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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 beschaftigt sich mit dem Vergleich der Effekte auf Samenzellen
hinsichtlich der Motilitat, Vitalitat und DNA-Fragmentationsindex (DFI), welche durch
das Verfahren der Vitrifikation, einem speziellen Verfahren der Kryokonservierung,
auftreten. Die Kryokonservierung von Spermien st in der assistierten
Reproduktionstechnologie (ART) eine weitverbreitete Methode, um Samenzellen von
Mannern zu erhalten und stellt eine therapeutische Losung fur Patienten dar, welche
an einer Krebserkrankung leiden oder sich einer Hormontherapie unterziehen. Die
vorsorgliche Kryokonservierung von Spermien ist derzeit die einzige klinisch
verfugbare Technik zum Erhalt mannlicher Gameten und ermoglicht eine
Kinderwunschbehandlung zu einem spateren 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
Motilitatsbestimmung erfolgte mithilfe der Maklerkammer, welche eine gleichzeitige
Konzentrations- und Beweglichkeitsbestimmung ermdoglicht. Die Vitalitat der
Samenzellen wurde mittels einem Eosin-Negrosin-Test bestimmt. Um den DFI zu

bestimmen, wurde anschlieRend ein Halosperm® durchgefihrt.

Sowohl die Ergebnisse der Motilitats- und Vitalitatsbestimmung, als auch des DFI's
zeigten einen signifikanten Unterschied jeweils vor und nach der Vitrifikation, wobei es
zu einer Abnahme der Beweglichkeit und Vitalitdt kam und zu einer Zunahme der DNA-
Fragmentationen der Samenzellen. Aus den Ergebnissen lasst sich schliel3en, dass
es durch die Vitrifikation und dem anschlieBenden Auftauen zu zellularen
Schadigungen kommt, welche mit einer verminderten Motilitat, Vitalitat und DNA-
Intaktheit einhergehen.



Abstract
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1. Einleitung

Die Kryokonservierung von Spermien ist in der assistierten Reproduktionstechnologie
(ART) eine weitverbreitete Methode, um Samenzellen von Mannern zu erhalten,
welche beispielsweise von einer hochgradigen Oligozoospermie oder
Ejakulationsstorungen betroffen sind und stellt unter anderem eine therapeutische
Losung fur Patienten dar, welche an einer Krebserkrankung leiden oder sich einer
Hormontherapie unterziehen. Die vorsorgliche Kryokonservierung von Spermien ist
derzeit die einzige klinisch verfugbare Technik zum Erhalt mannlicher Gameten und
ermoglicht eine Kinderwunschbehandlung zu einem spateren Zeitpunkt. Durch die
reprotoxische Wirkung dieser Behandlungen konnen diese in einer therapiebedingten
Infertilitat 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 wurde'. Bei dieser Methode handelte es sich um
das sogenannte Slow-Freezing, bei welchem die Zellen durch langsames und
schrittweises Abkuhlen der Umgebungstemperatur eingefroren werden. Ein weiteres
Verfahren der Kryokonservierung ist die Vitrifikation. Hierbei werden die Proben durch
direktes Eintauchen in flissigen Stickstoff rapide auf -196°C abgekuhlt. Da bei der
Kryokonservierung von Eizellen und Embryonen die Vitrifikation den Goldstandard
darstellt?> soll nun auch versucht werden, eine geeignete Vorgehensweise dieser

Methode fur Spermien zu entwickeln.

Trotz des Vorteils der Kryokonservierung ist bekannt, dass das Einfrieren und
anschlielende Auftauen, fur die Spermien schadlich ist. So verursacht dieses
Verfahren eine signifikante Abnahme der Motilitat, Vitalitat, Chromatinstabilitat und
Membranintegritat und verursacht morphologische Veranderungen der Samenzellen®.
Dieser Verlust der Spermienqualitat ist besonders bei Patienten, deren
Spermienparameter von vornherein eingeschrankt sind, signifikant*. Des Weiteren
kann eine Kryokonservierung von Samenzellen auch Schaden der
Desoxyribonukleinsdure (DNA) induzieren. Durch Schaden an der mitochondrialen
Membran wird der Prozess der Energieproduktion unterbrochen, was zu einer
verringerten Adenosintriphosphat (ATP)-Verfligbarkeit in den Spermien fiihrt®. Aus
ATP entsteht durch Adenylyl Cyclase das zyklische Adenosinmonophosphat (CAMP)?.
cAMP ist fur Ereignisse, die wahrend der Kapazitation auftreten, einschlieRlich der
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Aktivierung der Motilitat, Anderungen im Motilititsmuster, die als Hyperaktivierung
bekannt sind, und fur die Entwicklung der Fahigkeit, die Akrosomreaktion einzugehen,
wesentlich®. Somit kann eine reduzierte ATP-Verfligbarkeit mit einer Verringerung der
Beweglichkeit der Samenzellen einhergehen. Die Unversehrtheit der Spermien scheint
der entscheidende Faktor fur den Erfolg der Befruchtung sowohl bei naturlichen als

auch bei assistierten Reproduktionsmethoden zu sein®.

1.1. Humanes Spermium

Bei mannlichen menschlichen Individuen kommt es gleichzeitig mit Eintreten der
Pubertat zur Spermienproduktion und -reifung, der sogenannten Spermatogenese. Die
Keimstrange im kindlichen Hoden entwickeln beim Eintreten der Pubertat ein Lumen
und entwickeln sich zu Samenkanalchen, den sogenannten Tubuli seminiferi corti, in
dessen Basalmembran sich die Spermatogonie, welche die lokale mannliche
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 anschlieRende 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 Zytoplasmabricken miteinander verbunden bleiben und teilen
sich anschliel3end noch einmal mitotisch. In der Phase der Spermiohistogenese reifen
die Spermatiden in den Hodenkanalchen zu befruchtungsfahigen Spermatozyten

heran.
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Abbildung 1: Spermatogenese adaptiert nach Thomas Weyerstahl: Duale Reihe Gynékologie 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 Mittelstuck und zur Bildung einer Geil3el, dem
Kinozilium, wodurch sich das Spermium schlussendlich selbststandig fortbewegen

kann.

Uber die Samenkanalchen 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 Samenflussigkeit des Ejakulats werden die
Spermien durch den alkalischen pH-Wert aktiviert und beweglich. Durch die in der
Samenflussigkeit enthaltenen Fructose werden die Samenzellen mit Energie versorgt.
Die Spermatogenese umfasst die Bildung der Spermatogonie, welche die lokale
mannliche 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 (WHQO) 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, veroffentlicht. Das Handbuch wurde
seitdem viermal Uberarbeitet (2-5) und in mehrere Sprachen Ubersetzt. Im Jahr 2021
wurde das Handbuch abermals Uberarbeitet, wodurch Version 6 nun die aktuelle
Ausgabe ist.

Der Teil der Samenanalyse ist in drei Kapitel geteilt: Basisuntersuchungen, welche
Routineverfahren fur die Bestimmung von Samenparametern sind und von jedem
Labor durchgefuhrt werden konnen, welche Samenanalysen anbieten; erweiterte
Analysen, welche in ausgewahlten Laboratorien angeboten werden; und
weiterfuhrende Untersuchungen, die derzeit nicht routinemalig Anwendung bei der
Erstbeurteilung der mannlichen Fertilitat 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 Verflissigungszeit,
die Viskositat und der pH-Wert des Ejakulats bestimmt.

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

Durchgangigkeit des posttestikularen Gangsystems, die Wirksamkeit der



Muskelkontraktionen der Nebenhoden und Vasa deferentia, und die Erektions- und

Ejakulationseffizienz, um ein spermienreiches Ejakulat auszustol3en.

Nach der makroskopischen Analyse der Farbe, Verflissigungszeit und Viskositat,
sowie der pH-Wert-Messung und Volumenbestimmung, findet die mikroskopische
Analyse statt. Durch die Anfertigung eines feuchten Praparates lasst sich die Anzahl,
die Beweglichkeit und der Verdunnungsfaktors bestimmen, welcher fur die Beurteilung
der Konzentration bendtigt wird. AulRerdem lasst sich das Vorhandensein von
Rundzellen, Agglutinationen und Aggregaten bestimmen, welche durch die erweiterte

Analyse untersucht werden konnen.

Bei Agglutinationen handelt es sich um bewegliche Spermien, die aneinanderhaften.
Dabei konnen sie Kopf an Kopf, Schwanz an Schwanz oder Kopf an Schwanz
zusammenhaften’. Die Samenzellen zeigen oft eine kraftige und hektische
Schuttelbewegung, konnen jedoch manchmal auch so agglutiniert sein, dass ihre
Bewegung eingeschrankt ist. Bewegliche Spermien, die an Zellen oder Trimmern
haften, oder unbewegliche Spermien, die aneinanderhaften werden als Aggregate

bezeichnet und sollten nicht als Agglutination gewertet werden’.

Nach der Konzentrationsbestimmung lasst 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 wird’.

