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CHROMATINDEKONDENSATION IN
VITRO ALS PROGNOSTISCHER TEST DER
BEFRUCHTUNGSFAHIGKEIT VON
SPERMIEN NACH INTRAZYTOPLASMATI-
SCHER SPERMIENINJEKTION (ICSI)
(VORLAUFIGE ERGEBNISSE)

Summary

The ability of spermatozoa to
fertilize oocytes depends on a
sequence of events ending
ultimately in the decondensation
of its chromatin. The aim of this
study was to find out the relation-
ship between percentage of
chromatin decondensation of
spermatozoa in vitro after
incubation with SDS/heparine
and B-mercaptoethanol in borate
solution at various time intervals
and chromatin decondensation
after intracytoplasmic sperm
injection (ICSl), and to determine
whether chromatin deconden-
sation in vitro could be used as
a predictive test for fertilising
capability of spermatozoa after
ICSI therapy. 32 infertile couples
undergoing ICSI therapy were
included in this study. The
chromatin decondensation of
spermatozoa was analysed after
acridine orange staining. The
percentage of spermatozoa with

/USAMMENFASSUNG

Eine regelrechte Chromatindekon-
densation ist Voraussetzung dafr,
dafS ein Spermium eine Eizelle
befruchten kann. Ziel dieser
Studie war es herauszufinden, ob
ein Zusammenhang zwischen der
Chromatindekondensation der
Spermien in vitro nach Inkubation
mit Heparin/SDS und B-Mercapto-
ethanol in Boratlosung und der
Dekondensation des Spermien-

decondensed chromatin increased
from 0.8 + 1.9 % in the native
semen samples to 6.5 + 8.9 %;
79+9.1%and 13.2 +18.5%
after spermatozoa incubation
with SDS/heparine and B-mer-
captoethanol for 0.5, 1.0 and 24
hours respectively. On the other
hand 204 oocytes were injected.
The fertilization and pregnancy
rate was 63.9 + 27.0% and 31.3%
respectively. No correlation was
found between the percentage of
chromatin decondensation in vitro
and fertilization or pregnancy
rate. Therefore, on the basis from
this presented data, the chromatin
condensation of spermatozoa in
vitro using SDS/heparine and
B-mercaptoethanol could not
used as prognostic test for ICSI
outcome. More research concern-
ing chromatin decondensation in
vitro by using other substance
and analysing the spermatozoa
chromatin structure in unfertilized
oocytes after ICSI are carried out
at this time at our laboratory.

chromatins nach intrazytoplasma-
tischer Spermieninjektion (ICSI)
besteht. Auerdem wurde unter-
sucht, ob die Chromatindekon-
densation in vitro als prognosti-
scher Test der Befruchtungsfahig-
keit von Spermatozoen nach ICSI
eingesetzt werden kann. 32 kin-
derlose Ehepaare wurden in diese
Studie aufgenommen. Der mittle-
re Prozentsatz unkondensierter
Spermien stieg von 0,8 £ 1,9%
im Nativprdparat auf 6,5 + 8,9 %;
79+£91%und 13,2 +18,5%
nach Inkubation in Heparin/SDS

und B-Mercaptoethanol fir 0,5;
1,0 und 24 Stunden. 204 Eizellen
wurden injiziert (6,3 + 3,7). Die
erzielte Befruchtungsrate lag bei
63,9 + 27,0%; die Schwanger-
schaftsrate bei 31,3 %. Zwischen
der Chromatindekondensation in
vitro nach unterschiedlicher
Inkubationsdauer und der
Befruchtungsrate konnte keine
statistisch signifikante Korrelation
festgestellt werden. Nach unseren
bisherigen Ergebnissen konnen
also weder die Chromatindekon-
densation in vitro nach Inkubation
mit Heparin/SDS/B-Mercapto-
ethanol noch die morphologische
Beurteilung als Vorhersage-
kriterium fir die Befruchtungs-
fahigkeit von Spermien nach ICSI-
Technik herangezogen werden.
Weitere Tests zur Untersuchung
der Spermienchromatindekonden-
sation mittels anderer Substanzen
werden zur Zeit in unserem Labor
durchgefiihrt. Des weiteren laufen
Untersuchungen des Spermien-
chromatins in nicht befruchteten
Eizellen, um eine Verbesserung
der ICSI-Ergebnisse zu erzielen.

