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VERBESSERTE SPERMATOZOEN-AUSBEUTE
BEI OLIGOSPERMEN SAMENPROBEN
DURCH EIN MODIFIZIERTES SPERM-
SELEKT-PROTOKOLL

Summary

Our aim was to study the recovery of
motile sperm using a modified Sperm
Select protocol in which sperm velo-
city is increased in the lower semen
phase by addition of hyaluronic acid.
72 normospermic and oligospermic
specimens were subjected to the
conventional Sperm Select protocol
and to an enhanced method by
adding 0.2 mg hyaluronic acid to the
lower phase. The sperm recovered in
the two upper phases were analyzed
for motile sperm recovery, CASA
values and for sperm quality by CK
activity and CK-M isoform ratios.

As we demonstrated previously, the
hyaluronic acid increased velocity
and motility of sperm. Sperm reco-
vered in the Sperm Select upper
phase of the hyaluronic acid sub-
stituted lower phase vs. the control
provided a significantly increased
motile sperm density, whithout loss
of sperm quality and fertilizing
potential. Samples with < 20 million

ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der Studie war die Beobach-
tung der Ausbeute motiler Sper-
matozoen bei Verwendung eines
modifizierten Sperm-Selekt-
Protokolles, bei welchem die
Spermatozoengeschwindigkeit
durch den Zusatz von Hyaluron-
sdure gesteigert wird. 72 normo-
und oligosperme Samenproben
wurden nach dem konventio-
nellen Sperm-Selekt-Protokoll
sowie durch eine modifizierte
Methode aufbereitet, bei der

0,2 mg Hyaluronsdure direkt zur
unteren Phase gegeben wurden.
Die Spermatozoen aus den zwei
oberen Phasen wurden auf die
Ausbeute motiler Spermatozoen,
die CASA-Parameter und auf die
CK-Aktivitat und CK-M Isofor-

sperm/ml concentration semen
showed a 5-fold higher increase in
motile sperm density than those in
> 30 million sperm/ml range (114 vs.
23 %). There was an inverse correla-
tion between the increase in motile
sperm density and the sperm con-
centrations in the initial semen
(r=-0.42, P<0.001, N = 72).

The modified Sperm Select protocol
provides a higher recovery of sper-
matozoa, this benefit is particularly
substantial in oligospermic samples
in which the increased motile sperm
density enhances the fertilizing
efficiency the most. Oligospermic
samples are more likely to exhibit
an increased rate of lipid peroxida-
tion. Thus, the enhanced Sperm
Select protocol which does not
require centrifugation provide an
efficient sperm preparation method
without subjecting spermatozoa to
the mechanical forces of centrifu-
gation, which may further elevate
the rate of lipid peroxidation and
abbreviate sperm viability.

menverteilung hin untersucht.
Wie in fritheren Untersuchungen
gezeigt wurde, steigert Hyaluron-
saure die Geschwindigkeit und
Motilitdt von Spermatozoen. Aus
der oberen Sperm-Selekt-Phase
gewonnene Spermatozoen der
mit Hyaluronsdure versetzten
unteren Fraktion zeigten, im
Gegensatz zur Kontrolle, eine
hohere Dichte motiler Spermato-
zoen, ohne Verlust von Sperma-
qualitat und Fertilisierungspoten-
tial. Proben mit weniger als 20
Millionen Spermatozoendichte
pro Milliliter zeigten einen
5-fach hoheren Anstieg bei der
Dichte motiler Spermatozoen als
Proben mit 30 oder mehr Millio-
nen Spermatozoen pro Milliliter
(114 vs. 23 %). Zwischen dem
Anstieg der Dichte motiler Sper-
matozoen und der Ausgangs-

dichte der Spermatozoen in der
urspriinglichen Probe bestand
eine inverse Korrelation (r =
-0,42; p<0,001; n=72). Durch
die modifizierte Sperm-Selekt-
Methode wird eine erhohte
Ausbeute von Spermatozoen
erzielt. Dieser Vorteil ist beson-
ders bei oligospermen Samen-
proben von Bedeutung, bei
denen die erh6hte Dichte motiler
Spermatozoen das Fertilisierungs-
potential am starksten beeinfluf’t.
Oligosperme Samenproben haben
eine groflere Wahrscheinlichkeit
einer hoheren Rate an Lipid-
peroxidation. Daher stellt das
Zentrifugationsfreie modifizierte
Sperm-Selekt-Protokoll hier eine
effiziente und schonende Auf-
bereitungsmethode dar, bei der
Spermatozoen nicht den mecha-
nischen Kréften der Zentrifuga-
tion ausgesetzt werden, welche
die Rate an Lipidperoxidation
weiter erhchen und die Lebens-
fahigkeit der Spermatozoen
unglinstig beinflussen wirde.

