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DER EINFLUSS VERSCHIEDENER GEFRIER-
METHODEN BEZUGLICH MORPHOLOGIE
UND CHROMATININTEGRITAT AUF
MENSCHLICHE SPERMATOZOEN VON
FERTILEN UND SUBFERTILEN MANNERN

Summary

Some investigators have
demonstrated that computer-
controlled freezing methods
preserve sperm quality better than
vapour freezing, but others have
found no beneficial effects, at
least for human spermatozoa. The
purpose of this study was to
determine negative effects
(cryoinjury) on human sperma-
tozoa after freeze-thawing, and to
determine 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 semen from fertile
and subfertile men. Thirty seven
semen samples were obtained
either from patients attending our
IVF unit for treatment (n = 15) or
from donors (n = 22) with proven
fertility and normal sperm quality
according to WHO guidelines
(1992). Each semen sample was
divided into two parts after
liquefaction and addlition 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 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 condensation (acridine
orange). The mean percentage of
chromatin condensed sperma-
tozoa in the samples from donors
(control group) was 94.1 + 7.0 %

before freezing and decreased
significantly (p < 0.001) to 89.1 =
8.1 % after freeze-thawing with
the programmed biological
freezer and to 89.1 + 7.7 % after
using liquid nitrogen vapour (p <
0.001). The corresponding value
for semen obtained from patients
was 80.4 = 9.9 % before freezing
and decreased to 72.7 + 10.1 and
62.7 = 10.1 % 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 21.1
4.7 % (p < 0.001) after freeze-
thaw with the biological freezer
andto 20.2 + 4.7 % (p < 0.001)
after freeze thaw with liquid
nitrogen vapour. In the patients
group, cryoinjury was higher than
in the control group: the mean
percentage of normal morphology
decreased from 15.1 + 6.5 t0 9.7
+ 4.2 % after freezing with the
biological freezer and to 8.9 +
4.5 % after freezing with liquid
nitrogen vapour. This study
demonstrate that, compared with
native semen samples, chromatin
packaging and morphology of
human spermatozoa decrease
significantly after freeze-thawing,
not only after freezing with liquid
nitrogen but also after freezing
with a programmed freezer. No
significant difference was found
between the two freezing
methods with respect to
morphology and chromatin
structure injury as assessed by
acridine orange test. Therefore
both methode could be used
unreservedly for cryopreservation.

/USAMMENFASSUNG

Einige Autoren haben gezeigt, dal®
die computergesteuerte Einfrier-
methode die Spermienqualitat
besser aufrechterhalt als die
Stickstoffdampf-Methode. Andere
haben keinen Vorteil festgestellt,
zumindest bei menschlichen
Spermien. Das Ziel dieser Arbeit
war es, zum einen negative Ein-
flusse der Einfrier-Auftau-Prozedur
festzustellen (Kryoschadigung),
zum anderen herauszufinden, ob
es einen Unterschied zwischen
der computergesteuerten Einfrier-
Auftau-Technik und der Stickstoff-
dampf-Technik in Hinblick auf
Chromatin- und Morphologie-
verdnderungen sowohl von fertilen
als auch von subfertilen Mannern
gibt.

