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Beschreibung
Gebiet der Erfindung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Verbesserung der Fertilisationsaktivitat von Spermatozoen, ins-
besondere zur Vergrofierung der Motilitat von Spermatozoen durch Inhibierung des Enzyms Phosphatidylino-
sitol-3-Kinase (PI3K). Die Erfindung betrifft weiterhin Verwendungen und Verfahren von PI3K-Inhibitoren bei
Infertilitat und assistierten Reproduktionstechniken ("assisted reproduction techniques") als auch ein Medium
zur Aufbewahrung und/oder zum Transport von Spermatozoen, umfassend PI3K-Inhibitoren.

Hintergrund der Erfindung

[0002] Die Infertilitat eines Paares wird als Unvermégen der Frau definiert, nach mindestens einem Jahr des
regelmaBigen, ungeschutzten Sexualverkehrs schwanger zu werden. Infertilitdt kann durch eine Vielzahl von
EinfluRfaktoren verursacht werden, wobei mannliche Einflulifaktoren eine entscheidende Rolle bei ungefahr
40 bis 50% der Falle spielen. Die reduzierte mannliche Fertilitét ist im allgemeinen verbunden mit Veranderun-
gen von Sperma-betreffenden Parametern, wie zum Beispiel der Morphologie, der Motilitdt und der Spermien-
anzahl.
[0003] Verschiedene assistierte Fertilisationstechniken (ARTs) werden zur Behandlung der Infertilitat des
Paares vorgeschlagen, wobei es in vielen Fallen moglich gemacht wird, die Problematik sowohl der mannli-
chen als auch der weiblichen EinfluRfaktoren zu tGberwinden. Diese Verfahren, deren Wahl abhangig von der
Art der getroffenen Diagnose ist, kbnnen das Ansammeln von mannlichen und weiblichen Keimzellen (Sper-
matozoen und Oozyten) betreffen.
[0004] Die weitere Behandlung variiert je nach Ursache der Infertilitdt. Die Keimzellen kénnen direkt in den
Eileiter (GIFT = "Gamete Intra Fallopian Transfer" = Intra-Eileiter-Transfer von Gameten) Uberfiihrt werden
oder werden miteinander in einem Testrohrchen in Kontakt gebracht. Wenn letzteres zu einer Fertilisation der
Oozyten flihrt, wird die resultierende Zygote oder der Embryo in den Uterus transferiert (IVFET = "In Vitro Fer-
tilization and Embryo Transfer", In-Vitro-Fertilisation und Embryonen-Transfer).
[0005] Falls die Infertilitdt auf einen mannlichen Einflufaktor(en) zurlickgeht, bestimmen die Parameter der
Samenflissigkeit und insbesondere die Anzahl und die Motilitdt der Spermatozoen die Wahl der jeweilig ange-
wandten assistierten Fertilisationsmethode. In den schwersten Fallen der mannlich bedingten Infertilitat ist/sind
die Spermatozoenanzahl und/oder ihre Motilitat sehr niedrig. Die Fertilisationsaktivitat von Sperma wird ge-
wohnlich in einem Spermiogramm bewertet. Entsprechend den WHO-Standards, welche dem WHO-Hand-
buch "WHO manual" (WHO laboratory manual for the examination of human semen and spermcervical mucus
interactions, 4. Auflage, Cambridge University Press 1999) entnommen werden kénnen, wird Sperma in die
folgenden Gruppen eingeordnet:

* Normozoospermie: Wenn alle Spermatozoen-Parameter normal sind zusammen mit normalem Samen-

plasma, WBCs (weille Blutzellen) und keine Agglutinierung;

* Oligozoospermie: Wenn die Spermienkonzentration < 20 Millionen/ml ist; Teratozoospermie: Weniger als

50% Spermatozoen mit Vorwartsbewegung (Kategorien (a) und (b)) oder weniger als 25% Spermatozoen

mit Kategorie (a)-Beweglichkeit;

» Asthenozoospermie: Weniger als 50% Spermatozoen mit normaler Morphologie; Oligoasthenoteratozoo-

spermie: Bedeutet Stérung aller drei Variablen (es kann auch eine Kombination von nur zwei Prafixen ver-

wendet werden);

» Azoospermie: Keine Spermatozoen im Ejakulat.

[0006] Normalwerte der Spermaparameter sind von der WHO herausgegeben worden, die im allgemeinen
als Referenz eingesetzt werden. Die Fraktion des beweglichen Sperma im Samenejakulat wird entweder durch
manuelles Zahlen oder unter Verwendung eines Computerunterstiitzten Samenanalyse-Systems (CASA) ge-
messen. Die Motilitat wird zum Zeitpunkt der Samenverflissigung und nach einer und drei Stunden bewertet,
um Asthenozoospermie zu detektieren. Manuelles Zahlen klassifiziert die Spermienzellen in vier Kategorien
(nicht-motil, lokal motil, nicht linear und linear motil) unter Verwendung qualitativer, subjektiver Auswahlkriteri-
en. Viele Infertilitatszentren verwenden nun die CASA-Systeme fiir objektive Messungen der Spermienbewe-
gung, und positive Korrelationen sind zwischen den Bewegungsparametern, wie zum Beispiel der Amplitude
der lateralen Kopfverschiebung, der krummlinigen Geschwindigkeit, der Linearitat und der Vorwartsgeschwin-
digkeit ("straight line velocity") und den Fertilisationsraten in vitro aufgefunden worden, wobei die Grenzwerte
fur diese Bewegungscharakteristika bisher noch nicht so etabliert worden sind, daf3 ein allgemeiner Konsens
hergestellt ware.

[0007] Im Falle schwerer mannlich bedingter Infertilitat, kénnen mikroassistierte Fertilisationstechniken ein-
gesetzt werden. Unter diesen Techniken ist die intrazytoplasmatische Spermien-Injektion (ICSI) die haufigste
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und weist den gréten prozentualen Erfolgsanteil auf. Gleichwohl ist die Sicherheit des ICSI-Verfahrens fir die
Gesundheit des resultierenden Conceptus oder Embryos immer noch Gegenstand von Diskussionen (Ed-
wards, 1999, Luetjens et al, 1999). Hinzu kommt, dal3 ICSI weitaus teurer und zeitaufwendiger ist verglichen
mit IVF.

[0008] Daher kdnnte die Maglichkeit, eine héhere Anzahl von Spermatozoen, die eine héhere Motilitat zeigen,
zu gewinnen, es erlauben, etliche oligoasthenosperme Manner in IVF- eher als in ICSI-Programme eintreten
zu lassen.

[0009] Verschiedene Methoden sind untersucht worden, um die Motilitat der Spermatozoen zu vergréfRRern,
wie etwa die Behandlung von Spermatozoen mit Pentoxyphylen, "platelet activating factor" (Thrombozyten-ak-
tivierendem Faktor) oder Progesteron, zum Beispiel. Gleichwohl sind die erhaltenen Resultate unterschiedlich
und die Ansprechbarkeit der Spermatozoen ist nicht vorhersagbar.