EINLEITUNG

Hyaluronsdure, mit dem Han-
delsnamen ,Sperm-Selekt”,wird
als Bestandteil von Spermien-
praparationsmedien in der assi-
stierten Reproduktion verwendet.
Der Vorteil der Sperm-Selekt-
Methode ist, dal® sie ohne Zentri-
fugation auskommt. Als giinstige
Effekte von Sperm-Selekt wurden
die verbesserte Ausbeute motiler
Spermatozoen aus Ejakulaten,
eine erhohte Schwangerschafts-
rate nach intrauteriner Insemina-
tion und hohere Fertilisations-
raten (ohne Anstieg der Schwan-
gerschaftsrate) bei Paaren, die
mit IVF behandelt wurden,
beschrieben [1-3]. Hyaluron-
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saure wird als ,physiologisch”
angesehen, da sie ein Bestandteil
des Zervikalschleimes und der
Follikel- und Samenflussigkeit
ist.

Um die Vorteile von Hyaluron-
sdure zu beurteilen, haben wir in
friheren Studien die Effekte von
Sperm-Selekt auf menschliche
Spermatozoen untersucht. Sperm-
Selekt bewirkt einen sofortigen
Anstieg der Spermatozoen-
geschwindigkeit und eine lang-
fristige Erhaltung der Spermato-
zoenmotilitdt und Geschwindig-
keit, sowohl bei normospermen
als auch bei oligospermen Pro-
ben. Es gab keine Unterschiede
in der Spermatozoenmembran-
integritat im Kopf- oder Schwanz-
bereich in den Sperm-Selekt-be-
handelten gegentiber den Kon-
trollproben, wie mit dem hypo-
osmolaren Schwelltest und der
Supravitalfarbung mit ,Hoechst
33258" gezeigt werden konnte.
Daraus folgt, dal$ die Erhaltung
der Motilitat nicht in Zusammen-
hang mit einer verbesserten
Erhaltung der Spermatozoen-
membranintegritat, sondern als
direkter Effekt auf die Spermato-
zoenmotilitatseigenschaften [4]
zu sehen ist.

Nach dem Standard-Sperm-
Selekt-Protokoll wird das Me-
dium als Zweiphasen-Swim-up-
System angewendet: Das Sperm-
Selekt wird tber das Ejakulat
geschichtet, und die Spermato-
zoen werden nach einer Inkuba-
tionszeit aus der oberen Phase
gewonnen. Vorteil dieser Metho-
de ist der Wegfall des Zentrifu-
gationsschrittes und damit der
potentiellen mechanischen
Spermatozoenschadigung.
Nachteilig dagegen ist die Ab-
hangigkeit von der zufilligen

Selbstmigration der Spermato-
zoen aus der unteren Samen-
phase in die obere Sperm-Selekt-
Phase. Daher werden Spermato-
zoen, die wegen ihrer niedrige-
ren Geschwindigkeit oder linea-
ren Beweglichkeit in der Samen-
phase verbleiben, dem Sperm-
Selekt-Medium nicht ausgesetzt,
und konnen daher nicht von
dessen Wirkung profitieren.

Im Einklang mit unseren friiheren
Beobachtungen, dal$ Sperm-Selekt
die Spermatozoengeschwindig-
keit und den Erhalt der Motilitat
fordert, haben wir postuliert, daf8
das Hinzufligen von Sperm-
Selekt zur unteren Samenphase
die Ausbeute von Spermatozoen
erhohen konnte [4]. In der vorlie-
genden Arbeit haben wir daher
die Ausbeute motiler Spermato-
zoen und CASA-Motilitdtspara-
meter in den Spermatozoenfrak-
tionen aus den oberen Sperm-
Selekt-Phasen, von Sperm-Selekt-
substituierten und Kontrollsamen-
proben von 72 oligospermen und
normospermen Proben vergli-
chen. Zusétzlich haben wir die
Spermatozoen-Kreatinin-Kinase
Aktivitat (CK) und das CK-M-Iso-
formenverhaltnis bestimmt, um
die Qualitat und das Fertilisie-
rungspotential der gewonnenen
Spermatozoenfraktionen zu
beurteilen.

