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Abstract  

This thesis deals with the comparison of the effects on sperm cells in terms of motility, 

viability and DNA fragmentation index (DFI), which occur through the process of 

vitrification, a special process of cryopreservation. Sperm cryopreservation is a widely 

used method in assisted reproductive technology (ART) to obtain sperm cells from men 

and represents a therapeutic solution for patients suffering from cancer or undergoing 

hormonal therapy. Precautionary cryopreservation of sperm is currently the only 

clinically available technique for preserving male gametes and allowing later fertility 

treatment. In this thesis, the ejaculate of sperm donors was analyzed before and after 

vitrification, in order to compare the effects of cryopreservation. Motility was 

determined using the Makler counting chamber, which enables determination of 

concentration and motility at the same time. The viability of the sperm cells was 

determined using an eosin-negrosine test. A Halosperm® was then carried out to 

determine the DFI. 

The results of the motility and viability determination as well as the DFI showed a 

significant difference before and after vitrification, with a decrease in motility and 

viability and an increase in DNA fragmentation of the sperm cells. From the results it 

can be concluded that the vitrification and the subsequent thawing leads to cellular 

damage, which is associated with reduced motility, viability and DNA integrity. 
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Kurzfassung 

Diese Arbeit beschäftigt sich mit dem Vergleich der Effekte auf Samenzellen 

hinsichtlich der Motilität, Vitalität und DNA-Fragmentationsindex (DFI), welche durch 

das Verfahren der Vitrifikation, einem speziellen Verfahren der Kryokonservierung, 

auftreten. Die Kryokonservierung von Spermien ist in der assistierten 

Reproduktionstechnologie (ART) eine weitverbreitete Methode, um Samenzellen von 

Männern zu erhalten und stellt eine therapeutische Lösung für Patienten dar, welche 

an einer Krebserkrankung leiden oder sich einer Hormontherapie unterziehen. Die 

vorsorgliche Kryokonservierung von Spermien ist derzeit die einzige klinisch 

verfügbare Technik zum Erhalt männlicher Gameten und ermöglicht eine 

Kinderwunschbehandlung zu einem späteren Zeitpunkt. Um den Vergleich der Effekte 

der Vitrifikation zu untersuchen, wurde in dieser Arbeit das Ejakulat von 

Samenspendern jeweils vor und nach der Vitrifikation analysiert. Die 

Motilitätsbestimmung erfolgte mithilfe der Maklerkammer, welche eine gleichzeitige 

Konzentrations- und Beweglichkeitsbestimmung ermöglicht. Die Vitalität der 

Samenzellen wurde mittels einem Eosin-Negrosin-Test bestimmt. Um den DFI zu 

bestimmen, wurde anschließend ein Halosperm® durchgeführt. 

Sowohl die Ergebnisse der Motilitäts- und Vitalitätsbestimmung, als auch des DFI’s 

zeigten einen signifikanten Unterschied jeweils vor und nach der Vitrifikation, wobei es 

zu einer Abnahme der Beweglichkeit und Vitalität kam und zu einer Zunahme der DNA-

Fragmentationen der Samenzellen. Aus den Ergebnissen lässt sich schließen, dass 

es durch die Vitrifikation und dem anschließenden Auftauen zu zellulären 

Schädigungen kommt, welche mit einer verminderten Motilität, Vitalität und DNA-

Intaktheit einhergehen.  



 

Abstract  

This thesis deals with the comparison of the effects on sperm cells in terms of motility, 

viability and DNA fragmentation index (DFI), which occur through the process of 

vitrification, a special process of cryopreservation. Sperm cryopreservation is a widely 

used method in assisted reproductive technology (ART) to obtain sperm cells from men 

and represents a therapeutic solution for patients suffering from cancer or undergoing 

hormonal therapy. Precautionary cryopreservation of sperm is currently the only 

clinically available technique for preserving male gametes and allowing later fertility 

treatment. In this thesis, the ejaculate of sperm donors was analyzed before and after 

vitrification, in order to compare the effects of cryopreservation. Motility was 

determined using the Makler counting chamber, which enables determination of 

concentration and motility at the same time. The viability of the sperm cells was 

determined using an eosin-negrosine test. A Halosperm® was then carried out to 

determine the DFI. 

The results of the motility and viability determination as well as the DFI showed a 

significant difference before and after vitrification, with a decrease in motility and 

viability and an increase in DNA fragmentation of the sperm cells. From the results it 

can be concluded that the vitrification and the subsequent thawing leads to cellular 

damage, which is associated with reduced motility, viability and DNA integrity. 
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1. Einleitung 
Die Kryokonservierung von Spermien ist in der assistierten Reproduktionstechnologie 

(ART) eine weitverbreitete Methode, um Samenzellen von Männern zu erhalten, 

welche beispielsweise von einer hochgradigen Oligozoospermie oder 

Ejakulationsstörungen betroffen sind und stellt unter anderem eine therapeutische 

Lösung für Patienten dar, welche an einer Krebserkrankung leiden oder sich einer 

Hormontherapie unterziehen. Die vorsorgliche Kryokonservierung von Spermien ist 

derzeit die einzige klinisch verfügbare Technik zum Erhalt männlicher Gameten und 

ermöglicht eine Kinderwunschbehandlung zu einem späteren Zeitpunkt. Durch die 

reprotoxische Wirkung dieser Behandlungen können diese in einer therapiebedingten 

Infertilität resultieren. R. G. Bunge und J. K. Sherman versuchten erstmals 1953 durch 

kryokonservierte Samenzellen eine Lebendgeburt bei Menschen zu erzielen. Hierbei 

verwendeten sie eine Methode, bei welcher Trockeneis eingesetzt und als 

Kryoprotektivum Glycerol verwendet wurde1. Bei dieser Methode handelte es sich um 

das sogenannte Slow-Freezing, bei welchem die Zellen durch langsames und 

schrittweises Abkühlen der Umgebungstemperatur eingefroren werden. Ein weiteres 

Verfahren der Kryokonservierung ist die Vitrifikation. Hierbei werden die Proben durch 

direktes Eintauchen in flüssigen Stickstoff rapide auf -196°C abgekühlt. Da bei der 

Kryokonservierung von Eizellen und Embryonen die Vitrifikation den Goldstandard 

darstellt2 soll nun auch versucht werden, eine geeignete Vorgehensweise dieser 

Methode für Spermien zu entwickeln.  

Trotz des Vorteils der Kryokonservierung ist bekannt, dass das Einfrieren und 

anschließende Auftauen, für die Spermien schädlich ist. So verursacht dieses 

Verfahren eine signifikante Abnahme der Motilität, Vitalität, Chromatinstabilität und 

Membranintegrität und verursacht morphologische Veränderungen der Samenzellen3. 

Dieser Verlust der Spermienqualität ist besonders bei Patienten, deren 

Spermienparameter von vornherein eingeschränkt sind, signifikant4. Des Weiteren 

kann eine Kryokonservierung von Samenzellen auch Schäden der 

Desoxyribonukleinsäure (DNA) induzieren. Durch Schäden an der mitochondrialen 

Membran wird der Prozess der Energieproduktion unterbrochen, was zu einer 

verringerten Adenosintriphosphat (ATP)-Verfügbarkeit in den Spermien führt3. Aus 

ATP entsteht durch Adenylyl Cyclase das zyklische Adenosinmonophosphat (cAMP)5. 

cAMP ist für Ereignisse, die während der Kapazitation auftreten, einschließlich der 
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Aktivierung der Motilität, Änderungen im Motilitätsmuster, die als Hyperaktivierung 

bekannt sind, und für die Entwicklung der Fähigkeit, die Akrosomreaktion einzugehen, 

wesentlich5. Somit kann eine reduzierte ATP-Verfügbarkeit mit einer Verringerung der 

Beweglichkeit der Samenzellen einhergehen. Die Unversehrtheit der Spermien scheint 

der entscheidende Faktor für den Erfolg der Befruchtung sowohl bei natürlichen als 

auch bei assistierten Reproduktionsmethoden zu sein6.  

 

1.1. Humanes Spermium 
Bei männlichen menschlichen Individuen kommt es gleichzeitig mit Eintreten der 

Pubertät zur Spermienproduktion und -reifung, der sogenannten Spermatogenese. Die 

Keimstränge im kindlichen Hoden entwickeln beim Eintreten der Pubertät ein Lumen 

und entwickeln sich zu Samenkanälchen, den sogenannten Tubuli seminiferi corti, in 

dessen Basalmembran sich die Spermatogonie, welche die lokale männliche 

Stammzelle darstellt, befindet. Im Laufe der Spermatogenese reifen die 

Spermatogonien heran und wandern immer weiter Richtung Lumen. Dabei werden 

unterschiedliche Entwicklungsstadien durchlaufen, welche sich in die Mitose, Meiose 

und Spermiohistogenese unterteilen lassen. Unter der Mitose der Spermatogenese 

versteht man die Vermehrungsphase. Im Zuge dieser Phase kommt es einerseits zur 

mitotischen Teilung der Spermatogonien, welche eine anschließende Reifung zum 

Spermium durchlaufen, andererseits kommt es bei einem Teil der Spermatogonien zu 

einer homonymen mitotischen Teilung, wodurch die Aufrechterhaltung der 

Stammzellenpopulation gesichert wird. Diejenigen Spermatogonien, welche zur 

weiteren Reifung bestimmt sind, teilen sich heteronym, wobei die so entstehenden 

Tochterzellen durch Zytoplasmabrücken miteinander verbunden bleiben und teilen 

sich anschließend noch einmal mitotisch. In der Phase der Spermiohistogenese reifen 

die Spermatiden in den Hodenkanälchen zu befruchtungsfähigen Spermatozyten 

heran.  
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Abbildung 1: Spermatogenese adaptiert nach Thomas Weyerstahl: Duale Reihe Gynäkologie und 
Geburtshilfe. Stuttgart, Thieme, 4. Auflage, 2013  

 

Im Zuge dessen werden die Spermatiden elongiert, der Zellkern kondensiert und es 

kommt zur Bildung des Akrosoms aus dem Golgi-Apparat. Des Weiteren kommt es zur 

Einlagerung der Mitochondrien in das Mittelstück und zur Bildung einer Geißel, dem 

Kinozilium, wodurch sich das Spermium schlussendlich selbstständig fortbewegen 

kann. 

Über die Samenkanälchen wandern die Spermien in den Ductus epididymidis, den 

Nebenhodengang, in welchem die Ausreifung abgeschlossen wird.  Hier wird das 

ausgereifte, unbewegliche Spermatozoon bis zur Ejakulation gespeichert. Erst durch 

den Kontakt der Spermien mit der Samenflüssigkeit des Ejakulats werden die 

Spermien durch den alkalischen pH-Wert aktiviert und beweglich. Durch die in der 

Samenflüssigkeit enthaltenen Fructose werden die Samenzellen mit Energie versorgt. 

