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 D ie WHO rechnet ungeachtet der globalen Bevölke-
rungsexplosion pro Jahr weltweit mit einem Zu-

wachs von 2 Millionen infertilen Paaren. Für die Indu-
strienationen wird eine durchschnittliche Prävalenz der
männlichen Infertilität von 14 % angenommen [1, 2].
Somit ist jedes siebente Paar in Westeuropa betroffen [3].
Die alleinige oder partielle Verursachung durch den
Mann ist in 50 % zu erwarten. Damit sind 7 % der
Männer im Laufe ihres Lebens von einem Problem der
Fertilität betroffen. Diese außerordentlich hohe Präva-
lenz liegt somit deutlich über der „Volkskrankheit“ Dia-
betes mellitus [4, 5]. Männliche Kinderwunschpatienten
sind zudem häufiger adipös. In der sächsischen Bevöl-
kerung wurde bei über 71 % der mit Kinderwunsch
hilfesuchenden Paare ein Body-Mass-Index (BMI) > 24
identifiziert. Während die Kinderwunschpatienten im
Mittel 33 Jahre alt waren, zeigte eine Screeninguntersu-
chung Wehrpflichtiger im Alter von 18–21 Jahren eben-
falls eine signifikant positive Korrelation von abnehmen-
der Samenzellzahl und steigendem BMI (Publikation in
Vorbereitung). Zudem werden Spermatozoenfunktions-
störungen und Fragmentierungen der männlichen Erb-
information (DNA-Fragmentationen) häufiger identifi-
ziert [6, 7].

Im Rahmen einer gestörten Spermatogenese können
chromosomale Aneuploidien und Veränderungen auf
Genebene entstehen. Intensive Forschungsarbeiten des
vergangenen Jahrzehnts haben zudem die besondere Be-

deutung von DNA-Fragmentierungen im Sinne von Ein-
zel- und Doppelstrangbrüchen in ejakulierten Spermato-
zoen herausgestellt [8–11]. Diese können sowohl wäh-
rend der Spermatogenese, der Nebenhodenpassage als
auch im bereits ausdifferenzierten Spermium post ejacu-
lationem entstehen. So gehen Infektionen, Überwär-
mung, Hormonentzug, Varikozelen und therapeutische
Interventionen (z. B. Hodenkarzinom: Bestrahlung, Che-
motherapie) mit einer Zunahme von Brüchen innerhalb
der Nukleinsäuren einher [12–16]. Besonders häufig
werden Fragmentationen der DNA bei vermehrtem An-
fall von reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen
species; ROS) nachgewiesen [17]. Auf molekularer Ebene
beeinflussen ROS zahlreiche Zellfunktionen und führen
so zu vielfältigen klinischen Komplikationen, z. B. bei
Diabetes mellitus. Iatrogene Schädigungen der DNA
wurden auch bei der routinemäßigen Ejakulataufarbei-
tung zur weiteren Verwendung im Rahmen der assistier-
ten Reproduktion infolge ROS-Einwirkung beobachtet
[18]. Bisher ist diese potentielle Gefahr selbst bei mas-
senhaftem Einsatz von IUI und IVF in der Reproduktions-
medizin nicht konkret bewertet worden. Insbesondere
die intrazytoplasmatische Injektion eines einzelnen Sper-
matozoons in eine Eizelle (intracytoplasmic sperm injec-
tion into oocytes; ICSI) [19] eröffnete Optionen einer The-
rapie selbst für Fälle mit schwersten Störungen der Sper-
matogenese jedweder Ursache [20]. Verbunden damit
muß eine steigende Frequenz der Eizellpenetration von
Spermatozoen mit DNA-Schäden sein. In der Konse-
quenz gelang es bisher nicht, trotz stetig steigender Inan-
spruchnahme von IUI, IVF und ICSI mit stetig verfeiner-
ten Protokollen, die Erfolgsraten in hocheffiziente Berei-
che zu führen [21, 22]. Die Überwindung wichtiger bio-
logischer Selektionsbarrieren mittels ICSI bei Verwen-
dung ejakulierter und testikulärer Spermatozoen und de-
ren Vorläufer birgt zusätzliche Risiken der Transmission
und Induktion genetischer Defekte auf die nachfolgende
Generation [23]. Hierbei spielen epigenetische Einflüsse
eine Rolle.

DNA-Schäden ejakulierter Spermatozoen:
ein prädiktiver Faktor der männlichen Infertilität
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Infolgedessen fokussierte sich das Forschungsinteresse
auf die Integrität des genetischen Materials männlicher
Gameten [24]. Das Chromatin im Spermatozoenkopf
ist mit Hilfe von Nukleoproteinen organisiert verpackt.
Diese Organisationsstruktur erlaubt eine äußerst dichte
Kondensation. Es wird nicht nur die Kleinheit des Kopfes
gewährleistet, sondern auch ein Schutz des Erbmaterials
hergestellt. Damit einher geht die Transportfähigkeit
durch die verschiedensten biologischen Kompartimente
des männlichen und weiblichen Genitaltraktes und die
Abwehr zahlreicher potentiell einwirkender Umweltein-
flüsse [25].

Während die kompakte Organisation des Chromatins für
den Transport der Erbinformation essentiell ist, kann eine
Befruchtung der Eizelle nur dann stattfinden, wenn nach
der Fusion der Gameten eine ordnungsgemäße Dekon-
densation des Chromatins in Gang kommt [26, 27]. Auf
diesen Prozeß können sich zahlreiche inhärente nukleäre
Faktoren störend auswirken: Anomalien der chromo-
somalen Struktur wie Mikrodeletionen, Translokationen,
und Aneuploidien [28–30]. Die unvollständige morpho-
logische Ausreifung ist mit einer persistierenden Aktivie-
rung von DNA-spaltender Caspase-3 und der Disruption
des mitochondrialen Membranpotentials korreliert [31].
Zunehmend kristallisiert sich heraus, daß Fragmentatio-
nen der DNA trotz Kondensation möglich und transient
erforderlich sind. Allerdings müssen diese physio-
logischerweise erforderlichen Brüche zeitnah repariert
werden. Im Falle einer Persistenz ist die fertile Kompetenz
des Spermatozoons in vitro und in vivo negativ mit der
Frequenz der DNA-Fragmentation korreliert [32–36].

Unter einer DNA-Fragmentation werden Strangbrüche
verstanden. Solche Brüche können entweder an einem
einzelnen Strang auftreten (single stranded, sog. Nicks)
oder beide Stränge betreffen („double strand breaks“).
Verschiedene Methoden zur Erfassung solcher Brüche
werden in verschiedenen Variationen angewendet. Der
SCSA-Test, der TUNEL-Test und der Comet-Assay werden
am häufigsten eingesetzt [35, 37–39].

Finden sich mehr als 30 % der Spermien im Ejakulat mit
fragmentierter DNA, ist die Erfüllung des Kinderwun-
sches auf natürlichem Wege stark behindert [40]. Im Ver-
gleich hierzu sind konventionelle Spermiogrammpara-
meter in ihrer Prädiktion unterlegen, zumal sie einer
deutlichen Subjektivität und einer hohen Intra- und Inter-
observer-Variation unterliegen [41].

Diese Übersicht soll den aktuellen Wissensstand zur Pro-
blematik der DNA- bzw. Spermienchromatin-Fragmenta-
tion zusammenfassen und mögliche Implikationen zur
Therapie der männlichen Infertilität und der assistierten
Reproduktion herstellen. Basis der Arbeit sind Literatur-
recherchen via Medline/Pubmed und OvidWeb unter
Bezugnahme auf die Suchwörter „Sperm“, „Chromatin“
und „Damage“. Alle dort seit 1966 bis Januar 2007 ver-
fügbaren Originalarbeiten in deutscher und englischer
Sprache wurden berücksichtigt.

Struktur des Chromatins humaner Spermatozoen

Die Formierung des Chromatins humaner ejakulierter
Spermatozoen bedarf einzigartiger sequentiell ablaufen-
der Ausreifungsschritte während der Spermatogenese. Er-
forderlich sind neben der Herstellung eines haploiden

Chromosomensatzes die Neuformierung von Zytoplasma
und Chromatin (zytoplasmatisches und nukleäres Remo-
delling) [40, 42].

Das nukleäre Remodelling erfordert den Ersatz somato-
zellulärer Histonproteine durch Transitionsproteine und
schließlich den Einbau von Protaminen, die die dichte
Packung des Chromatins überhaupt erst ermöglichen
[43]. Die basische Natur der Protamine überführt das
Chromatin in eine kristallartige Struktur, so daß eine
6fache Verkleinerung der Chromosomen resultiert [44].
Damit wird das Kernvolumen nahezu ausschließlich von
den Protaminen ausgefüllt, während die eigentliche DNA
den geringeren Teil ausmacht. Das sichert die stabile und
gesicherte Lagerung des Chromatins im Nukleus.