PATIENTEN UND METHODEN

Spermatozoeninkubations-
bedingungen

Die untersuchten Samenproben
wurden zur Samenanalyse beim
Sperm Physiology Laboratory
der Abteilung fiir Geburtshilfe
und Frauenheilkunde der Yale

University School of Medicine
eingereicht. Die verwendeten
Samenproben wurden durch
Masturbation nach zwei Tagen
Karenz gewonnen. Die Inkuba-
tionsrohrchen enthielten ein
Zweiphasen-Systen, bestehend
aus einer 0,5 ml unteren Samen-
phase und einer 0,5 ml oberen
Sperm-Selekt-Phase. Die Ali-
quots der unteren Phase bestan-
den aus 0,4 ml Ejakulat, mit

0,1 ml Ham’s F-10 Medium
versetzt fir die Kontrolle oder
0,1 ml Sperm-Selekt Medium, mit
einer Endkonzentration von

0,2 mg/ml Hyaluronsdure. Die
Rohrchen wurden bei 37 °C fur
neunzig Minuten inkubiert und
dann Aliquots der oberen Phase
zur Analyse verwandt.

Analyse der Spermatozoen-
parameter

Unter Verwendung einer 10 pm
tiefen Makler-Kammmer (Zytotek
Systems, Inc. Springfield, MA)
und eines Olympus Mikroskopes
(Olympus, Lake Success, NY) mit
Phasenkontrast-Optik wurden
mindestens vier Felder aus zwei
Tropfen Ejakulat (oder zumindest
100 motile Zellen pro Probe) mit
CASA Messungen ausgewertet
(Cryo Research Co., NewYork,
NY). Die Systemparameter
waren wie folgt konfiguriert: 15
Rahmen bei 30 Rahmen/Sekunde,
Schwellengeschwindigkeit 8 p/
sec und Maximalgeschwindigkeit
150 p/sec. Beobachtet wurden
Spermatozoenkonzentration,
Motilitat in Prozent, kurven-
lineare Beweglicheit, Linearitat,
mittlere Amplitude der lateralen
Kopfabweichung, Schlag/Kreu-
zungsfrequenz und die zurlick-
gelegte Strecke pro Schlag.
Verglichen wurde weiters die
Dichte motiler Spermatozoen
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(das Vielfache aus Spermato-
zoendichte und Prozent motiler
Zellen), um die Effizienz der
Ausbeute motiler Zellen zu
beurteilen.

Spermatozoenproteinextraktion
und CK-Messungen

Nach Bestimmung der Spermato-
zoenkonzentration und der
Motilitatsparameter wurden die
Samenproben mit der 10-15-fa-
chen Menge von eiskaltem 0,15
molarem NaCl, 0,05 molarem
Tris Puffer, pH 7,0, gewaschen,
um Seminalplasmabestandteile
zu entfernen. Das Spermato-
zoenpellet wurde in eiskaltem
Aqua dest. mit 0,1 % Triton resus-
pendiert. Das Pellet wurde durch
Vortexen fiir 20 Sekunden aufge-
|ost. Diese Behandlung fuihrt zur
Extraktion von mehr als 90 % der
CK aus den Spermatozoen. Die
Spermatozoenextrakte werden
bei 5000 g zentrifugiert und
Aliquots zur CK-Aktivitatsbe-
stimmung durch Spektrophoto-
metrie (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO) und CK-Isoformen-
Analyse durch Elektrophorese
auf Agarose-Gel (Helena Labo-
ratories, Beaumont, Texas) ver-
wendet. Die aufgetrennten CK-
Isoformen wurden durch Uber-
schichtung des Gels mit CK-
Substrat sichtbar. Die fluoreszie-
renden Banden entsprachen den
CK-B- und CK-M-Isoformen und
wurden unter langwelligem UV-
Licht mit einen Scan-Fluoro-
meter quantifiziert. So konnten
die relativen Konzentrationen
der Spermatozoen-CK-B- und
CK-M-Isoformen ermittelt und als
prozentualer Anteil ausgedriickt
als %M = 100-%B und B = 100-
%M [5-6].