Die Spermatogenese umfasst die Bildung der Spermatogonie, welche die lokale 

männliche Stammzelle darstellt, im Keimepithel der Tubuli seminiferi des Hodens.  
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Abbildung 2: Aufbau einer humanen Samenzelle adaptiert nach Mariana Ruiz Villarreal: Human 
Spermatozoa. 2006 

 

 

1.2. Samenanalyse 
Das Laborhandbuch der World Health Organisation (WHO) zur Untersuchung von 

menschlichem Samen und der Sperma-Zervixschleim-Interaktion wurde erstmals 

1980, als Antwort auf einen wachsenden Bedarf der Standardisierung von Verfahren 

zur Untersuchung menschlichen Ejakulats, veröffentlicht. Das Handbuch wurde 

seitdem viermal überarbeitet (2-5) und in mehrere Sprachen übersetzt. Im Jahr 2021 

wurde das Handbuch abermals überarbeitet, wodurch Version 6 nun die aktuelle 

Ausgabe ist.  

Der Teil der Samenanalyse ist in drei Kapitel geteilt: Basisuntersuchungen, welche 

Routineverfahren für die Bestimmung von Samenparametern sind und von jedem 

Labor durchgeführt werden können, welche Samenanalysen anbieten; erweiterte 

Analysen, welche in ausgewählten Laboratorien angeboten werden; und 

weiterführende Untersuchungen, die derzeit nicht routinemäßig Anwendung bei der 

Erstbeurteilung der männlichen Fertilität finden.  

1.2.1. Basisuntersuchung 
Bei der Basisuntersuchung wird neben der Anzahl, der Beweglichkeit und der 

Morphologie der Samenzellen auch das Volumen, die Farbe, die Verflüssigungszeit, 

die Viskosität und der pH-Wert des Ejakulats bestimmt.  

Die Anzahl der Spermien spiegelt die Spermienproduktion in den Hoden wider, die 

Durchgängigkeit des posttestikulären Gangsystems, die Wirksamkeit der 
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Muskelkontraktionen der Nebenhoden und Vasa deferentia, und die Erektions- und 

Ejakulationseffizienz, um ein spermienreiches Ejakulat auszustoßen.  

Nach der makroskopischen Analyse der Farbe, Verflüssigungszeit und Viskosität, 

sowie der pH-Wert-Messung und Volumenbestimmung, findet die mikroskopische 

Analyse statt. Durch die Anfertigung eines feuchten Präparates lässt sich die Anzahl, 

die Beweglichkeit und der Verdünnungsfaktors bestimmen, welcher für die Beurteilung 

der Konzentration benötigt wird. Außerdem lässt sich das Vorhandensein von 

Rundzellen, Agglutinationen und Aggregaten bestimmen, welche durch die erweiterte 

Analyse untersucht werden können.  

Bei Agglutinationen handelt es sich um bewegliche Spermien, die aneinanderhaften. 

Dabei können sie Kopf an Kopf, Schwanz an Schwanz oder Kopf an Schwanz 

zusammenhaften7. Die Samenzellen zeigen oft eine kräftige und hektische 

Schüttelbewegung, können jedoch manchmal auch so agglutiniert sein, dass ihre 

Bewegung eingeschränkt ist. Bewegliche Spermien, die an Zellen oder Trümmern 

haften, oder unbewegliche Spermien, die aneinanderhaften werden als Aggregate 

bezeichnet und sollten nicht als Agglutination gewertet werden7. 

Nach der Konzentrationsbestimmung lässt sich anhand der ermittelten Zahl und des 

Ejakulatvolumens die Gesamtzahl der Spermien pro Ejakulat bestimmen. Da die 

Gesamtzahl an Spermien mehr Aussagekraft als die Konzentration selbst hat, ist es 

wichtig, dass das Volumen genau gemessen wird7.  

In der neuesten Ausgabe des Laborhandbuchs der WHO wird wieder empfohlen, die 

Motilität der Samenzellen genauer zu beurteilen, da die Abwesenheit bzw. 

Anwesenheit von schnell progressiven Samenzellen von klinischer Bedeutung ist. So 

wird diese wieder kategorisiert in schnell progressiv beweglich (Grad A), langsam 

progressiv beweglich (Grad B), nicht progressiv beweglich (Grad C) und unbeweglich 

(Grad D)7. 

Auch die Morphologie der Samenzellen soll genauer beurteilt werden, da die 

Spermienmorphologie nicht nur ein prognostischer Wert in Bezug auf spontane 

Schwangerschaften oder den Ausgang einer assistierten Reproduktionstherapie ist, 

sondern auch diagnostische Informationen über den Funktionszustand der männlichen 

Fortpflanzungsorgane, hauptsächlich der Hoden und Nebenhoden gibt7. Für die 

Beurteilung der männlichen Geschlechtsorgane reicht es nicht aus, nur den Anteil 
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normalgeformter Spermien zu bestimmen. Es ist wichtig, die spezifische Morphologie 

von Kopf, Hals/Mittelstück und Schwanz sowie das mögliche Vorhandensein 

abnormaler zytoplasmatischer Rückstände zu bewerten7. 

1.2.2. Referenzwerte und Nomenklatur 
Die Samenqualität wird als Maß für die männliche Fruchtbarkeit in der klinischen 

Andrologie, der Reproduktionstoxikologie, der Epidemiologie und der Bewertung des 

Schwangerschaftsrisikos herangezogen8. Um Entscheidungen in der 

Patientenbehandlung treffen zu können, ist es notwendig die erhobenen Parameter 

der Samenanalyse mit definierten Referenzwerten zu vergleichen9. Die 

Referenzwerte, welche im WHO Laborhandbuch (2021) angegeben werden, wurden 

bereits in Version 5 (2010) erwähnt und wurden in prospektiven Studien bezüglich der 

Beurteilung der Samenqualität und Fertilität ermittelt9. Dabei wurde die Fertilität als 

Erzielung einer Schwangerschaft der Partnerin innerhalb von 12 Monaten nach 

Beendigung einer Kontrazeption definiert8. Für die Ermittlung der Referenzwerte 

wurden Daten einer fruchtbaren Population verwendet, aus denen eine 

Fertilitätsprognose oder eine Unfruchtbarkeitsdiagnose extrapoliert werden kann8. Als 

Grenzwert der Referenzwerte wurde die untere 5%-Perzentile der ermittelten Werte 

fertiler Probanden festgelegt.   

Tabelle 1: Referenzwerte Normozoospermie (WHO 2021) 

Parameter Referenzwert 

Karenztage 2-7 Tage 

Ejakulatvolumen ≥ 1,5ml 

Konzentration ≥ 1,6Mio/ml 

Gesamtzahl ≥ 16Mio/ml 

Spermiengesamtmotilität (a+b+c) ≥ 42% 

Progressive Spermienmotilität (a+b) ≥ 30% 

Morphologie: Normalformen ≥ 4% 

Vitalität ≥ 54% 

Leukozyten ≤ 1Mio/ml 
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Anhand der erhobenen Parameter lässt sich, abhängig vom jeweiligen 

eingeschränkten Wert, folgende Nomenklatur anwenden: 

Tabelle 2: Nomenklatur der Ejakulatparameter 

Nomenklatur Definition 

Aspermie kein Ejakulat (keine oder retrograde Ejakulation) 

Asthenozoospermie Prozentsatz der progressiv beweglichen 

Samenzellen unterhalb des Referenzwertes 

Asthenoteratozoospermie Kombination aus Prozentanteile von sowohl 

progressiv-motilen Spermien (PR) und 

morphologisch normalen Spermatozoen unterhalb 

der unteren Referenzwerte 

Azoospermie Keine Samenzellen im Ejakulat 

Globozoospermie Fehlendes Akrosom des Spermienkopfes 

Hämatospermie Vorhandensein von Erythrozyten im Ejakulat 

Kryptozoospermie Samenzellen erst nach Zentrifugation nachweisbar 

Leukospermie ≥1Mio/ml Leukozyten im Ejakulat 

Nekrozoospermie Ausschließlich immotile Samenzellen im Ejakulat 

nachweisbar 

Normozoospermie Konzentration/ Gesamtzahl, Prozentsatz an 

progressiv beweglichen als auch morphologisch 

normalgeformten Samenzellen ist gleich oder über 

dem jeweiligen Referenzbereich 

Oligoasthenoteratozoospermie Konzentration/ Gesamtzahl, Prozentsatz an 

progressiv beweglichen als auch morphologisch 

normalgeformten Samenzellen ist unterhalb dem 

jeweiligen Referenzbereiches 
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Oligoasthenozoospermie Konzentration/ Gesamtzahl, Prozentsatz an 

progressiv beweglichen ist unterhalb dem 

jeweiligen Referenzbereiche 

Oligoteratozoospermie Konzentration/ Gesamtzahl, Prozentsatz an 

morphologisch normalgeformten Samenzellen ist 

unterhalb dem jeweiligen Referenzbereiches 

Oligozoospermie Konzentration/ Gesamtzahl ist unterhalb dem 

jeweiligen Referenzbereiche 

Teratozoospermie Prozentsatz an morphologisch normalgeformten 

Samenzellen ist unterhalb des Referenzbereiches 

1.2.3. Erweiterte Analysen 
Erweiterte Analysen sind bei routinemäßigen Spermienanalysen nicht erforderlich, 

können aber für diagnostische oder Forschungszwecke nützlich sein. So sollte bei 

Vorhandensein von Agglutinationen ein sogenannter Mixed Antiglobulin Reaction 

(MAR)-Test oder ein Immunobead (IB)-Test durchgeführt werden, um die Präsenz von 

Antikörper gegen Permatozoen zu testen. Auch die Beurteilung unreifer Keimzellen, 

wie runde Spermatiden und Spermatozyten, im Ejakulat sollte durchgeführt werden. 

Sie können in gefärbten Samenabstrichen nachgewiesen werden.  

Als weiterführende Analyse wird auch die Bestimmung von DNA-Schäden der 

Samenzellen beschrieben. Unter diesen Veränderungen ist die Spermien-DNA-

Fragmentierung (SDF) eine der häufigsten Störungen, die das Erbgut in Form von 

Einzel- oder Doppelstrangbrüchen schädigen. Diese kann durch verschiedene 

Prozesse ausgelöst werden, wie die fehlerhafte Verpackung der DNA während der 

Spermatogenese und apoptotische Prozesse und oxidativen Stresses, die mit 

mehreren pathologischen  Vorkommnissen und Umweltbedingungen in Verbindung 

gebracht werden können7. 

In den letzten 15 Jahren wurde immer deutlicher, dass ein erheblicher Prozentsatz 

männlicher Unfruchtbarkeit eine genetische oder genomische Grundlage, wie 

Chromosomenanomalien und Genmutationen, hat. Da die Methodik der meisten 

genetischen Analysen nicht spezifisch für Samendefekte ist, werden genetische 

Analysen grundsätzlich in einem genetischen Labor durchgeführt. Eine Ausnahme 
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stellt jedoch der Test auf Spermienaneuploidien dar, welcher mithilfe einer 

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung durchgeführt werden kann. Die Fluoreszenz-in-

situ-Hybridisierung ist eine zytogenetische Methode, die die Häufigkeit von 

Chromosomenanomalien bewertet. Die Chromosomen X, Y, 13, 18 und 21 werden im 

Spermien-Aneuploidie-Test gemessen, da Aneuploidien in diesen Chromosomen mit 

einem lebensfähigen, aber betroffenen Nachwuchs assoziiert sind (Klinefelter-

Syndrom [XXY-XXXXY], Turner-Syndrom [XO], Pätau-Syndrom [Trisomie 13], 

Edwards [Trisomie 18] und Down-Syndrom [Trisomie 21])7. 