In der neuesten Ausgabe des Laborhandbuchs der WHO wird wieder empfohlen, die
Motilitat 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)'.

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 Uber den Funktionszustand der mannlichen
Fortpflanzungsorgane, hauptsachlich der Hoden und Nebenhoden gibt’. Fir die
Beurteilung der mannlichen 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/Mittelstuick und Schwanz sowie das mogliche Vorhandensein

abnormaler zytoplasmatischer Riickstdnde zu bewerten’.

1.2.2. Referenzwerte und Nomenklatur

Die Samenqualitat wird als Mal fur die mannliche Fruchtbarkeit in der klinischen
Andrologie, der Reproduktionstoxikologie, der Epidemiologie und der Bewertung des
Schwangerschaftsrisikos ~ herangezogen?. Um Entscheidungen in  der
Patientenbehandlung treffen zu konnen, ist es notwendig die erhobenen Parameter
der Samenanalyse mit definierten Referenzwerten zu vergleichen®. Die
Referenzwerte, welche im WHO Laborhandbuch (2021) angegeben werden, wurden
bereits in Version 5 (2010) erwahnt und wurden in prospektiven Studien bezuglich der
Beurteilung der Samenqualitat und Fertilitat ermittelt®. Dabei wurde die Fertilitat als
Erzielung einer Schwangerschaft der Partnerin innerhalb von 12 Monaten nach
Beendigung einer Kontrazeption definiert®. Fir die Ermittlung der Referenzwerte
wurden Daten einer fruchtbaren Population verwendet, aus denen eine
Fertilitatsprognose oder eine Unfruchtbarkeitsdiagnose extrapoliert werden kann®. 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 2 16Mio/ml
Spermiengesamtmotilitat (a+b+c) 2 42%
Progressive Spermienmotilitat (a+b) = 30%
Morphologie: Normalformen = 4%

Vitalitat > 54%
Leukozyten < 1Mio/ml




Anhand der erhobenen

Parameter

lasst sich, abhangig vom jeweiligen

eingeschrankten 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
(PR)
morphologisch normalen Spermatozoen unterhalb

progressiv-motilen Spermien und

der unteren Referenzwerte

Azoospermie

Keine Samenzellen im Ejakulat

Globozoospermie

Fehlendes Akrosom des Spermienkopfes

Hamatospermie

Vorhandensein von Erythrozyten im Ejakulat

Kryptozoospermie

Samenzellen erst nach Zentrifugation nachweisbar

Leukospermie

=1Mio/ml Leukozyten im Ejakulat

Nekrozoospermie

Ausschlie8lich immotile Samenzellen im Ejakulat

nachweisbar

Normozoospermie

Konzentration/ Gesamtzahl, Prozentsatz an
progressiv beweglichen als auch morphologisch
normalgeformten Samenzellen ist gleich oder tUber

dem jeweiligen Referenzbereich

Oligoasthenoteratozoospermie

Konzentration/ Gesamtzahl, Prozentsatz an
progressiv beweglichen als auch morphologisch
normalgeformten Samenzellen ist unterhalb dem

jeweiligen Referenzbereiches




Oligoasthenozoospermie Konzentration/ Gesamtzahl, Prozentsatz an
progressiv.  beweglichen ist wunterhalb 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 routinemaligen Spermienanalysen nicht erforderlich,
konnen aber fur diagnostische oder Forschungszwecke nutzlich sein. So sollte bei
Vorhandensein von Agglutinationen ein sogenannter Mixed Antiglobulin Reaction
(MAR)-Test oder ein Immunobead (IB)-Test durchgefuhrt werden, um die Prasenz von
Antikorper gegen Permatozoen zu testen. Auch die Beurteilung unreifer Keimzellen,
wie runde Spermatiden und Spermatozyten, im Ejakulat sollte durchgefuhrt werden.
Sie konnen in gefarbten Samenabstrichen nachgewiesen werden.

Als weiterfuhrende Analyse wird auch die Bestimmung von DNA-Schaden der
Samenzellen beschrieben. Unter diesen Veranderungen ist die Spermien-DNA-
Fragmentierung (SDF) eine der haufigsten Stérungen, die das Erbgut in Form von
Einzel- oder Doppelstrangbrichen schadigen. Diese kann durch verschiedene
Prozesse ausgelost werden, wie die fehlerhafte Verpackung der DNA wahrend der
Spermatogenese und apoptotische Prozesse und oxidativen Stresses, die mit
mehreren pathologischen Vorkommnissen und Umweltbedingungen in Verbindung

gebracht werden kénnen’.

In den letzten 15 Jahren wurde immer deutlicher, dass ein erheblicher Prozentsatz
mannlicher Unfruchtbarkeit eine genetische oder genomische Grundlage, wie
Chromosomenanomalien und Genmutationen, hat. Da die Methodik der meisten
genetischen Analysen nicht spezifisch fir Samendefekte ist, werden genetische
Analysen grundsatzlich in einem genetischen Labor durchgefuhrt. Eine Ausnahme
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stellt jedoch der Test auf Spermienaneuploidien dar, welcher mithilfe einer
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung durchgefuhrt werden kann. Die Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierung ist eine zytogenetische Methode, die die Haufigkeit von
Chromosomenanomalien bewertet. Die Chromosomen X, Y, 13, 18 und 21 werden im
Spermien-Aneuploidie-Test gemessen, da Aneuploidien in diesen Chromosomen mit
einem lebensfahigen, aber betroffenen Nachwuchs assoziiert sind (Klinefelter-
Syndrom [XXY-XXXXY], Turner-Syndrom [XO], Patau-Syndrom [Trisomie 13],
Edwards [Trisomie 18] und Down-Syndrom [Trisomie 21])".

1.2.4. Weiterfiihrende Untersuchungen

Oft ist die Ursache der mannlichen Unfruchtbarkeit auf eine unzureichende
Spermienproduktion, eine eingeschrankte Spermienmotilitat oder
Spermienmorphologie, oder Kombinationen davon zurtckzufuhren. Diese Parameter
werden bei der Basisuntersuchung der Samenanalyse bereits aufgedeckt. Die
Unfruchtbarkeit liegt jedoch haufig einer Funktionsstorung der Samenzelle zugrunde.
So koénnen alle erhobenen Parameter einer Normozoospermie entsprechen und der
Grund fur die Dysfunktion der Samenzellen verborgen bleiben. Spermien erwerben die
meisten Fahigkeiten, welche zu einer funktionstichtigen Samenzelle fuhren, erst im
weiblichen Genitaltrakt wahrend eines Reifungsprozesses, der Kapazitation. Diese
Spermienfunktionen sind zwar fur die Befruchtung unerlasslich, werden aber bei einer

Basisanalyse des Ejakulats nicht beurteilt.

Um Anomalien der Spermienfunktion zu untersuchen, koénnen weiterfuhrende
Analysen angestellt werden. So kann beispielsweise der oxidative Stress in
Samenzellen oder Seminalplasma gemessen werden, welcher unter anderem zu
DNA-Fragmentationen fuhren kann. Auch konnen die Akrosomreaktion, das
Spermienchromatin oder der transmembrane lonenfluss und -transport in Spermien
beurteilt werden und Aufschluss Uber die zugrundeliegende Ursache der
Unfruchtbarkeit geben’.



1.3. Kryokonservierung

Der Begriff der Kryokonservierung beschreibt ein Verfahren, welches es ermoglicht,
Zellen oder auch Gewebestlucke durch Einfrieren zu konservieren und die Vitalitat zu
bewahren. Die Kryokonservierung von Spermien ist deshalb ein wesentlicher
Bestandteil der assistierten Reproduktionstechnik und der Erhaltung der mannlichen
Fertilitat'®>. Grundsatzlich 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 extrazellularer Energie und beugen zudem auch
bakterielle Kontaminationen vor''. Wesentliche Unterschiede der Vitrifikation vom
Slow-Freezing finden sich bei den Einfrierraten (°C/min), der Zusammensetzung der
Kryoprotektiva und den Auftauprotokollen'®.

Beim konventionellen Verfahren, dem Slow-Freezing, wird das verwendete Material
durch langsames und stufenweises Abkuhlen 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 flissigen
Stickstoff abgekuhlt werden. Anschlielend 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 haufigsten
angewandte Methode um humane Samenzellen im Zuge der assistierten
Reproduktionsmedizin einzufrieren, jedoch ist in den letzten Jahrzehnten die

Vitrifikation immer effektiver geworden'2.