Tabelle 1: Effekt von Hyaluronsdure (Sperm Selekt) auf die Ausbeute von
menschlichen Spermatozoen in einem modifizierten swim-up-Protokoll so-
wie auf CASA-Motilitatsparameter, CK-Aktivitdt und auf das CK-Isoformen-

verhaltnis.

Nativ-

ejakulat
Dichte motiler Sperma-
tozoen (Mill/ml) 44,1 + 3,3
Motilitat % 48,0 £ 2,2
Dichte motiler Sperma-
tozoen (Mill/ml) 24,2 + 2,8
Geschwindigkeit (pm/s) 419+1,0
Linearitat 51+0,1
Seitliche Kopfabweichung 2,5 + 0,1
Schlag/Kreuzungs-
frequenz (Hz/s) 13,8 £0,2

CK-Aktivitat
(IU/108 Spermatozoen)

CK-M Isoform Anteil (%) 30,4 + 3,3

Hyaluronsdure
obere Phase obere Phase gegentber

0,74 +0,04 0,11 0,02

Kontrolle Hyaluronsaure

Kontrolle
13,3 +1,2 11,4+10 p<0,01
666+19 61,3+22 p<0,00]
9,7 1,1 7,7 +0,9 p <0,01
48,1 = 1,4 47,0+ 1,3 NS
56+0,1 56=+0,1 NS
2,4+0,1 2,4+0,1 NS
12,1 £0,2 11,9 +0,2 NS

0,12 + 0,02 NS

32,7+3,3 329+3,6 NS

CK: Kreatinkinase; NS: nicht signifikant; s: Sekunden; Hz: Herz; ml: Milliliter;

pm: Mikrometer; Mill: Millionen

Alle Werte sind als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt.

Statistische Analyse

Bei der statistischen Analyse der
Ergebnisse, mit dem t-Test fur
gepaarte Stichproben, dem nicht-
parametrischem Wilcoxontest
und der linearen Regressions-
analyse, wurde das Yale CLINFO
Statistik Paket benutzt. Alle Daten
sind als Mittelwert mit Standard-
abweichung dargestellt.

ERGEBNISSE

Es wurden 72 Samenproben
untersucht. Die CASA-Parameter
waren wie folgt: Konzentration:
44,1 = 2,3 Millionen Spermato-
zoen pro Milliliter, Motilitat: 48,0
+ 2,2 %, kurvenlineare Beweg-
lichkeit: 41,9 = 1,0 pm/sec,

Linearitit: 5,1 + 0,1, seitliche
Kopfabweichung: 2,5 + 0,1 pm,
Schlag/Kreuzungsfrequenz: 13,8
+ 0,2 Hz/sec. Die Kreatin-Kinase-
Aktivitat lag bei 0,24 + 0,04 1U
CK/10s Spermatozoen und die
CK-M Isoformen lagen bei 30,4 +
3,3 %. Innerhalb dieser Popula-
tion lagen vierzehn Proben im
kleiner 20 Millionen Spermato-
zoen pro Milliliter Bereich (13,3
+ 1,1 x 10° Spermatozoen pro
Milliliter, Motilitat: 35,3 + 3,6 %),
zwolf Proben innerhalb des 20—
30 Millionen Spermatozoen pro
Milliliter Bereiches (24,9 = 2,3

< 10° Spermatozoen pro Milli-
liter, Motilitat: 41,6 = 14,3 %)
und 46 Proben im > 30 Millionen
Spermatozoen pro Milliliter
Bereich (58,5 + 3,7 x 10° Sper-
matozoen pro Milliliter, Motilitat:
53,4 = 2,8 %).

1 [V J. FERTIL. REPROD. 2/1998
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Abbildung 1: Korrelation zwischen initialer Spermatozoenkonzentration und dem
Anstieg der Ausbeute motiler Spermatozoen durch die modifizierte Sperm-
Selekt Methode.
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Vergleich der initialen Ejakulat-
befunde mit der oberen Sperm-
Selekt-Phase

In Ubereinstimmung mit unseren
friheren Ergebnissen zeigten die
Spermatozoenfraktionen aus der
oberen Sperm-Selekt-Phase
bessere Spermaparameter als die
initiale Samenprobe (siehe