[0010] Daher ist das Auffinden von neuen Verfahren und Agenzien zur Verbesserung der Spermienmotilitat,
was zu einer Verbesserung der Fertilisationsaktivitat oder der Fertilisationsrate flhrt, in h6chstem Male wiin-
schenswert und dringend bendtigt.

[0011] Phospatidylinositol-3-Kinasen (PI13Ks) gehdren zu einer Familie von Enzymen, die an der Signaltrans-
duktion von Tyrosin-Kinase-Rezeptoren beteiligt sind. Phosphatidylinositol-3-Kinasen, auch bezeichnet als
Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3Ks), erzeugen Lipide, welche an der Rezeptor-stimulierten Signalweitergabe
und an der Regulation des Membrandurchtritts teilnehmen. Mehrere verschiedene Klassen von PI3Ks, die
durch die eukaryotische Evolution konserviert worden sind, sind identifiziert worden. Potentielle Signalkaska-
den stromabwarts der PI3Ks sind aufgeklart worden, und die PI3K-Funktion ist in mehreren Modellorganismen
charakterisiert worden, zum Beispiel zusammengefal3t bei Vanhaesebroeck et al. (1997). PI3Ks sind heterodi-
mere Enzyme, die in verschiedenen Isoformen vorliegen, und aus einer katalytischen Untereinheit von 110
kDa, welche mit einer regulierenden Untereinheit von 85 kDa assoziiert ist, bestehen.

[0012] In somatischen Zellen werden Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3-Kinasen) infolge der Wechselwirkung
mit sowohl Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTK) als auch G-Proteinen aktiviert, was zur Produktion von Verbindun-
gen, die an dem Inositolphospholipid-Signaltransduktionsweg beteiligt sind, fiihrt. Das Enzym ist auch anwe-
send und aktiv in humanen Spermatozoen.

[0013] Mehrere selektive Inhibitoren von PI3Ks sind beschrieben worden. Wortmannin ist einer der am wei-
testen bekannten spezifischen Inhibitoren. Worttnannin und Analoge hiervon werden zum Beispiel in EP 0 635
268 A1, EP 0648 492 A2 oder EP 0 658 343 A1 beschrieben; diese Verbindungen sind bekannt fur ihre Rolle
bei der Behandlung von Neoplasmen, Atherosklerose und Knochenstérungen. Andere Phosphatidylinosi-
tol-3-Kinase-Inhibitoren sind 2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-on (LY294002), beschrieben bei
Vlahos et al. (1994 und 1995), verwandt mit dem Bioflavonoid Quercetin (Vlahos et al., 1994), zum Beispiel.
[0014] Es ist bisher nicht beschrieben worden, dal3 LY294002 die Fertilisationsaktivitat von Spermatozoen
verbesserte oder dafiir bekannt ware, bei der Fertilisation involviert zu sein.

Zusammenfassung der Erfindung

[0015] Es ist nun erfindungsgemaf herausgefunden worden, daf ein Inhibitor des Enzyms Phosphatidylino-
sitol-3-Kinase signifikant die Parameter, die die Fertilisaionsaktivitat von Spermien bestimmen, verbessern
kann, insbesondere die Spermienmotilitat.

[0016] Die Erfindung betrifft daher ein Verfahren zur Verstarkung der Fertilisationsaktivitat von Spermatozo-
en, insbesondere zur Vergrolkerung der Motilitat von Spermatozoen, umfassend das Behandeln von Sperma-
tozoen mit einem Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K-Inhibitor, welcher ausgewahlt ist aus der Gruppe, beste-
hend aus 2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-on (LY294002), und Derivaten und Analogen davon.
Die Erfindung betrifft weiterhin Spermatozoen, bei welchen die Aktivitat der Phosphatidylinositol-3-Kinase in-
hibiert ist, als auch die Verwendung eines PI3K-Inhibitors, welcher ausgewabhlt ist aus der Gruppe, bestehend
aus 2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-on (LY294002), und Derivaten und Analogen davon, zur
Verbesserung der Fertilisationsrate bei assistierten Reproduktionstechniken (ART). Ein dritter Aspekt der Er-
findung betrifft die Verwendung eines Phosphatidylinositol-3-Kinase(PI13K)-Inhibitors, welcher ausgewahlt ist
aus der Gruppe, bestehend aus 2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-on (LY294002), und Derivaten
und Analogen davon, zur Herstellung eines Medikaments zur Behandlung der Infertilitdt, insbesondere der
mannlichen Infertilitédt. Ein vierter Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft Verfahren der ART-Therapie, um-
fassend das Behandeln von Spermatozoen mit einem Phosphatidyl-3-Kinase-Inhibitor, welcher ausgewahlt ist
aus der Gruppe, bestehend aus 2-(4-Morpholinyl-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-on (LY294002), und Derivaten
und Analogen davon. Ein flnfter Aspekt der Erfindung betrifft ein Medium zur Aufbewahrung und/oder zum
Transport von Spermatozoen, umfassend einen Phosphatidylinositol-3-Kinase-Inhibitor, welcher ausgewahlt
ist aus der Gruppe, bestehend aus 2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-on (LY294002), und Deri-
vaten und Analogen davon.
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Kurze Beschreibung der Zeichnungen

[0017] Fig. 1 zeigt die Wirkung von 10 uM des PI3K-Inhibitors LY294002 auf die Motilitdt von Spermatozoen.
Fig. 1A: Schnelle progressive Komponente bei drei individuellen Patienten. Jedes Symbol reprasentiert einen
individuellen Patienten. Fig. 1B: Schnelle progressive Motilitat (a) und schnelle und langsame progressive Mo-
tilitat (a+b) der Spermatozoen; Mittelwerte £+ SEM. P indiziert den p-Wert LY zeigt LY294002 an.

[0018] Fig. 2 zeigt die Wirkung von 100 uM LY294002 auf die progressive Motilitat der Spermatozoen, erhal-
ten durch die "swim-up-Methode".

[0019] Fig. 3 zeigt die Wirkung von 10 pM und 100 uM LY294002 auf die progressive Motilitdt von Sperma-
tozoen, erhalten durch die "swim-up-Methode"; Mittelwerte + SEM. C indiziert die Kontrolle, LY indiziert
LY294002. Die Einfugung ("Insert") zeigt die Wirkungen von 100 pM LY294002 auf die Vitalitdt von Spermato-
zoen, erhalten durch die "swim-up-Methode".

