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1. Einleitung

Um zu verstehen, welche Vorteile die erfolgreiche Entwicklung einer Methode zur
Kryokonservierung einzelner Spermatozoen haben kdnnte, sind die Kenntnisse einiger
Grundlagen im Bereich der Reproduktionsmedizin unabdinglich. Die Einleitung dieser
Arbeit soll diese Grundlagen kurz erlautern und somit auf das Ziel der vorliegenden Ar-
beit hinfihren.

1.1 Naturliche Befruchtung

Die natlrliche Befruchtung der Eizelle ist ein kompliziertes Zusammenspiel verschiede-
ner Faktoren, das beim Menschen im Eileiter stattfindet. Fir das Erreichen der Eizelle
durch das Spermium sind vor allem peristaltische Kontraktionen des weiblichen Genital-
traktes sowie die Bewegung der Spermien durch Geil3eln von Bedeutung. Desweiteren
spielen auch Sexuallockstoffe eine Rolle, die von der Eizelle abgeschieden werden
(Hirsch-Kauffmann et al., 2009).

Die Penetration des Spermiums in die Eizelle wird durch das sogenannte Akrosom er-
moglicht, das aus proteolytischen Enzymen wie z. B. Hyaluronidase besteht und das
Durchdringen der Eizellmembran erméglicht. Um das Eindringen weiterer Spermien zu
verhindern, bildet sich nach dem Eindringen des Spermiums eine Befruchtungs-

membran aus (Muller und Hassel, 2005).

Nach dem Abldsen des Spermienschwanzes verschmelzen der mannliche und der weib-
liche Kern zu einem gemeinsamen Kern. Nach Abschluss der Befruchtung wandert der
sich entwickelnde Embryo in den Uterus, wo es zur Implantation kommt (Hirsch-
Kauffmann et al., 2009).



1.2  Struktur eines Spermiums

Wie in 1.1 beschrieben sind verschiedene Teile des Spermiums flir den erfolgreichen
Befruchtungsvorgang von Bedeutung. Die folgende Abbildung stellt die grundlegende

Struktur eines Spermiums dar.

Akrosom Kopf Mitochondrien Geil3el

N, </
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Kopf Mittelstiick Schwanz

Abb. 1: Struktur eines Spermiums: Ein Spermatozoon kann in drei Teile unterteilt wer-
den: Den Kopf, das Mittelstiick und den Schwanz. Der Kopf enthalt einen haploiden
Zellkern. An den Kopf angelagert findet sich das Akrosom, das aus proteolytischen En-
zymen zur Penetration der Eizellhillen besteht. Das Mittelstiick zeichnet sich durch sei-
ne vielen Mitochondrien aus, die zur Energiegewinnung notwendig sind. Der Schwanz
besteht aus einer Geil3el, die der Fortbewegung des Spermiums dient (Schwegler und
Lucius, 2011).

1.3 Infertilitat

Infertilitat ist ein Problem, von dem aktuell ca. 15 % der Paare betroffen sind. Dabei
kann man zwischen mannlichen und weiblichen Faktoren fur die Infertilitat unter-
scheiden. Haufig ist aber auch eine Kombination von mehreren Faktoren urséchlich fur
den unerfillten Kinderwunsch (Jungwirth et al., 2012; Lee und Seo, 2012).

Seit der Einfihrung der ICSI (intracytoplasmatic sperm injection) im Jahre 1992 haben
viele Manner mit geringer Spermienqualitédt dennoch die Moglichkeit ein leibliches Kind

zu zeugen (Palermo et al., 1992).
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1.3.1 Begriffserlauterung

Es ist wichtig zwischen Sterilitdt und Infertilitdt zu unterscheiden. Die Begriffe werden

haufig irrefuhrend eingesetzt und wurden daher schon haufig kontrovers diskutiert.

Unter Sterilitat versteht man die absolute Unfahigkeit ein Kind zu zeugen, auszutragen
oder zu gebéaren, wohingegen Infertilitat ein relativer Begriff ist, der beschreibt, dass es
bei einem Paar nach einem Jahr ungeschiitzten, regelmafligen Geschlechtsverkehr
nicht zur Empfangnis gekommen ist (Jenkins et al., 2004). Diskutiert wird auch, ob die-
ser Zeitrahmen von einem Jahr angemessen ist oder z. B. auf zwei Jahre verlangert

werden sollte.

1.3.2 Mannliche Infertilitat

Mannliche Faktoren der Infertilitat spielen insgesamt bei 45-50 % der Paare, die von
Infertilitat betroffen sind, als Ursache eine Rolle, wobei sie in 20 % der Falle als Haupt-
ursache anzusehen ist und in 27 % der Falle mit Auffalligkeiten bei der Partnerin zu-
sammentreffen (Ammar et al., 2012; Jungwirth et al., 2012).

Maogliche Grinde fur eine Infertilitdit des Mannes kénnen in pra-testikulare, testikulare
und post-testikulare Ursachen unterteilt werden. Zu den pra-testikularen Ursachen geho-
ren z. B. jegliche endokrinologische Stdrungen. Zu den testikularen Ursachen zé&hlen
sowohl angeborene als auch erworbene Stérungen des Urogenitaltrakts wie z. B. die
Varikozele, aber auch genetisch verursachte Stérungen. Als post-testikulare Ursachen
werden z. B. die obstruktive Infertilitat oder die erektile Dysfunktion bezeichnet. Deswei-
teren kdnnen auch Entziindungen des Urogenitaltraktes und immunologische Stérungen
zu einer Infertilitdt des Mannes fuhren. In vielen Féllen bleibt die Ursache allerdings un-
klar, und wird als idiopathische Infertilitit bezeichnet (Ammar et al., 2012). AuRerdem
sollte nicht vergessen werden, dass auch psychische Konflikte zu Problemen der Fertili-

tat filhren kénnen.

Es ist wichtig, soweit moglich zwischen den Ursachen fir die Infertilitat zu unterschei-
den, um evtl. lebensbedrohliche Erkrankungen auszuschliel3en und méglicherweise be-
hebbare Probleme zu identifizieren und so auch die richtige Therapie flr jeden Patienten
zu finden. Dazu sollte zunachst eine ausfihrliche Anamnese und klinische Unter-

suchung erfolgen sowie ein Spermiogramm des Patienten angefertigt werden. Anschlie-
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Rend kénnen, wenn notwendig, Laboruntersuchungen folgen, die z. B. hormonelle Pa-
rameter und Entzindungsmarker erfassen. Desweitern spielen auch bildgebende Ver-
fahren wie die Ultraschalluntersuchung oder das MRT eine wichtige Rolle um z. B. eine
Varikozele, eine obstruktive Aspermie oder auch eine onkologische Erkrankung zu iden-
tifizieren (Krausz, 2011).

1.3.2.1 Das Spermiogramm

Die Analyse des Ejakulats ist eine der wichtigsten Untersuchungen bei ungewollter Kin-

derlosigkeit und somit fester Bestandteil der Diagnostik.

Zur Erstellung eines Spermiogramms wird das Ejakulat nach einer sexuellen Karenzzeit
von ca. 5 Tagen durch Masturbation gewonnen. AnschlieRend werden folgende Para-
meter untersucht: Verflissigungszeit (Norm: 5-20 Minuten), Viskositat, Farbe/Geruch,
Volumen (Norm: 2-8 ml), pH-Wert (Norm: 6,0-8,0). Im Nativpraparat konnen dann
Spermiendichte (Norm: 20-250 Mio/ml), Matilitat und Morphologie beurteilt werden.

Die Motilitat wird nach der WHO in drei Stufen unterteilt: schnell progressiv (WHO A),
langsam progressiv (WHO B) und ortsstandig (WHO C), wobei als ,Norm" bezeichnet
wird, wenn mindestens 20 % der Spermien in Stufe A, bzw. 40 % in die Stufen A + B

zugeordnet werden kdnnen.

Als morphologisch ,normal” gilt es, wenn mindestens 30 % der Spermien als Normal-
formen bezeichnet werden kénnen (WHO). Teratozoospermie beginnt ab 70 % abnor-
malen Formen. Beurteilt werden kann die Morphologie z. B. nach der Klassifikation der

,Strikten Kriterien" nach Kruger (Feige, 2006).

Desweiteren kdnnen auch funktionelle Untersuchungen durchgefuhrt werden, die z. B.

die Mukuspenetration oder die Uberlebensfahigkeit der Spermatozoen testen.

Weiterhin ist wichtig zu erwahnen, dass auch Formen der Sterilitat vorkommen, bei de-
nen das Spermiogramm des Mannes normal ist und es trotzdem durch IVF nicht zur Be-

fruchtung kommt.

1.3.2.2 Oligoasthenoteratozoospermie

Als OAT-Syndrom wird die Kombination der drei Faktoren (verminderte Dichte, reduzier-

te Beweglichkeit und abnorme Morphologie der Spermien) bezeichnet. Die Griinde flr



12

das Entstehen eines solchen Syndroms kénnen sehr vielfaltig sein und reichen von ge-
netischen Ursachen und Entzindungen bis hin zur ungeklarten Ursache, die am hau-
figsten diagnostiziert und dann als idiopathisches OAT-Syndrom bezeichnet wird. Das
idiopathische OAT-Syndrom betrifft 30 % aller infertilen Manner und kann in drei Schwe-
regrade eingeteilt werden. Die leichteste Form ist die isolierte Asthenospermie, bei der
lediglich die Beweglichkeit der Spermatozoen eingeschréankt ist, eine Veréanderung der
Morphologie ist dabei definitionsgemaf nicht zwingend notwendig und eine Verande-
rung der Spermiendichte ist nicht vorhanden. Bei der mafdigen Form des OAT-Syndroms
ist die Spermiendichte <20 x 10%ml und >5 x 10%ml. Ab einer Spermiendichte, die unter

5 x 10%/ml liegt, spricht man von einer schweren OAT (Cavallini, 2006).

1.3.2.3 Mikrochirurgische Spermiengewinnung

Die mikrochirurgische Spermiengewinnung findet besonders bei Patienten mit obstrukti-
ver Azoospermie Anwendung. Am haufigsten findet sich bei obstruktiver Azoospermie
eine epidymale Obstruktion. Diese kann z. B. durch vorhergegangene Entziindungen
oder Traumata verursacht werden. Weitere Grunde fur eine obstruktive Azoospermie

kénnen z. B. eine frihere Sterilisation oder Fehlbildungen sein.

Bei vielen Patienten mit epidymaler Obstruktion, ist es mittlerweile mdglich, eine norma-
le Funktion wiederherzustellen und die Azoospermie somit aufzuheben. Voraussetzung

dafur ist das Fehlen von weiteren anatomischen Fehlbildungen (Popal und Nagy, 2013).

Wenn die operative Korrektur jedoch nicht geeignet oder erfolglos ist und Kinderwunsch
besteht, kdnnen durch mikrochirurgische epididymale Spermienaspiration (MESA) oder
testikulare Spermienextraktion (TESE) Spermien gewonnen werden, die zur IVF/ICSI

genutzt werden kénnen (Silber et al., 1995).

Bei der MESA handelt es sich um eine mikroskopisch kontrollierte Punktion des Neben-
hodens, bei der vor allem im Falle einer obstruktiven Azoospermie Spermien gewonnen
werden, die anschlieRend kryokonserviert werden oder auch direkt zur IVF/ICSI ver-

wendet werden kénnen (Cha et al., 1997).

Wenn die MESA erfolglos bleibt oder aber eine nicht- obstruktive Azoospermie, also ei-
ne Stérung in der Spermatogenese vorliegt, kénnen im Rahmen einer TESE Hodenbi-

opsien entnommen werden, die anschlie3end auf das Vorhandensein von Spermien und
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deren Entwicklungsstadium tberpruft werden. Wenn die Proben reife Spermien enthal-
ten, kdnnen auch die so gewonnen Samenzellen zur Befruchtung mittels IVF/ICSI ver-

wendet werden (Popal und Nagy, 2013).

1.3.3 Weibliche Infertilitat

Bei Frauen hat das Alter einen grof3en Einfluss auf die Fertilitat. Dies konnte unter ande-
rem durch die Schwangerschaftsraten nach einer IVF-Behandlung gezeigt werden, die
bei Frauen unter 30 am hochsten liegen und mit dem Alter deutlich absinken. Dies ist
vor allem hinsichtlich des steigenden Durchschnittsalters der Erstgebarenden ein Prob-

lem.

Als Ursache fur die Infertilitat der Frau kommen neben psychosozialen und genetischen

Faktoren vor allem organische Ursachen in Frage. Die haufigsten sind:
- Tubare Infertilitat
- Ovarielle Stérungen
- Endometriose
- Unklare Ursache
(Healy et al., 1994).

Auch bei der Diagnostik der weiblichen Infertilitat sollte mit einer sorgféltigen Anamnese
und klinischen Untersuchung begonnen werden. Wichtig ist dabei das Zyklusgeschehen
genau abzuklaren, wobei auch Ultraschalluntersuchungen und Hormonanalysen von
Bedeutung sind. Neben funktionellen Tests sind zur Abklarung von anatomischen Ursa-
chen der Infertilitdit moglicherweise auch invasive MaRnahmen (z. B. eine Laparoskopie)
notwendig, deren Indikationszeitpunkt wahrend einer Infertilitdtsabklarung allerdings
umestritten ist (Feige, 2006; Healy et al., 1994).