Die im einzelnen ablaufenden Schritte umfassen zu-
nächst die Verpackung der DNA somatischer Zellkerne in
Nukleosomen [45]. Ein Oktamer von Histonen formiert
zunächst einen Proteinkern, um den sich zwei Lagen von
DNA wickeln. Diese Nukleosomen werden dann weiter
in regelmäßigen Helices aufgewickelt [46]. Diese Varian-
te der DNA-Packung vergrößert das Volumen des Chro-
matins [47], jedoch weisen Spermatozoenköpfe durch-
schnittlich nur die Hälfte des Volumens eines Nukleo-
soms von 9,9 µm3 auf [48]. Aus diesem Grund bedarf es
einer vollständig differenten Packungsvariante des haplo-
iden Chromosomensatzes in Spermatozoen.

Im Jahr 1991 wurde ein Vier-Ebenen-Modell der Packung
vorgeschlagen [47]. Es beinhaltet die chromosomale Ver-
ankerung durch Bindung der DNA an den nuklären Anu-
lus, die Formation von „DNA loop domains“, sobald die-
se an eine neu formierte nukleäre Matrix bindet, gefolgt
vom Ersatz der Histone durch Protamine, welche dann
die Kondensation in eine kompaktere, an Pfannkuchen
oder Krapfen erinnernde Form („Doughnuts“) sowie die
chromosomale Positionierung erlaubt [47].

Der Ersatz der somatischen Histone und anderer chroma-
tinassoziierter Proteine durch Protamine verschiedener
Typen ist komplex und zeitaufwendig [49]. Protamine
haben ca. 50 % der Größe typischer Histone (5–8 kDa)
und sind stark basisch. 55–79 % der Aminosäuren sind
Arginin, was eine außerordentliche Bindungsfähigkeit für
die DNA ergibt [44].

Während der epididymalen Passage der Spermatozoen
wird der Kondensationsprozeß abgeschlossen. Querver-
netzende Disulfidbrücken werden an den zahlreichen
Zysteinresiduen der Protamine ausgebildet. Die Forma-
tion von Intra- und Inter-Protaminvernetzungen führten
zur abschließenden Stabilisierung des Chromatins.
Säugerspermien zeichnen sich nach Abschluß dieser
hochkomplexen Verpackung durch das am stärksten
komprimierte Chromatin aus [50].

Schlußendlich befindet sich das gesamte haploide Ge-
nom auf in Ringen angeordneter DNA mit einer durch-
schnittlichen Länge von 27 Kilobasen. Sie sind dabei an
der nukleären Matrix fixiert, was sich durch In-situ-Flu-
oreszenzanregung sichtbar machen läßt. Während der
Dekondensation bleibt die Verankerung zunächst erhal-
ten [51]. Damit wird sichergestellt, daß nicht nur eine
intakte, vor chemischen und physikalischen Einflüssen
geschützte DNA in die Eizelle gelangt, sondern auch das
Ablesen des Genoms mit Beginn der Entwicklung des
neuen Lebens möglich ist [52].
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Entstehung von DNA-Fragmentationen

Im Ejakulat des Mannes findet sich eine höchst hetero-
gene Population von Spermatozoen im Hinblick auf
Reife, Packung und funktionelle Kompetenz der DNA.
Das Ausmaß der Heterogenität ist sicher nicht ohne Zu-
fall bei Kinderwunschpatienten mit nicht normwertigen
klassischen Spermiogrammparametern erhöht. Die Fre-
quenz von DNA-Fragmentationen ist dabei positiv mit
der Verschlechterung der klassischen Spermiogramm-
parameter korreliert [34].

Chromosomale Anomalien, Veränderungen auf DNA-
Ebene und äußere Einflüsse können mit den zahlreichen
Abschnitten der Spermatogenese interferieren [53].
Bis zum finalen Prozeß der Chromatinkondensation kann
die DNA intratestikulär Fragmentationen unterliegen
[54]. Im Ergebnis kann eine DNA-Struktur entstehen,
die nicht zur Entwicklung gesunden neuen Lebens führt
[55].

Letztlich wurde gezeigt, daß selbst nach erfolgreicher
Kondensation eines intakten haploiden Chromosomen-
satzes mit orthologer DNA-Struktur DNA-Fragmentie-
rungen durch freie Sauerstoffradikale [56] oder apoptoti-
sche Prozesse wahrscheinlich möglich sind [57]. Die
genauen Mechanismen, die zur unterschiedlichen Ge-
nese der in ejakulierten Spermatozoen nachweisbaren
DNA-Fragmentationen führen, sind jedoch noch nicht
vollständig aufgeklärt.

Im wesentlichen werden derzeit drei Theorien favorisiert:
(1) Defekte in der Chromatinkondensation, (2) Apoptose
und (3) oxidativer Streß. Weitere Schäden können post-
testikulär durch reaktive Sauerstoffspezies, Radio- und
Chemotherapie, Reaktivierung von Caspasen oder endo-
gene Nukleasen sowie durch Rauchen und vermutlich
auch durch andere Lifestyle-Faktoren wie Adipositas,
Konsum von Haschisch und Heilmitteln sowie chroni-
sche Wärmeapplikation vermittelt werden [58].

1. Defekte in der Chromatinkondensation
Diese Theorie fußt auf tierexperimentellen Studien, in
denen die Funktion der endogenen Nuklease (Topoiso-
merase II) als wesentlich für den geordneten Ablauf der
Kondensation herausgestellt wurde. Die Aktivität des
Enzyms ist erforderlich, um sogenannte Nicks (Einzel-
strangbrüche) einzufügen, die die Spannung der DNA
beim Ersatz der Histone durch Protamine vermindern
[59, 60]. Die Suszeptibilität der DNA steigt mit der Ab-
nahme der Protamination [61]. Im Tiermodell finden sich
solche Veränderungen infolge der kurzen Spematozoen-
ausreifungszeit häufiger in der Paarungszeit. Das Vorhan-
densein solcher DNA-Brüche in ejakulierten Spermato-
zoen könnte damit Abbild einer unvollständigen Matura-
tion sein [62].

2. Apoptose
Unter Apoptose wird der in somatischen Zellen auf ex-
trinsischem und intrinsischem Wege induzierbare pro-
grammierte Zelltod verstanden. Der Mechanismus ist je-
der Zelle inhärent, genetisch gesteuert und läuft mit der
Ausprägung spezifischer molekularer und morphologi-
scher Veränderungen ab. Am Ende des energieabhängi-
gen Prozesses wird die die Erbinformation der Zelle tra-
gende DNA in einheitliche Bruchstücke zerlegt [63]. Die-
se Variante des Zelltodes wird im Rahmen von Differen-
zierung und Maturation wachsender Gewebe genauso

benötigt wie bei der Entfernung z. B. viral infizierter
Zellen oder bei Entartung [64].

Im Säugerhoden expandiert das Germinalepithel klonal
via Mitosen. Diese zunächst im Überschuß produzierten
Zellen bedürfen im weiteren Verlauf der geordneten
Reifung. Übernommen wird die Aufgabe von Sertoli-
Zellen, deren Betreuungskapazität jedoch beschränkt ist
[65]. Derzeit wird angenommen, daß die Apoptose die
Wahrung der Gewebshomöostase gewährleistet. Insbe-
sondere müssen Germinalzellen, die die vollständige
Reifung wahrscheinlich nicht vollziehen können, entfernt
werden.

Neben der Apoptose-typischen Fragmentation der DNA
können während der Spermatogenese zahlreiche weitere
assoziierte Signalkaskaden im aktiven Zustand gefunden
werden. Insbesondere das Caspasensystem wird mit sei-
nen extrinsischen und intrinsischen Triggern aktiviert.
Zahlreiche pro- und anti-apoptotische Regulatoren kon-
trollieren diesen Prozeß. Die Aktivierung der Effektor-
caspasen 3, 6 und 7 markiert den „point of no return“ des
apoptotischen Zellabbaus. Terminal apoptotische Germi-
nalzellen können wie somatische Zellen auch an der
Externalisation von Phosphatidylserin (EPS) in den Tubuli
seminiferi identifiziert werden [66, 67]. Dieser Mecha-
nismus wurde an Spermatogonien, Spermatozyten und
Spermatiden bei vollständig normaler Spermatogenese,
aber auch bei einer gestörten Ausreifung gefunden [68].
Anzunehmen ist daher ein universeller Markierungsweg
zu eliminierender Zellen, wahrscheinlich via CD36-
Rezeptoren [69].