EINLEITUNG

Die Entwicklung von Spermatiden
zu reifen Spermatozoen wird
durch eine Reihe struktureller und
chemischer Veranderungen
erreicht; dazu zahlt der Ersatz
lysinreicher Histone durch Prot-
amine. Protamine sind im Gegen-
satz zu Histonen reich an Arginin
und negativ geladen, wodurch
ihre engere Bindung an die DNA
moglich ist. Das Ergebnis ist eine



Verdichtung des Chromatins, ein
Vorgang, der Spermienchromatin-
kondensation genannt wird [1].
Eine weitere Kondensation erfolgt
wahrend der epididymalen Wan-
derung der Spermatozoen durch
Oxidation der Cystein-Reste und
Bildung von Disulphid-Briicken
zwischen den Protaminmolekdilen.
Nach der Ejakulation bindet das
in der Samenflissigkeit enthaltene
Zink an die freien Thiol-Gruppen
und bewirkt durch Ausbildung
einer Quartarstruktur erneut eine
Kondensation [2, 3]. Dadurch
erreicht das Chromatin eine hohe
Stabilitat [4, 5]. Diese mehrstufige
Stabilisierung des Chromatins
scheint eine Art Kompensations-
mechanismus darzustellen, da die
Spermazellen keine Reparatur-
enzyme fir ihre DNA besitzen
[6]. Deshalb sind die Spermien-
nuclei von Sdugetieren hoch-
strukturiert und aullergewohnlich
stabil [7, 8].

Nach Eindringen des Spermiums
in die reife (MIl) Eizelle (IVF) oder
nach Spermieninjektion (ICSI)
kommt es normalerweise zu einer
Dekondensation des Spermien-
chromatins. In manchen Fillen
wird jedoch trotz erfolgreicher
Spermieninjektion in reife Oozyten
nur eine Fertilisationsrate von

0-5 % erreicht [9]. Flaherty et al.
[10] zeigten, dal® bei 11 % der
injizierten Eizellen eine
Dekondensation des Spermien-
chromatins vollig ausblieb und
keine Befruchtung stattfand.
Dozortsev et al. [11] berichten
sogar von einer Fehlbefruchtung
bei bis zu 38 % der injizierten
Eizellen.

Die Dekondensation des Spermien-
chromatins im Zytoplasma der Ei-
zelle ist Voraussetzung fir eine
Befruchtung. Dabei werden die

Disulphid-Briicken der Protamine
im Nucleus, wahrscheinlich durch
Gluthation, reduziert [12]. Im fol-
genden werden die Protamine
durch embryonale Histone ersetzt
[13]. In vitro kann eine Spaltung
der S-S-Briicken durch Inkubation
gewaschener Spermien in einem
Gemisch aus Heparin, Sodium-
dodecyl-Sulphal (SDS) und B-Mer-
captoethanol induziert werden.

Ziel dieser Studie war es, heraus-
zufinden, ob 1.) ein Zusammen-
hang zwischen der Chromatin-
dekondensation der Spermien
nach Inkubation in Heparin, SDS
und B-Mercaptoethanol und der
Dekondensation nach intrazyto-
plasmatischer Spermieninjektion
(ICSI) besteht und ob 2.) die
Chromatindekondensation in
vitro als prognostischer Test der
Befruchtungsfahigkeit von Sper-
matozoen nach ICSI eingesetzt
werden kann.

IVIATERIAL UND METHODE

32 kinderlose Ehepaare, die sich
einer ICSI-Therapie in unserer
Klinik unterzogen haben, wurden
in diese Studie aufgenommen. Bei
einem Hauptteil der Paare war
mannliche Infertilitat die Ursache
fir den unerfiillten Kinderwunsch.

Nach Verflussigung und Sperma-
analyse entsprechend der WHO-
Kriterien [14] wurde jedes Ejaku-
lat in zwei Proben geteilt. Mit der
ersten Probe wurde nach Auf-
bereitung mittels Swim-up oder
Glaswolle die ICSI an der reifen
(MI1) Eizelle durchgefiihrt. Die
zweite Probe wurde zehn Minu-
ten mit 800 g zentrifugiert und
der Uberstand an Seminalplasma
abgehoben. Das entstandene

Spermien-Pellet wurde durch
zweimaliges Zentrifugieren in
Hams F10 gewaschen, danach
erfolgte die Inkubation in einem
Gemisch aus Heparin, SDS und
B-Mercaptoethanol (15 mM
Heparin, 1% SDS und 0,1 mM
B-Mercaptoethanol in 0,05 M
Boratlosung) fiir 24 Stunden.
Unmittelbar nach Zugabe der
Testsubstanzen sowie nach 0,5;