1.4  Assistierte Reproduktion (ART)

Da die Kenntnis der Methoden der Reproduktionsmedizin und die damit verbundenen
Behandlungsablaufe fir das Verstandnis der Arbeit wichtig sind, werden im Folgenden
die IVF und die ICSI dargestellt.
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1.41 IVF

1978 wurde Louise Brown als erstes Baby nach einer kinstlichen Befruchtung geboren
(Steptoe und Edwards, 1978).

Seit dem hat sich die IVF (in vitro fertilization) zu einer anerkannten Technik entwickelt
und wird heute sowohl als therapeutische als auch als diagnostische Mal3hahme haufig
genutzt (Feige, 2006).

In Studien konnte gezeigt werden, dass die Zahlen der erfolgreich durchgefiihrten Be-
handlungszyklen von Jahr zu Jahr steigen, was auf Verbesserungen in der Methodik
und groRere Erfahrungen der behandelnden Kliniken schlieRen lasst (De Mouzon et al.,
2009 und 2012).

1.4.1.1 Indikation

Die ursprungliche Indikation fur eine IVF war der ,tubare Faktor", das heil3t, die IVF war
fur Frauen gedacht, bei denen aufgrund undurchgéngiger oder fehlender Tuben auf na-
turlichem Wege keine Empfangnis zustande kam.

Mittlerweile wird die IVF als Therapie der Wahl fur jegliche Art von Infertilitat oder Sub-
fertilitat angesehen, die mit anderen Methoden nicht behandelt werden konnte oder de-

ren anderweitige Behandlung aussichtlos erscheint (Van Voorhis, 2007).

Genutzt wird die IVF desweiteren auch als diagnostische Malinahme, um bei einem
Paar mit unerfulltem Kinderwunsch die Befruchtungsfahigkeit zu Uberprifen (Feige,
2006).

1.4.1.2 Zyklusstimulation

Da in einem spontanen Zyklus die Chance am Tag der Follikelpunktion eine Eizelle auf-
zufinden relativ gering ist, wird die Effizienz der IVF heutzutage durch eine hormonindu-

Zierte ,Superovulation” gesteigert.

Fur eine solche Behandlung existieren verschiedene Protokolle, die aber in &hnlichen
Schritten ablaufen. Zunéchst wird durch die Gabe von GnRH-Analoga eine Unterdri-
ckung der Hypophysentatigkeit erzeugt, sodass ein vorzeitiger LH-Peak verhindert wird.
Danach wird durch FSH-Gabe Wachstum und Reifung der Eizellen stimuliert bis ab ei-

ner Grof3e von 18-20 mm die Gabe von hCG begonnen wird, die schlief3lich die endo-
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gene LH-Ausschuttung stimuliert und zur endgultigen Reife der Eizellen fuhrt (Goldberg
et al., 2007).

1.4.1.3 Eizellentnahme (Follikelpunktion)

34 bis 38 Stunden nach der hCG-Gabe werden die Eizellen entnommen. In den Anfan-
gen der IVF wurde dazu eine Laparoskopie durchgefihrt. Etwa zehn Jahre nach der
ersten erfolgreichen IVF jedoch hat sich die Methode der ultraschallgesteuerten trans-
vaginalen Follikelpunktion letztendlich durchgesetzt. Diese Methode muss nicht in Voll-
narkose erfolgen und ist fir die Patientin somit risikoarm und zudem erfolgreich (Gold-
berg et al., 2007; Tanbo et al., 1988). Im Durchschnitt werden 10-20 Eizellen gewonnen,
die dann in einem Kulturmedium bei 37 °C inkubiert werden. Zur Befruchtung der Eizel-
len, welche 12-20 Stunden spéater durch die Entstehung von Vorkernen beobachtet wer-
den kann, werden 100.000-200.000 Spermien in die Kulturschale zugegeben oder es
wird eine ICSI durchgefiihrt. (Goldberg et al., 2007).

1.4.1.4 Embryonentransfer

Der ,klassische" Zeitpunkt fir den Embryonentransfer ist 24-48 Stunden nach der Aus-
bildung des Vorkernstadiums, was einem friihen Embryonalstadium, meist mit vier bis
acht Zellen, entspricht (Feige, 2006).

Fir den Transfer wird zuné&chst die Zervix mit Hilfe eines Spekulums dargestellt. Mittels
eines speziellen Katheters werden die Embryonen dann in den Uterus eingesetzt. An-
schlieBend wird der Katheter auf zurtickgebliebene Embryonen Uberprtft. Um Komplika-
tionen, wie z. B. das Verletzen des Endometriums durch den Katheter oder das Einset-
zen der Embryonen an einer suboptimalen Stelle zu verringern, kann der Embryonen-
transfer auch unter Ultraschallkontrolle erfolgen. Ausgeschlossen werden kdnnen diese
Risiken dadurch jedoch nicht (Mains und Van Voorhis, 2010).

Laut Embryonenschutzgesetz ist der Transfer von maximal drei Embryonen erlaubt.
Trotzdem geht man mittlerweile wieder dazu tGber nur einen Embryo zu transferieren, da
eine Mehrlingsschwangerschaft sowohl fiir die Mutter als auch fur die Kinder ein héhe-
res Risiko darstellt. Zudem konnte gezeigt werden, dass der wiederholte Transfer von

einzelnen Embryonen sogar zu héheren Schwangerschaftsraten gefiihrt hat als der
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gleichzeitige Transfer von mehreren Embryonen. Desweiteren wird der wiederholte

Transfer durch die Mdglichkeit der Kryokonservierung erleichtert (Tiitinen, 2012).

1.4.1.5 Lutealphasenstitzung

Auch die Lutealphase wird hormonell unterstutzt, um mdglichst physiologische Bedin-
gungen z.B. beziglich des Endometriumaufbaus herzustellen. Da die Follikelphase und
die Lutealphase ein zusammenhangendes, aufeinander abgestimmtes System darstel-
len, muss die Lutealphasenstitzung der Stimulation in der Follikelphase angepasst wer-
den. Grundsatzlich gilt: Bei intensiver Stimulation in der Follikelphase muss auch die
Stitzung in der Lutealphase intensiver ausfallen (Feige, 2006).

1.4.2 ICSI

1992 verdffentlichten Palermo et. al. die erste Studie, in der es durch
intrazytoplasmatische Spermieninjektion (ICSI) zu erfolgreichen Schwangerschaften

gekommen ist.

1.4.2.1 Indikation

Die ICSI ist eine Methode, die vor allem bei Paaren mit sehr reduzierter
Spermienqualitat des Mannes angewandt wird, da bei diesen Paaren eine konventionel-

le IVF wenig erfolgsversprechend ist (Palermo et al., 1992).

Neben der ICSI gibt es noch andere ZusatzmalRnahmen im Rahmen der IVF, welche die
Fertilisation erleichtern sollen: die PZD (partielle Zonadissektion) und die SUZI (subzo-
nale Insemination). Diese Methoden haben sich aber im Gegensatz zur ICSI nicht

durchsetzen kénnen (Feige, 2006).

1.4.2.2 Vorbereitung der Eizellen und der Spermien

Bis zur Eizellentnahme lauft die Behandlung bei der ICSI ebenso ab wie bei einer ,nor-
malen" IVF. Nach der Eizellentnahme missen diese von den sie umgebenden Kumulus-
und Granulosazellen befreit werden, was mit Hilfe von Hyaluronidase und mechani-

schen Methoden mdglich ist (Parinaud et al., 1998).

Auch die Spermien mussen vor der Injektion vorbereitet werden. Meist wird die soge-

nannte ,swim-up"-Methode verwendet, durch die gut mobile von den unbeweglichen
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Spermien getrennt werden kdnnen. Dabei wird das Ejakulat zunachst zentrifugiert und
nach Absaugen der Flissigkeit wird ein Kulturmedium zugegeben, sodass die mobilen
Spermien hochschwimmen konnen und somit selektiert werden (Henkel und Schill,
2003).

1.4.2.3 Spermieninjektion

Diese Spermien kénnen, um sie zu verlangsamen in ein hochmolekulares Medium (z. B.
PVP) gegeben werden, wodurch das Einsammeln eines einzelnen Spermatozoons mit
der feinen Glaskapillare erleichtert wird. Fur die Injektion werden ausschlief3lich vitale
Samenzellen verwendet, welche meist anhand ihrer Beweglichkeit identifiziert werden
kénnen. Geachtet wird bei der Auswahl des Spermiums zudem auf eine moéglichst nor-
male Morphologie. Das ausgewdahlte Spermium wird durch Zuhilfenahme einer Injekti-
onskapillare immobilisiert und in diese aufgezogen (s. Abbildung 2). Die Eizelle wird mit
der Haltekapillare so fixiert, dass die Polkdrperchen bei 6 Uhr oder bei 12 Uhr liegen, um
das Verletzen des Spindelapparates zu verhindern. Verwendet werden nur reife
Oocyten in der Metaphase 2. Das Spermium wird dann mit dem Kopf voran direkt in das
Ooplasma injiziert (s. Abbildung 3), sodass die Zona pellucida und die Vitellinmembran

umgangen werden (Nieschlag et al., 2009).



18

Abb. 2: Originalfoto aus dem Bonner ICSI-Labor. Zentral im Bild die Oocyte mit dem
Polkdrperchen bei etwa 12 Uhr. Rechts im Bild die Injektionskapillare, an deren Spitze
das Spermium zu erkennen ist, das injiziert werden soll. Links ist die Haltekapillare zu
sehen, mit deren Hilfe die Oocyte fixiert wird.



Abb. 3: Auf der Abbildung erkennt man den Vorgang der intrazytoplasmatischen
Spermieninjektion. Links im Bild befindet sich die Haltekapillare, mit der die Eizelle fixiert
wird. Von der rechten Bildseite aus ragt die Injektionskapillare in das Ooplasma hinein,
sodass das Spermium unter Umgehung der Zona pellucida und der Vitellinmembran
direkt dorthinein injiziert werden kann. (Originalfoto aus dem Bonner ICSI-Labor)
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1.5 Ziel der Arbeit

Die Kryokonservierung mannlicher Samenzellen gehért mittlerweile zu den Standardver-
fahren in der Reproduktionsmedizin. Sie findet bei unterschiedlichen Indikationen Ver-

wendung:
- Samenspende
- Erhaltung der Reproduktionsfahigkeit vor Chemotherapie
- im Rahmen einer ICSI-Behandlung
- Patientenwunsch

Wahrend die Ergebnisse hinsichtlich der Uberlebensrate und der IVF-Erfolge bei Sa-
menspendern regelmafiig gut waren, scheinen die herkdmmlichen Methoden jedoch
nicht hinreichend zur Kryokonservierung der Spermien von Mannern mit Subfertiliat oder
OAT-Syndrom geeignet zu sein. Dies ist durch die geringe Anzahl und die schlechte
Beweglichkeit der Spermien dieser Manner zu erklaren. Durch den Einfrier- und Auftau-
vorgang ist ein Qualitatsverlust der Spermien bisher unvermeidbar, sodass bei Mannern
mit geringer Spermienqualitéat die Anzahl von Spermien, die nach Kryokonservierung fur
eine Befruchtung genutzt werden kdnnen, niedrig ist. Da aber durch den Erfolg der ICSI
immer mehr Manner mit OAT-Syndrom auch die Mdglichkeit haben Kinder zu zeugen,
ware es ein grolRer Fortschritt eine Methode zur Kryokonservierung zu entwickeln, die
auch bei geringer Spermienqualitat gute Ergebnisse liefert. Desweiteren kdnnte durch
die Moglichkeiten der mikrochirurgischen Spermiengewinnung ein noch groéf3erer Patien-
tenkreis von einer solchen Methode profitieren (Oehninger et al., 2000). Eine effiziente
Kryokonservierungsmethode kdnnte diese Patienten vor mehrfachen chirurgischen Ein-
griffen bewahren und somit moglicherweise verursachte Schaden, wie z. B.
Fibrosierungen oder Hamatome vermeiden (Cohen et al., 1997). Hinzu kommt, dass
durch eine Kryokonservierung die Schwierigkeiten in der ART-Behandlung vermindert
werden konnten, die sich aus der Notwendigkeit der zeitlichen Abstimmung von Eizell-
entnahme und Spermiengewinnung ergeben. Denn gerade bei Mannern mit niedriger
Spermienqualitat kann es zu dem Problem kommen, dass zu dem gewiinschten Zeit-
punkt keine oder zu wenige Spermien im Ejakulat enthalten sind (AbdelHafez et al.,
2009).



