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Reduktion von apoptotischen Spermien im Ejakulat
mittels MACS-System

Th. Winkle, F. Gagsteiger, N. Ditzel

Im Verlauf einer ART und insbesondere einer ICSI werden die eingesetzten Spermatozoen sorgfaltig untersucht und ausgewahlt. Bisher bezieht sich die
Auswahl der Spermien nur auf WHO-Kriterien wie Konzentration, Morphologie und Motilitit, wobei eine Fragmentierung oder sonstige Schadigungen
der DNA nicht detektiert werden. Ziel unserer Studie war es daher, den Anteil an Spermien mit DNA-Fragmentierung und Apoptose im Ejakulat mit
Hilfe des MACS-Systems (Magnetic Activated Cell Sorting) zu ermitteln und gegebenenfalls zu reduzieren. Bisher wurden Ejakulatproben von 55 Patienten
mittels MACS-System aufgereinigt und anschliefSend sowohl der native wie auch der aufgereinigte Teil der Probe in einem DurchflulSzytometer gemessen,
nachdem sie mit 4™-6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) angefarbt worden waren. Die Isolierung durch das MACS-System erfolgte mit Hilfe von magnetisch
markiertem Annexin V und einer entsprechenden Saule. Pro Probe wurden 20.000 Zellen gemessen und der Anteil an Spermien mit fragmentierter DNA
ermittelt. Im Vergleich dazu wurden Proben von 37 Patienten einmal nativ und einmal nach Dichtegradientenzentrifugation analysiert. Der durch-
schnittliche Anteil an Spermien mit DNA-Fragmentierung betrug im nativen Ejakulat 17,6 %, wohingegen nach Aufreinigung mittels des MACS-Systems
dieser Anteil auf 11,29 % reduziert werden konnte. Bei einer Aufreinigung mittels Dichtegradientenzentrifugation wurde ein Anteil von 11,83 % ermittelt.
Anhand unserer Ergebnisse konnte festgestellt werden, dals mit Hilfe des MACS-Systems der Anteil an Spermien mit DNA-Fragmentierung deutlich
gesenkt werden kann (17,6 % vs. 11,29 %). Aullerdem zeigt der vergleichsweise hohe Anteil an Spermien mit DNA-Fragmentierung in den tber Dichte-
gradienten aufgereinigten Proben, dal$ die DNA-Fragmentierung mit dieser bisher tiblichen Methode nicht zu reduzieren ist (15,96 % vs. 11,83 %).

In the course of an ART and especially an ICSI the used spermatozoa is meticulously examined. So far the samples were only evaluated as to WHO
criteria, like concentration, motility and morphology during such an examination. In this way a fragmentation or any other deterioration of the DNA
cannot be detected. So the aim of our study is to determine and, if required, reduce the amount of spermatozoa with DNA-fragmentation or apoptosis
within the ejaculate by means of the MACS system (Magnetic Activated Cell Sorting). Ejaculate samples of 55 patients were purified using the MACS
system so far. The native and the purified part of the sample were then measured in a cytometer, after being stained by 4’-6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI). The isolation via the MACS system was carried out with the help of magnetic marked Annexin V and an appropriate column. In each sample
20,000 cells were measured and the percentage of cells with DNA-fragmentation was determined. In comparison, samples of 40 additional patients
were analyzed as described above, both natively and according to density gradient centrifugation. The average amount of spermatozoa with DNA
fragmentation was 17.6 % in native ejaculate, while, after purification with the MACS system, this percentage was reduced to 11.29 %. By purification
via density gradient centrifugation a percentage of 11.83 % was obtained. On the basis of our results it has been found that by means of the MACS
system the percentage of spermatozoa with DNA fragmentation can be reduced distinctly (17.6 % vs. 11.29 %). Furthermore, the relatively high
amount of spermatozoa with DNA fragmentation in the samples purified by density gradient shows that DNA fragmentation cannot be reduced by this
common method (15.96 % vs. 11.83 %). ] Fertil Reprod 2007; 17 (1): 19-21.

