).

Thadani {Thadani,1980) herhaalde deze studies met de injectie van muizezaadcel-
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len in muize-eicellen, hij zag pronucleusontwikkeling en zelfs de eerste mitotische
deling van dit embryo.

In 1983 gelukte het Markert (Markert,1983) om muize-eicellen geinjecteerd met
muizezaadcellen te kweken tot levensvatbare embryo's, zelfs tot aan het blastocyststa-
dium. Hij zag ook dat het fenotype van de zaadcel niet bepalend was voor het bevruch-
tend vermogen na micro-injectie. Zaadcellen met een abnormaal bewegingspatroon
of met afwijkende morfologie en zelfs nietbewegende zaadcellen waren in staat tot
pronucleusvorming.

Ook Kraemer (Kraemer,1984), Naish (Naish,1987), Perreault (Perreauit,1988), Keefer
(Keefer,1989), Hosoi (Hos0i,1988) en Clark (Clark,1988) hebben deze methode bij proef-
dieren toegepast.

Kraemer (Kraemer,1984) onderzocht de homologe zaadcelinjectie bij runderen en
bavianen, hij verkreeg bevruchting en doordelende embryo’s.

Naish (Naish,1987) en Perreault {Perreault,1988) injecteerden zaadcellen van de
mens, muis, chinchilla, hamster, rat en stier in een hamsteroécyt. Decondensatie van
zaadcellen was bij alle species mogelijk, er bestond echter een verschil in tijd voor
decondensatie van zaadcellen van verschillende species. De uit de zaadcellen ontstane
pronuclei bleken in staat te zijn tot DNA-synthese, zodat de auteurs concludeerden dat
de hamsterodcyt in staat is op ‘templates' afkomstig van verschillende species DNA te
synthetiseren.

Een vergelijking tussen de injectie van zaadcelnuclei en de injectie van intacte
zaadcellen werd door Keefer {Keefer,1989) gemaakt bij het konijn. Bij beide groepen
werden pronucleusvorming en klievingsdelingen van de ontstane embryo's waarge-
nomen.

Ook Hosoi (Hosoi,1988) werkte op dezelfde wijze als Keefer, hij kon de na micro-
injectie verkregen embryo's transplanteren naar het oviduct van een draagmoeder;
hier ontstonden nakomelingen uit.

Bij al de bovenstaande injectieproeven werden zaadcellen direct in het cytoplasma
van het ei geinjecteerd, wat echter vaak tot degeneratie van het ei leidde. Zo beschrijft
Markert (Markert,1983) dat hij embryonale ontwikkeling zag na zaadcelinjectie maar
ook dat van de vele honderden eicellen die door hem geinjecteerd werden de meer-
derheid degenereerde,

Uehara, Thadani en Markert behandelden daarom de zaadcellen voorafgaand aan
de injectie d.m.v. sonicatie (hierbij wordt de zaadcelstaart losgetrild van de zaadcel-
kop) om de kans op beschadiging van het cytoplasma door een trillende zaadce] te ver-
minderen. Het percentage gedegeneerde eicellen na injectie verminderde hierdoor
echter niet. Keefer maakte gebruik van polyvinylpyrrolidon (PVP), een visceuze oplos-
sing die zaadcellen immobiliseert, maar ook dit gaf geen verbetering.

Maximale percentages overleving werden behaald door Perreault (Perreault,1988).
Na intracytoplasmatische injectie van hamsterzaadcellen bleef 80 tot 90% van de ham-
sterodcyten vitaal. Ook Clarke ({Clarke,1988) behaalde een overlevingspercentage van
90% na injectie en 38% van de hamsterodcyten vertoonde decondensatie na injectie
van hamsterzaadcellen. Na de injectie van konijnezaadcellen in konijneneicellen was
de overleving maar 50%. Konijnezaadcellen zijn groter dan die van de hamster en de
konifneneicel is geveeliger voor beschadiging dan de hamstereicel.

Aan de toepassing van micro-injectie van zaadcellen in eicellen als behandeling
voor infertiliteit werd pas gedacht na de ontwikkeling van de in-vitro-fertilisatie bij de
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mens. [VF werd in eerste instantie toegepast indien sprake was van onvruchtbaarheid
t.g.v. tubablokkade, Later werd ook aan de behandeling van infertiliteit door andere
oorzaken zoals mannelijke infertiliteir gedacht.

Bij het begrip mannelijke infertiliteit wordt verondersteld dat het aantal zaadcel-
Ien te laag is, dat hun beweeglijkheid onveldoende is, dat hun vorm afwijkend is of dat
antilichamen de zaadcellen verhinderen cm de plaats van bevruchting in de tuba Fal-
lopii te bereiken.

Bij een reageerbuisbevruchting hebben de zaadcellen geen moeite om de eicel te
vinden, in een druppel van 350 pl moet een bewegende zaadcel, zelfs een slecht bewe-
gende, op zijn weg eenmaal de eicel met zijn cumulus ontmoeten. Toch blijkt bij lage
aantallen bewegende zaadcellen in het ejaculaat de bevruchtingskans van een eicel bij
een reageerbuisbevruchting lager te liggen dan bij een hoger aantal zaadcellen in het
ejaculaat (Yovich,1985).

Wat men vaak ziet in het geval van een inseminatie met een oligezodsperm zaad-
monster bij IVF is dat vele zaadcellen aan de zona gehecht zijn, maar dat geen van hen
de zona gepasseerd heeft, de perivitelline ruimte geen zaadcellen bevat en pronuclei
afwezig zijn.

Een logische stap is dan ook om de passage van de zona voor de zaadcel te vereen-
voudigen. De simpelste oplossing is de verwijdering van de zona. Hier bestaan ver-
schillende enzymen voor. Pronase lost de zona van de menselijke eicel en van de
muize-eicel op. Trypsine lost de zona van. de hamstereicel op. Thadani vond dat zona-
loze eicellen na inseminatie met veel lagere aantallen zaadcellen bevrucht konden
worden dan eicellen met zona (Thadani,1982). Veel eicellen werden echter door meer-
dere zaadcellen bevrucht: polyspermie. Voor een reageerbuisbevruchting is polysper-
mie niet acceptabel. Triploide, tetraploide, etc. embryo's zijnn niet levensvatbaar.

De hamstereiceltest is een toepassing van het verwijderen van de zona (Yanagima-
chi1976). Menselijke zaadcellen kunnen na verwijdering van de zona van de hamster-
eicel, de eicel penetreren en daar decondenseren. De zaadcellen moeten wel in hoge
concentratie aanwezig zijn {(meer dan één miljoen bewegende zaadcellen/ml) en de
penetrerende zaadcellen moeten hun acrosoom verloren hebben. De hamstereiceltest
wordt toegepast om het bevruchtend vermogen van het ejaculaat te beoordelen. Stu-
dies zijn gaande naar de specificiteit en selectiviteit van deze test.

De zona pellucida heeft verder een belangrijke functie bij het bijeenhouden van
de embryonale cellen tijdens de eerste mitotische delingen. Zonder zona raken de
embryonale cellen hun samenhang kwijt (Modlinskj,1970; Trounson,1974).

Om polyspermie te vermijden en om de steunende functie van de zona te behou-
den is het nodig een compromis te vinden tussen totale lysis van de zomna en een
intacte maar onpenetreerbare zona.

Verschillende onderzoekers zijn verder gegaan met de ontwikkeling van de intra-
cytoplasmatische injectie, andere onderzoekers hebben naar alternatieven gezocht
die mogelijk minder schade aan de eicel geven en succesvoller kunnen zijn. Hier-
onder zzl geprobeerd worden de verschillende vormen van micro-manipulatie te
beschrijven, samen met de naamgeving die de onderzoekers voor hun techniek
bedacht hebben.
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52 De intracytoplasmatische zaadcelinjectie.

Lanzendosf (Lanzendorf1988) heeft de intracytoplasmatische injectie toegepast bij de
mens. Zij immebiliseerde de zaadcellen door ze in te vriezen bij -70°C in PBS (Phosp-
hate Buffered Saline) en ze daarna op te lossen in het stroperige polyvinylpyrrolidon
(PVP). Zij injecteerde 20 humane eicellen. Na injectie degenereerden er 8 eicellen, 9
eicellen werden zodanig geactiveerd dat zii de tweede meiotische deling voltooiden,
en 5 van deze 9 eicellen vertoonden 13 uwur na injectie twee pronuciei. Deze embryo's
werden niet getransplanteerd.

Martin (Martin,1988) heeft de chromosomale constitutie van humane zaadcellen
na een intensieve voorbehandeling en intracytoplasmatsche injectie in hamstereicel-
len bestudeerd. Van twee gezonde donoren werd het semean na menging met overmaat
medium gecentrifugeerd. Het supernatant werd gedecanteerd en een laagje medinm
achtergelaten op de pellet waarin de zaadcellen konden opzwemmen. Een deel van de
opgezwornmen zaadcellen onderging daarna een sonicatie, waarbij staart en acroso-
male membraan losgetrild worden van de kop, een ander deel werd opgeslagen in een
TEST-eigee] buffer bij 4°C. Per eicel werden 2 zaadcellen geinjecteerd, per 100 behan-
delde eicellen konden slechts 3 tot 4 humane zaadcelkaryotyperingen verricht wor-
den. Na sonicatie en micro-injectie had 9% van de zaadcellen een normaal karyotype,
na bevriezing in de TEST-eigeel buffer had 58% een normaal karyotype. Na een nor-
male hamstereiceltest worden bij 23% van de gepenetreerde zaadcellen chromoso-
male afwijkingen gevonden (Martn,1987).

De experimenten van Martin laten dus zien dat sonicatie en afkoelen van zaadcel-
len schade toebrengt aan het genoom van de zaadcel, Zij kon met deze experimenten
echter niet bewijzen dat het intracytoplasmatisch injecteren verantwoordelijk is voor
de chromosomale afwijkingen.

5.3 ZONAINCISIE, ZONACRACKING EN ZONAPERFORATIE.

Bij deze technieken wordt de zona doorkliefd met een afgesloten zeer scherpe glazen
pipet (zona-incisie) en opengebroken {zonacracking) of wordt de zona voor een klein
deel opgelost door lokale toediening van een enzymatische of zure oplossing (zona-
perforatie). Het gebruik van de enzymadsche zona-opening wordt ook wel zonadril-
ling genoemd. Bij al deze behandelingen wordt de eicel gefixeerd aan een micropipet
door de eicel aan deze pipet vast te zuigen.

Na de opening van de zona wordt de eicel gedeponeerd in een druppel medium
met daarin een bepaalde concentratie mobiele zaadcellen. De zaadcellen moeten zelf
de opening in de zona zien te vinden en hierdoor naar binnen zwermmen. Eenmaal in
de perivitelline ruimte aangekomen moeten zaadcelmembraan en odlemma fuseren,
waarna de bevruchting voltooid wordt.

Een van de eersten die zomaperforatie (zonadrilling) als een techniek voor be-
vruchtingsendersteuning bestudeerde was Gorden (Gordon,1986). Hij maakte ge-
bruik van een zure Tyrode-oplossing, met een pH van 2.0, die de zonale glycoprotei-
nenlaag kan oplossen (Nicholson,1975). Een kleine pipet gevuld met Tyrode-oplossing
wordt viak voor de zona geplaatst, de zure oplossing wordt uitgespoten, de zona ver-
dunt zich eerst op de plaats van toediening, zwelt dan op en barst open (zie figuur 5.1).
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Figuur 5.1 Zona-perforatie of zona-drilling: met een smalle pipet wordt een zure
Tyrode-oplossing tegen de zona pellucida gespoten.

Gordon experimenteerde met muizen. Na de zonaperforatie plaatste hij ongeveer 30
eicellen in druppels van 30 pl met een concentratie van 104 zaadcellen/ml. Hij vond
een bevruchtingspercentage van 15%. Dit was significant hoger dan het bevruchtings-
percentage van 0% indien 30 eicellen met intacte zona in een druppel met 104 zaad-
cellen/m] werden geplaatst. Toch is het bevruchtingspercentage van 15% na zonaper-
foratie lager dan het bevruchtingspercentage van bijna 109% bij een in vivo bevruch-
ting in het oviduct waar de eicel:zaadcel ratio 1:1 is.

Gordon keek ook naar het percentage polyspermie na zonaperforatie. Bij een con-
centratie van 104 zaadcellen/ml kwam polyspermie niet voor. Bij een concentratie
van 10° zaadcellen/ml was 2% van alle bevruchte eicellen door twee of meer zaadcel-
len bevrucht. Bij de controlegroep eicellen die in-vitro-inseminatie onderging was het
polyspermiepercentage 1%.

Depypere vond een polyspermiepercentage van 7% na zonaperforatie, versus 3%
voor controle-cicellen (Depypere,1988). Hij vergeleek in zijn studie bij de muis zona-
perforatie m.b.v een zure Tyrode-oplossing met zona-incisie.

Het was Tsunoda die de zona-incisie ontwikkelde (Tsunoda,1986). Bij zona-incisie
wordt de eicel eerst met een fixatiepipet vastgezogen, daarop wordt een zeer dunne
glazen pipet door de zona pelludda geduwa tot in de perivitelline ruimte. Deze pipet
wordt doorgeschoven langs de eicel tot de zona aan de andere kant wordt gepene-
treerd. De aanzuigkracht van de fixatiepipet wordt vermindert en de eicel zit als het
ware gespiest 2an de injectiepipet. Door de eicel langs de zijkant van de fixatiepipet
heen en weer te bewegen ontstaat een sleuf in de zona. De eicel wordt daarna in een
druppel zaadcellen geplaatst {zie figuur 5.2).

_—

@)l

Figuur 5.2 Zona-incisie: De eicel wordt aan een smalle pipet gespiest, door het heen en
weer bewegen van de eicel langs de fixatiepipet wordt een sleuf in de zona pellucida
gemaakt.
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Depypere vond bij een inseminatieconcentratie van 2 x 10% zaadcellenjml een be-
vruchtdngspercentage van 90% bij zowel de controle (onbehandeide) eicellen, bij zona-
perforatie en bij zona-incisie. Bij afnemende concentraties zaadcellen nam het be-
vruchtingspercentage bij de controlegroep het meest af, gevolgd door de zona-incisie
groep, na zonaperforatie nam het bevruchtingspercentage het minst af. Bij een con-
centratie van 2 x 10% zaadcellenfml werd 5% van de controle eicellen bevrucht, 28% na
zonaincisie en 70% na zonaperforatie.

De lagere bevruchtingspercentages na zona-indisie in vergelijking rot die na zona-
perforatie worden waarschijnlijk veroorzaakt door de snelle sluiting van de zona na
zona-incisie. De elastische glycoproteinelaag van de zona sluit zich namelijk snel na
een mechanische beschadiging.

Een andere methode om de zona te openen is de zgn. zonacracking. Met twee
micropipetten in de vorm van twee haakjes wordt de zona na fixatie van de eicel open-
getrokken (zie figuur 5.3). Odawara en Lopata (Odawara,1989) hebben deze techniek
toegepast bij de muis. Om beschadiging van de eicel te voorkomen werd de techniek
uitgevoerd in een hyperosmolaire oplossing van 449 Mosmol/kg, de eicel krimpt daar-
bij zodat de haakjes minder gemakkelijk de eicel zullen raken. Zjj vonden een hoger
bevruchtingspercentage dan Depypere na zona-incisie. Bij een zaadcelconcentratie
van 104 zaadcellen/m} werd een bevruchtingspercentage van 63% gezien en bij een
concentratie van 103/ml een bevruchtingspercentage van 13%.

Figuur 5.3 Zona cracking: met belulp van twee haakjes wordr de zona pellucida open-
gebroken.

Embryo's van proefdieren die ontstonden na de verschillende vormen van zona-ope-
ning die hierboven beschreven zijn, werden ook getransplanteerd naar draagmoeders.
Gordon transplanteerde 79 zonaperforade-embryo's, hieruit ontstonden 29 nakome-
lingen (36%) (Gordom,1986), Depypere transplanteerde 100 zona-ncisie-embryo's
{Depypere,1988), 43 nakomelingen werden geboren (43%). Odawara transplanteerde 40
zonacracking-embryo's, 14 nakomelingen (35%) werden geboren (Odawara,1989). Met
al deze methoden van zona-opening is het dus mogelijk eicellen te bevruchten,
embryo's te kweken en te transplanteren waamma in voldoende mate nakomelingen
geboren worden.

Behalve voor het verhogen van het bevruchtingspercentage is zona-opening, even-
als de intracytoplasmatische injectie, gebruikt voor de bestudering van het bevruch-
tingsproces.

Cummins (Cummins,198%) kon 30 minuten na zona-ncisie en zonaperforatie
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acrosoomvrije zaadcellen aantonen in het odplasma. Bij de eicellen die geen zonaper-
foratie ondergaan hadden kon hij pas na één uur, éen zaadcel zonder acrosoom in de
zona te vinden en bevonden zich vele zaadcellen met acrosoom op de buitenkantvan
de zona. Aangezien zaadcellen voorafgaand aan de bevruchting eerst aan de zona
moeten hechten en dan pas de acrosoomreactie ondergaamn, is het waarschijnlijk dat
de eicellen die zonaperforatie ondergaan hadden, door zaadcellen bevrucht waren die
hun acrosoom spontaan verloren hadden.

Abhmad en Gwatkins {Ahmad,1989) verrichtten een studie naar de bevruchting van
muizen met een specifieke mutatie die steriliteit tot gevolg heeft. Mannelijke muizen
met genotype tt zijn steriel, ze produceren wel zaadcellen maar deze zijn niet bewe-
gend. Tt mannetjes kunnen wel in vivo eicellen bevruchten maar niet in vitro. TT mui-
zen overlijden al im uterc. Zaadcellen van Tt en tt mannetjesmuizen konden bij de
experimenten van Ahmad invitro geen eicellen bevruchten, zaadcellen van Tt man-
netjes werden wel op de zona aangetroffen. Na zonaperforatie konden zaadcellen van
tt mannetes nog steeds geen eicellen bevruchten. Zaadcelien van Tt mannetjes echter
wel, door de zonaperforatie werd hun inwitro infertiliteit opgeheven. Overigens
bepaalt niet de genetische inhoud van de zaadcel het bevruchtend vermogen. Deze
draagt tenslotte een t of T allel. Het genoom van de mannetjesmuis, tt of Tt, bepaalt de
rijpingsgraad van de zaadcellen (zowel de t of T allel dragers) in de testis en epididy-
mis. Zaadcellen van tt en Tt mannetjes muizen zijn onvoldcende gerijpt om eicellen
in-vitro te bevruchten. Deze muizestam zou dus model kunnen staan voor bepaalde
vormen van infertiliteit.

Dezelfde groep onderzoekers heeft ook de bevruchting van muize-eicellen na
behandeling met een monoclonaal antilichaam gericht tegen het zona glycoproteine
ZP3 bestudeerd {Conover,1988). Bij de controle-eicellen werd 62% van de eicellen in-
vitro bevrucht met een concentratie van 10° zaadcellen/ml. Na incubatie van eicellen
met het and-ZP3, bonden zaadcellen nog wel aspecifiek aan de zona, maar werd
slechts 2% van de eicellen bevrucht. Na behandeling met het anti-ZP3 en microperfo-
ratie werd 65% van de eicellen bevrucht. Een direct bewijs dat de bevruchtende zaad-
cellen door de opening in de zona gezwommen waren.

Nadat de resultaten van de bovenstaande proefdierexperimenten bekend werden,
begonnen enkele onderzoekers met toepassing van de zonaperforatie en zona-incisie
bij infertiele paren. Omdat al deze onderzoekers hun eigen methode voor zonaperfo-
ratie of -incisie gebruikten en zij niet dezelfde parameters beschreven hebben, is een
vergelijking tussen deze studies moeilijk te maken.

Gordon (Gordon,1988) gebruikte de techniek van zonaperforatie m-b.v. een zure
oplossing. Van de 47 eicellen die hij gebruikte degenereerden er 16, van de 31 overge-
bleven eicellen werden er 10 bevrucht, 5 van de 10 vertoonden polyspermie, van de 5
embryo's kwamen er slechts drie voor transplantatie in aanmerking.

Malter (Malter,1989) paste de zona-incisiemethode toe, hij kon door het heen en
weer bewegen van de injectiepipet waaraan de eicel gespiest was een kapje van de zona
verwijderen. Hij behaalde een goed bevruchtingspercentage en een lage graad van
polyspermie (zie tabel 5.1). Evenals Gordon maakte hij een vergelijking met controle
in-vitroinseminatie. Opvallend is dat IVF in zijn studie ook zeer goed scoort, 22 van de
30 eicellen werden bevrucht na een routine IVFE.