[0020] Fig. 4 zeigt die Wirkung von 10 uM LY294002 auf die progressive Motilitdt von Spermatozoen, erhalten
durch die "swim-up-Methode". Fig. 4A zeigt die Wirkung auf die schnelle progressive Komponente (Motilitat a)
bei individuellen Patienten. Jedes Symbol steht fir einen individuellen Patienten. Fig. 4B zeigt ein Histo-
gramm, das die Wirkung auf die schnelle progressive Motilitat (a) und die schnelle plus langsame progressive
Motilitat (a+b) der Spermatozoen (Mittelwerte + SEM) wiedergibt.

[0021] Fig. 5 zeigt die Dosis-Reaktions-Kurve bei steigenden Konzentrationen von LY294002 (um) (x-Achse)
auf die schnelle Vorwartsmotilitdt der Spermatozoen (y-Achse), erhaltend durch die "swim-up-Methode".
[0022] Fig. 6 zeigt ein Histogramm, das die Spermienparameter VCL ("percentage curvilinear velocity, pro-
zentuale krummlinige Geschwindigkeit), VAP ("average path velocity, durchschnittliche Weggeschwindigkeit),
VSL ("straight-line velocity", Vorwartsgeschwindigkeit) und HA ("hyperactivated sperm fraction", hyperaktivier-
te Spermienfraktion) wiedergibt, wie durch Computer-unterstiitzte Spermienanalyse (CASA) in den Spermien-
proben aus zwolf verschiedenen oligoasthenospermen Personen bestimmt.

[0023] Fig. 7 zeigt ein Histogramm, das die Wirkung von verschiedenen Mengen von Lithiumchlorid (LiCl) mit
oder ohne 10 pM LY294002 auf die prozentuale Vorwartsmotilitdt von Spermienzellen wiedergibt.

Beschreibung der Erfindung

[0024] Es ist ein Ziel der vorliegenden Erfindung, ein Verfahren zur Verbesserung der Fertilisationsaktivitat
von Spermatozoen zur Verfigung zu stellen, insbesondere zur Steigerung der Motilitat von Spermatozoen.
Das erfindungsgemafle Verfahren umfal’t das Behandeln von Spermatozoen mit einem Phosphatidylinosi-
tol-3-Kinase(PI3K)-Inhibitor, welcher ausgewahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus 2-(4-Morpholinyl)-8-phe-
nyl-4H-1-benzopyran-4-on (LY294002), und Derivaten und Analogen davon.

[0025] LY294002 ist die chemische Verbindung 2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-on, wie bei-
spielsweise bei Vlahos et al. (1994) beschrieben. Derivate und Analoge davon kénnen auch erfindungsgemaf
verwendet werden.

[0026] Ein Verfahren, bei dem der PI3K-Inhibitor LY294002 ist, ist erfindungsgemafl besonders bevorzugt.
Dieses Agens hat sich als besonders wirksam zur Erhéhung der Fertilisationsaktivitat von Spermien erwiesen.
[0027] Die Erfindung basiert auf der Erkenntnis, daf’ dieser Phosphatidylinositol-3-Kinase-Inhibitor eine aus-
gepragte positive Wirkung auf die Parameter hat, die die Fertilisationsaktivitdt von Samenzellen bestimmen,
namlich die Parameter, die relevant fur die Eignung der Samenzellen fiir die Befruchtung (Fertilisation) einer
Oozyte sind. Die bedeutendsten Faktoren, die an der Befahigung zur Fertilisation beteiligt sind, sind die Zahl
der aktiven Spermien und die Motilitat der Spermatozoen. Nach dem WHO-Handbuch wird eine Motilitat von
50% als untere Grenze des Normalbereichs angenommen.

[0028] In Ubereinstimmung mit der Erfindung ist nun herausgefunden worden, daR sowohl die Anzahl der be-
weglichen (motilen) Spermien, die aus den Samenproben erhaltlich sind, wie auch die Motilitat der individuellen
Spermatozoen durch PI3K-Inhibitoren, welche aus der Gruppe, bestehend aus 2-(4-Morpholinyl)-8-phe-
nyl-4H-1-benzopyran-4-on (LY294002), und Derivaten und Analogen davon, ausgewahlt sind, signifikant ge-
steigert werden kénnen, wodurch die Rolle dieser PI3K-Inhibitoren als Fertilitatsverstarker indiziert wird. Diese
Wirkung ist bei normospermen Individuen detektierbar. Gleichwohl ist es sogar bei Spermatozoen, die patho-
gene Merkmale aufweisen, noch starker ausgepragt, bspw. bei oligoasthenospermen Patienten, namlich bei
jenen Patienten, die eine reduzierte Gesamtzahl von Spermatozoen und eine reduzierte Motilitdt der Sperma-
tozoen aufweisen. Die Erfindung macht es moglich, den Prozentsatz der Spermatozoen mit progressiver Mo-
tilitat zu erhéhen, wodurch die Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen Fertilisation signifikant verbessert wird.
Daher hilft das erfindungsgemafe Verfahren solchen Patienten, die die Verwendung von ICSI zugunsten einer
weniger invasiven ART, wie konventioneller IVF, vermeiden mdchten.

[0029] Die Begriffe "Spermatozoen" oder "Sperma/Spermien/Samenzellen" werden hierin synonym verwen-
det und beziehen sich auf mannliche Gameten. "Samen' oder "Samenflissigkeit" enthalten sowohl Samenzel-
len als auch Samenplasma.
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[0030] Die Bezeichnung "Steigerung der Fertilisationsaktivitdt von Spermatozoen" bedeutet irgendeine Erhé-
hung, Verbesserung oder Veranderung zum Besseren der Parameter, die die Qualitat oder Aktivitat der Sa-
menzelle bestimmen, wie zum Beispiel die prozentuale krummlinige Geschwindigkeit (VCL, "percentage cur-
vilinear velocity"), die durchschnittliche Weggeschwindigkeit (VAP, "average path velocity"), die Vorwartsge-
schwindigkeit (VSL, "straight-line velocity") und die hyperaktivierte Spermienfraktion (HA, "hyperactivated
sperm fraction"). Die Qualitdt der Spermatozoen bestimmt die Fertilisationsrate bei assistierten Reprodukti-
onstechniken (ART).

[0031] Der Begriff "Steigerung" der Spermatozoenmotilitat, wie hierin verwendet, ist so gemeint, dal er jegli-
che Verstarkung, Erhéhung, Verbesserung oder Veranderung zum Besseren der Qualitat oder der Fertilisati-
onsaktivitat oder der Motilitat oder der Geschwindigkeit der Zellen umfaldt.

[0032] Der Begriff "Phosphatidylinositol-3-Kinase" oder "PI3K", wie hierin verwendet, umfaldt ein beliebiges
Mitglied der PI3K-Familie, also jene verwandten Enzyme, die eine Aktivitat aufweisen, wie in der Einfihrung
dargestellt.