Die Studie umfalst 37 Sperma-
proben, 22 nachweislich fertiler
Spender (Kontrollgruppe, G2) und
15 Proben von Patienten mit
Fertilitatsstorungen (G1), beurteilt
nach WHO Richtlinien (1992).
Die Proben wurden mit dem
Kryoprotektivum Glycerol
(HSPM) 1:1 gemischt und jeweils
in Stickstoffdampf und mit einer
biologischen Friermaschine
(Planer Serie 10) eingefroren. Vor
und nach dem Einfrier-Auftau-
Vorgang wurden mehrere Ausstri-
che angefertigt, um die Morpho-
logie (strict criteria, Kruger 1986)
und die Chromatinkondensation
mittels Acridine-Orange-Farbung
auszuwerten.
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Der Anteil an kondensiertem
Chromatin im nativen Sperma der
fertilen Probanden zeigte einen
signifikanten Abfall (p < 0,001)
von 94,1 % + 7,0 auf 89,1 % =
8,1 nach Einfrieren mit der biolo-
gischen Friermaschine und auf
89,1 % =+ 7,7 nach Einfrieren mit
Stickstoffdampf. Die entsprechen-
den Werte der subfertilen Proban-
den zeigten die gleiche Tendenz
und fielen ebenso signifikant (p =
0,001) von 80,4 % + 9,9 auf 72,7 %
+ 10,1 bzw. 62,7 £ 10,1 ab. Die
Morphologie der Spermien zeigte
die gleich Tendenz: Die Anzahl
der morphologisch normalen
Spermien (27,9 % + 6,5), eingefro-
ren mit der biologischen Frier-
maschine, zeigte in der fertilen
Gruppe einen signifikanten Abfall
(p =0,001) auf 21,1 % = 4,7
(mittlerer prozentualer Abfall auf
65 %) und nach Einfrieren mit
Stickstoffdampf auf 20,2 % + 4,7.
In der subfertilen Gruppe war der
Kryoschaden hoher als in der
Kontrollgruppe, die Werte fielen
hier ebenfalls signifikant
(p=0,001) von 15,1 % + 6,5 auf
9,7 % + 4,2 nach Einfrieren mit
der biologischen Friermaschine
und auf 8,9 % + 4,5 nach Einfrie-
ren mit Stickstoffdampf ab. Den-
noch ist festzustellen, dafd sich
der Kryoschaden hinsichtlich
Morphologie und Chromatin-
struktur der Spermatozoen zwi-
schen beiden Methoden nicht
signifikant unterscheidet.

Die Einfrier-Auftau-Prozedur fiihrt
zu einem negativen Effekt (Scha-
digung) auf die Morphologie und
die Chromatinstruktur sowohl bei
subnormalen als auch bei norma-
len Probanden. Beim Vergleich
der beiden Einfrier-Auftau-Techni-
ken zeigte sich kein signifikanter
Unterschied beztiglich der Mor-
phologie und dem Anteil an

kondensiertem Chromatin bei
Anwendung des Acridin-Orange-
Test sowohl in der fertilen als
auch in der subfertilen Gruppe.
Daher kann man beide Methoden
fur die Einfrier-Auftau-Prozedur
im Rahmen der assistierten
Reproduktionsmedizin gleicher-
malien anwenden.

EINLEITUNG

Neben der Spermienzahl und der
Spermienmotilitdt spielt die
Spermienmorphologie fiir die
mannliche Fertilitat eine wichtige
Rolle. Damit Spermatozoen ihre
Aufgabe erfiillen konnen, sind
eine bestimmte Struktur, wie zum
Beispiel ein intaktes Flagellum,
ein Akrosom, eine postakroso-
male Region, sowie ein Kern
Voraussetzung. Die Kryokonser-
vierung von menschlichen Sper-
matozoen fiihrt zu Verdanderun-
gen von Morphologie, Chroma-
tinintegritat und auch zum Abster-
ben der Zellen. Die ursachlichen
Faktoren sind zum einen in der
Wahl des Friermediums und zum
anderen in der Wahl des verwen-
deten Frierprogramms zu suchen

[1].

Die Hauptursache der Spermien-
schadigung durch Kryokonser-
vierung ist die Eiskristallbildung.
Die kritische Temperatur fir die
Eiskristallbildung liegt zwischen 0O
und -10 Grad Celsius. Die mei-
sten Einfrierprozeduren benutzen
eine langsame Temperaturab-
senkung von Zimmertemperatur
bis auf -5° C [2—4]. Jenseits von
-10°C beginnt dann auch das
Zellwasser zu frieren (abhangig
von der Zellart und der Spezies).
Im Verlaufe des Frierprozesses

entsteht ein intrazellularer osmo-
tischer Druck, der den extra-
zellularen tbersteigt und zu
einem Abstrom von Zellwasser in
den extrazellularen Raum fiihrt,
was den intrazelluldren osmoti-
schen Druck weiter ansteigen lafst,
bis die Zelle schlielich ganzlich
dehydriert ist und/oder intrazellu-
lare Eiskristalle bildet [5].