1.2.4. Weiterführende Untersuchungen 
Oft ist die Ursache der männlichen Unfruchtbarkeit auf eine unzureichende 

Spermienproduktion, eine eingeschränkte Spermienmotilität oder 

Spermienmorphologie, oder Kombinationen davon zurückzuführen. Diese Parameter 

werden bei der Basisuntersuchung der Samenanalyse bereits aufgedeckt. Die 

Unfruchtbarkeit liegt jedoch häufig einer Funktionsstörung der Samenzelle zugrunde. 

So können alle erhobenen Parameter einer Normozoospermie entsprechen und der 

Grund für die Dysfunktion der Samenzellen verborgen bleiben. Spermien erwerben die 

meisten Fähigkeiten, welche zu einer funktionstüchtigen Samenzelle führen, erst im 

weiblichen Genitaltrakt während eines Reifungsprozesses, der Kapazitation. Diese 

Spermienfunktionen sind zwar für die Befruchtung unerlässlich, werden aber bei einer 

Basisanalyse des Ejakulats nicht beurteilt.  

Um Anomalien der Spermienfunktion zu untersuchen, können weiterführende 

Analysen angestellt werden. So kann beispielsweise der oxidative Stress in 

Samenzellen oder Seminalplasma gemessen werden, welcher unter anderem zu 

DNA-Fragmentationen führen kann. Auch können die Akrosomreaktion, das 

Spermienchromatin oder der transmembrane Ionenfluss und -transport in Spermien 

beurteilt werden und Aufschluss über die zugrundeliegende Ursache der 

Unfruchtbarkeit geben7.  
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1.3. Kryokonservierung 
Der Begriff der Kryokonservierung beschreibt ein Verfahren, welches es ermöglicht, 

Zellen oder auch Gewebestücke durch Einfrieren zu konservieren und die Vitalität zu 

bewahren. Die Kryokonservierung von Spermien ist deshalb ein wesentlicher 

Bestandteil der assistierten Reproduktionstechnik und der Erhaltung der männlichen 

Fertilität10. Grundsätzlich unterscheidet man zwei verschiedene Methoden der 

Kryokonservierung: das Slow-Freezing und die Vitrifikation.  Bei beiden Verfahren wird 

durch die Zugabe von kryoprotektiven Substanzen (CPAs) die Eiskristallbildung in den 

Zellen unterbunden. Diese Chemikalien optimieren den osmotischen Druck und den 

pH-Wert, versorgen die Spermien mit extrazellulärer Energie und beugen zudem auch 

bakterielle Kontaminationen vor11. Wesentliche Unterschiede der Vitrifikation vom 

Slow-Freezing finden sich bei den Einfrierraten (°C/min), der Zusammensetzung der 

Kryoprotektiva und den Auftauprotokollen10.  

Beim konventionellen Verfahren, dem Slow-Freezing, wird das verwendete Material 

durch langsames und stufenweises Abkühlen auf Temperaturen unterhalb des 

Gefrierpunkts gebracht. Im Gegensatz dazu steht die Vitrifikation. Hierbei handelt es 

sich um eine Methode, bei welcher die Proben durch direktes Eintauchen in flüssigen 

Stickstoff abgekühlt werden. Anschließend werden die Proben sowohl beim Slow-

Freezing und bei der Vitrifikation bei einer Temperatur von -196°C gelagert.  Bis heute 

ist die Methode des Slow-Freezings die am weitesten verbreitete und am häufigsten 

angewandte Methode um humane Samenzellen im Zuge der assistierten 

Reproduktionsmedizin einzufrieren, jedoch ist in den letzten Jahrzehnten die 

Vitrifikation immer effektiver geworden12.  

 

1.3.1. Slow-Freezing 
Bei der Methode des Slow-Freezings werden Gewebeproben oder Zellen durch 

langsames und stufenweises Abkühlen allmählich von Raumtemperatur auf 

Temperaturen um den Gefrierpunkt gebracht und schlussendlich bei -196°C in 

flüssigem Stickstoff gelagert. Gegenwärtig werden weitverbreitet Techniken des Slow-

Freezings für die Kryokonservierung von Spermien verwendet und stellen somit aktuell 

den Goldstandard dar. Das Einfrieren der Samenzellen mit dem Verfahren des Slow-

Freezings ist zeitaufwendig und dauert in etwa zwei bis vier Stunden3. Ein wesentlicher 
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Nachteil dieser Technik besteht in der interzellulären Eiskristallbildung, wenn die 

Abkühlgeschwindigkeit zu schnell ist. Während dem Prozess des Einfrierens kommt 

es aufgrund der Eiskristallbildung im wässrigen Medium, in welchem sich die 

Samenzellen befinden, zu einer erhöhten Konzentration an gelösten Stoffen in der 

extrazellulären Umgebung, was wiederrum zu einer Dehydration der Zelle führt13. 

Dieser Prozess ist notwendig, um die Samenzellen vor einer möglichen intrazellulären 

Eiskristallbildung zu schützen. Jedoch kann es bei einer zu starken Dehydrierung und 

daraus resultierender Verringerung des Zellvolumens um etwa 40% zu irreversiblen 

Schäden des Spermiums kommen13. Außerdem können Zellen aufgrund von Osmose 

schrumpfen, wenn die Abkühlrate zu langsam ist3. Aufgrund dessen wird seit Kurzem 

versucht, die Vitrifikation von Spermien als Alternative zum langsamen Einfrieren 

anzuwenden14.  

 

1.3.2. Vitrifikation  
Bei der Vitrifikation handelt es sich um eine Methode, bei welcher die Proben, nach 

Zusatz von kryoprotektiven Additiven, durch direktes Eintauchen in flüssigen Stickstoff 

abgekühlt werden. Mit ihrer hohen Effizienz und Konsistenz entwickelt sich die 

Vitrifikation zum Hauptansatz für die Kryokonservierung menschlicher Oozyten und 

Embryonen und ersetzt das traditionelle langsame Einfrieren in der ART15. In mehreren 

Studien konnte bereits gezeigt werden, dass das Verfahren der Vitrifikation zu 

besseren Ergebnissen hinsichtlich der Qualität der Oozyten, Embryonen und 

Blastozysten führt16. Deshalb wird dieses Verfahren von der American Society for 

Reproductive Medicine empfohlen und in Reproduktionszentren weltweit als häufigste 

Methode der Kryokonservierung angewandt17. Verglichen mit der traditionellen 

Methode des langsamen Einfrierens ist die Vitrifikation von Embryonen eine kürzlich 

eingeführte ultraschnelle Kryokonservierungsmethode, die die Eisbildung innerhalb 

der Suspension verhindert, und diese in einen glasähnlichen Feststoff umwandelt, 

wodurch Schäden an den Zellen oder Geweben vermieden werden18. Bei der 

Vitrifikation lassen sich zwei Methoden voneinander unterscheiden, nämlich das 

„geschlossene“ und das „offene“ System19. Der Unterschied beider Systeme liegt 

darin, dass beim offenen System durch Eintauchen der Probe in den flüssigen 

Stickstoff direkter Kontakt beider Komponenten entsteht. Für eine Vitrifikation mit dem 

offenen System werden beispielsweise Kryoröhrchen verwendet, welche nicht 
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verschlossen werden, oder mithilfe einer Pipette Tröpfchen der Probe direkt in den 

flüssigen Sickstoff pipettiert. Durch den direkten Kontakt mit dem flüssigen Stickstoff 

kann eine noch höhere Abkühlrate erzielt werden, jedoch bringt dies auch Nachteile 

mit sich19. Bei gleichzeitiger Lagerung verschiedener Proben unterschiedlicher 

Patienten in einem flüssigen Medium, beispielsweise flüssigem Stickstoff, kann es trotz 

Temperaturen von -196°C bei einer Langzeitlagerung dieses Materials zu einer 

Kontamination einer Probe mit einem Krankheitserreger aus einer betroffenen Probe 

kommen20,21. Somit kann der flüssige Stickstoff eine potentielle Kontaminatsionsquelle 

darstellen21.  

Durch die Verwendung von geschlossenen Vitrifikationssystemen, wie beispielweise 

Straws, kann eine Kontamination mit potenziell krankheitsverursachenden Erregern 

verhindert werden. Diese stellen eine geeignete Alternative zu offenen 

Vitrifikationssystemen dar, da bereits gezeigt werden konnte, dass mittels Vitrifikation 

vergleichbare Ergebnisse wie beim Slow-Freezing von humanen Eizellen und 

Embryonen erzielt werden konnten16. 

 

1.4. DNA-Fragmentation 
Die Integrität der Spermien-DNA ist eine der wichtigen Determinanten einer normalen 

Befruchtung und Embryoentwicklung22 und ist für die Geburt gesunder Nachkommen 

unerlässlich21. Zunehmende Beweise deuten darauf hin, dass die SDF, welcher ein 

Marker für beschädigtes Chromatin ist, eine unabhängige und bemerkenswerte Rolle 

bei der männlichen Unfruchtbarkeit und dem Fortpflanzungserfolg spielt23. So kann die 

Spermien-DNA-Fragmentierung das Befruchtungspotenzial der Spermien 

beeinträchtigen, insbesondere wenn die Anzahl der DNA-Schäden hoch ist24,25. DNA-

Fragmentationsschäden können beispielsweise durch oxidativen Stress verursacht 

werden. Im Falle eines erhöhten Levels an oxidativem Stress, welcher jedoch noch zu 

niedrig ist, um den Zelltod durch Apoptose zu induzieren, können alle Aspekte der 

Spermienfunktion, einschließlich Motilität, Spermien-Zona-Erkennung, akrosomale 

Exozytose und Spermien-Oozyten-Fusion beeinträchtigt werden26. Trotz der 

Beeinträchtigung der Spermienfunktion können Spermien mit beschädigtem 

Chromatin ihre Befruchtungsfähigkeit behalten23. 
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Spermien-DNA-Schäden gelten als prädiktiver Faktor für die klinischen Ergebnisse 

von Patienten, die sich einer ART unterziehen. Laborbefunde deuten darauf hin, dass 

Zygoten und sich entwickelnde Embryonen spezifische Reaktions- und 

Reparaturmechanismen angenommen haben, um DNA-Schäden väterlichen 

Ursprungs zu reparieren27.  

Bei DNA-Schäden unterscheidet man zwischen Einzel- und Doppelstrangbrüchen. 