Ook Depypere (Depypere,1990) heeft evenals Gordon zijn techniek eerst op de
muis geprobeerd. Daarna paste hij deze methode toe bij patiénten. Hijj verrichte bij 19
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patiénten een embryotransfer, met gemiddeld 2,4 embryo's (totaal 44, zie tabel 5.1)
per transfer. Hieruit ontstonden geen zwangerschappen.

TABEL 5.1: Resultaten na verschillende methoden van zonaopening bij de mens

Onderzoeker Techniek # eicellen

Behandeld Overleving Bevrucht Poly- Getrans-

spermie planteerd
Gordont drilling 47 31 10 5 3
Matter incisie 35 34 31 4 23
Depypere drilling 238 158 58 1 a4

Belangrijke problemen die in deze studies met humane eicellen naar voren komen
zijn het hoge percentage polyspermie en de degeneratie van veel eicellen, vooral na
zopadrilling. Ng die ook met zonadrilling werkte maar de zaadcellen daarna in de
perivitelline ruimte insemineerde, voert aan dat de zure oplossing kan interfereren
met het vervolg van de tweede meiotische deling van de eicel en uiteindelijk kan lei-
den tot degeneratie van de eicel (Ng,1989). Met elektronenmicroscopische opnames
van de met een zure oplossing behandelde eicellen bleek dat de eicel in de buurt van
de zona-cpening slechts weinig celorganellen en corticale granula bevatte. Dit werd
onder het onbehandelde deel van de zona bij deze eicellen en b eicellen die in het
geheel niet behandeld werden nooit gezien.

Ook implanteerden de na zonadrilling ontstane embryo's nooit, wat kan wijzen
op schade van het cytoplasma van de eicel. Een onbeschadigd eicelcytoplasma is essen-
tieel voor de vroeg embryonale ontwikkeling (Pederson,1988). Bij de rat werd ook een
verminderde implantatiekans gevonden van embryo's die na zonadrilling ontstaan
waren (Vanderhyden, 1985).

In 1992 werden door Van Steirteghem de resultaten van zona-incisie en -perforatie
van de afgelopen twee jaar verzameld (Steirteghem,1992). Hii gebruikt de verzamel-
term partiéle zenadissectie voor al deze technieken. Alle auteurs gebruikten mecha-
nische technieken om de zona te openen, d.w.z zona-incisie en zonacracking. De resul-
taten staan vermeld in tabel 5.2.

TABEL 5.2: Resultaten zona-incisie bij de mens als verzameld
door Van Steigerthem {Stelrteghem, 1992)

Onderzoeker # eyeli # eyell met # zwangerschappen (%)
met zonaincisie transplantatie (%)

Imoedemhe 23 6 (26%) 1 {4%)

Laufers 39 20 (51%) 1(3%)

Malter 57 38 (67%) 12 (21%)

Van der Zwalmen 32 15 (47%) 2 (6%)

Veiga 138 27 (20%) 4 (3%)

Zoals uit tabel 5.2 blijkt behalen de diverse onderzoekers zeer verschillende resultaten
met hun behandeling. Een belangrijk punt van verschil tussen de auteurs is de selec-
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tie van patiénten. Patiénten die met een routine IVFE-behandeling een goede kans
maken zullen m.b.v. zonaincisie ook tot bevruchting komen. Om een goed oordeel
over de effectiviteit van zona-opening te kunnen maken moeten de auteurs hun crite-
ria voor toelating vermelden, dit is niet in alle publikaties het geval.

5.4 SUBZONALE MICRO-INJECTIE OF MICROMANIPULATIE.

Bij deze techniek wordt de eicel vastgehouden met een fixatiepipet. De injectiepipet,
een smalle pipet met een opening om een zaadcel te kunnen opzuigen en uitblazen,
en met een scherpe punt, wordt door de zona geprikt totdat hij in de perivitelline
ruimte komt. In de perivitelline ruimte worden één of meer zaadcellen uitgeblazen en
de injectiepipet wordt teruggetrokken met achterlating van de zaadcellen in de peri-
vitelline ruimte. Deze techniek vergt meer kundigheid dan de eerder genoemde tech-
nieken en is daarom pas later tot ontwikkeling gekomen. Ook met deze methode zijn
zowel dierexperimentele als humane studies verricht. Omdat in dit proefschrift deze
methode van micro-manipulatie gebruikt wordt zullen in de volgende hoofdstukken
een nadere beschrijving van deze techniek, de over dit onderwerp bekende literatuur
en de resultaten van onze experimenten beschreven worden.
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SUBZONALE INSEMINATIE:
LITERATUUROVERZICHT

Uit de intracytoplasmatische injectie van DNA en celorganellen heeft zich de subzo-
nale injectietechniek ontwikkeld. Onderzoekers die zaadcellen of zaadcelkoppen in
de eicel injecteerden bemerkten al snel dat dit veelal gepaard ging met lysis van de
eicel. De grote diameter van de injectiepipet die nodig is om de zaadcel te transporte-
ren geeft een ware doodsteek aan de odcyt (Markert,1983; Lanzendorf,1988). Zowel de
odcyt van de muis als die van de mens degenereert zeer snel na de injectie, nl. binnen
5 minuten {eigen waarneming).

Een alternatief is injectde in de perivitelline ruimte. Op deze manier is het aantal
zaadcellen dat de eicel mag bevruchten vast te stellen en kan de interactie tussen zaad-
cel en eicelmembraan bestudeerd worden.

De eerste onderzoeker die melding maakt van het gebruik van de subzonale inse-
minate was Metka wit Wenen (Metka,1985). Hij vermeldt experimenten bij verschil-
lende diersoorten uitgevoerd te hebben alvorens te starten met een behandeling van
drie patiéntenparen. Drie eicellen van ieder paar werden gebruikt voor de injectie. Eén
paar had reeds 3 maal een IVF-poging ondergaan, steeds zonder bevruchting. Bij de
twee andere paren was met zaad van de man een hamstereiceltest verricht, beide met
negatief resultaat. Per eicel werd één zaadcel geinjecteerd in de perivitelline ruimrte.
Pas na 48 uur vond de eerste inspectie van de gemanipuleerde eicellen plaats. Eén van
de negen eicellen had één pronucleus, één eicel bevond zich in het viercellig stadium
en de 7 overige eicellen bleven onveranderd. Geen enkele eicel werd beschadigd. Metka
vermeldt niet of de eicellen die op de routine IVF-wijze werden geinsemineerd,
bevrucht waren.

De meeste onderzoekers begonnen, voorafgaand aan de behandeling van humane
eicellen, met proememingen op een diermodel. Het meest bruikbaar hiervoor is de
muis. Een kieine dierscort, de huisvesting vergt weinig plaats, de mogelijkheid van
een korte stdmulatie met gonadotrofinen en een grote eicelopbrengst (ongeveer 30
rijpe eicellen per gestimuleerde muis). Muize-eicellen en zaadcellen kunnen verder
goed gebruikt worden voor een in-vitro-fertilisatie, de embryo’s zijn goed te kweken
onder dezelfde cmstandigheden als humane eicellen en na transplantatie van de
embryo's naar drazgmoeders ontwikkelden zich voldoende aantallen levende nako-
melingen.

Dazarom startten Barg et 2l (Barg,1986) met micro-inseminatie bij de muis. Zaad-
cellen werden in deze studie eerst immobiel gemaakt voordat ze gebruikt werden voor
een subzonale inseminatie. Dit geschiedde door het toevoegen van de calciumiono-
foor A23187 aan het medium. Behalve immobilisatie induceert deze stof ook de acro-
soomrezactie. Andere methoden die zij gebruikten voor immeoebilisatie van het zaad
waren een incubatie bij 4C gedurende 12 wuur, toevoeging van 10 mM EDTA aan het
medium gedurende 1 uur of mechanische beschadiging van de zaadcelstaart met de
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micre-injectienaald. De zaadcellen die op deze manier waren voorbehandeld, bleken
na subzonale inseminatie niet in staat te zijn ormn de eicel te bevruchten.

Na injectie in het cytoplasma konden echter in enkele overlevende eicellen wel
mannelijke pronuclei gevonden worden (de meeste eicellen degenereerden na de in-
tracytoplasmatische injectie). De onderzoekers concludeerden dat motiliteit van de
zaadcel bij de muis essentieel is voor het deel van de bevruchting waarbij odlemma en
zaadcelmembraan moeten samensmelten.

Mann van de Monash Universiteit in Clayton, Australié, gebruikte mobiele zaad-
cellen voor de subzonale injectie (Mann,1588). Hij was de eerste die de geboorte van
muizen beschreef na gebruik van de subzonale microinjectie. De injectie van één geca-
paciteerde zaadcel per rijpe eicel leidde in 25% van de gevallen tot bevruchting, d.w.z.
een eicel met twee pronuclei en met een tweede poollichaampie (55 van de 221 eicel-
len werden bevrucht). Van de 55 bevruchte eicellen werden er 48 getransplanteerd
naar het oviduct van een draagmoeder. Hieruit ontwikkelden zich 26 nakomelingen,
alle waren gezond.

In een volgende studie in dit centrum werd gepoogd het bevruchtingspercentage
te verhogen door het percentage acrosoomvrije zaadcellen te verhogen (Lacham,1989).
Door de zaadcellen voorafgaand aan de subzonale inseminatie Jangdurig te incuberen
in medium liep het percentage acroscomvrije zaadcellen op van 7% op tijdstip 0 tot
52% na 6 vur. Als de zaadcellen na 90 minuten incubatie in medium overgezet werden
in een oplossing met 12 mM dbe-GMP en 10 mM imidazole ter stimulering van de acro-
soomreactie was het percentage acroscomvrije zaadcellen 58%.

Na incubatie van de zaadcellen met dbc-GMP en imidazole, werd 43% van de eicel-
len bevrucht na subzonale inseminatie. Dit bleek geen significante stijging van het
bevruchtingspercentage te zijn t.o.v. inseminatie met in medium {gedurende twee
uur) geincubeerde zaadcellen (bevruchtingspercentage van 36%).

Yamada voerde bij de muis ook een subzonale inseminatie uit na eerst de acro-
soomreactie geinduceerd te hebben (Yamada,1988). Twintig minuten na incubatie in
eenn medium met 12 mM dbe-GMP en 10 mM imidazol vond hij 3% acroscomvrije
zaadcellen. De bevruchtingspercentages na subzonale inseminatie bedroegen 5% voor
onbehandelde zazdcellen en 15% voor behandelde zaadcellen. Hoewel de bevruch-
tingspercentages bij dit onderzoek wel significant verschilden, werd bij een maximale
acroscomreactie nog maar 20% van de eicellen bevrucht.

Behalve de acrosoomreactie spelen dus meer factoren een rol bij het bevruchtend
vermogen van de zaadcel.

Het bevruchtend vermogen van menselijke zaadcellen na subzonale injectie in
een hamstereicel werd getest door Lassalle en Testart (Lassalle,1987). Zij injecteerden
verschillende aantallen zaadcellen van bewezen vruchtbare donoren onder de zona
pellucida van hamstereicellen. Uit de resultaten bleek dat de injectie van 5 tot 12 zaad-
cellen het meest succesvol was, 26% van de odcyten werd door de zaadcellen gepene
treerd, de helft van de otcyten werd hierbij echter door meer dan één zaadcel gepe-
netreerd. Werden meer dan 12 zaadcellen geinjecteerd dan werd maar 5 % van de eicel-
len gepenetreerd, die bovendien alle polyspermie vertoonden. Na de injectie van min-
der dan 4 zaadcellen werd 6% van de eicellen gepenetreerd en ontstond geen polys-
permie.

In een vervolgexperiment, uitgevoerd door Lassalle en Testart, werden de zaadcel-
len voorbehandeld of m.b.v. de caldumionofoor A23187 of d.an.v. invriezen en ont-
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dooien van semen (Lassalle,1988). Daarop werden verschillende aantallen zaadcellen
in de perivitelline ruimte van de hamstereicellen geinjecteerd. Hierna bleek dat de
injecte van 1 zaadcel na de ionofoor of na de invries/fontdooi-behandeling in respec-
tevelijk 18% en 27% van de eicellen leidde tot de vorming van een gedecondenseerde
zaadcel. Bij de injectie van 5 zaadcellen liepen de percentages op tot respectievelijk
57% en 71%. Bij de groep onbehandelde zzadcellen was het hoogst behaalde percen-
tage eicellen met decondensatie 16%. Het percentage polyspermie liep op bij hogere
zantallen geinjecteerde zaadcellen maar was niet evenredig met het aantal geinjec
teerde zaadcellen. Lassalle en Testarr concludeerden hieruit dat de eicel het aantal
zaadcellen dat penetreert en decondenseert bepaalt, ook als er meerdere geschikte
zaadcellen zijn.

Voorafgaand zan de experimenten met muizen (Mann,1988) was er aan de Monash
Universiteit in de groep van Mann en Trounson reeds onderzoek verricht naar de
mogelijkheid van bevruchting van humane eicellen na subzonale injectie met
humane zaadcellen (Laws-Xing,1987).

Het semen werd gewassern op een Percoli-gradiént, de zaadcellen werden daarop
20 tot 24 nur bewaard in medjum waarbij CaCl; werd vervangen door SrCly. Twee uur
voor de micro-inseminatie werden de zaadcellen overgezet in CaClyrijk medium. Deze
behandeling leidt tot een inductie van de acrosoomreactie (Mortimer,1986). Van de
zeven eicellen die geinjecteerd werden met één zaadcel waren er vijf met twee pronu-
clei en met een tweede poollichaampje. Injectie van drie eicellen met één onbehan-
delde zaadcel resulteerde niet in bevruchting. Conclusie van de auteurs was dat micro-
injectie zinvol kan ziin bij de behandeling van een oligo-asthenozodspermie. Ondui-
delifk is of in deze studie zaadcellen van vruchtbare of onvruchtbare mannen
gebruikt zijn.

De auteurs kondigen in dit artikel een vervolgonderzoek aan. Zij willen eerst de
chromosomale inhoud van de op deze wijze ontstane embryo's cnderzeeken voordat
tot transplantatie van deze embryo's wordt overgegaan. Zij vragen zich af of selectie
van geinjecteerde en bevruchtende zaadcellen door de onderzoeker een vergrote kans
geeft op het ontstaan van abniormale nakomelingen. Bovendien eiste de medisch-ethi-
sche commissie vann de Australische deelstaat Victoria (waar de Monash Universiteit
gelegen is) dat eerst een aantal embryo's chromosomaal onderzocht werd, voordat
embryo's getransplanteerd mochten worden.

Voordat dit vervolgonderzoek gepubliceerd kon worden, werd de eerste zwanger-
schap na subzonale inseminatie beschreven door Ng (Ng,1588). Vijf eicellen van een
patiénte werden geinjecteerd met zeven tot tien bewegende zaadcellen van haar part-
ner, een patiént met een oligo-asthenozodspermie. Eén eicel werd bevrucht en
getransplanteerd. Hieruit ontstond een zwangerschap. Qok een tweede zwangerschap
werd door deze groep beschreven {Sathananthan,1989).

Na injectie van onbeweeglijke zaadcellen van een lijder aan het 'immotiel cilia
syndroom!' (syndroom van Kartagener) (Palmblad,1984) in de eicellen van zijn partner
kon de onderzoeksgroep van Ng een bevruchting bewerkstelligen. Drie van de vijf
eicelien werden bevrucht na subzonale inseminatie {Bongso,1989).

Bij deze behandelingen in Singapore, waaraan ook enkele onderzoekers van de
Monash Universiteit te Clayton deelnamen, werden zaadcellen steeds in een SrCly-
bevattend medium gepreincubeerd.

Het verslag van de studie naar chromosomale afwijkingen van micro-inseminatie

98



SUBZONALE INSEMINATIE: LITER ATUUROVERZICHT

embryo's volgde in 1990 (Kola,1990). Het zaad van 20 andrologische patiénten werd
gebruikt voor een subzonale inseminatie van 260 donorodcyten. Van de 20 patiénten
waren er 9 patiénten waarbij de zaadcellen één of meerdere oScyten bevrucht hadden.
Van de 260 eicellen werden er 23 (9%) bevrucht. Van deze 23 konden er 18 succesvol
gekaryotypeerd worden. Als conrolegroep werden 30 embryo's van paren gebruikt die
op een routine IVF-wijze (in-vitro<inseminatie} verkregen waren.

Van de 18 embryo's waren er 4 (22%) aneuploid, van de 30 controle embryo's waren
er 9 (30%) aneuploid, bij beide groepen werden geen structurele afwijkingen gevon-
den. Zoals Kola zegt is dit verschil statistisch niet significant. Om te bewijzen dat het
verschil niet significant bljft, moeten vele honderden embryo's onderzocht worden.
Dit is natuurlijk geen reéel onderzoek iv.am. het grote aantal patiénten dat hiervoor
behandeld zou moeten worden zonder dat zij kans op een zwangerschap hebben.

Een van de eerste uitgebreide studies naar het resnltaat van subzonale insemina-
tie bij de mens werd door Fishel gepubliceerd {Fishel, 1990). Van de 369 odcyten die sub-
zonaal geinjecteerd werden, werden er 35 bevrucht (15%). Deze embryo's werden ook
getranplanteerd. Van de 85 patiéntenparen waren er 31 die tot aan een transplantatie
van een gemicro-injecteerd embryo kwamen (36%), hieruit ontstonden 3 zwanger-
schappen (3,5%).

In snel tempo verschenen hierna vele studies over het gebruik van subzonale inse-
minatie bijj de mens. Deze studies zijn verzameld door van Steirteghem (Steirteg-
hem,1992) en door Laufer {faufer,1552). Een opsomming van alle tot nu toe bekende
studies volgt in Tabel 6.1. Een beschrijving van verschillende van deze studies vindt
plaats in hoofdstuk 8 'Micro-inseminatie bij de mens: een controlestudie invitro-inse-
minatie versus micro-inseminatie'.

TABEL 6.1: Resultaten van subzonale inseminatie bij verschillende onderzoekers.

Onderzoeker Cycli Transplantaties Zwangerschappen
Aantal Aazntal Percentage Aazntal Percentage

Fishel {Fishel,1990) 225 a2 36 i2 5

Fuscaldo (Fuscalde,1991) 25 12 48 2 8

Glanaroli (Gianaroli, 1891} 80 39 65 3 5

Imoedemhe 45 28 62 g 13

(imoedemhe,1991)

Krzyminska 32 20 62 7 22

(Krzyminska,1981)

Malter {Cohen,1991) 47 33 70 11 23

Ng (Ng,1991) 166 72 43 5 3

Sathananthan 50 37 74 4 8

{Sathananthan, 1890}

Trounson (Sakkas,1992) 112 39 35 2 2

Steirteghem (Palermo,1990) 128 96 75 18 14

Wolf (Wolf,1991) 36 24 76 5 14

Totaal 926 482 52 75 8
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SUBZONALE INSEMINATIE BIJ DE MUIS

7.1 INLEIDING

De eerste experimenten met subzonale inseminatie werden uitgevoerd in een muize-
model.

Met behulp van deze experimenten moest ten eerste bewezen worden dat subzo-
nale inserninatie voor eicel en zaadcel een veilige methode was, zonder dat degenera-
tie of ermstige beschadiging van de vitale bevruchtingsprocessen in dit model optrad.

Ten tweede moest bewezen worden dat op deze wijze kwalitatief goede embryo's
konden ontstaan. Dit kan aangetoond worden door de ontwikkeling van de na subzo-
nale inseminatie ontstane embryo's te vervolgen in een in-vitro kweek. Na een in-vitro-
bevruchting behoort de eicel zich binnen 24 uur te delen tot een tweecellig embryo en
24 uur daarna via een viercellig embryo tot een achtcellig embryo. Drie tot vier dagen
na de bevruchting wordt het morula stadium bereikt. Rond de vijfde, zesde dag ont-
staat de blastula, bestaande uit een perifere laag trofoblastcellen met een hierbinnen
gelegen klompje van embryoblastcellen (de binnenste celmassa) en een centrale holte.
De blastula zwelt gewoonlijk op de zesde dag op, stulpt door een holte uit de zona en
slaat neer op de bodem van het petrischaaltje, wat 'uitgroei' of ‘hatching' gencemd
wordt.

Ten derde moest bewezen worden dat een via subzonale inseminatie tot stand
gekomen embryo in staat was om zich in vivo verder te ontwikkelen tot een levensvat-
bare foetus en een gezonde nakomeling.

Al deze stappen in het onderzoek kunnen, zoals door diverse auteurs al beschre-
ven is, uitgevoerd en cnderzocht worden in een muizemodel (zie hiervoor ook hoofd-
stuk Z). Het proces van in-vitro-fertilisatie tot aan blastocystuitgroei en embryotransfer
kan bij de muis in dezelfde media als bij de humane in-vitro-fertilisztie uitgevoerd
worden.