Extern getriggert wird die Apoptosemaschinerie über
verschiedene Todesrezeptoren. Am besten untersucht
ist die Interaktion zwischen dem Fas-Rezeptor und sei-
nem Liganden FasL [70]. Im Germinalepithel führt die
Aktivierung des Rezeptors zu dessen Trimerisierung und
über nachgeschaltete Signalkaskaden zur Aktivierung
des Caspasesystems. Sertoli-Zellen von Mäusen und Rat-
ten exprimieren FasL und regulieren darüber wahrschein-
lich die Zahl der zu betreuenden Germinalzellen [71].
Korrespondierend finden sich im Ejakulat sehr wenige
Fas+-Spermatozoen, solange die Spermatogenese un-
gestört ist. Wenn überhaupt, finden sich solche Zellen in
der Fraktion unreifer Zellen. Solche Zellen haben außer-
dem aktivierte Caspasen und ein disruptiertes mito-
chondriales Membranpotential. Die im Tiermodell ge-
wonnenen Erkenntnisse lassen sich jedoch nur bedingt
auf den Menschen übertragen. Die Frequenz der Fas+-
Spermatozoen erhöht sich bei Infertilitätspatienten dra-
stisch auf bis zu 50 %. Demzufolge ist von einer gestör-
ten Regulation der Apoptose während der Spermatogene-
se auszugehen. Hierfür wurde der Begriff der abortiven
Apoptose vorgeschlagen [72, 73]. Alle anderen Sperma-
tozoen sind gegenüber FAS-Stimulation resistent [74,
75].

Fehlermöglichkeiten ergeben sich auf mehreren Ebenen
der Signaltransduktion. Im Falle einer Oligozoospermie
infolge einer zu geringen Proliferationsrate der Germinal-
zellen könnte zum Beispiel die zu geringe Zellzahl Aus-
löser für eine unzureichende FasL-Produktion durch die
Sertoli-Zelle sein [76]. Abortiv-apoptotische Fas+-Zellen
könnten aber auch infolge einer gestörten intrazellulären
Signaltransduktion im Ejakulat erscheinen. Diese Hypo-
these würde erklären, warum bei Infertilitätspatienten
nicht nur eine höhere Frequenz von DNA-Fragmenta-
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tionen, sondern auch andere Apoptosemarker der Sper-
matozoen nachweisbar sind [77]. Insbesondere die per-
sistierende Aktivität oder post-testikuläre Reaktivierung
des Caspasesystems könnte zu zahlreichen Beeinträchti-
gungen der Spermatozoenfunktion zum Beispiel durch
post-testikuläre DNA-Fragmentationsinduktion führen,
wenngleich eine caspaseabhängige Fragmentation voll-
ständig ortholog gepackter DNA nicht bewiesen ist.

3. Oxidativer Streß
Reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species,
ROS) sind in geringen Konzentrationen wesentlich für
eine normale Spermatozoenfunktion und werden von
diesen selbst gebildet [78]. Sobald jedoch die noch nicht
näher charakterisierten physiologischen Konzentrationen
überschritten werden, ist mit einer Gefährdung des Sper-
miums zu rechnen [79].

ROS sind hochreaktive, oxidativ wirksame freie Radikale.
Als freies Radikal wird jedes Atom oder Molekül bezeich-
net, welches ein oder mehrere überzählige Elektronen
besitzt [80]. ROS in hoher Ausprägung wurden in 25–
40 % der Ejakulate von Infertilitätspatienten gefunden
[81]. Die DNA ejakulierter Spermatozoen wird gegen-
über schädlicher ROS-Einwirkung durch ihre dichte
Packung und antioxidativ wirksamen Substanzen des
Seminalplasmas geschützt [82].

Oxidativer Streß entsteht im Falle einer Dysbalance von
ROS-Produktion und der Absorptionskapazität der Anti-
oxidantien [83]. Generell gelten die DNA-Basenpaare
und das Phosphodiester-Gerüst als außerordentlich an-
fällig für eine Oxidation durch ROS. Auch die Plasma-
membran der Spermatozoen mit ihrem hohen Gehalt an
mehrfach ungesättigten Fettsäuren wird leicht von ROS
oxidiert. Dem relativ kleinen Zytoplasmavolumen man-
gelt es an antioxidativen Substanzen, um eine Protektion
aufzubauen [84].

Wirken ROS auf Spermatozoen ein, werden in hoher Fre-
quenz Einzel- und Doppelstrangbrüche an der DNA,
insbesondere bei Infertilitätspatienten, nachweisbar [35,
85–87]. Umgekehrt korreliert die ROS-Konzentration im
Ejakulat signifikant positiv mit dem Ausmaß der DNA-
Schädigung [24, 88]. Die Ausbildung von 7-Hydro-8-
Oxo-2'-Deoxyguanosin (8-Oxo-dG) an der DNA wird
dabei als Schlüsselelement oxidativer Schäden an der
DNA angesehen [89]. Bei experimenteller Exposition von
Spermatozoen gegenüber ROS waren Modifikationen al-
ler Basentypen, basenfreie Stränge, Deletionen, soge-
nannte „frame shifts“ und „DNA cross-links“ sowie chro-
mosomale Re-Arrangements dosisabhängig induzierbar,
obwohl die Motilität noch keinerlei Veränderungen zeig-
te [90, 91]. Die Wahrscheinlichkeit einer Konzeption kor-
reliert signifikant positiv zum 8-Oxo-dG-Spiegel im Eja-
kulat [92].

Während bei der durch Apoptose induzierten DNA-
Fragmentation in der Regel nur Subpopulationen im Eja-
kulat betroffen sind, wirken sich oxidativer Streß und Be-
strahlung auf nahezu alle Spermatozoen aus [93]. Wirkt
das Hydroxylradikal auf die DNA ein, entsteht zunächst
eine 7-Hydro-8-Oxo-2'-Deoxyguanosin-Verbindung, die
später in einen Doppelstrangbruch mündet [94–96]. So-
lange der Doppelstrangbruch nicht vorliegt, kann ein sol-
cher Schaden wahrscheinlich noch durch eine voll-
umfänglich funktionsfähige Eizelle repariert werden [97,
98].

Bestimmungsmöglichkeiten von
DNA-Fragmentationen

Insbesondere im Rahmen der Apoptoseforschung wurden
mehrere Testsysteme zum Nachweis von DNA-Verände-
rungen entwickelt und später auf Spermatozoen ange-
wandt. Die Testaussagen unterscheiden sich zum Teil
erheblich. Es ist dabei von außerordentlicher Wichtigkeit
zu differenzieren, ob diese Tests das Vorhandensein
tatsächlicher DNA-Fragmentationen (z. B. in situ nick
translation assay, COMET-Assay unter neutralen Bedin-
gungen und TUNEL-Assay [terminal deoxynucleotidyl
transferase-mediated deoxyuridine triphosphate-nick
end labeling assay]) oder eine erhöhte Suszeptibilität der
DNA für Fragmentationen (z. B. SCSA [sperm chromatin
structure assay], COMET unter alkalischen oder sauren
Bedingungen, SCD [sperm chromation dispersion test,
Halosperm-Kit], single-cell electrophoresis und chromo-
mycin A3-Test) anzeigen [58]. Interessant ist jedoch,
daß Tests aus beiden Gruppen mit unterschiedlicher
Spezifität und Sensitivität am Spermatozoon DNA-Verän-
derungen nachweisen, die in positiver Korrelation zur
männlichen Fertilität stehen. Der TUNEL-, SCSA-, und
SCD-Test liefert vergleichbare Aussagen zur DNA-Frag-
mentation [99].

Nachweis vorhandener DNA-Fragmentationen
COMET-Assay
Der COMET-Assay quantifiziert Einzel- und Doppel-
strangbrüche [100]. Fluoreszierender Farbstoff, der an
DNA bindet, wird zur Markierung verwendet. Um die
DNA-Fragmente zu visualisieren, erfolgt eine elektro-
phoretische Auftrennung. Im elektrophoretischen Feld
wandern Fragmente der DNA anders als intakte Abschnit-
te, sodaß kometartige Fluoreszenzbilder entstehen. Die
Länge des Kometen und der Durchmesser der Zelle sowie
einige andere Variablen werden herangezogen, um das
Ausmaß der DNA-Fragmentation zu bestimmen [101].
Doppelsträngige DNA mit einzelnen Nicks verbleibt im
Kopf des Kometen, während die Fragmente den Schweif
bilden [102]. Demzufolge bildet sich mit zunehmender
Doppelstrangbrüchigkeit ein längerer und intensiver flu-
oreszierender Kometenschwanz aus [103, 104]. Repro-
duzierbare Ergebnisse werden nur bei akkurater Standar-
disierung der Meßbedingungen erreicht. Normalwerte
konnten bisher nicht aufgestellt werden (pers. Kommuni-
kation mit N. P. Singh).

In-situ nick translation Assay
Der In-situ nick translation Assay quantifiziert die In-
korporation von biotinyliertem Deoxyuridin-Triphosphat
(dUTP) in Bereichen von Einzelstrangbrüchen. Die
Reaktion von dUTP mit der DNA wird durch Zugabe
von DNA-Polymerase I vermittelt. Am Spermatozoon
lassen sich somit endogene DNA-Schäden nachwei-
sen [62]. Allerdings ist sein klinischer Wert einge-
schränkt, da keinerlei In-vivo-Korrelation erhoben wurde
[105]. Zudem ist dieser Test deutlich weniger sensitiv
[90].

Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxy-
uridine triphate-nick end labeling Assay (TUNEL)
Der TUNEL-Assay quantifiziert die Inkorporation von
Deoxyuridin-Triphosphat an Einzel- und Doppelstrang-
brüchen der DNA in Anwesenheit des katalysierenden
Enzyms, der terminalen Deoxynucleotidyl-transferase
(TdT) [106]. Gebundenes dUTP kann via Fluoreszenz-
mikroskopie oder im FACS gemessen werden. Obwohl
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spezifische Brüche der DNA nachweisbar werden, kann
mit Hilfe des TUNEL-Assays nicht das Ausmaß eines
DNA-Schadens pro Zelle erfaßt werden. Die mittels
TUNEL gemessenen DNA-Fragmentationsraten korrelie-
ren invers zur Konzentration [107]. Der klinische Wert
des TUNEL-Tests spiegelt sich in der Tatsache wider, daß
bei ICSI-Paaren unter Verwendung von Spermatozoen mit
> 15 % TUNEL-Positivität eine 5,6%ige Schwanger-
schaftsrate gemessen wurde, aber bei den gleichen Paa-
ren in der Wiederholung der ICSI im Falle eines TUNEL
von < 6 % die Schwangerschaftsrate auf 44,4 % stieg
[108]. Es besteht eine gute Vergleichbarkeit zum SCSA-
Test [109].

Suszeptibilitätsbestimmungen
Sperm chromatin structure Assay (SCSA)
Der SCSA erfaßt die Suszeptibilität von Spermatozoen
gegenüber einer Säuredenaturation der DNA in situ
[110]. Diese wird durch Färbung mit Akridinorange im
FACS gemessen [111, 112]. Das Ausmaß einer DNA-
Schädigung wird anhand des metachromatischen Wech-
sels von grüner Fluoreszenz (Bindung an Doppelstrang-
DNA) zu roter Fluoreszenz (Bindung an Einzelstrang-
DNA) quantifizierbar [113]. Ausgegeben wird der DNA-
Fragmentationsindex DFI in Prozent. Repräsentiert wird
die Population von Spermatozoen mit geschädigter DNA
[55]. Zusätzlich werden Zellen mit stark gefärbter DNA
(high DNA stainability cells, HDS) angegeben. Diese
Subpopulation besteht aus Zellen, bei denen intakte
Doppelstrang-DNA aufgrund einer fehlerhaften Histon-
Protamin-Transition vermehrt anfärbbar werden [55].
Der DFI und die HDS korrelieren nicht miteinander und
bilden daher unterschiedliche aberrante Spermatozoen-
populationen ab.

Der SCSA mißt quantitativ kontinuierlich das Ausmaß
eines potentiellen DNA-Schadens und ist daher besser
geeignet, Aussagen zum reproduktiven Potential eines
Mannes zu liefern [114]. Insbesondere haben der DFI
und die HDS einen geringeren Variationskoeffizienten als
die klassischen Samenzellparameter [115].

Mit Hilfe des DFI kann unabhängig von den klassischen
Variablen des Spermiogramms das Zustandekommen
einer Schwangerschaft via naturalis eingeschätzt werden
[40]. Werte > 27–30 % sind mit einer signifikant ernied-
rigten Wahrscheinlichkeit für eine Schwangerschaft asso-
ziiert [114, 116]. Die Aussagekraft des SCSA nimmt bei
Anwendung auf die Verfahren der assistierten Reproduk-
tion (IUI, IVF und ICSI) mit zunehmender Überwindung
natürlicher Barrieren ab. Es besteht eine gute Vergleich-
barkeit zum TUNEL-Test [109].

Akridinorange-Test
Akridinorange wird zur Bestimmung der DNA-Fragmen-
tation auch dann einsetzbar, wenn die zu untersuchen-
den Zellen nur mit dem Fluoreszenzmikroskop evaluiert
werden können [117]. Diese Vereinfachung bedeutet je-
doch eine subjektive Evaluation der Zellen. Insbesondere
das graduelle Ausprägungsverhalten des gebundenen
Akridinorange an die DNA im kontinuierlichen Spektrum
von grün zu orange erschwert die exakte Differenzie-
rung. Neben der schwierigen Farberkennung beeinflus-
sen die Instabilität des Fluoreszenzsignals und hetero-
gene Färbeergebnisse die Qualität des Testergebnisses
[118]. Diese umfänglichen Schwächen empfehlen diese
Untersuchungsmethode im Repertoire der DNA-Frag-
mentationsteste wenig, obwohl eine gute Korrelation zur

TUNEL-Methode besteht. Zudem ist die prädiktive Aus-
sagekraft hinsichtlich der Fertilitätsbewertung des Man-
nes umstritten [119], obwohl eine negative Korrelation
zur Motilität nachgewiesen wurde [41].

Sperm chromatin dispersion Test (SCD)
Der Chromatin-Dispersionstest wurde kürzlich als ein-
fach zu handhabende und kostengünstige Methode zur
Bestimmung der DNA-Fragmentation in ejakulierten
Spermatozoen vorgestellt. Dabei können nur Spermato-
zoen mit intakter DNA den charakteristischen Halo nach
Inkubation in wäßriger Agarose mit nachfolgender Säu-
redenaturation ausbilden [120]. Für diesen Test wurden
bisher weder Standardwerte noch dessen Vorhersagewert
zum Eintritt einer Schwangerschaft publiziert.

Andere Testverfahren
DNA-Fragmentationen in ejakulierten Spermatozoen las-
sen sich an einzelnen DNA-Abschnitten auch mittels
Elektronenmikroskopie erfassen [121]. Daneben wurde
der Einsatz von ELISA (enzyme-linked immunosorbant
assay) [122], der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(FISH) [123] und die HPLC (high-performance liquid
chromatography) zur Messung von 7-Hydro-8-Oxo-2'-
Deoxyguanosin (8-Oxo-dG) beschrieben [124]. Die Be-
stimmung von 8-Oxo-dG ist neuerdings auch via ELISA
möglich und damit einfacher zugänglich. Der Marker
zeigt eine schwach negative Korrelation zur Spermien-
konzentration. Dagegen konnte mit zunehmendem
Nachweis von 8-Oxo-dG eine geringere Schwanger-
schaftswahrscheinlichkeit vorausgesagt werden. Zudem
ist dieser Test unabhängig von anderen Lifestyle-Fakto-
ren. Im Zusammenhang mit der relativ geringen intra-in-
dividuellen Variation des Nachweises von 8-Oxo-dG
könnte dessen Bestimmung ein interessanter Biomarker
der männlichen Fertilität sein [92].

Klinik der DNA-Fragmentation in Spermatozoen

Ein erhöhter Prozentsatz von ejakulierten Spermatozoen
mit fragmentierter DNA wurde in der jüngeren Vergan-
genheit bei einer Reihe von Erkrankungen, Therapien
oder auch nur im Zusammenhang mit anderen klinischen
Symptomen, begleitenden Laborbefunden oder auch nur
Lebensgewohnheiten wie z. B. Adipositas, Leukozyto-
spermie und Rauchen nachgewiesen.

Adipositas
Die regelrechte Ausreifung gepackten Chromatins zeigt
auch eine Abhängigkeit zum Körpergewicht. Infertilitäts-
patienten haben eine höhere Histon/Protamin-Ratio
[125]. Patienten mit einem BMI > 25 kg/m2 haben eine
signifikant geringere Zahl von Spermien mit intaktem
Chromatin als Normalgewichtige [7]. Kürzlich wurde im
Rahmen eines EU-weiten Projektes zur Entwicklung der
männlichen Fertilität in Deutschland gezeigt, daß sub-
normale Spermiogrammparameter mit erhöhtem BMI
korrelieren (Publikation in Vorbereitung). Zudem finden
sich unter den Infertilitätspatienten im eigenen Patienten-
gut über 70 % Männer mit einem BMI > 24. Demzufolge
scheint Adipositas möglicherweise die Ejakulatqualität
zu beeinflussen, wenngleich die zugrunde liegenden
Mechanismen vollständig unbekannt sind. Erste Unter-
suchungen am Diabetes-Tiermodell zeigen zudem, daß
sogenannte „advanced glycation endproducts“ (AGE)
sowohl am Spermatozoon als auch im Germinalepithel
nachweisbar sind. Auf molekularer Ebene führt die per-
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manente diabetische Stoffwechsellage via ROS-Produk-
tion zur Aktivierung von PARP (Poly-ADP-Ribose-Poly-
merase) und nachfolgender Signalwege [126]. Sowohl
PARP und seine apoptotischen Spaltprodukte als auch
atypisch gespaltenes PARP, wie es im Rahmen der Nekro-
se anfällt, konnten im ejakulierten Spermatozoon nach-
gewiesen werden [127].