Erstere haben die Durchtrennung der Nukleotidkette eines einzelnen DNA-Stranges 

der Doppelhelix zur Folge. Ursachen hierfür wären beispielsweise exogene Faktoren 

wie ionisierende Strahlung, Mutagene oder aber auch reaktive Sauerstoffspezies 

(ROS). Einzelstrangbrüche können aber auch als gewolltes Zwischenprodukt 

entstehen, wie bei der Strangentwindung der doppelsträngigen DNA durch das Enzym 

Topoisomerase I. Im Gegensatz dazu kommt es bei einem Doppelstrangbruch der 

DNA zur Durchtrennung beider Nukleotidketten. Ursachen hierfür können UV-

Strahlung oder mechanische Prozesse sein. Doppelstrangbrüche stellen die 

schwerwiegendsten Schäden der DNA dar. Falls diese durch DNA-

Reparaturmechanismen nicht repariert werden können, geht dies mit Apoptose einher.   

 

1.5. Problemstellung 
Das Verfahren des Slow-Freezings stellt bis heute den Goldstandart bei der 

Kryokonservierung von Samenzellen dar. Da die Vitrifikation bis heute aber bereits bei 

Eizellen und Embryonen erfolgreich durchführbar ist, stellt die Vitrifikation von 

Samenzellen aufgrund der möglichen Eiskristallbildung noch ein Problem dar. Ein 

weiteres Problem stellt die durch die Vitrifikation hervorgerufene Minderung der 

Motilität, Vitalität und DNA-Integrität dar.  
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1.6. Fragestellung 
Bis zum heutigen Zeitpunkt ist bei der Kryokonservierung von Samenzellen das Slow-

Freezing die Methode der Wahl. Da aber in den letzten Jahrzehnten die Vitrifikation 

zunehmend effektiver geworden ist und hier unklar ist, ob diese Methode der 

Kryokonservierung in einem IVF Labor eine signifikante Verbesserung bringt, ergaben 

sich daraus die nachstehenden Fragestellungen dieser Forschungsarbeit:  

• Wie verhalten sich humane Samenzellen beim Prozess der Vitrifikation 

hinsichtlich der Motilität?  

• Welchen prozentuellen Verlust an vitalen humanen Samenzellen hat man nach 

der Vitrifikation zu erwarten? 

• Inwiefern ändert sich der DNA-Fragmentierungsindex (DFI) von humanen 

Samenzellen durch die Vitrifikation? 

 

1.7. Ziel 
In dieser Studie soll die Auswirkung der Vitrifikation von humanen Samenzellen 

untersucht werden. Dabei soll aufgezeigt werden, inwiefern sich die Motilität und 

Vitalität nach dem Prozess der Kryokonservierung ändert. Des Weiteren soll die 

Auswirkung der Vitrifikation auf die DNA-Fragmentation analysiert werden. Um den 

Vergleich anzustellen, sollen jeweils unmittelbar nach der Ejakulatgewinnung und nach 

der Vitrifikation die Parameter zur Beurteilung der Beweglichkeit, Vitalität und DNA-

Fragmentation erhoben werden.  
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1.8. Statistik  

1.8.1. Hypothesen 
Hinsichtlich der Fragestellungen dieser Masterarbeit ergaben sich folgende 

Hypothesen:  

Erste Hypothese:  

• Nullhypothese: Es gibt keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich der Motilität 

vor und nach dem Prozess der Vitrifikation.  

• Alternativhypothese: Es gibt einen signifikanten Unterschied hinsichtlich der 

Motilität vor und nach dem Prozess der Vitrifikation.  

Zweite Hypothese: 

• Nullhypothese: Es gibt keinen signifikanten Verlust an vitalen humanen 

Samenzellen durch die Vitrifikation. 

• Alternativhypothese: Es gibt einen signifikanten Verlust an vitalen humanen 

Samenzellen durch die Vitrifikation. 

Dritte Hypothese:  

• Nullhypothese: Es gibt keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich des DNA-

Fragmentationsindexes vor und nach dem Prozess der Vitrifikation. 

• Alternativhypothese: Es gibt einen signifikanten Unterschied hinsichtlich des 

DNA-Fragmentationsindexes vor und nach dem Prozess der Vitrifikation. 

 

1.8.2. Datenauswertung 
Um eine übersichtliche Darstellung der ermittelten statistischen Werte zu ermöglichen, 

werden mithilfe der deskriptiven Statistik zusammenfassende Tabellen und Grafiken 

erstellt. Aus den gewonnenen Werten der Analysen vor und nach der Vitrifikation 

werden jeweils Mittelwerte der Motilität, Vitalität und DNA-Fragmentation berechnet 

und die dazugehörigen Standardabweichungen ermittelt. Um einen Vergleich der 

jeweiligen Ergebnisse der unterschiedlichen Parameter vor und nach dem Prozess der 

Kryokonservierung anstellen zu können, wird ein gepaarter t-Test als statistischer 

Hypothesentest angewandt.  
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2. Material und Methoden 

2.1. Samenanalyse und -aufbereitung 
Um die Auswirkungen der Vitrifikation von humanen Samenzellen auf den DFI, die 

Motilität und der Vitalität zu bestimmen, wurden Samenproben von 30 

unterschiedlichen Samenspendern zwischen 18 und 36 Jahren, welchen den Kriterien 

der WHO von 2021 eine Normozoospermie entsprechen, verwendet. 

 

2.1.1. Makroskopische Analyse 

Nach der Gewinnung der Samenprobe, wurden diese auf einer Wärmeplatte, welche 

auf 37°C aufgeheizt wurde, solange inkubiert, bis die Proben vollständig verflüssigt 

waren. Sobald die Verflüssigung der Samenprobe eingetreten ist, wurde mithilfe eines 

pH-Papiers der pH-Wert des Ejakulats gemessen. Hierfür wurden 10µl des Ejakulats 

auf dem pH-Papier aufgetragen und der Farbumschlag sofort abgelesen. Da der 

Farbumschlag sehr schnell dunkler wird, ist es wichtig, dass dieser unmittelbar nach 

dem Auftragen beurteilt wird, da ansonsten falsche Ergebnisse ausgegeben werden.  

Um die Anzahl an Samenzellen pro Ejakulat berechnen zu können, wurde das 

Volumen der Samenprobe mithilfe einer Pipette exakt gemessen. Im Zuge dessen 

wurde auch die Viskosität der Probe bestimmt, indem das Ejakulat langsam aus der 

Pipette getropft wurde. Haben sich kleine Tropfen gebildet, so wurde die Viskosität als 

normal bewertet. Bildete das Ejakulat 2cm lange Fäden, so wurde die Probe als 

schleimig bezeichnet. Im Falle von Fäden >2cm wurde die Viskosität als viskös 

beschrieben. Auch die Beurteilung des makroskopischen Aussehens wurde bei 

diesem Schritt durchgeführt. Je nach Erscheinung des Ejakulats wurde das Aussehen 

als homogen oder opaleszent beschrieben.  

 

2.1.2. Mikroskopische Analyse 
Durch Verwendung des Lichtmikroskops BX41 der Firma Olympus wurde die 

Konzentration, die Motilität, das Vorhandensein von anderen zellulären Elementen, 

Aggregaten und Agglutinationen beurteilt. Auch die Analyse der Morphologie wurde 



  17 
 

 

anschließend mit demselben Mikroskop unter Verwendung von Immersionsöl 

durchgeführt. 

 

Bestimmung der Konzentration und Beweglichkeit  

Für die gleichzeitige Beurteilung der Konzentration und Beweglichkeit der 

Samenzellen, wurde eine Maklerkammer verwendet. Hierfür wurden 10µl des 

unverdünnten, nativen Ejakulats auf die Maklerkammer pipettiert und das Deckglas 

aufgesetzt. Dadurch entsteht ein Raum von exakt 0,01mm3. Auf der Unterseite des 

Deckglases ist ein Netz graviert, welches in 100 kleine Quadrate unterteilt ist. Bei 

Verwendung der 200-fachen Vergrößerung des Lichtmikroskops wurden für die 

Konzentrationsbestimmung alle Samenzellen gezählt, welche sich in 10 Quadrate 

befanden. Die Konzentration gibt die Anzahl an Samenzellen in Mio/ml an. Um die 

Gesamtzahl an Samenzellen pro Ejakulat zu bestimmen, wurde die Konzentration mit 

dem zuvor bestimmten Volumen multipliziert. 

Um die Beweglichkeit der Samenzellen zu beurteilen, wurden pro Probanden 

mindestens 200 Samenzellen beurteilt. Hierfür wurden die Richtlinien der sechsten 

Ausgabe des WHO Laborhandbuchs angewandt und die Zellen in schnell progressiv 

(Grad A), langsam progressiv (Grad B), ortsbeweglich (Grad C) und unbeweglich 

(Grad D) kategorisiert. Um die Plausibilität des ermittelten Wertes zu prüfen, wurde 

eine Doppelbestimmung durchgeführt.  

 

Beurteilung der Morphologie 

Zur Beurteilung der Morphologie der Samenzellen wurde ein Ausstrich angefertigt. 

Hierfür wurden 10µl der nativen Samenprobe auf einem Objektträger aufgetragen und 

mithilfe eines Deckglases ausgestrichen. Der Ausstrich wurde nach Lufttrocknung 

mittels Diff-Quick-Färbung gefärbt. Der Objektträger wurde 15 Sekunden lang in der 

Fixierlösung inkubiert. Anschließend folgte eine 10sekündige Inkubationsszeit in der 

eosinophilen Färbelösung, gefolgt von einer 5sekündigen Inkubationszeit in der 

basophilen Färbelösung. Die überschüssige Färbelösung wurde durch Spülen mit 

Aqua dest entfernt und der Ausstrich luftgetrocknet.  
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Unter Verwendung von Immersionsöl und einem 1000-facher Vergrößerung wurde das 

Aussehen der Samenzellen beurteilt. Hierfür erfolgte die Differenzierung in 

„normalgeformte“ Samenzellen und „pathologisch geformte“ Samenzellen. Auch hier 

wurde eine Doppelbestimmung durchgeführt, bei welcher je 200 Samenzellen 

ausgezählt wurden.  

 

2.1.3. Vitalitätsbestimmung mittels Eosin-Nigrosin-Färbung  
Die Vitalitätsbestimmung unmittelbar vor und nach der Vitrifikation wurde unter 

Verwendung des „VitalScreen“ durchgeführt. Das Kit besteht aus zwei verschiedenen 

Reagenzien. Reagenz 1 besteht aus dem Farbstoff Eosin (1%iges Eosin Y in 

Kochsalzlösung), Reagenz 2 aus dem Farbstoff Nigrosin (5%iges Nigrosin in 

Kochsalzlösung). Die Farbstoffe wurden in einem Kühlschrank bei 7°C aufbewahrt. Da 

sich ein Sediment in den Fläschchen absetzt, wurden diese gut durchgemischt um das 

Sediment aufzumischen. Vor Verwendung der Farbstoffe müssen diese erst auf 

Raumtemperatur gebracht werden. Hierfür wurden je 2 Tropfen Reagenz 1 und 

Reagenz 2 in separierten Eppendorf Tubes getropft. Sobald die Farbstoffe 

Raumtemperatur erreicht haben, wurden 50µl Ejakulat mit 2 Tropfen Reagenz 1 für 30 

Sekunden durch vorsichtiges Pipettieren vermischt. Anschließend wurden 2 Tropfen 

Reagenz 2 dazugeben und 30 Sekunden durch Pipettieren vermengt. Für die 

mikroskopische Beurteilung wurde ein Tropfen der Eosin-Nigrosin-Lösung auf einen 

Objektträger pipettiert und mithilfe eines Deckglases einen Ausstrich angefertigt. 

