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ZUSAMMENHANG ZWISCHEN 
KRYOKONSERVIERUNGSTECHNIK UND 
SPERMIENMORPHOLOGIE, SOWIE 
CHROMATININTEGRITÄT VON FERTILEN 

KRYOKONSER­
VIERUNGS­
TECHNIK UND 
SPERMIEN­
MORPHOLOGIE 

UND SUBFERTILEN MÄNNERN


In the patients group, cryoinjury was 
higher than in the control group: 
the mean percentage of normal 
morphology decreased from 15.13 
± 6.5 to 12.13 ± 6.5% after freez­
ing with the biological freezer and 
to 10.0 ± 4.8% after freezing with 
liquid nitrogen vapour. 

This study demonstrates that, com­
pared with native semen samples, 
chromatin packaging and morpho­
logy of human spermatozoa in both 
groups decrease significantly after 
freeze-thawing, not only after freez­
ing with liquid nitrogen but also 
after freezing with a programmed 
freezer. However, in controll group, 
no significant difference was found 
between the two freezing methods 
with respect to morphology. In the 
contrary, in patients groups there 
was a significant difference between 
the two freezing methods with re­
gard to morphology and chromatin 
integrity. Therefore, the computer­
controlled freezing method should 
be recommended for freezing sperm 
especially from patients attending 
assisted reproduction therapy. 

phologie (strict criteria) und die 
Chromatinkondensation mittels 
Acridin-Orange-Färbung auszuwer­
ten. 

Der Anteil an kondensiertem Chro­
matin im nativen Sperma der fertilen 
Probanden zeigte einen signifikanten 
Abfall (p < 0,001) von 88,14 ± 7,9% 
auf 80,70 ± 6,6% nach Einfrieren mit 
dem computergesteuerten Einfrierge­
rät und auf 78,9 ± 7,3 nach Einfrieren 
mit Stickstoffdampf. Die entsprechen-
den Werte der subfertilen Probanden 
zeigten die gleiche Tendenz und 
fielen ebenso signifikant (p = 0,001) 
von 72,14 ± 7,91% auf 64,13 ± 9,7 % 
bzw. 62,20 ± 9,6% ab. 
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Summary 

Some investigators have demon­
strated that computer-controlled 
freezing methods preserve sperm 
quality better than vapour freezing, 
but others have found no beneficial 
effects, at least for human sperma­
tozoa. The purpose of this study 
was to determine negative effects 
(cryoinjury) on human spermatozoa 
after freeze-thawing, and to deter­
mine whether freeze-thawing of 
spermatozoa with a programmed 
biological freezer is better than 
freezing with liquid nitrogen vapour 
with regard to alteration of sperm 
chromatin and morphology in se­
men from fertile and subfertile men. 
Sixty semen samples were obtained 
either from patients attending our 
IVF unit for treatment (n = 35) or 
from donors (n = 25) with proven 
fertility and normal sperm quality 
according to WHO guidelines (1992). 
Each semen sample was divided 
into two parts after liquefaction and 
addition of cryoprotectant (1/1, v/v) 
(HSPM). The first part was frozen 
using a programmed biological 
freezing machine (Planer serie 10) 
and the second part was frozen by 

ZUSAMMENFASSUNG 

Einige Autoren haben gezeigt, daß 
die computergesteuerte Einfrierme­
thode die Spermienqualität besser 
aufrechterhält, als die Stickstoff­
dampf-Methode. Andere wiederum 
konnten keinen Vorteil finden, zu­
mindest bei menschlichen Spermien. 
Das Ziel dieser Arbeit war es, zum 
einen negative Einflüsse der Einfrier-
Auftau-Prozedur festzustellen (Kryo­
schädigung), zum anderen herauszu­
finden, ob es einen Unterschied 
zwischen der computergesteuerten 
Einfrier-Auftau-Technik und der 

means of liquid nitrogen vapour. 
Smears were made from each aliquot 
before and after the freeze-thawing 
procedure to assess morphology 
(strict criteria) and chromatin con­
densation (acridine orange). 