[0033] Ein "Inhibitor der Phosphatidylinositol-3-Kinase" wird auch als PI3K bezeichnet und inhibiert die Pro-
duktion von D-3-Phospoinositiden in der Zelle. Die Bezeichnung D-3-Phosphoinositide soll Derivate von Phos-
phatidylinositol umfassen, die in der D-3-Position des Inositolrings phosphoryliert sind, und umfafit, zum Bei-
spiel, Phosphatidylinositol(3)monophosphat (PI(3)P), Phosphatidylinositol(3,4)bisphosphat (PI(3,4)P,) oder
Phosphatidylinositol(3,4,5)trisphosphat (P1(3,4,5)P,).

[0034] In einer bevorzugten Ausflihrungsform wird das Behandeln der Spermatozoen mit einem Phosphati-
dylinositol-3-Kinase(PI13K)-Inhibitor, welcher ausgewahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus 2-(4-Morpholi-
nyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-on (LY294002), und Derivaten und Analogen davon, auf der Samenflissig-
keit, die die Spermatozoen umfal3t, durchgefihrt. Die Durchflihrung dieser erfindungsgemaflen Methode direkt
auf der Samenflussigkeit ohne jede weitere Behandlung hat den Vorteil, dal sie einfach und schnell ist. Da der
PI13K-Inhibitor nach der Erfindung die Motilitdt der Samenzellen erhoéht, ist die Entfernung des Samenplasmas
nicht notwendig.

[0035] In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform umfaldt das Verfahren weiterhin das Abtrennen der
Spermatozoen durch Spermatozoen-Abtrennungsmethoden, die in den assistierten Reproduktionstechniken
(ART) verwendet werden.

[0036] Da das Samenplasma Faktoren, die die Befahigung und die Fertilisation inhibieren, wie auch eine be-
trachtliche Menge von nicht-motilen Spermatozoen sogar bei einem fertilen Individuum enthalt, ist es vorteil-
haft, die motilen Samenzellen von der Flissigkeit, nicht-motilen und morphologisch defekten Spermatozoen
abzutrennen. Dieser Schritt ist wichtig in der traditionellen ART, wie bspw. IVF, GIFT oder IUl. Er fuhrt zu einer
Erh6hung der Erfolgsrate der Fertilisation auch bei dem erfindungsgemalfen Verfahren. Es ist aus den Beispie-
len offensichtlich, dal die Steigerung bei der Spermatozoen-Motilitdt durch einen Phosphatidylinositol-3-Kina-
se-Inhibitor sogar noch ausgepragter bei den Spermatozoen ist, welche vom Samenplasma abgetrennt wor-
den sind.

[0037] In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung wird das Abtrennen (Separieren) der
Spermatozoen durch eine Methode, ausgewahlt aus der "Wash-und-Spin-Methode", der Sedimentationsme-
thode, der direkten "swim-up-Methode" der "Pellet-und-swim-up-Methode" und der Auftriebsdichtegradien-
ten-Methode ("buoyant density gradient method"), durchgefiihrt.

[0038] Diese Methoden sind im Stand der Technik gut bekannt. Sie werden traditionell bei den assistierten
Reproduktionstechniken eingesetzt und sind im Detail im "A textbook of In vitro Fertilization and Assisted Re-
production, The Bourn Hall guide to clinical and laboratory practice", editor: Peter R. Brinsden, The Parthenon
Publishing Group" (1999) auf den Seiten 204 bis 208 beschrieben. Dieses Lehrbuch wird im folgenden als
"Bourn Hall Guide" bezeichnet.

[0039] Vorzugsweise wird das Abtrennen der Spermatozoen mit der direkten "swim-up-Methode" durchge-
fuhrt.

[0040] Diese Methode beinhaltet die Selbstselektion der motilen Spermien, im wesentlichen umfassend das
Aufschichten eines Aliquots des Mediums auf die Oberflache einer Samenprobe und es zu erlauben, diese bei
Raumtemperatur fir eine gewisse Zeitdauer stehen zu lassen. Die beweglichen (motilen) Samenzellen werden
in die Oberschicht (Medium) wandern, aus welcher sie gewonnen werden kdnnen. Die Methode kann auch
Zentrifugationsschritt(e) einschlielen.

[0041] Der Vorteil der "swim-up-selektierten" Spermatozoen ist, dal die motilen Zellen, die in der Probe vor-
liegen, isoliert und konzentriert werden und daf der Anteil der morphologisch normalen Spermien vergrofiert
wird. Es wird in den Beispielen gezeigt, dal® das erfindungsgemafe Verfahren zu einer Steigerung der Menge
der Spermatozoen, gewonnen aus der Samenflissigkeit durch die "swim-up-Methode" fiihrt. Dies ist auf die
gesteigerte Motilitat der Spermien zurtickzuflihren, welche daher schneller und in gréReren Mengen in die obe-
re Phase der Probe wandern.

[0042] Die Methode kann variiert und mit weiteren Isolierungs-/Abtrennungstechniken kombiniert werden, ab-
hangig von der Menge der motilen Zellen in der Probe. Zum Beispiel kann die "swim-up"-Vorgehensweise
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durch das Beschichten von einem 1 ml Medium, enthaltend Albumin, auf einem 1 ml darunter liegender Sa-
menflussigkeit in einem Testréhrchen durchgefihrt werden. Nach einer Stunde Inkubation bei 37°C an der Luft
oder in 5% CO, wird die obere Phase des Mediums, zu welcher die Spermatozoen mit besseren Motilitatscha-
rakteristika gewandert sind, gesammelt. Diese Technik kann auch einen Zentrifugationsschritt umfassen oder
kann mit einem solchen kombiniert werden, zum Beispiel Zentrifugation auf Percoll-Gradienten. Die abgetrenn-
ten, isolierten und angereicherten Spermatozoen werden dann in assistierten Reproduktionstechniken einge-
setzt oder kdnnen zum Beispiel, bevor sie weiterbehandelt werden, tiefgefroren werden.

[0043] Vorteilhafterweise wird die Inkubation der Spermatozoen mit dem PI3K-Inhibitor auf der Samenflissig-
keit ausgefiihrt, und dann die "swim-up"-Selektion durchgefiihrt. Danach kénnen die Spermatozoen einmal
oder mehrere Male gewaschen werden, um den PI3K-Inhibitor zu eliminieren, bevor sie fiir die Fertilisation wei-
terbehandelt werden.

[0044] Vorzugsweise wird das erfindungsgemale Verfahren auf Sdugetier-Spermatozoen durchgefihrt, ins-
besondere auf humanen Spermatozoen.