1.3.1.Slow-Freezing

Bei der Methode des Slow-Freezings werden Gewebeproben oder Zellen durch
langsames und stufenweises Abkuhlen allmahlich von Raumtemperatur auf
Temperaturen um den Gefrierpunkt gebracht und schlussendlich bei -196°C in
flussigem Stickstoff gelagert. Gegenwartig werden weitverbreitet Techniken des Slow-
Freezings fur 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 Stunden?. Ein wesentlicher
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Nachteil dieser Technik besteht in der interzellularen Eiskristallbildung, wenn die
Abkuhlgeschwindigkeit zu schnell ist. Wahrend dem Prozess des Einfrierens kommt
es aufgrund der Eiskristallbildung im wassrigen Medium, in welchem sich die
Samenzellen befinden, zu einer erhdhten Konzentration an gelosten Stoffen in der
extrazellularen Umgebung, was wiederrum zu einer Dehydration der Zelle fiihrt's.
Dieser Prozess ist notwendig, um die Samenzellen vor einer moglichen intrazellularen
Eiskristallbildung zu schiutzen. Jedoch kann es bei einer zu starken Dehydrierung und
daraus resultierender Verringerung des Zellvolumens um etwa 40% zu irreversiblen
Schaden des Spermiums kommen'3. AuBerdem kénnen Zellen aufgrund von Osmose
schrumpfen, wenn die Abklhlrate zu langsam ist3. Aufgrund dessen wird seit Kurzem
versucht, die Vitrifikation von Spermien als Alternative zum langsamen Einfrieren

anzuwenden'4.

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 flissigen Stickstoff
abgekuhlt werden. Mit ihrer hohen Effizienz und Konsistenz entwickelt sich die
Vitrifikation zum Hauptansatz fur die Kryokonservierung menschlicher Oozyten und
Embryonen und ersetzt das traditionelle langsame Einfrieren in der ART'S. In mehreren
Studien konnte bereits gezeigt werden, dass das Verfahren der Vitrifikation zu
besseren Ergebnissen hinsichtlich der Qualitat der Oozyten, Embryonen und
Blastozysten fiihrt'. Deshalb wird dieses Verfahren von der American Society for
Reproductive Medicine empfohlen und in Reproduktionszentren weltweit als haufigste
Methode der Kryokonservierung angewandt'”. Verglichen mit der traditionellen
Methode des langsamen Einfrierens ist die Vitrifikation von Embryonen eine kurzlich
eingefuhrte ultraschnelle Kryokonservierungsmethode, die die Eisbildung innerhalb
der Suspension verhindert, und diese in einen glasahnlichen Feststoff umwandelt,
wodurch Schaden an den Zellen oder Geweben vermieden werden'®. Bei der
Vitrifikation lassen sich zwei Methoden voneinander unterscheiden, namlich das
,geschlossene” und das ,offene System'®. Der Unterschied beider Systeme liegt
darin, dass beim offenen System durch Eintauchen der Probe in den flissigen
Stickstoff direkter Kontakt beider Komponenten entsteht. Fur eine Vitrifikation mit dem
offenen System werden beispielsweise Kryorohrchen verwendet, welche nicht
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verschlossen werden, oder mithilfe einer Pipette Tropfchen der Probe direkt in den
flussigen Sickstoff pipettiert. Durch den direkten Kontakt mit dem flissigen Stickstoff
kann eine noch hohere Abkuhlrate erzielt werden, jedoch bringt dies auch Nachteile
mit sich'®. Bei gleichzeitiger Lagerung verschiedener Proben unterschiedlicher
Patienten in einem flissigen Medium, beispielsweise flissigem 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
kommen?%21, Somit kann der fliissige Stickstoff eine potentielle Kontaminatsionsquelle
darstellen?’.

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 konnten'®.

1.4. DNA-Fragmentation

Die Integritat der Spermien-DNA ist eine der wichtigen Determinanten einer normalen
Befruchtung und Embryoentwicklung?? und ist flr die Geburt gesunder Nachkommen
unerlasslich?'. Zunehmende Beweise deuten darauf hin, dass die SDF, welcher ein
Marker fur beschadigtes Chromatin ist, eine unabhangige und bemerkenswerte Rolle
bei der mannlichen Unfruchtbarkeit und dem Fortpflanzungserfolg spielt?®. So kann die
Spermien-DNA-Fragmentierung das  Befruchtungspotenzial der  Spermien
beeintrachtigen, insbesondere wenn die Anzahl der DNA-Schaden hoch ist?#25. DNA-
Fragmentationsschaden konnen beispielsweise durch oxidativen Stress verursacht
werden. Im Falle eines erhohten Levels an oxidativem Stress, welcher jedoch noch zu
niedrig ist, um den Zelltod durch Apoptose zu induzieren, kobnnen alle Aspekte der
Spermienfunktion, einschliellich Motilitat, Spermien-Zona-Erkennung, akrosomale
Exozytose und Spermien-Oozyten-Fusion beeintrachtigt werden?. Trotz der
Beeintrachtigung der Spermienfunktion konnen Spermien mit beschadigtem
Chromatin ihre Befruchtungsféahigkeit behalten??,
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Spermien-DNA-Schaden gelten als pradiktiver Faktor fur 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-Schaden vaterlichen

Ursprungs zu reparieren?’.

Bei DNA-Schaden unterscheidet man zwischen Einzel- und Doppelstrangbrichen.
Erstere haben die Durchtrennung der Nukleotidkette eines einzelnen DNA-Stranges
der Doppelhelix zur Folge. Ursachen hierfur waren beispielsweise exogene Faktoren
wie ionisierende Strahlung, Mutagene oder aber auch reaktive Sauerstoffspezies
(ROS). Einzelstrangbriche konnen aber auch als gewolltes Zwischenprodukt
entstehen, wie bei der Strangentwindung der doppelstrangigen DNA durch das Enzym
Topoisomerase |. Im Gegensatz dazu kommt es bei einem Doppelstrangbruch der
DNA zur Durchtrennung beider Nukleotidketten. Ursachen hierfur konnen UV-
Strahlung oder mechanische Prozesse sein. Doppelstrangbriche stellen die
schwerwiegendsten Schaden der DNA dar. Falls diese durch DNA-
Reparaturmechanismen nicht repariert werden konnen, 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 durchfuhrbar ist, stellt die Vitrifikation von
Samenzellen aufgrund der moglichen Eiskristallbildung noch ein Problem dar. Ein
weiteres Problem stellt die durch die Vitrifikation hervorgerufene Minderung der
Motilitat, Vitalitat und DNA-Integritat dar.

13



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:

e Wie verhalten sich humane Samenzellen beim Prozess der Vitrifikation
hinsichtlich der Motilitat?

¢ Welchen prozentuellen Verlust an vitalen humanen Samenzellen hat man nach

der Vitrifikation zu erwarten?

e Inwiefern andert 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 Motilitat und
Vitalitat nach dem Prozess der Kryokonservierung andert. 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, Vitalitat 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 Motilitat

vor und nach dem Prozess der Vitrifikation.

e Alternativhypothese: Es gibt einen signifikanten Unterschied hinsichtlich der

Motilitat vor und nach dem Prozess der Vitrifikation.
Zweite Hypothese:

e Nullhypothese: Es gibt keinen signifikanten Verlust an vitalen humanen

Samenzellen durch die Vitrifikation.

e 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.

e Alternativhypothese: Es gibt einen signifikanten Unterschied hinsichtlich des

DNA-Fragmentationsindexes vor und nach dem Prozess der Vitrifikation.

1.8.2. Datenauswertung

Um eine Ubersichtliche Darstellung der ermittelten statistischen Werte zu ermoglichen,
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 Motilitat, Vitalitat und DNA-Fragmentation berechnet
und die dazugehorigen Standardabweichungen ermittelt. Um einen Vergleich der
jeweiligen Ergebnisse der unterschiedlichen Parameter vor und nach dem Prozess der
Kryokonservierung anstellen zu konnen, 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
Motilitat und der Vitalitat 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 Warmeplatte, welche
auf 37°C aufgeheizt wurde, solange inkubiert, bis die Proben vollstandig verflissigt
waren. Sobald die Verflissigung der Samenprobe eingetreten ist, wurde mithilfe eines
pH-Papiers der pH-Wert des Ejakulats gemessen. Hierfur wurden 10ul 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 konnen, wurde das
Volumen der Samenprobe mithilfe einer Pipette exakt gemessen. Im Zuge dessen
wurde auch die Viskositat der Probe bestimmt, indem das Ejakulat langsam aus der
Pipette getropft wurde. Haben sich kleine Tropfen gebildet, so wurde die Viskositat als
normal bewertet. Bildete das Ejakulat 2cm lange Faden, so wurde die Probe als
schleimig bezeichnet. Im Falle von Faden >2cm wurde die Viskositat als viskos
beschrieben. Auch die Beurteilung des makroskopischen Aussehens wurde bei
diesem Schritt durchgefuhrt. 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 Motilitat, das Vorhandensein von anderen zellularen Elementen,

Aggregaten und Agglutinationen beurteilt. Auch die Analyse der Morphologie wurde
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anschlieBend mit demselben Mikroskop unter Verwendung von Immersionsol
durchgefuhrt.

Bestimmung der Konzentration und Beweglichkeit

Far die gleichzeitige Beurteilung der Konzentration und Beweglichkeit der
Samenzellen, wurde eine Maklerkammer verwendet. Hierfir wurden 10ul des
unverdunnten, 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 Vergroflerung des Lichtmikroskops wurden fur die
Konzentrationsbestimmung alle Samenzellen gezahlt, 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. Hierfur 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 Plausibilitat des ermittelten Wertes zu prifen, wurde
eine Doppelbestimmung durchgefuhrt.