Dieser Ausstrich wurde luftgetrocknet und unter Verwendung von Immersionsöl und 

dem 100er Objektiv des Lichtmikroskops beurteilt. 

 

Beurteilung 

Vitale Samenzellen weisen eine intakte Zellmembran auf, weshalb die Farbstoffe nicht 

in die Zelle eindringen können. Aufgrund dessen erscheinen vitale Samenzellen im 

Ausstrich farblos. Samenzellen, welche keine Vitalität besitzen, zeigen durch die 

Schädigung der Zellmembran eine rote Färbung und sind somit gut von vitalen 

Samenzellen zu differenzieren. Für die Beurteilung des Prozentsatzes an vitalen und 

nicht vitalen Samenzellen wurden 200 Samenzellen ausgezählt und eine 

Doppelbestimmung durchgeführt.   
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2.1.4. Samenaufbereitung 
Durch die Aufbereitung des Ejakulats mittels Dichtegradientenzentrifugation werden 

Zellen anhand ihrer unterschiedlichen Dichte in einem Konzentrationsgradienten 

getrennt und befruchtungsfähige Samenzellen aus dem Ejakulat isoliert. Samenzellen 

mit dicht gepackter DNA haben eine höhere Dichte als der 90% Gradient, 

sedimentieren durch die Lösungen und setzen sich am Boden des Röhrchens ab. 

Andere Zellen des Ejakulats (z.B. Rundzellen, unreife Samenzellen) haben eine 

Dichte, die zwischen dem 45% und 90% Gradienten liegt und befinden sich nach der 

Zentrifugation in der Schicht zwischen den beiden Lösungen.  

 

Vorbereitung 

Am Vortag wurde für jede Präparation 5 ml SpermActive der Firma Gynemed, welches 

ein Waschmedium ist, in einer Zellkulturflasche bei 37°C und 6% CO2 im Inkubator 

Labotect C16 äquilibriert. Dabei durfte der Deckel der Flasche nicht ganz geschlossen 

werden, damit das CO2 in das Medium diffundieren konnte. Am Tag der Präparation 

wurden die für die Aufbereitung benötigten Dichtegradienten von 45% und 90% 

hergestellt. Zur Herstellung des Gradienten wurde SpermGrad der Firma Vitrolife 

verwendet. Hierfür wurden Zellkulturflaschen verwendet.  

Tabelle 3: Dichtegradient 90% 

SpermActive 4ml 

SpermGrad 36ml  

 

Tabelle 4: Dichtegradient 45% 

SpermActive 22ml 

SpermGrad 18ml 

 

Die Dichtegradienten können nach Herstellung 4 Tage lang bei Lagerung im 

Kühlschrank verwendet werden. Vor Verwendung ist darauf zu achten, dass diese auf 

Raumtemperatur gebracht werden.  
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Durchführung 

Für die Samenaufbereitung wurden je 1,5ml des 90% Gradienten in das 

Zentrifugenröhrchen vorlegt und anschließend vorsichtig mit 1,5ml 45% Gradienten 

überschichtet. Es musste darauf geachtet werden, dass sich die beiden Lösungen 

nicht durchmischten. 

Anschließend wurde der Samenbecher kurz geschwenkt, 2ml Ejakulat vorsichtig auf 

den Gradienten überschichtet und bei 500xg für 20 Minuten zentrifugiert. Das nach der 

Zentrifugation entstandene Pellet wurde mithilfe einer Pipette entnommen und in ein 

neues Zentrifugenröhrchen überführt. Zum Waschen des Pellets wurden 5ml des 

Waschmediums Sperm Active hinzugefügt und anschließend bei 300xg für 10 Minuten 

zentrifugiert. Der Überstand wurde nach der Zentrifugation durch eine schnelle 

Kippbewegung in das erste Zentrifugenröhrchen abgegossen und das Pellet 

resuspendiert. Anschließend wurde die Konzentration der Probe für die Vitrifikation 

mittels Maklerkammer und 200-facher Vergrößerung bestimmt.  

 

2.2. Vitrifikation  

2.2.1. CBSTM High Security Straws 
Für diese Masterarbeit wurden CBSTM High Securtity Vitrification Straws der Firma 

Cryo Bio System verwendet. Das geschlossene Vitrifikationssystem besteht aus einem 

ultradünnen äußerem Straw, welcher über ein vorversiegeltes, beschwertes Ende und 

einer Öffnung verfügt. Die äußere Hülle wird mit einem Kapillarrohr mit vorgeformter, 

vollständig durchsichtiger Rinne bestückt, auf welcher sich die zu vitrifizierende Probe 

befindet. Um das Kapillarrohr in den äußeres Straw einbringen zu können, ist ein 

Einführungsgerät beigelegt. Da die verwendeten Straws für die Vitrifikation von 

Embryonen konzipiert wurden und das Volumen des Tropfens mit der biologischen 

Probe 0,5 μl nicht überschreiten darf, wurden die Straws adaptiert. Das vorversiegelte 

Ende wurde aufgeschnitten, sodass die Proben mithilfe einer Pipettierhilfe direkt in den 

äußeren Straw aufgezogen werden konnten.  

 



  21 
 

 

2.2.2. Vitrifikationsmedium 
Für die Vitrifikation wurde das Einfriermedium „TEST-Yolk Buffer (TYB) mit Glycerol 

und Gentamicin“ der Firma FUJIFILM Irvine Scientific verwendet. TYB ist ein TES-

Puffer und eine Trizma-Base (TEST) und enthält hitzeinaktiviertes Eigelb aus 

spezifisch pathogenfreien Legehennen1, wodurch nach dem Auftauen mehr 

bewegliche Spermien zu vorhanden sind, als bei Verwendung von reinem 

Glycerinmedium28. Durch die Kombination des Puffers mit Glycerol, kann eine hohe 

Beweglichkeit und Lebensfähigkeit der Spermien erzielt werden. Das Einfriermedium 

TYB ist das einzige Medium zur Kryokonservierung von Spermien mit CE-

Kennzeichnung und FDA-Zulassung, das TYB und Glycerin enthält1. 

 

2.2.3. Durchführung 
Für die Patientenidentifikation wurden im Vorfeld Etiketten gedruckt, welche auf dem 

Straw angebracht wurden. Damit die Proben so schnell wie möglich in Kontakt mit dem 

flüssigen Stickstoff kommen konnten, wurde zuvor ein Styroporgefäß vorgefüllt. 

Nachdem das Ejakulat für die Vitrifikation vorbereitet war, wurde mithilfe einer 

Pipettierhilfe die Probe in den Straw aufgezogen. Sobald die Probe das gestopfte Ende 

des Straws erreicht hatte, wurde die Pipettierhilfe abgenommen und der Straw an 

beiden Enden mit einem Sealer verschweißt. Der verschlossene Straw wurde mithilfe 

einer Pinzette in das Styroporgefäß, welches mit flüssigem Stickstoff befüllt war, 

solange getaucht, bis keine Luftblasen mehr aufstiegen. Anschließend wurde der 

Straw zügig in einen Kryotank überführt, in welchem der Straw bis zum Auftauen bei -

196°C in flüssigem N2 gelagert wurde.  

 

2.3. Auftauen  
Die in Stickstoff gelagerten Proben wurden mithilfe einer Pinzette aus der 

entsprechenden Position aus dem Tank entnommen und die Probenidentifikation 

geprüft. Die Straws wurden für 15 Minuten bei Raumtemperatur aufgetaut. 

Anschließend wurde der Inhalt der Straws in ein Zentrifugenröhrchen überführt, indem 

mit einer Schere das untere Ende des Straws aufgeschnitten wurde, der Straw ins 

 
1 Anhang: Freezing Medium - TEST Yolk Buffer (TYB) with Glycerol and Gentamicin 
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Zentrifugenröhrchen gehalten wurde und dann das gestopfte Ende abgeschnitten 

wurde, damit der Inhalt entleert wurde. Nach Überführung der Probe wurde langsam 

und tropfenweise 5ml Sperm Active mithilfe einer Spritze zur aufgetauten 

Samenpräparation pipettiert und das Röhrchen nach 5 Tropfen Medium aufgeschüttelt, 

sodass sich beide Flüssigkeiten miteinander vermischen konnten. Die Suspension 

wurde für 10 Minuten bei 300g zentrifugiert, anschließend wurde der Überstand 

abgehoben und das Zellpellet resuspendiert. Danach wurden von dieser Probe die 

Konzentration, die Beweglichkeit, die Vitalität und der DNA-Fragmentationsindex 

bestimmt.  

 

2.4. Halosperm® 
Um den DNA-Fragmentationsindex zu bestimmen, wurde das Kit Halosperm G2 der 

Firma Halotech verwendet und laut deren Gebrauchsanweisung durchgeführt. Das Kit 

enthält Agarose, Denaturierungslösung, Lyselösung sowie Eosinfärbelösung und 

Thiazinfärbelösung. Destilliertes Wasser sowie 70%igen und 100%igen Alkohol sind 

nicht Bestandteile des Kits und müssen selbständig besorgt werden.  

 

Vorbereitung 

Die Lösungen müssen vor Gebrauch auf Zimmertemperatur gebracht werden und die 

Agarose aliquotiert werden, indem sie bei 95-100°C in einem Wasserbad inkubiert 

wird, bis diese flüssig ist. Um eine erneute Verfestigung der Agarose zu verhindern, 

kann diese in einem Wasserbad bei 37°C warmgehalten werden, bis man diese 

benötigt. Das native Ejakulat muss zuvor mit PBS auf eine Konzentration von maximal 

20 Millionen Samenzellen pro Milliliter verdünnt werden, damit es bei der 

anschließenden mikroskopischen Beurteilung zu keiner Überlagerung der 

Samenzellen kommt. Nach Herstellung der Verdünnung wurde 50µl davon in das 

Agarose Eppendorf tube überführt und vorsichtig vermischt, sodass es zu keiner 

Blasenformation kam. Zur Bildung des Microgels und Verfestigung der Agarose 

wurden anschließend 8µl der hergestellten Mischung aus Agarose und verdünnter 

Samenprobe auf den mitgelieferten Objektträger in das entsprechende Feld pipettiert, 

mit einem Deckglas versehen und 5 Minuten auf einer gekühlten Fläche 

(beispielsweise Metall oder Glas) im Kühlschrank bei 4°C inkubiert. Nach Verfestigung 
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des Gels, wurde der Objektträger aus dem Kühlschrank genommen und das Deckglas 

vorsichtig entfernt. Die weiteren Bearbeitungsschritte mussten bei Raumtemperatur 

erfolgen.  

 

Durchführung 

Der Objektträger wurde horizontal in eine Petrischale gelegt, mit der 

Denaturierungslösung (Lösung 1) vollkommen bedeckt und für 7 Minuten inkubiert. 