[0045] Vorzugsweise werden die Spermatozoen mit einer Menge des PI3K-Inhibitors im Bereich von ungefahr
0,01 bis 1000 uM, starker bevorzugt von ungefahr 5 bis 500 yM und am starksten bevorzugt von ungefahr 10
bis 100 pM behandelt. Das Behandeln der Spermatozoen mit dem PI3K-Inhibitor umfallt vorzugsweise das In-
kubieren der Spermatozoen fiir einen Zeitraum im Bereich von ungefahr 30 Minuten bis 10 Stunden, vorzugs-
weise von ungefahr 1 bis 8 Stunden, am starksten bevorzugt von ungefahr 2 bis 6 Stunden bei einer Tempe-
ratur von ungefahr 37°C.

[0046] Es ist ein weiteres Ziel der Erfindung, Spermatozoen, die eine verbesserte Fahigkeit der Fertilisati-
onseignung aufweisen, zur Verfligung zu stellen. Daher betrifft die Erfindung weiterhin Spermatozoen, bei wel-
chen die Aktivitat der Phosphatidylinositol-3-Kinase inhibiert ist. Die Erfindung betrifft auch Spermatozoen, die
aus dem oben beschriebenen Verfahren erhéltlich sind. Die Spermatozoen, bei welchen die Phosphatidylino-
sitol-3-Kinase inhibiert ist oder welche in einem erfindungsgemafRen Verfahren erhalten wurden, zeigen eine
verbesserte Fertilisationsaktivitat, eine, verglichen mit unbehandelten Samenzellen, hdhere Motilitat und daher
eine bessere Leistung in Hinblick auf die Fertilsation.

[0047] Wie oben erwahnt, bestimmt die Fertilisationsaktivitat der Samenzellen die Fertilisationsrate bei ART.
Die Erfindung betrifft daher weiterhin die Verwendung von einem PI3K-Inhibitor, ausgewahlt aus der Gruppe,
bestehend aus 2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-on (LY294002), und Derivaten und Analogen
davon, zur Verbesserung der Fertilisationsrate bei assistierten Reproduktionstechniken (ART).

[0048] Jede aus dem Stand der Technik bekannte assistierte Reproduktionsmethode kann erfindungsgemaf
eingesetzt werden. In bevorzugten Ausfihrungsformen werden die assistierten Reproduktionstechniken aus-
gewabhlt aus In-Vitro-Fertilisation (IVF), Intra-Eileiter-Transfer von Gameten (GIFT) und Intrauteriner Insemina-
tion (1UI).

[0049] Die Erfindung betrifft weiterhin die Verwendung von einem Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K-Inhibi-
tor, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus 2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-on
(LY294002), und Derivaten und Analogen davon, zur Herstellung eines Medikaments zur Behandlung der In-
fertilitat, insbesondere der mannlichen Infertilitat. Wahrend die Erfindung in weiteren Details fiur In-Vitro-Ferti-
lisationstechniken beschrieben ist, wird durch den Fachmann erkannt, daR die Verbindung in Hinblick auf die
Aktivitdt genauso wirksam sein kann, wenn das Medikament in vivo verabreicht wird.

[0050] In diesem Fall wird das Medikament vorzugsweise in Form einer pharmazeutischen Zusammenset-
zung, umfassend den Phosphatidylinositol-3-Kinase-Inhibitor zusammen mit einem oder mehreren pharma-
zeutisch akzeptablen Tragern und/oder Exzipienten, dargeboten. Eine "wirksame Menge" bezieht sich auf eine
Menge der aktiven Bestandteile, die ausreichend ist, die Fertilisationsaktivitat zu beeinflussen, insbesondere
die Mobilitat der Spermatozoen. Die wirksame Menge wird vom Verabreichungsweg und vom Zustand des Pa-
tienten abhangen.

[0051] "Pharmazeutisch akzeptabel" soll jeden Trager umfassen, der nicht mit der Wirksamkeit der biologi-
schen Aktivitat des aktiven Bestandteils interferiert und der nicht toxisch gegentiber dem Wirt ist, dem er ver-
abreicht wird. Zum Beispiel kdnnen — fur die parentexale Verabreichung — die obigen aktiven Bestandteile in
Form einer Einheitsdosierung fur Injektion in Vehikula, wie zum Beispiel Kochsalzlésung, Dextroselésung, Se-
rumalbumin und Ringer's Lésung, formuliert werden. Neben dem pharmazeutisch akzeptablen Trager, kdnnen
die erfindungsgemaflen Zusammensetzungen auch geringe Mengen herkémmlicher Additive, wie zum Bei-
spiel Stabilisatoren, Exzipienten, Puffer und Konsevierungsmittel, umfassen.

[0052] Die Verabreichung eines solchen aktiven Bestandteils kann auf intravenésem, intramuskularem oder
subkutanem Weg erfolgen. Andere Vexabreichungswege, die die gewlinschten Blutwerte der jeweiligen Be-
standteile sicherstellen kénnen, sind durch die vorliegende Erfindung mitumfal3t.

[0053] Die Erfindung betrifft weiterhin die Verwendung von einem Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI13K)-Inhi-
bitor, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus 2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-on
(LY294002), und Derivaten und Analogen davon, zur Herstellung eines Medikaments zur Verbesserung der
Fertilisationsaktivitat von Spermatozoen, insbesondere zur Steigerung der Motilitat von Spermatozoen.
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[0054] Die Verwendung von LY294002 als Phosphatidylinositol-3-Kinase-Inhibitor ist hoch bevorzugt.

[0055] Es ist ein weiteres Ziel der vorliegenden Erfindung, eine Verbesserung der ART-Therapie bereitzustel-
len. Die Verbesserung besteht darin, dafl bei bekannten Techniken zur assistierten Fertilisation ein Schritt auf-
genommen wird, der das Behandeln von Spermatozoen mit einem Phosphatidylinositol-3-Kinase(PI3K)-Inhi-
bitor umfalit, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus 2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-on
(LY294002), und Derivaten und Analogen davon. Die weiteren Schritte, die bei assistierten Reproduktionstech-
niken eingesetzt werden, sind dem Fachmann wohl bekannt und kénnen aus dem WHO-Handbuch (s. oben)
oder dem "Bourn Hall Guide" (siehe oben) enthommen werden.

[0056] In einer bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung werden die ART aus In-Vitro-Fertilisation (IVF),
Intra-Eileiter-Transfer von Gameten (GIFT) oder Intrauteriner Insemination (IUl) ausgewahit.