,» Supercooling” erfolgt, wenn die
Zellen schnell gekihlt werden. In
diesem Fall kann das Wasser die
Zelle nicht in ausreichender
Menge verlassen und es kommt
zu Bildung von Eiskristallen in
den Zellen, die die Zellen schadi-
gen [6-7]. In den meisten Fillen,
in denen sich intrazellular Eis-
kristalle bilden, sterben die Zellen
ab [8-10]. Ist hingegen die
Temperaturabsenkung langsam,
verlieren die Zellen ausreichend
Wasser und Supercooling wird
verhindert. Mit anderen Worten,
die Zelle dehydriert und es
kommt nicht zur intrazelluldren
Kristallisation. Morphologische
und ultrastrukturelle Untersu-
chungen von Spermien, die
schnell gekiihlt wurden, zeigten
extreme Schadigungen an der
Plasmamembran mit der Folge
der Zerstorung des Akrosoms [11-
12]. Jedes Frieren von Spermato-
zoen kann zu einer latenten
Schadigung fuhren, die nicht in
einem Routinetestverfahren erfalst
werden kann. Obwohl es einige
Hinweise gibt, dal$ Bestandteile
des Zytoskeletts sensibel auf das
Einfrieren reagieren [13], sind die
Konsequenzen der Einfrier-
Techniken auf die Chromatin-
integritat und die Morphologie
noch nicht ausreichend geklart.

Der Kryoschaden der Spermato-
zoen kann in vielen Spezies
durch langsames Einfrieren (< 10°
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C/Min) wesentlich reduziert
werden. Aus diesem Grunde ist
die Anwendung einer optimalen
Einfriergeschwindigkeit ein kriti-
scher Faktor im Rahmen der
Kryokonservierung von vielen
verschiedenen Zellarten, weil
davon das Ausmal’ der Zell-
dehydrierung abhangt. Die
Stickstoffdampftechnik (schnelles
Einfrieren) von menschlichen
Spermatozoen und die anschlie-
Rende Lagerung bei —196 °C ist
eine weltweit verbreitete Metho-
de [14]. Hingegen erlaubt eine
langsame Einfriertechnik (mit
einem computergesteuerten
Einfriergerdt) eine stufenweise
Temperatursenkung, bis die Probe
in flissigen Stickstoff (196 °C)
eingetaucht wird. Durch diese
Technik ist die Kryoschadigung,
insbesondere bei schlechter
Spermienqualitdt, am geringsten
[15].

Ziel dieser vorliegenden Studie
war es, die Auswirkungen des
Einfrier-Auftau-Prozesses auf die
morphologische Struktur und die
Chromatinintegritat von fertilen
und subfertilen Mdnnern nach
einer Einfrier-Auftau-Prozedur im
Stickstoffdampf und nach Anwen-
dung einer computergesteuerte
Friermaschine zu vergleichen. Es
sollte festgestellt werden, welche
Methode besser geeignet ist, die
Chromatinstrukur und die Mor-
phologie der Spermatozoen
aufrechtzuerhalten.

IVIATERIAL UND MIETHODE

Die Spermaproben wurden von
15 Patienten (G1) unseres IVF-
und ICSI-Programmes und von 22
Probanden (G2) mit nachgewiese-
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ner Fertilitit nach einer 3tagigen
Karenzzeit durch Masturbation
gewonnen. Die Prdparation
erfolgte nach den Richtlinien der
WHO (1992). Jede Probe wurde
fir 20 bis 30 Minuten bei Raum-
temperatur verflissigt, zahlreiche
Ausstriche wurden angefertigt

(5 pl/Objekttrager) und luftge-
trocknet. Nachfolgend wurden
die Proben in einem swim up-
Verfahren aufbereitet und Kon-
zentration, Motilitat und Vitalitat
(HOS-Test) bestimmt sowie die
Proben im Verhéltnis 1:1 mit
HSPM (human sperm preserva-
tion medium) vermischt. Diese
Mischung wurde in mehrere 0,5
ml French straws gefiillt. Ein Teil
der French straws wurde darauf-
hin mit einem computergesteuer-
ten Einfriergerdt und ein anderer
Teil in Stickstoffdampf wie folgt
eingefroren:

1. Stickstoffdampf

Die Samenrohrchen wurden fur
10 Minuten in Stickstoffdampf
gefroren, danach in flissigen
Stickstoff transferiert und gelagert.

2. Biologische Friermaschine

Die Samenrohrchen wurden in
die Frierkammer eingebracht und
mit einer Kithlungsrate von -1 °C/
min von +20 °C auf +5 °C, dann
mit einer Frierrate von —-10 °C/
min von +5 °C bis —-80 °C, schlie-
lich mit einer Frierrate von —25 °C/
min von —80 °C bis —130 °C gefro-
ren und anschliefend in flussigen
Stickstoff transferiert und gelagert.