Nach der Inkubationsszeit wurde die Lösung durch vorsichtiges Abkippen entfernt und 

der Objektträger wieder in die horizontale Position gebracht. Anschließend wurde die 

Lyselösung (Lösung 2) aufgetragen und für 20 Minuten inkubiert. Auch hier wurde 

nach der Inkubationsszeit das Reagenz durch vorsichtiges Kippen des Objektträgers 

entfernt. Nach der Lyse musste der Objektträger gewaschen und anschließend 

dehydriert werden. Hierfür wurde dieser zuerst mit Aqua dest vollkommen benetzt und 

für 5 Minuten inkubiert. Für die Dehydrierung wurde anschließend 70%iger Alkohol 

und 96%iger Alkohol für je 2 Minuten inkubiert. Die unterschiedlichen verwendeten 

Lösungen wurden nach jedem Schritt durch vorsichtiges Abkippen entfernt. Der 

Objektträger wurde nun zur Lufttrocknung auf einem Filterpapier platziert.  

 

Färbung 

Nach vollständiger Trocknung des Objektträgers konnte die Färbung durchgeführt 

werden. Hierfür wurde der Objektträger wieder in horizontaler Position in eine 

Petrischale gelegt und mit der Färbelösung SSA (Lösung 3) vollkommen bedeckt und 

für 7 Minuten inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Lösung durch vorsichtiges 

Abkippen entfernt und die Färbelösung SSB (Lösung 4) aufgetragen. Diese wurde 

auch für 7 Minuten inkubiert und anschließend durch vorsichtiges Abkippen entfernt. 

Der Objektträger musste vor der mikroskopischen Beurteilung wieder luftgetrocknet 

werden.  
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Mikroskopische Beurteilung 

Zur Beurteilung des Halosperm® wurde das Lichtmikroskop Olympus BX41 

verwendet. Der Objektträger wurde mithilfe des 100er-Objektivs und unter 

Verwendung des Breitlichts mikroskopiert. Falls die Färbung zu intensiv ist, kann der 

Objektträger mit Leitungswasser gewaschen werden. Im Falle einer zu schwachen 

Färbung kann der Objektträger nochmals in 100%igen Alkohol getaucht werden. 

Anschließend kann dieser nach vollständiger Lufttrocknung gefärbt werden.  

Um den Prozentsatz an Samenzellen mit fragmentierter DNA zu bestimmen, kann 

folgende Formel angewandt werden:  

𝑆𝐷𝐹	(%) = 	
𝑓𝑟𝑎𝑔𝑚𝑒𝑛𝑡𝑖𝑒𝑟𝑡𝑒 + 𝑑𝑒𝑔𝑟𝑎𝑑𝑖𝑒𝑟𝑡𝑒	𝑆𝑍

𝐺𝑒𝑠𝑎𝑚𝑡𝑧𝑎ℎ𝑙	𝑆𝑍 	× 100 

Es wurden mindestens 300 Samenzellen anhand dieser Kriterien beurteilt:  

• Spermien ohne DNA-Fragmentation 

Samenzellen ohne DNA-Fragmentation zeigen einen großen oder mittleren 

„Heiligenschein“ (Halo), welcher ähnlich breit oder größer als der Durchmesser 

des Samenzellkerns ist, beziehungsweise dessen Größe zwischen jenen liegt, 

die einen großen und sehr kleinen Halo zeigen.  

• Spermien mit DNA-Fragmentation 

Samenzellen mit DNA-Fragmentationen zeigen keinen oder nur einen kleinen 

Halo, welcher kleiner oder gleichgroß wie 1/3 des Durchmessers des Kerns ist. 

Zu Samenzellen mit Fragmentation werden auch jene gezählt, welche keinen 

Halo zeigen und einen unregelmäßig oder schwach gefärbten Kern aufweisen. 

• Andere Zellbestandteile 

Zellkerne, die nicht Spermatoza entsprechen. Eines der morphologischen 

Merkmale, die sie auszeichnen, ist das Fehlen eines Schwanzes. Diese Zellen 

dürfen nicht in die Schätzung der Häufigkeit von Spermien mit fragmentierter 

DNA einbezogen werden. 
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Abbildung 3: Schematische Darstellung von Samenzellen zur Beurteilung des Halosperm® 

 

In Abbildung 4 sind Samenzellen zu sehen, welche nach Durchführung des 

Halosperm® unter Verwendung von Immersionsöl und 1000-facher Vergrößerung 

mikroskopisch analysiert wurden. Dabei zeigen jene Samenzellen, welche mit „1“ 

beschriftet wurden, einen großen Halo und zeigen somit keine DNA-Fragmentation. 

Samenzellen, welche mit „2“ beschriftet wurden, weisen DNA-Fragmentationen auf, 

weshalb diese nur einen kleinen Halo zeigen. Auch können degradierte Samenzellen 

nachgewiesen werden, welche der mit „3“ beschrifteten Samenzelle entsprechen. 

Diese Samenzellen werden zu Samenzellen mit DNA-Fragmentation gezählt.  

 

 

Abbildung 4: Darstellung von Samenzellen mittels Halosperm® 
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3. Ergebnisse 
Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden mithilfe von Excel und dem statistischen 

Programm „R“ graphisch dargestellt. Die Prüfung der Hypothesen erfolgte 

ausschließlich mit dem Programm „R“. Um die ermittelten deskriptiven statistischen 

Daten zu veranschaulichen, wurden zusammenfassende Tabellen erstellt. Durch die 

Anwendung des Shapiro-Wilk-Tests wurden die Daten auf ihre Normalverteilung 

überprüft. Als statistisches Testverfahren zur Hypothesenprüfung wurde der t-Test 

angewandt, um eine Tendenz der Ergebnisse darstellen zu können. Mithilfe des t-

Tests lässt sich prüfen, ob sich die Mittelwerte der Daten von abhängigen Stichproben 

unterscheiden. Aus den ermittelten Daten der Untersuchung der Motilität, der Vitalität 

und des DFI’s vor und nach der Vitrifikation wurden jeweils Mittelwerte und die 

dazugehörigen Standardabweichungen berechnet.  

 

Die Stichproben wurden bei den Ergebnissen der Motilitätsbestimmung vor und nach 

der Durchführung der Vitrifikation wie folgt definiert: 

• Ergebnisse welche mit „vor Vitrifikation“ gekennzeichnet wurden, wurden vor 

der Vitrifikation aus dem Nativejakulat erhoben. Ergebnisse der Ermittlung der 

Motilität der gefrorenen Proben nach der Vitrifikation wurden mit „nach 

Vitrifikation“ betitelt.  

• Jene Stichproben, welche mit „Mot A“ und „Mot B“ gekennzeichnet wurden, 

stellen die schnell und langsam progressiv beweglichen Samenzellen vor bzw. 

nach der Vitrifikation dar.  

• Stichproben, welche mit „Mot C“ gekennzeichnet wurden, stellen jene 

Samenzellen dar, welche vor bzw. nach der Vitrifikation ortsbeweglich waren.  

• Der Anteil an unbeweglichen Samenzellen welcher vor bzw. nach der 

Vitrifikation ermittelt wurde, wurde „Mot D“ genannt.  
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Die Proben der Vitalitätsbestimmung wurden bei den Ergebnissen vor und nach der 

Vitrifikation folgendermaßen definiert: 

• Ergebnisse welche mit „vor Vitrifikation“ gekennzeichnet wurden, wurden vor 

der Vitrifikation aus dem Nativejakulat erhoben. Ergebnisse der Ermittlung der 

Vitalität der kryokonservierten Proben wurden mit „nach Vitrifikation“ 

bezeichnet.  

• Jener Prozentsatz an Samenzellen, welche Vitalitätszeichen zeigten, wurden 

mit „vital“ gekennzeichnet. Samenzellen, welche keine Vitalitätszeichen 

aufwiesen, wurden „nicht vital“ genannt.  

 

Bei der Ermittlung der Ergebnisse der Bestimmung des DFI‘s vor und nach Vitrifikation 

wurden die verwendeten Stichproben wie folgt definiert: 

• Ergebnisse welche mit „vor Vitrifikation“ gekennzeichnet wurden, wurden vor 

der Vitrifikation aus dem Nativejakulat erhoben. Ergebnisse der Ermittlung des 

DFI’s der gefrorenen Proben nach der Vitrifikation wurden mit „nach Vitrifikation“ 

betitelt.  

• Der Prozentsatz an Samenzellen, welche eine intakte DNA aufwiesen und 

einen Halo zeigten, wurden mit „with halo“ gekennzeichnet. Jener Prozentsatz 

an Samenzellen, welche eine fragmentierte DNA aufwiesen, wurden „without 

halo“ genannt.  
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3.1. Ergebnisse der Motilitätsbestimmung 

 
Abbildung 5: Mittelwerte und Standardabweichung der Motilität vor und nach Vitrifikation 

 
Tabelle 5: Mittelwerte und Standardabweichung der Motilität vor und nach Vitrifikation 

 
vor Vitrifikation nach Vitrifikation 

n 30 30 

Mittelwert Mot A (%) 48,63 3,43 

Mittelwert Mot B (%) 15,07 2,83 

Mittelwert Mot C (%) 3,67 1,06 

Mittelwert Mot D (%) 32,63 92,68 

Mittelwert Mot A, B, C (%) 67,37 7,32 

STABW Mot A (%) 17,2 2,71 

STABW Mot B (%) 9,4 1,9 

STABW Mot C (%) 3,37 1,01 

STABW Mot D (%) 10,51 3,63 
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Anhand der in Abbildung 5 und Tabelle 5 dargestellten Ergebnisse der 

Motilitätsbestimmung vor und nach der Vitrifikation lässt sich eine starke 

Motilitätsabnahme und eine daraus folgende Zunahme an unbeweglichen 

Samenzellen nach der Vitrifikation im Vergleich zu Samenzellen aus den Nativejakulat 

beobachten. Um die Motilität vor und nach Vitrifikation im Generellen zu vergleichen, 

wurden die Motilität A, B und C vor, sowie die Motilität A, B und C nach Vitrifikation 

zusammengenommen. Dadurch lässt sich mittels dem berechneten p-Wert von <0,01 

ein signifikanter Unterschied der Gesamtmotilität (A, B und C) feststellen.  

Tabelle 6: p-Werte der Ergebnisse der Moilität vor und nach Vitrifikation 

 p-Werte 

Mot A vor Vitrifikation – Mot A nach Vitrifikation <0,01 

Mot B vor Vitrifikation – Mot B nach Vitrifikation <0,01 

Mot C vor Vitrifikation – Mot C nach Vitrifikation <0,01  

Mot D vor Vitrifikation – Mot D nach Vitrifikation <0,01 

Mot A, B,C vor Vitrifikation – Mot A,B,C nach Vitrifikation <0,01 

 

 
Abbildung 6: Gesamtmotilität vor und nach der Vitrifikation 
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Durch die Veranschaulichung der Daten der Gesamtmotilität in Abbildung 6, welche 

alle beweglichen Samenzellen (Mot A, Mot B, und Mot C) zusammenfasst, wird noch 

einmal verdeutlicht, dass die Beweglichkeit „Mot D“, welche der Kategorie der 

unbeweglichen Samenzellen entspricht, bedeutend höher nach der Vitrifikation ist.  