In de verdere paragrafen van dit hoofdstuk zal eerst een beschrijving van de
micro-injectietechniek gegeven worden. Dit wordt gevolgd door een beschrijving van
de afzonderlijke experimenten, ol
1. micro-inseminatie met verschillende aantallen zaadcellen
2. blastocystuitgroei na micro-inseminatie
3. transplantatie van micro-inseminatie embryo's
4. pronucleus inspectie na micro-inseminatie

Bij ieder experiment zullen de modificaties van de microinjectie techniek
beschreven worden en de resultaten van dat experiment. Aan het eind van dit hoofd-
stuk worden deze experimenten gezamenlijk bediscussieerd.
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7.2 BESCHRIJVING VAN DE MICROINJECTIETECHNIEK

7.2.1 Verkxijgen van de gameten

In alle experimenten werden gameten gebruikt afkomstig van muizen uit de kruising
tussen de stammen C57BL6J x CBA, verkregen van het proefdierenbedrijf van TNO te
Rijswijk.

De dieren werden in geconditicneerde ruimten gehouden waar een constante
teraperatuur van 20°C heerste. Een 14 uur lange lichtperiode werd afgewisseld met
een 10 vur durende donkerperiode van 22.00 uur tot 8.00 uur. Er werden muizen uit
de leeftijdscategorie van 8 weken tot 1 jaar gebruike.

Vrouwtjesmuizen werden h%rmonaal gestimuleerd tot ’superovulatie’ met
behulp van 5 LU. HMG (Humegon , Organon, Oss, Nederland), intraperitoneaal, om
22.00 uur toegediend. Na 46 tot 48 wur werd 5 LU. HCG (Pregnyl , Organon, Oss, Neder-
land) intraperitoneaal gegeven. Tien uur na deze laatste injectie werden de muizen
door cervicale dislokatie gedood en werden de oviducten uitgenomen. De oviducten
werden gedeponeerd in een druppel 0.5 % hyaluronidase oplossing (Hyason ,
Organon, Oss, Nederland) in medium, aangevuld met 4 mg BSA/ml (Bovine Serum
Albumine, Fluka Biochemika, Buchs, Zwitserland). Het medium werd geprepareerd
zoals beschreven in Tabel 4.1. In plaats van GPO werd echter BSA als eiwitcomponent
gebruikt.

Met behulp van twee naalden werd het oviduct ter hoogte van de door het oviduct
schemerende cumulusmassa geopend. Druk op het oviduct rond de cumulusmassa
stiuwde deze in de oplossing. Binnen 5 minuten kondern de cumuluscellen van de eicel
losgeweekt worden d.m.v. heen en weer pipetteren in een capillair. Na verwijdering
van de camuluscellen werd bet hyaluronidase weggewassen door de eicellen drie maal
over te zetten in verse druppels medium. Daarna werden de 'schone’ eicellen overge-
plaatst naar een in de broedstoof geéquilibreerde druppel medium onder olie in een
petrischaalgje.

De broedstoof (Forma Scientific, USA) was afgesteld op een temperatuur van 37C
en gevuld met CO5flucht mengsel met een CO, percentage van 5% bij een vochtig-
heidsspanning van 98%. Iedere dag werden de broedstoven geijkt op hun temperatuur
en CQ, percentage met behulp van respectievelijk een kwikthermometer en een cap-
nograaf.

Zaadcellen werden verkregen uit de cauda epididymis en het vas deferens. Cauda
en vas werden uit het abdomen van een mannetjesmuis genomen en in kleine partjes
verdeeld. De stukjes weefsel werden opgelost in 1 ml medium in een reageerbuis.
Gedurende één uur werd deze in de broefstoof geplaatst. Binnen één uur zakten de
partjes epididymis en vas deferens uit en zwommen de zaadcellen op in het medium.
De bovenstaande laag werd afgenomen, overgepipetteerd in een reageerbuis, aange-
vuld met 5 ml vers medium en gecentrifugeerd gedurende 5 minuten bij een snelheid
van 500 g/min. De reageerbuis werd na centrifugering gedecanteerd, de bovenstaande
vioeistof afgeschonken en gedurende 1 uur in de broedstoof geplaatst. De behandeling
van de zaadcellen geschiedde in medium aangevuld met 30 mg BSA/m.

Bij experiment IV vond de bewerking van de zaadcellen op een andere manier
plaats (beschrijving zie aldaar).
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722 Vervaardiging en gebruik van de pipetten

De micro-injectiepipetten werden germaakt van glazen capillairen, type 520-119 (Wild-
Leitz, Het Lancet, Amsterdam). De voorbereidende bewerking geschiedde met een
zogenaamde 'pipettrekker' (Vertical pipette puller model 720, David Kopf Instru-
ments, Tujunga, California, U.S.A.). Met dit apparaat kunnen dunne glazen capillairen
op een bepaalde plaats verhit worden. Door verhitting en trekkracht aan beide zijden
van de capillair werd de capillair uitgetrokken, de mate van verhitting en de kracht
‘bepalen de vorm en diameter van het breekpunt in de capillair. Uit één capillair ont-
staan twee capillairen, beide met een smalle uitgetrokken punt. .

Op een DeFonbrune microforge (Beaudouin, Parijs, Frankrijk} werden de punten"
op de gewenste diameter gesneden en werd een scherpe punt aan de pipet gemaakt.
Op deze manier ontstond een pipetpunt met een inwendige diameter van 5 tot 10 pin
en een unitwendige diameter van 15 tot 20 pm. De capillair werd dan met behulp van
zegellak in een Pasteurse pipet bevestigd. Een flexibele doorzichtige rubber slang
werd als aanzuigslang op de pipet geplaatst.

Door met de mond te zuigen of te blazen kon een zaadcel in de pipet opgezogen
dan wel uitgeblazen worden. In de rubberslang bevond zich een kamertje met een
flexibele impermeabele membraan die met de adembewegingen op en neer gaat.
Besmetting van de kweek of van de onderzoeker kan zo vermeden worden. De opstel-
ling van de micro-inseminatie-cenheid staat in figuur 7.1.

Fixatiepipetten voor eicellen werden uit dezelfde capillziren vervaardigd als de
micro-injectiepipetten. De capillairen werden boven een gasvlam met de hand uitge-
trokken. Daarop werden ze scherp afgesneden en werd met de DeFonbrune micro-
forge het open niteinde op de juiste diameter gesmolten. Bij de muize-experimenten
werd gebruik gemaakt van een fixatiepipet met een uitwendige diameter van 50 tot
100 ym en een inwendige diameter van 10 tot 20 ym. De fixatiepipet werd verbonden
met eenr met minerale olie gevuld systeem van smalle Portexslangetjes (Resprecare
Medical, Amsterdam). Aan het uiteinde bevond zich een 2 mi spuit {Terume, Leuven,
Belgi€). Deze spuit werd bevestigd in een zgn. microdrukregulator waarmee een zeer
nauwkeurige regulatie van de druk van het systeem mogelijk was.

microdrukregulator

mondstuk

micromanipulator /

Figuur 7.1 Opstelling micro-inseminatie-cenheid
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De microdnjectie- en de fixatiepipet werden gefixeerd in twee micromanipulatoren
(Leitz, Duitsland) die aan weerszijden van de kruistafel van een omkeermicroscoop
stonden (zie figuur 7.1).

Microscoop en micromanipulatoren stonden op een marmeren schokvrijge-
veerde rafel.

Met behulp van verhitting werden twee hoeken van 20° in de micro-injectie- en
fixatiepipet gebogen, op deze manier was het mogelijk de pipetten in het vlak van de
bodem van het petrischaaltje te laten bewegen, zonder dat de punten direct contact
maakten met de bodem van het schaalge.

7.2.3 Uitvoering van de microinseminatie

De petrischaaltjes waarin de micro-inseminatie plaatsvond waren gevuld met twee
druppels medium op de bodemn van het schaaltje en bedekt met minerale olie. Als
medium voor de microinseminatie werd medium genomen aangevuld met 30 mg
BSA/ml. De eerste druppel was bestemd voor de o6cyten, de tweede druppel, met een
smalle nitloper richting eerste druppel, was bestemnd voor de zaadcellen.

Eicellen werden getransporteerd in een smalle glazen capillair met een inwen-
dige diameter van 160 pm. Deze capillair werd in het lumen van een Pasteurse pipet
geschoven en vastgeplakt zodat ongeveer 1,5 cm van de capillair uit de pipet steekt. De
Pasteurse pipet is verbonden met een plastic slang. Deze slang kon door adembewe-
gingen met de mond bediend worden. Zaadcellen werden getransporteerd in een uit
getrokken Pasteurse pipet, ook verbonden aan een plastic slang.

Microdnseminatie vond aldus plaats (zie figuur 7.2):

A B

FIGUUR 7.2: Uitvoering micro-inseminatie. Foto A: de injectiepipet wordt tegen de
zona pellucida geplaatst. Foto B: zaadcellenn worden in de perivitelline ruimte gespo-
ten.
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Zaadcellen: werden in de tweede druppel gebracht, op een plaats zo ver mogelijk van
de uitloper af. In de eerste druppel medium werden ongeveer 15 rijpe eicellen, in
metafase If met een eerste poollichaampje, gedeponeerd. Het petrischaaltje werd op
de kruistafel geplaatst en injectie- en fixatiepipet werden m.b.v. de micromanipulator
in de eerste druppel gemanoeuvreerd. Nadat de pipetten op de juiste diepte d.w.z. die
van eicelien geplaatst waren, werd de tweede druppel in beeld gebracht. Uit de uitlo-
per werden de meest motiele zaadcellen opgezogen in de micro-injectiepipet, per
poging ongeveer 20 zaadcellen.

Daarop werd de eerste druppel weer in beeld gebracht. Een odcyt werd geroteerd
mbxv. de fixatiepipet totdat het poollichaampje op de positie van 12 uur lag ten
opzichte van de eicel en vastgezogen. De zona pellucida stulpte dan in de fixadepipet.
De injectie-pipet werd op een positie tussen 2 en 3 uur tegen de zona pellucida
geplaatst. Bjj druk met de punt tegen de zona, sneed de injectie-pipet door de zona en
tussen het poollichaampje en eicel in. Eerst boog de zona om de punt heen en met een
klein scholkje schoot de pipet de perivitelline ruimte in. Hier werden de zaadcellen uit-
geblazen. De zaadcellen bevonden zich in de injectie-pipet op een gerede afstand van
elkaar, een goede controle van het aantal geinsemineerde zaadcellen is zo mogelijk.
Indien zich echter twee of drie zaadcellen vlak bij elkaar bevonden was het mogelijk
dat deze gelijktijdig in de perivitelline ruimte schoten.

Nz afloop van de micro-inseminatie werden de eicellen overgezet in medium met
30 mg BSA/ml en in de broedstoof geplaatst.

De micro-inseminatie vond plaats tussen 11.00 en 13.00 uur.

7.2.4 Controle-experiment: invitro-inseminatie met muizegameten

In-vitro-inseminatie met muizegameten werd steeds gebruikt als controle-experiment
voor de micro-inseminatie. Eicellen werden, zoals boven beschreven, verkregen na een
superovulatiebehandeling. Daarna werden de cumuluswolken behandeld met hyalu-
ronidase en werden de eicellen aselect verdeeld in twee groepen, één voor micro-inse-
minatie en één voor invitro-inseminatie. Ook de zaadcellen voor micro-inseminatie
en invitro-inseminatde werden uit hetzelfde monster genomen. Na centrifugering en
opzwemmen van de zaadcellen werden zaadcellen afgenomen.

Voor invitro-inseminatie werden de zaadeellen verdund tot een concentratie van
100.000 zaadcellen/ml in medium met daaraan roegevoegd 30 mg BSA/ml. Van deze
zaadceloplossing werden druppels gemaakt van 250 pl in een petrischaaltje en bedekt
met minerale olie. Per druppel werden 10 eicellen toegevoegd.

Eicellen en zaadcellen werden bij beide methoden gedurende dezelfde tijd buiten
de stoof gehouden.

Na een incubatie van 6 wur in de druppel zaadcellen in de broedstoof werden de
eicellen overgezet in een verse druppel medium met 30 mg BSA/ml. Vierentwintig uur
na de inseminatie werden de eicellen bekeken op bevruchting en doorgroei tot het
tweecellig stadium.
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7.3 EXPERIMENT 1: MICRO-INSEMINATIE MET VERSCHILLENDE
AANTALLEN ZAAD-CELLEN.

7.3.1 Inleiding

In dit experiment werd de injectie van verschillende aantallen zaadcellen vergeleken.
Het doel was om een zo hoog mogelijk percentage bavruchte eicellen te verkrijgen.
Tevens moest bij dit experiment bewezen worden dat micro-inseminatie uitgevoerd
kan worden zonder dat teveel eicellen degenereerden na een inseminatie.

Bekend is dat niet alle zaadcellen binnen twee uur een acroscomreactie onder-
gaan hebben (Talansky,1987) en dat niet alle acrosoom gereageerde zaadcellen kunnen
bevruchten (Lacham,1989). Een injectie van meer zaadcellen geeft daarom meer kans
op bevruchting dan de injectie van één zaadcel.

In de allereerste experimenten bleek echter dat de injectie van meer dan viif zaad-
cellen zeer moeilijk was. Er was nl. geen ruimte tussen de zona en eicel om meer dan
vijf zaadcellen te injecteren. De zona wordt door injectie van zaadcellen en medium
opgeblazen. Wanneer het geinjecteerde volume te groot was, werd de weerstand van
de zona tegen uitblazen te groot of klapte de zona pellucida open. Bovendien zijn
zaadcellen van de muis t.o.v. de muize-eicel relatief veel groter dan zaadcellen van de
mens t.o.v. de menselijke eicel, waardoor micro-injectie van grote aantallen zaadcellen
bij de mens gemakkelijker is dan bij de muis. Indien meer dan één zaadcel geinjec-
teerd wordt en meer dan één zaadcel kan bevruchten, bestaat de kans op polyspermie.

Tien uur na de injectie kunnen de pronuclei bestudeerd worden. Dit werd in eer-
ste instantie gepoogd m.b.v. een standaardbelichting op een omkeermicroscoop of via
een zgn. 'squash'-preparaat van de embryo's (hierbij wordt de eicel platgedrukt tussen
objectglas en dekglas). Het bleek echter cnmogelijk om pronuciei te onderscheiden in
het zeer heterogene cytoplasma bij de eicellen van de gebruikte muizestam. Voor dit
onderzoek is de zgn. Nomarski-interferentiemicroscoop benodigd. Omdat deze pas
enige tijd na het begin van de experimenten werd verkregen, wordt de toepassing hier-
van pas bij experiment 4 beschreven.

Dazrom werd bij de eerste drie experimenten als criterivm voor bevruchtng het
bereiken van her tweecellig stadium genomen en de aanwezigheid van een tweede
poollichaampje 20 vur na microinseminatie.

Behandelde eicellen werden in twee groepen verdeeld, eicellen waar één zaadcel
geinjecteerd was en eicellen waar twee tot vijf zaadcellen geinjecteerd waren. Het was
zeer moeilijk om een van te voren vastgesteld aantal zaadcellen te injecteren. Zaadcel-
len op een kluitje kunnen niet afzonderlijk geinjecteerd worden. Nadien is het onder-
scheid tussen drie, vier of vijf bewegende zaadcellen onder de zona zeer moeilijk, met
de microscoop kunnen maar twee dimensies bekeken worden, zaadcellen zwemmen
in drie dimensies. Ook andere onderzoekers blijken dit onderscheid niet te kunnen
maken {Lassalle, 1987).

Vooraf werden de zaadcellen willekeurig verdeeld over twee groepen, één voor
microdnseminatie en één voor inwitro-inseminatie. Bewerking van eicellen en uitvoe-
ring van micro-inseminate geschiedde zoals boven beschreven.
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7.3.2 Resultaten

Het experiment werd 8 maal herhaald. Bjj ieder experiment werden 2 of 3 muizen
gestimuleerd tot superovulatie middels HMG en HCG. De rijpe eicellen werden ver-
deeld over twee groepen, één voor micro-inseminatie en één voor in-vitro-inseminatie.
De gemiddelde eicelopbrengst per gestimuleerde muis bedroeg in de vijf eerste uit-
voeringen van dit experiment 26 = 6 rijpe eicellen. Aanigezien met 2 muizen voldoende
aantallen rijpe eicellen werden verkregen voor de uitvoering van een experiment wer-
den bij de volgende uitvoeringen de totaal aantallen eicellen niet meer geteld.

Het aantal eicellen dat de micro-injectie overleefde verschilde zeer sterk van proef
tot proef. Tijdens 12 proefnemingen die verdeeld waren over de experimenten 1, 2 en
3was het percentage overleving per poging 52 % met een standaarddeviatie van =20 %.
Bij experiment 4 daarentegen werd geen enkele eicel beschadigd.

De eicellen bestemd voor micro-inseminatie werden verdeeld in twee groepen,
beurtelings werden 5 eicellen geinjecteerd met 1 zaadcel of met 2-5 zaadcelien.

In tabel 7.1 staan de resultaten vermeld van de eicellen die de micro-inseminatie
doorstonden. Van de 47 eicellen na micro-dinseminatie met een zaadcel ontstonden er
8 tweecellige embryo's (17 %). Uit de 51 eicellen die met 2 tot 5 zaadcellen werden gein-
semineerd onstonden er 24 tweecellige embryo's (47 %). In het controle experiment
ontstonden er 84 tweecellige embryo's uit 187 eicellen (45 %).

TABEL 7.1: Micro-inseminatie bij eicellen van de muis:
micro-inseminatie van één versus 2-5 zaadcellen.

micro-inseminatie invitro-inseminatie
1 zaadcel 2-5 zaadcelien

# eicetlen 47 51 187

# embryo's 8 (179%)1 24 (47%)12 84 (45%)2

1 Chi2=10,03,p<0,005;
2 Chi2=0,07,p=0,79,n.s.

7.4 EXPERIMENT 2: ONTWIRKELING VAN MUIZE-EMBRYO'S,
ONTSTAAN NA MICRO-INSEMINATIE.

7.4.1 Inleiding

Bij dit experiment werd de doorgroei van tweecellige exabryo's na micro-inseminatie
bestudeerd. Opnieuw werden de eicellen verdeeld. Een groep voor micro-inseminatie
met twee tot vijf zaadcellen en een groep voor een inwvitro-inseminatie. Eicellen wer-
den voor beide methoden van bevruchting op dezelfde wijze voorbereid als reeds eer-
der beschreven nl. een hyaluronidasebehandeling en vijftien minuten blootstelling
aan de lucht.

Twintig uur na de inseminatie werd het aantal tweecellige embryo's geteld. Deze
werden daarna in een schone druppel medivm overgeplaatst (met 4 mg BSAfml). Uit
eigen experimenten en literatuur is namelijk bekend dat bevruchting en ontwikke-
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ling tot het tweecellig stadium het best geschiedt in ejwitrijk medium en dat een
embryc na passage van het tweecellig stadium een minder eiwitrijk medium behoeft
(Hogan,1986).

De embryo's doorlopen de stadia van morula, blastula en ‘nitgezette' (expanded)-
blastula. Dit laatste stadium wordt gevolgd door het ontsnappen van het embryo uit
een smalle opening in de zona, hatching. De tijd van inseminatie tot aan hatching
bedraagt normaal vijf tot zeven dagen. Een embryo dat de zona verlaten heeft slaat
neer op de bodem van het petrischaaltje. Op de bodem is dan een spinnerag van uit-
gestrekte trofoblastcellen te zien met centraal een kKlompje cellen, de binnenste cel-
massa.

De ontwikkeling van een uitgroeiende blastocyst is afhankelijk van de kwaliteit
van de bevruchte eicel. Alleen een xijpe eicel bevrucht door een functioneel perfecte
zaadcel zal zich goed kunnen ontwikkelen tot een embryo. De ontwikkeling van
embryo's is natuurlijk ook afhankelijk van de kweekomstandigheden.

742 Resultaten

Het experiment werd 15 maal herhaald. Steeds werden 2 tot 3 muizen gestimuleerd
met 5 TU HMG, 48 later gevolgd door 5 IU HCG per muis. In tabel 7.2 zijni de resultaten
beschreven.