The mean percentage of chromatin 
condensed spermatozoa in the sam­
ples from donors (control group) 
was 88.14 ± 7.9% before freezing 
and decreased significantly (p < 
0.001) to 80.70 ± 6.6% after freeze­
thawing with the programmed bio­
logical freezer and to 78.90 ± 7.3% 
after using liquid nitrogen vapour 
(p < 0.001). The corresponding 
value for semen obtained from 
patients was 72.14 ± 7.91% before 
freezing and decreased to 64.13 ± 
9.7 and 62.20 ± 9.6% respectively 
(p < 0.001). On the other hand, the 
mean percentage of normal sperm 
morphology in the control group 
decreased from 27.9 ± 6.5% before 
freezing to 23.80 ± 4.80% (p < 
0.247) after freeze-thawing with the 
biological freezer and to 23.42 ± 
5.13% (p < 0.001) after freeze­
thawing with liquid nitrogen vapour. 

Stickstoffdampf-Technik in Hinblick 
auf Chromatin- und Morphologiever­
änderungen, sowohl von fertilen als 
auch von subfertilen Männern, gibt. 

Die Studie umfaßt 60 Spermaproben, 
25 nachweislich fertiler Spender 
(Kontrollgruppe G2) und 35 Proben 
von Patienten mit Fertilitätsstörungen 
(G1), beurteilt nach WHO-Richtlinien 
(1992). Die Proben wurden mit dem 
Kryoprotektivum Glycerol (HSPM) 
1:1 gemischt und jeweils in Stickstoff­
dampf und mit einer biologischen 
Friermaschine (Planer Serie 10) ein­
gefroren. Vor und nach dem Einfrier-
Auftau-Vorgang wurden mehrere 
Ausstriche angefertigt, um die Mor-
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Die Morphologie der Spermien zeigte 
die gleich Tendenz: Die prozentualen 
Anteile der morphologisch normalen 
Spermien (27,9 ± 6,5%), eingefroren 
mit computergesteuerten Friergeräten, 
zeigten in der fertilen Gruppe einen 
nicht signifikanten Abfall (p = 0,247) 
auf 23,8 ± 4,80 %; nach Einfrieren mit 
Stickstoffdampf auf 23,42 ± 5,13%. 
In der subfertilen Gruppe war der 
Kryoschaden höher als in der Kontroll­
gruppe, die Werte fielen hier signifi­
kant (p = 0,048) von 15,13 ± 6,5% 
auf 12,13 ± 6,5% nach Einfrieren 
mit der biologischen Friermaschine 
und auf 10,0 ± 4,8% nach Einfrieren 
mit Stickstoffdampf. 

Die Einfrier-Auftau-Prozedur führt zu 
einem negativem Effekt (Schädigung) 
auf die Spermienmorphologie und 
die Chromatinstruktur, sowohl bei 
subfertilen als auch bei fertilen Pro­
banden. Beim Vergleich der beiden 
Einfrier-Auftau-Techniken zeigt sich 
ein signifikanter Unterschied bezüg­
lich der Morphologie und dem Anteil 
an kondensiertem Chromatin bei 
Anwendung des Acridin-Orange-
Testes in der subfertilen Gruppe. In 
der fertilen Gruppe ist festzustellen, 
daß die Kryoschäden hinsichtlich der 
Morphologie der Spermatozoen zwi­
schen beiden Methoden nicht signifi­
kant unterschiedlich sind. 

Daher sollte die computergesteuerte 
Einfriermethode zur Spermienkryo­
konservierung, insbesondere bei 
subfertilen Probanden, im Rahmen 
der assistierten Reproduktionsmedizin 
Anwendung finden, um zusätzliche 
Schädigungen zu vermeiden. 

EINLEITUNG 

Neben der Spermienzahl und der 
Spermienmotilität spielt die Spermien­
morphologie für die männliche Ferti­
lität eine entscheidende Rolle. Die 
Spermienmorphologie ist ein klinisch 
sehr wichtiger Parameter, der sehr gut 
mit der Inzidenz der Fruchtbarkeit 
und der Konzeption korreliert, gleich­
gültig, ob die Konzeption auf natür­

liche Art [1] oder mittels IVF entstan­
den ist [2, 3]. 