 

3.2. Ergebnisse der Vitalitätsbestimmung  
Tabelle 7: Mittelwerte und Standardabweichung der Vitalität vor und nach Vitrifikation 

 
vor Vitrifikation nach Vitrifikation 

n 30 30 

Mittelwert vital (%) 94,73 7,77 

Mittelwert nicht vital (%) 5,2 92,43 

STABW vital (%) 2,68 2,74 

STABW nicht vital (%) 2,67 2,74 

 

 

Abbildung 7: Mittelwerte und Standardabweichung der Vitalität vor und nach Vitrifikation 

 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

vor Vitrifikation nach Vitrifikation

Pr
oz
en

t

Vitalität vor und nach Vitrifikation

vital nicht vital



  31 
 

 

Wie den Werten der Tabelle 7 und deren Veranschaulichung in Abbildung 7 zu 

entnehmen ist, gibt es einen bedeutenden Unterschied zwischen der Vitalität der 

Samenzellen im nativen Ejakulat und der Vitalität der Samenzellen nach der 

Vitrifikation. Auffallend ist, dass beim Vergleich der Vitalität nach der Vitrifikation bei 

dem Großteil der Samenzellen keine Vitalitätszeichen mehr nachgewiesen werden 

konnten. Durch die Ermittlung des p-Wertes von <0,01 lässt sich somit ein signifikanter 

Unterschied der Vitalität der Samenzellen jeweils vor und nach der Vitrifikation 

bestätigen.  

 

Tabelle 8: p-Werte der Ergebnisse der Vitalität vor und nach Vitrifikation 

 p-Wert 

vital vor Vitrifikation – vital nach Vitrifikation <0,01 

Nicht vital vor Vitrifikation – nicht vital nach Vitrifikation <0,01 

 

Anhand der Ergebnisse der Vitalität und der Motilität, welche in der untenstehenden 

Abbildung 8 und 9 grafisch dargestellt wurden, lässt sich eine Korrelation beider 

Parameter jeweils vor und nach der Vitrifikation beobachten. So konnte bei einer 

geringeren Beweglichkeit der Samenzellen eine niedrigere Vitalität und ebenso bei 

Vorhandensein einer höheren Motilität eine höhere Vitalität nachgewiesen werden.  

 

Abbildung 8: Vitalität und Motilität vor der Vitrifikation 
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Abbildung 9: Vitalität und Motilität nach der Vitrifikation 
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3.3. Ergebnisse des DNA-Fragmentationsindex 
Tabelle 9: Mittelwerte und Standardabweichung des DFI's vor und nach Vitrifikation 

 
vor Vitrifikation nach Vitrifikation 

n 30 30 

Mittelwert halo (%) 94,73 92,27 

Mittelwert without halo (%)  5,2 7,73 

STABW halo (%) 2,68 2,74 

STABW without halo (%) 2,67 2,74 

 

 

Abbildung 10: Mittelwerte und Standardabweichung des DFI's vor und nach Vitrifikation 
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Fragmentationen vorliegt. Betrachtet man die Ergebnisse des DFI’s vor und nach der 

Vitrifikation genauer, zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen den 

Ergebnissen vor und nach der Kryokonservierung. So erzielten die Samenproben vor 

der Vitrifikation einen signifikant höheren Prozentsatz (p<0,01) an Samenzellen mit 

intakter DNA.  

Tabelle 10: p-Werte der Ergebnisse des DFI's vor und nach Vitrifikation 

 p-Wert 

with halo vor Vitrifikation – with halo nach Vitrifikation <0,01 

without halo vor Vitrifikation – without halo nach Vitrifikation <0,01 
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4. Zusammenfassung 
Der Begriff der Kryokonservierung beschreibt ein Verfahren, welches es ermöglicht, 

Zellen oder auch Gewebestücke durch Einfrieren zu konservieren und die Vitalität zu 

bewahren. Die Kryokonservierung von Spermien ist deshalb ein wesentlicher 

Bestandteil der assistierten Reproduktionstechnik und der Erhaltung der männlichen 

Fertilität10. Grundsätzlich unterscheidet man zwei verschiedene Methoden der 

Kryokonservierung: das Slow-Freezing und die Vitrifikation.  Bei beiden Verfahren wird 

durch die Zugabe von CPAs die Eiskristallbildung in den Zellen unterbunden. Diese 

Chemikalien optimieren den osmotischen Druck und den pH-Wert, versorgen die 

Spermien mit extrazellulärer Energie und beugen zudem auch bakterielle 

Kontaminationen vor11. Wesentliche Unterschiede der Vitrifikation vom Slow-Freezing 

finden sich bei den Einfrierraten, der Zusammensetzung der Kryoprotektiva und den 

Auftauprotokollen10. Bis heute ist die Methode des Slow-Freezings die am weitesten 

verbreitete und am häufigsten angewandte Methode um humane Samenzellen im 

Zuge der assistierten Reproduktionsmedizin einzufrieren, jedoch ist in den letzten 

Jahrzehnten die Vitrifikation immer effektiver geworden12.  

Trotz des Vorteils der Kryokonservierung ist bekannt, dass das Einfrieren und 

anschließende Auftauen für die Spermien, schädlich ist. So verursacht dieses 

Verfahren eine signifikante Abnahme der Motilität, Vitalität, Chromatinstabilität und 

Membranintegrität und verursacht morphologische Veränderungen der Samenzellen3. 

Des Weiteren kann eine Kryokonservierung von Samenzellen auch Schäden der DNA 

induzieren. Durch Schäden an mitochondrialen Membranen wird der Prozess der 

Energieproduktion unterbrochen, was zu einer verringerten ATP-Verfügbarkeit in den 

Spermien führt3. Die Unversehrtheit der Spermien scheint der entscheidende Faktor 

für den Erfolg der Befruchtung sowohl bei natürlichen als auch bei assistierten 

Reproduktionsmethoden zu sein6.  

In dieser Arbeit wird die Motilität, die Vitalität sowie der DFI der Samenzellen jeweils 

vor und nach der Vitrifikation untersucht und miteinander verglichen. Hierfür wurde 

unmittelbar nach der Ejakulation die Samenprobe makro- und mikroskopisch beurteilt, 

um unteranderem mittels Maklerkammer die Beweglichkeit zu bestimmen. Mittels 

Eosin-Negrosin-Test wurde anschließend die Vitalität und mittels Halosperm® der DFI 

der Samenzellen erhoben.  
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Die Ergebnisse der Motilitätsbestimmung ergaben einen signifikanten Unterschied 

sowohl der Gesamtmotilität (A, B und C) als auch der einzelnen Motilität A, B oder C 

vor und nach der Vitrifikation. Vor der Kryokonservierung wiesen die Samenzellen der 

jeweiligen Proben eine bedeutend höhere Beweglichkeit als nach der Vitrifikation auf. 

Da die Beweglichkeit von Samenzellen unter anderem ein Zeichen der Vitalität ist, ist 

es nicht verwunderlich, dass die Ergebnisse der Vitalitätsbestimmung eine signifikante 

Abnahme der Vitalität nach Vitrifikation ergaben.  

Bezüglich der Änderung des DFI’s konnte auch hier ein signifikanter Unterschied im 

Vergleich zum Nativejakulat und der gefrorenen Probe nachgewiesen werden. Wie 

auch bei der Motilität und der Vitalität, zeigten Samenzellen nach der Vitrifikation einen 

signifikant höheren Prozentsatz an DNA-Fragmentationen.  
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5. Diskussion 
Die Kryokonservierung von Spermien mittels Slow-Freezing ist in der ART eine 

weitverbreitete Methode, um Samenzellen von Patienten zu erhalten, welche 

beispielsweise an einer Krebserkrankung leiden oder sich einer Hormontherapie 

unterziehen. Da bei der Kryokonservierung von Eizellen und Embryonen die 

Vitrifikation den Goldstandard darstellt2 soll nun auch versucht werden, eine geeignete 

Vorgehensweise dieser Methode für Spermien zu entwickeln. Beiden Verfahren ist 

gemeinsam, dass durch Zugabe von kryoprotektiven Additiven die Eiskristallbildung 

innerhalb der Zelle verhindert werden soll.  

Die Resultate der Untersuchung der Auswirkung der Vitrifikation auf die Motilität von 

humanen Samenzellen zeigten, dass es einen signifikanten Unterschied des 

Prozentsatzes der Beweglichkeit der Zellen aus dem Nativejakulat und denen der 

Kryokonservierung gab. So konnte eine Reduzierung der Gesamtbeweglichkeit von 

67,37% auf 7,32% beobachtet werden. Nijs et et al. berichteten in ihrer Studie, welche 

sich mit der Hyaluronbindung von Samenzellen nach Einfrieren und Auftauen befasst, 

dass der Prozentsatz der beweglichen Spermien nach der Kryokonservierung deutlich 

sank und erzielten somit ähnliche Resultate29.  

Die Abnahme der Beweglichkeit der Samenzellen kann auf die nicht gänzlich 

ausgeschlossene Eiskristallbildung, trotz Zugabe von kryoprotektiven Additiven, 

zurückzuführen sein. So kommt es bei der Kryokonservierung zu Schäden der 

Spermien verschiedenster Arten, unter anderem konnte die Schädigung des Akrosoms 

und die teilweise Entfernung der äußeren akrosomalen Membran mit Abnahme des 

akrosomalen Inhalts als häufige Veränderung, der physikalischen Gefrierereignissen 

zugeschrieben werden30. Alternativ können osmotische Veränderungen Schäden an 

der Lipidmembranstruktur verursacht haben, welche zu Spannungsänderungen in den 

Wasserkanalproteinen und somit zu morphologischen Veränderungen führten31. Da 

die Vitrifikation zwar mit dem Kryokonservierungsmedium TYB mit Glycerol und 

Gentamicin durchgeführt wurde und dieses prinzipiell für das Verfahren des Slow-

Freezings verwendet wird, kann auch dies Grund für die starke Motilitätsabnahme 

nach Vitrifikation sein. Jedoch konnten Studien bereits zeigen, dass Glycerol als 

Schutzmittel dem Dimethylsulfoxid (DMSO) vorzuziehen ist, da die Spermienstruktur 

so besser geschützt wird32,33. Der Mechanismus, durch den die Motilität abnimmt, ist 

jedoch bis heute nicht gänzlich geklärt. Es besteht aber eine starke Korrelation 
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zwischen dem Anteil unbeweglicher Spermien und mitochondrialen Defekten nach 

dem Auftauen34.  

Neben der Motilität wurde auch der Unterschied der Vitalität der Samenzellen vor und 

nach der Vitrifikation untersucht. Hierfür wurde der Eosin-Negrosin-Test angewandt. 

Die Ergebnisse zeigten, dass es auch hinsichtlich der Vitalität einen signifikanten 

Unterschied zwischen der Analyse aus dem Nativejakulat und der aufgetauten Probe 

nach der Kryokonservierung gab. Dieses Ergebnis war bereits nach der 

Motilitätsbestimmung zu erwarten, da die Beweglichkeit der Samenzellen 

unteranderem ein Indikator für die Vitalität der Zellen ist. Somit konnte gezeigt werden, 

dass die Vitalität im direkten Zusammenhang mit der Motilität der Samenzellen steht. 