TABEL 7.2: Hatching van muize-embryo's na micro-inseminatie en na in-vitro-inseminatie

micreo-inseminatie in-vitro-inseminatie
# eicellen 160 301
# tweecellige embryo's 86 (53,8%)" 145 (48,2%)!
# embrya's met hatching 38 51
% hatching/eicelien 23,6%2 17,0%2
% hatching/embryo's 44 29%3 35,2%3

1 Chi®=1,30,p=0,25,n.s.; 2 Chi*=3,10,p=0,08,n.s.;
3 Chi2=1,85,p=0,17,n.5.

Er waren 160 eicellen beschikbaar, waarbij 2 tot 5 zaadcellen geinjecteerd werden, en
86 hiervan waren de volgende dag tweecellig (54%). Uit deze 86 tweecellige embryo's
ontstonden 38 blastocysten die hatching ondergingen. Het percentage hatching is in
tabel 7.2 zowel uitgedrukt t.ov. het totaal aantal eicellen (23,6%) als t.ov. het aantal
tweecellige embryo's (44,2%).

Bij de conmrole invitro-inserninatie ontstonden 145 tweecellige embryo's uit 301
eicellen {48,2%). Eenenvijftig van deze tweecellige embryo's ontwikkelden zich tot hat
ching blastocyst.
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7.5 EXPERIMENT 3: TRANSPLANTATIE VAN MICRC-INSEMINATIE-EMBRYO'S.

7.5.1 Inleiding

Effectiviteit en resultaat van micro-inseminatie kan zowel bewezen worden door het
bevruchtingsproces te bestuderen als ook door de kwaliteit van embryo's te beoorde-
len. Het verlangde resultaat is echter levende, gezonde nakomelingen die ontstaan uit
deze embryo's. Dit kan bereikt worden door transplantatie van embryo's naar accep-
tormoeders.

7.5.2 Methoden

Transplantatie werd als volgt uitgevoerd. 's Ochtends werden de vrouwelijke dieren in
oestrus geselecteerd op een vaginale prop en apart gezet. Deze vrouwtjesmuizen had-
den 's nachts gepaard met een gevasectomeerde mannetjesmuis (halve dag post coi-
tum). Diezelfde middag werd het aantal tweecellige embryo's dat m.b.v. micro-insemi-
natie verkregen was geteld. Micro-inseminatie had de dag vdor transplantatie plaats-
gevonden op de manier zoals reeds eerder beschreven. Er werden maximaal 6 embry-
o's per oviduct getransplanteerd. Indien er meer embryo's waren werden deze ver-
deeld over twee acceptormoeders.

De acceptormoeder werd verdoofd met 0.1 ml Avertine-oplossing. Avertine kan
gemaakt worden nit 10 g tribroommethylalcohiol en 10 ml tertiaire amylaleohol. Een
50voudig in fysiologisch zout verdunde oplossing werd gebruikt voor injectie.

De verdere handelingen vonden plaats onder een loep met een vergroting van 10
maal. Ter hoogte van de laatste rib werd een longitudinale incisie, langs de middellijn,
in de richting van de staart gemaakt. Ovarium, oviduct en uterushoorn werden opge-
zocht en uit de buikholte getild. Ter hoogte van de overgang ovarium en oviduct werd
een snede in de bursa ovarica gemaakt.

Met een dunne glazen pipet, uitwendige diameter 110 pm en inwendige diameter
+ 90um, werd eerst een kleine hoeveelheid medium opgezogen, dan een luchtbel en
vervolgens de embryo's met medium. De emabryo's konden zonder vervorming in de
smalle pipet opgezogen worden. De pipet paste op zijn beurt precies in het uiteinde
van het oviduct. De pipet werd door de snede in de bursa en door het distale uiteinde
van het oviduct geschoven. Als de pipet goed in het oviduct was geplaatst werden de
embryo's uitgeblazen. De luchtbel die als eerste was cpgezogen volgde als laatste. Zo
bestond er controle dat de embryo's inderdaad in het oviduct uitgeblazen waren. De
pipet werd teruggetrokken, de slippen van de bursa gleden tegen elkaar en ovarium
en oviduct werden terug in de buikholte geplaatst. Fascie en huid werden gesloten.
Een half vur na het toedienen van de Avertine kwamen de meeste muizen weer tot
bewustzijn.

Ongeveer 20 dagen na transplantatie kon de geboorte van de nakomelingen wor-
den verwacht,
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7.5.3. Resultaat

Uit de 89 getransplanteerde embryo's werden 23 nakomelingen geboren waaraan geen
macroscopische afwijkingen te zien waren. leder getransplanteerd embryo bezat dus
25,8 % kans om uit te groeien tot een volwaardige nakomeling (zie tabel 7.3).

Er werden 89 embryo's getransplanteerd naar 16 acceptoren. Gemiddeld werden
er 5,6 embryo's getransplanteerd per acceptor en daaruit werden gemiddeld 1,44
nakomelingen geboren per acceptor.

Als alleen de acceptoren met nakomelingen beschouwd worden, dan werden er 53
embryo's getransplanteerd naar $ acceptoren. Ofwel per acceptor met nakomelingen
werden er gemiddeld 5,9 embryo's getransplanteerd en 2,56 nakomelingen geboren.
Als een embryo getransplanteerd werd naar een acceptor met nakomelingen had het
dus 43 % kans om uit te groeien tot een voldragen jong.

De resultaten van embryotransplantatie in de controlegroep, de transplantatie
van in-vitro-inseminatie embryo's, waren niet statistisch significant verschillend van
die van transplantatie van micro-inseminatieembryoc's (zie tabel 8.3).

TABEL 7.3: Resultaten na transplantatie van micro-inseminatie en in-vitro-inseminatie embryo's.

micro-inseminatie in-vitro-inseminatie

# embryo's getransplanteerd 83 187

# acceptormuizen 15 20

# nakomelingen 23 40

% nakomelingen/getransplanteerde embryo's 25,8%1 21,3%1

# acceptoren met nakomelingen g 10

# embryo's getransplanteerd bij acceptoren 53 108

met nakomelingen

% nakomelingen/getransplanteerde embryo's 43,4%2 37,7%2

bij moeders met nakomelingen

1 Chi2=0,68,p=0,41,n.8,; 2 Chi2=0,47,p=0,49,n.5.

7.6 EXPERIMENT 4: PRONUCLEUSINSPECTIE VAN
MUIZE-COCYTEN NA MICRO-INSEMINATIE.

7.6.1 Inleiding

Zoals beschreven in hoofdstuk 1 wordt het bewijs dat één eicel bevrucht is door één
zaadcel, geleverd door de aanwezigheid van twee pronuclei en de vorming van het
tweede poollichaampje.

Bij de door ons gebruikte muizestam (de F1 generatie van de kruising C578l/6] x
CBA[]) is het echter zeer moeilijk pronuclei te herkennen in het heterogene cyto-
plasma. Pas nadat de experimenten 1, 2 en 3 voltooid waren, kwam de benodigde
apparatuur tot onze beschikking.
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7.6.2 Methoden

De eicellen werden opnieuw verkregen m.b.v. HMG- en HCG- stimulatie. De zaadcellen
werden uit het vas deferens en caput epididymis van een mannetjesmuis geiscleerd.
De partjes weefsel werden opgevangen in medium aangevuld met een 15% GPO (Gepas-
teuriseerde Plasmaeiwit Oplossing, Centraal Laboratorium voor de Bloedtransfusie-
dienst van het Nederlandse Rode Kruis, Amsterdam, Nederland). Na een half uur werd
de bovenstaande vloeistof afgepipetteerd en gecentrifugeerd, 500 g gedurende 5 min.
De reageerbuis werd gedecanteerd en gedurende een half uur in de broedstoof
geplaatst. Voor micro-inseminatie werden motiele zaadcellen overgezet in medium
aangevuid met 30 mg BSA/ml.

De micro-inseminatie vond 's ochtends plaats tussen 11.00 en 12.00 uur in
medium met 30 mg BSA/ml. Tien uur later vond de pronucleusinspectie plaats met
behulp van Nomarski-interferentie microscopie. De odcyten werden overgezet in een
kleine druppel medium op een objectglaasje, vijf odcyten per druppel. Met een ver-
groting van 400 maal werd het aantal pronuclei bekeken en de aan- of afwezigheid van
het tweede poocllichaampje. De eicellen werden in vier groepen verdeeld, groep 1:
eicellen met twee pronuclei, groep 2: eicellen zonder pronuclei, groep 3: eicellen met
drie of meer pronuclei en groep 4: eicellen met één pronucleus.

De volgende ochtend (24 uvur na micro-inserninatie) werd het aantal tweecellige
embryo's geteld in de vier groepen. De embryo's werden dan overgezet in medium
bestaande uit cocktail aangevuld met 4 mg BSA. De embryo's werden vervolgd tot aan
de hatching (zie experiment 2).

7.6.3 Resultaten
Het experiment werd 5 maal herhaald (Tabel 7.4).

TABEL 7.4: Pronucleusinspectie van muize-gicellen na micro-inseminatie

# eicellen 168

# eicellen met tweede pooliichaampje 133

# pronuclet 2 pronuclei 0 pronuclei 3 pronuclet
# eicellen met pronuclei 122 (72,6%) 43 (25,6%) 3 (1,7%)

# tweecellige embryo's 119 5 3

# hatching blastocysten 62 (52,1%) 0 o]

In totaal ondergingen 168 eicellen micro-inseminatie. Tien uur na behandeling ver-
toonden 133 eicellen een tweede poollichaampje. Er waren 122 eicellen met 2 pronu-
clei (73 %), 43 eicellen zonder pronuclei {25 %) en 3 eicellen met 3 pronuclei (2 %). Eicel-
len met één pronucleus of met meer dan 3 pronuclei werden niet gezien.

De volgende dag waren 119 van de 122 eicellen met twee pronuclei tweecellig, uit
de 43 eicellen zonder pronuclei ontstonden 5 tweecelligen, de drie eicellen met drie
pronuclei werden alle tweecellig. Na kweek ontstonden alleen uit de twee pronuclei-
groep 62 blastocysten met hatching. Het percentage uitgroei bedroeg 52,1% t.ov. het
totaal aantal ontstane embryo's met twee pronuclel.
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7.7 DISCUSSIE

Bij deze experimenten is gekozen voor de gameten van de Fl-hybride van de ingeteelde
muizestammen C57B}/6] en CBA[]. De Fi-hybride van deze muizestammen levert name-
lijk meer embryo's op dan de ouderstammen (Brinster,1985). In-vitro kunnen ééncel-
lige zygoten van de Fl-hybride goed verder gekweekt worden tot het blastocyststa-
dium. Bjj de messte inteeltstammen of bij kruisingen tussen in het wild levende mui-
zestammen lukt deze doorgroei slechts in een beperkt aantal gevallen (Whitting-
ham,1975). Een beschrijving van deze zgn. tweecelblokkade volgt verderop in deze
paragraaf :

Hert verkrijgen van eicellen geschiedde d.m.v. superovulatie m.b.v HMG en HCG.
Het voordeel van superovulatie boven de natuurlijke eisprong bij de muis is dat meer
eicellen per muis verkregen kunnen worden. Bij de F1-hybride C57Bl/6] x CBA[] worden
na superovulatie 20 tot 30 eicelien verkregen, bij een natuurlijke eisprong komen
gemiddeld 8 tot 10 eicellen vrij (Hogan,1986). In onze experimenten werden gemid-
deld 26 eicellen verkregen per muis na superovulatie. Er is in de literatuur niet veel
bewijs te vinden voor de-stelling dat gesuperovuleerde eicellen slechter van kwaliteit
zijn dan eicellen na een natuurlijke eisprong (Gates,1965).

Superovulatie heeft dus geen invioed op het bevruchtingspercentage en door-
groei van embryo's. Pe behandeling met hyaluronidase en de relatief lange tijd die
eicellen en embryo's in onze experimenten in de buitenlucht verkeren, hebben dit
wel. In vergelijking tot andere studies is het percentage bevruchting na een in-vitro-
inseminatie in onze studie laag (45 en 48%). Fraser en medewerkers behaalden na een
incubatie van & uur van eicellen met zaadcellen een bevruchtingspercentage van 90%
(Fraser,1976).

Het snel verplaatsen van ejicellen en embryo's na isolatie uit de muis naar de stoof
is zeer essentiesl voor een goede kwaliteit van de embryo's. De eicellen die micro-inse-
minatie ondergingen en de eicellen uit de controle-experimenten bleven ongeveer een
half wur buiten de stoof tot de procedure voltooid was.

Buiten chemische en omgevingsfactoren kan bij de micro-inseminatie mechani-
sche beschadiging natuurlijk een grote rol spelen. Tijdens de verschillende experi-
menten bleek het percentage beschadigde od¢yten sterk te verschillen. Tijdens de eer-
ste drie experimenten was de overleving gerniddeld 52 %. De belangrijkste factor bleek
de grootte en de vorm van de injectepipet te zijn. Aangezien deze pipetten met de
hand werden gemaakt bestond er veel variatie tussen de pipetten. Een te grote pipet
met botte punt veroorzaakte veel schade. Pas bij het vierde experiment bestond vol-
doende vaardigheid om'een serie goede pipetten te produceren. Bij dit experiment
werd dan ook geen van de 168 eicellen beschadigd.

Ook het rijpingsstadivm van de obcyt speelt een rol bij de procedure. Bij een rijpe
eicel, in metafase 0, met een intact eerste poollichaampje bestaat er meer ruimte om
een micropipet in de perivitelline ruimte te plaatsen dan bij een eicel met een reeds
gedegenereerd poollichaampje of bij afwezigheid van het poollichaampje.

Aan het medium werd een extra hoeveelheid BSA toegevoegd, om de kleverigheid
van de embryo's te verminderen en om verontreinigingen te absorberen (Hogan,1986).
Een hoge concentratie BSA bevordert ook de bevruchting van muize-eicellen. Mogelijk
speelt het eiwit een 1ol bij de capacitatie van de zaadcellen of stimuleert het de acro-
somale enzymen (Quinn,1982).
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In onze experimenten werd dan ook voor de bewerking van zaadcellen en voor de
bevruchting het standaardmedium gebruikt aangevuld met 30 mg/fml BSA. Zaadcellen
bewegen bovendien in de visceuze vloeistof trager dan normaal en zijn 2o makkelijker
op te zuigen in de micro-inseminatie pipet.

Zes uur na inseminatie werden de eicellen overgezet van medium met 30 mgfml
BSA naar medium met 4 mgfml BSA.

In de eerste studie werd gepoogd inseminatie met 1 versus 2-5 zaadcellen zoveel
mogelijk af te wisselen. Per experiment ontstonden echter verschillen doordat eicel-
len degenereerden door de manipulatie. De totale aantalien overlevende eicellen na
inseminatie zijn enigszins vergelijkbaar, de bevruchtingspercentages zijn dat echter
niet. Inseminatie met hogere aantallen zaadeellen bevordert de bevruchting duide-
Iijk (tabel 7.1).

Het bevruchtingspercentage na inseminatie met één zaadcel is vergelijkbaar met
dat van Mann (Mann,1988), nl. 17% in onze studie versus 25 % bij Mann.

Micro-inseminatie met meer dan één zaadcel onder de zona zal meer kans geven
op de aanwezigheid van een acroscomnvrije zaadcel onder de zona pellucida. Dit kan
echter het hoger percentage bevruchting na micro-inseminatie met meer zaadcellen
niet verklaren. Lacham heeft namelijk bewezen dar inductie van de acroscomreactie
bij zaadcellen die gebruikt werden voor micro-inseminatie niet tot een hoger bevruch-
tingspercentage leidde (Lacham,1989). Waarschijnlijk spelen andere eigenschappen
van de zaadcellen een rol bij het wel dan niet bevruchten van de eicel.

In het onderhavige experiment was het bevruchtingspercentage van de injectie
van 2-5 zaadcellen vergelijkbaar met invitro-inseminatie (47% versus 45%). Het maxi-
male bevruchtingspercentage dat meestal behaald wordt is 90%, dit wordt alleen
behaald als alle eicellen rijp zijn, er voldoende aantallen bevruchtende zaadcellen
aanwezig zijn en als de kweekomstandigheden optimaal zijn (Fraser,1976). In onze
experimenten kon aan de eerste twee voorwaarden voldaan worden. De kweekom-
standigheden konden echter niet optimaal gehandhaafd blijven. Om de tijd die nodig
was voor de micro-inseminatie na te bootsen, bleven de eicellen gedurende enige tijd
buiten de broedstoof. Het maximaal te behalen bevruchtingspercentage was daarom
maar 45 %.

Na microdnseminatie met één zaadcel was het bevruchtingspercentage 17%, onge-
veer 1/3 van het maximaal haalbare resultaat (¢5%). Gezien het feit dat de eicellen en
de kweekomstandigheden in beide experimenten vergelijkbaar zijn, is te concluderen
dat 1/3 deel van de goed bewegende zaadcellen in staat is tot bevruchting na micro-
inseminatie.

Omdart de injectie van meer dan één zaadcel een beter resultaat had, werden in
experiment twee, drie en vier twee tot vijf zaadcellen onder de zona gebracht.

In het tweede experiment werd na micro-injectie de doorgroei en uitgroei van de
embryo's bestudeerd. De gameten van de F1 hybride C57Bl/6] x CBA[J kunnen in vitro
gekweekt worden tot aan het blastocyststadium. Naar doorgroei, energiegebruik en
efwit metabolisme is al veel onderzoek verricht. De embryo's doorlopen de stadia tot
aan de blastocyst zoals beschreven in tabel 7.5:
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TABEL 7.5: Tijdschema van groel van het muize-embryo

Stadium Uren na bevruchting
&én cel 0-18

tweecellig 18-24

3-4 cellig 24-30

8-16 cellig {(morula) 48-72

morula - blastula 72-96

blastula 96-120

hatching blastula 120-168

Het volume van het embryo neemt tot het blastocyststadium niet toe net zo min als de
totale hoeveelheid cytoplasma in het embryo, zie tabel 7.6.

TABEL 7.6: Volume en eiwitgehalte van het muize-embryo

Stadium Volume (um)? Eiwit {ng/embryg)2
ééncellig 192.000 27,8%x0,51
tweecellig 158.000 28,1+ 0,41
viercellig 162.000 -

achtcellig 138.000 2341032

morula 219.000 20,6+ 0,74
blastocyste - 23,9+0,63

1 Lewis, 1935; 2 Brinster, 1967

Over de kweek van ééncellige zygoten tot aan het blastocyststadium bij de muis is veel
onderzoek verricht. Zowel naar de veranderingen binmen het embryo als naar de
benodigde essentiéle bestanddelen van het medium.

Het muize-embryo gebruikt tijdens de ontwikkeling van bevruchte eicel tot aan
het tweecellig stadium voornamelijk eiwit en RNA dat djdens de obgenese aange-
maakt is (Hawlett,1985). Synthese van eiwitten door transcriptie op mRNA van het
embryonaal genocm geschiedt pas na het tweecellig stadium (Flash,1982). Het embryo
is voor zijn energievoorziening tot aan het achrtcellig stadium afhankelijk van pyru-
vaat en lactaat, daarna gaat het embryo glucose gebruiken (Iyengar,1983).

Het was al geruime tijd mogelijk tweecellige embryo's te kweken tot blastocysten
(Whitten,1957). Pas in 1968 konden Whitten en Biggers in optimale kweekomstandig-
heden ééncellige embryo's kweken tot blastocystenn (Whitten,1968). Het was voor het
eerst dat de zgn. tweecelblokkade gepasseerd kon worden. Tot dan toe bleven ééncel-
lige embryo's na éénmaal delen in het tweecellig stadium. De oorzaak voor deze
delingsblokkade wordt gezocht in de eigenschappen van de gebruikte muizestam
{Abramczuk,1977), in de medivuncomponenten (Cross,1973; Chatot,1989) en kweekom-
standigheden (Quinn,1578).

Van de door ons gebruikte muizestam (C57Bl/6] x CBA[f]) is 2l lang bekend dat één-
cellige embryo's kunnen doorgroeien tot blastocysten en dat dit niet het gevolg is van
een speciale samenstelling van het medium.

Bij in-vitro-fertilisatie van muizegameten behaalden Hoppe en Pitts een bevruch-
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tingspercentage van 92%, met een doorgroeipercentage van 87% {of 95% van het aan-
tal bevruchte ejcellen} (Hoppe,1973). Deze resultaten zijn nooit verbeterd. Worden
gameten en embryo's onder minder optimale omstandigheden voorbehandeld en
gekweekt dan zal het percentage bevruchting en doorgroei lager zijn.