annliche Infertilitat ist zu ca. 70% primdr und zu

30 % sekundar [1]. Die Ursachen sind vielseitig: Es
kommen exogene Ursachen (Medikamente, Bestrahlung,
Umweltgifte, Drogenmiflbrauch, Rauchen), entziindliche
und immunologische Ursachen (Prostatitis, Hoden- und
Nebenhodenentziindungen, Autoantikérper), anatomische
Ursachen (z. B. Leistenhoden mehr als 2 Jahre), psychische
Ursachen und genetische Ursachen in Betracht [2, 3]. Unge-
fahr 90 % der infertilen Madnner weisen eine beeintrachtigte
Samenqualitat, wie eine reduzierte Spermienanzahl (Azoo-,
Oligospermie), eingeschrankte Beweglichkeit (Asthenozoo-
spermie) und abnorme Morphologien (Teratozoospermie),
auf. Sie sind oftmals anderweitig klinisch unaufféllig und
weisen nur eine Storung der Spermatogenese auf [3, 4].
Die Aufgabe eines Spermiums besteht darin, die DNA phy-
sikalisch und chemisch sicher verpackt in die Eizelle zu
transportieren [5, 6]. Dafiir benotigt es eine gute Vitalitat
und Vorwartsmotilitdt [7]. Wenn die Spermien jedoch di-
rekt in die Oozyte injiziert werden, konnten abnorme
Spermien oder Spermien mit einer defekten DNA direkt
zur Oozyte gelangen. Somit steigt natiirlich das Risiko, ein
DNA-geschadigtes Spermium in die Eizelle zu injizieren,
vor allem bei Spermien mit schlechten Spermiogramm-
parametern [8—11]. Die gesteigerte Sensitivitdt flir DNA-
Schaden von Spermien mit schlechten Spermiogrammbe-
funden hdngt mit einer fehlerhaften Chromatinkondensation
zusammen [9, 12, 13]. Eine Hypothese besagt, dal$ Sper-
mien mit instabiler oder abnormer Chromatinstruktur kei-
ne oder nur eine geringe Befruchtungsfahigkeit aufweisen
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[6]. Das beinhaltet auch die Frage, ob es im Falle einer
Befruchtung durch chromatininstabile Spermien zu embryo-
nalen Entwicklungsstérungen bis hin zum frithembryonalen
Fruchttod kommen kann. Aus diesem Grund war es not-
wendig, neue und genauere Methoden zur Charakterisie-
rung von Spermienproben zu entwickeln, denn Spermien
mit einer intakten DNA sind essentiell fiir eine akkurate
Transmission von genetischem Material an die ndchste
Generation [14]. Eines der ersten Zeichen fiir Apoptose ist
die Fragmentierung der DNA. Diese kann verschiedene
Ursachen haben, wie z.B. Strels, was zu einer erhohten
Anzahl von freien Sauerstoffradikalen (ROS) fiihrt und
somit auch zu einer erh6hten Rate an Spermien mit frag-
mentierter DNA. Daher war es das Ziel dieser Studie, zu
untersuchen, ob sich der Anteil an DNA-fragmentierten
Spermien im Ejakulat mit Hilfe des MACS-Systems ebenso
reduzieren |at wie mit den herkémmlichen Spermienpra-
parationstechniken.

Patienten und Methoden

Fiir diese Studie wurden Patienten aus der Kinderwunsch-
sprechstunde des IVF-Zentrums Ulm herangezogen. Ins-
gesamt wurden Ejakulatproben von 55 Patienten mit Hilfe
des MACS-Systems aufgereinigt und der Anteil an Spermien
mit DNA-Fragmentierung bestimmt. Die Ejakulatproben
wurden vor der Behandlung mit dem MACS-System aufge-
reinigt, um das Seminalplasma und etwaige Verunreinigun-
gen von den Spermien abzutrennen. Das MACS-System
beruht auf der Tatsache, dal® bei apoptotischen Zellen
Phosphatidylserin (PS) auf die Aufenseite der Zellmembran
externalisiert wird. PS entwickelt in Gegenwart von phy-
siologischen Ca2*-Konzentrationen eine hohe Affinitit zu
Annexin V. Diese Tatsache nutzt das MACS-System, indem
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durch magnetisch markierte Annexin V-,Micro Beads”, die
mit den Spermien inkubiert werden, die apoptotischen Zel-
len markiert werden (Annexin-V-positive Fraktion). Uber
eine magnetische Saule kann nun die Annexin-V-positive
Fraktion von der negativen isoliert werden, wobei die po-
sitive Fraktion auf der Sdule verbleibt. Nach der Isolation
kann auch diese wieder eluiert werden, indem die Saule aus
dem Magnetfeld entfernt und mit Puffer nachgewaschen
wird. Die Rate an Spermien mit DNA-Fragmentierung wur-
de durch eine FACS- (Fluorescence Activated Cell Sorter)
Analyse ermittelt. Dazu wurden die Spermien mit 4’-6-
Diamidino-2-phenylindol (DAPI) angefarbt und mittels ei-
nes Durchflullzytometers und der dazugehdrigen Software
die Rate an Spermien mit DNA-Fragmentierung ermittelt.
Es wurden von jedem Patienten 4 Proben analysiert: die
Annexin-V-negative Fraktion, die Annexin-V-positive Frak-
tion, die native Ejakulatprobe und eine Probe nach Aufar-
beitung durch Dichtegradientenzentrifugation (80 %/40 %).