Beurteilung der Morphologie

Zur Beurteilung der Morphologie der Samenzellen wurde ein Ausstrich angefertigt.
Hierfur wurden 10pl der nativen Samenprobe auf einem Objekttrager aufgetragen und
mithilfe eines Deckglases ausgestrichen. Der Ausstrich wurde nach Lufttrocknung
mittels Diff-Quick-Farbung gefarbt. Der Objekttrager wurde 15 Sekunden lang in der
Fixierlosung inkubiert. Anschliefend folgte eine 10seklndige Inkubationsszeit in der
eosinophilen Farbelosung, gefolgt von einer 5sekindigen Inkubationszeit in der
basophilen Farbelosung. Die uUberschussige Farbelésung wurde durch Spulen mit
Aqua dest entfernt und der Ausstrich luftgetrocknet.
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Unter Verwendung von Immersionsol und einem 1000-facher VergroRerung wurde das
Aussehen der Samenzellen beurteilt. Hierfir erfolgte die Differenzierung in
,hormalgeformte” Samenzellen und ,pathologisch geformte® Samenzellen. Auch hier
wurde eine Doppelbestimmung durchgefuhrt, bei welcher je 200 Samenzellen

ausgezahlt wurden.

2.1.3. Vitalitatsbestimmung mittels Eosin-Nigrosin-Farbung

Die Vitalitatsbestimmung unmittelbar vor und nach der Vitrifikation wurde unter
Verwendung des ,VitalScreen® durchgefuhrt. Das Kit besteht aus zwei verschiedenen
Reagenzien. Reagenz 1 besteht aus dem Farbstoff Eosin (1%iges Eosin Y in
Kochsalzlésung), Reagenz 2 aus dem Farbstoff Nigrosin (5%iges Nigrosin in
Kochsalzlésung). Die Farbstoffe wurden in einem Kuhlschrank bei 7°C aufbewahrt. Da
sich ein Sediment in den Flaschchen absetzt, wurden diese gut durchgemischt um das
Sediment aufzumischen. Vor Verwendung der Farbstoffe mussen diese erst auf
Raumtemperatur gebracht werden. Hierfur wurden je 2 Tropfen Reagenz 1 und
Reagenz 2 in separierten Eppendorf Tubes getropft. Sobald die Farbstoffe
Raumtemperatur erreicht haben, wurden 50ul Ejakulat mit 2 Tropfen Reagenz 1 fur 30
Sekunden durch vorsichtiges Pipettieren vermischt. AnschlieRend wurden 2 Tropfen
Reagenz 2 dazugeben und 30 Sekunden durch Pipettieren vermengt. Fur die
mikroskopische Beurteilung wurde ein Tropfen der Eosin-Nigrosin-Losung auf einen
Objekttrager pipettiert und mithilfe eines Deckglases einen Ausstrich angefertigt.
Dieser Ausstrich wurde luftgetrocknet und unter Verwendung von Immersionsél und

dem 100er Objektiv des Lichtmikroskops beurteilt.

Beurteilung

Vitale Samenzellen weisen eine intakte Zellmembran auf, weshalb die Farbstoffe nicht
in die Zelle eindringen konnen. Aufgrund dessen erscheinen vitale Samenzellen im
Ausstrich farblos. Samenzellen, welche keine Vitalitat besitzen, zeigen durch die
Schadigung der Zellmembran eine rote Farbung und sind somit gut von vitalen
Samenzellen zu differenzieren. Fur die Beurteilung des Prozentsatzes an vitalen und
nicht vitalen Samenzellen wurden 200 Samenzellen ausgezahlt und eine
Doppelbestimmung durchgefuhrt.
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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 befruchtungsfahige Samenzellen aus dem Ejakulat isoliert. Samenzellen
mit dicht gepackter DNA haben eine hohere Dichte als der 90% Gradient,
sedimentieren durch die Losungen und setzen sich am Boden des Rohrchens 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 Losungen.

Vorbereitung

Am Vortag wurde fur jede Praparation 5 ml SpermActive der Firma Gynemed, welches
ein Waschmedium ist, in einer Zellkulturflasche bei 37°C und 6% CO2 im Inkubator
Labotect C16 aquilibriert. Dabei durfte der Deckel der Flasche nicht ganz geschlossen
werden, damit das CO: in das Medium diffundieren konnte. Am Tag der Praparation
wurden die fur die Aufbereitung bendtigten Dichtegradienten von 45% und 90%
hergestellt. Zur Herstellung des Gradienten wurde SpermGrad der Firma Vitrolife

verwendet. Hierfur wurden Zellkulturflaschen verwendet.

Tabelle 3: Dichtegradient 90%

SpermActive 4ml

SpermGrad 36ml

Tabelle 4: Dichtegradient 45%

SpermActive 22ml

SpermGrad 18ml

Die Dichtegradienten konnen nach Herstellung 4 Tage lang bei Lagerung im
Kuhlschrank verwendet werden. Vor Verwendung ist darauf zu achten, dass diese auf
Raumtemperatur gebracht werden.
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Durchfuhrung

Fur die Samenaufbereitung wurden je 1,5ml des 90% Gradienten in das
Zentrifugenrohrchen vorlegt und anschlieffend vorsichtig mit 1,5ml 45% Gradienten
uberschichtet. Es musste darauf geachtet werden, dass sich die beiden Losungen

nicht durchmischten.

AnschlieRend wurde der Samenbecher kurz geschwenkt, 2ml Ejakulat vorsichtig auf
den Gradienten Uberschichtet und bei 500xg fur 20 Minuten zentrifugiert. Das nach der
Zentrifugation entstandene Pellet wurde mithilfe einer Pipette enthommen und in ein
neues Zentrifugenrohrchen Uberfuhrt. Zum Waschen des Pellets wurden 5ml des
Waschmediums Sperm Active hinzugefugt und anschlief3end bei 300xg fur 10 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde nach der Zentrifugation durch eine schnelle
Kippbewegung in das erste Zentrifugenrohrchen abgegossen und das Pellet
resuspendiert. Anschlielend wurde die Konzentration der Probe fur die Vitrifikation
mittels Maklerkammer und 200-facher Vergroferung bestimmit.

2.2, Vitrifikation

2.2.1. CBS™High Security Straws

Fur diese Masterarbeit wurden CBS™ High Securtity Vitrification Straws der Firma
Cryo Bio System verwendet. Das geschlossene Vitrifikationssystem besteht aus einem
ultradinnen aulRerem Straw, welcher Uber ein vorversiegeltes, beschwertes Ende und
einer Offnung verfugt. Die duBere Hdlle wird mit einem Kapillarrohr mit vorgeformter,
vollstandig durchsichtiger Rinne bestuckt, auf welcher sich die zu vitrifizierende Probe
befindet. Um das Kapillarrohr in den auferes Straw einbringen zu konnen, ist ein
EinfGhrungsgerat beigelegt. Da die verwendeten Straws fur die Vitrifikation von
Embryonen konzipiert wurden und das Volumen des Tropfens mit der biologischen
Probe 0,5 pl nicht Uberschreiten darf, wurden die Straws adaptiert. Das vorversiegelte
Ende wurde aufgeschnitten, sodass die Proben mithilfe einer Pipettierhilfe direkt in den

aulieren Straw aufgezogen werden konnten.
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2.2.2. Vitrifikationsmedium

Far 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 enthalt hitzeinaktiviertes Eigelb aus
spezifisch pathogenfreien Legehennen', wodurch nach dem Auftauen mehr
bewegliche Spermien zu vorhanden sind, als bei Verwendung von reinem
Glycerinmedium?®. Durch die Kombination des Puffers mit Glycerol, kann eine hohe
Beweglichkeit und Lebensfahigkeit 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 enthalt’.

2.2.3. Durchfuhrung

Fir die Patientenidentifikation wurden im Vorfeld Etiketten gedruckt, welche auf dem
Straw angebracht wurden. Damit die Proben so schnell wie moglich in Kontakt mit dem
flussigen Stickstoff kommen konnten, wurde zuvor ein Styroporgefald vorgefullt.