Adnexitis und Leukozytospermie
Leukozyten finden sich im Ejakulat relativ häufig. Mit ih-
rer einzigartigen Ausstattung an Abwehrmechanismen
tragen sie zum Erhalt des Immunprivilegs und der phago-
zytotischen Clearance abnormaler Spermatozoen bei
[128]. Infektionen des Genitaltraktes lassen sich anhand
erhöhter Konzentrationen von Leukozyten nachweisen.
Dies korreliert positiv mit der Frequenz unreifer Sperma-
tozoen [129]. Alterationen der DNA sind dabei insbeson-
dere in der Fraktion immaturer Spermatozoen nachweis-
bar [16]. Aktivierte Entzündungszellkaskaden mit elevier-
ten Zytokinen könnten dabei zur direkten Interaktion in
der Spermatogenese mit konsekutiver Ausbildung von
DNA-Addukten und DNA-Fragmentation führen [130].
Plausibel erscheint jedoch auch eine intra- und post-
testikulär vermittelte Schädigung via ROS-Generation
aus untergehenden Leukozyten [131, 132]. Interessant in
diesem Zusammenhang ist die Beobachtung, daß auch
bei systemischen Infekten, die mit hohem Fieber einher-
gehen, Fragmentationen der DNA gefunden werden
[133]. Ätiologie und Ausmaß entzündungsassoziierter
Induktion von DNA-Schäden durch Erreger wie Urea-
plasma urealytikum sind nicht abschließend geklärt
[132]. Nach den gültigen WHO-Grenzwerten sind Leu-
kozytenkonzentrationen < 1 Mio/ml Ejakulat zulässig
[134]. Kürzlich wurde jedoch unter Verwendung von
TUNEL-Assays gezeigt, daß die DNA-Integrität auch bei
Unterschreitung dieses Grenzwertes signifikant gefährdet
ist [135].

Iatrogene Fragmentationsinduktion
Die verfügbaren konventionellen Aufbereitungsverfahren
entziehen dem Spermatozoon seine physiologische Um-
gebung. Insbesondere die Auswirkungen der Zentrifuga-
tion mit Entfernung des antioxidativ wirksamen Seminal-
plasmas auf die Spermatozoenfunktion wurden heraus-
gearbeitet. Auf molekularer Ebene konnte auch hier der
schädigende Einfluß von ROS nachgewiesen werden
[136]. Physiologischerweise werden durch das Seminal-
plasma freie Sauerstoffradikale mit verschiedenen Syste-
men abgefangen. Enzymatisch wirkende Radikalfänger
sind Cu, Zn-Superoxiddismutase (SOD) und Katalase
[137]. Zudem ist das Seminalplasma reich an Askorbat,
Ureat, Albumin, Glutathion und Taurin [138, 139]. Die
Entfernung eines solch effizienten Radikalschutzes muß
daher negative Auswirkungen haben. Antioxidativer
Schutz wird bereits während der Nebenhodenpassage
wirksam, weshalb TESE-Spermien gleichermaßen gefähr-
det sind [140]. Auch die Kryokonservierung birgt potenti-
elle Angriffspunkte. Konnte in einer Studie eine Erhöhung
der DNA-Fragmentationsraten nach der Kryokonservie-
rung testikulärer Spermatozoen nicht bewiesen werden
[141], zeigen andere Untersuchungen eine klare Zunah-
me der DNA-Fragmentationen nach dem Einfrieren
[142]. Der Verzicht auf ein Kryoprotektivum führte zu
einer signifikanten Zunahme fragmentierter DNA mit der
Anzahl der Wiederholungen der Einfrier- und Auftau-
zyklen im Vergleich zur nativen Probe [143]. Allerdings
wurde auch gezeigt, daß blitzartiges Einfrieren ohne
Kryoprotektivum die Methode mit geringster DNA-Frag-

mentationsinduktion war [144]. Die Zugabe von Vitamin E
und C oder von Hydroxytoluen bewirkt zwar eine Ver-
besserung der Motilität und der Akrosomenreaktion,
hatte aber keinen Einfluß auf die Chromatinstabilität
[145].

Ursache für die z. T. sehr widersprüchlichen Untersu-
chungsergebnisse könnte sein, daß verschiedene Kollek-
tive untersucht wurden. Die individuelle Suszeptibilität
für Kryoschäden variiert stark und ist bei Infertilitätspati-
enten erheblich mehr ausgeprägt. Bedingt wird dies u. a.
durch die erhöhte Irregularität der Chromatinpackung bei
Infertilitätspatienten, die schlußendlich zur erhöhten
Empfindlichkeit des paternalen Genoms gegenüber iatro-
genen Einflüssen führt [146].

DNA-Schäden bei Tumorpatienten
Leukämien, Lymphome und Hodenkarzinome sind im
reproduktiven Alter des Mannes die am häufigsten auftre-
tenden Malignome [147]. Insbesondere die Inzidenz von
Hodenkarzinomen hat mit einer lokoregionären Fokus-
sierung dramatisch zugenommen [148–151]. Die verfüg-
baren Therapieoptionen konnten zugleich dramatisch
verbessert werden. Trotzdem ist mit einer nicht immer
nur passageren Azoospermie und therapieabhängigen In-
duktion von DNA-Fragmentationen zu rechnen [152]. In
dieser Situation rücken Fragen der posttherapeutischen
Fertilität zunehmend in den Mittelpunkt des Interesses
der Patienten [153–161].

In der Regel ist heute auch bei dringlicher Interventions-
indikation eine kurzfristige Anlage eines Kryodepots prin-
zipiell möglich. Mit der prätherapeutischen Ejakulat-
asservation kann zumindest der Versuch unternommen
werden, eine Fertilitätsreserve anzulegen. Die Malignom-
erkrankung an sich führt jedoch bereits zu einer deutli-
chen Verschlechterung der Ejakulatqualität mit deutlich
reduzierter Kryotoleranz [162–164] und signifikant er-
höhten DNA-Fragmentationsraten [165], wozu wider-
sprüchliche Studienergebnisse vorliegen [109, 166]. Die
Defekte sollen dabei ursächlich durch die entarteten
Germinalzellen vermittelt werden [167]. Bei ca. 52 %
der Hodentumorpatienten und bei 40 % der Patienten
mit anderen Malignomen findet sich eine verminderte
Spermatozoenkonzentration bei Diagnosestellung [168].
Trotz der deutlich reduzierten Auftauqualität kryokonser-
vierter Ejakulate von Malignompatienten wurden bereits
Lebendgeburten berichtet [169]. Die Auftauqualität hu-
maner Spermatozoen läßt sich heute experimentell ver-
bessern, indem vor dem Einfrierprozeß mittels molekula-
rer Spermatozoenselektion im Magnetfeld (Annexin-V-
MACS) nur solche Zellen aus der Zellpopulation selek-
tiert wurden, die über eine intakte Membran und somit
geringere Frequenz der DNA-Fragmentation verfügen
[170].

Chemotherapie und Bestrahlung
Chemotherapeutika wie Fludarabin, Zyklophosphamid
und Busulphan wirken direkt toxisch und bewirken
bei Testosterondefizienz eine Volumenabnahme, Oligo-
zoospermie, elevierte FSH- und LH-Spiegel [13]. Ausge-
prägte DNA-Fragmentationen ejakulierter Spermatozoen
werden schon nach einmaliger Applikation beobachtet
und können über Jahre persistieren [109, 171–173]. Da-
bei werden DNA-Fragmentationen über die kritische
Schwelle von 27 % hinaus auch bei mindestens einem
Drittel der Patienten mit prätherapeutischer Normozoo-
spermie über 1–2 Jahre beobachtet [109].
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Die Germinalzellen des Hodens sind strahlensensibel.
Unmittelbar nach Bestrahlung werden Strangbrüche
nachweisbar, die über Jahre persistieren können [109].
Trotzdem konnte keine Zunahme genetischer Defekte
oder kongenitaler Malformationen bei Konzeption nach
stattgehabter Radiotherapie nachgewiesen werden [174].

Lifestyle-Faktoren und Umwelteinflüsse
Nikotin-getriggerte DNA-Fragmentation
Bekanntermaßen haben die zahlreichen Inhaltsstoffe des
Zigarettenrauches in vitro und in vivo mutagene Aus-
wirkungen. Hinsichtlich der Beeinflussung der Ejakulat-
qualität ist insbesondere eine Abnahme der Zellzahl und
der Motilität bei gleichzeitiger Zunahme unreifer Zellen
beobachtet worden [175, 176]. Auf DNA-Ebene finden
sich in direkter Korrelation Strangbrüche. Werden der
SCSA- oder TUNEL-Test eingesetzt, lassen sich signifikant
höhere Fragmentationsraten bei Rauchern nachweisen
[35, 177–179]. Allerdings finden sich widersprüchliche
Aussagen zur Korrelation von 7-Hydro-8-Oxo-2'-Deoxy-
guanosin-Verbindungen und Zigarettenkonsum [92, 180].