21

Gute Ergebnisse hinsichtlich der Spermienmotilitdt konnten in Studien erzielt werden,
die kleine Zahlen von Spermatozoen in leeren menschlichen Zonae pellucidae einfroren
(Cohen et al., 1997; Levi-Setti et al., 2003; Montag et al., 1999). Beachten sollte man bel
dieser Methode jedoch das Problem der Verflugbarkeit menschlicher Zonae pellucidae

und die sich daraus eventuell ergebenden ethischen Konflikte.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, eine Methode zu optimieren, die es ermdglicht ein-
zelne Spermien einzufrieren. Diese kdnnten auch aus Spermaproben, die sehr wenige
Spermien enthalten, mittels einer Glaskapillare am ICSI-Mikroskop eingesammelt wer-
den. Anschliel3end werden sie in einen Medium-Tropfen gegeben und eingefroren, so-
dass das Auffinden der Spermien nach dem Auftauen erleichtert wird. Zusatzlich ist Ziel
der Methode, den Qualitatsverlust durch die Optimierung des Einfrier- und Auftauvor-
ganges zu minimieren. Das Einfrieren der Spermien in Medium-Tropfen, die frei von den
weiteren Bestandteilen des Ejakulates, wie z. B. Epithelzellen, sind, konnte dabei von

Vorteil sein.
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2. Material und Methoden

Als Untersuchungsmaterial dienten Spermatozoenproben aus der Universitatsfrauenkli-
nik in Bonn, die in der Abteilung fiir gynékologische Endokrinologie und Reproduktions-
medizin im Rahmen von Fertilitdtsuntersuchungen gewonnen wurden. Vorbereitet wur-
den die Spermien nach der sogenannten ,swim-up"-Methode, die es ermdglicht die mo-
bilen von den unbeweglichen Spermien zu selektieren (s. 1.4.2.2).

Die Grundidee der Methode bestand darin, einzelne Spermien mit Hilfe der Injektions-
kapillare an einem ICSI- Mikroskop (Leica; LEITZ DM IRB) zu sammeln, in kleine Medi-
um-Tropfen zu Uberfiihren und anschlie3end in flussigem Stickstoff einzufrieren. Nach
diesem Vorgang sollten die Spermien wieder aufgetaut und auf ihre Vitalitdt und Beweg-
lichkeit Uberprift werden.

Um den endgiltigen Versuchsaufbau sowie die zu verwendenden Materialen festzule-
gen, wurden einige Testversuche und Vergleiche durchgefiihrt. Diese Optimierungsver-
suche werden im Folgenden genau dargestellt. Die Ergebnisse der Versuche, die zum
endgultigen Versuchsablauf der Methode gefuihrt haben, werden in 3.1 erlautert.

Unabhangig von den Optimierungsversuchen wurden bei allen Versuchen fir das Ein-
sammeln der einzelnen Spermien mit dem ICSI-Mikroskop jeweils zwei Kulturschalen
benotigt. In eine der Schalen wurde ein Tropfen PVP-Medium mit einem Volumen von
ca. 10 pl pipettiert, in den die einzusammelnden Spermien eingesetzt wurden. In die
zweite Schale wurde ein etwa 50 pl Gamete-Tropfen gegeben, der dazu dient die zum
Einsammeln der Spermien verwendete Injektionskapillare einzustellen. Beide Schalen
wurden mit Mineral6l aufgefullt und bis zur Verwendung auf einer Warmeplatte gelagert.
Eingesammelt wurden die Spermien durch langsames Einsaugen mit Hilfe der Injekti-
onskapillare des ICSI-Mikroskopes, dabei wurde darauf geachtet die Spermien mdg-
lichst nicht durch Streifen des Schwanzes mit der Kapillare schon vor der
Kryokonservierung zu immobilisieren. Nach Einsammeln der gewinschten Anzahl an
Spermien wurde die Schale mit dem PVP-Tropfen gegen die entsprechend vorbereitete
Schale mit dem Folienzuschnitt zur Kryokonservierung ausgetauscht und die Spermien
in den darauf vorbereiteten Medium-Tropfen entlassen. Der weitere Ablauf und Aufbau
des Versuches wurde wahrend der im Folgenden beschriebenen Testversuche modifi-

ziert und den Ergebnissen entsprechend angepasst.
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2.1 Ethikvotum

Fur die vorliegende Arbeit war ein Ethikvotum aus mehreren Grinden nicht erforderlich.
Wichtig ist, dass die verwendeten Proben nicht aus laufenden IVF- oder ICSI-
Behandlungen stammten, sondern es sich um Proben aus reinen Spermiogramm-
Analysen handelte. Da es sich bei den verwendeten Proben lediglich um Uberschissi-
ges Material handelte, wurde dieses nicht mehr fur anderweitige Untersuchungen beno-
tigt. Zusatzlich wurden die betroffenen Probanden vorab um Erlaubnis gefragt, das Ub-
rigbleibende Material zu Forschungszwecken zu verwenden. Die Proben wurden voll-
standig anonymisiert. Desweiteren entstehen aus der durchgefiihrten Studie keine Er-

gebnisse, die fur einen der Probanden in Zukunft Relevanz haben kdnnte.

2.2 Vergleich von verschiedenen Formen der Folienzuschnitte

Die einzeln eingesammelten Spermien sollen in einen Medium-Tropfen gegeben wer-
den. Dieser soll auf einem Folienzuschnitt platziert und auf diesem dann in Stickstoff
eingefroren werden. Um sowohl den Versuchsablauf als auch die Ergebnisse zu opti-
mieren, wurde in diesem Teilversuch die beste Form der Folienzuschnitte (aus einer
einfachen Deckfolie einer Dokumentenhiille geschnitten) ermittelt. Dazu wurden drei

verschiedene Formen verglichen (s. Abbildung 4).

Ansicht der Zuschnitte von oben:

L
1: 2: 3: 4:
Abb. 4: Um die geeignete Form der Folienzuschnitte zu ermitteln, wurden drei verschie-
dene Formen hergestellt und in Bezug auf die beste Handhabung und einfachste Her-

stellung verglichen (Formen 1-3). Alle Formen wurden mit einem Knick zum Greifen mit
der Pinzette versehen (4: seitliche Ansicht der Folienzuschnitte).

Von diesen drei Formen wurden jeweils drei Folienzuschnitte angefertigt und mit jeweils

einem Medium-Tropfen in einer Grof3e von 2 ul versehen. Diese wurden im Stickstoff-
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dampf eingefroren. Hierzu wurde eine ca. 2 cm dicke Styropoor-Platte auf den Metall-
stander in dem Behalter mit flissigem Stickstoff gegeben. Auf die Styropor-Platte wurde
eine Kulturschale platziert und die Folie wurde wiederum in die Kulturschale gelegt (sie-
he Abb.10 in 3.2). Anschliel3end wurden sie mit Hilfe einer Pinzette in die Reaktionsge-
faRe Uberfuhrt. Dabei wurde vor allem darauf geachtet, ob der eingefrorene Tropfen bei
der Uberfiihrung in das Reaktionsgefaf3, sowie beim Auf- und Zuschrauben des Gefa-
Res an der Folie haften bleibt. Desweiteren war es wichtig zu prifen welche Form der

Folienzuschnitte am besten mit einer Pinzette zu handhaben ist.

2.3 Findung einer geeigneten TropfengroéRRe

Die Medium-Tropfen, in die die gesammelten Spermatozoen zum Einfrieren eingesetzt
wurden, wurden auf kleinen Folienzuschnitten platziert , die dann nach der
Kryokonservierung zur weiteren Lagerung in Reaktionsgefal3e tberfiuhrt und eingefroren

werden konnten (s. Abbildung 5).

Durchmesser: 1,25 cm
+—>

— — 1

ca. 0,7 cm

ca.1l,5cm

<*» ca.4,2cm
ca.0.3cm

~——_“ Vv

Abb. 5: Links ist ein Medium-Tropfen auf einem Folienzuschnitt abgebildet. In diesen
Medium- Tropfen werden die eingesammelten Spermatozoen eingesetzt. Rechts ist der
Folienzuschnitt mit dem Medium-Tropfen in einem Reaktionsgefald dargestellt, in wel-
chem die Probe nach Kryokonservierung gelagert werden kann.

Um die geeignete Grol3e fiur diese Medium-Tropfen zu finden, musste beachtet werden,
dass die Folienzuschnitte in die Reaktionsgefal3e passen mussen und die Grol3e derer

also nicht Uberschreiten diurfen (s. Abbildung 5). Weiterhin wurde in diesem Schritt
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Uberpruft, wie schnell verschiedene Medium-Tropfen auf der verwendeten Folie unter
dem verwendetem Mikroskop verdunsten, um die zur Verflgung stehende Arbeitszeit

bis zum Einfrieren zu explorieren.

Dies war vor allem wichtig, da es sich bei dem verwendeten Kryomedium ,SpermStore"
(Gynemed) um ein HEPES-gepuffertes Medium handelt, das neben anderen Inhaltsstof-
fen auch Glycerol enthélt. Glycerol soll das Sperma vor Schaden durch den Einfriervor-
gang schuitzen, allerdings fuhrt es auch zu einer schnelleren Verdunstung. Eine zu gro-
Re Verdunstung des Mediums vor dem eigentlich Einfriervorgangs kénnte in dem getes-
teten Verfahren zu Qualitatsverlusten fuhren, da es dadurch zu einer erniedrigten Alko-
holkonzentration und somit zu einem erniedrigten Schutz der Spermien wahrend des
Einfriervorgangs kommen wirde. Desweiteren wirde die Verdunstung zu einer erhdhten
Osmolaritat des Mediums fuhren, was zusétzlich zu Schadigungen der Spermien und

somit zu einer erniedrigten Vitalitdt und Mobilitdt der Spermien fihren kdnnte.

Um das Ausmald der Verdunstung zu testen, wurden zwei Versuchsreihen mit jeweils
unterschiedlichen Medien durchgefihrt. Medium A beinhaltet Gamete-Medium (Cook)
und SpermStore im Verhaltnis 2:1, wohingegen Medium B ein Verhaltnis von 3:2 auf-

weist.

Mit jedem Medium wurden insgesamt 9 Verdunstungsversuche durchgefihrt, davon je-

weils drei mit einer Tropfengrof3e von 1 pl, 2 pl und 5 pl.

2.4 Verschiedene Auftaumethoden

Um die Spermatozoen nach der Kryokonservierung wieder aufzutauen, wurden ver-
schiedene Methoden entwickelt, die im weiteren Verlauf der Versuche noch genauer

verglichen wurden.

Im Folgenden wird die Auftaumethode (im weiteren Verlauf Auftaumethode a) genannt)
dargestellt, die zu Beginn der Arbeit verwendet wurde:

Zum Auftauen der kryokonservierten Spermatozyten wird eine Schale (,nunc® IVF pro-
duct line) mit einem Tropfen 10 pl Gamete-Medium vorbereitet. Die Folie mit dem einge-
frorenen Tropfen wird zligig aus dem Reaktionsgefal? entnommen und umgedreht auf
den Medium-Tropfen aufgelegt (s. Abbildung 6), sodass der eingefrorene Tropfen auf

dem Medium-Tropfen zu liegen kommt und darin auftaut.
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Abb. 6: Bei Auftaumethode a) wurde die umgedrehte Folie mit dem eingefrorenem Me-
dium-Tropfen auf den Gamete-Tropfen aufgelegt und so aufgetaut. AnschlielRend konnte
die Folie entfernt und die Schale mit Mineraldl aufgeftllt werden.

Dabei ist ein zigiges Arbeiten notwendig, um zu vermeiden, dass der Tropfen antaut

und von der Folie abrutscht, bevor er auf den Medium-Tropfen aufgelegt wurde.

Die Schale wurde anschlielBend mit Mineraldl aufgefillt und kurz gewarmt bevor sie

dann zum Auffinden und Beurteilen der Spermien mikroskopiert werden konnte.

Mit dieser Auftaumethode als Ausgangspunkt wurden im weiteren Verlauf durch Test-
versuche Optimierungen vorgenommen, die zu Modifikationen gefiihrt haben, welche in

3.1.3 vorgestellt und hinsichtlich ihrer Ergebnisse verglichen werden.

In den folgenden Versuchen zur Evaluierung des bestgeeigneten Mediums wurde nach

der Ausgangs-Auftaumethode a) verfahren.

2.5 Ermittlung des zu verwendenden Mediums zum Einfrieren

Um die Vitalitdt und Beweglichkeit der Spermatozoen nach dem Auftauen zu optimieren,
wurde in diesem Schritt ermittelt, welches Medium sich am besten zur

Kryokonservierung der Spermatozoen mit dieser Methode eignet.

Dazu wurde mit jedem Medium (A und B) eine Versuchsreihe durchgefihrt und deren
Ergebnisse verglichen. Verwendet wurden jeweils 1 ul Tropfen des jeweiligen Mediums

und alle Proben wurden mit Methode a) in einem 10 ul Gamete-Tropfen aufgetaut.

Die Ergebnisse der Versuchsreihen werden in 3.1.4 dargestellt.