Nachdem das Ejakulat fur 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 verschweil3t. Der verschlossene Straw wurde mithilfe
einer Pinzette in das Styroporgefal, welches mit flissigem Stickstoff befullt war,
solange getaucht, bis keine Luftblasen mehr aufstiegen. Anschlielend wurde der
Straw zugig in einen Kryotank Uberfuhrt, in welchem der Straw bis zum Auftauen bei -
196°C in flussigem 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
gepruft. Die Straws wurden fur 15 Minuten bei Raumtemperatur aufgetaut.
Anschliellend wurde der Inhalt der Straws in ein Zentrifugenrohrchen tberfuhrt, indem

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

! Anhang: Freezing Medium - TEST Yolk Buffer (TYB) with Glycerol and Gentamicin
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Zentrifugenrohrchen gehalten wurde und dann das gestopfte Ende abgeschnitten
wurde, damit der Inhalt entleert wurde. Nach Uberfiihrung der Probe wurde langsam
und tropfenweise 5ml Sperm Active mithilfe einer Spritze zur aufgetauten
Samenpraparation pipettiert und das Réhrchen nach 5 Tropfen Medium aufgeschuttelt,
sodass sich beide Flussigkeiten miteinander vermischen konnten. Die Suspension
wurde fir 10 Minuten bei 300g zentrifugiert, anschlieRend wurde der Uberstand
abgehoben und das Zellpellet resuspendiert. Danach wurden von dieser Probe die
Konzentration, die Beweglichkeit, die Vitalitat 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 durchgefuhrt. Das Kit
enthalt Agarose, Denaturierungslosung, Lyselosung sowie Eosinfarbelésung und
Thiazinfarbelosung. Destilliertes Wasser sowie 70%igen und 100%igen Alkohol sind

nicht Bestandteile des Kits und mussen selbstandig besorgt werden.

Vorbereitung

Die Losungen mussen vor Gebrauch auf Zimmertemperatur gebracht werden und die
Agarose aliquotiert werden, indem sie bei 95-100°C in einem Wasserbad inkubiert
wird, bis diese flussig ist. Um eine erneute Verfestigung der Agarose zu verhindern,
kann diese in einem Wasserbad bei 37°C warmgehalten werden, bis man diese
bendtigt. Das native Ejakulat muss zuvor mit PBS auf eine Konzentration von maximal
20 Millionen Samenzellen pro Milliliter verdunnt werden, damit es bei der
anschlieBenden mikroskopischen Beurteilung zu keiner Uberlagerung der
Samenzellen kommt. Nach Herstellung der Verdinnung wurde 50ul davon in das
Agarose Eppendorf tube Uberfihrt und vorsichtig vermischt, sodass es zu keiner
Blasenformation kam. Zur Bildung des Microgels und Verfestigung der Agarose
wurden anschliefend 8ul der hergestellten Mischung aus Agarose und verdunnter
Samenprobe auf den mitgelieferten Objekttrager in das entsprechende Feld pipettiert,
mit einem Deckglas versehen und 5 Minuten auf einer gekuhlten Flache

(beispielsweise Metall oder Glas) im Kuhlschrank bei 4°C inkubiert. Nach Verfestigung
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des Gels, wurde der Objekttrager aus dem Kuhlschrank genommen und das Deckglas
vorsichtig entfernt. Die weiteren Bearbeitungsschritte mussten bei Raumtemperatur

erfolgen.

Durchfuhrung

Der Objekttrager wurde horizontal in eine Petrischale gelegt, mit der
Denaturierungslosung (Losung 1) vollkommen bedeckt und fur 7 Minuten inkubiert.
Nach der Inkubationsszeit wurde die Losung durch vorsichtiges Abkippen entfernt und
der Objekttrager wieder in die horizontale Position gebracht. AnschlieRend wurde die
Lyselosung (Losung 2) aufgetragen und fur 20 Minuten inkubiert. Auch hier wurde
nach der Inkubationsszeit das Reagenz durch vorsichtiges Kippen des Objekttragers
entfernt. Nach der Lyse musste der Objekttrager gewaschen und anschlielend
dehydriert werden. Hierfur wurde dieser zuerst mit Aqua dest vollkommen benetzt und
fur 5 Minuten inkubiert. Fir die Dehydrierung wurde anschlieliend 70%iger Alkohol
und 96%iger Alkohol fur je 2 Minuten inkubiert. Die unterschiedlichen verwendeten
Losungen wurden nach jedem Schritt durch vorsichtiges Abkippen entfernt. Der
Objekttrager wurde nun zur Lufttrocknung auf einem Filterpapier platziert.

Farbung

Nach vollstandiger Trocknung des Objekttragers konnte die Farbung durchgefuhrt
werden. Hierfir wurde der Objekttrager wieder in horizontaler Position in eine
Petrischale gelegt und mit der Farbeldsung SSA (L6sung 3) vollkommen bedeckt und
fur 7 Minuten inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Losung durch vorsichtiges
Abkippen entfernt und die Farbeldsung SSB (Losung 4) aufgetragen. Diese wurde
auch fur 7 Minuten inkubiert und anschlie®end durch vorsichtiges Abkippen entfernt.
Der Objekttrager 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 Objekttrager wurde mithilfe des 100er-Objektivs und unter
Verwendung des Breitlichts mikroskopiert. Falls die Farbung zu intensiv ist, kann der
Objekttrager mit Leitungswasser gewaschen werden. Im Falle einer zu schwachen
Farbung kann der Objekttrager nochmals in 100%igen Alkohol getaucht werden.
Anschliellend kann dieser nach vollstandiger Lufttrocknung gefarbt werden.

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

folgende Formel angewandt werden:

SDF (%) = fragmentierte + degradierte SZ 100
o Gesamtzahl SZ %

Es wurden mindestens 300 Samenzellen anhand dieser Kriterien beurteilt:
e Spermien ohne DNA-Fragmentation

Samenzellen ohne DNA-Fragmentation zeigen einen grof3en oder mittleren
.Heiligenschein® (Halo), welcher ahnlich breit oder grof3er als der Durchmesser
des Samenzellkerns ist, beziehungsweise dessen Grolie zwischen jenen liegt,

die einen grof3en und sehr kleinen Halo zeigen.
e Spermien mit DNA-Fragmentation

Samenzellen mit DNA-Fragmentationen zeigen keinen oder nur einen kleinen
Halo, welcher kleiner oder gleichgrof® wie 1/3 des Durchmessers des Kerns ist.
Zu Samenzellen mit Fragmentation werden auch jene gezahlt, welche keinen

Halo zeigen und einen unregelmalig oder schwach gefarbten Kern aufweisen.
e Andere Zellbestandteile

Zellkerne, die nicht Spermatoza entsprechen. Eines der morphologischen
Merkmale, die sie auszeichnen, ist das Fehlen eines Schwanzes. Diese Zellen
durfen nicht in die Schatzung der Haufigkeit von Spermien mit fragmentierter

DNA einbezogen werden.
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groBer Halo mitterer Halo kleiner Halo kain Halo degradiert

Abbildung 3: Schematische Darstellung von Samenzellen zur Beurteilung des Halosperm®

In Abbildung 4 sind Samenzellen zu sehen, welche nach Durchfihrung des
Halosperm® unter Verwendung von Immersions6l und 1000-facher Vergréferung
mikroskopisch analysiert wurden. Dabei zeigen jene Samenzellen, welche mit ,1*
beschriftet wurden, einen groRen 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 kdnnen degradierte Samenzellen
nachgewiesen werden, welche der mit ,3“ beschrifteten Samenzelle entsprechen.

Diese Samenzellen werden zu Samenzellen mit DNA-Fragmentation gezahit.

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 Prafung der Hypothesen erfolgte
ausschlieRlich 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
uberpruft. Als statistisches Testverfahren zur Hypothesenprifung wurde der t-Test
angewandt, um eine Tendenz der Ergebnisse darstellen zu kdnnen. Mithilfe des t-
Tests Iasst sich prufen, ob sich die Mittelwerte der Daten von abhangigen Stichproben
unterscheiden. Aus den ermittelten Daten der Untersuchung der Motilitat, der Vitalitat
und des DFI's vor und nach der Vitrifikation wurden jeweils Mittelwerte und die
dazugehorigen Standardabweichungen berechnet.

Die Stichproben wurden bei den Ergebnissen der Motilitdtsbestimmung vor und nach

der Durchfihrung der Vitrifikation wie folgt definiert:

e Ergebnisse welche mit ,vor Vitrifikation® gekennzeichnet wurden, wurden vor
der Vitrifikation aus dem Nativejakulat erhoben. Ergebnisse der Ermittlung der
Motilitat der gefrorenen Proben nach der Vitrifikation wurden mit ,nach
Vitrifikation® betitelt.

e 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.

e Stichproben, welche mit ,Mot C* gekennzeichnet wurden, stellen jene

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

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

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

Vitrifikation folgendermalfien definiert:

Ergebnisse welche mit ,vor Vitrifikation“ gekennzeichnet wurden, wurden vor
der Vitrifikation aus dem Nativejakulat erhoben. Ergebnisse der Ermittlung der
Vitalitat der kryokonservierten Proben wurden mit ,nach Vitrifikation®

bezeichnet.