1 und 24 Stunden wurden Aus-
striche angefertigt, luftgetrocknet
und nach 5 Minuten fixiert
(Glutardialdehyd (3,5 %) plus 1 M
PBS). AuBRerdem wurden mehrere
Ausstriche angefertigt, mit
Papanicolaou gefarbt und zur
morphologischen Auswertung
(strict criteria [15]) herangezogen.
Die anschliefSende Beurteilung
der Chromatindekondensation
erfolgte nach Acridinorange-
Farbung unter dem Fluoreszenz-
mikroskop. Die dekondensierten
Spermien zeigten sichtbare
Verdnderungen im Bereich des
Kopfes und farbten sich rot an,
nicht-dekondensierte dagegen
griin (Auszdhlung von mindestens
100 Spermien je Objekttrager).
Die Partnerinnen unterzogen sich
einer ovariellen Stimulation, wie
bereits beschrieben von Hammadeh
et al. [16].

Eine statistische Analyse der er-
haltenen Daten erfolgte mit Hilfe
des Mann-Whitney U-Tests, des
X?-Tests und des Spearman-
Korrelationskoeffizienten.

ERGEBNISSE

Die mittlere Spermienkonzen-
tration lag vor Aufbereitung bei
28,0 + 24,5 Mio/ml; 6,4 £ 10,9 %
dieser Spermien waren morpholo-
gisch normal. Nach Aufbereitung



lag die Spermiendichte bei 9,3 +
8,8 Mio/ml und die Morphologie
bei 7,3 +9,1%. Bei 11 Patienten
erfolgte die Spermienprdparation
mittels Glaswollaufbereitung, bei
den tbrigen (n = 21) mit Swim
up-Technik (Tab. 1). Der mittlere
Prozentsatz unkondensierter Sper-
mien vor Zuftigen der Substanz
betrug 0,8 % + 1,9 % (rot gefarbt
in Acridinorange-Farbung). Nach
Inkubation mit Heparin/SDS/
B-Mercaptoethanol fir 0,5; 1 und
24 Stunden lag die Chromatin-
dekondensation bei 6,5 + 8,9 %;
7,9+9,1% und 13,2 + 18,5 %.

2,5 £ 5,8% des Spermienchroma-
tins dekondensierten in vitro in-
nerhalb der ersten 30 Minuten
nach Substanzzugabe; 1,6 % =
8,1 % dekondensierten in den
folgenden 30 Minuten und 5,8 %
+ 18,2 % in den folgenden 23
Stunden (Tab. 2).

Von den 32 Patientinnen wurden
254 Eizellen entnommen (7,9 =
5,1), davon befanden sich 204
Eizellen im MII-Stadium und wur-
den injiziert (6,3 £ 3,7). Die
Befruchtungsrate lag bei 63,9 % +
27,0%; die Schwangerschaftsrate
bei 31,3 % (Tab. 3). Bei Analyse

Tabelle 1: Spermiendichte und Morphologie in Abhéngigkeit von der Auf-

bereitungsmethode der Spermien

Anzahl der Fille

Spermiendichte (Mio/ml)
vor Aufbereitung (M = S)

Spermiendichte (Mio/ml)
nach Aufbereitung (M + SD)

Morphologisch normale Spermien
vor Aufbereitung (%) (strict criteria)

Morphologisch normale Spermien
nach Aufbereitung (%) (strict criteria)

Glaswolle

Swim-up Gesamt

11 21 32

41,8+21,9 20,8=+23,0 28,0=+245

14,9 + 8,9 6,3=+7,3 9,3+8,8
58«53 6,7 +13,2 6,4+109
10,2 +13,6 58=+54 7,3+9,1

Tabelle 2: Chromatindekondensation in vitro zu verschiedenen Zeitpunkten nach
Inkubation in Heparin/SDS und 3-Mercaptoethanol

Dekondensiertes Chromatin (%) Glaswolle Swim-up Gesamt
Direkt nach Substanzzugabe 1,6 £2,5 52+6,2 4,0x5,4
Nach 30 min 52+8,0 7,1+£9,4 6,5+89
Nach 60 min 53+6,6 9,3+10,1 7,99,
Nach 24 h 12,7+23,5 13,6+159 13,2+18,5

Tabelle 3: Befruchtung und Schwangerschaft nach
intrazytoplasmatischer Injektion (ICSI)

des Zusammenhangs zwischen
der Chromatindekondensation in
vitro nach verschiedenen Zeit-
intervallen (0,5; 1 und 24 Stunden)
und der Befruchtungsrate konnte
keine statistisch signifikante
Korrelation festgestellt werden
(r=-0,049; r=-0,185; r=-0,031;
Tab. 4). Betrachtet man den Zu-
sammenhang zwischen Befruch-
tungsrate und Morphologie ldft
sich weder vor noch nach Aufbe-
reitung eine statistisch signifikante
Korrelation feststellen (r = —-0,015
vor; r = 0,107 nach Aufbereitung;
p > 0,05).