De hatching (uitgroei) van blastocysten uit de zona vindt plaats nadat de blasto-
cyste een sterke zwelling heeft ondergaan (Hartshorne,1991). De zona splijt op een
bepaalde plaats open, waarna de blastocyste uit de zona kruipt. Dit is niet louter een
mechanisch gebeuren. Bij het muizeembryo bijvoorbeeld, is een aan trypsine verwant
enzym gevonden, dat de zona oplost. Dit enzym wordt siechts door een deel van het
trophectoderm geproduceerd (Perona,1936). Mechanische krachten spelen echter ook
een rol: muizeblastocysten vertonen contracties, waardoor de zona gespleten wordt.
Met deze contracties 'kruipen' ze ook uit de zona (Cole,1967). Als eindresultaat is dan
een lege zona te zien, zwevend in de druppel medium, en een vrije blastocyste die zich
aan de bodem van het kweekschaaltje hecht. Hatching is te beschouwen als een voor-
bereiding op de implantade (Hartshorne,1991).

In experiment 2 werden de resultaten van micro-inseminatie met 2-5 zaadcellen
vergeleken met die van invitrc-inseminatie. Na bevruchting werden de ontstane
embryo’s doorgekweekt. Zoals te zien in tabel 7.2 is er slechits een klein verschil in
bevruchtingskans tussen beide technieken. Het verschil in de hatchingpercentages is
echter veel groter, 44,2% na micro-inseminatie en 35,2% na invitro-inseminatie.

Aangezien de behandeling van de embryo's na het tweecellig stadium idenrtiek is,
moeten de behandelingen voorafgaand aan de bevruchting het gevonden verschil ver-
klaren. De gameten zijn bij beide technieken op dezelfde wijze voorbehandeld. Zaad-
cellen en eicellen zijn beide gedurende even lange tjd buiten de stoof geweest. Het is
evenwel mogelijk dat de bevruchting na micro-inseminate sneller plaatsvindt dan na
invitro-inseminatie. Bij invitro-inseminatie moeten de zaadcellen immers eerst nog
de zona pellucida passeren. De eicel wordt na micre-inseminatie sneller geactiveerd
dan na invitro-inseminatie. De activering van de processen die het embryo nodig
heeft om de tweecelblokkade te passeren en die het doen 'hatchen' vinden waar-
schijniijk eerder plaats na micro-inseminatie. Deze processen blijven na in-vitro-inse-
minatie mogelijk langere tijd in een kwetsbare fase inactief, waardoor vaker schade
zan deze processen plaatsvindt.

Bekend is dat zonavrije eicellen sneller bevrucht worden dan eicellen omgeven
door hun zona. Volgens Wolf (Wolf,1978) kost de passage van de zona de meeste tijd, na
de penetratie van de zona treedt een snelie eicelzaadcelfusie op.

Het is wel opvallend dat een invasieve ingreep, zoals micro-inseminatie, niet tot de
vorming van kwalitatief minder goede embryo's leidt. Ook werd nooit gezien dat
embryo's na micro-inseminatie voortijdig door het litteken in de zona pellucida naar
buiten stulpten.

Uit dit experiment kan dus geconcludeerd worden dat micro-inseminatie niet tot
de vorming van minder levensvatbare embryo's leidt dan invioro-inseminatie.

Transplantatie van muize-embryo's wordt al geruime tijd toegepast (Boot,1956).
McLaren publiceerde aan het eind van de vijftiger jaren diverse artikelen over de trans-
plantatie van muize-embryo's naar de uterus van een acceptormoeder {(Mclaren,1956;
Mclaren,1958).

De beste resultaten met embryotransplantatie worden bereikt door embryo's van
het ééncellig- tot het morulastadium een halve dag post-coitum te transplanteren
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naar oviducten van acceptoren (Fekete,1942; Tarkowski,1959). Blastocysten kunnen het
best getransplanteerd worden naar de uterus van acceptoren, tweeénhalve dag post
coitum (Hogan,1986). De resultaten na transplantatie van tweecellige embryo's lopen
in de Literatuur sterk uiteen (zie Tabel 7.7)

Tabel 7.7: Transplantatieresultaten van tweecellige muize-embryo's

Onderzoeker # getransplanteerde # foetussen en levend
embryo's geboren nakomelingen
Tarkowskj, 1959 50 35 (70%)
Whittingham, 1873 54 9 (17%)
Cross, 1970 55 13 (24%)
Miyamoto, 1872 80 10 {13%)
Kaufman, 1873 78 42 (54%)
Mann,1988 48 26 (54%)

De laatste auteur heeft ook embryo's, die ontstaan waren na micromanipulatie,
getransplanteerd.

Zoals te zien in tabel 7.7 liggen de resultaten van de verschillende studies ver uit-
een. In onze studie resulteerde 24% van de getransplanteerde embryo's in een levend
geboren nakomeling. Een belangrijke reden voor het verschil in transplantatieresul-
taat kan de technische uitvoering van de transplantatie zijn. Andere variabelen zijn
natuurlijk de status van de acceptormoeder en kwaliteit van de embryo’s. Bij ons con-
trole-experiment, waarbij 187 tweecellige embryo's {verkregen na invitro-inseminatie)
getransplanteerd werden, werden 40 levende jongen geboren (21%) (tabel 7.3). Hier-
door lijkt het onwaarschijnlijk dat embryo's ontstaan na micromanipulatie kwalita-
tief minder goed zijn dan embryo's ontstaan na invitro-inseminatie.

Receptiviteit van de acceptormoeder als oorzaak van falen is te elimineren door
naar het aantal geboren jongen te kijken per moeder met nakomelingen. Van de 53
getransplanteerde embryo's ontwikkelden zich 23 tot levende nakomeling (43%). Het
aantal embryo’s dat werd getransplanteerd bij moeders die nakomelingen kregen en
bij moeders zonder nakomelingen is gelijk (5,5 versus 5,6} {tabel 7.3). Het aantal vrouw-
tjes dat geboren werd is iets hoger dan het aantal mannetjes (14 versus 9).

Bij de drie hierboven besproken experimenten was het bevruchtingspercentage
na micro-inseminatie met 2-5 zaadcellen gelijk: experiment1: 49%, experiment II: 54%,
experiment I: 46%.

In experiment IV bedroeg het aantal tweecellige embryo's 76% van het aantal gein-
jecteerde eicellen. Er zijn factoren aanrwijsbaar als reden van deze verbetering.

Het vierde experiment werd een half jaar na de eerste drie experimenten uitge-
voerd. In dat half jaar was wel praktisch gecefend met de micro-inseminatie bij eicel-
len die overtallig waren bij andere experimenten. Op deze wijze kon verder geoefend
worden met de micre-inseminatie enn met de vervaardiging van de pipetten. Dat de
vaardigheid was toegenomen blijkt uit het feit dat bij experiment IV geen enkele eicel
meer beschadigd werd na micro-inseminatie. Grotere vaardigheid leidt tot minder
beschadiging en een kortere tijdsduur dat gameten en embryc's zich buiten de broed-
stoof bevinden.

Een andere oorzaak kan liggen in het feit dat de zaadcelien bij experiment IV op
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een andere wijze werden voorbehandeld. De epididymisfragmenten werden opgevan-
gen in medium aangevuld met 15 volume % GPO i.p.v. 30 g BSA/ml. Pas na een uur
opzwemmen werden de zaadcellen overgezet in medium met 30 mg BSA/ml. De lagere
viscositeit van de GPC-oplossing laat de zaadcellen gedurende langere tijd hun motili-
teit behouden dan de visceuze BSA-cplossing. Behoud van motiliteit kan een rol spelen
bij het bevruchtingsproces, cok na micro-inseminatie (Barg,1986).

Uit het vierde experiment blijkt ook dat slechis 2,4% van de bevruchte eicellen
door meer dan één zaadcel bevrucht wordt na micro-inseminatie. Ook blijkt dat van
het totaal aantal tweecellige embryo's dat één dag na micro-inseminatie gezien wordt,
94 % uit eicellen met twee pronuclei onistaan is. M.a.w. & % van de tweecellige embry-
0's 1s ontstaan uit niet op de juiste wijze bevruchte eicellen. Bij de eicellen waarbij 10
uur na micro-inseminatie geen promuclei gezien zijn en die zich toch tot tweecelligen
hebben ontwikkeld is het mogelijk dat de pronuclei bij inspectie al verdwenen zijn of
nog moesten ontstaan. Ook is het mogelijk dat de embryo's parthenogenetisch ont-
staan zijn. Eicellen die door meerdere zaadcellen bevrucht worden, zullen zich in het
algemeen ook bij de muis wel verder delen. Het is echter zeer zeldzaam dat hier een
volwaardig individu uit ontstaat. Het is ook bekend dat indien humane eicellen door
twee zaadcellen bevrucht worden, in een later stadium (2 tot 8 cellig) een van de twee
zaadcelpronudiei uit het ¢ytoplasma verwijderd kan worden, waardoor toch een dip-
loid embryo ontstaat (Plachot,1987).

In de literatuur loopt het percentage triploidie na in-vitro-inseminatde met mui-
zegameten uiteen van 0.6 % (Donahue,1972) tot 6 % {Baumgartner,1988). De helft van
deze triploide embryo's ontstaat via dispermie van een odcyt, de helft uit digynie
dwz. een dubbele maternale chromosomale bijdrage aan het embryo (Doma-
hue,1972). Het percentage triploidie in ons experiment (2,4 % van alle bevruchte eicel-
len) is dus vergelijkbaar.

Dat behalve de zona ook de eicelmembraan een barriére voor polyspermnie vormt
heeft Wolf bewezen bij zijn experimenten et IVF bij zonavrijemuize-eicellen
(Wolf;1978). Hij vond dat deze barriere tegen polyspermie afhankelijk is van het aantal
geinsemineerde zaadcellen. Ook na micro-inseminatie van meer dan één zaadcel
blijkt dus slechits een klein aantal eicellen polyspermisch bevrucht te worden.
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MICRO-INSEMINATIE BIJ DE MENS,
EEN CONTROLESTUDIE: IN-VITRO-INSEMINATIE
VERSUS MICRO-INSEMINATIE

8.1 INLEIDING

Voordat wij begonnen met de micro-inseminatie van menselijke eicellen waren reeds
enige publikaties verschenen over dit onderwerp (zie ook hoofdstuk 6). Alhoewel de
resultaten van de eerste studies it 1987 en 1988 teleurstellen, zijn deze onderzoekers
optmistisch over de toekomst van de microinseminatie (Bongso,1989; Laws-
King,1987). Daarbij wordt meestal verwezen naar het moeizame begin van de allereer-
ste IVE-behandelingen.

Het doel van ons onderzoek met micro-inseminatie bij de mens was om na te gaan
of bevruchting via micro-inseminatie succesvoller is dan beviuchting via invitro-inse-
minatie. Eent goed onderzoek kan verricht worden door binnen ieder patiéntenpaar
een vergelijking te maken tussen micro-inseminatie en invitro-inseminatie.

Een groep patiéntenparen die mogelijk met micro-inseminatie geholpen zou kun-
nen worden zijn de patiénten die eerder geen bevruchting verkregen met IVF (Steir-
teghem 1992).

Nadat de experimenten met de micro-inseminatie bij muize-eicellen succesvol
beéindigd waren (zie hoofdstuk 7), hebben wij een verzoek gericht aan de Medisch
Ethische Commissie van het Academisch Ziekenhuis Rotterdam-Dijkzigt om de micro-
inseminatie bij menselijke eicellen toe te kunnen passen.

Voordat nieuwe onderzoekingen of nieuwe therapie#n bij patiénoten in het
AZR[Dijkzigt mogen worden toegepast moet namelijk altijd een onderzoeksprotocol
ter toetsing aangeboden worden aan de Medisch Ethische Comnmissie van het Dijkzigt
Ziekenhuis[AZR (MEC). Aangezien micro-inseminatie bij de mens een nienwe methode
van behandeling was in het Dijkzigt Ziekenhuis en de bruikbaarheid van deze tech-
niek eerst op wetenschappelijke wijze getoetst moest worden bij de mens, was het
noodzakelijk een protocol bij de MEC in te dienen.

De MEC vond het noodzakelijk dat dit protocol ter goedkeuring aangeboden zou
worden aan de Kerncommmissie Ethiek Medisch Wetenschappelijk Onderzoek van de
Gezondheidsraad (KEMO). Deze Kerncommissie is ingesteld ten behoeve van Medisch
Ethische Commissies die geconfronteerd worden met ethische vraagstukken die
boven het niveau van de lokale commissie uitstjgen, en waarbij proefpersonen,
embryo's of foetussen betrokken zijn.

In het vervolg van dit hoofdstuk zal eerst de aanvraag bij de Medisch Ethische
Commissie behandeld worden, dazrna wordt de patiéntenselectie behandeld en
daarna de uitvoering van het experiment, de resultaten en de conclusie.
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8.2 Protocol ingediend bij de MEC en de XKEMO: micro-inseminatie van eidellen bij
andrologische en cnverkizarbare bevruchtingspreblemen bij de mens.

JJ.C.M. van de Leur, ATh. Alberda, G.H. Zeilmaker

8.2.1 Inleiding

Voor een verbetering van de bevruchtingsresultaten en een verhoging van de zwan-
gerschapspercentages bij de IVF-behandeling, wordt in enkele centra de zgn. micro-
inseminatie-methode ontwikkeld, een variatie op de veel toegepaste IVF-techniek. De
laagste bevruchtingsresultaten bij IVF komen veoor in de populatie patiénten waarbij
sprake js van mannelijke infsub-fertiliteit. De WHO spreekt van mannelijke infertiliteit
indien het totaal aantal zaadcellen minder dan 20 miljoen/ml is en minder dan 40%
van de zaadcelien bewegend is. Dit blijkt ook uit tabel 8.1 waar de embryo-ontwikke-
ling voor patiénten-groepen met verschillende aantallen motiele zaadcellen is beke-
ken.

Tabel 8.1: Embryo-ontwikkeling januari-Juni 1987 IVF lab EUR

motiele zaadcelien # patiénten # pat. met embryo's  # doorgaand

per ml ejaculaat Zwanger
10x108 21 11 (52%) 1 (4%)
20x10° 18 15 (83%) 1 (6%)
30x108 30 25 (83%) 5 (16%)

>30x106 315 265 (84%) 41 (13%)

Uit deze tabel blijkt dat patiénten met minder dan 10 miljoen motiele zaadcellen/m]
52% kans hebben op de vorming van een embryo. Veel patiénten met slechte zaadcel-
parameters worden daarom nu afgewezen voor IVF vanwege de geringe kans op succes.
Van alle patiénten, die wel behandeld worden, heeft 15% één of meerdere malen geen
bevruchting van de eicellen bij een IVE-poging. Dit betekent voor het Dijkzigt-zieken-
huis dat van de ongeveer 1000 behandelingen per jaar er 150 behandelingen zijn waar-
bij geen embryo's ontstaan.

Bij patiénten met bevruchtingsproblematiek passeert de zaadcel gemakkelijk de
laag cumuluscellen, die om de eicel ligt, maar niet de eischil (de zona pellucida). De
zona vormt dan een barriére voor de zaadcel, die deze niet kan passeren.

De porzaak hiervoor moet in de zaadcel zelf gezocht worden, de passage van de
zona is zowel een mechanisch als chemisch proces. Na aanhechting van de zaadcel
aan de zona via een receptorbinding dringt de zaadcel met zijn kop als beite]l en de
staart als aandrijvingsmechanisme door e zona. Bjj veel andrologische patiénten is
de motliteit van de zzadcellen gestoord, de voorwaartse snelheid van de zaadcel is te
laag of de bewegingen van de zaadcellen zijn niet gecodrdineerd zodat de zona niet
gepasseerd kan worden.

Als chemisch hulpmiddel bezit de zaadcel een membraan om zijn kop, het acro-
soom, gevuld met enzymen als hyaluronidase, acrosine en esterases om de bindingen
in de zona te verbreken. Het vrijkomen van deze enzymen uit het acrosoom, de zgn.
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acroscomreactie, is nodig zodat daarop de enzymen de zona pellucida kunnen lyse-
ren. Bij de passage van de zona verliest de zaadcel zijn acrosoom en pas daarna kan de
eigenlijke bevruchting, de samensmelting van zaadcel en eicel, plaatsvinden.

Hyaluronidase is verantwoordelijk voor het uiteenvallen van de cumulus gedu-
rende de kweek van de eicellen bij IVE. Zestien uur na de inseminatie van de kweek zijn
de cumuluscellen voor het grootste deel losgeweekt van de eicel zodat deze vrij komt
te liggen.

Bij sommige andrologische patiénten bezitten de zaadcellen geen acrosoorm en is
penetratie van de zona niet mogelijk. Hulp aan deze zaadcellen bij de passage van de
zona pellucida d.m.v. de micro-inseminatie zou deze problemen wellicht verhelpen.
In het buitenland zijn inmiddels met deze behandelmethode enkele zwangerschap-
pen ontstaan.

8.2.2 Technische uitvoering van de microinseminatie

Eicellen, zoals ze opgespoord worden in het IVF-laboratorium, zijn omgeven door een
wolk van camuluscellen. Deze cellen worden verwijderd met behulp van het door
bestraling gesteriliseerde enzym hyaluronidase (HyasonR, Organon). Het zaadmonster
ondergaat dezelfde behandeling als voor een routine IVF-behandeling d.w.z. 2 maal
wassen met medium om de seminale vloeistof kwijt te geraken door middel van cen-
trifugering, gevolgd door het opzwemmen van de levende zaadcellen vanuit de pellet.
Na 4 uur worden de opgezwommen zaadcellen overgebracht in een druppel medium
onder olie. In dit pettischaaltje bevindt zich een tweede druppel waarin de eicel wordt
overgezet.

Met behulp van een zeer dunne glazen pipet (510pm) met scherpe punt worden
morfologisch goede, meest progressief beweeglijke zaadcellen uit de zaaddruppel
opgezogen. In de andere druppel wordt de eicel 2aan een iets bredere (50 um) glazen
pipet vastgezogen. Daarna wordt m.b.v. de injectiepipet de zona pellucida aangeprikt
en worden de zaadcellen uitgeblazen in de perivitelline ruimte. Alleen zaadcellen zon-
der acrosoom kunnen de zonavrije eicel bevruchten en aangezien bekend is dat 20 tot
30% van de zaadcellen hun acrosoom spontaan verliest in vitro worden er drie zaad-
cellen ingebracht. Met de inseminatie van 3 zaadcellen is er vermoedelijk voldoende
kans dat een acrosoomvrije zaadcel onder de zona wordt gebracht.

De methode bestaat dus in principe uit mechanische hulp bij het binnendringen
van de eischil door de zaadce]. Alle werkzaamheden zijn identiek aan die bij een rou-
tinematige IVF-behandeling, behalve de hyaluronidase-behandeling van de eicel en
het aanprikken van de zona pellucida.

8.2.3 Risico-analyse

1. Uit dierexperimenteel onderzoek is gebleken dat microdnseminatie bij proefdieren
een veilige bevruchtingsondersteunende methode is. Onderzoekers hebben bij de
muis geen verschil gevonden in aantallen en morfologische kenmerken tussen via IVF
of via micro-inseminatie verkregen embryo's. Ook blijkt uit Tabel 8.2 dat het aantal
nakomelingen normaal is na transfer van d.m.v. micro-inseminate verkregen muize-
embryo's en dat al deze muizen gezond waren. Na transplantatie van 82 embryo's zijn
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er tot nu toe bij onze eigen onderzoekingen (juni 1990) 23 (26%) gezonde nakomelin-
gen geboren. Van deze nakomelingen zijn er tot nu toe twee paren onderling gelruist
met zls resultaat 15 nakomelingen (8 vrouwijes en 7 mannetjes).

Tabel 8.2, Aantal fevende nakomelingen nza transplantatie van d.m.v. micro-inseminatie verkregen
muize-emnbryo's

Onderzoeker # getransplanteerde # muizen geboren
embryo's

Gordon {1986) 79 29 (36%)

Mann (1988) 43 26 (54%)

Depypere (1988) 217 87 (40%)

Odawara (1989} 40 14 (35%)

Zowel in onze studie als in alle overige studies werden de nakomelingen alleen mor-
fologisch anatomisch onderzocht, hierbi werden geen afwijkingen gevonden. Deze
studies bestuderen alleen de veiligheid bij het proefdier, voor een studie van de veilig-
heid van de methode bij de mens bestaat behalve een directe toepassing bij patién-
tenparen geen mogelijkheid (zie ook 'risico-analyse'nr. 3).

2. Uit publikaties waarbij gezonde kinderen zijn geboren na toepassing van de
micro-inseminatie blijkt dat deze methode geen schade toebrengt aan het genetisch
materiaal van eicel of zaadcel {Malter,1989 en Bongso,1989). Het in deze publikaties
beschreven aantal kinderen is echter nog te laag om zekerheid te geven.

3. De meeste onduidelijkheic betreft de invloed op het genetisch materiaal bij de
toepassing van nieuwe voortplantingstechnieken. In deze paragraaf willen wij hier-
over een nadere uiteenzetting geven.