Jener Prozentsatz an Samenzellen, welche Vitalitatszeichen zeigten, wurden
mit ,vital® gekennzeichnet. Samenzellen, welche keine Vitalitatszeichen

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 Motilitatsbestimmung

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

Tabelle 5: Mittelwerte und Standardabweichung der Motilitét 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




Anhand der in Abbildung 5 und Tabelle 5 dargestellten Ergebnisse der
Motilitatsbestimmung vor und nach der Vitrifikation lasst sich eine starke
Motilitatsabnahme und eine daraus folgende Zunahme an unbeweglichen
Samenzellen nach der Vitrifikation im Vergleich zu Samenzellen aus den Nativejakulat
beobachten. Um die Motilitdt vor und nach Vitrifikation im Generellen zu vergleichen,
wurden die Motilitdt A, B und C vor, sowie die Motilitat A, B und C nach Vitrifikation
zusammengenommen. Dadurch lasst sich mittels dem berechneten p-Wert von <0,01
ein signifikanter Unterschied der Gesamtmotilitat (A, B und C) feststellen.

Tabelle 6: p-Werte der Ergebnisse der Moilitat 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

Gesamtmotilitit vor und nach Vitrifikation
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Abbildung 6: Gesamtmotilitat vor und nach der Vitrifikation
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Durch die Veranschaulichung der Daten der Gesamtmotilitat 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 hoher nach der Vitrifikation ist.

3.2. Ergebnisse der Vitalitatsbestimmung

Tabelle 7: Mittelwerte und Standardabweichung der Vitalitat 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
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Abbildung 7: Mittelwerte und Standardabweichung der Vitalitét vor und nach Vitrifikation
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Wie den Werten der Tabelle 7 und deren Veranschaulichung in Abbildung 7 zu
entnehmen ist, gibt es einen bedeutenden Unterschied zwischen der Vitalitat der
Samenzellen im nativen Ejakulat und der Vitalitat der Samenzellen nach der
Vitrifikation. Auffallend ist, dass beim Vergleich der Vitalitat nach der Vitrifikation bei
dem Groldteil der Samenzellen keine Vitalitatszeichen mehr nachgewiesen werden
konnten. Durch die Ermittlung des p-Wertes von <0,01 Iasst sich somit ein signifikanter
Unterschied der Vitalitat der Samenzellen jeweils vor und nach der Vitrifikation
bestatigen.

Tabelle 8: p-Werte der Ergebnisse der Vitalitat 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 Vitalitat und der Motilitat, welche in der untenstehenden
Abbildung 8 und 9 grafisch dargestellt wurden, lasst sich eine Korrelation beider
Parameter jeweils vor und nach der Vitrifikation beobachten. So konnte bei einer
geringeren Beweglichkeit der Samenzellen eine niedrigere Vitalitdt und ebenso bei
Vorhandensein einer hoheren Motilitat eine hohere Vitalitat nachgewiesen werden.
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Abbildung 8: Vitalitat und Motilitat vor der Vitrifikation
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Abbildung 9: Vitalitdt und Motilitét 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
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Abbildung 10: Mittelwerte und Standardabweichung des DFI's vor und nach Vitrifikation

Wie anhand der Werte, welche in Tabelle 9 ersichtlich sind und in Abbildung 10
veranschaulicht werden, weisen sowohl die Proben, bei welchen der DFIl aus dem
Nativejakulat bestimmt wurde, als auch jene Proben, bei welchen der DFI nach der
Vitrifikation bestimmt wurde, zwischen 92-95% Samenzellen auf, bei welchen keine
Fragmentation der DNA vorliegt. Dies bedeutet, dass sowohl die Proben vor als auch
nach der Vitrifikation einen normalen DFI aufweisen, da erst bei einem Prozentsatz

von 15 — 30 ein grenzwertiges bzw. ab Uber 30 ein abnormales Ergebnis der DNA-
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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 hoheren 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 ermoglicht,
Zellen oder auch Gewebestucke durch Einfrieren zu konservieren und die Vitalitat zu
bewahren. Die Kryokonservierung von Spermien ist deshalb ein wesentlicher
Bestandteil der assistierten Reproduktionstechnik und der Erhaltung der mannlichen
Fertilitat'®. Grundsatzlich 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 extrazellularer Energie und beugen zudem auch bakterielle
Kontaminationen vor''. Wesentliche Unterschiede der Vitrifikation vom Slow-Freezing
finden sich bei den Einfrierraten, der Zusammensetzung der Kryoprotektiva und den
Auftauprotokollen™. Bis heute ist die Methode des Slow-Freezings die am weitesten
verbreitete und am haufigsten angewandte Methode um humane Samenzellen im
Zuge der assistierten Reproduktionsmedizin einzufrieren, jedoch ist in den letzten
Jahrzehnten die Vitrifikation immer effektiver geworden'2.

Trotz des Vorteils der Kryokonservierung ist bekannt, dass das Einfrieren und
anschlielende Auftauen fur die Spermien, schadlich ist. So verursacht dieses
Verfahren eine signifikante Abnahme der Motilitat, Vitalitat, Chromatinstabilitat und
Membranintegritat und verursacht morphologische Veranderungen der Samenzellen®.
Des Weiteren kann eine Kryokonservierung von Samenzellen auch Schaden der DNA
induzieren. Durch Schaden an mitochondrialen Membranen wird der Prozess der
Energieproduktion unterbrochen, was zu einer verringerten ATP-Verfugbarkeit in den
Spermien fuhrt®. Die Unversehrtheit der Spermien scheint der entscheidende Faktor
fur den Erfolg der Befruchtung sowohl bei naturlichen als auch bei assistierten
Reproduktionsmethoden zu sein®.

In dieser Arbeit wird die Motilitat, die Vitalitat sowie der DFI der Samenzellen jeweils
vor und nach der Vitrifikation untersucht und miteinander verglichen. Hierfir wurde
unmittelbar nach der Ejakulation die Samenprobe makro- und mikroskopisch beurteilt,
um unteranderem mittels Maklerkammer die Beweglichkeit zu bestimmen. Mittels
Eosin-Negrosin-Test wurde anschlietend die Vitalitat und mittels Halosperm® der DFI

der Samenzellen erhoben.
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Die Ergebnisse der Motilitatsbestimmung ergaben einen signifikanten Unterschied
sowohl der Gesamtmotilitat (A, B und C) als auch der einzelnen Motilitat A, B oder C
vor und nach der Vitrifikation. Vor der Kryokonservierung wiesen die Samenzellen der
jeweiligen Proben eine bedeutend hohere Beweglichkeit als nach der Vitrifikation auf.
Da die Beweglichkeit von Samenzellen unter anderem ein Zeichen der Vitalitat ist, ist
es nicht verwunderlich, dass die Ergebnisse der Vitalitatsbestimmung eine signifikante
Abnahme der Vitalitat nach Vitrifikation ergaben.

Bezlglich der Anderung des DFI's konnte auch hier ein signifikanter Unterschied im
Vergleich zum Nativejakulat und der gefrorenen Probe nachgewiesen werden. Wie
auch bei der Motilitat und der Vitalitat, zeigten Samenzellen nach der Vitrifikation einen
signifikant hoheren 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 darstellt? soll nun auch versucht werden, eine geeignete
Vorgehensweise dieser Methode fur 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 Motilitat 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 dhnliche Resultate?®.

Die Abnahme der Beweglichkeit der Samenzellen kann auf die nicht ganzlich
ausgeschlossene Eiskristallbildung, trotz Zugabe von kryoprotektiven Additiven,
zuruckzufuhren sein. So kommt es bei der Kryokonservierung zu Schaden der
Spermien verschiedenster Arten, unter anderem konnte die Schadigung des Akrosoms
und die teilweise Entfernung der aul3eren akrosomalen Membran mit Abnahme des
akrosomalen Inhalts als haufige Veranderung, der physikalischen Gefrierereignissen
zugeschrieben werden®. Alternativ konnen osmotische Veranderungen Schaden an
der Lipidmembranstruktur verursacht haben, welche zu Spannungsanderungen in den
Wasserkanalproteinen und somit zu morphologischen Veranderungen fiihrten3'. Da
die Vitrifikation zwar mit dem Kryokonservierungsmedium TYB mit Glycerol und
Gentamicin durchgefuhrt wurde und dieses prinzipiell fur das Verfahren des Slow-
Freezings verwendet wird, kann auch dies Grund fur die starke Motilitatsabnahme
nach Vitrifikation sein. Jedoch konnten Studien bereits zeigen, dass Glycerol als
Schutzmittel dem Dimethylsulfoxid (DMSO) vorzuziehen ist, da die Spermienstruktur
so besser geschitzt wird®233. Der Mechanismus, durch den die Motilitat abnimmt, ist
jedoch bis heute nicht ganzlich geklart. Es besteht aber eine starke Korrelation
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zwischen dem Anteil unbeweglicher Spermien und mitochondrialen Defekten nach

dem Auftauen3?.