DISKUSSION

Eine regelrechte Chromatindekon-
densation der Spermatozoen und
die Bildung eines mannlichen
Vorkerns sind Voraussetzung fir
eine Befruchtung und die norma-
le Embryoentwicklung. Wahrend
der Spermiogenese von Sauge-
tieren findet eine fortschreitende
Kondensation des Spermien-
chromatins statt; aulerdem wer-
den Histone durch Protamine
ersetzt und S-S-Briicken bzw.
S-Zn-S-Briicken zwischen Cystein-
resten gebildet [17]. Experimente
an Hamstern und Schweinen
zeigten, dal die Formation des
weiblichen Vorkerns der des
mannlichen vorangeht; weiterhin
fand sich eine Korrelation zwi-

Tabelle 4: Korrelation zwischen der Chromatindekondensation
zu verschiedenen Zeitpunkten und der Befruchtungsrate

Anzahl der Fille 32 Dekondensiertes Chromatin Befruchtungsrate %

Anzahl der gewonnenen Eizellen 254 (7,9 £5,1) J p-Wert
Anzahl der reifen (injizierten) Direkt nach Zugabe von Heparin/SDS ~ —0,149 0,415
Eizellen (MII) 204 (6,3 + 3,7) nach 30 min -0,049 0,790
Befruchtungsrate 63,9 + 27,0% nach 60 min -0,185 0,311
Schwangerschaftsrate 31,3% nach 24 h -0,031 0,867



schen der Spermiendekondensa-
tion und dem Gehalt an S-S-Briik-
ken im Nukleus [18, 19]. Aus
diesem Grund dekondensieren
Spermatid-Nuklei von Hamstern,
die wenige Disulfidbriicken ent-
halten, schneller als Spermatozo-
en aus dem kaudalen Anteil der
Epididymis, welche die hochste
Anzahl dieser Briicken aufweisen
[12]. Die Chromatinkondensation
in vitro (induziert durch Aktivie-
rung des Intrinsic-Mechanismus)
[20] dhnelt dem naturlichen Ver-
halten des Spermiums im Zyto-
plasma der Eizelle [21]. Deshalb
konnte der Dekondensationstest
in vitro zur Beurteilung der
Befruchtungsfahigkeit von Sper-
mien herangezogen werden. Die
Chromatindekondensation
menschlicher Spermien kann in
vitro durch Verwendung eines
Detergens (z. B. SDS) sowie
Disulfidbriicken-reduzierenden
Substanzen (z. B. Dithiothreitol,
B-Mercaptoethanol) erreicht wer-
den. Eine durch Heparin induzier-
te Dekondensation wird Untersu-
chungen zufolge als besonders
physiologisch angesehen [22,
23]. In dieser Untersuchung stieg
der Anteil dekondensierten
Chromatins von 0,8 = 1,9% im
Nativausstrich auf 6,5 + 8,9 %
(812,5%) nach 30 Minuten Inku-
bation in Heparin/SDS/B-Mercapto-
ethanol. Nach einer Stunde waren
7,9 +9,1% (121,5%) dekonden-
siert und nach 24 Stunden 13,2 +
18,5% (227,6 %).

Die Befruchtungsrate nach ICSI
lag bei 63,9 %, die Schwanger-
schaftsrate bei 31,3 %. Zwischen
der Chromatindekondensation in
vitro zu verschiedenen Zeitpunk-
ten und der Befruchtungsrate
bestand keine Korrelation. Diese
Ergebnisse stimmen mit denen
anderer Studien von Rosenborg et

al. [24] und Liu et al. [25] UGber-
ein, die auch keinen Zusammen-
hang zwischen nukledrer
Chromatindekondensation und
Befruchtungsrate finden konnten.
Eine Studie von Gopalkrishnan et
al. [26] zeigte, dall Spermien aus
Proben, welche eine Dekonden-
sation > 70 % (SDS/EDTA) auf-
weisen, eine Eizelle befruchten
konnen, wohingegen bei einer
Dekondensation < 70 % keine
Befruchtung stattfand. Die mor-
phologische Beurteilung der Sper-
mien |alt ebenfalls keine Aussage
uber ihre Befruchtungsfahigkeit
zu.
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