Das logistische Regressions-Modell 
zeigte, daß die Spermienmorpholo­
gie (Strict criteria) und die Konzen­
tration progressiver motiler Spermien 
das Hauptkriterium zur Beurteilung 
der in vitro-Fertilisation zu sein 
scheint [4–7]. Darüber hinaus ist 
eine große Zahl morphologisch ab-
normaler Spermatozoen mit einer 
hohen Heterogenität in der Chroma­
tinstruktur assoziiert [8, 9]. Es wurde 
angenommen, daß eine niedrige 
DNA-Rate in den Spermatozoen sub­
fertiler Männer für deren Formverän­
derungen verantwortlich ist [10, 11]. 
Courtot [12] fand bei ultrastrukturel­
len Untersuchungen an subfertilen 
Männern eine Korrelation zwischen 
70% der Spermatozoen mit Chroma­
tinkondensationsdefekten und post­
akrosomalen Anomalien (PAS). Die 
positive Korrelation zwischen Sper­
mienmorphologie und Chromatin­
kondensation unterstützt den Stellen­
wert der Morphologiebewertung [13]. 

In den letzten Jahren konnte die 
Kryokonservierung von Spermatozo­
en als Standardverfahren im Rahmen 
der „assistierten Reproduktionstech­
niken“ (ART) etabliert werden. Sie ist 
bei Patienten, deren Spermien durch 
aufwendige Verfahren, wie z. B. 
Aspiration aus dem Ductus epididy­
midis oder durch Hodenbiopsie ent­
nommen wurden, von besonderer 
Bedeutung. So können die Spermien 
für noch beliebige Zyklen, z. B. nach 
Mißerfolg einer Schwangerschaft, 
verwendet werden, ohne den Patien­
ten nochmals zu belasten. 

Die Kryokonservierung der Spermien 
ist auch für die Lagerung von Sper­
mien bei Männern, die sich aufgrund 
eines Tumorleidens einer Behand­
lung, wie z. B. einer Chemotherapie 
oder Radiatio, unterziehen müssen, 
nützlich. Hierbei besteht die Gefahr 
der Infertilität bei Patienten, deren 
Familienplanung noch nicht abge­
schlossen ist, gerade in solchen Fällen 
bietet die Kryokonservierung eine 
Alternative. 

KRYOKONSER­
VIERUNGS­
TECHNIK UND 
SPERMIEN­
MORPHOLOGIE 

Die Kryokonservierung menschlicher 
Spermatozoen führt zu Veränderungen 
in Morphologie, Chromatinintegrität 
und in manchen Fällen sogar zum 
Absterben der Zellen. Die ursächli­
chen Faktoren sind wie folgt zusam­
mengefaßt: 1) die Wahl des geeigne­
ten Gefrierschutzmittels und dessen 
Konzentration; 2) die Wahl der Ein­
friermethode; 3) die Auftaugeschwin­
digkeit und 4) die Lagerungsdauer. 

Im Zentrum der Überlegungen stand 
jedoch von Anfang an die Einfrierge­
schwindigkeit. Mazur [14] führte die 
Begriffe der sub- und supraoptimalen 
Kühlrate in die kryobiologische Dis­
kussion ein. Man versteht darunter 
Kühlraten, die niedriger bzw. höher 
sind, als die rechnerisch oder experi­
mentell als optimal angesehenen 
Gefriergeschwindigkeiten. Er nahm 
an, daß bei supraoptimalen Kühl-
raten die intrazelluläre Eisbildung 
sowie die während des Auftauens 
auftretende Rekristallisation zellschä­
digend wirken. Bei suboptimalen 
Kühlraten sah er hauptsächlich die 
Erhöhung der intra- und extrazellulär 
gelösten Substanzen (Osmolaritäts­
effekte) als Ursache einer Zellschädi­
gung an. 