Neben der Motilitat wurde auch der Unterschied der Vitalitat der Samenzellen vor und
nach der Vitrifikation untersucht. Hierfir wurde der Eosin-Negrosin-Test angewandt.
Die Ergebnisse zeigten, dass es auch hinsichtlich der Vitalitdt einen signifikanten
Unterschied zwischen der Analyse aus dem Nativejakulat und der aufgetauten Probe
nach der Kryokonservierung gab. Dieses Ergebnis war bereits nach der
Motilitatsbestimmung zu erwarten, da die Beweglichkeit der Samenzellen
unteranderem ein Indikator fur die Vitalitat der Zellen ist. Somit konnte gezeigt werden,
dass die Vitalitat im direkten Zusammenhang mit der Motilitat der Samenzellen steht.
Auch hier kann der Unterschied vor und nach der Vitrifikation auf die Eiskristallbildung
innerhalb der Zelle und der damit verbundenen Schadigung der Membran

zuruckzufuhren sein.

Um die Forschungsfrage bezlglich der Anderung des DFI's nach Vitrifikation zu
untersuchen, wurde ein Halosperm® der unbehandelten und der vitrifizierten Proben
durchgefuhrt. 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 Veranderung der Eigenschaften der
Mitochondrienmembran und erhohte Produktion von ROS in der Samenzelle
zurlickzuflihren sein, welche durch die Kryokonservierung hervorgerufen werden3.
Durch die Produktion von ROS und eine geringere antioxidative Enzymaktivitat in den
Samenzellen, kann die Lebensfahigkeit der Spermien reduziert und apoptotische
Wege induziert werden®¢. Durch die Erhohung von ROS kann es anschlieRend zu einer
hoheren Haufigkeit von Einzel- und Doppelstrangbriichen der DNA kommen. In der
2006 veroffentlichten Studie von Wyrobek et al. konnte gezeigt werden, dass die
Spermienmotilitat unter anderem sehr stark mit DNA-Strangbriachen und dem DFI
korreliert”. Diese Korrelation konnte anhand der Ergebnisse, welche im Zuge dieser
Arbeit generiert wurden, nicht bestatigt werden. Ein moglicher Grund hierfur konnte die
Durchfiihrung der Analyse mittels Halosperm® und nicht mittels eines TUNEL-Assays
sein, welcher moglicherweise exaktere Ergebnisse geliefert hatte. Hierbei ist jedoch
zu erwahnen, 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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Daruber hinaus wurde in der Studie von Bogle et al. Uber Defekte in DNA-
Reparaturenzymen als weiterer Grund fur DNA-Schaden nach dem Einfrieren
berichtet®®. Des Weiteren wurde postuliert, dass DNA-Veranderungen in Spermien
wahrend der Kryokonservierung durch oxidativen Stress und Apoptose-induzierende
Faktoren verursacht werden konnen und zur Zerstérung der Nukleoproteinstruktur,

Disulfidbindungen und des DNA-Protamin-Komplexes flihren4041,

Durch die Untersuchung der Forschungsfragen hinsichtlich der Veranderung der
Motilitat, der Vitalitat 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 Vitalitat fuhrt und der DFI erhdht wird. Auch
Ozkavukcu et al. stellte fest, dass die Beweglichkeit, Plasmamembranfunktionalitat,
Akrosomintegritat und Gesamtlebensfahigkeit 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 Samenqualitat

zu erwarten ist.

Da es sich bei den verwendeten Samenproben um jene von Samenspendern mit
Normozoospermie handelt, ware durch die starke Motilitatsabnahme mit diesem
Protokoll der Vitrifikation, eine Kryokonservierung von Ejakulat mit eingeschrankter
Samenqualitat 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 CBS™
High Securtity Vitrification Straws nicht die gewlnschten Ergebnisse, namlich eine
vergleichbare oder sogar verbesserte Matilitat nach Kryokonservierung mittels Slow-

Freezing, hervorbrachte.

Um weiterfuhrende Untersuchungen bezuglich der Findung einer geeigneten Methode
der Vitrifikation von Samenzellen anzuschlieen, kann ein anderes Einfriermedium
verwendet werden, welches eigens fur das Verfahren der Vitrifikation entwickelt wurde.
Des Weiteren ware die Verwendung von Straws, welche fur die Kryokonservierung von
Samenzellen konzipiert wurden, sinnvoll, da diese zweckgemall angewandt werden

konnen und nicht umfunktioniert werden mussen.
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Mit dieser Studie konnte gezeigt werden, dass Samenzellen mit einer Abnahme der
Beweglichkeit, Vitalitat und des DFl'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 weiterfUhrende Untersuchungen fur die Vitrifikation

von Samenzellen von Bedeutung.
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b. VitalScreen

VitalScreen

Dokumentenreferenz: FP09 114 RO1 D.1
Aktualisierungsdatum: 20/04/2022

Zur Verwendung in der In-vitro-Diagnostik
Reagenzien nur fiir den professionellen
Gebrauch

ALLGEMEINE INFORMATIONEN

. Deckglaser

Pipetten und frische Pipettenspitzen
. Kleine Reagenzréhrchen oder
Eppendorf-Rohrchen

METHODE

VitalScreen verwendet die Eosin-Nigrosin-
Farbung, um den Prozentsatz der lebenden
Spermien zu bestimmen. Das Verfahren
basiert auf dem Grundsatz, dass tote Zellen
Eosin Uber ihre Zellmembran aufnehmen
und sich dadurch rot farben. Das Nigrosin
sorgt fur einen dunklen Hintergrund, der
die  Auswertung der  Objekttrager
erleichtert.

Die Vitalitat 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).

BESTIMMUNGSGEMABE
VERWENDUNG

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 durchgefiihrt
werden, vorzugsweise innerhalb einer
Stunde nach der Ejakulation.

VORBEREITUNG VON
REAGENZIEN

Die Reagenzien sind gebrauchsfertig.
Mischen Sie Reagenz 2 vor dem Gebrauch.

VITALSCREEN-VERFAHREN

VitalScreen ist ein semi-quantitativer,
nicht-automatisierter diagnostischer Test
zur Beurteilung der Vitalitat von Spermien
in einer Samenprobe mittels einer Eosin-
Nigrosin-Farbung.

VitalScreen kann unter Umstanden bei der

Beurteilung der Diagnose und Behandlung
mannlicher Unfruchtbarkeit helfen.

VitalScreen ist so konzipiert, dass mit
einem Kit 200 Tests durchgefiihrt werden
koénnen.

IM KIT ENTHALTENE MATERIALIEN

VitalScreen (Produktcode: VITAL):

. Reagenz 1: 20 ml 1%iges Eosin Y in
Kochsalzlosung

. Reagenz 2: 30 ml 5%iges Nigrosin in
Kochsalzlésung

Ein Analysezertifikat und ein
Sicherheitsdatenblatt sind auf Anfrage
erhdltlich oder kénnen von unserer
Website (www.fertipro.com)
heruntergeladen werden.

ERFORDERLICHES MATERIAL,

DAS NICHT IM LIEFERUMFANG
ENTHALTEN IST

1. Geben Sie 50 pl Sperma und 2 Tropfen
Reagenz 1 in ein Eppendorf-Réhrchen.
Vorsichtig mischen. Vermeiden Sie den
Kontakt zwischen der Reagenzflasche
und dem Rohrchen mit dem Sperma.

2. Innerhalb von 30 Sekunden 3 Tropfen
von Reagenz 2 hinzufiigen. Vorsichtig
mischen. Vermeiden Sie den Kontakt
zwischen der Reagenzflasche und dem
Rohrchen mit dem Sperma.

3. Innerhalb von 30 Sekunden nach dem
Hinzufligen von Reagenz 2 20 ul der
Sperma-Farbemittel-Mischung auf
einen Objekttrager 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 beeintrachtigen konnen.

Hinweis 2: Falls sich das Nigrosin in der

Samenprobe  abscheidet (was  bei

zahflussigen 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

. Lichtmikroskop (400 - 600fache
VergroRerung)
. Mikroskop-Objekttrager

. Farblose Spermien: lebende
Spermien
. Rot gefarbte Spermien: tote

Spermien

|
)
SEMEN
SAMPLE

2x8 50pl

MIX

[\

Hinweis: Spermien mit einer schwachen
rosa Kopfverfarbung sollten als tot
bewertet werden (1).

Den kompletten Objekttrager absuchen
und zwischen 100 und 200 Zellen zéhlen.
Die lebenden von den toten Spermien
unterscheiden.

Die Ergebnisse sofort ablesen. Bei einer zu
langen Wartezeit sinkt der Prozentsatz der
Vitalitat.

Die  Vitalitatsergebnisse  sollten in
Verbindung mit den Motilitatsergebnissen
derselben Samenprobe bewertet werden.
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c. Halosperm® G2 - Instruction for use

wersion 08.1 /23
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Sperm classiflcation

Count & minimum of 300 sperm per sample following this critaria:
= Sparmatozoa without DMA fragmentation:

-Spermatozoa with big halo: those whose halo width i simdar or higher than the dismeter of the core Fig 1)

-Spermatozoa with madium-sized halo: their halo size s betwean those with lerge and with very small halo
(Figune Z).
= “gthers": call nuckeid which do not cormespond to aparmatozoa. One of the morphelogical characteristics
which distinguish them s the absence of tall. These calls must not be included in the estimation of the
frequency of sparm with fragmented DNA.
« Sparmatozoa with fragmented DNA:
-Spermatozoa with small halo: the hale width is similar or emaller than 13 of the diamater of the core (Fig, 33
-Spemmatozoa without halo: Fia. 4
-Spermatozoa without helo and degraded: those that show no halo and presant a core imegulary or weakly
stained (Fig. 5)

Positive and negative contrals

Pasitive control: &ll the sperm cells are shown with halo. Follow the instruction for use, skipping step 7.
Megative control: all the epesm cells are shown without halo. Follow the instruction for use, skipping step 8.