Van de menselijke voortplanting is bekend dat een groot aantal van de op natuur-
Tijke wijze ontstane embryo's itnplanteert maar daarna voortijdig verloren gaat.

Wilcox et al (Wilcox,1988) vonden in een groep vrouwen, die zonder medische
hulp zwanger konden worden, per cyclus een risico van 22% verlies van het embryo
voordat een zwangerschap klinisch vastgesteld kon worden en een risico van 9% op
een spontane abortus per cyclus. Tezamen is dit 33% bij een groep vruchtbare vrou-
wen per cyclus, Van de spontane abortussen is bekend dat 60% chromosomaal afwij-
kend is {Schlesselman,1$79), van een voortijdig verloren embryo is de chromosomale
inhoud natuurlijk niet meer te bestuderen.

Bij IVF is dit wel mogelijk. Er is namelijk bekend datvan alle bij IVF ontstane men-
selijke embryo's 11% van de gelijlanatig delende embryo's chromosomaal afwijkend is.
Bij de embryc's waarbij celfragmenten aanwezig zijn, is 10 tot 37% afwijkend (Plachor,
19872 en 19876}, Deze embryo's worden ook getransplanteerd naar de baarmoeder van
de IVF- patiénten.

Bij de kinderen geboren via invitro-fertilisatie komen niet meer chromosomale
afwijkingen voor dan in de gehele populatie geboren kinderen, nl. 0,3% na IVF
(Edwards,1985) versus 0,6% na een natuurlijke bevruchtng (Nielsen,1975). De getrans-
planteerde embryo’s met chromosoomafwijkingen leiden kennelijk niet tot het ont-
staan van kinderen.

Studies van abortusmateriaal en IVF-embryo's laten dus zien dat bij de mens veel
embryo's genetisch afwijkend zijn. Schlesselman berekende dat in vivo 30 tot 40% van
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de geimplanteerde blastocysten chromosomaal afwijkend is, maar dat meer dan 99%
van deze blastocysten in een vroeg stadium van de zwangerschap verloren gaat. Chre-
mosomaal afwijkende embryo's groeien zelden uit tot een voldragen foetus.

Indien micro-inseminatie chromosomale afwijkingen zou induceren, wat gezien
de internationale ervaringen zeer onwaarschijnlijk is, zullen deze embryo's niet tot
voldragen zwangerschappen leiden. Chromosomazl onderzoek van na micre-insermni-
natie ontstane embryo's is om deze reden en om onderstaande redenen niet zinvol.

Chromosomale afwijkingen in het embryo zijn zeer moeilijk aan te tonen daar de
bewerking voor een analyse vaak leidt tot degeneratie van het embryo voordat de
chromosomale analyse te maken is (bovendien zijn de onderzochte embryo's na de
bewerking niet levensvatbaar meer).

Vele embryo's zullen onderzocht moeten worden om tot een statistisch signifi-
cant verschil te komen tussen chromosomale afwijkingen die spontaan’ of via IVF ont-
staan en chromosomale afwijkingen die door micro-inseminatie ontstaan. Zal in een
volgende via micro-inseminatie ontstane groep embryo's tot transplantatie van deze
embryo's besloten worden omdat er geen significant verschil werd gevonden, dan zul-
len nog steeds chromosomaal afwijkende embryo's teruggeplaatst worden (10-37% van
alle embryo's). (Addendum: Een studie van Kola, juli 1990, laat zien dat 4 van de 18
{22%) embryo's die gemicro-insemineerd werden met zaad van andrologische patién-
ten chromosomaal afwijkend waren, versus 9 van de 30 (30%) embryo's die op conven-
tionele wijze met het zaad van een vruchtbare man werden geinsemineerd, de per-
centages afwijkende embryo's zijn ongeveer gelijk. Wel moet gezegd worden dat de
totaal aantallen laag zijn voor een statistisch significante vitspraak, maar deze kan
alleen verkregen worden als honderden embryo's bestudeerd worden {Kola,1990)).

4. Een goede selecte van de embryo's die d.m.v. micro-inseminatie verkregen zijn
is wel te maken door de embryo's op morfologische kenmerken te selecteren en de
gelijkmatig delende embryo's te verldezen bij de embryo-transfer. Plachot heeft laten
zien dat gelijkmartig delende embryo's veel minder vaak chromosomaal afwijkend zijn
dan embryo's die celfragmenten bezitten {(Plachot,1987a). De kans op zwangerschap
na transplantate van gelifkmatig delende embryo's is groter dan na transplantatie
van de zgn. gefragmenteerde embryo's. Deze selectie wordt op het IVF-lzboratorium
dan ook uitgevoerd door ervaren medewerkers.

5. Omdat de huidige technieken ontoereikend zijn, zal van een getransplanteerd
embryo altijd onbekend zijn wat zijn chromosomale status is. Pas na implantatie is
een verantwoord en betrouwbaar onderzoek uit te voeren. Om een geimplanteerd
embryo te onderzoeken zal de ouders een chorion villus sampling (vlokkentest) aan-
geboden worden. Daar deze ingreep niet geheel zonder risico is voor de foetus en een
extra medische ingreep voor de moeder betekent, heeft de patiénte de vrije keus om
dit onderzoek te ondergaan.

6. Door een structureel echografisch onderzoek van enkele belangrijke orgaan-
systemen (hart, nieren en centraal zenuwstelsel), uitgevoerd door de afdeling obste-
trische echografie o.lv. Prof. Dr J.W. Wladimiroff, kan de foetale ontwikkeling bestu-
deerd worden. Hoewel minder ingrijpend bepaalt de patiénte ook hier of dit onder-
zoek zal plaatsvinden.

7. De ouders van ecen geboren kind zal geadviseerd worden om het kind neonataal
en na 1 jaar te laten onderzoeken door een kinderarts. Later zal het dan via epide-
miclogisch onderzoek mogelijk zijn om gevonden afwijkingen te wijten aan de micro-
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inseminatie of aan een andere factor.

8. Het gebruik van hyaluronidase bij menselijke eicellen is eerder bestudeerd.
Afwijkingen zijn hierbij niet ontstaan (Mahadevan,1985 en Lavy,1988). Onderzoek bij
proefdieren laat eveneens zien dat aangeboren afwijkingen na micro-inseminatie of
hyaluronidasegebruik niet worden gezien {Mann,1988). Wij hebben met deze
methode bjj de muis tot nu toe (mei 1990) 15 levende nakomelingen verkregen, die
alle gezond waren en zonder afwijkingen. Hyaluronidase wordt in een fysiologische
concentratie gebruik:, d.w.z. de enzymconcentratie is dezelfde als in de seminale
vloeistof (0,01 gewichtsprocent) {Savion,1986). Door middel van heen en weer pipette-
ren van de eicel met de cumuluscellen in de hyaluronidase-oplossing worden deze cel-
len verwijderd. Daarna wordt de eicel drie maal schoon gespoeld in kweekmedium.

9. Onbekend is het percentage genetisch afwijkende zaadcellen bij een andrologi-
sche patiént. Wel is bekend dat vruchtbare mannen genetisch afwijkende zaadcellen
bezitten die ook kunnen bevruchten (Martin, 1987 en Brandriff,1988} en dat minder
beweeglijke zaadcellen even vaak chromosomale afwijkingen hebben als de snelste
zaadcellen (Brandriff,1986). Cok is bekend dat het fenotype van een zaadcel niet over-
eenkomt met zijn genotype. Een zaadcel kan een eicel niet bevruchten omdat hjj een
afwijkend acrosoom bezit, een abnormaal patroon van beweging heeft, de benodigde
energie voor bevruchting ontbeert of de receptoren mist die nodig zijn voor de zaad-
celzona pellucida binding. Deze afwijkingen ontstaan tijdens de rijping van de sper-
matide tot spermatozoa die plaatsvindt in de testis en de epididymis. Voordat deze rij-
ping begint vinden de mejotische delingen plaats waarbij een spermatogonium zich
deelt tot 4 spermatiden en het genotype van de zaadcel bepaald wordt. Een afwijkende
meilotische deling heeft dan ook geen samenhang met het fenotype van de zaadcel
(Braun,1989).

10. Daar er drie zaadcellen onder de zona geinsemineerd worden is er een kans op
polyspermie, d.w.z. het binnendringen van meer dan één zaadcel in de eicel. Polys-
permie komt ook bij de normale IVF-behandeling voor. Ten einde het transplanteren
van mogelijk triploide embryo's te voorkomen worden bij de normale IVE-behande-
ling alle embryo's zorgvuldig op de afwezigheid van polyspermie geinspecteerd. Dit
za] bij dit onderzoek ook gebeuren.

11. Om de techniek van micro-inseminatie, speciaal de doordringbaarheid van de
eischil, bij menselijke eicelien te bestuderen, werd het volgend model gekozen. Tien
eicellen die bij een IVF-poging niet bevrucht raakten, werden drie dagen in kweek
gehouden zodat de onbevruchte status van deze eicellen bewezen was. M.b.v. de micro-
injectiepipet konden zaadcellen (van de partner} in de ruimte tussen de eicel en de
eischil achtergelaten worden. Uiteraard trad geen bevruchting op en ontstonden er
geen embryo's. Wel werd bewezen dat de eischil gepasseerd kon worden en dat de
'‘onbevruchtbare’ eicel niet werd beschadigd door de techniek.

824 BEHANDELING

1. Patiénten die aan een (VF-behandeling deelnemen cop grond van een andrologische
indicatie {minder dan 10.106 beweeglijke zaadcellen/mi) of die bij de voorafgaande
poging geen enkele eicel met bevruchting hadden, wordt toestemming gevraagd om
deel te nemen aan dit onderzoek. In een gesprek zal door de onderzoeker toestem-
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ming van de patiénten gevraagd worden en het protocol toegelicht worden. De patién-
ten zullen na dit gesprek een 'informed consent’ formuiier meekrijgen, waarin de pro-
cedure uitgelegd wordt en hun handtekening wordt gevraagd indien zij insternmen
met de behandeling. Voorgesteld wordt om 25 paren te laten deelnemen aan een pilot-
studie om de effectiviteit van de behandeling te beoordelen, voor een beoordeling van
eventuele negatieve gevolgen zou een veel grotere groep nodig zijn.

2. De helft van de eicellen wordt met de micro-inseminatie behandeld zoals
beschreven in het hoofdstuk 'technische uitvoering van de micro-dnseminatie’. Bij de
andere helft van de eicellen, die conventioneel geinsemineerd worden, wordt de
cumulus niet verwijderd en worden eicellen en zaadcellen in dezelfde kweekdruppel
gebracht.

3. Na 18 vur wordt gekeken of de eicellen inderdaad op de juiste manier zijn
bevrucht d-w.z. dat er twee pronuclei aanwezig zijn. De daaropvolgende dagen wordt
gekeken naar delingsstadia en doorgroei van het embryo.

4. Voor transplantatie worden embryo's gekozen uit de groep van de convento-
nele inseminatie of uit de groep van de micro-inseminatie. De groep met het grootste
aantal embryo's heeft de voorkeur. Nooit worden embryo's uit beide groepen gelijktii-
dig teruggeplaatst, omdat dan van een ontstane zwangerschap niet geévalueerd kan
worden uit welke groep embryo’s het kind afkomstig is. Verwacht kan worden, gezien
de voorgeschiedenis van deze patiénten, dat de meeste embryo's ontstaan in de groep
van de microdnseminatie. De overige embryo's worden per groep ingevroren, zodat
van ieder ontdooid embryo bekend is op welke manier de inseminatie heeft plaatsge-
vonden. Met de ingevroren embryo's kan in een volgende cyclus alsnog geprobeerd
worden om een zwangerschap tot stand te brengen.

5. Bevruchtingsresultaten van de micro-inseminatie zullen per patiéntenpaar ver-
geleken worden met de bevruchting na een gewone inwvitro-inseminatie bij deze
patiénten. Het zal duidelijk zijn dat deze behandeling voor het betreffende paar zowel
een diagnostische waarde als eent mogelijk therapeutische betekenis heeft.

6. Aan alle deelnemende paren wordt een vervolgonderzoek van de zwangerschap
aangeboden, d.w.z. een chorion villus sampling en echografisch onderzoek en een
pediatrisch onderzoek van het kind.

8.2.5 Informed consent formulier
Geachte Mevrouw en Meneer,

Hierbij willen we u vragen deel te nemen aan een nieuwe behandelingsmethode
en een onderzoeksprotocol geheten: 'micro-inseminatie van eicellen'. Als u volledig
akkoord gaat met de inhoud en doel van dit onderzoek willen we u vragen onder-
staande verklaring te ondertekenen.

Voor dit onderzoek vragen wij aan paténten, bij wie bij een vorige IVE-poging geen
bevruchring plaatsvond, toesternming om de helft van het aantal eicellen te mogen
behandelen m b.v. de micro-inseminatie. Hierbij wordt met een dunne glazen pipet

de schil van de eicel 2angeprikt en drie zaadcellen in de ruimte tussen de eicel en haar
schil gebracht. Eicel en zaadcel zijn dan zo dicht bij elkaar gebracht dat we hopen op
meer kans op een bevruchting. We brengen meer dan één zaadcel onder de eischil
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daar niet alle zaadcellen een eicel kunnen bevruchten.

We behandelen de helft van het aantal eicellen m.bv. de micro-inseminatie, de
overige eicellen proberen we op de normale IVF-wijze te bevruchten. Zo is het voor ons
mogelijk een vergelijking te kunnen maken tussen de nieuwe techniek en een routine
IVE-poging. Een nieuwe techniek is natunrlijk alleen zinvol als hij een beter resultaat
geeft,

Mochten er in beide groepen van de eicellen embryo's ontstaan, dan kiezen we bij
het overzetten van de embryo's naar de baarmoeder {de embryo-transfer) voor de
mooiste embryo’s uit de groep met het beste bevruchtingsresultaat (de overige embry-
o's worden ingevroren). Wij willen namelijk graag weten welke embryo's tot een zwan-
gerschap leiden en de zwangerschap kunnen vervolgen.

Omdat deze nieuwe techniek voornamelijk bij proefdieren gebruikt is, zijn er nog
geen bewijzen dat deze techmiek bij de mens geheel veilig is. Hoewel er op theoretische
gronden geen schade verwacht kan worden en elders reeds enkele gezonde kinderen
geboren zijn via deze methode, kunnen we u geen volledige veiligheid garanderen.

Om een zwangerschap te kunnen controleren is er de mogelijkheid om een zgn.
vlokkentest te laten uitvoeren. Hierbij wordt met een dunne nzald door buikwand en
de baarmoeder geprikt onder geleide van echoscopie, waarna het mogelijk is om enig
weefsel op te zuigen van de moederkoek. Daaruit kan men de chromosomale samen-
stelling van het embryo vaststellen. Met deze methode bestaat een zeer kKleine kans op
schade voor het embryo, daarom zal een viokkentest alleen uitgevoerd worden indien
u dat wenst.

In een later stadium kan de groeiende foetus echografisch onderzocht worden,
hierbij wordt gekeken naar de aanleg van het hart, de daaruit ontspringende bloedva-
ten, de hersenholten, de nieren en de blaas. Dit onderzoek is uiteraard veel minder
belastend voor u en het kind en risicovrij.

Als het kind geboren is willen we u vragen of u instemt dit te laten onderzoeken
door een kinderarts, net na de geboorte en na één jaar. Voor u biedt dit een extra
mogelijkheid tot gedegen onderzoek van uw kind, voor ons de mogelijkheid tot regis-
tratie van de geboren kinderen zodat er in de toekomst een bewijs verkregen kan wor-
den over de veiligheid van de micro-inseminatie.

JJ.CM.van de Leur

Afdeling Groei, Endocrinologie en Voortplanting
Erasmus Universiteit Rotterdam
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Verklaring

Hierbij verklaren wij dat wij bereid zijn om de helft van het aantal eicellen wat bij
onze eerstkomende IVF-punctie gevonden wordt, te laten behandelen d.mv. micro-
inseminate. Ook verklaren wij bovenstaande gelezen en begrepen te hebben,

NAAM DATUM HANDTEKENING

(vrouw)
{man)

Bovenstaand protocel werd op 24 augustus 1990 aanvaard door zowel de MEC van het
AZR[EUR als de KEMO. Na goedkeuring door beide commissies werd overgegaan tot de
patigntenselecte.

8.3 Patidntenselectie

De totale groep patiénten die de behandeling mocht ondergaan bedroeg 25 paren. Om
de kans op een IVF-punctie en daarmee ook de uitvoering van de micro-inseminatie zo
groot mogelijk te maken zijn patiéntenparen gekozen die reeds één of meerdere IVF
pogingen ondergaan hadden. De geselecteerde patiénten hadden bij deze IVF-poging
of pogingen nog nooit bevruchting verkregen. Bevruchting werd gedefinieerd als de
aanwezigheid van pronuclei 16 uur na de inseminatie en het doordelen van eicellen
48 uur na inseminatie, ook als geen pronuclel gezien waren. Bij geen van deze patién-
ten had derhalve transplantatie van embryo's plaatsgevonden. Een selectie van patién-
tenparen die reeds IVF ondergaan hadden, maakte het meer aanvaardbaar om deze
patiénten een IVF behandeling aan te bieden met gebruik van een nieuwe techniek
dan aan patiéntenparen die nooit eerder IVF ondergaan hadden.

Alie benaderde patiéntenparen hadden zelf verzocht om verder behandeld te kun-
nen worden middels IVF, ondanks teleurstelling bij eerdere pogingen.

Om een goede vergelijking tussen inwvitro-inseminatie en micro-inseminatie te
kunnen maken, moesten bij de voorafgaande IVF-pogingen voldcende aantallen eicel-
len verkregen zijn. Dit maakte de kans groter dat bij een volgende hyperstimulatie
opnieuw voldoende eicellen gevonden zouden worden. Als grens werd een minimum
van zes eicellen bij één van de voorafgaande puncties genomen. Uit de Rotterdamse
IVF cijfers van de afgelopen jaren is namelijk bekend dat patiénten met lage aantallen
eicellen ook een geringere kans op bevruchting hebben.

Patiénten met een azodspermie werden uitgesloten. Andere grenzen aan zaadcel-
aantallen of -motiliteit werden niet gesteld. Zaadcelmorfologie en de aanwezigheid
van antilichamen tegen zaadcellen werden buiten beschouwing gelaten.

Patiznten moesten altijd zelf met het verzoek komen voor verdere IVF-behande-
lingen voordat zij benaderd werden om mee te doen aan het onderzoek. De behande-
lend artsen meldden aan de patiénten dat zij benaderd zouden worden om aan het
onderzoek deel te nemen. Daarna nam de onderzoeker contact op met deze patiénten
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en maakte een afspraak voor een informatief gesprek. De patiénten kregen schrifte-
lijke informatie mee en een instemmingsverkiaring ter ondertekening. Patiénten die
deel wilden nemen stuurden de verklaring getekend retour. Alle benaderde paren gin-
gen akkoord.

In tabel 8.3 staan de resultaten van de voorafgaande IVF pogingen van de 25
patiéatenparen vermeldt.

TABEL 8.3: Gegevens van de patigntenparen die voor micro-inseminatie geselecteerd werden

patiénten met patiénien met Students
één punctie twee punctlies T-test
aantai patiénten 12 i3
gem. leeftijd vrouw 31,748 33,2+43 p=0,408
gem. leeftijd man 34764 412+ 8,0 p=0,016
punctie 1
gem. aantal eicellen 12,057 8,7+ 6,6 p=0,375
totaal agntal zaadcellen 18,31 9,8 37.7t277 p=0,04
x 108/m!
aantal bewegende zaad- 7.3%x57 28,0+ 26,0 p=0,015
cellen x 108/mi
% motiliteit 63% 17 37% + 30 p=0,013
punctie 2
gem. aantal eicellen - 7.7+30 p=0,3151
totaal aantal zaadeellen - 45,8 + 36,1 p=0.5281
x 108/m]
aantal bewegende zaad- - 38,1+359 p=0,4181
cellen x 108/m]
% motifiteit - 31% +28 p=0,5651

1Vergelijking lussen eerste behandeling en tweede behandeling bij patiénten met twee voorafgaande
puncties (tussen punctie 1, kolom 3 en punctie 2, kolom 3)

8.4 UTTVOERING

Voor het verkrijgen van de eicellen onderging de vrouw een ‘ovariéle hyperstimulatie
gevolgd door een ovulatieinductie. Vanaf de derde dag van de menstruele cyclus kreeg
de vrouw dagelijks 225 LE. HMG (Humegon ., Organon, Oss, Nederland) toegediend.
Vanaf de achtste cyclusdag werd de groei van de ovariéle follikels m.b.v. vaginale echo-
scopie gevolgd. De patiénten ontvingen 225 LE. HMG totdat de grootste follikels een
gemiddelde diametervan 17 2 18 mum bereikt hadden. Op die dag werd een éénmalige
HCG gift van 10.000 LE. (Pregnyl Organomn, Oss, Nederland} toegediend. Dit werd 35
uur later gevolgd door een vaginale punctie, onder echografische controle, van de fol-
likels.