2.6 Folienmaterial

Im Laufe der verschiedenen Versuchsreihen wurde festgestellt, dass das Auffinden der
Spermien bei einer modifizierten Auftaumethode (Methode c¢) dadurch erschwert wird,
dass die Folie wahrend des Mikroskopierens unter dem Medium-Tropfen verbleibt. In

der Hoffnung dieses Problem durch ein anderes Folienmaterial I6sen zu kdnnen, wurde
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eine Versuchsreihe mit Folienzuschnitten aus Membranen von ibidi-Schalen (u-Dish,

Ibidi®) durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe werden in 3.1.5 dargelegt.

2.7 Effizienz der Methode

Um nach dem Optimierungsprozess die Effizienz des Verfahrens zu evaluieren, wurden
abschlieRend zwei Versuchsreihen untersucht. Bei diesen Versuchsreihen wurde

gleichbleibend nach dem in 3.2 beschriebenen Ablauf vorgegangen.

Die Ergebnisse hinsichtlich der Anzahl der wieder gefundenen Spermatozoen und deren
Vitalitdt werden in 3.3 erlautert.

2.8 Statistik

Um wahrend des Optimierungsprozesses die bestmogliche Variante der getesteten Me-
thode zu finden, musste an einigen Stellen zwischen verschiedenen Vorgehensweisen
(z. B. verschiedene Auftaumethoden) entschieden werden. Um diese Entscheidungen
zu treffen, wurde anhand der Ergebnisse der jeweiligen Versuchsreihen ein T-Test
durchgefuihrt. Dadurch konnte bestimmt werden, ob die verglichenen Ergebnisse sich
statistisch signifikant unterscheiden. Es wurde ein zweiseitiger T-Test fur Stichproben
ungleicher Varianz (heteroskedastisch) gewahlt. Das Signifikanzniveau wurde auf 5 %

festgelegt, sodass ein P-Wert unter 0,05 einen signifikanten Unterschied anzeigt.



28

3. Ergebnisse

Das Ziel der Arbeit war es die Methode zur Kryokonservierung weniger Spermien im
Rahmen von Testversuchen zu optimieren. Somit ist der endgtiltige Versuchsablauf, der
im Verlauf der Arbeit als optimale Variante der getesteten Moglichkeiten herausgearbei-
tet wurde, als Hauptergebnis der Arbeit anzusehen. Dieser wird in 3.2 detailliert be-
schrieben. Zunachst werden die Ergebnisse der Optimierungsversuche, die zum letzt-
endlichen Versuchsablauf gefuhrt haben, dargestellt.

3.1 Methodenoptimierung

In den folgenden Kapiteln werden die Ergebnisse der in 2 beschriebenen Versuche zur
Optimierung des Versuchsablaufs dargestellt. Aus diesen Ergebnissen ergaben sich im
Verlauf der Arbeit immer wieder Erkenntnisse zur Verbesserung der Methode und somit

Anderungen im Versuchsaufbau und -ablauf.

3.1.1 TropfengroRRe

Bei dem in 2.2 beschriebenen Versuch zur Optimierung der Tropfengréf3e ergaben sich

folgende Zeiten bis zur vollstandigen Verdunstung der Tropfen (s. Tabellen 1 und 2):

Tab. 1: Verdunstungsversuch mit Medium A; ermittelt wurde die durchschnittliche Zeit
bis zur vollstdndigen Verdunstung des Tropfens, um eine geeignete Tropfengréf3e zu
finden.

Tropfengrof3e Zeit bis zur vollstandigen Verdunstung des Tropfens:
Gerundeter Mittelwert (Einzelwerte)

1ul 9 Min., 11 Sek. (9 Min., 53 Sek.; 8 Min., 37 Sek.; 9 Min., 4 Sek.)

2ul 15 Min., 22 Sek. (14 Min., 9 Sek.; 14 Min., 54 Sek.; 17 Min., 2 Sek.)

5ul 24 Min., 50 Sek. (22 Min., 40 Sek.; 25 Min., 33 Sek.; 26 Min., 18 Sek.)
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Tab. 2: Verdunstungsversuch mit Medium B; ermittelt wurde die durchschnittliche Zeit
bis zur vollstdndigen Verdunstung des Tropfens, um eine geeignete Tropfengréf3e zu
finden.

Tropfengrol3e Zeit bis zur vollstandigen Verdunstung des Tropfens:
Gerundeter Mittelwert (Einzelwerte)

1u 8 Min., 42 Sek. (9 Min., 25 Sek.; 8 Min., 47 Sek.; 7 Min., 55 Sek.)

2 ul 15 Min., 14 Sek. (14 Min., 28 Sek.; 15 Min., 0 Sek.; 16 Min., 15 Sek.)

5ul 27 Min., 38 Sek. (26 Min., 44 Sek.; 28 Min., 1 Sek.; 28 Min., 10 Sek.)

Somit hat sich gezeigt, dass die Arbeitszeit von in der Regel etwa 2-3 Minuten bis zum
Verdunsten des Medium-Tropfens bei beiden Medien und bei allen getesteten Tropfen-
grolRen ausreicht. Generell wurde jedoch bei allen Versuchsreihen darauf geachtet, die
Arbeitszeit moglichst gering zu halten, um die auftretende Verdunstung und somit einen

Qualitatsverlust zu minimieren.

Allerdings ist aufgefallen, dass die Tropfengréf3e von 5 ul die Grol3e der Folienzuschnitte
Uberschreitet und deswegen die Grol3e der Medium-Tropfen maximal 2 ul betragen soll-

te.

3.1.2 Folienzuschnitte

Bei dem in 2.3 beschriebenen Versuch zur Optimierung der Form des Folienzuschnittes
hat sich herausgestellt, dass Form 1 (s. Abbildungen 7 und 8) bevorzugt werden sollte:

Abb. 7: Folienzuschnitt in der Ansicht von oben mit dem Kryomedium als Tropfen auf
dem schmalen Ende der Folie platziert

L O

Abb. 8: Folienzuschnitt in der seitlichen Ansicht mit dem Kryomedium als Tropfen an
der Spitze platziert
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Diese Form ist in der Anfertigung am einfachsten und am besten mit der Pinzette zu
handhaben. Zusatzlich passt sie gut in die verwendeten Reaktionsgefal3e und kann aus
diesen auch gut wieder entnommen werden. Die Verbreiterung am oberen Ende des
Zuschnittes (Form 2; s. Abbildung 5) schien keinen Vorteil zu bringen und ist somit nicht
notwendig. Es hat sich als nitzlich erwiesen, das untere Ende des Folienzuschnittes mit

einem Knick zu versehen, der dem Greifen mit der Pinzette dient.

Bei allen Formen der Zuschnitte blieb der eingefrorene Medium-Tropfen bei der Ent-
nahme aus dem Reaktionsgefald gut an der Folie haften.

3.1.3 Auftaumethoden

Im Verlauf der Testversuche mit der in 2.4 beschriebenen Auftaumethode a) wurden
sowohl Vor- als auch Nachteile dieses Verfahrens festgestellt. Im Folgenden werden
diese erlautert und der sich daraus ergebende Optimierungsprozess der Auftaumethode
dargestellt.

Es hat sich gezeigt, dass vor allem verhindert werden muss, dass ein Teil der eingefro-
renen Spermatozoen wahrend des Auftauvorgangs nicht von der Folie gel6ést wird und

somit anschlieRend in einem Medium-Tropfen nicht mehr aufzufinden ist.

Ein Vorteil bei Auftaumethode a) war, dass durch das umgedrehte Auflegen auf den
Medium-Tropfen die Folie anschlielend entfernt werden konnte und somit das Mikro-

skopieren nicht durch diese erschwert wurde.

Um das Anhaften der Spermatozoen auf den Folien zu verhindern und dadurch die Zahl
derer, die nach dem Auftauen wiedergefunden wurden, zu erhéhen, wurden zwei weite-

re Auftaumethoden entwickelt:

Auftaumethode b): Die Folie wird wie bei Auftaumethode a) auf den Medium-Tropfen
aufgelegt, zusatzlich wird dann die Folie beim Abheben mit 1-2 ul Gamete-Medium ab-

gesplult, sodass noch darauf befindliche Spermatozoen abgelést werden kénnen.

Um zu Uberprifen, ob und wie viele der Spermatozoen verloren gehen, indem sie an der
Folie hangen bleiben, wurde bei diesen beiden Methoden bei einigen Versuchen stich-
probenartig auch die lbrigbleibende Folie nach dem Auftauvorgang mikroskopiert. Da-

bei zeigte sich, dass auf diesen Folien jeweils noch einige Spermatozoen zu finden wa-
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ren, die zum Teil auch noch vital waren. Durch die Entwicklung von Auftaumethode c)

konnte im Hinblick darauf eine Verbesserung erzielt werden.

Auftaumethode c): Um keine Spermatozoen zu verlieren, wurde bei dieser Methode der
Folienzuschnitt in eine Schale gelegt, ein Tropfen mit 10 pul Gamete-Medium auf den
noch gefrorenen Tropfen pipettiert (s. Abbildung 9) und anschlieBend mit Mineraldl

Uberschichtet.

| IRGYI

Abb. 9: Bei Auftaumethode c) wird ein Gamete-Tropfen auf den gefrorenen Tropfen
pipettiert. Die Folie verbleibt zusammen mit dem aufgetauten Tropfen in der Schale.

Der Nachteil dieser Methode besteht allerdings darin, dass die Folie aufgrund des Mate-
rials schlecht zu mikroskopieren ist und das Auffinden vor allem der unbeweglichen oder
nur schwach beweglichen Spermatozoen erschwert ist. Dies kann in gewissem Mal3e
durch die Form des aufpipettierten Tropfen beeinflusst werden. Es zeigte sich als vor-
teilhaft diesen nicht als gleichmafiige Halbkugel zu pipettieren, sondern einen flachen
Tropfen mit grofRer Oberflache zur Schale zu machen, um das anschliel3ende Mikrosko-

pieren zu erleichtern.

Bei allen Auftaumethoden wurde darauf geachtet, das verwendete Gamete-Medium
vorher im Warmeinkubator aufzubewahren. Desweiteren wurden alle Schalen nach den
beschriebenen Vorgangen mit Ol aufgefiillt, um das Verdunsten zu verhindern und somit
das Mikroskopieren zu erméglichen. Dabei musste bei Methode c) darauf geachtet wer-
den, dass beim Befiillen der Schale mit Ol die eingesetzte Pipette nicht genau auf den
auf der Folie befindlichen Tropfen zielt, da dies dazu fihrte, dass sich der Tropfen von
der Folie 16st und somit aus der Ebene gelangt und dann nahezu unmdglich zu mikro-
skopieren war. Desweiteren wurde darauf geachtet die Schalen vor dem Mikroskopieren
ein paar Minuten zu erwarmen, sodass die Spermatozoen zum Zeitpunkt des Mikrosko-

pierens die maximal mdgliche Vitalitat aufweisen konnten.
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Um das anschlieRende Mikroskopieren zu erleichtern, wurde in einer Versuchsreihe mit
Auftaumethode a) der Gamete-Tropfen zum Auftauen von 10 pl auf 5 pl reduziert. Dies
war von Vorteil, da ein kleineres Volumen auf Giberlebende Spermien durchsucht werden
musste. In der Versuchsreihe wurde kontrolliert, ob sich hinsichtlich der Ergebnisse

durch diese Veranderung Nachteile ergeben (s. Tabelle 3).

Tab. 3: Ergebnisse der Versuchsreihe mit Auftaumethode a) und auf 5 pl reduziertem
Auftau-Tropfen (1-2 ul Einfriertropfen). Ausgewertet wurde die Anzahl der Spermato-
zoen, die nach dem Auftauen unter dem Mikroskop wieder gefunden werden konnten
sowie der Anteil der Spermien, die nach dem Auftauen als beweglich identifiziert wur-
den. Schliel3lich wurde der Anteil der beweglichen an den wiedergefundenen Spermato-
zoen ermittelt.

Wiedergefundene Bewegliche Spermato- | Beweglich/Gefunden

Spermatozoen zoen
Probe 1 9/20 (45,00 %) 5/20 (25,00 %) 5/9 (55,56 %)
Probe 2 12/32 (37,50 %) 6/32 (18,75 %) 6/12 (50,00 %)
Probe 3 12/25 (48,00 %) 4/25 (16,00 %) 4/12 (33,33 %)
Probe 4 17/44 (38,64 %) 9/44 (20,45 %) 9/17 (52,94 %)
Probe 5 16/35 (45,71 %) 6/35 (17,14 %) 6/16 (37,50 %)
Gesamt 66/156 (42,31 %) 30/156 (19,23 %) 30/66 (45,45 %)

Da die Unterschiede in den Ergebnissen nur gering waren und daher vermutlich nicht
auf die reduzierte Tropfengrol3e zuriickzufiihren sind, wurde die Grol3e des Auftautrop-
fens mit 5 pul far alle Auftaumethoden beibehalten, um das Auffinden der Spermatozoen

unter dem Mikroskop zu erleichtern.

Um den endgultigen Versuchsaufbau festzulegen wurden die beschriebenen Auftaume-
thoden hinsichtlich ihrer Ergebnisse nochmals verglichen, wobei bei allen Versuchen der

Einfriertropfen ein Volumen von 1-2 pl nicht Gberschritt.