Safety and the environment

- Care should be taken to avoid contact with skin or eyes, and to prevent inhalation. The acid solution (D@)
containa Hydrochlorc acid, and the lysie solution (LE) contains Dithiotheedtol and Triten X-100. Wark under
air removal enviranment and follow the manufecturer's Material Sefaty Data regerding safe handling.

- Do not release the products usad into the environment. Please follow the specific safety regulation of your
labaratory facility with respect to chamicals storege and toxic products disposel as well a3 the expasure to
them.

Precautions

- All patient samples and reagents should be treated as potencially infectious and the user must wear
protective gloves, eye protection and laboratory coats when performing the test

- The test should be discarded in & proper-biohazard container after testing.

- Do not eat, drink or smoke in the Ares where specimens and kit reegents are handled.

- Do not use beyond the expiration date, which appears on the package label.

- The use of ghoves and face mask is recommended.

- Material Safety Data Sheet is aveilable on request.

halosperm G2

Kit [REF] HT - HSG2

for 10 determinations
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Store conditions

After receiving the kit, store it between 2" and 8°C.
After opening the kit is stable for 9 months
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halosperm® G2 has been developed by Halotech DMA in response to the neads of wsers of the SCD test
[Sperm Chromatin Dispersion test) for assessing sperm DMA fragmentation in human.

Pringiple of the methed

Intact unficed sperm (fresh. frozen/unthawed, diluted samples) are iImmersad in an inert agarose microgel on
& prefreated slide. An initial acid treatment denatures DNA in those sperm cells with fragmented DA
Fallowing this, the lysis solution removes most of the neclear proteins, When absence of messive DA
breakage is present, nucleaids from sperm with fragmentad DMA either, do not show a dispersion halo or the
halo iz minimal. The diagnostic sensitivity and specifity is 93%. This test is an aid in the diagnasis.
Interpratation of the reswis will be under madical critena.

Description of kit reagents
Ewery kit contains the necessary to perform 10 assays. The components are:

- Agargas Cell Support (ACE); 1 screw tube

- Super-Coated Slides (SCS); 10 units

- Eppendorf Tubes (ETP); 10 units

- Solution 1 (DA) Denatwant Agent, cne 10 ml drop bottle

- Solution 2 (L5} Lysis Solution, one 10 ml drop bottle

- Solution 3 (S5A) eosine Steining Sclution A, one 10 mi drop bottle
- Solution 4 (S5B) thiazine Staining Solution B, one 10 ml drop botte
- Float

Material and equipment required, not provided with the kit

Eright field or fluprescence micrescope, fridge at 4° C, incubation bath (s) at 37° C and 95-100° C, plastic
gloves, gless coverslips (24 x 24 mm). Micropipettes, Petn dishes or similar tray, disposable pipettes. distilled
water, ethanal &t 70% and 100%. Microwave oven and fume hood (it is recommended the use of furme hoad
but it is not mandatory because of low reactive concentration). Be ware that all eqguipment is cabbrated

Sperm sample

Freah semen samples should be collected in a sterile recipient. The sperm OMA fragmentation assay shaould
be performed immediataly once the sparm sample has been obtained or thawed after cryoprasemnation.
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Instructions for use

B-0001

-
3

1.

1.1 Place the agarose screw luba (&G 5] into fhe Acat and mal using & weler bath (or 8 bagker
wilh water on @ haot plabe) at 95-100°C for § minues ar unlil it is completely melted.
Ciihanwisa, # you prafar making the agarase using a microwave aven, il 100 mi of waler
in a baaker. Then, place the ACS sighlly apaned with the fical inside the beaker and heal
il at maximum pawer for 1.5 minutes. Walch constantly and stop the process as soon as
tha water slans bollng, Fiease do not keap the ACS boiling mside the microwanval
Aliquote 10 eppendorf tubas [ET) with 100 micralires of the agarcss meled. Immediaisly
amar, kasp tha Eppandor to ba usad at 3790 for 5 minubas 1o pravent the galification

1.2 The ramaining Eppendor ubas which are not going fo be used at that momend will ba
slorage in the fridge alang with the kik

1.5 et Selusans 1 and 2 8l ream temperaturs (22°C) during She whols pracess,
1.4 Prapars and select the Super-Coated Sides (SCS) which s going to be used.

2

Diue the sperm sample in an appropriale human sperm exbander or PBE o a maximun of 20
millian sparm par misline

3

Immsadiataly after, ransfer 50 yl of the sparm sample ta the Eppandor tuba and mix gandy with
@ micrapipaits. The fermalion of bubbles shall be prevenied.

4.

Following, place a drop of B pil of the cell suspension anta the cenire of sampls wel [727). Cover
with @ covenslip. Press genlly, avoiding sir bubbles formalion. Slides must be hel in a
horizantal position throughaut the antre process, Use the °C° wel 1o process @ control
sample.

5.

Place the shde on a cold surface (for example, a metal or glass plate pre cocled al 4°C) and
transtar into the fridga ot 4°C, far & minutas to solidify the agarcss,

Take the slide out of the fridge and remave the coversip by sliding it off gently. All the
procassing musi ba parformad al room tempanature (22 5G)

T.

Flaca tha slida horzontally in an alevatad position &3 suggested In tha figura inta a Palri dish
o similar fray.

Apply Sciugion 1 (DA] on tha wall making surs it is Tully covanad by tha reactive during the
whole process. Incubate for 7 minubes. Then, remove the reactive by titing untl completing
hea drying and placs tha slide honzontadly in an elevabed pasition 85 suggestad in tha fiqura,
Itis vary impartant 1o ramavs the reactive without shaking. We will parferm the removal
by tilting and betting it slide.

Apply Solution 2 [LS) on the wel making sure it is fully immersed. Incubale for 20 minules.
Then, remave the reactive by tiling until completing the drying and place the slide hortzontaly
In an alavated postion as suggestad in the figura, | I8 very important to remove e raactive
withoul shaking. We will perform the removal by tilting and letting it slide.

9.

Than, remave the reactiva by Hiting untl completing tha drying and place the slide horantaly
in an elevated position as suggested in the figure. Dehydrate by flocding with 70% ethancl,
using & disposabla pipate and ncubate for 2 minutas.

Dorain ard apply 100% ethanol for 2 minutes. Drain and allow bo dry herizontally an filker papar
«or slmilar. &ftar drying, processad slidas may ba kapt in slide boxas &% room tempanahse in a
dry and dark placs for sewveral manths.

10.

Place the side harizonialy in an slevated position info a Peiri dish or similar tray. Apply
Solutian 3 ($5A) on the walls making sure these ana Ay immarsad. Incubate for 7 minutes.
Then, remowe the stain by lilting untl completing the drying and place the side horizonialy in
an alevatad position,

1.

Apply Solutian 4 (558] on tha wells making sure these are fully immarsed. incubats for 7
mirutes. Then, remave the stsin by liling. Removs the excess of stain and aliow to dry at
TR bamprabne,

12

‘Wisualize undar bright field microscopy. Hthe staining is foo inlenss, the dids might be washed
in 1ap water. If the slaining & oo weak, immeanse e slida in 100% athancl, alow e dry and

dealar,

caprachis
L. J—
.\..-/ﬂu .‘\5} l.rl repeat since siep 10. For luorescences microscopy siaining, pleass contact the authorized

AD0F W)=

13
Calculabe the perceniage of sperm with fragmeried DA The results should be evaluated

Frap wao | teking Inko account all clink=al and labarabory findings ralatsd o the spem sampls

ikl resmie o] parbed ooy Threshalds for frequency of Sperm DA Fragmeniation (S0F) have been suggested by Dr.

Ewenson ot al, (Eversan and Nion, Reprod Blamad Dnling 12466-472, 2006],

‘Wash the slide for & min covering with abundani distiled water and using a disposable pipetie.

For future assays

Placs as many sppendorf Wibes s ssmen samples are gaing to be evaluated and start the protocol at the point 1.2, Previgusly,
Flaca the agarass scraw tube (ACS) o the Soat and melt using & water bath {or & baakar with watar on a hat plate) at
&5-100°C far 5 minutes or unil @ is completely melied. Otherwise, il you prafer melling the agarmes wsing & microwase cesn,
100 ml of wabar in & basker, Then, placs the ACS slighy apanad with the feat insida the beaker and haat § et maximam
pawar for 1.5 minutes. Walch constangly and siop the process as soan as the water staris bailing.

jPlease do not keep the ACS boiling inside the microwavel
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