In het laboratorizm werden de eicellen uit de punctaten geisoleerd en in drup-
pels medium onder minerale olie in de broedstoof geplaatst. Al deze handelingen en
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de verdere routine IVF-procedure vonden plaats zoals reeds eerder beschreven (Zeil-
maker,1986).

Na isolatie werden de eicellen aselect verdeeld over twee groepen. Indien er min-
der dan zes eicellen gevonden werden, werden alle eicellen gebruikt voor micro-in-
seminatie.

Na de vaginale punctie werd de man gevraagd zaad te produceren. Na de liguefac
tie van het semen werden bewegende en niet-bewegende zaadcellen geteld, het semen-
volume gemeten en werd het semenmonster via de Percoll:methode verwerkt {(voor
Percoll-methode zie hoofdstuk 5). Indien er minder dan 100.000 bewegende zaadcel-
len/mi in het ¢jaculaat werden geteld werd alleen micro-inseminatie toegepast.

Vier tot zes uur na isolatie werd één van de twee groepen eicellen behandeld in
een hyaluronidase-oplossing {Hyasonm, Organon, Oss, Nederland). Ampullen Hyason
werden voorafgaand aan het gebruik gesteriliseerd m.b.v. gamma-straling. Daarna
werd één ampul met 150 LU. Hyason opgelost in 1 ml van het IVF-medium. De cumu-
luswolken werden diverse malen heen en weer gepipetteerd in de oplossing totdat het
merendeel van de cumuluscellen losgeweekt was van de eicel. De 'kale' eicel werd
schoongespoeld in drie druppels vers medium en in de broedstoof geplaatst. De totale
duur van het 'kaalmaken' van de eicellen bedroeg minder dan 5 minuten.

Het opgezwommen semenmonster werd verdeeld over twee fracties. De overgeble-
ven groep eicellen met cumuluswolk werd geinsemineerd met één fractie zoals bij een
normale IVE-procedure, d.w.z. gemiddeld werden er 50.000 tot 100.000 zaadcellen uit
het semenmonster aan iedere eicel toegevoegd.

Na de verwijdering van de cumuluscellen werd begonnen met de micro-insemi-
natie. De fixatiepipet (nitwendige diameter * 530 ym, inwendige diameter + 10 ym) en
de injectiepipet (uitwendige diameter * 15 pm, inwendige diameter * 7 ym} werden
vervaardigd zoals beschreven in het hoofdstuk 7).

Micro-inseminatie vond plaats in het standaardmedium, in een kweekschaaltje
met druppels onder olie. Eén druppel bevatte de zaadcellen en één druppel de cumu-
lus-vrije eicellen, met een maximum van 5 eicellen per druppel. In de injectiepipet
werden ongeveer 20 tot 30 goed bewegende zaadcellen uit de zaaddruppel opgezogen.
Daarna werd de eicel vastgezogen met de fixatiepipet, zodanig dat het peollichaampje
op de positie van 12 uur lag. Door aanzuigen van de eicel werd de zona aangespannen,
waardoor de injectiepipet gemakkelijk door de zona sneed. De injectie geschiedde op
de positievan 1 a 2 uur, Na injectie werden 2 tot 5 zaadcellen in de perivitelline ruimte
geblazen. De injectepipet werd teruggetrokken en de zona sloot zich onmiddellijk
achter de injectiepipet. Micro-inseminatie van vijf eicellen nam ongeveer 1 minuut in
beslag.

Na het vrijmaken van de cumulus konden de eicellen beoordeeld worden op hun
status. Eicellen die nog één kiemblaasje bezaten of waarbij geen eerste poollichaampje
aanwezig was, eicellen die de metafase Il nog niet bereikt hadden, werden als onrijp
beschouwd. Pogingen tot micro-inseminatie bij deze eicellen leidden tot snelle dege-
neratie, doordat er geen ruimte aanwezig was tussen eicel en zona pellucda.

Na de micro-inseminatieprocedure werd het kweekschaalfje snel teruggeplaatst in de
broedstoof.

De volgende ochtend werden de eicellen geinspecteerd op pronucleusvorming.
Eicellen met twee pronuclei uit de micro-inseminatie groep en uit de in-vitro-insemi-
natiegroep werden apart gehouden.
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Voor embryotransplantatie, 2 of 3 dagen na de punctie, werden de embryo's geinspec-
teerd. Voor transplantatie werden de embryo's gekozen uit die inseminatiegroep
waarin zich de meeste en best ogende embryo's bevonden. Nooit werden embryo's it
beide groepen tegelijk teruggeplaatst.

8.5 RESULTATEN

Van de 25 patiéntenparen waren er 17 waarbij micro-inseminatie en in-vitro-insemi-
natie vergeleken konden worden. In Tabel 8.4 staan de resultaten van deze 17 patién-
ten vermeld. In deel A van Tabel 8.4 de resultaten naar het aantal patignten en in deel
B de resultaten naar het aantal eicellen en embryo's.

Tabel 8.4: Vergelijking micro-inseminatie met in-vitro-inseminatie

Deel A: Patiénten waar rnicro-inseminatie en in-vitro-inseminatie vergeleken konden worden
{n=17).

# patiénten bevruchting met
micro-inseminatie in-vitro-inseminatie.
5 -+ +
1 + -
2 - +
o) - -

McNemar-test p=1,00, n.s.

Transplantatie van embryo's bij de patiénten waar een vergelijking tussen micro-inseminatie.
en in-vitro-inseminatie. mogelijk was

transplantatie van # patiénten # 2wangeren
in-vitro-ins. embryo's 6 1
micre-ins. embryo's 2 ¢

Deel B: Aantallen eicellen en embryo’s bij puncties waarbij micre-inseminatie en in-vitro-inse-
minatie vergeleken konden worden.

micro-inseminatie in-vitro-inseminatie
# obeyten 103 106
# embryo's 11 (10,7%)" 24 (22,6%)1
# onrijpe odeyten 14 (13,6%) -
# polyspermie 1 (1%) e}

1 Chi2=4,537, p=0,03
Van de zeventien patiéntenparen waren er vijf die zowel met micro-inseminatie als

met in-vitro-inseminatie bevruchting hadden. Eén patiént had alleen bevruchting
met micro-insemminatie, twee patidnten alleen met in-vitroinseminatie en negen
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patiénten: hadden geen bevruchtng.

Bij deze zeventien patiénten ondergingen 103 eicellen micro-inseminatie, hieruit
ontstonden 11 embryo's (10,7%), 14 eicellen bleken onrijp te zijn (13,6%) en één eicel
vertoonde polyspermie. Van de 106 inwvitroinseminatie eicellen werden er 24
bevrucht (22,6%). Het verschil in aantallen embryo's, 11 versus 24, is statistisch signifi-
cant (p<0,05).

Van de acht patiénten die alleen met micro-inseminatie werden behandeld (zeven
wegens een eicelaantal lager dan zes, é€n wegens een zaadcelconcentratie lager dan
100.000/ml} waren er slechts twee patiénten met bevruchting. Deze acht patiénten
hadden 41 eicellen waaruit 4 embryo's ontstonden {9,8%), 3 eicellen bleken onrijp
(7,3%) en 2 eicellen waren door meer dan één zaadcel bevrucht (4,8%).

Alle eicellen behandeld met micro-inseminatie, zowel in de groep waar een verge-
lijking mogelijk was als in de groep waar alleen micro-inseminatie mogelijk was, die
18 uur na micro-inseminatie twee pronuclei vertoonden, deelden ock door. Alle
bevruchte eicellen groeiden uit tot embryo's.

Bij twee patiénten waren er meer embryo's van betere kwaliteit na micro-insemi-
natie dan na in-vitro-dnseminatie. In totaal waren er vier patiénten met een trans-
plantatie van micro-inseminatie embryo's, resp. één patiént kreeg één embryo ge-
transplanteerd, twee patiénten kregen twee embryo's getransplanteerd en één patignt
drie embryo's. Geen van deze patiénten werd zwanger.

Er waren 6 patiénten waarbij in-vitro-inseminatie embryo's getransplanteerd wer-
den, één patént werd zwanger.

In Tabel 8.5 staan de gegevens vermeld van de patiénten die wel en de patignten
die geen bevruchting behaalden met micro-inseminatie.

Tabet 8.5: vergelijking tussen patiénten mét en zonder bevruchting m.b.v. micro-inseminatie (n=25)

Bevruchting met  Geen bevr. met Students T-test
micro-inseminatie micro-inseminatie

# patiénten g 17
# pat. met één eerdere punctiel 3 9
# pat. met twee eerdere puncties! 5 g
gem. leeftijd man 384162 378174 p =0.,6864
gem. leeftijd vrouw 33,31t36 321148 p=0,498

1 voorafgaande puncties zonder bevruchting

semenparameters bij punctie

gem. # bewegende zaadcellen/'ml 11,9+ 8,0 112115 p=0,871
gem. # zaadcellen/mi 29,6+ 20,3 233177 p =0,464
gem. motiliteit 48% +£ 28 46% + 26 p = 0,898

resultaten in-vitro-inseminatie

# eicellen voor IVF 46 60
# embryo's na IVF 19 (41,3%)2 5 (8%)3

2 Chi2=14,33, p<0,001
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resultaten micro-inseminatie . ChiZtoets
# eicellen voor m.i. 45 89

# embryo's na m.i. 15 (33,3%) 0

# onrijpe eicellen 6 (13,3%) 13 {13,1%) p =097
polyspermie 3 (6,7%) ]

i patiénten behorende {ot een groep met bepaalde semenparamelers

zaadcelien totaal <20x106/mil 3 pat.(38%)3 8 pat.(47%)3 p=0,65
motiliteit <40% 3 pat.{38%) 5 pat.(29%) p=0,68
zaadeellen totaal <10x108/mi 1 pat.(13%) 5 pat.(29%) p=0,36
bewegende zaadcellen <5x108/mi 3 pat.(38%) 8 pat.(47%) p=0,65
bewegende zaadcellen <1,5x108/ml 1 pat.(13%) 4 pat.(24%) p=0,52

3 Aantal patiénten per groep t.0.v. totaal aantal patiénten

Uit tabel 8.5 blijkt dat als geenn bevruchting ontstond m.b.v. micro-inseminatde, ook in-
vitro-inseminatie weinig succesvol was.

In tabel 8.6 staan de resultaten van de patiénten die al één resp. twee voorafgaande
IVF-pogingen gehad hebben.

TABEL 8.6: Vergelijking resultaat patiénten met één resp. twee [VF-pogingen zender bevruchting.
Aantal voorafgaande puncties één (n=12) twee (n=13)

ronder bevruchting

resultaten in-vitro-inseminatie

# eicellen 53 53
# embryo's 10 (19%)1 14 (26%)1

1 Chi2=0,86,p=0,35,n.5.

resuitaten micro-inseminatie

# eicellen 78 66

# embryo's 5 (6%)2 10 (15%)2
# onrijpe eicellen 8 (10%)3 11 (17%)3
# polyspermie 0 3 {4,5%)

2 Chi2=2,83,p=0,09,n.5.; 3 Chi®=1,28,p=0,26,n..

Semenparameters bij punctie

gem. # bewegende zaadeellen 9.4+ 10,54 13,4+ 10,74
gem. # zaadcellen x 105/mi 18,3% 17,75 31,7+ 17,25
gem.% motiliteit 49% + 266 44% + 26°

Students T-test 4 p=0,363; 5 p=0,070,; 6 p=0,627
Patiénten die al twee voorafgaande IVF-pogingen ondergingen hebben een iets hoger

bevruchtingspercentage behaald dan patiénten met één voorafgaande IVF-poging,
zowel met micro-inseminatie als met in-vitro-inseminatie. Dit verschil is echter niet
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statistisch significant. Ook hebben patignten met twee voorafgaande pogingen gemid-
deld betere semenparameters bij punctie dan patiénten met één voorafgaande IVF-

poging.

8.6 DISCUSSIE

Er ziin maar weinig studies waar micro-inseminatie en in-vitro-inseminatie binnen
één behandeling van één patiént vergeleken werden. Alleen Fishel (Fishel 1992) en Sak-
kas (Sakkas,1992) hebben deze vergeliiking gemaakt (zie ook tabel 9.7). Cohen verge-
leek binnen één behandeling micro-inseminatie met zona-incdsie.

Een vergelijkende studie binnen é€n behandeling is natuurlijk alleen mogelijk als
er voldoende eicellen en zaadcellen zijn. Bovendien menen vele onderzoekers dat bij
&én of meer IVE-pogingen zonder bevruchting een herhaling van IVF niet zinvol is
{Steirteghem,1992).

Er zijn twee indicaties voor micro-inseminatie die nader onderzoek behoeven. Ten
eerste patiénten met zeer slechte semenparameters {minder dan 1 miljoen bewegende
zzadcellen/m] in het ejaculaat) en ten tweede patiénten die één of meerdere malen
geen bevruchting hadden bij hun IVF-pogingen.

Ons onderzoek was gericht op de tweede groep patiénten. Deze patiéntengroep
bleek zeer gemotiveerd te zijn voor deelname aan een njeuwe techniek. Geen van de
benaderde patiénten heeft de micro-inseminatie afgewezen. De meest patiénten meld-
den als belangrijkste reden voor hun deelname de hoop dat een nieuwe techniek, hoe
Klein de kans op succes ook zal ziin, hen die extra kans geeft op bevruchting die zij bij
IVF niet denken te hebben.

Zoals te zien in Tabel 8.3 zijn er significante verschillen tussen de groep patiénten
met één voorgaande IVF-poging en de groep patiénten met twee voorafgaande pogin-
gen betreffende de concentraties zaadcellen en de motiliteit.

De verschillen in de aantallen zaadcellen (totaal en bewegend) tussen beide groe-
pen worden mogelijk veridaard doordat patiénten met redelijke aantallen zaadcellen
{meer dan 20 miljoen zaadcellen/ml) eerder geadviseerd worden om nog een IVE-
behandeling te ondergaan na een voorafgaande mislukking, dan patiénten met lage
aantallen zaadcellen. Patiénten met één mislukte IVF-poging en slechte semenpara-
meters werden eerder doorverwezen door de arts voor micro-inseminatie.

Uit Tabel 8.6 blijkt dat patiénten met twee mislukte IVF-pogingen nog een redeljjk
goede kans hadden op bevruchting met in-vitro-inseminatie {4 van de 13 patiénten, 14
van de 53 eicellen bevrucht). Een studie naar het resultaat van een nieuwe bevruch-
tingsmethode moet in deze groep patiénten dus altijd met een controlegroep vergele-
ken worden.

In de groep patiénten waarbijj IVF en micro-inseminatie vergeleken konden wor-
den, werd met micro-inseminatie geen beter resultaat behaald dan met in-vitro-inse-
minatie (zie Tabel 8.4). Er werden met micro-inseminatie zelfs minder eicellen
bevrucht dan met invitro-inseminatie.

Er zijn twee verklaringen mogelijk. Als eerste: het kan zijn dat de techniek van
micro-inseminatie een beschadiging in de bevruchtingscapaciteit van eicel of zaadcel
veroorzaakt, hoewel dit bij de muis niet aangetoond kon worden (zie hoofdstuk 7).

Een tweede verklaring is dat bjj microinseminatie te weinig zaadcellen geinjec
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teerd werden die tot bevruchting in staat waren en moeten er dus meer zaadcellen
geinjecteerd worden om de bevruchtingskans te verhogen.

Het percentage polyspermie na micro-inseminatie was hoog (3 van de 144 gemi-
cro-insemineerde eicellen (2%), 3 van de 18 bevruchte eicellen (16,7%)). Op het IVF-labo-
ratorium van het Dijkzigt ziekenhuis heeft 5% van alle eicellen na IVF drie of meer
pronuclei. Bij Fishel (Fishel 1992) is het percentage polyspermie 0,4% van alle embry-
o's die na micro-inseminatie ontstonden, hij injecteerde 2 tot 10 zaadcellen per eicel.
Sakkas (Sakkas,1992) had een polyspermiepercentage van 18,5% bij de injectie van 4
zaadcellen in de perivitelline ruimte, en zelfs een verdubbeling hiervan na injectie
van 5 tot 10 zaadcellen. Cohen (Cohen,1991) beschrijft een veel kleinere serie eicellen
dan Fishel en Salkkas waarbij hij micro-inseminatie toepaste. Hij vindt in zijn serie een
zeer hoog percentage polyspermie, bij injectie van 3 tot 5 zaadcellen vertoonden 6 van
de 9 bevruchte eicellen polyspermie, bij de injectie van meer dan 9 zaadcellen waren
alle bevruchte eicellen (6 van de 11 behandelde eicellen) door meer dan één zaadcel
bevrucht. .

De semenparameters bij de patiénten behandeld door $akkas en door Cohen zijn
beter dan bij de patiénten die Fishel behandelde, dit zou een verklaring voor het hoge
polyspermie percentage bij Cohen. en Sakkas kunnen zijn.

Ock in ons onderzoek hadden de patiénten redelijk goede semenwaarden. Het
lijkt dan ook veilig om meer dan 3-5 zaadcellen per eicel te injecteren bij patiénten
met zeer slechte semenwaarden, maar voorzichtig te zijn bij patignten met redelijke
semenparameters.

Dat geen van de vier patiénten die embryo's uit de micro-inseminatie groep
getransplanteerd kreeg zwanger werd, hoeft niet te betekenen dat deze embryo's van
slechte kwaliteit zijn. Het aantal patiénten is te kiein om hier een uitspraak over te
kunnen doen.

Dat zwangerschappen mogelijk zijn en dat het resultaat van deze zwangerschap-
pen en de geboren kinderen niet afwijkend zijn is door verschillende onderzoekers al
bewezen (Ng,1988; Fishel 1990; Fishel,1991; Steirteghem, 1992; Sakkas,1992). Het per-
centage zwangerschappen bij deze onderzoekers is laag, 5% van alle behandelde
patiénten bij Fishel (Fishel 1992) en 2% bij Sakkas (Sakkas,1992). Zowel bij Fishel als bij
Sakkas werden bij de meeste transplantaties maar één of twee embryo's getransplan-
teerd. De reden hiervoor was eenvoudig: er waren niet meer dan twee embryo's ont-
staan bij de meeste patignten. Zoals bekend geeft transplantatie van maar één embryo
minder kans op zwangerschap dan transplantatie van drie of vier embryo's.

De resultaten van ons onderzoek zijn alieen goed te vergelijken met de resultaten
van Fishel {Fishel,1992) en Sakkas (Sakkas,1592). Deze beschrijven beide een deelonder-
zoek binnen hun studie waarin micro-inseminatie en inwvitro-inseminatie binnen één
behandeling van één patiént vergeleken worden. In Tabel 8.7 staan de resultaten van
dit deelonderzoek van deze onderzoekers vermeld.
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Tabel 8.7: resultaten van Fishel (Fishel,1992) en Sakkas (Sakkas,1992) in een vergelijkende studie:
micro-inseminatie versus in-vitro-inseminatie.

Fishel {Fishel,1992) Sakias {Sakkas,1992)
micro-ins. in-vitro-ins. micro-ins. in-vitro-ins.
# eicellen 378 281 43 46
# embryo's 88 (23,2%)1 14 (5,0%)1 12 (27,9%)? 2 (4,3%)2
1 Chi2=39,9 p<0,01 2 Chi2=7,6 p<0,01

Resultaten patiénten (n=91) -

# patiénten micre-ins. in-vitre-ins. -
10 + + -
38 + - -
0 - + -
43 - - -

In de studie van Fishel is er een verschil tussen de bevruchtingskans per patiént en de
bevruchtingskans per eicel. De bevruchtingskans per patiént was bij Fishel met micro-
inseminatie hoger bij patiénten met minder dan 10 miljoen bewegende zaadcellen in
het ejaculaat. Patiénten met een hoger aantal bewegende zaadcellen hadden een veel
lagere bevruchtingskans, zowel met micro-inseminatie als met invitro-inseminatie.

De bevruchungskans per eicel was bij Fishel met micro-inseminatie licht ver-
hoogd als het aantal bewegende zaadcellen in het ejaculaat groter is. Het is dus waar-
schijnlijk {alhoewel Fishel dit niet beschriift) dat in de groep patiénten met lage aan-
tallen bewegende zaadcellen in het ejaculaat meer patignten minder bevruchte eicel-
Ien hebben en dat in de groep patiénten met hoge aantallen bewegende zaadcellen
minder patiénten meer bevruchte eicellen hebben.