Abb. 1), bei der Motilitat (61,3 +
2,2 und 66,6 = 1,9 gegeniiber
48,0 + 2,2, p<0,001), bei der
Geschwindigkeit (47,0 = 1,3 und
48,1 £ 1,4 gegeniiber 41,9+

1,0 pm pro Sekunde, p < 0,001)
und der Linearitit (5,6 = 0,1 und
5,6 £ 0,1 gegentiber 5,1 £ 0,1,

p <0,001). Es gab keinen Unter-
schied in der Amplitude der
seitlichen Kopfabweichung.
Durch den Hyaluronsaureeffekt
war die Schlag/Kreuzungs-
frequenz geringer und folglich
die Strecke, die pro Schlag

zurlickgelegt wurde, bei der
Sperm-Selekt-Probe verldangert
(3,9 0,7 und 4,1 + 0,2 gegen-
tber 3,0 £ 0,Tuym/Hz, p < 0,001).
Wie schon frither beschrieben
war die CK-Aktivitat in den
swim-up-Fraktionen signifikant
niedriger als in den initialen
Proben [7].

Sperm-Selekt-Effekte auf die
Spermatozoenausbeute

Zwischen der Ausbeute von
Spermatozoen aus der oberen
Phase der Sperm-Selekt-versetz-
ten Proben gegentiber den Kon-
trollen, welchen lediglich Ham’s
F-10 Medium zur unteren Phase
hinzugesetzt wurde, zeigte sich
ein signifikanter Anstieg (13,3 =+
1,2 gegentiber 11,4 = 1,0 Millio-
nen Spermatozoen pro Milliliter,
p <0,01, n=72). Die Effizienz
der Ausbeute motiler Spermato-

zoen zwischen den zwei Grup-
pen war 9,7 + 1,1 gegeniber 7,7
+ 0,8 % Millionen Spermatozoen
pro Milliliter (p < 0,01), ein 38,6
+ 8,3 %iger Anstieg bei den
Proben mit Sperm-Selekt in der
unteren Samenphase. Der Ver-
gleich anderer CASA-Werte,
einschlieflich Geschwindigkeit,
seitliche Kopfabweichung,
Schlag/Kreuzungsfrequenz (siehe
Abb. 1) zeigte dhnliche Werte fir
Sperm-Selekt und Kontrollpro-
ben. Folglich waren die Motili-
tatseigenschaften der zusatzlich
gewonnenen Spermatozoen-
populationen nicht schlechter.

Die Ahnlichkeiten zwischen den
CK-Aktivitaten (0,12 + 0,02 ge-
gentiber 0,11 £ 0,02 U CK/100
Millionen Spermatozoen) und
das CK-M Isoformenverhdltnis
(32,9 + 3,6 gegentber 32,7 + 3,3)
in den beiden oberen Phasen
bestatigt, dal® die verbesserte
Ausbeute motiler Spermatozoen
nicht zu Lasten der Spermato-
zoenqualitdt und damit des
Fertilisierungspotentials geht.

Beziehung zwischen initialer
Spermatozoenkonzentration und
Verbesserung der Ausbeute
motiler Spermatozoen

Unter Kenntnis der 38,6 +

8,3 %igen Verbesserung der
Ausbeute motiler Spermatozoen
aus den Sperm-Selekt-versetzten
gegentiber den Kontrollproben,
untersuchten wir die Beziehung
zwischen initialer Spermato-
zoenkonzentration und der Ver-
besserung der Ausbeute motiler
Spermatozoen. Die Proben in der
normospermen Gruppe (> 30
Millionen Spermatozoen pro
Milliliter) zeigten eine Verbesse-
rung von 23,0 + 4,1% (Sperm-
Selekt gegentiber Kontrolle der

1A J. FERTIL. REPROD. 2/1998



unteren Phase: p < 0,01, n=42).
Demgegentiiber zeigten die
oligospermen Proben der Gruppe
< 20 Millionen Spermatozoen
pro Milliliter einen 114,0 £ 32,9
%igen Anstieg (Sperm-Selekt
gegeniiber Kontrolle der unteren
Phase: p < 0,001). Somit profitier-
ten Samenproben mit niedrigeren
Spermatozoenkonzentrationen
deutlich mehr vom modifizierten
Sperm-Selekt-Protokoll. Dies
kommt auch durch die signifi-
kante, negative Korrelation zwi-
schen initialer Spermatozoen-
konzentration und dem Anstieg
der Ausbeute motiler Spermato-
zoen zum Ausdruck (R = -0,42,
p<0,001, n=72).