[0057] Es ist ein weiteres Ziel der vorliegenden Erfindung, ein Medium zur Aufbewahrung und/oder zum
Transport von Spermatozoen, die verbesserte Eigenschaften aufweisen, zur Verfiigung zu stellen. Die Erfin-
dung betrifft daher auch ein Medium, das einen Phosphatidylinositol-3-Kinase(PI3K)-Inhibitor umfal}t, ausge-
wahlt aus der Gruppe, bestehend aus 2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-on (LY294002), und De-
rivaten und Analogen davon, umfaf3t. Abgesehen vom PI3K-Inhibitor kann das Medium jede beliebige weitere
Komponente enthalten, die fir die Aufbewahrung und/oder den Transport, abhangig von der Art der erforder-
lichen Aufbewahrung und/oder des erforderlichen Transports, brauchbar ist. Zum Beispiel kdnnen die Sperma-
tozoen bei Raumtemperatur oder durch Kryokonservierung aufbewahrt werden. Das letztere ist tblich fiir die
Aufbewahrung von Zellen fiir einen langeren Zeitraum. Spezifische Beispiele der weiteren Komponenten des
Mediums kénnen zum Beispiel aus der WO 97/16965 entnommen werden. Weitere spezifische Medien, die fir
die Kryokonservierung von Samen geeignet sind, sind im Appendix I, Seite 541 und 542 des "Bourn Hall Gui-
de" (siehe oben) zum Beispiel aufgenommen. Sie kénnten um einen erfindungsgemalen PI3K-Inhibitor er-
ganzt werden, um die Fertilisationsaktivitat zu verbessern, insbesondere die Motilitdt der Spermien, bevor die
Fertilisation stattfindet.

[0058] In einer bevorzugten Ausfliihrungsform umfallt das Medium Saugetier-Spermatozoen, insbesondere
humane Spermatozoen. In einer hoch bevorzugten Ausfiihrungsform ist der PI3K-Inhibitor LY294002.

[0059] In noch einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform umfallt das erfindungsgemafie Medium Mengen
vom PI3K-Inhibitor im Bereich von ungefahr 0,01 bis 1000 uM, vorzugsweise von ungefahr 5 bis 500 yM und
am starksten bevorzugt von ungefahr 10 bis 100 pM.

[0060] Nachdem nun die Erfindung beschrieben worden ist, wird sie durch Bezug auf die nachfolgenden Aus-
fuhrungsbeispiele, die zum Zwecke der lllustration bereitgestellt werden, noch einfacher verstandlich. Die Bei-
spiele sollen die vorliegende Erfindung nicht begrenzen.

Ausfihrungsbeispiele

[0061] In den Experimenten, auf denen die folgenden Ausfihrungsbeispiele beruhen, sind Standardmetho-
den der In-Vitro-Fertilisation eingesetzt worden. Beziglich der Details dieser Methoden wird auf das
"WHO-Handbuch" (WHO laboratory manual for the examination of human semen and sperm-cervical mucus
interactions, 4. Auflage, Cambridge University Press (1999)) Bezug genommen. Im besonderen kann die di-
rekte "swim-up-Methode" den Seiten 104 bis 106 dieses Handbuchs enthnommen werden.

Ausfuhrungsbeispiel 1
Wirkung von LY294002 auf die schnelle Motilitdt der Spermatozoen

[0062] Spermatozoen wurden nach den Standardvorgehensweisen der IVF aufbereitet. Kurz gefal’t, wurden
die Spermatozoen aus 3 oligoasthenospermen Personen, die sich einer Samenanalyse wegen Infertilitat des
Paares nach "informed consent" unterzogen haben, aufbereitet. 10 uM des PI3K-Inhibitors LY294002 wurden
direkt zur Samenflissigkeit hinzugegeben und 2 Stunden bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Die Motilitéat der
Spermatozoen wurde dann unter dem Mikroskop entsprechend den Vorgehensweisen des WHO-Handbuchs
blind evaluiert. Die Ergebnisse dieser Evaluierung sind in Fig. 1 dargestellt. Die Inkubation mit der Verbindung
verursacht eine Steigerung der schnellen Motilitdt der Spermatozoen in der Samenflissigkeit (Fig. 1A).
Fig. 1B zeigt, dal} die Steigerung nicht nur fir die schnelle Mobilitat beobachtet wurde (a), sondern auch beim
Prozentsatz der Vorwartsmaotilitdt (schnelle und langsame Komponente a+b).

[0063] In einer Gruppe von 7 Proben, die 7 Individuen entnommen wurden, wurde der Phosphatidylinosi-
tol-3-Kinase-Inhibitor LY294002 in einer hdheren Konzentration (100 uM hinzugegeben. Nach der Inkubation
mit der Verbindung fiir 2 Stunden wurde die "swim-up-Selektion" der Spermatozoen entsprechend den Vorge-
hensweisen, die im WHO-Handbuch beschrieben sind, durchgefihrt. Die Inkubation der Samenzellen mit einer
10-fach héheren Konzentration des Inhibitors (100 uM) in Kombination mit der "swim-up-Selektion" flihrte zu
einer signifikanten Steigerung der progressiven Motilitat in allen 7 Proben (wie in Fig. 2 gezeigt).
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[0064] Tabelle | falt die Ergebnisse, die in einem ahnlichen Experiment mit 20 oligoasthenospermen Patien-
ten erhalten wurden, zusammen. Die Verbindung wurde in einer Konzentration von 10 yM hinzugegeben. Die
Wirkungen der Zugabe von LY294002 zum Samenplasma auf den Prozentsatz der Vorwartsmotilitat der Sper-
mien sowohl im Samenplasma als auch in der wiedergewonnenen "swim-up-Fraktion", gemessen nach Inku-
bation mit der Verbindung, flihrte zu einer Steigerung von 39% der Vorwartsmotilitat der Spermen im Samen-
plasma und von 26% bei den "swim-up-selektierten" Samenzellen.

[0065] Tabelle Il falkt die Wiedergewinnung der Samenzellen beim "swim-up", welche um 43%, verglichen mit
der Kontrolle, gesteigert wurde, zusammen. Derart flhrt die Inkubation von Samen mit dem Phosphatidylino-
sitol-3-Kinase-Inhibitor zu einer signifikanten Steigerung bei der Gewinnung von Spermatozoen wahrend der
"swim-up-Selektion".

Tabelle |
% Spermien-Vorwiartsmotilitit
(n=20)
Spermien im Samenplasma "swim-up-selektierte" Spermien
C LY 10uM C LY 10pM
35,7+5.1 49,8+4,7 * 54,2445 68,6+3,9 *
p<0,001 p<0,001
T 39% T 26%
Tabelle Il
Wiedergewinnung von Spermien beim "swim-up"  (10°)
C LY 10 pM
13,3+39 19,0 £ 4,8 * p<0,005
(n=20) (n=20)
T 43%

[0066] Fig. 3 falt die Ergebnisse, die in einem ahnlichen Experiment auf Proben von einer gréReren Anzahl
von Patienten erhalten wurden, zusammen. Die Samenzellen wurden der "swim-up-Selektionsmethode" un-
terzogen. Die Behandlung mit 10 pM des Phosphatidylinositol-3-Kinase-Inhibitors LY294002 flhrte zu einer
Steigerung von 58% bei der progressiven Motilitat (21 Patienten), verglichen mit der Kontrolle (40 Patienten,
ohne LY294002). Die Behandlung der Proben von 29 Patienten mit 100 uM des Inhibitors fiihrte zu einer Stei-
gerung der Motilitdt von 67%, verglichen mit der Kontrolle, also zu einer zuséatzlichen Erhéhung der Motilitat
der Spermatozoen von ungefahr 10%.