Der Kryoschaden der Spermatozoen 
kann bei vielen Spezies durch lang­
sames Einfrieren (≤ 10° C/Min) 
wesentlich reduziert werden. Aus 
diesem Grunde ist die Anwendung 
einer optimalen Einfriergeschwindig­
keit ein kritischer Faktor im Rahmen 
der Kryokonservierung von vielen 
verschiedenen Zellarten, weil davon 
das Ausmaß der Zelldehydrierung 
abhängt. Die Stickstoffdampftechnik 
(schnelles Einfrieren) von mensch­
lichen Spermatozoen und die an­
schließende Lagerung bei –196°C ist 
eine weltweit verbreitete Methode 
[15]. Eine langsame Einfriertechnik 
(mit einem computergesteuerte Ein­
friergerät) erlaubt hingegen eine stu­
fenweise Temperatursenkung, bis die 
Probe in flüssigen Stickstoff (–196°C) 
eingetaucht wird. Durch diese Tech­
nik ist die Kryoschädigung, insbeson­
dere bei schlechter Spermienqualität, 
am geringsten [16]. 
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VIERUNGS­

TECHNIK UND 
SPERMIEN­

MORPHOLOGIE 

Jedes Frieren von Spermatozoen 
kann zu einer latenten Schädigung 
führen, die nicht mit einem Routine­
testverfahren erfaßt werden kann. 
Obwohl es einige Hinweise gibt, daß 
Bestandteile des Zytoskeletts sensibel 
auf das Einfrieren reagieren [17], 
sind die Konsequenzen der Einfrier-
Techniken auf Chromatinintegrität 
und die Morphologie noch nicht aus­
reichend geklärt. 

Die gegenwärtige Studie wurde 
durchgeführt, um die Wirkung des 
Einfrier-Auftau-Prozesses auf die Chro­
matinkondensation (durch Anilin­
blau-Färbung) und die Morphologie 
(strict criteria) menschlicher Sperma­
tozoen von fertilen und subfertilen 
Männern nach einer Einfrier-Auftau-
Prozedur im Stickstoffdampf und 
nach Anwendung einer computerge­
steuerten Einfriermaschine zu ver­
gleichen und um somit festzustellen, 
welche Methode besser geeignet ist, 
die Chromatinstrukur und die Mor­
phologie der Spermatozoen aufrecht­
zuerhalten. 

MATERIAL UND METHODEN 

Die Spermaproben wurden von 35 
Patienten (G1) unseres IVF- und ICSI-
Programmes und von 25 Probanden 
(G2) mit nachgewiesener Fertilität, 
nach einer 3-tägigen Karenzzeit, 
durch Masturbation gewonnen. Die 
Präparation erfolgte nach den Richt­
linien der WHO [18]. Jede Probe 
wurde für 20 bis 30 Minuten bei 
Raumtemperatur verflüssigt, zahl­
reiche Ausstriche wurden angefertigt 
(5 µl/Objektträger) und luftgetrocknet. 
Nachfolgend wurden die Proben in 
einem swim-up-Verfahren aufbereitet 
und Konzentration, Motilität und 
Vitalität (HOS-Test) bestimmt. Die 
Proben wurden im Verhältnis 1:1 mit 
HSPM (human sperm preservation 
medium) vermischt. Diese Mischung 
wurde in 0,5 ml French straws ge­
füllt, ein Teil der French straws wurde 
daraufhin mit einem computerge­
steuerten Einfriergerät und ein ande­

rer Teil in Stickstoffdampf wie folgt 
eingefroren: 

–	 Stickstoffdampf: Die Samenröhr­
chen werden in horizontaler Lage, 
in einer Höhe von 10–15 cm über 
der Stickstoffoberfläche in stehen-
dem Stickstoffdampf für 10 min. 
gehalten. Danach wurden sie 
direkt in flüssigen Stickstoff trans­
feriert und gelagert. 

–	 Biologische Friermaschine: Die 
Samenröhrchen wurden in die 
Frierkammer eingebracht und mit 
einer Kühlungsrate von –1°C/min 
von +20°C auf +5°C, dann mit 
einer Frierrate von –10°C/min von 
+5° C bis –80°C, schließlich mit 
einer Frierrate von –25°C/min von 
–80°C bis –130°C gefroren und 
anschließend in flüssigen Stickstoff 
transferiert und gelagert. 

Die gefrorenen Proben wurden nach 
einer zweimonatigen Lagerungszeit 
aus dem flüssigen Stickstoff entnom­
men und für 5 Minuten in einem 
37°C warmen Wasserbad aufgetaut. 
Nach dem Auftauen wurden wieder 
zahlreiche Ausstriche angefertigt 
(5µl/Objektträger) und luftgetrocknet. 