Die gefrorenen Proben wurden
nach einer zweimonatigen
Lagerungszeit aus dem flissigen
Stickstoff entnommen und fiir 5
Minuten in einem 37 °C warmen
Wasserbad aufgetaut. Nach dem

Auftauen wurden wieder zahlrei-
che Ausstriche angefertigt (5 pl/
Obijekttrager) und luftgetrocknet.

Die morphologische Beurteilung
erfolgt nach Objekttragerfarbung
mit Papanicolaou [16] in Anleh-
nung an die strict criteria [17]:
Die Farbung wurde durchgefiihrt,
wie im WHO Handbuch [16]
beschrieben. Die Auswertung
erfolgte durch einen Betrachter
unter einem Phasenkontrast-
mikroskop unter Verwendung
eines 100-fachen Olimmersions-
objektives. Ein Spermatogramm
wird dann als gut gewertet, wenn
von 200 bewerteten Spermatozo-
en > 14 % normale Spermatozo-
en mit normaler Morphologie
ausgezahlt werden konnen. Ein
Spermatozoon wird dann als
normal gewertet, wenn der Kopf
3-5 pm lang, 2-3 pm breit ist und
das Akrosom 40-70 % des Kopfes
einnimmt. Das Mittelsttick mufs
axial angeheftet sein, die 1,5-
fache Lange des Kopfes betragen
und frei von zytoplasmatischen
Anhéangseln sein. Der Schwanz
soll diinner als das Mittelstiick
und 45 pm lang sein. Die
Chromatinstruktur wurde nach
Farbung der Objekttrager mit
Acridine-Orange wie folgt beur-
teilt: Die luftgetrockneten Ausstri-
che wurden in Carnoys-Losung (3
Teile Methanol auf 1 Teil Eisessig)
fixiert, luftgetrocknet und mit
100 pl Acridine-Orange Farb-
l6sung (Sigma Chemical; 0,19
mg/ml in 0,1 M Zitronensdure
und 0,3 M Na,HPO, 7 H,0 pH
2,5) tberschichtet und fir 10 min
gefarbt, danach mit destilliertem
Wasser abgesplilt, mit einem
Deckglas eingedeckt und unver-
ztiglich in der Dunkelkammer
ausgewertet. Ein Untersucher
wertete unter einem Phasen-
kontrastmikroskop mit einem
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100 x Olimmersionsobjektiv 200
Spermatozoen aus. Alle Sperma-
tozoen mit griiner Fluoreszenz
wurden als gut gewertet und das
Spermiogramm als normal, wenn
> 75 % gute Spermatozoen
ausgezahlt wurden.

ERGEBNISSE

Die Spermatozoen mit regelrech-
ter Chromatinkondensation
zeigten in G1 (Spermaproben von
schlechter Qualitat) einen Abfall
von 80,4 % +9,9 auf 72,5 % +
10,1 unter Einsatz der biologi-
schen Friermaschine und eine
Reduzierung auf 72,7 % + 10,1
unter Verwendung von Stickstoff-
dampf. Nach dem Einfrieren mit
der biologischen Friermaschine
zeigte sich in G2 (Spermaproben
von guter Qualitdt) eine Reduzie-
rung von 94,1 % = 7,0 auf 89,1 %
+ 8,1 und ein Abfall auf 89,1 % =
7,7 mit Stickstoffdampf. Alle
ermittelten Werte zeigten eine
hohe Signifikanz (p < 0,001).

Der Prozentsatz morphologisch
intakter Spermatozoen fiel in G1
unter Verwendung der biologi-
schen Friermaschine von 15,1 %
+ 6,5 auf 9,7 % = 4,2 (um durch-
schnittlich 64 %) und in G2 von
27,9 % + 6,5 auf 21,1 % + 4,7
(um durchschnittlich 76 %) ab.
Unter dem Einsatz von Stickstoff-
dampf zeigte sich ein Abfall auf
8,9 % = 4,5 (um durchschnittlich
59 %) in G1 und auf 20,2 % =
4,7 (um durchschnittlich 72 %) in
G2. Die ermittelten Ergebnisse
waren hochsignifikant (p <
0,001).