Dazu wurde zu jeder der oben skizzierten Auftaumethoden (a/b/c) eine weitere Ver-
suchsreihe mit jeweils funf Proben unter ansonsten identischen Bedingungen durchge-

fuhrt. Zum Einfrieren wurden alle Proben zunachst in 1 pl reines Gamete-Medium
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pipettiert, das Kryomedium (0,3 pl) wurde anschlieBend hinzugegeben. Im Unterschied
dazu wurden Kryomedium und Gamete-Medium in vorherigen Versuchen in festgeleg-
tem Mischverhaltnis zusammenpipettiert und die Spermien in das bereits gemischte
Medium gegeben (Erlauterung siehe 3.1.4). Zum Auftauen wurden jeweils 5 pl ange-
warmtes Gamete-Medium verwendet. Die Auftaumethoden a), b) und c) wurden wie

oben beschrieben durchgefihrt.

Die Ergebnisse werden im Folgenden tabellarisch dargestellt (s. Tabellen 4-6):

Tab. 4: Ergebnisse der Versuchsreihe mit Auftaumethode a). Alle drei Auftaumethoden
wurden durch jeweils eine weitere Versuchsreihe hinsichtlich der wiedergefundenen und
beweglichen Spermatozoen miteinander verglichen.

Wiedergefundene Bewegliche Spermato- | Beweglich/Gefunden

Spermatozoen zoen
Probe 1 17/32 (53,13 %) 6/32 (18,75 %) 6/17 (35,29 %)
Probe 2 8/35 (22,86 %) 1/35 (2,86 %) 1/8 (12,50 %)
Probe 3 5/37 (13,51 %) 2137 (5,41 %) 2/5 (40,00 %)
Probe 4 12/45 (26,67 %) 3/45 (6,67 %) 3/12 (25,00 %)
Probe 5 3/42 (7,14 %) 1/42 (2,38 %) 1/3 (33,33 %)
Gesamt 45/191 (23,56 %) 13/191 (6,81 %) 13/45 (28,89 %)
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Tab. 5: Ergebnisse der Versuchsreihe mit Auftaumethode b). Die Folie wurde zusétzlich
mit Gamete-Medium abgesplilt (in Probe 1 mit 1 pl, in Probe 2-5 mit 2 ul). Alle drei Auf-
taumethoden wurden durch jeweils eine weitere Versuchsreihe hinsichtlich der wieder-
gefundenen und beweglichen Spermatozoen miteinander verglichen.

Wiedergefundene Bewegliche Spermato- | Beweglich/Gefunden
Spermatozoen zoen

Probe 1 6/25 (24,00 %) 3/25 (12,00 %) 3/6 (50,00 %)

Probe 2 6/20 (30,00 %) 1/20 (5,00 %) 1/6 (16,67 %)

Probe 3 9/18 (50,00 %) 5/18 (27,78 %) 5/9 (55,56 %)

Probe 4 6/29 (20,69 %) 3/29 (10,34 %) 3/6 (50,00 %)

Probe 5 8/24 (33,33 %) 6/24 (25,00 %) 6/8 (75,00 %)

Gesamt 35/116 (30,17 %) 18/116 (15,52 %) 18/35 (51,43 %)

Tab. 6: Ergebnisse der Versuchsreihe mit Auftaumethode c). Ein Gamete-Tropfen wird
auf den gefrorenen Tropfen pipettiert. Die Folie verbleibt zusammen mit dem aufgetau-
ten Tropfen in der Schale. Alle drei Auftaumethoden wurden durch jeweils eine weitere
Versuchsreihe hinsichtlich der wiedergefundenen und beweglichen Spermatozoen mit-
einander verglichen.

Wiedergefundene Bewegliche Spermato- | Beweglich/Gefunden

Spermatozoen zoen
Probe 1 10/30 (33,33 %) 9/30 (30,00 %) 9/10 (90,00 %)
Probe 2 10/30 (33,33 %) 8/30 (26,67 %) 8/10 (80,00 %)
Probe 3 9/30 (30,00 %) 9/30 (30,00 %) 9/9 (100,00 %)
Probe 4 9/30 (30,00 %) 9/30 (30,00 %) 9/9 (100,00 %)
Probe 5 12/30 (40,00 %) 10/30 (33,33 %) 10/12 (83,33 %)
Gesamt 50/150 (33,33 %) 45/150 (30,00 %) 45/50 (90,00 %)

Auftaumethode c) zeigte die konstantesten Ergebnisse mit den hdchsten Werten an be-
weglichen Spermatozoen (30 % im Vergleich zu 15,52 % bzw. 6,81 %). Auch die
Wiederfindungsraten waren bei Auftaumethode c) mit 33,33 % im Vergleich zu 30,17 %
bzw. 23,56 % am besten. Zu beachten ist jedoch, dass das Auffinden der unbewegli-
chen Spermatozoen durch die in der Schale verbleibende Folie deutlich erschwert wird.
Dennoch wurde diese Auftaumethode beibehalten, da sie trotz dieser Schwierigkeiten
die besten Ergebnisse lieferte. Desweiteren war der Arbeitsablauf bei Auftaumethode c)

gut durchzufthren.
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Aufgrund der guten Ergebnisse mit dieser Auftaumethode ware denkbar, dass die Er-
gebnisse hinsichtlich der Auffindbarkeit der Spermatozoen durch speziell zu diesem

Zweck hergestelltes Material verbessert werden konnten.

Auch statistisch zeigten sich anhand des durchgefuhrten T-Testes signifikante Unter-
schiede zwischen den drei Auftaumethoden. Wahrend die Anzahl der wiedergefundenen
Spermatozoen keinen signifikanten Unterschied erbrachte, unterschieden sich die Auf-
taumethoden deutlich beztglich der Beweglichkeit der wiedergefundenen Spermien. Es
zeigten sich sowohl im Hinblick auf die Beweglichkeit der insgesamt eingefrorenen
Spermien als auch im Hinblick auf die beweglichen als Anteil von den wiedergefundenen
Spermien signifikante Unterschiede im jeweiligen Vergleich der Auftaumethoden a und b

mit der Auftaumethode c (s. Tabelle 7).

Tab. 7: In der Tabelle sind die Ergebnisse des durchgefihrten T-Testes aufgefiihrt. Bei
einem Signifikanzniveau von 5 % zeigt ein P-Wert < 0,05 einen signifikanten Unter-
schied zwischen den jeweils verglichenen Auftaumethoden an. So konnte Auftaumetho-
de c bezuglich der Beweglichkeit der Spermien sowie beztglich des Anteils der bewegli-
chen Spermien an den wiedergefundenen Spermien als beste der getesteten Methoden
ermittelt werden.

Wiedergefundene

Bewegliche Sperma-

Beweglich/Gefunden

Spermatozoen tozoen
AvsB P = 0,4849 P =0,1418 P =0,10436
AvsC P =0,3397 P =0,0008 P = 0,00001
BvsC P =0,7626 P =0,0319 P =0,00838

3.1.4 Medium zur Vorbereitung zur Kryokonservierung

Um das am besten geeignete Vorbereitungs-Medium flr das Verfahren zu ermitteln,
wurden zwei Versuchsreihen durchgefuhrt, die in 2.5 genauer dargelegt wurden. Deren

Ergebnisse werden nachfolgend erlautert (s. Tabellen 8 und 9).



Tab. 8: Ergebnisse der Versuchsreihe Medium A. Medium A enthalt Gamete-Medium
und SpermStore im Verhaltnis 2:1. Die Spermien wurden direkt in das fertig vorgemisch-

te Medium auf dem Folientrager einpipettiert.

Wiedergefundene
Spermatozoen

Bewegliche Spermato-
zoen

Beweglich/Gefunden

Probe 1 9/16 (56,25 %) 0 0
Probe 2 11/20 (55,00 %) 0 0
Probe 3 9/15 (60,00 %) 0 0
Probe 4 11/20 (55,00 %) 2/20 (10,00 %) 2/11 (18,18 %)
Gesamt 40/71 (56,34 %) 2/71 (2,82 %) 2/40 (5,00 %)

Tab. 9: Ergebnisse der Versuchsreihe Medium B. Medium B enthalt Gamete-Medium
und SpermStore im Verhaltnis 3:2. Die Spermien wurden direkt in das fertig vorgemisch-

te Medium auf dem Folientrager einpipettiert.

Wiedergefundene
Spermatozoen

Bewegliche Spermato-
zoen

Beweglich/Gefunden

Probe 1 7/13 (53,85 %) 4/13 (30,77 %) M7 (57,14 %)
Probe 2 12/20 (60,00 %) 2/20 (10,00 %) 2/12 (16,67 %)
Probe 3 11/19 (57,90 %) 1/19 (5,26 %) 1/11 (9,10 %)
Probe 4 12/19 (63,16 %) 0 0

Probe 5 10/19 (52,63 %) 1/19 (5,26 %) 1/10 (10,00 %)
Gesamt 52/90 (57,78 %) 8/90 (8,89 %) 8/52 (15,38 %)

Um zu ermitteln, ob zwischen den beiden getesteten Medien ein signifikanter Unter-

schied besteht, wurde auch an dieser Stelle ein T-Test durchgefiihrt (s. Tabelle 10). Da-

bei zeigte sich anhand der P-Werte kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden

getesteten Medien A und B (Gamete-Medium im Verhéltnis 2:1 bzw. im Verhaltnis 3:2).
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Tab. 10: Aufgefuhrt sind die Ergebnisse des durchgefiihrten T-Testes zum Vergleich der
beiden getesteten Medien. Bei einem Signifikanzniveau von 5 % konnte jedoch kein sig-
nifikanter Unterschied zwischen Medium A und Medium B festgestellt werden.

Wiedergefundene Bewegliche Sperma- | Beweglich/Gefunden
Spermatozoen tozoen
AvsB P =0,3877 P =0,2814 P =0,2976

Aufgrund der relativ geringen Beweglichkeitsrate der wiedergefundenen Spermatozoen
wurde der Einfriervorgang nochmal modifiziert. Anstatt ein vorher in festem Verhaltnis
gemischtes Medium zu verwenden, wurden die eingesammelten Spermatozoen zu-
nachst in einen 1 pl grof3en Tropfen reines Gamete-Medium gesetzt und anschlie3end
eine bestimmte Menge (in spateren Versuchen getestet; s.u. im gleichen Kapitel) des
Kryomediums SpermsStore hinzu pipettiert. Dies kénnte von Vorteil sein, da es durch das
direkte Einsetzen der Spermatozoen in das gemischte Medium zu osmotischen Scha-
den kommen kann, die die Beweglichkeit und Vitalitat beeinflussen.

Mit dieser Veranderung wurde wiederum eine Versuchsreihe durchgefiihrt (s. Tabelle

11).

Tab. 11: Um osmotische Schéden zu vermeiden, wurde das
Kryokonservierungsmedium in dieser Versuchsreihe erst nach dem Einsetzen der
Spermien in den Gamete-Tropfen hinzu pipettiert.

Wiedergefundene Bewegliche Spermato- | Beweglich/Gefunden
Spermatozoen zoen
Probe 1 7/21 (33,33 %) 6/21 (28,57 %) 6/7 (85,71 %)
Probe 2 15/25 (60,00 %) 9/25 (36,00 %) 9/15 (60,00 %)
Probe 3 10/20 (50,00 %) 5/20 (25,00 %) 5/10 (50,00 %)
Gesamt 32/66 (48,48 %) 20/66 (30,30 %) 20/32 (62,50 %)

Wie oben beschrieben, wurde das Kryomedium (SpermStore) zur Vermeidung von 0s-
motischen Schaden nach dem Einsetzen der Spermatozoen in Gamete-Medium vorsich-
tig hinzupipettiert. In der folgenden Versuchsreihe wurde die hinzuzugebende Menge an
SpermStore ermittelt. Dazu wurden zwei Versuchsreihen durchgefthrt. In der ersten

Versuchsreihe wurden 5 Proben kryokonserviert, bei denen jeweils unterschiedliche Vo-
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lumina des Kryomediums von 0,1-0,5 ul hinzu pipettiert wurden (s. Tabelle 12). In der
zweiten Versuchsreihe wurden dann nochmal 4 Proben verglichen. Bei zwei davon wur-
de jeweils ein Volumen von 0,3 pl Kryomedium hinzugegeben, die dritte und vierte Pro-
be wurde mit 0,4 pl Kryomedium kryokonserviert (s. Tabelle 13). Diese beiden Volumina
sollten nochmals verglichen werden, da bei diesen in der ersten Versuchsreihe die bes-

ten Ergebnisse erzielt wurden.

Tab. 12: Versuchsreihe 1 zur Ermittlung der Menge des Kryomediums. In dieser Ver-
suchsreihe wurde 0,1-0,5 pl SpermStore nach dem Einsetzen der Spermien in den
Gamete-Tropfen hinzugegeben und diese Mengen hinsichtlich ihrer Ergebnisse beziig-
lich der Beweglichkeit der Spermien verglichen.