Die morphologische Beurteilung 
erfolgt nach Objektträgerfärbung mit 
Papanicolaou [18] in Anlehnung an 
die strict criteria [19]: Die Färbung 
wurde wie in den WHO-Richtlinien 
[18] beschrieben durchgeführt. Die 
Auswertung erfolgte durch einen 
Betrachter unter einem Phasenkon­
trastmikroskop unter Verwendung 
eines 100-fachen Ölimmersionsob­
jektives. Ein Spermatogramm wurde 
dann als gut bewertet, wenn von 200 
bewerteten Spermatozoen ≥ 14% 
normale Spermatozoen ausgezählt 
wurden. Ein Spermatozoon wurde 
dann als normal gewertet, wenn der 
Kopf 3–5 µm lang, sowie 2–3 µm 
breit ist und das Akrosom 40–70% 
des Kopfes einnimmt. Das Mittel­
stück muß axial angeheftet sein, die 
1,5-fache Länge des Kopfes betragen 
und frei von zytoplasmatischen 
Anhängseln sein. Der Schwanz soll 
dünner als das Mittelstück und 45 µm 

lang sein. Die Chromatinstruktur 
wurde nach Färbung der Objektträger 
mit Acridin-Orange wie folgt beur­
teilt: Die luftgetrockneten Ausstriche 
wurden in Carnoys-Lösung (3 Teile 
Methanol auf 1 Teil Eisessig) fixiert, 
luftgetrocknet und mit 100 µl Acri­
din-Orange-Farblösung [Sigma 
Chemical] (0,19 mg/ml in 0,1 M 
Zitronensäure und 0,3 M Na2HPO4 
7 H2O pH 2,5) überschichtet und für 
10 min gefärbt, danach mit destillier­
tem Wasser abgespült, mit einem 
Deckglas eingedeckt und unverzüg­
lich in der Dunkelkammer ausgewer­
tet. Ein Untersucher wertete unter 
einem Phasenkontrastmikroskop mit
einem 100 x Ölimmersionsobjektiv 
200 Spermatozoen aus. Alle Sperma­
tozoen mit grüner Fluoreszenz wurden 
als gut und das Spermiogramm als 
normal gewertet, wenn > 75 % guter 
Spermatozoen ausgezählt wurden. 

Eine grün beurteilte Fluoreszenz bei 
der normalen Samenproben ist ein 
Zeichen für intakte Disulfid-Brücken 
und das intakte DNA-Molekül [20, 
21], wohingegen eine rote Fluores­
zenz als Merkmal von Strangbrüchen 
der DNA gedeutet werden kann. 

Die statistische Auswertung erfolgte 
mit dem statistischen Auswertungs­
programm SPSS 7.5. Der Vergleich 
zwischen den Einfrier-Auftau-Metho­
den innerhalb der beiden Gruppen 
erfolgte mit dem verbundenen t-Test. 

ERGEBNISSE 

Die Spermatozoen mit regelrechter 
Chromatinkondensation zeigten in 
G1 (Spermaproben von subfertilen 
Männer) einen Abfall von 72,14 ± 
7,91% auf 64,13 ± 9,7% unter Ein­
satz der biologischen Friermaschine 
und eine Reduzierung auf 62,20 ± 
9,7% unter Verwendung von Stick­
stoffdampf. Nach dem Einfrieren mit 
der biologischen Friermaschine zeig­
te sich in G2 (Spermaproben von 
fertilen Männer) eine Reduzierung 
von 88,14 ± 7,9 auf 80,70 ± 6,6% 
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und ein Abfall auf 78,90 ± 7,3% mit 
Stickstoffdampf. Alle ermittelten 
Werte zeigten eine hohe Signifikanz 
(p < 0,001). 

Der Prozentsatz morphologisch nor­
maler Spermatozoen fiel in G1 unter 
Verwendung der biologischen Frier­
maschine von 15,13 ± 6,5 auf 12,13 
± 6,5 und in G2 von 27,9 ± 6,5% 
auf 23,8 ± 4,80% ab. Unter dem 
Einsatz von Stickstoffdampf zeigte 
sich ein Abfall auf 10,0 ± 4,8 in G1 
und auf 23,42 ± 5,13 in G2. Die 
ermittelten Ergebnisse waren hoch­
signifikant (p < 0,001). 