Der Anteil an Chromatin-konden-
sierten und morphologisch nor-
malen Spermatozoen, die mit
Stickstoffdampf eingefroren
wurden, sind vergleichbar mit
denjenigen, die mit der computer-
gesteuerten Einfriermaschine
tiefgefroren wurden, nicht nur in
der fertilen Gruppe (G2) (89,1 +
7,7 % und 20,2 + 4,7 % gegen
89,1 £8,1 % und 21,1 +4,7),
sondern auch in der subfertilen
Gruppe (72,74 = 10,1 % und 8,9
+4,5 % gegen 72,5 + 10,1 %
und 9,7 = 4,2 %). Kein Unter-
schied konnte festgestellt werden

in der Haufigkeit des Chromatin-
schadens und der veranderten
Morphologie der Spermatozoen
hinsichtlich der Methode des
Einfrierens (Stickstoffdampf- oder
computergestitztes Einfriergerat),
sowohl bei hoher Spermaqualitit
(p=0,061, p=0,106) als auch
bei Sperma mit niedriger Qualitat
(p=0,061 und p =0,234) (Tab. 1
und 2).

DISKUSSION

Der haufigste beschriebene
negative Effekt der Einfrier-Auftau-
Prozedur ist eine deutliche Beein-
trachtigung der Spemienbeweg-
lichkeit [18]. Andere Autoren
haben mehr Gewicht auf Veran-
derungen der Spermienmorpho-
logie, des Geilelapparates, der
Membran- und Akrosomen-
strukturen gelegt [19-20 |. Die
Wirkungen der Kryokonser-
vierung auf die Integritdt des
Spermienkerns, der Chromatin-
stabilitat und der Zentrosomen
sind weniger erforscht. Normale
Kondensation und Stabilisierung

Tabelle 1: Einfluf} des Einfrier-Auftau-Prozesses auf die Chromatinstabilitat und Morphologie der Spermatozoen subfertiler

Manner.

G1 Parameter Natives Stickstoffdampf- Computergesteuertes  Signifikanz zwischen
Sperma Methode Einfriergerat den beiden Methoden

Subfertile Gruppe  Morphologie 15,1 6,5 %’ 8,9 4,5 %’ 9,7 4,2 %"’ P=0,234

(n=15) Chromatin 80,4+99%°C¢ 72,7+10,1 % © 72,5+ 10,1 % © P =0,061

3p=0,001; $p = 0,001

Tabelle 2: EinfluB des Einfrier-Auftau-Prozesses auf die Chromatinstabilitdt und Morphologie der Spermatozoen fertiler

Manner

G2 Parameter Natives Stickstoffdampf- Computergesteuertes  Signifikanz zwischen
Sperma Methode Einfriergerat den beiden Methoden

Fertile Gruppe Morphologie 27,9 +6,5%° 20,2 +4,7° 21,1 £ 4,7 % p=0,106

(n=22) Chromatin 941+70%¢ 891=x7,7%¢ 89,1 +8,1 % © p=0,061

3 =0,001, %p = 0,001
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des Spermienchromatins erlauben
einen sicheren Transport des
mannlichen Genoms, und die
Dekondensation nach der
Spermienpenetration oder
-injektion in das Zytoplasma der
Eizelle ist eine wichtige Voraus-
setzung fur die Fertilisation.

Die Ergebnisse dieser Studie
zeigen, dafs die Anzahl der nor-
mal geformten Spermatozoen (die
Morphologie) signifikant abfallt,
unabhangig davon, ob mit
Stickstoffdampf oder mit compu-
tergesteuerter Friermaschine
eingefroren wurde (Tab. 1 und 2).
Dieser Abfall wurde sowohl bei
schlechter (Tab. 1) wie auch bei
guter Spermienqualitat (Tab. 2)
festgestellt. Jedoch war der Unter-
schied der morphologischen
Spermienschadigung zwischen
beiden Einfriermethoden nicht
signifikant verschieden, sowohl in
der fertilen (p = 0,106), als auch
bei der infertilen Gruppe (p =
0,234). Andere Autoren [21]
haben schon friiher gezeigt, dafs
der Einfrier-Auftau-Vorgang von
menschlichen Spermien signifi-
kant die Anzahl der Spermien mit
normaler Kopfstruktur, Motilitat
und Befruchtungsfahigkeit redu-
ziert.