Auch hier kann der Unterschied vor und nach der Vitrifikation auf die Eiskristallbildung 

innerhalb der Zelle und der damit verbundenen Schädigung der Membran 

zurückzuführen sein.  

Um die Forschungsfrage bezüglich der Änderung des DFI’s nach Vitrifikation zu 

untersuchen, wurde ein Halosperm® der unbehandelten und der vitrifizierten Proben 

durchgeführt. Bei der Analyse der Ergebnisse konnte eine signifikante Abnahme von 

94,73% auf 92,27% der Samenzellen ohne DNA-Fragmentation nachgewiesen 

werden. Die Abnahme des DFI’s kann auf die Veränderung der Eigenschaften der 

Mitochondrienmembran und erhöhte Produktion von ROS in der Samenzelle 

zurückzuführen sein, welche durch die Kryokonservierung hervorgerufen werden35. 

Durch die Produktion von ROS und eine geringere antioxidative Enzymaktivität in den 

Samenzellen, kann die Lebensfähigkeit der Spermien reduziert und apoptotische 

Wege induziert werden36. Durch die Erhöhung von ROS kann es anschließend zu einer 

höheren Häufigkeit von Einzel- und Doppelstrangbrüchen der DNA kommen35. In der 

2006 veröffentlichten Studie von Wyrobek et al. konnte gezeigt werden, dass die 

Spermienmotilität unter anderem sehr stark mit DNA-Strangbrüchen und dem DFI 

korreliert37. Diese Korrelation konnte anhand der Ergebnisse, welche im Zuge dieser 

Arbeit generiert wurden, nicht bestätigt werden. Ein möglicher Grund hierfür könnte die 

Durchführung der Analyse mittels Halosperm® und nicht mittels eines TUNEL-Assays 

sein, welcher möglicherweise exaktere Ergebnisse geliefert hätte. Hierbei ist jedoch 

zu erwähnen, dass gezeigt werden konnte, dass der SCD-Test, welcher dem 

Halosperm® entspricht, eine signifikante Korrelation mit anderen Tests wie 

beispielweise dem TUNEL oder SCSA hatte38. 
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Darüber hinaus wurde in der Studie von Bogle et al. über Defekte in DNA-

Reparaturenzymen als weiterer Grund für DNA-Schäden nach dem Einfrieren 

berichtet39. Des Weiteren wurde postuliert, dass DNA-Veränderungen in Spermien 

während der Kryokonservierung durch oxidativen Stress und Apoptose-induzierende 

Faktoren verursacht werden können und zur Zerstörung der Nukleoproteinstruktur, 

Disulfidbindungen und des DNA-Protamin-Komplexes führen40,41.  

Durch die Untersuchung der Forschungsfragen hinsichtlich der Veränderung der 

Motilität, der Vitalität und des DFI’s der Samenzellen nach Vitrifikation konnte gezeigt 

werden, dass das Verfahren der Kryokonservierung zu einer signifikanten Abnahme 

der Beweglichkeit, einhergehend mit der Vitalität führt und der DFI erhöht wird. Auch 

Ozkavukcu et al. stellte fest, dass die Beweglichkeit, Plasmamembranfunktionalität, 

Akrosomintegrität und Gesamtlebensfähigkeit der Spermien nach dem Auftauen 

typischerweise im Vergleich zum Zustand vor dem Einfrieren abnimmt34. Dadurch kann 

belegt werden, dass nach dem Einfrieren eine insgesamt schlechtere Samenqualität 

zu erwarten ist.  

Da es sich bei den verwendeten Samenproben um jene von Samenspendern mit 

Normozoospermie handelt, wäre durch die starke Motilitätsabnahme mit diesem 

Protokoll der Vitrifikation, eine Kryokonservierung von Ejakulat mit eingeschränkter 

Samenqualität nicht sinnvoll. Mit der Slow-Freezing Methode, welche im IVF-Labor des 

Kinderwunschzentrums an der Wien angewandt wird, werden deutlich bessere 

Ergebnisse hinsichtlich der Beweglichkeit der Samenzellen nach dem Tauen erzielt. 

Dadurch kann belegt werden, dass die Vitrifikation unter Verwendung des 

Freezingmediums TYB mit Glycerol und Gentamicin und der umfunktionierten CBSTM 

High Securtity Vitrification Straws nicht die gewünschten Ergebnisse, nämlich eine 

vergleichbare oder sogar verbesserte Motilität nach Kryokonservierung mittels Slow-

Freezing, hervorbrachte.  

Um weiterführende Untersuchungen bezüglich der Findung einer geeigneten Methode 

der Vitrifikation von Samenzellen anzuschließen, kann ein anderes Einfriermedium 

verwendet werden, welches eigens für das Verfahren der Vitrifikation entwickelt wurde. 

Des Weiteren wäre die Verwendung von Straws, welche für die Kryokonservierung von 

Samenzellen konzipiert wurden, sinnvoll, da diese zweckgemäß angewandt werden 

können und nicht umfunktioniert werden müssen.  
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Mit dieser Studie konnte gezeigt werden, dass Samenzellen mit einer Abnahme der 

Beweglichkeit, Vitalität und des DFI‘s auf das Verfahren der Vitrifikation reagieren. 

Aufgrund dessen, dass dieses Verfahren des Einfrierens den Goldstandard bei der 

Kryokonservierung von Eizellen und Embryonen darstellt und eine wesentliche 

Zeitersparnis mit sich bringt, sind weiterführende Untersuchungen für die Vitrifikation 

von Samenzellen von Bedeutung.  
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Anhang 

a. Freezing Medium - TEST Yolk Buffer (TYB) with Glycerol and Gentamicin
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b. VitalScreen

 

 

VitalScreen 
Dokumentenreferenz: FP09 I14 R01 D.1 

Aktualisierungsdatum: 20/04/2022 

Zur Verwendung in der In-vitro-Diagnostik 
Reagenzien nur für den professionellen 
Gebrauch 
ALLGEMEINE INFORMATIONEN 

VitalScreen verwendet die Eosin-Nigrosin-

Färbung, um den Prozentsatz der lebenden 

Spermien zu bestimmen. Das Verfahren 

basiert auf dem Grundsatz, dass tote Zellen 

Eosin über ihre Zellmembran aufnehmen 

und sich dadurch rot färben. Das Nigrosin 

sorgt für einen dunklen Hintergrund, der 

die Auswertung der Objektträger 

erleichtert. 

Die Vitalität der Spermien sollte bestimmt 

werden, wenn weniger als 40 % der 

Spermien beweglich sind. Bei Proben mit 

schlechter Beweglichkeit ist es wichtig, 

zwischen unbeweglichen toten Spermien 

und unbeweglichen lebenden Spermien zu 

unterscheiden (1). 

BESTIMMUNGSGEMÄßE 
VERWENDUNG 

VitalScreen ist ein semi-quantitativer, 

nicht-automatisierter diagnostischer Test 

zur Beurteilung der Vitalität von Spermien 

in einer Samenprobe mittels einer Eosin-

Nigrosin-Färbung. 

VitalScreen kann unter Umständen bei der 

Beurteilung der Diagnose und Behandlung 

männlicher Unfruchtbarkeit helfen. 

VitalScreen ist so konzipiert, dass mit 

einem Kit 200 Tests durchgeführt werden 

können.  

IM KIT ENTHALTENE MATERIALIEN 

VitalScreen (Produktcode: VITAL): 

• Reagenz 1: 20 ml 1%iges Eosin Y in 

Kochsalzlösung 

• Reagenz 2: 30 ml 5%iges Nigrosin in 

Kochsalzlösung 

Ein Analysezertifikat und ein 
Sicherheitsdatenblatt sind auf Anfrage 
erhältlich oder können von unserer 
Website (www.fertipro.com) 
heruntergeladen werden. 
ERFORDERLICHES MATERIAL, 
DAS NICHT IM LIEFERUMFANG 
ENTHALTEN IST 

• Lichtmikroskop (400 - 600fache 

Vergrößerung) 

• Mikroskop-Objektträger 

• Deckgläser 

• Pipetten und frische Pipettenspitzen 

• Kleine Reagenzröhrchen oder 

Eppendorf-Röhrchen 

METHODE 

Scannen Sie den Barcode 

(oder folgen Sie dem Link 

auf www.fertipro.com), um 

das Demonstrationsvideo 

anzusehen:  

PROBENENTNAHME UND -
VORBEREITUNG 

VitalScreen sollte an frischen, 

menschlichen Samenproben durchgeführt 

werden, vorzugsweise innerhalb einer 

Stunde nach der Ejakulation. 

VORBEREITUNG VON 
REAGENZIEN 

Die Reagenzien sind gebrauchsfertig. 

Mischen Sie Reagenz 2 vor dem Gebrauch. 

VITALSCREEN-VERFAHREN 

1. Geben Sie 50 µl Sperma und 2 Tropfen 

Reagenz 1 in ein Eppendorf-Röhrchen. 

Vorsichtig mischen. Vermeiden Sie den 

Kontakt zwischen der Reagenzflasche 

und dem Röhrchen mit dem Sperma.  

2. Innerhalb von 30 Sekunden 3 Tropfen 

von Reagenz 2 hinzufügen. Vorsichtig 

mischen. Vermeiden Sie den Kontakt 

zwischen der Reagenzflasche und dem 

Röhrchen mit dem Sperma. 

3. Innerhalb von 30 Sekunden nach dem 

Hinzufügen von Reagenz 2 20 µl der 

Sperma-Färbemittel-Mischung auf 

einen Objektträger geben und sofort 

das Deckglas darauf legen.  

4. Sofort unter dem Mikroskop 

auswerten. 

Hinweis 1: Nicht warten, bis der Tropfen 

getrocknet ist, da sich sonst Nigrosin-

Kristalle bilden, die die Auswertung der 

Ergebnisse beeinträchtigen können. 

Hinweis 2: Falls sich das Nigrosin in der 

Samenprobe abscheidet (was bei 

zähflüssigen Proben selten vorkommen 

kann) oder bei der Analyse von Proben mit 

geringer Spermienkonzentration, wird 

empfohlen, nur mit Eosin (Reagenz 1) zu 

arbeiten und kein Nigrosin (Reagenz 2) zu 

verwenden. In diesem Fall fahren Sie nach 

Schritt 1 mit Schritt 3 fort. 

INTERPRETATION 

• Farblose Spermien: lebende 

Spermien 

• Rot gefärbte Spermien: tote 

Spermien 

Hinweis: Spermien mit einer schwachen 

rosa Kopfverfärbung sollten als tot 

bewertet werden (1). 

Den kompletten Objektträger absuchen 

und zwischen 100 und 200 Zellen zählen. 

Die lebenden von den toten Spermien 

unterscheiden. 

Die Ergebnisse sofort ablesen. Bei einer zu 

langen Wartezeit sinkt der Prozentsatz der 

Vitalität.  

Die Vitalitätsergebnisse sollten in 

Verbindung mit den Motilitätsergebnissen 

derselben Samenprobe bewertet werden. 
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c. Halosperm® G2 – Instruction for use 
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