Ergebnisse

Im Rahmen dieser Studie wurde die Rate an Spermien mit
DNA-Fragmentierung in nativen Ejakulatproben zum einen
mit jener nach Aufarbeitung durch das MACS-System ver-
glichen und zum anderen mit jener nach Aufarbeitung
durch Dichtegradientenzentrifugation. In der Gruppe nativ
vs. Dichtegradientenzentrifugation, die in Abbildung 1 dar-
gestellt ist, konnten von urspriinglich 55 Patientenproben
lediglich 37 Proben ausgewertet werden, da die Ejakulat-
menge nicht ausreichend war, um sowohl die Probe nach
Dichtegradientenzentrifugation als auch die nach MACS
zu analysieren. Bei diesen 37 Ejakulatproben ergab sich
im Mittel eine Rate an Spermien mit DNA-Fragmentierung
in der Nativprobe von 15,96 % und von 11,83 % nach Auf-
arbeitung durch Dichtegradientenzentrifugation. Somit lief8
sich nach statistischer Berechnung ein signifikanter Unter-
schied zwischen den beiden Fraktionen mit p < 0,05 fest-
stellen. Der Vergleich nativ vs. MACS-System ist in Abbil-
dung 2 dargestellt, er wurde bei 55 Patienten durchgefiihrt.
In diesem Patientenkollektiv konnte ein signifikanter Unter-
schied mit p < 0,01 ermittelt werden. Im nativen Ejakulat
wurde ein durchschnittlicher Anteil an Spermien mit DNA-
Fragmentierung von 17,6 % gemessen, welcher durch das
MACS-System auf 11,29 % reduziert werden konnte.

Diskussion

Das Ziel dieser Studie war es, den Anteil an Spermien mit
DNA-Fragmentierung im menschlichen Ejakulat zu be-

stimmen und zwei verschiedene Aufarbeitungsmoglich-
keiten im Hinblick darauf zu untersuchen, ob sie diesen
Anteil reduzieren konnen. Ermittelt wurde der Anteil an
Spermien mit DNA-Fragmentierung durch DAPI-Farbung
und FACS-Analyse. Die beiden Aufarbeitungsmethoden
waren zum einen die mittlerweile zur Spermienaufberei-
tung routinemdlig eingesetzte Dichtegradientenzentri-
fugation und zum anderen das MACS-System, das apopto-
tische Zellen durch Bindung von magnetisch markiertem
AnnexinV an PS isoliert. Dabei wurde festgestellt, dal’ die
herkémmliche Dichtegradientenzentrifugation den Anteil
an Spermien mit DNA-Fragmentierung im Schnitt um
25,88 % reduzieren kann, wohingegen nach einer Aufar-
beitung durch das MACS-System der Anteil um 35,85 %
geringer war. Wie in dieser Arbeit prasentiert, wurde auch
in anderen Studien gezeigt, dafs das MACS-System apop-
totische Spermien erfolgreich isolieren kann [15-18]. Somit
stellt das MACS-System einen Zusatz zu herkdmmlichen
Spermienpraparationstechniken dar, die zwar visuelle
Merkmale der Spermien nach den WHO-Kriterien wie die
Spermienmotilitdt, Spermienkonzentration und Spermien-
morphologie beurteilen lassen, allerdings eine Analyse der
DNA-Integritat nicht ermoglichen. Wie bereits bekannt,
konnen durch das MACS-System die Spermiogrammpara-
meter verbessert werden, was auf die bereits bekannte
Korrelation zur Integritdt der Plasmamembran zuriickzu-
fihren ist [19].
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Abbildung 1:Vergleich des Anteils an Spermien mit DNA-Fragmentierung
nativ (nativ) und nach Aufarbeitung durch Dichtegradientenzentrifugation
(Dichtegradient). Der letzte Wert ist jeweils der Durchschnitt des gesamten
Kollektives.
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Abbildung 2:Vergleich des Anteils an Spermien mit DNA-Fragmentierung
nativ (nativ) und nach Aufarbeitung durch das MACS-System (Annexin-V-
negativ). Der letzte Wert ist jeweils der Durchschnitt des gesamten Kol-
lektives.
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