Inwiefern Inhaltsstoffe des Rauches oder die bei Rau-
chern vermehrt nachweisbaren Leukozyten im Ejakulat
ursächlich verantwortlich sind, ist nicht geklärt. Denkbar
ist eine durch Rauchen vermittelte Entzündungsreaktion,
in deren Gefolge Leukozyten attrahiert werden. Inflam-
matorische Zytokine wie IL-6 und IL-8 bewirken ursäch-
lich das Vorhandensein von Leukozyten im Ejakulat
[131]. Aktivierte Leukozyten können mit konsekutiver
Überforderung der organeigenen antioxidativen Kapazi-
tät sehr hohe Spiegel von ROS generieren [181]. Das
Seminalplasma von Rauchern zeichnet sich zudem durch
geringere antioxidative Kapazität aus [86]. Zudem ist das
Zigarettenrauchen bei Männern direkt mit oxidativen

Schäden an der DNA der Spermatozoen assoziiert [86,
177, 179], darüber hinaus finden sich häufiger morpho-
logisch abnormale Zellen [182].

Neue Erkenntnisse weisen klar aus, daß maternales Rau-
chen in der Schwangerschaft mit einer deutlich reduzier-
ten Ejakulatqualität des männlichen Nachkommens und
ggf. mit weiteren Risiken wie Hodenkarzinomen, Epi-
oder Hypospadien und Kryptorchismus assoziiert sein
kann [183–185]. Bereits passives Rauchen der Schwan-
geren ist mit reduzierten Schwangerschafts- und Implan-
tationsraten sowie einer beeinträchtigten Embryoqualität
assoziiert [186].

Alkohol, Kaffee und Drogen
Moderater Alkohol- und Kaffeegenuß scheinen keinen si-
gnifikant negativen Einfluß auf die Integrität ejakulierter
Spermatozoen zu haben [92]. Werden jedoch mehr als
3 Tassen Kaffee täglich konsumiert, besteht zumindest
einer Studie zufolge die Gefahr der Zunahme von Dop-
pelstrangbrüchen [187]. Der Konsum von Kokain führt
ebenso zu Schäden an der DNA [188]. Bei eigenen Pati-
enten fanden sich bereits nach unregelmäßigem Rauchen
von Haschisch Raten von über 62 % fragmentierter DNA
in ejakulierten Spermatozoen. Untersuchungen zu ande-
ren Drogen liegen noch nicht vor.

Heilmittel und Arbeitsstoffe
Der weltweit zunehmende Einsatz alternativer Heilver-
fahren und Substanzen wie Johanniskraut, Gingko biloba
und Echinacea purpura zeigt mutagene Einflüsse an Sper-
matozoen [189]. Die weiterhin diskutierte Vermittlung
durch Arbeitsstoffe oder Umweltgifte ist nicht abschlie-
ßend beurteilbar [190]. Phytoöstrogene bewirken zumin-
dest im Tiermodell eine Zunahme der Apoptose [191].

Tabelle 1: Korrelationen zwischen DNA-Schädigung und männlicher Fertilität in vivo

Autor/Jahr Studienpopulation Technik Parameter Ergebnis

Spender Infertilitäts- Spender Infertilitäts- Signifikanz
patienten patienten

Hughes et al., n = 20 Norm (n = 20) Comet DF 81,7 ± 24,5 79,9 ± 42,3 > 0,05
1996 [103] Oligo (n = 20) 85,1 ± 28,6 > 0,05
Hughes et al., n = 20 Norm (n = 20) Comet DF 81,7 ± 24,5 56,1 ± 68,3 < 0,05
1996 [103] Oligo (n = 20) Nach Exposi- 45,0 ± 36,7 < 0,05

tion mit H2O2

Kodama et al., n = 17 n = 19 HPLC OhdG 1,5 ± 0,2 1,0 ± 0,1 < 0,05
1997 [87]
Shen et al., n = 54 n = 60 HPLC OhdG 10,03 4,79 < 0,001
1999 [192]
Spano et al., 215 neu untersuchte Männer SCSA DFI Fekundabilität sinkt, wenn > 20 %
2000 [36] Keine Schwangerschaft, wenn > 40 %
Gandini et al., n = 23 OAT (n = 29) TUNEL DF 2,5 ± 1,2 11,0 ± 4,3 < 0,001
2000 [193] Hodgkin’s (n = 28) 11,3 ± 4,9

TC (n = 30) 11,3 ± 4,4
Zini et al., n = 7 n = 33 AO DD 25,4 ± 3,0 10,2 ± 2,3 0,028
2001 [41] DD und DF:

(r = 0,71;
p < 0,0001)

TUNEL DF 13,3 ± 2,5 27,6 ± 2,5 0,016
Zini et al., Norm (n = 13) AO DD 11,1 % ± 3,7 < 0,001
2002 [194] Non-Azo (n = 75) 23,1 % ± 1,8
Saleh et al., n = 16 Norm (n = 21) SCSA DFI 15 (11,20) 23 (15,32) 0,002*
2002 [79] Non-Azo (n = 71) 28 (18,41) 0,27*

AO = Akridinorange; DD = DNA-Denaturation; DF = DNA-Fragmentation; DFI = DNA-Fragmentationsindex; HPLC = high-performance liquid
chromatography; Non-Azo = non-Azoospermie (Nachweis u. a. multipler Störungen); Norm = Normozoospermie; OAT = OhdG = 8-hydroxy-
deoxyguanosin; Oligoasthenoteratozoospermien; Oligo = Oligozoospermie; SCSA = sperm chromatin structure; TC = testikuläres Karzinom.
* Verglichen mit Spendern
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Konsequenzen hoher DNA-Fragmentationen
humaner Spermatozoen

Männliche Infertilität
Zunehmend kristallisiert sich heraus, daß jedwede Stö-
rung der Organisation des paternalen Genoms während
der Spermatogenese negativ mit der fertilen Kapazität
korreliert ist (Tab. 1). Derzeit scheint gesichert zu sein,
daß eine wie auch immer geartete Störung der Chroma-
tinstruktur mit männlicher Subfertilität einhergeht, wenn-
gleich Konzentration, Motilität und sogar Morphologie
im Ejakulat nicht unbedingt von der Norm abweichen
müssen. Die mittels SCSA ermittelte Frequenz intakter
DNA war in einer prospektiv angelegten Studie der beste
prädiktive Parameter [40]. Zahlreiche Studien haben un-
ter Anwendung nahezu aller verfügbaren Testmethoden
gezeigt, daß Infertilitätspatienten jeweils höhere Raten
fragmentierter DNA aufwiesen. Die DNA-Fragmentation
erweist sich zudem als unabhängiger, mit den konventio-
nellen Verfahren nicht zu detektierender prädiktiver Para-
meter [195–198]. Von einer normwertigen Samenprobe
kann ausgegangen werden, wenn nicht mehr als 30 %
der Zellen Anzeichen für eine erhöhte Suszeptibilität im
SCSA-Test aufweisen [40].

Anomalien der Chromatinorganisation spielen wahr-
scheinlich auch bei spezifischen Spermatogenesestörun-
gen eine Rolle (Maturationsarrest). So wurden höhere
DNA-Fragmentationsraten in testikulären Spermatozoen
von Patienten mit komplettem Arrest gefunden [40, 66].
Neben der primären, zur Fragmentation der DNA führen-
den Ausreifungsstörung erweisen sich Spermatozoen von
Infertilitätspatienten als verstärkt empfindlich gegenüber
Bruchinduktionen, z. B. durch H2O2 oder Strahlung [100].
In eingeschränktem Umfang konnte dies durch Applika-
tion von Ascorbat oder Alpha-Tocopherol inhibiert wer-
den [199].

Korrelation der DNA-Fragmentation mit konventionell
erhobenen Samenzellparametern
Eine Übersicht zu publizierten Korrelationen der Stan-
dardsamenzellparameter mit der Frequenz nachweis-
barer DNA-Fragmentationen gibt Tabelle 2. Spermatozo-
en aus Ejakulaten, die eine subnormale Konzentration,
Motilität oder Morphologie aufweisen, haben jeweils er-
höhte Raten fragmentierter DNA. Denaturierte DNA in
Spermatozoen zeigt dabei den geringsten Variationskoef-

fizienten, gefolgt von Motilität und Konzentration ermit-
telt aus zwei konsekutiven Proben infertiler Männer [41].

Bedeutung der DNA-Fragmentation für die Methoden
der assistierten Reproduktion
Der weltweit zunehmende Einsatz der assistierten Repro-
duktion bei zunehmend abgesicherter Evidenz der Not-
wendigkeit der Beachtung von inhärenter und ggf. iatro-
gen zugefügter DNA-Fragmentation erfordert die Re-Eva-
luation aller in der ART eingesetzten Verfahren. Erste Stu-
dien zum Thema liegen vor [171, 202, 203]. Einen Über-
blick zur Korrelation von DNA-Fragmentation mit dem
Erfolg der assistierten Reproduktion zeigt Tabelle 3.