Der prozentuale Anteil an chromatin­
kondensierten Spermatozoen, die mit 
Stickstoffdampf eingefroren wurden, 
ist signifikant niedriger im Vergleich 
zu denjenigen, die mit der computer­
gesteuerten Einfriermaschine tiefge­
froren wurden, nicht nur in der sub­
fertilen Gruppe (G1) (62,20 ± 9,6% 
vs. 64,13 ± 9,7%, p = 0,014), son­
dern auch in der fertilen Gruppe (G2) 
(78,9 ± 7,3% vs. 80,7 ± 6,6%, p = 
0,015). 

Der prozentuale Anteil morpholo­
gisch normaler Spermatozoen in der 
subfertilen Gruppe nach dem Ein­
frier-Auftau-Prozeß mit der Stickstoff­
dampf-Methode fiel signifikant (p = 
0,048) im Vergleich zu computerge­

steuerten Einfriergeräten (10,0 ± 
4,8% vs. 12,13 ± 6,5%). 

Im Gegensatz dazu konnte kein Un­
terschied in der Häufigkeit der verän­
derten Morphologie der Spermato­
zoen hinsichtlich der angewendeten 
Einfriermethode (Stickstoffdampf­
oder computergestütztes Einfriergerät) 
in der fertilen Gruppe (G2) (23, 42 ± 
5,13% vs. 23,8 ± 4,80%, p = 0,247) 
festgestellt werden. 

DISKUSSION 

Der am häufigsten beschriebene 
negative Effekt der Einfrier-Auftau-
Prozedur ist eine deutliche Beein­
trächtigung der Spemienbeweglich­
keit [22]. Andere Autoren haben 
mehr Gewicht auf Veränderungen der 
Spermienmorphologie, des Geisel­
apparates, der Membran- und Akro­
somenstrukturen gelegt [23, 24]. Die 
Konsequenzen der Kryokonservierung 
auf die Integrität des Spermienkerns, 
der Chromatinstabilität und der 
Zentrosomen sind weniger erforscht. 
Eine normale Kondensation und Sta­
bilisierung des Spermienchromatins 
erlaubt einen sicheren Transport des 
männlichen Genoms und die Dekon­
densation nach der Spermienpenetra­
tion oder -injektion in das Zytoplasma 

KRYOKONSER­
VIERUNGS­
TECHNIK UND 
SPERMIEN­
MORPHOLOGIE 

der Eizelle und ist eine wichtige Vor­
aussetzung für die Fertilisierung. 

Der Prozeß der Verpackung des 
Chromatins in seiner letzten Form im 
Spermiennukleus ist sehr komplex. 
Dieser Prozeß beginnt in den frühen 
Phasen der Spermatogenese, wobei 
die Histone durch Übergangs-Protei­
ne, die ebenso wiederum durch Pro­
tamine ersetzt werden, ausgetauscht 
werden [25–27]. Die Protamine sind 
kleine argininreiche Proteine, die 
sich enger an die DNA binden als 
die Histone. Daraus ergibt sich ein 
noch stabileres Chromatin im Samen­
nukleus als in den anderen somati­
schen Zellen. Dieser Prozeß wird als 
Spermienchromatinkondensation 
bezeichnet. 

Die Stabilität des Chromatins setzt 
sich aus drei entscheidenden Fakto­
ren zusammen: (1) die elektrostati­
schen Kräfte zwischen den essentiel­
len Amino- und Nukleinsäuren, 
(2) Wasserstoff und hydrophobe Sub­
stanzen, (3) die kovalenten Disulfid­
bindungen zwischen benachbarten 
freien Thiolbrücken der Cysteine, die 
während der Spermatogenese und 
der Epididymalpassage gebildet und 
gefestigt werden. Dadurch entstehen 
inter- und intrachromosomale Bin­
dungen, die schließlich zur Stabilisie­
rung des Chromatins beitragen [28]. 