Andererseits fallt der Anteil der
Spermatozoen mit kondensiertem
Chromatin von fertilen Mannern
nach computergesteuertem
Einfrieren (94,1 = 7,0 % auf 89,1
+8,1 %, p <0,001) wie auch
nach Benutzung der Stickstoff-
dampf-Methode (94,1 = 7,0 %
auf 89,1 + 7,7, p < 0.001) signifi-
kant ab. Die gleiche Tendenz
konnte bei der Gruppe der
subfertilen Manner beobachtet
werden (Tab. 2). Diese Ergebnisse
stehen im Gegensatz zu den
Studien von Huret und

J. UROL. UROGYNAKOL. 6/2000

Miquereau [22], die in ihren
Untersuchungen gezeigt haben,
dals die Chromatinstruktur von
wieder aufgetauten Spermatozoen
wie in den nativen Spermien
unverdndert geblieben ist. In
Einklang stehen unsere Ergebnisse
mit Royere et al. [23] und Hamma-
mah et al. [24], die ebenfalls
einen Abfall der Chromatinstabi-
litat nach Farbung mit Acridine-
Orange und Feulgen-DNA nach-
weisen konnten.

Des weiteren berichteten Eliason
und Enquist [25], dafs der Kern
von Spermatozoen infertiler
Manner weniger stabil ist als die
Kerne von Spermatozoen fertiler
Manner. Hughes et al. [26] haben
kirzlich gezeigt, dald die Spermi-
en-DNA von infertilen Mannern
empfindlicher gegentiber Strahlen
ist als im Vergleich zu fertilen
Méannern. Hammitt et al. [27]
demonstrierten, dal’ ein kontrol-
lierter Einfriervorgang mit an-
schlieBendem Auftauen bei 40
Grad Celsius signifikant motilere
Spermien, bzw. einen besseren
Motilitatsindex aufweisen als
diejenigen, die nach unkontrol-
liertem Einfrieren nur bei Zim-
mertemperatur wieder aufgetaut
wurden. Check et al. [28] beob-
achteten, dal der Anteil der
motilen Spermien nach einer
Einfrier-Auftau-Prozedur signifi-
kant hoher war, wenn der Einfrier-
vorgang mit einem semi-
programmierbaren Einfriergerat
(cellevator) stattfindet als im
Vergleich zu einem unkontrollier-
ten und schnellen Einfrieren
mittels Stickstoffdampf. Verheyen
et al. [29] beschrieben, dal%
Spermien mit urspriinglich guter
Qualitat unabhangig von der
Einfriermethode gleich gute
Ergebnisse zeigten. Morell et al.
[30] haben nachgewiesen, dal’

bei Spendersamen (gute Qualitat),
eingefroren entweder durch
direktes Eintauchen in flissigen
Stickstoff oder mit Hilfe eines
programmierbaren Einfriergerates,
kein signifikanter Unterschied
bezuglich der Motilitat und der
30-Minuten-Uberlebensrate nach
Wiederauftauen besteht.

Die Ergebnisse dieser Studie
demonstrieren, dal’ die einfache
Stickstoffdampfmethode eine
effektive Einfriermethode ist, die
vergleichbare Ergebnisse wie ein
computergesteuertes Einfriergerat
bringt. Die aufgefiihrten Ergebnis-
se dieser Studie zeigen, dal der
Anteil morphologisch normaler
und Chromatin-kondensierter
Spermien nicht nur bei infertilen,
sondern auch bei den fertilen
Probanden nach einer Einfrier-
Auftau-Prozedur signifikant
abfillt, gleich welche Einfrier-
methode man anwendet. Weiter-
hin konnte gezeigt werden, dafs
es keinen signifikanten Unter-
schied zwischen den Einfrier-
methoden bezuglich des Anteils
der Schadigung der Spermien
nach Wiederauftauen gibt, trotz
der Tendenz, dal$ die initial
qualitativ schlechten Spermien
eine grolere Schadigung aufwei-
sen. Deshalb wurde die compu-
tergesteuerte Einfriermethode fur
das Kryokonservieren von Sperma
subfertiler Manner empfohlen,
um zusatzliche Schadigung am
Chromatin und der Morphologie
zu vermeiden.
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