DISKUSSION

Hyaluronsdure ist ein natdrlich
vorkommender Bestandteil der
menschlichen Follikelflissigkeit
und des weiblichen Reproduk-
tionstraktes. Tatsachlich sind
Hyaluronsdurelosungen, bedingt
durch ihre Viskositatseigenschaf-
ten, denen von menschlichem
Zervikalmukus dhnlich, und die
Motilitdtseigenschaften von
Spermatozoen in Hyaluronsaure-
haltigen Medien korrelieren gut
mit denen in Zervikalmukus von
Frauen [8-9]. In unseren frihe-
ren Untersuchungen verursachte
Sperm-Selekt einen sofortigen
Anstieg der Spermatozoenge-
schwindigkeit und eine verbes-
serte Erhaltung der Spermato-
zoengeschwindigkeit und Motili-
tat bei normospermen und oligo-
spermen Proben. Wichtiger ist,
wenn eine Probe nicht mit einem
Anstieg der Spermatozoenge-
schwindigkeit auf Sperm-Selekt
reagierte, dafS die Spermatozoen
eine herabgesetzte Uberlebens-

fahigkeit aufwiesen und die
Motilitdt innerhalb von wenigen
Stunden sistierte. Wegen des
raschen Geschwindigkeitseffek-
tes und dem Fehlen einer verbes-
serten Erhaltung der Spermato-
zoenmembranintegritdt, bei ver-
besserter Erhaltung der Motilitét,
haben wir den Effekt von Hyalu-
ronsdure als durch Zellmembran
standige Rezeptoren bedingt
postuliert [4]. Die Penetrations-
rate im menschlichen, zonafreien
Hamsterovumpenetrationstest
war als Reaktion auf Hyaluron-
saure ebenfalls erhoht [10].

In Betrachtung der verschiede-
nen, fir das Fertilisierungsver-
halten wichtigen Spermapara-
meter haben wir die erhohte
Ausbeute motiler Spermatozoen
bei Proben mit niedrigeren
Spermatozoenkonzentrationen
festgestellt. Weiterhin bleibt die
hoch signifikante Korrelation
zwischen Spermatozoen-Aus-
beute und der initialen Spermato-
zoenkonzentrationen (r = 0,42,
p=<0,01).

Die fuinffach hohere Rate beim
Anstieg bei der Ausbeute motiler
Spermatozoen bei oligospermen
gegenuber den > 30 Millionen
Spermatozoen pro Milliliter
Proben zeigt, da® der Anstieg der
Ausbeute von Spermatozoen bei
denjenigen Mannern auftritt, die
davon, bezogen auf die Fertili-
sierungseffizienz, am meisten
profitieren.

Zusitzlich zur erhohten Rate bei
der Ausbeute motiler Spermato-
zoen gibt es einen weiteren
wichtigen Vorteil der modifizier-
ten Methode. Es wird zuneh-
mend deutlich, dal$ hohe Raten
an Lipidperoxidation sich negativ
auf die Spermatozoenfunktion
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auswirken [12-14]. Wir konnten
die enge Korrelation zwischen
erhohter Rate an Spermatozoen-
CK-Aktivitat, als Ausdruck der
ungentigenden Spermatozoen-
reife, und erhohten Raten an
Lipidperoxidation nachweisen
[15]. Die Lipidperoxidation war
bei den oligospermen gegentiber
den normospermen Proben
erhoht. Spermatozoen mit erhoh-
ter Rate an Lipidperoxidation
sind weniger resistent gegentiber
mechanischen Einflissen wie der
Zentrifugation wahrend der Sper-
matozoenpraparation. Folglich
stellt das zentrifugationsfreie,
modifizierte Sperm-Selekt-Proto-
koll eine schonende und effizien-
te Methode dar, mit der eine
erhohte Ausbeute motiler Sper-
matozoen fir die assistierte
Reproduktion gewonnen werden
kann. Das Protokoll ist besonders
fir oligosperme Proben mit
hohem Anteil unreifer Spermato-
zoen geeignet, die eine erhohte
CK-Aktivitat und einen erhohten
Anteil zytoplasmatischen Pro-
teins im Samen aufweisen.
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