Tabelle 1: Einfluß des Einfrier-Auftau-Prozesses auf die Chromatinstabilität und Morphologie der Spermatozoen subfertiler Männer. 
G1 Parameter Natives Sperma Stickstoffdampf- Computergesteuertes Signifikanz zwischen 

Methode Einfriergerät den beiden Methoden 

Subfertile Gruppe (n = 35) 
Morphologie 15,13 ± 6,5 %* 10,0 ± 4,8 %* 12,13 ± 6,5 %* P = 0,048 
Chromatin 72,14 ± 7,91 %** 62,2 ± 9,6 %** 64,13 ± 9,7 %** P = 0,014 

*p = 0,001; **p = 0,001 

Tabelle 2: Einfluß des Einfrier-Auftau-Prozesses auf die Chromatinstabilität und Morphologie der Spermatozoen fertiler Männer. 
G2 Parameter Natives Sperma Stickstoffdampf- Computergesteuertes Signifikanz zwischen 

Methode Einfriergerät den beiden Methoden 

Fertile Gruppe (n = 25) 
Morphologie 27,90 ± 6,5 %* 23,42 ± 5,13 %* 23,8 ± 4,80 %* p = 0,247 
Chromatin 88,14 ± 7,9 %** 78,90 ± 7,30 %** 80,7 ± 6,60 %** p = 0,015 

*p = 0,001; **p = 0,001 
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Es konnte gezeigt werden, daß die 
Befruchtungsfähigkeit in der IVF mit
der Häufigkeit der Änderungen am 
Spermienchromatin in Verbindung 
gebracht werden kann [29, 30], und 
es wurde berichtet, daß die überwie­
gende Mehrheit der Spermatozoen 
an der Zona pellucida durch norma­
le Chromatinpackung charakterisiert 
sind [29]. Inzwischen ist bekannt, daß 
bei Samenproben mit unvollständiger 
Chromatinverpackung bzw. beschä­
digter DNA eine Chromatindekon­
densation nicht stattfinden kann und 
eine Befruchtung daher nicht erfolgen 
kann [31, 32]. 

In der vorliegenden Studie konnte 
eine signifikante Verminderung des 
prozentualen Anteils grün fluoreszie­
render Spermatozoen (chromatinkon­
densiert) von fertilen und subfertilen 
Männer nach dem Einfrier-Auftau-
Prozeß, sowohl bei der Stickstoff­
dampf-Methode als auch nach com­
putergesteuertem Einfrieren (Tab. 1 
und 2) gezeigt werden. Eine Abnah­
me grüner Fluoreszenz ist somit ein 
Merkmal, welches auf Strangbrüche 
der DNA deuten kann, und kommt 
somit bei subfertilen Samenproben 
gehäuft vor [33–35]. 

Die Verschlechterung der Chromatin­
stabilität der Spermien ist wahrschein­
lich auf eine Vielfalt physikalischer 
Belastungen zurückzuführen, denen 
eine Samenprobe während der Kryo­
konservierung ausgesetzt ist. Diese 
Belastung hat eventuell zu einer Re­
duzierung des prozentualen Anteils 
motiler Spermien und einer Zunahme 
morphologisch amorpher Formen 
geführt, dies kann unter anderem die 
Verschlechterung der Fertilität der 
wiederaufgetauten Spermien erklären. 

Diese Ergebnisse sind kontrovers zu 
den Studien von Huret und Mique­
reau [36], die in ihren Untersuchun­
gen gezeigt haben, daß die Chroma­
tinstruktur von wieder aufgetauten 
Spermatozoen unverändert blieben. 
In Einklang stehen unsere Ergebnisse 
mit Royere et al. [37] und Hammamah 
et al. [38], die ebenfalls einen Abfall 
der Chromatinstabilität nach Färbung 

mit Acridin-Orange und Feulgen-
DNA nachweisen konnten. 