Intrauterine Insemination
Die intrauterine Insemination ist weit verbreitet und
zeichnet sich durch die geringste Beeinflussung der
natürlichen Konzeption unter Aufbereitung des Ejakula-
tes aus. Die Erfolgsraten streuen stark zwischen 5 % und
66 % pro Zyklus [202, 209], wobei die in den zugrunde-
liegenden Untersuchungen nicht erfaßte DNA-Fragmen-
tation möglicherweise verursachend eingewirkt hat. Mit-
tels TUNEL-Assay wurde ermittelt, daß in Fällen einer er-
folgreichen Schwangerschaft die Fragmentationsrate im
Mittel unter 7,3 % lag, während keine Schwangerschaft
bei Fragmentationsraten größer 12 % eintrat. Mit steigen-
den Fragmentationsraten werden zudem Fehlgeburten
häufiger [206].

In-vitro-Fertilisation (IVF)
Traditionell wurden schlechte Embryoqualitäten nach
IVF als Eizellproblem angesehen. Standardsamenzell-
parameter sind insgesamt ungeeignet, eine erfolgreiche
Schwangerschaft vorherzusagen, sodaß alsbald dem
paternalen Genom zugrunde liegende Faktoren als verur-
sachend vermutet wurden [207, 210]. Anhand der Mes-
sung der Fragmentation konnte die direkte positive Korre-
lation zu den Ergebnissen von IVF und ICSI hergestellt
werden [211]. Unmittelbar beeinflußt wird die Entwick-
lung bis zur Blastozyste [212, 213]. Schäden der Spermi-
en-DNA korrelieren signifikant negativ mit einer erfolg-
reichen klinischen Schwangerschaft [200].

Intrazytoplasmische Injektion von Spermatozoen in die
Eizelle (ICSI)
Weil bei einer ICSI nahezu alle biologischen Selektions-
barrieren ausgeschaltet werden, ist der Erfolg nur mit

Tabelle 2: Korrelation von DNA-Schaden und Spermatozoenqualität

Autor/Jahr Studienpopulation Technik Parameter Ergebnis*

Spender Patienten Konzentration Morphologie Motilität Fertilisations-
kapazität

Kodama et al., n = 17 n = 19 HPLC 8-Oxo-dG –0,49 (0,001)
1997 [87]
Shen et al., n = 54 n = 60 HPLC 8-Oxo-dG –0,42 (< 0,001) 0,38 (< 0,001) –0,24 (< 0,01)
1999 [192]
Irvine et al., n = 12 n = 29 Comet DF –0,54 (0,001) –0,37 (0,026) –0,37 (0,026)
2000 [105] NT DF –0,66 (< 0,0001) –0,38 (0,016) –0,38 (0,016)
Chan et al., n = 39 Comet DF 0,493 (< 0,05)
2001 [39]
Tomlinson et al., n = 140 NT DF –0,24 (0,01) –0,20 (0,004)
2001 [200]
Saleh et al., n = 16 n = 92 SCSA DFI –0,31 (0,001) –0,040 (< 0,0001) –0,47 (< 0,0001)
2003 [201]

8-Oxo-dG = 7-Hydro-8-Oxo-2'-Deoxyguanosin; DF = DNA-Fragmentation; HPLC = high-performance liquid chromatography; NT = in situ nick
translation; SCSA = sperm chromatin structure. * Verglichen mit Spendern
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geringer Aussagekraft anhand der klassischen Spermio-
grammvariablen vorhersagbar. Maßgeblichen Einfluß
auf den Ausgang der Prozedur hat die funktionelle
Kompetenz des paternalen Genoms. Allerdings bedeutet
das Vorliegen von Fragmentationen nicht das Ausbleiben
von Fertilisation und die Ausbildung von Vorkernstadien
[90]. Prinzipiell besteht jedoch eine signifikante Korre-
lation zwischen DNA-Fragmentationen und der Schwan-
gerschaftsrate nach ICSI [34, 204, 214]. Die korrekte Pak-
kung des Chromatins um das Protamingerüst wird als
entscheidend für eine optimale Entfaltung des männ-
lichen Genoms angesehen. Obwohl im Rahmen einer
ICSI-Prozedur nach Morphologie und Motilität subjektiv
selektiert wird, werden derzeit Erfolgsraten von nicht
höher als 65 % erzielt [215]. Möglicherweise spielen
Schäden an der DNA auch hier eine Rolle [216, 217].
Mittels SCSA wurde ein Versagen nach IVF und ICSI
immer dann festgestellt, wenn der DFI 27 % überschritt
[114].

Testikuläre Spermatozoenextraktion
Chirurgisch extrahierte testikuläre Spermatozoen werden
häufig zur ICSI verwandt. Solche Spermatozoen weisen
besonders ausgeprägt Fragmentationen auf, womöglich
durch das lange Persistieren im Hoden vermittelt [218].
Allerdings schneiden testikuläre Spermatozoen besser als
epididymale ab, woraus der Schluß gezogen werden
könnte, daß immature Spermatozoen besonders suszep-
tibel für äußere Einflüsse sind. Im Falle einer obstruktiven
Azoospermie wurde empfohlen, eher testikuläre als epi-
didymale Spermatozoen zu verwenden [219].

Embryoqualität
Die im Ejakulat meßbare Fragmentationsrate korreliert
negativ mit der weiteren Embryonalentwicklung nach IVF
und ICSI [220]. Die an Histone gebundene DNA des
männlichen Pronukleus wird während der frühen Em-
bryonalentwicklung aktiv abgelesen [221]. Ausgeprägte
Störungen können bis zum frühen Tod des Embryos füh-
ren [213].

Auswirkungen auf die Nachkommen
Anomalien in der Chromatinstruktur können die Initia-
tion und Regulation der paternalen Genaktivität und so-
mit die Embryonalentwicklung beeinflussen [221]. In-
wiefern sich solche Störungen auswirken können, hängt
u. a. von der Reparaturkapazität der Oozyte ab.

Infertilität der Nachkommen
Eine wichtige Konsequenz einer erhöhten DNA-Frag-
mentation in Spermien für die Nachkommen ist deren
potentielle Infertilität [222]. Zu erwarten ist diese haupt-
sächlich bei Y-chromosomalen Formen (Mikrodeletionen)
der Infertilität [223].

Im nicht-rekombinierenden Areal des Y-Chromosoms
finden sich die als Azoospermiefaktoren bezeichneten
Regionen AZF-a, -b und -c, mit wichtigen Genen für die
Spermatogenese [224]. Deletionen in diesen Gebieten
führen zu spezifischen testikulären Phänotypisierungen.
So führen Deletionen in AZFa zu Sertoli cell only-Syn-
dromen; in AZFb entsteht ein Spermatogenesearrest im
Pachytänstadium. Bei Mikrodeletionen in der Region

Tabelle 3: Korrelation von DNA-Fragmentation und Erfolg der assistierten Reproduktion

Autor/Jahr Studien- ART- Technik Para- Ergebnis#

population* Prozedur meter

Fertilisations- Embryonal- Schwangerschaft
rate entwicklung

Sun et al., n = 298 IVF TUNEL DF –0,16 (0,05) –0,20 (0,02)
1997 [35]
Lopes et al., n = 150 ICSI TUNEL DF –0,23 (0,0117) Keine Korrelation
1998 [34]
Larson et al., n = 24 ICSI SCSA DFI 15,4 ± 4,6 vs.
2000 [204] 31,3 ± 3,2;

p = 0,001+;
keine Schwanger-
schaft, wenn > 27 %

Host et al., Oligo (n = 50) IVF TUNEL DF –0,61 (< 0,01)
2000 [196] Oligo (n = 50) ICSI 0,06 (> 0,05)
Tomlinson et al., n = 140 IVF NT DF –0,20 (0,004) 2,0 ± 0,3 vs.
2001 [200] 4,0 ± 0,7#; p = 0,02
Raman et al., n = 15 IVF Comet DF 0,567 (< 0,05)
2001 [205]
Duran et al., n = 119 IUI TUNEL DF 7,3 ± 3,5 vs.
2002 [206] 13,9 ± 10,8#;

p = 0,044;
keine Schwanger-
schaft, wenn > 12 %

Tomsu et al., n = 40 IVF Comet DF –0,567 (< 0,044)
2002 [207]
Morris et al., n = 60 ICSI Comet DF –12,77 (0,003) mit
2002 [208] 100 % Embryo-

teilungsrate
Saleh et al., n = 16 IUI (n = 19) SCSA DFI –0,70 (0,03) -0,70 (0,03) p < 0,0001
2003 [201] IVF (n = 10)

ICSI (n = 4)

ART = assistierte Reproduktion; DF = DNA-Fragmentation; DFI = DNA-Fragmentationsindex; ICSI = intrazytoplasmische Injektion von Spermato-
zoen in Eizellen; IUI = intrauterine Insemination; IVF = In-vitro-Fertilisation; NT = in situ nick translation. * Zahl der eingeschlossenen Patienten;
# r = Korrelationskoeffizient und P-Werte in Klammern; + Vergleich Schwangerschaften vs. keine Schwangerschaften
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AZFc wird die Spermatogenese auf der Höhe der Sper-
matiden arretiert [225]. Diese Y-Chromosom-Mikrodele-
tionen enstehen de novo, man findet sie kaum bei Vätern
betroffener Patienten [226].