Wiedergefundene Bewegliche Spermato- | Beweglich/Gefunden

Spermatozoen zoen
Probe 1 (0,2 pl) 7/30 (23,33 %) 5/30 (16,67 %) 5/7 (71,43 %)
Probe 2 (0,3 pl) 9/27 (33,33 %) 7/27 (25,93 %) 719 (77,78 %)
Probe 3 (0,4 pl) 10/30 (33,33 %) 8/30 (26,67 %) 8/10 (80,00 %)
Probe 4 (0,5 pl) 6/30 (20,00 %) 4/30 (13,33 %) 4/6 (66,67 %)
Probe 5 (0,1 pl) 6/30 (20,00 %) 4/30 (13,33 %) 4/6 (66,67 %)
Gesamt 38/147 (25,85 %) 28/147 (19,05 %) 28/38 (73,68 %)
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Tab. 13: Versuchsreihe 2 zur Ermittlung der geeigneten Menge Kryomedium. Verglichen
wurden Versuche mit 0,3-0,4 ul Kryomedium, das nach Einsetzen der Spermien in den
Gamete-Tropfen hinzugegeben wurde.

Wiedergefundene Bewegliche Spermato- | Beweglich/Gefunden
Spermatozoen zoen
Probe 1 (0,3 pl) 9/30 (30,00 %) 6/30 (20,00 %) 6/9 (66,67 %)
Probe 2 (0,3 pl) 13/30 (43,33 %) 8/30 (26,67 %) 8/13 (61,54 %)
Probe 3 (0,4 pl) 5/30 (16,67 %) 4/30 (13,33 %) 4/5 (80,00 %)
Probe 4 (0,4 pl) 12/30 (40,00 %) 9/30 (30,00 %) 9/12 (75,00 %)
Gesamt 39/120 (32,50 %) 271120 (22,50 %) 27139 (69,23 %)

Aufgrund der zum Teil relativ geringen Anzahlen der Spermatozoen, die in diesem Ver-
such wiedergefunden wurden, ist die Beurteilbarkeit hinsichtlich der Beweglichkeit ein-
geschrankt. Da die Tropfen mit einem geringeren Volumen besser zu handhaben sind
und somit eventuelle Fehler reduziert werden koénnen, wurde die Menge des

Kryomediums auf 0,3 pl festgelegt.

3.1.5 Folienmaterial

Bei dieser Versuchsreihe wurden die Folienzuschnitte aus einem anderen Material
(Membranen aus ,ibidi-Schalen™) angefertigt, in der Hoffnung, dass dieses das Mikro-
skopieren nach dem Auftauen erleichtern und somit die Wiederfindungsrate erhéhen
wirde. Allerdings zeigten sich bei der Verwendung des Materials einige Probleme: die
Medium-Tropfen l6sten sich sowohl in flissiger als auch in gefrorener Form haufig von
den Folienzuschnitten ab. Auftaumethode c) war mit diesem Material nicht durchfthrbar,
da es wahrend des Auftauvorgangs zum Losen des Tropfens von der Folie kam und
dieser sich somit aus der mikroskopierbaren Ebene entfernte. Dies fiihrte dazu, dass
diese Proben nicht mehr auswertbar und somit verloren waren. Daher wurde die Ver-
suchsreihe mit dem neuen Material nach Methode a) aufgetaut. Dabei fiel allerdings auf,
dass die Folienzuschnitte nach dem Einfrieren sehr brtichig waren und meist durch das
Anfassen mit der Pinzette wahrend des Auftauvorgangs zerbrachen. Auch dies fiihrte zu
Probenverlusten und Stérungen im Versuchsablauf, sodass das Material schlief3lich als

ungeeignet flr den Kryokonservierungsvorgang angesehen werden musste.
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Die Ergebnisse der Versuche mit dem geénderten Folienmaterial werden im Folgenden
dargestellt (s. Tabelle 14).

Tab. 14: Versuch 4 (13.04.11; Folienzuschnitte aus ,ibidi-Membranen"). In dieser Ver-
suchsreihe wurde bei sonst identischem Versuchsaufbau und -ablauf ein anderes Foli-
enmaterial verwendet.

Probe |Wiedergefundene | Bewegliche Beweglich/
Spermatozoen Spermatozoen Gefunden
7/20 (35,00 %) | 5/20 (25,00 %)| 5/7 (71,43 %)
10/20 (50,00 %) [ 4/20 (20,00 %)| 4/10 (40,00 %)
4/20 (20,00 %) | 2/20 (10,00 %)| 2/4 (50,00 %)
6/20 (30,00%) | 1/20 (5,00%)| 1/6 (16,67 %)
3/20 (15,00 %) | 2/20 (10,00 %)| 2/3 (66,67 %)
10/20 (50,00 %) [ 2/20 (10,00 %)| 2/20 (20,00 %)
9/20 (45,00%) | 0/20 (0,00%)| 0/9 (0,00 %)
Gesamt | 49/140 (35,00 %) |16/140 (11,43 %) | 16/49 (32,65 %)

N oo o~ WN P

3.2 Endgultiger Versuchsaufbau und Versuchsbeschreibung

Da das Ziel der Arbeit war, die Methode zu optimieren und auf ihre Durchfuhrbarkeit und
die Qualitat der Ergebnisse zu prifen, ist der im Folgenden beschriebene Versuchsauf-
bau als ein Hauptergebnis der Arbeit anzusehen. Durch die in 2 dargestellten Versuchs-
reihen und den dazugehdrigen in 3.1 dargelegten Ergebnissen wurde dieser Aufbau und
Ablauf ermittelt und als bestmdgliche Variante der getesteten Optionen befunden. Im
Rahmen der Arbeit war jedoch nicht beurteilbar, inwiefern die Ergebnisse durch kom-
merziell und speziell fur diesen Zweck hergestelltes Material verbessert werden kénn-

ten.
Fur den endgultigen Versuchsaufbau wird folgendes Material bendtigt:

SpermStore-Medium, Gamete-Medium, PVP-Medium, 4 Pipetten (0,3 pl; 1 pl; 5-10 pl;
50 pl), PlastikSTRIpette (10 ml), Ol, Folienzuschnitte, Mikroskop mit Injizierkapillare
(Leica, LEITZ DM IRB), Plastik- Schalen (,nunc* IVF product line), Pinzette, Reaktions-
gefalRe (,nunc: Cryo Tube Vials®), 2 Eppendorf-Cups, Styropor-Kiste mit Deckel, darein



41

passende Metallkiste, Metallstander, Plastikstander fir Reaktionsgefalie, Styroporplatte,

flissiger Stickstoff, Spermatozoen-Probe

Zuerst wurde die Metallkiste in der Styroporkiste platziert. Dorthinein wurde sowohl der
Stander fur die Reaktionsgefal3e (s. Abbildung 10 und 11) als auch der Metallstander
gestellt, auf den die Styroporplatte und eine Plastikschale gelegt wurde. Desweiteren
wurde eine Markierung angebracht um den Stickstoffstand zu kontrollieren und diesen

somit konstant zu halten (s. Abbildung 10).

Abb. 10: Versuchsaufbau in der Ansicht von oben: In die Styropor-Kiste wurde eine
passende Metallkiste gestellt. Diese enthalt einen Plastikstdnder fir die Reaktionsgefa-
Re sowie einen Metallstdnder. Der Metallstdnder wurde mit einer Styroporplatte und ei-
ner IVF-Schale versehen, um die Proben zunachst langsam einfrieren zu lassen, bevor
sie in die ReaktionsgefalRe Uberfuhrt wurden. Der Stickstoff-Fullstand wurde mit Hilfe
einer Markierung durch ein Klebeband angezeigt.



Abb. 11: Versuchsaufbau in der Ansicht von der Seite: Die Abbildung zeigt alle relevan-
ten Bestandteile des Versuchsaufbaus. Die Dicke der Styroporplatte auf dem Metall-
stander reguliert die Geschwindigkeit des Einfrierens der Probe in der IVF-Schale, bevor
sie in eins der Reaktionsgefalie tberfuhrt wird. Auch der Stickstoffstand in der Metallkis-
te kann den Einfriervorgang je nach Hohe beschleunigen oder verlangsamen. Er wird
durch eine Markierung konstant gehalten.

Zu Beginn des Versuchs wurden zwei vorbereitete Schalen benétigt: Eine mit einem
Gamete-Tropfen (ca. 50 ul) zum Einstellen der Injektionskapillare mit der die Spermien
eingesammelt wurden, die zweite mit einem PVP-Tropfen (ca.10 ul), in den die Sper-
mien eingesetzt wurden. Beide Schalen wurden mit Ol aufgefullt und auf einer Warme-
platte aufbewahrt. In den PVP-Tropfen wurde je nach Spermiogramm der Probe ca. 0,5-
1 pl an Spermien eingesetzt. Die Injektionskapillare wurde in das Mikroskop eingespannt
(s. Abbildung 13) und mit Hilfe des Gamete-Tropfens eingestellt. Pro Probe, die einge-

froren sollte, wurde ein Folienzuschnitt in folgender Form bendtigt (s. Abbildung 12):
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Ansicht von oben: Ansicht von der Seite:
p Al
Knick zum Anfassen mit der Pinzette

Abb. 12: Form der Folienzuschnitte in der Ansicht von oben und von der Seite. Jeder
Folienzuschnitt hat einen Knick, an dem die Folie mit der Pinzette gut gegriffen werden
kann.

Des Weiteren wurden ein Eppendorf-Gefald mit etwas Spermstore-Medium und ein an-
deres mit Gamete-Medium bereitgestellt sowie die Pipetten fir die bendtigten Mengen
entsprechend eingestellt (0,3 pl und 1 ul). Pro Probe wurde ein Reaktionsgefald in den
dafir vorgesehenen Stander gestellt, welcher wie der Metallstander mit der
Styroporplatte in die Metallkiste gestellt wurde (s. Abbildung 10). Anschlie3end wurde
die Kiste bis zur Markierung mit flissigem Stickstoff gefullt. Es musste wéhrend des ge-
samten Einfriervorgangs auf den Stickstoffstand geachtet und gegebenenfalls nachge-
fullt werden, um die Bedingungen wahrend des Verfahrens konstant zu halten. Auf der
Styroporplatte wird eine Plastikschale ohne Deckel platziert, wonach die Styroporkiste

verschlossen werden konnte.

Die Vollstandigkeit der notwendigen Vorbereitungen war von grof3er Bedeutung, da es
wahrend des eigentlichen Einfriervorgangs nicht zu einer vermeidbaren Unterbrechung

und damit einer Verlangerung der Arbeitszeit kommen sollte.

Zum Einfrieren der Probe wurde zunachst die gewiinschte Anzahl von Spermien mit Hil-
fe der Injektions-Kapillare (s. Abbildung 13) aus dem PVP-Tropfen eingesammelt.
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Abb. 13: Die Abbildung zeigt das fir die Methode verwendete ICSI-Mikroskop. Zu er-
kennen sind die Halterungen fur die beiden Kapillaren: Links im Bild wird die Haltekapil-
lare eingespannt, rechts die fur den Versuch bendétigte Injektionskapillare.

Dann wurde ein Folienzuschnitt in eine Plastikschale gelegt (s. Abbildung 14) und ein
Gamete-Tropfen (1 ul) darauf pipettiert (s. Abbildung 15).
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Abb. 14: Das Foto zeigt einen Folienzuschnitt in einer IVF-Schale. Auf die Folie wird
zunachst der Medium-Tropfen pipettiert, in den dann die eingesammelten Spermato-
zoen zum Kryokonservieren eingesetzt werden.

Abb. 15: Die Abbildung zeigt einen Medium-Tropfen, der auf dem Folienzuschnitt plat-
ziert wurde.

Diese Schale wurde dann anstatt der PVP-Schale auf das Mikroskop gestellt und die

eingesammelten Spermien wurden durch die Kapillare in den Tropfen entlassen. Dabei
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war es wichtig zu beobachten, ob sich die Spermien noch bewegen, da es sonst spater

zu falschen Schlussfolgerungen héatte kommen kénnen.

Anschliel3end wurde diese Schale wieder herunter genommen und zu dem Tropfen, der
nun die Spermien enthalt, wurde vorsichtig 0,3 ul SpermStore pipettiert. Dann wurde der
Folienzuschnitt mit der Pinzette gegriffen und auf die Plastikschale in der Styroporkiste
gelegt. Dort wurde die Folie solange belassen, bis der Tropfen im Stickstoffdampf gefro-
ren war. Erst dann wurde die Folie mit der Pinzette in das vorgesehene Reaktionsgefal}
Uberfuhrt. Die  Reaktionsgefale wurden wahrend des  vorhergehenden
Pipettiervorganges bereits in der Styroporkiste mit flissigem Stickstoff vorgekihlt. Es
wurde darauf geachtet die GefalRe schon vorher zu beschriften und dann entsprechend
zu befullen, um Probenverwechselungen zu vermeiden. Wéahrend des Einfriervorgangs
wurden an dem Mikroskop das 5 x- und das 40 x-Objektiv verwendet, wobei die kleinere
VergroRerung der Ubersicht diente und die GroRere zum Einsammeln und Entlassen
der Spermien benutzt wurde. Beim Schalenwechsel war wichtig darauf zu achten, dass
die Kapillare vorher etwas hochgefahren wurde, um das Abbrechen der Spitze zu ver-
meiden. Dies war vor allem dann von Bedeutung, wenn die Schale mit der Folie mikro-
skopiert wurde. Da die Folie in der Ebene des Schalenbodens eine leichte Erhéhung
darstellte, konnte die Kapillare vor allem zu diesem Zeitpunkt des Versuches beschadigt

werden und musste dementsprechend neu eingestellt werden.