[0067] Die Wirkung von 100 uM LY 294002 auf die Lebensfahigkeit der Spermatozoen wurde auch untersucht
(siehe Einfugung von Fig. 3). Die Inkubation fur 2 Stunden mit LY294002 veranderte die Vitalitédt der Zellen
nicht, wie unter Verwendung des Eosintests und hypoosmotischer Aufquellung bewertet wurde. Sogar nach 48
Stunden Inkubation wurde keine Wirkung auf die Lebensfahigkeit der Spermien in einer beliebigen der getes-
teten Proben (nicht dargestellt) beobachtet.

[0068] Fig. 4 zeigt die Ergebnisse eines weiteren Experiments, das in der gleichen Weise, wie oben fiir die
Proben von 12 individuellen Patienten dargestellt, durchgeflihrt wurde. Eine Verbesserung der prozentualen
progressiven Motilitdt nach 2 Stunden Inkubation der Samenzellen mit LY294002 war eindeutig detektierbar,
sowohl fur die schnelle Komponente (a) als auch fur die schnelle und langsame Komponente (a+b).

[0069] Die Experimente, die oben beschrieben wurden, wurden auf Proben von oligoasthenospermen Indivi-
duen durchgefiihrt. Die Wirkungen auf die Stimulation der progressiven Motilitat durch LY294002 sind starker
ausgepragt, je ernsthafter die Spermienpathologie der Patienten ist (Oligospermie, Asthenospermie, Terato-
spermie). Gleichwohl konnte die Wirkung dieser Verbindung auch bei normospermen Personen beobachtet
werden. Die Wirkung der Inkubation mit 10 uM LY294002 fir 2 Stunden, gefolgt von einer "swim-up-Selektion",
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fuhrte zu einer Steigerung von 53,5 + 2,0% bis 76,3 + 1,5% bei der Vorwartsmotilitat der Spermatozoen von 88
zufallig ausgewahlten Personen (nicht gezeigt).

[0070] Dieser Effekt von LY294002 auf Proben von normospermen Individuen war dosisabhangig, wie in
Fig. 5 gezeigt. Die Werte fur die schnelle Vorwartsmotilitat steigerten sich mit erhdhten Dosen des aufgebrach-
ten Inhibitors (von 0 bis 1000 pM). Die Werte wurden in Hinblick auf den Kontrollwert (Null) berechnet. Die er-
wartete sigmoidale Kurve zeigt die dosisabhangige Wirkung des Inhibitors auf die schnelle Vorwartsmotilitat
der behandelten gegenuber den unbehandelten Spermatozoen, was einen EC50-Wert (Wirkungsdosis von
50%) von ungefahr 1 pM ergibt.

[0071] Ahnliche Wirkungen auf Spermatozoen sind bei Verwendung eines nicht-verwandten Phosphatidylino-
sitol-3-Kinase-Inhibitors, Wortmannin, beobachtet worden.

[0072] Der experimentelle Nachweis, wie oben beschrieben, zeigt, dal3 zwei verschiedene Inhibitoren des En-
zyms Phosphatidylinositol-3-Kinase bei der Verbesserung der Spermatozoenmotilitdt hochwirksam sind. Diese
Wirkung ist besonders ausgepragt bei pathogenen Spermatozoen, allerdings auch detektierbar bei normosper-
men Individuen. Die Ergebnisse, die oben dargestellt sind, zeigen, dal} die Inkubation von Spermatozoen mit
einem Phosphatidylinositol-3-Kinase-Inhibitor, wenn aufgenommen bei traditionellen assistierten Reprodukti-
onstechniken, zu einer Steigerung der Samenzellmoatilitat fuhrt, was die Wahrscheinlichkeit der Fertilisation bei
ART vergréRert.

Ausfuhrungsbeispiel 2
Wirkung von LY294002 auf weitere Samenzellparameter

[0073] Die Steigerung bei der Vorwartsmotilitat, gezeigt in Beispiel 1, war mit einer Steigerung bei den Sper-
mienparametern, die die Fertilisationsaktivitat von Spermatozoen in vitro betreffen, verbunden, wie zum Bei-
spiel der prozentualen krummlinigen Geschwindigkeit (VCL, "percentage curvilinear velocity"), der durch-
schnittichen Weggeschwindigkeit (VAP, "average path velocity"), der Vorwartsgeschwindigkeit (VSL,
"straight-line velocity") und der hyperaktivierten Spermienfraktion (HA, "hyperactivated sperm fraction"). Diese
Parameter wurden durch Computer-unterstiitzte Spermienanalyse (CASA) in Spermaproben von 12 verschie-
denen oligoasthenospermen Personen bestimmt. Die Ergebnisse sind in Fig. 6 gezeigt. Alle diese Parameter
wurden in statistisch signifikanter Weise durch die Inkubation mit 10 uM LY294002, verglichen mit der Kontroll-
probe, gesteigert, was eine signifikante Gesamtverbesserung der Fertilisationsaktivitat von Samenzellen an-
zeigt.

[0074] Ahnliche Wirkungen auf Spermatozoen sind bei Verwendung eines nicht-verwandten Phosphatidylino-
sitol-3-Kinase-Inhibitors, Wortmannin, beobachtet worden.

[0075] Diese Resultate zeigen die Gesamtverbesserung der relevanten Parameter, die die Fertilisationsakti-
vitat von Samenzellen betreffen, durch Phosphatidylinositol-3-Kinase-Inhibitoren. Da alle der oben genannten
Parameter fir die Fertilisationsrate, die bei assistierten Fertilisationstechniken erhalten wird, wesentlich sind,
stellt die Erfindung ein Agens bereit, das fur die Behandlung von schwerer, mannlich bedingter Infertilitat ein-
setzbar ist.

Ausfuhrungsbeispiel 3
Wirkung von LY294002 auf die Vorwartsmotilitat von H,O,- oder LiCl-behandelten Spermatozoen.