Reparatur und Prävention der DNA-Fragmentation
• Intraoozytäres Remodelling des paternalen Genoms:

Fertilisierte Ooyzyten verfügen in begrenztem Umfang
über Reparaturkapazitäten, die nach der Spermato-
zoenpenetration bis zum Beginn der nächsten S-Phase
wirksam werden können [98, 227]. Die Auswirkungen
geschädigter Spermatozoen-DNA auf die Nachkom-
men werden somit direkt von der Eizelle mitbestimmt
[97, 228].

• Transitionsproteine:
Transitionsproteine von Säugern werden in hohem
Maße während der Spermiogenese parallel zum Chro-
matinremodelling exprimiert. Letzteres umfaßt Repara-
turen und die Insertion sog. Nicks. TP1 kann die Repa-
ratur stimulieren, was am Beispiel UV-induzierter Ein-
zelstrangbrüche experimentell belegt wurde. Im weite-
ren wurde geschlußfolgert, daß TP1 eine Rolle in der
Reparatur genotoxischer Insulte zukommt [229, 230].
Reparaturenzyme haben eine entscheidende Bedeu-
tung bei der Reparatur von Fehlern der Meiose [231].

• Prävention der Fragmentationsinduktion:
Zahlreiche Untersuchungen haben auf molekularer Ebe-
ne den deletären Einfluß verschiedener Aufbereitungs-
verfahren bestätigt. Insbesondere einfache Waschschrit-
te, die Zentrifugation und die Kryokonservierung kön-
nen zur Induktion von DNA-Fragmentationen führen.

Die direkte Ejakulation in Waschmedien wurde mit dem
Ziel eingeführt, den Anteil von Spermatozoen ohne Anti-
körperbindung zu erhöhen und somit die Erfolgsraten der
ART zu verbessern [232]. Parallel zeigte sich eine Reduk-
tion von DNA-Fragmenten. Indirekt wurde gefolgert, daß
via Verhinderung von Bakterieneinflüssen und ROS-Ein-
wirkung die Fertilisationsraten verbessert werden können
[233].

Unter Verzicht auf eine Zentrifugation konnte im Rahmen
der IVF der Swim-up zur Verbesserung der Erfolgsraten
beitragen [234]. Durch Nutzung der Gravitationskraft
und Progressivmotilität erreicht die Glaswollfiltration bei
adäquater Materialwahl ebenfalls sehr gute Aufreinigun-
gen von Spermatozoen mit intakter DNA [235].

Parallel wurden die Zentrifugationsmethoden dahinge-
hend optimiert, inhärente iatrogene DNA-Schäden zu
verhindern. Die Anreicherung morphologisch ausgereif-
ter Spermatozoen mit hoher DNA-Integrität mittels Dich-
tegradientenzentrifugation wurde als Standardverfahren
etabliert [236, 237]. Die Dichtegradientenzentrifugation
erlaubt eine signifikante Anreicherung von Spermato-
zoen mit intakter DNA [238, 239]. In der Kombination
mit Swim-up werden Spermatozoen mit höchster Quali-
tät aufgereinigt. Auf molekularer Ebene wurde gezeigt,
daß diese Aufbereitung zu einer signifikanten Zunahme
der Motilität, der Integrität des mitochondrialen Mem-
branpotentiales und einer Deaktivierung der Caspasen
führt (Publikation in Vorbereitung).

Dieser nachhaltige Normalisierungseffekt effizienter
Separationsverfahren scheint andererseits ursächlich
dafür verantwortlich zu sein, daß die Standardsamenzell-

parameter nicht geeignet sind, prognostische Aussagen
zu Fertilisierung und Schwangerschaft zu treffen [200].

Mit dem Einsatz der Methoden der assistierten Reproduk-
tion und der damit verbundenen Umgehung natürlicher
Selektionsgrenzen nimmt die Gefahr der Befruchtung ei-
ner Einzelle mit einem Spermatozoon mit fragmentierter
DNA zu. Verbunden damit sind trotz primärer Fertilisie-
rung die ausbleibende Embryonalentwicklung und nor-
mal ablaufende Schwangerschaft.

In der jüngeren Vergangenheit wurden mehrere neue
Methoden der Spermatozoenseparation entwickelt, die
es ermöglichen sollen, Spermatozoen mit intakter DNA,
Struktur und Funktion aus dem Ejakulat anzureichern.
Mittels der Annexin V-basierten Separation von Sperma-
tozoen im Magnetfeld [240, 241] oder sogenannter
molekularer Glaswolle [242], der Bindung an Hyaluron-
säure [243, 244], der elektrophoretischen Auftrennung
[245, 246] oder der manuellen Selektion unter sehr star-
ker Vergrößerung [247–249] konnten bereits erste Erfolge
erzielt werden.

Die Selektion mittels Annexin V führt zu verbesserten
Befruchtungsraten im Rahmen von IVF und ICSI bei Pro-
banden [203] und Patienten (Publikation in Vorbereitung)
und kann sehr einfach mit konventionellen Selektions-
methoden kombiniert werden [202]. Auch vor der Kryo-
konservierung bietet sich eine Annexin V-Separation an
[250].

Weiters wurde eine positive Beeinflussung der Motilität
mittels In-vitro-Kultur für 48–72 h bei 37 °C beschrieben
[251]. Zudem wurde eine Abnahme von Einzelstrang-
brüchen bei obstruktiver Azoospermie nach Kultur über
3 Tage erzielt [251]. Ebenso konnte bei unreifen testi-
kulären Spermatozoen mittels Kultur für 48 h die Zahl
TUNEL-negativer Spermatozoen erhöht werden [252].

Unter der Annahme der posttestikulären Vermittlung von
DNA-Schäden durch ROS wurde der präventive Effekt
der Zugabe von Antioxidantien untersucht. In vitro
gelingt eine Prävention von Bestrahlungsschäden durch
Zugabe von Ascorbat, alpha-Tocopherol und Urat [253].
Isoflavone (Genistein, Equol) zeigen gegenüber diesen
Substanzen bereits in sehr niedriger Dosierung überlege-
ne protektive Eigenschaften, womit diesen oder neuen
Substanzen möglicherweise eine größere Bedeutung zu-
kommen wird [254].

Aufgrund der klar ausgewiesenen negativen Beeinflus-
sung der Spermatozoenqualität und der Gesundheit ins-
besondere männlicher Nachkommen sollte eine unbe-
dingte Abstinenz von aktivem und auch passivem Rau-
chen empfohlen werden. Hingegen ist der Einfluß von
Drogen bzw. der Anwendung traditioneller Heil- und
Hilfsmittel nicht genau bekannt. Wenn möglich, sollte
jedoch die Vermeidung jedweder Noxen angestrebt wer-
den. Die Belastung durch Arbeitsstoffe muß individuell
geprüft werden.

Erfahrungen

Die Organisation des Chromatins im ejakulierten Sper-
matozoon ist hochkomplex. Grundlage für eine ord-
nungsgemäße Dekondensation, die ihrerseits Garant für
die Ausbildung gesunder Nachkommen ist, ist die voll-
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ständig ungestört ablaufende Verpackung des paternalen
Genoms und der Schutz vor post-testikulären Beschädi-
gungen.

Die Integrität der DNA im Spermatozoon stellt heute
einen eigenständigen Parameter der männlichen Fertilität
dar. Dieser kann mit zahlreichen neuen Tests gemessen
werden. So lassen sich DNA-Fragmentationen quantifi-
zieren und mit den in großen Untersuchungen aufgestell-
ten Schwellenwerten die individuelle fertile Kapazität
in vivo und in vitro besser abschätzen. Umfangreiche
Evidenz besteht bisher jedoch nur für den SCSA-Test.

Hinweise für die Praxis

Der Stellenwert der traditionellen Ejakulatparameter in
der Diagnostik der männlichen Infertilität wird anhaltend
seit mehr als 60 Jahren diskutiert. Das klassische Sper-
miogramm liefert in erster Instanz eine prognostische
Information für das kinderlose Paar, wenngleich diese
Parameter keine absoluten Schwellen anzeigen. Neue
Tests, die die Spermatozoenfunktion mit Relation zum
natürlichen Geschehen messen können, wurden einge-
führt: die Messung der Produktion reaktiver Sauerstoff-
spezies und der DNA-Fragmentation. Die Messung der
DNA-Fragmentation gewinnt aufgrund ihrer positiven
Korrelation zu den Ergebnissen der assistierten Repro-
duktion zunehmend an Bedeutung. Von 1996 bis 2002
erhöhte sich der Anteil von ART-Behandlungen um 78 %,
sodaß zunehmend Kinder mit Hilfe der ART geboren wer-
den. Verschiedene Testsysteme wurden bisher mit Erfolg
etabliert. Die allgemeine Akzeptanz der Erfassung der
Integrität des paternalen Erbgutes im Ejakulat steht je-
doch aufgrund der Komplexität und Heterogenität der
Tests noch aus.
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