In onze studie is het aantal patiénten met bevruchting na micro-inseminatie lager
{8 van de 25 behandelde patiénten, 32%) dan in de studie van Fishel (87 van de 225
patiénten, 35%) of die van Sakkas (66 van de 150 behandelde patiénten, 44 %). Ock is in
ons onderzoek her percentage bevruchting na micro-inseminatie per eicel lager dan
in beide bovenstaande studies (10,4% versus 23,3% bij Fishel en1 27,9% bij Sakkas).

Een van de redenen hiervoor kan zijn dat het aantzal patigénten met minder dan 10
miljoen bewegende zaadcellen in het ejaculaat in onze studie lager is dan bij Fishel,
bij Fishel behalen deze patignten het beste resultaat. Bij ons waren er maar 5 van de 17
(29,4%) patiénten met deze semenparameters, bij Fishel 70 van de 91 (77,0%).

In onze studie waren patiénten geselecteerd die met IVF geen bevruchting behaald
hadden in hun vorige pogingen, ongeacht hun semenparameters. Dit zijn waar-
schijnlijk patiénten die zowel met microinseminatie als met invitro-inseminatie
slechte resultaten behalen.

In onze studie deelden alle bevruchte eicellen na micro-inseminatie door tot
embryo's. Bij Fishel deelde 94% van de bevruchte eicellen door en bij Sakkas 86%. Dit
verschil zou verklaard kunnen worden door een verschil in kweekomstandigheden
tussen verschillende laboratoria. Het is vrij zeldzaam dat bevruchte eicellen niet door-
delen op het IVF-laboratorinm van het Dijkzigt ziekenhuis.
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Voordat zaadcellen met de odlemma samensmelten hebben zij de acrosoomreactie
ondergaan, zowel de zona pellucida als de cumulus cellen kunnen deze induceren
(Cross,1988; Stock,1989). Bij micro-inseminatie worden deze barriéres omzeild. In onze
studie hebben wij geprobeerd een spontane acrosoomreactie af te wachten, pas zes
uur na ejaculatie werd het monster gebruikt voor inseminatie. Ock Sakkas gebruikte
dit tjjdsinterval tot aan inseminatie ($akkas,1992), Fishel induceerde de acroscomre-
actie door gebruik te maken van een Strontium-vertijkt, Calcium arm-medium (Fis-
hei,1992). Beschreven is dat na incubatie in dit medium, zaadcellen na het overzetten
in een Calcium-rijk medium in grote mate de acrosoomreactie ondergaan (Mort-
mer,1988). Fishel zag echter geen verbetering in bevruchtingskans per patiént en per
eicel met gebruik van deze techniek t.ow. een 6 nur durende incubatie in het stan-
daard IVF-medium.

In onze stizdie kwamen 7 van de 17 patiénten, bij wie een vergelijking micro-inse-
minatie versus in-vitro-inseminatie mogelijk was, tot bevruchting met in-vitro-inserni-
natie {40% bevruchtingskans per patignt). Micro-inseminatie zou voor deze groep
patiénten een reéle behandelingsmethede zijn, indien de bevruchtingskans per
patiént veel hoger zou liggen, b.v. 80%.

Een verschil van 40% bevruchtingskans na invitro-inseminatie en 8§0% na micro-
inseminatie zou volgens onze onderzoeksopzet met de test van McNemar ai met 19
patiénten aangetoond kunnen worden (Lachiu,1981).

Van deze 19 patiénten behoren minimaal 9 patiénten de volgende combinatie van
bevruchiing te hebben: micro-inseminatie:+, invitro-inseminatie:- Van de 17 tot nu
toe behandelde patiénten is er slechts £én met deze combinatie. Met nog maar twee te
behandelen paren is het daarom onmeogelijk ooit een statistisch significant verschil te
behalen. :

Zowel in onze studie als in de andere gencemde studies ligt de belangrijkste hin-
dernis bij het succes van de micro-inseminatie bij het behalen van bevruchting van de
eicel. Verder onderzoek naar verbetering van de bevruchtingskans per eicel is daarom
noodzakelijk.
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Tn dit proefschrift wordt de behandeling van mannelijke infertiliteit door middel van
in vitro fertilisatie beschreven. Al snel na de eerste toepassing van invitrofertilisatie
bij infertiliteit ten gevolge van tubapathclogie werd IVF ook toegepast bij manmnelijke
infertiliteit. IVF is het samenbrengen van gameten buiten het lichaam met als doel de
bevruchting. Na de bevruchting wordt het embryo nog enige dagen in-vitro gekweekt
totdat het naar de uterus getransplanteerd kan worden.

Het proces van gameetvorming en de bevruchting worden beschreven in hoofd-
stuk 1. De rijpe eicel en zaadcel zijn ontstaan uit een aantal mitotsche en twee meio-
tische delingen. De kop van de zaadcel wordt omgeven door het zgn. acrosoom. Bij pas-
sage van de cumulus en de zona pellucida van de eicel zal de zaadcel enzymen uit het
acrosoom verliezen, de acrosoomreactie. Door de enzymatische werking van de acro-
somale eiwitten en door de mechanische kracht van de zaadcelstaart dringt de zaad-
cel door de zona pellucida. Na contact van de zaadcel met de eicelmembraan fuseren
beide celmembranen en voltooit de eice] de tweede meiotische deling. Hierna kan het
embryo ontstaan.

De weg van de ontdekking van het bestaan en de functie van zaadcel en eicel tot
de ontwikkeling van de in-vioofertilisatie is lang geweest. Pas vanaf 1970 was het
mogelijk menselijke embryo's invitro te kweken. Deze geschiedenis staat beschreven
in hoofdstuk 2.

Omdat IVF nu bij zoveel patiénten wordt toegepast is het mogelijk om de behan-
deling van verschillende groepen patiénten te vergelijken. Deze studie is in hoofdstuk
3 verricht voor de huidige behandeling van mannelijke infertiliteit op het IVF-labora-
terium van het Dijkzigt-ziekenhuis. De patiénten werden in groepen verdeeld naar
gelang de concentratie bewegende zaadcellen in het ejaculaat. Er werden zeven groe-
pen geformeerd met logaritmisch oplopende zzadcelconcentraties. Vervolgens werd
gekeken naar het resultaat per punctie en per patiént. Puncties met lage zaadcelcon-
ceniraties bleken een lager bevruchtingspercentage te hebben (aantal patiénten met
bevruchtingf totaal aantal patiénten in de zaadcelgroep) dan puncties met een hogere
zaadcelconcentratie. Bij puncties met een concentratie bewegende zaadcellen van 1
x108/m1 trad in 34% van de gevallen bevruchting op, bij de groep van 4-8 x10%/ml was
dit al 65% en in de hoogste groepen was dit 90%.

Als er bevruchting was opgetreden, bleek het zwangerschapspercentage by alle
groepen gelijk te zijn. Ook als gekeken werd naar andere kwaliteitscriteria voor embry-
0's, zoals het aantal morfologische goede embryo's dat getransplanteerd werd of naar
de mogelijkheid van cryopreservatie, werd geen verschil in kwaliteit van de embryo's
tussen: de zaadcelgroepen gevonden.

Patiénten werden in bovenstaande zaadcelgroepen ingedeeld zl naar gelang de
gemiddelde zaadcelconcentratie tijdens de puncties. Patinten met lage concentraties
bewegende zaadcellen hebben een lager totaal zwangerschapspercentage, maar
ondernemen ook minder pogingen dan patiénten met hoge concentraties. Het zwan-
gerschapspercentage Joopt op van 0% in de laagste zaadcelgroep tot 44% in de hoogste
zaadcelgroep.

Om het bevruchtingspercentage bij patiénten met lage zaadcelconcentraties te
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verbeteren werd de zogenaamde Percoll-methode toegepast bij de isolatie van de zaad-
cellen. Percoll is een viscenze oplossing die in staat is zaadcellen na centrifugeren op
basis van beweeglijkheid te scheiden. In hoofdstuk 4 wordt het effect van Percoli-schei-
ding bestudeerd.

Bij een IVF-behandeling van een patiént werden eicellen en zaadcellen verdeeld.
Een deel van de zaadcellen werd op de routinewijze, d.m.v. centrifugeren en opzwem-
men bewerkt. Het ander deel onderging een Percoll-bewerking. Bevruchting trad met
de Percoll-bewerking statistisch significant vaker op dan na de centrifugering/op-
zwemmethode. Dit geldt zowel voor het aantal pati®nten met bevruchting als voor het
aantal embryo's dat ontstond. Ook werden embryo's die ontstonden uit de zoge
naamde Percoll-zaadcellen vaker getransplanteerd dan de embryo's die op de routine-
matige wijze ontstaan waren.

Er blijven veel patiénten over die met IVF geen bevruchting behalen of die zulke
lage aantallen zaadcellen bezitten, dat zij voor IVF niet in aanmerking komen. Voor
deze patiénten werd de micromanipulatie ontwikkeld. In hocfdstuk 5 worden de ver-
schillende methoden van micromanipulatie heschreven en in de hoofdstuk 6 wordt
de ontwikkeling van de door ons gebruikte methode van micro-manipulatie, de zoge-
naamde micro-inseminatie beschreven. Bij micro-inseminatie wordt een zaadcel met
een glazen pipet onder de zona pellucida van de eicel gebracht.

In hoofdstuk 7 wordt het dierexperimenteel deel van onze studie naar het resul-
taat van micro-inseminartie behandeld. Micro-inseminatie van twee tot vijf zaadcellen
bij één ejcel bleek een hoger bevruchtingspercentage te geven dan micro-inseminatie
van slechts één zaadcel. Het percentage polyspermie bleek na injectie van meerdere
zaadcellen niet verhoogd te zijn. Verder bleek dat embryo's die na micro-inseminatie
ontstaan waren in dezelfde mate uitgroeiden tot blastocysten en daarna hatching
ondergingen als embryo's ontstaan na een in-wvitro-inseminatie. Na transplantatie
naar de uterus van een acceptor van de micro-inseminatie embryo's werd een zelfde
percentage pakomelingen geboren als na transplantatie van in-vitro-inseminatie
embryo's.

Na de succesvolle afronding van de micro-inseminatie experimenten bjj de muis
werd een aanvraag ot toepassing van micro-inseminatie bij de mens bij de Medisch
Ethische Commmissie van het Dijkzigt Ziekenhuis ingediend. Deze aanvraag staat ver-
meld in het laatste hoofdstuk van het proefschrift, hoofdstuk 8. Na toestemming van
de aanvraag werden 25 paténtenparen behandeld. Een groep eicellen onderging
micro-inseminatie en een groep een invvitro-inseminatie. Na afloop werden de
bevruchtingspercentages van beide groepen vergeleken. Micro-inseminatie bleek geen
hoger bevruchtingsresultaat te geven dan de inwvitro-inseminatie. Dit tegenvallend
Tesultaat zou mogelijk te wijten zijn aan een verkeerde indicatiestelling. Voor deze stu-
die werken namelijk pati€nten geselecteerd die al één of meer IVF-pogingen zonder
bevruchting gehad hadden. Er werd niet naar de zaadcelconcentratie gekeken. Een
vervolgonderzoek naar het resultaat van micro-inseminatie bij patinten met zeer
lage aantallen zaadcellen kan meer licht brengen over het effect van deze methode.
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This thesis describes the treatment of male infertility by in-vitro-fertilization. [VF was
a treatiment for infertility caused by tubal blockage. Thereafter IVF was also used as a
treatment for male infertility. IVF is the bringing together of the gametes outside the
female body. After fertlization the embryo is cultured in an incubator before it will be
transplanted to the uterus. _

The process of development of the gametes and fertilization is described in chap-
ter 1 of this thesis. A mature sperm and oocyte are formed after mitotic and meiotic
divisions. The head of the spermatozoa js covered by the acrosome. During passage of
the cumulus and the zona peliucida of the cocyte, the acrosome loses its enzymes, the
acrosomal reaction. By means of the enzymatic action of the acrosomal proteins and
the mechanical force of the beating sperm tail, the sperm penetrates the zona pellu-
cida. After contact of the sperm with the cell membrane of the cocyte, the membra-
nes fuse and the oocyte completes its second meiotic division. After this process the
embryo is formed.

The history of the discovery of the gametes and fertilization and the first succes-
sful atternpt to achieve a fertilization inwvitro are described in chapter 2. It was only
from the beginning of the seventies that it was possible to culture human embryos in-
vitro.

Since so many patients today are treated by IVF it is possible to compare the results
of different groups of patients. In chapter 3 the results of IVF for male infertility on
the IVF-laboratory of the Dijkzigt Hospital are described. Patients were grouped accor-
ding to the concentration of motile sperm in the ejaculate. Seven groups were for-
ined, on a logarithmic ascending scale. Results were studied per ovum pickup and per
patent. Ovumn pick-ups with a low sperm concentration did have a lower fertilization
rate (total number of punctures with fertilization/total number of punctures in that
group) than punctures with a high sperm concentration. Punctures with a concen-
tration of motile sperm of 1x108/m1 had a fertilization rate of 34%, in the group with
4-8x106/m1 the fertilization rate was 69% and in the groups with the highest concen-
trations the fertilization rate was 90% per ovumn pick-up. After fertilization had been
achieved the percentage of pregnancy was the same for all groups. Other cziteria to
determine quality of embryo's, such as the number of morphelogically good embry-
o's being transplanted or the possibility of cryopreservation showed no difference
between the sperm groups.

Patients were divided into the same groups as for the punctures on the concen-
tration of motile sperm. The mean sperm concentration of all punctures from a
patient was taken. Patients with a low sperm concentration did have a lower preg-
nancy rate than patients with higher concentrations. However patients with low
sperm concentrations underwent fewer treatments than the other patients. The preg-
nancy rate differed from 0% in the lowest sperm groups to 44% in the higher sperm
groups.

In an attempt to improve the fertdlization rate of patients with low sperm con-
centrations the so called Percoll-method was used. Percoll is a solution of high visco-
sity which can divide sperm on basis of their motility. In chapter 4 the effect of Percoll-
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division is studied. The oocytes and sperm of a patient were divided into two groups.
One part of the ejaculate was treated in the routine way by centrifugation and swim-
up. The other part of the ejaculate underwent a Percoll-treatment. After Percoll-treat-
ment more patients and more oocytes had shown signs of fertilization than after the
centrifugation/swim-up method. Embryo's derived from the Percoll-treatment were
more frequently transplanted than embryo's from the centrifugation/swim-up treat-
ment.

Many patients do not achieve fertilization with IVF or they have such low numbers
of sperm in their ejaculate, that IVF is discouraged for them. For these patients micro-
manjpulation has come into use. In chapter 5 different methods of micromanipula-
ticn are described and in chapter 6 the development of the so called micro-insemina-
tion, the method we choose for micromanipulation, is described in more detail.
Microdnsemination is carried out by manipulating a spermatozoa under the zona pel-
lucida of an cocyte with a small glass pipet.

In chapter 7 the results of micro-insemination in a mousemodel are described.
Micro-insemination of two till five sperm cells under a zona gave a higher fertilization
rate than micro-insemination of only one spermatozoa. The percentage of polysper-
mia was not higher after injection of more sperm. Embryo's resulting from micro-
insemination developed into blastocysts and underwent hatching. After transplanta-
tion to the uterus of an acceptor embryo's resulting from micro-insemination develo-
ped into offspring.

After the successful completion of the experiments with micro-insemination in
the mouse permission was requested from the Medical Ethical Commission of the
Dijkzigt Hospital to perform micro-insemination in patents. This request is described
in the last chapter of the thesis, chapter 8. Following permission 25 patients were tre-
ated. One group of oocytes underwent micro-insemination and the other group con-
ventional in-vitro-insemination. After treatment the results of both groups were com-
pared. Micro-nsemination gave no better fertilizadon rate than inwvitroinsemina-
tion. This disappointing result could be ascribed to the fact for this study patients
were selected who already had undergone one or more IVF-attempts without the
occurrence of fertilization. The sperm concentration played no role. Possibly experi-
ments with micro-dnsemination in a group of patients with very low sperm concen-
trations would provide better insight about the usefulness of this technique.
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Zonder de steun van vele anderen zou het werk voor dit proefschrift nooit nitgevoerd
zijn en de resultaten nooit beschreven.

Als eerste wil ik mijn promotor Gerard Zeilmaker bedanken. Hij heeft mij de
beginselen van het opzetten en uitvoeren van onderzoek bijgebracht. Zijn werkme-
thode: een groot deel van de experimenten zelfstandig uitveeren en daarna de resul
taten kritisch bestuderen, bleek voor mij het meest waardevol te zijn. Van Gerard heb
ik ook geleerd onderzoeksresultaten van anderen kritisch te bezien. Met bewondering
heb ik van zijn doorzettingsvermogen bi de introductie en de uitveering van het
onderzoek, zelfs bij tegenwerking, geleerd. Zijn fijne neus voor relevante nieuwe ont-
dekkingen zal ik wel nooit krijgen.

Ik wil de leden van de promotiecommissie de professoren Drogendijk, Lamberts
en Van Steirteghem bedanken voor de beoordeling van dit proefschrift. Professor
Drogendijk heeft ook diverse malen geholpen bif het opstellen van de protocollen
voor de Medisch Ethische Commissie.

De allereerste beginselen van het IVFlaboratorium ziin mij bijgebracht door
Nadia Lo-A-Njoe en Renée van de Graaf. In de loop van de jaren is dit Kleine clubje uit-
gegroeid tot een grote groep collega's en vrienden in Rotterdam en Voorburg. Met
Ellen Rijnders en Gerda Huisman heb ik diverse malen gestoeid over onze weten-
schappelijke resultaten, niet alleen in Rotterdam maar ook op diverse congressen. Van
al de analisten wil ik in het bijzonder Jacqueline Termeulen danken voor haar bij-
drage aan veel experimenten. De Percoll-studie is voor een groot deel voorbereid door
Grada van den Dool tijdens haar keuzeco-schap.

De benadering van patiénten zou onmogelijk geweest zijn zonder de steun van de
gynaecologen Bert Alberda, Arie Verhoeff en Bob Leerentveld.

De zllereerste beginselen van de micromanipulatie zijn mij bijgebracht door
Arnold Hekman, ook later heb ik hem lastig gevallen met vele vragen en verzoeken.

Mijn dank gaat ook uit naar de medewerkers van de voormalige afdeling Fysiolo-
gie I, waar het merendeel van dit onderzoek werd uitgevoerd.

Veel ben ik verschuldigd aan Rina Berkhout en Willem van Donkelaar, die de
opmaak van het proefschrift verzorgd hebben.

De belangrijke basis voor dit proefschrift werd natuurlijk geleverd door mijn
ouders. Hun enthousiasme en geduld tijdens al die jaren is voor mij altijd de belang-
rijkste strnulans geweest om de zaken te voltcoien waar ik eenmaal aan begonnen
was. Het is erg jammer dat mijn moeder het resultaatvan dit werk niet meer heeft mo-
gen zien. Ik probeer dit leed te verzachten door dit proefschrift aan haar op te dragen.

Bijna vanaf het begin van het onderzoek heb ik Paula thuis lastig gevallen met alle
problemen bij de experimenten en het werk. Vaak heeft ze, zonder het te beseffen, die
problemen voor mij opgelost. Paula, de komende jaren hoop ik samen samen met jou
en met Lisa en Eva van ons geluk te genieten.
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De auteur van dit proefschrift werd geboren op 13 september 1959 te Made en Drim-
melen. In 1977 behaalde hij het Atheneum B diploma zan het Onze Lieve Vrouwe
Lyceum te Breda. Na het eerste jaar Civiele Techniek aan de Technische Universiteit te
Delft gevolgd te hebben begon hij in 1578 aan de studie geneeskunde aan de Rijksuni-
versiteit te Utrecht. In 1985 werd het doctoraalexamen behaald en in 1986 het artsexa-
men. Van 1987 tot 1990 was hij werkzaam als assistent in opleiding op de toenmalige
afdeling Endocrinologie, Groei en Voortplanting van de Erasmus Universiteit Rotter-
dam. Daar werd het hier beschreven onderzoek verricht. Van januari 1991 tot maart
1993 was hij werkzaam op de afdeling Gynaecclogie en Verloskunde van het Dijkzigt
Ziekenhuis (hoofd Prof. dr. A.C. Drogendijk) en bij het IVF-team van het Dijkzigt Zie-
kenhuis (hoofd Dr. R.A. Leerentveld). Vanaf 1 maart 1993 is hij in opleiding tot klinisch
chemicus in ket Sophia Ziekenhuis te Zwoile (opleider dr. EW. Kuijpers).
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