Wenn die gewtinschte Anzahl von Proben eingefroren wurde, konnte mit dem Auftauen

der ersten Proben begonnen werden.

Dazu wurde folgendes Material bendétigt: Eine Plastikschale pro aufzutauender Probe,
Ol, Gamete-Medium, Pipette (5 ), PlastikSTRIpette (10 ml), Pinzette, Mikroskop (10er
Objektiv).

Die Folie wurde mit Hilfe der Pinzette aus dem Reaktionsgefal3 entnommen und auf die
bereitgestellte Plastikschale gelegt. Auf den noch gefrorenen Tropfen wurde dann 5 pl
Gamete-Medium pipettiert, welches vorher im Warme- Inkubator aufbewahrt wurde. Da-
bei wurde darauf geachtet den Gamete-Tropfen wie in 3.1.3 beschrieben relativ breit zu
pipettieren, um das spatere Durchsuchen des Tropfens zu erleichtern. Anschliel3end
wurde die Folie und Tropfen mit Ol iberschichtet. Um das Ldsen des Tropfens von der

Folie zu vermeiden, wurde dabei darauf geachtet mit der Pinzette nicht unmittelbar an
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diesem anzusetzen. Einen von der Folie gelésten Tropfen zu mikroskopieren und dabei
auf Uberlebende Spermien zu durchsuchen zeigte sich als auf3erst schwierig und héatte

somit zu verschlechterten Ergebnissen gefihrt.

Die Schale wurde dann ein paar Minuten warmgestellt und anschliel3end mit einem 10 x
Objektiv nach Uberlebenden Spermien durchsucht. Dabei waren die progressiv bewegli-
chen Spermien, wesentlich einfacher zu identifizieren als die unbeweglichen. Die pro-
gressiv beweglichen Spermien hielten sich haufig im Randbereich des Tropfens auf. Um
kleinere Bewegungen beurteilen zu kdnnen, die auf Vitalitdt der Spermien hinweisen,

wurde auch das 40 x Objektiv verwendet.

Unter diesen Bedingungen wurden mehrere Versuchsreihen durchgefihrt und deren
Ergebnisse hinsichtlich Auffindbarkeit und Beweglichkeit der Spermatozoen dokumen-
tiert.

3.3 Effizienz der Methode

Nachdem der endgultige Versuchsaufbau und -ablauf festgelegt war, wurden zwei Ver-
suchsreihen mit insgesamt 29 Proben untersucht, um die Effektivitdt der Methode zu
ermitteln. Dabei wurden alle Versuche unter gleichen, in 3.2 beschriebenen, Bedingun-
gen durchgefuhrt. In der ersten Versuchsreihe mit insgesamt zehn Proben wurden je-
weils 30 Spermien in einem Medium-Tropfen eingefroren, wahrend in der zweiten Ver-
suchsreihe mit insgesamt 19 Proben jeweils 20 Spermien zusammen eingefroren wur-

den.
Beurteilt wurden bei allen Proben folgende Kriterien:
- Anzahl der wiedergefundenen Spermien von denen, die eingefroren wurden

- Anzahl der beweglichen und somit als vital einzustufende Spermien von denen,

die eingefroren wurden

- Anteil der beweglichen Spermien an der Anzahl der wiedergefundenen Sper-

mien
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Dabei wurden folgende Ergebnisse erzielt (s. Tabellen 15-17):

Tab. 15: Versuchsreihe 1 (Zeitraum: 02.03.11-11.03.11): Unter immer gleichen Voraus-
setzungen mit gleichem Aufbau und Ablauf des Versuchs wurden zehn Proben mit je-
weils dreiBig Spermatozoen kryokonserviert und wieder aufgetaut. Ermittelt wurden
schlief3lich die Anzahl der wiedergefundenen und die anteilig beweglichen Spermien.

Probe |gefunden/eingesetzt | beweglich/eingesetzt | beweglich/
gefunden

1 10/30 (33,33 %) 9/30 (30,00 %) 9/10 (90,00 %)
2 10/30 (33,33 %) 8/30 (26,67 %) 8/10 (80,00 %)
3 9/30 (30,00 %) 9/30 (30,00 %) 9/9 (100,0 %)
4 9/30 (30,00 %) 9/30 (30,00 %) 9/9 (100,0 %)
5 12/30 (40,00 %) |10/30 (33,33 %) 10/12 (83,33 %)
6 7/30 (23,33 %) 4/30 (13,33 %) 4/7 (57,14 %)
7 10/30 (33,33 %) 7/30 (23,33 %) 7/10 (70,00 %)
8 7/30 (23,33 %) 5/30 (16,67 %) 5/7 (71,43 %)
9 9/30 (30,00 %) 5/30 (16,67 %) 5/9 (55,56 %)
10 8/30 (26,67 %) 7/30 (23,33 %) 7/18 (87,50 %)
Gesamt | 91/300 (30,33 %) 73/300 (24,33 %) 73/91 (80,22 %)

In dieser ersten Versuchsreihe wurden zehn Proben eingefroren, die jeweils 30 Sperma-
tozoen enthielten. Von diesen insgesamt 300 eingefrorenen Spermatozoen konnten
nach dem Auftauen 91 (30,33 %) wiedergefunden werden und wiederum 73 konnten als
beweglich identifiziert werden. Der Anteil der beweglichen und somit vitalen Spermien
bezogen auf die, die nach dem Auftauen wiedergefunden wurden, lag insgesamt bei
80,22 %.



Tab. 16: Versuchsreihe 2 (Zeitraum: 15.03.11-21.03.11): Im Unterschied zu Versuchs-
reihe 1, in der jede Probe 30 Spermien enthielt, wurden in dieser zweiten Versuchsreihe
19 Proben mit jewelils zwanzig Spermatozoen kryokonserviert. Analog zu Versuchsreihe
1 wurden auch hier die wiedergefundenen Spermien gezahlt und auf ihre Beweglichkeit
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gepruft.
Probe |gefunden/eingesetzt | beweglich/eingestzt | beweglich/
gefunden

1 8/20 (40,00 %) 6/20 (30,00 %) 6/8 (75,00 %)
2 7/20 (35,00 %) 6/20 (30,00 %) 6/7 (85,71 %)
3 9/20 (45,00 %) 6/20 (30,00 %) 6/9 (66,67 %)
4 6/20 (30,00 %) 5/20 (25,00 %) 5/6 (83,33 %)
5 10/20 (50,00 %) 9/20 (45,00 %) 9/10 (90,00 %)
6 8/20 (40,00 %) 7/20 (35,00 %) 718 (87,50 %)
7 5/20 (25,00 %) 2/20 (10,00 %) 2/5 (40,00 %)
8 11/20 (55,00 %) 7/20 (35,00 %) 7/11 (63,60 %)
9 5/20 (25,00 %) 3/20 (15,00 %) 3/5 (60,00 %)
10 10/20 (50,00 %) 5/20 (25,00 %) 5/10 (50,00 %)
11 7/20 (35,00 %) 4/20 (20,00 %) 417 (57,14 %)
12 7/20 (35,00 %) 4/20 (20,00 %) 417 (57,14 %)
13 11/20 (55,00 %) 8/20 (40,00 %) 8/11 (72,73 %)
14 7/20 (35,00 %) 4/20 (20,00 %) 4/7 (57,14 %)
15 9/20 (45,00 %) 7/20 (35,00 %) 719 (77,78 %)
16 6/20 (30,00 %) 3/20 (15,00 %) 3/6 (50,00 %)
17 9/20 (45,00 %) 7/20 (35,00 %) 719 (77,78 %)
18 6/20 (30,00 %) 3/20 (15,00 %) 3/6 (50,00 %)
19 8/20 (40,00 %) 6/20 (30,00 %) 6/8 (75,00 %)
Gesamt | 149/380 (39,21 %) |102/380 (26,84 %) |102/149 (68,46 %)

In dieser zweiten Versuchsreihe wurden insgesamt 19 Proben untersucht, bei denen
diesmal jeweils 20 Spermien eingefroren wurden. Im Vergleich zu der ersten Versuchs-
reihe lagen hier sowohl die Rate der wiedergefundenen Spermatozoen mit 39,21 % als

auch die insgesamt beweglichen Spermatozoen mit 26,84 % etwas hoher. Von den 149

wiedergefundenen Spermien waren 102 beweglich (68,46 %).
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Tab. 17: Gesamtergebnisse: Die Tabelle fasst die Anzahl der insgesamt kryokonservier-
ten Spermatozoen zusammen. Sie stellt dar, wie viele der Gesamtanzahl der Spermato-
zoen nach dem Auftauvorgang wieder gefunden wurden und wie viele der Gesamtan-
zahl als beweglich identifiziert werden konnten. Zusatzlich wurde der Anteil der bewegli-
chen Spermien an den wiedergefundenen Spermien ermittelt.

gefunden/eingesetzt | beweglich/eingesetzt | beweglich/
gefunden
240/680 (35,3 %) 175/680 (25,7 %) 175/240 (72,9 %)

In beiden Versuchsreihen zeigten sich tendenziell &hnliche Ergebnisse. Die Gesamtzahl
der nach dem Auftauen wiedergefundenen Spermatozoen liegt bei 35,3 % mit einer
Spannweite zwischen 23,33 % und 55 %. Dementsprechend liegt der Anteil der Sper-
matozoen, die nach dem Auftauen als beweglich identifiziert wurden mit einem Ge-
samtwert von 25,7 % und einer Spannweite zwischen 10 % und 45 % etwas niedriger.
Gezeigt werden konnte allerdings auch, dass der Anteil an beweglichen Spermatozoen
von den insgesamt wiedergefundenen mit einem Gesamtwert von 72,9 % und einer

Spannweite zwischen 40 % und 100 % relativ hoch ist.

Ein wesentlicher Unterschied zwischen der Versuchsreihe, in der jeweils 30 Spermien
eingefroren wurden, zu der, in der pro Medium-Tropfen nur 20 Spermien eingefroren
wurden, konnte nicht gezeigt werden. Tendenziell waren die Wiederauffindungsraten bei
den Versuchen mit weniger Spermien etwas hoher, wobei nicht sicher zu sagen ist, dass
diese Ergebnisse mit der Anzahl der Spermatozoen in direktem Zusammenhang stehen.

Im Bezug auf die praktische Anwendung der Methode im Rahmen einer assistierten Re-
produktion ist vor allem der Gesamtanteil der Spermien von Bedeutung, die nach dem
Auftauen beweglich wiedergefunden werden konnten. Dieser Anteil betrug in den vorlie-
genden Versuchen mit 25,7 % etwa ein Viertel der im Vorfeld gesammelten und einge-
frorenen Spermien. Fir eine Injektion von 10-20 Eizellen mit jeweils einem beweglichen
Spermium ware somit das Einsammeln und anschliel3ende Einfrieren von 40-80 Sper-

mien notwendig.
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4. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine Methode zur Kryokonservierung einzelner
Spermatozoen zu etablieren. Im Verlauf der Studie gelang es viele Optimierungen be-
zuglich der genauen Arbeitsschritte des Einfrier- und Auftauvorganges vorzunehmen. In
abschlieBenden Versuchsreihen, die die Effizienz der Methode priufen sollten, zeigten
sich gute Ergebnisse hinsichtlich der Beweglichkeit der wiedergefundenen Spermien.
Insgesamt konnten 72,9 % der wiedergefundenen Spermien als beweglich identifiziert
werden. Schwierigkeiten machte jedoch vor allem das Wiederfinden der Spermien nach
dem Auftauvorgang unter dem ICSI-Mikroskop, es wurden insgesamt 35,3 % der einge-
frorenen Spermien nach dem Auftauen unter dem Mikroskop wiedergefunden.

Ein wesentlicher Unterschied der vorliegenden Methode zur bisher Ublichen
Kryokonservierung von Spermien besteht in dem Gesamt-Volumen, in dem die Sper-
mien kryokonserviert werden. Bei herkdmmlichen Kryokonservierungsmethoden wird in
Volumina von 100-1500 pl eingefroren, nach dem Auftauen zentrifugiert und dann im
entstandenen Pellet nach den Spermien gesucht. Im Vergleich dazu wurden bei der ge-
testeten Methode bewusst wesentlich kleinere Volumina (Gesamtvolumen pro eingefro-
rener Probe: 1,3 pl) verwendet. Durch das bei der vorliegenden Methode klein gewéhlte
Volumen und die zuvor mit Hilfe des ICSI-Mikroskops eingesammelten Spermien sollte
das Wiederfinden der Spermien nach dem Auftauen erleichtert werden. Wahrend der
Optimierungsversuche wurde festgestellt, dass der Folienzuschnitt, der als Trager fir
die zur Kryokonservierung verwendeten Medium-Tropfen diente, fir das Auffinden der
Spermien nach dem Auftauen eine bedeutende Rolle spielt.