Des weiteren berichteten Eliasson 
und Enquist [39], daß der Kern von 
Spermatozoen infertiler Männer 
weniger stabil ist als die Kerne von 
Spermatozoen fertiler Männer. 
Hughes et al. [40] haben kürzlich 
gezeigt, daß die Spermien-DNA von 
infertilen Männern empfindlicher 
gegenüber Strahlen ist als jene fertiler 
Männer. Hammitt et al. [41] demon­
strierten, daß ein kontrollierter Ein­
friervorgang mit anschließendem 
Auftauen bei 40°C signifikant moti­
lere Spermien, bzw. einen besseren 
Motilitätsindex aufweisen als diejeni­
gen, die nach unkontrolliertem Ein­
frieren nur bei Zimmertemperatur 
wieder aufgetaut wurden. Check et 
al. [42] beobachteten, daß der Anteil 
der motilen Spermien nach einer 
Einfrier-Auftau-Prozedur signifikant 
höher war, wenn der Einfriervorgang 
mit einem semiprogrammierbaren 
Einfriergerät (Cellevator) stattfindet, 
verglichen mit einem unkontrollier­
ten und schnellen Einfrieren mittels 
Stickstoffdampf. 

Verheyen et al. [43] beschrieben, 
daß Spermien mit ursprünglich guter 
Qualität unabhängig von der Einfrier­
methode gleich gute Ergebnisse zeig­
ten. Morell et al. [44] haben nachge­
wiesen, daß bei Spendersamen von 
guter Qualität, gefroren entweder 
durch direktes Eintauchen in flüssigen 
Stickstoff oder mit Hilfe eines pro­
grammierbaren Einfriergerätes, kein 
signifikanter Unterschied bezüglich 
der Motilität und der 30-Minuten-
Überlebensrate nach Wiederauftauen 
besteht. 

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, 
daß die prozentuale Anzahl der mor­
phologisch normal geformten Sper­
matozoen signifikant abfällt, unab­
hängig davon, ob mit Stickstoffdampf 
oder mit computergesteuerter Frier­
maschine eingefroren wurde (Tab. 1 
und 2). Diese Abnahme wurde so­
wohl bei normaler (G1) wie auch bei 
subnormaler Spermienqualität (G2) 
festgestellt (Tab. 1 und 2). Jedoch war 

der Unterschied der morphologi­
schen Spermienschädigung zwischen 
beiden Einfriermethoden nicht signi­
fikant unterschiedlich in der fertilen 
Gruppe (p = 0,247). Bei der subferti­
len Gruppe konnte ein signifikanter 
Unterschied festgestellt werden (p = 
0,048). Andere Autoren [45] haben 
schon früher gezeigt, daß der Einfrier-
Auftau-Vorgang von menschlichen 
Spermien signifikant die Anzahl der 
Spermien mit normaler Kopfstruktur, 
Motilität und Befruchtungsfähigkeit 
reduziert. 

Die gegenwärtigen Daten demon­
strieren, daß die Kryoschäden auf 
Chromatin und Morphologie unter­
schiedlich verliefen, die Samen-
proben aus der subfertilen Gruppe 
haben eine höhere Schädigung 
bezüglich der Morphologie erlitten, 
jedoch in Hinsicht auf das Chromatin 
war der Schaden bei beiden Gruppen 
ähnlich groß (p = 0,014; p = 0,015, 
Tab. 1 und 2). Dieses Ergebnis ist auf 
die hohe Sensibilität des Chromatins 
bei der Kryokonservierung zurückzu­
führen. 

SCHLUSSFOLGERUNG 

Die angeführten Ergebnisse dieser 
Studie zeigen, daß der Anteil morpho­
logisch normaler, sowie chromatin­
kondensierter Spermien nicht nur bei 
infertilen, sondern auch bei fertilen 
Probanden nach einer Einfrier-Auftau-
Prozedur signifikant abfällt, unab­
hängig von der verwendeten Einfrier­
methode. Weiterhin konnte gezeigt 
werden, daß es keinen signifikanten 
Unterschied zwischen den Einfrier­
methoden bezüglich des Anteils der 
Schädigung der Spermien nach Wie­
derauftauen gibt, trotz der Tendenz, 
daß die initial qualitativ schlechten 
Spermien eine größere Schädigung 
aufweisen. Deshalb wurde die com­
putergesteuerte Einfriermethode für 
die Kryokonservierung von Sperma 
subfertiler Männer empfohlen, um 
zusätzliche Schädigungen am Chro­
matin und der Morphologie zu ver­
meiden. 
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