[0076] Es ist bekannt, dal® reaktive Sauerstoffspezies (ROS), welche wahrend der Spermavorbereitung fir
IVF erzeugt werden, ungunstige Wirkungen auf das Spermafertilisationspotenzial austiiben kénnen. Insbeson-
dere reduziert H,0, unter den ROS die Motilitat stark, wenn es zu Spermienproben mit mikromolaren Konzen-
trationen hinzugegeben wird. Daher wurde die Wirkung von LY294002 auf H,O, behandelte Samenzellen un-
tersucht. Die Verbindung wurde auf die "swim-up-selektierten" Spermatozoenproben von oligoasthenosper-
men Patienten in Mengen von 10 pM entweder allein oder in Kombination mit 200 pM H,O, hinzugegeben. Es
wurde beobachtet, dal die ungiinstigen Wirkungen, die durch 200 uM H,O, auf die Spermienmotilitat ausgeibt
wurden, vollstéandig durch Zugabe von LY294002 zum Inkubationsmedium (Tabelle lll) aufgehoben wurden,
was eine protektive Aktivitat der Verbindung in Hinblick auf die ROS-Wirkungen zeigt.
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Tabelle 11l
Kontrolle LY294002 H,0, LY294002+H,0,
(%) (%) (%) %)
45,4%5,0 71,743 2%* 26,514,9** 52,6+5,5*
(n=12) (n=12) (n=12) (n=12)

*P<0,002 vs H,0O,; **P<0,0001 vs Kontrolle

[0077] LiClist auch als Inhibitor der Samenzellmotilitat bekannt. Eine Inkubation der "swim-up-selektierten”
Spermatozoen mit 10 uM LY294002 fir 2 Stunden entweder mit oder ohne unterschiedliche Konzentration von
LiCl fiihrte zu einer Aufhebung der Wirkung von LiCl-induzierter Inhibition der Spermienmotilitat (Fig. 7. Ahnli-
che Wirkungen auf Spermatozoen sind unter Verwendung eines nicht-verwandten Phosphatidylinositol-3-Ki-
nase-Inhibitors, Wortmannin, beobachtet worden.

[0078] In diesem Beispiel ist die Aktivitat von Phosphatidylinositol-3-Kinase-Inhibitoren zur Rettung von Sper-
matozoen gegeniber schadlichen Agenzien, welche bei assistierten Fertilisationstechniken erzeugt werden,
gezeigt worden. Daher stellt die Erfindung eine entscheidende Verbesserung der ART dar, was zu einer héhe-
ren Fertilisationsrate und zu einer Eliminierung einiger der schwerwiegendsten Nachteile dieser Techniken
fuhrt.
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Patentanspriiche

1. In-Vitro-Verfahren zur Verbesserung der Fertilisationsaktivitdt von Spermatozoen, insbesondere zur
Steigerung der Spermatozoen-Motilitédt, umfassend das Behandeln der Spermatozoen in vitro mit einem Phos-
phatidylinositol-3-Kinase(PI13K)-Inhibitor, welcher ausgewahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus 2-(4-Morpho-
linyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-on (LY294002), und Derivaten und Analogen davon.

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei das Behandeln der Spermatozoen mit dem Phosphatidylinositol-3-Ki-
nase(PI13K)-Inhibitor auf Samenflissigkeit, umfassend die Spermatozoen, durchgefuhrt wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, weiter umfassend das Abtrennen der Spermatozoen durch Sperma-
tozoen-Abtrennungsmethoden, verwendet bei assistierten Reproduktionstechniken (ART).

4. Verfahren nach Anspruch 3, wobei das Abtrennen der Spermatozoen durch eine Methode, ausggewahit
aus der "wash und spin-Methode", der Sedimentationsmethode, der direkten "swim-up-Methode", der "Pel-
let-und-swim-up-Methode" und der Auftriebsdichtegradientenmethode, durchgefiihrt wird.

5. Verfahren nach Anspruch 4, wobei das Abtrennen der Spermatozoen durch die direkte "swim-up-Metho-
de" durchgefihrt wird.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, wobei das Verfahren an Saugetier-Spermatozoen, insbe-
sondere an humanen Spermatozoen, durchgefihrt wird.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, wobei die Spermatozoen mit einer Menge des PI3K-Inhi-

bitors im Bereich von ungeféhr 0,01 bis 1000 pM, ungeféhr 5 bis 500 yM oder ungefahr 10 bis 100 pM behan-
delt werden.
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8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, wobei das Behandeln der Spermatozoen mit dem PI3K-In-
hibitor das Inkubieren der Spermatozoen fir einen Zeitraum im Bereich von ungefahr 30 Minuten bis 10 Stun-
den oder ungefahr 1 bis 8 Stunden oder ungefahr 2 bis 6 Stunden bei einer Temperatur von ungeféhr 37°C
umfaf3t.

9. Spermatozoen, erhaltlich durch das Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8.

10. Verwendung eines PI3K-Inhibitors, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus 2-(4-Morpholi-
nyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-on (LY294002), und Derivaten und Analogen davon, zur Verbesserung in vi-
tro der Fertilisationsrate bei assistierten Reproduktionstechniken (ART).

11. Verwendung nach Anspruch 10, wobei die assistierten Reproduktionstechniken ausgewahlt sind aus
der In-Vitro-Fertilisation (IVF), des Intra-Eileiter-Transfers von Gameten (GIFT) oder der Intrauterinen Insemi-
nation (IUI).

12. Verwendung eines Phosphatidylinositol-3-Kinase(PI3K)-Inhibitors, ausgewahlt aus der Gruppe, beste-
hend aus 2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-on (LY294002), und Derivaten und Analogen davon,
zur Herstellung eines Medikaments zur Behandlung der Infertilitat, insbesondere der mannlichen Infertilitat.

13. Verwendung eines Phosphatidylinositol-3-Kinase(PI3K)-Inhibitors, ausgewahlt aus der Gruppe, beste-
hend aus 2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-on (LY294002), und Derivaten und Analogen davon,
zur Herstellung eines Medikaments zur Verbesserung der Fertilisationsaktivitat von Spermatozoen, insbeson-
dere zur Steigerung der Spermatozoenmotilitat.

14. Verfahren zum Behandeln von Spermatozoen in vitro zur ART-Therapie mit einem Phosphatidylinosi-
tol-3-Kinase(PI3K)-Inhibitor, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus 2-(4-Morpholinyl)-8-phe-
nyl-4H-1-benzopyran-4-on (LY294002), und Derivaten und Analogen davon.

15. Verfahren nach Anspruch 14, wobei die ART aus der In-Vitro-Fertilisation (IVF), dem Intra-Eilei-
ter-Transfer von Gameten (GIFT) oder der Intrauterinen Insemination (1Ul) ausgewahlt sind.

16. Medium zur Aufbewahrung und/oder zum Transport von Spermatozoen, umfassend einen Phosphati-
dylinositol-3-Kinase(PI13K)-Inhibitor, wobei der PI3K-Inhibitor ausgewahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus
2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-on (LY294002), und Derivaten und Analogen davon.

17. Medium nach Anspruch 17 zur Aufbewahrung und/oder zum Transport von Saugetier-Spermatozoen,
insbesondere humanen Spermatozoen.

18. Medium nach einem der Anspriiche 17 oder 18, umfassend eine Menge von PI3K-Inhibitor im Bereich
von ungefahr 0,01 bis 1000 uM, ungefahr 5 bis 500 uM oder ungefahr 10 bis 100 pM.

Es folgen 7 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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