Wahrend die progressiv beweglichen Spermien sich meist im Randbereich aufhielten
und gut zu erkennen waren, erschwerte der Folienzuschnitt das Mikroskopieren der we-
niger beweglichen Spermien enorm. Da jedoch auch weniger bewegliche Spermien
durchaus vital sein kdbnnen und somit fur ART verwendbar waren, kdnnte es perspekti-
visch fir die Methode von grol3er Bedeutung sein, das Material der Folienzuschnitte zu
optimieren. Es zeigten sich wahrend der Studie mehrere wichtige Anforderungen, die
das Folienmaterial erfiillen musste: Die Medium-Tropfen miissen sowohl in gefrorenem

als auch in flussigem Zustand gut an der Folie haften bleiben, um Probenverluste zu
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vermeiden. Desweiteren darf das Folienmaterial durch die extreme Temperatur des flis-
sigen Stickstoffes nicht brichig werden. Zuletzt ist beziglich der Wiederfindungsraten
der Spermien vor allem wichtig, dass das Material unter dem ICSI-Mikroskop gut zu
durchblicken ist, damit eine maximal mdgliche Anzahl an Spermien zur Verfigung steht.

In vielen Studien wurde gezeigt, dass vor allem die Qualitdt der Spermien von Mannern
mit OAT-Syndrom unter dem Vorgang der Kryokonservierung leiden. Es kommt zu Ver-
anderungen von Zellstrukturen, wie z. B. Storungen der Plasma-Membran und DNA-
Fragmentation, die das Uberleben, die Beweglichkeit und letztendlich die Befruchtungs-

fahigkeit der Spermien negativ beeinflussen (Brugnon et al., 2013).

Auch die Spermien, die mit Hilfe mikrochirurgischer Verfahren, wie MESA oder TESE
gewonnen wurden, sind beztglich dieser Verdnderungen empfindlicher (Esteves und
Varghese, 2012).

Besonders im Hinblick auf diese Patientengruppen wurde in den letzten Jahren in vielen
Studien versucht, die Methoden zur Kryokonservierung anzupassen und somit eine Op-
timierung des ART-Prozesses zu erreichen.

Cohen et al. publizierten 1997 eine Methode zur Kryokonservierung einzelner Sperma-
tozoen, bei der die Spermien in leere Zonae pellucidae injiziert und dann kryokonserviert
wurden. Die Zonae stammten dabei von Menschen, Mausen und Hamstern. Obwohl die
Ergebnisse der Studie hinsichtlich der Uberlebens- und Befruchtungsmaoglichkeiten der
Spermien gut waren, bleibt offen inwiefern es mdglich ist, dieses Verfahren in den klini-
schen Alltag zu Ubernehmen. Dabei konnten die Verfugbarkeit der bendtigten Zonae

und ethische Aspekte beziglich deren Verwendung zum Hindernis werden.

2009 veroffentlichten AbdelHafez et al. ein Review, das sich mit den verschiedenen
Techniken zur Kryokonservierung kleiner Anzahlen von Spermien und deren Ergebnis-
sen beschaftigt. Obwohl einige der Studien erfolgreich hohe Uberlebensraten der Sper-
mien erreichten, wird in dem Artikel die Schlussfolgerung gezogen, dass noch keine der
Methoden geeignet ist, in die klinischen Standards aufgenommen zu werden. Auf dem
Gebiet sei laut AbdelHafez et al. (2009) noch weitere Forschung notwendig.
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Endo et al. vertffentlichten 2011 eine Studie zur Kryokonservierung einzelner Spermien
mit Hilfe des sogenannten Cryo Tops (Kitazato Biopharma, Japan). Dabei handelt es
sich um einen Trager aus Polypropylen, der Ublicherweise zur Kryokonservierung von
Oozyten und Embryonen verwendet wird. Da es sich bei dem Kryotop allerdings um ein
offenes System handelt, das die eingefrorenen Spermatozytenproben in direkten Kon-
takt mit dem flussigen Stickstoff bringt, wurde dabei die Gefahr eine mikrobiellen Infekti-
on gesehen. Daher publizierten Endo et al. 2012 eine Studie, die den sogenannten Cell
Sleeper (Nipro/Japan) als Trager verwendete. Bei diesem handelt es sich im Gegensatz

zu dem Cryo Top um ein geschlossenes System.

Das Prinzip des Verfahrens mit dem Cell Sleeper ist der in dieser Arbeit durchgefiihrten
Methode ahnlich. Der Cell Sleeper besteht dabei aus einem zuschraubbaren Gefaf}
(vergleichbar mit dem in dieser Arbeit verwendeten Reaktionsgefall) und einem Einsatz,
auf dem die Proben platziert wurden (vergleichbar mit den in dieser Arbeit verwendeten
Folienzuschnitten). In beiden Studien konnten Endo et al. (2011 und 2012) erfolgreich
einzelne Spermien kryokonservieren. Im Vergleich der beiden Tréager konnten hinsicht-

lich der Uberlebens- und Beweglichkeitsraten keine Unterschiede festgestellt werden.

Abschliel3end kann festgestellt werden, dass die Kryokonservierung einzelner Sperma-
tozoen mit dem beschriebenen Verfahren maoglich ist. Die Studien von Endo et al. (2011
und 2012), die zeitlich parallel unabhéngig durchgefiihrt wurden, weisen in eine &hnliche

Richtung.

Da die Materialien, die fur die Methode notwendig sind, nicht-biologischen Ursprungs
sind und somit kommerziell herstellbar und universell einsetzbar, ware ein Einsatz im
klinischen Alltag grundséatzlich denkbar. Im Vergleich zur herkbmmlichen
Kryokonservierung von Spermaproben ist der Zeitaufwand der in dieser Arbeit durchge-
fuhrten Methode deutlich erhéht, zusatzlich ergeben sich durch das bendtigte Material
hohere Kosten. Fur Manner mit unauffalligem Spermiogramm ist der erhéhte Zeit- und
Materialaufwand nicht notwendig, da bei ihnen auch durch herkémmliche
Kryokonservierung gute Ergebnisse erzielt werden kénnen, sodass ausreichende Men-
gen an vitalen Spermatozoen zur Verfiigung stehen. Besonders profitieren kénnten von
der in dieser Arbeit optimierten Methode Patienten, die an

Oligoasthenoteratozoospermie leiden und somit nur wenige Spermien und schlechte
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Spermienqualitat ~ vorweisen. Da  deren  Spermien  durch  herkdmmliche
Kryokonservierung besonders stark an Vitalitdét und Qualitdt abnehmen, kdnnte durch
das einzelne Einsammeln und Kryokonservieren der Spermatozoen fir diese Manner
die Chance erhoht werden, den Qualitats- und Quantitatsverlust so gering wie maoglich
zu halten. Somit wirde sich sowohl fur diese Gruppe von Mannern als auch fir Manner,
deren Spermien durch mikrochirurgische Mal3hahmen gewonnen wurden, der erhéhte

Zeit- und Kostenaufwand lohnen.
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5. Zusammenfassung

Das Ziel der Arbeit war es, eine Methode zu etablieren, die es ermdglicht einzelne
Spermatozoen (ohne die lUbrigen Bestandteile des Ejakulats) mittels fliissigen Stickstoffs
einzufrieren. Diese konnte vor allem fur Manner mit niedriger Spermienqualitat (z. B.
OAT-Syndrom) sowie fur mikrochirurgisch gewonnene Spermien genutzt werden, um
den Qualitatsverlust der Spermatozoen wéahrend der Kryokonservierung zu minimieren.
Desweiteren kénnte eine solche Methode bei Mannern, die unter Kryptozoospermie lei-

den, dazu beitragen eine operative Spermiengewinnung aus dem Hoden zu vermeiden.

Ausgehend von der Grundidee die Spermien mit Hilfe der Injektionskapillare eines ICSI-
Mikroskops (Leica; LEITZ DM IRB) einzusammeln und vor dem Einfrieren in kleine Me-
dium-Tropfen zu Uberfihren, wurden zunéchst einige Versuche zur Optimierung des
Einfriervorgangs und der Auftaumethode durchgefiihrt. Daraus ergab sich das im Fol-

genden beschriebene Verfahren.

Zum Einfrieren wurden die aus PVP-Medium eingesammelten Spermien (20-45 pro ein-
gefrorene Probe) zunéchst in einen 1 ul Tropfen Gamete-Medium Uberfuhrt, welcher
sich auf einem Folienzuschnitt (aus einer einfachen Deckfolie einer Dokumentenhiille
geschnitten) befand, der als Trager fur den Kryokonservierungsvorgang und die spatere
Lagerung im Reaktionsgefal? verwendet wurde. Anschlieend wurden 0,3 ul
Kryokonservierungsmittel dazu pipettiert. Dann wurde die gesamte Folie mit dem Trop-
fen in einer speziellen, einfach zu realisierenden Vorrichtung mit flissigem Stickstoff

eingefroren und in ein Reaktionsgefald tberfuhrt.

Beziglich des Auftauvorgangs wurden wahrend der Versuchsreihen unterschiedliche
Methoden hinsichtlich ihrer Ergebnisse in den Wiederfindungs- und Beweglichkeitsraten

der Spermien verglichen.

Als optimal wurde es schlief3lich befunden den eingefrorenen Tropfen zum Auftauen auf
der Folie zu belassen und 5 pl gewarmtes Gamete-Medium auf die Probe zu pipettieren.
Diese Methode erschwerte zwar das Mikroskopieren und somit das Auffinden der Sper-
mien nach dem Auftauen, war hinsichtlich der Ergebnisse aber dennoch am erfolg-

reichsten und wurde daher in den endgultigen Versuchsablauf aufgenommen.
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Mit diesem Verfahren wurde eine Wiederfindungsrate von insgesamt 35,3 % erreicht.
Von diesen wiedergefundenen Spermien waren 72,9 % als beweglich und somit vital zu

erkennen.

Vorherige Versuche die Folie zum Auftauen umgedreht auf einen 5 pul Gamete-Tropfen
in einer Kulturschale aufzulegen, erméglichten zwar das Entfernen der Folie und erleich-
terten somit das anschlieRende Mikroskopieren, allerdings zeigte sich die Problematik,
dass bei diesem Verfahren noch vitale und progressiv bewegliche Spermien an die Folie

haften blieben und somit verloren gingen.

Auch der Versuch, diese an der Folie haftenden Spermien durch nachtragliches Abspu-
len der Folie mit Gamete-Medium abzulésen, konnte dieses Problem letztendlich nicht
l6sen, sodass das erschwerte Mikroskopieren durch den Verbleib der Folie in Kauf ge-

nommen wurde.

Nach der Entwicklung der als optimal angesehenen Methode, miisste diese im Klini-
schen Alltag auf die Mdglichkeit des Routine-Einsatzes weiter getestet werden. Erst im
Rahmen dieser Tauglichkeits-Prufung kdénnen eventuell noch weiter zu verbessernde

Details aufgespirt werden.



6. Materialverzeichnis

Kryokonservierungs-Medium

Gamete-Medium

PVP-Medium

4 Pipetten (0,3 pl; 1 pl; 5-10 pl; 50 pl)

10 mL PlastikSTRIpetten

Ol

Folienzuschnitte

Inverses Mikroskop

Injektionskapillare

Petri-Dishes
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GM501 SpermStore (Gynemed,
Lensahn, Schleswig-Holstein,

Deutschland)

Sydney IVF Gamete Buffer (Cook,
Bloomington, Indiana, USA)

Sydney IVF PVP (Cook,
Bloomington, Indiana, USA)

Research; Reference (Eppendorf,
Hamburg, Deutschland)

Corning® Costar® Stripette®
(Corning, New York, USA)

GM501 Mineral Oil (Gynemed,
Lensahn, Schleswig-Holstein,
Deutschland)

(aus einer einfachen Deckfolie
einer Dokumentenhille

geschnitten)

LEITZ DM IRB, Ausstattung: Hof
mann Modulations Contrast, Heiz
tisch, Objektive: x5, x10, x40 (Lei
ca, Wetzlar, Hessen, Deutschland)

Precision Microinjection Pipette

(Cook, Bloomington, Indiana, USA)

IVF product line (Nunc, Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham,
Massachusetts, USA)



Pinzette

Reaktionsgefalie

Eppendorf-Cups

Ibidi-Schalen
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Sondermodell (Everhards,
Meckenheim,Nordrhein-Westfalen,

Deutschland)

Cryo Tube Vials (Nunc, Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham,
Massachusetts, USA)

Eppendorf Tubes (Eppendorf,
Hamburg, Deutschland)

u-Dish (Ibidi® , Martinsried, Bayern
Deutschland)
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